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Rani lipidni i inflamatorni markeri ateroskleroze kod dece sa tipom 1 dijabetes melitusa:

uticaj metaboli¢ke kontrole i komorbiditeta

Cilj ove disertacije je bio odredivanje lipidnih i inflamatornih markera ateroskleroze kod dece sa
tipom 1 dijabetes melitusa (T1DM) (N=201) i zdrave dece (N=141), ispitivanje njihove medusobne
povezanosti, kao i uticaja metabolicke kontrole i komorbiditeta na analizirane parametre. To je
ukljucilo odredivanje standardnog lipidnog profila, veli€ine i raspodele subfrakcija lipoproteina niske
(LDL) i visoke (HDL) gustine, koncentracije proprotein konvertaze subtilisin keksin tip 9 (PCSK9),
koncentracije i genske ekspresije receptora za krajnje produkte uznapredovale glikacije (RAGE) i
transformiSuceg faktora rasta f1 (TGF-B1) u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi. U grupi sa
T1DM bilo je 30 pacijenata sa pridruZenim autoimunskim tireoiditisom 1 15 sa pridruzenom
celijacnom boles¢u. Koncentracije HDL-holesterola su bile vise kod dece sa TIDM u odnosu na
zdravu decu, dok se drugi parametri lipidnog profila nisu znacajno razlikovali. Pacijenti sa
neadekvatnom metabolickom kontrolom su imali viSe koncentracije PCSK9 i veée udele malih HDL
subfrakcija. U grupi sa dobrom metabolickom kontrolom je utvrdena negativna korelacija izmedu
koncentracija PCSK9 i udela malih LDL cestica. Ekspresija gena za RAGE 1 TGF-f1 je bila zna¢ajno
niza, a koncentracije znacajno vise kod dece sa TIDM. Koncentracije TGF-B1 u plazmi pacijenata sa
T1DM su pozitivno korelirale sa udelom malih HDL subfrakcija, a genska ekspresija sa pove¢anom
ekskrecijom albumina. Pacijenti sa pridruZenom celijacnom boleS¢u su imali najniZe koncentracije
HDL-holesterola, najmanje dijametre HDL Cestica i najve¢i indeks ateroskleroze. Rezultati su ukazali
na znacaj odredivanja lipidnih 1 inflamatornih markera i ranog povecanja ekskrecije albumina u

prevenciji dijabetesnih komplikacija.

Kljuc¢ne reci: Tip 1 dijabetes melitus, ateroskleroza, inflamacija, dislipidemija, metabolic¢ka kontrola,
PCSKY9, TGF-B1, RAGE, komorbiditet
Naucna oblast: Medicinske nauke-Farmacija

Uza naucna oblast: Medicinska biohemija






Early lipid and inflammatory markers of atherosclerosis in children with type 1 diabetes

mellitus: effect of metabolic control and comorbidities

The aim of this thesis was to determine lipid and inflammatory markers of atherosclerosis in children
with type 1 diabetes mellitus (TIDM) (N=201) and healthy children (N=141), to investigate their
mutual relationships and the effects of metabolic control and comorbidities on examined markers.
Standard lipid profile, low-density (LDL) and high-density (HDL) size and subclasses distribution,
concentration of proprotein convertase subtilisin kexin type 9 (PCSK?9), and concentrations and gene
expression of receptor for advanced glycation end-products (RAGE) and transforming growth factor
B1 (TGF-B1) in peripheral blood mononuclear cells were determined. In TIDM group 30 patients had
associated autoimmune thyroiditis and 15 patients had celiac disease. HDL-cholesterol (HDL-C)
levels were higher in children with TLDM, while other lipid status parameters did not differ between
the groups. Patients with inadequate metabolic control had increased PCSK9 levels and higher
proportion of small HDL subfractions. In the group with good metabolic control an inverse
association between PCSK9 level and proportion of small LDL particles was found. Gene expression
of RAGE and TGF-B1 was significantly lower and plasma concentrations were significantly higher
in children with TLDM. TGF-B1 levels in plasma of TIDM patients were positively associated with
the proportion of small HDL subfractions, and higher gene expression was associated with increased
albumin excretion. Patients with associated celiac disease had the lowest concentrations of HDL-C,
the smallest diameter of HDL particles, and the highest index of atherosclerosis. The results indicated
importance of lipid and inflammatory markers and early increase of aloumin excretion determination

for prevention of diabetic complications.

Key words: Type 1 diabetes mellitus, atherosclerosis, inflammation, dyslipidemia, metabolic control,
PCSK9, TGF-B1, RAGE, comorbidity
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Skracenice

ADA - Americka asocijacija za dijabetes

AGE - produkti uznapredovale glikacije

alMT - debljina intime medije aorte

APC - antigen prezentujuce Celije

apoAl - apolipoprotein Al

apoB - apolipoprotein B

ATD - autoimunski tireoiditis

CB - celijacna bolest

CETP- holesterol estar transferni protein

CIMT - debljina intime medije karotidnih arterija

DAG - diacilglicerol

eGDR- procenjena brzina uklanjanja glukoze iz plazme
EGFPH - domen homologan prekursoru epidermalnog faktora rasta
ELISA - enzimski imunoesej

esRAGE - endogeni sekretorni receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije
GADA - antitela na glutamat dekarboksilazu

GADPH - gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

HBAIc - glikohemoglobin

HDL - lipoprotein visoke gustine

HDL-H - holesterol u lipoproteinima visoke gustine
HNF-1a - hepati¢ni nuklearni faktor-1a

hsCRP - C reaktivni protein visoke osetljivosti

ICAM-1 - intercelularni adhezivni molekul-1

iIRNK - informaciona ribonukleinska kiselina

JGF - jacina glomerularne filtracije

KG - kontrolna grupa

KVB - kardiovaskularne bolesti

LDL - lipoprotein niske gustine

LDL-H - holesterol u lipoproteinima niske gustine

LDLR- receptor za lipoprotein niske gustine

LOX-1- lektinu sli¢an receptor za oksidovani lipoprotein niske gustine
MAPK - mitogenom aktivirana protein kinaza

MTP - mikrozomalni transportni protein

NF-xB - nuklearni faktor kapa B

PAI-1 - inhibitor aktivatora plazminogena-1

PARP - poli ADP-riboza polimeraza

PBMC - mononuklearne ¢elije periferne krvi

PCSK®9 - proprotein konvertaza subtilisin keksin tip 9

PDGF - faktor rasta poreklom iz trombocita

PKC - protein kinaza C

PONL1 - paraoksonaza 1

RAGE- receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije
Real time-PCR - reakcija lan¢ane polimerizacije u realnom vremenu



SAA - serumski amiloid A

sdLDL - male guste LDL Cestice

SRAGE - solubilne izoforme receptora za krajnje produkte uznapredovale glikacije
SREBP - sterol regulatorni element vezujuci protein
T1DM - Tip 1 dijabetes melitusa

T2DM - Tip 2 dijabetes melitusa

TG - trigliceridi

TGF-B1 - transformisuci faktor rasta f1

TNF-a - faktor nekroze tumora o

Treg - regulatorne T celije

TRL - lipoproteini koji pretezno sadrze trigliceride
VCAM-1 - adhezivni molekul vaskularnih ¢elija-1
VLDL- lipoprotein veoma niske gustine
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1. Uvod

Tip 1 dijabetes melitusa (TIDM) je hroni¢na autoimunska bolest koja se karakteriSe
delimi¢nim ili potpunim deficitom insulina i posledicnom hiperglikemijom. Ovaj kompleksni
metaboli¢ki poremecaj nastaje kao rezultat interakcije genoma, imunskog sistema i mikrobioma pod
uticajem faktora spoljasnje sredine i karakteriSe se izraZzenim individualnim varijacijama. U osnovi,
rezultuje destrukcijom B ¢elija pankreasa koje proizvode insulin, uglavnom posredstvom T ¢elija (1-
3). Epidemioloska istrazivanja pokazuju da TIDM spada u najucestalije autoimunske bolesti u
pedijatrijskoj populaciji. Incidenca i prevalenca ove bolesti su, globalno, u porastu. Razlika u
incidenci TIDM kod populacija sa slicnom genetskom predispozicijom ali razli¢itim
socioekonomskim uslovima, ukazuje na rastuéi uticaj bihevioralnih i faktora Zivotne sredine i istice
potrebu za razumevanjem slozene interakcije predispozicije 1 okruzenja individue u patogenezi
autoimunskog poremecaja (1). Najvedi rast incidence se belezi kod dece mlade od 15 godina, posebno
u predSkolskom uzrastu (1). Prema novijim epidemioloSkim podacima u Evropi, zemlje Skandinavije,
Velika Britanija, Irska i delovi Italije imaju najveéu incidencu T1DM u pedijatrijskoj populaciji (¢ak
do 60,9/100 000 u Finskoj), ali intenzivni porast incidence se belezi, uglavnom, u zemljama u razvoju
(4). Najvisi rast incidence u periodu od 2009. do 2013. godine je zabeleZen u Poljskoj (6,6%), a
najnizi u Kataloniji (0,5%). Od zemalja u regionu, incidenca ove bolesti, u istom periodu, je rasla
najvise u Severnoj Makedoniji (4,8%), Madarskoj (4,3%), Crnoj Gori (4,2%), zatim u Sloveniji i
Hrvatskoj (3,9%) (4). Prema aktuelnim podacima, prose¢na standardna incidenca TI1DM u Srbiji, u
periodu od 2007. do 2017. godine, iznosila je 11,82/100 000 za uzrast od 0 do19 godina, odnosno
14,28/100 000 kod dece uzrasta od 0 do 14 godina. Prose¢no godis$nje povecanje incidence u Srbiji u
posmatranom periodu je bilo 5,9% (5).

Globalni porast prevalence T1DM je uslovljen visestrukim ¢iniocima. Pokazano je da je usled
unapredenja insulinske terapije i razvoja moderne medicine povecan kvalitet i duZina Zivota obolelih
I posledi¢no akumulacija genetske predisponiranosti u populaciji i globalno i regionalno. Pored toga,
povecano prezivljavanje novorodencadi i stopa nataliteta se odrazavaju na prevalencu T1DM na
populacionom nivou (6). Iako je T1DM bolest koja naj¢esce pocinje u detinjstvu, veci deo populacije
sa ovom boleS¢u je adultnog uzrasta, pre svega, zbog znacajno produzenog Zivotnog veka osoba sa
T1DM (7). Pokazano je da prevalenca T1DM kod mladih ima tendenciju rasta u ve¢ini zemalja u
svetu, ali je izrazen skok u regionima sa brzim ekonomskim razvojem (8).

T1DM je nasledna, poligenska bolest. HLA 11 (eng. human leucocyte antigen class 1) region
na hromozomu 6 se povezuje sa visokim rizikom od oboljevanja, gde specifi¢ne kombinacije DR 1
DQ alela odreduju genetsku predispoziciju ka razvijanju TIDM. Dva haplotipa, DRB1*03:01-
DQA1*05:01-DQB1*02:01 i DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02 (oznacavaju se i kao DR3/DR4
haplotipovi ili DQ2/DQ8 po seroloskoj nomenklaturi), na hromozomu 6, uklju¢ena u antigensku
prezentaciju, doprinose priblizno 50% heritabilnosti TIDM (9-11). U okviru GWAS studije (eng.
Genome-wide association study) je identifikovano preko 60 genskih lokusa, pored pomenutih HLA
lokusa, koji nose povecan rizik za oboljevanje od TIDM (12). Ove genske varijante su najcesce
determinante funkcija imunskog sistema, kao npr. ekspresije gena za insulin (INS) u timusu koja utice
na razvoj imunske tolerancije (polimorfizmi promotornog regiona insulinskog gena koji se odnose na
varijabilni broj tandemskih ponavljanja VNTR-eng. variable number tandem repeat) (12,13).
Regulacija aktivacije T ¢elija, razvoja i odrzavanja imunske tolerancije je odredena varijantama gena
PTPN 22 (eng. protein tyrosine phosphatase non-receptor type 22), koji kodira sintezu limfoid
specificne fosfataze (LYP)- supresora aktivacije T celija (14), zatim CTLA4 (eng. cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4), koji je negativni regulator citotoksi¢nih T ¢elija (15) i IL2RA (eng.
interleukin-2 receptor alpha chain) koji reguliSe funkciju regulatornih T ¢elija (16). Genetsku
predispoziciju za T1DM karakteriSu i aberantni odgovori na stimuluse spoljasnje sredine kao $to su
virusi (mutacije na genu za IFIH1, eng. interferon induced helicase) ili izmenjeni biohemijski putevi
uslovljeni varijantama gena za vitamin D (17,18). Uticaji spoljasnje sredine (infektivni, nutritivni,
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hemijski) koji iniciraju destrukciju pankreasnih B c¢elija i mehanizmi njihovog delovanja su
nedovoljno razjasnjeni, ali je ustanovljeno da procesi uslovljeni ovim uticajima zapocinju mesecima
ili godinama pre klinickih simptoma bolesti (1). Infekcije enterovirusima tokom trudnoce,
pedijatrijskog i adultnog uzrasta, se povezuju sa razvojem autoimunosti i dijabetesa, posebno ako su
se infekcije ispoljile tokom ranog detinjstva (19,20). Sindrom izazvan kongenitalnom rubelom je
takode povezan sa nastankom bolesti, a postoje 1 istrazivanja o uticaju virusa influence, citomegalo i
rota virusa (21). Novija istrazivanja posvecuju paznju brojnim nutritivnim ¢iniocima koji se povezuju
sa razvojem T1DM poput rane izloZenosti kravljem mleku i glutenu, nedostatka vitamina D ili
protektivnom delovanju majéinog mleka (22-27). Pored ovih, ispitivanja nespecifi¢nih promotera i
akceleratora destrukcije B ¢elija u detinjstvu (gojaznost, insulinska rezistencija, povean unoS
glukoze, psihofizicki stres), su dala doprinos ali ne i definitivni dokaz o uzroku bolesti (28,29).
Kombinacija ili redosled izloZenosti moguc¢im uzro¢nicima iz spoljasnje sredine, rezultuje velikim
intraindividualnim varijacijama u okviru populacije. Ova heterogenost objasnjava nekonzistentne ili
kontradiktorne rezultate istrazivanja u okviru razli¢itih populacija (30).

Patogeneza T1DM je rezultat kompleksne interakcije B ¢elija Langerhansovih ostrvaca
pankreasa i komponenti urodenog i steCenog imuniteta. Smatra se da je razvoj T1DM iniciran
poremecenom prezentacijom peptida B Celija preko antigen prezentujucih celija (APC, eng. antigen
presenting cells), koje noseci ove autoantigene migriraju u limfne ¢vorove pankreasa (Slika 1), gde
iniciraju autoimunski odgovor (31,32). APC intereaguju sa autoreaktivnim CD4+ T limfocitima, koji
dalje aktiviraju autoreaktivne CD8+ ¢elije. CD8+ T limfociti u pankreasnim ostrvcima liziraju
¢elije, koje na svojoj povrSini eksprimiraju imunogeni peptid na molekuli glavnog
histokompatibilnog kompleksa klase | (MHC I, eng. major histocompatibility complex class I), putem
sekrecije proteina citotoksi¢nog delovanja, perforina i granzima (33). Destrukcija 3 ¢elija se odvija i
putem CD4+ ¢elija koje sekretuju interferon-y ili posredstvom proinflamatornih citokina, pre svega
tumor necrosis factor a. (TNF-a) i interleukina B1 (IL-B1), kao i medijatora oksidativnog stresa koje
oslobadaju ¢elije urodenog imuniteta, poput makrofaga i NK celija (eng. natural killer) (34, 35). Ceo
proces je verovatno omogucen poremecajima imunske tolerancije, tj. nedovoljnom aktivnoscu
regulatornih T celija (Treg) u suprimiranju autoimunosti. U pankreasnim limfnim celijama se
aktiviraju 1 B ¢elije koje produkuju specifi¢na autoantitela, usmerena protiv peptidnih antigena 3
¢elija. Moguca uloga B ¢elija u patogenezi TIDM je 1 antigenska prezentacija koja obezbeduje
specifi¢nu aktivnost T Celija u pankreasnim ostrvcima (36-38). Inflamatorni proces koji zahvata 3
¢elije pankreasa (insulitis) se karakteriSe infiltracijom imunskih ¢elija, pre svega CD8+ T limfocita 1
makrofaga, te manjim koli¢inama CD4+ limfocita, B (CD20+) limfocita, plazma (CD138+) Celija i
retkim regulatornim T ¢elijama (39).
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Slika 1. Interakcija éelija urodenog i steCenog imuniteta u pankreasu tokom razvoja tip 1 dijabetesa.
Preuzeto iz: Diana J, Gahzarian L, Simoni Y, Lehuen A. Innate Immunity in Type 1 Diabetes. Discov
Med. 2011; 11: 513-20..

U trenutku dijagnoze T1DM, oboleli imaju znac¢ajno umanjenu funkciju B ¢elija u odnosu na
zdrave osobe. Medutim, promene koje zahvataju pankreasna ostrvca po€inju mnogo ranije u odnosu
na klini¢ke znake i simptome bolesti. Model patogeneze T1DM koji predstavlja odnos funkcionalne
mase [ Celija i starosti (40), pokazuje da se kod osoba sa genetskom predispozicijom pod uticajem
faktora spoljasnje sredine ispoljavaju imunoloSke abnormalnosti B ¢elija, Sto dovodi do progresivnog
gubitka mase funkcionalnih éelija (Slika 2). Progrediranje destrukcije P celija se manifestuje
smanjenim lucenjem insulina koje ima promenljivi tok, a ogleda se u smenjivanju faza relapsa i
remisije bolesti. U toku tog perioda odrzava se koncentracija glukoze u referentnom opsegu, uz
moguce hiperglikemijske epizode. Tada je moguce detektovati jednu ili viSe vrsta autoantitela, koja
predstavljaju seroloske markere TIDM. Preko 90% osoba sa novootkrivenim T1DM ima serumska
autoantitela protiv nekog od antigena P celija pankreasa: glutamat dekarboksilaze (GADA, eng.
glutamic acid decarboxylase 65 autoantibodies), insulina (IAA, eng. insulin autoantibodies),
¢elijski specificnog cink transportera 8 (ZnT8A, eng. p-cell specific zinc transporter 8
autoantibodies), antigena Celija pankreasnih ostrvaca (ICA, eng. islet cell antibodies), ili autoantitela
na tirozin fosfatazu (1A2, eng. tyrosine phosphatase-like insulinoma antigen 2) (41). Pokazano je da
se kod ve¢ine osoba sa prisutnim jednim autoantitelom ne manifestuje T1DM, ali usled
serokonverzije koja dovodi do stvaranja 2 ili viSe autoantitela, rizik za pojavu bolesti pre 18. godine
raste na 84% (42,43). Gubitak kriticne mase  ¢elija (priblizno 90%) uslovljava klinicke znake T1DM
1 potrebu za insulinskom terapijom (1). Ocuvanje preostalih funkcionalnih ostrvaca pankreasa, koje
se tokom bolesti procenjuje na osnovu koncentracije C peptida, je individualno (1).
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Slika 2. Shematski model patogeneze T1IDM. Preuzeto iz: Atkinson MA, Eisenbarth GS, Michels AW.Type
1 Diabetes. Lancet. 2014; 383:69-82.

Terapija insulinom zapocinje neposredno posle dijagnostikovanja TIDM. Rezim koji u
najvecoj mogucoj meri prati fizioloske potrebe organizma je osnovni princip insulinske terapije
pacijenta. Moderna terapija podrazumeva intenzivni rezim u vidu multiplih dnevnih injekcija insulina
ili kontinuirane subkutane insulinske infuzije (tzv. insulinske pumpe). Intenzivni reZim, koji
ukljuéuje primenu humanih ili analoga insulina, postao je zlatni standard pedijatrijske dijabetologije
(44). Randomizovane studije su potvrdile da intenzivni rezim obezbeduje bolju kontrolu glikemije u
odnosu na rezim koji podrazumeva dve doze insulina dnevno (45), kao i bezbednost primene
insulinskih analoga u pedijatrijskoj populaciji (46,47).

T1DM je bolest koju prati povecani morbiditet i mortalitet, pre svega, zbog razvoja
mikrovaskularnih i makrovaskularnih komplikacija. Mikrovaskularne komplikacije se primarno
manifestuju kao nefropatija, neuropatija i retinopatija, ali uti¢u i na kognitivne funkcije, rad srca i
drugih organa. Makrovaskularne komplikacije u osnovi imaju aterosklerozu i trombozu krvnih
sudova srca, perifernih arterija i mozga. Manifestuju se uglavhom kao kardiovaskularne bolesti
(KVB) od kojih najveéu prevalencu imaju ishemijske bolesti srca i cerebrovaskularni insulti (48, 49).

Kljuéni ¢inilac razvoja vaskularnih komplikacija u dijabetesu je akutna i hroni¢na
hiperglikemija koja pokreée nekoliko intracelularnih mehanizama poput aktivacije poliolskog i
heksozaminskog metabolickog puta, aktivacije protein kinaze C (PKC) posredstvom diacilglicerola
(DAG), poveéano stvaranje krajnjih produkata uznapredovale glikacije (AGE, eng. advanced
glycation end products), te poveéanu sintezu faktora rasta, citokina i slobodnih kiseoni¢nih radikala
(50,51). Metaboli¢ki put stvaranja poliola u ¢eliji podrazumeva aktivnost enzima aldoza-reduktaze
koja redukuje glukozu u sorbitol. U fizioloskim uslovima, sorbitol se oksiduje do fruktoze u prisustvu
sorbitol-dehidrogenaze, a nastala fruktoza se dalje metaboliSe. U slucaju hiperglikemije, sorbitol se
sintetiSe u koli¢ini koja prevazilazi moguc¢nost oksidacije, te dolazi do njegove akumulacije u ¢eliji,
poremecaja regulacije osmotskog statusa Celije, redukovane aktivnosti Na*/K*-ATP-aze, povecanja
odnosa NADH/NAD™ u citozolu i smanjenja koncentracije NADPH (52,53).
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U heksozaminskom metabolickom putu fruktoza-6-fosfat se konvertuje u N-acetil
glukozamin, koji aktivira transkripcioni faktor Spl ukljuéen u sintezu faktora rasta, poput
transformiSuceg faktora rasta Bl (TGF-B1, eng. transforming growth factor beta 1) i inhibitora
aktivatora plazminogena 1 (PAI-1, eng. plasminogen activator inhibitor 1). Ovi medijatori imaju
znacajne uloge u nastanku vaskularnih komplikacija. Posledica aktivacije heksozaminskog puta je i
razvoj oksidativnog stresa i1 posledi¢no produkata oksidativnog ostec¢enja (54,55). Hiperglikemija
stimuliSe sintezu DAG S§to prethodi aktivaciji PKC. PKC je modulator aktivnosti razli¢itih enzima,
ukljuéujuci fosfolipazu A2, Na*/K*-ATP-azu, zatim ekspresije gena ukljuéenih u sintezu komponenti
ekstracelularnog matriksa u tkivima. Pored toga izmenjena aktivnost PKC uti¢e na funkciju endotela,
vaskularnu permeabilnost i dilataciju, ¢elijski rast i apoptozu, $§to dovodi do razvoja dijabetesnih
komplikacija (56). AGE ostvaruju svoju biolosku funkciju uglavnom vezivanjem za svoje receptore
RAGE (eng. receptor for advanced glycation end products) i sukcesivnom indukcijom oksidativnog
stresa, oslobadanja citokina i faktora rasta, Sto rezultuje hroni¢nom inflamacijom i endotelnom
disfunkcijom (57). Zajednicko za sve navedene metabolicke puteve je da ih pokreée intracelularna
inhibicija gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (GADPH), enzima uklju¢enog u glikolizu. Inhibicija
ovog enzima je uslovljena poveéanim stvaranjem superoksid anjon radikala u uslovima
hiperglikemije, koji se aktivno$¢u mitohondrijalne superoksid-dismutaze razlazu do vode i
molekularnog kiseonika. Posledica inhibicije GADPH je akumulacija svih intermedijera glikolize
koji onda postaju supstrati u prethodno opisanim metabolickim putevima razvoja ¢elijskog oSte¢enja
u dijabetesu (50). Daljom analizom, utvrdeno je da se intracelularna inhibicija GADPH vrsi njegovom
post-translacionom modifikacijom koju katalizuje enzim koji u€estvuje u reparaciji DNK u nukleusu,
poli ADP-riboza polimeraza (PARP) (58). Kada se u uslovima hiperglikemije i povecane
intracelularne glukoze generisu superoksid anjon radikali tj. slobodni kiseoni¢ni radikali, dolazi do
oSte¢enja DNK u nukleusu, posledi¢ne aktivacije PARP koji razlaze NAD™ molekule na nikotinsku
kiselinu i ADP-ribozu, ¢iji se polimeri akumuliraju na GADPH 1 na taj nacin inhibiraju aktivnost
ovog enzima. Konacno, inhibicija GADPH povecava koncentraciju gliceraldehid-3-fosfata od koga
se stvara metil-glioksal, glavni prekursor za nastanak AGE i DAG (58). Prethodno je objasnjeno da
DAG aktivira signalni put u kom sudeluje PKC, dok pod dejstvom AGE dolazi do aktivacije NF-xB
transkripcionog faktora. Pored ovoga, inhibicija GADPH dovodi do akumulacije fruktoza-6-fosfata i

glukoze i do posledi¢nog povecanja njihovog fluksa kroz heksozaminski i put stvaranja poliola (50)
(Slika 3).
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Slika 3. Biohemijski mehanizmi u osnovi dijabetesnih komplikacija. Preuzeto iz: Brownlee M. The
pathobiology of diabetic complications: a unifying mechanism. Diabetes. 2005;54:1615-25.

Novija istrazivanja ukazuju na dodatne mehanizme, koji podrazumevaju uticaje epigenetskih
promena i razli¢itih mikro RNK u patogenezi dijabetesnih vaskularnih komplikacija (59). Smatra se
da su ¢elije koje imaju najmanje razvijene mehanizme za smanjenje transporta glukoze u citoplazmu
u uslovima hiperglikemije u najveéoj meri podlozne oste¢enjima, a to su endotelne ¢elije kapilara
retine, mezangijalne éelije u glomerulu i Svanove éelije neurona perifernog nervnog sistema (50).
Longitudinalne studije su pokazale da, za razliku od uloge u razvoju mikrovaskularnih komplikacija
u dijabetesu, hiperglikemija nije klju¢ni ¢inilac u nastanku makrovaskularnih ostecenja u dijabetesu,
Sto ukazuje na potrebu za ispitivanjem i drugih faktora rizika (60-62). U skladu sa temom ove
doktorske disertacije, u nastavku ¢e biti re¢i 0 makrovaskularnim komplikacijama T1DM.



1.1. Faktori rizika za razvoj ateroskleroze u TIDM

T1DM je prepoznat kao nezavisni faktor rizika za kardiovaskularne bolesti u ¢ijoj osnovi je
ateroskleroza. Procenjeno je da oboleli od TIDM imaju 10 puta veci rizik za razvoj KVB u odnosu
na osobe iste starosne dobi koje nemaju dijabetes (63). Novija istrazivanja pokazuju visoku stopu
mortaliteta kod osoba sa T1DM, uprkos unapredenju terapije insulinom i le¢enja KVB (64). U
detinjstvu i adolescenciji su retke manifestacije KVB, ali pokazano je da je prevalenca rane
ateroskleroze kod dece i adolescenata sa TIDM znacajno veca u odnosu na vrsnjake koji nisu oboleli
od dijabetesa, kao i da se njena ucestalost povecava 3-4 puta u starijem uzrastu (65,66). Brojne studije
koje su utvrdile povecanje debljine intime medije aorte i karotidnih arterija (aIMT i cIMT), kao i
znake ,,tihe koronarne ateroskleroze kod mladih osoba koje su obolele od TIDM u detinjstvu, su
pruzile dokaz da aterosklerotske promene na krvnim sudovima u T1DM pocinju u detinjstvu, a
ubrzavaju se u pubertetu i adolescenciji (65, 67-69). Ipak, pravi uzrok rane pojave i ubrzanog
progrediranja ateroskleroze ka KVB u dijabetesu jo§ uvek nije pronaden. Patohistoloske studije,
medu kojima je najpoznatija PDAY studija (eng. Pathobiological Determinants of Atherosclerosis in
Youth Study) (70), su potvrdile postojanje aterosklerotskih lezija na krvnim sudovima i kod zdrave
dece i mladih, posebno uz istovremeno prisustvo tradicionalnih faktora rizika-hiperglikemiju,
dislipidemiju, hipertenziju, gojaznost i pusenje (71). Vecoj prevalenci ateroskleroze kod obolelih
doprinose dodatni faktori rizika karakteristicni za dijabetes, poput uznapredovale glikacije,
mikroalbuminurije, oksidativnog stresa i inflamacije, koji su prepoznati i u pedijatrijskoj populaciji
(66,72-74).

1.1.1. Metabolicka kontrola TIDM i dislipidemija

Dugoro¢ne, longitudinalne studije poput DCCT/EDIC (eng. Diabetes Control and
Complication Trial/Epidemiology of Diabetes Interventions and Complication) i EDC (eng.
Pittsburgh Epidemiology of Diabetes Complications) su pokazale da je postizanje adekvatne
metabolicke kontrole, odnosno odrzavanje udela glikohemoglobina (HBAic) u preporu¢enim
granicama, klju¢ni faktor za sprecavanje razvoja komplikacija u dijabetesu (75-77). Njihov zakljucak
je da intenzivni insulinski reZzim, poboljSanjem metaboliCke kontrole, tj. smanjenjem udela HbA1c
dovodi do znacajnog smanjenja ucestalosti i mikro- i makrovaskularnih komplikacija. Pored toga, u
EDIC studiji je pokazano da je lecenje dijabetesa kod mladih pacijenata, koje je ukljucivalo
intenzivnu terapiju insulinom i postizanje dobre metaboli¢ke kontrole, posle 17 godina od pocetka
studije, smanjilo nepovoljne ishode KVB za 57%, pa ¢ak i uz povremeno pogorsanje HbA1c (60).
Dugoro¢ni nepovoljni uticaj prethodnih hiperglikemijskih epizoda na razvoj KVB nazvano je
,metabolickom memorijom* ili ,,efektom nasleda®, ¢iji mehanizam jo$ uvek nije razjasnjen (74,78).
Brojne studije su pokazale povezanost neadekvatne metaboli¢ke kontrole sa klinickim parametrima
subklini¢ke ateroskleroze, kao Sto je zadebljanje cIMT i krutost arterija, kao i sa pokazateljima
poremecene funkcionalnosti srca (79-81).

Dislipidemija, kao najprominentniji faktor rizika za aterosklerozu, je neposredno povezana sa
postignutom glikemijskom kontrolom kod obolelih od T1DM. Kod dece i adolescenata sa
suboptimalnom (7,5% < HbA1c <9%) i loSom (HbAlc >9%) glikemijskom kontrolom je nadena
pozitivna korelacija izmedu udela glikohemoglobina i koncentracije triglicerida (TG), LDL-
holesterola (LDL-H, eng. low density lipoprotein cholesterol), non-HDL-holesterola (non-HDL-H,
eng. high density lipoprotein cholesterol) i apolipoproteina B (82,83). Pacijenti sa dobrom
glikemijskom kontrolom (HbA1.<7,5%), najces¢e imaju parametre lipidnog profila u okviru
preporucenih granica, Cesto sa nizim koncentracijama TG i vi§im koncentracijama HDL-H u odnosu
na zdrave ispitanike (72,82-84).



Kao §to je prethodno pomenuto, opsezne longitudinalne studije su pokazale dugotrajni
pozitivan uc¢inak striktnog odrzavanja metaboli¢ke kontrole, postignute intenzivnom insulinskom
terapijom, na razvoj vaskularnih komplikacija, ali ostavljaju¢i patofizioloski mehanizam koji je do
njih doveo, uglavnom nerazja$njenim. Kako u TIDM ne dolazi do izrazitih promena u koncentraciji
serumskih lipidnih parametara, potreban je detaljniji uvid u kvalitativna svojstva lipoproteinskih
Cestica, analizom veli¢ine i raspodele lipoproteinskih subfrakcija. Najizrazenije kvalitativne promene
lipoproteina u dijabetesu su promene LDL subfrakcija, koje se ogledaju povecanjem udela malih
gustih LDL cestica (sdLDL, eng. small dense LDL) sa visokim aterogenim potencijalom (83,85).
Povecano stvaranje sdLDL se javlja usled neadekvatne metabolicke kontrole, gde u uslovima
nedostatka insulina i/ili insulinske rezistencije dolazi do povecane sinteze lipoproteina koji pretezno
sadrze TG (TRL, eng. triglyceride-rich lipoproteins), usporavanja njihovog katabolizma usled
smanjene aktivnosti lipoproteinske lipaze i povecane aktivnosti holesterol estar transfernog proteina
(CETP, eng. cholesterol ester transfer protein) (86). Proaterogeni potencijal sdLDL ¢estica poti¢e od
vise Cinilaca, koji su direktno povezani sa izmenjenim fizicko-hemijskim karakteristikama, usled
smanjenja dimenzije Cestica. Ove Cestice imaju smanjen afinitet za LDL receptore (LDLR), $to
doprinosi sporijem uklanjanju iz cirkulacije, a vezuju se sa veé¢im aviditetom za proteoglikane u
subendotelnom prostoru ¢ime je olak$ano njihovo prodiranje 1 zadrZzavanje u zidu arterije (87). Kako
je njihov klirens usmeren na ekstrareceptorske puteve, uglavnhom ih preuzimaju makrofage u
subendotelu arterija putem scavenger receptora (receptora-¢istaca), $to vodi ka stvaranju penastih
¢elija (85). Pokazano je da sdLDL imaju vecu sklonost ka ubrzanoj oksidaciji u odnosu na druge LDL
subfrakcije zbog svog izmenjenog sastava, koji se ogleda u smanjenom sadrZaju antioksidansa,
izmenjenom sastavu lipidnog omotaca i poveéanom sadrzaju polinezasi¢enih masnih kiselina (87).
Ubrzana oksidacija lipida u subendotelnom prostoru moze da pokrene hemotaksu monocita putem
indukcije sinteze adhezionih molekula u endotelnim ¢éelijama i stimulacije sinteze proinflamatornih
citokina u makrofagama. To amplifikuje inflamaciju 1 povecava verovatno¢u za inicijaciju
aterosklerotskog procesa (88). Povecani udeo sdLDL ¢estica se uglavnom javlja u tipu 2 dijabetes
melitusa (T2DM), metabolickom sindromu i gojaznosti, odnosno u stanjima koja se karakteriSu
insulinskom rezistencijom, ali njihovo prisustvo kod dece i adolescenata sa TIDM je pokrenulo
dodatna istrazivanja uzroka njihovog nastanka i uticaja na pojavu subklini¢ke ateroskleroze (83,89).

Prva studija koja je utvrdila pozitivnu korelaciju indikatora insulinske rezistencije u TIDM i
stepena Kkalcifikacije koronarnih arterija, kao markera ateroskleroze, je pokrenula dalja istrazivanja
uzroka zbog kojih dolazi do razvoja insulinske rezistencije kod insulin zavisnih osoba sa TILDM (90).
Pacijenti sa TIDM koji ispoljavaju klinicke znake T2DM poput gojaznosti 1 insulinske rezistencije
se smatraju nosiocima ,,duplog dijabetesa“ (91). Kod pacijenata sa TLDM niske ili normalne telesne
mase je pojava insulinske rezistencije uslovljena razli¢itim mehanizmima. Jedan od mogucih razloga
je nemogucnost postizanja adekvatne insulinske zamene, Sto pokrece hormonske 1 metabolicke
poremecaje. Zatim, subkutana primena insulina vodi u portalni i sistemski hipoinsulinizam koji
izaziva poremecaj u luCenju hormona rasta, glukagona i leptina, §to povecava stepen insulinske
rezistencije 1 pogorSava glikemijsku kontrolu (92). Dodatno, osetljivost na insulin se fizioloski
smanjuje u pubertetu, pa je adolescentima potrebno poveéanje doze insulina i do 30% (93). Izra¢unata
procenjena brzina uklanjanja glukoze iz plazme (eGDR, eng. estimated glucose disposal rate) je
indikator koji ima visoki stepen korelacije sa drugim, klinickim metodama procene insulinske
rezistencije, kao sto je hiperinsulinemijski euglikemijski klamp (94,95). Skorasnje studije su pokazale
da insulinska rezistencija moze biti izrazena kod adolescenata sa T1DM normalne telesne mase (96)
i da ima uticaj na dislipidemiju i pogorSanje metabolicke kontrole, nezavisno od pubertetskog
stadijuma (93).

Ateroprotektivna uloga HDL cestica pociva na njihovoj kljucnoj fizioloSkoj ulozi u
reverznom transportu holesterola, na ¢emu se zasniva i hipoteza o recipro¢nom odnosu izmedu
koncentracije HDL-H i kardiovaskularnog rizika. HDL ima i druge vazoprotektivne osobine, pre
svega antioksidativne, antiinflamatorne, antitrombotske, antiapoptotske i vazodilatatorne (97).
Medutim, uocen je znacajan rizik od KVB i kod osoba sa visokim koncentracijama HDL-H, ukazuju¢i
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da ateroprotektivna svojstva HDL cestica poc¢ivaju na veli¢ini 1 sastavu, kao i funkcionalnoj
heterogenosti HDL subfrakcija (97). Brojne studije su pokazale recipro¢ni odnos izmedu
kardiovaskularnog rizika i relativnog udela velikih HDL 2 ¢estica, kao i povezanost malih HDL 3
Cestica sa KVB (97,98). U skladu s tim, potvrdena je veéa prediktivna vrednost odredivanja HDL
subfrakcija u proceni rizika za KVB u odnosu na koncentraciju HDL-H (99). Pored opisanih promena
u profilu subfrakcija, sadrzaj HDL Cestica takode utice na njihove funkcionalne osobine. Savremeno
shvatanje sustine antiaterogenog delovanja ovog lipoproteina zasnovano je na Cinjenici da se svako
naruSavanje strukturnog integriteta HDL cCestica odrazava i na njihovu funkcionalnost, odnosno,
uveden je termin ,,disfunkcionalnost HDL* koji ukazuje na gubitak antiaterogene aktivnosti HDL
(100). Pri tome, stepen disfunkcije HDL ¢estica moze napredovati do paradoksalnog ispoljavanja
proaterogenih osobina (101). Ukoliko je TIDM praéen povecanom aktivno$séu CETP, raste sadrzaj
TG u jezgru HDL (102). CETP ucestvuje u razmeni estara holesterola i TG izmedu HDL i
lipoproteina koji sadrze apoB. Fizioloski zna¢aj ovog procesa je transport veceg dela holesterola u
jetru putem LDL Ccestica koje se vezuju za LDLR, dok se u okviru reverznog transporta, manji deo
holesterola doprema do hepatocita putem HDL Cestica. Povecana aktivnost CETP rezultuje
smanjenjem dijametra HDL Cestica i poveé¢anjem gustine usled povecanja sadrzaja TG, ¢ime postaju
supstrat hepati¢ne lipaze. Istovremeno delovanje CETP 1 hepati¢ne lipaze, transformise velike HDL
Cestice u male, gusée Cestice Sa smanjenom sposobnos$¢u za transport estara holesterola u jetru i
konacnu ekskreciju putem zuci (103). Dokazan je i povecan odnos sfingomijelin/lecitin u omotacu
HDL cestica, ¢ime se smanjuje fluidnost omotaca, Sto moze da bude uzrok smanjenog
antioksidativnog kapaciteta ovog lipoproteina (104,105). Glikacija apolipoproteina Al (apoAl)
ometa reverzni transport holesterola, jer su takve Cestice manje efektivne u procesu efluksa
holesterola iz ¢elija (85). Smanjena aktivnost paraoksonaze 1 (PON1), enzima vezanog za HDL,
smanjuje antioksidativno dejstvo HDL cestica. PON1 spre¢ava akumulaciju lipidnih peroksida u
oksidovanim LDL cesticama, inaktivira bioaktivne oksidovane fosfolipide, stimuliSe stvaranje azot
monoksida aktivacijom endotelne azot monoksid-sintaze (eNOS) i povecéava efluks akumuliranog
holesterola iz makrofaga (106). Poveéana izlozenost LDL lipoproteina oksidaciji i umanjena
ateroprotektivna sposobnost HDL visestruko povefava rizik za razvoj ateroskleroze.
Antiinflamatorni kapacitet HDL ¢estica poti¢e delom od njegovih antioksidativnih sposobnosti,
imaju¢i u vidu da inhibira stvaranje klju¢nog hemokina za migraciju 1 infiltraciju
monocita/makrofaga MCP-1 (eng. monocyte chemoattractant protein-1) ¢ije stvaranje indukuje
oksidovani LDL (107). Pored ovoga, pokazano je da HDL smanjuje inflamatorni odgovor endotelnih
¢elija na stimuluse citokina (npr. TNF-q, IL1), te smanjuje stvaranje adhezivnih molekula VCAM-
1(eng. vascular cell adhesion molecule-1), ICAM-1 (eng. intercellular adhesion molecule-1) i E-
selektina (107). Dokazano je i direktno vezivanje HDL lipoproteina za T limfocite ¢ime se sprecava
kontakt sa makrofagama i posledi¢na sinteza proinflamatornih citokina i hemokina (108). Medutim,
akutna 1 hroni¢na inflamacija u T1DM indukuju promene u HDL proteomu §to rezultuje formiranjem
Cestice sa proinflamatornim delovanjem, bez ateroprotektivnog efekta (109). Sadrzaj apoAl u HDL
se snizava tokom akutne inflamacije 1 zamenjuje se proteinom akutne faze, serumskim amiloidom A
(SAA) (110). Kod pacijenata sa T1IDM je pokazano zna¢ajno povecanje nivoa SAA u HDL 2 i HDL
3 subfrakcijama, u odnosu na zdrave osobe (111). Ove promene u HDL ¢estici se odnose, uglavnom,
na njenu smanjenu sposobnost da indukuje efluks holesterola iz makrofaga tokom reverznog
transporta holesterola (110). Novija istrazivanja pokazuju sklonost HDL Cestica koje sadrze SAA da
se vezuju za proteoglikane intime medije, ¢ime postaju podloZne oksidaciji 1 enzimskoj modifikaciji,
odnosno dobijaju proaterogena svojstva (112).



1.2.  Proprotein konvertaza subtilisin keksin tip 9 (PCSK9)

Koncentracija LDL-H se smatra jednim od najvaznijih faktora za razvoj ateroskleroze i KVB
(113). Postoji veliki broj dokaza da redukovanje nivoa LDL-H smanjuje morbiditet i mortalitet od
KVB (114). Glavni put uklanjanja LDL ¢estica iz cirkulacije odvija se preko hepati¢nih LDLR, te se
ekspresija ovih receptora smatra kljuénim ¢iniocem koji odreduje koncentraciju LDL-H u serumu.
Transport LDL ¢estica u ¢eliju se obavlja endocitozom. Ovaj proces podrazumeva internalizaciju
kompleksa, liganda i receptora, kroz udubljenja (jamice), na ¢elijskoj membrani, oblozena klatrinom
(proteinom koji u¢estvuje u formiranju vezikula manjih dimenzija), formiranje endozoma, fuziju sa
lizozomima i degradaciju (116). LDLR prepoznaje ApoB-100 i ApoE koji se nalaze u spoljasnjem
fosfolipidnom omotacu lipoproteinskih ¢estica, poput LDL i hilomikronskih i VLDL remnanta (116).
LDLR je glikoprotein koji se sastoji od 839 amino kiselina i sadrzi 5 domena: domen za vezivanje
liganda (eng. LDL type-A repeat domain), domen Kkoji je homologan strukturi prekursora
epidermalnog faktora rasta (EGFPH, eng. epidermal growth factor precursor homology domain),
domen sa O-vezanim oligosaharidima (eng. O-linked glycosylation domain), transmembranski
domen (eng. membrane spanning domain) i citoplazmatski domen (eng.cytoplasmic domain) (Slika
3) (116,117).

172! L5-EGFPH
252 L7-EGFPH
293 - EGFPH
699

Slika 3. Shematski prikaz strukture LDLR. Preuzeto uz modifikacije iz: Lo Surdo P, Bottomley MJ,
Calzetta A, Settembre EC, Cirillo A, Pandit S, et al. Mechanistic implications for LDL receptor
degradation from the PCSK9/LDLR structure at neutral pH. EMBO Rep. 2011;12:1300-5.

Domen za vezivanje liganda se sastoji od sedam homologih ponavljajucih sekvenci (L1-L7)
sa visokim sadrZajem cisteina. Svaka ponavljaju¢a sekvenca je stabilizovana sa tri disulfidne veze 1
jonom kalcijuma. LDL ¢estica se vezuje za sekvencu L5 na ovom domenu (118). ApoB-100 se vezuje
jonskim vezama za receptor u stehiometrijskom odnosu, pri ¢emu u stvaranju ovog kompleksa
ucestvuju disulfidne veze izmedu L4 i LS5 i joni kalcijuma (118). EGFPH domen se sastoji od tri
ponavljajuce sekvence, pri ¢emu su A i B sekvence povezane sa sekvencom C pomocu subdomena
od 6 aminokiselinskih rezidua, tzv. B propelerom.  propeler zajedno sa (L4 i L5) sekvencama
domena koji vezuje ligand ima klju¢nu ulogu u oslobadanju liganda u endozomu pri niskoj pH
vrednosti, posle internalizacije LDLR-ligand kompleksa u unutrasnjost ¢elije (116). Ligand vezujuéi
i EGFPH domen zajedno sacinjavaju ektodomen LDLR. Domen sa O-vezanim oligosaharidima je
bogat serinom, ima ulogu povezivanja ektodomena sa transmembranskim domenom, koji pricvrscuje
LDLR za plazma membranu. Citoplazmatski domen omogucéava pozicioniranje receptora u jamice
obloZene klatrinom na ¢elijskoj povrsini u cilju brze internalizacije liganda vezanog za receptor.
Tetramerna sekvenca (Asn-Pro-Val-Tyr) citoplazmatskog domena uéestvuje u vezivanju kompleksa
LDL:LDLR za adaptin (AP-2), protein koji je vezan za klatrinski omotac¢ i regulatorni protein ARH
(eng. low-density lipoprotein receptor adapter protein 1) (119). Posle interakcije ova tri proteina,
formiraju se klatrinske vezikule koje se u unutrasnjosti ¢elije oslobadaju klatrina, a vezikule postaju
,rani endozomi (120,121). U ovim endozomima se LDL oslobada kompleksa sa LDLR zahvaljujuci
niskoj pH vrednosti, a receptor se reciklira i vraca na povrsinu éelije. Endozomi se potom stapaju sa
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lizozomima u kojima pod uticajem kiselih hidrolaza dolazi do razgradnje LDL Cestica na holesterol,
fosfolipide i amino kiseline. (122). Recikliranje receptora se odvija pri niskoj pH vrednosti u vezikuli
koja se odvaja od ranog endozoma, i u kojoj receptor ima zatvorenu formu zahvaljujuéi direktnom
kontaktu izmedu L4 i L5 i B propeler sekvence EGFPH domena. Pri neutralnoj pH vrednosti, na
povrsini ¢elije, LDLR dobija ponovo otvorenu, aktivnu formu (118). Klju¢na funkcija PCSK9 u
homeostazi LDL-H je posttranslaciona regulacija broja LDLR na povrsini éelije.

Otkri¢e uloge PCSK9 (eng. proprotein convertase subtilisin kexin type 9) u metabolizmu
lipida, kroz interakciju sa LDLR, je pokrenulo veliki broj istrazivanja u cilju razumevanja njegove
korelacije sa koncentracijom LDL-H i regulacije dejstva ovog enzima in vivo. Identifikovanje nove
mutacije, koja se nalazi u osnovi homozigotne forme familijarne hiperholesterolemije, je ujedno bila
otkri¢e mehanizma delovanja i znacaja PCSK9 u metabolizmu LDL ¢estica (123). Dalja istrazivanja
su utvrdila da nosioci tzv. gain-of- function mutacija gena za PCSK9 (onih koji povecéavaju sintezu
PCSK9) imaju razli¢iti stepen hiperholesterolemije i suprotno, da nosioci tzv. loss-of-function
mutacija imaju niske koncentracije LDL-H i znacajno nizi rizik od nastanka KVB (124). Dodatno,
osobe sa homozigotnom loss-of-function mutacijom gena za PCSK9 Kkoji nemaju merljive
koncentracije ovog proteina u krvi, imaju ekstremno nisku koncentraciju LDL-H (=0,4 mmol/L),
nemaju zdravstvene smetnje i procenjen im je veoma nizak rizik za razvoj KVB (125). Ova nau¢na
istrazivanja, proSirena u cilju razvoja novih terapijskih strategija, su dovela do otkri¢a ihibitora
PCSK9 koji se danas preporucuju kao adjuvantna terapija za leCenje hiperholesterolemije kod
pacijenata koji su rezistentni na statine, jer se njihovom primenom redukuje koncentracija LDL-H i
do 60%, a tako i rizik za nastanak KVB (126,127).

PCSK9 je proprotein konvertaza, ¢lan superfamilije serin proteaza; sastoji se od 692
aminokiseline (relativna molekulska masa 72000), a gen koji kodira njegovu sintezu se nalazi na
1p32.3 hromozomu. Uglavnom se sintetise i Sekretuje iz hepatocita, a eksprimiraju ga u manjoj meri
¢elije bubrega i centralnog nervnog sistema, enterociti tankog creva i § ¢elije pankreasa. SintetiSe se
u endoplazmati¢nom retikulumu u obliku prekursora - pre-proPCSK9. Novosintetisani PCSK9 sadrzi
signalni peptid, prodomen, kataliticki domen i C-terminalni domen, bogat histidinom i cisteinom
(128). Nakon uklanjanja signalnog peptida, nastali pro-PCSK9 podleze autokatalitickoj proteolizi N-
terminalnog segmenta, odnosno prodomena. Prodomen ostaje nekovalentno vezan za C-terminalni
domen ¢ime omogucava formiranje prostorne konformacije proteina i istovremeno blokira njegovu
kataliticku aktivnost (Slika 4).

LDL-C 1 S127R F216L D374Y N425S* R496W*

| 533
30 \ 152 | ‘ 425 » 694

SP Pro Catalytic domain
T ea] & &
R46L 186 226 317 386
LDL-C | AR97 | Y142X L253F A443T C679X
G106R

Slika 4. Struktura PCSK9. Plavim su oznacena mesta gde su otkrivene gain-0of-function mutacije, a
zelenim loss-of-function mutacije. Preuzeto iz: Schulz R, Schliiter KD, Laufs U. Molecular and cellular
function of the proprotein convertase subtilisin/kexin type 9. Basic Res Cardiol. 2015;110:4.
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PCSKD9 svoju glavnu fiziolosku ulogu ispoljava vezujuéi se za LDLR na povrsini ili unutar
hepatocita. Vezivanje prekursorskih formi PCSK9 i LDLR se odvija jo§ na endoplazmatskom
retikulumu Cime se obezbeduje transport pro-LDLR do Goldzi kompleksa i1 sazrevanje do zrele
molekule. Pored funkcije Saperonske molekule, PCSK9 svojim vezivanjem za LDLR u Goldzi
kompleksu zapocinje intracelularni put degradacije receptora, ¢ime sprecava njihov transport do
¢elijske membrane (129). Sekretovani PCSK9 se vezuje za A sekvencu EGFPH domena LDLR,
nastali kompleks se internalizuje klatrin-posredovanom endocitozom do endozoma-lizozoma. U
lizozomima pri niskom pH, jo$ jedna interakcija izmedu ligand-vezuju¢eg domena na LDLR i C-
terminalnog domena PCSK9, onemogucava da receptor postigne ,zatvorenu“ prostornu
konformaciju i da se reciklira, $to rezultuje lizozomalnom degradacijom i receptora i enzima
(128,129). Posledicno, u cirkulaciji se, usled smanjenja broja LDLR, povecava koncentracija LDL-
H (Slika 5).
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Slika 5. Metabolizam LDLR i lipoproteina u prisustvu PCSK9. Preuzeto iz: Rosenson RS, Hegele RA,
Fazio S, Cannon CP. The evolving future of PCSK9 inhibitors. J Am Coll Cardiol. 2018;72:314-29.

Cirkulisu¢i PCSK9 moze da formira dimere 1 trimere, ¢ime se dodatno pojacava sposobnost
ovog proteina da razgradi LDLR (131). Glavni put njegovog uklanjanja iz cirkulacije je vezivanje za
LDLR. Odnos izmedu broja LDLR i nivoa PCSK9 podrazumeva njihovu paralelnu ekspresiju i
istovremenu degradaciju, ali istrazivanja na eksperimentalnim modelima su pokazala da smanjenje
hepati¢nih LDLR dovodi do akumuliranja PCSK9 i1 dodatne razgradnje LDLR, ukazuju¢i i na njihovu
recipro¢nu interakciju (132). To su potvrdile i studije koje su pokazale da delimi¢no ili potpuno
odsustvo LDLR, u razli¢itim oblicima familijarne hiperholesterolemije, poveéava 2 puta
koncentraciju PCSK9 i 4-5 puta koncentraciju LDL-H u krvi. S druge strane, niske koncentracije
PCSKO9, koje mogu da budu posledica loss-of-function mutacija ili terapije PCSK9 inhibitorima,
rezultuju pove¢anim brojem LDLR na povrSini celije, usled njihove smanjene razgradnje, i
posledi¢nim smanjenjem LDL-H (132). PCSK9 u plazmi podleze degradaciji furinom ili protein
konvertazama PC5/6. Posle degradacije furinom, PCSK9 zadrzava svoju aktivnost u smanjenom
obimu (133).
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Novije studije su pokazale da su lipoproteini plazme vazni ekstracelularni ¢inioci koji utic¢u
na metabolizam PCSK®9, te da LDL stvara komplekse sa PSCK9 u plazmi, modulirajuci tako njegovu
aktivnost. U humanoj plazmi je do 40% intaktnog PCSK9 vezano za LDL (134,135), za razliku od
manjih formi, nastalih proteolitickim dejstvom furina (136).Vezivanje za apoB koji ulazi u sastav
VLDL je dokazano samo u hepatocitima, ali ne i u cirkulaciji, pretpostavlja se zbog sternih smetnji
koje su posledica velikih dimenzija ove lipoproteinske Cestice (135,137). Fizioloski 1 klinicki znacaj
vezane forme PCSK9 jos nije u potpunosti razjasnjen. Klinicke studije, zasnovane na lipoproteinskoj
aferezi, su ukazale da bi aktivna forma PCSK9 mogla biti upravo ona koja se u cirkulaciji vezuje za
LDL. To bi znacilo da LDL cestice vezujuci se za PCSK9 u cirkulaciji, kontroliSu njegovu sposobnost
vezivanja za LDLR (136). S druge strane, in vitro istrazivanja su pokazala da se vezivanjem za LDL,
snizava afinitet PCSK9 prema LDLR, $to dovodi do smanjene degradacije receptora (135). Pored
LDLR, PCSKO intereaguje i sa drugim receptorima. Vezivanjem za VLDL-receptor (VLDLR)
izaziva degradaciju receptora i smanjeno preuzimanje i akumulaciju lipida u adipocitima (138).
Pokazano je da PCSK9 kontrolise aktivnost LRP1 receptora (eng. LDL related protein 1 receptor) na
povrsini hepatocita i makrofaga, ¢ime modifikuje njegovu ulogu u inflamatornom odgovoru (139).
Interakcija PCSK9 sa CD36 na hepatocitima i adipocitima dovodi do smanjene aktivnosti receptora
i posledi¢no smanjenog preuzimanja masnih kiselina iz cirkulacije i akumulacije TG (140).

Jedno od prvih zapaZanja o potencijalnom uticaju PCSK9 na metabolizam TRL je proisteklo
na osnovu rezultata koji su pokazali pozitivnu korelaciju izmedu koncentracija PCSK9 1 TG u plazmi
kod dece, adolescenata i odraslih osoba (141,142). Korelacija PCSK9 i TG u plazmi je kasnije
potvrdena brojnim istraZivanjima u populacijama pacijenata sa poremecajima homeostaze glukoze,
kao $to su TIDM 1 T2DM (143,144), hroni¢nim bubreznim bolestima (145) ili hiperlipidemijom tipa
3 (147).

Genetska i ispitivanja na eksperimentalnim modelima su ukazala na moguée mehanizme
kojima PCSK9 reguliSe metabolizam TRL, u koje se ubrajaju: povecano stvaranje apoB48 u
intestinumu koje dovodi do pojacane sekrecije hilomikrona, smanjena autofagna degradacija i
povecana sinteza apoB, povecana hepati¢na sekrecija VLDL i smanjeni broj, tj. gustina LDLR i
drugih receptora (CD36, VLDLR, LRP1), §to dovodi do smanjenog preuzimanja TRL u celiju.
(147,148). Eksperimentalno je pokazano da PCSK9 znacajno povecava sintezu apoB u enterocitima
(149). Ovaj stimulatorni efekat PCSK9 na apoB sintezu je bio udruzen sa povecanom transkripcijom
gena koji u€estvuju u biosintezi masnih kiselina i triglicerida i mikrozomalnog transportnog proteina
(MTP) koji transportuje trigliceride (149). Uloga PCSK9 u metabolizmu triglicerida je pokazana u
ispitivanju postprandijalne lipemije kod zdravih osoba, gde je koncentracija PCSK9 pokazala
negativnu korelaciju sa brzinom uklanjanja radioaktivno obelezenog apoB48 iz plazme (150). Druga
istrazivanja su ukazala da PCSK9 spre¢ava degradaciju apoB u hepatocitima (137). U in vitro
eksperimentima na hepatocitima, je uocena interakcija N-terminalnog kraja PCSK9 sa apoB koja je
rezultovala pove¢anom sekrecijom VLDL cestica, §to se pripisuje inhibiciji razgradnje apoB putem
autofagozoma i lizozoma (137). Novije studije posebnu paznju poklanjaju molekularnim
mehanizmima kojima se moZe objasniti povezanost izmedu sdLDL i PCSK9, koja je otkrivena kod
pacijenata sa KVB (151). Jedno od mogucih objasnjenja je poreklo sdLDL od TRL, pre svega od
VLDL c¢estica. Kao §to je prethodno objaSnjeno, sinteza VLDL cestica u hepatocitima je pozitivho
regulisana dejstvom PCSK9 (137), §to delom objaSnjava posredni uticaj PCSK9 na povecano
stvaranje sdLDL. Pored toga, smatra se da LDLR pod uticajem PCSK9 imaju razli¢it afinitet i
kapacitet za uklanjanje malih i velikih LDL cestica (152).

Ispitivanja povezanosti koncentracija PCSK9 i HDL-H su pokazala heterogene rezultate,
pocevsi od studija koje su ukazale na pozitivnu korelaciju, do studija koje nisu utvrdile korelacije
(153). Povecana koncentracija PCSK9 kod pojedinih gain-of-function mutacija nije imala znacajan
uticaj na koncentraciju HDL-H (154). Sa druge strane, terapija hiperholesterolemija PCSK9
inhibitorima je rezultovala znacajnim povec¢anjem koncentracije HDL-H, verovatno usled smanjenja
nivoa LDL-H i posledi¢no smanjene razmene estara holesterola izmedu ova dva lipoproteina,
posredstvom CETP (153,155). Medutim, uticaj PCSK9 na profil HDL subfrakcija i funkcionalnost
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HDL cestica jos nije dovoljno ispitan. U studiji koja je ispitivala efekat PCSK9 inhibitora je utvrdeno
da je povecanje HDL-H pra¢eno poveéanjem cCestica svih veli¢ina i to najvise velikih HDL, a
najmanje malih HDL cestica. To potvrduje pretpostavku da smanjena aktivnost PCSK9 posledi¢no
smanjuje aktivnost CETP, klju¢nog regulatora distribucije, veliine i sastava HDL cCestica (148,156).

1.2.1. Hepatic¢na regulacija ekspresije PCSK9 gena

Ekspresija PCSK9 i LDLR u hepatocitima je pod uticajem brojnih transkripcionih faktora, od
kojih su najvazniji sterol regulatorni element vezujuci proteini 1 i 2 (SREBP, eng. sterol regulatory
element binding protein). SREBP familija proteina ima tri izoforme koje reguli§u homeostazu lipida
kontrolisu¢i ekspresiju gena ukljucenih u sintezu endogenog holesterola, masnih kiselina, TG 1
fosfolipida. SREBP-1c, pre svega, reguliSe metabolicke puteve lipida i ugljenih hidrata koji su pod
uticajem insulina, SREBP-la regulise sintezu masnih kiselina i holesterola, dok SREBP-2
prevashodno reguliSe sintezu holesterola (157). SREBP-2 kod ljudi snazno suprimira ekspresiju gena
za PCSK9 pri smanjenoj resorpciji holesterola, tj. u gladovanju, a stimuliSe je posle unosa hrane
(128). U istom smeru se odvija i regulacija LDLR pod uticajem SREBP-2, sa ciljem povecanja
klirensa LDL-Cestica iz krvi (158). Brojne studije su istrazivale ¢elijske mehanizme koji leZe u osnovi
insulinske kontrole ekspresije PCSK9, ostavljaju¢i ovaj slozeni mehanizam samo delimi¢no
razjasnjenim. Naime, insulin uti¢e na koncentraciju PCSK9 u krvi posredstvom transkripcionih
faktora SREBP-1c¢ i hepati¢nog nuklearnog faktora-1o. (HNF-1a). Insulin indukuje ekspresiju PCSK9
putem SREBP-1c, a inhibira ekspresiju PCSK9 supresijom HNF-1a, te oba transkripciona faktora
koordinisano regulisu transkripciju ovog proteina. SREBP-1c se vezuje za sterol regulatorni element
(SRE) koji predstavlja DNK sekvencu u promotorskom regionu gena ukljucenih u metabolizam lipida
i ugljenih hidrata (159). Ova sekvenca je prisutna u promotoru gena za PCSK9, a u neposrednoj
blizini se nalazi i sekvenca za koju se vezuje HNF-1a (160). Prema objavljenim istrazivanjima,
insulin deluje viSestruko na regulaciju ekspresije PCSK9. Insulinom pokrenuta kaskada protein
kinaza dovodi do fosforilacije i aktivacije SREPB-1c i posledi¢no povecava ekspresiju PCSK9 (161).
Medutim, insulin aktivira i drugi protein kinaznog puta suprotnog delovanja - mTORC1/protein
kinaza 6 (eng. mammalian target of rapamycin complex 1), §to inaktivira HNF-1o ¢ime se smanjuje
ekspresija PCSK9. Smatra se da je u normalnom fizioloSkom statusu dominantan inhibitorni efekat
insulina na PCSK9 ekspresiju (159,162).

Brojna istrazivanja su sprovedena u cilju ispitivanja uticaja glukoze, insulina, insulinske
rezistencije 1 deficita insulina na regulaciju PCSK9. Pokazano je da su nivoi PCSK9 snizeni do 58%
kod zdravih osoba posle 36h gladovanja, odnosno u stanju niske koncentracije glukoze i insulina
(158). In vitro studija na hepatocitima koji su kultivisani u rastvoru sa fizioloskom koncentracijom
glukoze 1 hipertonim rastvorom glukoze, nisu pokazali razliku u ekspresiji PCSK9, ali uvodenje
insulina u rastvor je rezultovalo povecanjem ekspresije PCSK9 (159). Rezultati studije na
eksperimentalnim modelima koji su potpuno rezistentni na insulin, su pokazali da je 24h gladovanje
kod njih izazvalo sniZenje nivoa iRNK PCSK9 za 80%, dok je kod kontrolnih modela zabelezeno
snizenje od 95%. U skladu sa ovim nalazima, autori su predlozili 2 mogu¢a mehanizma snizenja
ekspresije PCSK9 u gladovanju: redukcija lucenja insulina i povecavanje lucenja glukagona (163).
Suprotno ovome, klini¢ka ispitivanja uticaja insulina na ekspresiju PCSK9 koja su sprovedena
primenom metode euglikemijskog hiperinsulinemijskog klampa su dala kontradiktorne rezultate.
Studija koja je ukljucila muskarce sa i bez T2DM nije prikazala razliku u koncentracijama PCSK9 u
plazmi izmedu ove dve grupe (164). Suprotno, u grupi gojaznih, postmenopauzalnih zena metodom
euglikemijskog hiperinsulinemijskog klampa je posle 12h gladovanja zabelezen pad koncentracije
PCSK9 od 15,4% (165). Takode, uocen je inverzni odnos izmedu osetljivosti na insulin i
koncentracije PCSKD9, jer su osobe sa najveé¢im vrednostima indeksa insulinske rezistencije i nivoima
insulina na taSte, imale najvise koncentracije PSCK9 (165). Hroni¢na hiperinsulinemija dovodi do
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smanjene ekspresije vitalnih medijatora insulinskog signalnog puta u jetri, §to dovodi do insulinske
rezistencije, ali istovremeno i do povecane ekspresije SREPB1-c, smanjenog inhibitornog efekta
insulina na HNF-al, te indukcije ekspresije PCSK9 (162,166). Uticaj potpunog nedostatka insulina
je ispitivan na eksperimentalnim zivotinjama, gde je pokazano da TIDM indukovan
streptozotocinom izaziva redukovanu ekspresiju LDLR zbog nedostatka insulina, ali uz ocuvanje
postojecih receptora, $to se tumaci smanjenom ekspresijom PCSK9, takode zbog nedostatka insulina
(167). Miao i saradnici su kod insulin-deficijentnih glodara utvrdili smanjenje nivoa iRNK PCSK9
za 88% u jetri i za 70% u plazmi (163). Uzimajuéi u obzir navedene eksperimente, ocekuje se
drasti¢no smanjenje ekspresije PCSK9 i njegove koncentracije u cirkulaciji u insulin-deficijentnim
stanjima kod ljudi, ali kontradiktorni rezultati studija o uticaju insulina govore u prilog kompleksnosti
veze izmedu PCSK9 i1 metabolizma glukoze i lipida, i kod zdravih i kod osoba sa poremecenom
homeostazom glukoze (141,165,168).

1.2.2. Ekstrahepati¢na ekspresija PCSK9

PCSKO se eksprimira u malim koli¢inama i u drugim tkivima gde ima uticaja na razlicite
fizioloSke funkcije (Slika 6). Sa aspekta povezanosti sa metabolickim poremecajima, ispitivana je
ekspresija PCSK9 u pankreasu i utvrdeno je da se eksprimira uglavnom u 6 ¢elijama (169). Kod ljudi
sa loss-of-function mutacijom PCSK9 su istrazivanja pokazala razliite rezultate, od normalne
pankreasne funkcije do povecanja incidence T2DM i insuficijencije B ¢elija. (170,171).
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Eksperimentalno je pokazano da se PCSK9 eksprimira i oslobada sa glatkih miSi¢nih ¢elija u
humanim aterosklerotskim vaskularnim lezijama (172), kao i da visoke koncentracije oksidovanog
LDL indukuju ekspresiju PCSK9 u endotelu krvnih sudova, §to moze da progredira u apoptozu ovih
¢elija (173). Ovaj enzim je ukljucen u regulaciju LOX-1 scavenger receptora (eng. lectin-like oxidized
low-density lipoprotein receptor-1), koji predstavljaju najprominentnije receptore za oksidovani LDL
na povrsini endotelnih Celija, glatkih miSi¢nih ¢elija 1 makrofaga u zidovima arterija (174). LOX-1
receptori ucestvuju u mnogim patofizioloSkim procesima, ukljucuju¢i formiranje produkata
oksidativnog stresa i inflamaciju. Oksidativni stres dovodi do pojac¢ane oksidacije LDL, a oksidovane
LDL ¢estice vezujuci se za LOX-1 amplifikuju stvaranje produkata oksidativnog stresa i inflamatornu
kaskadu (175). Pokazano je da inhibicija PCSK9 smanjuje ekspresiju LOX-1 na endotelu i glatkim
misi¢nim Celijama, te dalje dovodi i do smanjene aktivacije proinflamatornih transkripcionih faktora
poput NF-xB (172,174).

Posebno je zanimljiva potencijalno direktna uloga PCSK9 u formiranju aterosklerotskih
plakova. Ispitivanje lokalnog uticaja PCSK9 na stvaranje ateroma je pokazalo da ekspresija PCSK9
u makrofagama nema uticaja na Sirenje aterosklerotskog plaka ili dislipidemiju, ali dovodi do
infiltracije Ly6c" monocita kod miSeva (odgovaraju CD14** monocitima kod ljudi). Ovi monociti
se smatraju markerima tkivne inflamacije jer su prekursori makrofaga proinflamatornog M1 fenotipa
(176). Doprinos rasvetljavanju uticaja PCSK9 na proces aterogeneze je i studija koja je pokazala da
je deficijencija PCSK9 povezana sa smanjenom koncentracijom citokina koji poti¢u iz makrofaga
indukovanih oksidovanim LDL c¢esticama (177).

1.2.3. PCSKO9 u pedijatrijskoj populaciji sa TLDM

Opseznom studijom, 2009. godine su prvi put utvrdene vrednosti PCSK9 u plazmi zdrave
dece i adolescenata (141). Koncentracije su bile Sirokog raspona i sa znacajnim varijacima u odnosu
na pol 1 uzrast. Tako su devetogodiS$nji deCaci, u odnosu na trinaestogodiSnjake i1 SesnaestogodiSnjake
imali viSe vrednosti PCSK9, dok je suprotno utvrdeno za devojéice. Najvise koncentracije su
zabelezene kod trinaestogodi$njih devoj€ica, znacajno vise nego kod prepubertetske grupe. Nize
vrednosti PCSK9, kao i nize vrednosti ukupnog holesterola i LDL-H kod decaka u svim starosnim
grupama u odnosu na devojcice, su potvrdile uticaj hormonalne regulacije (141). Utvrdeno je da
postoji znacajna, pozitivna asocijacija izmedu PCSK9 u plazmi i koncentracije glukoze, insulina i
HOMA-IR indeksa (eng. homeostasis model assessment of insulin resistance). Nadena je i znacajna,
pozitivna korelacija izmedu koncentracija PCSK9 i lipidnih markera kod zdrave dece: ukupnog
holesterola, LDL-H i TG, kao i korelacija izmedu PCSK9 i HDL-H i apoAl (141). Korelacija izmedu
HDL-H i PCSK9 nije potvrdena kod odraslih ispitanika nezavisno od pola (178).

Koncentracije PCSK9 kod pedijatrijskih pacijenata sa T1DM su povisene u odnosu na zdrave
vrs$njake, kako je objavljeno 2017. godine, u prvom istrazivanju ove tematike koje je obuhvatilo decu
i adolescente sa T1IDM (179). Istrazivanja su ukazala na ulogu PCSK9 u nastanku dijabetesne
dislipidemije kod pacijenata sa T2DM i metabolickim sindromom (180,181), medutim, kod
pacijenata sa T1DM je nedovoljno ispitana povezanost koncentracija PCSK9 i dislipidemije, narocito
u pedijatrijskom uzrastu. Poseban znacaj ima evaluacija uticaja postignute metabolicke kontrole i
insulinske rezistencije kod pacijenata sa TIDM na koncentraciju PCSK9 kao potencijalnog ranog
markera ateroskleroze.
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1.3. Receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije (RAGE)

Osnove razvoja T1DM se nalaze u poremecaju imunskog i inflamatornog odgovora
organizma. Pored toga, ateroskleroza kao nosilac zna¢ajnih kasnih komplikacija dijabetesa pociva na
poremecajima imunoloskih i inflamatornih mehanizama (182). U skladu sa tim, predmet ovog
istrazivanja je bilo i otkrivanje imunoloskih markera vezanih za nastanak i razvoj TIDM i ranih
markera za procenu rizika za nastanak ateroskleroze .

Novije studije su ukazale na ulogu RAGE u patogenezi TIDM. Otkriveno je da odredeni
polimorfizmi AGER gena (nalazi se na 6. hromozomu u okviru HLA Kklase I11) koji kodira RAGE,
uticu na rizik od pojave T1DM i dijabetesnih komplikacija (183). RAGE je eksprimiran na povrSini
limfoidnih T (CD8", CD4", Treg, NKT) ¢elija, B i plazma celija, zatim ¢elija mijeloidne loze:
monocita i makrofaga, dendriti¢nih ¢elija i NK celija (184). Ekspresija RAGE je pokazana i na
drugim neimunskim ¢elijama tkiva u kojima ima vaznu ulogu u razvoju komplikacija T1DM
(pankreasa, adipoznog tkiva, podocita bubrega, endotela krvnih sudova, retine, kardiomiocita) (184).
RAGE je multiligandni receptor, a njegovi ligandi sa zna¢ajnom imunoloskom ulogom su AGE,
proteini familije S100-kalgranulini i HMGB-1 proteini (eng. high mobility group protein box-1).
AGE su heterogena grupa jedinjenja nastala neenzimskom glikacijom proteina, lipida i nukleinskih
kiselina 1 najvise proucavani ligandi RAGE, sa viSestrukom ulogom u patogenezi TIDM i njegovih
komplikacija (184,185).

RAGE je transmembranski receptor, relativne molekulske mase 55000, koji pripada
superfamiliji imunoglobulina i javlja se u nekoliko izoformi. Njegov ekstracelularni region se sastoji
od: N-terminalnog signalnog peptida, varijabilnog domena (V) za koji se vezuju ligandi i dva
konstantna domena (C1 i C2). Ispod signalnog domena se nalaze transmembranski domen i C-
terminalni citoplazmatski domen (Slika 7) (184). Solubilne izoforme RAGE (SRAGE) su heterogena
grupa proteina plazme koji nastaju od RAGE proteolitickim delovanjem ADAM10 i MMP 9
metaloproteinaza (186). U cirkulisuci pul SRAGE spada i endogeni sekretorni RAGE (esRAGE),
protein koji predstavlja alternativni transkript AGER gena, koji ne sadrzi transmembranski i
intracelularni domen, te se zbog toga sekretuje iz celije (187). SRAGE vezuju ligande RAGE u
cirkulaciji, smanjujuci tako njihovu raspolozivost za vezivanje za RAGE. Ove solubilne izoforme
smanjuju RAGE signalizaciju jer se kompetitivno vezuju za njegove ligande, a smatra se da mogu
imati imunomodulatornu ulogu i bez vezivanja za RAGE ligande (188).
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Signalna kaskada posredovana RAGE uklju¢uje MAPK (eng. mitogen activated protein
kinase) signalne puteve (JNK i JAK/STAT), kao i aktivaciju transkripcionog faktora NF-kB $to je u
osnovi aktiviranja nekoliko proinflamatornih gena i celijskih fenotipskih promena, ukljucujucéi
procese diferencijacije, proliferacije, migracije i apoptoze (184).

1.3.1. Uloga RAGE u razvoju T1DM

Multiligandna priroda RAGE 1 u€estvovanje u inflamatornom odgovoru moglo bi ga oznaciti
istaknutim faktorom u patogenezi T1DM, u osteCenju pankreasnih ali i drugih ciljnih tkiva
zahvacenim dijabetesnim komplikacijama. Iako su etioloSki ¢inioci TIDM 1 dalje predmet
proucavanja, smatra se da (auto)imunski napad na 3 ¢elije pankreasa dovodi do infiltracije leukocita
i povecane ekspresije i oslobadanja S100/kalgranulina i HMBG1 (185). S100/kalgranulini su familija
kalcijum-vezujucih proteina koji regulisu brojne Celijske funkcije, ukljuéuju¢i homeostazu kalcijuma,
¢elijski rast 1 sazrevanje 1 imunski odgovor, a koriste se kao biomarkeri hroni¢nih inflamatornih 1
autoimunskih bolesti (189). Pored intracelularnih funkcija, ovi proteini se sekretuju i vezuju za
razli¢ite receptore, pri cemu se za RAGE vezuju S100B, S100A12, SI00A6, S100P 1 S1008/9.
Istrazivanja su pokazala da su SI100A8 (kalgranulin A), S100A9 (kalgranulin B) i S100A12
(kalgranulin C ili ekstracelularni RAGE-vezujuci protein), visoko eksprimirani u aterosklerotskim
plakovima (189). HMBG1 su nuklearni, nehistonski proteini vezani za DNK, koji se kao posledica
¢elijske stimulacije ili stresa oslobadaju iz Celije, ili se eksprimiraju na ¢éelijskoj membrani (190).
Istrazivanja pokazuju da se HMBGI aktivno sekretuju iz trombocita, monocita, makrofaga i
dendriti¢nih Celija (184), a pasivnim putem se oslobadaju iz nekroti¢nih, ali ne iz apoptozom
zahvacenih celija, te da autokrinim ili parakrinim mehanizmom intereaguju sa RAGE (191). Uloga
HMBGI1 je dokazana u aterosklerotskim plakovima i ishemijskim oStecenjima krvnih sudova kod
ljudi (192).

Istrazivanja pokazuju da su posledice interakcija RAGE 1 njegovih liganada na celijama
urodenog i steCenog imuniteta, kao i na B ¢elijama i endotelnim ¢elijama krvnih sudova pankreasa,
povezane sa nastankom T1DM (184,185). Velika evropska populaciona studija je pokazala da su
AGE nezavisni prediktori TIDM kod dece koja su imala pozitivna antitela na celije pankreasnih
ostrvaca (ICA) (193). Vezivanje ovih liganada za RAGE na membranama [ celija rezultuje

18



oSte¢enjem tkiva pankreasa, koje moze da progredira do deficita insulina, hiperglikemije I,
posledi¢no, brze produkcije AGE. Masivno angazovanje RAGE, amplifikacija inflamatornog procesa
uz dalje oslobadanje S100 i HMGB-1 liganada, stvara jedan zatvoreni krug hroni¢ne inflamacije i
nemogucnost oporavka endokrine funkcije pankreasa (185). Inflamatorni proces posredovan
interakcijom RAGE i njegovih liganada je prepoznat i u patogenezi mikro i makrovaskularnih
oSte¢enja u dijabetesnim komplikacijama.

Brojne eksperimentalne studije sugeriSu da interakcije AGE-RAGE na imunskim ¢elijama
promovisu njihovu polarizaciju u smeru proinflamatornog fenotipa. In vitro je pokazano da je
polarizacija humanih, naivnih CD4+ ¢elija u prisustvu AGE bila usmerena ka efektorskim, Thl i
Th17 ¢elijama, uz pojacanu sintezu proinflamatornih citokina IFN-y i IL-17 (194). Dendriti¢ne éelije
su antigen-prezentujuce celije koje utiCu na polarizaciju naivnih T c¢elija, koje odgovaraju na
prezentovane antigene. Pretpostavlja se da AGE-RAGE interakcije na dendriti¢nim ¢elijama uticu na
polarizaciju, proliferaciju i funkciju T ¢elija (195). Regulatorne T ¢elije, ¢ija je fizioloska uloga u
suprimiranju autoimunosti, eksprimiraju RAGE, a pokazano je da ispoljavaju smanjenu supresivnu
aktivnost kod pacijenata sa TIDM kada su u in vitro uslovima izloZzene delovanju AGE (194).
Pokazano je da u stanju hroni¢ne inflamacije, interakcija HMBG1 1 RAGE na povrsini Treg ¢elija
menja njihov supresivni kapacitet (196). Vezivanjem HMGB1 za RAGE receptore na M1
makrofagama pokrece se NF-kB signalni put (197). Pored ovoga, vezivanje liganada za RAGE
izaziva aktivaciju inflamazoma (inflamatorni proteinski kompleks u makrofagama) i posledi¢nu
produkciju proinflamatornih medijatora HMGB1 i interleukina 1, citokina koji je ukljucen u
patogenezu T1DM (198,199).

Transmigracija ¢elija iz limfnog tkiva, kroz luminalne prostore krvnih sudova u pankreasna
ostrvca je klju¢ni proces u patogenezi T1DM. Kotrljanje i adhezija leukocita na endotelu je dinamican
proces kome sledi adhezija i transmigracija monocita (200). Opisana je ekspresija adhezionih
molekula (VCAM-1, ICAM-1 i E-selektina) na endotelnim celijama, podstaknuta AGE-RAGE
interakcijom (201). Dokumentovan je Stetan uticaj modifikovanih proteina pod uticajem glikacije, na
sekreciju insulina u B celijama. OStecenje B Celija putem oksidativnog stresa i apoptoze koji se
aktiviraju kao posledica AGE-RAGE interakcije je opisano u B celijskim linijama i izolovanim
pankreasnim ostrvcima (202).

1.3.2. Uloga RAGE u razvoju ateroskleroze

Ispitivanja mehanizama koji dovode do razvoja ateroskleroze u dijabetesu su dokazala veéu
ekspresiju RAGE u aterosklerotskim plakovima osoba sa dijabetesom, zatim ulogu aktiviranin RAGE
receptora u formiranju plakova i u progresiji aterosklerotskih promena (203). Mehanizam aterogeneze
u dijabetesu ukljucuje ekspresiju RAGE na mestima vaskularnih oStecenja, tj. na endotelnim
¢elijama, u uslovima hiperglikemije i ubrzane produkcije AGE. Vezivanjem za RAGE, AGE pokrecu
NF-kB signalni put, §to dovodi do povecane produkcije proinflamatornih citokina, adhezionih
molekula, protrombotskih i profibrotskih faktora, kao $to je TGF-f1 (204). U monocitima, interakcija
AGE-RAGE stimuliSe migraciju i poveéava sintezu proinflamatornih citokina TNF-a, IL6 i ILB1.
Glatke miSi¢ne Celije reaguju povecanom migracijom i proliferacijom, pove¢anom sintezom
reaktivnih jedinjenja kiseonika, te aktivacijom transkripcionih faktora NF-xB i p2lras (204).
Ispitivanja aktivacije RAGE kod eksperimentalnih modela sa indukovanim T1DM su dokazala da
farmakoloska blokada RAGE primenom rekombinantnog sRAGE sprecava razvoj vaskularne
inflamacije i oksidativnog stresa, tj. mehanizme koji su povezani sa nastankom ateroskleroze u
dijabetesu (204).
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1.4. TransformiSudi faktor rasta g1 (TGF-1)

TGF-B1 je najzastupljenija TGFp izoforma koja pripada familiji citokina sa plejotropnom
ulogom u brojnim fizioloskim i patofizioloskim procesima, kao §to su imunski odgovor,
embriogeneza i karcinogeneza (205). TGF-B1 se sintetiSe kao inaktivna molekula koja se sastoji od
TGF-B1 dimera vezanog za LAP protein (eng. latency associated protein). Inaktivni oblik TGF-B1 se
disulfidnim vezama vezuje sa LTBT, (eng. latent TGFp binding protein ) u tzv. veliki latentni
kompleks. Ovaj kompleks, vezan kovalentno, se skladisti u ekstracelularnom matriksu. Inaktivni
oblik TGF-B1 ne moze da se vezuje za receptore, ve¢ to postaje moguce posle delovanja razlicitih
faktora, ukljucujuci integrine, proteaze, metaloproteinaze, reaktivna jedinjenja kiseonika, plazmin ili
kiselu sredinu. Proteolizom LAP ili konformacionom promenom molekule, aktivirani TGF-p1 se
vezuje za receptorski tetramerni kompleks koji se sastoji od TGFBII i TGFI receptora, koji pripadaju
familiji enzimskih receptora serin/treonin kinaza (206). Aktivirani receptor TGFB I fosforilise
transkripcione faktore Smad2 i Smad3, $to dovodi do njihove translokacije u jedro i to u kompleksu
sa Smad4. Njihovo dalje vezivanje za regulatorne sekvence gena, u prisustvu transkripcionih
kofaktora, dovodi do ekspresije ciljnih gena (207). Treba napomenuti da TGFp citokini ostvaruju
dejstvo i nezavisno od Smad puteva, posredstvom mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK),
PI13K kinaze i drugih (208).

TGF-B1 ima klju¢nu ulogu u procesima proliferacije, diferencijacije, aktivacije ¢elija, kao i u
efektorskim funkcijama T celija, te je neophodan u odrzavanju imunske homeostaze, a posebno
imunske tolerancije (209). TGF-B1 ucestvuje u diferencijaciji T ¢elija u efektorske ili regulatorne
podtipove, pri ¢emu njegovi efekti na diferencijaciju zavise od njegove koncentracije 1 prisutnih
intracelularnih ili lokalnih faktora. U skladu sa tim, TGF-f1 moze da izazove pro- ili antiinflamatorni
odgovor (210). TGF-B1 regulise diferencijaciju timusnih T ¢elija u INKT ¢elije (eng. invariant
natural Kkiller T cells), CD8" i regulatorne T c¢elije. Pored toga, ovaj citokin svoje dejstvo
imunomodulatora ostvaruje i kroz inhibiciju proliferacije visoko afinitetnin CD4+ i CD8+ u
efektorske Thl, Th2 i citotoksicne T limfocite (CTL). Svoje imunosupresivno dejstvo TGF-f1
ostvaruje delovanjem na regulatorne T ¢elije (CD4+Foxp3+ ili tTreg) koje nastaju u timusu, tako §to
ucestvuje u kontroli njihovog prezivljavanja na periferiji (211). Timusne regulatorne T celije su
esencijalne za odrzavanje imunske tolerancije. Pored toga, TGF-B1 je ukljucen, zajedno sa
interleukinom 2 (IL-2) u diferencijaciju naivnih CD4+ ¢elija u periferne regulatorne T celije koje
nastaju u perifernim limfnim organima (212), zatim u Th17, Th9 i folikularne pomo¢nicke T ¢elije
(213). Na eksperimentalnim modelima je dokazano da TGF-B1 indukuje Foxp3+ ekspresiju na CD4+
¢elijama ¢ime se postize njithov imunosupresivni efekat. Ekspanzija indukovanih Treg celija u
pankreasnim ostrvcima pod dejstvom TGF-B1 je pokazala protektivni efekat na razvoj dijabetesa
(214). U prisustvu IL-6, TGF-B1 pokrece diferencijaciju Th17 ¢éelija, posebne podvrste regulatornih
¢elija, koje sekretuju antiinflamatorni IL-10. Dalje je pokazano da stimulacijom Th17 u prisustvu IL-
23, a u nedostatku TGF-B1, dolazi do njihove diferencijacije u efektorske Th17 koje sekretuju
proinflamatorne 1L-17, I1L-21, IL-22 i hemokin GM-CSF (eng. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor) (213). Brojna istrazivanja su ukazala na kompleksnu ulogu Th17 u patogenezi
T1DM (215).

Za autoimunske bolesti je karakteristi¢na infiltracija T Celija, pra¢ena taloZzenjem imunskih
kompleksa u ciljnim organima, medu koje spada i bubreg. Smatra se da je pocetno oStecenje tkiva,
posredovano autoimunskim procesima, ,,okida¢” za kasniju propagaciju inflamatornog procesa, koja
se u krajnjim stadijumima zavrSava fibrozom (216). Usled uces¢a TGF-B1 u kompleksnim
mehanizmima koji dovode do nastanka i progrediranja imunski-posredovanih inflamatornih
oboljenja, postavljena je hipoteza o njegovoj dvostrukoj ulozi u autoimunskim bolestima. Naime,
redukovana sinteza TGF-f1 u imunskim ¢elijama predisponira poremecaj imunske regulacije i razvoj
autoimunosti, koji je pracen povecanom aktivnosc¢u autoreaktivnih T ¢elija i sintezom antitela, Sto
vodi ka inflamaciji ciljnih tkiva. Posledi¢na povecana lokalna sinteza antiinflamatornih citokina
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podrazumeva i povecanu sintezu TGF-B1, u cilju smanjenja inflamacije, ali i poremecaj u reparaciji
tkiva, Sto indukuje stvaranje fibroznog tkiva i progrediranje do krajnjih stadijuma ostecenja
zahvaéenih organa (217). Istrazivanja su potvrdila ulogu TGF-Bl u stvaranju i degradaciji
ekstracelularnog matriksa i fibrozi tkiva (218).

TGF-B1 se smatra antiaterogenim faktorom u ranim fazama ateroskleroze, zbog ucesc¢a u
regulaciji homeostaze krvnih sudova (219). Disfunkcija endotela krvnih sudova ima klju¢nu ulogu u
razvoju ateroskleroze i ogleda se u aberantnom odgovoru na hemijske i biomehanicke uticaje, tj.
poremecajima sekrecije molekula koji reguliSu adheziju imunskih ¢elija, inflamaciju, tonus krvnog
suda, protrombotske faktore, kao i proliferaciju i migraciju glatkih miSi¢nih ¢elija (220). Endotelna
disfunkcija pocinje aktivacijom endotela, pre svega, kao posledice smanjenog protektivnog uticaja
NO usled delovanja slobodnih kiseoni¢nih radikala, koji takode aktiviraju i proinflamatorni
transkripcioni faktor NF-xB, glavni regulator inflamacije (220). TGF-B1 kontrolise lokalnu
inflamaciju stimuliSu¢i Treg celije, $to suprimira proinflamatorno delovanje ¢elija urodenog i
steCenog imuniteta. U kulturi éelija vaskularnog endotela je pokazano da TGF-f1 suprimira
ekspresiju adhezionih molekula kao i da sprecava njihovu proliferaciju i migraciju (221).
Istrazivanjem in vitro je pokazano da u kulturi makrofaga TGF-f1 sprecava formiranje penastih ¢elija
(222). Studije su pokazale da smanjena aktivnost ovog citokina u zidovima krvnih sudova izaziva
pojacanu leukocitnu infliltraciju, paralelno sa povecanom migracijom glatkih misiénih ¢elija,
njihovom prenaglasenom proliferacijom, gubitkom diferencijacije i stvaranjem ekstracelularnog
matriksa (223). Navedeni procesi glatkih miSi¢nih ¢elija u zidovima krvnih sudova, ukljucujuci i
fenotipske promene, amplifikuju lokalnu inflamaciju, te se smatraju krucijalnim u formiranju i
progrediranju aterosklerotskih plakova (224). In vitro istrazivanja su pokazala da TGF-B1 deluje na
vaskularne glatke misi¢ne ¢elije tako $to u njima suprimira ekspresiju proinflamatornih faktora, kao
Sto je IL-6 i preko Smad3 signalnih puteva (225).

U kasnijim stadijumima ateroskleroze TGF-f31 moze da funkcionise i kao proaterogeni faktor.
Najveci deo cirkuliSu¢eg TGF-B1 potice iz aktiviranih trombocita koji se degranuliSu posle adhezije
na inflamacijom izmenjeni vaskularni endotel (226). TGF-B1 indukuje sintezu mitogena kao §to je
PDGF (eng. platelet-derived growth factor) i faktor rasta vezivnog tkiva (CTGF, connective tissue
growth factor), koji stimuli$u glatke misi¢ne Celije, Sto dovodi do poveéane sinteze ekstracelularnog
matriksa, odnosno sinteze vise vrsta proteina koje ulaze u njegov sastav (kolagena, fibronektina i
trombospondina) (226). U isto vreme, TGF-B1 sprec¢ava degradaciju matriksa indukujuéi sintezu PAI-
1iinhibitora matriks-metaloproteinaze, $to dovodi do progresije plaka (227). Modulacijom imunskog
odgovora pod dejstvom TGF-B1, u ovoj fazi aterogeneze dolazi do infiltracije imunskih celija i
fibroblasta u leziju i njihove diferencijacije u specijalizovane fagocite i miofibroblaste, koji izazivaju
kontrakciju krvnog suda i njegovo progresivno suzavanje (stenoza), $to se opisuje i kao negativno
remodelovanje zida krvnog suda (228).

TGF-B1 ima profibrotsko delovanje, koje je zna€ajno u stabilizaciji plakova, jer formiranje
fibroznog omotaca §titi nastale plakove od rupture. Snizenje aktivnosti TGF-B1 u kasnijim fazama
ateroskleroze dovodi do uvecanja plaka. Takvi plakovi se karakteri$u tankim fibroznim omotacem,
te su zbog toga skloni rupturi. Kulminacija ovog procesa je izlivanje lipidnog sadrzaja i
prokoagulantnih ¢inilaca iz plaka u cirkulaciju, $to moze da rezultuje pojavom okluzivne tromboze,
infarkta ili mozdanog udara (226). Eksperimentalno je pokazano da u aterosklerotskim vaskularnim
bolestima postoji neosetljivost ¢elija na TGF-B1 signalizaciju, u smislu smanjene aktivacije citokina,
nishodne regulacije receptora, Smad i drugih intracelularnih puteva (219).

TGF-B1 je proucavan i kao medijator hipertrofi¢nih i proskleroti¢nih promena u dijabetesnoj
nefropatiji. U dijabetesu, hiperglikemija i oksidativni stres indukuju lokalnu ekspresiju TGF-1. In
vitro studije su pokazale da je ekspresija TGF-B1 povisena 3-10 puta u glomerulima i u cirkulaciji
eksperimentalnih zivotinja, modela TIDM (229). Ovaj citokin podsti¢e celijsku hipertrofiju i
akumulaciju ekstracelularnog matriksa u mezangijumu i intersticijumu, S§to smanjuje jacinu
glomerularne filtracije (JGF) 1 mozZe da progredira do hroni¢ne bubreZne insuficijencije. Povecana
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ekspresija TGF-B1 i povecana koncentracija samog proteina je uo¢ena kod pacijenata sa oboljenjima
bubrega pra¢enim fibrozom, ukljucujuéi dijabetesnu nefropatiju (230). Takode, zabeleZena je i
povecana eckskrecija TGF-B1 urinom, kod pacijenata sa incipijenthom proteinurijom (231).
Odredivanje koncentracije TGF-B1 kod dece sa mikroangiopatskim komplikacijama T1DM,
ukljucujuci nefropatiju i retinopatiju, pokazalo je povezanost ovog parametra sa duzinom trajanja
dijabetesa (232,233).

Novije studije su pokazale da TGF-B1 ucestvuje u regulaciji urinarne ekskrecije albumina na
dva nacina: povecava propustljivost glomerula i smanjuje reapsopciju u proksimalnim tubulima.
TGF-B1 povecava ekskreciju vode, elektrolita i glukoze, i u fizioloSkim uslovima i kod osoba sa
dijabetesom (234). Pocetni stadijum dijabetesne nefropatije se karakterise subklinickim morfoloskim
promenama, pove¢anom ili normalnom JGF i moguc¢im poveéanjem ekskrecije alboumina urinom,
koje moze da bude u okviru preporucenih vrednosti (235). Poremecaj u izlu¢ivanju albumina, pored
poremecaja JGF 1 tubularne reapsorpcije, moze biti pracen 1 dodatnim oStecenjem glomerula zbog
povecanog optere¢enja proteinima. Sledstveno oste¢enje proksimalnih tubula vodi u intersticijalnu
inflamaciju 1 postepeni gubitak bubreznog tkiva. Gubitak filtracione jaCine se reflektuje daljim
povecanjem koncentracije albumina u urinu, koji se kod dijabeti¢ara manifestuje postepenim
prelazom iz normo- u mikro- i makroalbuminuriju (236). Mikroalbuminurija je dobro ustanovljeni
marker endotelnog oSteCenja i faktor rizika za proteinuriju, aterosklerozu i KVB za osobe sa
dijabetesom i opStu populaciju (235). Smatra se da je mikroalbuminurija odraz poremecene
vaskularne funkcije celog organizma, $to lezi u osnovi snazne prediktivne vrednosti ovog indikatora
renalne disfunkcije za KVB (237). Smatra se da bi patofizioloski proces koji povezuje endotelnu

disfunkciju, inflamaciju i mikroalbuminuriju mogao da bude klju¢ni nosilac kardiovaskularnog rizika
(238).

Pod patoloskim laboratorijskim nalazom, kod dece i adolescenata sa T1DM, smatra se brzina
izlu¢ivanja albumina urinom > 20 pg/min, ali rano povecanje ekskrecije albumina, tj. grani¢na
vrednost koja ukazuje na rizik od albuminurije, proteinurije i moguce renalne disfunkcije, je vec
brzina izlu¢ivanja albumina > 7,5 pg/min (239,240). Utvrdena korelacija izmedu zadebljanja arterija
i ranog povecanja ekskrecije albumina ukazuje na povezanost prvih znaka dijabetesne nefropatije u
T1DM i ateroskleroze, jo$ u pedijatrijskom uzrastu (235).
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1.5. Komorbiditeti TILDM i rizik za razvoj KVB

Istrazivanja su pokazala da hroni¢na inflamacija u autoimunskim oboljenjima i inflamacija u
aterosklerozi imaju sli¢ne karakteristike. Pored toga, patofizioloski Cinioci poput dislipidemije i
koagulopatije u autoimunskoj bolesti, potencijalno uticu na razvoj ateroskleroze i1 sledstveno
povecanje kardiovaskularnog rizika (241). Deca i adolescenti oboleli od T1DM imaju poveéani rizik
za razvoj jedne ili viSe pridruzenih autoimunskih bolesti (242). Ustanovljeno je da je zajednicka
genetska osnova T1DM i najcesc¢ih komorbiditeta vezana, pre svega, za HLA haplotipove (243,244).
Autoimunski tireoiditis (ATD) u dijabetesu ima najvecu prevalencu (15-30%) i najéesc¢e progredira
u hipotireoidizam koji se manifestuje razli¢itim stepenom gubitka funkcije tireoidne zlezde, a rede u
hipertireoidno stanje. Cesée se javlja kod dece i odraslih sa TIDM nego u opstoj populaciji (242).
Antitireoidna antitela, u koja se ubrajaju antitela na tireoidnu peroksidazu (antiTPO) i antitela na
tireoglobulin (antiTg) se detektuju kod 20-30% obolelih od T1IDM neposredno posle dijagnoze i
pokazuju snaznu prediktivnu vrednost za ispoljavanje autoimunskog tireoiditisa. Pokazano je da se
antitireoidna antitela c¢eS¢e javljaju kod devojcica, kao 1 da su udruzena sa starijim uzrastom,
stadijumom puberteta, trajanjem dijabetesa i prisustvom autoantitela GADA i ZnT8 (245,246).
Skrining obolelih od T1IDM na antitireoidna antitela je obavezan u otkrivanju pacijenata sa
komorbiditetom. Dijagnoza ATD se potvrduje snizenim koncentracijama slobodnog T4 (fT4, eng.
free T4) i poviSenim koncentracijama tireostimulirajuéeg hormona (TSH), kao i ultrazvu¢nom
evaluacijom tireoidne zlezde. Subklini¢ki hipotireoidizam se manifestuje povisenim koncentracijama
TSH i normalnim nivoima fT4 (242,247). Dobro je poznato da adultni pacijenti sa hipotireozom imaju
hiperholesterolemiju i znacajno povecanje koncentracije LDL-H i apoB. Mehanizam razvoja
hiperholesterolemije u hipotireozi se zasniva na smanjenjenom uklanjanju LDL ¢estica iz plazme,
usled smanjenja broja i aktivnosti LDLR u jetri, ¢iju sintezu reguliSu tireoidni hormoni (248).
Aktivnosti CETP, hepaticne i lipoproteinske lipaze su regulisane tireoidnim hormonom i u skladu sa
tim, disfunkcija tireoidne zlezde uti¢e i na metabolizam TRL. Pored toga, tireoidni hormoni
povecavaju sintezu zu¢nih kiselina, poveéavaju sintezu holesterola i preuzimanje holesterola iz
cirkulacije u Celije jetre (248).

Potencijalni nezavisni uticaj subklini¢kog i1 klini¢kog hipotireoidizma u TI1DM na razvoj
ateroskleroze i KVB je nedovoljno ispitan u pedijatrijskoj populaciji. Poveéanje ukupnog i LDL-H
je dokazano kod dece sa subklini¢kim hipotireoidizmom (249), kao i pove¢anje koncentracije TG i
snizenje  koncentracije HDL-H (250). Hipotireoidizam, bez supstitucione terapije je pracen
pogorSanjem lipidnog profila (251). Metabolicka kontrola najces¢e nije ugrozena pridruZzenim ATD,
ali je zabeleZena pojava povecane osetljivosti na insulin i sledstvenih hipoglikemija (252).

Celijacna bolest (CB) je hroni¢na autoimunska enteropatija i drugi po zastupljenosti (sa
prevalencom do10%) komorbiditet u TIDM (242,253). Prevalenca je 20 puta veca kod osoba sa
T1DM u odnosu na opstu populaciju. Javlja sa kod osoba sa genetskom predispozicijom, a izazvana
je autoimunskom reakcijom na konzumiranje glutena i sintezom autoantitela: antiendomizijalnih
antitela (EmA), antiglijadinskih (AGA), antiretikulinskih (ARA) i antitela na tkivnu transglutaminazu
(anti-tTG), kao i atrofijom intestinalnih mikrovila (253). Zajednicki genetski faktor rizika za razvoj
T1DM i CB je prisustvo genotipova HLA-DQ8 i HLA-DQ2. Mnogi vodi¢i sa preporukama za
dijagnostikovanje CB preporucuju i ispitivanje prisustva ovih rizi¢nih genotipova, medutim, kako je
vecina obolelih od T1DM nosilac nekog od ovih genotipova, ta analiza nije adekvatna za otkrivanje
CB kao komorbiditeta T1IDM (242). Odredivanje anti-tTG IgA i/ili anti-tTG 1gG antitela je primarno
u dijagnostici zbog otkrivanja ranih faza CB kod asimptomatskih pacijenata. Definitivna dijagnoza
se postavlja biopsijom tankog creva (242,253). Istrazivanja povezanosti markera ateroskleroze, sa
pridruzenim bolestima u T1DM kod pedijatrijskih pacijenata su malobrojna. Rezultati skorasnje
populacione studije su pokazali da su koncentracije HDL-H znac¢ajno nize kod dece sa TIDM i
udruzenom CB u odnosu na one bez komorbiditeta. Posle pracenja od godinu dana i pridrzavanja
dijete bez glutena, zabelezeno je povecanje koncentracija HDL-H, nezavisno od udela HbAq, tj.
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postignute metabolicke kontrole (254). Povecanje koncentracije HDL-H i ukupnog holesterola i
snizenje koncentracije CRP uz dijetu bez glutena, su pokazani i kod odraslih sa TIDM i pridruzenom
CB (255). Potencijalno objasnjenje povecanja koncentracije HDL-H i smanjenje koncentracije CRP
je smanjenje inflamacije usled normalizacije intestinalne mukoze, kao posledice pridrzavanja dijete
bez glutena (255). Ovi rezultati su takode u skladu sa dokazima da je inflamacija klju¢ni faktor u
modifikaciji HDL proteoma i lipidoma, kao i funkcionalnosti HDL cestica (110). Doprinos u proceni
rizika za aterosklerozu u dijabetesu koji je udruzen sa CB, su dali podaci o vecoj ucestalosti rane
ekskrecije albumina kod pedijatrijskih pacijenata sa CB. Ekskrecija albumina kod ove grupe
pacijenata je bila povezana sa unosenjem glutena, dok metaboli¢ka kontrola nije imala uticaja (256).
Znaci subklinicke ateroskleroze su potvrdeni kod odraslih dijabetic¢ara sa CB, pove¢anom izmerenom
cIMT i C-reaktivnim proteinom visoke osetljivosti (hsCRP, eng. high sensitivity C reactive protein)
(257). Navedeni podaci o dodatnim faktorima rizika za aterosklerozu u T1DM u slu¢aju pridruzenih
autoimunskih bolesti pokazuju kompleksnost veze izmedu autoimunosti, ateroskleroze i inflamacije.
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2. Ciljevi istrazivanja

Rani lipidni i inflamatorni markeri u krvi i genska ekspresija RAGE i TGF-B1 u

mononuklearnim ¢elijama periferne krvi su do sada nedovoljno ispitivani u populaciji pedijatrijskih
pacijenata sa TIDM i zdrave dece, te su u skladu sa tim definisani slede¢i ciljevi ove doktorske
disertacije:

Odrediti koncentracije PCSK9 u plazmi pacijenata sa TLDM i zdrave dece i utvrditi razlike.
Ispitati uticaj metabolicke kontrole dijabetesa na koncentraciju PCSKO.

Ispitati korelaciju koncentracija PCSK9 sa klinickim i biohemijskim parametrima i
raspodelom lipoproteinskih subfrakcija, u zavisnosti od postignute metabolicke kontrole.

Ispitati korelaciju koncentracija PCSK9 sa indeksom insulinske rezistencije u TIDM.

Odrediti nivoe iIRNK RAGE i TGF-B1 u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi kod
pacijenata sa TLDM i zdrave dece i koncentracije oba proteina u plazmi u obe grupe ispitanika
i utvrditi razlike.

Utvrditi povezanost genske ekspresije RAGE i TGF-B1 i njihove koncentracije sa
laboratorijskim parametrima dislipidemije 1 inflamacije, markerima renalne i hepaticne
funkcije, kao i sa drugim indikatorima hroni¢nih komplikacija.

Ispitati raspodelu lipoproteinskih subfrakcija kod zdrave dece i pacijenata sa TIDM, sa i bez
koegzistiraju¢e autoimunske bolesti (celijacna bolest ili autoimunski tireoiditis), kao 1 indekse

ateroskleroze, izvrsiti poredenje 1 utvrditi razlike.

Izvrsiti poredenje klinickih 1 laboratorijskih parametara od znacaja za patogenezu
ateroskleroze izmedu pacijenata sa komorbiditetom i pacijenata bez komorbiditeta.
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3. Materijal i metode

3.1. Ispitanici

Ovo istrazivanje je dizajnirano kao studija preseka (eng. cross-sectional study) i u njemu je
ucestvovalo 342 ispitanika. Grupa ispitanika sa TIDM je formirana od 201 pacijenta Instituta za
zdravstvenu zastitu majku i deteta Srbije ,,Dr Vukan Cupi¢*, uzrasta od 6-19 godina (srednja vrednost
14,1 +£2,9 godine), i to 96 devojcicai 105 decaka. Dijagnoza T1DM je postavljena slede¢i kriterijume
nacionalnog i internacionalnih vodi¢a (2,258). Srednja vrednost duzine trajanja dijabetesa je iznosila
6,8 + 3,3 godine (medijana: 7 godina; interkvartilni raspon : 4-8 godina). Pacijenti su primali
intenzivnu insulinsku terapiju u formi multiplih insulinskih injekcija u toku dana (broj pacijenata
n=190) ili terapiju kontinuiranom subkutanom insulinskom infuzijom, tj. primenom insulinske
pumpe (n=11). Pacijenti nisu bili na terapiji hipolipemicima, niti su imali klinicke ili laboratorijske
znake dijabetesnih komplikacija. Pre uzorkovanja krvi, u razgovoru sa pacijentom, prikupljeni su
slede¢i podaci o pacijentu: vreme pocetka i duzina trajanja bolesti, terapija insulinom i/ili drugim
lekovima, nacCin ishrane, podaci o fizickoj aktivnosti, prisustvo pridruzene autoimunske ili neke druge
bolesti, porodicna anamneza, konzumiranje duvana. Klini¢kim pregledom i laboratorijskom
evaluacijom su iskljucene akutne bolesti. Medicinske istorije bolesti i izvestaji o poslednjoj poseti
endokrinologu i drugim specijalistima, ukljuenim u le¢enje svih ispitanika, su bile dostupne za
detaljan uvid u navedene podatke o pacijentu. Prema medicinskoj dokumentaciji, utvrdeno je da je,
kao komorbiditet, ATD potvrden kod 30 pacijenata (jednako zastupljen kod decaka i devojcica), CB
kod 15 pacijenata (6 devojéica i 9 decaka). Dijagnoza pridruzene autoimunske bolesti je ustanovljena
ili pri dijagnostikovanju T1DM (n=7) ili posle dijagnostikovanja (n=38). Kod 50% ispitanika period
koji je protekao od dijagnoze T1DM do dijagnoze komorbiditeta bio je kraci od 2 godine (medijana:
42 meseca; interkvartilni raspon: 23-62 meseca). Dijagnoza ATD je postavljena na osnovu
koncentracije antiTPO >34 U/mL i nalaza klinickog pregleda uz ultrazvuéni nalaz tireoidne zlezde
(259). Prisustvo celijacne bolesti je bilo suspektno ukoliko su vrednosti za IgA antitela na tkivnu
transglutaminazu (anti-tTG IgA) i/ili 1gG antitela na tkivnu transglutaminazu (anti-tTG IgG), bile
vece od 10 U/L. Odredivanje anti-tTg IgG antitela je uradeno zbog toga Sto 2-5% pacijenata moze da
ima deficijenciju IgA. Dijagnoza CB je bila potvrdena biopsijom tankog creva, slede¢i kriterijume
po Marsh-u (259). Pridrzavanje rezima bezglutenske dijete je potvrdeno ukoliko su koncentracije
navedenih anti-tTG antitela bile u okviru referentnih intervala (259).

Kontrolna grupa (KG) ispitanika je formirana od dece i adolescenata dobrovoljaca i onih Kkoji
su dolazili na kontrolni pregled i konsultacije u Republi¢ki centar za planiranje porodice Instituta.
Grupu je ¢inio 141 ispitanik, uzrasta 5-19 godina (srednja vrednost 13,9 £3,4 godine), i to 73
devojCice 1 68 deCaka. Od svih ispitanika uzeti su podaci o porodi¢noj anamnezi, eventualnom
postojanju neke hronicne ili akutne bolesti i1 terapiji, naCinu ishrane, fizickoj aktivnosti i
konzumiranju duvana, kao i antropometrijske mere. Nijedan od ispitanika nije uzimao
medikamentoznu terapiju, niti je testiran na prisustvo ATD ili CB, jer je utvrdeno da nemaju znake i
simptome ovih bolesti.

Uzorci pacijenata i zdrave dece su sakupljani od aprila 2015. do oktobra 2016. godine.
Planiranje protokola 1 izvodenje studije je izvrSeno slede¢i principe Helsinske deklaracije. Roditelji
ili staratelji ispitanika, kao 1 punoletni ucesnici studije su dobili pisano obavestenje o protokolu i
ciljevima istrazivanja, a svoj pristanak o u¢estvovanju su potvdili potpisom. Eticki komitet Instituta
za zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije ,,Dr Vukan Cupi¢®, kao i Eti¢ki komitet Farmaceutskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu su dali odobrenje za izvodenje studije.
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3.2. Laboratorijske analize

Venska krv je dobijena iz prednje kubitalne vene posle no¢nog gladovanja. Analize
biohemijskih parametara su uradene u Biohemijskoj laboratoriji Instituta za zdravstvenu zastitu
majke i deteta Srbije ,,Dr Vukan Cupi¢“ u Beogradu. Serumske koncentracije glukoze, ureje,
mokrac¢ne Kkiseline, ukupnog holesterola, HDL-H i TG su odredene standardnim enzimskim
metodama. Koncentracija LDL-H je izraCunata Friedewald-ovom jedna¢inom. Koncentracija
kreatinina u serumu je odredena Jaffé-ovom metodom, a enzimske aktivnosti alanin-aminotransferaze
(ALT), aspartat-aminotransferaze (AST) i y-glutamil transferaze (y-GT), standardnim metodama. Svi
biohemijski parametri su odredeni na biohemijskom analizatoru Hitachi 6000 Cobas c501 (Roche,
Mannheim, Germany). Koncentracije TSH, fTs i antiTPO su odredene metodom
elektronemiluminiscencije (ECLIA) na imunohemijskom analizatoru Cobas e411 (Roche,
Mannheim, Germany). Za odredivanje HbAic koris¢en je turbidimetrijski inhibicioni imunotest
(TINIA) za punu krv na biohemijskom analizatoru Hitachi 6000 Cobas ¢501 (Roche, Mannheim,
Germany), a izraCunata je i prose¢na koncentracija glukoze eAG (eng. estimated average glucose) u
krvi u poslednja 2-3 meseca, primenom sledeée jednacine (260):

Procenjena prose¢na koncentracija glukoze (mmol/L) = 1.59 x HbAlc (%) - 2.59

Koncentracija albumina u urinu je izmerena u no¢nom uzorku urina, tj. 12-¢asovnom urinu,
nefelometrijskom metodom na BN proSpec® nefelometru (SIEMENS, Erlangen,Germany).
Detekcioni limit metode je 3 mg/L, a rezultati su izrazeni kao brzina ekskrecije albumina u pg/min.
Jacina glomerularne filtracije (JGF) je izraCunata prema Schwartz-ovoj formuli (261). Anti-tTG IgA
I anti-tTG IgG antitela su odredivana u plazmi ELISA (eng. enzyme linked immunosorbent assay)
tehnikom, direktnim ,,;sendvi¢“ testom na ¢vrstoj fazi. Anti-tTG IgA antitela su kvantifikovana
AESKULISA®tTg-A New Generation testom (Aesculisa Diagnostics, Wendelsheim, Germany), tTG
IgG antitela AESCULISA® tTG-G New Generation testom istog proizvodada. Detekcioni limit
testova je 1 U/L, a linearnost od 0-300 U/L.

Koncentracije PCSK9 , SRAGE i TGF-B1 u plazmi su izmerene ELISA metodom u plazmi,
direktnim ,,sendvi¢* testom na ¢vrstoj fazi. U tu svrhu, upotrebljeni su Quantikine® ELISA - Human
Proprotein Convertase 9/PCSK9, Duo Set Human RAGE i DuoSet TGF-f1 imunotestovi (R&D
systems, Wiesbaden, Germany). Ove analize su uradene u laboratoriji Katedre za medicinsku
biohemiju Farmaceutskog fakulteta u Beogradu.

3.2.1. Odredivanje koncentracije PCSK9 u plazmi

Za merenje koncentracije PCSK9 u plazmi upotrebljen je ELISA direktni ,,sendvi¢* test
(R&D systems, Wiesbaden, Germany), izveden prema uputstvu proizvodaca. ELISA ploce su ve¢
oblozene antitelima, tako da se standardi, uzorci plazme (razblazeni 20 puta) i kontrole aplikuju
direktno u bazene, u koje je prethodno nanet diluent. Inkubacija traje 2 sata na sobnoj temperaturi.
Posle ove inkubacije smatra se da su vezani svi proteinski antigeni u uzorku i standardu, ploca se
ispira, u bazene se dodaje humani PCSK9 konjugat, odnosno poliklonsko detekciono antitelo,
konjugovano sa peroksidazom. Posle jos jedne dvocasovne inkubacije i ispiranja, dodaje se rastvor
supstrata koji sadrzi stabilizovani vodonik peroksid i hromogen-3,3’,5,5-tetrametilbenzidin.
Peroksidaza u prisustvu vodonik-peroksida oksiduje hromogen do plavo obojenog 3,3',5,5'-
tetrametilbenzidin diimina. Posle 30 minuta sledi dodavanje rastvora koji sadrzi sumpornu kiselinu,
Sto zaustavlja reakciju, prevodeci plavo obojeni proizvod reakcije u zuti. Intenzitet boje koji se meri
na 450 nm je proporcionalan koncentraciji PCSK9 u ispitivanom uzorku, a odreduje na 450 nm.
Minimalna koncentracija koja se moze kvantifikovati iznosi 0,096 ng/mL.
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3.2.2. Odredivanje koncentracije SRAGE i TGF-$1 u plazmi

Za merenje koncentracija SRAGE i TGF-B1 u uzorcima plazme koriscen je direktni ELISA
sendvi¢ test (R&D systems, Wiesbaden, Germany), izveden prema uputstvu proizvodaca. Pocetna
faza testa podrazumeva oblaganje ELISA ploce antitelima za koje ¢e se vezivati protein cija se
koncentracija odreduje u uzorku. Visak nevezanih antitela se ispira i blokira Tween® fosfatnim
puferom. U bazene, ovako pripremljene ELISA ploce, se dodaju standardi, slepa proba (reagens
razblaZzen rastvorom govedeg albumina u PBS puferu) i uzorci plazme, koji se vezuju za imobilisana
antitela na plo¢i. Uzorke za odredivanje koncentracije TGF-B1 treba pripremiti za analiziranje
aktivacijom, koja se postize dodavanjem kiseline, a zatim baznog HEPES pufera, u cilju prevodenja
latentnog TGF-B1 u imunoreaktivni, a potom razblaziti 20 puta. Nakon dvocasovne inkubacije,
smatra se da su vezani svi proteinski antigeni u uzorku i standardu, ploc¢a se ispira, i u bazene se
dodaje detekciono anti-RAGE, tj. anti-TGF-B1 antitelo, oblozeno biotinom. Posle jo$ jedne
dvocasovne inkubacije, nevezana detekciona antitela se ispiraju i dodaje kompleks streptavidin-
peroksidaza, koji se vezuje za detekciono antitelo, usled visoko-afinitetne reakcije izmedu biotina i
streptavidina, tokom inkubacije od 20 minuta. Nakon ponovnog ispiranja, dodaje se supstrat,
3,3°,5,5 -tetrametilbenzidin sa vodonik-peroksidom, koji peroksidaza u prisustvu vodonik-peroksida
oksiduje do plavo obojenog 3,3',5,5'-tetrametillbenzidin diimina. Reakcija se zaustavlja nakon 20
minuta dodatkom sumporne kiseline pri ¢emu dolazi do promene boje rastvora iz plave u Zutu.
Intenzitet boje koji se meri na 450 nm je proporcionalan koncentraciji SRAGE i TGF-B1 u ispitivanom
uzorku. IzraCunavanje rezultata se vrSi sa standardne krive koja je odnos opticke gustine i
koncentracije SRAGE i TGF-B1, izrazene u pg/ml.

3.3.  Antropometrijska merenja i evaluacija faktora kardiovaskularnog rizika

Svim ucesnicima u istrazivanju izmerena je visina, telesna masa, obim struka i kukova. Krvni
pritisak je izmeren u sede¢em poloZaju, na levoj ruci, koriS¢enjem Zivinog sfingomanometra.
Hipertenzija je konstatovana ukoliko je sistolni i/ili dijastolni pritisak bio > 95. percentila,
predhipertenzija ako su vrednosti vrednosti bile > 90. percentila, odnosno < 95. percentila za uzrast
ispitanika. Normalni pritisak je bio utvrden vrednostima < 90. percentila za uzrast ispitanika (262).
Tokom detaljnog klini¢kog pregleda je utvrden stadijum pubertetskog razvoja Tanner-ovom
standardizovanom metodom (263,264). Tanner-ov stadijum 1 odgovara prepubertetskoj fazi,
stadijumi 2, 3 i 4 odgovaraju pubertetu, a stadijum 5 postpubertetskoj fazi. Za procenu statusa
uhranjenosti izracunat je indeks telesne mase (ITM) koji je zatim konvertovan u percentilnu vrednost
za odgovarajuci uzrast i pol. Vrednost izmedu 5. i 85. percentila je bio kriterijum za normalnu
uhranjenost, vrednosti > 85. percentila, odnosno < 95. percentila za prekomernu uhranjenost dok su
vrednosti > 95. percentila bile kriterijum za gojaznost (265).

Prisustvo dislipidemije u grupi sa T1DM je, prema Nacionalnom vodi¢u za
dijagnostikovanje i leCenje diabetes melitusa, konstatovano ukoliko su serumske koncentracije TG
>1,69 mmol/L, LDL-H >2,6mmol/L, koncentracije HDL-H za devojcice < 1,29 mmol/L a za decake
< 1,15mmol/L (2). Kriterijumi za definisanje dislipidemije prema Nacionalnom vodicu za
dijagnostikovanje i lecenje lipidskih poremecaja su: koncentracije LDL-C > 3,36 mmol/L, HDL-C <
0,9 mmol/L, koncentracija TG > 1,7 mmol/L (266). Postignuta metaboli¢ka kontrola je procenjena
na osnovu koncentracije, tj. udela HbA1c. Udeo HbA1c < 7,5% je bio indikator optimalne metabolic¢ke
kontrole, 7,5% < HbA1c < 9% indikator suboptimalne metabolicke kontrole, a HbA1c > 9% se smatra
loSom metabolickom kontrolom (82). Grani¢na vrednost od 20 pg/min je bio kriterijum za utvrdivanje
mikroalbuminurije (239), a kao indikator ranog povecanja ekskrecije albumina primenjena je
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grani¢na vrednost > 7,5 pg/min (240). Insulinska rezistencija kod pacijenata sa TLDM je odredena
preko eGDR (eng. glucose disposal rate). eGDR je izrac¢unat prema formuli (94):

eGDR(mg/kg/min= 21,158+(-0,09-0S)+(-3,407-HTA)+(-0,551- HbA1c)
HTA- hipertenzija; prisutna hipertenzija = 1; nije prisutna hipertenzija = 0; OS - obim struka

Nize vrednosti ¢GDR su znak vece insulinske rezistencije (94).

3.4. Odredivanje veli¢ine i raspodele LDL i HDL subfrakcija

Razdvajanje i analiza LDL i HDL subfrakcija u plazmi pacijenata sa TLDM i zdrave dece
uradeni su u laboratoriji Katedre za medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta u Beogradu,
primenom optimizovane metode koju su razvili Rainwater i saradnici (267,268). Princip razdvajanja
se zasniva na razlikama u veli¢ini i naelektrisanju lipoproteinskih subfrakcija, a primenjena je metoda
vertikalne elektroforeze na gradijentu poliakrilamidnog gela. Struktura gela je sacinjena od
segmenata poliakrilamida razli¢itih koncentracija, koje se kre¢u u rasponu od 3% do 31%, Sto
omogucava da se na istom gelu razdvoje subfrakcije oba lipoproteina. Sistem Hoefer SE 675
(Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austria) je kori$¢en za pripremu gelova, a kada Hoefer SE
600 Ruby istog proizvodaca za elektroforezu. Proces elektroforeze se odvija pri konstantnom naponu
tokom 24 casa, na temperaturi od 8°C i pH 8,35, koju obezbeduje Tris pufer. Za konstrukciju
kalibracione krive, koja ¢e sluziti za odredivanje dijametara LDL i HDL cestica, na svaki gel se
nanose: standardizovana humana plazma, smesa proteinskih standarda odgovarajué¢ih dijametara, u
koje spadaju: albumin, laktat-dehidrogenaza, feritin i tireoglobulin (Amersham Pharmacia Biotech,
Vienna, Austria) i polistirenske mikrocestice definisanog dijametra (Duke Scientific Corporation,
Palo Alto, USA). Bojenje razdvojenih subfrakcija izvrSeno je Sudan black B bojom (Merck,
Darmstadt, Germany), a proteinskih standarda pomoc¢u Coomassie brilliant blue G-250 boje (Sigma,
St. Louis, MO, USA). Nakon zavrSenog odbojavanja, u cilju uklanjanja nevezane boje, gelovi su
skenirani i potom analizirani uz pomo¢ softvera Image Quant (Molecular Dynamics, Sunnyvale,
USA).

Analiza raspodele subfrakcija podrazumeva da se na elektroforegramu najpre definiSu oblasti
u kojima su se razdvojile LDL, a potom i HDL cestice (Slika 8). Povrsine ispod pikova na
elektroforegramu, koje poticu od Cetiri LDL subfrakcije, o€itavaju se na osnovu raspona veli¢ina
Cestica u slede¢im intervalima: 27,2-28,5 nm (LDL 1), 25,5-27,2 nm (LDL 1I), 24,2-25,5 nm (LDL
1) i 22,0-24,2 nm (LDL IV). Na sli¢an nacin se o€itavaju i povrsine ispod pikova za pet HDL
subfrakcija, a rasponi dijametara Cestica koji se koriste u tu svrhu su: 9,7-12,0 nm (HDL 2b), 8,8-9,7
nm (HDL 2a), 8,2-8,8 nm (HDL 3a), 7,8-8,2 nm (HDL 3b) i 7,2-7,8 nm (HDL 3c¢). PovrSine ispod
krivih predstavljaju relativni udeo pojedinacnih subfrakcija i izrazavaju se u %. Veli¢ina LDL i HDL
Cestica se odreduje iz standardne krive, koja predstavlja odnos prirodnog logaritma dijametra i
relativne migracione daljine razdvojenih standarda, u odnosu na migracionu daljinu albumina.
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Slika 8 . Prikaz profila LDL i HDL subfrakcija u uzorku, generisan u programu Image Quant
3.5. Odredivanje genske ekspresije RAGE i TGF-$1
3.5.1. Izolacija mononuklearnih éelija periferne krvi i RNK

Genska ekspresija RAGE i TGF-B1, odnosno nivoi informacione RNK (iRNK) su analizirani
na mononuklearnim ¢elijama periferne krvi (PBMC, eng. peripheral blood mononuclear cells).
PBMC su izolovane pomoc¢u Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare, Chicago, lllinois, USA)
gradijent-gela prema uputstvima proizvodaca. Za izolaciju ukupne RNK iz PBMC je koris¢ena
organska ekstrakcija TRIzol® reagensom (ThermoFischer Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA). Proces izolacije RNK pomocu ovog reagensa predstavlja modifikovanu metodu izolacije RNK
koju su objavili Chomczynski i saradnici a optimizovana je u laboratoriji Katedre za medicinsku
biohemiju Farmaceutskog fakulteta (269). Izolovana RNK je ¢uvana na -80°C u vodenom rastvoru
PCR cistoce.

3.5.2. Odredivanje koncentracije i ispitivanje kvaliteta izolovane RNK

Koncentracija ukupne RNK je izra¢unata tako sto je apsorbancija na 260 nm (maksimum
apsorbancije nukleinskih kiselina) pomnozena sa 40 (molarna apsorbancija RNK na 260 nm) i
faktorom razblazenja uzorka. U cilju procene Cistoce, svakom uzorku su izmerene apsorbancije na
230 nm, 280 nm i 320 nm i izraCunati su odnosi Azeo/a230 | Azso/azg0. Svi uzorci su zadovoljavali
kriterijume za Cistocu rastvora RNK i t0: Azsoa2z0 je bio izmedu 2,0-2.4 (tj. nije bilo znacajne
kontaminacije organskim rastvaracima koris¢enim tokom ekstrakcije ukupne RNK); A2e0/a280 je bio
priblizno 2 (tj. nije bilo znacajne kontaminacije proteinima iz PBMC), dok je Aszg bio jednak 0 (tj.
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nije bilo kontaminanata koje apsorbuju na 320 nm). Spektrofotometrijska merenja su izvrSena na
spektrofotometru UV-1800 UV-VIS spektrofotometar (Shimadzu, Kyoto, Japan).

Integritet ukupne RNK je ispitan u svakom uzorku elektroforezom na 1% agaroznom gelu.
Elektroforetsko razdvajanje molekula RNK je vrSeno horizontalnom submarine elektroforezom
Hoefer Super Sub (Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austria). Razdvojene frakcije su obojene
rastvorom etidijum-bromida i posmatrane pod UV lampom u transiluminatoru Macro Vue UVIs-20
Hoefer (Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austria). U svim uzorcima uoc¢ene su jasno vidljive
1 oStre frakcije na mestima koja odgovaraju 18S i 28S rRNK S§to predstavlja potvrdu da je integritet
ukupne RNK, ukljuéujuéi i iRNK ocuvan.

3.5.3. Reverzna transkripcija

Prevodenje izolovane ukupne RNK u jednolan¢anu komplementarnu DNK (KDNK) procesom
reverzne transkripcije (RT) je korak koji prethodi izvodenju kvantitativne lancane reakcije
polimeraze (eng. quantitative polimerase chain reaction - gPCR, real time PCR) jer novosintetisana
jednolancana kDNK predstavlja matricu za termostabilnu DNK polimerazu. Za reverznu
transkripciju je koris¢en High Capacity DNA Reverse Transription Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA), a postupak je izveden prema protokolu proizvodaca. Pre RT svi uzorci RNK su
razblazeni vodom PCR Cisto¢e na istu koncentraciju. Takode, svako izvodenje RT je praceno
izvodenjem dve kontrolne reakcije:

1) reakcijom bez enzima reverzne transkriptaze (eng. Transcriptase free, TF), ali sa svim ostalim
komponentama RT ¢ime se proveravala eventualna kontaminacija genomskom DNK (gDNK).

2) reakcijom bez uzorka RNK (eng. no template reverse transcription ili NTRT), a kojom se
proveravalo da li je doslo do kontaminacije reagenasa i ukr$tene kontaminacije prilikom nanoSenja
uzoraka na plocu.

3.5.4. Real-Time PCR (qPCR)

gPCR metoda se zasniva na lancanoj reakciji polimeraze u realnom vremenu. To je
kvantitativna metoda za odredivanje genske ekspresije, kojom se odreduje koli¢ina akumuliranih
amplikona, tj. specifi¢nih produkata u eksponencijalnoj fazi PCR reakcije, a ne u fazi platoa posle
zadatog broja ciklusa. qPCR kombinuje konvencionalnu PCR amplifikaciju i fluorimetriju. Tokom
gPCR se meri intenzitet fluorescentnog signala koji se emituje pri svakom ciklusu.

Tok qPCR se moze podeliti na 4 faze: 1) Inicijalna faza koja predstavlja fluorescentnu
pozadinu reakcije; 2) Eksponencijalna faza koju karakteriSe eksponencijalni rast fluorescencije; 3)
Linerana faza koju karakteriSe linearni rast fluorescencije tj. linearni rast amplifikacije; 4) Faza platoa
tokom koje se odrzava konstantna akumulacija PCR produkata uz malu promenu fluorescencije
(Slika 9).
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Slika 9. Graficki prikaz qPCR . Preuzeto iz uputstva proizvodaca: Real-Time PCR Systems; Applied
Biosystems 7900 HT Fast Real-Time PCR System and 7300/7500 Real-Time PCR Systems; Chemistry
Guide; Applied biosystems 2005.

qPCR reakcija se odvija kroz odredeni broj uzastopnih ciklusa, pri ¢emu svaki ciklus obuhvata
korak denaturacije DNK kojoj sledi vezivanje prajmera i proba i elongacija matrice pomocu
termostabilne DNK polimeraze. U pocetnim ciklusima PCR reakcije, fluorescencija se znacajno ne
menja, a to odreduje opseg PCR ciklusa koji se zove bazalni nivo ili osnovna linija. Linija koja se
nalazi iznad, paralelno osnovnoj liniji naziva se prag (eng. threshold). Ciklus praga (Ct, eng. cycle
threshold) je ciklus u kome je prvi put uo¢en znacajan porast fluorescencije tokom PCR u okviru
eksponencijalne faze (Slika 9). Vrednost Ct je obrnuto proporcionalna koli¢ini, odnosno broju kopija
ciljne sekvence u uzorku. Veci broj kopija ciljne sekvence podrazumeva manju vrednost Ct i obratno.

Dobijene koli¢ine kDNK koje odgovaraju koli¢inama iRNK svih uzoraka za testirane gene su
oCitane sa relativne standardne krive. Za konstruisanje relativne standardne krive su pripremljena
serijska dvostruka razblazenja standarda koji su dobijeni iz pula uzoraka nastalih meSanjem jednakih
koli¢ina kDNK svih ispitanika. Napravljena su slede¢a razblazenja standarda: 3 ng/uL, 1,5 ng/uL,
0,75 ng/pL, 0,375 ng/pL, 0,1875 ng/pL, 0,09375 ng/uL i uradena je qPCR metoda za testirane gene
(RAGE 1 TGFpI) i referentni gen (B-aktin) prema preporukama proizvodaca (271). Svi uzorci su
analizirani u triplikatu. Pored uzoraka na svaku plo¢u su postavljane i odgovarajuce kontrole (TF i
NTRT), kao i negativna kontrola za g°PCR (NTC, eng. no template control) u kojoj se nalaze sve
komponente za PCR reakciju sem KDNK. Nakon zavr§enog qPCR sa krive su o€itane koli¢ine kDNK
na osnovu Ct vrednosti svakog uzorka za svaki gen. Koli¢ine kDNK svih uzoraka u datim genima
(RAGE i TGFp1) su normalizovane za koli¢ine KDNK tih istih uzoraka u referentnom genu prema
slede¢im jednacinama:

Genska ekspresija RAGE = kDNK RAGE / kDNK [-aktina
Genska ekspresija TGFp1= kDNK TGFp1 / KDNK B-aktina

Za ispitivane gene izabrani su komercijalni TagMan® Gene expression testovi (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA): Hs00998133_m1 za TGFB1 i Hs 00153957_m1 za RAGE i
Hs99999903 m1l za B-aktin. RT i gPCR su izvedene na aparatu 7500 Real-Time PCR (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).
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3.6. StatistiCcka analiza

Analiza kontinuiranih varijabli obuhvatila je proveru distribucije primenom Kolmogorov-
Smirnov testa, izraCunavanje mera centralne tendencije, rasipanja i konstrukciju histograma. Za
kontinuirane promenljive koje su imale normalnu raspodelu predstavljene su srednje vrednosti +
standardne devijacije, dok su promenljive koje nisu imale normalnu raspodelu prikazane kao
medijane sa donjom i gornjom granicom interkvartilnih raspona. Kategoricke varijable su prikazane
kao relativne ili apsolutne frekvence.

Za poredenje normalno distribuiranih podataka primenjeni su Student-ov t test i
jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA), kojoj je sledio Tukey-Snedecor-ov post hoc test.
Poredenje varijabli koje nemaju normalnu raspodelu je izvedeno koris¢enjem Mann-Whitney U i
Kruskal-Wallis testova. Kada je bilo neophodno, utvrdene razlike izmedu grupa su dodatno
korigovane za koncentracije drugih varijabli, uz pomo¢ parametarske (ANCOVA test) ili
neparametarske analize kovarijanse (Quade's test). Za poredenje kategorickih varijabli je upotrebljen
Chi-kvadrat test. Ispitivanje korelacije izmedu varijabli izvr§eno je Sperman-ovom i Pearson-ovom
korelacionom analizom. Multipla linearna regresiona analiza je primenjena za identifikaciju
nezavisnih prediktora pojedinih varijabli, dok je analiza njihove prediktivne sposobnosti ispitivana
binarnom logistickom regresionom analizom. U svim statistiCkim analizama P vrednost manja od
0,05 je smatrana znacajnom. Statisti¢ka analiza je izvr§ena pomocu softvera IBM® SPSS®Statistics,
version 22 (SpSS INC. Chicago, USA).
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4. Rezultati

4.1. Demografske karakteristike ispitanika

Ovim istrazivanjem obuhvacen je 201 T1DM pacijent (105 decaka i 96 devojcCica), uzrasta
14,1 + 2,9 godina i 141 zdrav ispitanik (68 decaka 1 73 devojcica) uzrasta 13,9 + 3,4, koji su Cinili
KG. Njihove demografske karakteristike su prikazane u tabeli 1.

Tabela 1. Demografske karakteristike ispitanika

Parametar T1DM KG P
N 201 141
Pol, n (%) 0,510
Decaci 105 (52) 68 (48,2)
Devojcice 96 (47,8) 73 (51,8)
Uzrast, godine 141+29 139+34 0,384
Pubertetski status, %
Prepubertet 12,4 14,9 0,806
Pubertet 36,3 35,5
Postpubertet 51,2 49,6
Sistolni pritisak, mm Hg * 110,0 (100,0-115,0)  110,0(97,5-115,0) 0,692
Dijastolni pritisak, mm Hg # 65,0 (60,0-70,0) 65,0 (65,0-70,0) 0,720
ITM, kg/m? 20,4 +3,3 20,8+ 4,2 0,333
ITM z-skor # 0,3(-0,3-1) 0,3(-0,4-0,8) 0,366
Status uhranjenosti, %
Normalna uhranjenost 84,5 77,3 0,673
Prekomerna uhranjenost 12 14,9
Gojaznost 3,5 7,8
Obim struka, cm 74,1 +8,7 72,9+ 139 0,743
Obim kukova, cm 920+11,1 90,3+12,1 0,240

Kontinuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni Student-ovim t

testom. Kategori¢ki podaci su prikazani kao apsolutne ili relativne frekvence i poredeni Chi-kvadrat testom.

# Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Mann-Whitney U testom.

U skladu sa dizajnom studije, pacijenti 1 kontrole se nisu razlikovali po polu 1 uzrastu. Takode,
grupe su bile homogene u pogledu stadijuma pubertetskog razvoja ispitanika. Nije bilo razlike u
vrednostima sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska i ITM. U grupi pacijenata 12% ispitanika je
imalo prekomernu telesnu masu, a 3,5% je bilo gojazno, dok je u KG bilo 14,9% ispitanika sa

prekomernom telesnom masom i 7,8% gojaznih (P=0,673).
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Kod polovine pacijenata bolest je trajala duze od 7 godina (prose¢no 6,8 + 3,3 godine), a
77,3% njih imalo je potvrdenu dijagnozu TIDM duze od 5 godina. Razvoj T1DM nastupio je oko
sedme godine (medijana: 7 godina; interkvartilni raspon: 5-8 godina). Najveéi broj pacijenata
(94,5%) je primenjivao intenzivnu insulinsku terapiju u vidu multiplih injekcija. U ispitivanoj
populaciji pacijenata sa TLDM, 45 ispitanika je imalo komorbiditete u vidu pridruzenih autoimunskih
bolesti. Kod 30 pacijenata (14,9%) je potvrden autoimunski tireoiditis, a kod 15 pacijenata (7,5%)
celijacna bolest.

Tabela 2. Klini¢ke karakteristike pacijenata sa TIDM

Parametar Vrednost
Uzrast pri postavljanju dijagnoze, godine * 7,0 (4,0-10,0)
Trajanje dijabetesa, godine * 7,0 (5,0-8,0)
Trajanje dijabetesa >5 godina, % 77,3
Vid insulinske terapije, %
Intenzivna insulinska terapija 94,5
Kontinuirana subkutana insulinska infuzija 55
Doza insulina, 1U/kg/dan 1,01 (0,85-1,22)
Komorbiditeti, %
Autoimunski tireoiditis 14,9
Celijacna bolest 75

Podaci su prikazani kao relativne frekvence i medijane (interkvartilni rasponi).

U tabeli 3 su prikazani parametri metaboli¢ke kontrole kod pacijenata sa TIDM i u KG. Svim
pacijentima je ispitana i urinarna ekskrecija albumina.

Tabela 3. Parametri metaboli¢ke kontrole ispitanika

Parametar T1DM KG P
Glukoza, mmol/L 11,42 +487 487+0,43 <0,001
HbAc, % * 7,7(7,1-85) 5,0(4,9-52) <0,001
Prosecna koncentracija glukoze (eAG), mmol/L 10,14 £ 4,30 5,39+ 0,37 <0,001
Urinarna ekskrecija albumina, pg/min * 7,7 (7,1-8,5) - -
Urinarna ekskrecija albumina > 7,5 pg/min, % 18,9% - -

Kontinuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni Student-ovim t
testom. Kategoricki podaci su prikazani kao relativne frekvence i poredeni Chi-kvadrat testom.
#Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Mann-Whitney U testom.
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Kao $to se moglo ocekivati, pacijenti sa TIDM su imali znac¢ajno vise koncentracije glukoze
u serumu od ispitanika u KG. Udeo HbA1. i prose¢na koncentracija glukoze su takode bili znacajno
visi kod pacijenata. Shodno dizajnu studije, u ispitivanoj populaciji pacijenata sa TLDM nije bilo
ispitanika sa mikroalbuminurijom. Ipak, kod 38 pacijenata (18,9%) urinarna ekskrecija albumina je
bila > 7,5 pg/min, §to je rani znak njenog povecanja.

4.2. Lipidni markeri ispitanika

Svim ucesnicima u istrazivanju uradena je detaljna analiza lipidnog profila, koja je
podrazumevala ispitivanje razlike u koncentracijama parametara lipidnog statusa u serumu, a potom
1 uporednu analizu veli¢ine i1 raspodele LDL i HDL subfrakcija kod pacijenata sa TIDM i KG.
Okosnicu ovog dela istrazivanja €inilo je ispitivanje koncentracije PCSKO9.

4.2.1. Parametri serumskog lipidnog profila

Analiza parametara lipidnog statusa (Tabela 4) je pokazala da su koncentracije HDL-H kod
pacijenata sa TIDM bile znacajno vise nego u KG. Koncentracije ukupnog i LDL-H, kao i
koncentracije TG se nisu znacajno razlikovale izmedu posmatranih grupa.

Tabela 4. Parametri lipidnog statusa ispitanika

Parametar T1DM KG P

Ukupan holesterol, mmol/L 4,20 £ 0,89 4,17 £ 0,65 0,727
TG, mmol/L # 0,72 (0,57-0,90) 0,75 (0,58-1,00) 0,354
LDL-H, mmol/L 2,17 £ 0,75 2,31+ 0,60 0,067
HDL-H, mmol/L 1,65+0,38 1,47 +£0,33 <0,001
Non-HDL-H, mmol/L # 2,65 (2,25-3,15) 2,36 (2,03-2,96) 0,546

Podaci su prikazani kao srednje vrednosti = standardne devijacije i poredeni Student-ovim t testom.
#Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Mann-Whitney U testom.

Dodatnom analizom smo utvrdili da ucestalost hipertrigliceridemije (>1,7 mmol/L) u grupi sa
T1DM iznosi 3%, a u KG 3,5% (%= 0,779; P= 0,766). Kod 23,2% pacijenata koncentracija LDL -
H je bila visa od preporucenih vrednosti za TIDM (>2,6 mmol/L). U KG povisene koncentracije
LDL-H (>3,36 mmol/L) imalo je 7,9% ispitanika, $to je znacajno niza ucestalost nego u grupi sa
T1DM (x°=13,828; P<0,001). Snizene koncentracije HDL-H (<0,9 mmol/L) imalo je 3,5% ispitanika
u KG. Koncentracije HDL-H nize od preporucenih za TIDM (< 1,15 mmol/L za decake i < 1,29
mmol/L za devoj€ice) imalo je 10,6% pacijenata, $to je bila znacajno visa ucestalost nego u KG
(x*=5,737; P<0,05).
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4.2.2. Profil LDL i HDL subfrakcija

Prosecne vrednosti dijametara LDL cestica i relativnih udela LDL subfrakcija kod pacijenata
sa TIDM i u KG su prikazane u tabeli 5. U grupi sa T1DM veli¢ina LDL ¢estica se kretala u rasponu
od 22,56 do 28,43 nm, a kod 27,1% pacijenata Cestice su bile izrazito malog dijametra (< 25,5 nm).
Prosecan udeo malih, gustih LDL Cestica kod pacijenata sa T1DM iznosio je 49%, pri ¢emu je najniza
vrednost bila 21,8%, a najvisa 77,5%. Kod svakog drugog pacijenta (54,8%) udeo malih, gustih LDL
Cestica je bio povisen (>50%). U poredenju sa KG, u grupi sa TIDM bio je znacajno visi relativni
udeo LDL | i LDL Il subfrakcija, dok je relativni udeo malih, gustih LDL ¢estica bio znac¢ajno nizi.

Tabela 5. Veli¢ina i raspodela LDL subfrakcija u ispitivanim grupama

T1DM KG P

LDL dijametar, nm 26,32 +£1,23 26,31+1,44 0,940
LDL dijametar <25,5nm, % 27,1 26,5 0,899
LDL subfrakcije, %

LDL I 232+75 185+7,5 <0,001

LDL 1 27,757 25,3+4,6 <0,001

LDL 11 21,0+4,8 20975 0,855

LDL IV 27,879 29,0+115 0,265
Male, guste LDL cestice, % 490+7,5 545+79 <0,001

Kontinuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni Student-ovim t
testom. Kategori¢ki podaci su prikazani kao relativne frekvence i poredeni Chi-kvadrat testom.
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Prose¢na veli¢ina HDL cestica kod pacijenata je bila manja nego u KG, ali razlika nije bila
statisti¢ki znacajna (P=0,060). Uporedna analiza raspodele HDL subfrakcija kod pacijenata i kontrola
je pokazala znacajno snizenje relativnog udela HDL 2b, a porast udela malih HDL 3a, 3b i 3c
subfrakcija kod pacijenata sa TLDM (Tabela 6). U skladu sa prethodnim, ukupan udeo malih HDL
Cestica bio je znacajno visi u grupi sa TIDM, a kod 8% pacijenata je bio visi od 50%.

Tabela 6. Veli¢ina i raspodela HDL subfrakcija u ispitivanim grupama

T1DM KG P

HDL dijametar, nm 10,00 £ 0,92 10,21 +1,02 0,060
HDL dijametar < 8,8 nm, % 21,1 14,7 0,191
HDL subfrakcije:

HDL 2b, % 41,8+8,2 47,0+8,8 <0,01

HDL 2a, % 20,8+4,1 20,1+6,9 0,272

HDL 3a, % 173+4,6 144 +31 <0,001

HDL 3b, % 109+4)9 8,2+28 <0,001

HDL 3c, % 91+43 8,2+3,2 <0,05
Male HDL cestice, % 37,3,+8,4 309+7,6 <0,001

Kontinuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni Student-ovim t
testom. Kategori¢ki podaci su prikazani kao relativne frekvence i poredeni Chi-kvadrat testom.
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4.2.3. Koncentracija PCSK9

Koncentracije PCSK9 kod pacijenata sa T1DM kretale su se u Sirokom rasponu od 98 ng/mL
do 756 ng/mL. Prosecna koncentracija PCSK9 iznosila je 234,5 + 82,9 nmol/L. Karakteristike
raspodele koncentracija PCSK9 kod pacijenata sa TLIDM su prikazane u tabeli 7, a sa slike 10 se
moze uociti da je asimetri¢na (Kolmogorov-Smirnov Z= 1,668; P<0,01).

Tabela 7. Karakteristike raspodele koncentracija PCSK9 u TIDM

Parametar Koncentracija, ng/mL
Srednja vrednost 2345
Standardna devijacija 82,9
Medijana 2215
Percentili
Ps 128,9
P2s 187,0
Prs 266,0
Pos 355,1
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Slika 10. Histogram koncentracija PCSK9 u T1DM
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U KG najniza koncentracija PCSK9 iznosila je 25 ng/mL, a najvisa 434 ng/mL. Prosecna
koncentracija PCSK9 u KG bila je 233,4 + 90,2 nmol/L. U tabeli 8 su date karakteristike raspodele,

a na slici 11 je prikazan histogram koncentracija PCSK9 u KG. Raspodela PCSK9 u KG je bila
simetri¢na (Kolmogorov-Smirnov Z= 0,510; P=0,957).

Tabela 8. Karakteristike raspodele koncentracija PCSK9 u KG

Parametar Koncentracija, ng/mL
Srednja vrednost 233,4
Standardna devijacija 90,2
Medijana 231,0
Percentili
Ps 83,8
P2s 176,5
P75 231,0
Pos 283,5
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Slika 11. Histogram koncentracija PCSK9 u KG

40



Na slici 12 je dat uporedni prikaz koncentracija PCSK9 kod pacijenata sa TIDM i u KG.
Rezultati Mann-Whitney U testa su pokazali da nema znacajne razlike u koncentracijama PCSK9
izmedu pacijenata i kontrola (P=0,546).
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Slika 12. Koncentracije PCSK9 u KG i kod pacijenata sa TADM

Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Mann-Whitney U testom.
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Inicijalna analiza je zatim ponovljena nakon $to su pacijenti i kontrole podeljeni u grupe sa
optimalnim i povisenim koncentracijama LDL-H (Slika 13). Utvrdili smo da su koncentracije PCSK9
kod pacijenata sa TIDM koji istovremeno imaju i poviSen LDL-H znacajno vise od koncentracija
PCSK9 kod pacijenata sa preporucenim vrednostima LDL-H (P<0,05). U KG nije bilo razlike u
koncentracijama PCSK9 izmedu ispitanika sa optimalnim i poviSenim koncentracijama LDL-H

(P=0,586).
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Slika 13. Koncentracije PCSK9 kod pacijenata i kontrola sa optimalnim i povisenim koncentracijama
LDL-H

Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Mann-Whitney U testom.
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U tabeli 9 su prikazane koncentracije PCSK9 kod pacijenata i kontrola u zavisnosti od toga
da li imaju optimalne ili povisene koncentracije LDL-H. Razlike u koncentracijama PCSK9 nisu bile
statisti¢ki zna¢ajne kada su uporedene vrednosti kod pacijenata i kontrola sa optimalnim (P=0,178) i
povisenim koncentracijama LDL-H (P=0,875).

Tabela 9. Koncentracije PCSK9 u zavisnosti od koncentracija LDL-H

T1DM KG Pizmedu grupa
LDL-H
Optimalan 212,0 (186,0-257,0) 231,0 (179,0-284,0) 0,178
Povisen 246,0 (190,0-290,0) 255,0 (202,0-281,0) 0,875
Punuter grupe <0,05 0,586

Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Mann-Whitney U testom.

U nastavku je ispitivana korelacija koncentracija PCSK9 sa demografskim, klinickim i
laboratorijskim parametrima pacijenata sa TIDM 1 KG. Kao S§to se moze videti u tabeli 10,
koncentracije PCSK9 nisu korelirale sa ispitivanim demografskim i antropometrijskim
karakteristikama pacijenata i kontrola.

Tabela 10. Korelacije PCSK9 sa demografskim karakteristikama pacijenata i kontrola

T1DM KG

PCSKO9, ng/mL r P r P

Uzrast, godine -0,052 0,231 0,005 0,963
ITM, kg/m? -0,006 0,932 -0,040 0,710
Obim struka, cm -0,042 0,584 0,080 0,475
Obim kukova, cm -0,055 0,473 -0,046 0,678
Sistolni pritisak, mm Hg -0,054 0,454 -0,049 0,793
Dijastolni pritisak, mm Hg -0,047 0,518 -0,055 0,768

Prikazani su rezultati Sperman-ove korelacione analize.
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Rezultati korelacione analize sa klinickim i parametrima metabolicke kontrole su prikazani u
tabeli 11. Utvrdili smo da u TIDM koncentracija PCSK9 znacajno raste sa porastom udela HbA1c,
odnosno sa porastom prosecne koncentracije glukoze. U KG nije bilo znacajnih korelacija.

Tabela 11. Korelacije PCSK9 sa klini¢kim karakteristikama i parametrima metabolicke kontrole u TIDM

i KG
T1DM KG
PCSKO9, ng/mL r P r P
Trajanje dijabetesa, godine 0,086 0,231 -
Doza insulina, 1U/kg/dan 0,054 0,476 - -
Glukoza, mmol/L 0,006 0,932 0,153 0,156
HbA1c, % 0,351 <0,001 0,020 0,860
Prosecna koncentracija glukoze (eAG), mmol/L 0,331 <0,001 0,030 0,786
Urinarna ekskrecija albumina, pg/min -0,068 0,388 - -

Prikazani su rezultati Sperman-ove korelacione analize.

Tabela 12 prikazuje rezultate analize korelacija izmedu koncentracije PCSK9 i parametara
lipidnog profila pacijenata sa TIDM i KG. Koncentracije PCSK9 kod pacijenata sa T1IDM su bile u
pozitivnoj korelaciji sa koncentracijama ukupnog holesterola 1 TG. Oc¢ekivano, u grupi sa TIDM
koncentracije PCSK9 su pozitivno korelirale sa koncentracijama LDL-H, kao i sa koncentracijama
non-HDL-H. Sa druge strane, PCSK9 nije korelirao sa parametrima lipidnog statusa u KG.

Tabela 12. Korelacije PCSK9 sa parametrima lipidnog statusa u TIDM i KG

T1DM KG
PCSKO9, ng/mL r P r P
Ukupan holesterol, mmol/L 0,252 <0,001 0,129 0,234
TG, mmol/L 0,271 <0,001 0,180 0,094
LDL-H, mmol/L 0,159 <0,05 0,149 0,172
HDL-H, mmol/L 0,058 0,418 0,056 0,608
Non-HDL-H, mmol/L 0,212 <0,01 0,145 0,179

Prikazani su rezultati Sperman-ove korelacione analize.
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Koncentracije PCSK9 su pozitivno korelirale sa veli¢inom LDL cestica, a negativno sa
relativnim udelom malih LDL 1V subfrakcija u plazmi pacijenata sa TAIDM. U KG nismo utvrdili
povezanost koncentracije PCSK9 sa veli¢inom i relativnim udelima LDL subfrakcija (Tabela 13).

Tabela 13. Korelacije PCSKY sa veli¢inom i raspodelom LDL subfrakcija u TIDM i KG

T1DM KG

PCSKO9, ng/mL r P r P

LDL dijametar, nm 0,147 <0,05 0,022 0,841
LDL I, % 0,093 0,192 -0,151 0,164
LDL 11, % -0,002 0,980 -0,058 0,594
LDL III, % -0,064 0,374 0,052 0,632
LDL IV, % -0,173 <0,05 0,055 0,616
Male, guste LDL, % -0,120 0,092 0,109 0,319

Prikazani su rezultati Sperman-ove korelacione analize.

Naposletku smo analizirali korelacije PCSK9 sa veli¢inom i raspodelom HDL subfrakcija
(Tabela 14). Utvrdili smo znaéajnu inverznu korelaciju HDL dijametara, a pozitivhu korelaciju
relativnih udela HDL 3a Cestica sa koncentracijama PCSK9 kod pacijenata sa TIDM. Ni ovoga puta
nismo dokazali znacajne korelacije u KG.

Tabela 14. Korelacije PCSK9 sa veli¢inom i raspodelom HDL subfrakcija u TIDM i KG

T1DM KG

PCSKO9, ng/mL r P r P

HDL dijametar, nm -0,143 <0,05 -0,055 0,612
HDL 2b, % -0,174 0,15 -0,164 0,131
HDL 2a, % -0,085 0,235 0,165 0,126
HDL 3a, % 0,153 <0,05 0,159 0,143
HDL 3b, % 0,081 0,258 0,095 0,384
HDL 3c, % 0,045 0,530 -0,060 0,585

Prikazani su rezultati Sperman-ove korelacione analize.
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4.3. Inflamatorni markeri

Analiza genske ckspresije u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi i koncentracija
inflamatornih markera u plazmi pacijenata sa TIDM i KG je izvrSena nakon S$to su iz originalnog
uzorka iskljuceni pacijenti koji su imali druge pridruzene autoimunske bolesti (n=45), zbog njihovog
ucinka na inflamatorni status, koji prevazilazi efekte osnovne bolesti.

Na slici 14 su prikazani nivoi iIRNK za TGF-B1 i RAGE (Slika 14, pod A i C) u
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi i koncentracije TGF-B1 i SRAGE u plazmi pacijenata sa

T1DM i KG (Slika 14, pod B i D).
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Slika 14. Genska ekspresija u mononuklearnim Celijama periferne krvi i koncentracija inflamatornih
markera u plazmi pacijenata sa TIDM i KG: A) Normalizovani nivoi TGF-#1 iRNK; B) Koncentracije
TGF-p1; C) Normalizovani nivoi RAGE iRNK; D) Koncentracije SRAGE.

Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Mann-Whitney U testom: *P<0,01.
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4.3.1. Genska ekspresija inflamatornih markera u mononuklearnim ¢elijama

U tabeli 15 je dat uporedni prikaz nivoa genske ekspresije TGF-B1 i RAGE u mononuklearnim
¢elijama periferne krvi kod pacijenata sa TIDM i1 u KG.

Tabela 15. Genska ekspresija TGF-1 i RAGE u ispitivanim grupama

Parametar T1DM KG P
TGF-B1 iRNK 0,83 (0,71-1,13) 1,06 (0,79-2,78) <0,001
RAGE iRNK 0,95 (0,72-1,27) 1,16 (0,88-2,38) <0,001

Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Mann-Whitney U testom.

Rezultati su pokazali da su nivoi iRNK TGF-f1 i RAGE u mononuklearnim c¢elijama
periferne krvi pacijenata sa T1DM znacajno nizi nego u KG (Tabela 15, Slika 14 pod A1 C) .

4.3.2. Koncentracije inflamatornih markera u plazmi

Tabela 16 prikazuje koncentracije markera inflamacije u plazmi pacijenata sa TIDM i KG.
Pacijenti su imali statisticki znacajno vise koncentracije TGF-f1 i SRAGE nego ispitanici u KG.
Takode, u grupi pacijenata bila je znacajno visa i koncentracija hsCRP-a.

Tabela 16. Koncentracije inflamatornih markera u ispitivanim grupama

Parametar Ti1DM KG P

hsCRP, mg/L 0,70 (0,30-1,70) 0,40 (0,20-0,90) <0,01
TGF-B1, ng/mL 29,63 (19,00-41,14) 18,51 (13,23-31,54) <0,01
SRAGE, ng/mL 1,57 (1,18-2,10) 1,26 (1,03-1,56) <0,001

Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Mann-Whitney U testom.

47



Zatim je analizirana korelacija izmedu genske ekspresije i koncentracija TGF-B1 i RAGE i
demografskih, klinickih i laboratorijskih parametra u grupi pacijenata sa TIDM i KG (Tabela 17).

Tabela 17. Korelacije genske ekspresije i koncentracija TGF-£1 i RAGE sa demografskim
karakteristikama pacijenata sa TIDM

oarametar TGF-B1 TGF-B1, RAGE SRAGE,
IRNK ng/mL IRNK ng/mL
Uzrast, godine -0,087 0,164 " -0,112 0,041
ITM, kg/m? 0,067 0,045 -0,089 -0,098
Obim struka, cm -0,095 0,040 -0,073 0,475
Obim kukova, cm 0,001 0,138 -0,071 0,013
Sistolni pritisak, mm Hg -0,053 0,127 -0,134 0,013
Dijastolni pritisak, mm Hg 0,030 -0,052 -0,004 -0,108

Prikazani su rezultati Sperman-ove korelacione analize: "P<0,05.

U grupi sa TIDM koncentracije TGF-B1 u plazmi su pozitivno korelirale sa uzrastom
ispitanika, §to ukazuje da su starija deca imala viSe koncentracije TGF-B1 (Tabela 17).
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U KG su koncentracije SRAGE bile u znacajnoj negativnoj korelaciji sa ITM, obimom struka
i kukova, kao i sa vrednostima sistolnog i dijastolnog pritiska (Tabela 18). Ostali demografski
parametri pacijenata i kontrola nisu znacajno korelirali sa genskom ekspresijom i koncentracijama
ispitivanih inflamatornih markera.

Tabela 18. Korelacije genske ekspresije i koncentracija TGF-f1 i RAGE sa demografskim
karakteristikama ispitanika u KG

Parametar TGF-B1 TGF-B1, RAGE SRAGE,
IRNK ng/mL IRNK ng/mL
Uzrast, godine -0,060 0,073 -0,070 -0,175
ITM, kg/m? 0,193 0,071 -0,061 -0,325 ™
Obim struka, cm 0,135 -0,003 -0,006 -0,347 ™
Obim kukova, cm 0,194 0,163 0,002 -0,377 "
Sistolni pritisak, mm Hg 0,200 0,095 -0,187 -0,319
Dijastolni pritisak, mm Hg -0,178 -0,122 -0,179 -0,621™

Prikazani su rezultati Sperman-ove korelacione analize: "P<0,05; “P<0,01; "“P<0,01.
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Rezultati analize korelacija izmedu nivoa iRNK i koncentracija TGF-B1 i RAGE sa klini¢kim
1 parametrima metaboli¢ke kontrole pacijenata sa T1DM su prikazani u tabeli 19.

Tabela 19. Korelacije genske ekspresije i koncentracija TGF-f1 i RAGE sa klini¢kim karakteristikama i
parametrima metaboli¢ke kontrole pacijenata sa TIDM

TGF-Bl, TGF-pl RAGE sRAGE,

Parametar IRNK ng/mL  IRNK ng/mL
Trajanje dijabetesa, godine 0,069 0,243 -0,086 0,210
Doza insulina, 1U/kg/dan 0,058 0,139 -0,025 0,006

Glukoza, mmol/L 0,066 0,113 0,047 0,024

HbA1c, % -0,057 0,109 0,070 -0,058
Prosecna koncentracija glukoze (eAG), mmol/L -0,082 0,106 0,036 -0,032
Urinarna ekskrecija albumina, pg/min -0,292 ™ -0,052 -0,133 -0,098

Prikazani su rezultati Sperman-ove korelacione analize: ""P<0,01.

Analiza korelacija kod pacijenata sa TILDM je pokazala da je genska ekspresija TGF-B1 u
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi u negativnoj korelaciji sa urinarnom ekskrecijom albumina.
Koncentracije TGF-B1 i SRAGE u plazmi su bile u pozitivnoj korelaciji sa duZzinom trajanja dijabetesa
(Tabela 19). Rezultati prikazani u tabeli 20 pokazuju da su koncentracije TGF-B1 kod ispitanika u
KG pozitivno korelirale sa udelom HbA1c, odnosno sa prosecnom koncentracijom glukoze. Nivoi
genske ekspresije i koncentracije sSRAGE u plazmi nisu zna¢ajno korelirale sa parametrima glikemije
u KG.

Tabela 20. Korelacije genske ekspresije i koncentracija TGF-#1 i RAGE sa parametrima glikemije u KG
TGF-p1, TGF-p1 RAGE SRAGE,

Parametar IRNK ng/mL  iRNK ng/mL
Glukoza, mmol/L -0,086 -0,075  -0,132 0,111
HbA1c, % -0,074 0,267" -0,010 -0,089
Prose¢na koncentracija glukoze (eAG), mmol/L -0,023 0,299 0,022 -0,083

Prikazani su rezultati Sperman-ove korelacione analize: “P<0,05; *“P<0,01.
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Ispitivanjem korelacija analiziranih markera inflamacije sa parametrima lipidnog statusa
utvrdili smo da su koncentracije SRAGE u plazmi pacijenata sa TIDM u pozitivnoj korelaciji sa
koncentracijama ukupnog, LDL i non-HDL-H (Tabela 21). U KG nije bilo znacajnih korelacija

(Tabela 22).

Tabela 21. Korelacije genske ekspresije i koncentracija TGF-f1 i RAGE sa parametrima lipidnog statusa

u T1DM
TGF-p1 TGF-B1, RAGE SRAGE,
Parametar ] )
IRNK ng/mL IRNK ng/mL
Ukupan holesterol, mmol/L 0,085 0,103 0,018 0,186~
TG, mmol/L 0,010 0,099 -0,063 0,155
LDL-H, mmol/L 0,150 0,136 -0,003 0,211 ™
HDL-H, mmol/L -0,003 -0,035 0,057 -0,004
Non-HDL-H, mmol/L 0,122 0,158 0,012 0,216

Prikazani su rezultati Sperman-ove korelacione analize: "P<0,05; “P<0,01.

Tabela 22. Korelacije genske ekspresije i koncentracija TGF-g1 i RAGE sa parametrima lipidnog statusa

u KG
TGF-B1 TGF-B1, RAGE SRAGE,
Parametar ] )
IRNK ng/mL IRNK ng/mL
Ukupan holesterol, mmol/L 0,118 0,062 0,008 -0,120
TG, mmol/L -0,096 -0,061 -0,146 0,129
LDL-H, mmol/L 0,089 0,003 -0,075 -0,116
HDL-H, mmol/L 0,105 0,093 0,177 -0,053
Non-HDL-H, mmol/L 0,049 -0,009 -0,044 -0,034

Prikazani su rezultati Sperman-ove korelacione analize.
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Zatim su ispitivane korelacije genske ekspresije i koncentracija inflamatornih markera u
plazmi sa veli¢inom i raspodelom LDL subfrakcija kod pacijenata sa TIDM (Tabela 23). Ova analiza
je pokazala da su nivoi iRNK TGF-B1 u negativnoj korelaciji sa veli¢inom LDL Cestica, a u pozitivnoj
korelaciji sa relativnim udelima LDL Il subfrakcija. Koncentracija TGF-f1 u plazmi bila je u
pozitivnoj korelaciji sa relativnim udelom LDL Il subfrakcija, dok je negativno korelirala sa udelima
LDL III i LDL IV subfakcija, kao i sa ukupnim udelom malih, gustih LDL cestica. Nivoi genske
ekspresije 1 koncentracije SRAGE nisu korelirali sa ispitivanim karakteristikama LDL cestica
pacijenata sa TLDM.

Tabela 23. Korelacije genske ekspresije i koncentracija TGF-1 i RAGE sa veli¢inom i raspodelom LDL

Cestica kod pacijenata sa TIDM

Parametar TGF-B1 TGF-B1, RAGE SRAGE,
IRNK ng/mL IRNK ng/mL
LDL dijametar, nm -0,163 " 0,083 0,074 -0,064
LDL I, % -0,072 0,121 0,045 -0,025
LDL 11, % 0,047 0,217 ™ 0,102 0,127
LDL 111, % 0,177" -0,221 ™ -0,074 -0,010
LDL IV, % -0,048 -0,192 ™ -0,145 -0,043
Male, guste LDL, % 0,047 -0,251 ™ -0,131 -0,072

Prikazani su rezultati Sperman-ove korelacione analize: "P<0,05; *“P<0,01.
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U KG, nivoi iRNK TGF-B1 i koncentracije TGF-B1 su pozitivno korelirali sa veli¢inom LDL
Cestica 1 relativnim udelima LDL I subfrakcija, a negativno sa udelom malih, gustih LDL cestica.
Dodatno, koncentracija TGF-B1 je bila i u negativnoj korelaciji sa relativnim udelom LDL IV
subfrakcija. Visi nivoi genske ekspresije RAGE su korelirali sa ve¢im dijametrima LDL cestica i
manjom zastupljeno$¢u malih, gustih LDL Cestica (Tabela 24).

Tabela 24. Korelacije genske ekspresije i koncentracija TGF-g1 i RAGE sa veli¢inom i raspodelom LDL

Cestica u KG

arametar TGF-B1 TGF-Bl, RAGE SRAGE,
IRNK ng/mL IRNK ng/mL
LDL dijametar, nm 0,278 " 0,248 " 0,186 0,010
LDL I, % 0,376 ™ 0,355 ™ 0,279 " -0,053
LDL 11, % 0,011 0,194 0,078 0,046
LDL I, % -0,210 -0,101 -0,132 0,008
LDL IV, % -0,103 -0,326 -0,169 -0,106
Male, guste LDL, % -0,271° -0,385 ™ -0,251 " -0,011

Prikazani su rezultati Sperman-ove korelacione analize: "P<0,05; “P<0,01.
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Korelacije genske ekspresije i koncentracija TGF-B1 i RAGE sa veli¢inom i raspodelom HDL
Cestica kod pacijenata sa T1DM i kontrola prikazane su u tabelama 25 i 26.

Tabela 25. Korelacije genske ekspresije i koncentracija TGF-p1 i RAGE sa veli¢inom i raspodelom HDL
Cestica kod pacijenata sa TIDM

barametar TGF-B1 TGF-B1, RAGE SRAGE,
IRNK ng/mL IRNK ng/mL
HDL dijametar, nm 0,085 0,072 -0,019 -0,011
HDL 2b, % 0,119 -0,030 -0,101 -0,024
HDL 2a, % 0,063 -0,307 ™ -0,004 -0,085
HDL 3a, % -0,054 -0,117 0,107 0,009
HDL 3b, % -0,226 ™ 0,198 " -0,070 0,018
HDL 3c, % 0,016 0,056 0,134 0,036

Prikazani su rezultati Sperman-ove korelacione analize: "P<0,05; “P<0,01.

Tabela 26. Korelacije genske ekspresije i koncentracija TGF-£1 i RAGE sa veli¢inom i raspodelom HDL

Cestica u KG

Parametar TGF-B1 TGF-B1, RAGE SRAGE,
IRNK ng/mL IRNK ng/mL
HDL dijametar, nm 0,148 -0,018 0,089 -0,039
HDL 2b, % 0,274~ 0,525 ™ 0,264 " -0,032
HDL 2a, % -0,128 -0,338 -0,004 -0,059
HDL 3a, % -0,184 -0,426 ™ -0,199 0,128
HDL 3b, % -0,288 * -0,455 ™ -0,309 ™ 0,078
HDL 3c, % -0,049 -0,265 " -0,202 -0,028

Prikazani su rezultati Sperman-ove korelacione analize: “P<0,05; *“P<0,01.
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Kod pacijenata sa TLDM genska ekspresija TGF-B1 je bila u inverznoj korelaciji sa relativnim
udelima HDL 3b subfrakcija. Nasuprot, koncentracija TGF-1 u plazmi je pozitivno korelirala sa
udelom HDL 3b Cestica, dok je sa relativnim udelom HDL 2a subfrakcija bila u negativnoj korelaciji.
Kod ispitanika u KG je utvrdena pozitivna korelacija genske ekspresije i koncentracije TGF-B1 sa
relativnim udelom HDL 2b, kao i negativna korelacija oba parametra sa udelom HDL 3b subfrakcija.
Pored toga, koncentracija TGF-B1 u plazmi negativno je korelirala i sa relativnim udelima HDL 3a i
HDL 3c subfrakcija, odnosno bila je u inverznoj korelaciji sa ukupnim udelom malih HDL 3 Cestica.
Konacno, visa genska ekspresija RAGE u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi ispitanika u KG
bila je korelaciji sa visSim udelom HDL 2b, a nizim udelom HDL 3b subfrakcija.

Tabela 27. Korelacije genske ekspresije i koncentracija TGF-£1 i RAGE sa PCSK9 kod pacijenata sa
TIDMiu KG
TGF-B1 TGF-f1, RAGE SsRAGE,

Grupa Parametar iIRNK ng/mL IRNK ng/mL
T1DM PCSK9 r -0,117 -0,104 -0,014 -0,046
P 0,146 0,205 0,865 0,570
KG PCSK9 r 0,029 -0,184 -0,132 0,094
P 0,806 0,107 0,265 0,426

Prikazani su rezultati Sperman-ove korelacione analize.

Kao $to se moze videti u tabeli 27, nije bilo zna€ajne korelacije izmedu genske ekspresije 1
koncentracija TGF-B1 i RAGE u plazmi sa koncentracijama PCSK9 ni kod pacijenata sa T1DM, niti
u KG. Medutim, u grupi pacijenata sa T1DM utvrdili smo da postoji znacajna pozitivna korelacija
izmedu koncentracija PCSK9 i hsCRP-a (r = 0,174, P<0,05), dok u KG nije bilo znacajne korelacije
(r=-0,056, P =0,629).

Na kraju smo analizirali da li postoji medusobna povezanost ispitivanih markera inflamacije
kod pacijenata sa TIDM i u KG. Rezultati su pokazali da su genske ekspresije TGF-f1 i RAGE u
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi pacijenata sa TIDM u visokoj pozitivnoj korelaciji (r =
0,273, P<0,001). Takode, kod pacijenata sa T1DM postojala je i znacajna pozitivna korelacija izmedu
plazma koncentracija TGF-B1 i SRAGE (r = 0,221, P<0,001). Nasuprot tome, genska ekspresija i
koncentracija TGF-B1 nisu bile u korelaciji (r = 0,123, P = 0,130), kao ni genska ekspresija RAGE i
koncentracija SRAGE u plazmi (r =-0,109, P = 0,183).

Na slikama 15 i 16 dat je grafi¢ki prikaz znacajnih korelacija u grupi pacijenata sa TIDM, a
u tabeli 28 su prikazani rezultati korelacione analize u KG.
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Slika 15. Korelacija izmedu genske ekspresije TGF-f1 i RAGE kod pacijenata sa TIDM
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Slika 16. Korelacija izmedu koncentracija TGF-#1 i SRAGE kod pacijenata sa TIDM
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Tabela 28. Korelacije genske ekspresije i koncentracija markera inflamacije u KG

Parametar TGF-p1 TGF-B1, RAGE SRAGE, CRP,
IRNK ng/mL IRNK ng/mL mg/L
TGF-B1 iRNK R } 0,412 0,666 -0,136 0,197
P <0,001 <0,001 0,268 0,099
TGF-B1, ng/mL R 0,412 . 0,400 -0,033 0,164
P <0,001 <0,001 0,782 0,157
RAGE iRNK R 0,666 0,400 } -0,023 -0,064
P <0,001 <0,001 0,853 0,597
SRAGE, ng/mL R -0,136 -0,033 -0,023 . -0,299
P 0,268 0,782 0,853 <0,05
CRP, mg/L R 0,197 0,164 -0,064 -0,299 i
P 0,099 0,157 0,597 <0,05

Prikazani su rezultati Sperman-ove korelacione analize.

U KG je utvrdena znacajna pozitivna korelacija izmedu genske ekspresije i koncentracije
TGF-B1 u plazmi. Genska ekspresija TGF-B1 u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi pozitivno je
korelirala sa ekspresijom gena za RAGE. Pored toga, ustanovili smo da u KG postoji pozitivna
korelacija izmedu nivoa iRNK RAGE i koncentracije TGF-f1 u plazmi. Koncentracije SRAGE i
hsCRP u plazmi su bile u negativnoj korelaciji (Tabela 28).
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4.4. Biohemijski parametri funkcije bubrega, jetre i tireoidne Zlezde

Parametri bubrezne funkcije i enzimski profil jetre kod pacijenata sa TIDM i1 KG se nisu
znacajno razlikovali. Takode, nije bilo znacajne razlike u koncentracijama TSH i fT4. Utvrdili smo
da pacijenti imaju znacajno niZe koncentracije mokrac¢ne kiseline od ispitanika u KG. Rezultati su
sumirani u tabeli 29.

Tabela 29. Biohemijski parametri funkcije bubrega, jetre i tireoidne Zlezde

Parametar T1DM KG P

Urea, mmol/L 4,20 £ 0,89 4,17 0,65 0,727
Kreatinin, umol/L * 0,72 (0,57-0,90) 0,75 (0,58-1,00) 0,354
JGF, mL/min/1,73 m? 80,3+ 10,0 79,8+ 11,3 0,742
Mokraéna kiselina, umol/L 220,89 + 53,52 245,61 £ 56,71 <0,01
AST 18 (16-22) 18 (15-21) 0,226
ALT? 14 (11-16) 13 (11-17) 0,679
yGT * 12 (9-15) 11 (9-13) 0,466
TSH, mU/L # 2,92 (1,97-3,82) 2,45 (1,93-4,11) 0,853
fT4, pmol/L # 15,17 (13,96-17,29) 14,80 (14,01-16, 93) 0,675

Kontinuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni Student-ovim t
testom. Kategoricki podaci su prikazani kao relativne frekvence i poredeni Chi-kvadrat testom.
#Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi).
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4.5. Uticaj metaboli¢ke kontrole na lipidne i inflamatorne markere
ateroskleroze

4.5.1. Demografske karakteristike i biohemijski parametri pacijenata sa TIDM u odnosu ha
postignutu metaboli¢ku kontrolu

U tabeli 30 su prikazane demografske karakteristike pacijenata sa TIDM u zavisnosti od
postignute metabolicke kontrole, a klinicke karakteristike i parametri glukoregulacije u tabeli 31.

Tabela 30. Demografske karakteristike pacijenata sa TIDM u zavisnosti od postignute metabolicke

kontrole
Metabolicka kontrola

Parametar Dobra Suboptimalna Losa P
Pol, (%) 0,943

Decaci 51,7 51,8 48,6

Devojcice 48,3 48,2 51,4
Uzrast, godine 141+34 13927 13,8+ 3,0 0,818
Pubertetski status, % 0,469

Prepubertet 20,7 21,7 18,9

Pubertet 23,0 33,7 35,1

Postpubertet 56,3 44,6 45,9
ITM, kg/m? 20,1+3,3 20,2+ 3,2 20,8 + 3,7 0,564
(TM 2.skor * 0,25 0,30 0,40 0,517

(-0,38 - 0,68) (-0,40-0,80) (-0,58 — 1,08)

Status uhranjenosti, % 0,100

Normalna uhranjenost 88,4 86,7 70,3

Prekomerna uhranjenost 8,1 10,8 21,6

Gojaznost 3,5 2,4 8,1
Obim struka, cm 73,8+9,0 73,8+ 8,6 75,4+ 84 0,642
Obim kukova, cm 91,4+123 91,5+10,8 93,3+9,9 0,746

Kontinuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni ANOVA testom.
Kategoricki podaci su prikazani kao relativne frekvence i poredeni Chi-kvadrat testom.
#Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Kruskal-Wallis testom.
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Analizom rezultata prikazanih u tabeli 30 utvrdeno je da se grupe pacijenata sa dobrom,
suboptimalnom i loSom metaboli¢kom kontrolom ne razlikuju u odnosu na uzrast i pol pacijenata.
Takode, pacijenti razliitog pubertetskog 1 statusa uhranjenosti bili su ravnomerno zastupljeni u
posmatranim grupama. U skladu sa prethodnim, nismo utvrdili razlike u antropometrijskim
karakteristikama izmedu grupa sa dobrom, suboptimalnom i loSom metabolickom kontrolom.

Tabela 31. Klini¢ke karakteristike i parametri glukoregulacije u zavisnosti od postignute metabolicke

kontrole
Metabolicka kontrola

Parametar Dobra Suboptimalna Losa P
Uzrast pri postavljanju 8,0 6,0 6,5 0.288
dijagnoze, godine * (5,0-11,0) (4,0-11,0) (4,0-9,0)
Trajanje dijabetesa, godine * 6.0 7.0 70 0,345

(4,0-8,0) (5,0-8,0) (4,0-9,0)
Doza insulina, 1U/kg/dan # 0.97 105 107 <0,01

(0,71-1,14) (0,89-1,24) % (0,89-1,31) ®

Glukoza, mmol/L 10,32 £ 4,24 11,86 + 4,41 12,79 +554 2 <0,05
HbA1c, % * 6,8+0,5 8,1+£04%* 10,4 +1,9%b5 <0001
eAG, mmol/L 821+0,90 11,00+596% 14,07 +3,32%" <0001
Urinarna ekskrecija albumina, 4,3 4.4 5,2 0.848
ng/min * (2,9-6,8) (2,6-7,5) (3,2-8,0)
Urinarna ekskrecija albumina 225 25,0 321 0611

> 17,5 ng/min, %

Kontinuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni ANOVA testom i
Tukey post hoc testom.

#Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Kruskal-Wallis testom i Mann-Whitney
U post hoc testom.

4 Znacajna razlika u odnosu na pacijente sa dobrom metaboli¢kom kontrolom (?P<0,05; #P<0,01);

bZnadajna razlika u odnosu na pacijente sa suboptimalnom metaboli¢kom kontrolom (°P<0,05; *°P<0,01).

Nismo utvrdili znac¢ajne razlike izmedu posmatranih grupa u uzrastu pri kom je postavljena
dijagnoza dijabetesa, kao ni u duZini trajanja bolesti. Dnevne doze insulina koje su primali pacijenti
sa suboptimalnom i loSom metabolickom kontrolom su bile znacajno vise od doza koje su primali
pacijenti sa dobrom metabolickom kontrolom. Oc¢ekivano, koncentracija glukoze, udeo HbA1c i
prosecna koncentracija glukoze su znacajno rasli sa pogor$anjem metabolicke kontrole (Tabela 31)..
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Koncentracije lipidnih parametara u serumu u zavisnosti od postignute metabolicke kontrole
date su u tabeli 32. Utvrdili smo da pacijenti sa suboptimalnom i loSom metabolickom kontrolom
imaju znacajno vise koncentracije TG, ukupnog i LDL-H od pacijenata sa dobrom metabolickom
kontrolom. Pored toga, koncentracije TG, ukupnog i LDL-H u grupi sa loSom metabolic¢kom
kontrolom bile su znacajno vise nego u grupi sa suboptimalnom metabolickom kontrolom. Razlike
su ostale statisticki znacajne i nakon korekcije za dnevnu dozu insulina (P<0,01 za sva poredenja) i
status uhranjenosti (P<0,01 za sva poredenja). Koncentracije HDL-H se nisu znacajno razlikovale
izmedu posmatranih grupa.

Tabela 32. Parametri lipidnog profila pacijenata sa TIDM u zavisnosti od postignute metabolicke

kontrole
Metabolicka kontrola
Parametar Dobra Suboptimalna Losa P
Ukupan holesterol, mmol/L 3,89+ 0,60 4,25+0,88°2 4,94+ 11,1535 <0001
0,61 0,79 0,93
TG, mmol/L * <0,001
(0,52-0,78)  (0,65-0,93) ® (0,66-1,32) 3P
LDL-H, mmol/L 1,94+0,55 2,20+0,752 2,77+1,02%b5 <0001
HDL-H, mmol/L 1,65+0,36 1,66+ 0,36 1,59+ 0,49 0,639

Kontinuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni ANOVA testom i
Tukey post hoc testom.

#Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Kruskal-Wallis testom i Mann-Whitney
U post hoc testom.

2 Znacajna razlika u odnosu na pacijente sa dobrom metaboli¢kom kontrolom (*P<0,05; #P<0,01);

b Znacajna razlika u odnosu na pacijente sa suboptimalnom metaboli¢kom kontrolom (°P<0,05; *’P<0,01).
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4.5.2. Profil LDL i HDL subfrakcija pacijenata sa T1DM u odnosu na postignutu metaboli¢ku
kontrolu

Analiza veli¢ine i1 raspodele LDL subfrakcija je pokazala da sa pogorSanjem metabolicke
kontrole TIDM dolazi do preraspodele LDL cestica ka manjim dijametrima. lako nije utvrdena
statisticki znaCajna razlika, uocen je trend smanjenja prosecne velli¢ine LDL Cestica, odnosno porasta
relativnog udela malih, gustih LDL ¢estica (P=0,063) sa pogorSanjem metabolicke kontrole. U grupi
sa loSom metabolickom kontrolom udeo LDL I subfrakcija bio je znacajno nizi od udela u grupi sa
suboptimalnom metabolickom kontrolom (Tabela 33).

Tabela 33. Veli¢ina i raspodela LDL subfiakcija kod pacijenata sa TADM u zavisnosti od postignute

metabolicke kontrole

Metabolicka kontrola
Parametar Dobra Suboptimalna Losa P
LDL dijametar, nm 26,29 + 1,17 26,43 £ 1,30 25,95 + 1,25 0,147
LDL dijametar <25,5nm, % 25,0 27,7 37,8 0,347
LDL subfrakcije, %
LDL I 22,4 +58 249+ 8,2 20,5 +7,4° <0,05
LDL I 27,2+5,2 276 +5,2 285176 0,527
LDL 1l 21,3+ 3,7 206 £4,5 22,2+6,2 0,227
LDL IV 29,2+5.8 26,8+6,4 28,8+12.2 0,122
Male, guste LDL cestice, % 50,4+ 8,0 475+9,3 51,0+ 11,8 0,063

Kontinuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti = standardne devijacije i poredeni ANOVA testom i
Tukey post hoc testom. Kategori¢ki podaci su prikazani kao relativne frekvence i poredeni Chi-kvadrat testom.
#Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Kruskal-Wallis testom i Mann-Whitney
U post hoc testom.

b Znacajna razlika u odnosu na pacijente sa suboptimalnom metaboli¢kom kontrolom (°: P<0,05).

U grupi sa loSom metabolickom kontrolom bila je najmanja prose¢na veli¢ina HDL cestica.
Ovi pacijenti su imali znacajno niZi relativni udeo HDL 2b, a visi udeo HDL 3c ¢€estica u odnosu na
pacijente sa dobrom i suboptimalnom metabolickom kontrolom (Tabela 34). Prethodno opisane
razlike u relativnim udelima LDL i HDL subfrakcija ostale su znacajne i nakon korekcije za status
uhranjenosti (LDL I: P<0,01; HDL 2b: P<0,05 i HDL 3c: P<0,01) i dnevnu dozu insulina (LDL I:
P<0,05; HDL 2b: P<0,05 i HDL 3c: P<0,05).
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Tabela 34. Velicina i raspodela HDL subfrakcija kod pacijenata sa TLDM u zavisnosti od postignute

metabolicke kontrole

Metabolicka kontrola
Parametar Dobra Suboptimalna Losa P
HDL dijametar, nm 10,17 + 0,79 10,06 + 0,92 9,35+ 1,002 <0001
HDL dijametar < 8,8 nm, % 11,9 20,5 45,9 <0,001
HDL subfrakcije:
HDL 2b, % 42,9+ 8,8 419+75 38,0 +£7,4%5D <0,01
HDL 2a, % 215+44 20,4+3,0 21,1+3.38 0,164
HDL 3a, % 16,8 £ 3,6 17,6 £5,0 18,2+54 0,239
HDL 3b, % 104+4,5 111+£5,2 11,4+39 0,430
HDL 3c, % 84+44 8,9+39 11,2 + 4,3 %0 <0,01

Kontinuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni ANOVA testom i
Tukey post hoc testom. Kategori¢ki podaci su prikazani kao relativne frekvence i poredeni Chi-kvadrat testom.
#Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Kruskal-Wallis testom i Mann-Whitney
U post hoc testom.

a8 Znacajna razlika u odnosu na pacijente sa dobrom metaboli¢kom kontrolom (?3P<0,05; P<0,01);

b Znacajna razlika u odnosu na pacijente sa suboptimalnom metaboli¢kom kontrolom (°P<0,05; *’P<0,01).

4.5.3. Koncentracije PCSK9 kod pacijenata sa TIDM u odnosu na postignutu metaboli¢ku
kontrolu

Na slici 17 su prikazane koncentracije PCSK9 kod pacijenata sa TIDM koji imaju dobru,
suboptimalnu 1 loSu metabolicku kontrolu. Utvrdili smo da sa pogorSanjem metaboliCke kontrole
znacajno raste koncentracija PCSK9. Konkretno, koncentracije PCSK9 u grupi sa dobrom
metabolickom kontrolom (medijana: 206,13 ng/mL; interkvartilni raspon: 170,35-244,75 ng/mL)
bila je znacajno niza nego u grupi sa suboptimalnom (medijana: 221,78 ng/mL; interkvartilni raspon:
193,00-264,57 ng/mL) i loSom metabolickom kontrolom (medijana: 293,00 ng/mL; interkvartilni
raspon: 237,74-338,43 ng/mL). Razlika izmedu grupa sa suboptimalnom i loSom metabolic¢kom
kontrolom je takode bila znac¢ajna (P<0,001). Nakon korekcije za dnevnu dozu insulina (P<0,001 za
sva poredenja) i status uhranjenosti razlike izmedu grupa su ostale statisticki zna¢ajne (P<0,001 za
sva poredenja).
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Slika 17. Koncentracije PCSK9 kod pacijenata sa TIDM u zavisnosti od postignute metabolicke
kontrole

Inicijalna analiza je ponovljena nakon §to su pacijenti sa TIDM razvrstani po polu.
Koncentracije PCSK9 kod defaka (medijana: 210,81 ng/mL; interkvartilni raspon:182,81-
259,00 ng/mL) i devojcica sa TIDM (medijana: 235,56 ng/mL; interkvartilni raspon: 188,61-
277,22 ng/mL) se nisu znacajno razlikovale (P=0,226). U grupi decaka i devojcica dodatno su
analizirane koncentracije PCSK9 1 komponente metabolickog sindroma u zavisnosti od postignute
metabolicke kontrole (Tabela 35). Ova analiza je pokazala da sa pogorSanjem metabolicke kontrole
znacajno raste koncentracija TG kako kod decaka, tako i kod devoj¢ica sa TIDM. Koncentracije
glukoze kod decaka sa loSom metabolickom kontrolom bile su zna¢ajno vise od koncentracija u grupi
devojcica sa istim stepenom metaboli¢ke kontrole.

Ostale komponente metabolickog sindroma 1 koncentracije PCSK9 se nisu znaajno razlikovale
izmedu decaka i devojcica sa istim stepenom postignute metaboli¢ke kontrole.
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Tabela 35. Koncentracije PCSK9 i komponente metaboli¢kog sindroma kod pacijenata sa TIDM u odnosu na pol i postignutu metaboli¢ku kontrolu

Metabolicka kontrola
Parametar Dobra Suboptimalna Losa P
Decaci PCSKO9, ng/mL * 206,01 (169,28-242,46) 211,84 (192,14-254,15) 265,02 (210,65-323,13) @ P <0,01
ITM, kg/m? 20,6 £ 3,4 20,1+238 20,3+3,2 0,732
Obim struka, cm 76,7+9,3 74,8 +8,4 76,8 £ 10,8 0,598
Glukoza, mmol/L 10,63 + 4,63 12,69 + 4,78 13,17 £ 5,132 0,067
TG, mmol/L * 0,65 (0,53-0,82) 0,76 (0,65-0,92) 0,79 (0,58-1,30) ? <0,05
HDL-H, mmol/L 1,61+0,36 1,65+ 0,40 1,62 +0,46 0,863
Devojcice PCSK9, ng/mL * 211,15 (177,18-250,24) 237,33 (199,79-265,98) 296,79 (269,18-343,28) @b <0,01
ITM, kg/m? 196 £3,1 20,4+3,6 21,2+4,2 0,214
Obim struka, cm 70,8+ 7,8 72,6 £8,7 73,8+39 0,393
Glukoza, mmol/L 9,98 + 3,81 10,98 + 3,84 12,42 + 6,05 0,135
TG, mmol/L # 0,61 (0,50-0,77) 0,79 (0,67-0,93) 1,06 (0,69-1,34) @b <0,001
HDL-H, mmol/L 1,71 +0,37 1,67 £0,32 1,56 + 0,52 0,393

Kontinuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni ANOVA testom i Tukey post hoc testom.
# Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Kruskal-Wallis testom i Mann-Whitney U post hoc testom.

& Znacajna razlika u odnosu na pacijente sa dobrom metaboli¢kom kontrolom (*P<0,05; **P<0,01);

b Znacajna razlika u odnosu na pacijente sa suboptimalnom metaboli¢kom kontrolom (°P<0,05; ®’P<0,01).
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Zatim smo analizirali koncentracije PCSK9 uzimaju¢i u obzir postignutu metabolicku
kontrolu i koncentraciju LDL-H (Slika 18). Vecina pacijenata sa dobrom metabolickom kontrolom
je imala i optimalne koncentracije LDL-H (90,8%). U grupi sa dobrom metaboli¢kom kontrolom nije
bilo znacajne razlike (P=0,447) u koncentracijama PCSK9 izmedu pacijenata sa optimalnim
(medijana: 207,83 ng/mL; interkvartilni raspon: 173,78-245,87 ng/mL; N=79) i poviSenim
koncentracijama LDL-H (medijana: 183,51 ng/mL,; interkvartilni raspon: 116,46-310,34 ng/mL;
N=8). Sa druge strane, u grupi sa suboptimalnom i loSom metaboli¢kom kontrolom tre¢ina pacijenata
je imala poviSene koncentracije LDL-H (34,1%). Ti pacijenti su imali znacajno vise (P<0,05)
koncentracije PCSK9 (medijana: 260,67 ng/mL; interkvartilni raspon: 209,08-297,59 ng/mL; N=41)
od pacijenata sa optimalnim koncentracijama LDL-H (medijana: 222,01 ng/mL; interkvartilni raspon:
190,44-278,36 ng/mL; N=120). Sem toga, koncentracije PCSK9 u grupi sa suboptimalnom i loSom
metaboli¢kom kontrolom i povisenim koncentracijama LDL-H bile su zna¢ajno viSe od koncentracija
koje su imali pacijenti sa dobrom metabolickom kontrolom, a poviSenim koncentracijama LDL-H
(P<0,05).
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Slika 18. Koncentracije PCSK9 kod pacijenata sa TIDM u zavisnosti od postignute metabolicke

kontrole i koncentracije LDL-H
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4.5.4. Korelacije PCSK9 sa LDL i HDL subfrakcijama

U tabeli 36 su prikazani rezultati univarijantne i multivarijantne linearne regresione analize
korelacija izmedu koncentracija PCSK9 i veliCine 1 udela LDL i HDL subfrakcija kod pacijenata sa
T1DM u zavisnosti od postignute metabolicke kontrole.

Kod pacijenata sa dobrom metabolickom kontrolom utvrdili smo da su koncentracije PCSK9
u pozitivnoj korelaciji sa dijametarima LDL cestica, a u negativnoj korelaciji sa relativnim udelima
malih, gustih LDL cestica. U ovoj grupi pacijenata korelacije izmedu koncentracija PCSK9 i veli¢ine
HDL cestica, udela HbA1c 1 koncentracija TG nisu dostigle statisti¢ku znacajnost.

U grupi sa suboptimalnom i loSom metabolickom kontrolom koncentracije PCSK9 su
pozitivno korelirale sa dnevnom dozom insulina, udelom HbA:c i koncentracijama TG, ukupnog i
LDL-H. Ova analiza je pokazala i da su koncentracije PCSK9 u negativnoj korelaciji sa dijametrima
HDL ¢estica, a u pozitivnoj korelaciji sa relativnim udelima HDL 3c subfrakcija.

Sa ciljem da se dodatno istrazi veza izmedu koncentracija PCSK9 i karakteristika
lipoproteinskih subfrakcija formirali smo dva modela primenom multivarijantne linearne regresione
analize. U grupi sa dobrom metabolickom kontrolom model 1 su ¢inile slede¢e varijable: LDL
dijametar, pol, status uhranjenosti, HDL dijametar, udeo HbA:c i koncentracija TG. Prilikom
formiranja modela 2 varijabla LDL dijametar je zamenjena promenljivom koja predstavlja relativni
udeo malih, gustih LDL cestica, dok su ostale varijable bile iste kao u modelu 1. Nakon
multivarijantne analize vec¢i dijametri LDL Cestica (model 1) i nizi udeli malih, gustih LDL ¢estica
(model 2) ostali su znacajno udruzeni sa visim koncentracijama PCSKO9.

U multivarijantnoj analizi kod pacijenata sa T1DM Kkoji imaju suboptimalnu i losu
metabolicku kontrolu u model 1 su ukljucene sledec¢e varijable: HDL dijametar, pol, status
uhranjenosti, dnevna doza insulina, udeo HbA1c i koncentracije TG, ukupnog i LDL-H. U model 2
ukljucena je promenljiva koja predstavlja relativni udeo HDL 3¢ subfrakcija umesto varijable HDL
dijametar, a ostale varijable su bile iste kao u modelu 1. Rezultati multivarijantne analize su pokazali
da su koncentracije PCSK9 nezavisno povezane sa relativnim udelima HDL 3c subfrakcija (model
2), dok veza sa veli¢inom HDL cestica nije viSe bila statisti¢ki znac¢ajna (model 1).
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Tabela 36. Rezultati univarijantne i multivarijantne linearne regresione analize asocijacija izmedu koncentracije PCSK9 i subfrakcija lipoproteina kod

pacijenata sa TIDM u zavisnosti od postignute metabolicke kontrole

Dobra metabolic¢ka kontrola Suboptimalna i lo§a metaboli¢ka kontrola
Parametar B P Parametar B P
Unadjusted LDL dijametar, nm 0,215 <0,05 HDL dijametar, nm —-0,184 <0,01
Male, guste LDL, % -0,312 <0,01 HDL 3c, % 0,318 <0,001
HDL dijametar, nm -0,207 0,058 Doza insulina, 1U/kg/dan 0,200 <0,05
HbA1., % 0,202 0,062 HbA1c, % 0,332 <0,001
TG, mmol/L 0,197 0,069 Ukupan holesterol, mmol/L 0,321 <0,001
TG, mmol/L 0,345 <0,001
LDL-H, mmol/L 0,283 <0,01
Model 12 LDL dijametar, nm 0,303 <0,01 HDL dijametar, nm —-0,002 0,983
HbA1c, % 0,199 0,068 Doza insulina, 1U/kg/dan 0,193 <0,05
TG, mmol/L 0,112 0,318 HbAz1c, % 0,132 0,187
HDL dijametar, nm -0,301 <0,01 Ukupan holesterol, mmol/L 0,250 0,243
TG, mmol/L 0,290 <0,001
LDL-H, mmol/L -0,097 0,646
Model 2 @ Male, quste LDL, % -0,304 <0,01 HDL 3c, % 0,245 <0,01
HbA1c, % 0,171 0,116 Doza insulina, 1U/kg/dan 0,157 0,074
TG, mmol/L 0,061 0,588 HbAz1c, % 0,133 0,164
HDL dijametar, nm -0,233  <0,01 Ukupan holesterol, mmol/L 0,338 0,080
TG, mmol/L 0,219 <0,001
LDL-H, mmol/L —0,194 0,311

Kategoricke promenljive ukljuc¢ene u modele 1 i 2: pol (0-zenski; 1-muski) i status uhranjenosti (0- normalna uhranjenost; 1- prekomerna uhranjenost i gojaznost)
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Zatim smo analizirali koncentracije PCSK9 i raspodele LDL i HDL subfrakcija kod pacijenata
sa TIDM koji imaju optimalne i povisene koncentracije LDL-H (Tabela 37). Utvrdili smo da su
koncentracije PCSK9 kod pacijenata sa rizicnim koncentracijama LDL-H znacajno viSe od
koncentracija kod pacijenata sa optimalnim koncentracijama LDL-H. Pacijenti sa povisenim
koncentracijama LDL-H su imali znafajno manje LDL dijametre, usled znacajnog smanjenja
relativnog udela LDL | subfrakcija, a porasta udela malih, gustih LDL ¢estica. Ovi pacijenti su imali
1 znacajno manje dijametre HDL Cestica i nizi udeo HDL 2b subfrakcija od pacijenata sa optimalnim
koncentracijama LDL-H.

Tabela 37. Koncentracije PCSK9 i raspodela LDL i HDL subfrakcija kod pacijenata sa TLDM u
zavisnosti od koncentracije LDL-H

LDL-H
Darametar Optimalan Povisen
(< 2,6 mmol/L) (=2,6 mmol/L)
PCSK®9, ng/mL * 213,34 (183,12-259,71) 249,29 (192,70-297,58)  <0,01
LDL dijametar, nm 26,43 +1,22 25,83+1,24 <0,01
LDL subfrakcije, %
LDL I 238171 208+75 <0,05
LDL I 27,7+55 269+5,7 0,392
LDL 1l 209142 219+55 0,243
LDL IV 27,6 £6,7 30,4+94 0,122
Male, guste LDL cestice, % 486 + 8,8 52,3+10,1 <0,05
HDL dijametar, nm 10,01 £ 0,89 9,71 +£0,97 <0,05
HDL subfrakcije:
HDL 2b, % 42,3+8,3 39,9+77 <0,05
HDL 2a, % 215+44 21,1+38 0,080
HDL 3a, % 17,3+4,3 17,3+49 0,946
HDL 3b, % 105+4,3 11,9+57 0,066
HDL 3c, % 88+44 10,2+4,1 0,068

Podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni Student-ovim t testom.
# Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Mann-Whitney U testom.
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Tabela 38 prikazuje rezultate korelacione analize izmedu PCSK9 i lipoproteinskih subfrakcija
u grupama pacijenata sa optimalnim i povisenim koncentracijama LDL-H. Moze se videti da je kod
pacijenata sa optimalnim koncentracijama LDL-H koncentracija PCSK9 u negativnoj korelaciji sa
relativnim udelom LDL IV subfrakcija, kao i sa ukupnim udelom malih, gustih LDL ¢estica. Nasuprot
tome, u grupi sa povisenim koncentracijama LDL-H nije utvrdena korelacija izmedu PCSK9 i malih,
gustih LDL cestica.

Kod pacijenata sa optimalnim koncentracijama LDL-H PCSK9 je pozitivno korelirao sa
udelom HDL 3a, a negativno sa udelom HDL 2b subfrakcija i dijametrom HDL c¢estica. Sli¢no, kod
pacijenata sa poviSenim koncentracijama LDL-H utvrdena je pozitivna korelacija koncentracije
PCSK9 sa udelom HDL 3c subfrakcija, a negativna korelacija sa udelom HDL 2b cestica (Tabela
38).

Tabela 38. Korelacije koncentracija PCSK9 sa veli¢inom i raspodelom lipoproteinskih subfrakcija kod

pacijenata sa TIDM u odnosu na koncentraciju LDL-H

Parametar Optimalan LDL-H Povisen LDL-H
R P R P

LDL dijametar, nm 0,085 0,295 -0,023 0,877
LDL I, % 0,139 0,085 -0,146 0,320
LDL II, % 0,147 0,068 0,066 0,655
LDL 111, % -0,077 0,342 0,241 0,098
LDL IV, % -0,217 <0,01 -0,064 0,655
Male, guste LDL, % -0,203 <0,05 0,072 0,620
HDL dijametar, nm -0,174 <0,05 -0,245 0,093
HDL 2b, % -0,162 <0,05 -0,248 <0,05
HDL 2a, % -0,066 0,414 0,034 0,820
HDL 3a, % 0,251 <0,05 -0,001 0,996
HDL 3b, % 0,029 0,719 0,064 0,668
HDL 3c, % 0,075 0,353 0,412 <0,01

Prikazani su rezultati Pearson-ove korelacione analize.
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4.55. Korelacije PCSK9 i malih, gustih LDL cestica sa indeksom insulinske rezistencije

U cilju procene insulinske rezistencije svim pacijentima je izracunat indeks eGDR. Prose¢na
vrednost eGDR indeksa u ispitivanoj grupi iznosila je 9,9+1,1. Korelacije koncentracija PCSK9 i
udela malih, gustih LDL cestica sa eGDR u zavisnosti od postignute metabolicke kontrole su
prikazane u tabeli 39, a sa dnevnom dozom insulina u tabeli 40.

Tabela 39. Korelacije koncentracija PCSK9 i udela malih, gustih LDL Cestica sa eGDR u zavisnosti od

postignute metabolicke kontrole

Dobra Suboptimalna i losa
metaboli¢ka kontrola metabolicka kontrola

eGDR R P R P
PCSK9, ng/mL -0,223 <0,05 -0,276 <0,01
Male, guste LDL cestice, % 0,184 0,111 -0,089 0,378

Prikazani su rezultati Pearson-ove korelacione analize.

Kod obe grupe pacijenata sa TIDM eGDR indeks je bio u inverznoj korelaciji sa
koncentracijom PCSK9, a korelacije sa udelom malih, gustih LDL cestica nisu bile statisticki
znacajne.

Tabela 40. Korelacije koncentracija PCSK9 i udela malih, gustih LDL Cestica sa dnevnom dozom insulina

u zavisnosti od postignute metabolicke kontrole

Dobra Suboptimalna i losa
metabolicka kontrola metabolicka kontrola

Doza insulina, 1U/kg/dan R P R P
PCSKO9, ng/mL 0,022 0,856 0,200 <0,05
Male, guste LDL cestice, % -0,240 <0,05 -0,065 0,493

Prikazani su rezultati Pearson-ove korelacione analize.

U grupi pacijenata sa dobrom metabolickom kontrolom dnevna doza insulina je negativno
korelirala sa relativnim udelom malih, gustih LDL cestica, dok ova asocijacija nije bila statisti¢ki
znacajna kod pacijenata sa suboptimalnom i loSom metabolickom kontrolom.
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4.5.6. Markeri inflamacije kod pacijenata sa TIDM u odnosu na postignutu metabolicku
kontrolu

Naposletku, analizirali smo i gensku ekspresiju (Tabela 41) i koncentracije inflamatornih
markera (Tabela 42) kod pacijenata sa TIDM u zavisnosti od postignute metabolicke kontrole.

Tabela 41. Genska ekspresija TGF-£1 i RAGE kod pacijenata sa TIDM u zavisnosti od postignute

metabolicke kontrole

Metabolicka kontrola
Parametar Dobra Suboptimalna Losa P
TGF-B1 iRNK 1,00 (0,79-1,73)  0,83(0,69-1,13)®@ 0,81 (0,74-1,13) @  <0,01
RAGE iRNK 1,11 (0,82-1,60) 0,84 (0,69-1,08) @  1,05(0,76-1,09)®  <0,01

Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Kruskal-Wallis testom i Mann-Whitney
U post hoc testom.

8 Znacajna razlika u odnosu na pacijente sa dobrom metaboli¢kom kontrolom (*3P<0,01);
b Znacajna razlika u odnosu na pacijente sa suboptimalnom metaboli¢kom kontrolom (°P<0,05).

Tabela 42. Koncentracije inflamatornih markera kod pacijenata sa TLDM u zavisnosti od postignute

metabolicke kontrole

Metabolicka kontrola
Parametar Dobra Suboptimalna Losa P
0,50 0,70 0,90
hsCRP, mg/L <0,001
(0,20-0,90) (0,30-1,40) (0,50-2,40)
23,24 32,11 30,31
TGF-B1, ng/mL <0,01
(14,11-33,15) (22,81-41,14) @ (18,38-43,23)
1,32 1,72 1,47
SRAGE, ng/mL <0,001
(1,05-1,60) (1,29-2,21) = (1,08-2,07) 2

Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Kruskal-Wallis testom i Mann-Whitney
U post hoc testom.

& Znacajna razlika u odnosu na pacijente sa dobrom metaboli¢kom kontrolom (*P<0,05; **P<0,01);
b Znagajna razlika u odnosu na pacijente sa suboptimalnom metaboli¢kom kontrolom (°P<0,05; ’P<0,01).
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Rezultati su pokazali znacajno smanjenje genske ekspresije TGF-f1 u mononuklearnim
¢elijama periferne krvi sa pogorSanjem metabolicke kontrole. Pacijenti sa suboptimalnom i loSom
metabolickom kontrolom su imali znacajno niZze nivoe TGF-f1 iRNK od pacijenata sa dobrom
metabolickom kontrolom. Najnizu ekspresiju RAGE gena imali su pacijenti sa suboptimalnom
metabolickom kontrolom (Tabela 41). Koncentracije TGF-f1 1 sSRAGE u plazmi pacijenata sa
dobrom metabolickom kontrolom bile su znafajno nize od koncentracija kod pacijenata sa
suboptimalnom i loSom metabolickom kontrolom. Utvrden je 1 znacajan porast koncentracija hsCRP-
a sa pogorsanjem metabolicke kontrole u TIDM (Tabela 42)

4.6. Uticaj pridruZenih autoimunskih bolesti na lipidne markere ateroskleroze

U ispitivanom uzorku pacijenata sa TLDM prevalenca CB je iznosila 7,5%, a prevalenca ATD
14,9%. U tabeli 43 su prikazani demografski podaci pacijenata sa TLDM, u zavisnosti od toga da li
imaju pridruzene autoimunske bolesti.

Tabela 43. Demografski podaci pacijenata sa TIDM sa i bez pridruZenih autoimunskih bolesti

Parametar T1DM T1IDM+CB TIDM+ATD P
N 156 15 30
Uzrast, godine 142 + 27 13,0+45 143+238 0,289
Pol (decaci/devojcice), % 51,9/48,1 60/40 50/50 0,807
o . 7,0 5,0 6,0
Trajanje dijabetesa, godine * 0,320
(5,0-9,0) (3,0-7,0) (5,0-9,0)

Uzrast pri postavljanju dijagnoze, 7,0 10,0 6,5 0884
godine # (4,0-9,0) (2,0-11,0) (4,0-11,0) ’

_ o 110,0 110,0 110,0
Sistolni pritisak, mm Hg * 0,826

(92,0-115,0)  (92,0-115,0)  (100,0-117,5)

. oL 65,0 60,0 60,0

Dijastolni pritisak, mm Hg # 0,542

(60,0-70,0)  (55,0-70,0)  (60,0-70,0)

Kontinuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti & standardne devijacije i poredeni ANOVA testom.
#Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Kruskal-Wallis-ovim testom.

Analizirane grupe pacijenata se medusobno nisu razlikovale po uzrastu i polu. Takode, nije
bilo razlike u uzrastu pri kom je postavljena dijagnoza osnovne bolesti i duZini trajanja bolesti izmedu
pacijenata koji nemaju i onih koji imaju pridruzenu CB ili ATD. Konac¢no, vrednosti sistolnog i
dijastolnog pritiska se nisu znac¢ajno razlikovale izmedu posmatranih grupa.

Kao $to se moze videti u tabeli 44, koncentracije glukoze i udeli HbA1c kod pacijenata sa i
bez pridruzenih autoimunskih bolesti se nisu znacajno razlikovali. U skladu sa prethodnim, nije bilo
razlike u ekskreciji albumina urinom izmedu posmatranih grupa, niti se razlikovao broj pacijenata
kod kojih je utvrdeno rano poveéanje (> 7,5 ug/min) ekskrecije. Ucestalost pacijenata sa loSom
metabolickom kontrolom je bila najmanja u grupi sa TLDM+CB.
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Tabela 44. Parametri metabolicke kontrole pacijenata sa TIDM sa i bez pridruZenih autoimunskih bolesti

Parametar T1DM TIDM+CB T1DM+ATD P

Glukoza, mmol/L 11,65+459 10,21+542 10,83+3,81 0,391
HbAc, % * 78(71-86) 75(69-80) 7,6(7,2-85) 0,542
Losa metaboli¢ka kontrola, % 18,1 6,7 13,3 0,818
eAG, mmol/L 10,29+4,76 899+153 996+212 0,544

Urinarna ekskrecija albumina, pg/min * 4,2(2,9-76) 3,1(2,5-3,8) 4,7(2,7-6,6) 0,242

Urinarna ekskrecija albumina > 7,5
24,4 18,2 18,5 0,793
pg/min, %

Kontinuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni ANOVA testom.
Kategoric¢ki podaci su prikazani kao relativne frekvence i poredeni Chi-kvadrat testom.
#Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Kruskal-Wallis-ovim testom.

U tabeli 45 su prikazane koncentracije markera inflamacije i parametara tireoidnog statusa
kod ispitivanih grupa. Nije bilo znacajne razlike u koncentracijama hsCRP-a 1 mokra¢ne kiseline.
Kao $to se i moglo ocekivati, koncentracije TSH and TPO-At u TIDM+ATD grupi su bile znacajno
viSe nego u grupama sa TIDM i TLDM+CB.

Tabela 45. Parametri inflamacije i tireoidnog statusa

Parametar T1DM T1DM+CB T1IDM+ATD P

Mokracéna kiselina, pumol/L 218,98 £ 53,10 245,20 + 57,19 218,17 + 52,55 0,187

hsCRP, mg/L * 0,70 (0,30-1,60) 0,60 (0,25-2,20) 0,70 (0,30-1,40) 0,191
2,60 2,47 4,04
TSH, mU/L # <0,05
(1,79-3,55) P (1,48-4,27) (1,96-6,28)
15,50 17,23 15,84
fT4, pmol/L # 0,127
(14,11-16,89) (14,62-19,19) (14,05-17,16)
10,0 13,7 270,4
TPO-At, U/L* <0,001
(7,3-15,7) b (9,6-38,2) P° (115,6-441,2)

#Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Kruskal-Wallis-ovim testom i Mann-
Whitney U post hoc testom.
b Znacajna razlika u odnosu na TIDM+ATD grupu: ® P<0,05; ** P<0,01.
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Koncentracije LDL-H u grupama sa TIDM+CB i TIDM+ATD su bile vise nego u grupi koja
je imala samo T1DM, ali razlika nije bila statisticki znacajna (P=0,442). Pacijenti sa CB i ATD su
imali zna¢ajno niZe koncentracije HDL-H od pacijenata bez pridruZenih autoimunskih bolesti (Tabela
46).

Tabela 46. Parametri lipidnog statusa pacijenata sa TIDM sa i bez pridruZenih autoimunskih bolesti

Parametar T1DM Ti1IDM+CB T1IDM+ATD P

Ukupan holesterol, mmol/L 4,21 +0,84 4,05+ 0,47 4,22 +1,23 0,802
TG, mmol/L *# 0,74 (0,60-0,93) 0,71 (0,45-0,80) 0,68 (0,56-0,79) 0,701
LDL-H, mmol/L 2,14 + 0,69 2,24 + 0,56 2,32+1,09 0,442
HDL-H, mmol/L 1,69+0,38°2 1,46 £ 0,45 1,55+0,29 <0,05

Kontinuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti = standardne devijacije i poredeni ANOVA testom.
#Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Kruskal-Wallis-ovim testom i Mann-
Whitney U post hoc testom.

& Znacajna razlika u odnosu na T1IDM+CB grupu: ? P<0,05.

Na slici 19 je prikazana ucestalost dislipidemije u KG 1 u ispitivanim grupama pacijenata sa
T1DM. Kriterijum za povisenu koncentraciju LDL-H u KG bila je vrednost >3,36 mmol/L, a kod
pacijenata sa TLDM >2,6 mmol/L. Za snizene koncentracije HDL-H u KG smatrali smo vrednosti
koje su bile <0,9 mmol/L, a u grupi pacijenata vrednosti <1,15 mmol/L kod decaka i vrednosti <1,29
mmol/L kod devojéica. Na osnovu ovih kriterijuma, utvrdili smo da 7,9% ispitanika u KG ima
povisene koncentracije LDL-H. Ucestalost pacijenata sa povisenim koncentracijama LDL-H u T1DM
grupi iznosila je 22,1%, u TLDM+CB grupi 35,7%, a u TAIDM+ATD grupi 26,7%. Ove frekvence su
bile statisticki znacajno viSe nego u KG (P<0,001). U svim grupama sa T1DM bilo je znacajno vise
(P<0.05) pacijenata sa snizenim koncentracijama HDL-H, nego u KG (3,6%). Konkretno, u grupi
koja je imala samo T1DM ucestalost je iznosila 8,4%, dok je u grupi sa TIDM+CB bila 21,4%, a u
grupi sa TLDM+ATD 16,7%. Hipertrigliceridemiju (TG >1,69 mmol/L) je imalo 3,6% ispitanika u
KG i 3,9% pacijenata u grupi koja je imala samo T1DM, a pacijenti sa TAIDM+CB i TA(DM+ATD
nisu imali hipertrigliceridemiju (P=0,625).
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Slika 19. Ucestalost pacijenata sa poviSenim koncentracijama LDL-H i sniZenim koncentracijama HDL-
H u ispitivanim grupama pacijenata sa TIDM i KG

Kao §to se moze videti na slici 20 i u tabeli 47, dijametri LDL Cestica se nisu znacajno
razlikovali izmedu KG i grupa T1DM pacijenata sa i bez pridruzenih autoimunskih bolesti (P=0,619).
Sa druge strane, dijametri HDL Cestica su bili znacajno snizeni u grupama pacijenata sa pridruzenim
autoimunskim bolestima (Slika 21, Tabela 48). Post hoc analiza je pokazala da su HDL dijametri u
T1DM+CB grupi znac¢ajno manji od dijametara u grupi pacijenata koji imaju samo T1DM (10,09 +
0,88 nm; P<0,05) i u KG (10,21 £ 1,02 nm; P<0,05).
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Slika 20. Dijametri LDL Cestica u ispitivanim grupama pacijenata sa TIDM i KG
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Tabela 47. Veli¢ina i raspodela LDL subfrakcija kod pacijenata sa TIDM sa i bez pridruZenih

autoimunskih bolesti

T1DM T1DM+CB T1IDM+ATD P

LDL dijametar, nm 26,38 + 1,26 2597+121 26,15+ 1,07 0,619
LDL dijametar < 25,5nm, % 25,8 42,9 33,3 0,314
LDL subfrakcije, %

LDL | 23,3+7,8 23,555 224+7,0 0,846

LDL 11 28,0+6,0 27,4+46 26,5+4.8 0,430

LDL 111 209+4,7 212+43 215+5,6 0,815

LDL IV 274+78 279+45 29,6 £9,5 0,390
Male, guste LDL cestice, % 48,6 +9,6 491 +8,1 51,1+9,3 0,430

Kontinuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti =+ standardne devijacije i poredeni ANOVA testom.
Kategoricki podaci su prikazani kao relativne frekvence i poredeni Chi-kvadrat testom.
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Slika 21. Dijametri HDL Cestica u ispitivanim grupama pacijenata sa TIDM i KG
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Tabela 48. Veli¢ina i raspodela HDL subfrakcija u ispitivanim grupama

T1DM T1DM+CB T1IDM+ATD P

HDL dijametar, nm 10,09+£0,892 9,42 £ 0,93 9,83+£1,02 <0,05
HDL dijametar < 8,8 nm, % 19,4 42,9 23,3 0,119
HDL subfrakcije:

HDL 2b, % 419+8,2 39,2+10,0 422+ 79 0,470

HDL 2a, % 20,8+ 3,9 20,0+2,6 219+3,6 0,225

HDL 3a, % 171+4,6 192+7,3 169+4,0 0,267

HDL 3b, % 11,1+£5,0 11,6 £5,0 9,6 +3,8 0,255

HDL 3c, % 9,0+4,2 10,1 £ 3,6 94+54 0,589
Male HDL cestice, % 37,382 409+9.1 359+8,9 0,077

Kontinuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni ANOVA testom i
Tukey post hoc testom. Kategoricki podaci su prikazani kao relativne frekvence i poredeni Chi-kvadrat testom.
& Znacajna razlika u odnosu na T1IDM+CB grupu: ? P<0,05.

Distribucija LDL subfrakcija u ispitivanim grupama pacijenata sa TIDM se nije znacajno
razlikovala (Tabela 47). Iako nismo utvrdili znacajne razlike u udelima pojedina¢nih HDL subfrakcija
izmedu grupa (Tabela 48), ukupan udeo HDL 2 subfrakcija u KG (69,1 + 7,6%) bio je znacajno visi
od udela u grupama sa TLDM+CB (59,1 + 9,1%; P<0,001), TIDM+ATD (64,1 £ 8,9%; P<0,05) i u
grupi koja je imala samo T1DM (62,7 £ 8,2%; P<0,001). U skladu sa prethodnim, u sve tri grupe
pacijenata udeo malih HDL ¢estica (Tabela 48) je bio znacajno visi (P<0,001) nego u KG (30,9 +
7,6%).
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U nastavku smo uporedili vrednosti indeksa ateroskleroze (LDL-H/HDL-H) u posmatranim
grupama pacijenata sa TIDM. Najnize vrednosti ovog indeksa su imali TIDM pacijenti bez
pridruzenih autoimunskih bolesti (1,33 + 0,51). Prosecna vrednost indeksa ateroskleroze u
T1DM+CB grupi iznosila je 1,54 = 0,74. U grupi sa TADM+CB vrednosti indeksa ateroskleroze su
bile najvise (1,75 + 0,86). Statisti¢ki znacajna razlika je potvrdena izmedu TIDM i TIDM+CB grupe
(P<0,05).

Zatim je uradena linearna regresiona analiza (Tabela 49) da bi se ispitala povezanost indeksa
ateroskleroze sa klini¢kim i laboratorijskim parametrima pacijenata sa TLDM. Rezultati univarijantne
analize su pokazali da je indeks ateroskleroze u pozitivnoj korelaciji sa ITM, udelom HbA1 i
koncentracijama TG i TPO-At. Nakon §to su sve promenljive koje su zna¢ajno korelirale (P<0,01) sa
indeksom ateroskleroze u univarijantnoj analizi uklju¢ene u multivarijantnu analizu, koncentracije
TG 1 TPO-At su ostale znacajni, nezavisni prediktori indeksa ateroskleroze.

Tabela 49. Rezultati univarijantne i multivarijantne linearne regresione analize asocijacija sa indeksom

ateroskleroze kod pacijenata sa TLDM

Varijable Univariantna analiza Multivarijantna analiza
R P R P
TG, mmol/L 0,396 <0,001 0,356 <0,001
HbA1c, % 0,206 <0,01 0,047 0,551
ITM, kg/m? 0,184 <0,01 0,138 0,068
TPO-At, U/L 0,148 <0,01 0,171 <0,05
hsCRP, mg/L 0,130 0,070 0,008 0,919
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Na slici 22 su prikazane koncentracije PCSK9 kod pacijenata sa TIDM u odnosu na
pridruzene autoimunske bolesti i u KG. NajviSe koncentracije PCSK9 su imali pacijenti sa
T1IDM+ATD (medijana: 231,00 ng/mL; interkvartilni raspon: 176,50-283,50 ng/mL), a najnize
pacijenti sa TLDM+CB (medijana: 207,00 ng/mL; interkvartilni raspon: 179,00-244,00 ng/mL). Kod
T1DM pacijenata koji nisu imali pridruzene autoimunske bolesti medijalna koncentracija PCSK9
iznosila je 229,00 ng/mL, a interkvartilni raspon 183,00-284,50 ng/mL. Razlika izmedu posmatranih
grupa nije bila statisti¢ki zna¢ajna (P=0,376).
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Slika 22. Koncentracije PCSK9 u ispitivanim grupama pacijenata sa TLDM u KG
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Sa ciljem da se utvrdi da li pridruzene autoimunske bolesti uticu na rizik za razvoj
dislipidemije u T1DM uradena je binarna logisti¢ka analiza. Rizi¢na grupa je formirana od pacijenata
sa TIDM+CB i TIDM+ATD, a pacijenti koji su imali samo T1DM ¢inili su referentnu grupu. Najpre
smo utvrdili da prisustvo CB i1 ATD nije znac¢ajno povezano sa povisenim koncentracijama LDL-H u
T1DM (OR: 1,42; 95% CI: 0,67-3,01; P=0,357).

Potom je analizirana povezanost prisustva CB i ATD sa snizenim koncentracijama HDL-H u
T1DM (Tabela 50). Analiza je pokazala da je verovatnoc¢a da pacijenti imaju snizene koncentracije
HDL-H oko 3 puta veca (OR: 2,96; P<0,05) ukoliko je TIDM udruzen sa CB ili ATD. U
multivarijantnoj analizi kreirano je 6 modela sa ciljem da se izvrsi korekcija za: uzrast, pol i stadijun
puberteta (model 1), duzinu trajanja dijabetesa i udeo HbAic (model 2), koncentraciju TG i ITM
(model 3), koncentracije TSH (model 4) i hsCRP-a (model 5) i urinarnu ekskreciju aloumina (model
6). Nakon korekcije za demografske karakteristike, kao i za parametre metabolicke kontrole,
tireoidnog i statusa inflamacije, pacijenti sa udruzenim autoimunskim bolestima su i dalje imali ve¢u
verovatno¢u za snizene koncentracije HDL-H. Veza izmedu prisustva CD i ATD 1 snizenih
koncentracija HDL-H je bila na granici statisticke znacajnosti (P=0,054) nakon korekcije za urinarnu
ekskreciju albumina.

Tabela 50. Povezanost prisustva CB i ATD sa sniZenim koncentracijama HDL-holesterola u TIDM

Zavisna promenljiva OR (95% CI) P
Prisustvo CD ili ATD 2,96 (1,16-7,56) <0,05
Korekcija za:

Model 1 (uzrast, pol i stadijum puberteta) 3,02 (1,18-7,75) <0,05
Model 2 (trajanje djabetesa i HbA1c) 3,15 (1,22-8,18) <0,05
Model 3 (ITM and TG) 3,23 (1,24-8,39) <0,05
Model 4 (hsCRP) 3,10 (1,92-8,08) <0,05
Model 5 (TSH) 3,49 (1,15-10,63) <0,05
Model 6 (urinarna ekskrecija aloumina) 3,15 (0,98-10,13) 0,054

81



4.7. Povezanost ranih lipidnih i inflamatornih markera ateroskleroze sa
razvojem komplikacija TIDM

Imajuéi u vidu da su u ovo istrazivanje ukljuceni pacijenti sa TIDM kod kojih klinickim
pregledom nije utvrdeno prisustvo komplikacija, potencijalni znacaj odredivanja lipidnih i
inflamatornih markera za razvoj komplikacija analiziran je na osnovu ekskrecije albumina u urinu.
Povezanost lipidnih i inflamatornih markera sa urinarnom ekskrecijom albumina analizirana je u
grupi od 156 pacijenata sa T1DM, nakon §to su iz originalnog uzorka izuzeti pacijenti sa pridruzenim
autoimunskim bolestima (n=45). PoSto u ispitivanoj grupi nije bilo pacijenata sa
mikroalbuminurijom, analiza je nastavljena podelom pacijenata na osnovu kvartilnih vrednosti za
urinarnu ekskreciju albumina u uzorku (Tabela 51).

Tabela 51. Demografske karakteristike pacijenata sa TLDM po kvartilima urinarne ekskrecije albumina

Urinarna ekskrecija albumina (pg/min)

I kvartil Il kvartil M1 kvartil IV kvartil
Parametar

(£29) (3,0-4,2) (4,3-7,4) (>7.5)
Uzrast, godine 12,7+ 35 153+33% 147+26?% 153+20?% <0,01
Pol (muski/Zenski), % 51,6/48,4 41,9/58,1 48,4/51,6 64,5/355 0,340
Trajanje dijabetesa, 8,0 7,0 7,0 8,0 0.320
godine # (6,0-8,0) (5,0-8,0) (5,0-8,0) (6,0-9,0) '
Uzrast pri postavljanju 6,0 8,02 8,0% 8,0? 005

< ]

dijagnoze, godine # (3,0-6,5) (5,0-11,0) (5,0-10,0) (5,0-9,0)
ITM, kg/m? 19,1+£33 20,9+ 3,2 216 £4,6 20,6 £3,3 0,060
Sistolni pritisak, 105 105 110 110 0.076
mm Hg * (100-110) (100-110) (105-120) (100-115) '
Dijastolni pritisak, 60 70 70 65 0106
mm Hg * (60-70) (60-70) (60-77) (60-70) '

Kontinuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni ANOVA testom i
Tukey post hoc testom. Kategoricki podaci su prikazani kao relativne frekvence i poredeni Chi-kvadrat testom.
#Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Kruskal-Wallis-ovim testom i Mann-
Whitney U post hoc testom.

& Znacajna razlika u odnosu na I kvartil: 2 P<0,05.

Kao $to se moze videti u tabeli 51, pacijenti ¢ija je ekskrecija albumina u urinu odgovarala |
kvartilu raspodele bili su znac¢ajno mladi od pacijenata u ostalim kvartilnim grupama. Pored toga, ova
analiza je pokazala da je pacijentima u | kvartilu dijagnoza T1DM postavljena znatno ranije nego
pacijenatima iz ostalih kvartilnih grupa.
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Tabela 52. Biohemijski parametri pacijenata sa TLDM po kvartilima urinarne ekskrecije albumina

Urinarna ekskrecija albumina (pug/min)

I kvartil Il kvartil Il kvartil IV kvartil
Parametar P
(<£2,9) (3,0-4,2) (4,3-7,4) >7.5)
Glukoza, mmol/L 11,63 +5,17 15,27 + 4,66 12,06 + 4,89 10,92+4,01 0,815
7.8 75 7,7 79
HbA1c, % # 0,489
(7,3-8,5) (7,1-8,2) (6,6-8,8) (7,1-8,7)
Ukupan holesterol,
447 +117 4,15+ 0,69 422 +0,74 3,94 +£0,51 0,087
mmol/L
0,70 0,66 0,80 0,74
TG, mmol/L# 0,554
(0,56-0,89) (0,57-0,84) (0,65-0,93) (0,61-0,93)
LDL-H, mmol/L 2,37 £ 0,86 2,13+0,61 2,15+ 0,57 1,85+0,452 <0,05
HDL-H, mmol/L 1,75+0,43 1,68 +0,33 1,69+0,42 1,63+0,35 0,661
Urea, mmol/L 2,37 £0,86 2,13+0,61 2,15+ 0,57 1,85+ 0,45 0,580
70,0 75,02 79,6 % 76,8 %
Kreatinin, pumol/L # <0,01
(61,0-75,0) (70,0-85,0) (73,5-86,2) (72,1-89,1)
JGF, mL/min/1,73m? 81,7 79,8 77,0 79,5 0322
# (76,7-88,2) (73,3-85,9) (67,0-87,0) (73,0-87,70) ’
0,70 0,75 0,70 0,70
hsCRP, mg/L # 0,967
(0,30-1,40) (0,30-1,60) (0,40-1,60) (0,40-1,40)

Kontinuirani podaci su prikazani kao srednje vrednosti = standardne devijacije i poredeni ANOVA testom i
Tukey post hoc testom. Kategori¢ki podaci su prikazani kao relativne frekvence i poredeni Chi-kvadrat testom.
#Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Kruskal-Wallis-ovim testom i Mann-
Whitney U post hoc testom.

& Znacajna razlika u odnosu na I kvartil: # P<0,05, #P<0,01.

Analiza biohemijskih parametara je pokazala da sa porastom urinarne ekskrecije albumina
raste 1 koncentracija kreatinina u serumu. Utvrdili smo da pacijenti u IV kvartilu imaju statisticki
znacajno nize koncentracije LDL-H od pacijenata u ostalim kvartilnim grupama. Koncentracija
glukoze i udeo HbA1. se nisu znacajno razlikovali izmedu grupa (Tabela 52).
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Tabela 53. Veli¢ina i raspodela LDL subfrakcija kod pacijenata sa TIDM po kvartilima urinarne

ekskrecije albumina

Urinarna ekskrecija albumina (pg/min)

I kvartil Il kvartil I kvartil IV kvartil
Parametar p
(£2)9) (3,0-4,2) (4,3-7,4) >7.5)
LDL
. 258+14 263+1,1 265+1,0 26,8+09 ¢ <0,01
dijametar, nm
LDL I, % 224+73 23,0+8,5 21,9+6,1 25,2+85 0,333
LDL I, % 27, 7+53 26,0+45 295+59 295+76 0,063
LDL I, % 21,9+6,6 21,1+40 21,0+ 3,4 195+3,7 0,176
LDL IV, % 28,0 +6,8 299+8.2 276+6,1 25775 0,156
Male,
49,8 + 10,3 51,0+8,9 48,6 +7,3 45,3+ 10,2 0,087

guste LDL, %

Podaci su prikazani kao srednje vrednosti = standardne devijacije i poredeni ANOVA testom i Tukey post hoc
testom.
& Znacajna razlika u odnosu na I kvartil: # P<0,05.

Pacijenti Cija je ekskrecija albumina u urinu odgovarala I kvartilu su imali zna¢ajno manje
dijametre LDL cestica od pacijenata u IV kvartilnoj grupi. Uocen je trend porasta relativnih udela
LDL II subfrakcija i smanjenja udela malih, gustih LDL cestica sa porastom urinarne ekskrecije
albumina, ali razlike nisu bile statisticki znacajne (Tabela 53).
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U tabeli 54 je dat uporedni prikaz dijametara i distribucije HDL subfrakcija po kvartilima
urinarne ekskrecije albumina. Utvdili smo da sa porastom ekskrecije albumina u urinu znacajno raste
relativni udeo HDL 3b subfrakcija, odnosno ukupni udeo malih HDL ¢estica.

Tabela 54. Veli¢ina i raspodela HDL subfrakcija kod pacijenata sa TIDM po kvartilima urinarne

ekskrecije albumina

Urinarna ekskrecija albumina (pg/min)

I kvartil Il kvartil Il kvartil IV kvartil
Parametar
(£2,9 (3,0-4,2) (4,3-7,4) (>7.5)
HDL
- 10,2 +0,7 10,2+0,9 98+1,0 10,0+0,9 0,146
dijametar, nm
HDL 2b, % 43,1 +£10,0 435+ 7,7 400+7,0 40,7+ 8,5 0,272
HDL 2a, % 223+6,5 206 £3,1 20,3+3,1 206 +3,5 0,264
HDL 3a, % 16,6 +3,9 159+35 18,3+54 17,8+49 0,161
HDL 3b, % 8,8+2,6 12,0+5,3 122+6,3 2 122+59 2 <0,05
HDL 3c, % 92+52 78140 92+3,7 8,8+3,8 0,535
Male
346+7,6 35,8+8,4 39,7+8,3 38,777 <0,05

HDL cestice, %

Podaci su prikazani kao srednje vrednosti = standardne devijacije i poredeni ANOVA testom i Tukey post hoc
testom.
& Znacajna razlika u odnosu na I kvartil: # P<0,05.
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Rezultati prikazani u tabeli 55 i na slici 23 pokazuju da se koncentracije PCSK9 nisu
znacajno razlikovale po kvartilima urinarne ekskrecije albumina.

Tabela 55. Koncentracije PCSK9 kod pacijenata sa TIDM po kvartilima urinarne ekskrecije albumina

Urinarna ekskrecija albumina (pg/min) PCSKO9, ng/mL
I kvartil 221,15
(=2)9) (187,81-296,79)
Il kvartil 218,28
(3,0-4,2) (186,15-255,41)
I kvartil 235,59
(4,3-7,4) (191,56-285,29)
IV kvartil 213,65
(=7.5) (182,07-253,65)
P 0,678

Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Kruskal-Wallis-ovim testom.

500,07

400,07

300,07

PCSK?9, ng/mL

200,01

100,07

T T T
| ] ] v

Kvartili urinarne ekskrecije albumina

Slika 23. Koncentracije PCSK9 kod pacijenata sa TLDM po kvartilima urinarne ekskrecije albumina
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Zatim smo analizirali gensku ekspresiju u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi i
koncentracije markera inflamacije. U tabeli 56 i na slici 24 (pod A i C) su dati nivoi iIRNK za TGF-
B1 i RAGE, a u tabeli 57 i na slici 24 (pod B i D) su prikazane koncentracije TGF-1 i sSRAGE u
plazmi pacijenata sa TIDM po kvartilima urinarne ekskrecije albumina.

Tabela 56. Genska ekspresija TGF-f1 i RAGE kod pacijenata sa TLDM po kvartilima urinarne ekskrecije

albumina

Urinarna ekskrecija albumina (pg/min)

| kvartil Il kvartil Il kvartil IV kvartil
Parametar
(£2)9) (3,0-4,2) (4,3-7,4) (>7.5)
1,04 0,82 0,84 0,792
TGF-B1 iRNK <0,05
(0,75-1,35) (0,75-1,02) (0,76-1,08) (0,65-0,83)
1,03 0,90 1,02 0,86
RAGE iRNK 0,264
(0,79-1,36) (0,74-1,21) (0,79-1,25) (0,68-1,16)

Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Kruskal-Wallis-ovim testom i Mann-

Whitney post hoc testom.
& Znacajna razlika u odnosu na I kvartil: # P<0,05.

Tabela 57. Koncentracije inflamatornih markera kod pacijenata sa TIDM po kvartilima urinarne
ekskrecije albumina

Urinarna ekskrecija albumina (pg/min)

I kvartil Il kvartil Il kvartil IV kvartil
Parametar
(S 2’9) (310-4!2) (413'714) (2755)
32,21 33,71 26,82 26,57
TGF-B1, ng/mL 0,975
(25,72-44,90)  (22,46-42,33) (16,19-39,38) (23,38-43,61)
1,59 1,55 1,58 1,54
SRAGE, ng/mL 0,629
(1,47-2,12) (1,17-1,99) (1,17-1,84) (1,16-1,98)

Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Kruskal-Wallis-ovim testom.
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Slika 24. Genska ekspresija u mononuklearnim Celijama periferne krvi i koncentracija inflamatornih
markera u plazmi pacijenata sa TLDM po kvartilima urinarne ekskrecije albumina: A) Normalizovani nivoi
TGF-p1 iIRNK; B) Koncentracije TGF-g1; C) Normalizovani nivoi RAGE iRNK; D) Koncentracije SRAGE.

Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Kruskal-Wallis-ovim testom i Mann-
Whitney post hoc testom: *P<0,05.

Utvrdili smo da se nivoi TGF-B1 iRNK znacajno razlikuju po kvartilima urinarne ekskrecije
albumina. Pacijenti ¢ija je ekskrecija albumina u urinu odgovarala IV kvartilu (>7,5 pg/min, $to se
smatra ranim povecanjem urinarne ekskrecije albumina koji prethodi mikroalbuminuriji), su imali
znacajno nize nivoe iIRNK za TGF-B1 od pacijenata u I kvartilu. Za razliku od genske ekspresije,
koncentracije TGF-f1 u plazmi se nisu znacajno razlikovale po kvartilima urinarne ekskrecije
albumina. Takode, nije bilo razlike ni u genskoj ekspresiji RAGE, kao ni u koncentracijama sSRAGE
u plazmi.
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Tabela 58. Rezultati ordinalne logisticke regresione analize

Nezavisne promenljive OR (95%Cil) P NageF:I:erke
hsCRP, mg/L 0,99 (0,89-1,09) 0,806 0,001
TGF-B1 iRNK 0,28 (0,13-0,61) <0,01 0,140
TGF-B1, ng/mL 0,99 (0,97-1,02) 0,507 0,004
RAGE iRNK 0,61 (0,36-0,99) <0,05 0,030
SRAGE, ng/mL 0,73 (0,42-1,27) 0,261 0,011
Model 1 Korigovani 5 Nagelkerke
OR (95%ClI) R?
hsCRP, mg/L 0,98 (0,86-1,11) 0,735 0,177
TGF-B1 iRNK 0,34 (0,14-0,84) <0,05 0,231
TGF-B1, ng/mL 0,98 (0,96-1,01) 0,112 0,193
RAGE iRNK 0,65 (0,35-1,22) 0,181 0,206
sRAGE, ng/mL 0,87 (0,47-1,64) 0,675 0,188
Model 2 Korigovani 5 Nagelkerke
OR (95%ClI) R?

hsCRP, mg/L 0,99 (0,97-1,03) 0,280

TGF-B1 iRNK 0,22 (0,07-0,74) <0,05

TGF-B1, ng/mL 0,97 (0,96-1,01) 0,320 0,220
RAGE iRNK 1,15 (0,51-2,64) 0,735

SRAGE, ng/mL 0,87 (0,44-1,71) 0,679

U modelu 1 je izvrSena korekcija za: pol (0-Zenski; 1-muski), uzrast, sistolni i dijastolni pritisak, kreatinin,
hsCRP i HbAc.

U modelu 2 je izvrSena korekcija za: pol (0-Zenski; 1-muski), uzrast, sistolni i dijastolni pritisak, kreatinin,
hsCRP, HbA. i koncentracije i nivoe iRNK TGF-f1i RAGE.

U tabeli 58 su prikazani rezultati ordinalne logisti¢ke regresione analize, koja je uradena sa
ciljem da se utvrdi da li ispitivani markeri inflamacije mogu da predvide rano povecanje urinarne
ekskrecije albumina (>7,5 pg/min). Utvrdili smo da su genska ekspresija TGF-B1 i iRNK RAGE
znacajno udruZeni sa ranim povecanjem urinarne ekskrecije albumina.

U multivarijantnoj analizi je potvrdeno da je veza izmedu nizih nivoa TGF-B1 iRNK i ranog
povecanja ekskrecije albumina u urinu nezavisna od drugih varijabli koje su testirane u modelima 1
I 2 (Tabela 58). Konkretno, sa smanjenjem ekspresije gena za TGF-f1 za jednu jedinicu, verovatnoéa
za povecanje ekskrecije albumina u urinu je rasla za 66% (model 1), odnosno za 78% (model 2). Na
osnovu vrednosti Nagelkerke R? koeficijenta utvrdili smo da model 1 objasnjava 23,1%, a model 2
objasnjava 22% varijacije u urinarnoj ekskreciji albumina (Tabela 58).
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Uzimaju¢i u obzir sve prethodne rezultate, kao i to da su se jedino nivoi genske ekspresije 1
koncentracije markera inflamacije u plazmi znacajno razlikovali izmedu pacijenata sa TIDM i
ispitanika u KG (Slika 14, Tabele 15 i 16), na kraju smo analizirali potencijalnu nezavisnu povezanost
ispitivanih markera inflamacije sa TIDM. U tu svrhu uradena je binarna logisticka regresiona analiza
(Tabela 59), koja je u univarijantnoj analizi pokazala da su nivoi iRNK i koncentracije TGF-B1 i
RAGE, kao i koncentracija hsCRP-a znacajno povezani sa T1DM.

Primenom multivarijantne analize izvrSena je korekcija za demografske karakteristike (uzrast,
pol i ITM), te za vrednosti laboratorijskih parametrara koji su se znacajno razlikovali izmedu
pacijenata i kontrola (urea, HDL-H, hsCRP). Nakon korekcije za navedene varijable (model 1), veza
izmedu ispitivanih markera inflamacije i TIDM je ostala statisticki znacajna. Medutim, kada su u
analizu dodatno ukljucene i vrednosti za gensku ekspresiju i koncentracije TGF-B1 i RAGE (model
2), nivo iRNK za RAGE viSe nije bio statistiCki znaCajno povezan sa TIDM, dok su ostali
inflamatorni markeri zadrzali statisticku znaCajnost (Tabela 59).
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Tabela 59. Rezultati binarne logisti¢ke regresione analize

Nezavisne promenljive OR (95%Cil) P NageF:I:erke
hsCRP, mg/L 1,42 (1,08-1,87) <0,05 0,066
TGF-B1 iRNK 0,35 (0,24-0,50) <0,001 0,241
TGF-B1, ng/mL 1,04 (1,02-1,06) <0,001 0,082
RAGE iRNK 0,41 (0,29-0,59) <0,001 0,178
SRAGE, ng/mL 3,97 (2,18-7,24) <0,001 0,140
Model 1 Korigovani 5 Nagelkerke
OR (95%ClI) R?
hsCRP, mg/L 1,66 (1,17-2,34) <0,01 0,321
TGF-B1 iRNK 0,23 (0,14-0,39) <0,001 0,519
TGF-B1, ng/mL 1,04 (1,01-1-06) <0,01 0,357
RAGE iRNK 0,32 (0,20- 0,52) <0,001 0,457
sRAGE, ng/mL 4,35 (2,09- 8,66) <0,001 0,429
Model 2 Korigovani 5 Nagelkerke
OR (95%ClI) R?

hsCRP, mg/L 1,89 (1,21-2,96) <0,01

TGF-B1 iRNK 0,15 (0,06-0,39) <0,001

TGF-B1, ng/mL 1,07 (1,03-1,12) <0,001 0,60
RAGE iRNK 1,08 (0,49-2,40) 0,841

SRAGE, ng/mL 2,51 (1,11-5,71) <0,05

U modelu 1 je izvrSena korekcija za: pol (0-Zenski; 1-muski), uzrast, ITM, ureu, HDL-H i hsCRP.

U modelu 2 je izvrSena korekcija za: pol (0-zenski; 1-muski), uzrast, ITM, ureu, HDL-H i hsCRP i

koncentracije i nivoe iRNK TGF-f1 i RAGE.
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5. Diskusija

T1DM je autoimunska, hroni¢na bolest sa globalno rastu¢om incidencom (1). Prema studiji
koja je obuhvatila 15 regionalnih zdravstvenih centara u Srbiji, desetogodiSnja, prosecna
standardizovana incidenca T1DM klasifikuje Srbiju u zemlje sa visokom incidencom ove bolesti (5).
Epidemioloske studije pokazuju da je povecanje incidence TIDM u poslednjoj deceniji najvece u
zemljama u razvoju i ekonomskoj tranziciji (1,4,8), Sto je u saglasnosti sa istrazivanjima sprovedenim
u Srbiji i zemljama u okruzenju (5). Za razumevanje etioloske osnove bolesti, vazno je zapazanje da
je najveéi porast incidence zabeleZen upravo u regionima sa niskom ili umerenom HLA genetskom
predispozicijom, ukazujuéi na rastuéi uticaj faktora sredine na razvoj bolesti (272). Rezultati
epidemioloskih studija Sirom sveta pokazuju da je ateroskleroza, kao dugoro¢na makrovaskularna
komplikacija TIDM, glavni uzrok kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta kod obolelih (64).

Ateroskleroza je potvrdena u brojnim istrazivanjima T1DM, ukazujuc¢i da nastaje jo§ u ranom
detinjstvu i da ima ubrzan i ekstenzivan razvoj (65,66,73). Tradicionalni faktori rizika za KVB,
identifikovani jo$ u detinjstvu, uz faktore rizika karakteristicne za TIDM, doprinose preuranjenom
nastanku i progrediranju KVB u kasnijem zivotnom dobu. Ozbiljnost aterosklerotskih bolesti u
T1DM se vezuje ne samo za postojanje faktora rizika i njihovu interakciju, ve¢ 1 za njihovo
dugogodisnje perzistiranje kod obolelih. Zbog svega navedenog, TIDM se smatra nezavisnim
faktorom rizika za razvoj KVVB (65,66,79). U skladu sa tim su i procene da je rizik od fatalnih ishoda
KVB pre ¢etrdesete godine, 20 puta veéi kod osoba sa TIDM u odnosu na zdravu populaciju (73).
Pored naprednih tehnika za detekciju znaka subklini¢ke ateroskleroze, poput cIMT 1 aIMT,
kalcifikacije arterija i funkcionalnih abnormalnosti srca, neophodna su dodatna laboratorijska
istrazivanja ranih aterosklerotskih markera koja obuhvataju pedijatrijsku populaciju. Longitudinalna
studija DCCT/EDIC, je pokazala da je HbA1c najsnazniji prediktor KVB u grupi dijabeti¢ara kod
kojih na pocetku studije nije detektovana hipertenzija i hiperholesterolemija (273). Rezultati
prospektivne EDC studije (eng. Pittsburgh Epidemiology of Diabetes Complications) kod pacijenata
sli¢ne starosti, ali sa duzim trajanjem T1DM na kraju studije u odnosu na DCCT, su pokazali da
ekskrecija albumina ima jacu prediktivnu vrednost za KVB u odnosu na HbA1c (274). Pored toga,
kod pojedinih u€esnika EDC studije su bili prisutni faktori rizika poput hiperholesterolemije i
hipertenzije. Incidenca KVB (angine pektoris, patoloske revaskularizacije, infarkta miokarda,
mozdanog udara i smrti od KVB), u ovoj studiji je bila u korelaciji sa duzinom trajanja bolesti,
ekskrecijom albumina, hipertenzijom, kao i sa koncentracijama LDL-H, TG i HbA1: (274). Poredenje
nalaza ove dve opseZne studije je pokazalo da tradicionalni faktori rizika na sli¢an nacin uticu na
pojavu kardiovaskularnih komplikacija, ali da prediktivha vrednost metabolicke kontrole 1
mikroalbuminurije varira u zavisnosti od trajanja T1DM, tj. veca je prediktivna vrednost
mikroalbuminurije u sluc¢aju duzeg trajanja bolesti (275). Bogalusa Hearth studija je u cilju evaluacije
faktora rizika kod zdrave dece i adolescenata utvrdila povezanost ITM, sistolnog i dijastolnog pritiska
i dislipidemije sa prisustvom masnih lezija i fibroznih plakova na aorti (276). Faktori rizika za KVB
kod dece i adolescenata sa TIDM su evaluirani i u opseznim studijama preseka, u cilju kontrole
promenljivih faktora, te prevencije ili usporavanja ateroskleroze. U multicentri¢noj studiji (DPV),
koja je sprovedena u Nemackoj (eng. The German diabetes documentation and quality management
system), Schwab 1 saradnici su na uzorku od 33488 ispitanika sa TIDM, mladih od 18 godina,
pokazali da su najucestaliji faktori rizika neadekvatna metabolicka kontrola, zatim hipertenzija,
dislipidemija, pusSenje i gojaznost (72). Istrazivanje faktora rizika u okviru NCDQ projekta (eng.
Norwegian Childhood Diabetes and Quality project) je pored tradicionalnih faktora rizika obuhvatilo
I genetsku predispoziciju za pojavu dijabetesa i KVB, kao i bihevioralne karakteristike dece i
adolescenata ukljucenih u studiju. Prikazani rezultati su izdvojili neadekvatnu metabolicku kontrolu
u kombinaciji sa genetskim nasledem 1 dislipidemijom kao najfrekventnije faktore kardiovaskularnog
rizika (73).
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Ovo istrazivanje je dizajnirano kao studija preseka, a obuhvatilo je pacijente bez prisutnih
komplikacija dijabetesa. Demografski podaci ukazuju da nije bilo razlike izmedu grupe dece sa
T1DM i KG (Tabela 1), uzimajuci u obzir tradicionalne faktore rizika za KVB, kao §to su vrednosti
sistolnog i dijastolnog pritiska i gojaznost. Gojaznost je detektovana kod 3,5% pacijenata $to je manja
ucCestalost u odnosu na rezultate evropskih studija (72,277). Mikroalbuminurija nije zabeleZena
(Tabela 3), ali pojava ranog poveéanja brzine ekskrecije albumina, utvrdena kod priblizno 19%
pacijenata (Tabela 3), ukazuje na potencijalni rizik za KB (235). U grupi dece sa T1DM je prose¢na
duzina trajanja bolesti bila duza od pet godina (Tabela 2). Vecina pacijenata je dobijala intenzivnu
insulinsku terapiju putem multiplih dnevnih injekcija (=95%), dok je malom broju bila dostupna
kontinuirana subkutana insulinska infuzija, tj. portabilna insulinska pumpa (Tabela 2). Kod vecine
pacijenata koji su koristili insulinske analoge se doza insulina izra¢unavala na osnovu insulinsko-
ugljenohidratnog odnosa i faktora osetljivosti. Srednja vrednost HbA1c 7,7% (Tabela 3) i 42%
ispitanika sa optimalnom metabolickom kontrolom u grupi pacijenata, ukazuje na uspeSnu
metabolicku kontrolu, $to se potvrduje odsustvom komplikacija koje prate dijabetes. DCCT studija
je utvrdila prednost intenzivne u odnosu na konvencionalnu insulinsku terapiju kod adolescenata i
odraslih osoba sa TIDM u postizanju bolje metabolicke kontrole (75,278). Kao posledica toga,
uocena je sSmanjena incidenca dijabetesnih komplikacija (retinopatije, nefropatije, neuropatije), kao i
smanjenje znaka subklinicke ateroskleroze, cIMT i arterijske kalcifikacije. Takode, procenjeno je da
su znacajno smanjeni fatalni i nefatalni ishodi KVB u T1DM (60). SEARCH studija (eng. SEARCH
for Diabetes in Youth) je potvrdila prednost intenzivne u odnosu na konvencionalnu terapiju i kod
pedijatrijskih pacijenata u cilju postizanja bolje metabolicke kontrole (279).

Procena lipidnog statusa kod dece sa TIDM u naSoj studiji je ispitivana evaluacijom
standardnog lipidnog profila i veli¢ine i raspodele lipoproteinskih subfrakcija. U skladu sa rezultatima
velikog broja istrazivanja, ni u ovoj studiji nije bilo razlike u koncentracijama ukupnog holesterola,
LDL-H, non-HDL-H i TG izmedu pacijenata i kontrola (Tabela 4), dok su koncentracije HDL-H u
grupi dijabeticara bile znacajno vise nego u KG (72,83,277,280). Paradoksalna razlika u koncentraciji
HDL-H kod pacijenata i zdravih ispitanika potice, najverovatnije, od efekata insulinske terapije
pacijenata. Intenzivni, subkutani rezim administracije insulina dovodi do periferne hiperinsulinemije,
Sto indukuje aktivnost lipoproteinske lipaze i dovodi do brze hidrolize TRL. Pored toga, nadeno je da
je povecan odnos izmedu lipoproteinske lipaze i hepati¢ne lipaze, tj. povecana aktivnost
lipoproteinske lipaze i normalna aktivnost hepaticne lipaze, u pozitivnoj korelaciji sa HDL
subfrakcijama koje sadrze samo apoAl (LpA-1) Cestice, §to uslovljava porast koncentracije HDL-H
(281). U studiji Hayashibe i saradnika kod pedijatrijskih pacijenata sa T1DM, dokazano je da
periferna hiperinsulinemija dovodi do suprimiranja aktivnosti CETP, §to rezultuje povecanjem
koncentracije HDL-H (282).

Snizene koncentracije HDL-H (<0,9 mmol/L prema preporukama Vodica =za
dijagnostikovanje i lecenje lipidskih poremecaja i NCEP III (eng. National Cholesterol Education
Program) za zdravu decu i prema preporukama Ameri¢ke asocijacije za dijabetes (ADA, eng.
American diabetes association) imalo je 3,5% ispitanika u KG i 2% ispitanika u grupi dece sa TILDM
(266,283,284). Druge studije su pokazale heterogene rezultate. U DPV studiji koncentracije HDL-H
nize od 0,9 mmol/L, je imalo 8% dijabeticara (72). U longitudinalnim studijama koje su sprovedene
kod dece i adolescenata sa dijabetesom u Velikoj Britaniji (277) i SAD (280), 6,1 %, odnosno 3,3%
ispitanika, je bar jednom u toku ispitivanja imalo HDL-H <0,9 mmol/L. SEARCH studija je prikazala
manji procenat dijabeti¢ara sa HDL-H <0,9 mmol/L u odnosu na zdrave, nezavisno od postignute
metaboli¢ke kontrole, §to je u saglasnosti sa naSim rezultatima (83). U naSem istraZivanju,
koncentracije HDL-H niZe od preporu¢enih za T1DM imalo je 10,6% pacijenata, $to je bila znacajno
visa ucestalost nego u KG. Dalje, nismo detektovali znacajnu razliku u koncentracijama LDL-H i TG
izmedu pacijenata i kontrola (Tabela 4), te je kod 7,9% ispitanika u KG i kod 5,5% pacijenata
koncentracija LDL-H bila vec¢a od 3,36 mmol/L, tj. iznad rizi¢ne vrednosti za zdravu populaciju
(266). Rezultati drugih studija, kao DPV studija i studija sprovedena u Velikoj Britaniji, su pokazali
da je oko 10% pacijenata imalo vrednosti LDL-H vece od 3,34 mmol/L (72,277). Izostanak znacajnih
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razlika izmedu LDL-H kod pacijenata i KG se moZze objasniti, efektom intenzivne subkutane
insulinske terapije. Ovaj nacin administracije insulina povecava katabolizam apoB100 poreklom iz
LDL i pozitivno reguliSe ekspresiju i aktivnost LDLR, ¢ime se ubrzava klirens LDL ¢estica (285).

Medutim, prema preporukama ISPAD i ADA, vrednosti LDL-H za decu sa TIDM > 2,6
mmol/L se definiSu kao rizi¢ne i zahtevaju korekciju ishrane, Zivotnog stila i metabolic¢ke kontrole, a
preporucena je i terapija statinima, kod dece starije od 10 godina, ukoliko koncentracije LDL-H
ostanu vece od 3,34 mmol/L. U nasoj studiji, kod 23,2% pacijenata koncentracija LDL-H je bila visa
od preporucenih vrednosti za TIDM (>2,6 mmol/L) (2,48,284). U studiji preseka sprovedenoj u
Norveskoj (NCDQ), koncentracije LDL-H vise od preporucenih, imalo je 34,5% pacijenata (73), a u
longitudinalnoj studiji koja je sprovedena u Velikoj Britaniji, prekoracenje preporucene vrednosti bar
jednom u toku perioda pracenja je zabeleZeno kod 37,3% ispitanika (277). U skladu sa prethodno
navedenim rezultatima, u naSoj grupi ispitanika sa T1IDM je utvrdena znacajno visa ucestalost
dislipidemija nego u KG.

Uredan standardni lipidni profil kod osoba sa TIDM ne iskljuuje moguénost promene u
distribuciji lipoproteinskih subfrakcija u pravcu proaterogenog fenotipa. Zbog toga se uticaj
lipoproteinskih subfrakcija na kardiovaskularni rizik procenjuje na osnovu njihove distribucije i
veli¢ine, upotrebom metoda ultracentrifugiranja i gradijent-gel elektroforeze, dok se u cilju analize
koncentracije Cestica unutar svake od subfrakcija koristi NMR spektroskopija. Rezultati studija koje
su primenjivale NMR metodu su ukazali na visoku korelaciju sa rezultatima dobijenim metodama
ultracentrifugiranja ili gradijent-gel elektroforeze, koje jos uvek predstavljaju ,,zlatni standard u
analitici lipoproteinskih subfrakcija (286,287), mada se nedovoljna standardizacija metoda
primenjenih u studijama javlja kao klju¢ni problem u tumacenju rezultata. Ranija istrazivanja su
definisala tzv. aterogeni lipoproteinski fenotip, koji se karakteriSe dominacijom sdLDL cestica
udruzenih sa povecanjem koncentracija TG i VLDL C¢estica i redukcijom velikih HDL cestica,
odnosno smanjenom koncentracijom HDL-H (288). Veliki broj studija je ukazao na povezanost
kardiovaskularnog rizika i cerebrovaskularnih bolesti sa pove¢anim udelom ili koncentracijom
sdLDL (97). Dokazana je nezavisna povezanost sdLDL kod zdrave populacije sa ranim znacima
subklini¢ke ateroskleroze kao $to je cIMT, kao i sa ekspresijom proinflamatornih medijatora u
makrofagama (289). Novija istrazivanja u okviru ARIC (eng. The Aterosclerosis Risk in Communites)
studije, koja je ukljucila vise od 11000 ispitanika, pokazala su direktnu korelaciju izmedu
koncentracije sdLDL holesterola i rizika za razvoj koronarne bolesti srca, ¢ak 1 kod ispitanika koji su
imali preporucene koncentracije LDL-H. (290). S druge strane, opsezna longitudinalna studija koja
je obuhvatila priblizno 30 000 zdravih Zena, od kojih je oko 1000 razvilo KVB tokom 11 godina
pracenja, pokazala je da su koncentracije i malih i velikih LDL ¢estica zna¢ajno povezane sa razvojem
KVB (291). Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima studije MESA (eng. Multi Ethnic Study of
Atherosclerosis) koja je ispitivala patogenezu i progresiju ateroskleroze kod odraslih osoba bez KVB,
evaluacijom lipoproteinskih subfrakcija primenom NMR metode (292). U pomenutoj studiji i male i
velike LDL subfrakcije su bile u znacajnoj, asocijaciji sa IMT, nezavisno od drugih tradicionalnih
faktora rizika, ¢ak i od prisustva dijabetesa. Potencijalni uzrok ovakvih nalaza su mehanizmi koji leze
u osnovi proaterogenog efekta lipoproteinskih Cestica ekstremnih veliCina, jer obe subfrakcije
karakteriSe smanjeni afinitet ka LDLR (87). Treba ista¢i da su sprovedena i istrazivanja koja nisu
pokazala poseban doprinos odredivanja LDL subfrakcija u predvidanju kardiovaskularnog rizika, u
poredenju sa standardnim lipidnim profilom (291,293).

Podaci o raspodeli 1 veli¢ini lipoproteinskih subfrakcija kod pacijenata sa TIDM su
malobrojni, posebno u pedijatrijskoj populaciji. EDC studija nije potvrdila u NMR analizi prediktivnu
vrednost malih 1 srednjih LDL subfrakcija za KVB kod pacijenata sa T1IDM, kao ni znacajnu
povezanost LDL-H sa KVB tokom istrazivanja (287). S druge strane, sve tri klase VLDL cestica, kao
i koncentracije TG su pokazale povezanost sa koronarnim bolestima. Iako je povecanje koncentracije
TG udruzeno sa drugim proaterogenim i protrombotskim promenama, kao 1 povecanjem
koncentracije sdLDL i snizenjem HDL-H, rezultati ove studije ukazuju na primarni aterogeni znacaj
VLDL cestica u TIDM (287). Studija SEARCH je ukazala na visi udeo sdLDL kod dece sa
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dijabetesom, bez obzira na uredan standardni lipidni profil (83). Alabakovska i saradnici su prikazali
znacajno vecu prevalencu sdLDL kod dece sa TIDM (86%) u odnosu na KG (11%), nezavisno od
drugih komponenti lipidnog profila i metabolicke kontrole (294).

Suprotno, rezultati naseg istrazivanja pokazuju da je udeo sdLDL kod pacijenata bio znacajno
nizi, a udeo ve¢ih LDL I i LDL II subfrakcija zna¢ajno visi u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 5).
Sli¢ne podatke su objavili Gallo i saradnici, porede¢i marker subklinicke ateroskleroze - arterijsku
krutost i veli¢inu i koncentraciju lipoproteinskih subfrakcija (295). Kod dece sa T1DM su zabeleZene
znacajno nize koncentracije sdLDL u odnosu na kontrolnu grupu. Veée LDL cestice su bile
zastupljenije kod dijabeti¢ara, a korelacija izmedu veli¢ine ili koncentracije Cestica i arterijske
krutosti nije bila statisticki znacajna (295). Novija ispitivanja lipoproteinskih subfrakcija, NMR
tehnikom kod dece 1 mladih sa T1DM, su demonstrirala ve¢u ukupnu koncentraciju LDL cestica u
odnosu na zdrave, ali nisu utvrdila zna¢ajne razlike u koncentraciji sdLDL cCestica (296). Pored toga,
u pomenutoj studiji koncentracija sdLDL je bila u pozitivnoj korelaciji sa cIMT i kod osoba sa TIDM
i kod zdravih (296).

Treba napomenuti da je povecanje udela sdLDL cestica nadeno u mnogim stanjima koja su
udruzena sa razvojem ateroskleroze u detinjstvu i adolescenciji, u koja spadaju gojaznost, insulinska
rezistencija, metabolicki sindrom i T2DM (297,298). Medutim, pokazano je da su i umerene
hiperglikemijske epizode kod dece i adolescenata sa T1DM udruzene sa promenama lipoproteinskog
profila u smeru manjih i gus¢ih subfrakcija (83), tako da je pogorSanje glikemijske kontrole pra¢eno
vec¢om koncentracijom sdLDL (286). Novija istrazivanja isti¢u da razlike u proteomu velikih i malih
LDL c¢estica uti¢u na njihova aterogena svojstva. Nadeno je da sdLDL kod dijabeti¢ara imaju vecu
koli¢inu apo CIII u poredenju sa ve¢cim LDL subfrakcijama (299). Sporiji katabolizam sdLDL u
odnosu na ve¢e LDL Ccestice je uslovljen konformacionim promenama u apoB na povrs§ini sdLDL,
¢ime se smanjuje afinitet za LDLR $to je uzrok njihovog duzeg zadrzavanja u plazmi,
posttranslacionih modifikacija, oksidacije 1 povecanog preuzimanja u subendotelni sloj arterija
(300).Treba ista¢i da su rezultati nedavno objavljene GWAS studije identifikovali znacajnu
povezanost sdLDL sa genetskim varijantama na 14 razli¢itih gena, od kojih je veéina povezana sa
kardiovaskularnim rizikom (290).

Kao $to je ranije istaknuto, centralna antiaterogena funkcija HDL cCestica ostvaruje se u
procesu reverznog transporta holesterola. Inicijalno preuzimanje holesterola iz ¢elija odvija se preko
specificnih mehanizama efluksa, posredstvom transmembranskih receptora, ATP-vezujucih proteina
ABCALl i ABCG1, kao i putem scavenger receptora SRB1. Efluks holesterola se, u humanim
makrofagama najve¢im delom obavlja preko ABCA1 receptora (301). Glavni akceptori holesterola
putem ABCAL su nascentne HDL cestice (sadrze ApoAl i malu koli¢inu lipida) i male HDL 3
subfrakcije. Ove Cestice takode imaju i snaznija antioksidativna i antiinflamatorna svojstva (302).
Laboratorijsko ispitivanje funkcije HDL cestica u reverznom transportu holesterola kod dece i
adolescenta sa TIDM su sproveli Heier i saradnici u petogodis$njoj longitudinalnoj studiji (303).
Studija je pokazala redukovanu HDL funkcionalnost u procesu reverznog transporta holesterola kod
pacijenata sa TLDM u odnosu na zdravu decu. Pored toga, pokazano je da se disfunkcija HDL javila
neposredno posle nastanka T1DM i perzistirala tokom perioda pracenja (303). Najnovija ispitivanja
efikasnosti efluksa holesterola (CEC, eng. cholesterol efflux capacity) kod mladih sa TIDM su
pokazala da je kapacitet efluksa holesterola u pozitivnoj korelaciji sa udelom velikih HDL Cestica i u
negativnoj korelaciji sa malim HDL c¢esticama, nezavisno od pola, uzrasta, etni¢ke pripadnosti, udela
HbA1c, koncentracije hsCRP i ukupne koncentracije HDL Cestica, dok takva korelacija nije potvrdena
kod zdravih osoba (296). Pokusaji da se povezu veli¢ina i funkcija, kao i da se identifikuju HDL
subfrakcije sa najizrazenijim kardioprotektivnim osobinama, su i dalje aktuelne oblasti u
istrazivanjima, posebno u oboljenjima koja su povezana sa KVB, kao sto je TIDM. Analiza HDL
proteoma i lipidoma ukazala je na povezanost strukture i funkcije ovog lipoproteina koje uti¢u na
ateroprotektivne sposobnosti u fizioloskim i patofizioloskim stanjima organizma. Pokazano je da
strukturne promene unutar HDL cCestice uslovljavaju veliku varijabilnost u funkciji HDL 1 dovode do
stvaranja disfunkcionalnih HDL cestica, tj. smanjenja antiaterogenih, a ispoljavanja proaterogenih
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svojstava (100, 304). Najznacajniji faktori koji utiCu na stvaranje disfunkcionalnih HDL cestica su
hiperglikemija, dislipidemija, inflamacija i oksidativni stres (305). Treba pomenuti i ¢injenicu da
metode za analiziranje velicine i distribucije HDL ¢estica u plazmi nisu standardizovane u dovoljnoj
meri da bi se postigao konsenzus u proceni prediktivne vrednosti razli¢itih HDL subfrakcija. Brojne
studije u kojima su HDL subfrakcije razdvajane elektroforezom su pokazale recipro¢ni odnos
relativnih udela velikih HDL cestica, odnosno direktnu povezanost udela malih HDL cestica sa
rizikom za razvoj KVB i cerebrovaskularnih bolesti (97,303,306). U saglasnosti sa prethodnim, i
analize NMR metodom pokazuju inverzni odnos koncentracije velikin HDL subfrakcija i
kardiovaskularnog rizika, pra¢en pozitivnom korelacijom malih HDL cestica sa kardiovaskularnim
rizikom (307,308). Medutim, u pojedinim istrazivanjima, u prisustvu drugih lipidnih i nelipidnih
Cinilaca ova korelacija gubi znaCajnost, Sto komplikuje tumacenje kardioprotektivne uloge HDL
subfrakcija (291,292).

Kod ispitanika sa dijabetesom u na$oj studiji su nadeni znacajno veci udeli malih HDL cestica
u odnosu na KG, odnosno raspodela HDL subfrakcija je bila pomerena prema manjim HDL 3a, HDL
3b, HDL 3c ¢esticama, uz sniZenje udela velikih HDL 2b subfrakcija (Tabela 6). Druga istrazivanja
koja su obuhvatila populaciju pacijenata sa T1DM sli¢nog uzrasta su dala heterogene rezultate. NMR
lipoproteinski profil dece 1 mladih sa T1DM se karakteriSe ve¢om koncentracijom malih HDL ¢estica,
ali bez razlike u broju ukupnih i velikih HDL ¢estica u odnosu na zdrave ispitanike (296). Gallo i
saradnici su odredivali veli¢inu lipoproteinskih ¢estica NMR metodom kod dece sa TIDM kod kojih
su nasli znacajno vece koncentracije velikih HDL ¢estica u odnosu na zdrave ispitanike, suprotno
nasim rezultatima (295). Autori nisu nasli korelaciju izmedu bilo koje komponente lipidnog profila i
arterijske krutosti kod dijabeticara, ali je korelacija potvrdena kod ispitanika kontrolne grupe,
izvodec¢i zakljucak da postoje 1 drugi faktori koji uticu na pojavu subklinicke ateroskleroze kod TIDM
u pedijatrijskoj populaciji (295). EDC studija je utvrdila manje koncentracije velikih HDL cestica
kod odraslih pacijenata sa TLDM koji su razvili KVB u odnosu na one koji nisu, ali ne i razliku u
koncentraciji malih HDL ¢estica (287).

U daljoj analizi ispitivali smo uticaj metabolic¢ke kontrole dijabetesa na lipidni status i profil
lipoproteinskih subfrakcija. Neadekvatna metabolicka kontrola je vazan faktor rizika, koji je udruzen
sa dislipidemijom u T1DM, te je uzrocno-posledi¢no povezana sa razvojem ateroskleroze u detinjstvu
i KVB u kasnijem zivotnom dobu (73,279,309). Na osnovu postignute metabolicke kontrole nase
pacijente sa TIDM smo podelili u grupe sa dobrom, suboptimalnom i loSom metabolickom
kontrolom. Utvrdili smo znaCajan porast koncentracija ukupnog holesterola, LDL-H i TG sa
pogorSanjem metaboli¢ke kontrole, dok se koncentracije HDL-H u tri ispitivane grupe nisu zna¢ajno
razlikovale (Tabela 32). Longitudinalna studija SEARCH, koja je pratila odnos HbA1c i lipidnog
profila kod dece i adolescenata sa TLDM tokom 2 godine, pokazala je da poboljsanje metabolicke
kontrole ima povoljan efekat na ukupni holesterol, LDL-H i non-HDL-H. lzostanak korelacije
izmedu HbA1c i HDL-H je uocen i u studiji sprovedenoj u Velikoj Britaniji koja je obuhvatila
pedijatrijske pacijente sa TLDM (277). Kod odraslih pacijenata u okviru DCCT studije intenzivni
insulinski rezim je rezultovao nizim vrednostima HBAic i HDL-H, ali uz povecanje ITM, te je
istaknut potencijalni uticaj insulinske rezistencije na vezu izmedu metaboliCke kontrole 1
koncentracije HDL-H (310). Uoceno je i da je snizenje HbA1c tokom 2 godine pracenja dalo veci
efekat na poboljSanje lipidnog statusa kod pacijenata sa veCom inicijalnom vrednos¢u HbA1c, nego
kod onih koji su na pocetku studije imali niZze nivoe HbA1c. Generalno, pogorSanje metabolicke
kontrole je pokazalo veci efekat na lipidni status nego poboljsanje metabolicke kontrole (309).

U naS$oj studiji je uoc¢ena preraspodela LDL Cestica prema manjim dijametrima sa pove¢anjem
udela HbAzc u ispitivanim grupama, kao i porast relativnog udela sdLDL c¢estica. Udeli najve¢ih LDL
I subfrakcija su bili statisticki znacajno manji kod pacijenata sa loSom metaboli¢kom kontrolom u
odnosu na pacijente sa suboptimalnom kontrolom, dok razlika u odnosu na grupu sa optimalnom
kontrolom nije bila znacajna (Tabela 33). Nasi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima koji su
objavljeni u okviru SEARCH studije gde je kod dece i adolescenata sa TIDM zabelezen porast
koncentracije sdLDL sa pogorSanjem metabolicke kontrole (83). Zhang i saradnici su u okviru
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DCCT/EDIC studije prikazali znacajnu razliku u postignutoj metaboli¢koj kontroli izmedu pacijenata
na konvencionalnom i intenzivhom insulinskom rezimu, koja je uslovila razliku u raspodeli
lipoproteinskih subfrakcija. Intenzivna insulinska terapija je bila udruzena sa boljom metabolickom
kontrolom i znacajno nizom koncentracijom malih LDL ¢estica i malih HDL cestica (286).0vi
rezultati su u skladu sa nasim rezultatima gde je u grupi sa loSom metaboli¢kom kontrolom utvrden
najmanji dijametar HDL cestica i najve¢i udeo malih HDL 3c subfrakcija (Tabela 34).

Okosnicu ovog dela istrazivanja predstavlja PCSK9, klju¢ni protein u regulaciji LDLR i
koncentracije LDL-H, koji u€estvuje i u drugim procesima vezanim za homeostazu lipida i glukoze,
te moZe imati ulogu U razvoju ateroskleroze u T1DM. Levenson i autori su prikazali znacajno
povisene koncentracije PCSK9 kod dece i adolescenata sa TLDM u odnosu na zdravu decu, za razliku
od nas (179). U nasoj studiji nije pokazana statisti¢ki znacajna razlika u koncentracijama PCSK9 u
plazmi pacijenata sa TIDM i ispitanika u KG (Slika 12), kao ni korelacija koncentracije ovog proteina
sa demografskim karakteristikama u obe grupe ispitanika (Tabela 10). Treba istaci da su koncentracije
PCSKO9 u krvi podlozne velikoj intra- i interindividualnoj varijaciji, usled cirkadijalnog ritma, nacina
ishrane i uticaja uzrasta, pola i pubertetskog stadijuma (141,311). Ranije je obja$njeno da insulin
znacajno utic¢e na sintezu PCSK9 u jetri i njegovu koncentraciju u cirkulaciji (159,163). Kod obolelih
od T1DM ne postoji endogena portalna stimulacija lu¢enja insulina, ve¢ se on administrira subkutano,
te se moze ocekivati nishodna regulacija PCSK9 ekspresije u jetri, a posledi¢no i nize koncentracije
PCSK9 u serumu. To moze biti dodatni razlog zbog koga u nasoj studiji nisu utvrdene razlike u
koncentracijama PCSK9 izmedu pacijenata sa TIDM i ispitanika KG.

Povezanost PCSK9 sa parametrima metabolicke kontrole je jasno pokazana u naSoj studiji.
Kod ispitanika sa T1DM smo pokazali da koncentracija PCSK9 znacajno raste sa porastom HbA 1 i
prose¢nom koncentracijom glukoze, za razliku od kontrolne grupe, gde ova veza nije utvrdena
(Tabela 11). Pored ovoga, pokazana je znaCajna korelacija izmedu koncentracija PCSK9 i
koncentracije lipidnih parametara (ukupnog holesterola, LDL-H, TG i non-HDL-H) kod pacijenata,
§to nije uoCeno u grupi zdravih ispitanika (Tabela 12). Baass i saradnici su prikazali direktnu
korelaciju izmedu koncentracije PCSK9 i ukupnog holesterola, LDL-H i TG, ali i izmedu HDL-H i
apoA1 kod zdrave dece (141), $to se razlikuje od nasih rezulata. Broj i razli¢ita raspodela ispitanika
po pubertetskom stadijumu i polu u nasoj studiji se znatno razlikuje od pomenute, opsezne,
populacione studije, $to je potencijalni uzrok razlike u rezultatima. Korelacija izmedu nivoa PCSK9
i HDL-H u naoj studiji nije potvrdena ni kod ispitanika sa T1DM, niti kod zdrave dece. Ovo je u
saglasnosti sa rezultatima Laugier-Robiolle i saradnika koji u grupi odraslih pacijenata sa TIDM nisu
nasli znacajnu korelaciju PCSK9 i HDL-H, ali su zabelezili pozitivnu korelaciju sa drugim lipidnim
parametrima: LDL-H, trigliceridima i ApoB (143). Pozitivna korelacija izmedu PCSK9 i LDL-H je
konzistentna sa rezultatima istraZivanja sprovedenih u populacijama pacijenata sa dijabetesom
(143,312), dok je u vecini izostala korelacija sa HDL-H (143, 168).

S obzirom na malobrojnost istraZivanja PCSK9 koja uklju€uju pacijente sa T1DM, treba istaci
da su novija istrazivanja pokazala direktnu povezanost koncentracije PCSK9 sa proaterogenim
lipidnim statusom kod pacijenata sa ve¢ postoje¢im KVB, kao i prediktivnu vrednost ovog parametra
za procenu rizika za razvoj KVB (151,313-315). Leander i saradnici su pokazali da koncentracija
PCSK9 ima prediktivni znacaj za razvoj KVB u buduénosti, nezavisno od drugih faktora rizika (316).
Nozue i saradnici su kod odraslih pacijenata sa anginom pektoris prikazali direktnu korelaciju nivoa
PCSKO9 sa sdLDL, oksidovanim LDL i Lp(a) (314). Pozitivnu korelaciju izmedu PCSK9 i sdLDL su
nasli i Zhang i saradnici kod pacijenata sa ustanovljenim KVB, ali ne i kod kontrola, slicno kao i
Kwakernaak 1 saradnici koji nisu potvrdili povezanost izmedu PCSK9 sa sdLDL kod zdravih osoba.
(151,315). Veza izmedu PCSK?9 1 oksidovanog LDL je potvrdena i u drugim studijama (317).

Daljom evaluacijom dislipidemije u dijabetesu smo analizirali povezanost PCSK9 sa
veli¢inom 1 raspodelom LDL 1 HDL subfrakcija. U skladu sa tim je utvrdena pozitivna korelacija
PCSKO9 sa velicinom LDL c¢estica i negativna korelacija sa relativnim udelom malih LDL subfrakcija
(Tabela 13), kao i negativna korelacija sa dijametrom HDL, a pozitivna korelacija sa udelom malih
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HDL 3a ¢estica u grupi dece sa TIDM (Tabela 14). Ovakav nalaz nije u saglasnosti sa ranije
pomenutim istrazivanjima koja su obuhvatila osobe sa ve¢ ustanovljenim KVB, a nasa studija je prvo
istrazivanje koje je uradeno kod pedijatrijskih pacijenata sa TIDM. U kontrolnoj grupi nije bilo
korelacije PCSK9 sa veli¢inom i raspodelom lipoproteinskih subfrakcija (Tabele 13 i 14).
Poredenjem raspodele LDL i HDL subfrakcija u odnosu na grani¢nu koncentraciju LDL-H, utvrdili
smo da su kod dece sa TIDM sa koncentracijama LDL-H iznad 2,6 mmol/L znacajno vece
koncentracije PCSK9 i u skladu sa tim znacajno veci relativni udeli sdLDL, a znaajno manji LDL
dijametri. Proaterogeni profil lipoproteinskih Cestica se manifestovao i smanjenjem udela velikih
HDL 2b subfrakcija (Tabela 37). Medutim, na$i rezultati su pokazali negativnu korelaciju
koncentracije PCSK9 sa udelom sdLDL cestica u grupi dijabeticara sa optimalnom koncentracijom
LDL-H (Tabela 38). Za potencijalno objasnjenje navedenih rezultata bi se mogli iskoristiti rezultati
Il faze randomizovanog, placebo-kontrolisanog ispitivanja primene inhibitora PCSK9 alirokumaba.
Ova klini¢ka studija je pokazala da se redukcija koncentracije LDL-H, kao posledice inhibicije
PCSKO9, povoljno odrazila na sve LDL subfrakcije, ali je najmanji efekat ostvaren na udeo sdLDL,
verovatno zbog manjeg afiniteta sdLDL prema LDLR u odnosu na velike LDL subfrakcije (318).

Rezultati nase studije pokazuju uticaj parametara metabolicke kontrole na odnos nivoa
PCSKO9 i lipoproteinskih subfrakcija kod dijabeticara. Pacijenti sa dobrom glukoregulacijom su imali
znacajno nize koncentracije PCSK9 (Slika 17). Nismo nasli razliku u koncentracijama PCSK9
izmedu decaka i1 devojcica sa TIDM, kao ni razliku drugih parametara, izuzev vece koncentracije
glukoze kod decaka sa loSom glikemijskom kontrolom u odnosu na devojcice sa istim stepenom
postignute metaboli¢ke kontrole (Tabela 35). Levenson i saradnici su u grupi pedijatrijskih pacijenata
sa TIDM i u grupi zdravih ispitanika uocili da su koncentracije PCSK9 kod devojcica vise nego kod
decaka (179). Njihovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Baass i saradnika koji su objavili
razliku u koncentraciji PCSK9 kod zdrave dece u odnosu na uzrast i pol (141). Medutim, daljim
poredenjem PCSK9 u grupi sa TIDM prema Tanner-ovom stadijumu puberteta, Levenson i saradnici
nisu ustanovili znacajne razlike izmedu ispitanika u prepubertetu i pubertetu (179), Sto nije u
saglasnosti sa ranije objavljenim rezulatima Ghosh 1 saradnika o zna¢ajnom uticaju nivoa endogenog
estrogena na koncentraciju PCSK9 kod Zena (319).

Optimalna glikemijska kontrola u T1DM uti¢e na regulaciju koncentracije LDL-H (85), $to
smo potvrdili naSim rezultatima, gde je 90,8% pacijenata sa optimalnom metabolickom kontrolom
imalo preporucene vrednosti LDL-H. U grupi sa suboptimalnom i loSom glikemijskom kontrolom,
34,1% pacijenata je imalo koncentracije LDL-H vise od preporucenih, $to je pra¢eno znacajno
povisenim koncentracijama PCSK9 (Slika 18). Uticaj loSe metabolicke kontrole na odnos PCSK9 i
LDL-H su prikazali Laugier-Robbiolle i saradnici kod odraslih pacijenata sa TLDM kod kojih je
utvrdena pozitivna korelacija ova dva parametra, dok korelacija kod pacijenata sa dobrom
metaboli¢kom kontrolom nije potvrdena (143).

Dislipidemija 1 povecana degradacija LDLR, posredovana pove¢anjem PCSKO9 nivoa, izaziva
akumulaciju sdLDL (151,181). Medutim, u grupi pacijenata sa dobrom metabolickom kontrolom smo
utvrdili negativhu korelaciju PCSK9 sa relativnim udelom sdLDL, dok u grupi sa loSom
metabolickom kontrolom nije bilo statisticke znacajnosti. Inverzna povezanost izmedu PCSK9 i
sdLDL u grupi sa dobrom metabolickom kontrolom ostala je zna¢ajna 1 u multivarijantnoj analizi
(Tabela 36). Moguce objasnjenje se nalazi u fizioloskim karakteristikama same molekule PCSKO.
Nedavno je dokazano da se vise od 30% molekula PCSK9 u serumu osoba sa normolipidemijom
nalazi vezano za Apo B100 na LDL cestici (132,133,135). U kulturi ¢elija je pokazano da se
vezivanjem PCSK9 za LDL inhibira dejstvo PCSKO9, tj. smanjuje se sposobnost njegovog vezivanja
za LDLR na povrsini ¢elije, ali je mehanizam ove inhibicije jo§ uvek nerazjasnjen. N-terminalni deo
na prodomenu PCSK9 molekule je detektovan kao mesto na kome se ostvaruje veza sa LDL ¢esticom
(135), medutim, nije poznato kakvim se afinitetom vezuju razli¢ite LDL subfrakcije, uzimaju¢i u
obzir njihovu heterogenost u pogledu velicine 1 gustine. U prilog ovome su rezultati istrazivanja koji
su pokazala da je PCSK9 u kompleksu sa LDL inaktivirana forma (130). Ovo tumacenje nasih
rezultata bi se moglo dopuniti zaklju¢cima koje su izneli Glerup i saradnici, da LDL-H (odnosno broj
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LDL cestica) reguliSe koncentraciju PCSK9 u plazmi (320). U grupi sa optimalnim LDL-H i dobrom
glikemijskom kontrolom, izmerene su nize koncentracije PCSK9, §to moze biti posledica vezivanja
ovog proteina za sdLDL cestice (Slika 18), te posledi¢no smanjene degradacije LDLR.

Kompleksna regulacija koncentracije i1 aktivnosti PCSK9 podrazumeva pojacavanje
aktivnosti stvaranjem dimera ili trimera i fizioloSko smanjenje aktivnosti ovog enzima koje je u
cirkulaciji posredovano protein-konvertazama furinom i PC5/6, koje uklanjaju N-terminalni i deo
katalitickog domena neophodnog za vezivanje PCSK9 za LDLR (131,133). Potvrdeno je da 10-20%
ukupne koli¢ine PCSK9 u cirkulaciji zdravih osoba predstavljaju forme sa smanjenom aktivnoscu,
nastale pod dejstvom proteaza (130). Ispitivanja koja su imala cilj da utvrde da li proteaznoj aktivnosti
furina podleze samo intaktni ili/i oblik enzima koji je vezan za LDL, odnosno koji oblik PCSK9
zadrzava aktivnost u plazmi, su pokazala da vezana PCSK9-LDL forma ne podleze enzimskoj
degradaciji, za razliku od intaktne PCSK9 molekule. To govori u prilog hipotezi da vezani oblik
PCSK9 zadrzava biolosku aktivnost (134). Medutim, potvrda predloZenog mehanizma regulacije
aktivnosti PCSK9 zahteva dalja istrazivanja. Neophodno je istaci da razli¢ite metode koje se koriste
za kvantifikaciju PCSK9, u klinickim studijama 1 istrazivanjima na eksperimentalnim modelima
doprinose diskrepanci u rezulatima. Takode, vecina testova koji se koriste u klinickim studijama ne
razlikuju vezane od intaktnih ili furin-degradiranih formi PCSK9. Posebna vrednost studije koju su
izveli Nozue i saradnici je koriS¢enje testova za odredivanje koncentracije obe forme PCSKO:
heterodimera i skra¢ene forme pod dejstvom furina, koja je potvrdila smanjeno dejstvo u odnosu na
intaktnu formu, odnosno dimer (314). Test koji je koris¢en u nasoj studiji podrazmeva odredivanje
koncentracije ukupnog PCSK9, odnosno, intaktne, vezane za LDL i skra¢ene forme PCSK9 (321).
Proaterogeni efekat PCSK9 kod pacijenata sa neadekvatnom metaboli¢kom kontrolom je potvrden i
negativnom korelacijom koncentracije ovog proteina sa veli¢inom HDL cestica, tj. pozitivhom
korelacijom sa relativnim udelima malih HDL 3c subfrakcija. Povezanost koncentracija PCSK9 sa
udelom HDL 3c subfrakcija i koncentracijom TG je bila nezavisna od pola, dnevne doze insulina i
koncentracije drugih lipidnih parametara (Tabela 36). Redukovani nivoi HDL-H i dominacija malih
HDL subfrakcija sa povec¢anim sadrZzajem TG je karakteristika insulinske rezistencije, poc¢etnog
poremecaja homeostaze glukoze koji moze progredira do metabolickog sindroma i1 T2DM.
Hipertrigliceridemija koja je pratilac insulin-rezistentnih stanja, nastala usled povecane sinteze i
smanjenog katabolizma, pre svega, VLDL1 subfrakcija, rezultuje naglasenom aktivnos¢u CETP, a
vodi ka stvaranju malih, HDL subfrakcija. Male, guste HDL cestice se zatim razgraduju pod dejstvom
hepati¢ne lipaze (89), cemu sledi snizenje koncentracije HDL-H. Medutim, insulinska rezistencija u
T1DM, naj¢esée ima drugaciji efekat na standardni lipidni profil i verovatno drugacije mehanizme
nastanka. Subkutana primena insulina i izostanak portalne regulacije insulina, kod pacijenata sa
T1IDM omogucéava perzistentno luCenje glukagona, snizava sekreciju IGF-1, $to negativhom
povratnom spregom povecava sekreciju hormona rasta. Smatra se da poremecena sprega izmedu ovih
hormona, podsti¢e jetru na kontinuirano oslobadanje glukoze, koja doprinosi hiperglikemiji i
insulinskoj rezistenciji (322). Ovo je potvrdeno ispitivanjem efekata promene nacina administracije
insulina kod pacijenata sa TIDM koji su imali dobru metabolicku kontrolu. Naime, nakon prelaska
sa intraperitonealne na subkutanu primenu insulina, detektovan je povecan transfer estara holesterola
sa HDL na lipoproteinske cestice koje sadrze ApoB i akumulacija malih HDL subfrakcija, Sto je
karakteristiCan nalaz za insulin-rezistentna stanja (323). Razvoj insulinske rezistencije u TIDM
doprinosi  ve¢em riziku od mikro- I makrovaskularnih komplikacija, §to su pokazali Purnell i
saradnici u okviru DCCT studije (310), uvode¢i termin ,,duplog dijabetesa”. Uticaj insulinske
rezistencije na lipoproteine je prouc¢avan u malom broju studija, naro¢ito kod dece i adolescenata.
Poseban znac¢aj imaju novije studije koje ukljucuju ispitanike na savremenoj terapiji insulinskim
analozima koja obezbeduje odrZavanje striktne metabolicke kontrole. Nadau i saradnici su objavili
da adolescenti sa TIDM imaju veci stepen insulinske rezistencije u odnosu na zdrave ispitanike sa
istim vrednostima ITM. Povecanje insulinske rezistencije nije bilo povezano sa glikemijskom
kontrolom, a obe grupe su imale nizi stepen insulinske rezistencije u odnosu na vr$njake sa T2DM
(96). Fenotip koji karakteriSe insulinsku rezistenciju, a ukljucuje povisene TG, povecan odnos
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TG/HDL, nisku koncentraciju HDL-H, visceralnu i opStu gojaznost, inflamaciju niskog stepena i
nisku koncentraciju adiponektina, nije dokazan u pomenutoj studiji, iz ¢ega proizilazi zakljucak o
postojanju jedinstvenog fenotipa za insulinsku rezistenciju u TLDM. Bez obzira na to, kod ispitivane
grupe pacijenata sa TIDM ustanovljena je kardiovaskularna disfunkcija, koja se manifestovala
smanjenim kapacitetom za aerobne aktivnosti (96). Dalja istrazivanja su dokazala da postoji direktna
povezanost insulinske rezistencije kod dece sa TIDM i proaterogenog lipidnog profila, koji se ogleda
promenama u sastavu i raspodeli lipoproteinskih subfrakcija, konkretno u dominaciji manjih i gus¢ih
Cestica (324). Ovi rezultati su u saglasnosti sa ranijim istrazivanjima insulinske rezistencije kod
odraslih osoba sa T1DM, sto ukazuje da poremecaji u metabolizmu lipida udruzeni sa insulinskom
rezistencijom pocinju rano u mladosti (325).

Povezanost PCSK9 i markera insulinske rezistencije u zdravoj pedijatrijskoj populaciji i kod
adolescenata sa T2DM su ranije zabelezena (141,142,168). Iz rezultata nekoliko eksperimentalnih i
klinickih ispitivanja u metabolickom sindromu 1 T2DM su izvedene 2 hipoteze o vezi izmedu PCSK9
I insulinske rezistencije. Prema jednoj, koncentracije PCSK9 su uslovljene generalnim statusom
insulinske rezistencije, dok druga hipoteza tvrdi da PCSK9 moze direktno da uti¢e na metabolizam
glukoze (181). U nasoj studiji smo postavili hipotezu da se insulinska rezistencija nalazi u osnovi
uocene veze izmedu PCSKO9 i lipoproteinskih subfrakcija. Tu pretpostavku smo ispitali analizom
korelacija koncentracija PCSK9 i udela malih gustih LDL sa eGDR i sa dnevnom dozom insulina,
uzimajuc¢i u obzir postignutu metaboli¢ku kontrolu. eGDR je model koji se, na osnovu visoke
korelacije sa metodom euglikemijskog hiperinsulinemijskog klampa, upotrebljava za procenu
insulinske rezistencije kod odraslih i dece sa TIDM (94). Kod nasih ispitanika je koncentracija
PCSKO9 bila u inverznoj korelaciji sa eGDR, nezavisno od metabolicke kontrole, §to znaci da su
pacijenti sa ve¢im stepenom insulinske rezistencije imali vise koncentracije PCSK9 (Tabela 39). Za
razliku od navedenih studija u pedijatrijskoj populaciji (324), rezultati nase studije nisu doveli u vezu
insulinsku rezistenciju sa proaterogenim, malim gustim LDL &esticama (Tabela 39).

Autoimunske bolesti udruzene sa TIDM, ispoljene u pedijatrijskom uzrastu predstavljaju
dodatni rizik za mikro- i makrovaskularne komplikacije (242). Pokazano je da hroni¢na inflamacija,
koja je pratilac autoimunskih poremecaja, ima uticaja na progresivni razvoj ateroskleroze (241).
Disfunkcija vaskularnog endotela je kljuéni cCinilac aterogeneze i1 polinje pre formiranja
aterosklerotske lezije, gde povecano oslobadanje medijatora inflamacije u autoimunskim stanjima
znacajno doprinosi endotelnom ostecenju (326). S obzirom na visoku prevalencu CB i ATD u T1DM,
ispitali smo njihov uticaj na lipidni status i profil lipoproteinskih subfrakcija. Pacijenti su podeljeni u
tri grupe; grupu bez pridruzenih autoimunskih bolesti, grupu sa ATD i grupu sa CB (Tabela 43).
Analizirane grupe se nisu medusobno razlikovale prema demografskim karakteristikama ni prema
parametrima metabolicke kontrole (Tabele 43 i 44). Pokazali smo da su frekvence povisenog LDL-
H 1 snizenog HDL-H znacajno vece u grupama pacijenata sa i bez koegzistiraju¢e autoimunske bolesti
u odnosu na KG (Slika 19). Ova razlika je u saglasnosti sa drugim istrazivanjima koja su obuhvatila
I pedijatrijske i odrasle pacijente (249, 254, 327). Daljom evaluacijom lipidnog profila pacijenata,
pokazali smo znacajno nize koncentracije HDL-H kod pacijenata sa ATD i CB u odnosu na pacijente
bez udruzenih bolesti (Tabela 46). Detektovali smo i pomeranje raspodele HDL subfrakcija prema
malim Cesticama, pre svega u kod pacijenata sa CB, koji su imali i najnizu koncentraciju HDL-H
(Tabele 46 i 48). Pored toga, zabelezili smo znacajno manje udele velikih HDL 2 subfrakcija kod
dece sa T1DM u odnosu na kontrolnu grupu, posebno kod onih sa CB kod kojih je udeo velikihn HDL
Cestica bio znacCajno manji u odnosu na druge grupe dece sa T1IDM (Slika 21,Tabela 48).
Koncentracije LDL-H i dijametri LDL subfrakcija nisu pokazali znacajnu razliku izmedu ispitanika
sa T1DM i zdravih ispitanika (Slika 20), kao ni izmedu ispitivanih grupa pacijenata u nasoj studiji
(Tabela 47).

Proaterogeni lipidni profil koji smo prikazali kod pacijenata sa CB je u skladu sa rezultatima
drugih studija. Warncke i saradnici su u okviru DPV studije nasli zna¢ajno nize nivoe HDL-H kod
dijabeticara sa udruzenom CB u odnosu na one bez CB (254), nezavisno od pola, uzrasta, trajanja
dijabetesa, ITM, metabolic¢ke kontrole i doze insulina. Saglasno sa nasim rezultatima, nije bilo razlike
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u drugim komponentama lipidnog profila. Leeds i saradnici su konstatovali snizenje koncentracije
HDL-H i kod dijabeticara sa CB u adultnom uzrastu (327). U obe studije, odnosno i kod dece i
odraslih ispitanika, utvrdene su znacajno povecane koncentracije HDL-H posle prelaska na ishranu
bez glutena (254, 327), nezavisno od postignute metabolicke kontrole ili insulinske terapije (254).
Mehanizam kojim bi se objasnio ovaj porast HDL-H nije razjasnjen, ali se pretpostavlja da je u osnovi
smanjenje hroni¢ne inflamacije uzrokovane normalizacijom intestinalne mukoze (255). U patogenezi
CB ucestvuju razliciti inflamatorni medijatori koji dovode do oStecenja intestinalnog epitela. Peptidi
iz glutena izazivaju infiltraciju limfocita u intestinalnoj lamini propriji koji dalje oslobadaju citokine
poput IFN-y, IL-6 i TNF-a. Ovi proinflamatorni citokini propagiraju mobilizaciju i nakupljanje
inflamatornih ¢elija, makrofaga i fibroblasta, cemu sledi amplifikacija inflamatornog procesa i
destrukcija intestinalnog epitela (328). Kod dece sa nekontrolisanom CB je iz krvi izolovana znacajno
veca koncentracija citokina, IFN-y, IL-5, IL-10, 1L-12p70, IL-13 u poredenju sa zdravom decom
(329), dok je posle perioda pridrzavanja dijete bez glutena, doslo do pada koncentracije IL-10, IL-5
I IL-12p70 (329). Za razliku od prethodno navedenog, u okviru istrazivanja koje je ukljucilo
pedijatrijske pacijente sa TIDM, sa i bez CB, je prikazana veca koncentracija TNF-a, IFN-y i IL-6,
ali i niza koncentracija IL-10 kod pacijenata sa udruzenom CB. U istoj studiji je utvrdena i korelacija
izmedu TNF-a, IFN-y i IL-6 i anti-tTG IgA i anti-tTG IgG (330).

Eksperimentalne studije su pokazale da postoje zajednicki putevi inflamatornog ostecenja
endotela krvnih sudova i intestinalnog epitela. U humanoj aorti razvoj aterosklerotskog plaka je
praéen pojacanom ekspresijom proinflamatornih citokina, uklju¢uju¢i IFN-y, TNF-a, IL-1p i IL-17
(331). Pored toga, eksperimentalno je potvrdeno da je IL-17 spona izmedu aterosklerotskog
vaskularnog ostecenja i autoimunski izazvane inflamatorne reakcije (332). Ovo naznacava da bi
modulacija inflamatornog procesa usled pridruzene autoimunske bolesti, mogla da uspori
aterosklerotska ostecenja krvnih sudova u TIDM. U prilog tome govore i prethodno opisani rezultati
istrazivanja, koja su pokazala da sa smanjenjem stepena inflamacije dolazi i do poboljSanja lipidnog
profila. Povecani rizik od rane ateroskleroze kod odraslih pacijenata sa TIDM i pridruzenom CB je
potvrden znaajno povecanom cIMT u odnosu na pacijente sa celijacnom boles¢u, TIDM bez CB i
zdrave ispitanike (257). Povecane koncentracije hsCRP su nadene u svim ispitivanim grupama u
odnosu na zdrave, ukljucujuéi i grupe sa CB, bez obzira na striktno pridrzavanje dijete bez glutena,
Sto potvrduje da inflamacija stoji u osnovi rane ateroskleroze (257, 241). Novija istrazivanja su uocila
porast koncentracije PCSK9 kod pacijenata sa subklinickim hipotireoidizmom (333). U naoj studiji,
najviSe koncentracije PCSK9 su zabeleZene u grupi pacijenata sa pridruzenim ATD, ali bez znacajne
razlike u koncentraciji izmedu ispitivanih grupa (Slika 22).

Dislipidemiju kod pacijenata sa komorbiditetima smo dalje ispitivali poredenjem indeksa
ateroskleroze LDL-H/HDL-H, kao surogat markera koji pokazuje odnos proaterogenih i
antiaterogenih lipoproteina u serumu. NajviSe vrednosti ovog indeksa su zabeleZene u grupi
pacijenata sa pridruzenom CB, i to znafajno viSe u odnosu na pacijente bez pridruZene bolesti.
Koncentracije triglicerida i antiTPO antitela su bile nezavisni prediktori poviSenog indeksa
ateroskleroze i ukazale na jo$ jedan aspekt dislipidemije i rizika od ateroskleroze kod dece obolele
od T1DM sa komorbiditetima (Tabela 49). Nezavisna povezanost antiTPO antitela i indeksa
ateroskleroze je u saglasnosti sa ranijim dokazima o postojanju kardiovaskularnog rizika u slucaju
autoimunskog poremecaja tireoidne zlezde, nezavisno od stepena njene disfunkcije (249). U okviru
DPV studije, kod dece i1 adolescenata sa T1DM 1 subklinickim autoimunskim tireoiditisom su
detektovani poviseni nivoi holesterola i LDL-H u odnosu na ispitanike bez autoimunskog poremecaja
tireoidne Zlezde (249). Takode, nedavno je publikovan nalaz povecanog cIMT i koncentracije LDL-
H kod grupe eutireoidnih devojcica sa povisenim antiTPO antitelima (334).

Dalja analiza je pokazala da pacijenti sa pridruzenim autoimunskim bolestima imaju tri puta
vecu verovatnoéu za snizene koncentracije HDL-H, nezavisno od prisustva tradicionalnih faktora
rizika za makrovaskularne komplikacije dijabetesa (Tabela 50). Rezultati nase studije ukazuju na
dodatno smanjenu ateroprotektivnu sposobnost HDL ¢estica kod dijabetiCara sa udruzenom
autoimunskom bole$¢u u odnosu na pacijente koji nemaju komorbiditet, na viSe razli¢itih nivoa.
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Novija istrazivanja su dokazala da je inflamacija kriti¢ni parametar u modifikaciji HDL proteoma i
lipidoma (110). U inflamatornim stanjima dominantni proteini prisutni u HDL su serumski amiloid
A, apoC-1V, apo C-III ili C3 komponente komplementa, ali su smanjene koli¢ine apoAl, apoM i
apoJ. U inflamaciji se znacajno smanjuje funkcionalnost HDL, usled zamene apoAl serumskim
amiloidom A (SAA). Ovaj protein spada u reaktante akutne faze (110), koji promovi$u migraciju,
adheziju i tkivnu infiltraciju polimorfonuklearnih leukocita. Sve ovo ukazuje da je u inflamaciji
znacajno sniZzen antiinflamatorni potencijal HDL cestica. JoS§ jedna od znacajnijih promena HDL
proteoma u inflamaciji je snizenje aktivnosti PONI. PONI ucestvuje u antioksidativnim i
antiinflamatornim funkcijama HDL ¢estica, pre svega u prevenciji oksidacije LDL, kroz interakciju
sa apoAl i LCAT (335). U nasoj studiji smo potvrdili pomeranje raspodele HDL subfrakcija prema
malim i gu$¢im Cesticama, Sto se potencijalno odrazava na smanjenu efikasnost procesa reverznog
transporta holesterola. Pokazano je da SR-B1 receptori na povrsini hepatocita, koji uéestvuju u
procesu preuzimanja holesterola u jetri prevashodno vezuju ve¢e HDL cestice (336). Ranije je
pomenuto da su SR-B1 receptori eksprimirani i na makrofagama, gde posreduju u procesu efluksa
holesterola, tako $to primarno vezuju HDL 2 subfrakcije (336).

Treba pomenuti da smo u nasem istrazivanju uocili vezu izmedu veée brzine urinarne
ekskrecije albumina i nizih koncentracija HDL-H kod pacijenata sa komorbiditetima, mada na granici
statisticke znacajnosti (Tabela 50). Prethodnim istrazivanjima pedijatrijskih pacijenata sa TIDM i
udruzenom celija¢nom boles¢u je pokazano da je rano povecanje ekskrecije albumina bilo povezano
sa unosom glutena i nezavisno od metaboli¢ke kontrole, kao i da se ekskrecija smanjivala striktnim
pridrzavanjem bezglutenske ishrane (256,337). Na osnovu na$ih rezultata, moze se pretpostaviti da
prisustvo disfunkcionalnih HDL ¢estica, udruzeno sa smanjenom koncentracijom HDL-H, moze
ispoljiti nezavisno ili sinergistiCko dejstvo sa povecanom ekskrecijom albumina u progresiji
makrovaskularnih komplikacija TLDM sa udruzenim ATD ili CB.

T1DM je autoimunski poremecaj koji se karakteriSe destrukcijom [ ¢elija pankreasa, koja je
posredovana dejstvom i interakcijama T celija. Aktivacija autoimunskog odgovora zapocinje
aberantnom c¢elijskom prezentacijom antigena, ¢iji je uzrok i dalje nerazjasnjen. Dugi asimptomatski
period izmedu pojave autoantitela u cirkulaciji i bolesti se smatra periodom pogodnim za potencijalnu
prevenciju ili odlaganje pocetka bolesti (1). Simptomi T1DM nastaju kada je priblizno 90% mase f3
¢elija izgubljeno (338), Sto ukazuje na znacaj otkrivanja promene genske ekspresije markera na
pankreasnim [} ¢elijama i efektorskim ¢elijama u cilju pracenja razvoja bolesti, ali podrazumeva
invazivno uzorkovanje tkiva. Pokazano je da su imunske efektorske ¢elije u infiltratu na pankreasnim
ostrvcima zahvacenih insulitisom u ravnotezi sa cirkuliSu¢im pulom celija u perifernoj krvi (339).
Pored toga, metaboli¢ki poremecaji koji karakteriSu dijabetes potencijalno utiCu na sve celije u
organizmu, tako da smo u ovom istrazivanju koristili PBMC kao uzorak izbora. Gensku ekspresiju
RAGE i TGF-B1 smo izmerili u PBMC, a koncentracije TGF-B1 i solubilne izoforme RAGE, u
plazmi ispitanika sa TLDM. Iz ovog dela istrazivanja smo iskljucili ispitanike sa ATD ili CB, jer je
njihov imunoloski profil kompleksniji, zbog u€inka pridruZene autoimunske bolesti na osnovnu
bolest.

U dostupnoj literaturi se moze videti da se nivoi iRNK proinflamatornih i regulatornih
citokina i1 njihove koncentracije u krvi obolelih razlikuju u zavisnosti od duZine trajanja dijabetesa i
starosti pacijenata (340-343). U naSoj studiji su nivoi iRNK TGF-B1 bili znac¢ajno nizi kod pacijenata
sa T1DM u odnosu na zdrave ispitanike (Slika 14 i Tabele 15 i 16). Poznato je da TGF-B1 indukuje
imunsku toleranciju, delujuéi inhibitorno na proliferaciju, diferencijaciju, aktivaciju 1 efektorsku
funkciju imunskih ¢elija (213). Ovaj citokin moZze da indukuje diferencijaciju T ¢elija u regulatorne
ili, u zavisnosti od prisustva drugih citokina, u patogene Th17 ¢elije, koje sintetiSu IL17 i ucestvuju
u patogenezi T1IDM i drugih sistemskih autoimunskih bolesti (344). Pored toga, regulatorne celije
centralne tolerancije (tTreg) mogu da sekretuju TGF-1 (215), $to se smatra njihovom primarnom
funkcijom u prevenciji TIDM (345). Balans izmedu Th17 i podtipova Treg se smatra klju¢nim u
odrzavanju imunske homeostaze, a disbalans izmedu ovih ¢éelija u smeru proinflamatornih Th17, je
potvrden kod dece sa TIDM (346). Han i saradnici su uocili znac¢ajnu nishodnu regulaciju genske
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ekspresije regulatornih medijatora TGF-B1 i Foxp3, ali i proinflamatornih citokina poput TNFa, IL-
6 kod dijabeticara kod kojih bolest traje duze od 5 godina, u odnosu na one kod kojih je bolest tek
otkrivena i osoba sa rizikom za razvoj bolesti, kao i u odnosu na zdrave. Nivoi IRNK TGF-B1 u toj
studiji nisu pokazali korelaciju sa postignutom metabolickom kontrolom, ni sa staro§¢u pacijenata
(340). Halminen i saradnici su zabelezili znafajno nize nivoe IRNK TGF-B1 kod dece s
novootkrivenim T1DM i dece sa poveéanim rizikom (na osnovu prisustva 1 ili vi§e antitela), u odnosu
na zdravu decu. Smanjenu ekspresiju TGF-B1 i IL-4 autori tumace dominantnim delovanjem Thl
limfocita u progrediranju bolesti i posledi¢no, smanjenom kontrolom citotoksi¢énog autoimunskog
odgovora (341). Nizi nivoi iRNK TGF-B1 su detektovani u PBMC kod obolelih od T1DM u studiji
koja je poredila ekspresiju ovog citokina kod pacijenata sa TLDM i T2DM i zdravih osoba. Pored
0voga, U T1DM je bila prisutna povecana ekspresija proinflamatornog citokina IL-23, koji indukuje
stvaranje patogenih Th17 ¢elija (342). Opsezna studija koja je obuhvatila 922 pacijenta sa TIDM je
prikazala profil eksprimiranih gena u PBMC koriste¢i microarray tehnologiju. Analizom 18 gena
koji su ukljuceni u kontrolu inflamacije i imunskog odgovora, nadeno je da osam gena (TGF-41,
S100A8, S100A9, MNDA, SELL, PSMB3, CD74, IL2A) ima znacajno vec¢u ekspresiju kod pacijenata
sa T1DM u odnosu na kontrolnu grupu. U skladu sa rezultatima, autori su ukazali na potencijalnu
ulogu TGF-B1 kao proinflamatornog citokina u TIDM (343). Poremecaji mehanizama ekspresije i
sinteze TGF-B1, kao i zastupljenost T ¢elija u PBMC pulu je u skladu sa stadijumom dijabetesa
ispitanika, te je verovatno uzrok kontradiktornih rezultata studija koje su ispitivale gensku ekspresiju
ovog citokina.

Kempf i saradnici su utvrdili sniZzenu ekspresiju TGF-1 u pulu cirkuliSu¢ih leukocita kod
pacijenata sa akutnim infarktom miokarda (347). Suprotno ekpresiji, koncentracije TGF-p1 u plazmi
su bile znac¢ajno vise kod pacijenata, nego kod zdravih ucesnika u nasoj studiji (Slika 14 i Tabele 15
I 16). Pored toga, pokazali smo pozitivnu korelaciju izmedu koncentracije TGF-B1, uzrasta pacijenata
i duzine trajanja dijabetesa (Tabela 17 i Tabela 19). U saglasnosti sa nasim rezultatima, i u drugim
studijama su dobijene znacajno vece koncentracije TGF-B1 kod dece sa T1DM, sa i bez prisutnih
mikroangiopatskih komplikacija, u odnosu na zdravu populaciju, kao i direktna povezanost nivoa
TGF-B1 sa duzinom trajanja dijabetesa i uzrastom pacijenta (232,233). Koncentraciji TGF-B1 u krvi,
pored ¢elija imunskog sistema, doprinose i ¢elije drugih tkiva. Treba napomenuti da su koncentracije
inflamatornih markera TGF-B1, RAGE i hsCRP, kao i genska ekspresija TGF-B1, u nasoj studiji, bili
znacajno povezani sa TI1DM, nezavisno od drugih demografskih i biohemijskih parametara (Tabela
59).

Prosklerotski i profibrotski efekti delovanja TGF-B1 ga svrstavaju u znacajne medijatore
dijabetesne nefropatije, koja se karakterise difuznom ekspanzijom ekstracelularnog matriksa (348).
TGF-B1 olakSava akumulaciju ekstracelularnog matriksa povecavajuci stvaranje i stabilizaciju i
suprimiraju¢i njegovu degradaciju. Eksperimentalne studije na miSevima sa TIDM 1 T2DM su
pokazale da je primena neutraliSu¢ih anti-TGF antitela predupredila pojavu glomeruloskleroze i
tubulointersticijalne fibroze i redukovala ekspresiju gena za fibronektin i kolagen tip 1V koji ulaze u
sastav ekstracelularnog matriksa (348,349). Ranije studije su ukazale da TGF-B1 indukuje
epitelijalno-mezenhimalnu tranziciju/transdiferencijaciju (EMT), proces gubitka diferencijacije
epitelnih Celija koje se, usled toga, transformiSu u miofibroblaste, tip mezenhimalnih stem ¢elija
(350). Ova transformacija u bubregu uti¢e na Celije koje normalno oblazu tubularnu bazalnu
membranu i imaju visoko polarizovanu strukturu, $to omogucava efikasnu reapsorpciju elektrolita i
proteina. EMT procesom, epitelne ¢elije gube polarnost i dobijaju sposobnost migracije i fibrogeneze
(351). Pored tubula, TGF-B1 indukuje EMT i u glomerularnim podocitima i glomerularnim
parijetalnim ¢elijama (352,353). Povecana koncentracija TGF-B1 u bubregu se pripisuje povecanoj
ekspresiji in situ, ali sistemsko poveéanje koncentracije TGF-B1 potiCe i iz trombocita, koji su
znacajni rezervoar TGF-B1. Ovaj efekat je naroCito izrazen u dijabetesu, koji je pracen povecanom
fragilnos¢u trombocita (354). Istrazivanja su pokazala da povecana, kao i Smanjena ekspresija TGF-
B1 kod eksperimentalnih modela sa dijabetesom uti¢u na povecanje urinarne ekskrecije albumina, ali
razlicitim intenzitetom (355). lako deca sa mikroangiopatskim komplikacijama, ukljucujuci
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dijabetesnu nefropatiju, nisu bila ukljuena u nasu studiju, genska ekspresija TGF-p1 u PBMC je
pokazala inverznu korelaciju sa urinarnom ekskrecijom albumina, dok korelacija izmedu
koncentracije ovog citokina u plazmi i ekskrecije albumina nije bila znacajna (Tabela 19).

Istrazivanja pokazuju da i endotelne ¢elije krvnih sudova, pod uticajem TGFp izoformi, mogu
da poprime formu miofibroblasta kroz proces endotelijalno-mezenhimalne tranzicije (EndMT) (356).
Disfunkcija aktiviranog endotela u odgovoru na patofizioloSke stimuluse se ogleda prisustvom
proinflamatornih medijatora, povecanoj permeabilnosti i akumulaciji leukocita i lipida u intimi i
posledi¢nom formiranju penastih ¢elija. U procesu EndMT endotelne ¢elije gube ekspresiju svojih
karakteristi¢nih proteinskih markera i ¢elijske funkcije, te prisvajaju karakteristike mezenhimalnih
¢elija, kao Sto su sinteza ekstracelularnog matriksa i kontraktilne osobine. Glavni pokretaci ovog
procesa su TGF-B1 i TGF-B2 koji putem svojih Smad i alternativnih signalnih puteva aktivacije
nuklearnih transkripcionih faktora indukuju inflamaciju, hipoksiju i oksidativni stres u endotelu
(357). Pokazano je da proinflamatorni citokini (IL-1b, IF-y, TNF-a), aktiviraju transkripcione faktore
Sto rezultuje pove¢anom ekspresijom TGF-f1 i TGF-B2, koji zatim indukuju EndMT. Ucesc¢e u
EndMT, povezuje ulogu endotela u inicijaciji ateroskleroze sa kasnijim fazama napredovanja
aterosklerotskog plaka (357). Dislipidemija, odnosno prisustvo povecane koncentracije oksidovanog
LDL je dobro ustanovljeni ¢inilac ranih faza ateroskleroze, a pokazano je da vezivanjem za LOX 1
receptore, in vivo, moze da pokrene povecanu sintezu i aktivaciju TGF-B1 u endotelnim ¢elijama i
olakSa EndMT (358).

Ranije postavljena hipoteza o ateroprotektivnoj ulozi ovog citokina se oslanja, uglavnom, na
in vitro eksperimente Kkoji su pokazali njegovo antiinflamatorno, antiadhezivno delovanje na
vaskularni endotel, antiproliferativno i antimigratorno delovanje na ¢elije glatke muskulature ili
suprimirajuce delovanje na T efektorske i celije urodenog imuniteta, na mestima aterosklerotskih
lezija (223). Medutim, ispitivanje uloge TGF-B1 kao potencijalno ateroprotektivnog ili proaterogenog
markera je kod ljudi zasnovano, pre svega, na odredivanju njegove koncentracije u plazmi ili genske
ekspresije u dostupnim tkivima. Odredivanje koncentracije TGF-B1 je oteZano prisustvom razli¢itih
latentnih formi ovog citokina, kao i razli¢itih vezanih formi u kompleksu sa proteinima seruma i
ekstracelularnog matriksa (359). Rezultati istrazivanja su pokazali poveéanje latentnog oblika, uz
istovremeno sniZenje aktivnog oblika TGF-B1, kod osoba sa uznapredovalom aterosklerozom (359).
Druge studije nisu pokazale razliku u koncentraciji TGF-f1 izmedu osoba sa i bez ateroskleroze
(360), verovatno zbog nedostatka standardizacije upotrebljenih testova. Pored ovoga, pokazano je da
koncentracija, dejstvo 1 moguci razvoj rezistencije receptora na delovanje ovog citokina, zavise od
starosti pacijenta, stadijuma bolesti, tj. od medusobnog odnosa prisutnih faktora rizika (361).
Eksperimentalno je pokazano da u aterosklerozi postoji poremecaj TGF signalizacije, u smislu
smanjene aktivacije ovog citokina, nishodne regulacije receptora, kao i aktivnosti intracelularnih
signalnih puteva (226).

Znacaj TGF-B1 kao ranog markera ateroskleroze kod pacijenata sa TIDM smo odredivali
kroz ispitivanje korelacije sa lipoproteinskim subfrakcijama. Utvrdili smo negativnu korelaciju nivoa
IRNK TGF-B1 sa velicinom LDL ¢estica, kao i negativnu korelaciju koncentracije TGF-p1 sa LDL
subfrakcijama manjeg dijametra i malim gustim LDL Cesticama (Tabela 23). Utvrdena je i negativna
korelacija ekspresije TGF-B1 i manjih HDL 3b subfrakcija. CirkuliSuc¢e koncentracije TGF-B1 su bile
u inverznom odnosu sa ve¢im HDL 2a subfrakcijama a u pozitivnoj korelaciji sa manjim HDL 3b
subfrakcijama (Tabela 25). Ukupno uzevsi, nasi rezulati su pokazali povezanost niskih koncentracija
TGF-B1 sa povisenim udelom veéih, vazoprotektivnih HDL subfrakcija, ali i sa poveéanim
prisustvom proaterogenih malih gustih LDL subfrakcija. Istrazivanja su pokazala da se veza izmedu
imunomodulatornog efekta TGF-B1 i poremecaja metabolizma lipida ogleda u inhibiciji Thl
imunskog odgovora i posledi¢noj inhibiciji efekata koje IFN-y ostvaruje na makrofage (362).
Eksperimentalno je pokazano da TGF-f1 antagonizuje nishodnu regulaciju ABCAL receptora na
makrofagama pod dejstvom IFN-y (362). Daljom evaluacijom potencijalne vrednosti TGF-B1 kao
markera ateroskleroze pokazana je direktna povezanost smanjenja ekspresije TGF-f1 i porasta
koncentracije TGF-B1 sa pogorsanjem metabolicke kontrole, kod pacijenata sa TIDM (Tabele 41 i
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42). Pored toga, uocen je i rast hsCRP kod pacijenata sa suboptimalnom i loSom metaboli¢kom
kontrolom (Tabela 42). U skladu sa prethodno objasnjenim disfunkcionalnim HDL cesticama u
T1DM, sniZenje nivoa iRNK TGF-B1 bi moglo da ukaze na povecan intenzitet inflamacije, udruzen
sa dislipidemijom, koji ima potencijalno proaterogeno dejstvo.

Drugi marker inflamacije ¢iju smo gensku ekspresiju ispitivali je RAGE. Pored proteina
modifikovanih neenzimskom glikacijom, RAGE vezuje i molekule poput HMBG1 i S100A proteine,
Sto ga svrstava u tzv. scavenger receptore koji su eksprimirani na mestima tkivne destrukcije izazvane
inflamacijom i apoptozom. Zbog toga se ligandi koje vezuju RAGE receptori nazivaju i DAMP
ligandima (eng. damage molecular patterns). Durning i saradnici su pokazali vecu gensku ekspresiju
RAGE u CD4+ i CD8+ ¢elijama kod ispitanika sa visokim rizikom za razvoj T1DM i kod onih sa
T1DM, u odnosu na zdrave ispitanike. U CD8+ je ekspresija RAGE bila znacajno ve¢a u odnosu na
CD4+ ¢elije (363). Eksperimentalno je dokazana sposobnost RAGE liganada da se transportuju kroz
membranu T Celija 1 da se vezu za intracelularno eksprimirani RAGE receptor, $to moduliSe
aktivaciju 1 diferencijaciju T ¢elija. Ovako aktivirani proinflamatorni mehanizmi su dokazani u
periodu koji prethodi nastanku dijabetesa, a praceni su sekrecijom proinflamatornih citokina (IL-17,
IL-51CD107a) u T ¢elijama i prethode poremecajima glikemije u tom periodu i manifestaciji TLDM.
U skladu sa tim, povecana intracelularna ekspresija RAGE u T ¢elijama moze ukazati na rizik od
nastanka T1DM (364,365). Zastupljenost izoformi RAGE u tkivima je razliita i zavisi od
posttranslacionin modifikacija. Dominantna forma je membranski RAGE, dok se u zavisnosti od
patoloskih uticaja menja intenzitet njegove enzimske modifikacije 1 koncentracija SRAGE u serumu,
sa dokazanom razlikom izmedu dijabeti¢ara i zdravih osoba. (364).

U naSoj studiji su nivoi iIRNK RAGE u PBMC bili zna¢ajno niZi, dok su koncentracije SRAGE
u plazmi bile znacajno vise kod pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike (Slika 14 i Tabele 15 i 16).
Miura i saradnici su dokumentovali snizenu ekspresiju RAGE u izolovanim monocitima kod
ispitanika sa T1IDM ali samo u grupi sa ispoljenim mikrovaskularnim komplikacijama (366), dok u
istoj studiji nije bilo razlike u ekspresiji RAGE kod dijabeti¢ara bez mikrovaskularnih komplikacija
I zdravih ispitanika. Pored toga, pokazano je da se nivoi iRNK RAGE znacajno smanjuju u kulturi
monocita koji su izlozeni delovanju AGE, ali ne i kada su izloZeni dejstvu insulina ili glukoze (366),
sugeriSuci na presudnu ulogu raspolozivih liganada RAGE na njegovu ekspresiju.

Prospektivna DIPP (eng. Diabetes Prediction and Prevention) studija je pokazala opadanje
koncentracije SRAGE kod dece tokom razvoja TIDM, pocevsi od faze predijabetesa, preko
serokonverzije, do progresije u TIDM (367). Autori studije ukazuju na postojanje protektivnih
mehanizama solubilnih izoformi RAGE od toksi¢nog delovanja AGE, kao i na slabljenje tih
mehanizama, poCev od serokonverzije do manifestacije dijabetesa (367). Saglasno sa nasim
rezultatima, poviSena koncentaracija SRAGE kod dece sa TIDM je dokumentovana u studiji
Dettoraki i saradnika (368). Medutim, isti autori nisu nasli zna¢ajnu razliku izmedu genske ekspresije
RAGE kod dijabeti¢ara i zdrave dece. Koncentracije N-karboksi metil-lizina (CML), produkta
uznapredovale glikacije proteina, se nisu razlikovale kod dijabeti¢ara i zdravih ispitanika, $to navodi
na zakljucak o protektivnom vezivanju AGE-sRAGE u cirkulaciji obolelih, odnosno o eliminaciji
produkata uznapredovale glikacije (368). Istrazivanjem sprovedenim kod pedijatrijskih pacijenata sa
T1DM i1 T2DM pokazani su poviseni nivoi esSRAGE 1 direktna korelacija izmedu sSRAGE 1 esRAGE
sa nivoima pentozidina, jo§ jednog predstavnika produkata uznapredovale glikacije proteina, $to
ukazuje da bi solubilne izoforme RAGE mogle da budu markeri potencijalnih komplikacija usled
uznapredovale glikacije kod dijabeticara pedijatrijskog uzrasta (369).

Postoji ocigledna veza izmedu koncentracije AGE 1 ekspresije RAGE u razlicitim tkivima
(370), a kako su dominantne solubilne izoforme nastale enzimskim delovanjem, pre svega matriks
metalopeptidaza (MMP), na receptor eksprimiran na povrsini Celije, dokazana je veza izmedu
koncentracije AGE i aktivnosti MMP. U ovom kontekstu, pokazano je da AGE indukuju ekspresiju
i sekreciju MMP-9 u makrofagama (371), kao i sintezu ovog enzima u c¢elijama krvnih sudova
dijabeticara (372). Takode, produkti oksidativnog stresa koji su poviseni usled interakcije AGE-
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RAGE, povecavaju ekspresiju i aktivnost MMP (372). Enzimska aktivnost MMP u cirkulaciji
obolelih povecava i koncentraciju sSRAGE, ali o€igledno nedovoljno da spreci oStecenje tkiva u
prate¢im komplikacijama dijabetesa, jer kolic¢ina formiranih AGE prevazilazi protektivnu sposobnost
SRAGE. Naime, koncentracije sSRAGE u plazmi su priblizno 1000 puta niZe od potrebnih za efikasno
vezivanje i eliminaciju AGE (373). Rezultati koje su objavili Nin i saradnici pokazuju visoke
koncentracije SRAGE kod pacijenata sa kardiovaskularnim komplikacijama, albuminurijom i
retinopatijom, kao i pozitivnu korelaciju sSRAGE i1 AGE, $to navodi na zakljucak da su sSRAGE
disfunkcionalne kao ,,mamci” koji sprecavaju toksi¢no dejstvo produkata uznapedovale glikacije
(374). Razlike u koncentraciji solubilnih izoformi RAGE i ekspresiji RAGE kod pacijenata sa TLDM
u objavljenim studijama proisti¢u, najverovatnije iz razlika u duzini trajanja bolesti, i prisustvu
udruzenih patoloskih stanja. Analizom povezanosti ekspresije i koncentracije inflamatornih markera
sa tradicionalnim faktorima za razvoj ateroskleroze ispitivali smo njihov potencijalni zajednicki uticaj
na razvoj makrovaskularnih komplikacija. Pokazali smo pozitivnu korelaciju koncentracije SRAGE
sa koncentracijom ukupnog, LDL-H i non-HDL-H (Tabela 21). U saglasnosti sa naSim rezultatima
su i rezultati Dettoraki i saradnika, koji su nasli direktnu korelaciju SRAGE i LDL-H (368).

Druga klinicka istrazivanja su pokazala asocijaciju niskih koncentracija SRAGE i esSRAGE sa
visokim rizikom za razvoj KVB i drugih komplikacija TLDM (375,376). Katakami i saradnici su u
longitudinalnoj studiji tokom 4 godine pratili odnos izmedu solubilnih formi RAGE i cIMT kao
markera rane ateroskleroze kod adolescenata sa TLDM i pokazali da su niske koncentracije SRAGE
I eSRAGE nezavisno povezane sa progresivnim zadebljanjem intime karotidnih arterija (375). S druge
strane, longitudinalna studija koja je ukljucila decu i adolescente sa TLDM nije pokazala protektivni
efekat visokih koncentracija solubilnih formi RAGE (SRAGE i esRAGE) na pojavu rane
ateroskleroze, procenjene na osnovu klini¢kih markera - povecanih vrednosti cIMT 1 krutosti arterija
(377). U skladu sa tim nalazom su rezultati EURODIAB studije gde je nadeno da su visoke
koncentracije sSRAGE kod odraslih ispitanika sa T1DM udruzene sa KVB i pove¢anim mortalitetom
(378). U okviru iste studije je dokazano da su koncentracije SRAGE nezavisni prediktori KVB u
T1DM, koja je delimi¢no posredovana uceS¢em RAGE u endotelnoj i1 renalnoj disfunkciji i
inflamaciji niskog stepena (374). RAGE na povrsini endotelnih ¢elija, po vezivanju za ligande iz
cirkulacije, dovodi do aktivacije i translokacije nuklearnih transkripcionih faktora i transkripcije
ciljnin gena za VCAM-1, E-selektin i proinflamatorne citokine (373,379). Kao §to je ranije
objaSnjeno, AGE ligandi su pozitivni regulatori RAGE ekspresije, ali 1 poveéanog stvaranja
solubilnih formi RAGE. Linearno povec¢anje koncentracije SRAGE kao posledice povecane RAGE
ekspresije, bi se moglo objasniti poremecajem sprege AGE-RAGE u T1DM, koji vodi u endotelnu
disfunkciju 1 inflamaciju, $to prethodi kardiovaskularnim komplikacijama bolesti (374). Rezultati
nase studije su pokazali znaCajnu povezanost neadekvatne metabolicke kontrole i poviSenih
koncentracija SRAGE i hsCRP (Tabela 42), sto ukazuje na poveéano proinflamatorno i proaterogeno
delovanje AGE u toj grupi pacijenata, koje je para¢eno kompenzatorno povecanim stvaranjem
sRAGE. U skladu sa utvrdenom pozitivnom korelacijom sa proaterogenim parametrima lipidnog
profila (Tabela 21), SRAGE ima potencijalnu vrednost kao marker rane ateroskleroze u dijabetesu.
Nishodna regulacija genske ekspresije RAGE receptora povezana sa neadekvatnom metabolickom
kontrolom (Tabela 41), je moguca posledica visoke koncentracije solubilnih formi SRAGE u
cirkulaciji. Saglasno tome, genska ekspresija RAGE i koncentracije SRAGE kod pacijenata sa TIDM
nisu bile u korelaciji, kao ni genska ekspresija i koncentracije TGF-B1. Pozitivna korelacija je
konstatovana izmedu nivoa iRNK i izmedu koncentracija oba markera (Slike 15 i 16).

Dalje, ispitivanjem korelacije genske ekspresije i koncentracije inflamatornih markera sa
lipidnim markerima kod pacijenata sa T1DM, nismo dokazali korelaciju izmedu relativnih udela LDL
i HDL subfrakcija i ekspresije RAGE i koncentracije SRAGE (Tabela 23 i Tabela 25). Jedno od
moguéih objasnjenja proizilazi iz istrazivanja sprovedenih na ekperimentalnim modelima, u cilju
rasvetljavanja uloge RAGE u aterosklerozi u TIDM. Delecija RAGE receptora kod ApoE” miseva,
koji su u studiji koriS¢eni kao model ateroskleroze, je znacajno smanjila stepen ateroskleroze u
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odnosu na ApoE”" Zivotinje koje su imale RAGE receptore. Medutim delecija RAGE u ovom
eksperimentu nije pokazala efekat na koncentracije glukoze i lipoproteina (379).

Vezu izmedu inflamacije i dislipidemije u T1DM ispitivali smo 1 na osnovu korelacija izmedu
nivoa iIRNK i koncentracije TGF-1 i RAGE sa PCSK9, kao i preko korelacije koncentracija hsCRP
1 PCSK9. Rezultati naSe studije su pokazali znacajnu korelaciju izmedu hsCRP i PCSK9 kod
pacijenata sa T1DM, dok kod zdravih ispitanika nije bilo znaCajne korelacije, ukazujuéi na
specificnost odnosa inflamacije niskog stepena i regulacije lipidnih komponenti kod populacije koja
je u riziku od nastanka ateroskleroze. CRP je najpoznatiji marker inflamatornih procesa i najvise
proucavan prediktor KVB, posebno koronarnih bolesti srca. Smatra se da CRP ima ulogu u
aterogenezi jer pojacava lokalnu inflamaciju vaskularnog endotela indukcijom komplementa (380),
olaksava infiltraciju monocita u intimu mediju krvnih sudova i pojacava ekspresiju adhezionih
molekula, citokina i hemokina u endotelnim ¢éelijama, kao i sintezu proinflamatornih interleukina u
makrofagama (381). Pored toga, CRP smanjuje vazodilatatorno delovanje NO inhibirajuéi aktivnost
NO sintaze, te podsti¢e apoptozu endotelnih i glatkih misi¢nih Celija u aterosklerotskoj leziji (382).
Dokazano je da CRP indukuje LOX-1 receptore na endotelnim ¢éelijama ¢ime se podsti¢e adhezija
monocita i preuzimanje oksidovanog LDL (383). Pretpostavlja se da proces opsonizacije LDL Cestica
C-reaktivnim proteinom olakSava njihov transport u makrofage i nastanak penastih éelija (384). S
druge strane, pokazano je da HDL neutraliSe proinflamatorno dejstvo CRP-a suprimiraju¢i indukciju
adhezionih molekula i proinflamatornih citokina (385). Veza izmedu inflamatornih i lipidnih markera
ateroskleroze je pokazana u JUPITER (eng. Justification for the Use of statins in Prevention: an
Intervention Trial Evaluating Rosuvastatin) studiji, koja je pokazala znaajno smanjenje incidence
KVB nakon terapije statinima kod osoba sa LDL-H < 3,36 mmol/L i hsCRP > 2mg/L (386). Veza
izmedu PCSKO 1 proaterogenih lipidnih parametara je dobro poznata, ali uloga PCSK9 u inflamaciji
jo$ nije dovoljno razjasnjena. Studija ATHEROREMO-IVUS (eng. The European Collaborative
Project on Inflammation and Vascular Wall Remodeling in Atherosclerosis - Intravascular
Ultrasound) je prikazala pozitivnu linearnu vezu izmedu PCSK9 i velic¢ine koronarnog
aterosklerotskog plaka. Eksperimentalno je pokazano da PCSK9 ima ulogu u intenziviranju
inflamacije tokom progresije ateroskleroze, kao i da inhibicija PCSK9 moze da ublazi inflamatornu
reakciju (387). Takode, kod apoE™ miseva, gasenje PCSK9 gena je ogranicilo aterogenezu i smanjilo
broj makrofaga u plaku (388). Uprkos tome, rezultati klinickih studija koje su ispitivale efekte
inhibitora PCSK9 su pokazali da ova terapija nema uticaja na koncentraciju hsCRP-a (389,390). Ovi
rezultati su bili nezavisni od vrste i trajanja primenjene terapije i karakteristika isitanika (389).

T1DM je, kao hroni¢na metaboli¢ka bolest nastala u detinjstvu, pracena vaskularnim
komplikacijama koje se naj¢es¢e manifestuju u adultnom uzrastu (48). Mikroalbuminurija je dobro
ustanovljen faktor rizika za razvoj dijabetesne nefropatije, kao i nezavisni prediktor endotelne
disfunkcije i rani marker kardiovaskularnih bolesti (236). Procenjeno je da se kod 2-18% osoba koje
su obolele od T1IDM u detinjstvu, u narednih 20 godina detektuje mikroalbuminurija (391,392), ali
da kod polovine zabelezenih slucajeva, ona ima prolazni karakter (239). Ispitivanje ekskrecije
albumina u urinu je ve¢ dugo prihvaceno kao skrining test za detekciju dijabetesne nefropatije, gde
je pojava mikroalbuminurije ukazuje na rizik za razvoj makroalbuminurije i progresiju renalne
bolesti. Medutim, noviji dokazi o visokom stepenu reverzibilnosti mikroalbuminurije (393) u
normoalbuminuriju, kao i o smanjenju renalne funkcije pre pojave mikroalbuminurije (394), su
ukazali na potrebu za dodatnim markerima dijabetesne nefropatije i kardiovaskularnog rizika u
T1DM.

Kod adolescenata i odraslih pacijenata sa TIDM je utvrdena direktna povezanost
mikroalbuminurije sa duZinom trajanja dijabetesa, suboptimalnom glikemijskom kontrolom,
hipertenzijom i pusenjem (239,395,396). Kod dece sa T1DM incidenca mikroalbuminurije raste u
pubertetu (396), usled izrazene fizioloske insulinske rezistencije (397). Noviji dokazi pokazuju da
rani porast brzine ekskrecije albumina, ¢ak i kad su vrednosti u okviru referentnih granica, ima
prediktivni zna¢aj za razvoj mikro i makroalbuminurije posle puberteta (239,398).
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Stone i saradnici su u retrospektivnoj studiji ispitivali trend ekskrecije albumina kod dece i
adolescenata sa pribliznim trajanjem T1DM oko 7 godina. Kriterijum za normoalbuminuriju je bila
ekskrecija <7,5 pg/min, za grani¢nu mikroalbuminuriju ekskrecija od 7,5 do 20 pg/min, a za
mikroalbuminuriju > 20 pg/min i to ukoliko se ustanovi 2 puta u toku tri meseca i ne povuce se U
toku 12 meseci (240). Grani¢na vrednost za normoalbuminuriju <7,5 pg/min je odgovarala 95.
percentilu za zdravu decu (396). Rezultati ove studije su pokazali da je grani¢no povecanje ekskrecije
albumina, uprkos tome §to je u referentnom opsegu, prediktor perzistentne mikroalbuminurije, $to je
u saglasnosti i sa rezultatima AdDit studije i drugih istrazivanja (399). Takode pokazano je da uzrast
pri nastanku bolesti i duZe trajanje dijabetesa povecavaju rizik za razvoj mikroalbuminurije (240).
Ispitanicima u nasoj studiji nisu ustanovljene komplikacije dijabetesa, pa ni mikroalbuminurija. Zato
je procena ekskrecije albumina izvrSena podelom pacijenata na osnovu kvartilnih vrednosti, pri cemu
su pacijenti u najvisem, ¢etvrtom kvartilu imali vrednosti koje odgovaraju ranom povecanju brzine
ekskrecije ili grani¢nim vrednostima mikroalbuminurije >7,5 pg/min (240,399). U saglasnosti sa
rezultatima drugih studija, na$i pacijenti kojima je izmerena najniza ekskrecija albumina, su bili
znacajno mladi od pacijenata sa ve¢om ekskrecijom (Tabela 51), $to je bilo ocekivano, jer duze
trajanje dijabetesa povecava rizik od komplikacija.

Klinicke 1 eksperimentalne studije su pokazale uticaj dislipidemije u razvoju
mikroalbuminurije i dijabetesne nefropatije (400), a poznato je da su lipidne abnormalnosti pra¢ene
albuminurijom kod dijabeti¢ara, ¢ak i u odsustvu drugih manifestacija renalne insuficijencije (236).
EURODIAB studija nije potvrdila korelaciju izmedu parametara lipidnog statusa i kardiovaskularnog
rizika kod T1DM pacijenata sa normoalbuminurijim, ali je u grupi sa mikroalbuminurijom
kardiovaskularni rizik bio povezan sa hipertrigliceridemijom, pove¢anim LDL-H i manjom veli¢inom
lipoproteinskih Cestica (401). Eksperimentalne i klinicke studije su pokazale da su mezangijalne,
tubulointersticijalne i glomerularne promene udruzene sa proaterogenim lipidnim profilom kod
obolelih od T1DM (400), dok su rezultati Steno studije pokazali da regulacija hiperholesterolemije
utice na regresiju mikroalbuminurije, $to ukazuje na udruZenu prognosticku vrednost lipida i
ekskrecije albumina u proceni rizika za nastanak dijabetesne nefropatije i makrovaskularnih
komplikacija (393).

U humanim glomerulima, preuzimanje lipida u mezangijalne i endotelne ¢elije se vrsi preko
specifi¢nih receptora. LDL Cestice, koje su modifikovane glikozilacijom 1 oksidacijom, preuzimaju
se preko scavenger receptora i akumuliraju u infiltrirane monocite u mezangijumu uz posledi¢nu
diferencijaciju monocita u makrofage i formiranje penastih ¢elija (402). Pokazano je da oksidovani
lipoproteini stimuliSu mezangijalne ¢elije na lucenje hemotaktickih faktora i adhezionih molekula Sto
amplifikuje inflamatornu reakciju i predstavlja znacajan faktor u patogenezi glomeruloskleroze i
tubularne fibroze, posebno u dijabetesnoj nefropatiji. Renalne makrofage stimuliSu oslobadanje
slobodnih kiseoni¢nih radikala i oslobadaju faktore rasta kao $to je PDGF-AB (eng. platelet-derived
growth factor-AB) i TGF-B1. TGF-B1 je prepoznat kao znacajan medijator ekspanzije mezangijalnog
matriksa posredovane lipidima. Pored toga, tubularno-intersticijalno ostecenje, indukovano
dislipidemijom, je pra¢eno znacajnom infiltracijom makrofaga i paralelnim povecanjem ekspresije
TGF-B1 u ¢eljama intersticijuma (404-405).

Klini¢ke studije koje su obuhvatile grupe pacijenata sa TIDM adolescentnog i adultnog
uzrasta, sa normo-, mikro- i makroalbuminurijom su pokazale da su proaterogeni lipidni poremecaji
povezani sa perzistentnom albuminurijom. PoviSena koncentracija LDL-H je bila pracena
poveéanjem IDL i malih gustih LDL subfrakcija, dok su udeli ve¢ih LDL subfrakcija bili snizeni.
Veza izmedu parametara lipidnog profila i ekskrecije albumina u ovoj studiji je bila nezavisna od
glikemijske kontrole (406). Marcovecchio i saradnici su kod dece i adolescenata sa TIDM pokazali
da je porast ekskrecije albumina udruzen sa porastom ukupnog i non-HDL-H, nezavisno od
postignute metabolicke kontrole, uzrasta, pola, trajanja dijabetesa i ITM (407). Kod u¢esnika AdDit
studije koji su imali ekskreciju albumina u okviru referntnih vrednosti, u grupi pacijenata u gornjem
tercilu vrednosti ekskrecije, detektovana je hiperlipidemija i povecana krutost arterija, kao ispitivani
marker subklinicke ateroskleroze (235). Pored ovoga, rani znaci ateroskleroze koji su dokazani
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izmerenim zadebljanjem alMT, su bili nezavisno povezani sa LDL-H, uzrastom, sistolnim krvnim
pritiskom i1 ranom ekskrecijom albumina (235). Suprotno od navedenih istrazivanja, ucesnici nase
studije, u najviSem kvartilu ekskrecije albumina su imali zna¢ajno nize koncentracije LDL-H u
odnosu na ostale kvartile (Tabela 52), kao i visu zastupljenost LDL subfrakcija veceg dijametra u
odnosu na pacijente sa najmanjom brzinom ekskrecije albumina (Tabela 53). Ocekivano, kod
pacijenata Cija je ekskrecija albumina odgovarala I'V kvartilu, naden je ve¢i udeo malih HDL cestica
(Tabela 54). Dalje, pokazali smo da je kod pacijenata €ija je urinarna ekskrecija albumina odgovarala
IV kvartilu, odnosno kriterijumima rane ekskrecije, bila snizena ekspresija TGF-B1 u PBMC (Tabela
56 i slika 24). Rezultati univarijantne regresione analize su pokazali da je nishodna regulacija RAGE
I TGF-B1 povezana sa pojacanom ekskrecijom albumina. Multivarijantna regresiona analiza je
izdvojila snizenu ekspresiju TGF-B1 kao marker ranog povecanja brzine ekskrecije albumina,
nezavisno od pola i uzrasta pacijenta, krvnog pritiska, koncentracije kreatinina i HbA1c. Povezanost
snizene ekspresije TGF-B1 1 povecane ekskrecije albumina je ostala znacajna i nakon korekcije za
koncentracije inflamatornih markera, nivoa iRNK RAGE i postignute metabolic¢ke kontrole (Tabela
58). Pacijenti u nasoj studiji su imali viSe koncentracije TGF-1 u odnosu na zdrave ispitanike $to
ukazuje na njegovo potencijalno poreklo iz bubrega usled povecane lokalne ekspresije, ali je izostala
korelacija koncentracije TGF-B1 sa ekskrecijom albumina, kao i razlika u koncentracijama TGF-B1
po kvartilima albuminske ekskrecije (Tabele 19 i 57, slika 24). Pokazani rast koncentracija kreatinina
sa porastom ekskrecije albumina (Tabela 52) je verovatno posledica trenutne bubrezne funkcije, ali i
potencijalni indikator za prac¢enje poremecaja bubrezne funkcije kod pacijenata sa TIDM.

Treba istaci da uzrok albuminurije nije u potpunosti razjasnjen. Novije studije pokazuju da
promene u morfologiji glomerula nisu jedini uzrok mikroalbuminurije u dijabetesnoj nefropatiji.
TGF-B1 povecava akumulaciju ekstracelularnog matriksa kroz stimulaciju sinteze kolagena tip IV i
fibronektina, $to dovodi do razvoja intersticijalne fibroze i glomerularne skleroze. Pored toga, TGF-
B1 redukuje aktivnost lizozomalnih enzima S$to ima kao posledicu poremeéenu razgradnju
komponenti matriksa i dodatno doprinosi fibrozi organa poput bubrega i srca (408). TGF-B1 je
direktno uklju¢en u mehanizme reapsorpcije, odnosno ekskrecije albumina posle glomerularne
filtracije, ali je moguce da i drugi citokini, kroz aktivaciju TGF-B1 ili nezavisno od njega, uti¢u na
ekskreciju albumina u oboljenjima poput dijabetesa. Visoki nivoi glukoze su iniciraju¢i faktor za
hormonsku stimulaciju i lokalnu ushodnu regulaciju i stimulaciju faktora rasta (409). Hipoteza
Deckerta i saradnika da je bubrezna funkcija refleksija vaskularne funkcije u organizmu bi mogla da
objasni povezanost pojacane ekskrecije albumina sa poremecajem koronarnih 1 perifernih krvnih
sudova (237). Kompleksni mehanizmi koji povezuju endotelnu disfunkciju i hroni¢nu inflamaciju, a
reflektuju se mikroalbuminurijom, odraz su multiplih poremecaja koje leZe u osnovi razvoja
aterosklerotskih promena u kardiovaskularnom sistemu.
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6. Zakljucci

10.

Pedijatrijski pacijenti sa TIDM na intenzivnoj insulinskoj terapiji su imali znacajno vise
koncentracije HDL-H i nizi udeo malih, gustih LDL ¢estica u odnosu na zdravu decu. Raspodela
HDL cestica kod pacijenata sa TIDM je bila pomerena ka manjim HDL 3 subfrakcijama. Broj
ispitanika sa dislipidemijom je bio znac¢ajno veci u grupi sa TIDM.

Koncentracije PCSK9 u plazmi pedijatrijskih pacijenata sa T1DM se nisu zna¢ajno razlikovale
od koncentracija kod zdrave dece. U grupi sa TIDM nisu utvrdene razlike u koncentracijama
PCSKO9 po polu.

Kod pacijenata sa T1DM koncentracije PCSK9 su znacajno rasle sa pogorSanjem metabolicke
kontrole i pozitivno korelirale sa udelom HbAyc Pacijenti sa veéim stepenom insulinske
rezistencije su imali vise koncentracije PCSK9.

Sa porastom koncentracija PCSK9 u plazmi pacijenata sa T1DM, rasle su koncentracije
ukupnog holesterola, LDL-H, non-HDL-H i TG. Kod zdrave dece nije utvrdena korelacija
izmedu koncentracija PCSK9 i parametara lipidnog statusa.

Pacijenti sa neadekvatnom metabolickom kontrolom i povisenim koncentracijama LDL-H su
imali znacajno vise koncentracije PCSK9 u odnosu na pacijente sa istim stepenom postignute
metaboli¢ke kontrole i optimalnim koncentracijama LDL-H. Kod pacijenata sa dobrom
metabolickom kontrolom nije uocena razlika u koncentracijama PCSK9 u zavisnosti od
koncentracije LDL-H.

Kod pacijenata sa dobrom metaboli¢kom kontrolom, vis§i nivoi PCSK9 su bili udruzeni sa ve¢im
LDL dijametrima i nizim udelima sdLDL Ccestica. U grupi pacijenata sa neadekvatnom
metabolickom kontrolom viSe koncentracije PCSK9 su bile udruZene sa ve¢im udelima malih
HDL 3c subfrakcija i vis$im koncentracijama TG.

Genska ekspresija TGF-f1 u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi pacijenata sa TIDM je
bila znaCajno niza, a koncentracije TGF-B1 u plazmi znacajno vise nego kod zdrave dece.
Koncentracije TGF-B1 u plazmi pacijenata sa T1DM su bile u pozitivnoj korelaciji sa starijim
uzrastom i duZim trajanjem bolesti.

Genska ekspresija RAGE u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi je bila znacajno niza u
grupi pacijenata sa TLDM nego u grupi zdrave dece. Koncentracije SRAGE u plazmi pacijenata
sa T1DM su bile znacajno vise od koncentracija u plazmi zdrave dece.

Sa pogorsanjem metabolicke kontrole TIDM genska ekspresija TGF-f1 i RAGE u
mononuklearnim ¢elijama periferne Krvi se snizavala, a koncentracije TGF-B1 i SRAGE su rasle.

U grupi pacijenata sa TIDM genska ekspresija TGF-B1 je bila u inverznoj korelaciji sa
veli¢inom LDL ¢estica i udelima malih HDL 3b subfrakcija. Koncentracija TGF-1 u plazmi je
bila u pozitivnoj korelaciji sa relativnim udelom LDL II i HDL 3b ¢estica, a negativnoj sa
udelima HDL 2a, LDL IIl i IV subfakcija. Koncentracije SRAGE u plazmi su pozitivno
korelirale sa koncentracijama ukupnog holesterola, LDL-H i non-HDL-H.
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Snizena ekspresija TGF-B1 je bila povezana sa ranim povec¢anjem brzine ekskrecije albumina,
nezavisno od pola, uzrasta, krvnog pritiska, koncentracija kreatinina i udela HbA1c. Utvrdena
veza izmedu snizene ekspresije TGF-B1 1 povecane ekskrecije albumina je ostala znacajna i
nakon korekcije za koncentracije inflamatornih markera, nivo genske ekspresije RAGE i stepen
postignute metabolicke kontrole

Pacijenati sa TIDM i pridruzenim autiomunskim bolestima su imali zna¢ajno nize koncentracije
HDL-H u odnosu na pacijente bez pridruzenih bolesti. NajviSe vrednosti indeksa ateroskleroze,
najnize koncentracije HDL-H i najmanji dijametri HDL Cestica su utvrdeni u grupi pacijenata
sa pridruzenom CB.

Pacijenti sa pridruzenim autoimunskim bolestima su imali tri puta vecu verovatnocu za snizene

koncentracije HDL-H, nezavisno od prisustva tradicionalnih faktora rizika za makrovaskularne
komplikacije dijabetesa.
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H3jaBa 0 ayTOpCTBY

Hme u npesume aytopa_ JIparaHa bojaHuH

Bpoj ungekca 31/14

U3jaB/byjeMm
Jla je JOKTOpCKa AycepTalnuja o HacJ0BOM

PaHu iMnuAHU U HHGJIAMAaTOPHU MapKepH aTEepPOCKIIEPO3e KO/ Aelie ca TUIoM 1

AvjabeTec MeJUTYyca: yTULAj MeTab0JIUYKe KOHTPOJIe U KOMOpOUauTeTa

® pe3yJsITaT CONCTBEHOT UCTPAXKUBAYKOT PaAa;

e Jla AucepTalLMja Y LeJIMHU HU y JleJIOBUMa HUje OUJIa Mpe/iJiocKeHa 3a CTULakbe JIpyre AUIJIOMe
npema CTyZMjCKUM IporpaMuMa JJpyrux BUCOKOIIKOJICKHX YCTaHOBa;

® Jia Cy pe3yJITaTH KOPEKTHO HaBeJ€eHU U

e Jla HMCaM KpUIMO/JIa ayTOpCKa NpaBa U KOPHUCTHUO/JIa UHTEIEKTYaIHYy CBOjUHY APYTHUX JIULIA.

IloTniuc ayTopa

Y Beorpaay, _7.5.2020.







HU3jaBa 0 MICTOBETHOCTH LITAMINaHe U eJIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT
paja

Mme u npe3sume aytopa __/[Iparana bojaHuH

Bpoj ungekca _ 31/14

Ctyaujcku nporpaM _MeauuuyHcka 6MoxeMuja

Hacsios pada PaHu IMNUAHY ¥ UHQJIaMaTOPHU MapKepy aTepoCcKiepo3e Ko Jelle ca

TUoM 1 nujaberec MeJIUTYCA: VTUIIA] MeTAO0JIMYKE KOHTPOJIE U KOMOPOUIUTETA

MenTop _IIpod. np Becha CnacojeBuh-KasumanoBcka u [lpod. ap Jenena Bekuh

HsjaBsbyjeM Ja je miTaMnaHa Bep3Wja MOT JOKTOPCKOT paZila UCTOBETHA eJIEKTPOHCKOj BepP3HUjU KOjy
caM npejao/na paju noxpamwuBama y JIMruTaJjHoM peno3uTopyjymy YHuBep3uTtera y beorpaay.

Jlo3BoJbaBaM /ia ce 06jaBe MOju JIMUHU MO/l Be3aHU 3a I00Ujarhe akaIeMCKOT Ha3uBa JIOKTopa
HayKa, Kao IITO Cy UMe U NTpe3uMe, TOJAMHA U MECTO pohera U AaTyM oJ0paHe pajia.

OBM JIMYHM NOJALM MOTY ce 06jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHULlaMa AUruTalHe OUOJINOTEKE,
eJIEKTPOHCKOM KaTaJsIory U nybJinKanujamMa YHuBep3uTeTa y beorpagy.

IloTniuc ayTopa

Y Beorpagy, _7.5.2020.







H3jaBa 0 kopumrhemwy

OpusawhyjeM YHuBep3uTeTcky 6ubnoteky ,CBeTo3ap MapkoBuh” ga y JlMruTajHu peno3suTOpUjyM
YuuBepsuTeTay beorpasly yHece Mojy JOKTOPCKY AMCePTaLMjy MO/ HACJOBOM:

PaHu 1unuaHu ¥ MHQJIaMaTOPHU MapKepHy aTepoCKJIepo3e Ko/, Aele ca TUIoM 1

JiijabeTec MeJIMTyca: YTULAj METab0JMYKe KOHTPOJIe U KOMOpOUgUTEeTa

KOja je Moje ayTOpPCKO JZeJIo.

JucepTanujy ca CBUM MpUJI03UMa Ipe1ao/na caM y eJIeKTPOHCKOM ¢opMaTy MoroJHOM 3a TPajHO
apXUBUpaHE.

Mojy BOKTOpPCKY AvcepTanyjy NoxpameHy y JJUTUTaIHOM pellO3UTOPUjyMy YHUBEpP3UTETA Y
Beorpazy 1 J0OCTYNIHY ¥ OTBOPEHOM NPHUCTYIy MOT'Y 1a KOPUCTE CBU KOjU MOUITYjy oJipesbe cajpkaHe
y ogabpaHoM Tuny JaulleHie KpeatusHe 3ajeguuiie (Creative Commons) 3a Kojy caM ce 0//1y49H1o/Ja.

1. Aytopctgo (CC BY)

2. AytopcTBo - HekoMepijaaHo (CC BY-NC)

(3).AyTOpCcTBO — HEeKOMepLHUjaHo — 6e3 npepaza (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIMjaJHO - AeJUTH noj uctuM ycaoBuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo - 6e3 npepaja (CC BY-ND)

6. AyTopcTBO - flesiuTu oA uctuM ycaosuma (CC BY-SA)

(MostuMoO 12 3a0KPYKUTE CaMo jeJHY O/ IEeCT MOHYHeHUX JIULEHIH.
Kparak omnuc JIMIEHIH je cacTaBHHU /Ie0 OBe U3jaBe).

IloTnuc ayTopa

Y Beorpaay, _7.5.2020.







1. AyTopcTBo. /l03BO/baBaTe YMHOXKaBakbe, JUCTPUOYILINjY M jaBHO caoIIITaBalbe Jiesia, U Npepaje,
aKO Ce HaBeJle UMe ayTopa Ha Ha4YWH oJijpeheH o/ cTpaHe ayTopa WJM JlaBaolla JIUIEHIIE, YaK U ¥

koMepIjasiHe cBpxe. OBO je Hajc/1I0604HUja O/ CBUX JIULIEHIIH.

2. AyTopcTBO - HeKOMepI1HjasaHo. [03Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUOYIIH]jY U jaABHO CAOMILITABAbE
Jlesla, U Mpepajie, ako ce HaBejJle UMe ayTopa Ha HAa4yWH ojpeheH oj cTpaHe ayTopa WM JAaBaolja

suieHne. OBa JIIEHIA He JI03B0OJ/baBa KOMepIHjaJIHy yIIOTpeOy Jea.

3. AyTopcTBO - HEKOMepLUja/lHO - 6e3 mpepaja. /lo3Bo/baBaTe yMHOXaBake, LJUCTPUOYLHjy U
jaBHO caomlITaBame Jlesa, 6e3 MpoMeHa, NpeobJUKOBaba WM YIIOTpebe Jiesia Y CBOM Jiesy, ako ce
HaBeJle MMe ayTopa Ha HauMuH oJijpeheH o/ cTpaHe ayTopa WJM AaBaola JiuleHIe. OBa JiMleHla He
Jl03B0/baBa KOMepLHja/Hy yHnoTpeody Jesa. Y OJHOCY Ha CBe OCTaje JIMLeHIe, OBOM JIMLEHLIOM ce

orpaHuyaBa Hajeehu 06UM IpaBa Kopuillhewa Jea.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPIHjaJTHO - AEJUTHU NOJ UCTUM ycJoBUMA. /[03BO/baBaTe YMHOXKABAE,
JUCTPUOYLIHjy U jaBHO CaoNILUTaBame Jiesa, U Ipepasie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HayuH oJjpeheH
0/l CTpaHe ayTopa WJIM /laBaola JIMIEeHIle U aKo ce mpepaja AUCTPUOYHUpa MO UCTOM WM CIAUYHOM

JuneHnoM. OBa JIMLeHIIa He J03B0/baBa KOMepIUjaIHy yIoTpeby Jiesia U npepaja.

5. AytopcTBO - 6e3 mpepaja. /lo3Bo/baBaTe YMHOXaBae, JUCTPUOYLUjY U jaBHO CAOMNLITABambe
Jiesa, 6e3 NpoMeHa, Npeo6IMKOBawka UK ynoTpebe Aiesia y CBOM Jiesly, aKO Ce HaBeJie MMe ayTopa Ha
Ha4yuH oApebeH oJ cTpaHe ayTopa WM JaBaola JnneHne. OBa JiMLieHla A03B0/baBa KOMepLHjaTHy

yHnoTpeOy Aea.

6. AyTOpPCTBO - JA€JIUTH NOJ UCTUM ycCJIO0BUMA. /[03BO/baBaTe YMHOXKaBakbE, JUCTPUOYIUjY U jaBHO
CaoNIITaBame JIesia, U Ipepajie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauYuH oipeheH o/ CTpaHe ayTopa Uiu
JlaBaolia JIMIEHIe ¥ aKOo Ce Mpepajia JUCTPpUOGYHUpa MoJ, UCTOM WM CIMYHOM JinLeHIoM. OBa JIMIeHLa
JI03B0JbaBa KOMeEPIHjaJIHy yHOTpeOy Aesa U npepaja. CinyHa je copTBEPCKUM JIMIeHI]aMa, 0JHOCHO

JIMLleHllaMa OTBOpPEHOTI KoJa.



