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Uloga polimorfizma gena za angiotenzinogen (AGT), angiotenzin-
konvertujuci enzim (ACE) i AT1 receptor (AT1R) u razvoju nefropatije u

tipu I dijabetesa

UVOD: Dijabetesna nefropatija (DN) je jedna od najozbiljnijih mikrovaskularnih
komplikacija kako u tipu L, tako i u tipu II dijabetesa. Dva osnovna faktora rizika za pojavu
1 razvoj DN su hiperglikemija 1 arterijska hipertenzija. Hemodinamske promene u razvoju
komplikacija osnovne bolesti se pokuSavaju objasniti promenom aktivnosti RAS sistema.
Polimorfizam gena RAS sistema moze biti povezan sa kardiovaskularnim poremecajima a
brojne studije ukazuju na vezu polimorfizma ovih gena i moguc¢u predispoziciju za razvoj
dijabetesne nefropatije. Ovakvo glediSte doprinosi konceptu po kom ¢e DN progredirati
samo u odredenim grupama pacijenata. Nastalu nefropatiju brojni faktori rizika dalje
komplikuju. Kako se geni ukljuceni u regulaciju arterijskog pritiska smatraju odgovornim i
za razvoj dijabetesne nefropatije, to analiza gena RAS sistema ima znacajnu ulogu u
dijagnostici 1 mogucoj terapiji ovog oboljenja. One mogu pomoc¢i ranoj identifikaciji osoba

sa visokim rizikom za razvoj ove bolesti i tako spreciti dalje komplikacije.

CILJ: Ciljevi ovog rada su: utvrditi ucestalost analiziranih genotipova i alela gena za
angiotenzinogen (AGT/M235T/T174M polimorfizmi), angiotenzin-konvertuju¢i enzim
(ACE I/D polimorfizam) i gena za AT1 receptor (A1166C polimorfizam) kod ispitanika sa
insulin-zavisnim dijabetesom bez nefropatije, sa incipijentnom nefropatijom i manifestnom
nefropatijom; ispitati povezanost ucestalosti ispitivanih genskih varijanti sa stepenom
razvoja nefropatije i ostalim komplikacijama dijabetesa; analizirati klinicko demografske
podatke ispitanika u odnosu na stepen razvoja nefropatije i utvrditi da li postoji povezanost
ucestalosti ispitivanih genskih varijanti i drugih relevantnih klini¢kih parametara; analizirati

postojanje veze identifikovanih haplotipova sa rizikom za nastanak dijabetesne nefropatije.

MATERIJAL I METODE: Istrazivanje je obuhvatilo 79 pacijenata sa tipom I
dijabetesa, oba pola, starosti 20-40 godina, sa trajanjem dijabetesa duzim od 5 godina,
podeljenih prema stepenu razvoja bubreznih komplikacija u tri grupe: ispitanici bez

nefropatije, sa incipijentnom nefropatijom i sa manifestnom nefropatijom



Iz uzorka periferne krvi pacijenata radene su laboratorijske analize i izolovana
DNK. Podaci znacajni za istrazivanje, i to godine starosti ispitanika, trajanje dijabetesa,
porodi¢na anamneza za hipertenziju, dijabetes i kardiovaskularne bolesti, zatim klini¢ki
parametri koji su obuhvatili vrednosti hipertenzije, krvnog pritiska, parametre lipidnog
statusa (ukupni holesterol, LDL-holesterol, HDL-holesterol, trigliceridi), dugoro¢ne
glikoregulacije (24-Casovni profil glikemije, HbAlc) i bubrezne funkceije, odredivani su po
prijemu pacijenata na kliniku. Vrednosti albumina su odredivane nefelometrijskom
metodom. Utvrdivanje genotipova u genu za angiotenzinogen (AGT M235T i T74M) 1 AT1
receptor (A1166T) radeno je PCR-RFLP metodom kori§¢enjem odgovarajucih restrikcionih
enzima. Za detekciju genotipova za angiotenzin-konvertuju¢i enzim (ACE) koristili smo

standardni PCR protokol.

U cilju analize dobijenih rezultata koriS¢en je SPSS statisti¢ki paket (Chicago,
Illinois). Primenjene su metode deskriptivne statistike i analitiCke statistike (Studentov t-
test, % test, Pearson-ov koeficijent korelacije, Mann-Whitney U test, Kruskal-Wallis test i
ANOVA). Logistickim regresionim modelom je ispitivana veza nefropatije i drugih
analiziranih varijabli. Vrednosti neravnoteze vezanosti (Linkage Disequilibrium — LD) za
polimorfizme M235T i1 T174M, kao i1 ucestalosti haplotipova, racunate su pomocu

programa SNPStats.

REZULTATI: Analizom klinicko demografskih podataka ispitanika u odnosu na
stepen razvoja nefropatije zabeleZena je znaajna razlika u srednjoj vrednosti zivotne dobi,
trajanju dijabetesa, hipertenziji 1 vrednostima sistolnog 1 dijastolnog krvnog pritiska
(p<0,001). U grupi proteinuri¢nih ispitanika, pojava retinopatije je znacajno ucestalija
(p<0,001) u odnosu na grupu ispitanika sa normoalbuminurijom, dok je ucestalost
polineuropatije visa, ali ne znacajno, u grupi mikroalbuminuri¢nih ispitanika. Ispitivane
grupe se nisu statisticki znacajno razlikovale u nivou HbAlc. Vrednosti ukupnog
holesterola, HDL i LDL holesterola u ispitivanim grupama su sli¢ne, dok vrednosti
triglicerida pokazuju znacajnu razliku izmedu grupe pacijenata sa normoalbuminurijom i

proteinuri¢nih ispitanika (p<0,001).



Analiza ucestalosti ispitivanih genotipova ukazala je na znacajno ¢eSce (p <
0.05) prisustvo TT genotipa (AGT M235T) u grupi proteinuri¢nih ispitanika. Nije dobijena
statisticki znacajna razlika u zastupljenosti ispitivanih alela i genotipova za AGT T174M
izmedu ispitivanih grupa. U ispitivanju ucestalosti alela u genu za ACE, broj pacijenata sa
D alelskom formom je bio ve¢i u grupi sa proteinurijjom u odnosu na grupu sa
normoalbuminurijom, ali ta razlika nije bila znacajna. Ucestalost DD genotipa, koji se
povezuje sa ve¢im nivoom ACE je najmanja kod pacijenata sa mikroalbuminurijom.
Statisticki znacajne razlike, izmedu grupe normoalbuminuri¢nih i proteinuri¢nih pacijenata,

nisu nadene niti za ucestalost C alela i CC genotipa u genu za AT1 receptor.

Nase istrazivanje nije pokazalo povezanost grupisanih genotipova (T/- AGT, D/-
ACE i C/- ATIR) sa komplikacijama hipertenzijom, retinopatijom i polineuropatijom kod
ispitanika sa tipom I dijabetesa, te oni ne bi mogli da se smatraju markerom rizika za razvoj

ovih komplikacija.

Na osnovu multivarijantnog regresionog modela izdvojeni su faktori rizika znacajni
za nastanak nefropatije. Model je pokazao da su trajanje dijabetesa, prisustvo hipertenzije, i
TT polimorfizam AGT gena znacajni prediktori za nastanak nefropatije. Korelacija izmedu

trajanja dijabetesa i prisustva TT genotipa je visoko statisticki znacajna (p<0.01).

Analiza procentualne zastupljenosti haplotipova polimorfizama M235T i T174M
gena za AGT izmedu analiziranih grupa pokazala je da ovi haplotipovi nisu bili u statisticki
znacajnoj asocijaciji sa rizikom za razvoj nefropatije u poredenju sa najces¢e zastupljenim
haplotipom MT koji je koriS¢en kao referentna vrednost. Izvesna tendencija ka znacajno
snizenom riziku za razvoj mikroalbuminurije 1 proteinurije je zabeleZzena za TM haplotip

(OR=0.38, p=0.062)

ZAKLJUCAK: Analizom polimorfizma M235T AGT gena pokazano je da je
ucestalost T alelske forme, odnosno TT genotipa, koji nose najveéi rizik za razvoj
nefropatije kod dijabetiCara, statisticki znaCajno veca kod pacijenata sa terminalnom
bubreznom slaboséu (p < 0.05). Ispitivanjem ucestalosti polimorfizma gena za AGT

(T174M), ACE i ATIR nismo dobili potvrdu da se prisustvo pretpostavljenih "rizicnih"



varjjanti (MM genotip za AGT T174M, DD genotip za ACE gen i CC genotip u genu za
AT1 receptor) povecava sa stepenom razvoja nefropatije kod ispitanika sa dijabetesom. Na
osnovu rezultata multivarijatnog regresionog modela, za nastanak poremecaja funkcije
bubrega kao znacajni su se pokazali: trajanje bolesti (DM), hipertenzija i TT genotip AGT
M235T (OR od 1,2 do 28). Analizom haplotipova gena za AGT, M235T i T174M,
pokazalo se da identifikovani haplotipovi nisu bili u statisticki znacajnoj asocijaciji sa

rizikom za razvoj nefropatije.

Polimorfizam gena RAS sistema se povezuje sa kardiovaskularnim poremecajima,
brojne su studije koje ukazuju na povezanost polimorfizma ovih gena i moguce
predispozicije za nastanak dijabetesne nefropatije. Isti geni su odgovorni i za regulaciju
arterijskog pritiska. U klinickom smislu to bi znacilo da dijabeti¢ari sa MT i TT genotipom
za AGT gen imaju vecu sklonost ka razvoju dijabetesne nefropatije. Ovakve geneticke
analize mogu pomo¢i ranoj identifikaciji osoba sa povecanim rizikom za razvoj
mikrovaskularnih komplikacija dijabetesa. Dalje lecenje ovih pacijenata bi podrazumevalo
striktnu kontrolu dijabetesa (odnosno uspostavljanje dobre glikoregulacije), dobru kontrolu
arteriskog pritiska Sto bi wukljuivalo 1 ranu primenu antihipertenzivne terapije,

normalizaciju lipidnog statusa i prestanak pusenja.

Kljuéne reéi: Dijabetesna nefropatija, renin angiotenzin sistem, genski polimorfizam

Naucna oblast: biologija

UZa nauéna oblast: Genetika
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The role of angiotensinogen (AGT), angiotensin-converting enzyme
(ACE) and AT1 receptor (AT1R) gene polymorphisms in the
development of nephropathy in type I diabetes

Introduction: Diabetic nephopathy (DN) is an important chronic complication of
long standing type 1 and type 2 Diabetes mellitus associated with considerable morbidity
and mortality. Nephropathy affects about one third of all Type 1 diabetes mellitus patients
and 15-60% of patients with type 2 diabetes. Important characteristic of DN is increased
protein excretion in urine. Early stage is characterized by a small increase in urinary
albumin excretion (UAE), also called microalbuminuria or incipient DN. More advanced
disease is defined by the presence of macroalbuminuria or proteinuria. The latter is named
overt or manifested DN. The two main risk factors for diabetic nephropathy are
hyperglycemia and arterial hypertension, but multiple factors contribute to the initiation and
progresion of diabetic nephropathy including genetic and racial predisposition, glycemic
and other metabolic abnormalities, various cytokines and growth factors. The prominent
role of the component genes of the RAS in cardiovascular regulation suggest the possibility
that polymorphism of the genes of the RAS system might be involved in the genetic
predisposition to develop diabetic nephropathy. In this context, genetic polymorphisms of
the renin-angiotensin system (RAS) are attractive candidates to be studied, since inhibition
of the activity of this system has shown to prevent the development of diabetic
complications, such as nephropathy. The study of those genetic polymorphisms, which
might allow identification of groups with high risk of developing diabetic nephropathy,
provide novel therapeutic targets or individual treatment strategies for both the prevention

and treatment of these complications.

Aim: The aim of study was to: to determine the association of genotype and alel
frequency between AGT gene polymorphism ((AGT/M235T/T174M ), ACE (I/D) gene
polymorphism and AT1 (A1166C ) receptor gene polymorphism in type I diabetic patients
without nephropathy, with incipient nephropathy and overt nephropathy; to examine the

correlation frequency of investigated polymorphisms and the degree of nephropathy



development. Also, the aim was to analyse clinical-demographic values according to
diabetic nephropathy progresion and possible connection between the frequency of the
investigated gene variants and other relevant clinical complications; to determine the
presence of haplotype blocks in the examined groups and the association between detected

haplotypes and diabetic nephropathy.

Material and methods: The study group considered of 79 patients with diabetes
type I, both gender, aged 20-40 years, with duration of diabetes longer than 5 years and
separated according to diabetic nephropathy level in three groups: without nephropathy,

with incipient nephropathy and manifested nephropathy.

DNA isolation and laboratory tests were performed from periferal blood samples.
Data relevant to the research: the age, duration of diabetes, family history of hypertension,
diabetes and cardiovascular disease, then clinical parameters that affected value
hypertension, blood pressure, lipid parameters (total cholesterol, LDL-cholesterol, HDL-
cholesterol), long-term glycemic control (24-hour profile of blood glucose, HbAlc) and
renal function was determined by admission of patients to the clinic. The values of albumin
were measured by nephelometric method. Detection of genotypes and allele frequencies in
the gene for angiotensinogen (AGT M235T and T74M) and AT1 receptor (A1166T) was
determined by PCR-RFLP using restriction enzymes. For detection of genotypes of

angiotensin-converting enzyme (ACE), we used standard PCR protocol.

For the purpose of analysis, we used the SPSS statistical package (Chicago, Illinois).
Applied methods of descriptive statistics were (mean, standard deviation, min, max) and
analytical statistics (Student's t-test, y test, Pearson's correlation coefficient, Mann-Whitney
U test, Kruskal-Wallis test and ANOVA). Logistic regression model analysed the

connection between nephropathy and other analyzed variables.

Values imbalance attachment (Linkage Disequilibrium-LD) were calculated for

polymorphisms M235T and T174M using SNPStats.



RESULTS: Demographic analysis of the clinical data of patients according to the
degree of development of nephropathy observed a statistically significant difference in the
mean age, duration of diabetes, hypertension, systolic and diastolic blood pressure
(p<0.001). In the group of proteinuric patients, the frequent occurrence of retinopathy in
comparison to the group of subjects with normoalbuminuria was statistically significant (p
<0.001), in contrast to the frequency of polyneuropathy, which was higher in
microalbuminuric subjects and not statistically significant. Statistically significant
differences between groups of patients were not found for HbAlc. Total cholesterol, HDL
and LDL cholesterol levels in the examined groups were similar, while triglyceride values

show a significant difference between normo and proteinuric group of patients (p<0,001).

Association of investigated polymorphisms and the level of development of
nephropathy pointed to the high statistical significance (p <0.05) in the presence of the TT
genotype of AGT gene (M235T) polymorphism in a group of proteinuric patients. There
was no statistically significant difference in the abundance of the alleles and genotypes of
AGT T174M between the studied groups. The frequency of D allele (ACE gene), the
number of patients with a form of the D allele of gene was higher in the group with
proteinuria than in the normoalbuminuric group, but these values were not statistically
significant. Distribution of DD genotype that is associated with increased level of serum
ACE is even lower in patients with microalbuminuria. Statistically significant differences
between groups of normoalbuminuric and proteinuric patients were not found in the

frequency of C allele and CC genotype in the gene for the AT1 receptor

Our research hasn't shown an association of grouping genotypes (T / - AGT, D / -
ACE C / - AT1R) and complications: hypertension, retinopathy and polyneuropathy in
patients with type I diabetes, and they might not be considered to be the marker of risk for

the development of these complications.

Using multivariate regression analysis, we created a model to define predictors for
development of the nephropathy. The model showed that the duration of diabetes, presence

of hypertension and TT AGT gene polymorphisms were significant predictors for the



development of nephropathy. The correlation between duration of diabetes and the presence

of TT genotype was statistically highly significant (p <0,01).

Analysis of the percentage of the haplotype in M235T and T174M AGT gene
polymorphisms between analysed groups, showed that these haplotypes were not
statistically significant associated with the risk of nephropathy in type I diabetes compared
with the most frequent haplotype MT, which was used as a reference value. Certain
tendencies towards significantly decreased risk of developing microalbuminuria and

proteinuria was observed for TM haplotype (OR = 0.38, p = 0.062).

CONCLUSION: The analysis of M235T AGT gene polymorphism has been shown that
the frequency of T alleles form or TT genotype, which carry the highest risk for the
development of nephropathy in diabetic patients was significantly higher in patients with
terminal renal failure (p <0,05. Examining the frequency of polymorphism of AGT
(T174M), ACE and ATIR did not receive confirmation that the presence of "high-risk"
polymorphisms (AGT MM genotype, DD genotype of the ACE gene and the CC genotype
in the gene for the AT1 receptor) increases with the degree of development of nephropathy
in patients with diabetes. Based on the results of multivariate regression models for the
development of renal dysfunction as important as doing: duration of diabetes (DM),
hypertension and AGT M235T TT genotype (OR 1.2 to 28). Haplotype analysis of AGT
gene, M235T and T174M, appeared that identified haplotypes were not statistically
significant associated with the risk of developing nephropathy.

Key words: Diabetic nephropathy, renin-angiotensin system, gene polymorphisms
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Dijabetes

Dijabetes melitus je po definiciji Svetske zdravstvene organizacije (World Health
Organisation - WHO) sindrom koji karakteriSu hroni¢na hiperglikemija i poremecaji
metabolizma ugljenih hidrata, masti i belan¢evina, uslovljen apsolutnim ili relativnim
nedostatkom sekrecije i/ili delovanja insulina. Dijabetes mellitus (DM) je hroni¢no i
dozivotno oboljenje koje zahteva stalno pracenje i lecenje. U klinickoj slici dominiraju
simptomi koji su, pre svega posledica hiperglikemije, bez obzira da li je ona nastala usled

potpunog deficita insulina ili

_ njegovog neadekvatnog

Stirrulife
slobadane msulina

delovanja. Kod dijabetes
melitus-a, nedostatak  ili

nedovoljna koli¢ina insulina,

‘\ ili  neefikasna stimulacija

SN, ¢elija na koje deluje, dovodi
"‘I‘\ ﬁ lﬁalkrea‘s, W
Stimulife stvarame

glhkogena - /
/ CeTijle.ti:;.i.\lra

do stanja hiperglikemije. lako
u krvi postoji visok nivo
glukoze, ¢elije su u stanju

gladovanja jer je naruSena

apsorpcija glukoze.

Insulin je polipeptidni

_ hormon koji se sintetiSe u beta

¢elijama Langerhansovih
Slika 1. Regulacija metabolizma glukoze .

ostrvaca ankreasa i
(Preuzeto sa: http://www.pattersonfitness.com/the-science-behind- p
the-missfits-2-week-fat-loss-jump-start-nutrition-blueprint/) predominantno  deluje na

¢elije miSica, jetre i adipoznog tkiva. U njima stimuliSe sintezu glikogena, masti i proteina a
inhibira degradaciju ovih metabolickih izvora energije. Pored toga, insulin stimuliSe
apsorpciju glukoze od strane vecine ¢elija, sa znaCajnim izuzetkom celija jetre i mozga.

Tokom gladovanja, kada je nivo glukoze nizak, ili tokom stresa koji zahteva mobilizaciju
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energije, sekrecija insulina je suprimirana a stimulisana je sinteza i oslobadanje glukagona
od strane pankreasnih a ¢elija, Sto dovodi do oslobadanja glukoze iz energetskih rezervi.
Metabolicke efekte insulin ostvaruje delovanjem na receptore eksprimirane na ciljnim
tkivima (skeletnim miSi¢ima, jetri i masnom tkivu) [1]. Kada se nivo glukoze u krvi
poveca, insulin se izlucuje iz pankreasa, da bi normalizovao nivo glukoze. U uslovima
apsolutnog ili relativnog nedostatka insulina, ulazak glikoze je smanjen kako u ona tkiva
koja je koriste posredovano insulinom (misSi¢no i masno tkivo), tako ¢ak i u onim tkivima

koja je mogu koristiti delom i bez insulina, kao §to je to slucaj sa hepatocitima.

U slucaju dijabetesa, nedostatak ili nedovoljna produkcija insulina, ili neefikasna
stimulacija ¢elija na koje deluje, dovodi do stanja hiperglikemije. Kada glikemija bude toliko
povecana da prelazi prag tubularne reapsorpcije glikoze (10 mmoL/L, odnosno 180mg%)
dolazi do osmotske diureze. Tada se javlja pojacano mokrenje a u urinu se konstatuje
glikozurija. Povecan gubitak tecnosti izaziva pojaanu Zed, sklonost ka dehidrataciji, pad

telesne mase, a bolesnik oseca da nema snage.

Smanjenje telesne mase je uvek pokazatelj loSe metabolicke kontrole bolesti. Usled
nepravilne iskoriS¢enosti glukoze, bolesnik moze da oseca glad pa iako pojacano unosi
hranu, ipak stalno gubi u tezini. Gubitak apetita obi¢no nastaje tek u ketoacidozi.
Istovremeno sa obilnom diurezom dolazi i do gubitka soli iz organizma, $to moze dovesti
do elektrolitnih disbalansa, miSi¢ne slabosti 1 gréeva. Vrlo male koli¢ine insulina mogu da
inhibiraju lipolizu ili uzimanje ugljenih hidrata, $to za posledicu ima pove¢ano dopremanje
slobodnih masnih kiselina u tkivu gde one postaju glavni izvor energije u procesu beta
oksidacije. Kod dece i mladih tezi deficit insulina moze dovesti do ketoacidoze, dok nesto
manji deficit, ako duze traje, dovodi ne samo do pothranjenosti ve¢ i do zaostajanja u rastu i

razvoju [2].

Razli¢ite su klinicke manifestacije bolesti kod razli¢itih tipova dijabetesa. Iz tih
razloga je Svetska zdravstvena organizacija predlozila podelu i jedinstvenu terminologiju
za razliCite tipove dijabetesa. Postoje Cetiri osnovne kategorije dijabetesa i specificni oblici

bolesti.
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1. Dijabetes melitus tip 1
2. Dijabetes melitus tip 2
3 Malnutricijski dijabetes
4. Gestacijski dijabetes

5. Drugi oblici dijabetesa

Dijabetes melitus tip 1

Insulin zavisni tip dijabetesa ili tip 1 ranije je oznaCavan kao juvenilni tip bolesti.
Ova forma dijabetesa prethodno obuhvacena terminom insulin zavisni dijabetes ili juvenilni
dijabetes, posledica je autoimunski posredovane destrukcije B ¢elija pankreasa [3]. Javlja
se u detinjstvu, adolescenciji i ranom zrelom dobu. Tip 1 dijabetesa se javlja kod dece koja
su starija od 4 godine, obi¢no naglo, sa vthom incidence nastanka od 11-13 godina, $to se
poklapa sa pubertetom i ranom adolescencijom [4]. Deca i adolescenti najceS¢e imaju
ketoacidozu kao prvu manifestaciju bolesti. Visoka ucestalost javlja se i kod ljudi u kasnim

30-im i ranim 40-im godinama Zivota, i tada se bolest razvija sa blazim simptomima.

Dijabetes tip 1 je katabolicki poremecaj u kom je insulin u cirkulaciji vrlo nizak ili
odsutan, koncentracija glukagona je povecana, a beta ¢elije ne odgovaraju na stimuluse za
sekreciju insulina. Pacijenti moraju svakodnevno unositi egzogeni insulin, pa se zbog toga
ovaj oblik dijabetesa ranije nazivao insulin zavisni dijabetes. Oboleli od dijabetesa tip1 Cine

oko 20-25% svih dijabeticara. [5].

Dokazana je i povezanost izmedu sistema HLA antigena i incidence tipa 1

dijabetesa.
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Dijabetes tip 1 je

autoimunsko oboljenje. U

pankreasu  je  primecena
infiltracija limfocita i
destrukcija beta ¢elija
Langerhansovih  ostravaca,
Sto  uzrokuje  nedostatak
insulina. U cirkulaciji 85%
pacijenata obolelih od ovog
tipa dijabetesa su primecena
antitela na dekarboksilazu
glutaminske kiseline beta

¢elija pankreasa. Priblizno

95% obolelih imaju mutiran

Slika 2. Shematski prikaz delovanja insulina najmanje jedan od dva alela
(Preuzeto sa; http://stemcells.nih.gov/info/scireport/pages/chapter7.aspx)

humanog leukocitnog
antigena HLA: DR3-DQ?2 ili DR4-DQS8, DR gena, koji kodira MHC II proteine glavnog
histokompatibilnog kompleksa (Major Histocompatibility Complex) [6].

DR gen se nalazi na hromozomu 6 zajedno sa ostalim genima uklju¢enim u
sintezu MHC proteina. Autoimunski napad na beta ¢elije je indukovan stranim agensom,
npr. virusom, koji imunoloski li¢i na neku od komponenti beta ¢elija. MHC II proteini,
kodirani ovim alelima, vezuju antigen i stimuliSu imunski sistem da otpo¢ne neobi¢no dug i
intenzivan napad. Neke od aktiviranih ¢elija imunskog sistema dospevaju do pankreasa,
gde pokrecu napad na beta Celije, zbog slicnosti stranog antigena i neke od komponenti tih
¢elija. Agensi okoline za koje se pretpostavlja da indukuju napad na beta ¢elije mogu biti
virusi (paramiksovirus, rubeola, koksaki B virus), toksicne hemikalije, citotoksini.
Kumulativni rizik za dijabetes tip 1 za nosioce DR3/DR4 alela je 5,11%, a za ukupno
stanovnistvo 1,05% [4].
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Uticaj Zivotnog doba na incidencu dijabetesa tip I je znaCajan. Tip 1 dijabetesa se
retko javlja pre Sestog meseca zivota. Zatim se broj obolelih povecava progresivno (slika 3)
a na grafikonu postoje dve pika: manji oko pete i ve¢i oko dvanaeste godine Zivota, u doba
puberteta. Posle tridesete godine, pojava dijabetesa tipa 1 je znatno reda. Incidenca
pojavljivanja insulin zavisnog dijabetesa u odnosu na duzi vremenski period moZe biti
takode znacajna. Sve do 1940. godine incidenca je bila konstantana (oko 5-6%), a zatim je
poceo njen znatan porast u mnogim zemljama pa se incidenca popela i na 20% obolelih na
100.000 stanovnika po godini. Ucestalost oboljevanja od tipa 1 Secerne bolesti pokazuje
etnicke odnosno geografske varijacije, sa najviSom stopom prevalence u skandinavskim
zemljama tj. na severu Evrope, a najmanja u juznim delovima Evrope, sa ucestalo$¢u

manjom od 1% od svih obolelih od dijabetesa [7].

Dijabetes tipl je povezan sa visokim morbiditetom i ranim mortalitetom, $to je
rezultat komplikacija bolesti koje mogu dovesti do: sr€ane ishemije, cerebralne vaskularne
bolesti, periferne vaskularne bolesti i gangrene na donjim ekstremitetima, hroni¢nog

oboljenja bubrega, redukcije vida, slepila i neuropatije.

Broj bolesnika koji oboljevaju od Seéermne bolesti progresivno raste tokom
poslednjih decenija, zbog Cega ovo oboljenje predstavlja pretnju svetskom zdravlju.
Svetska zdravstvena organizacija i Medunarodna federacija za dijabetes (International
Diabetes Federation) procenjuju da je 2007. godine u svetu od oba tipa SeCerne bolesti
bolovalo 246 miliona ljudi, a da ¢e se broj obolelih do 2025. povecati na 380 miliona [8].
Mada se najvisa incidenca registruje u razvijenim zemljama, najveci porast broja obolelih

se oc¢ekuje u zemljama u razvoju.

Prema istim izvorima u Republici Srbiji od dijabetesa boluje priblizno 500.000
osoba ili 6,7% populacije. Prema Americkom centru za kontrolu i prevenciju bolesti u SAD
od dijabetesa trenutno boluje 20,8 miliona osob, Sto iznosi 7% ukupnog stanovniStva.
Smatra se takode da ¢e ova bolest postati jedan od vodecih uzroka morbiditeta i mortaliteta

u narednih 25 godina [9].
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Komplikacije dijabetesa

Dijabetes je hroni¢na bolest sa mnogobrojnim komplikacijama koje se mogu podeliti

na akutne 1 hroni¢ne.

Akutne komplikacije
Dijabetesna ketoacidoza (DKA): tezak metabolicki poremecaj koji oznacava krajnje

neregulisani dijabetes pracen (apsolutnim i/ili relativnim) nedostatkom insulina. Najveci
broj pacijenata sa DKA ima tip 1 dijabetesa. Medutim, i pacijenti sa tipom 2 dijabetesa
takode su u riziku za dobijanje DKA zbog kataboli¢kog stresa u akutnim bolestima. DKA
je cesca kod odraslih nego kod dece. Smatra se da je stopa mortaliteta 2—5%. Ovakvim

hormonskim disbalansom narusava se ravnoteza izmedu anabolickih i kataboli¢kih procesa.

Hiperglikemijska, hiperosmolarna, neketonska koma: znaCajna karakteristika
ovog stanja je hiperglikemija bez acidoze, dehidracija sa prerenalnom uremijom, depresija
funkcije nervnog sistema, ¢esS¢i i tezi poremecaji svesti nego u toku DKA, pretezno se
javlja kod starih ljudi i kod DM tip 2. KarakteriSe se izuzetno visokim vrednostima
glikemije, najces¢e ve¢im od 33,3 mmoL/L (po nekim autorima i preko 40 mmoL/L),
povecanom osmolarnoséu plazme, normalnim acidobaznim stanjem. Incidencija je skoro

desetostruko menjaju odnosu na ketoacidozu, ali je mortalitet visok (30-60%).

Lakticna acidoza: metabolicka acidoza koju karakteriSe povecano stvaranja laktata

1 smanjenje pH arterijske krvi. Stopa smrtnosti je vrlo visoka, ¢ak 70-80%.

Hipoglikemije: uzroci i predisponirajuci faktori za pojavu hipoglikemije - disbalans
izmedu utroska glukoze (propusten obrok) i njenog koris¢enja (intenzivan fizi¢ki napor),
relativni viSak insulina (egzogenog), povecanje stimulacije sekrecije (endogenog) insulina
(preparati sulfonilureje), promena farmakodinamskih dejstva insulina zbog promene vrste
insulina (humani vs. svinjski), preciS¢enosti preparata insulina, promena anatomskog mesta

aplikacije insulina, promena insulinske senzitivnosti, gubitak telesne tezine, hipokalorijska
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dijeta, uklanjanje insulin-kontraregulatornih efekata (prekid terapije steroidnim

hormonima), ozbiljno oStecenje jetre, anoreksija, unos alkohola.

Hronic¢ne komplikacije

Hroni¢ne komplikacije dijabetesa su dobile naziv po svom toku koji je hroniCan i
progresivan. Javljaju se posle viSe godina trajanja dijabetesa posebno kod bolesnika sa

loSom metabolickom kontrolom. Hroni¢ne komplikacije su podeljene na:

Makrovaskularne komplikacije koje se odnose na velike krvne sudove i predstavljaju
agresivniju formu ateroskleroze. One dovode do povecane ucestalosti infarkta miokarda,
bolesti krvnih sudova centralnog nervnog sistema (§log) i gangrene stopala kod dijabeticara.
U nastanku ateroskleroze znacajnu ulogu igraju abnormalnosti u zidu krvnog suda,

trombocitima, eritrocitima i metabolizmu lipida.

Mikrovaskularne komplikacije koje zahvataju najmanje krvne sudove, kapilare i pre
kapilarne arteriole i glavna manifestacija im je zadebljanje kapilarne bazalne membrane.
Mikroangiopatije obuhvataju morfoloSke promene na sitnim krvnim sudovima retine,
glomerula bubrega, stopala i miSi¢a. Postoje slede¢i oblici mikroangiopatija: retinopatija,

neuropatija i nefropatija.

Retinopatija se javlja kod osoba koje su imale dijabetes najmanje 5 godina. Obuhvata
slede¢e promene: mikroaneurizme, povecanje propustljivosti zida i suzenje lumena kapilara,
proliferaciju novih krvnih sudova pra¢enu proliferacijom fibroznog tkiva u retini. Ove

promene su obimne, i konac¢no dovode do slepila.

Dijabetes je najces¢i uzrok slepila u odraslih osoba, sa ucestalo$¢u od preko
50 na 100000 dijabetiCara godisnje [8]. Hipertenzija moze ubrzati nastanak i progresiju
retinopatije. Postoje dva osnovna stadijuma razvoja dijabetesne retinopatije,

neproliferativna i proliferativna.
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Neuropatija je takode posledica oboljenja malih krvnih sudova, pri ¢emu je ogranicen
dotok krvi u nerve $to dovodi do njihovog ostecenja i degeneracije. Moze dovesti do gubitka

senzitivnosti, ulceracija, gangrena i drugih poremecaja.

Ucestalost komplikacija zavisi od brojnih faktora. Slepilo se javlja u oba tipa
dijabetesa, kao 1 dijabetesna nefropatija [4]. BubreZzna insuficijencija je glavni uzrok smrti

kod pacijenata sa dijabetesom tip 1, a makrovaskularna kod pacijenata sa tipom 2.

Dijabetesna nefropatija

Dijabetesna nefropatija je jedna od najvaznijih hroni¢nih komlikacija dijabetesa.
Razvija se kod jedne trecine pacijenata sa insulin-zavisnim i u 15 do 60% pacijenata sa
insulin-nezavisnim dijabetesom [10]. Dijabetesna nefropatija je klinicki sindrom koji se
karakteriSe postojanom albuminurijom, povecanim arterijskom pritiskom, smanjenjem
glomerulske filtracije i pove¢anim rizikom od kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta
[11]. Rana pojava mikroalbuminurije ukazuje na sklonost prema razvoju dijabetesne
nefropatije. Raniji podaci ukazuju da se veliki znacaj u razvoju nefropatije pridavao
genetickim faktorima sa jedne strane i tipu dijabetesa sa druge. Interakcija izmedu loSe
glikoregulacije 1 genetickih faktora moZe da dovede do razvoja mikrovaskularnih
komplikacija dijabetesa [12]. U poslednje vreme veliki znacaj se pridaje faktorima rizika za
razvoj kardiovaskularnih komplikacija i1 hipertenzije. Veliki je broj faktora rizika koji
dovode do pocetka i progresije dijabetesne nefropatije ukljucujuci geneticku predispoziciju,
poremecaj glikoregulacije, druge metabolicke poremecaje, hipertenziju, promene u
sistemskoj 1 renalnoj hemodinamici, razli¢ite citokine i1 faktore rasta [13]. Pocetak
dijabetesne nefropatije 1 progresija oboljenja zavise od prisutnih faktora rizika i

glikoregulacije.
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Slika 3. Graficki prikaz progresije dijabetesne nefropatije u tipa I dijabetesa
(Preuzeto sa: http://www.technokraftsolutions.com )

Incipijentna nefropatija, kao pocetna faza razvoja nefropatije se manifestuje pove¢anom
ekskrecijom albumina. Kako razvoj nefropatije napreduje dolazi do sve vece akumulacije
toksi¢nih produkata u krvi tako da terminalni stadijum bolesti zahteva primenu dijalize i

eventualnu transplantaciju bubrega.

Stadijumi razvoja dijabetesne nefropatije

Uobicajeno je da se razvoj dijabetesne nefropatije klasifikuje u tri stadijuma:
1. Stadijum incipijentne nefropatije se deli na tri faze:
- inicijalna hiperfiltracija,
- tzv. nemi stadijum,
- incipijentna nefropatija
2. Stadijum manifestne nefropatije

3. Stadijum hronic¢ne bubrezne insuficijencije.

10
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Kod osoba sa genetickom predispozicijom za razvoj nefropatije se dosta dugo, ¢ak
godinama, razvijaju diskretne promene koje su u pocetku vidljive samo elektronskim, a
zatim i svetlosnim mikroskopom, a koje nisu pra¢ene nekim klinickim simptomima. Taj
period se obi¢no naziva ranom fazom i obuhvata prva tri stadijuma. Prve promene se mogu

otkriti posebnim ispitivanjem, pre svega odredivanjem GFR-a i merenjem albuminurije.

Rana faza dijabetesne nefropatije

Za ovu fazu su karakteristicne promene u glomerulskoj filtraciji-GFR, a potom pojava

mikroalbuminurije.

Stadijum incipijentne nefropatije: karakteriSe je povecana glomerulska filtracija
(Glomerular Filtration Rate - GFR). Ovo povecanje glomerulske filtracije se javlja u oko
25% bolesnika, ceS¢e kod onih sa stalnom hiperglikemijom [3]. U ovoj fazi nefropatije
povecan je protok krvi kroz bubreg (Renal Plasma Flow — RPF) $to dovodi do uvecanja
bubrega. Rana faza razvoja nefropatije ukljucuje inicijalnu hiperfiltraciju, nemi stadijum 1i
incipijentnu nefropatiju. Prva dva stadijuma traju razli¢ito, u proseku 5-10 godina i u tipu 1
dijabetesa nisu praceni izrazenim klinickim znacima "nemi stadijum". Promene koje
karakteriSu ovu fazu nefropatije su reverzibilne. Pojava malih molekula albumina u urinu
predstavlja jedan on najranijih nalaza u razvoju dijabetesne nefropatije. Perzistentna
mikroalbuminurija (30-300 mg/24h) je pouzdan znak incipijentne nefropatije. I kod zdravih
osoba i kod dijabeticara ekskrecija proteina je veca preko dana za 25% u odnosu na no¢, a
varijacije u albuminuriji od dana do dana mogu biti i do 40%. Iz tih razloga se

mikroalbuminurija mora odredivati tri puta u toku 6 meseci.

Brojne studije su pokazale da je mikroalbuminurija veoma vazan prognosticki znak
za buduéi razvoj klinicki manifestnog oblika nefropatije. Takode je pokazano da su
histoloske promene kod bolesnika sa perzistentnom mikroalbuminurijom ozbiljnije.
Obzirom da je perzistentna mikroalbuminurija u prvih pet godina trajanja dijabetesa retka,

ona tada ne moze posluziti kao prognosticki znak, ali kasnije se moze smatrati pouzdanim

11
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znakom razvoja klinicki manifestne dijabetesne nefropatije . Nije definitivno utvrdeno da li
pojava mikroalbuminurije posle teZeg fizickog napora ima nekakav znacaj za budu¢i razvoj

nefropatije.

Stadijum manifestne dijabetesne nefropatije: smatra se da je doSlo do druge faze
razvoja nefropatije, koja se naziva i faza klinicki manifestne nefropatije, kada se ustanovi
perzistentna mikroalbuminurija ve¢a od 300mg na 24 h, odnosno kada je ekskrecija

albumina vec¢a od 200 ug/min.

Kod bolesnika kod kojih se razvija perzistentna proteinurija dolazi do progresivnog
pada GFR sve do razvoja terminalne bubrezne insuficijencije. Pad GFR je linearan,
progresivan, ali se kod svih bolesnika ne odigrava jednako brzo i za sada nije poznato Sta
utiCe na tu progresiju. Razlog moze biti veza izmedu progresije dijabetesne nefropatije
(DNF) 1 lose metabolicke kontrole dijabetesa. Takode je utvrdeno da postoji korelacija
izmedu progresije nefropatije i1 dijastolnog pritiska. Na ovome se izmedu ostalog i zasniva
pokusaj prevencije brze progresije nefropatije kod bolesnika sa hipertenzijom tako S§to se
aktivno ukljucuje antihipetenzivna terapija. Samo oko 25% dijabetiCara sa perzistentnom
proteinurijom ima pritisak u granicama normale, ali i tada obi¢no postoji lagan porast od
trenutka kada se konstatuje prelaz iz mikroalbuminurije u fazu pezistentne proteinurije.
Obicno u daljoj progresiji nefropatije ka terminalnoj bubreznoj insuficijenciji svi bolesnici

postaju hipertonicni.

Brzina progresije manifestne nefropatije ka terminalnoj bubreznoj insuficijenciji je
danas mnogo manja zahvaljuju¢i antihipertenzivnoj terapiji i boljoj metabolickoj kontroli
dijabetesa. Ranije je obi¢no posle oko 7 godina od manifestne proteinurije dolazilo do

terminalne bubrezne insuficijencije, dok je danas taj period barem dvostruko duzi.

U fazi manifestne nefropatije kod vecine dijabetiCara se ispoljavaju i druge
komplikacije. Tako je pokazano da prakticno svi pacijenti sa tipom 1 dijabetesa sa
nefropatijom imaju i retinopatiju. Zbog toga, ako neki dijabetiar ima perzistentnu
proteinuriju a nema retinopatiju, moramo razmotriti mogucénost da postoji neki drugi uzrok

lezije bubrega, odnosno da se ne radi o dijabtesnoj nefropatiji. Potrebno je naglasiti i to da
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bolesnici sa retinopatijom, pa ¢ak ni oni sa proliferativnom retinopatijom, ne moraju imati i

nefropatiju [2].

Stadijum terminalne bubreZne insuficijencije kod dijabeticara, karakteriSe dalje
oStecenje glomerula. GFR se progresivnho smanjuje zbog Cega dolazi do povecanja
koncentracije Stetnih produkata metabolizma u krvi i na kraju pojave azotemije [14]. Skoro
svi pacijenti u ovom stadijumu imaju hipertenziju koja doprinosi daljem ubrzanom razvoju
DNF. U terminalnom stadijumu GFR opada na 10ml/min zbog ¢ega je potrebno zapoceti sa

hemodijalizom ili peritonealnom dijalizom.

Kod vecine dijabeticara sa terminalnom fazom renalne bolesti postoje teSka
oste¢enja krvnih sudova. Ona su posledica delovanja viSe faktora kao $to su: arterijska
hipertenzija, lipidni poremecaji, uremija. Posledice svega ovoga su visoki rizik za razvoj
infarkta, cerebralnih tromboza i krvarenja, ali i perifernih vaskularnih lezija sa razvojem
gangrene, Sto kasnije zahteva amputaciju. Pokazatelj pocetne nefropatije je nivo albumina u
urinu < 30 mg dnevno. U periodu mikroalbuminurije, hiperglikemija i poviSen arterijski

pritisak su dominantni faktori rizika za dalju progresiju bolesti.

Patofiziologija smanjenja glomerulske filtracije

Glomerulska filtracija (GFR) je snizena kod bolesnika sa manifestnom
nefropatijom. U toku razvoja dijabetesne nefropatije posle znacajnog porasta GFR koji se
konstatuje kod novootkrivenih dijabeti¢ara dolazi do umerenog pada, ali se on zadrzava jo§
dugi niz godina na nesto visSim vrednostima iznad normale. Posle uspostavljanja perzistente
mikroalbuminurije (obi¢no posle desetak godina) GFR je jo$ uvek poviSen, ali kada dode
do uspostavljanja makroproteinurije, obi¢no posle 15 i viSe godina trajanja dijabetesa,
dolazi i do smanjenja GFR i to skoro linearno i brzo sve do ispoljavanja terminalne
bubrezne insuficijencije. JaCina glomerulske filtracije (JGF) je Siroko prihvaéena kao

najbolji pokazatelj funkcije bubrega [15].

13



Uvod

Kasni stadijumi razvoja dijabetesne nefropatije su udruzeni sa progresivnom
mezangijalnom ekspanzijom i kapilarnim okluzijama. Na taj na¢in se smanjuje povrSina
preko koje se vrsi filtracija, Sto kasnije dovodi do pada GFR. Smatra se da je u vreme
nastajanja manifestne dijabetesne nefropatije, glomerulski filtar na maksimalnom ili
priblizno maksimalnom kapacitetu. U prilog toj ¢injenici ide i podatak da davanje proteina
kod ovih bolesnika ne dovodi do povec¢anja GFR kao kod zdravih osoba. Ovde se zapravo
radi o gubitku renalne funkcione rezerve, sto se moze smatrati uzrokom dalje progresije
renalnog ostec¢enja. Ipak mora se imati u vidu da to nije potpuni gubitak renalne rezerve, jer
na primer davanje glukoze kod ovih bolesnika moze da dovede do porasta GFR za oko

50%. Ovo se objasnjava delovanjem

GLOMERULSKA KAPSULA

GLOMERUL
AFERENTNA ARTERIJA

JUKSTAGLOMERULARNI Medutim, ovo ne =zna¢i da se
APARAT

glukoze na produkciju prostaglandina.

/3\;._ WE—— hiperglikemijom moze u poodmaklim
- DISTALN

J
(g stadijumima nefropatije odrzati bolja

EFERENTNA .o
ARTERIJA renalna funkcija. Pokazalo se da u
PROKSIMALNA TUBULA

takvim stanjima obaranje hiperglikemije
NEFRON-PETLIA nije praéeno promenama u renalnoj

insuficijenciji, odnosno nije bilo efekta

na dalju progresiju bolesti.

Sa progresijom nefropatije nastaju
Slika 4. Glomerul (shema)

(Preuzeto sa
http://www.scoopweb.com/Loop_of_Henle) selektivne ka nisko selektivnom tipu

promene u tipu proteinurije od visoko

proteinurije. Kada se GFR smanji na 10-
20 mL/min, povecava se filtracija IgG u odnosu na filtraciju albumina koji su pre takvog
stanja bili najvise filtrirani. Novija ispitivanja su pokazala da u krajnjim stadijumima
nefropatije proteinurija nastaje kao posledica defekta u glomerulskoj membrani koja bi
inaCe, morala da bude nepropustljiva za molekule odredene veli¢ine. Na osnovu nalaza
profiltriranih neutralnih molekula pre¢nika oko 4,6 nm najverovatnije se radi o takvom

defektu bazalnih membrana koje odgovaraju uspostavljanju Santova u samom kapilarnom
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zidu. Zapravo u bazalnim membranama se uvecava broj inae normalno prisutnih ali u
malom broju, takozvanih neselektivnih pora, neselektivnih za veliinu Cestica koje mogu da
prolaze kroz membranu. Medutim, sigurno je da i u ovom stadijumu postoji defekt u
kontroli filtracije molekula u zavisnosti od njihovog naelektrisanja kao sto je to bilo u
samom pocetku razvoja nefropatije, kao i ranije opisani hemodinamski poremecaji. Osim
toga 1 u poodmaklim i krajnjim stadijumima dijabetesne nefropatije utvrdeno je snizenje
sijalinskih komponenti u glomerulskoj barijeri, kao 1 smanjenje sinteze heparan sulfata u
glomerulskim bazalnim membranama, koji je veoma vazan za odrZavanje negativnog

naelektrisanja glomerulskog zida.

Sa progresijom nefropatije proteinurija nije samo glomerulska nego i tubularna.
Snizavanjem GFR na oko 40 mL/min ili manje, znacajno raste ekskrecija beta 2
mikroglobulina $to bi moglo da predstavlja znak tubularnog oStecenja, ali bi moglo da bude
i posledica zasi¢enja kapaciteta za reapsorpciju beta 2 mikroglobulina u proksimalnim

tubulima.

U stanju poodmakle dijabetesne nefropatije uz sve pomenute promene se javlja
poremecaj u lipidima, tako da se moze utvrditi povecanje koncentracije holesterola, LDL
holesterola kao i triglicerida, dok je nivo HDL holesterola snizen [14]. Ove promene bi
mogle da pogorsaju razvoj skleroticnih promena u glomerulima. To znaci da bi bilo veoma

vazno da se ovi poremecaji le¢e ¢im se konstatuju.

HistopatoloSke promene kod dijabetesne nefropatije

Dijabetesna nefropatija je mikrovaskularna komplikacija dijabetesa koja se odlikuje
zadebljanjem bazalne membrane glomerula, mada zadebljanje bazalne membrane takode
moze postojati i u malim prekapilarnim arteriolama, postkapilarnim venulama kao i u
avaskularnim strukturama (bubreznim tubulima). Promene u strukturi bazalne membrane su
posledica nagomilavanja hijalinskog materijala koji moze da bude difuzno rasporeden i da
da homogeno zadebljanje bazalne membrane ili kao viSeslojno, laminarno zadebljanje.

Novije studije ukazuju na to da je sinteza materijala bazalne membrane povecana, a
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degradacija smanjena. Povecana je sinteza kolagena tipa IV i1 laminina, a smanjena sinteza
proteoglikana. Kolagen tipa VI je najviSe zastupljen i u bazalnim membranama glomerula
¢ini oko 98% suve supstance. On obezbeduje strukturnu stabilnost i selektivnu propustljivost
Cestica odredene veli¢ine. U obolelih od dijabetesa povecava se njegova koli¢ina u bazalnim
membranama. Laminin odreduje adhezivnost endotelnih ¢elija i podocita za bazalnu
membranu i propustljivost Cestica u zavisnosti od naelektrisanja. On je u povecanoj koli¢ini
naden kod dijabeticara i to kako u bazalnoj membrani glomerula tako i u tubulima i
mezangijumu, ali kada se razvije poodmakla nefropatija i1 glomeruloskleroza, on se
smanjuje. Fibronektin takode odreduje adhezivnost ¢elija i propustljivost ¢elija u zavisnosti
od naelektrisanja, a izgleda da je pove¢an u ranim fazama nefropatije u mezangijumu, a ne u
bazalnim membranama. Heparan sulfat je proteoglikan koji odreduje propustljivost ¢estica u
zavisnosti od naelektrisanja i smanjuje umnoZzavanje ¢elija mezangijuma. On je u obolelih

od dijabetesa snizen i to u zavisnosti od hiperglikemije ¢ak i za 70% [16].

Na ovaj nacin nastaje visokoselektivna proteinurija, pa se povecava ekskrecija samo
elektronegativnih albumina, ali ne i elektronegativnih proteina ve¢e molekulske mase [17].
Promene u arterijama i arteriolama imaju za posledicu razlicite stepene skleroze, Sto znatno
doprinosi bubreznoj insuficijenciji. Medutim, najuocljivija i najznacajnija promena u
dijabetesnoj nefropatiji je mikroangiopatija. Glomerularne promene u dijabetesu
podrazumevaju difuznu glomerulosklerozu, nodularnu glomerulosklerozu i1 eksudativne

lezije.

Difuzna glomeruloskleroza je najesca glomerularna promena koja se vida kod
dijabeticara. Smatra se da postoji u oko 75% pacijenata sa nefropatijom. Lezije se
karakteriSu difuznim zadebljanjem glomerularne bazalne membrane, kao i1 difuznim
povecanjem mezangijalnog matriksa. Napredovanjem procesa mogu biti zahvaceni Citavi
glomeruli. Mezangijalni matriks, koji je proSiren, moze pokazivati krupne, acelularne,
eozinofilne nodule koji se nalaze unutar centra glomerularnih lobulusa, dajuéi tako lezije

koje se nazivaju nodularna glomeruloskleroza.
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Nodularna glomeruloskleroza je lezija patognomonicna za dijabetes i nalazi se u
40-50% pacijenata sa dijabetesnom nefropatijom, a udruzena je sa difuznom
glomerulosklerozom. Nodusi obojeni srebrom pokazuju karakteristicnu koncentricnu
laminaciju na periferiji, dok krupni nodusi u centru pokazuju strukturu kolagena. U jednon
nodusu moze biti 1 viSe nodularnih lezija. Mada je nodularna lezija najspecifi¢niji indikator
dijabetesne nefropatije, ona nije u korelaciji sa tezinom klini¢ke slike i bubrezne bolesti, ali
je zato difuzna glomeruloskleroza najbolji pokazatelj rasprostranjenosti i teZine bubreznog
oStecenja. Nodularne lezije mogu se nac¢i u slu€ajevima gde je o¢uvana funkcija bubrega, a
ne mora ih biti kod pacijenata sa uznapredovalom glomerulosklerozom i znatnim oSte¢enjem

bubrezne funkcije.

Eksudativne lezije se takode mogu naci u glomerulima pacijenata sa diabetesnom
nefropatijom. One su predstavljene kao homogene, eozinofilne strukture koje leze izmedu
bazalnih lamina na periferiji glomerularnih lobulusa. Vaskularni prostor je u predelu
eksudativne lezije tipi¢no obliterisan, dok lezija ima karakteristican hijalini izgled, ali poSto
moze da sadrzi i lipide lezija pokazuje i penuSav izgled. Ove lezije su PAS-pozitivne i
potpuno acelularne, mogu da se jave u obliku fibrinske kape ili kapsularne kaplje u
zavisnosti od polozaja u kome se nalaze. U novijoj literaturi ova promena se ¢esto naziva i
hijalino-fibrinoidna i za nju je karakteristicno da se mozZe javiti i kod pacijenata koji nemaju

dijabetes, ali samo u slu¢ajevima teSko oStecene bubrezne funkcije
Etiopatogeneza dijabetesne nefropatije

Prva saznanja o lezijama na malim krvnim sudovima u obolelih od dijabetesa poticu
od patologa Kimelstila (Kimmelstiel) i Vilsona (Wilson) koji su jo§ 1936. godine prvi
opisali posebne promene u gradi kapilara glomerula kod dijabeticara. Mikroangiopatske
komplikacije su u obolelih od dijabetesa veoma Cest uzrok tezeg invaliditeta i bitno uti¢u na

duzinu Zivota dijabeticara.

Elektronskim mikroskopom je utvrdeno da se glavne promene u obolelih od
dijabetesa deSavaju na kapilarima bazalnih membrana. Promene se odvijaju na svim malim

krvnim sudovima, ali su najkarakteristiCnije one na retini (dijabetesna retinopatija),
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bubrezima (dijabetesna nefropatija), perifernim nervima (dijabetesna polineuropatija) i

kapilarima skeletnih misica.

Danas se veruje da su promene na malim krvnim sudovima posledica sadejstva vise
faktora i mehanizama. Geneticka predispozicija, hiperglikemija, hemodinamske promene
(povecan protok) i hipertenzija su verovatno udruzeni Cinioci koji dovode do oStecenja

malih krvnih sudova.

Hiperglikemija i dijabetes

Brojna ispitivanja su se bavila mehanizmima uticaja poremecene glikoregulacije na
razvoj oSte¢enja bubrezne strukture i funkcije u pacijenata sa dijabetesom. Hiperglikemija
ima nesumnjiv znacaj u razvoju dijabetesne nefropatije, kao i ostalih mikrovaskularnih
komplikacija. Ona je neophodan ali ne i dovoljan uslov za razvoj nefropatije. Da je to tako
postoje brojni dokazi, a pre svega u prilog tome je zapaZanje da ne razvijaju svi dijabeticari
nefropatiju, kao i da je brzina razvoja dijabetesne nefropatije i vreme potrebno da se ispolji
manifestna nefropatija razli¢ito od bolesnika do bolesnika. Tako na primer nisu mogle biti
utvrdene znacCajne razlike u nivou HbAlc kada je bila uporedena grupa pacijenata sa
manifestnom nefropatijom i onih koji viSe od 40 godina boluju od dijabetesa ali nemaju
nefropatiju, Sto je pokazalo da moraju postojati dodatni faktori koji su bitni za razvoj
nefropatije. U tom smislu, $to je ve¢ pomenuto, neophodno je postojanje sklonosti za razvoj
nefropatije i da je ona najverovatnije pod genetickom kontrolom. Samo u onih pacijenata
kod kojih je geneticki determinisano prisustvo takvih izoenzima N-deacetilaze (koja
ucestvuje u metabolizmu heparan-sulfata i u odrzavanju normalne funkcije bazalne
membrane i mezangijuma) koji su osetljivi na prisustvo hiperglikemije i inhibirani visokim
nivoom glikemije, ispoljice se kriticno smanjenje koli¢ine heparan-sulfata u bubregu koje je

karakteristicno za dijabetesnu nefropatiju.

Podaci dobijeni tokom brojnih istrazivanja su pokazali da postoji znacajan uticaj
hiperglikemije na razvoj mikroangiopatskih promena, ukljuc¢ujuéi i nefropatiju. Na osnovu

epidemioloskih i klinickih ispitivanja, svi dijabetiCari se mogu prema reakciji na
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hiperglikemiju i njihov ishod podeliti u tri grupe. U prvoj grupi je oko 5% dijabeticara koji
bez obzira na dobru metabolicku kontrolu dijabetesa, veoma brzo razvijaju mikrovaskularne
komplikacije. Drugu grupu ¢ini oko 20% bolesnika koji veoma dobro podnose
hiperglikemiju u duZzem periodu i ne razvijaju komplikacije. Tre¢u grupu cini veina
bolesnika (oko 75%) koji pokazuju razli¢it stepen osetljivosti prema hiperglikemiji, ali se
ipak moze reci da se u uslovima duze lose metabolicke kontrole, brze razvijaju komplikacije
[20,21]. Na osnovu nekih ranijih iskustava i multicentricne DCCT studije, pokazano je da je
kod bolesnika iz ove grupe moguce u uslovima odrzavanja glikemije u skoro normalnim
vrednostima tokom viSe godina, kao i regulisanja arterijskog pritiska, uspe$no prevenirati
pojavu mikrovaskularnih komplikacija. Osim toga, pokazano je da, ako su one ve¢ postojale,
dobra metaboli¢ka kontrola moZe usporiti njihovu progresiju, pa ¢ak kod pocetnih stadijuma

i dovesti do regresije nekih promena.
Mehanizmi kojim hiperglikemija ostecuje krvne sudove su razliciti:

Neenzimska glikozilacija proteina

Prvi mehanizam kojim hiperglikemija moze biti od znacaja za razvoj vaskularnih
komplikacija kod dijabetiCara je pojava neenzimske glikozilacije proteina. Ona se deSava u
uslovima dugotrajne hiperglikemije i moZe da utice na razvoj komplikacija, jer se tako moze
menjati prostorma organizacija proteina, kako onih u ¢elijama i bazalnim membranama, tako
i onih u cirkulaciji, zbog Cega je poremecena njihova funkcija. Tako na primer, glikoziranje
hemoglobina u eritrocitima povecava njegov afinitet prema kiseoniku, pa ga zato on teZe
otpusta u perifernim tkivima, zbog cega se ispoljava tkivna hipoksija. Pored toga,
glikoziranje proteina u membranama eritrocita Cini te eritrocite manje elasticnim, zbog ¢ega
oni teZe prolaze kroz male, a joS§ teZe kroz suzene krvne sudove. Povecava se sklonost da se

adheriraju i da prave agregate, pa time tkivna hipoksija postaje jos teza.

Povecano glikoziliranje proteina moze imati za posledicu povecano nagomilavanje

glikoziliranih produkata slicnih proteinima kako u bazalnoj membrani glomerula tako i u
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mezangijumu. Sve ovo mozZe biti od znacaja za mezangijalnu ekspanziju i1 razvoj

glomerulskih okluzija §to pospesSuje razvoj dijabetesne nefropatije [22].

Stimulacija sinteze proteina

Drugi nacin uticaja hiperglikemije na razvoj mikroangiopatije je njen uticaj na
stimulaciju sinteze nekih proteina krvi, narocito glikoproteina, kao $to je fibrinogen. Slican
efekat ima 1 na neke proteine u bazalnim membranama, kao §to je to na primer kolagen IV,
Sto ima za posledicu povecanje njegovog sadrzaja u bazalnim mebranama kapilara, zbog
¢ega one postaju popustljivije [23]. Hiperglikemija moze da smanjuje nivo nekih proteina.
Tako na primer, smanjuje nivo heparan sulfata, proteoglikana koji normalno sprecava
proliferaciju ¢elija mezangijuma. Zato u uslovima duze hiperglikemije dolazi u srazmeri sa
hiperglikemijom do takvog pada ove materije da je proliferacija ¢elija mezangijuma jako

ubrzana. Istovremeno je povecana propustljivost kapilara.

Glikozna toksic¢nost

Glikoza sama po sebi moZe imati toksicne efekte na celije. Kultura ljudskih
endotelnih celija koja je hroni¢no izlozena visokim koncentracijama glukoze pokazuje
znacajne poremecaje u Celijskom funkcionisanju, koje se ne mogu pripisati promenjenoj
aktivnosti poliolskog puta. Visoki nivo glikoze remeti ¢elijski ciklus i njihovu proliferaciju i
vode ka povecanoj sintezi kolagena, fibronektina i laminina, Sto delimi¢no moze objasniti
ekspanziju ekstracelularnog matriksa [24]. Mezangijalne celije podvrgnute povecanim
koncentracijama glikoze sintetiSu manje heparan sulfata i ovo teoretski moze doprineti
redukciji preostalog elektronegativnog naelektrisanja na baznoj membrani, §to normalno
ogranicava transkapilami fluks cirkuliSu¢ih albumina. Ovakve promene na samoj bazalnoj
membrani bi moglo da podstaknu povecanje proteinurije. Stavise u mezangijalnim ¢elijama
visoki nivo glikoze indukuju transkripciju i sekreciju TGF-f koji stimuliSe sintezu matriksa,

a inhibira njenu degradaciju.
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Ipak se i pored svega sa sigurnos¢u ne moze re¢i koliki je znacaj direktnog toksi¢nog
delovanja glikoze na endotel delija, ali je sigurno da ona uzrokuje poremecaje u
funkcionisanju endotelnih celija, Sto je od znafaja za ispoljavanje veceg rizika za
kardiovaskularne bolesti koje se inaCe veoma Cesto javljaju kod dijabeticara sa nefropatijom.
Medu tim poremecajima u funkcionisanju endotelnih ¢elija kod dijabetiara je pokazana
povecana koncentracija von Willenbrand-ovog faktora i trombomodulina (proteina, koji se
sintetiSu u endotelnim ¢elijama i Cije oslobadanje moze da odslikava oStecenja endotela) i
smanjeno oslobadanje tkivnog plazminogen aktivatora u odgovoru na fiziu aktivnost koje

je nadeno i pre ispoljavanja manifestne nefropatije [25,26].

Poliolski put

U uslovima nedostatka insulina u nekim tkivima koja imaju enzim aldozo reduktazu,
glikoza se metaboliSe poliolskim putem. Glikoza se moze ovako koristiti i bez posredovanja
insulina, redukovanjem do sorbitola koji se nakuplja u tim ¢elijama sa istovremenim
smanjenjem mioinozitola. Prekomerna aktivnost poliolskog puta i nagomilavanje sorbitola
moze da dovede do oStecenja tkiva izazivajuc¢i poremecaje u osmotskoj regulaciji. Hroni¢na
hiperglikemija moZe dovesti do akumulacije sorbitola u razli¢itim tkivima. U bubrezima se
enzim aldozo-reduktaza nalazi u papilama, glomerulskim epitelijalnim ¢elijama, ¢elijama
distalnih tubula i mezangijalnim ¢elijama. Povecano stvaranje sorbitola kao organskog,
omotski aktivnog jedinjenja u bubrezima je odgovor na visok salinitet u medularnom
intersticijumu, ¢ime se prevenira osmotski stres [27]. Medjutim u dijabetesu bi povecano
metabolisanje glukoze poliolskim putem i smanjenje nivoa mioinozitola moglo da bude od
znacaja za razvoj nefropatije, zbog poremecaja u celiskoj osmoregulaciji. Sorbinil moze
takode da ima vazokonstriktivni efekat, smanjuje sintezu renalnih prostaglandina i tako

moze da modifikuje renalnu hemodinamiku nezavisno od poliolskog puta.

U eksperimentima na pacovima kod kojih je indukovan dijabetes je pokazano da se u
glomerulima povecava metabolisanje glukoze poliolskim putem sa nagomilavanjem
sorbitola, gubitkom mioinozitola i redukovanjem aktivnosti Na/k ATP-aze. Ovo se moze

blokirati primenom inhibitora enzima aldozo-reduktaze poznatim pod imenom Sorbinil.
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Nekoliko studija je pokazalo da inhibitori ovog enzima mogu da redukuju inace povecéan
GFR i ekskreciju albumina kod bolesnika sa dijabetesom tip 1, ali nisu potvrdeni efekti na

mikroalbuminuriju u tipu 2 dijabetesa [28].

Hipertenzija i dijabetes

Arterijska hipertenzija je dosta Cesta u obolelih od dijabetesa, bez obzira na njegov
tip. Procenjuje se da je oko dva puta ¢esca u dijabetiCara nego u nedijabeticara. Ona je cesca
u insulin zavisnom tipu dijabetesa nego u insulin nezavisnom dijabetesu, a u istim godinama
starosti bolesnika. Ucestalost hipertenzije sa povecava sa godinama starosti. Udruzenost
pojave hipertenzije i dijabetesa ima uticaj na ubrzan proces razvoja mikrovaskularnih i
makrovaskularnih komplikacija, a pre svega ishemijske bolesti srca i cerebrovaskularnog
insulta. Osim toga 1 mortalitet je Cetiri puta ve¢i kod dijabeticara sa hipertenzijom (ve¢om od
160 mmHg) nego u dijabeticara bez hipertenzije. Takode se procenjuje da je 35% - 75%

dijabetesnih komplikacija nastalo zbog udruZene hipertenzije sa dijabetesom [29].

Uzroci pojave hipertenzije kod dijabeticara mogu biti razli€iti, kao i mehanizmi koji
do nje dovode. Iz tih razloga je jako vazno da se upoznaju mehanizmi koji dovode do
hipertenzije u toku trajanja dijabetesa. Oni zavise od tipa dijabetesa, ali 1 od drugih
komplikacija ove bolesti, pre svega od toga da li postoji ili ne nefropatija. Zapravo, posle 15
godina trajanja dijabetesa jedan od troje bolesnika sa tipom 1 dijabetesa imace nefropatiju
kao uzrok hipertenzije. Hipertenzija udruzena sa nefropatijom odgovara nefrogenoj
hipertenziji, sa retencijom soli i te€nosti, pove¢anom perifernom rezistencijom i povecanim

kardijalnim otporom.

Izolovana sistolna hipertenzija se javlja mnogo c¢eS¢e medu dijabeticarima nego
medu nedijabeticarima. Sa druge strane postoje neka ispitivanja koja su pokazala da se
grani¢na dijastolna hipertenzija moze konstatovati u vreme kada se javi mikroalbuminurija,

kao znak pocetne nefropatije.

Takode je vazno ista¢i da dijabetiCari sa hipertenzijom, ceS¢e imaju i renalna

ostecenja, ali i udruzene druge faktore rizika za arterosklerozu.
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Sve ovo ukazuje da pravovremeno dijagnostikovanje hipertenzije u obolelih od
dijabetesa i njeno energi¢no leCenje predstavlja nacin da se smanji rizik od ispoljavanja

makrovaskularnih komplikacija kao sto su ishemijska bolest srca i mozdani udar.

Prema kriterjjumima Svetske Zdravstvene Organizacije (WHO) hipertenzija se
definiSe kao arterijski pritisak koji prelazi 160/95mmHg, ali su kao grani¢ne ipak uzete
vrednosti od 140/90mmHg. Posto hipertenzija predstavlja nezavisni faktor rizika za
nastajanje komplikacija kod pacijenata sa dijabetesom, grani¢na vrednost arterijskog pritiska
za postavljanje dijagnoze je niza. Pragom se smatra arterijski pritisak koji premasuje 130
mmHg (za sistolni) i/ili 80mmHg (za dijastolni) pritisak, a to odgovara srednjem arterijskom
pritisku (SAP) od 97 mmHg (SAP=dijastolni+1/3 razlike izmedju sistolnog i dijastolnog
pritiska).

Dijagnoza hipertenzije se ne moze postaviti samo na osnovu jednog merenja. Ako se
utvrdi da je sistolna tenzija veca od 130 mmHg, a dijastolna ve¢a od 80 mmHg, potrebno je
da se ove 1 vece vrednosti potvrde jo§ u najmanje dva merenja tokom nedelju dana. Ovo se
mora posebno postovati kod dijabeticara jer je poznato da kod njih mogu postojati vece

oscilacije tenzije 1 cesto samo povisene vrednosti sistolne tenzije.

Kao §to je napomenuto, kod dijabetiCara se moze u pocetku naci izolovana sistolna
hipertenzija, ali ona kasnije prelazi u pravu hipertenziju, umereno tesku ili izrazenu. Kod
bolesnika sa dugotrajnim dijabetesom autonomnom neuropatijom, moze se javiti
hipertenzija sa ortostatskom hipotenzijom. Hipertenzija se moze klasifikovati ne samo po

tezini 1 stabilnosti nego i na osnovu tipa poremecaja koji je do nje doveo.

Pojedini uzroci hipertenzije se razlikuju po ucestalosti. U tipu I dijabetesa najcesc¢i
uzrok nefropatije je hipertenzija. Bolesnici sa ovim tipom dijabetesa koji u porodicnoj

anamnezi imaju esencijalnu hipertenziju ¢esce razvijaju nefropatiju.
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Patogeneza hipertenzije u dijabetesu

Uzroci 1 mehanizmi koji dovode do hipertenzije u obolelih od dijabetesa nisu
jednostavni. Bolesti bubrega imaju znacaja kod mnogih bolesnika ali ne kod svih. Sa druge
strane promene na krvnim sudovima, kao sto je ateroskleroza su veoma vazni. Povecan
volumen ekstracelularne, odnosno cirkuliSuée te¢nosti je sigurno od zna€aja. Promene u
funkcionisanju sistema renin-angiotenzin-aldosteron, kao i izmenjena osetljivost pre svega
arteriola na kateholamine ili angiotenzin II, sigurno u izvesnom broju bolesnika moze biti od
presudnog znaCaja za razvoj hipertenzije. Poseban znacaj za razvoj hipertenzije ima

hiperinsulinizam zato $to insulin kao hormon moze dovesti do retencije te¢nosti [30].

U oba tipa dijabetesa se oboljenja bubrega mogu u znacajnom broju bolesnika
smatrati uzrokom hipertenzije. Pojava mikroalbuminurije kao znaka pocetne dijabetesne
nefropatije je obi¢no pracena padom glomerulske filtracije (GFR) i laganim porastom

tenzije, ali ne obavezno 1 hipertenzijom.

Funkcija sistema renin-angiotenzin-aldosteron u dijabetiCara je u osnovi normalna,
ali je nivo renina u odnosu na ukupni izmenjivi natrijum poviSen. Sa druge strane u
bolesnika sa po¢etnom nefropatijom postoji snizen nivo angiotenzina II. Kao sto je poznato,
angiotenzin II dovodi do vazokonstrikcije eferentne arteriole u glomerulu u cilju odrzanja
normalne funkcije glomerula. Relativno niZzi nivo renina moZe biti posledica ne samo
hipervolemije nego 1 hijalinizacije eferentne arteriole, ali kasnije i oSte¢enja juksta-
glomerulskog aparata usled poodmaklog razvoja nefropatije i hijalinizacije glomerula. Kod
bolesnika sa autonomnom neuropatijom bi se moglo razmatrati kao uzrok smanjenog
oslobadanja renina i neadekvatno, odnosno smanjeno stvaranje kateholamina koji zato slabo
vr$e adrenergi¢nu stimulaciju stvaranja i oslobadanja renina. Renin je u ketoacidozi povisen

kao posledica pada vaskularnog volumena usled dehidratacije.

Takode je interesantno kako metabolicko stanje utice na funkciju sistema renin-
angiotenzin-aldosteron u obolelih od dijabetesa. Poznato je da se nivo renina povecava u

dehidrataciji 1 ketoacidozi. Medutim ¢ak i kad nema dehidratacije, loSa metabolicka kontrola
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utice na ovaj sistem. Tako je utvrdeno da se popravljanjem metabolicke kontrole u grupi
dijabeticara bez hipertenzije dolazi do znacajnog redukovanja plazmatske aktivnosti renina,

angiotenzina II i aldosterona.

Nefropatija moze biti uzrok hipertenzije ali i sama hipertenzija, kao nezavisni faktor
rizika moZe da ubrza razvoj nefropatije. Incidencija hipertenzije medu bolesnicima sa tipom
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bolesnika sa tipom I dijabetesa pad GFR korelira sa hipertenzijom. Izgleda da redukcija
tenzije moze da smanji, bar donekle i mikroalbuminuriju. Na osnovu toga bi se moglo
zakljuciti da neki reverzibilni hemodinamski poremecaji imaju znacaja u nastanku
mikroalbuminurije, nefropatije i hipertenzije. Predpostavlja se da redukcija glomerulskog
kapilarnog hidrostatskog pritiska nastala posle redukovanja arterijske tenzije, smanjuje

albuminuriju i progresiju nefropatije.

Stopa opadanja funkcije bubrega se znacajno razlikuje medu razlicitim osobama, ¢ak
1 izmedu osoba koje imaju isti tip oboljenja bubrega. Sa druge strane, stopa gubitka funkcije
bubrega kod jedne osobe je relativno konstantna. Moze se pretpostaviti da geneticke

determinante imaju vaznu ulogu u gubitku funkcije bubrega. Veliki uticaj etniCke
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pripadnosti na rizik od progresivnog gubitka bubrezne funkcije, podrzava ovu hipotezu.
Posto 1 dijabetesna nefropatija i1 hipertenzija koja joj Cesto prethodi, pokazuje tendenciju
nasledivanja u porodicama, RAS geni su primarni kandidati za proucavanje uloge u razvoju
dijabetesne nefropatije. Geni koji su ukljuceni u razvoj hipertenzije, verovatno uticu i na
razvoj dijabetesne nefropatije. Takode, blokada renin-angiotenzin sistema se primenjuje u
terapiji dijabetesne nefropatije Sto je joS jedna potvrda uloge produkata RAS gena u razvoju

ove bolesti.

Renin-angiotenzin sistem

Hipertenzija predstavlja jedan od najvaznijih Ccinilaca koji ubrzavaju razvoj
nefropatije, tako S$to u glomerulu, u uslovima visokog sistemskog arterijskog pritiska dolazi
do vazodilatacije aferentne a vazokonstrikcije eferentne arteriole §to za posledicu ima
povecanje intraglomerulskog pritiska. Glomerularna hipertenzija ima vaznu ulogu u pojavi
1 razvoju nefropatije. Sistemska i glomerularna hipertenzija indukuje hemodinamske

povrede vaskularnog endotelijuma i glomerula [31].

Brzina smanjenja funkcije bubrega se znacajno razlikuje medu razli¢itim osobama, pa
1 izmedu osoba koje imaju isti tip oboljenja bubrega. Moze se pretpostaviti da genetiCke
determinante imaju vaznu ulogu u brzini gubitka bubrezne funkcije. Hemodinamske
promene koje prate razvoj dijabetesne nefropatije mogu se delimi¢no objasniti promenom
aktivnosti renin-angiotenzinskog sistema. Uloga gena renin-angiotenzinskog sistema u
regulaciji kardiovaskularnog sistema je znacajna. Prisutni polimorfizmi ovih gena mogu
uticati na promenu toka kardiovaskularne bolesti. Polimorfizam gena renin-
angiotenzinskog sistema moze biti povezan sa kardiovaskularnim poremecajima i mnoge
studije upucuju na moguénost da polimorfizam ovih gena moze odrediti predispoziciju za
razvoj dijabetesne nefropatije. Ve¢ pomenuta blokada renin-angiotenzin sistema, koja se
primenjuje u terapiji dijabetesne nefropatije, je takode potvrda uloge RAS gena u razvoju
ove bolesti [32].
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Aktivnost gena renin-angiotenzin sistema
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Slika 6. Komponente i osnovni mehanizmi dejstva renin angiotenzin sistema

Renin-angiotenzinski sistem ucestvuje u regulaciji arterijskog pritiska, tecnosti 1
homeostaze elektrolita, a ukljucen je u vise organskih sistema. Renin je glikoprotein koji se
stvara u jukstaglomerularnom aparatu bubrega, konvertuje angiotenzinogen u dekapeptid
angiotenzin I. Angiotenzin-konvertuju¢i enzim (ACE) je karboksi-terminalna dipeptidil
endopeptidaza, uglavnom prisutna u endotelnim ¢elijama, koja cepa angiotenzin I 1 prevodi
ga u oktapeptid angiotenzin II ali istovremeno inaktivise vazodilatator bradikinin (slika 6).
Angiotenzin II je glavna efektorna supstanca ovog sistema. Njegovo dejstvo ukljucuje
vazokonstrikciju, stimulaciju sinteze aldosterona, povecanu apsorpciju soli, stimulaciju zedi

i direktnu inhibiciju oslobadanja renina u bubregu [33].

Novije studije su pokazale da se sva dejstva angiotenzina II ne ostvaruju samo preko
cirkulisu¢eg peptida, ve¢ da postoje i lokalni renin-angiotenzinski sistemi u nekim tkivima
(tkivni RAS) [34]. Cirkulisu¢i i lokalno stvoreni angiotenzin II se vezuju za specificne
receptore, dva peptida koji su nadeni u razli¢itim tkivima. AT1 receptori su uglavnom

prisutni u krvnim sudovima, jetri i bubregu, dok su AT2 receptori nadeni u meduli
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nabubrega, mozgu, uterusu i ovarijumima. Vezivanje angiotenzina II za ATI1 receptore
aktivira brojne signalne transdukcione puteve preko razli¢itih G proteina. U bubregu
angiotenzin II povecava tonus eferentne arteriole u glomerulu i dovodi do glomerularne
hipertenzije [35]. Dominantni vazokonstriktorni efekat angiotenzina Il na postglomerularne
arteriole je povezan sa smanjenjem bubreZnog protoka plazme, povecanjem hidrostatskog
pritiska u kapilarima glomerula i pove¢anjem frakcije filtracije. Angiotenzin II izaziva

hipertrofiju 1 hiperplaziju mezangijalnih ¢elije [36].
Renin-angiotenzin kaskada

Renin—angiotenzin kaskada poc¢inje hidrolizom angiotenzinogena, ¢ime se oslobada
angiotenzin I (angiotenzin 1-10) (Slika 7). Ovaj bioloski neaktivni dekapeptid se konvertuje u
vazokonstriktorni hormon, oktapeptid angiotenzin II (angiotenzin 1-8), tako sto ACE od
angiotenzina I otkida dipeptid His-Leu. Aminopeptidaza A hidrolizuje angiotenzin II pa

nastaje manje aktivan heptapeptid, angiotenzin III. Navedeni aktivni peptidi se daljom

hidrolizom pretvaraju u manje aktivne ili neaktivne peptidne fragmente [37].

Renin
Angiotenzinogen NHzAsp-Arg-Val-Tyr-Ile-Hts-Pro-Phe-Hts-Leu‘-Val-Ile-Hts-Ser-R
Renin ACE
Angiotenzin | NH,-Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-Hts-Pro-Phe-Hts-Leu-COOH
ACE

Angiotenzin I NH»-Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-Hts-Pro-Phe-COOH

Angiotenzin II receptor

Slika 7. Renin-angiotenzin kaskada
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Komponente renin-angiotenzin sistema sintetiSu se u razli¢itim organima i dopremaju
do mesta delovanja krvotokom. Akumulirani dokazi biohemijskih i molekularnih studija
pokazuju postojanje lokalnog/tkivnog RAS-a kao posebnog sistema sa razliitim
regulatornim mehanizmima.To znaci da se sve komponente neophodne za lokalnu sintezu
Ang II nalaze u tkivu. Lokalni RAS postoji i funkcioniSe u mozgu, bubrezima, srcu,
nadbubreznoj zlezdi, pankreasu, zidovima krvnih sudova, reproduktivhom, limfhom i
masnom tkivu. Funkcije lokalnog RAS-a su: ¢elijski rast 1 remodelovanje srca, regulacija

krvnog pritiska, stimulacija unosa vode i hrane, sekrecija hormona u pankreasu [38].
Intrarenalni RAS

Bubreg je organ koji ima sve elemente RAS sistema koji su akumulirani u ¢elijama ili
rasporedeni u tubularnoj i intersticijalnoj mreZi. Intrarenalna AGT iRNK 1 proteini su
lokalizovani u ¢elijama proksimalnih tubula ukazujuéi na moguénost da se intratubularni Ang
II moZe dobiti od lokalno formiranog i sekretovanog AGT-a. Tako formirani AGT se
sekretuje u tubularnu tecnost dospeva do distalnog nefrona omogucavajuéi intraluminalno
formiranje kontinuirano kroz nefron. PoviSena renalno specificna ekspresija AGT-a

prouzrokuje sistemsku hipertenziju bez promena u koli¢ini sistemskog Ang II.

Bioloski aktivni peptidi koji se formiraju od AGT-a uklju¢uju Ang I i Ang 1-7.
Balans izmedu vazokonstriktorne uloge Ang II posredovane AT, receptorom odrzava se uz
pomo¢ vazodilatatorne uloge Ang II preko AT, receptora i Ang 1-7 koji deluje preko G
kuplovanog receptora Mas. Formiranje Ang II zavisi od dostupnosti AGT i Ang I i
akivnosti renina, ACE, ACE2 i ACE nezavisnih enzimskih puteva koji ukljucuju serin
proteazu, tonin, katepsin G, tripsin i kalikrein. Renalni RAS je jedinstven zbog toga $to su
sve komponente neophodne za sintezu lokalnog Ang II prisutne duz nefrona, intratubularno

i u intersticijumu [39].
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Komponente renin-angiotenzin sistema

Renin
Renin je enzim koji spada u grupu karboksil-proteinaza, koja katalizuje hidroliticko

oslobadanje dekapeptida angiotenzina I iz angiotenzinogena. Humani genom sadrzi samo
jedan gen za renin (ren-1), koji se nalazi na 1. hromozomu na poziciji 1q32 i sadrzi 10
egzona i 9 introna ¢ija je duzina 12kb. Na 5' kraju gena su smeSteni glavni kontrolni elementi
koji ukljucuju promotore, pojacivace i regulatorne elemente u koje spadaju receptorna mesta
za estrogen, glukokortikosteroide i1 indukciona mesta za cAMP. Kombinovanim delovanjem
ovih elemenata dolazi do tkivno-specifi¢ne ekspresije i regulacije gena za renin. Ekspresija
Ren-1 gena varira u razli¢itim tkivima, ali jedino bubrezi sadrze veliku koli¢inu aktivhog

renina, koji moze biti lako otpusten u cirkulaciju.

Renin iz plazme produkuju jukstaglomerularne celije (JG) bubrega. To su
specijalizovane ¢elije nastale iz ¢elija glatkih miSi¢a krvnih sudova, koje se nalaze na kraju
aferentne arteriole. U JG celijama iRNK renina se prvo prevodi u pre-pro-renin. Nakon
secenja pre-sekvence u duzini od 43 aminokiseline, prorenin odlazi u cis-Goldzi cisterne,
odakle moze biti odmah sekretovan konstitutivnim putem ili se moze pakovati u granule
velike gustine koje se oslobadaju regulisanom egzocitozom. Oslobadanje renina

konstitutivnim putem zavisi od genske aktivacije i transkripcione efikasnosti svake JG ¢elije.

Na c¢elijskom nivou brojni sistemski i1 lokalni faktori mogu uticati na oslobadanje

renina intereagujuéi sa tri intraéelijska sistema sekundarnih glasnika: cAMP, Ca*" i cGMP.

Dok je cAMP glavni stimulator oslobadanja renina, slobodni citosolni Ca*" se smatra
glavnim inhibitorom. Nasuprot tome, efekti cGMP su mnogo kompleksniji jer on moze i da

stimuliSe i da inhibira sekreciju renina [40].

Sekreciju renina kontroliSu Cetiri mehanizma: dva su lokalna (mehanizam makule
dense i intrarenalni baroreceptori), tre¢i se odvija putem 1 adrenergickih receptora, koje
aktivira noradrenalin osloboden stimulacijom simpatikusa, a Cetvrti je negativna povratna

sprega kojom Ang II direktno inhibira JG celije [41]. Pored renina, jukstaglomerularne
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¢elije luce 1 prorenin; u plazmi prorenin predstavlja 70-90% od totalnog cirkuliSuc¢eg renina
kod zdravih osoba, dok kod dijabeti¢ara on ¢ini 95% [42]. Prorenin u plazmi je renalnog i

ekstrarenalnog porekla, a konverzija prorenina u renin se, izgleda, jedino desava u bubregu.

(Pro)reninski receptor koji se eksprimira u srcu, mozgu, placenti, jetri, bubrezima i
mrkom masnom tkivu vezuje prorenin a sa manjim afinitetom 1 renin. Vezujuéi se za ovaj
receptor prorenin menja svoju konformaciju i postaje enzimatski aktivan bez prethodne
proteolize. Ovaj mehanizam moZze doprineti lokalnom formiranju Angll a posebno u onim
tkivima koja nemaju gen za renin a koja produkuju Ang II kao $to su srce i zidovi krvnih
sudova i koja se zbog toga snabdevaju reninom iz cirkulacije. Aktivacija (pro)reninskog
receptora dovodi do aktivacije MAPK kinaze, ERK puta i povecava aktivnost nekoliko
profibrotickih medijatora, ukljucujuci transformiSu¢i faktor rasta f (TGF-f), plazminogen
" aktivator  inhibitor-1  (PAL-1) i
ekstracelularne komponente matriksa
fibronektin i kolagen-1[43]. Tako da,
aktivacija (pro) reninskog receptora u
mezanglijskim ¢elijama poviSenim
nivoom prorenina, Sto se deSava u

§-5(18-138)

dijabetesu, moze doprineti razvoju

§-5(18-138)

glomeruloskleroze.

Slika 8. Humani angiotenzinogen i njegov kompleks sa
reninom (Preuzeto sa: www.diamond.ac.uk)

Angiotenzinogen

Angiotenzinogen je globularni glikoprotein molekularne mase izmedu 55-65 kD u
zavisnosti od stanja glikozilacije (Slika 4). Zreli protein predstavlja jedan polipeptidni lanac
dug 452 aminokiseline. Prvih deset aminokiselina ulazi u sastav angiotenzina I (Agt I) dok
veéi deo molekula odgovara des(Angl)AGT-u ¢ija je funkcija nepoznata. On se

konstitutivno sekretuje u cirkulaciju nakon sinteze u hepatocitima.
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Sadrzi Cetiri moguca mesta glikozilacije (Asn-X-Ser/Thr. Prvo mesto (Asnis-Lysis-
Seris) je najblize mestu seCenja renina (Leuj-Val;;) i moze imati kljuénu ulogu u
prepoznavanju od strane renina. Pokazano je da mutacija Asn;4 ima veliki efekat na

kinetiku renina sa angiotenzinom [44].

AGT visoke molekulske mase prisutan je u humanoj plazmi, narocito kod trudnica,

gde ¢ini 15% totalnog AGT. On je predominatna forma proteina u amnionskoj te¢nosti.

Struktura pokazuje da M235, najces¢i polimorfizam AGT gena koji je povezan sa
hipertenzijom ima prili¢no produzen boc¢ni lanac koji je smeSten na spoljasnjoj petlji (hF-
s3A) udaljenoj od glavnog funkcionalnog mesta molekula. Ovo doprinosi ubedljivosti
prethodnih zakljucaka koji nam govore da predispozicija za hipertenziju pre rezultuje iz

malog povecanja koncentracije polimorfnog AGT nego u promeni njegove funkcije.

Angiotenzinogen se sekretuje u predominantno oksidovanoj formi disulfidnih
mostova, nakon prolaska kroz endoplazmaticni retikulum (ER) a koji ¢e zatim biti
redukovan interakcijom sa selektivnim tiol sistemom u plazmi. Odnos oksidovane i
redukovane forme u plazmi je konstantan i iznosi 60:40 1 nezavisan je od pola i godina.
Kriti¢na interakcija izmedu renina i angiotenzina javlja se u bubreznom tkivu i tubulima.
Na ovim mestima, tre¢a komponenta, membranski vezan proreninski receptor vezuje renin i

znacajno doprinosi katalitickom seCenju angiotenzinogena [45].
Uloge angiotenzinogena:

1.Prvi korak u RAS kaskadi je isecanje AGT-a reninom. AGT se u plazmi nalazi u
mikromolarnim koncentracijama dok je koncentracija renina 1000 puta manja. Pored
prisustva u plazmi 1 u ekstracelularnoj te¢nosti AGT se moze detektovati i u
cerebrospinalnoj tecnosti. Kratkotrajna regulacija renin-angiotenzin sistema ne zavisi od
promena AGT u cirkulaciji. Brza adaptacija u slucaju unosa visoke koli¢ine Na"
posredovana je promenom u koli¢ini oslobodenog renina iz JG Ccelija. Postoji

ograni¢avajuca uloga plazma AGT u stvaranju Angl.

32



Uvod

2.AGT pripada superfamiliji inhibitora serin proteaza (serpini) u koju spadaju i al-
antitripsin, ol-antihimotripsin i antitrombin III. Strukturna sli¢nost izmedu AGT i ovih
proteina (oko 20% identi¢nih aminokiselina) u broju egzona, veliine i mesta splajsovanja
je dovela do pretpostavke da su geni serpinske superfamilije evoluirali od zajedni¢kog
predackog gena. AGT je verovatno jedan od najudaljenijih ¢lanova serpinske superfamilije

i verovatno da je izgubio inhibitornu serin proteaznu aktivnost.

3.Kod pacova koncentracija AGT se povecava velikom brzinom u toku
inflamatornih procesa i povreda tkiva i on pripada proteinima akutne faze. Kod ljudi AGT
moze da stimuliSe renin-angiotenzin lokalno u toku groznice izazivajuéi vazodilataciju da

bi se odrzao stalni krvni pritisak.

AGT se sintetiSe u hepatocitima odakle se konstitutivno izlucuje. Takode, AGT se
moze sintetisati i u mozgu, velikim arterijama, bubrezima i masnom tkivu ¢ine¢i deo
ekstravaskularnog renin-angiotenzin sistema. Druge proteaze u tkivu mogu da hidrolizuju
AGT do Ang I ili direktno u Ang II. Ang II proizveden lokalno na ovaj na¢in moze imati
parakrinu i autokrinu funkciju. Ovaj tkivni sistem moze biti regulisan lokalno nezavisno od

cirkulatornog sistema.

In situ hibridizacija i imunohistohemijske metode pokazale su da su glijalne celije
najvazniji izvor AGT u mozgu. Pretpostavlja se da se AGT sintetiSe od strane glijalnih
¢elija, sekretuje, a zatim preuzima od strane neurona formirajuci parakrini RAS [46]. AGT
je prisutan u adventiciji i1 srediSnjem sloju glatkih miSi¢nih ¢elija krvnih sudova. iRNK
AGT je detektovana i u bubrezima, uglavnom u ¢elijjama proksimalnih tubula. Promene u
unosu Na' uti¢u na koli¢inu iRNK AGT u éelijama proksimalnih tubula. Niska koli¢ina
Na' poveéava koli¢inu iRNK AGT. Belo masno tkivo, bogat izvor AGT-a produkuje AGT
tokom diferencijacije iz preadipocita u adipocit. AGT je detektovan joS i u nadbubreznim
zlezdama gde moze doprineti zajedno sa lokalno produkovanim reninom, parakrinom
stvaranju Ang II i regulaciji sekrecije aldosterona. Koncentracija AGT-a i u plazmi i u
cirkulaciji doprinosi ukupnoj koli¢inini Ang I i Ang II. Promene u ovim koncentracijama su

vazne posto one direktno uti€u na stepen aktivacije RAS sistema.
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Polimorfizmi gena za angiotenzinogen

AGTgen
hromozom 1q42
signaini
G-217A A20C G6A pepia  TI7AM M235T

s Ll N ;

promotor Ex1 Ex2
isecanje /7

renina

Slika 9. Shematski prikaz strukture gena za angiotenzinogen sa naj¢e$¢im polimorfizmima
u regionu promotora i drugom egzonu

Nivo angiotenzinogena u plazmi koji predstavlja supstrat za enzim renin je vazna
komponenta u sintezi angiotenzina II. Gen za angiotenzinogen, koji se nalazi na 1.
hromozomu, na poziciji 1q42-43 i sastoji se od 5 egzona i 4 introna je usko povezan sa
esencijalnom hipertenzijom i ispoljava se u 15 polimorfnih formi. Medu najvaznijim su dva
polimorfizma, M235T (metionin zamenjen treoninom na poziciji 235) i T174M (treonin
zamenjen metioninom na poziciji 174). Ovakva zamena na egzonu 2 dovodi do promene
redosleda aminokiselina. Osobe homozigoti za izmenu na poziciji 235 angiotenzinogena
(TT) imaju visi nivo angiotenzinogena u plazmi, $to se moze dovesti u vezu sa uticajem
ovog proteina na povecanje arterijskog pritiska. Haplotipovi koji nose 235T alel, u
prisustvu ili odsustvu T174M polimorfizma su ¢eS¢e nadeni kod osoba sa hipertenzijom
nego kod zdravih kontrola. Brojne studije su kasnije ukazale na vezu izmedu 235T alela sa
esencijalnom hipertenzijom ili koronarnom boles¢u. Prvi put se ukazalo na pozitivhu
korelaciju M235T alela sa koncentracijom angiotenzinogena u plazmi, 1992 [47] u studiji
porodica iz Francuske i Jute, sa oko 20% povecanja koncentracije angiotenzinogena u

plazmi kod osoba koje su nosile 235T alel.
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Sklonost prema dijabetesnoj nefropatiji se povezuje sa promenom pritiska i
promenom u renalnoj hemodinamici kao posledici prisustva 235T alela koji direktno utice
na povecanje arterijskog pritiska i sledstveno tome, povezuje sa predispozicijom za
dijabetesnu nefropatiju [48]. Gen za angiotenzinogen je jedan od nekoliko gena koji se
povezuju sa regulacijom arterijskog pritiska preko angiotenzina II kao krajnjeg produkta
renin-angiotenzinskog sistema. Povezanost izmedu gena za angiotenzinogen i hipertenzije
je potvrdena u vise studija. Polimorfizam u egzonu 2 sa dve alelske forme koje odreduju
prisustvo aminokiseline metionina ili treonina na poziciji 235 se smatra odgovornim za ova
deSavanja. Treoninska forma (235T) je znacajno ¢eS¢a kod osoba sa hipertenzijom nego
kod normotenzivnih i povezana je sa viSim nivoom serumskog angiotenzinogena [48].
M235T polimorfizam AGT gena se smatra markerom za esencijalnu hipertenziju i
povecanu koncentraciju angiotenzinogena u plazmi. Uticaj geneti¢kih faktora na razvoj
oboljenja kakva je dijabetesna nefropatija je kompleksan i multifaktorijalan. Ipak, Lovati i
sar. (2001) su utvrdili da je progresija terminalne bolesti bubrega bila brza kod pacijenata
sa TT genotipom u odnosu na pacijente sa MM genotipom. Pokazano je da je T alel
povezan sa ve¢om aktivno$¢u RAS sistema, odnosno povec¢anom reapsorpcijom soli i vode.
Tako su. Znemetr i sar. (1999) pokazali da je T235 alel daleko &e§éi u zdravoj africkoj
populaciji [100]. S druge strane, postoje hipoteze da ucestalost heterozigota u umereno-
kontinentalnom klimatu ukazuje na selektivnu prednost, jer obezbeduje umerenu aktivnost

RAS sistema, pa prema tome i umerenu retenciju vode i soli.

Uticaj M235T polimorfizma AGT gena na esencijalnu hipertenziju i nefropatiju nije
izolovan. Polimorfizmi T174M, G-6A, A-20C koji su u gametskoj neravnotezi sa M235T,

kao 1 ostali geni RAS sistema, mogu imati ulogu u progresiji terminalne bolesti bubrega.
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Postoje dva nacina regulacije sinteze i sekrecije AGT-a:

-Regulacija na nivou ekspresije AGT gena: sinteza AGT-a je verovatno ve¢im delom

regulisana kontrolom transkripcije AGT gena.

-Endokrina regulacija: glukokortikoidi, estrogen, Ang II i tireoidni hormoni stimulisu
sintezu 1 sekreciju AGT-a. O stimulaciji sinteze AGT-a angiotenzinogenom II se i dalje
raspravlja. U kulturi ¢elija Ang II stimuliSe sintezu AGT-a mada to nije potvrdeno in vivo,

na eksperimentalnim Zivotinjama.

Angiotenzinski peptidi: Ang 11 je najaktivniji bioloski produkt RAS-a iako postoje i
drugi bioaktivni peptidi ukljuc¢ujuc¢i Ang III (angiotenzin 2-8), Ang IV (angiotenzin 3-8) i
Ang 1-7 koji se dobija secenjem Ang II sa ACE 2 ili od Ang I secenjem od strane

neprilizina.

Ang II je jedan od najpotentnijih poznatih vazokonstriktora, oko 40 puta viSe nego
noradrenalin. On deluje pozitivno inotropno, stimuliSe sekreciju/sintezu aldosterona i
vazopresina, a promotor je ¢elijske proliferacije. Ovaj oktapeptid je ukljucen u mehanizme
hipertenzije, hroni¢ne insuficijencije srca, koronarne i renalne insuficijencije 1 druge
patoloske procese. Pored toga, angiotenzin II stimuliSe simpaticki nervni sistem, dovodi do
nadrazaja centra za zed, povecanog lucenja antidiuretickog hormona (ADH ili vazopresin) i

do retencije natrijuma i vode.

Skoro je otkriveno da je nivo lokalnog Ang II regulisan na drugaciji nacin u
bubregu. Zbog toga Sto Cesto ne postoji jasan dokaz o znacajno povecanoj koncentraciji
cirkuliSuéeg Ang II, identifikacija lokalne aktivnosti RAS-a je od suS$tinskog znaCaja za
razumevanje mehanizama koji posreduju u patofizioloSkim procesima. Sada je ocigledno
da je intrarenalni nivo Ang II regulisan na drugaciji nacin od cirkuliSsu¢eg Ang II. Takode je
otkriveno da Ang II proizveden lokalno u bubregu ispoljava vazan regulatorni uticaj na

hemodinamiku bubrega i funkcioniSe kao parakrini faktor.

Aplikacija egzogenog Ang II u zavisnosti od primenjene doze izaziva smanjenje

protoka krvi u bubregu i smanjenu bubreznu filtraciju. Iako postoji saglasnost da Ang II
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ispoljava znacajne direktne efekte na renalnu mikrovaskulaturu i glomerularni mezangijum,
postoje kontroverze u vezi sa intenzitetom delovanja na razli¢itim mestima i relativnom
doprinosu sistemskog 1 intrarenalno formiranog Ang II u ukupnoj regulaciji bubrezne

hemodinamike.

Neprekidno povecanje koncentracije Ang II indukuje proteinuriju, pracenu
progresivnim oStecenjem glomerularne filtracione barijere koja se sastoji od glomerularnog
endotelijuma kapilara, glomerularne bazalne membrane i podocita koji obavijaju spoljasnju
poviSinu bazalne membrane kapilara. Lokalno produkovani Ang II direktno izaziva
ostecenje podocita aktivacijom preko AT, receptora, nezavisno od hemodinamickih

promena.

Pored svojih direktnih efekata na glomerularne arteriole i mezangijum, Ang II
takode reguliSe i renalnu hemodinamiku moduliSu¢i osetljivost tubuloglomerularnog
feedback mehanizma. Ovaj mehanizam omogucéava odrzavanje ravnoteze izmedu
reapsorpcione sposobnosti tubula i filtracionog opterecenja putem regulisanja brzine
glomerularne filtracije. Kada dode do promena u koncentraciji tubularnog rastvora u nivou
maculae densae zavrsnog dela Henlejeve petlje, signali se prenose na aferentne arteriole i
glomerularni mezangijum da bi se vazokonstrikcijom ili vazodilatacijom odrzalo filtraciono
optere¢enje. Ovi efekti su posredovani pomocu glatkih miSiénih celija kapilara i
mezanglijskih éelija kao i modulacijom jonske razmene Na' i H' jona éelija maculae

densae.

Ang 1II je jedan od najvaznijih regulatora hormona aldosterona, koji stimuliSe
reapsorpciju Na' primarno preko mineralokortikoidnih receptora u kortikalnim delovima
sabirnih kanali¢a. Ang II direktno povecava koncentrovanje urina u sabirnim tubulima i

kanali¢ima.

Postoje i1 brojni dokazi o ulozi Ang II kao parakrinog faktora. Pored svoje fizioloske
uloge lokalno proizvedeni Ang II indukuje inflamaciju, celijski rast, celijsku deobu,
apoptozu, migraciju i diferencijaciju, reguliSe gensku ekspresiju bioloski aktivnih supstanci,

aktivira veci broj intracelularnih signalnih puteva, Sto sve moze dovesti do oSte¢enja tkiva.
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Klinicke i preklinicke studije podrzavaju Cinjenicu da Ang II ima klju¢nu ulogu u razvoju
hipertenzije i oStecenja bubrega aktivacijom AT, receptora na neadekvatan nacin. Zbog
toga §to bubrezi imaju kljuénu ulogu u razvoju hipertenzije, hipertenzija je i uzrok i

posledica bolesti bubrega [49].

Angiotenzin konvertujudi enzim (ACE)

Angiotenzin konvertujuci enzim (ACE), konvertaza angiotenzina, kininaza II ili
dipeptidil karboksipeptidaza otkriven je u plazmi, ali je danas poznato da se on nalazi u
razli¢itim ¢elijama endotela, epitela i neuroepitela. Ovaj enzim igra vaznu ulogu u RAS
kaskadi konvertuju¢i Ang I u Ang II. Gen za ACE se nalazi na poziciji 17q23.3 i sastoji se
od 26 egzona i 25 introna. Pokazano je da u ACE genu postoje dva alternativna promotora:
somatic¢ki promotor koji se nalazi na 5' kraju 1. egzona i germinativni promotor na 5' kraju
specificnog zavrsetka germinativne iRNK. Somaticka mRNK se transkribuje od 1. do 26.
egzona ali se 13. egzon iseca tokom maturacije mRNK. Germinativna mRNK se
transkribuje od 13. do 26. egzona. 13. egzon je specifican za testikularnu ACE mRNK.
Postoje dve izoforme ACE proteina u ljudskom organizmu: somaticka forma (primarno se
eksprimira u endotelijalnim ¢elijama) i testikularna (primarno se eksprimira u testisima).
Somati¢ki ACE protein se sastoji od 1306 aminokiselinskih ostataka, molekulske mase od

149714 Da, a testikularni ACE ima 732 aminokiseline i molekulsku masu 83330 Da. [50].

Trodimenzionalna struktura ACE pokazuje da je u najve¢em delu sastavljen od o
heliksa i da inkorporiSe jon cinka i dva jona hlora, §to zna¢i da je ACE cink-
metalopeptidaza. Somatski ACE se sastoji od dva domena nazvane N- i C- domeni, sa
razli¢itim funkcijama, a danas poznati ACE inhibitori deluju na oba domena. Novoopisana
struktura testikularnog ACE ¢e posluziti kao matrica za dizajn nove generacije lekova

selektivnih prema domenu [50].

ACE spada u grupu peptidil dipeptidaza A. On konvertuje angiotenzin I u

angiotenzin II potentni vazokonstriktor i degraduje bradikinin, potentni vazodilatator, ¢ime
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reguliSe vaskularni tonus i sr¢ane funkcije. Identifikovani su i drugi prirodni supstrati ACE,
koji prosiruju njegovu funkciju u mnogim fizioloskim procesima, kao S§to su : neuronalni

metabolizam, hematopoeza, digestija i reprodukcija.

ACE je prisutan kako u vaskularmom endotelijumu (najve¢im delom u endotelu
pluénih kapilara) tako 1 na membranama mnogih drugih ¢elija. Visok nivo ACE u ¢elijama
proksimalnih tubula moze lokalno produkovati visoku koncentraciju Ang II i tako pospesiti
reapsorpciju natrijuma. Prisustvo ACE u inflamatornim ¢elijama takode moze imati uticaj
na kardiovaskularna oboljenja [51]. Dalje, visok nivo ACE moZe doprineti razvoju

dijabetesne proteinurije, Sto je potvrdeno kod miSeva dijabetiCara sa genetickom
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Slika 10. RAS kaskada i alternativni putevi sinteze angiotenzinogena II i vaskulamog  endotela srca,

drugih vazoaktivnih peptida (Preuzeto sa: http://0- bubrega i testisa i on, za
physrev.physiology.org.library.pcc.edu/content/89/4/1177/F3.large.jpg) . ]
razliku od ACE, otkida samo

jednu C-terminalnu aminokiselinu od razli¢itih peptida, ukljucujué¢i angiotenzin II i
angiotenzin [; tako nastaju angiotenzin 1-7 1 angiotenzin 1-9. Vaskularna dejstva
angiotenzina 1-7 su suprotna aktivnosti angiotenzina II ukljuujuéi vazodilataciju i
antiproliferativni efekat [52]. ACE 2 potencira i efekte bradikinina jer oslobada NO i
arahidonsku kiselinu. Zato se smatra da angiotenzin 1-7 pruza ravnotezu povecanoj

aktivnosti angiotenzina II, pa bi se ACE 2 mogao svrstati u kardioprotektivne enzime.
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Prve studije koje su ispitivale povezanost ACE I/D genotipa (inserciono/delecionog)
sa rizikom za infarkt srca ukazali su na zna¢aj molekularne biologije u proceni geneti¢kih

faktora rizika u kardiovaskularnim bolestima i bolestima bubrega [53].

Primena metode lancane reakcije polimeraze (PCR) za detekciju I/D polimorfizma
ACE gena od strane Rigata ubrzala je pojavu brojnih studija koje su se bavile ovim
problemom [54]. Skorije dobijeni podaci ukazuju na oprec¢ne rezultate koji mogu biti
posledica velike geneticke heterogenosti. Pripadnost odredenoj etni¢koj grupi moze biti
vazan parametar koji bitno uti¢e na klinicko tumacenje dobijenog oblika ACE
polimorfizma. Alelska ucestalost polimorfizma ACE gena varira u razli¢itim etnickim
grupama. Etnicka razliitost se ogleda ne samo u genotipu nego i u nivou ACE u plazmi,

$to je potvrdeno u novijim studijama [55].

Godine 1990., Rigat je odredio pomoc¢u Southem blot tehnike i koriste¢i ACE cDNA
kao probe, ucestalost I/D polimorfizma odredenog prisustvom ili odsustvom 287 bp duge
sekvence u intronu 16. Nadeni polimorfizam je dao objasnjenje za neslaganje izmedu
fenotipskih karakteristika i nivoa ACE u serumu u velikom broju slu¢ajeva. Srednji nivo
serumskog ACE je ve¢i kod homozigotnih osoba sa delecijom (DD genotip) u poredenju sa
osobama kod kojih je prisutna insercija gena (I). Heterozigoti (/D genotip) pokazuju
intermedijerni nivo serumskog ACE, dok najnizi nivo ACE u serumu pokazuju osobe sa II
genotipom [56]. Rigat je zaklju€io da I/D polimorfizam ima najvec¢i znacaj u proceni nivoa

cirkulisu¢eg ACE [57].

Gen za angiotenzin-konvertuju¢i enzim (ACE) je medu prvim genima kandidatima
analiziran u dijabetesnoj nefropatiji iz viSe razloga. Povecana aktivnost ovog enzima
doprinosi pojacanom dejstvu angiotenzina II koji povecava intraglomerularni pritisak
dovodeci do glomeruloskleroze. Pokazano je da nivo ACE u serumu ima kriticnu ulogu u
stvaranju angiotenzina i kinina intrarenalno, pri ¢emu je njegov nivo geneticki
determinisan. Pokazalo se da nivo ACE-a u serumu ima kriticnu ulogu u intrarenalnom
stvaranju angiotenzina i kinina, pri ¢emu je njegov nivo geneticki determinisan. I/D

polimorfizam u intronu 16 ACE gena je od znaCaja za individualne varijacije u nivou
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ACE). Dijabeticari sa II polimorfizmom ACE gena (II genotip) imaju nizi novo ACE u

serumu i manji rizik za pojavu nefropatije [58].

ACE inhibitori su supstance koje se vezuju za ACE i sprecavaju njegovu interakciju
sa supstratom (Ang I) i na taj nacin zaustavljaju sintezu Ang II. PoSto je ACE relativno
nespecifican enzim, ACE inhibitori redukuju degradaciju bradikinina, §to vodi povecanju
njegovog nivoa u cirkulaciji, a on deluje vazodilatatorno i proinflamatorno. Pokazano je da
upotreba ACE inhibitora efektivno smanjuje krvni pritisak kod pacijenata sa hipertenzijom,
zbog ¢ega se koristi u terapiji kardiovaskularnih oboljenja i drugih oboljenja povezanih sa

hipertenzijom, kao §to je dijabetesna nefropatija.

ACE genotip moZze znacajno uticati na ishod terapije ACE inhibitorima. Pacijenti sa
DD genotipom su rezistentni na ovu renoprotektivnu terapiju, dok osobe sa ID ili II
genotipom reaguju znacajnim smanjenjem nivoa proteinurije [58]. Konsenzus vezan za
primenu ACE inhibitora na osnovu ACE genotipa kod dijabetesne i nedijabetesne
nefropatije jos nije postignut, s obzirom na to da su do sada izvrSena ispitivanja na relativno

malim grupama ispitanika.
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ACE Gen
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Slika 11. Shematski prikaz strukture gena za angiotenzinogen (AGT), angiotenzin-konvertujuci
enzim (ACE) i gena za AT1 receptor
(Preuzeto sa: http-//www.springerimages.com/Images/RSS/1-10.1007 s00210-007-0133-2-12)

Angiotenzinski receptori

Tehnikama molekularne biologije je pokazano da postoje dva tipa receptora za Ang
II: AT, 1 AT,. Ovi receptori pripadaju superfamiliji receptora koji vezuju G protein (guanil
nukleotid vezujuéi protein). Oni imaju oko 34% homologe aminokiselinske sekvence [59] 1
vezuju angiotenzin II i srodne peptide, ali aktiviraju sasvim razlicite enzimske sisteme. AT1
vezuju intracelularne glasnike: fosfolipazu, kalcijum i protein kinazu. Ang I1 1 drugi ligandi
se vezuju za istu aminokiselinsku sekvencu u oba receptora. AT1 receptor je posrednik u
svim glavnim funkcijama Angll (vazokonstrikcija, retencija natrijuma, rast, proliferacija).

ATI se eksprimira u razli¢itim organima ukljucujuéi: srce, skeletne misi¢e, mozak, jetru,
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pluca i adrenalne zlezde. Gen za AT1 receptor se nalazi na poziciji 3q24, dug je oko 60kb i

sastoji se od 5 egzona i Cetiri introna.

Peti egzon je najveci i samo on kodira protein, a prva cCetiri egzona kodiraju 5' iRNK
region koji se ne translira (UTR). ATIR se sastoji od cetiri ekstracelularna, sedam

transmembranskih 1 Cetiri intracelularna domena.

AT, receptori se uglavnom eksprimiraju u fetalnim tkivima i njihov broj se
smanjuje u postnatalnom periodu, a povecava posle povrede tkiva. AT2 receptori
potenciraju vazodilataciju, ¢elijsku diferencijaciju, inhibiciju rasta ¢elija i apoptozu, pa je
njihova uloga suprotna ulozi AT1 receptora. AT, receptor je visoko eksprimiran u velikom

broju tkiva u toku embrionalnog razvica, ali se njegova ekspresija naglo smanjuje nakon

rodenja.
Angiotenzinogen jetra
Renin
Angiotenzin 1 bubreg
-—
ACE pluca
Angiotenzin 11
l
ATlreceptor tkivo
v T v g
Vazokonstrikcija retencija natrijuma
Celijski rast simpaticka aktivacija

Slika 12. Efekti AT1 receptora

43



Uvod

U kaskadi reninsko angiotenzinskog sistema vaznu ulogu ima polimorfizam gena
ATI receptora. CC genotip AT1-A1166C polimorfizma je povezan sa hipertenzijom.
Novije studije su pokazale vezu C alelske forme sa izrazenom stenozom arterija kod

bolesnika sa koronarnom boles¢u [60].

Polimorfizam gena za tip 1 receptora za angiotenzin II sadrzi izmenu tipa A-C
tranzicije na poziciji 1166 (A1166C) u nivou 3' regiona. Podaci govore da osobe sa 1166C
formom alela imaju ja¢i odgovor vaskularnog tkiva bubrega posle infuzije sa

angiotenzinom II [61].

Hiperglikemija i hiperinsulinemija su vazni regulatori ekspresije i funkcije AT
receptora, Sto moze imati vaznu ulogu u AT receptor-posredovanim kardiovaskularnim
funkcijama povezanim sa otpornos¢u na insulin ili dijabetesom [62]. Brown i sar. su 1996
godine pokazali da se gustina AT receptora znacajno povecava u srcu i jetri pacova

dijabeticara, dok se u bubrezima smanjuje [110].

Antagonisti AT1 receptora omogucuju specificnu blokadu prema mestu efekata Ang
II, tako §to direktno kompetiraju sa Ang Il za mesto na receptoru. Inhibicija Ang II na
receptorskom nivou vodi ka stimulaciji sekrecije dodatne koli¢ine renina i na taj nacin do
povecanja koncentracije Ang Il u plazmi. Ako je ATI receptor blokiran, AT2 receptor je
izlozen dejstvu Ang II. KoriS¢enjem antagonista AT 1 receptora u terapiji kardiovaskularnih
oboljenja i dijabetesa, na receptorskom nivou se blokiraju glavni efekti povecane sekrecije
Ang II.

RAS polimorfizmi i dijabetesna nefropatija

Efikasnost ACE inhibitora 1 AT1 blokatora je bila polazna tacka za studije u kojima
su proucavani polimorfizmi RAS gena, pre svega AGT, ACE i AT1 gena i njihova uloga u
razvoju dijabetesne nefropatije. Od znacaja je Sto ova istraZivanja mogu Kkoristiti za
predvidanje odgovora pacijenata na terapiju. Ako se pretpostavi da nivo ACE-a u plazmi

utice na konverziju Ang I u Ang II u glomerularnoj cirkulaciji, moze se testirati uloga
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polimorfizma gena ACE u razvoju dijabetesne nefropatije. Takode, geneticki determinisan

nivo AGT mozZe uticati na nivo Ang II a samim tim i na ukupnu aktivnost RAS sistema.

Pacijenti sa tipom I dijabetesa ¢ine grupu koja ima povecan rizik za razvoj ozbiljnih
komplikacija kakve su dijabetesna nefropatija, retinopatija i kardiovaskularne bolesti. Medu
genima koji su povezani sa razvojem komplikacija na krvnim sudovima, geni renin-
angiotenzinskog sistema su do sada najviSe ispitivani. Nivo prorenina, renina, angiotenzin-
konvertujuéeg enzima i angiotenzina II je povisen u dijabetesnoj nefropatiji. Geni renin-
angiotenzinskog sistema su takode 1 geneticke determinante za hipertenziju i
kardiovaskularne bolesti koje su ceS¢e prisutne kod pacijenata sa dijabetesnom

nefropatijom [63].

Jos 1994. godine, Marre i saradnici prvi su objavili rezultate pozitivne asocijacije
ACE-D alela sa razvojem dijabetesne nefropatije. ACE I/D polimorfizam je definisan
prisustvom/odsustvom Alu repetitivne sekvence duge 287 baznih parova u intronu 16. Oko
50% varijanse u nivou ACE u serumu se moze objasniti ovim polimorfizmom. Pacijenti
homozigoti za D alel su imali dvostruko pove¢anje nivoa ACE u serumu u poredenju sa
homozigotnim pacijentima za I alel [56]. DD genotip je takode bio povezan sa viSim

nivoom ACE u serumu.

Ipak, asocijacija izmedu ACE polimorfizama i esencijalne hipertenzije je
kontroverzna. U mnogim studijama nije pronadena korelacija izmedu nivoa ACE u plazmi i
hipertenzije niti izmedu ACE-DD genotipa i hipertenzije. Odgovor na ACE inhibitore kod
hipertenzivnih pacijenata se smatra, bar delom, determinisan ACE genotipom, §to nije
potvrdeno u svim studijama [111]. Zee i sar. su 1992 godine ukazali na pozitivhu
asocijaciju izmedu ACE polimorfizma i hipertenzije, sa ve¢om frekvencom I alela kod
hipertenzivnih pacijenata sa porodicnom istorijom hipertenzije, u poredenju sa

normotenzivnim ispitanicima [112].

Takode, pracena je redukcija albuminurije posle terapije ACE inhibitorima kod

obolelih od dijabetesa tip I sa dijabetesnom nefropatijom. Kod pacijenata sa Il genotipom,
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albuminurija je redukovana za 61% u poredenju sa samo 31% redukcije kod pacijenata sa

DD genotipom [58].

A1166C polimorfizam AT1 receptora je posledica transverzije adenina u citozin na
1166. nukleotidnom mestu. Uloga ovog polimorfizma je takode ispitivana u dijabetesnoj
nefropatiji ali su opet dobijeni kontroverzni rezultati [11]. U nekim studijama pokazana je
pozitivna asocijacija CC genotipa sa hipertenzijom, dok u drugima nije [64,65,66].
Prethodne studije su ukazale na ulogu polimorfizma AGT gena, pre svega M235T, u
povecanju nivoa angiotenzinogena u plazmi i esencijalnoj hipertenziji. Uloga ovog
polimorfizma je takode ispitivana u razvoju dijabetesne nefropatije, ali opet su dobijeni
kontroverzni rezultati. Pored Cinjenice da je TT genotip znaajan u brzini progresije
terminalne bolesti bubrega u odnosu na MM genotip, analizirana je i brzina progresije
terminalne bolesti bubrega kod osoba sa kombinacijom genotipova. Studija iz 2003. je
pokazala da su pacijenti sa kombinacijom genotipova imali najve¢i rizik od oSte¢enja
bubrega indukovanog hipertenzijom. Takode su Jacobsen 1 sar. (2003) [106] pratili veliku
grupu pacijenata obolelih od tipa 1 dijabetesa sa dijabetesnom nefropatijom 1 ispitivali
uticaj polimorfizma RAS sistema na opadanje stope glomerulske filtracije i razvoj
terminalne bolesti bubrega. Postavljena je hipoteza da varijable kao S§to su: trajanje
dijabetesa, porodi¢na anamneza za hipertenziju, dijabetes i1 kardiovaskularne bolesti,
klinicki parametri (vrednost krvnog pritiska, hipertenzija, parametri lipidnog statusa,
dugoro¢ne glikoregulacije i bubrezne funkcije), uticu na ubrzano opadanje stope

glomerularne filtracije.
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Ciljevi istraZivanja

Ciljevi ovog istrazivanja su bili slede¢i:

1) Odrediti ucestalosti genotipova i alela gena za angiotenzinogen (AGT M235T i
T174M polimorfizmi), angiotenzin-konvertuju¢i enzim (ACE I/D polimorfizam) i gena za
ATI receptor (A1166C polimorfizam) kod ispitanika sa insulin-zavisnim dijabetesom bez

nefropatije, sa incipijentnom nefropatijom i manifestnom nefropatijom.

2) Ispitati da li postoji povezanost ucestalosti ispitivanih polimorfizama gena sa

stepenom razvoja nefropatije.

3) Odrediti haplotipove polimorfizama M235T i T174M gena za AGT i ispitati da li

postoji povezanost haplotipova sa stepenom razvoja nefropatije.

4) Utvrditi da 1i postoji povezanost ucestalosti ispitivanih polimorfizama gena sa

ostalim komplikacijama dijabetesa.

5) Analizirati klini¢ko demografske podatke ispitanika u odnosu na stepen razvoja
nefropatije 1 utvrditi da li postoji povezanost ucestalosti ispitivanih polimorfizama i

relevantnih klinickih parametara.
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Ispitivanje, u vidu prospektivne klinicko eksperimentalne studije, sprovedeno je na
Odeljenju za molekulsku medicinu Instituta za Medicinska istrazivanja Vojnomedicinske
akademije u Beogradu i u saradnji sa Klinikom za endokrinologiju, dijabetes i bolesti
metabolizma Klinickog Centra Srbije gde su pacijenti bili hospitalizovani. Izvodenje ove
studije je odobreno od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u

Beogradu u skladu sa odredbama Helsinske deklaracije o zastiti ljudskih prava (Br. 1131)

Istrazivanje je obuhvatilo 79 pacijenata sa tipom I dijabetesa, oba pola, starosti 20-
40 godina, sa trajanjem dijabetesa duzim od 5 godina. Pacijenti su podeljeni prema stepenu

razvoja bubreznih komplikacija u tri grupe:

- ispitanici bez nefropatije (mikroalbuminurija manja od 30 mg/24h)
- saincipijentnom nefropatijom (mikroalbuminurija 30-300mg/24h)

- sa manifestnom nefropatijom (mikroalbuminurija ve¢a od 300mg/24h)

Uzorak periferne krvi pacijenata sa antikoagulansom, koji se inaCe koristi za
hematoloske analize, a u ovom slucaju za molekularno-geneti¢ka istrazivanja, uziman je
istovremeno sa uzorkovanjem za laboratorijske analize. Prikupljeni su i podaci znacajni za
istrazivanje: godine starosti ispitanika, trajanje dijabetesa, porodicna anamneza za
hipertenziju, dijabetes i kardiovaskularne bolesti, zatim klini¢ki parametri koji su obuhvatili
vrednosti hipertenzije, krvnog pritiska, parametre lipidnog statusa (ukupni holesterol, LDL-
holesterol, HDL-holesterol, trigliceridi), dugoro¢ne glikoregulacije (24-Casovni profil
glikemije, HbAlc) i bubrezne funkcije, odredivan je po prijemu pacijenata na kliniku.
Vrednosti albumina mereni su nefelometrijskom metodom. Detekcija genotipova i
ucestalosti alela u genu za angiotenzinogen (AGT M235T i T74M) 1 ATl receptor
(A1166T) radena je PCR-RFLP metodom koriS¢enjem restrikcionih enzima. Za analizu
genotipova 1 ucestalosti alela za angiotenzin-konvertuju¢i enzim (ACE), koristili smo

standardni PCR protokol.

U cilju statisticke analize dobijenih rezultata koriS¢en je SPSS statisticki paket

(Chicago, Illinois). Primenjene su metode deskriptivne statistike (srednja vrednost,
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standardna devijacija, MIN, MAX) i analiti¢ke statistike (Studentov t-test, % test, Pearson-
ov koeficijent korelacije, Mann-Whitney U test, Kruskal-Wallis test i ANOVA).
Logistickim regresionim modelom je ispitivana veza nefropatije 1 drugih analiziranih

varijabli.

Vrednosti neravnoteze vezanosti (Linkage Disequilibrium-LD) su racunate za
polimorfizme M235T I T174M pomocu programa SNPStats (Sole et al., 2006) [109]. LD
vrednost za analizirani par polimorfizama je izrazen preko koeficijenta D’. SNPStats
program omogucava i raCunanje ucestalosti haplotipova u analiziranoj grupi —populaciji
nesrodnika, kao i analizu asocijacije identifikovanih haplotipova sa ishodom (u nasem

slucaju, sa nastankom mikroalbuminurije i proteinurije).

Funkcionalni status bubrega je procenjivan na osnovu laboratorijskih parametara
nivoa uree i kreatinina u serumu, klirensa uree i kreatinina i merenja nivoa albumina u
dvadesetCetvoro¢asovnom urinu. U cilju procene uloge u progresiji dijabetesne nefropatije
odredivani su parametri lipidnog statusa, trigliceridi, holesterol i serumska koncentracija

LDL i HDL frakcije

U cilju procene regulisanosti dijabetesne bolesti odredivani su slede¢i parametri:
1. Serumska koncentracija glikoze
2. Nivo hemoglobina A 1c (HbAlc)

Svim ispitanicima je izvrSen oftalmoloski pregled u cilju utvrdivanja prisustva
dijabetesne retinopatije i neuroloski pregled u cilju utvrdivanja polineuropatije na

Oftalmoloskoj Klinici i1 Klinici za neurologiju Klinickog Centra Srbije.

Laboratorijske analize

1.Albuminurija je odredivana iz uzorka 24h urina uz koriS¢enje komercijalnih

NycoCard testova (Oslo, Norveska) na NycoCard c¢itacu. Nakon vezivanja albumina iz
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uzorka za anti-albuminska antitela, kao i za antitela iz dodatog konjugata (sendvi¢ reakcija),
dolazi do promene boje na membrani (na kojoj se odigrava reakcija) ¢iji je intenzitet
srazmeran koncentraciji albumina u uzorku. Gornja granica referentnih vrednosti je 30

mg/dU.

2. Parametri lipidnog statusa odredivani su standardnim biohemijskim analizama.
Ukupni holesterol i trigliceridi odredivani su standardnim enzimskim postupkom uz
koriS¢enje reagenasa firme BIOMERIEUX. Holesterol u HDL-frakciji je odredivan nakon
izolovanja ove frakcije metodom po Bursteinu i sar. (1970). LDL holesterol se izraCunavao
po formuli Friedewalda i sar. (1972). Referentne vrednosti za lipidni status su uzete iz

Odeljenja za specijalizovanu laboratorijsku dijagnostiku, Centra za laboratorijsku medicinu.

3.Nivo HbAlc odredivan je imuno-inhibicionim testom na OLYMPUS
biohemijskom analizatoru, koriS¢enjem komercijalnih Beckman Coulter kitova (Irska).
Prisustvo HbAlc u uzorku spreava aglutinaciju specifiénih monoklonskih antitela
oblozenih lateks Cesticama (reagens 1) sa aglutinatorom (reagens 2), sprecavajuci
povecanje apsorbance koje nastaje u ovoj reakciji. Dakle, poveéanje apsorbance obrnuto je

srazmerno koncentraciji HbAlc i meri se na 700 nm.

Izolacija DNK

DNK je izolovana iz periferne krvi pacijenata koriS¢enjem komercijalnog kita Flexi
Gene DNA Kit (QIAGEN, Nemacka) ili na aparatu ABI PRISM 6100 Nucleic Acid Prep
Station (Appled Biosystems, SAD) prema uputstvu proizvodaca.

Odredivanje koncentracije DNK u uzorku

Koncentracija DNK u uzorku je odredivana spektrofotometrijskom metodom.
Koncentracija rastvora odredene supstance se odreduje na osnovu koli¢ine svetlosti odredene

talasne duzine koju dati rastvor apsorbuje. Koli¢ina apsorbovanog zraenja naziva se
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apsorbanca (A) i ona je, prema Lambert-Beerovom zakonu proporcionalna koncentraciji

supstance koja apsorbuje zracenje i debljini sloja te supstance:
A=gxcxd,
&- molarni apsorpcioni koeficijent (konstanta koja zavisi od prirode supstance)
c- koncentracija rastvora
d- duZina svetlosnog puta kroz rastvor

Apsorbanca DNK izolovane iz uzoraka periferne krvi je merena na Gene Quant
spektrofotometru (Pharmacia LKB, Svedska). Na osnovu izmerene apsorbance je odredivana

koncentracija DNK u uzorku i koli¢ina uzorka koja se stavlja u smesu za PCR reakciju.
Koncentracija DNK u uzorku, izrazena u pg/mL, izraCunava se prema formuli:
¢ (ng/mL) = (A260 x Rx 50 x OP) /1000

gde je:

Az60- apsorbanca izmerena na talasnoj duzini od 260 nm

R- razblaZenje, koje u ovom slucaju iznosi 100

50- faktor konverzije dvolan¢ane DNK (koeficijent za jednolancanu

DNK je 37, a za RNK 40),

OP- opticki put, tj. debljina kivete; OP =1 cm

U cilju odredivanja stepena kontaminacije DNK proteinima, vrSe se dodatna merenja
optitke gustine na talasnoj duzini od 280 nm (Amax za proteine). Sum instrumenta se meri na
talasnoj duzini od 320 nm. Racuna se odnos Ajq / Azgo. Za Cistu DNK, Az / Azgo je vece ili
jednako 1.8, a manje vrednosti pokazuju da je DNK kontaminirana proteinima. Za kvalitetan

PCR, zadovoljavaju¢a vrednost Cistoce se nalazi u opsegu od 1.6- 2.0.
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Elektroforeza genomske DNK na agaroznom gelu

Kvalitet izolovane DNK je proveravan elektroforezom na 2% agaroznom gelu, u 0.5 x

TBE puferu (0.89 M Tris, 0.89 M Borna kiselina, 25mM EDTA).

U bunari¢e formirane na gelu, nanosi se 5 pL rastvora izolovane DNK i 2 pL boje (6x
Loading Buffer: 0.25 % brom-fenol plavo, 0.25% ksilen-cijanol i 20% fikol 400).
Elektroforeza (PEQLAB EV231, UK) se odvija 30 min u 0.5xTBE puferu, pri naponu od
80V i jacini stuje od 25-40 mA. Negativno naelektrisana DNK u elektricnom polju, koje se

prostire duz gela na neutralnom pH, migrira u smeru anode.

Slika 13. Provera PCR amplifikata AGT gena na 2% agaroznom gelu. Na dnu bunariéa su vidljive
fluorescentne trake amplifikovane DNK. Zadnji bunari¢ na gelu je marker molekulske tezine

Gel se analizira pod svetlo§éu transiluminatora (Pharmacia LKB, Svedska). Ako je
izolovana DNK dobrog kvaliteta, tj. nije fragmentisana, na dnu bunari¢a gela se vidi jaka
traka genomske DNK (Slika 13), koja je isuviSe velike mase da bi mogla da prode kroz pore
gela pa se zadrzava u bunaricu. Ako je doslo do fragmentacije DNK ispod bunari¢a

uocavamo razmaz.

Faktori koji utiCu na stepen migracije DNK u agaroznom gelu su: molekulska masa,
konformacija i bazni sastav DNK, koncentracija agaroze, primenjena voltaza, smer
elektricnog polja, temperatura, prisustvo interkaliraju¢ih boja i sastav i jaCina pufera za

elektroforezu.
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Lancana reakcija polimerizacije DNK (PCR)

Lancanu reakciju polimerizacije (eng. Polymerase Chain Reaction- PCR) PCR je in
vitro amplifikacija definisane DNK sekvence i predstavlja imitaciju in vivo procesa DNK
replikacije uz pomo¢ termostabilne DNK polimeraze. Prednost PCR-a nad drugim tehnikama
je visoka senzitivhost ove metode koja se odnosi na minimalnu koli¢inu materijala
neophodnu za amplifikaciju odredenog fragmenta. Visoka specificnost, odredena je
selektivnom hibridizacijom prajmera sa komplementarnim DNK sekvencama koje

ograni¢avaju DNK fragment koji se amplifikuje.

Ova metoda je otvorila nova polja istrazivanja u fundamentalnoj nauci i u praksi
omogucila brzu i preciznu dijagnostiku naslednih i infektivnih oboljenja. PCR se primenjuje
ne samo u bazi¢nim istrazivanjima, ve¢ i u klinickoj dijagnostici i forenzici, agronomiji,
antropologiji i mnogim drugim oblastima. PCR se koristi u dijagnostici naslednih oboljenja,
za koje je poznat poremecaj u odgovaraju¢em genu a koji je odgovoran za nastanak bolesti.
Ovakve analize se mogu koristiti za potvrdu bolesti, pre pojave prvih simptoma, za detekciju
nosilaca mutiranog gena prenatalno ili pre implantacije embriona, za selekciju zdravih

embriona.

PCR reakcija se odvija u mikrotubi zapremine 0.2-0.5 mL gde se podvrgava
preciznim, ciklicnim promenama temperature Sto ima za posledicu amplifikaciju tacno
odredenog gena ili dela gena. Broj umnozenih fragmenata u PCR-u eksponencijalno raste, jer
svaki novosintetisani lanac u slede¢em ciklusu sluzi kao matrica za sintezu novog molekula

DNK. Specifi¢an fragment se za priblizno dva sata amplifikuje 10°-10° puta.
PCR amplifikacija se sastoji iz:

Denaturacije: temperatura na kojoj se vrsi i duzina trajanja inicijalne denaturacije
zavise od GC sadrzaja odredene DNK. Denaturacija se efikasno vrsi na temperaturama 92-96
°C a zagrevanje uzorka na temperaturi od 95 °C u trajanju od 30 sekundi do jednog minuta je

najcesce dovoljan period za denaturaciju dvolancanog DNK molekula.
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Hibridizacije (aniling) prajmera: uspostavljanje vodoni¢nih veza izmedu prajmera i
komplementarne sekvence matrice je korak od koga zavisi specificnost PCR-a. Verovatnoc¢a
da prajmer nade komplementarnu ciljnu sekvencu, kao i temperatura i vreme potrebni za

hibridizaciju zavise od baznog sastava, duZine i koncentracije prajmera.

Elongacija prajmera: optimalna temperatura za aktivnost Taq polimeraze iznosi
72°C i predstavlja sukcesivno dodavanje dezoksiribonukleotida na 3'OH kraj, redosledom

koji je dirigovan sekvencom matrice.

Finalne elongacije prajmera: sledi nakon poslednjeg PCR ciklusa koja se izvodi na
tempraturi elongacije u trajanju od 10 minuta. Dolazi do kompletiranja parcijalno sintetisanih
PCR produkata. Nakon ovog koraka, PCR smeSa se inkubira na sobnoj temperaturi 20-30

minuta, Sto omogucava hibridizaciju komplementarnih jednolanc¢anih PCR produkata.

Za PCR reakciju koriste se slede¢e komponente:

1. Jednolancana DNK matrica koja se dobija toplotnom denaturacijom nativne
dvolancane DNK. Za geneticke analize se koristi obi¢no 100-500 ng genomske DNK. Za

detekciju infektivnog agensa treba koristiti maksimalnu koli¢inu uzorka DNK;

2. Prajmeri za PCR, su sinteticki jednolancani DNK fragmenti, oligonukleotidi,
neophodni za zapocinjanje sinteze DNK. Za reakciju su neophodna dva prajmera koji
definiSu duzinu amplifikovanog regiona. Duzina prajmera je 14-40 nukleotida. G/C sadrzaj
se krece od 40 do 75% Sto utie na optimalnu temperaturu hibridizacije. Tacka topljenja
prajmera je od 42-65°C i set prajmera se bira tako da oba prajmera imaju sli¢nu tacku

topljenja. Optimalne koncentracije prajmera u PCR reakcionoj smesi su od 0.1-0.6 uM.

3. dNTP (dezoksiribonukleotidi): obicno se koriste Stokovi 10 mM rastvora svakog
dNTP-a koji se ¢uvaju na -20°C. U standardnoj PCR reakcionoj smesi svaki nukleotid je
zastupljen u koncentraciji od 20-200 pM, S§to obezbeduje optimalan balans prinosa,

specificnost 1 vernost amplifikacije. Povecanje koncentracije dNTP-ova smanjuje
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koncentraciju slobodnih Mg**, te uvek treba da bude pra¢eno povecanjem koncentracije Mg**

u reakcionoj smesi.

4. Taq polimeraza: izolovana iz bakterije Thermus aquaticus koja zivi u toplim
izvorima Jeloustonskog parka, prvi je predstavnik termostabilnih polimeraza. Ovaj polipeptid
je visoko procesivna 5’-3° DNK zavisna DNK polimeraza bez 3’-5° egzonukleazne
aktivnosti. Optimalna koncentracija DNK polimeraze u PCR reakcionoj smesi od 50 pL

1znosi od 0.5-2.5 U.

5. Joni Mg®*: grade komplekse sa dNTP-ovima, koji su kao takvi supstrat za Taq
polimerazu. Neophodni su i za rad same Taq polimeraze, koja je metaloprotein i za svoju

aktivnost zahteva prisustvo slobodnih Mg”" jona.

6. PCR pufer: obezbeduje pH optimalan za rad termostabilnih polimeraza, koji iznosi
od 8.3 do 9.2 u zavisnosti od tipa polimeraze. Oni takode mogu uticati na stabilnost DNK

matrice.

7. PCR aditivi: imaju viSestruku funkciju kao $to je omogucéavanje kompletnije
denaturacije molekula DNK, eliminiSu sekundarne strukture ciljne sekvence, snizavaju tacke
topljenja prajmera, stabiliSu Taq polimerazu. Tu spadaju: dimetilsulfoksid (DMSO),

formamid, glicerol, govedi serum albumin (BSA), zelatin, Tween20, Triton X100.

PCR reakcija za umnozavanje M235T 1 T174M regiona AGT gena odigravala se u 25

uL reakcione smese, koja se sastojala od:

150 ng genomske DNK, 12.5 pL. AmpliTag Gold PCR MasterMix-a 2x: Amplitaq
Gold DNA Polymerase (0.05U/ul), GeneAmp PCR Gold Buffer 30 mM TRIS/HCI, pH
8.05;100 mM KCIl; dNTP 400ul svaki, MgCl, SmM; stabilizatori (Applied Biosystems),
0.1uM “sense® 1 “antisense‘ prajmera 1 sterilne redestilovane vode. Reakcija se odvijala u

aparatu Mastercycler Gradient (Eppendorf, Nemacka).

Sekvence prajmera za umnozavanje M235T 1 T174M regiona AGT gena su:

57



Materijal 1 metode

M235T sense: 5°- CCG TTT GTG CAG GGC CTG GCT CTCT-3’
antisense: 5’- CAG GGT GCT GTC CAC ACT GGA CCC C-3°

T174M sense: 5 TGG CAC CCT GGC CTC TCT CTA TCT 3’
antisense: 5> CAG CCT GCA TGA ACC TGT CAA 3’

ACE (I/D)  sense :5'- CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT-3"
antisense: 5'- GAT GTG GCC ATC ACA TTC GTC AGA T-3"

PCR reakcija za umnozavanje ACE (I/D) genotipa odigravala se u 50 pl reakcione smesSe,

koja se sastojala od:

100 ng genomske DNK, 12.5 ul AmpliTaq Gold PCR MasterMix-a 2x: Amplitaq Gold DNA
Polymerase (1.2 U/ul), GeneAmp PCR Gold Buffer 10 mM TRIS/HCI, pH 8.05; 50 mM
KCI; dNTP 0,5mM svaki, MgCl, SmM; stabilizatori (Applied Biosystems), 0.2uM “sense* i
“antisense™ prajmera i sterilne redestilovane vode [67]. Reakcija se odvijala u aparatu

Mastercycler Gradient (Eppendorf, Nemacka).
A1166C sense :5'- GCAGCACTTCACTACCAAATGGGC-3’
antisense:5 - CAGGACAAAAGCAGGCTAGGGAGA-3’

PCR reakcija za umnoZzavanje A1166C regiona u genu za AT1 receptor odigravala se u 50 pl

reakcione smese, koja se sastojala od:

250 ng genomske DNK, 12.5 ul AmpliTaq Gold PCR MasterMix-a 2x: AmpliTaq Gold
DNA Polymerase (2 U/ul), GeneAmp PCR Gold Buffer 10 mM TRIS/HCI, pH 8.05; 50 mM
KCI; dNTP 200mM svaki, MgCl, SmM; stabilizatori (Applied Biosystems), 0.2uM “sense* i
“antisense™ prajmera i sterilne redestilovane vode [68]. Reakcija se odvijala u aparatu

Mastercycler Gradient (Eppendorf, Nemacka).

Uspesnost PCR amplifikacije se proverava elektroforezom na 2% agaroznom gelu.
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Analiza polimorfizama restrikcionih mesta (analiza RSP-ova)

Razlike koje postoje u odredenom DNK lokusu izmedu individua jedne vrste
oznacene su kao DNK polimorfizmi, dok su razli¢ite forme postojanja jednog DNK lokusa
oznacene kao aleli. Postoje dva tipa DNK polimorfizama: (1) polimorfizmi nukleotidne
sekvence, vezani za varijabilnost tipa bazne zamene (tackasti polimorfizmi ili SNPs) ili za
inserciju ili deleciju odredenog niza nukleotida (inserciono-delecioni polimorfizmi) i (2)
polimorfizmi duzina sekvence, vezani za razli¢it broj ponovaka u mini- i mikrosatelitskim
lokusima. Polimorfizmi nukleotidne sekvence su bialelski markeri jer stvaraju dva alela koji
se razlikuju u prisustvu odnosno odsustvu odredenog nukleotida ili niza nukleotida, dok
polimorfizmi duzina predstavljaju multialelske markere, s obzirom da stvaraju veliki broj
alela koji se razlikuju u broju ponovaka. DNK polimorfizmi su postali nezamenljivi markeri
u bazi¢nim istraZivanjima molekulame genetike, a takode su naSli i prakticnu primenu u

medicinskoj dijagnostici i humanoj identifikaciji.

Polimorfizmi za restrikciono mesto (eng. Restriction Site Polymorphisms-RSPs) su
polimorfizmi nukleotidne sekvence koji nastaju mutacijom (tackastom mutacijom ili malom
insercijom ili delecijom) u okviru sekvence koju prepoznaje neki restrikcioni enzim. Analiza
RSP-ova se primenjuje u sluajevima kada se mutacijom kreira ili ukida odredeno
restrikciono mesto. RSP-ovi se mogu detektovati analizom polimorfizama duzine
restrikcionih fragmenata (eng. Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP) ili
restrikcionom digestijom PCR produkata. Ukoliko je mutacija takva da ukida odredeno
restrikciono mesto detektovace se duzi restrikcioni fragment koji se vidi na gelu kao traka

koja sporije migrira.

Restrikcioni enzimi koji se koriste su endonukleaze tipa II. U bakterijskim ¢elijama
ovi enzimi imaju ulogu da Stite ¢eliju od stranih molekula DNK koji u bakterijsku ¢eliju
mogu da dospeju virusnom infekcijom ili transformacijom. Za svaki od njih je karakteristino
da vrlo specificno prepoznaje samo odredeni niz nukleotida obicno dugacak 4-8 bp i na tom
mestu preseca molekul DNK. Nizovi nukleotida koje ovi enzimi prepoznaju nazivaju se

restrikciona mesta i najces¢e su palindromski. Palindromi su dvostruko simetricni nizovi
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nukleotida u dvolan¢anoj DNK, koji su identi¢ni kada se u oba lanca Citaju u istom smeru
(npr. 5°—3"). Pored restrikcionih endonukleaza bakterije sadrze i odgovaraju¢e modifikujuce
enzime koji metiluju baze (C ili A) u okviru restrikcionih mesta i na taj nacin Stite sopstveni
genom od delovanja restrikcionih enzima. Detekcija RSP-ova PCR-om podrazumeva
dizajniranje prajmera koji okruzuju dati RSP, amplifikaciju te sekvence iz genomske DNK,
digestiju dobijenih PCR produkata sa odgovaraju¢im restrikcionim enzimom i proveru
veli¢ine produkata digestije agaroznom ili poliakrilamidnom gel elektroforezom. Nakon
vizuelizacije na osnovu duZine i broja fragmenata dobija se direktna informacija o

prisustvu/odsustvu mutacije.

Detekcija M235T 1 T174M polimorfizma u genu za angiotenzinogen je izvrSena
restrikcionim enzimom Psy I i Ncol (Fermentas, Livanija) koji je izolovan iz bakterije
Nocardia corallina. U reakcionu smeSu zapremine 25 ul stavljeno je 10 pl PCR reakcione
smese, 18 pl nuclease-free vode, 2 pul 10X Tango pufera i 1 pl Ncol enzima. Rastvor je
stavljen na inkubaciju 16 ¢asova na 37° C. U M235T regionu dva specifi¢cna mismatch-a su
inkorporirana na pozicije 4 i 5 od 3' kraja "antisense" prajmera i ako je prisutan T 235 alel,
formira se specificno restrikciono mesto (Ishigami et al. 1995). Ova inkorporacija nije uticala

na amplifikaciju DNK. Restrikcioni enzim Psy I prepoznaje sledece restrikciono mesto:
5"GACN*NNGTC-3

3-CTGNN*NCAG-5

Restrikcioni enzim Ncol (za T174M polimorfizam ) prepoznaje sledece restrikciono mesto
5'-C*CATG G-3'

3'-G GTAC*C-5

A1166C polimorfizam smo detektovali primenom restrikcione endonukleaze Hae III

(Fermentas, Livanija). Restrikcioni enzim prepoznaje sledece restrikciono mesto.
5'-GG*CC-3

3-GG*CC-5
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M235T polimorfizam AGT gena

Produkti amplifikacije 1 fragmenti dobijeni posle digestije restrikcionim

endonukleazama, odvojeni su elektroforezom, na osnovu duzine na 10% poliakrilamidnom

gelu 1 obojeni srebronitratom (Slika 14).
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Slika 14. Analiza polimorfizama gena za angiotenzinogen (AGT M235T) u odnosu na duzinu
restrikcionih fragmenata (RFLP) na 10% poliakrilamidnom gelu obojenom srebro nitratom. Kolona
1 (M235 alel - homozigot) od 165bp, kolona 2 (T235 alel - homozigot) tezine 141bp. Kolona 3 -
M/T 235 alel AGT gena -heterozigot. U koloni 5 je marker molekulske mase.

Duzi fragmenti putuju krace, zbog vece molekulske mase, a kra¢i fragmenti duze. Wild type
M235 alel, koji nije digeriran enzimom Psy I, daje fragment od 165 baznih parova (bp), a
mutirani 235T alel daje dva fragmenta od 141 i 24 bazna para. Kod osoba koje su homozigoti
za M235 alel, na gelu se vidi jedna traka koja odgovara fragmentu od 165 bp; kod
homozigota za T235 alel, vidi se traka od 141bp a kod heterozigota (M235/T235) na gelu su

primetne dve trake od 165 i 141 bp. Poslednja kolona na gelu je marker molekulske mase.
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T174M polimorfizam AGT gena

Amplifikovani segment AGT gena iseCen je restrikcionim enzimom Ncol.
Supstitucija C—T formira specificno restrikciono mesto, koje prepoznaje Ncol i sece
segment od 353 bp na dva fragmenta od 198 i 155 bp. Ako nije doslo do supstitucije, enzim

neée naci svoje restrikciono mesto i fragment nece biti isecen (Slika 15).
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Slika 15. Analiza polimorfizama gena za angiotenzinogen (AGT T174M) u odnosu na duzinu
restrikcionih fragmenata (RFLP) na 10% poliakrilamidnom gelu obojenom srebro nitratom. Kolona
1 1 5 predstavlja heterozigotni oblik T174M AGT gena, kolona 2 i 3 je wt T174 alel, kolona 4 je
mutiran 174M alel. Kolona 7 je marker molekulske mase.

Ako ispitivana osoba ima wild type T174 alel, tada se na gelu uocava fragment od 353 bp,
koji nije isecen. Mutirani 174M alel, na gelu daje dva fragmenta od 198 i 155 bp. U
prisustvu heterozigoat T174/174M, na gelu su tri fragmenta, jedan od 353bp i druga dva na
od 198bp i 155bp. Poslednja kolona na gelu je marker molekulske mase.
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ACE I/D polimorfizam

Inserciono-delecioni polimorfizam ACE gena je definisan prisustvom/odsustvom
Alu repetitivne sekvence duge 287 baznih parova u intronu 16. Ovaj polimorfizam takode
vizuelizujemo na 10% poliakrilamidnom gelu. Traka koja odgovara insercionom
polimorfizmu je duzine 492 bp dok traka od 192bp odgovara delecionom polimorfizmu.

Kolona M je marker molekulske mase (Slika 16).

.

Slika 16. Analiza polimorfizama gena za angiotenzin-konvertujué¢i enzim (ACE) na 10%
poliakrilamidnom gelu obojenom srebro nitratom. II genotip, kolona 6, odgovara molekulskoj masi
od 492bp, DD polimorfizam, kolona 7 (192bp), kolona 5 I/D genotip (492/192 bp). Kolona M,
marker molekulske mase.
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A1166C polimorfizam

A1166C polimorfizam AT1 receptora je posledica transverzije adenina u citozin na
1166 nukleotidnom mestu Sto prepoznaje restrikciona endonukleaza Hae III. Normalan alel
A1166 daje nedigeriran fragment od 255 bazna para dok mutiran alel 1166C daje fragmente
od 231 124 bazna para (Slika 17).

1 2 3 4 5 6 7 &8 9 10 11 12 13 14 15

Slika 17. Analiza polimorfizama gena za angiotenzin receptor tip 1 (AT1R) u odnosu na duzinu
restrikcionih fragmenata (RFLP) na 10% poliakrilamidnom gelu obojenom srebro nitratom. U
koloni 7 je homozigot AA od 255bp, u koloni 6 je homozigot za 1166C alel od 231bp. Kod
heterozigota (A/C 1166) na gelu se vizuelizuju dve trake (255/231). Kolona 5, marker molekulske
mase.
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Elektroforeza na poliakrilamidnom gelu (PAGE)

Zbog mogucnosti visoke rezolucije, PAGE (PolyAcrilamide Gel Elecrophoresis) je
jedna od najboljih metoda za razdvajanje i vizuelizaciju fragmenata DNK. Prednost PAGE-a
u odnosu na agarozni gel je veca rezolucija (moguce je razdvojiti molekule cija je razlika u
duzini samo nekoliko baznih parova (bp). U prisustvu slobodnih radikala, koje obezbeduje
amonijum persulfat (APS), a koji su stabilizovani TEMED-om (N, N, N’, N’-tetrametilen-
diamin), inicira se lan¢ana reakcija u kojoj se monomeri akrilamida polimerizuju u duge
lance. Kada se u reakciju polimerizacije uklju¢i N, N’-metilenbisakrilamid, lanci se
umreZavaju 1 formiraju gel, ¢ija je poroznost odredena duZzinom lanaca i stepenom njihove
medusobne povezanosti. Variranjem poroznosti gela, jaCine pufera i1 duZine trajanja

elektroforeze, dobija se Zeljena specificnost razdvajanja.

Za analizu polimorfizama duzine restrikcionih fragmenata analiziranih gena,

koris¢ena je 10% poliakrilamidna gel elektroforeza u 0.5xTBE puferu.
Za pripremu 30 ml 10% poliakrilamidnog gela je potrebno:

-10 ml 30% Stoka nedenaturiSu¢eg akrilamida (29g akrilamida: 1g N, N’-
metilenbisakrilamida, doliveno do 100ml H,0);

-18.2 ml destilovane vode;

-1.5 ml 10xTBE pufera

-28 Wl TEMED-a

-400 pl 10% amonijum persulfata (1g amonijum persulfata, doliveno do 10 ml

destilovane vode)

Po 10 pl uzorka i 2 pl boje nanosi se u bunari¢e, dok se u poslednji bunari¢ nanosi 5 pl

markera i 2 pl boje. Vertikalna poliakrilamidna gel elektroforeza (Pharmacia LKB, Svedska)
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se odvijala u 0.5xTBE puferu 1.5-2 sata, pri naponu od 150V i jadini struje od 20 mA, na

sobnoj temperaturi.

Nakon zavrSene elektroforeze, gel je bojen srebrom:
-10 min u 10% etanolu (fiksiranje DNK)

-3 min u 1% HNO:s (ispiranje boje)

-Dva puta po 1 min u dH,O (ispiranje gela)

-20 minu 0.2 % AgNO; u mraku (bojenje gela)

-Dva puta po 1 min u dH,O

-5-10 min 0.1M Na,COs+ 0.02% formaldehida (razvija¢ boje)

Za 5-10 min se pojavljuju trake

-Gel je fiksiran sa 10% CH3;COOH

-Sledec¢eg dana gel se ispere u dH,O

Poliakrilamidna gel elektroforeza dala je odgovarajucu rezoluciju razdvajanja fragmenata
dobijenih restrikcionom digestijom produkata PCR amplifikacije. Na osnovu prisustva i
polozaja traka u odnosu na marker molekulske tezZine DNK moguce je bilo odrediti genotip

(Slika 14, 15,16 i 17).
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Rezultati

1. Klinicko demografski podaci ispitanika u odnosu na stepen razvoja nefropatije

Studija je obuhvatila 79 pacijenata sa tipom I dijabetesa hospitalizovanih na
Institutu za dijabetes 1 bolesti metabolizma u periodu od 2008-2010 godine. U tabeli 1. dat
je prikaz demografskih podataka pacijenata.

Tabela 1. Prikaz demografskih podataka ispitanika sa tipom I dijabetesa

Stadijum‘i. razvoja dijabetesne NA MA P p
nefropatije
Broj ispitanika po grupama (n) n=33 n=21 n=25
Starost (godine) 28,1 £5,8 25,8+6,8 | 342+6,8 | <0,001
Distribucija po polu (m/z)(%) 424/57,6 | 47,6/524 36/64 NS¢
Trajanje DM (godine) 9,6 4,6 113+44 | 219+£5,8 | <0,001
Porodicna anamneza za HTA

22 (66,7) 14 (66,7) 16 (64) NS¢
n (%)
Porodicna anamneza za DM

11 (33,3) 14 (66,7) 6 (24) NS°¢
n (%)
Porodicna anamneza za KVB

16 (48,5) 13 (61,9) 8(32,0) NS¢
n (%)
Pusacim) 14 (34,1) 12 (29,3) 15 (36,6) NS¢

DM-diabetes melitus, NA-normoalbuminurija, MA-mikroalbuminurija, P-proteinurija, HTA-
hipertenzija, KVB-kardiovaskularne bolest, n- broj pacijenata u ispitivanim grupama; "ANOVA,
*Kruskal Wallis, © y* test
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Tabela 2. Prikaz ispitivanih klinickih parametara kod pacijenata sa tipom I dijabetesa.

iijfjolj;ta’z; ] razvoja dijabetesne NA MA p »
Broj ispitanika po grupama (n) n=33 n=21 n=25

TA (mmHg) 121+ 12 126+ 14 148 £ 26 <0,001
Sistolni/dijastolni 79+ 7 85+9 92 +15 <0,001
Hipertenzija(n / %) 9(273) 9 (42,8) 19 (76) <0,001
Polineuropatija (n /%) 13 (39,4) 14 (66,7) 16 (64) NS
Retinopatija (n/%) 7(21,2) 11 (52,4) 19 (76) <0.001
HbAlc (%) 93+£24 9,74+3,6 10,4+43,2 NS
Holesterol (n>5,2 mMoL/L) (%) 11(33,3) 7 (33.3) 10 (40) NS
HDL (mMoL/L) 125039 | 118044 | 128038 | o
LDL (mMoL/L) 3,14+1,06 | 3,05+1,07 | 4,00+1,58 NS
Trigliceridi (mMoL/L) 1,24+0,6 1,8+0,5 2,1+£0,8 <0,001

TA-krvni pritisak, HbAlc- hemoglobin Alc, HDL-high density lipoprotein, LDL- low density
lipoprotein, n- broj pacijenata u ispitivanim grupama, *P < 0.05 su predstavljene u bold/italic,
koriséen *ANOVA, "Kruskal Wallis, © 5 test

Od ukupnog broja pacijenata, 33 su bila normoalbuminuri¢na (nivo albumina ispod
30 mg/24h), 21 pacijent je imao mikroalbuminuriju (albuminurija 30-300mg/24h) a 25
pacijenata je bilo sa proteinurijom (albuminurija iznad 300mg/24h) (Tabele 1 i1 2).U tabeli 2
su navedeni klinic¢ki znacajni parametri i faktori rizika za koje se pretpostavlja da doprinose

ubrzanju opadanja stope glomerulske filtracije i razvoju terminalne bolesti bubrega.
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Ispitivanjem starosne strukture ispitanika (Tabela 1, Slika 18) u rasponu od 20 do
40 godina, dobijena je znacajna razlika izmedu grupa pacijenata; prosecna starost bila je

znacajno veca u grupi pacijenata sa proteinurijom u odnosu na ostale pacijente.
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Slika 18. Srednje vrednosti i standardne devijacije godina starosti pacijenata u ispitivanim
grupama

Na slici 19 je prikazana procentualna distribucija polova u grupi normoalbuminuri¢nih,
mikroalbuminuri¢nih i proteinuri¢nih ispitanika. Odnos polova u grupama je slian, a

razlike koje postoje nisu statisticki znacajne (3°=0,643; p=0,725).

70



Rezultati
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Slika 19. Procentualna distribucija po polu u tri ispitivane grupe pacijenata

Na slici 20. i u tabeli 1 prikazane su srednje vrednosti sa standardnom devijacijom
duzine trajanja dijabetesa u ispitivanim grupama. Srednja vrednost trajanja dijabetesa u
normoalbuminuri¢nih pacijenata bila je 9,6 + 4,6 godina, mikroalbuminuri¢nih 11,3 + 4,4
godine, a kod proteinuri¢nih 21,9 + 5,8 godina, $to je znacajno duze u odnosu na ostale

grupe (p<0,001).
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Rezultati
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Slika 20.Srednje vrednosti i standardne devijacije duzine trajanja dijabetesa u ispitivanim

grupama pacijenata.

Slika 21 prikazuje porodicno opterecenje za pojavu hipertenzije u
ispitivanim grupama pacijenata. Vrednosti pozitivne porodine anamneze za

hipertenziju su gotovo izjednacene u ispitivanim grupama (66.7% : 66.7% : 64%).
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Slika 21. Procentualna distribucija pozitivne porodicne anamneze za hipertenziju u
ispitivanim grupama pacijenata.

Vrednosti porodicnog opterecenja za dijabetes 1 kardiovaskularne bolesti su veée u
grupi mikroalbuminuri¢nih ispitanika u odnosu na normo i proteinuri¢ne ispitanike,

ali razlike nisu statisticki znacajne (Slika 22 i 23).
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Slika 22. Procentualna distribucija pozitivne porodicne anamneze za dijabetes u tri ispitivane

grupe pacijenata.
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Slika 23. Prikaz procentualne distribucije pozitivne porodicne anamneze za kardiovaskularne
bolesti u ispitivanim grupama pacijenata
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Rezultati

Vrednosti hipertenzije u ispitivanim grupama se statisti¢ki razlikuju i najvise su kod
pacijenta sa terminalnom bubreZznom slabos¢u (Slika 24). Vrednosti krvnog pritiska su
merene po prijemu pacijenata tokom uzimanja opSte anamneze bolesti. Visina sistolnog i
dijastolnog krvnog pritiska (mmHg) pokazuje statisticki znaCajnu razliku izmedu
proteinuricnih  (148+£26; 92+15) 1 normoalbuminuri¢nih ispitanika (121+12; 79+7)
(p<0,001).

Grupa
1.0 Il normoalbuminurija
B mikroalbuminurija
O proteinurija
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™
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Slika 24. Procentualna distribucija ispitanika sa hipertenzijom u ispitivanim grupama

Na slici 25 1 26 prikazana je ucestalost pojave mikrovaskularnih komplikacija u
pra¢enim grupama. U grupi proteinuri¢nih, ucestalija je pojava retinopatije u odnosu na
grupu ispitanika sa normoalbuminurijom (76% /21,2%), za razliku od ucestalosti
polineuropatije, koja je visa u grupi mikroalbuminuri¢nih ispitanika (66,7%). u odnosu na
normoalbuminuri¢ne (39,4%). Ovako dobijeni podaci pokazuju znacajnu razliku u

ucestalosti retinopatije (p < 0.001) izmedu ispitivanih grupa.
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Rezultati
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Procentalna zastupljenost mikrovaskularnih komplikacija ( polineuropatije) u ispitivanim
grupama pacijenata.
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Slika 26. Procentalna zastupljenost mikrovaskularnih komplikacija ( retinopatije) u ispitivanim

grupama pacijenata
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Rezultati

Statisticki znacajne razlike, izmedu grupe normoalbuminuri¢nih i proteinuri¢nih ispitanika

nisu nadene za vrednosti HbAc (Slika 27).

HbA1lc
16

mmol/L

Normo Mikro Proteinurija
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Slika 27. Vrednosti HbAlc (%) u grupi pacijenata sa normoalbuminurijom, mikroalbuminurijom i
proteinurijom.

Na slici 28 (i tabeli 2) prikazani su parametri lipidnog statusa za sve tri ispitivane
grupe pacijenata. Dobijene vrednosti ukupnog holesterola u ispitivanim grupama pacijenata
su grupisane u vrednosti manje od 5,2 i vrednosti iznad 5,2mmoL/L. Vrednosti ukupunog
holesterola, HDL i LDL holesterola su gotovo ujednacene u naSim analiziranim grupama,
pa tako za ova tri ispitivana parametra nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu

grupa. Takode je nadeno da parametri lipidnog statusa (ukupni holesterol, LDL) pozitivno

koreliSu sa HbAc u ispitivanim grupama.
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Rezultati
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Slika 28. Vrednosti ukupnog holesterola (<5,2;5,3+Mmol/L) u sve tri ispitivane grupe
pacijenata
Za razliku od vrednosti ukupnog holesterola, HDL i LDL holesterola u ispitivanim
grupama, vrednosti triglicerida pokazuju statisticki znacajnu razliku ( p<0,001) Znacajnost
postoji izmedu grupe pacijenata sa normoalbuminurijom i proteinuricnih ispitanika (Slika

29, Tabela 2).
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Slika 29. Vrednost triglicerida u grupi normo, mikro i proteinuricnih ispitanika
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Rezultati

Zastupljenost pusaca je u svim ispitivanim grupama bila slicna, bez statistiCki znaCajne
razlike (Slika 30).
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Slika 30. Prikaz zastupljenosti pusaca u ispitivanim grupama
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Rezultati

11. Uéestalost ispitivanih polimorfizama gena u grupama sa razlic¢itim stepenom
razvoja nefropatije

Analizirali smo distribuciju genotipova i alela u genu za AGT (M235T, T174M), ACE i

ATI receptor u grupi normo, mikro i proteinuri¢nih pacijenata.

AGT M235T genski polimofizam

U tabeli 3 i na slikama 31-33 prikazana je distribucija genotipova i alela u genu za

angiotenzinogen (AGT M235T) u odnosu na stepen razvoja nefropatije.

Tabela 3. Procentualna zastupljenost alela i genotipova u genu za angiotenzinogen AGT M235T u
ispitivanim grupama pacijenata.

Genotip NA MA P P
n(%) n(%) n(%)

AGT (M2357) n=33 n=21 n=25
MM 7(21,2) 5(23.,8) 3 (12,0)
MT 23(69,7) | 10(47,6) | 13(52,0) | <0,05
TT 39,1 6 (28.6) 9 (36,0)
MM+MT 30(90,1) | 15(71,4) 16 (64) <0,05
TT 3(9,9) 6(28,6) 9(36)

Alel
M alel 37 (56) 20 (47,6) 19 (38) NS
T alel 29 (44) 22 (52,4) 31 (62)

NA-normoalbuminurija, MA-mikroalbuminurija, P-proteinurija

Dobijeno je da je ucestalost TT genotipa gena za AGT znacajno veca (p < 0.05) u grupi
proteinuri¢nih pacijenata. U sluc¢aju mikroalbuminuri¢nih ispitanika takode zapazamo veéu
ucestalost T alelskog oblika, ali nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u odabranom modelu

ispitivanja.
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Rezultati
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Slika 31. Procentualna zastupljenost Mi T alela u genu za AGT M235T u ispitivanim
grupama pacijenata.
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Slika 32. Procentualne zastupljenosti MM, MT i TT genotipa AGT M235T gena u
ispitivanim grupama pacijenata
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Slika 33. Procentualne zastupljenosti MM+MT/TT genotipova AGT M235T gena u
ispitivanim grupama pacijenata

AGT T174M genski polimorfizam

U tabeli 4 i na slikama 34-36 prikazana je distribucija genotipova i alela u genu za

angiotenzinogen (AGT T174M) u odnosu na stepen razvoja nefropatije.

Tabela 4. Procentualna zastupljenost alela i genotipova u genu za angiotenzinogen AGT (T174M) u
ispitivanim grupama pacijenata.

Genotip N4 MA p P
n(%) n(%) n(%)

AGT (T174M) n=33 n=21 n=25
TT 18 (54,5) | 13(61,9) | 12 (48)
™ 10 (30,3) 2(9,5) 7 (28) NS
MM 5(15,2) 6 (28,6) 6 (24)
TT+TM 28 (84,5) | 15(71,4) | 19(76) NS
MM 5 (15,5) 6 (28,6) 6 (24)

Alel
T alel 46 (69,7) | 28(66,7) | 31(62) | NS
M alel 20 (30,3) | 14(33,3) | 19(38)

NA-normoalbuminurija, MA-mikroalbuminurija, P-proteinurija

Statistickom obradom podataka nije dobijena znacajna razlika u zastupljenosti alela i

genotipova za AGT T174M izmedu ispitivanih grupa.
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Rezultati
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Slika 34. Prikaz procentualne zastupljenosti M i T alela u genu za AGT T174M u ispitivanim
grupama pacijenata
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Slika 35. Prikaz procentualne zastupljenosti TT, TM i MM genotipa AGT T174M gena u
ispitivanim grupama pacijenata
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Rezultati
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Slika 36. Procentualna zastupljenosti TT+TM/MM genotipova AGT T174M gena u ispitivanim
grupama pacijenata

ACE I/D genski polimorfizam

Tabela 5 1 slike 37-39 prikazuju distribuciju genotipova i alela gena za angiotenzin-

konvertuju¢i enzim (ACE I/D polimorfizam) u odnosu na stepen razvoja nefropatije.

Tabela 5. Procentualna zastupljenost alela i genotipova u genu za ACE u ispitivanim grupama

pacijenata.
Genotip N4 MA P P
n(%) n(%) n(%)
ACE (I/D) n=33 n=21 n=25
II 11(33,3) | 7(33,3) | 6(24,0)
ID 12 (36,4) | 11(52,4) | 12(48,0) | NS
DD 10 (30,3) | 3(14,3) | 7(28,0)
II+1ID 23(69,7) | 18 (85,7) | 18(72) NS
DD 10 (30,3) | 3 (14,3) 7 (28)
Alel
I alel 34 (51,5) | 25(59,5) | 24 (48) NS
D alel 32(48,5) | 17(40,5) | 26(52)

NA-normoalbuminurija, MA-mikroalbuminurija, P-proteinurija
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Rezultati

U ispitivanju I/D polimorfizma gena za ACE, ucestalost D alelske forme je bila nesto veca

u grupi sa proteinurijom (52%) u odnosu na grupu sa normoalbuminurijom (48,5%), ali te

razlike nisu imale statisticki znacaj (tabela 5).

Ucestalost DD genotipa, koji je povezan sa povecanjem nivoa serumskog ACE, je

najmanja kod pacijenata sa mikroalbuminurijom(14,3%) u odnosu na sve tri ispitivane

grupe (tabela 5).
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Slika 37. Procentualna zastupljenost Ii D alela u genu za ACE u ispitivanim grupama pacijenata.

85



Rezultati
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Slika 38. Prikaz procentualne zastupljenosti genotipova ACE gena u ispitivanim grupama
pacijenata
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Slika 39. Procentualna zastupljenost II+ID/DD genotipa ACE gena u ispitivanim grupama pacijen
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Rezultati

ATIR genski polimorfizam

U tabeli 6 i na slikama 40-42 prikazana je distribucija genotipova i alela u genu za AT1

receptor (A1166C) u odnosu na stepen razvoja dijabetesne nefropatije.

Tabela 6. Procentualna zastupljenost alela i genotipova u genu za ATIR u ispitivanim grupama

pacijenata.

Genotip NA MA p P
n(%) n(%) n(%)
ATIR (41166C) n=33 n=21 n=25
AA 16(48,5) | 12(57,1) | 10(40,0) NS
AC 15(45,5) | 4(19) 13(52)
CcC 2(6,1) 5(22.8) 2(8,0)
AA+AC 31(93,9) | 16(76,2) | 23(92) NS
CC 2(6,1) 5(23.8) 2(8)
Alel
A alel 47(71) 28(67) 33(66) NS
C alel 19(29) 14(33) 17(34)

NA-normoalbuminurija, MA-mikroalbuminurija, P-proteinurija

Statisticki znacajne razlike izmedu grupe normoalbuminuri¢nih i proteinuri¢nih
pacijenata, nisu nadene ni za ucestalost C alela (29%/34%) niti CC genotipa (6,1%/8%) u
genu za AT1 receptor (tabela 6).

NN T TN N T S I - |
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Slika 40. Procentualna zastupljenosti C i A alela u genu za ATIR (A1166C) u ispitivanim grupama
pacijenata
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Slika 41. Prikaz procentualne zastupljenosti genotipova u genu za ATIR (A1166C) u ispitivanim

grupama pacijenata
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Slika 42. Prikaz procentualne zastupljenosti AA+AC/CC genotipa u genu za ATIR (A1166C) u
ispitivanim grupama pacijenata
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Rezultati

1I1. Povezanost ispitivanih polimorfizama gena za AGT(M235T), ACE i ATIR sa
najce$céim komplikacijama dijabetesa.

U tabeli 7 prikazana je procentualna distribucija MM 1 MT/TT genotipova
(grupisani genotipovi sa T alelom koji se povezuje sa povecanom aktivnoS¢u renin-
angiotenzin sistema i ve¢om sintezom angiotenzinogena), Il i ID/DD genotipova (grupisani
nosioci D alela koji je povezan sa viSim nivoom ACE u plazmi), kao i AA i AC/CC
genotipova (grupisani nosioci C alela) u zavisnosti od prisustva hipertenzije. Analize su
pokazale da nema statisti¢ki znacajne razlike (x* test, NS) u ucestalosti AGT, ACE i ATIR

genotipova izmedu normotenzivnih i hipertenzivnih pacijenata.

Tabela 7. Distribucija genotipova gena AGT (M235T), ACE i ATIR u ispitivanim grupama
pacijenata u odnosu na prisustvo hipertenzije

Hipertenzija
Gen DA (%) NE (%) p
MM 8(53,3) 7(46,7)
AGT NS
MT/TT 34 (53,1) 30(46,9)
I 13(54,2) 11(45,8)
ACE NS
ID/DD 29(52,7) 26 (47,3)
AA 20(52,6) 18(47,4)
ATIR NS

AC/CC 22(53,7) 19(46,3)

Analiza odnosa zastupljenosti genotipova za AGT(M235T), ACE i ATIR i prisustva

polineuropatije (tabela 8) nije pokazala statisti¢ki zna¢ajnu razliku (3> test, NS).
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Rezultati

Tabela 8. Distribucija genotipova gena AGT (M235T), ACE ATIR u ispitivanim grupama
pacijenata u odnosu na prisustvo polineuropatije

Polineuropatija
Gen DA (%) NE (%) p

MM 8(53.3) 7(46,7)

AGT NS
MT/TT 28(43.8) 36(56,3)
II 10(41,7) 14(58,3)

ACE NS
ID/DD 26(47.,3) 29(52.,7)
AA 16(42,1) 22(57,9)

ATIR NS
AC/CC 20(48.8) 21(51,2)

Takode, distribucija genotipova za AGT(M235T), ACE i ATIR nije bila znacajno razli¢ita

ni kada je u pitanju prisustvo retinopatije (tabela 9).

Tabela 9. Distribucija genotipova gena AGT (M235T), ACE ATIR u ispitivanim grupama
pacijenata u odnosu na prisustvo retinopatije

Retinopatija
Gen DA (%) NE (%) p

MM 5(33.3) 10(66,7)

AGT NS
MT/TT 37(57,8) 27(42,2)
11 14(58,3) 10(41,7)

ACE NS
ID/DD 28(50,9) 27(49,1)
AA 19(50,0) 19(50,0)

ATIR NS

AC/CC 23(56.,1) 18(43,9)
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Rezultati

Kori$¢enjem multivarijantne regresione analize kreirali smo model koji bi izdvojio

prediktore od znacaja za nastanak nefropatije (Tabela 10).

Tabela 10. Rezultati multivarijatnog regresionog modela - analize prediktora nefropatije

Prediktor p OR (95% CI)
Trajanje dijabetesa <0.01 1.192 (1.057-1.345)
HTA <0.05 5.200 (1.301-20.790)
Retinopatija <0.05 2.840 (1.288-6.261)
MM <0.05 -
AGT MT NS 1358 (0.234-7.885)
polimorfizam
TT <0.01 28.389 (2.422-332.724)
1I NS -
ACE ID NS 2.113 (0.435-10.258)
polimorfizam
DD NS 0.307 (0.053-1.780)

Model je pokazao da su trajanje dijabetesa, prisustvo hipertenzije, retinopatija i TT
polimorfizam AGT gena znacajni prediktori za nastanak nefropatije. Trajanje dijabetesa i
prisustvo TT genotipa pokazali su visoku znacajnost (p<0.01). Univarijantna analiza
podataka nije pokazala statisti¢ki znac¢ajnu vezu ACE/II genotipa sa povecanjem bubreznih

komplikacija.

Za naSu grupu pacijenata, analizirani polimorfizmi M235T i1 T174M su nadeni u
slaboj neravnotezi vezanosti (D’=0.3763). Distribucija analiziranih haplotipova unutar
normoalbuminuri¢ne, mikroalbuminuri¢ne i proteinuricne grupe udruzeno je prikazana u
tabeli 10. Najzastupljeniji haplotip u grupi pacijenata sa normoalbuminurijom, kao i u grupi
mikro i proteinuri¢nih pacijenata zdruzeno je bio MT haplotip (37.5%). MM haplotip je u
obe grupe bio najrede zastupljen (9.9%).
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Rezultati

Analizirano je postojanje veze identifikovanih haplotipova sa rizikom za nastanak
albuminurije. Analiza OR pokazala je da identifikovani haplotipovi nisu u statisticki
znacajnoj asocijaciji sa rizikom za nastanak poviSene koli¢ine albumina u poredenju sa
najcesce zastupljenim haplotipom MT koji je koriS¢en kao referentna vrednost. Izvesna
tendencija ka sniZzenom riziku za razvoj mikroalbuminurije i proteinurije je zabeleZena za

TM haplotip (OR=0.38, p=0.062) (Tabela 11).

Tabela 11. Procentualne zastupljenosti identifikovanih haplotipova polimorfizama M235T i T174M
gena za AGT izmedu analizarnih grupa pacijenata i asocijacija haplotipova sa rizikom za razvoj

nefropatije kod dijabetesa tipa 1.

Haplotipovi  Ukupno  Normo  Mikro + Prot
Odds Ratio CI (95%)

N % N % N % p
MT 30 37,5 13 41,2 16 34 Referentna vrednost
TT 23 29 10 28,5 14 30,1 0,74 (0,29 - 1,91) 0,54
™ 19 236 5 155 13 28,6 0,38 (0,14 —1,03) 0,062
MM 7 99 5 148 3 7,3 2,53 (0,59 -10,90) 0,22
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DISKUSIJA
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Diskusija

Dijabetesna nefropatija je jedna od najozbiljnijih komplikacija Secerne bolesti,
podrazumeva Sirok spektar bubrezne disfunkcije, a porast albumina, od blagog stepena do
znacajne proteinurije, vodi ka daljem progresivnom padu funkcionalne rezerve bubrega
[69]. Obicno se javlja deset i viSe godina od pojave dijabetesa kao kasna komplikacija

osnovne bolesti.

Bolesnici sa tipom I dijabetesa imaju povecan rizik za nastanak kardiovaskularnih
bolesti koji se povecava sa progresijom bubrezne slabosti [70]. U desetogodiSnjoj
prospektivnoj studiji Brunove i sar. [71], u kojoj je pra¢eno 1400 ispitanika sa dijabetesom,
1 normoalbuminurijom, mikroalbuminurijom i proteinurijom, ukazano je na izrazito visoku
stopu mortaliteta kod obolelih koji dostignu terminalni stadijum bubrezne insuficijencije.
Dijabetes 1 dalje predstavlja jedan od vodecih uzroka terminalnog stadijuma bubreznih

komplikacija.

U dijabetesnih bolesnika sa nefropatijom, bez obzira na tip dijabetesa, postoje
znacajne individualne razlike u stopi redukcije funkcionalne rezerve bubrega [72].
Zabrinjavajuce je da, 1 pored svih terapijskih mera koje se trenutno koriste u le€enju osoba
obolelih od dijabetesa, kod znacajnog broja dolazi do terminalne bubrezne insuficijencije
[73]. Ovo upuéuje na potrebu za utvrdivanjem dodatnih faktora rizika za progresiju
bubrezne disfunkcije, kako pre tako i u pocetnim fazama nefropatije, a u cilju sprovodenja
pravovremenih i1 adekvatnih terapijskih mera za sprecavanje ili odlaganje progresije

bubreZne bolesti.

UsavrSavanjem laboratorijskih dijagnostickih metoda omoguceno je detektovanje
ekskrecije albumina u urinu (mikroalbuminurije) pre ispoljavanja proteinurije (koja se
utvrduje klasicnim laboratorijskim metodama), $to je omogucilo otkrivanje osoba sa
sklono$¢u za razvoj manifestne nefropatije. Kod pacijenata sa dijabetesom povecano
izlu¢ivaje albumina u urinu ukazuje na postojanje kako funkcionalnih tako i morfoloskih
promena u bubregu [72]. Vrednosti albuminurije su bile i osnovni kriterijum u formiranju
nasih ispitivanih grupa. Ovaj "rani" gubitak albumina u grupi nasih normoalbuminuri¢nih

ispitanika bio je 13.1£5.2 mg/24h, dok je visina albuminurije u grupi proteinuri¢nih
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pacijenata bila 368.3+223.8 mg/24h. Razlika u vrednosti albuminurije izmedu ove dve

ispitivane grupe pacijenata bila je visoko statisticki znacajna (p<0.001).

Prevalenca mikroalbuminurije je 8% kod pacijenata sa tipom I dijabetesa sa samo 1-
3 godine trajanja bolesti, Sto je 10 puta viSe od 0,8% koliko je nadeno kod ispitanika bez
dijabetesa [92]. Ovako visoka prevalenca mikroalbuminurije kod pacijenata sa kratkim
trajanjem dijabetesa potvrdena je i u drugim studijama [93]. Visoka prevalenca persistentne
mikroalbuminurie posle 30 godina je u skladu sa podacima dobijenih pre nekog vremena u

studiji Epidemiologija dijabetesnih komplikacije - Pitsburg [94].

Komplementame studije su pokazale da je, u toku incipijentne nefropatije,
odrzavanjem optimalne glikoregulacije, arterijskog pritiska i drugim postupcima moguce
smanyjiti ekskreciju albumina. Ova ¢injenica ukazuje da bi u ovom stadijumu bilo moguce

zaustaviti ili spreciti nefropatiju.

U RENNAL studiji [90] utvrdeno je da je proteinurija najsnazniji prediktor renalne
disfunkcije kod obolelih od dijabetesa (OR 6.2), dok je u studiji Bruna i sar. [71], ukazano
da je rizik za progresiju hroni¢ne bubrezne insuficijencije 4 puta ve¢i u proteinuricnih,
odnosno 2 puta ve¢i u mikroalbuminuri¢nih u odnosu na normoalbuminuri¢ne bolesnike.
Ovo ukazuje da su albuminurija, odnosno proteinurija, znacajni faktori rizika za progresiju
bubrezne bolesti. Naime, povecana koli¢ina filtriranih proteina (kroz glomerulske kapilare),
dovodi do povecane renalne toksicnosti, koja u sadejstvu sa drugim faktorima (npr.

hipertenzija) doprinosi progresiji renalnog oStecenja

Hipertenzija i loSa glikoregulacija su najznacajnijih faktori koji dovode do slabljenja
bubrezne funkcije u bolesnika sa dijabetesom. Sa druge strane faktori koji dovode do
pojave hipertenzije su brojni, ali se po znacaju izdvajaju promene na glomerulima
(skleroza mikrovaskularne odnosno kapilarne mreze glomerula) bubrega, ateroskleroza
velikih krvnih sudova bubrega (ateroskleroza renalnih arterija) i povecan volumen
ekstracelularne tecnosti (usled neadekvatnog funkcionisanja renin - angiotenzinskog
sistema koji ima za posledicu i poveéan volumen cirkuliSuée tec¢nosti u vaskularnom

sistemu §to predstavlja dodatno optere¢enje za bubrege).

95



Diskusija

Uticaj hipertenzije na razvoj dijabetesne nefropatije je i dalje predmet istrazivanja,
kako u incipijentnoj tako i u manifestnoj fazi bolesti [113]. Kod pacijenata sa tipom I
dijabetesa, hipertenzija je blisko povezana sa nefropatijom i razliitim stepenima
proteinurije, tako da su bubrezni mehanizmi za razvoj hipertenzije od posebne vaznosti.
Ovo se pre svega odnosi na zadrzavanje tenosti 1 natrijjuma, smanjenje natriuretskog
kapaciteta i mikrovaskularne promene. lako je hipertenzija nesumnjivo povezana sa
bubreznim oSte¢enjima bilo kog uzroka, ona se javlja u ranim stadijumima dijabetesne
nefropatije. Arterijski pritisak obicno pocinje da se povecava kada mikoalbuminurija
premasi granicu od 30 mg/24h i u mnogim slucajevima dostize prag hipertenzije u vreme

kada mikroalbuminurija dostigne vrednosti od 300mg/24h.

U rezultatima istrazivanja Uede i sar. [80], jedan od nezavisnih prediktivnih faktora
za progresiju dijabetesne nefropatije bio je srednji arterijski krvni pritisak, dok je u studiji
Brunove 1 sar. [71], to bio dijastolni pritisak. U studiji Americke Asocijacije za Dijabetes
iz 2004. godine utvrdeno je da ispitanici sa sistolnim pritiskom iznad 130mmHg imaju oko
5 puta vecdi rizik za progresiju bubrezne bolesti od ispitanika sa nizim sistolnim pritiskom,
dok dijastolni krvni pritisak nije imao prediktivnu ulogu za progresiju gubitka bubrezne
funkcije. Sli¢ni podaci dobijeni su i u ostalim studijama [78,79]. Iz navedenih podataka
moze se zakljuciti da je od velikog znacaja pravovremeno zapocinjanje antihipertenzivne
terapije, jer, kako je u klinickim studijama potvrdeno, pravilna i pravovremena terapija
dovodi do redukcije rizika za razvoj i progresiju bubrezne disfunkcije. Preporuke su da
ciljne vrednosti krvnog pritiska kod dijabetesnih bolesnika upravo budu vrednosti

<130mmHg za sistolni, odnosno < 80mmHg za dijastolni krvni pritisak.

Poslednjih godina veliki broj istrazivanja je usmeren na ispitivanje povezanosti
genetickih faktora i1 razvoja dijabetesne nefropatije. Potvrdeno je da je nasledna
predispozicija za dijabetesnu nefropatiju i1 esencijalnu hipertenziju zajednicka [95]. Geni
ukljuceni u regulaciju arterijskog pritiska se smatraju za gene kandidate koji su odgovorni

za pojavu i razvoj nefropatije. Sa druge strane genetiCka predispozicija za komplikacije na
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bubrezima kod dijabeti¢ara moze biti nezavisna od sistemskog pritiska. Lokalne promene
kao posledica prisustva razli¢itih polimorfizama gena renin-angiotenzinskog sistema se
ispoljavaju kao promene u bubreznoj hemodinamici, povecanju intraglomerularnog pritiska

i nivoa glomerularne filtracije, kao znacajnih determinanti bubrezne funkcije.

Genetickim faktorima se moze objasniti bliska povezanost izmedju dijabetesne
nefropatije i hipertenzije kod dijabetesa tipa I. SugeriSe se da je sklonost ka hipertenziji
odredena sa dva faktora za esencijalnu hipertenziju, pozitivnom porodi¢nom anamnezom za
hipetenziju i povec¢anim natrijumskolitijumskim kotransportom u eritrocitima. Nadeno je da
je arterijski pritisak bio znacajno viSi kod pacijenata €iji su roditelji imali proteinuriju.
Takode, relativni rizik za razvoj manifestne proteinurije je povecan ako je bar jedan roditelj

imao hipertenziju [95].

Eksperimentalni podaci 1 klinicka ispitivanja jasno pokazuju da je renin-angiotezin
sistem (RAS) vazan regulator kardiovaskularnih i bubreznih oboljenja, pa prema tome,
analize gena RAS sistema imaju vaznu ulogu u razumevanju molekularne patogeneze
dijabetesne nefropatije, dijagnostici i terapiji. One mogu pomoc¢i u ranoj identifikaciji osoba

koje imaju visok rizik da razviju dijabetesnu nefropatiju.

Hipertenzija i povecana aktivnost renin-angiotezin sistema uz prisustvo odredenih
varijanti gena RAS-a — gena za angiotezinogen (AGT), angiotenzin-konvertuju¢i enzim
(ACE) i za angiotenzin receptor tip I (AT1R) — mogu da ukazu na povecanu sklonost ka

razvoju dijabetesne nefropatije.

Cilj nase studije je bio da ispita prisustvo polimorfizama gena RAS sistema u grupi
pacijenata obolelih od dijabetesa tip I u odnosu na stepen razvoja nefropatije, definisane

klini¢ke parametre i faktore rizika.

Renin-angiotenzin sistem ima klju¢nu ulogu u parakrinoj regulaciji bubrezne
funkcije [96]. RAS ima jednu od najvaznijih uloga u patogenezi komplikacija dijabetes
melitusa. Studije koje su ispitivale ulogu RAS u progresiji bubreznih bolesti ukazale su da

je inhibicija ovog sistema kriti¢an momenat u tretmanu dijabetesne nefropatije [97].
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M235T polimorfizam AGT gena smatraju markerom za esencijalnu hipertenziju i
povecanu koncentraciju angiotenzinogena u plazmi. Ipak, uticaj genetickih faktora na
razvoj oboljenja kao Sto je dijabetesna nefropatija je kompleksan. U progresiju ovog
oboljenja je ukljuceno viSe gena, ne samo gena koji pripadaju RAS sistemu, mada se
njihova uloga smatra klju¢nom. Efekti "major" gena koji imaju veéi uticaj na razvoj
oboljenja, medu kojima je mozda i AGT, su modifikovani "minor" genima sa malim
pojedina¢nim doprinosima, intragenskim i intergenskim interakcijama, kao 1 interakcijama
gena i faktora sredine. M235T polimorfizam AGT gena moZe posluziti kao marker za
predispoziciju na esencijalnu hipertenziju i dijabetesnu nefropatiju, ali njegov uticaj na
razvoj ovog kompleksnog oboljenja nije jedini. Polimorfizmi T174M, G-6A, A-20C za
koje je pokazano da su u gametskoj neravnotezi sa M235T i njihove interakcije sa M235T,

takode mogu biiti odgovorni za razvoj dijabetesne nefropatije.

Mnoge studije se bave proucCavanjem povezanosti RAS polimorfizama sa
hipertenzijom i dijabetesnom nefropatijom. Neke studije nisu pronasle asocijaciju izmedu
AGT M235T polimorfizma i razvoja dijabetesne nefropatije. Marre et al.[101] su pokazali
da pacijenti sa D alelom ACE gena i MM genotipom imaju manji rizik za razvoj nefropatije
od onih sa D alelom i TT genotipom. U svakom sluc¢aju, uradeno je mnogo studija ali se
nije doSlo do jedinstvenog zakljucka. Neke od kontroverzi mogu biti objaSnjene
ograni¢enom statistiCkom moci, izborom kriterijuma i odabira metodologije, epistatiCkim
interakcijama gena. Uglavnom su sve dosadasnje studije zanemarivale distribuciju
polimorfizama RAS gena u odnosu na strukturu populacije. Da bi se izbegli lazno pozitivni
1 lazno negativni rezultati, treba proucavati distribuciju ovih polimorfizama u razli¢itim
etniCkim grupama u analiziranim populacijama. Tako je u jednoj od studija utvrdena
statisticki znacajna razlika u distribuciji D alela ACE gena i T alela AGT gena u
podgrupama belaca i crnaca. Grupisanje DD i TT genotipova, je bilo statisticki znacajno u

podgrupi crnih ispitanika [113].

Analizom AGT M235T polimorfizma kod naSih ispitanika zapaza se da je
ucestalost T alelske forme veca u grupama sa vec¢im stepenom bubreznih komplikacija (u

grupi proteinuri¢nih 62%, normoalbuminuri¢ni 44%), iako ova razlika nije imala statisticki
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znacaj. TTgenotip koji se vezuje sa najveCom sintezom angiotenzinogena, prisutan je u
samo 9% ispitanika sa normoalbuminurijom, i u ¢ak 36% ispitanika u grupi sa
proteinurijom. Dobijeno je da je ucestalost TT genotipa gena za AGT statisticki znac¢ajno
veca (p < 0.05) u grupi proteinuri¢nih pacijenata. Vecu ucestalost T alela, kao i TT
genotipa zapazamo takode i u grupi ispitanika sa mikroalbuminurijom, ali bez statisticki

znacajne razlike.

T alelska forma se dovodi u vezu sa rizikom za razvoj nefropatije kod dijabeticara.
Pokazano je da je T alel povezan sa ve¢om aktivno§¢u RAS sistema, odnosno pove¢anom
reapsorpcijom soli i vode. Podaci navode da je T235 alel daleko najzastupljeniji u africkoj
populaciji (0.90-0.95) [100], sto predstavlja dobar adaptacioni mehanizan ¢iji je krajnji cilj
zadrzavanje vode i soli u organizmu, a samim tim i spreCavanje brze dehidratacije u
uslovima dugotrajne izloZenosti visokim temperaturama spoljne sredine koja je

karakteristi¢na za podrucje Afrike.

Sa druge strane, pokazana je visoka ucestalost heterozigotnih genotipova MT u
grupi normoalbuminuri¢nih ispitanika, ali i u zdravoj populaciji juzne Evrope, $to ukazuje
da u uslovima umereno - kontinentalne klime MT genotip obezbeduje umerenu aktivnost
RAS sistema pa prema tome i umeren stepen retencije vode i soli. U jednoj geneticko -
epidemioloskoj studiji [121], potvrdena je razlika u distribucija MM/MT i TT genotipa, sa
znacajno manjom ucestalos¢u MM genotipa u afroameri¢koj i azijskim populacijama u

odnosu na srednje evropsku populaciju.

Daljim istrazivanjem smo pokusali odrediti povezanost izmedu polimorfizma

T174M za AGT gen i stepena napredovanja dijabetesne nefropatije obolelih od DM tip 1.

Analizom polimorfizma T174M AGT gena utvrdeno je da je najviSe nosilaca TT, a
najmanje nosilaca MM genotipa u ukupnom uzorku pacijenata sa DM. Znacajna razlika u
zastupljenosti alela i genotipova za AGT T174M izmedu ispitivanih grupa nije dobijena.
Ucestalost alela (79% T) su u skladu sa ucestalostima dobijenim kod belaca kavkaskog i ne
- kavkaskog porekla, a odstupaju od ucestalosti ovih alela kod crnaca africkog porekla

[102,103].
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T174M polimorfizam moze biti asociran sa povec¢anim rizikom od hipertenzije, iako
u razli¢itim istrazivanjima ovo nije uvek potvrdeno [104]. Efekat T174M varijante na nivoe
plazma AGT nije dovoljno poznat, tako da uticaj T174M na podloznost hipertenziji treba
dodatno ispitati.

I pored nedostatka jedinstvenog zakljucka, dijabetesnu nefropatiju, proliferativnu
retinopatiju i povisen nivo ekskrecije albumina mnoge studije dovode u vezu T 235
polimorfizmom. Neki radovi upucuju na znacaj interakcije T 1 D alela ACE gena u
progresiji slabosti bubrega, ali i mogu¢em protektivnom znacaju ACE II polimorfizma u
kardiovaskularnim komplikacijama kod dijabeti¢ara sa nefropatijom [105] Sto nasi rezultati
nisu potvrdili obzirom da je ucestalost I i D alela u ispitivanim grupama gotovo

podjednaka.

Druga dva kljucna gena RAS sistema za koje je takode pokazano da ucestvuju u
razvoju dijabetesne nefropatije (ACE I/D 1 AT1R A1166C), imaju sinergisticki efekat sa
polimorfizmima AGT gena i njithove medusobne interakcije, geni kinin - kalikrein sistema,
takode mogu ucestvovati u razvoju nefropatije. Ranije studije su analizirale uticaj
pojedina¢nih gena RAS sistema, ali se vrlo brzo doslo do stanovista da na napredovanje
bolesti ravnopravno uticu koli¢ina funkcionalnog angiotenzinogena, koli¢ina i aktivnost

angiotenzin konvertuju¢eg enzima i broj i afinitet receptora za Ang 11 [106].

Dijabetesna nefropatija je, sledstveno tome, poligeno oboljenje, zbog Cega je teze
utvrditi koliko gena ucestvuje u njenom razvoju i koliki je pojedinacni uticaj svakog gena.

Jedan gen se ne moZze posmatrati izvan konteksta drugih gena.

Analizom podataka za ACE gen, nismo dobili potvrdu da ucestalost "rizi¢nih"
varijanti raste sa stepenom razvoja nefropatije kod ispitanika sa tipom I dijabetesa.
Ucestalost D alela se nije znacajno razlikovala medu ispitivanim grupama pacijenata. Time
se znacaj DD genotipa, kao i1 primena terapije ACE inhibithorima u terapiji hipertenzije
posredno dovodi u pitanje. Vazno je, medutim, determinacijom genotipa gena RAS sistema
odrediti aktivnost sistema u celini i tako odrediti odgovarajucu terapiju. Prisustvo TT

genotipa AGT gena povezano je sa produzenom proizvodnjom angiotenzinogena I koji i
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pored niske aktivnosti ACE enzima odrzava visoku proizvodnju angiotenzinogena II i
poviSenu aktivnost celog RAS sistema. U tom slucaju, i pored II genotipa u genu za
angiotenzin - konvertuju¢i enzim, razumno je povecavati terapiju ACE inhibitorima i time

smanjivati aktivnost celog sistema.

Izuc¢avanjem distribucije genotipova i alela u genu za ACE 1 AT1R nismo nasli
znaCajnu asocijaciju sa stepenom razvoja dijabetesne nefropatije. U ispitivanju I/D
polimorfizma gena za ACE, ucestalost D alelske forme je bila nesSto veca u grupi sa
proteinurijom (52%) u odnosu na grupu sa normoalbuminurijom (48,5%), ali te razlike nisu
imale statistiCcki znacaj. Ucestalost DD genotipa, koji je povezan sa povecanjem nivoa
serumskog ACE, je najmanja kod pacijenata sa mikroalbuminurijom (14,3%) u odnosu na

sve tri ispitivane grupe.

Ucestalost D alela ACE gena dobijena u ovom ispitivanju nesto je niza od vrednosti
dobijenih za nasu populaciju u ranijim studijama. Tako je, na primer, u studiji Balkanske
endemske nefropatije (BEN) dobijena ucestalost D alela 0.62 kod zdravih osoba i 0.67 kod
BEN pacijenata. Znatno veca ucestalost (0.88) dobijena je u grupi pacijenata sa drugim
tipovima nefropatije, kod kojih je utvrdena i znacajna asocijacija sa zastupljenos¢u DD
genotipa (OR 5.4, p<0.01) [114]. Sli¢ne vrednosti za ucestalost D alela u nasoj populaciji
dobijene su i u studiji asocijacije sa aneurizmom abdominalne aorte — kod kontrola (zdravih

osoba) ucestalost D alela je bila 0.60, a u grupi pacijenata 0.71 [115].

Ucestalost C alela gena za AT1 receptor u naSem uzorku pacijenata je nesto visa u
odnosu na prethodne podatke za naSu populaciju - u navedenoj studiji [114] ucestalost u

kontrolnoj grupi zdravih osoba bila je 0.20, dok se u grupama pacijenata sa nefropatijama
kretala od 0.23 do 0.31.

Poznato je da u proseku oko 30% insulin zavisnih dijabetiCara razvije nefropatiju.
Stoga bi bilo vazno rano prepoznati dijabetiCare koji imaju geneticku sklonost ka razvoju
nefropatije i preduzeti mere u smislu odrzanja optimalne glikoregulacije, ukljucuju¢i ranu

upotrebu malih doza ACE inhibitora zbog renoprotektivnog dejstva, regulacije holesterola 1
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triglicerida, prestanak puSenja (iako nasa studija nije dobila znacajnost vezanu za pusacke

navike) sa ciljem odlaganja pocetka ili usporavanja razvoja nefropatije.

Analizom demografskih parametara ispitanika sa tipom I dijabetesa, ustanovili smo
statisticki znaCajnu razliku u srednjoj vrednosti starosti (zivotne dobi) izmedu ispitivanih
grupa pacijenata. Prosek godina ispitanika u definisanim grupama je bio najveci u grupi

ispitanika sa proteinurijom i ove vrednosti su bile statisticki znacajne (p<0,001).

Grupe pacijenata — bez nefropatije, sa incipijentnom i sa manifestnom nefropatijom
(normoalbuminuri¢ni, mikroalbuminuriéni i proteinuricni) su se statisticki znacajno
razlikovale po duzini trajanja osnovne bolesti (p<0,001). Srednja vrednost trajanja
dijabetesa u ispitivanim grupama bila je najniza u grupi normoalbuminuri¢nih a najvisa u
grupi proteinuri¢nih ispitanika. Dobijeni rezultati potvrduju da je duzina trajanja dijabetesa
faktor koji, udruzen sa drugim cCiniocima (genetickom predispozicijom, loSom
metabolickom kontrolom dijabetesa, hipertenzijom), igra vaznu ulogu u nastajanju i razvoju

nefropatije.

Generalno, ve¢ina studija ukazuje na vecu zastupljenost muskaraca medu
bolesnicima sa hronicnom bubreznom insuficijencijom [74], odnosno sa dijabetesnom
nefropatijom [75]. U studiji Ritza i sar. [76], utvrdeno je da kod muskaraca, u odnosu na
zene, pored veée prevalence znaCajniji je 1 stepen progresije dijabetesne nefropatije.
Britanska prospektivna studija (UKPDS 64) [77] koja je obuhvatila oko 5100 ispitanika,
ukazala je da je zastupljenost muskaraca medu obolelim od dijabetes melitusa nesto veca
(59%) u odnosu na Zene, $to je najverovatnije objasSnjenje za vecu ucestalost DN medu
muskarcima. Medutim, pored navedenih studija, postoje i one u kojima pol nije imao
prediktivnu vrednost u progresiji bubrezne disfunkcije kod dijabeticara [78], kao i studije u
kojima je zenski pol bio rizi¢nija grupa za razvoj nefropatije [79]. U nasoj studiji,
zastupljenost zena i muskaraca je bila gotovo jednaka u grupi normo i mikroalbuminuri¢nih

ispitanika ali ne i u grupi ispitanika sa proteinurijom (36 Zena / 64 muskarca).

Rezultati nasih istrazivanja, koji se odnose na nasledno optereCenje za pojavu

hipertenzije, dijabetesa i kardiovaskularnih bolesti u ispitivanim grupama se donekle
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uklapaju sa rezultatima sli¢nih studija.Vrednosti pozitivnog porodi¢nog opterecenja za
hipertenziju mogu biti i 40% u grupi mikroalbuminuri¢nih pacijenata, dok neki rezultati

govore o ¢ak 54 % ispitanika sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom za dijabetes [76]

Nasi podaci pokazuju da cak 66,7% normoalbuminuri¢nih i mikroalbuminuri¢nih
ispitanika ima pozitivnu porodi¢nu anamnezu za hipertenziju, a visok procenat je prisutan i
u grupi pacijenata sa proteinurijjom (64%). Analizom prisustva pozitivne porodi¢ne
anamneze za dijabetes 1 kardiovaskularne bolesti, najve¢i procenat je dobijen u grupi
pacijenata sa mikroalbuminurijom (66,7% /61,9%). Dobijene vrednosti su visoke i ne

razlikuju se znacajno medu grupama pacijenata.

Pusenje se i dalje smatra jednim od znacajnijih faktora rizika za razvoj i progresiju
dijabetesne nefropatije, nezavisno od pola, godina, trajanja dijabetesa, nivoa Hbalc.Vise
studija podrzava to stanoviSte [116]. Medutim, nije bilo statisticki znaCajne razlike u

zastupljenosti pusaCa u naSim ispitivanim grupama.

Jedan od ciljeva naSeg istrazivanja bilo je utvrdivanje povezanosti ucestalosti
ispitivanih polimorfizama gena renin-angiotenzin sistema u razvoju komplikacija kod tipa I
dijabetesa. NajceS¢e prisutne komplikacije u dijabetesu su hipertenzija, polineuropatija i
retinopatija. PredaSnje studije [117] iznose kontradiktorne rezultate o povezanosti RAS

sistema 1 komplikacija u tipu I dijabetesa.

Mikrovaskularne komplikacije su u obolelih od dijabetesa Cesto uzrok tezeg
invaliditeta 1 bitno uti¢u na duzinu zivota dijabeti¢ara. Promene se odvijaju na svim malim
krvnim sudovima ali su najkarakteristi¢nije promene na retini (dijabetesna retinopatija),
bubrezima (dijabetesna nefropatija), perifernim nervima (dijabetesna polineuropatija) i
kapilarima skeletnih miSi¢a. Danas se smatra da su promene na malim krvnim sudovima
posledica delovanja viSe faktora i mehanizama i to pre svega geneticke predispozicije,

hiperglikemije, hemodinamskih promena i tzv. hormonske modulacije.
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Neka ispitivanja [119] su pokazala da je ucestalost retinopatije u insulin zavisnih
dijabetiCara sa trajanjem bolesti do 5 godina niska. Medutim, posle 10 godina trajanja

bolesti ¢ak i do 60% ima retinopatiju, a posle 15 godina i do 80%.

Nasi rezultati su ukazali da je ucestalost pojave retinopatije najveca (76%) u grupi
ispitanika sa proteinurijom, kod ispitanika sa mikroalbuminurijom 52,4%, dok je u grupi
normoalbuminuri¢nih, navedene komplikacije imalo 21,2% ispitanika. Dobijene razlike su

statisticki znacajne (p<0,001).

Dijabetesna polineuropatija je posledica insulinskog deficita i/ili hiperglikemije.
Postoji direktna povezanost sa trajanjem Secerne bolesti ali i sa izrazenos$¢u hiperglikemije
tokom trajanja bolesti i to se pokazalo kod insulin zavisnih i kod insulin nezavisnih
dijabeticara. Iz naSih rezultata se vidi da je zastupljenost polineuropatije najveca u grupi
pacijenata sa mikroalbuminurijom (66,7%) a u grupi normoalbuminuri¢nih pacijenata

(39,4%), ali razlika nije statisticki znacajna.

Hemoglobin Alc je marker regulisanosti glikemija koji je u najSiroj upotrebi u
klini¢koj praksi, iako se poslednjih godina vodi polemika o ulozi ovog markera u prisustvu
hroni¢nih komplikacija dijabetesne bolesti [84]. Preporuke su da se nivo HbAlc kod
obolelih od dijabetesa odrzava na vrednostima ispod 7% [85], odnosno 6,5% [86]. Studije
ukazuju da je broj pacijenata koji je postigao tzv. AB preporuku (HbA1c<7%, krvni
pritisak <130/80 mmHg i nivo ukupnog holesterola<5,2 mmol/L) relativno nizak, ali da
raste. U CBEP studiji [87], izmedu ispitanika obolelih od dijabetesa ne uocava se znacajna
razlika u nivou HbAlc. Analiza dugoro¢nih parametara glikoregulacije (HbAlc) ni u nasoj

studiji, nije pokazala zna€ajnu razliku u nivou HbAlc izmedu ispitivanih grupa pacijenata.

U studiji Rossinga i sar.[78], ukazano je da hiperglikemija ima znacajnu ulogu u
progresiji bubrezne disfunkcije u ranim stadijumima nefropatije, kao 1 da se taj uticaj
smanjuje sa vecom progresijom bubrezne bolesti, kada dolazi do znacajnijeg uticaja ostalih
faktora progresije (albuminurije, krvnog pritiska), Sto se vidi i1 u rezultatima naSe studije

uprkos relativno malom broju analiziranih ispitanika.
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Poznato je da se u dijabetesu Cesto javljaju poremecaji u metabolizmu lipida,

narocito se ¢esto srec¢u povisene vrednosti triglicerida.

U prospektivnoj studiji Ravida i sar. [88] ukazano je da je serumska koncentracija
ukupnog holesterola, ali ne i triglicerida, jedan od znacajnih prediktora redukcije
funkcionalne rezerve bubrega. U istoj studiji je utvrden i uticaj LDL holesterola na
bubreznu disfunkciju. Takode je u studiji Cardosove [90] zakljuCeno da je serumska
koncentracija ukupnog holesterola nezavisni prediktor razvoja nefropatije u bolesnika sa

dijabetesom.

Vrednosti koje smo dobili analizom parametara lipidnog statusa, ukupnog
holesterola, HDL i LDL holesterola, u nasim ispitivanim grupama se nisu ni statisti¢ki
znacajno razlikovale. Vrednosti triglicerida, naprotiv, pokazuju znacajnu razliku izmedu

grupe normoalbuminuri¢nih i grupe proteinuric¢nih ispitanika (p<0,001).

Poznato je stanoviSte da se u stanju poodmakle dijabetesne nefropatije uz sve
pomenute promene javlja poremecaj u lipidima, tako da se moze utvrditi porast holesterola,
LDL holestreola kao i triglicerida, dok je nivo HDL holestreola snizen [120]. Ove promene
bi mogle da pogorSaju razvoj skleroticnih promena u glomerulima To znaci da bi bilo

veoma vazno da se ovi poremecaji leCe ¢im se konstatuju.

Koris¢enjem multivarijantne logistiCke regresione analize, kreiran je model u koji
su usle varijable koje su se pokazale znaCajnim za nastanak nefropatije na osnovu
dosadasnjih rezultata i iskustva. Model je pokazao da su trajanje dijabetesa, prisustvo
hipertenzije, retinopatija i TT polimorfizam AGT gena znacajni prediktori za nastanak
nefropatije. Na osnovu dobijenih podataka, moze se zakljuciti da duze trajanje dijabetesa
znacajno uvecava Sansu (priblizno 1,2 puta) za nastanak nefropatije. Ucestalost nefropatije
je 5.2 puta vecéa kod dijabeticara sa hipertenzijom, dok TT genotip ukazuje na znacajno
vecu sklonost ka razvoju nefropatije u odnosu na MM genotip. Time se hipertenzija i TT
genotip u genu za angiotenzinogen (AGT) kod pacijenata u terminalnom stadijumu
nefropatije, mogu smatrati znacajnim u odredivanju markera procene rizika za nastanak

komplikacija u tipu I dijabetesa.
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Dijabetesna nefropatija (DN) je osnovni uzrok terminalnih bubreznih komplikacija u tipu I i
tipu II dijabetesa. Dva osnovna faktora rizika kod DN su hiperglikemija i arterijska
hipertenzija. Hemodinamske promene u razvoju komplikacija osnovne bolesti se
pokusSavaju objasniti promenom aktivnosti RAS sistema. Polimorfizam gena RAS sistema
moze biti povezan sa kardiovaskularnim poremecajima a brojne studije ukazuju na vezu
polimorfizma ovih gena i mogucu predispoziciju za razvoj dijabetesne nefropatije. Ovakvo
glediste doprinosi konceptu po kom ¢e DN progredirati samo u odredenoj grupi pacijenata.
Nastalu nefropatiju brojni faktori rizika dalje komplikuju. Kako se geni ukljuceni u
regulaciju arterijskog pritiska smatraju odgovornim i za razvoj dijabetesne nefropatije, to
analiza gena RAS sistema ima znacajnu ulogu u dijagnostici i mogucoj terapiji ovog
oboljenja. U klinickom smislu to bi znacilo da dijabeticari sa MT i TT genotipom za AGT
gen imaju vecu sklonost ka razvoju dijabetesne nefropatije. Ovakve geneticke analize mogu
pomoci u ranoj identifikaciji osoba sa visokim rizikom za razvoj ove bolesti i tako spreciti
dalje komplikacije. Rezultati dobijeni genetickim ispitivanjem mogu biti polazna osnova
rutinskoj godi$njoj proveri mikroalbuminurije koja se u konvencionalnoj praksi primenjuje
za identifikaciju bolesnika sa nefropatijom na pocetnom stepenu razvoja ove bolesti.
Preporuka bi bila da se nakon uspostavljanja dijagnoze, analizira genotip pacijenata za
klju¢ne komponente RAS sistema i da se na osnovu tako dobijenih informacija, u skladu sa
najnovijim istrazivanjima, prilagodi terapija pacijentu. Ovakva individualizovana terapija je
terapija buducénosti, i imace punog efekta tek kada se budu razjasnili svi mehanizmi koji

dovode do pojave nefropatije, cemu znaCajan doprinos daju genetiCka istrazivanja.
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Na osnovu dobijenih rezultata ove doktorske disertacije, izvedeni su sledeci

zakljucci:

-Analizirana su dva polimorfizma AGT gena (M235T/T174M) kod nasih ispitanika,
podeljenih prema stepenu razvoja nefropatije na normoalbuminuri¢ne, mikroalbuminuri¢ne
i protenuri¢ne. Polimorfizam M235T AGT gena pokazao je znacajnu asocijaciju sa
razvojem dijabetesne nefropatije. Utvrdeno je da je ucestalost T alelske forme vecéa u
grupama sa ve¢im stepenom bubreznih komplikacija. TTgenotip, koji se povezuje sa veCom
sintezom angiotenzinogena, prisutan je u samo 9% ispitanika sa normoalbuminurijom, i u

cak 36% ispitanika u grupi sa proteinurijom (p < 0.05).

- Nasuprot tome, nasi rezultati nisu pokazali da postoji statistiCki znacajna razlika u

zastupljenosti alela i genotipova za AGT T174M izmedu ispitivanih grupa.

- Ispitivanje ucestalosti alela i genotipova ACE i AT1R gena nije pokazalo da je
ucestalost pretpostavljenih ,,rizi€nih* varijanti (DD genotip za ACE gen i CC genotip u
genu za ATI receptor) veéa kod ispitanika sa vefim stepenom razvoja nefropatije.
Ucestalost D alela u ispitivanim grupama pacijenata se nije statisticki znacajno razlikovala
medu ispitivanim grupama pacijenata, dok je ucestalost DD genotipa bila manja u grupi

proteinuri¢nih nego u grupi normoalbuminuri¢nih pacijenata.

-Analizom demografskih parametara ispitanika sa tipom I dijabetesa, ustanovili smo
statisticki znaCajnu razliku u srednjoj vrednosti starosti (zivotne dobi) izmedu ispitivanih
grupa pacijenata. Prosecna starost ispitanika u definisanim grupama je bila najveéa u grupi
ispitanika sa proteinurijom. Vrednosti porodi¢nog optereéenja za pojavu hipertenzije,

trajanje dijabetesa i kardiovaskularnih bolesti nisu pokazale zna¢ajnu razliku izmedu grupa.

-Navedene grupe su se statistiCki znacajno razlikovale po duzini trajanja osnovne
bolesti. Ovaj rezultat potvrduje da je duzina trajanja dijabetesa vazan faktor koji udruzen sa
drugim c¢iniocima (genetickom predispozicijom, loSom metabolickom kontrolom

dijabetesa, hipertenzijom) ima vaznu ulogu u nastajanju i razvoju nefropatije.
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- Ucestalost hipertenzije u ispitivanim grupama se statisti¢ki znacajno razlikuje i

najvisa je kod pacijenata sa terminalnom bubreznom slabo$¢u.

- Ucestalost pojave retinopatije (ali ne i polineuropatije) bila je znaCajno veca u

grupi proteinuri¢nih ispitanika u odnosu na grupu pacijenata sa normoalbuminurijom.

-Vrednosti ukupnog holesterola, HDL holesterola i LDL holesterola nisu pokazale
statisticki znaCajnu razlika izmedu grupa, dok vrednosti triglicerida pokazuju statisticki
znacajnu razliku izmedu grupe pacijenata sa normoalbuminurijom i proteinurijom. Nadeno
je, takode, da parametri lipidnog statusa (ukupni holesterol, LDL) pozitivno koreliSu sa

HbAc u ispitivanim grupama

- Jedan od ciljeva naSeg istrazivanja bilo je utvrdivanje povezanosti polimorfizama
ispitivanih gena sa razvojem komplikacija kod dijabetesa tipa I, kao $to su hipertenzija,
retinopatija i polineuropatija. Analize su pokazale da nema statisticki znaCajne razlike u
ucCestalosti grupisanih genotipova (T/- AGT, D/- ACE i C/- ATIR) u odnosu na
prisustvo/odsustvo navedenih komplikacija, te oni ne bi mogli da se smatraju markerom

rizika za razvoj komplikacija.

-Analiza procentualne zastupljenosti haplotipova polimorfizama M235T i T174M
gena za AGT izmedu analiziranih grupa pokazala je da identifikovani haplotipovi nisu bili
u statisticki znacajnoj asocijaciji sa rizikom za razvoj nefropatije kod tipa I dijabetesa u
poredenju sa najc¢es¢e zastupljenim haplotipom MT koji je koriS¢en kao referentna
vrednost. Izvesna tenedencija ka snizenom riziku za razvoj mikroalbuminurije i proteinurije

je utvrdena za TM haplotip.

-Na osnovu rezultata multivarijatnog regresionog modela, za nastanak poremecaja
funkcije bubrega kao znaCajni su se pokazali: trajanje bolesti (DM), hipertenzija i TT
genotip AGT M235T (OR od 1,2 do 28).
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MNpunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

MNotnucaHu-a BecHa Unnh

6poj ynuca 6070006

UsjaBbyjem
[a je LOKTOPCKa AncepTalmja nos HacJoBom

Ynora nonMmopdursama reHa 3a aHrMOTEH3UHOrEH, aHIMOTEH3MH-KOHBePTYjyhn eH3num n AT1

peLenTop Y pa3sojy HepponaTtuje vy AnjabeTecy TMna |

° pPe3ynTaT CONCTBEHOT UCTPaXXMUBAYKOT paaa,

e [a npej/ioXeHa AucepTauuja y UEeIMHUM HU Yy AenoBuMMa Huje 6una npepgnioxeHa 3a
fobujarbe 6UNO Koje gunaome npema CTyAUjCKUM Nporpamuma ApYrx BUCOKOLLKOICKUX
YCTaHOBa,

® [a Cy pe3ynTaTtM KOPEeKTHO HaBeaeHUN U

® 13 HMCaM KpLUMO/Na ayTopcKa NpaBa U KOPUCTUO UHTENEKTYaIHY CBOjUHY APYTUX NMLA.

MoTnuc pokTopaHAaa

Y beorpagay, 26.08.2013 roauHe Q;l/{(,, 4 L 4?
’ - S

-
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Mpwunor 2.

M3jaBa 0 LICTOBETHOCTU LUTaMMaHe MU eNeKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOPCKOr paaa

Nme 1 npesnme aytopa BecHa Nauh
Bbpoj ynuca Il6070006

Cryamjckm nporpam bruonorumja, Moayn reHetuka

Hacnos paga Ynora nonmmopdursma reHa 3a aHrMOTEH3UHOTEH, aHTMOTEH3UH-KOHBEPTYjyhr eH3um

1 AT1 peuenTop v pa3Bojy HedpponaTtuje y Anjabertecy Tmna |

MeHTop npod. ap. [iparaHa LiseTkosuh, npod. Ap. cun. mea. 380HKo Maruh

MNotnucanu BecHa Naunh

M3jaB/byjem Aa je WwramnaHa Bep3mja MOr AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eN1EeKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
cam npegao/na 3a objaB/bMBatbe Ha NopTany [AMrMTasHOr penosuTopujyma YHuBep3suteTta y
beorpapgy.

[o3sosbaBam Aa ce objaBe mMoju IMYHK NodaLm Be3aHM 3a Aobujarbe akaaeMCKor 3Bakba AOKTOpa
HayKa, Kao LITO Cy MMe U Npe3nme, roAnHa U MecTo pohera n aatym oabpaHe paaa.

OBM ANYHM Nogdauu mory ce o6jaBUTM Ha MPEKHUM CTpaHuWULama gurutanHe 6ubnuoTeke, y
eNeKTPOHCKOM KaTanory uy nybankaumjama YHusepsuteTa y beorpaay.

MoTnuc AoKTopaHaa

Y beorpagy, 26.08.2013 roguHe );Z/{ﬁ o~ Lo .

g -

>
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Mpwunor 3.
UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3uteTcKy 6ubamnoteky ,CsBetosap Mapkosuh” pga y [AurutanHu

penosuTopujym YHnBep3uTeTa y beorpaay yHece mojy AOKTOPCKY AncepTalmjy Noh HacNOBOM:

Ynora nonMmopdursma reHa 3a aHIMOTEH3INHOIEH, aHIMOTEH3UH-KOHBEePTYjyhn eHsum n AT1

peLenTop Y pa3sojy HepponaTtuje vy AnjabeTecy TMna |

KOja je MOje ayTOpCKO Aeno.

OncepTaumjy ca CBUM Npuio3nma Npeaao/na cam y enekTpoHCKom GpopmaTy norogHom 3a TpajHo
apXuBUpatbe.

Mojy OOKTOPCKY AncepTaumjy noxparbeHy y AurntanHu penosmtopmjym YHuBepsuteta y beorpagy
MOTy Oa KOpUCTE CBW Koju MowTyjy oapeabe cagprkaHe y ogabpaHom tvny anueHue KpeaTuBHe
3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4uno/na.

1. AytopctBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpP LiNjasIHO
@AyTOpCTBO — HekomepLMjanHo — 6es3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLNjaNHO — AeINTU NOA UCTUM YC/IOBUMA
5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AeNnUTK Nog, UCTUM YCIOBUMA

(Monnmo aa 3a0Kpy»KUTE camo jeaHy o4, WecT NoHyheHUX NMUEeHLM, KpaTak Onuc NLEHUM AaT je
Ha nonehuHu nncra).

MoTtnuc aoKTOopaHAa

Y beorpaay, 26.08.2013 roaunHe r fo@ 7 Lo "
= 3 e gy
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1. AytopctBo - [lo3BO/baBaTe YyMHOXaBatbe, AUCTPUMOYUMjy M jaBHO caonwTasakbe Aena, U
npepaze, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauMH ogpeheH o cTpaHe ayTopa UM AaBaoLa JULEHLE,
YaK 1 y KomepumjanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHMja o4 CBUX TNLEHUM.

2. AytopcTBO — HeKkomepumjanHo. J[lo3BosbaBaTe YMHOXaBakbe, AUCTPUOYUMj)y W jaBHO
caonwiTaBakbe Aena, U npepaje, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HAuuH oapeheH og cTpaHe ayTopa
unn gasaoua anueHue. OBa NLEHLA He f03B0/baBa KOMepLMjanHy ynoTpeby aena.

3. AyTopcTBO - HEKOMepumjanHo — 6e3 npepage. [lo3Bo/baBaTe YMHOMaBake, AUCTPUBYLMjy U
jaBHO caonwTaBake agena, 6e3 NnpomeHa, NpeobavKoBakba UK ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako
ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH og cTpaHe ayTopa UM gasaoua anueHue. OBa AnueHua
He J03BO/baBa KOMepUMjaaHy ynoTpeby aena. Y o4HOCY Ha cBe OCTase IMUEHLEe, OBOM NLEHLOM
ce orpaHuyaBa Hajsehu 0bum npaBsa Kopuwhersa gena.

4. AYyTOpCTBO - HEKOMEPUMjANHO — AENUTU NOoA, UCTUM YCIOBMMa. [J03BO/baBaTe YMHOXaBatbe,
ANCTPMBYUMjY M jaBHO caonliTaBakbe Aena, U npepage, ako ce HaBeae MMme ayTopa Ha HauuH
ogpeheH of CcTpaHe ayTopa WKW AaBaoLa NMLEHLE M aKo ce npepasa AUCTpubyupa nog UCTOM
WU CAMYHOM inueHuom. OBa NMLEHLA He A03BO/baBa KomepuujaaHy ynoTpeby aena v npepasa.

5. AytopcTeo — 6e3 npepage. [o3Bo/baBaTe YMHOMKaBakbe, AUCTPUBYLMjY U jaBHO caoniTaBakbe
aena, 6e3 npomeHa, npeobaunKkoBara MAKM ynoTpebe gena y CBOM Aesly, ako ce HaBeae ume
ayTopa Ha HauuH ogpeheH og, cTpaHe ayTopa uau gasaoua uvueHue. OBa AMLEHLA A03BO/bABa
KomepLuMjanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpCTBO - Ae/UTU NoZ UCTUM YCN0BMMA. [J03BO/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUBYLUMjY U jaBHO
caonuwTaBakbe Aena, U Npepase, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HaumH ogpeheH og, cTpaHe ayTopa
WM faBaola NMLEHLLE M aKo ce npepaja AUCTpubyupa nog NcTom Uan CIMYHOM AunueHuom. OBa
NMueHLa [03BO/baBa KomepuujanHy ynoTpeby agena u npepaga. CavyHa je codpTBEepCKUM
iMueHLama, O4HOCHO NULEHLAMa OTBOPEHOT KoAa.
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