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1. UvoD

1.1. Smisao predloZene teme

Seéerna je bolest metaboli¢ki poremecaj visestruke etiologije Gije je glavno obiljeZje stanje
kroni¢no povisene razine glukoze u krvi. Kroni¢ne nezarazne bolesti u koje ubrajamo i
Secernu bolest tipa 1 u djece su u stalnom 1 dramati¢nom porastu u cijelom svijetu. Promjene
su 0sobito naglasene u razvijenim te srednje razvijenim zemljama, uz tendenciju sve veceg
porasta I U nerazvijenim zemljama, osobito u mladih dobnih skupina. Nagli porast
prevalencije tipa 1 Secerne bolesti u djece unatrag dva desetljeca povezuje se u prvom redu s
utjecajem okolisnih ¢imbenika, no do razvitka tipa 1 Secerne bolesti najvjerojatnije dolazi u
slozenom medudjelovanju okolisnih ¢imbenika i genetske predispozicije (1). Temeljni
patofizioloski poremecaj u tipu 1 Secerne bolesti predstavlja manjak inzulina zbog osteéenja
funkcije p-stanica Langerhansovih otoica guSterate. Patofizioloski mehanizam kojim
zapocinje ovo oStecenje, medutim, nije jo§ u potpunosti poznat. Objasnjenje patogeneze
SeCerne bolesti tipa 1 hipotezom moguce aktivacije sustava urodene imunosti putem
kontinuiranog autoimunog procesa na Langeharsovim otoci¢ima guSterace bitno je u
razjaSnjavanju nastanka ove bolesti (2). Niz istrazivanja pokusava dokazati da cirkulirajuci
markeri upale, proteini akutne faze, medu njima citokini i alarmini, mogu biti prediktori
razvitka Secerne bolesti tipa 1 (3). Aktivacija sustava urodene imunosti, kao moguci
patogenetski mehanizam za razvitak Secerne bolesti, predstavlja novi model kojim se moze
objasniti nastanak bolesti 1 kroni¢nih komplikacija (4). Histologiju Langerhansovih oto¢i¢a u
oboljelih od tipa 1 Secerne bolesti karakterizira upalni proces uz nazo¢nost citokina, apoptoze
stanica i infiltracije imunim stanicama (5).

Cimbenici rizika koji mogu utjecati na aktivaciju, odnosno intenzitet aktivacije sustava
urodene imunosti, mogu biti egzogene, odnosno endogene prirode. Jedni od endogenih
¢imbenika rizika mogli bi biti specifiéni proupalni citokini u koje svrstavamo i1 endogens
signalne molekule opasnosti, znane kao alarmin, te HMGB1. Alarmini su mali topljivi
proteini ili glikoproteini proizvedeni od jedne vrste stanica s u¢inkom na promjenu ponasanja
druge vrste stanica. Proizvodi ih Citav niz razliCitih stanica i neophodni su za razvitak i
funkcioniranje urodenog i1 ste€enog imunoloskog odgovora. U¢inak na ciljnim stanicama
ostvaruju vezuci se na specificne receptore (6). Uloga niza citokina i alarmina u patogenezi
Secerne bolesti jo§ je uvijek predmetom ispitivanja, no disregulacija se moze povezati s

nastankom i razvitkom Secerne bolesti tipa 1. Neravnoteza izmedu aktivnosti proupalnih



citokina i alarmina, kojima pripadaju HMGBL1, S100, TNF-a, IL-1 i IL-6, i s druge strane onih
s protuupalnim u¢inkom, poput IL-10 i TGF-B, moze dovesti do razvoja pocetne upale, $to se
histolo$ki menifestira slikom inzulitisa. Smatra se da u genetski predisponiranih osoba za
razvoj autoimuna dijabetesa hipersekrecija citokina s proupalnim u¢inkom moze uzrokovati
nastanak inzulitisa i posljedi¢no dovesti do manifestne Secerne bolesti tipa 1. U prilog tome
govore 1 nedavna istrazivanja na zivotinjskim modelima koja su pokazala da se blokiranjem
aktivnosti pojednih proupalnih citokina i alarmina moZe usporiti, ili ¢ak i zaustaviti razvitak i
napredovanje inzulitisa i manifestne Se¢erne bolesti tipa 1 (7). Protuupalni citokini mogu ovaj
ucinak smanjiti, odnosno neutralizirati. Specifi¢ni vanjski ¢imbenici koji mogu dovesti do
hipersekrecije proupalnih ili neravnoteze proupalnih i protuupalnih citokina i alarmina do
danas nisu poznati, no predmet su intenzivna istrazivanja. U svrhu daljnjeg rasvjetljavanja
tocnog patogenetskog mehanizma ovoga sloZenog procesa i otkrivanja moguceg utjecaja
vanjskih ¢imbenika, cilj je ovoga rada bio pokazati moguci u¢inak razine serumskog cinka i
dokaz poviSene razine proupalnog ¢imbenika HMBGI u nastanku Secerne bolesti tipa 1 u

djece.

1.2. SECERNA BOLEST

1.2.1. Definicija i opis

Seéerna bolest (nadalje SB) kompleksna je, multifaktorijalna i poligenska kroni¢na metabo-
licka bolest karakterizirana poremec¢ajem metabolizma ugljikohidrata, masti 1 bjelancevina
uzrokovana relativnim ili apsolutnim nedostatkom inzulina, poremecajem inzulinskog djelo-
vanja ili kombinacijom tih dvaju mehanizama. Se¢erna bolest dovodi do niza akutnih kompli-
kacija kao $to su dijabeticka ketoacidoza, neketoti¢na hiperosmolarna koma te hipoglikemija,
ali 1 do razvitka niza kroni¢nih komplikacija krvozilnog sustava koje mogu biti mikrovasku-
larne (retinopatija, nefropatija i polineuropatija) i makrovaskularne (koronarna bolest, cereb-
rovaskularna bolest i periferna arterijska bolest) (8). Etioloski se Secerna bolest dijeli na tip 1,
kojemu je u podlozi razaranje B-stanica gusterace, sto dovodi do apsolutnog nedostatka inzu-
lina; tip 2, koji moze varirati od inzulinske rezistencije s relativnim nedostatkom inzulina do
poremecaja lu¢enja s inzulinskom rezistencijom ili bez nje; druge specificne tipove koji u
podlozi imaju razli¢ite sindrome, genetske poremecaje ili su posljedica djelovanja egzogenih

Stetnih tvari i gestacijski dijabetes kao posebnu kategoriju koja se javlja u trudnica.



1.2.2. Kriteriji za dijagnozu

Kriteriji za postavljanje dijagnoze SB-a temelje se na koncentraciji glukoze u krvi i
prisutnosti ili odsutnosti simptoma bolesti. Simptomi hiperglikemije su poliurija, polidipsija,
polifagija uz gubitak tezine, ponekad i zamagljen vid, zastoj rasta i osjetljivost na odreDene
infekcije. Akutne, za zivot opasne posljedice nekontroliranog dijabetesa su hiperglikemija s

ketoacidozom ili sindrom neketotske hiperosmolalne kome.

Danas su vazeci kriteriji za dijagnozu Se¢erne bolesti prema preporukama ISPAD-a:

e klasi¢ni simptomi dijabetesa ili hiperglikemijska kriza s vrijednosti
glukoze u plazmi (GUP) > 11,1 mmol/L

e GUP nataste > 7,0 mmol/L (nataste je stanje definirano izostankom kalorijskog
unosa kroz najmanje 8 sati)

e GUP u 120 minuta tijekom oralnog testa opterecenja glukozom (OGTT-a) > 11,1
mmol/L  (OGTT treba biti ucinjen prema preporukama WHO-a, koristec¢i
opterecenje ekvivalentno 75 g dehidrirane glukoze otopljene u vodi ili 1,75 g/kg
glukoze prema tjelesnoj tezini ispitanika do maksimalno 75 Q)

e HbAIc>6,5 % (Test treba biti u¢injen u laboratoriju koji koristi metodu
certificiranu od strane NGSP-a (Nacionalni program za standardizaciju
glikoziliranog ~ hemoglobina,  skrateno od engl.  National
Glycohemoglobin Standardization Program) i standardiziranu prema
DCCT eseju (Studija kontrole dijabetesa 1 komplikacija, skra¢eno od
engl. Diabetes Control and Complications Trial)).

1.3. SECERNA BOLEST TIP 1

Se¢erna bolest tipa 1 heterogena je bolest koju Karakterizira razaranje beta stanica
gusteraCe koje zavrSava potpunim nedostatkom inzulina. Veéina slucajeva, preko 90 %,
uzrokovana je autoimuno posredovanom reakcijom T-limfocita s posljedi¢nim razaranjem
beta stanica (tip 1a), dok manjina slu¢ajeva nastaje zbog idiopatskog unistenja ili nestanka
beta stanica (tip 1b), a bolest se o€ituje tipinim simptomima kada se unisti oko 90 % -
stanica gusterace (9). Od ukupnog broja oboljelih od Secerne bolesti na Sec¢ernu bolest tipa
1 otpada 5 — 10 %. Seroloski markeri autoimunog procesa: protutijela na stanice oto¢i¢a
gusterace (eng. islet cells antibodies), protutijela na membranski protein glutamicku kiselu
dekarboksilazu (GAD, od engl. glutamic acid decarboxylase), protutijela na protein tirozin

fosfatazu 1A-2 (engl. tyrosine phosphatase-like insulinoma antigen 2) i autoprotutijela na
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beta stanicni specifi¢ni cink transporter 8 (ZnT8, od engl. zinc transporter 8
autoantibodies) prisutna su u 85 — 90 % oboljelih (10). Ekspresija ovih protutijela dobno je
ovisna, s ¢eS¢om pojavnoscu ICA-e i ZnT8 u djece ispod 10 godina, dok se GAD i IA-2

¢esce javljaju u starijih dobnih skupina i GAD c¢esce u zenskog spola (11).

1.3.1. Epidemiologija Se¢erne bolesti tipa 1

Epidemiologija $eéerne bolesti tipa 1 (nadalje SBT1) iskazana prevalencijom i incidencijom
Siroko varira medu drzavama, no opéenito je najée$éa metabolicka bolest djetinjstva. Cesca je
u razvijenim zemljama, no prevalencija raste brze u niZe i srednje razvijenim zemljama (12).
U odraslih SBT1 ¢ini otprilike 5% svih dijagnosticiranih bolesnika sa $e¢ernom bolesti.
Zadnji podatci govore o gotovo dvostrukom porastu broja oboljele djece u zadnje dvije
dekade (13). Godisnja ucestalost novih slucajeva kod djece do 10 godina procjenjuje se na
19,7/100 000, a u onih starijih od 10 godina na 18,6/100 000. Porast incidencije u zemljama u
razvoju prati trend urbanizacije i promjenu nacina Zzivota, a medu najvaznije Cimbenike
svakako spada i zapadnjacki stil prehrane, koji uz ostale ¢imbenike okoliSa pridonosi ovome
porastu, mada mehanizmi nastanka jo$ nisu razjasnjeni (12). Do sada prevladava paradigma o
etiologiji SBT1 koja pretpostavlja da je izvana potaknuto autoimunosno razaranje beta stanica
gusterace u genetski predisponiranih osoba osnovni model (14), mada postoje i alternativne
hipoteze (15, 16). Globalna varijacija u incidenciji, prevalenciji i vremenskim trendovima
pojavnosti SBT1 analizira se iz istraZivanja kao §to su ono Svjetske zdravstvene organizacije
(Multinacionalno istrazivanje za djecji dijabetes) poznato kao DIAMOND projekt (17, 18) ili
europsko istrazivanje poznato kao EURODIAB (19, 20), odnosno SEARCH istrazivanje u
SAD-u (21). Prema DIAMOND istrazivanju, pocetni izvjeStaj iz 2000-te godine opisuje
pojavnost SBT1 u djece < 14 godina Zivota u 50 zemalja Sirom svijeta u ukupnom iznosu od
19 164 slucajeva u populaciji od 75,1 milijuna djece u razdoblju od 1990. do 1994. godine
(17). Naknadno je uodena velika razlika u incidenciji SBT1, od ¢ak 350 puta mePu 100
zemalja u svijetu u rasponu od najnize, 0,1/100 000 stanovnika godis$nje u Kini i Venezueli
do 57,6/100 000 stanovnika u Finskoj. Nakon Finske, najvecu incidenciju imaju Sardinija
(40/100 000), Kanada (35,1/100 000), Svedska (34/100 000) i Velika Britanija (33/100 000),
a incidencija dalje opada prema juZnim 1 istonim krajevima. Indoeuropska rasa, narocito
stanovnici sjevernih podrucja, ima najviSu, dok narodi Azije imaju najmanju incidenciju
SBT1. Japanci imaju incidenciju 2,4/100 000, dok oni koji Zive u SAD-u i osobe francuskoga
podrijetla u Kanadi imaju dvostruko veéu incidenciju SBT1 nego u Francuskoj i Japanu, §to

ukazuje na vaznost okoli$nih ¢Gimbenika rizika na razvoj SBT1. Najveca je incidencija u



zimskome razdoblju, §to se povezuje s povecanjem izloZenosti virusima tijekom toga
godisnjeg doba (18). Podjednaki je broj osoba oboljelih od SBT1 muskog i Zenskog spola,
iako je nesto vise oboljelih muskaraca, ali ne sa statistickom znacajnoséu (19). SBT1 moZe se
javiti u bilo kojem Zivotnome razdoblju, no s obzirom na dob, dva su vrha incidencije SBT1:
prvi u dobi od 5 do 7 godina, a drugi u doba puberteta. Prvi se vrh javlja kod polaska u $kolu,
Sto je vezano s pove¢anom izlozenosti djeteta infektivnim ¢imbenicima, dok se drugi javlja u
pubertetu, a povezan je s pojacanim lu¢enjem hormona rasta, kao i spolnih hormona (koji su
antagonisti inzulina), te s emocionalnim stresom svojstvenim za tu dob (22). Posljednjih se
desetaka godina udestalost SBT1 povetava za 2 — 5 % godidnje. Zemlje s manjom
incidencijom imaju veéi porast (23). Ukupno poveéanje incidencije SBT1 zabiljeZzeno je po
godisnjoj stopi od 3,2 % u Europi, 4,0 % u Aziji do 5,3 % u Sjevernoj Americi. Slican trend
porasta incidencije zabiljezen je i u Hrvatskoj: od 8,9/100 000 izmjerenih za 2003.
godinu (24) do 17,8/100 000 za 2012. godinu (25). Incidencija SBT1 povecava se s dobi, no
najveci je porast zabiljezen u ranoj dobi do 5. godine i izmePu 10. i 14. godine, s manjim
varijacijama unutar pojedinih zemalja. Pretpostavlja se da su varijacije unutar etni¢kih
skupina posljedica razlika u genetskoj sklonosti, ali sve viSe 1 izloZenosti okoliSnim
gimbenicima, ¢emu u prilog govore izvjestaji o znadajnijem porastu incidencije SBT1 u
zemljama koje prolaze kroz brzu drustvenu tranziciju. Potvrda toga navodi su nekih autora
koji upucuju na poveéanje broja novooboljelih od SBT1 u djece mlaDe od 5 godina od preko
tri puta u razdoblju od 1965. do 1996. godine, u odnosu na porast od jedan i pol put u dobi
izmebPu 10 i 14 godina (26). Povecanje incidencije takvim trendom ne moze imati genetsku
podlogu, ali upucuje na to da su moguc¢ uzrok okolisni ¢imbenici (27). Moguce je objasnjenje
,higijenska hipoteza- prema kojoj neizloZenost virusima u dje¢joj dobi moze dovesti do
povecane sklonosti virusnim infekcijama tijekom trudnoce te u konaénici veéemu riziku za
razvoj SBT1 u potomaka (28). , Hipoteza akceleracije- upucuje na pretpostavku da je
porast novooboljelih od SBTI uzrokovan boljim nacinom ishrane koji dovodi do
povecanoga rasta 1 razvoja djece. Porast tjelesne mase djece zahtijeva pojacanje metabolicke
aktivnosti B-stanica guSteraCe, Sto amplificira njithovu imunogenost i posljedi¢no dovodi do
veéega broja oboljelih od SBT1 (29). Zbog svega navedenog aktivno je istraZivanje
¢imbenika rizika za razvoj SBT1 izuzetno vazno kako bi se prepoznali genetski i okolisni
utjecaji 1 omogucilo pravodobno djelovanje u cilju sprjeCavanja pojave 1 lijeCenja same

bolesti.



1.3.2. Cimbenici rizika za razvitak $ecerne bolesti tipa 1

Razli¢iti su ¢imbenici rizika koji utje¢u na razvoj SBT1: dob, spol, rasna pripadnost, genotip,

zemljopisni polozaj uz sezonsku varijabilnost u pojavnosti bolesti (13).
1.3.2.1. Dob

SBT1 glavni je tip dijabetesa u mladih do 20 godina, s udjelom od > 85 % (30, 31). Opéenito,
incidencija raste od rodenja, s vrhom u dobi od 10 do 14 godina, odnosno javlja se prije
puberteta i tijekom njega (18, 19). U zadnje je vrijeme sve veca ucestalost SBT1 u cijelom
svijetu uocena napose u najmladih u dobi od 1. do 4. godine (1). Stopa incidencije opada
nakon puberteta, a ¢ini se da se stabilizira u mladoj odrasloj dobi (15 — 29 godina).
Incidencija SBT1 u odraslih niZa je nego u djece, iako otprilike Getvrtina oboljelih od SBT1
pripada odrasloj populaciji (32). Za ¢ak do 10 % odraslih za koje se u pocetku mislilo da
imaju SBT2 naknadnom se analizom po prispjeéu nalaza pozitivnih protutijela utvrdilo da
zapravo boluju od SBT1. Prema tome, izgleda da se proces razaranja beta stanica u odraslih
odvija puno sporije nego u mladih bolesnika, te je stoga Cesto u pocetku odgobena potreba za

inzulinskom terapijom (33, 34).

1.3.2.2. Spol

Iako je zajednicka karakteristika vecine autoimunih bolesti nesrazmjerno ucestalije
pojavljivanje u zenskog spola, u prosjeku je udio djevoj¢ica 1 djecaka priblizno podjednak
(35). Poseban je obrazac uoden u regijama s visokom incidencijom SBTI (populacija
europskog podrijetla) u kojima se registrira neSto ve¢i broj muskih bolesnika u odnosu na
regije s niskom incidencijom, gdje je veci broj oboljelih osoba Zenskog spola (populacija
neeuropskog podrijetla) (36, 37). Za populaciju europskog podrijetla mnogi izvjestaji ukazuju
na nesto veéi broj SBT1 u odraslih muskih osoba (29, 38 — 40).

1.3.2.3. Rasna i etni¢ka pripadnost

SEARCH istrazivanje pokazalo je razlike u incidenciji SBT1 u raznih etni¢kih skupina na
teritoriju SAD-a. U bijelaca je prevalencija SBT1 iznosila 2/1000, a incidencija je bila
23,6/100 000, s nesto viSom stopom incidencije za muskarce nego za Zene, S$to je meDPu
najvisima u svijetu. Medu afroamerikancima prevalencija je SBT1 0,57/1000 (95 % CI 0.47
—0.69) za djecu od 0 do 9 godina, odnosno 2,04/1000 (1,85 — 2,26) za dobnu skupinu od 10
do 19 godina. Incidencija SBT1 za djecu od 0 do 9 godina starosti i dobnu skupinu od 10 do
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19 godina starosti u razdoblju 2002. — 2005. iznosila je 15,7/100 000. Incidencija SBT1 u
mladih u latinskim zemljama iznosila je 15/100 000 i 16,2/100 000 za djevojcCice i djecake od
0 do 14 godina starosti, a mePu azijskim i pacifickim populacijama 6,4 i 7,4/100 000 (41).

1.3.2.4. Genetski éimbenici

Vise je gena umijeSano u razvoj predispozicije za SBT1 ili djeluju protektivno na razvoj
SBT1, a najvazniji su ljudski leukocitni antigeni HLA kompleksa, posebice HLA razreda II.
HLA sustav leukocitnih antigena (skr. od human leukocyte antigen) obuhvac¢a kompleks
proteina na povrSini stanice koji su odgovorni za reguliranje imunoloSkog sustava kod
covjeka. Grupa gena odgovornih za sintezu antigenih supstanci ovog sustava nalazi se na
kromosomu 6 i kodira stani¢ne proteine koji imaju i mnoge druge funkcije. HLA geni ljudska
su verzija glavnih kompleksa histokompatibilnosti (MHC-a, gena i njihovih produkata koji se
nalaze u veéini kraljeznjaka) zbog ¢ega su i najvise proucavani mePu svim MHC genima.
Proteini kodirani od strane odrePenih gena takoPer su poznati kao HLA antigeni (rezultat
povijesnog porijekla njihova naziva; Human Leucocyte Antigens), a izuCavani su zbog
njihova znacaja u transplantaciji organa. Glavne HLA supstance bitni su element za funkciju
imuniteta. Razlicite klase imaju razli¢ite funkcije: HLA antigeni odgovaraju MHC Klasi |
(42). Proteini koji su kodirani s HLA lokusa nalaze se na povrsini stanice i jedinstveni Su za
svaku osobu. U imunoloskom smislu HLA prepoznaje vlastite i strane stanice. Svaka vlastita
stanica izrazava HLA tip osobe kojoj pripada i prema tome nije napada¢ na stanice istog
organizma. Kada strani patogen ulazi u tijelo, specifiéne ga antigen-prezentirajuce stanice
(APC) progutaju u procesu koji se zove fagocitoza. Proteini iz patogena probavljaju se u male
komadice (peptide) i stavljaju na HLA antigene specificne MHC klase (klasa Il). Otkriveni od
strane antigen-prezentiraju¢ih stanica poticu u T-stanicama razne efekte usmjerene na
uklanjanje patogena. HLA tipovi su nasljedivi, a neki su od njih povezani i s autoimunim
poremecajima i drugim bolestima. Osobe s odreDenim HLA antigenom cesce razviju odreDene
autoimune bolesti kao Sto su Secerna bolest tipa 1, ankiloziraju¢i spondilitis, celijakija,
sistemski eritemski lupus, miastenija gravis, miozitis, Sjogrenov sindrom i narkolepsija.
Postoje 3 glavne i 2 male grupe proteina MHC klase 11 koji su kodirani iz HLA sustava. Geni
klase II kodiraju kombinirani oblik heterodimernih (o) proteinskih receptora koji se tipski
javljaju na povrSini antigen-prezentirajucih stanica. Glavna su grupa MHC klase 1I: HLA-DP,
HLA-DQ i HLA-DR (43). Dva haplotipa HLA kompleksa razreda 1l (HLA-DR3 i DR4)
posebno su predisponirajuéa za razvoj SBT1 (44). lako su 90 — 95 % djece s SBT1 nositelji
jednog ili oba predisponirajuca haplotipa, oko 5 % ili manje osoba s navedenim HLA
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haplotipovima zapravo razvije klinicki manifestnu bolest (45). Otprilike 40 — 50% obiteljske
povezanosti u SBT1 pripisuje se alelnim promjena u HLA regiji (46), dok je u preostalih
genetski rizik vezan za vise razli¢itih gena, od kojih svaki ima manji utjecaj na individualnu
genetsku osjetljivost (44). S porastom incidencije SBT1 u zadnjim se dekadama, mePutim, ne
uocava trend poveéane povezanosti s HLA genima rizika, $to zapravo upucuje na vedi utjecaj
okolidnih ¢imbenika u razvoju bolesti (47, 48). Rizik za razvoj SBT1 20 je puta veéi u onih s
pozitivnom obiteljskom anamnezom u pravcu SBT1 u odnosu na ostatak populacije, gdje taj
rizik iznosi 1 : 300 (49), a u jednojajacanih blizanaca rizik je > 60 % (50). U dizigotnih
blizanaca rizik je 6 — 10 %. Braca i sestre djece oboljele od SBT1 prije dobi od 5 godina
imaju 3 — 5 puta veéi kumulativni rizik za razvoj dijabetesa do 20-e godine u odnosu na
braéu i sestre djece oboljele izmePu dobi od 5 i 15 godina (51). Rizik za SBT1 u djece oca
dijabeticara iznosi 3,6 — 8,5 %, a u djece majke dijabeticarke 1,3 — 3,6 % (52). Od prije je
dobro poznata povezanost izmePu SBT1 i drugih autoimunih bolesti, kao $to su autoimuna
bolest Stitnjace, Addisonova bolest, celijakija i autoimuni gastritis (53). Svrstavanjem unutar
skupina ovih autoimunih bolesti uocena je povezanost s genima unutar glavnog

histokompatibilnog kompleksa (54).

1.3.2.5. Sezonska pojavnost

Sezonski uzorak u pojavnosti SBT1 s poveéanim brojem slucajeva tijekom kasne jeseni, zime
i ranog proljeca dobro je poznat i vise puta potvrDen u brojnim istrazivanjima (55). Navedena
je tvrdnja, pretpostavlja se, posljedica prije svega vece ucestalosti infekcija u navedenim
godi$njim razdobljima, za koje se smatra da su povezana i s patogenezom nastanka SBT].
Enterovirusi mogu izravno unistiti -stanice gusterace, a isto tako mogu pokrenuti autoimunu
reakciju ili lokalnu upalnu citokinsku reakciju s povecanjem koncentracije slobodnih radikala
koji uniStavaju p-stanice (56). Hipoteza molekularne mimikrije upuéuje na postojanje
okolisnih antigena koji su sli¢ni antigenima B-stanica gusterace te se u njihovoj prisutnosti
javlja reakcija imunoloSkoga sustava na vlastite antigene. lako je virusna infekcija
pretpostavljena kao moguci okida¢ destrukcije B-stanica, suprotno tome nedovoljna izloZenost
ranim infekcijama moze poveéati rizik za razvoj SBTI, s obzirom na to da je sazrijevanje
imunoloske regulacije u dojenackom razdoblju potaknuto izlaganjem mikrobima (57). Teza o
izravnoj povezanosti odrePenih infekcija s pojavom SBT1 ostaje do danas i dalje
nepotvrDena (58). Druga hipoteza obja$njava sezonsku varijabilnost pojave SBT1 s razlikama
u razini D- vitamina u trudnica pred porod, $to bi pretpostavljeno trebalo imati utjecaja na

procese sazrijevanja imunoloSkog sustava i aktivacije destrukcije P-stanica (59, 60).
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Navedenu tvrdnju potvrduju 1 prouc¢avanja primjene ulja jetre bakalara (bogat izvor vitamina
D) tijekom trudno¢e (61) i prve godine zivota (62), Sto je povezano s niZom razinom
pojavnosti SBT1. Nedavna izvjes¢a pokazuju da je nedostatak vitamina D uobilajen u

pedijatrijskoj populaciji u SAD-u (63), ¢ak i u suncem bogatom okolisu (64).

1.3.2.6. OkoliSni ¢imbenici

Populacijske, obiteljske i blizanacke studije navode na zaklju¢ak prema kojemu je vecina
oboljelih od SBT1 genetski sklona nastanku bolesti. Kako se genetski ¢imbenici koji donose
rizik za ovu, ali i za druge autoimune bolesti, ne mogu bitno promijeniti u kratkom roku, za
pretpostaviti je da ¢imbenici iz okoline utjecu na povecanje pojavnosti autoimunog dijabetesa.
O kojim je okoliSnim ¢imbenicima to¢no rije¢, jo$ nije utvrbeno, no povecanje pojavnosti
SeCerne bolesti tipa 1 pokuSavalo se povezati s naCinom prehrane, toksinima iz hrane,
programom cijepljenja i zagaPenjem okolisa. U zadnje se vrijeme cesto navodi kako
—prezasti¢ujemol djecu time §to imamo bolji program cijepljenja, snazniju higijensku zastitu,
a sve to ne dopusSta sazrijevanje imunoloskog sustava. Postoje razmisljanja da bi uzrok
promjene mogao biti i poremecen imunosni sustav probavnog trakta u ranoj zivotnoj dobi, s
obzirom na danasnji nacin prehrane, a Sto se trenutacno pokusava dokazati u viSe istrazivanja.
Da negenetski, dakle, okoli$ni ¢imbenici igraju ulogu u razvoju SBT1, svjedoée migracijska
istrazivanja u kojima se prikazuje sve veci broj slucajeva oboljelih u genetski stabilnih
populacija. S obzirom na to da je put aktivacije imunoloskog sustava koji poti¢e uniStavanje
B-stanica gusterace i dalje u velikoj mjeri nepoznat, pokrenut je velik broj istraZzivanja koja se
bave i tim problemom. Hipoteza molekularne mimikrije upucuje na postojanje okolisnih
antigena koji su sli¢ni antigenima B-stanica guSteraCe te se u njihovoj prisutnosti javlja
reakcija imunoloSkoga sustava na vlastite antigene (56). Nutritivni ¢imbenici koji su bili
ispitivani su kravlje mlijeko, dojenje, gluten te vitamini D i E (45). Dokazi o povezanosti
ranog uvodenja kravljeg mlijeka u dojencadi (ili zaStitni ucinak konzumacije maj¢inog
mlijeka) s razvojem SBT1 dvosmisleni su (65-68) i mogu ovisiti 0 genetskoj sklonosti (69).
Vrijeme uvodenja Zitarica (glutena) i drugih namirnica u dojenac¢ku prehranu pokazalo je da
moze mijenjati rizik za razvoj autoimunih bolesti i SBT1 (65, 70, 71). Poveéana uporaba
vitamina D tijekom djetinjstva povezana je sa smanjenim rizikom razvoja SBT1 (72).
Povecana maj¢inska konzumacija vitamina D tijekom trudnoce takoDer je bila povezana sa
smanjenim rizikom razvoja SBT1 u djece (73). Zatitna uloga u odnosu na razvoj SBT1
zabiljeZena je za serumski alfa tokoferol (74). Unato¢ ovim intrigantnim nalazima, malo je

izravnih ¢vrstih dokaza o vaznosti prehrambenih ¢imbenika u etiologiji SBT1, buduéi da
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je teSko odrediti ¢imbenike iz okoliSa koji imaju najsnazniji ucinak na razvoj bolesti. Postoje,
naime, teSkoce u prepoznavanju i izraCunu duljine trajanja i jaCine njihova uc¢inka u prvim
godinama Zivota. Cimbenici iz okolisa, takoPer, djeluju neistodobno i mnogostruko. Moguée
je da okolisni ¢imbenici djeluju kao endogeni disruptori ili imaju utjecaj na slabljenje
djelotvornosti gena koji imaju zaStitnu ulogu u razvoju dijabetesa, a prema zadnjim

pretpostavkama znanstvenika nije iskljucen niti utjecaj elektromagnetskog zracenja.

1.4. KLINICKI TIEK, LIJECENJE I KOMPLIKACIJE SECERNE BOLESTI TIPA 1

1.4.1. PatozifioloSki mehanizmi u razvoju Secerne bolesti tipa 1

Inzulin je, kao vodeéi anabolicki hormon, nuzan za iskoriStavanje hranjivih tvari iz hrane.
Nakon unosa hrane u organizam inzulin poti¢e pohranu masti, glikogena i bjelancevina. Uko-
liko inzulina nema, ne dolazi do ulaska glukoze u stanice, $to dovodi do glikogenolize, lipoli-
ze, proteinolize i glukoneogeneze u jetri. Hiperglikemija je stanje odreDeno sljede¢im ¢imbe-
nicima: smanjenim ulaskom glukoze u stanice, glukoneogenezom u jetri i glikogenolizom.
Nedostatak inzulina dovest ¢e i do poremecene ugradnje aminokiselina u tkivo, negativnoga
proteinskog balansa uz gubitkak misi¢nih bjelan¢evina i poveéane glukoneogeneze. U ranoj
fazi razvoja SBT1 prevladava hiperglikemija, a acidoza, ketonemija i ketonurija javljaju se
naknadno. Nedostatak inzulina dovodi do smanjenoga ulaska masnih kiselina u masne stani-
ce, dok se lipolizom povecava koncentracija glicerola, triglicerida i slobodnih masnih kiselina
koji se potom metaboliziraju u ketone. Nedostatak inzulina dovodi do razvoja dijabeticke ke-
toacidoze, ali 1 pojacanoga lucenja kontraregulatornih hormona kao Sto su glukagon, kateho-
lamin, kortizol i hormon rasta. Hiperglikemija dovodi do osmotske diureze i izlu¢ivanja glu-
koze u urin, zbog ¢ega dolazi do nastanka poliurije. TakoPer, dolazi do pasivnoga gubitka
elektrolita. Napredovanjem bolesti dolazi do dehidracije, dok lipoliza dovodi do porasta keto-

na, $to uzrokuje stanje metabolicke acidoze (56).

1.4.2. Klinicki tijek i stadiji bolesti

Seéerna bolest tipa 1 karakterizirana je pretklini¢kim dijabetesom, klini¢ki razvijenim dijabe-
tesom, djelomi¢nom remisijom stanja i na kraju ponovnim intenziviranjem bolesti i doZivot-
nom ovisno$éu o inzulinu. Razvoj SBT1 poé¢inje genetskom predisponirano$éu, a zavrsava
potpunim uniStenjem [-stanica gusSterace. Pretklini¢ki se dijabetes pocinje razvijati mjesecima
ili godinama prije konacne manifestacije bolesti, a protutijela na otoci¢e gusterace, tirozin
fosfatazu, dekarboksilazu glutaminske kiseline, kao 1 inzulinska protutijela mogu se pronaci

kao biljeg autoimunosti na B-stanice gusterace (75). Osim imunoloskoga i genetskoga biljega,
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rizik za razvoj SBT1 moZe se odrediti mjerenjem inzulinskoga odgovora prilikom intra-
venskga opterec¢enja glukozom. Inzulinski odgovor prilikom intravenskoga opterecenja glu-
kozom manji od desete percentile za dob i spol upuéuje na rizik od 60 % za razvoj SBT1 u
sljedec¢ih 5 godina (76). Dva i viSe protutijela na oto¢ice stanica guSterace predstavljaju rizik
od 25 do 50 % za razvoj SBT1 u iduéih 5 godina i bez o3teéenja inzulinskoga odgovora prili-
kom intravenskog optereéenja glukozom (77). Klini¢ki tijek SBT1 obiéno karakterizira akut-
na pojava klasi¢nih simptoma Secerne bolesti: poliurije, polidipsije i gubitka tezine. MeDPutim,
s obzirom na poveéanu svijest o SBT1, postoje istrazivanja u kojima su raPeni probiri riziéne
djece analizom serumskih vlastitih protutijela, §to je omoguéilo otkrivanje SBT1 u ranim fa-
zama bolesti. Identifikacija pacijenta s rizikom za razvoj SBT1 i intervencija kako bi se uspo-
rilo ili zaustavilo autoimuno razaranje B-stanica u sredi$tu su istraZivanja. Ovo pocetno raz-
doblje s ostatnom funkcijom B-stanica naziva se i medeni mjesec, nakon kojeg, kao rezultat
napredovanja autoimunog razaranja, neminovno slijedi smanjenje funkcije B-stanica, $to po-
tvrduju i nemjerljive razine C-peptida u serumu, ¢ime kontrola bolesti postaje sve sloZeniji
izazov za djecu, roditelje 1 zdravstvene djelatnike. Klinicki pocetak €esto pocinje dijabetic-
kom ketoacidozom o ¢emu izvjeStava EURODIAB grupa koja opisuje frekvenciju, jacinu i
zemljopisne varijacije u preko 24 centra u Europi gdje je poliurija najc¢esc¢i prvi simptom (96

%), nakon cega slijede mrSavljenje (61 %) i umor (52 %) (20). Trajanje simptoma krace je od
2 tjedna u 25 % djece ¢eS¢e mlaDe od 5 godina, $to zahtijeva obrazovanje populacije za pre-
poznavanje simptoma SBT1, ime se moZe unaprijediti rano otkrivanje i smanjiti tezinu me-
tabolickog poremecaja pri postavljanju dijagnoze. Dijabeti¢ka ketoacidoza kao pocetni sim-
ptom (definira se kao pH < 7,3) opisana je u 42 % djece, 33 % ima umjerenu (pH izmebPu 7,3 i
7,1), a 9 % se javlja s teSkom ketoacidozom (pH < 7,1). U zadnje se vrijeme, kao rezultat
informiranja stanovniStva, uo¢ava znacajni pad udjela novodijagnosticiranih mladih koji se

prezentiraju s dijabetickom ketoacidozom.

1.4.3. Terapijski pristup

Smjernice su u lije¢enju SBT1 poznate (78), a ukljucuju niz terapijskih opcija od visestrukih
dnevnih injekcija inzulina brzog djelovanja tijekom obroka u kombinaciji s dnevnim bazalnim
inzulinom, do kontinuirane supkutane infuzije inzulina putem inzulinske pumpe. Nedostatak
je inzulina komplicirano lijeciti jer se moraju simulirati velike varijacije njegova fizioloSkoga
lucenja u organizmu iz trenutka u trenutak. Dosadasnjim metodama lijecenja, uz vrlo rijetke
iznimke, u oboljelih je teSko posti¢i normoglikemiju i normalne vrijednosti HbAlc-a. Dob-

rom kontrolom glikemije (HbAlc < 7,5 %) sprjecavaju se kratkoro¢ne i dugoro¢ne komplika-
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cije bolesti, pri ¢emu je vazna i primjena preporuka za prac¢enje mikrovaskularnih (retinopati-
ja, neuropatija i nefropatija) i makrovaskularnih (kardiovaskularnih) komplikacija bolesti
(Melendez-Ramirez, Richards i Cefalu). Neovisno od nacina primjene inzulina, cilj je terapije
postizanje dobre kontrole glikemije koja je kamen temeljac u lijeCenju Sec¢erne bolesti. MeDu-
tim, rezultati DCCT istrazivanja pokazuju da je prosje¢na vrijednost HgAlc-a u mladih veca
u odnosu na odrasle za 1 - 2 % i u intenziviranom i u konvencionalnom modelu lijeenja.
Unato¢ tome, ucestalost hipoglikemije bila je viSa u adolescenata nego u odraslih (79). Novija
istrazivanja objavljena nakon DCCT istrazivanja pokazala su prosjecne vrijednosti HbAlc-a
koje su ostale vise od planiranih ciljeva. Tako Hvidore istrazivanje pokazuje prosjecan HbAlc
od 8,6 % u populacije mladih diljem svijeta (80), a podatci iz drugih istrazivanja prosje¢ne
vrijednosti HbAlc-a od 8,2 %, od ¢ega 17 % ima HbAlc > 9.5 % (81). Podatci iz DCCT is-
trazivanja, kao i nekih kasnije radenih, nedvojbeno pokazuju da dobra kontrola glikemije po-
boljsava vaskularne ishode u SBT1 (13). Razvoj ranih kroniénih komplikacija statisti¢ki za-
¢ajnije korelira s loSom regulacijom glikemije, pojavom bolesti u ranoj dobi i duzim trajanjem
bolesti, tezinom > 85 percentila (vs pretilo), u djece samohranih roditelja, ovisno o rasnoj ili
etnickoj pripadnosti i, dakako, kvaliteti edukacije roditelja (81). Napredak tehnologije doveo
je do razvoja novih mogucnosti u lije¢enju, kao $to je sredinom 1990-ih godina, nakon otkrica
brzodjelujucih inzulina, primjena inzulinskih pumpi (kontinuirano potkozna inzulinska infuzi-
ja — CSII). Ova terapija postala je Siroko prihvac¢ena u mladih te pokazuje dobre rezultate (82,
83). Postoji velika nada da ¢e daljnji tehnoloski napredak dovesti do poboljSanja kontrole gli-
kemije, a svakako je tu znacajan razvoj sustava kontinuiranog pracenja glukoze u krvi (CGM)
¢ijom je primjenom u djece zabiljezeno odrzavanje prosjeéne vrijednosti HbAlc-a ispod 7 %

uz znacajno manju ucestalost hipoglikemijskih epizoda (84).
1.4.4. Ucestalost komplikacija

DCCT istrazivanje pokazalo je da dobra kontrola glikemije u SBT1 smanjuje dugoro¢ne
vaskularne komplikacije hiperglikemije. Unato¢ tome, dijabeticke komplikacije i dalje ¢e biti
jedan od glavnih uzroka pobola i smrtnosti u osoba sa SBTI, a mePu njima prije svega
kardiovaskularne bolesti (85). Medutim, intenzivirana inzulinska terapija s poboljSanom
kontrolom glikemije u DCCT istrazivanju pokazala je povecanu ucestalost  teZih
hipoglikemija u odnosu na konvencionalnu terapiju (79, 86). U posljednjih nekoliko
desetljeca ipak je postignut napredak u skrbi za osobe sa SBTI, a on ukljuéuje kuéni
monitoring glukoze (87) i razvoj analoga humanog inzulina (88), kao i primjenu inzulinskih

pumpi, §to djeluje preventivno na pojavu kroni¢nih komplikacija dijabetesa (86). Poboljsana
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kontrola bolesnika sa SBT1 u zadnje je vrijeme utjecala na smanjenje pojavnosti
mikrovaskularnih, manje i makrovaskularnih komplikacija, na temelju ¢ega su izraDene
smjernice koje naglasavaju vaznost poboljSane kontrole glikemije za poboljSanje zdravlja
kardiovaskularnog sustava u mladih sa SBT1 (89). Osim kontrole glikemije, hipertenzija i
dislipidemije takoder su vazni vaskularni ¢imbenici rizika, na Sto svakako treba obratiti
pozornost i u djece sa SBT1 (90). EURODIAB registar raden u 12 europskih zemalja
pokazuje povecan prosje¢an mortalitet medu djecom oboljelom od SBT1 u odnosu na zdravu
djecu od 2,0 (91).

1.5. PATOGENETSKI MEHANIZAM RAZVOJA SECERNE BOLESTI TIPA 1

1.5.1. Higijenska hipoteza

Kako je u razvijenim zemljama od 1950-ih godina zabiljezen kontinuirani porast stope pojav-
nosti multiple skleroze, Crohnove bolesti, alergijske astme i SBT1 za vise od 300%, tako je
istodobno registriran nagli pad pojavnosti zauSnjaka, ospica, tuberkuloze i drugih zaraznih
bolesti, ponajviSe zahvaljuju¢i primjeni cjepiva, antibiotika i poboljSanih higijenskih mjera
(92). Ova inverzna povezanost smanjene incidencije infektivnih bolesti i porasta stope autoi-
munih bolesti upucivala je znanstvenike pocetkom 1990-ih godina na moguéu uzro¢nu pove-
zanost navedenog trenda s disfunkcijom imunosnog sustava (93). Prevalencija alergije na hra-
nu u predskolske djece u zapadnim zemljama povecala se na 10 %, za razliku od 2 % u Kini
(94). Broj novih oboljelih od SBT1 u Finskoj godisnje iznosi 62,3/100 000 djece, u usporedbi
sa 6,2/100 000 u Meksiku i 0,5/100 000 u Pakistanu (95). Incidencija ulcerozna kolitisa dvos-
truko je veca u zapadnoj Europi nego u isto¢noj (6.5/100 000 u odnosu na 3.1/100 000) (96).
U svakom od ovih poremecaja imunoloski sustav pretjerano reagira na vanjski okida¢ (poput
peludi, kikirikija i drugih sastojaka u hrani ili zagadenje iz okoli$a) uzrokujuéi razvoj organ
specifi¢nih autoimunih bolesti. Kad je rije¢ o SBTI, to je reakcija na B-stanice guiterace. Po-
red toga, zajednicka je odlika svih navedenih poremecaja sve veca ucestalost isklju¢ivo u raz-
vijenim 1 tranzicijskim zemljama, §to upucuje na utjecaj vanjskih ¢imbenika kao mogucih
uzroka razvoja autoimunih bolesti. Godine 1989. epidemiolog David Strachan u anketi prove-
denoj na viSe od 17 000 djece roDene u Britaniji, primijetio je da su djeca rodena u kucanstvu
s mnogo subrace i sestara bila manje osjetljiva na ekcem i alergije u prvoj godini kao i kasnije
u zivotu (97). Pod pretpostavkom da vise djece u ku¢i znaci i vise klica koje se dijele, Strac-
han je zakljucio da infekcije u ranom djetinjstvu na neki nacin Stite od alergijskih bolesti. Pri
opisu navedenih opazanja upotrijebio je rije¢ "higijena” sto je bilo dovoljno da se po prvi
put
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1989. godine predlozi "higijenska hipoteza" kao moguée objasnjenje trenda porasta autoimu-
nuh bolesti u djecjoj populaciji. Tako je roPena higijenska hipoteza koja je svoje uporiste nas-
la i na molekularnoj razini. Infekcije bakterijama i protozoima aktiviraju T-pomagacke stanice
1 (Th1) imunoloskog sustava, koje otpustaju signalne molekule zvane citokini. Smanjeni kon-
takt s infektivnim agensima smanjuje Thl stani¢nu aktivnost u organizmu, §to potom rezultira
kompenzatornim povecanjem aktivnosti T-pomagackih stanica 2 (Th2), a §to je primarno ka-
rakteristicno za alergijske bolesti (98). Tako nedostatak infekcija tijekom djetinjstva smanjuje
Thl aktivnost, uzrokujuci povecanje Th2 aktivnosti u tijelu i povecava rizik od alergijskih
bolesti. Naknadna istrazivanja, medutim, pokazala su svu manjkavost navedene hipoteze. Prvi
su bili rezultati Marije Yazdanbakhsh, koja je istrazivanjem parazitarnih infekcija u nerazvi-
jenim zemljama u kojih su alergijska stanja rijetka takoder zabiljezila predominacija Th2 sta-
ni¢nog odgovora, Sto se nije uklapalo u prethodno postavljene pretpostavke molekularnog
mehanizma higijenske hipoteze (99). Drugi ociti nedostatak ove hipoteze proizlazi iz istrazi-
vanja autoimunih poremecaja koja su jasno naknadno pokazala pove¢anu Thl stani¢nu aktiv-
nost i u autoimunih bolesti. Naknadno su epidemioloska istrazivanja pokazala da nema sma-
njena rizika razvoja alergijskih bolesti u sluc¢ajevima oboljelih od ospica i u djece sa ¢estim

respiratornim infektima (100).

1.5.2. Interakcija imunosnog sustava i crijevne flore

Godine 2003. Graham Rook i suradnici predlozili su novo objasnjenje za porast incidencije
autoimunih bolesti koje je Rook nazvao hipotezom "starih prijatelja” (101). Naime, rijec je o
koegzistenciji ljudskog organizma s nizom nepatogenih mikrorganizama kojih smo bili liSeni,
a na koje smo navikli i o kojima smo bili ovisni viSe nego se mislilo. Hipoteza ukazuje na
vaznost rane i redovite izloZenosti ovim bezazlenim mikroorganizmima "starim prijateljima"
koja je prisutna tijekom ljudske evolucije i prepoznata od imunog sustava, a koja je bitna u
njegovu sazrijevanju. U vremenu koje je slijedilo postalo je potpuno jasno da mikrorgranizmi
domacina igraju aktivnu ulogu u ljudskom zdravlju pocevsi od poroda pa tijekom cijeloga
Zivota. Maj¢ini mikroorganizmi koloniziraju crijeva u djeteta ve¢ za vrijeme trudnoce, zatim
pri prolasku kroz porodajni kanal, za vrijeme dojenja, a postupak se nastavlja tijekom Zivota
unosom mikroba iz okoline u kojoj dijete obitava (102). Pararelno otkri¢e T-regulatornih lim-
focita (Treg) u imunologiji omogucilo je Rooku pretpostavku da izlaganje nepatogenim mik-
robima aktivira razne imune procese ukljucujuéi i Treg-stani¢nu aktivnost koja je bitna u ade-
kvatnoj regulaciji i sazrijevanju imunosnog sustava. Prema Bloomfeldu imunoloski sustav

tako uci ne samo na Sto od vanjskih agenasa odreagirati nego i sto tolerirati. Problem nastaje
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kada na$ imunoloski sustav dode u kontakt s velikim brojem alergena koje ne prepoznaje kao
bezopasne. Vjerojatno je da su radikalna poboljSanja u sanitarnim higijenskim uvjetima u ka-
snom 20. stolje¢u uklju¢ena u smanjenje nase izlozenosti tim mikrobima. MePutim, istodobna
promjena velikog broja ¢imbenika koji najvjerojatnije imaju ¢ak i ve¢i utjecaj, osobito u ra-
nim fazama zivota, kao npr. porod carskim rezom, rana primjena antibiotika, promjene u pre-
hrani, mijenja reakcije i sposobnost modulacije naseg imunosnog sustava. Jedno od najvecih
istrazivanja koje je ispitalo povezanost crijevne flore 1 poremecaja imunoloske regulacije je
multicentricno DIABIMMUNE istrazivanje, koje je, pocevsi od 2008. ispitivalo i pratilo obi-
telji iz tri susjedne zemlje s bliskom genetskom pozadinom, ali s razlikom u incidencijama
astme i SBT1. U navedeno istraZivanje bile su ukljuene industrijalizirana Finska, s najvisom
svjetskom incidencijom SBT1, ubrzano modernizirajué¢a Estonija, sa sve ve¢om incidencijom
SBT1 i astme i Rusija, gdje su obje bolesti u usporedbi s prethodnim primjerima jo§ uvijek
rijetke. Analizom uzoraka stolice u vise od 200 djece pra¢ene od roPenja do dobi od 3 godine
DIABIMMUNE istrazivanje pokazalo je da novorodencad u Finskoj i Estoniji u stolici prete-
Zito sadrzi vrstu Bacteroides, dok je u novorodencéadi u Rusiji prevladavala Escherichia coli
(E. coli). Vanjske membrane obje vrste bakterija sadrze velike molekule lipopolisaharide
(LPS), ali dok LPS vrste E. coli aktiviraju snazan imunosni odgovor u ¢ovjeka, dotle LPS
vrste Bacteroides zapravo inhibiraju imunoloski sustav. Dakle, u usporedbi s ruskom djecom,
moze se reci da je imunosni sustav crijeva u finske 1 estonske djece utiSan ¢ine¢i ih sklonima
jakim nereguliranim imunologkim reakcijama i poremecajima poput razvoja SBT1 (103). Ne-
davno provedena istrazivanja pokazuju znacajnu promjenu sastava crijevne flore mePu ljudi-
ma koji Zive u razvijenim zemljama u odnosu na one iz nerazvijenih zemalja. Danas je vazeci
koncept taj da postoji specificna mikrobioloska ekspozicija koja nas je §titila te da smo njenim
prehrana, bez biljnih vlakana i drugih specifi¢nih raznolikih sastojaka, remeti razvoj zdrave
crijevne flore (104). Od prehrane do antibiotika, svaki novi vanjski ¢imbenik pridonosi sve
ve¢im promjenama crijevne flore i time imunoloskog statusa organizma. Odnos izmeDu vre-
mena izlaganja i pojave bolesti i dalje je nepoznanica, no pretpostavlja se da izostanak izlaga-
nja vanjskim mikrobima u ranom djetinjstvu povecava vjerojatnost autoimunih procesa kasni-
je u zivotu. PoCetkom 2016. godine struc¢njaci za zarazne i alergijske bolesti Rook 1 Bloomfi-
eld zahtijevali su promjenu imena higijenske hipoteze, s obzirom na to da rije¢ higijena preju-
dicira Sto je uzrok trenda porasta autoimunih bolesti jer ne ukljucuje sve vanjske ¢imbenike
koji su bitni u razvoju imunoloskih poremecaja (105). Koliko je proces sloZen, govori i ¢inje-

nica da smanjenje higijenskog standarda ne bi preokrenulo trend porasta autoimunih bolesti,
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ve¢ bi samo povecalo rizik razvoja zaraznih bolesti. Radi pojaS$njavanja problema, razli€iti
istrazivacki timovi danas predlazu alternativna imena, kao $to su ,hipoteza o smanjenju cri-
jevne flore- ili ,,mikrobioloSka hipoteza o raznovrsnosti- te, naravno, naziv ,hipoteza starih
prijatelja-. Drugi je problem ove hipoteze nedostatak dokaza koji bi pokazali kako smanjiti
stope alergijskih i autoimunih bolesti. lako postoje stotine opservacijskih i epidemioloskih
istrazivanja, malo je randomiziranih, kontroliranih prospektivnih istrazivanja koja opisuju
specifican utjecaj vanjskih intervencija na imunoloski sustav, s izuzetkom ispitivanja koje je
ukljucivalo eksperimentalno inficiranje helmintima (106) do tretmana s probioticima kod au-
toimunih bolesti (107). Stovise, nedavno istrazivanje utjecaja poroda carskim rezom pokazalo
je da on nema utjecaja na mikrobiolosku floru dojenceta do 6 tjedana starosti (108). Najnovija
se istrazivanja umjesto na vanjske ¢imbenike rizika sada usmjeravaju na identifikaciju regula-
tornih puteva koji osposobljavaju imunoloski sustav za normalnu funkciju. Pronalazak ovih
puteva omogucio bi primjenu novih lijekova ili probiotika koji bi aktivirali te puteve jo$ u
ranom djetinjstvu i omogucéili adekvatno sazrijevanje imunog sustava. Cilj ove nove terapije
nije potpuno utiSati imunosni sustav na nespecifi¢an nacin kao Sto je to slucaj kod steroidne
terapije, nego pojedinca tretirati s personaliziranom mikrobnom smjesom koja bi inducirala

imunoloske regulatorne stanice.

1.5.3. Inzulitis

ProSlo je visSe od 100 godina otkako su karakteristicni upalni infiltrati ogranieni u
Langerhansovim otoc¢i¢ima opisani u djeteta koje je umrlo u dijabetickoj ketoacidozi. (109).
Lezija je kasnije dobila naziv inzulitis i1 od tada se smatra patognomoni¢nim nalazom u djece
s novootkrivenim SBT1(110). Infiltrat se sastoji pretezno od T-stanica, u kojima dominiraju
CD8 + limfociti, ali takoDer mogu sadrzavati CD4 + limfocite, B-limfocite i makrofage (111).
Stani¢ni odgovor prati humoralni odgovor koji ukljucuje proizvodnju protutitijela na Siroku
lepezu B-stani¢nih antigena (112). Medutim, brojni vlastiti antigeni protiv kojih je upalni
odgovor usmjeren nisu identificirani niti je utvrdeno je li humoralni odgovor, koji se smatra
dijelom na$ih sadasnjih dijagnostickih kriterija, uzrok ili posljedica bolesti. Tako postoje
zivotinjski modeli za proucavanje ove bolesti, kao §to su modeli s NOD miSevima, ostaje
otvoreno pitanje jesu li podatci dobiveni na tim modelima primjenjivi za ljudsku populaciju, s
obzirom na razlike medu vrstama (113). Analiza tkiva gusteraCe post mortem ukazuje na
rasprSene Langerhansove oto¢i¢e u matrici egzokrina tkiva koji ¢ine 1 — 2 % samog
parenhima Zlijezde, pri ¢emu su upalni infiltrati nadeni u dijelu otoc¢i¢a samo u pojedinim

reznjevima i nehomogeno rasporedeni, dok drugi otociéi ostaju netaknuti. Lezije se uglavnom
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nalaze u oto¢i¢ima u kojima su PB-stanice i dalje prisutne, a nestaju zajedno s B-stanicama
prema kojima je reakcija usmjerena. Osim toga, nekoliko slucajeva koje su opisali obducenti
predstavlja samo fulminantne oblike bolesti, koji nisu nuzno karakteristi¢ni i za sve ostale
faze bolesti. I na kraju, a mozda i1 najvaznije, patohistoloske lezije koje uocavamo u
novootkrivenih bolesnika mozda prikazuju samo zavrSne faze procesa koji u osnovi traje ve¢
duze vrijeme. Prepoznavanje bolesnika u pretklinickoj fazi bolesti i ispitivanje imunoloskih
procesa koji se dogadaju u toj fazi neophodni su za nase daljnje istrazivanje usmjereno na
otkriée etiologije SBT1. Navedeni podatci pokazuju da ljudska B-stanica posjeduje izuzetan
potencijal za regeneraciju, napose u pretklinickoj fazi bolesti, te da klju¢no pitanje u

rjeSavanju patogeneze SBT1 nije razlog nestanka B-stanica, ve¢ sposobnosti regeneracije

(114).

1.5.3.1. Povijest istrazivanja inzulitisa

Upalne infiltrate u Langerhansovim oto¢i¢ima 1902. godine prvi je puta opisao njemacki
patolog Schmidt kao malena ZariSta stani¢ne infiltracije u periferiji Langerhansovih otoci¢a u
gusteradi desetogodisnjeg djeteta oboljeloga od SBT1 (115). Te specifi¢ne upalne infiltrate
kasnije je Svicarski patolog von Meyenburg nazvao ,inzulitisom- (116). Godine 1928.
Stansfield i Warren prvi su skrenuli pozornost na povezanost inzulitisa s fulminantnim
tijekom dijabetesa, opisavsi opseznu limfocitnu infiltraciju u otoci¢e guSteraca dviju
djevojc¢ica koje su preminule nedugo nakon pojave bolesti u dijabetickoj komi (117). Le
Compte je 1958. godine opisao cCetiri slucaja s inzulitisom 1 predlozio Cetiri moguca
objasnjenje ovih upalnih infiltracija: izravan upalni odgovor na otoCi¢e zbog prisutnosti
stranog uzro¢nika, o€itovanje funkcionalne prekomjerne stimulacije upale, reakcija na ozljedu
nastalu od nekog nepoznatog nebakterijskog uzroka i, na kraju, reakcija antigen — antitijelo.
Patolog je Willy Gepts, suradnjom s viSe bolnica iz SAD-a, Kanade i Belgije, 1965. godine
prvi prikupio dovoljno veliku zbirku uzoraka tkiva, §to mu je omoguéilo procjenu prave
ucestalosti 1 znacaja inzulitisa u mladih pacijenata. Naknadnom evaluacijom inzulitis je uoc¢io
u 68 % slucajeva novootkrivenih dijabetic¢ara, Sto nije bio slu€aj u dugogodisnjih bolesnika
(118). Razvojem imunohistokemijskih metoda i ponovnom analizom uzoraka opisao je brojne
histoloske promjene u otoci¢ima i [B-stanicama, ukljuujuéi i prisutnost otoci¢a koji su
sadrzavali samo a-stanice uz fibrozaciju intersticija, nazvavsi ih ,pseudo-
atroficnim- otoc¢i¢ima. Upalni su infiltrati naDeni samo u oto¢i¢ima koji su jo§ sadrzavali
preostale funkcionalne B-stanice, a kojih je jo§ preostalo i nakon niza godina od pocetka

bolesti u prosjeku oko 13 %. Osim navedenoga, Gepts je, s obzirom na prisutnost limfocitne
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infiltracije u otoci¢ima, upozorio na mogucu autoimunu etiologiju ¢emu u prilog govore
pokusi na animalnim modelima u kojima je inducirani inzulitis popracen prisustvom
protutijela na inzulin, kao i na ucestaliju pojavnost juvenilnog dijabetesa s ostalim
autoimunim bolestima tipa autoimuna tireoiditisa. U svojem istrazivanju iz 1978. godine
pronasao je dodatne argumente za tvrdnju da je rije€ o autoimunom procesu jer je primijetio
da se upala javlja samo u oto¢i¢ima s funkcionalnim B-stanicama $to ga navodi na zakljucak
da ,,inzulitis predstavlja imunolosku reakciju usporenog tipa, posebno usmjerenu protiv 3-
stanica- (119). Foulis i suradnici naknadnom su retrogradnom ra¢unalnom analizom podataka
u Velikoj Britaniji na 119 uzoraka uglavnom mladih pacijenata dobi do 20 godina s akutnim
tijekom bolesti uocili 1 imunohistokemijski indentificirali u 78 % oboljelih identi¢ne promjene
na otoCi¢ima koje je prethodno opisao Gepts i time pridonijeli potvrdi njegove hipoteze o
autoimunoj etiologiji inzulitisa (120).

1.5.3.2. Inzulitis u pretklini¢ckom stadiju

Ono S$to promatramo histoloski u pocetnoj klini¢koj prezentaciji dijabetesa, prema misljenju
Geptsa, zapravo je zavrsna faza procesa koji je ve¢ duze vrijeme prisutan u gusteraci. Ako se
prisutnost cirkuliraju¢ih protutijela protiv antigena oto¢i¢a smatra markerom [-stanicnog
uniStenja, onda proces vjerojatno traje godinama prije klinicke manifestacije bolesti.
Utvrdivanje incidencije i vremenskog tijeka inzulitisa prije postavljanja dijagnoze i
povezanost s pojavom cirkuliraju¢ih imunolo$kih markera, bit ¢e presudna za razumijevanje
tijeka bolesti 1 razvoja imunoloSkih intervencijskih terapija oslanjaju¢i se na podatke o
regenerativnim sposobnostima [-stanicne mase. Inzulitis je karakterisittan za mlabe
bolesnike s akutnim nastupom bolesti, no treba navesti da bi proces mogao ukljucivati
epizode fulminantnog unistenja nakon kojega slijede epizode popravka 1 regeneracije. No isto
tako, nisu svi pojedinci koji su autoantitijela pozitivni razvili manifestnu bolest. Nedavno
patohistoloSko istrazivanje pokazalo je da guSterace vecine bolesnika nakon 20 i viSe godina
trajanja bolesti zadrze funkcionalne B-stanice rasprSene mePu ekstrainzularnim tkivom ili u
manjim klasterima (121). Istovremena pojava apoptoze i replikacije B-stanica zabiljezene su u
vecine bolesnika uz nalaz niske razine limfocitarne infiltracije otoci¢a s lobularnom
raspodjelom zaostalih B-stanica. Nedavno su takoder Gianani i suradnici, proucavajuci nalaze
20 bolesnika s dugim trajanjem bolesti, utvrdili dva osnovna obrasca lokalizacije preostalih 3-
stanica, bilo da gusteraca sadrzi mjeSavinu inzulin-deficijentnih i inzulin-producirajuéih -
stanica u vecine otocica (obrazac A), ili da postoje funkcionalne -stanice prisutne samo u

nekim regijama gustera¢e (obrazac B) (122). Dodatna su istraZivanja u bolesnika sa SBT1
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potrebna radi utvrdivanja tocnog opsega regeneriranih i preostalih p-stanica (121, 123).
Najveéa je prepreka za istraZivanje etiologije SBT1 u CGovjeka ograni¢ena dostupnost
materijala za proucavanje. Vecina slucajeva navedenih u dosadasnjim istrazivanjima dostupna
je samo u obliku kemijski fiksiranom i u parafin uklopljenim blokovima tkiva te je vrlo malo
njih dostupno i pogodno za molekularnu analizu. Biobanke sluze za sakupljanje i cuvanje
uzoraka tkiva visoke kvalitete i uzoraka krvi iz autoantitijela pozitivnih bolesnika u
preddijabetickoj fazi bolesti, §to pruza nove moguénosti u istrazivanju i utvrdivanju etiologije

bolesti i identifikaciji antigena na koje je upalni infiltrat usmjeren (124).

1.5.3.3. Uloga proupalnih ¢imbenika u razvoju inzulitisa

Imunoloski sustav podijeljen je na priroDeni i steCeni. Vaznost ovog sustava ocituje se u
zastiti organizma od mikrobnih infekcija, ali 1 tkivnih oSte¢enja, odnosno malignih promjena
stanica i tkiva. Pobuda imunosnog sustava moze biti posljedica djelovanja egzogenih
(infekcije) ili endogenih ¢imbenika. U endogene posrednike imunosnog odgovora spadaju
alarmini, ¢ija hipersekrecija poti¢e proupalni odgovor imunoloskog sustava i posljedicno
tomu razaranje - stanica. Proizvodnja alarmina moze biti posljedica endogenog stresa, koji se
moze povezati 1 s nedostatkom pojedinih esencijalnih minerala. Poticaj za pocetak bolesti
mogu biti ¢imbenici iz okolisa, poput virusa (Coxackie grupa B, rubeola, ospice, zausnjaci,
CMV, infektivna mononukleoza), toksicnih kemikalija, izlaganja kravljem mlijeku u
novorobDenackoj dobi i citokin (125). Gubitak B-stanica uzrokovan je uniStenjem limfocitima
T prije nego su B- stanice dovoljno sazrele, stoga se najéesce razvija u djetinjstvu i pubertetu,
iako se moze pojaviti u bilo kojoj dobi (osobito u onih u kasnim 30-im i ranim 40-im
godinama). S obzirom na to da je SBT1 kulminacija limfocitne infiltracije i unistenja B-
stanica Langerhansovih otoci¢a gusteraCe, smanjenjem te mase smanjuje se i proizvodnja
inzulina ¢ime dostupni inzulin viSe nije dostatan za odrZavanje normalne razine glukoze u
krvi. Nakon §to se uni$ti 80 — 90 % B-stanica, razvija se hiperglikemija i puna klinicka slika
bolesti. Manifestaciji bolesti prethodi dugotrajni i prikriveni autoimunosni proces ciljanog
razaranja B-stanica gusteraCe. UniStenje - stanica moZe biti kontinuirano ili intermitentno, a
sam molekulski mehanizam nastanka nije u potpunosti istrazen. Pokretanje autoimunosnog
procesa u SBT1 o¢ituje se histoloskom slikom inzulitisa i u konaénici autoimunim razaranjem
Langerhansovih oto¢i¢a. Medutim, treba naglasiti kako se u krvi bolesnika i nekoliko godina
prije razvitka bolesti mogu otkriti vlastita protutijela specificna za B-stanice Langerhansovih
otoCi¢a. Autoprotutijela na stanice Langerhansovih otoci¢a, tzv. ICA (engl. islet cell

antibodies) cirkuliraju¢a protutijela na citoplazmu stanica Langerhansovih otocic¢a, 1A
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protutijela (engl. insulin autoantibodies) protiv endogenog inzulina, GADA protutijela na
membranski protein B-stanica, te 1A-2 protutijela na tirozin fosfatazu nalaze se mjesecima i
godinama prije samog ocCitovanja bolesti (126). Najnovije spoznaje utvrdile su postojanje
novog ciljnog antigena humoralne imunosti, a to je cink transporter 8 (ZnT8) koji je
transmembranski protein sekrecijskih granula pB-stanica (127). Ova autoprotutijela pokazatelj
su pobune imunosnog sustava u SBT1 i temelj su tvrdnje o dugom razdoblju preddijabetesa
koji prethodi klini¢ki razvijenom obliku. U 70 — 80 % bolesnika sa SBT1 nalaze se pozitivna
protutijela za razliku od 3 — 4 % pozitivnih nalaza u blizih srodnika i 0,5 % u op¢oj populaciji
(128).

1.5.3.4. Pomo¢nicki T-limfociti u Secernoj bolesti tipa 1

T-pomo¢nicki tip 17 stanice (Th17) prvi su put 2005. g. identificirane kao razli¢ita T-
pomoc¢na stani¢na linija (129, 130). Otkrice Th17 podskupine ne samo da mijenja klasi¢nu
Th1/Th2 paradigmu u T-stani¢nih imunoloskih odgovora, nego nam takoder pruza i nove
spoznaje o patofizioloskm procesima u nekoliko autoimunih bolesti (131). Za SBT1, kao jed-
nu od najces¢ih autoimunih bolesti, za koje se prije smatralo da je proces posredovan iskljuci-

vo Th1 stani¢nim odgovorom, danas se zna da je posredovana i Th17 stanicnom imunoscu.

1.5.3.5. Uloga Th17 citokina u Secernoj bolesti tipa 1

Godine 2003. Cua i suradnici pokazali su da je interleukin 23 ( IL-23) bio presudan za induk-
ciju eksperimentalnog autoimunog enefalomijelitisa (EAE) i kolagen induciranog artritisa
(CIA) (129, 132). Dokazana stimuliraju¢a uloga IL-23 na T-stanice koje potom proizvode
interleukin 17 (IL-17) koji potice razvoj EAE-a utvrdena je na animalnim modelima. Osim
toga, animalni eksperimentalni modeli s izbrisanom p19 podjedinicom IL-23 pokazali su zna-
¢ajno smanjenje broja T-stanica koje proizvode IL-17 te su bili zasti¢eni od razvoja EAE-a.
Nasuprot tome, modeli s nedostatkom p35 podjedinice IL-12 proizveli su povec¢anu koli¢inu
IL-17 u T-stanicama te su razvili teSke oblike EAE-a i CIA-e. Ova istraZivanja jasno su poka-
zala da postoji posebna linija Thl stanica ¢ija aktivacija ne ovisi o IFN-y, a §to je tipi¢no za
Thl stani¢nu liniju, ve¢ su stimulirane s 1L-23 te predstavljaju liniju koja posreduje u razvoju
autoimunih bolesti. Tako su 2005. godine znanstvenici formalno predlozili naziv Th17 stanica
kao zasebni T-pomo¢nicki podskup stanica koje se razlikuju od Thl i Th2 po sintezi razlicitih
citokina 1 aktivaciji razli€itih nuklearnih faktora, s primarnom ulogom u razvoju autoimunih

bolesti (133). Sredisnji je modulator Th17 stani¢ne linije retinoi¢na kiselina koja je povezana
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s orfan nuklearnim receptorom (ROR) - yt (134). Th17 stanice uglavhom proizvode citokine
oznacene kao IL-17, ali takoder i IL-17F, IL-21, 1L-22 i faktor stimuliranja granulocitno-
monocitnih kolonija stanica (GM-CSF) te potencijalno proizvode faktor tumorske nekroze
(TNF) i IL-6 (135). Citokini koje proizvode Th17 stanice imaju u¢inak na mnoge vrste stanica
1 poticu proizvodnju mnogih proupalnih citokina i kemokina, putem receptora na povrSini
membrana ciljnih stanica IL-17 receptora (IL-17R) koji ¢ine zasebnu receptorsku citokinsku
obitelj i koja ukljucuje IL-17RA, IL-17RB, IL-17RC, IL-17RD i IL-17RE (136). Funkcional-
ni receptori za IL-17 citokinsku obitelj ¢esto postoje u obliku heterodimera koji svoju aktiv-

nost izrazavaju signalizacijskim putevima koji uklju¢uju NFkB, MAPK, C/EBP i Actl.

1.5.3.6. Uloga Th17 stanica u Seé¢ernoj bolesti tipa 1

Nekoliko je dokaza iz istraZivanja zivotinjskih modela dijabetesa koji ukazuje na ukljucenost
Th17 signalnog puta u patogenezi SBT1. U modelu autoimunog dijabetesa u NOD-u (non
obese dijabetic) miSeva zabiljeZen je porast aktivnosti IL-17A-e i IL-17F-a u Langeharsovim
oto¢i¢ima gusterace koji koorelira s razvojem inzulitisa (137). Eksperimentalno inhibiranje
Th17 stanica znacajno potiskuje razvoj dijabetesa (138). U IL-17 deficijentnih NOD miseva
odgoden je pocetak pojave dijabetesa sa smanjenim znacima inzulitisa (139). U streptozotoci-
nom potaknutom dijabetesu IL-23 poti¢e razvoj dijabetesa u tretmanu sa subdiabetogenim
dozama streptozocina, poti¢u¢i ekspanziju Th17 stanica (139). Pored toga, nedostatak IL-
17A-¢ ublazava ucinak streptozotocinom potaknutog dijabetesa (140). Sve navedeno jasno
upucuje na kljuénu ulogu Th17 stanica u razvoju autoimunog dijabetesa. MeDutim, kako je
vidljivo u drugim modelima autoimunih bolesti, uloga Th17 stanice u patogenezi i njihov od-
nos s Thl stanicama u posredovanju i razvoju dijabetesa nije potpuno jasna. Istrazivanja,
naime, pokazuju da se antigen specifine Th17 stanice u oto€i¢ima, da bi bile u stanju izazvati
dijabetes, trebaju prethodno pretvoriti u Thl-slicne stanice, pri ¢emu je potrebna i suradnja
Th1 stanica uz INF-y. Potvrda navedene teze o presudnoj ulozi Th17 signalnog puta u razvoju
autoimunog dijabetesa istrazivanja su u kojima je radena blokada aktivnosti IL-17 putem IL-
17 protutijela ili IL-25 protutijela. Studije na humanim modelima takoder podrzavaju tezu o
kljuénoj ulozi Th17 puta aktivacije u razvoju SBT1. CD4 + T-stanice iz periferne krvi djece
oboljele od SBT1 pokazuju poveéanu proizvodnju IL-17 i IL-22 uz porast genske ekspresije
Rorc2 i Foxp3 (141). Za istaknuti je da CD4 + T-cirkulirajuée stanice u pacijenata sa SBT1
proizvode IL-17 kada su aktivirane autoprotutijelima f-stanica, ukljucujuéi tu proinzulin, in-
sulinoma povezani protein i GAD65 (142). Povecana razina IL-17 u SBT1 moZe se pripisati

prisutnosti proupalnog citokinskog miljea koji usmjerava diferencijaciju stanica prema Th17
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liniji. Doista, monociti iz SBT1 bolesnika spontano izluduju bitno vi$e razine IL-6 i IL-1p koji
promic¢u IL-17 proizvodnju pomoc¢u memorijskih CD4 + T- stanica (143). Ferraro i suradnici
pruzaju dokaze o poliklonskoj aktivaciji CD4 + T-stanica s memorijskim fenotipom iz limfnih
&vorova gusterae (PLN) u pacijenata sa SBT1 koje otpustaju poveéane razine IL-17 kao od-
govor na proinzulin i GADG65 (144). Stanice humanih Langerhansovih otocica izrazavaju vi-
soke razine IL-17RA-e, IL-17RC-a i IL-17, §to upucuje na izravan toksi¢ni uéinak IL-17 na -
stanice, a u sinergiji s IFN-y i IL-ip poveéava ekspresiju SOD2, NOS2A-e i COX2 koji su
ukljuceni u upalnom odgovoru kod inzulitisa. Nadalje, IL-17 inhibira ekspresiju BCL-2 gena
koji inace dovodi do povecanja proapoptotskog uéinka IL-ip/IFN-y na stanicama Langerhan-
sovih otocica (141, 145).

15.3.7. Interakcija Thl7 i Treg stanica u Sefernoj bolesti tipa 1

Th17 i Treg stanice ontogenetski su dvije vrlo bliske podskupine CD4 + T-pomoénckih
stanica Cija razli¢ita diferencijacija ovisi o prisutnosti razli¢itih koli¢ina TGF-p i odsutnosti ili
prisutnosti odredenih proupalnih citokina. Ravnoteza izmePu T17 i1 Treg vazna je u
odrzavanju normalne kontrole imunoloskih procesa. Neravnoteza ili disfunkcija Treg stanice
moze dovesti do razvoja autoimunih bolesti pa tako i autoimunog dijabetesa povecanjem
ekspanzije i aktivnosti Th17 stanica (146). Tako je Ferraro otkrio da su Sirenje Th17 stanica
i funkcionalni nedostaci u Treg stanicama prisutni u PLN-u kod SBT1 bolesnika (144).
Chaudhry i suradnici izvijestili su da CD4 + Treg stanice upravljaju Th17 stani¢nim
imunoloskim odgovorom u Zzivotinjskih modela putem ekspresije Foxp3 gena vezanjem na
STAT3 molekulu koja je kljuan ¢imbenik u aktivaciji u pravcu Th17 diferencijacije (147).
Prekomjerna ekspresija Foxp3 rezultira snaznom redukcijom IL17A genske ekspresije
inhibiranjem RORYT posredovane IL-17A mRNA transkripcije (148). Ova opazanja podupiru
tezu da smanjena ekspresija Foxp3 moZe dovesti do neispravne kontrole Th17 stanica. S
druge strane, Th17 stanice neutraliziraju Treg stanice ¢ime doprinose razvoju SBT1. Dokaz je
istrazivanje na NOD miSevima tretiranim s anti-IL-17 antitijelima u kojih se biljeZi porast

broja Foxp3 + Treg stanica (149).

1.5.3.8. Interakcija crijevne flore i Th17/Treg stanica u Secerenoj bolesti tipa 1

Crijevna je flora jedan od vaznih okoli§nih ¢imbenika u razvoju SBT1. Mikroorganizmi koji
nastanjuju ljudski organizam zive u simbiozi s domaéinom. Gotovo 100 triliona bakterija zivi
u ljudskom organizmu, nastanjuje najviSe sluznicu crijeva i ima veliki utjecaj na razvoj

imunog sustava kao i na razvoj i funkciju limfocita. Ljudski imuni sustav zauzvrat ima utjecaj
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na sastav mikroorganizama crijeva (150). Nekoliko istraZivanja na zivotinjskim modelima
pokazalo je da mijenjanje bakterijskog sastava crijeva izaziva promjene u nastanku i
napredovanju SBT1 (151, 152). Buduéi da je diferencijacija Th17 stanica i generacije Treg
stanica pod utjecajem crijevnih bakterija, Ivanov je prvi dokazao klju¢nu ulogu crijevne
komensalne flore u Th17 diferencijaciji stanica kod miSeva tretiranih antibioticima (153).
Tretman rezultira smanjenom diferencijacijom Th17 stanica u tankom crijevu lamina proprije
s povecéanim brojem Treg stanica. Ti podatci upucuju na zakljuak da sastav crijevne
bakterijske flore regulira ravnotezu T17 i Treg stanica i utjeCe na intestinalnu imunost.
Kasnija su istrazivanja identificirala segmentirane vlaknaste bakterije (SFB) kao najvazniju
vrstu bakterija za induciranje Th1l7 diferencijacije (154, 155), dok su druge komenzalne
bakterije i njihovi metaboliti poput masnih kiselina kratkih lanaca poticali diferencijaciju Treg
stanica (156 — 158). Iznenaduju¢e, NOD misevi bez klica pokazuju znacajno poveéan broj
Th17 i Thl stanica u crijevu uz smanjen broj Treg stanica i ubrzani razvoj inzulitisa. Mada
navedeni podatci govore u prilog patogene uloge IL-17/Thl17 stanica u SBTI, nedavna
istrazivanja u NOD miseva ukazuju na zastitni u¢inak T17 stanica u SBT1 kada se modulira
crijevna flora (159 — 161). Biobreeding dijabetesu skloni (BBDP) i biobreeding na dijabetes
otporni (BBDR) stakori pruzaju brojne dokaze tome u prilog (162, 163). Dokazano je da se
prijenosom Lactobacillus johnsonii soja N6.2 (LjN6.2) od BBDR do BBDP S$takora prenosi
otpornost na SBT1 kod BBDP stakora (164). U pokusSaju rjeSavanja polemika u odnosu na
patogene naspram zastitnih u¢inaka SFB-a i Th17 stanica na razvoj SBT1, Kriegel je provela
detaljno istrazivanje o ucestalosti dijabetesa u NOD miSeva korelirajuéi incidenciju s razinom
SFB kolonizacije i brojem Thl7 stanica medu NOD misevima smjeStenim u razli¢itim
okolisima. U Zenki miSeva koloniziranih SFB-om, incidencija je dijabetesa jednako niska
(20

%), dok je 80 % onih bez SFB kolonizacije razvilo dijabetes SBT1. Broj Th17 stanica u SFB

pozitivnih miSeva u korelaciji je s razinom SFB-a u crijevima (161).

1.5.3.9. Nove terapijske mogucénosti u lije¢enju Se¢erne bolesti tipa 1

Trenuta¢no lije¢enje SBT1 temelji se na primjeni inzulina, no buduce ¢e terapijske metode
biti usmjerene na inhibiciju Th17 stani¢ne diferencijacije pomoc¢u rekombinantnog IL-25 koji
ima protuupalna svojstva, a ne na blokadu samo jednog citokina, kao npr. IL-17. U posljednje
je vrijeme veliko zanimanje za terapijsku ucinkovitost nedavno otkrivenih molekula koje dje-
luju na RORt, kao $to je npr. SR1001 selektivni RORa/y inverzni agonist u NOD miSeva, koji

pokazuje znacajno smanjenje ucestalosti dijabetesa 1 insulitisa u tretiranim mis§jim modelima.
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Osim toga, SR1001 smanjuje proupalnu ekspresiju citokina, osobito Th17-posredovanih cito-
kina, smanjuje proizvodnju autoprotutijela i povecava broj Foxp3 + CD4 + Treg stanica
(165). B7-H4-imunoglobulinski fuzijski protein (B7-H4.1g) novo je identificirana signalna
molekula za koinhibiciju T-stanica koja ima blokirajuéi u¢inak na razvoj dijabetesa u NOD
miSeva (166). Inhibicija imunoproteasomske podjedinice LMP7 pomo¢u ONX 0914 suzbija
Thl i Th17 i poboljsava diferencijaciju Treg-a (167). Zabiljezeno je da je ubrizgavanje adju-
vanata koji sadrze mikobakterijum kao bacil Calmette-Guerin (BCG) ili kompletan Freundov
adjuvans (CFA) ucinkovito u sprje¢avanju pojave autoimunog dijabetesa u NOD miSeva po-
jacavanjem ucinka regulatorne Th17 podskupine stanica ¢iji je supresijski ucinak posredovan
preko IL-10 i IFN-y (167).

Nadalje manipulacija sastavom crijevnih bakterija moze takoDer utjecati na ravnotezu Th17
1 Treg stanica. Transferom crijevnih bakterija odraslih muskih u crijeva nezrelih zenki NOD
miSeva postiZe se snazna zastita od SBT1 (168). Sli¢an uc¢inak ima primjena Cordyceps sinen-
sisa, parazitarne gljive koja je Siroko koriStena u tradicionalnoj kineskoj medicini $to je rezul-
tiralo smanjenjem ukupne incidencije dijabetesa u NOD miSeva zbog povecéanja broja Treg-a
u odnosu na Th17 stanice. Prehrana takoder moze promijeniti sastav mikroorganizama i po-
tencijalno utjecati na omjer i aktivnost Th17 i Treg stanica §to je potvrdeno na mi§jim mode-
lima koji su hranjeni antidijabetogenom dijetom (sojina mlije¢na formula) koja je smanjila
broj upalnih stanica Th17 i IL-23 u debelom crijevu (169). Ovaj je ucinak vjerojatno rezultat
promjena u crijevnoj bakterijskoj flori, stoga je cilj buducih istrazivanja procijeniti hoce li
strategije za modificiranje mikroorganizama crijeva mo¢i zaustaviti ili odgoditi pojavu dijabe-

tesa kod visoko rizi¢nih zdravih pojedinaca.

1.5.4. Citokini

Osnovna je funkcija imunoloskog sustava prepoznavanje patogena, aktiviranje izvrSnih me-
hanizama njithovog uniStavanja te zastita od oSteCenja vlastitih tkiva. Otkrivanje klju¢nih me-
hanizama aktiviranja prirodenog imunosnog sustava sastoji se u istraZivanju receptora za pre-
poznavanje strukturnih ,,predlozaka- (PRR, engl. patern recognation receptors) ¢ime je zap-
ravo granica specifi¢ne i nespecifiéne imunosti na neizravan nacin uklonjena. Naime, aktiva-
ciji efektorskih mehanizama prirodene imunosti prethodi receptorsko prepoznavanje moleku-
larnih obrazaca povezanih s patogenima (PAMP, engl. pathogen associated molecular pat-
terns). PAMP-ovi su molekule koje prepoznaju ograni¢eni broj receptora za prepoznavanje
patogena (PRP, engl. patogen-recognition receptors) koji se mogu podijeliti u intracelularne

receptore u koje osim NOD-u sli¢nih receptora (NLR, engl. Node like receptors) ubrajamo i
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receptore za gene inducirane putem retinoidne kiseline (RLR, engl. Rig like receptors) i ek-
stracelularnu skupinu receptora poput Tollu-sli¢nih receptora (TLR, engl. Toll like receptors)
(170). Aktivacija imunosnih stanica, npr. neutrofila, makrofaga i dendritickih stanica, nastupa
nakon interakcije receptora smjestenih na membrani stanica i patogena, §to rezultira lu¢enjem
citokina i drugih medijatora upale s ciljem uklanjanja patogena. Efektorske stanice ujedno
mogu biti 1 predocne jer im izrazavanje specificnih molekula na povrsini omogucuje predoca-
vanje vrlo specificnih struktura antigena limfocitima T i B te aktivaciju efektorskih mehani-
zama steCene imunosti. Dugo se smatralo da je poremecaj steCene imunosti klju¢an u patoge-
nezi autoimunih bolesti zbog Cega su istrazivanja bila usmjerena na skupinu proupalnih cito-
kina ukljué¢enu u imunosni odgovor, no danas je poznato da je tu bitna i aktivacija stanica pri-
rodene imunosti koja ovisi 0 skupini molekula nazvanih alarmini. Upori$te za navedenu tvrd-
nju pruzaju nedavna istrazivanja koja pokazuju da imunosni sustav moze prepoznati ne samo
egzogene ¢imbenike (PAMP) ili patogene nego i endogene signale opasnosti zvane alarmini
ili molekule pridruzene oste¢enju (DAMP, engl. damage associated molecular patterns)
(171). Do sada su radena brojna istrazivanja o ulozi navedenih DAMP molekula u razvoju
brojnih bolesti, no vecina radova o ulozi alarmina u ljudi obuhvaca mali broj ispitanika i od-
nosi se na mjerenja koncentracije alarmina u odraslih, dok su istraZzivanja na djec¢joj populaciji
rijetka. Postoji tek nekoliko radova radenih na Zivotinjskim modelima koji ukazuju na ¢inje-
nicu da DAMP molekule ili alarmini imaju moguéu ulogu u patogenezi autoimunih bolesti
ukljuéujuéi i SBT1. Noviji radovi ukazuju na to da DAMP ili alarmini, kao medijatori priro-
dene imunosti, doprinose oStecenju tkiva te se oslobadaju kao odgovor na oSte¢enje stanica,
infekciju ili upalu i aktiviraju imunosne stanice putem TLR-a i RAGE-a koji predstavljaju
receptore za prepoznavanje strukturnih ,predlozaka- (PRR, engl. pattern recognition
recep- tors) koji integriraju signale DAMP ili PAMP (172) (Slika 1).
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Slika 1. PRR (Patern recognition receptors)

Pored toga, istrazivanja su dokazala vaZan utjecaj pojedinih citokina u razvoju SBT1 putem
njihova sustavnog davanja, $to ima dijabetogeni u¢inak, dok njihova neutralizacija ili izbaci-
vanje citokinskih gena (pokusni mi$ji modeli bolesti) ima antidijabetogeni u¢inak. Opcenito
Th1 citokini (IL-2, INFy, TNF-a) uzrokuju razvoj bolesti, dok Th2 ili Th3 citokini (IL-4, IL-
10, TGF-0) imaju zastitni u¢inak. Prema tome, neravnoteza u imunosnom odgovoru moze biti
uzrok pokretanja autoimunog procesa (173). Stoga bi, vezano uz navedena istrazivanja, anali-
za alarmina, koji se smatraju medijatorima prirodene imunosti, mogla doprinijeti rasvjetljava-

nju imunosnih karakteristika i etiopatogeneze autoimunog dijabetesa u djece.

1.5.5. Alarmini

Alarmini su skupina multifunkcionalnih, strukturno razli¢itih endogenih molekula koje se
pasivno otpustaju iz nekroti¢nih stanica prilikom oStec¢enja tkiva ili infekcije ili ih izlucuju
epitelne stanice i stimulirani leukociti. Alarmini su snazni posrednici upale, koja je vitalni dio
prirodene obrane domacina. Upala se dogada kao odgovor na infekciju ili neinfektivno oste-
¢enje tkiva 1 ukljucuje regrutaciju fagocita, koji uklanjaju stani¢ni debris 1 mikroorganizme
nakon Cega slijedi cijeljenje s regrutacijom drugih tipova stanica, ukljucujuéi endotelne stani-

ce, da bi se ponovno uspostavila tkivna homeostaza. Ukoliko oSte¢enje tkiva ili infekcija nisu
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prisutni, alarmini imaju brojne druge uloge unutar stanice. No, nakon §to jednom udu u meu-
stanicni prostor, alarmini djeluju kao citokini i aktiviraju stanice prirodene imunosti te dovode
do regrutacije antigen-prezentirajucih stanica pomoc¢u prepoznavanja receptora za molekular-
ne obrasce, kao $to su receptori sli¢ni Tollu (TLR, engl. Toll-like receptors) (174). Klju¢na je
sposobnost alarmina da pojac¢avanjem prirodenog imunosnog odgovora, kroz utjecaj na anti-
gen prezentirajuce stanice, posredno djeluju na steCenu imunost povezujuci steceni i priroDeni
krak imunosnoga odgovora (175). U alarmine se ubrajaju proteini visoke pokretljivosti iz
skupine 1 (HMGB1, engl. high mobility group box 1 protein), proteini skupine S100 koji
vezu kalcij (npr. S100A8, S100A9 i S100A12, engl. calcium-binding proteins), proteini top-
linskog Soka (HSPs, engl. heat-shock proteins), fibrili amiloida-f, hijaluronski fragmenti i
neki citokini IL1-a i IL-33 (176).
Zajednicke karakteristike alarmina vidljive su u sljede¢em:
a) tijekom ozljede tkiva ili infekcije oni se naglo otpustaju u medustani¢ni prostor iz ci-
toplazme (npr. S100A12) ili jezgre (npr. HMGB1) stanica koje odumiru
b) mogu ih oslobadati i Zive stanice imunosnog sustava koriste¢i posebni sekretorni sus-
tav ili preko endoplazmatskog retikuluma (ER) - Golgijev put sekrecije
¢) aktiviraju stanice prirodene imunosti: neutrofile, makrofage, dendriticke stanice, ali
takoder posredno ili neposredno aktiviraju i steCeni imunosni odgovor
d) sudjeluju u obnavljanju homeostaze tkiva nakon izravne ozljede ili sekundarnih u¢ina-

ka upalnog procesa na tkivo (177).

1.5.5.1. Alarmini u patogenezi autoimunih bolesti

Alarmini sudjeluju u imunopatogenezi brojnih upalnih i autoimunih bolesti. Opisane su povi-
Sene razine alarmina u serumu u sistemskom eritemskom lupusu (61 — 64), reumatoidnom
artritisu (178), Kawasakijevu vaskulitisu (179) i psorijazi (180), a takoDer i u sepsi (181) te u
aterosklerozi (182). Alarmini svoje u¢inke ostvaruju putem receptora za krajnje produkte uz-
napredovale glikozilacije (RAGE, engl. receptor for advanced glycation end products) te pu-
tem receptora sli¢nih Tollu (TLR, engl. Toll-like receptors), ukljuc¢uju¢i TLR2, TLR4 i TLR9
(183). Uloga je alarmina pojacavanje i podrzavanje upalnoga procesa regrutacijom nezrelih
dendriti¢nih stanica koje prenose antigene do sekundarnih limfnih organa, gdje ih predocavaju

naivnim T-limfocitima te poti¢u steCeni imunosni odgovor (184, 185) (Slika 2).
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Slika 2. Alarmini poticu kroni¢nu upalu i autoimunost reguliranjem ste¢enog imunosnog od-

govora (preuzeto iz: Bobek i sur. 2014, uz odobrenje prof. Jelusic).

Alarmini regrutiraju nezrele dendriti¢ne stanice, induciraju njihovo funkcionalno sazrijevanje,
poticu¢i ih da prihvate antigene 1 dostave ih u sekundarne limfne organe, gdje ¢e prezentirati
antigenske epitope naivnim T limfocitima i poticati njihovu Thl polarizaciju te potaknuti ste-
¢eni imunosni odgovor. Stalno oslobadanje alarmina kontrolira izrazavanje MHC molekule
tipa 1 1 2 te prezentaciju antigena, kao i nekontroliranu proliferaciju T limfocita, ¢cime dovodi

do pojacavanja upale.

Kontinuirano oslobadanje alarmina uzrokuje izrazavanje MHC molekula, prezentaciju antige-
na 1 nekontroliranu proliferaciju T limfocita §to dovodi do rasplamsavanja upale. U razli¢itim
upalnim stanjima pokazalo se da koncentracije pojedinih alarmina u serumu bolje koreliraju s
aktivno$¢u bolesti 1 oSte¢enjem tkiva nego klasi¢ni pokazatelji upale, mogucée zbog njihova
lokalnoga otpustanja u izravanom odgovoru na oStecenje tkiva (186). Osnova patofizioloSkih
procesa mnogih bolesti je neregulirana upala, a otkri¢e pojedinih proupalnih citokina, ¢ijom
blokadom se postiglo u¢inkovito lijeCenje brojnih bolesti, dovela je do napretka u lijeCenju
brojnih stanja kao npr. blokada TNF-a kod oboljelih kod reumatoidnog artritisa (187), no
nazalost ne u svim stanjima kao npr. u sepsi (188). Naknadno otkri¢e alarmina kao posrednika
upale, te aktivacijski put kojim djeluju putem specificnih receptora, omogucila je alternativni

alarminski put lijjecenja akutnih i kroni¢nih upalnih bolesti (Slika 3).
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Slika 3. Prikaz alarminskoga puta kao moguce terapijske mete u upalnoj kaskadi priroDene
imunosti. U Zivotinjskim su modelima alarmini izravno ciljani protutijelima ili kompetitivnim
inhibitorima, npr. domena A (HMGBJ1), ili su ciljani receptori koji prepoznaju molekularne
obrasce (PRR, engl. patern recognation receptors) s antitijelima ili topljivim "decoy" recepto-
rima. Kratice: HMGBI1 — protein visoke pokretljivosti iz skupine 1; ST00A8/9 — proteini koji
vezu kalcij S100A8/9; TCR — receptor T-limfocita; TLR — Tollu-sli¢an receptor; RAGE —
receptor za krajnje produkte uznapredovale glikozilacije; TNF — ¢imbenik nekroze tumora
(preuzeto iz: Bobek 1 sur. 2014, uz odobrenje prof. Jelusic)

Citokinska blokada, uklju¢uju¢i TNF-0, klinicki je korisna u lije€enju kroni¢nih upalnih bo-
lesti, ali nije uc¢inkovita u svih bolesnika. Stoga se danas terapija usmjerava na blokadu prou-
palnih svojstava alarmina koji pruzaju novi pristup u imunoterapiji uzvodno od TNF-a 1 NF-
kB aktivacije (189). S obzirom na to da anti-TNF-a terapija nije pokazala nikakav utjecaj na
aktivnost HMGBL1 (190), zakljuceno je da djelovanje alarmina HMGBI nije ovisno o TNF-a
(191), dok su protutijela protiv HMGB1 i antagonisti A-domene molekule HMGBI1 uspje$no
sprijecili razvoj sinovijalne upale u Zivotinjskim modelima artritisa (192). Vezanje HMGBL1 s
drugim endogenim molekulama, kao §to je nukleosom, ponistava imunosnu toleranciju i dop-
rinosi razvoju autoimune bolesti (193). Stoga su alarmini privlaéne mete u lijeCenju RA-€ i
drugih kroni¢nih upalnih bolesti, narocito kod pacijenata koji ne reagiraju na anti-TNF-a tera-
piju. lako trenutno ubrzano raste popis alarmina u literaturi, najbolje su prouceni u zdravih i

bolesnih ljudi HMGBI te proteini iz skupine S100 koji vezu kalcij.
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1.5.5.2. Protein visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGB1)

HMGBL1 otkriven je 1973. g. u stanicama sisavaca u skupini proteina velike pokretljivosti
(HMG od engl. high mobility group) koji su ime dobili zbog svog svojstva visoke
elektroforetske mobilnosti u poliakrilamidnom gelu, a obilno je izraZzen i u gotovo Svim
ljudskim stanicama. U pocetku poznat kao protein nuklearne strukture s funkcijama vezivanja
I savijanja DNA-e, naknadno je otkrivena njegova uloga u stani¢noj replikaciji, transkripciji,
rekombinaciji i popravcima DNA-e. Medutim, ne samo da su njegove nuklearne ili
unutarstani¢ne funkcije postale predmetom zanimanja nego su dokazane viSestruke
izvanstani¢ne interakcije s ucincima na imuni sustav i ulogom kod autoimunih bolesti, upala i
odrzavanja homeostaze tkiva. Korelacija izvanstanicne razine HMGBI1 1 imunoloske
aktivnosti odgovarajuca je aktivnosti bolesti, stoga bi HMGB1 mogao biti koristan alat u

dijagnostici, pracenju i procjeni terapijskog ucinka u pojednim bolestima (194).

155.3. Struktura HMGB1

HMGBI mali je protein sastavljen od 215 aminokiselina ¢ija se genetska sekvenca nalazi na
kromosomu 13q12 i sastoji od 10 000 parova baza (195, 196). Strukturno je organiziran u tri
razli¢ite podjedinice (domene): A i B-domene i negativno nabijenom kiselom C-terminalnom
repu dugom 30 aminokiselina (197, 198). lako je tercijarna struktura dvaju domena dobro
poznata, cjelovitu strukturu HMGBI tesko je definirati, jer je nestabilnost koja je potrebna za
mnoge interakcije dovela do mnoStva mogucih konformacija molekule (199), no najéesce su

tri a-uzvojnice konfigurirane u obliku slova L (200) (Slika 4).

& hox B box acidic tail
2 79 B9 163 186 215

fragment with RAGE antagonist aclivity 150 183
RAGE activating segment

Slika 4. Struktura HMGB1. HMGBI1 organiziran je u tri razli¢ite domene, dvije HMG dome-
ne (AiB) i kiseli C -terminalni rep (preuzeto iz: Bobek i sur. 2014, uz odobrenje prof. Jelu-

3i6)
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A i B domene vezu se ovisno o sekvenci s posebnim afinitetom na pojedine dijelove DNA-g,
§to moze izazvati promjenu strukture u pravcu savijanja ili odmotavanja DNA-e (198, 201).
Dok A-domena igra vaznu ulogu u prepoznavanju oSteCenih dijelova DNA-e, za B se
podjedinicu smatra da je nosilac proupalne sekvence, s obzirom na to da oblikuje imuno-
aktivan kompleks CpG-A-oligonukleotide, dok je uloga C-terminalnog repa sudjelovanje u
intra- i1 intermolekularnim interakcijama s histonima ili nukleosomima (198). Ekspresija
HMGBI u tkivima regulirana je mnos$tvom razli¢itih ¢imbenika poput p53 i c-myc, poznatih
po vaznoj ulozi u apoptozi i rastu tumora (202). Posttranslacijska acetilacija, metilacija i
fosforilacija dovode do nuklearne aktivacije i raspodjele na brojne stani¢ne odjeljke (203,
204). Unutarstani¢na koncentracija HMGBI1 uvelike se razlikuje u razli¢itim tkivima s
ekspresijskim stopama koje variraju i do 100 puta izmePu razli¢itih tkiva (205). Ekspresija
negativno korelira s diferencijacijom tkiva, §to podupire ideju o HMGBI1 kao izvrsnom

biomarkeru kod nediferenciranih malignih tumorskih tkiva (206).

1.5.5.4. Funkcije HMGB1

Funkcije HMGB1 mogu se podijeliti na unutarstani¢ne i izvanstanicne. HMGBI1 ostvaruje
mnoge funkcije vezanjem za membranski RAGE receptor. RAGE je transmembranski recep-
tor sa samo malim unutarstani¢nim dijelom 1 sluzi kao receptor za prepoznavanje uzoraka
(PRR), a dio je signalnih puteva aktivacije u upali, autoimunim bolestima i malignim proce-
sima. Ekstracelularni topivi tip RAGE-a (SRAGE) postoji u cirkulaciji, odgovara izvanstanic-
noj domeni RAGE-a (bez unutarstani¢ne i transmembranske domene membranskog RAGE-a)
izveden iz alternativnog spajanja ili proteolitickog cijepanja membranskog RAGE-a. Topivi se
RAGE moze vezati na cirkuliraju¢i HMGBI 1 sprijeciti njegove izvanstani¢ne funkcije, tj.
djeluje kao receptor mamac za HMGB1 (207) te stoga nije jednostavan receptor jer djeluje i
kao neka vrsta adaptera (208). Razine RAGE-a obi¢no su snizene u razli¢itim autoimunim

bolestima kao §to su Kawasakijeva bolest i sistemski lupus (209, 210).
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Tablica 3. FizioloSke i patoloske funkcije HMGB1

Alarmin HMGB1
podrijetlo Sve vrste stanica, ukljucujuéi imunosne stanice (nehistonski nuklearni
protein)

Unutarstani¢na | Regulacija transkripcije DNA-e
fizioloSka fun-

kcija
Izvanstani¢ni Proupalni odgovor (kada se veze za druge DAMPs-¢e, npr. LPS, IL-B1,
ucinci DNA-u i RNA-u): kemotaksija, proliferacija i diferencijacija imunosnih i

predo¢nih stanica

Nadini osloba- | a) pasivno otpustanje iz nekroti¢nih stanica

Panja b) tijekom apoptoze HMGBI1 oksidiran je na Cys106, ¢ineci ga toleroge-
nim vi$e nego proupalnim

c) aktivno izlu€ivanje alternativinim putem (ne preko Golgijevog apara-
ta): HMGBL1 prolazi kroz nekoliko oblika posttranslacijske modifikacije,
npr. acetilaciju, fosforilaciju, metilaciju

Receptori TLR2, TLR4, RAGE
Ukljucene Akutna trauma i sli¢na stanja: sepsa, ishemijsko oSte¢enje mozga, ishe-
bolesti mijsko reperfuzijsko ostecenje srca, transplantacija organa

Kroni¢na stanja: artritisi, SLE, MS, T1DM, epilepsija, karcinom

Regenerativni | Src¢ana regeneracija, revaskularizacija, cijeljenje rana koze, kosti, miSica,
potencijal regeneracija zivaca

1.5.5.5. Unutarstani¢ne funkcije HMGB1

Unutarstani¢ne funkcije HMGBI1 izvorno su otkrivene unutar nuklearnog odjeljka gdje je
tijesno vezan uz kromatin sudjelujuc¢i u regulaciji savijanja DNK-a. HMGB1 posreduje u
bitnim nuklearnim procesima kao sto su transkripcija, rekombinacija, replikacija i popravci
DNK strukture. Po svojoj unutarnjoj funkciji savijanja kromatina, HMGB1 moze pribliziti
udaljene regulacijske sekvence i1 poboljSati vezivanje faktora transkripcije na odreDPene
promotore gena (211). Karakteristicne aminokiselinske sekvence na C-terminalnom repu
HMGBL1 imaju veliku ulogu u poticanju transkripcije, no i u regulaciji funkcije HMGB1
(212). HMGBI pojacava afinitet vezivanja mnogih sekvencijski-specifi¢nih proteina na DNK-
u, ali isto tako aktivira transkripciju direktnim vezivanjem na nukleosome (213) ili
interakcijom s kompleksom TATA-domene [60]. Medu ostalim transkripcijskim faktorima koji
su pod utjecajem HMGB1 nalaze se tumor supresorski faktori p53, p73 i NF-kB (214 — 216).
Klizanje nukleosoma poboljSava se preoblikovanjem kromatina iskrivljene DNK-a, $to dovodi
do poboljSanja afiniteta vezanja remodelirana nukleosomna kompleksa ACF-a. PoboljSanje

klizanja nukleosoma takoder je vazno kod popravka DNK-a jer osigurava pristup
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faktorima pregradnje kromatina u oSte¢enim sekvencama. Nadalje, HMGB1 moze olaksati
prepoznavanje oste¢enja DNK-a odredenim proteinima popravljac¢ima koji se vezu s viSim
afinitetom za iskrivljeni DNK (217). SloZenim vezivanjem za proteine popravljace, HMGBI
ubrzava popravak izrezivanjem dijela nukleotida indukcijom NER proteina (NER od engl.
Nucleotife excision repair) (218). Promjenom baznog cijepajuceg popravljaca BER (BER od
engl. Base excision repair) proteinskim interakcijama s pripadaju¢im enzimima, HMGBI igra
vaznu ulogu u odrzavanju genomske stabilnosti. Nasuprot tome, smanjen uc¢inak BER-a uz
uCestalo ponavljanje CAG sekvenci dovodi do razvoja tumorskih stanica ili
neurodegenerativnih procesa. HMGB1 nadalje ima ulogu u odrzavanju nuklearne homeostaze
I poticanju odgovora na stres autofagijom (219). Mehanizam je regulacije apoptoze nasuprot
autofagije u zastiti autofagijskih proteina becill i ATG5 od kalpainom posredovanog cijepanja
citosolnog HMGBI1, ¢ime je inhibirano stvaranje proapoptotskih fragmenata (220).
Translokacija HMGBL1 iz jezgre do citosola inducirana je raznim signalima, kao $to je nakon
alkiliranja DNK oS$te¢enja aktivirana poli-ADP-ribozna polimeraza (PARP-1) (221). U
aktiviranim je monocitima citosolni HMGBI acetiliran 1 fosforiliran, inhibiraju¢i time svoju

ponovnu aktivnost u jezgru i dovode¢i do akumulacije u citoplazmi (174, 222).

1.5.5.6. Stani¢no izlu¢ivanje HMGB1

HMGBI pasivno se oslobaba iz nekroti¢nih ili o$tecenih stanica ili ga aktivno izlu¢uju stanice
imunoloSkog sustava (monociti, makrofagi, dendriti¢ne stanice), tumorske ili tkivne stanice
pod hipoksi¢nim uvjetima (223). Dok je pasivno otpustanje HMGBI1 iz nekroti¢nih ili
oStecenih stanica poznato kao "imunogeno", s naknadnom aktivacijom imunoloSkog sustava,
za apoptozu se pretpostavlja da je "imunoloSki tihi" proces degradacije na fizioloski i
regulirani nacin, bez oslobadanja HMGB1 (224). Medutim, kod razli¢itih tipova stanica,
otpustanje HMGB1 uoceno je i iz apoptoti¢kih stanica bez znakova nekroze (225). Aktivna
sekrecija HMGBI1 potaknuta interakcijom receptora stani¢ne membrane s izvanstani¢nim
molekulama ili s hipoksijom javlja se postupno (226, 227), dok se pasivno oslobadanje
potaknuto nekrozom javlja odmah. Aktivno izlu¢ivanje HMGBI1 podrazumijeva otpustanje iz
jezgre u citoplazmu sekretornih lizosoma, organela u kojima dolazi do acetilacije i
fosforilacije HMGBL1, koji se potom nakuplja u citoplazmi jer je njegov ponovni ulazak u
jezgru blokiran (222). Citoplazmatski HMGB1 dolazi u sekretorne lizosome hematopoetiskih

stanica koji se zatim spajaju sa stanicnom membranom i egzocitozom oslobabDaju sadrzaj
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iz stanice. Novije studije pokazuju da se ve¢ina HMGBI otpusta tijekom prvih 18 sati nakon
aktivacije, dok je naknadno otpuStanje HMGBI rezultat sinteze novih proteina (228).
Blokiranje autofagije u umiru¢im stanicama dovodi do unutarstani¢ne retencije HMGBI1
(229), kao i do nekoliko oblika poslijetranslacijske modifikacije kao §to su fosforilacija,
metilacija i acetilacija, koje rezultiraju nakupljanjem HMGB1 u citosolu (204, 222).
Redoksno stanje izvanstanicnog HMGBI1 predstavlja vazan cimbenik jer redoks oblik
inducira autofagiju, dok oksidirani oblik HMGBI poti¢e apoptozu. Ovi mehanizmi igraju
vaznu ulogu u rezistenciji na lijekove u malignih oboljenja (230). Regulacija redoks stanja
postize se unutarstanicnom aktivacijom kaspaze i oslobadanjem radikala kisika (231). Za
vrijeme apoptoze HMGBL1 ostaje vezan s nuklearnim DNK-om i u tom se kompleksu otpusta
s nukleosomima. Ovaj kompleks ima imunogena svojstva kada se veze i pri tome aktivira
TLR-2 receptore (193). Makrofagi i dendriticke stanice aktivno oslobabaju HMGBI1 nakon
stimulacije apoptoti¢nih stanica endotoksinima, interleukinima ili TNF-om (228, 232). U
dendritickim je 1 nekim drugim imunoloskim regulatornim stanicama HMGBI translociran u
vezikule prije otpusStanja u neklasi¢nom putu sekrecije (233). U hipoksi¢nih hepatocita
aktivno izluc¢ivanje HMGBI1 regulirano je putem TLR4 i ROS-ovisnim putem, ukljucujuéi

inhibiciju kalcijem/kalmodulinu ovisnih kinaza (234).

1.5.5.7. Izvanstani¢ne funkcije HMGB1

Osloboden u izvanstani¢nom prostoru, HMGB1 mozZe se vezati za mnostvo receptora i izvrsiti
funkciju signalne molekule opasnosti, odnosno DAMP molekule. Vezivanjem na svoj prvi
identificirani receptor RAGE, HMGB1 moze aktivirati razli¢ite unutarstani¢ne signalne
putove, kao Sto su RAS-RAF-MAP ili Rb2F, koji su vazni u regulaciji transkripcije i sintezi
citokina (235). Sinergijskim djelovanjem HMGB1-RAGE-a nezrele se dendriticke stanice
usmjeravaju u limfne ¢vorove, gdje se odvija proces razvoja i sazrijevanja Thl stanica (236).
U interakciji TLR-9 s jednolan¢anim oligonukleotidima (CpG-ODN) RAGE tvori kompleks s
CpG-ODN i HMGBI, koji pojacava prezentaciju CpG-ODN-a na TLR-9 i time ubrzava proi-
zvodnju citokina (237, 238). Nadalje RAGE interakcionira u vezanju HMGB1 na TLR-2 ili
TLR-4, sto dovodi do aktivacije p53-MDM-puta, a sto je glavno medudjelovanje triju razlici-
tih signalnih puteva aktivacije (235). Tolu-sli¢ni receptori TLR-2, TLR-4 i TLR-9 takoder su
vazni partneri vezanja za HMGBI 1 aktivacije imunogene funkcije, kao i interleukin receptor

IL-1i CD24. Vezivanje na TLR-2 aktivira HMGB1 u kompleksu s nukleosomima, §to dovodi
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do povecanog otpustanja proupalnih citokina IL-1 beta, IL-6, II-10, kao i povecane ekspresije
MHC-a klase 11, TNF-alfa, kostimulatornih CD86 i maturacijskog markera dendritickih sta-
nica CD83. Otpustanje HMGB1 nukleosomnog kompleksa najcesce se javlja kod apoptoze ili
sekundarne nekroze, kada je HMGBI jo$ uvijek ¢vrsto vezan uz kromatin. Pasivno oslobobPen
HMGBI iz nekroti¢nih stanica brzo se odvoji od kromatina i djeluje iskljucivo kao moleku-
larni uzorak povezan s opasno$¢u (DAMP) (91) dok primarna apoptoza minimalno ili nikako
ne doprinosi osobadanju HMGBL1 u izvanstani¢ni prostor. Znatna koli¢ina nuklearnog
HMGBI c¢vrsto je vezana za hipoacetilirani kromatin, koji se generira tijekom programirane
stani¢ne smrti (224). Medutim, apoptoti¢ne stanice koje nisu ispravno eliminirane mogu proci
sekundarnu nekrozu, $to dovodi do kasnog otpustanja HMGB1 (239). HMGBL1 stimulira ad-
heziju 1 migraciju neutrofila i makrofaga te poti¢e njihovo izlucivanje proupalnih citokina,
poput IL-1, IL-6 i TNF-a (240, 241), a zauzvrat, TNF, interferon, IFN-y i IL-1 stimuliraju
makrofage na izluCivanje HMGBI1 (242), stvaraju¢i tako pozitivnu povratnu informacijsku
petlju. Aktivacija TLR-4 postize se dvama razli¢itim mehanizmima: samim HMGBI, kao §to
je slucaj u dendriti¢énim stanicama u kojima interakcija HMGB1-TLR-4 potice prezentaciju
antigena inhibiranjem antigenske razgradnje kroz fuziju fagosoma i lizosoma (243), a nasup-
rot tome mogucénost je vezanja HMGBI1 za agregate lipopolisaharida (LPS), Sto dovodi do
vezanja kompleksa lipopolisaharida i CD14, $to nadalje dovodi do stvaranja vecih koli¢ina
TNF-alfa u usporedbi sa stimulacijom samim HMGBL ili samim lipopolisaharidima (244).
Aktivacijom  TLR-9/CpG-ODN-a  potaknuta je  proizvodnja  citokina  preko
HMGB1/RAGE/CpG-ODN kompleksa (237). U hepatocelularnom karcinomu HMGBL1 se
veze na mitohondrijski DNK, otpusta iz hipoksi¢nih stanica 1 promovira rast tumorskih stani-
ca aktivacijom TLR-9 (245). Pored toga u lupus nefritisu samo izvanstani¢ni, ali ne i unutar-
staniéni HMGBI potice patoloski imuni odgovor aktivacijom makrofaga na vlastiti DNK pre-
ko TLR-9 (246). Opcéenito HMGBI1 promic¢e imunosnu stimulaciju kada je kompleksno vezan
za proupalne komolekule, dok samostalno HMGB1 smanjuje imunoloski odgovor i poboljsa-

va procese popravka tkiva (247).

1.5.5.8. Metode mjerenja HMGB1

HMGBI se moze detektirati pomoc¢u sendvi¢ ELISA-e (enzimski povezani imunosorbentni
test), Western Blot tehnike ili EMSA-e (ispitivanje pomaka elektromobilnosti). Detekcija
ELISA-om jednostavna je za izvodenje, isplativa i ¢esta metoda za kvantifikaciju HMGBI1 u

kulturama stanica, medutim, razine HMGB1 u serumu niZe su u usporedbi s Western Blot
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metodom. To moze biti posljedica utjecaja autoprotutijela, lipopolisaharida ili IL1-f koji
inhibiraju prepoznavanje HMGBL1 (248), no predobrada perklornom kiselinom neutralizira
ucinak navedenih ¢imbenika i omogucuje to¢nost mjerenja.

U Western Blot detekciji predobrada serumskih uzoraka SDS-om neutralizira u¢inake tzv.
pozadinskih proteina ¢ime doprinosi to¢nosti izmjerenih vrijednosti (249). U rutinskim se
klinickim ispitivanjima Western Blot metoda rijetko koristi zbog skupoce i duljine trajanja
analize.

Metoda ispitivanje pomaka elektromobilnosti (EMSA) koristi posebne kapacitete vezanja
HMGBI na radioaktivno obiljezene DNK sekvence, nakon ¢ega se elektroforezom analiziraju
obiljezeni kompleksi HMGB1/DNK-a. Mada metoda minimizira u¢inak pozadinskih proteina,
Sto pridonosi to¢nosti mjerenja, troSak rada sli¢an je Western Blotu, a i priprema radioaktivnih

markera komplicira detekciju, zbog ¢ega se ova metoda rijetko koristi u rutinskom radu (250).

1.5.5.9. Uloga i klini¢ka vazZnost cirkuliraju¢eg HMGB1 u autoimunih bolesti

Kroz svojstva imunoloskog moduliranja, HMGBI igra vaznu ulogu u autoimunim bolestima
poput reumatoidnog artritisa i sistemskog lupusa, kao i kod akutnih upalnih stanja poput sepse
i traume. Redoksno stanje HMGBI utjece na unutarstani¢énu funkciju u pravcu aktivacije
apoptoze ili autofagije (230). Blokiranje aktivacije autofagije induciranjem transkripcije
HSPp1l proteina regulatora dinamike aktina citoskeleta (251) ili vezivanjem beclinl proteina,
dovodi do inicijacije i odrzavanja autofagije (252). Pored toga, HMGB1 vezanjem za RAGE-
a aktivira navedeni receptor koji potom olakSava unos DNK-a u endosome i prezentiranjem
TLR.9 receptorima utjeée na modulaciju autoimunog odgovora (253). Kompleks
HMGBI1/nukleosom osloboben nakon aptoptoze stanica u sistemskom lupusu, moZe izazvati
karakteristiCan anti-dSDNA i antihistonski odgovor (193), pri ¢emu je razina HMGBI1 u
plazmi znacajno razlicita u aktivnoj bolesti u usporedbi sa zdravim kontrolama. U lupusnom
se nefritisu pokazalo da su razine HMGBI znaajno poviSene, $to takoDer korelira s
klinickim znacajkama kao Sto je prate¢a proteinurija (251). U istrazivanju sa 116 djece
oboljele od sistemskog lupusa ili juvenilnog idiopatskog artritisa, svi su pacijenti pokazali
znacajno vise serumske razine HMGBI1 uz znacajno nize razine sSRAGE-a u usporedbi s 27
zdravih kontrola. Visoke razine HMGBI1 takoder su povezane s hepatosplenomegalijom ili
sinovitisom u juvenilnom reumatskom artritisu. U Zivotinjskih je modela s umjetno

induciranim artritisom HMGBJ1 detektiran u nuklearnim, citoplazmatskim i vanstani¢nim
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odjeljcima, dok je u zdravih kontrola prisutan samo vezan u jezgri stanica. U prilog tome
govore i druga istrazivanja kod oboljelih od reumatskog artritisa u kojih je vanstani¢ni
HMGBI otkriven i u sinovijalnoj tekué¢ini u 14 od 15 bolesnika (254), kao i istrazivanje
Goldsteina i sur. koji su otkrili zna¢ajno viSe razine serumskog HMGBI1 u oboljelih u odnosu
na zdrave kontrole (255). Razine HMGBI takoder su bile znacajno poviSene u
antineutrofilnom citoplazmatskom protutijelu (ANCA) koje je povezano s vaskulitisom u
aktivnoj, u odnosu na neaktivnu ili reemisijsku fazu bolesti, Sto je pokazatelj aktivnosti upale.
Slican je rezultat dobiven u podgrupi s Wegenerovom granulomatozom, mikroskopskim
poliangitisom i Churg-Straussovim sindromom (256). Nadalje, u istrazivanju 42 pacijenta koji
boluju od Becetove bolesti, razine serumskog HMGBI1 takoder su bile znacajno povisene u
odnosu na zdrave kontrole, medutim nisu bile povezane s aktivno$¢u bolesti (257). No ne
samo u autoimunih bolesti nego 1 u akutnim upalnim stanjima kao Sto su ,,sustavni sindrom
upalnog odgovora- (SIRS) razine su HMGBL1 povisene, kao i kod bolesnika nakon velikih
gastrointestinalnih kirur§kih zahvata kod operacija karcinoma probavnog trakta, gdje su
poviSene razine koorelirale s duljinom trajanja SIRS-a i plu¢ne disfunkcije (258). Cohen i
suradnici izvijestili su o povienoj razini HMGBI u plazmi ve¢ 30 minuta nakon teske
traume, pri ¢emu je razina bila u korelaciji s tezinom ozljede, sustavnog upalnog odgovora,
posttraumatskih poremecaja koagulacije i aktivnosti komplementa (259). Wang i sur. izmjerili
su poviSenu razinu HMGBI u bolesnika s tupim traumama prsista uz znatno vise vrijednosi u
slu¢aju razvoja komplikacija kao multipla zatajenja organa ili sepsi, $to je ujedno znacilo 1
losiji ishod (260). Nakon opekotina razine HMGB1 u plazmi koreliraju s velicinom spaljene
povrsine tijela i pokazalo se da su opcenito poviSene rano nakon traume (261). U svim
vrstama traume razine HMGB1 u cirkulaciji mogu odrazavati stani¢no o$tecenje, ali i
visestruku upalnu aktivnost (262).

Zaklju¢no, HMGB1 vr§i mnoStvo funkcija u imunoloskoj modulaciji u mnogim akutnim i
kroni¢nim bolestima, a naro€ito u traumi, akutnim upalnim stanjima i autoimunim bolestima.
U malignim bolestima HMGBI igra vaznu ulogu u stvaranju protuupalnog mikroekoloskog
prostora koji promice rast tumora, i to moduliranjem djelotvornog antitumorskog imunog
odgovora te poticanjem angiogeneze i pojave metastaza. Zbog prisutnosti malih, ali mjerljivih
koli¢ina u krvi, HMGBI1 lako se moze koristiti kao klinicki biomarker u predviDanju,
prognozi, pracenju terapije i postavljanju dijagnoze. Mjerenjem prije provoSenja specificne
terapije pokazalo se da visoke razine HMGB1 u serumu uz niske razine SRAGE-a nose
nepovoljne prediktivne i prognosticke informacije u malignih oboljenja. Zbog ukljucenosti

HMGBI u regulaciju imunoloSkog sustava, poseban fokus buducih istrazivanja bit ¢e na
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relevantnosti cirkulirajuéeg HMGBI i njegovih podskupina vezano uz stratifikaciju i pracenje

novih imunomodulatornih terapija u malignih i autoimunih bolesti.

1.6. ULOGA MIKRONUTRIJENATA/ ELEKTROLITA U RAZVOJU SECERNE
BOLESTITIPA 1

lako se smatra da pravilnom ishranom osiguravamo dostatan unos minerala, pojedina Zivotna
razdoblja, kao Sto su intenzivno bavljenje sportom, pubertet, trudnoc¢a 1 dojenje, menopauza,
stanja poslije prijeloma, trauma i obilnih krvarenja, znatno utjeCu na metabolicke potrebe
organizma. Kao i vitamini, minerali se ugraduju u anorganske tvari od kojih je sacinjeno 5 %
organizma. Kao 1 vitamine, 1 minerale moramo unositi hranom jer ih organizam ne moze
sintetizirati sam. Minerale dijelimo u makroelemente, koje trebamo u veéim koli¢inama
(natrij, kalij, kalcij, sumpor, magnezij, klor, fosfor) te mikroelemente ili minerale u tragovima
(bor, molibden, selen, krom, bakar, cink, Zeljezo, fluor, mangan), koji su nam potrebni u
koli¢inama manjim od 100 mg/dan. Nakon §to se apsorbiraju, minerali postaju dio strukture
tijela: stanica, enzima, hormona, krvi i kostiju. Pohranjujemo ih u raznim dijelovima tijela,
narocito u kostima i miSi¢nom tkivu. Vazni su za odrzavanje adekvatne koli¢ine tekucine u
organizmu. Budu¢i da se minerali svakodnevno gube iz organizma (znojenje, probava),
potrebno je nadoknaditi ih. Veéi manjak pojedinih minerala moze se zamijetiti kod pojedinaca
koji prakticiraju dijetu ili troSe lijekove, vegetarijanaca, trudnica, starijih osoba, pojedinaca
koji CeS¢e konzumiraju preradenu hranu i1 gotova jela te u slucaju neredovite prehrane i

preskakanja obroka.

1.6.1. Cink

Cink (Zn) je vrlo vazan element u tragovima jer se nalazi u gotovo svakoj tjelesnoj stanici i
ima vaznu ulogu u naSem organizmu. U prirodi dolazi samo u spojevima. Otkrio ga je
Andreas Marggraf 1746. godine 1 drugi je element u tragovima u organizmu nakon Zeljeza.
Uravnotezenom prehranom dnevno unosimo od 8 do 14 mg cinka. Cink je jedan od
mikroelementa koji je potreban u maloj koli¢ini. U tijelu se nalazi u koncentraciji od 1,3 do
2,3 g. Pretezito se nalazi u stanicama. U obliku kompleksa s proteinima nalazi se u gotovo
svim organima, naroCito u prostati, bubregu, jetri, slezeni, plu¢ima, guStera¢i, mozgu,
miSi¢ima i kozi. Prisutan je i u tjelesnim tekuéinama: Zelu€anome soku, slini, Zu¢i, znoju i

krvnom serumu. Dnevno se normalnom prehranom unosi 10 do 15 mg cinka, najvise kroz
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hranu bogatu bjelancevinama (meso, riba, mahunarke, mlijeko i mlije¢ni proizvodi) (263).
Potrebe za cinkom izrazene su u:

e procesu sinteze proteina i kolagena

e rastu i razvoju novih stanica

e odrzavanju strukture molekule RNA

e poboljsanju funkcije mozga

e poticanju proizvodnje i izlu¢ivanja inzulina u gusteraci

« ubrzavanju cijeljenja rana

o skra¢ivanju trajanja virusnih infekcija

e jacanju imunoloskog sustava

e smanjivanju kolesterola

e Utjecaju narazvoj i rast reproduktivnih organa

e smanjivanju taloZenja teSkih metala u organizmu.

Cink je kljucan za aktivaciju brojnih enzima u organizmu: RNA polimeraze, alkalne fosfata-
ze, laktat dehidrogenaze, a takoder pomaze apsorpciju kalcija te je sastavni dio alkalne fosfa-
taze. Nuzan je i za stvaranje soli zucnih kiselina. Preporucena je dnevna doza za odrasle 15
mg. Cink je sniZen kod pusaca zbog prisutnosti kadmija u duhanskome dimu, ali i kod trudni-
ca, alkoholicara, dijabeticara, u slucaju poremecaja apsorpcije kod nekih crijevnih bolesti te u
stanjima nakon operativnih zahvata. Velike potrebe za njim imaju sportasi, kao i aktivni rek-

reativci, jer se cink pojacanije trosi tijekom treniranja.

Nedavna istrazivanja pokazuju kako neki esencijalni elementi imaju imunomodulacijske oso-
bine te se tako mogu ukljuciti u pokretanje autoimunosnog procesa. Cink je esencijalni ele-
ment u tragu i ukljucen je u mnogo razli¢itih stani¢nih procesa u organizmu (264). Ve¢ se du-
Ze vrijeme smatra kako postoji povezanost cinka s funkcijom gusterace i Se¢erne bolesti, stoga
je vazno naglasiti njegovu ulogu u razvoju ove bolesti (265). Na Zivotinjskim modelima do-
kazan je inzulinomimetski i antidijabetogeni u¢inak cinka, koji je posljedica utjecaja na tran-
sport glukoze, sintezu glikogena, lipida i inhibicije glukoneogeneze i lipolize (266). Inzulin je
peptidni hormon graden od 51 aminokiseline, oblikuje amiloidne fibrile u sekretornim granu-
lama i gusto je pakiran zajedno s ionom cinka u heksamerne kristale koji osiguravaju osmots-
ku stabilnost vezikula i preveniraju razgradnju peptida. Nakon oslobadanja iz -stanica guste-
race inzulin se cijepa u aktivni monomer ovisno o pH- vrijednosti. Uloga iona cinka, koji se

luci zajedno s inzulinom, inhibicija je cijepanja u aktivni oblik monomera pri fizioloskoj pH-
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vrijednosti (7,3), dok kod nize vrijednosti pH (5,5) ona progresivno slabi (267). Zadnja istra-
Zivanja pokazuju da ion cinka moZe suprimirati cijepanje i oslobadanje inzulina u cirkulaciju,
stoga se postavlja pitanje moze li krivo strukturirani oligomerni meduprodukt inzulina, osobi-
to u stanjima deficita cinka, inducirati stvaranje protutijela na inzulin koji vodi u oSte¢enje -
stanica i razvoj autoimunog dijabetesa (268). Prema tome, moze se rec¢i kako cink ima vaznu
ulogu u imunoloskom sustavu, bitan je u sintezi i aktivaciji peptida timulina koji potice sazri-
jevanje pomoc¢nickih limfocita T, a visoko je osjetljiv na manjak cinka. Imunomodulacijska
uloga cinka ocituje se u upalnom kraku imunosti i to tako Sto cink protein A20 koji se vezZe na
TNF receptor inhibira fosforilaciju NF-kB-a smanjujuéi time ekspresiju TNF-o, IL-1 i IL-8.
Stoga adekvatan unos cinka smanjuje aktivnost ciklicke nukleotid-fosfodiesteraze pojacavaju-
¢i ucinak cikli¢ke nukleotid-gvanozinmonofosfataze koja aktivira protein kinazu A i inhibira

Raf-1 rezultirajué¢i u padu aktivacije NF-kB-a (269).

1.6.1.1. Cink i upala

Dendriticke stanice (DC) igraju vaznu ulogu u povezivanju urodenog i steCenog imunoloskog
odgovora. Cini ih heterogena populacija stanica koja ima razli¢ite funkcije u imunoloskom
sustavu, a razlikuju se prema razli¢itim povrSinskim i unutarstani¢nim biljezima (270). Oni
prepoznaju okoliSne agense i reagiraju na njih kao na patogene koje fagocitiraju i stimuliraju
specifican efektorski odgovor T-stanica. Nedavno je dokazana uloga DC-a u kontroli upale
stvaranjem tolerancije. Ovaj podtip DC-a zove se tolerogeni DC i posreduje u kontroli upale
te oblikuje regulacijski fenotip T-stanica (271). Cink (Zn) igra kljuénu ulogu u homeostazi i
optimalnom funkcioniranju urodenih i adaptivnih segmenata imuniteta (272) te djeluje kao
intracelularna signalna molekula i regulira funkcije nekoliko mijeloidnih i limfoidnih popula-
cija stanica (273). Stoga njegov manjak moze utjecati na razvoj i funkciju T-stanica, B-
stanica, NK-stanica te monocita i makrofaga. Nedostatak cinka inhibira liti¢ku aktivnost NK-
stanica i proizvodnju Th1l citokina te adekvatnog odgovora B-stanica (273), a s druge strane,
nadoknadom cinka moze se regulirati imunosna reakcija tijekom infekcije ograni¢avanjem
prekomjerne sinteze proupalnih citokina (274). Regulacija homeostaze cinka takoder utjece na
sazrijevanje DC-a (275). Nakon aktivacije infektivnim agensom dolazi do sazrijevanja DC-a
s vanjskom ekspresijom MHC klase 11 biljega (MHC-11), kako bi potom potaknuli proliferaci-
ju i diferencijaciju T-stanica (276). Kao odgovor na TLR4 stimulaciju LPS-a, DC stanice
smanjuju sadrzaj intracelularnog cinka koji je kljucan za eksprimiranje, tj. podizanje na povr-
Sinu stanice MHC-11. Obrnuto, egzogenim dodavanjem cinka smanjuje se ekspresija MHC-11

na povrsini DC stanica kroz endocitozu i smanjen vezikularni prijenos proteina (277). Zn nije
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promijenio TLR4 povrSinsku ekspresiju na DC-ovima §to dokazuje da metal inhibira mehani-
zme nizvodno od receptora do aktivacije NF-kB-a (278). Ti dokazi doprinose razumijevanju
znacenja cinka u kontroli upale, napose u uvjetima kao §to je sepsa (279). Neobuzdana infek-
cija dovodi do hiperinflamacije. Na primjer, prolazni manjak plazmatske koncentracije cinka
u sepsi pogorSava upalnu proizvodnju citokina i smrtnost, dok nadopuna cinka djelomi¢no
vraca zastitu (280). Nedavna su istrazivanja pokazala da cink mijenjanjem okoliSa modulira
proupalni odgovor i fenotip DC i utjecanjem na autokrine povratne mehanizme kontrole akti-
vacije DC-a. Dakle, dodavanje cinka moze sluziti kao potencijalna terapeutska mjera za ubla-

zavanje proupalnih odgovora.

Cink inhibira aktivaciju STAT3 koja smanjuje Th17 diferencijaciju i poti¢e Treg inhibicijom
Sirt-1 deacetilaze, enzima koji odrzava stabilnost Foxp3 (281-283). Dodavanjem cinka poja-
cava se aktivnost Treg-Th17 in vivo bez utjecaja na Thl ili Th2 odgovore, §to je posljedica
izravnog djelovanja cinka na T-stanice ili neizravnog ucinka kroz pojavljivanje tolerogenih
DC-a. Usprkos izmijenjenoj ravnotezi izmedu Treg i Th17, dodatak cinka nece umanjiti ot-
pornost na infekcije, za Sto je zasluzan Thl dominantni odgovor koji olakSava uklanjanje in-
fekcije (284). Ukratko, podatci brojnih istrazivanja otkrivaju da cink programira tolerogeni
fenotip u DC-u, smanjuje povrSinsku ekspresiju MHC-II uz poveéanje udjela MHC-I1lo DC-a
I promoviranje tolerogenih markera u ovoj populaciji stanica. Dodavanjem cinka postignuta
modulacija DC fenotipa u pravcu stvaranja tolerogenih subpopulacija stanica i pojacavanja
aktivnosti Treg-Th17 moze se pogodno koristiti u imunosupresiji i lijeGenju autoimunih bo-
lesti. Tako manipuliranje fizioloSkom homeostazom cinka moze posluZiti kao atraktivna tera-
pijska strategija za promjenu specificnih funkcija imunoloskih stanica u pravcu promicanja

tolerancije ili suzbijanju imuna odgovora.

1.6.2. Magnezij

Sir Humphrey Davy otkrio je magnezij 1808. godine, a ime mu je dao po gr¢kome gradu
Magnesia, gdje su otkrivene velike koli¢ine magnezijevog karbonata. Vrlo je rasprostranjen u
prirodi. Najvaznije su uloge magnezija u organizmu sudjelovanje u misi¢noj kontrakciji,
mineralizacija kostiju, prijenos Ziv€anih impulsa, sudjelovanje u razli¢itim enzimatskim
sustavima, regulacija izlu¢ivanja paratireoidnog hormona, ¢ime utjeCe na metabolizam kalcija
u tijelu, sinteza DNA-e i RNA-e te koagulacija krvi. U uskoj je povezanosti s kalcijem i
kalijem. Uslijed nedostatka magnezija razvija se hipokalijemija, buduc¢i da je Na-K ATP-aza

koja odreduje prijenos kalija i natrija ovisna o magneziju te njegov nedostatak dovodi do
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gubitka kalija u stanici i nakupljanja natrija, Sto se ocituje poremecenom elektricnom
aktivno$¢u, npr. sr¢anog misiéa i aritmijama. Nedostatak se magnezija ocituje i povecanom
zivcanom podrazljivos¢éu. Magnezij je, kao i drugi minerali, aktivator enzima od kojih se neki

nalaze u kosti, npr. alkalna fosfataza i pirofosfataza (286).

Nedostatak magnezija ili poremecaj u njegovoj homeostazi, nastaje zbog neadekvatne prehra-
hrane unoSenjem preradene hrane u kojoj ga nema dovoljno, te zbog prisutnosti nekih bolesti
probavnog sustava, kao i metaboli¢kih i endokrinih poremecaja. Pojacano se izlucivanje po-
javljuje prilikom davanja dugotrajnih infuzija, u hiperkalcemiji, metaboli¢koj acidozi i kroni-
¢noj bubreznoj bolesti, zbog osmoticke diureze prilikom glikozurije u dijabetesu. Endokrine
su i metabolicke bolesti kod kojih je nedostatan magnezij: dijabetes, nedostatak fosfata, pri-
marna hiperparatireoza, hipoparatireoza, primarni aldosteronizam i sindrom ,,gladnih kostiju".
Preporucene doze variraju po dobi, zdravstvenom stanju organizma i njegovim posebnim pot-

rebama pa je preporucena europska vrijednost 375 mg/dan (287).

Magnezij je ion vazan u svim zZivim stanicama kao kofaktor mnogih enzima, posebno onih
koji koriste visoke koli¢ine energije iz fosfatnih spojeva. Odnos inzulina i magnezija nedavno
je istrazen. Posebno je uo¢ena uloga magnezija kao drugog glasnika u djelovanju inzulina, a s
druge strane pokazalo se da je i sam inzulin vazan ¢imbenik u regulaciji intracelularne aku-
mulacije magnezija. Uvjeti povezani s inzulinskom rezistencijom, kao $to su hipertenzija ili
starenje, takoder su povezani s niskim intracelularnim sadrzajem magnezija. Kad je rijec¢ o
Secernoj bolesti, smatra se da niske razine intracelularnog magnezija proizlaze iz urinom po-
vecanih gubitaka i razvoja inzulinske rezistencije. Utjecaj takvog niskog intracelularnog sadr-
Zaja magnezija, koji pridonosi razvoju makro- i mikroangiopatije, tek treba utvrditi. Smanjeni
intracelularni sadrzaj magnezija moze pridonijeti smanjenoj aktivnosti inzulina §to se javlja u
dijabetes melitusu tipa 2, no nije iskljuden utjecaj i u SBT1. Iz navedenog proizlazi da dugot-
rajno nadopunjavanje magnezija moze pridonijeti poboljSanju inzulinskog djelovanja i opceg

stanja bolesnika s dijabetesom melitusom (288).

1.6.2.1. Magnezij i upala

Nedavna su istrazivanja pokazala da apliciranje MgS04 prije prijevremenog poroda ima neu-
roprotektivnu ulogu, smanjujuci rizik od cerebralne paralize i ve¢ih motorickih disfunkcija.
Neonatalne razine brojnih upalnih citokina koreliraju s neuroloskim ishodom, §to omogucava

procjenu u¢inka MgS04 na citokinsku produkciju. Tome u prilog govore i studije koje su po-
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kazale smanjenu maj¢insku produkciju TNF-a i IL-6 nakon in vivo MgSO4 tretmana. Kratko-
ro¢no izlaganje klinicki u€inkovitoj koncentraciji MgS04 in vitro u novorodencadi znatno
smanjuje monocitnu proizvodnju upalnih citokina TNF-a i IL-6 bez utjecaja na zivotnu spo-
sobnost stanice ili funkciju fagocita. Ispitivanjem mehanizma smanjene proizvodnje citokina
otkrili smo da je imunomodulacijski u¢inak bio posredovan magnezijem, a ne sulfatnim dije-
lom, i bio je reverzibilan. Ekspozicija MgS04 i smanjena proizvodnja citokina dogada se na-
kon stimulacije s razli¢itim TLR ligandima kao i kada je magnezij dodan nakon TLR stimula-
cije, Sto snazno upucuje na zaklju¢ak da magnezij djeluje 1 izravno unutarstani¢no. Navedeni
rezultati ispitivanja utjecaja magnezija na upalu upucuju na novu paradigmu po kojoj je za
urodenu imunoregulaciju bitan i magnezij, koji prema tome ima klju¢nu regulatornu ulogu
koju ostvaruje inhibicijom aktivacije nuklearnog ¢imbenika NF-kB (289). 1z navedenog istra-
Zivanja proizlazi zakljucak da razina magnezija u serumu moZe imati znacajnu ulogu u upal-
nim procesima, napose u prirodenoj imunosti, a moguéi manjak moze poticati upalne aktiv-

nosti.
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2. HIPOTEZE

1. Vrijednosti serumskog HMGBI u djece koja boluju od SBT1 vise su u odnosu na
vrijednosti serumskog HMGB1 u zdrave djece.

2. Vrijednosti serumskog cinka u djece koja boluju od SBT1 niZe su u odnosu na
vrijednosti serumskog cinka u zdrave djece.

3. Vrijednosti serumskog HMGB1 u odnosu su s vrijednostima serumskog cinka,
vrijednostima upalnih biljega, vrijednostima autoprotutijela i prisutnosti alela HLA
specifi¢nih za SBT1.

4. Vrijednosti serumskog cinka u odnosu su s vrijednostima ostalih biokemijskih
parametara u djece koja boluju od SBT1.

5. Vrijednosti serumskog magnezija u djece koja boluju od SBT1 niZe su u odnosu na

vrijednosti serumskog magnezija u zdrave djece.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovni je cilj istrazivanja utvrditi postoje li razlike u vrijednostima serumskog HMGBL i

cinka izmedu skupine djece oboljele od SBT1 i kontrolne skupine zdrave djece.

U tu se svrhu ispitivalo:

e postoji li razlika u vrijednostima serumskog HMGBI1 i cinka medu skupinama djece
novooboljelih od SBT1, djece koja boluju od SBT1 duze od jedne godine i skupine
zdrave djece

e kakav je odnos izmedu vrijednosti cinka u serumu i ostalih biokemijskih parametara u
skupine djece oboljele od SBT1

e kakav je odnos izmedu vrijednosti HMGBL i cinka i upalnih biljega (L, C-reaktivni
protein)

e Kkakav je odnos izmedu vrijednosti HMGBL i cinka te razine autoprotutijela specifi¢nih
za SBT1

e kakav je odnos izmedu vrijednosti HMGB1 i prisutnosti alela HLAvezanih uz SBT1

e Kkakav je odnos izmedu vrijednosti magnezija u serumu i vrijednosti serumskog cinka u
skupinama djece novooboljele od SBT1, djece koja boluju od SBT1 duZe od jedne
godine i skupine zdrave djece

e postoji li razlika u vrijednostima serumskog magnezija medu skupinama djece
novooboljele od SBT1, djece koja boluju od SBT1 duZe od jedne godine i skupine

zdrave djece.
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4. ISPITANICI | METODE ISTRAZIVANJA

4.1. Ustroj istraZivanja

Ispitivanje je osmisljeno kao kohortna prospektivna istrazivacka studija. Probir i uklju¢ivanje
ispitanika trajalo je u razdoblju od sije¢nja 2012. g. do srpnja 2013. g., a provedeno je u
pedijatrijskoj endokrinoloskoj ambulanti 1 Odjelu za endokrinologiju Klinike za pedijatriju
Klini¢kog bolni¢kog centra Osijek. Uzorci za biokemijsku analizu izradeni su u Odjelu za
medicinsku biokemiju KBC-a Osijek, Odjelu za nuklearnu medicinu i zastitu od zracenja
KBC-a Osijek, u Zavodu za transfuzijsku medicinu KBC-a Osijek, Odjelu za medicinsku
biokemiju KB-a Merkur u Zagrebu i u laboratoriju Medicinskog fakulteta u Osijeku. Prije bilo
koje procedure vezane uz ispitivanje ispitanicima su dane detaljne informacije o planiranom
ispitivanju, upoznati su sa sadrzajem Informiranog pristanka, te su uz prethodni pismeni
pristanak roditelja ili staratelja zakazani datum i vrijeme pregleda uz odgovarajucu prethodnu

pripremu.

Nakon probira i provjere ukljucnih i iskljucnih kriterija u ispitivanje je ukljuc¢en ukupno 141
ispitanik oba spola i to 101 bolesnik s tipom 1 Secerne bolesti, dok je kontrolnu skupinu Cinilo

40 ispitanika koji ne boluju od Secerne bolesti tipa 1 i1 drugih autoimunih i upalnih bolesti.

4.2. Ispitanici

Ukljucni su kriteriji za ispitanike:

e djeca oba spola s novootkrivenom Secernom bolesti tipa 1

e djeca koja se lijece duze vrijeme u nasoj ustanovi od Secerne bolesti tipa 1, a ne boluju
od drugih pridruZzenih autoimunih ili endokrinih bolesti, kao ni akutnih ili kroni¢nih
upalnih bolesti

e zivotna dob ispitanika do 18 g.
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Iskljucni su kriteriji za ispitanike:

e tip 2 SecCerne bolesti i drugi podtipovi Secerne bolesti koji nisu autoimune etiologije

e pozitivna anamneza u pravcu akutne infekcije ili drugih interkurentnih bolesti
povezanih s prisutno$cu akutne ili kroni¢ne upale

e druge endokrine bolesti autoimune etiologije

e dugotrajna primjena lijekova s imunomodulatornim ili antiinflamatornim u¢inkom u
razdoblju koje je prethodilo razvitku bolesti (kortikosteroidi, imunosupresivi)

e dijagnoza maligne bolesti.
Ukljucni su kriteriji za kontrolnu skupinu:

e djeca oba spola koje ne boluju od secerne bolesti tipa 1 niti drugih podtipova
dijabetesa

e djeca oba spola koja ne boluju od endokrinih ili drugih autoimunih ili akutnih i
kroni¢nih upalnih bolesti

e zivotna dob ispitanika do 18 g.
Iskljucni su kriteriji za kontrolnu skupinu:

e anamnesticki podatci o koriStenju imunomodulirajucih lijekova (kortikosteroidi,

imunosupresivi)
e anamnesti¢ki podatak o akutnoj ili kroni¢noj infekciji

e dijagnoza maligne bolesti.
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4.3. Metode

4.3.1. Protokol ispitivanja

Istrazivanje su odobrila Eticka povjerenstva Klini¢koga bolnickog centra Osijek 1
Medicinskoga fakulteta SveuciliSta J. J. Strossmayera u Osijeku. Tijekom istrazivanja
posStovana su sva etiCka nacela postavljena 1 proklamirana u relevantnim mePunarodnim,

europskim i nacionalnim smjernicama.

Tijekom planirane posjete ili prilikom hospitalizacije ispitanika, nakon $to su upoznati sa
sadrzajem Informiranog pristanka te nakon $to su roditelji ili skrbnik dali pismeni pristanak za
sudjelovanje u ispitivanju, u svih su ispitanika prikupljeni svi relevantni anamnesti¢ki podatci
koji su ukljucivali obiteljsku anamnezu, dijagnozu bolesti, nazocnost ¢imbenika rizika za
razvitak tipa 1 Secerne bolesti, podatke o razvitku kroni¢nih komplikacija, prate¢im bolestima
1 popratnoj medikaciji. U¢injen je pazljivi fizikalni pregled ispitanika uz standardizirano
mjerenje tjelesne teZine, visine, opsega struka i krvnog tlaka. Takoder je u€injeno uzorkovanje
krvi i urina za biokemijske analize (GUK, HbAlc, HMGB1, transaminaze, lipidogram, urea,
kreatinin, urat, KKS, ukupni proteini, aloumini, CRP, Zn, Mg, Fe, ferogram), za procjenu
razvitka komplikacija (24h proteinurija, 24h albuminurija), za HLA tipizaciju, kao i za analizu
endokrinoloskih pretraga (inzulin, c-peptid, TSH, FT3, FT4, antiTPO, ATINS) te analiza
protutijela na beta stani¢ne komponente gusterace (ICA, GAD, IA-2).

48



4.3.2. Anamneza i pregled medicinske dokumentacije

Podatci koji su prikupljeni uzimanjem anamnestickih podataka i pregledom medicinske

dokumentacije prikazani su u tablici 4.1.

Tablica 4.1. Podatci prikupljeni anamnezom i pregledom medicinske dokumentacije

Podatak Opis podatka

Osnovna obiljezja ispitanika

dob godine

spol musko/Zensko
Komorbiditeti

autimune bolesti DA/NE
druge upalne bolesti DA/NE

Dijagnoza i terapija Secerne
bolesti

gp_b ispitanika pri postavljanju godine
ijagnoze

. . . enericki naziv
inzulinska terapija &

lijeka
Razvoj kroni¢nih komplikacija
dijabeticka retinopatija DA/NE
dijabeticka polineuropatija DA/NE

dijabeti¢ka nefropatija DA/NE




4.3.3. Klini¢ki i antropometrijski podatci

Tjelesna masa mjerena je tijekom ispitivanja na istoj standardiziranoj vagi do najblizih 0,1 kg,
u donjem rublju, bez cipela, nakon $to je ispitanik bio nataSte kroz razdoblje od minimalno 10

sati.

Tjelesna visina mjerena je na standardiziranom visinomjeru u ispitanika bez obuce do

najblizih 0,5 cm.

Indeks tjelesne mase (ITM) izracunao se kao omjer tjelesne tezine izrazene u kilogramima i
kvadrata tjelesne visine izrazene u metrima (ITM = tjelesna tezina u kg / kvadrat tjelesne

visine u m).

Krvni tlak mjeren je na standardiziranom tlakomjeru u svih ispitanika nakon §to su prethodno
u sjedecoj poziciji proveli minimalno 5 minuta, koriste¢i pritom nedominantnu ruku. Za
mjerenje opsega struka koristio se plasti¢ni centimetar. Prema preporukama SZO-a mjerenje

je vrseno u stojeCem stavu, u donjem rublju.

Pregled oftalmologa — svi dijabetic¢ki bolesnici koji unatrag 6 mjeseci nisu bili oftalmoloski
pregledani, pregled su ucinili tijekom ispitivanja u cilju evaluacije razvitka kroni¢nih
dijabetickih  komplikacija na ocima: dijabeticke retinopatije (neproliferativne ili

proliferativne).

Pregled psihologa — svi novootkriveni dijabeticki bolesnici inicijalno prolaze psiholosko
testiranje radi procjene psihosocijalnih sposobnosti koje su bitne radi procjene svladavanja

vjestina bitnih u samokontroli i lije¢enju inzulin-ovisne Sec¢erne bolesti.
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4.3.4. Bioloske analize

Plazma i1 serum svih ispitanika pripremljeni su iz uzoraka krvi dobivenih venepunkcijom
ujutro nataste i analizirani na L, GUP, HbAlc, HMGBI1, Zn, Mg, CRP, ukupne proteine,
albumine, AST, ALT, yGT, ureu, kreatinin, Kkolesterol, HDL, LDL, trigliceride, 24h

albuminuriju, 24h proteinuriju te odredeni metodama navedenim u Tablici 4.2.

Tablica 4.2. Opis biokemijskih analiza

PRETRAGE METODE INSTRUMENT

Leukociti Elektronski broja¢ (citometrija) Sysmex XN 2000

Eritrociti Elektronski brojac (citometrija) Sysmex XN 2000

Hemoglobin Elektronski broja¢ (spektrofotometrija)  [Sysmex XN 2000

Feritin Imunoturbidimetrijska metoda s lateks  [Beckman Coulter AU 680
Cesticama

AST Fotometrijska UV metoda, IFCC metoda, [Beckman Coulter AU 680

37 °C, TRIS pufer, L-aspartat, a-
ketoglutarat, piridoksal-fosfat, NADH,
malat-dehidrogenaza, laktat-
dehidrogenaza, pH 7,65

Fotometrijska UV metoda, IFCC metoda, [Beckman Coulter AU 680
ALT 37°C, TRIS pufer, L-alanin, a-
ketoglutarat, piridoksal-fosfat, NADH,
laktat- dehidrogenaza, pH 7,15

Fotometrijska kontinuirana metoda, IFCC Beckman Coulter AU 680
v-GT metoda, 37 °C, L-y-glutamilkarboksi-p-
nitroanilid uz glicilglicin, pH 7,7

Imunoturbidimetrijska metoda s lateks ~ [Beckman Coulter AU 680
CRP Cesticama

Fotometrijska metoda s kolesterol- Beckman Coulter AU 680
kolesterol oksidazom (CHOD-PAP)

Homogena enzimimunoinhibicijska Beckman Coulter AU 680
HDL metoda

Fotometrijska metoda s zastitnim Beckman Coulter AU 680
LDL reagensom
trigliceridi Fotometrijska metoda s glicerofosfat- Beckman Coulter AU 680

oksidazom (GPO-PAP)
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HMGB1

,,Sandwich— ELISA (IBL Gesellschaft fiir
Immunochemie und Immunobioligie
MBH)

Rucéno

HbAlc Imunoinhibicijska metoda DimensionEXL, Siemens
Diagnostics
glukoza Fotometrijska UV metoda s heksokinazomBeckman Coulter AU 680
urea Fotometrijska UV metoda s ureazom i Beckman Coulter AU 680
glutamat dehidrogenazom (ureaza GLDH)
kreatinin Fotometrijska metoda s kreatininazom Beckman Coulter AU 680

24h proteinurija

Fotometrijska metoda s pirogalolom

Beckman Coulter AU 680

24h aluminurija

Imunoturbidimetrijska metoda

Beckman Coulter AU 680

ukupni proteini

Fotometrijska metoda s biuret reagensom

Beckman Coulter AU 680

albumini Fotometrijska metoda s bromkrezol- Beckman Coulter AU 680
zelenilom

Zn Fotometrijska metoda s 5-Br-PAPS Beckman Coulter AU 680
reagensom

Mg Fotometrijska metoda s ksilidil plavilom |Beckman Coulter AU 680

Fe Fotometrijska metoda s TPTZ reagensom |Beckman Coulter AU 680

U endokrinoloSkom laboratoriju Klinickog odjela za radiofarmake 1 radioimunologiju

Klini¢kog zavoda za nuklearnu medicinu 1 zasStitu od zracenja pri KliniCkom bolnickom

centru Osijek analizirani su svi uzorci za hormonske pretrage. Uzorci su centrifugirani te

zamrznuti na -20 °C, potom obradeni u jednom postupku prema metodama i uputama

proizvodaca. Prosje¢no razdoblje od uzorkovanja do obrade uzoraka iznosilo je 6 mjeseci.

Dijagnosti¢ki kompleti, proizvodaci, referentne vrijednosti i koeficijenti varijabilnosti unutar

(UKV) te izmedu mjerenja (IKV) bili su kako slijedi u Tablici 4.3.

52



Tablica 4.3. Opis endokrinoloskih analiza

Metoda Instrument Proizvobac Referentne
vrijednosti
imFunoradiometrija | Wallac Wizard | DIAsource
INZULIN (RIA) 1470 Gamma ImmunoAssay | 4 — 16 ulU/ml
counter S.A.
imunoradiometrija | Wallac Wizard | DIAsource
C-PEPTID | (RIA) 1470 Gamma ImmunoAssay | 590 — 1560
counter S.A pmol/L
imunoradiometrija | Wallac Wizard | DIAsource
TSH (RIA) 1470 Gamma ImmunoAssay | 0,3 — 5,6 mU/L
counter S.A.
imunoradiometrija | Wallac Wizard | IASON,
FT3 (RIA) 1470 Gamma GmBH. 2,5-6,2 pmol/L
counter
imunoradiometrija | Wallac Wizard | IASON,
FT4 (RIA) 1470 Gamma GmBH. 11 — 23 pmol/L
counter
imunoradiometrija | Wallac Wizard IASON, <40 U/ml
Anti-TPO (RIA) 1470 Gamma GmBH. negativno, 40 —
counter 60 U/ml grani¢no,
> 60 U/ml
pozitivno
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U Klinickom zavodu za medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu Klinicke bolnice
Merkur u Zagrebu, koji je medunarodno certificiran i akreditiran za izradu standarda u
imunolologiji, analizirani su uzorci prethodno centrifugirana seruma na protutijela na beta
stanicne komponente gusterace. Referentni intervali iskazani su prema harmonizaciji
laboratorijskih nalaza iz opc¢e i visokodiferentne medicinske biokemije (HKMB 2007) prema
DASP programu. Dijagnosticke metode i referentni intervali navedeni su kako slijedi u

Tablici 4.4.

Tablica 4.4. Opis imunoloskih analiza

Metoda Referentni interval
1A-2 Enzim imunokemija < 10 IU/ml negativno, > 10 IU/ml pozitivno
autoantitijela EIA
GAD Enzim imunokemija < 5 IU/ml negativno, >5 IU/ml pozitivho
autoantitijela EIA
ICA Indirektna < 0,5 negativno, 0,5 — 1 grani¢no pozitivno,
autoantitijela | imunofluorescencija IIF < 1 pozitivno

Prisutnost HLA rizicnih genotipova nije dokaz prisutnosti bolesti, no predstavlja dio
genetskog rizika za obolijevanje od navedene bolesti. HLA tipizacija radena je u Klinickom
zavodu za transfuzijsku medicinu Klinickog bolnickog centra Osijek prema sljedecoj metodi:
PCR-SSO setovima Lifecodes HLA-A-SSO Typing Kit, Lifecodes HLA-B-SSO Typing Kit,
Lifecodes HLA-DRB1-SSO Typing Kit i Lifecodes HLA-DQA1/B1-SSO Typing Kit.
Prisutnost rizi¢nih haplotipova kao $to su HLA-DRB1-04, DQA1-03, DQB1-03 ukazuje na
sklonost razvoju Secerne bolesti tipa 1 (Roark CL i sur. Diabetes 2014:63:323:31; Noble JA i
sur. CHS Perspect Med 2012:2:a007732).
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4.3.5. Statisticka obrada podataka

Kategorijski su podatci predstavljeni apsolutnim i relativnim frekvencijama. Numericki
podatci opisani su medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Razlike kategorijskih
varijabli testirane su y2 testom, a po potrebi Fisherovim egzaktnim testom. Normalnost
raspodjele numerickih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Razlike numerickih
varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina testirane su Mann-Whitneyjevim U-testom. Razlike
numerickih varijabli izmedu triju i viSe nezavisnih skupina testirane su zbog odstupanja od
normalne raspodjele Kruskal-Wallisovim testom. Povezanost numerickih varijabli ocijenjena
je, zbog odstupanja od normalne raspodjele, Spearmanovim koeficijentom korelacije p (rho).
Sve su P-vrijednosti dvostrane. Razina znacajnosti postavljena je na Alpha =0,05.

Za statisticku analizu koriSten je statisticki program MedCalc Statistical Software, inacica

18.2.1 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium; http://www.medcalc.org; 2018)
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4.3.6. Osobine ispitanika

U istrazivanje je uklju¢en ukupno 141 ispitanik, od toga 101 ispitanik s dokazanom
Se¢ernom bolesti tipa 1 1 40 kontrolnih ispitanika. U kontrolnih ispitanika Secerna je bolest
tipa 1 iskljucena temeljem vrijednosti glukoze u plazmi nataste nizom od 7,0 mmol/L, te
vrijednosti glikoziliranog hemoglobina HbAlc nizom od 6,5 %. Ispitanici obiju skupina
nisu imali pridruzene upalne i autoimune bolesti kao ni prekomjernu tjelesnu tezinu
temeljem izraCunate vrijednosti indeksa tjelesne mase ITM manjeg od 25 kg/m? Prema
dobi i spolu izmedu bolesnika i kontrolne skupine nije bilo statisticki znacajne razlike.
Kada su usporedivane dob bolesnika pri dijagnozi dijabetesa tipa 1 i dob kontrolne
skupine, rezultati su pokazali da su bolesnici u trenutku dijagnoze bili nesto mladi, no bez
bitne razlike u odnosu na trenutatnu dob kontrolne skupine. Tjelesna tezina, indeks
tjelesne mase (ITM), kao i1 opseg struka bili su nesto visi u kontrolnoj skupini. Za uvid u
metabolizam ugljikohidrata, odnosno glukoze odabrano je nekoliko pokazatelja: glukoza u
plazmi nataste, glikolizirani hemoglobin (HbAlc¢), inzulin i C-peptid. Analiza vrijednosti
glukoze u plazmi nataSte 1 Hbalc-a bile su ocekivano znacajno viSe u dijabetickih
bolesnika, jasno demostriraju¢i osnovni patofizioloski poremecaj oslabljene funkcije -
stanica gusSterace u dijabetickih ispitanika. U cilju istrazivanja upalne aktivnosti u objema
skupinama ispitanika uc¢injena je analiza niza upalnih pokazatelja u cilju potvrde tvrdnje da
dijabeticke bolesnike karakterizira stanje kroni¢ne upale niskog stupnja aktivnosti.
Rezultati su pokazali da je skupina bolesnika s tipom 1 Secerne bolesti imala znacajno vise
vrijednosti HbAlc-a u odnosu na kontrolnu skupinu, no bez statisticki znacajne razlike u

vrijednostima leukocita i CRP-a.
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5. REZULTATI

5.1. Op¢a i klinicka obiljezja ispitanika

U istrazivanju je sudjelovao 141 ispitanik, od kojih je 101 (71,6 %) ispitanik koji boluje od
Se¢erne bolesti tipa 1 (SBT1) i 40 (28,4 %) ispitanika koji ¢ine kontrolnu skupinu, a to su
djeca upucena radi obrade, a ne boluju od dijabetesa, autoimunih ili akutnih infektivnih

bolesti. Sredi$nja je dob (medijan) ispitanika 14 godina (interkvartilnog raspona 12 — 17

godina) bez znacajne razlike u dobi prema skupinama (Tablica 5.1).

Tablica 5.1. Ispitanici prema dobi i skupinama

Medijan (interkvartilni raspon)

) Eksperimentalna p*
Kontrolna skupina o Ukupno
skupina (SBT1)
Dob ispitanika 14 (11 - 17) 15,5 (13 -17) 14 (12 - 17) 0,09

*Mann-Whitneyjev U-test

Djevojcica je 76 (53,9 %), a djecaka 65 (46,1 %), bez znacajnih razlika prema skupinama
(Tablica 5.2).

Tablica 5.2. Raspodjela ispitanika prema spolu i skupinama

Broj (%) ispitanika

. P*
Eksperimentalna
Kontrolna skupina . Ukupno

skupina (SBT1)

Djecaci 19 (47,5) 46 (45,5) 65 (46,1)
0,85

Djevojcice 21 (52,5) 55 (54,5) 76 (53,9)
Ukupno 40 (100) 101 (100) 141 (100)

*Fisherov egzaktni test
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Ispitanike eksperimentalne skupine podijelili smo prema dobi na tri skupine: do 10 godina, od
11 do 15 godina i starije od 15 godina.
U sve tri dobne skupine podjednak je udio prema spolu (Slika 5.1)

Broj ispitanika
0 5 10 15 20 25 30
-10 godina
11-15
16 1 vise
m djeCaci M djevojcice

Slika 5.1. Raspodjela ispitanika eksperimentalne skupine prema dobi i spolu

Srednja je dob ispitanika eksperimentalne skupine (SBT1) u kojoj su se razboljeli 8 godina
(interkvartilnog raspona 6 — 12 godina), u rasponu od 2 do 17 godina.

Kod ispitanika do 10 godina starosti srednja je dob pojavnosti bolesti 5 godina, uz
interkvartilni raspon od 3 do 6,7 godina, znac¢ajno manje nego kod ispitanika starijih dobnih
skupina (Kruskal-Wallisov test, P < 0,001).

Novootkrivenih je dijabeticara (trajanje bolesti do 2 godine) 28 (19,9 %), a kronicara 73 (72,3
%). Srednja je dob novootkrivenih dijabeti¢ara 11 godina (interkvartilnog raspona 8,3 — 14
godina), a srednja dob kroni¢nih dijabetiara 15 godina (interkvartilnog raspona 13 — 17
godina).

Srednja je visina ispitanika 157 cm (interkvartilnog raspona 139,3 — 169,3 cm), a srednja
tezina 46 kg (interkvartilnog raspona 31,3 — 58,5 kg).

S obzirom na srednju visinu i teZinu ispitanika, srednji indeks tjelesne mase (ITM) iznosi
18,4 kg/m® (interkvartilnog raspona 16,4 kg/m* — 21,4 kg/m?®).

Znacajno najvisi indeks tjelesne mase kod ispitanika je starijih od 15 godina (Kruskal-Wallis
test, P <0,001) (Tablica 5.3).
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Tablica 5.3. Srednje vrijednosti varijabli prema dobnim skupinama

Medijan (interkvartilni raspon) prema dobnim skupinama

<10 11-15 >16 p*
(n=20) (n=48) (n=33)
Dob kod prve pojave | 5 9 12
_ . < 0,001
bolesti (godine) (3-6,7) (6,8—10,3) (7,5—14)
Tjelesna visina (cm) | 119 152,8 168,5
< 0,001
(115 - 133) (140,5 - 162,8) (160,3 - 174,2)
Tjelesna tezina (kg) | 22 40,5 63,5
< 0,001
(19,7 -27,7) (34,5-52,6) (53,5-72,9)
Indeks tjelesne mase | 16,4 17,8 22,7 <0,001
(ITM) (kg/m®) (13,7-17,3)  (16,1-19) (20,2 - 25,2)

*Kruskal-Wallisov test
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Prema podjeli ispitanika prema centilima tjelesne visine najvise ih je od 25 do 75 centila, bez
znacajne razlike prema dobnim skupinama (Fisherov egzkatni test, P = 0,42). Manje od 5
centila tjelesne visine ima 3 (9,1 %) ispitanika u dobi od 16 i vise godina.

95 1 viSe od 95 centila tjelesne visine ima 11 (11,3 %) ispitanika, od kojih je 3 (15,8 %) u dobi
do 10 godina, njih 6 (13 %) u dobi 11 — 15 godina, a 2 (6,1 %) ispitanika starija su od 15
godina (Slika 5.2).
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Slika 5.2. Ispitanici prema centilima tjelesne visine prema dobi
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Najvise je ispitanika prema centilima tjelesne tezine sa 75 centila, njih 21 (21,4 %, od kojih je
1 (5,3 %) u dobi do 10 godina, njih 11 (23,9 %) u dobi 11 — 15 godina, a 9 (27,3 %) su stariji
od 15 godina.

S 95 1 viSe od 95 centila tjelesne tezine je 4 (4 %) ispitanika, od kojih je jedan u dobi do 10
godina, a po jedan u ostalim dobnim skupinama. Nema statisticki zna€ajne razlike u podjeli

prema centilima tjelesne tezine (Fisherov egzaktni test, P = 0,32) (Slika 5.3).
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Slika 5.3. Ispitanici prema centilima tjelesne teZine prema dobi
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Prema indeksu tjelesne mase najveci broj ispitanika, njih 72 (73,5 %), normalno je uhranjeno
(5 — 85 centila); pothranjeno (manje od 5 centila) je 18 (18,4 %) ispitanika, neSto viSe u
dobnoj skupini 11 — 15 godina; prekomjernu tjelesnu tezinu (85 — 95 centila) ima 7 (7,1 %)
ispitanika, a samo je jedan ispitanik, stariji od 15 godina, pretio (95 i1 viSe centila). Nema

znacajne razlike u indeksu tjelesne mase prema dobnim skupinama (Tablica 5.4).

Tablica 5.4. Ispitanici prema indeksu tjelesne mase i dobnim skupinama

Broj (%) ispitanika prema dobnim skupinama
P*
<10 11-15 > 16 Ukupno
Pothranjenost | 4 (21,1) 10 (21,7) 4(12,1) 18 (18,4)
Normalna
) 13 (68,4) 36 (78,3) 23 (69,7) 72 (73,5)
uhranjenost 0.05
Prekomjerna
2 (10,5) 0 5 (15,2) 7(7,1)
tjelesna teZina
Pretilost 0 0 1(3) 1(1)
Ukupno 19 (100) 46 (100) 33 (100) 98 (100)

*Fisherov egzaktni test

Prema obiteljskoj anamnezi ispitanika skupine sa Se¢ernom bolesti tipa 1 njih 57 (56,4 %) u
obitelji ima drugih autoimunih bolesti ili nekih drugih bolesti: hipertenzija je zastupljena kod
19 (18,8 %) ispitanika; infarkt ili neki od oblika alergija kod 16 (15,8 %) ispitanika;
karcinomi kod 28 (27,7 %) ispitanika te bolest stitnjace kod 3 (3 %) ispitanika.
Ostale bolesti, kao §to su epilepsija, celijakija, reumatoidni artritis i glaukom u obiteljskoj su
anamnezi zastupljeni u manjem broju.
Kod nasih ispitanika, osim Secerne bolesti tipa 1, od bronhitisa i rinitisa boluje 3 (3 %)
ispitanika, 2 (2 %) ispitanika imaju epilepsiju i mentalnu retardaciju, hidrocefalus i celijakiju
te po jedan ispitanik ima proteniuriju, vezikoureteralni refluks, retenciju testitsa, cisticne
dojke, Down sindrom te urobenu sr¢anu gresku (Tetralogia Fallot).
Secerna se bolest u obiteljskoj anamnezi pojavljuje kod 47 (46,5 %) ispitanika, od kojih 14
(13,9 %) imaju Secernu bolest tipa 1, a 33 (32,7 %) ispitanika Se¢ernu bolest tipa 2.
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Najcesce su to bake i1 djedovi, njih 25 (54,3 %); Clanovi uze obitelji (majka, otac, sestra ili

brat) kod 11 (23,9 %) ispitanika; stricevi i ostala rodbina kod 10 (21,8 %) ispitanika.

5.2. Razlike u biokemijskim vrijednostima izmedu skupina

Upalni parametri

Od upalnih parametara ispitanicima su se odredivale vrijednosti leukocita i CRP-a (C-
reaktivnog proteina).

U kontrolnoj skupini znacajno je veéi broj leukocita, 7,2 (interkvartilnog raspona 5,95 — 8,2)
(Mann-Whitneyjev U-test, P = 0,02), dok su vrijednosti CRP-a tamo neSto niZe, no bez

znacajne razlike prema eksperimentalnoj skupini (Tablica 5.5).

Tablica 5.5. Upalni parametri prema skupinama

Medijan (interkvartilni raspon)
_ Eksperimentalna p*
Kontrolna skupina 5 Ukupno
skupina (SBT1)
Leukociti 7,2 6 6,5
0,02
[+ 10%L] (5,95 - 8,2) (5,17 - 17,8) (5,4—18)
C-reaktivni 0,7 0,9 0,8
. 0,107

protein (0,2—-1,28) (0,5—1,45) (0,4-1,4)

*Mann-Whitneyjev U-test

Iako postoje znacajne razlike u broju leukocita prema skupinama, uzimaju¢i u obzir
referentne intervale, koje za leukocite ovise o dobi (do 2 godine 6 — 16; od 3 do 7 godina 5 —
13; od 8 do 19 godina 4,4 — 11,6), najvise ispitanika, njih 120 (86,3 %), ima broj leukocita u
referentnom intervalu.

Za CRP (C-reaktivni protein) referentne su vrijednosti do 2,8. Vrijednosti C-reaktivnog
proteina za 127 (92,7%) ispitanika u referentnom su intervalu podjednako u obje skupine
(Tablica 5.6).
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Tablica 5.6. Raspodjela ispitanika prema referentnim intervalima upalnih parametara

Broj (%) ispitanika

Kontrolna  Eksperimentalna P>
5 Ukupno
skupina skupina (SBT1)
Leukociti
Manje od referentnog
_ 2 (5) 13 (13,1) 15 (10,8)
intervala
Referentni interval 37 (92,5) 83 (83,8) 120 (86,3) | 0,36
Vise od referentnog
: 1(25) 3(3) 4(2,9)
intervala
C-reaktivni protein
Manje od referentnog
_ 3(7,5) 7(7,2) 10 (7,3)
intervala >0,99
Referentni interval 37 (92,5) 90 (92,8) 127 (92,7)
Ukupno 40 (100) 101 (100) 141 (100)

*Fisherov egzaktni test

Crvena krvna slika i ferogram

Ispitanicima su izmjerene vrijednosti eritrocita, hemoglobina, Zeljeza 1 feritina. Znacajno je

niza vrijednost hemoglobina u kontrolnoj skupini, 124,5 g/L (interkvartilnog raspona 119 —

133,5 g/L), u odnosu na 133 g/L (interkvartilnog raspona 126 — 141 g/L) eksperimentalne

skupine.

Vrijednosti su feritina znacajno vise u eksperimentalnoj skupini i iznose 63,8 (interkvartilnog

raspona 36,35 — 92,9) (Mann-Whitneyjev U-test, p < 0,001) (Tablica 5.7).
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Tablica 5.7. Srednje vrijednosti crvene krvne slike i ferograma

Medijan (interkvartilni raspon)
_ Eksperimentalna p*
Kontrolna skupina 5 Ukupno
skupina (SBT1)
Eritrociti [+ 10*/L] 45 4,64 4,58
0,07
(4,2175 —4.,8) (4,42 —4,99) (4,37 —4,96)
Hemaoglobin [g/L] 124,5 133 132
< 0,001
(119 —-133,5) (126 — 141) (124 — 140)
Zeljezo [umol/L] 15,9 14,4 14,5
0,13
(10,55 —20,525) (9,7 —18,05) (9,95 — 18,95)
Feritin [L/L] 34,15 63,8 48,7
< 0,001
(22,075-57,1) (36,35 —92,9) (30,85 — 82,75)

*Mann-Whitneyjev U-test

Referentni je interval za vrijednosti hemoglobina 118 — 149 g/L. Znacajna je razlika
potvrdena samo u vrijednosti feritina (referentna vrijednost ovisi o spolu: muskarci 30 — 300;
zene 10 — 120). Referentni interval broja eritrocita ovisi i 0 dobi i o spolu (do 7 godina 4 — 5;
kod Zena od 8 do 20 godina 4,07 — 5,42; kod muskaraca od 8 do 12 godina 4,34 — 5,47, a od

13 do 20 godina 4,43 — 5,88). Vrijednosti su Zeljeza u serumu od 4 do 25 umol/L za ispitanike
do 7 godina; za muskarce od 8 do 20 godina referentni je interval 7 — 33 pmol/L, a za Zene 6 —
31 umol/L. Broj eritrocita manji od referentnog intervala ima 19 (13,7 %) ispitanika, od kojih
je 9 (22,5 %) iz kontrolne skupine, a njih 10 (10,1 %) iz eksperimentalne skupine. Zeljezo je u
referentnom intervalu kod 129 (92,8 %) ispitanika. Od ukupno 11 (7,8 %) ispitanika s nizom
vrijednosti feritina znacajno je veéi broj ispitanika, njih 7 (17,5 %), iz kontrolne skupine.
Cetiri (4 %) ispitanika eksperimentalne skupine imaju vrijednosti vise od referentnog

intervala (Fisherov egzaktni test, P = 0,01) (Tablica 5.8).

65



Tablica 5.8. Raspodjela ispitanika prema referentnim intervalima hematoloskih pretraga

Broj (%) ispitanika

Kontrolna  Eksperimentalna P*
. . Ukupno
skupina skupina (SBT1)
Eritrociti
Manje od referentnog | g o5 5y 10 (10,1) 19 (13,7)
intervala
Referentni interval 31 (77,5) 87 (87,9) 118 (84,9) |0,11
Vise od referentnog
intervala 0 2(2) 2(14)
Hemoglobin
Manje od referentnog
intervala 6 (15) 6 (6,1) 12 (8,6)
Referentni interval 33 (82,5) 80 (80,8) 113 (81,3) | 0,05
Vise od referentnog
intervala 1(2,5) 13 (13,2) 14 (10,1)
Zeljezo
Manje od referentnog
intervala 2(5) 6(6.1) 8(5,9)
Referentni interval 37 (92,5) 92 (92,9) 129 (92,8) |0,78
Vise od referentnog
intervala 1(25) 1M 2(14)
Feritin
Manje od referentnog
intervala 7(17,5) 4(4) 11 (7.,8)
Referentni interval 33 (82,5) 93(92,1) 126 (89,4) (0,01
Vise od referentnog
intervala 0 44 4(28)
Ukupno 40 (100) 101 (100) 141 (100)

*Fisherov egzaktni test
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U eksperimentalnoj skupini (SBT1) znadajno su vise vrijednosti glukoze u krvi, a znadajno
nizi trigliceridi, ¢iji je medijan 0,94 mmol/L (interkvartilnog raspona 0,74 — 1,29 mmol/L), u
odnosu na 2,83 mmol/L (interkvartilnog raspona 2,44 — 3,15 mmol/L) u kontrolnoj skupini
(Mann-Whitneyjev U-test, P < 0,001) (Tablica 5.9).

Tablica 5.9. Srednje vrijednosti glukoze u serumu i triglicerida prema skupinama

Medijan (interkvartilni raspon)
_ Eksperimentalna p*
Kontrolna skupina o Ukupno
skupina (SBT1)
Glukoza 5,15 13 12
< 0,001
[mmol/ L] (4,63 -5,78) (11 -16) (6 —15)
Trigliceridi 2,83 0,94 1,22
< 0,001
[mmol /L] (2,44 - 3,15) (0,74 - 1,29) (0,8 -2,45)

*Mann-Whitneyjev U-test
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Referentni je interval glukoze 3,9 — 5,9 mmol/L, a triglicerida manje od 1,7 mmol/L. Glukozu

vecu od referentnog intervala imaju svi ispitanici eksperimentalne skupine, a trigliceride

znacajno vise od referentne vrijednosti imaju ispitanici kontrolne skupine (Fisherov egzaktni

test, P <0,001) (Tablica 5.10).

Tablica 5.10. Raspodjela ispitanika prema referentnim intervalima hematoloskih pretraga

Broj (%) ispitanika

Kontrolna  Eksperimentalna p*
5 Ukupno
skupina skupina (SBT1)
Glukoza
Referentni interval 31 (77,5) 0 31 (22,3)
Vise od referentnog <0,001
) 9 (22,5) 99 (100) 108 (77,7)
intervala
Trigliceridi
Referentni interval 1(2,5) 86 (86,9) 87 (62,6)
Vise od referentnog <0,001
) 39 (97,5) 13 (13,1) 52 (37,4)
intervala
Ukupno 40 (100) 99 (100) 139 (100)

*Fisherov egzaktni test

Vrijednosti cinka 1 proteina B1 visoko mobilne grupe (HMGB1) znacajno se razlikuju prema

skupinama.

Eksperimentalna skupina ima znacajno niZu vrijednost cinka i znacajno visu vrijednost

HMBG1 (Mann-Whitneyjev U-test, P < 0,001) (Tablica 5.11 i Slika 5.4).
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Tablica 5.11. Srednje vrijednosti cinka i HMBG1 prema skupinama

Medijan
95 % CI' p*
(interkwvartilni raspon)
Cink [mmol/L]
Kontrolna skupina 12,85 12,4 -13,3
(11,8 -13,8)
< 0,001
Eksperimentalna skupina 10.7 10,5-11,3
(9,3-121)
HMGB1 [mg/ml]
Kontrolna skupina 1 0,93-2,02
(0,625 —1,45)
< 0,001
Eksperimentalna skupina 87 7,85-9,58
(5,5-9,95)
*Mann-Whitneyjev U-test; Tinterval pouzdanosti
Knntrn]n; sleupina Ekspenmentah’nal slupina (SBT1) Knntrn]ﬂ; skupina Eksperjmentahﬂal slupina (SBT1)

Slika 5.4. Srednje vrijednosti i interkvartilni raspon vrijednosti cinka i HMGB1

Referentni je interval cinka za dob do 5 godina 103 — 18,1 mmol/L; od 6 do 7 godina 11,8 —
16,4 mmol/L, a za dob od 8 do 18 godina 12,1 — 19,5 mmol/L.
Znacajno veci broj ispitanika eksperimentalne skupine, njih 73 (73,7 %), ima vrijednost cinka

ispod referentnog intervala (Fisherov egzaktni test, P < 0,001). Negativnim se nalazom
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HMBGL1 smatra svaki do 1,4 mg/ml. Svi ispitanici eksperimentalne skupine imaju vrijednosti

iznad dozvoljene (Fisherov egzaktni test, P < 0,001) (Tablica 5.12).

Tablica 5.12. Raspodjela ispitanika prema referentnim intervalima cinka i HMGB1

Broj (%) ispitanika

Kontrolna  Eksperimentalna P>
5 Ukupno
skupina skupina (SBT1)
Cink
Manje od referentnog
) 13(32,5) 73 (73,7) 86 (61,9)
intervala < 0,001
Referentni interval 27 (67,5) 26 (26,3) 53 (38,1)
Ukupno 40 (100) 99 (100) 139 (100)
HMGB1
Referentni interval 30 (75) 0 30 (21,3)
< 0,001
Vise od referentnog intervala | 10 (25) 101 (100) 111 (78,7)
Ukupno 40 (100) 101 (100) 141 (100)

*Fisherov egzaktni test

5.3. Vrijednosti biokemijskih parametara kod ispitanika eksperimentalne skupine

Nema znacajne razlike u vrijednosti upalnih parametara prema dobi ispitanika (Tablica 5.13).

Tablica 5.13. Srednje vrijednosti upalnih parametara u eksperimentalnoj skupini po dobi

Medijan (interkvartilni raspon) prema dobi

P*
<10 11-15 >16 Ukupno

Leukociti 7,95 5,65 6 6

0,08
[ 109/L] (5,1 —8,4) (4,98 —17,55) (5,5—6.,85) (5,17 -1.,8)
C-reaktivni 0,7 0,8 0,9 0,9

. 0,35

protein (0,5-1,1) (0,6 —1,5) (0,45 -2) (0,5—1,45)

*Mann-Whitneyjev U-test
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Referentne vrijednosti upalnih parametara u eksperimentalnoj skupini: leukocita ima 83 (83,8

%) ispitanika, a C-reaktivnog proteina 90 (92,8 %), bez statisti¢ki znacajne razlike prema dobi

ispitanika eksperimentalne skupine (Tablica 5.14).

Tablica 5.14. Raspodjela ispitanika prema referentnim intervalima upalnih parametara

Broj (%) ispitanika prema dobi

P*
<10 11-15 > 16 Ukupno
Leukociti
Manje od referentnog
) 3 (15) 7 (15,2) 3(9,1) 13 (13,1)
intervala
Referentni interval 16 (80) 37(80,4) 30(90,9) |83(83,8) |0,66
Vise od referentnog
. 1(5) 2(43) 0 3(3)
intervala
C-reaktivni protein
Referentni interval 18 (94,7) 42 (93,3) 30(90,9) |90 (92,8)
Vise od referentnog 0,86
. 1(5,3) 3667 301 |7(72)
intervala
Ukupno 20 (100) 48 (100) 34 (100) | 101 (100)

*Fisherov egzaktni test
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Ispitanicima eksperimentalne skupine znacajne su promjene hemoglobina prema kriteriju dobi

(Mann -Whitneyjev U-test, P = 0,008), ali su ipak sve u referentnom intervalu (Tablica 5.15).

Tablica 5.15. Crvena krvna slika i ferogram u eksperimentalnoj skupini

Medijan (interkvartilni raspon) prema dobi

P*
<10 11-15 > 16 Ukupno
Eritrociti 4,47 4,68 4,71 4,64
0,13
[+ 10™4/L] (4,25-4,81) (447-496) (433-5,13) |(442—-4)99)
Hemoglobin 126,5
134,5 135 133
[g/L] (123,3 0,008
(128,75 - 141) (128,5—151) | (126 —141)
136,5)
Zeljezo 11,45 14,6 14,5 14,4
0,45
[umol/L] (9,43-16,2) (10,23 —-18,6) (9,7 —18,4) (9,7 —18,05)
Feritin 56,4
59,4 66,2 63,8
[L/L] (33,95 -~ 0,73
(37,5-177) (36,4 —99,5) (36,35-92,9)
113,5)

*Mann-Whitneyjev U-test

Hemoglobin, ¢iji se referentni interval kre¢e od 118 do 149 g/L, ima 80 (80,8 %) ispitanika,

znacajno najvise onih do 10 godina starosti (Fisherov egzaktni test, P = 0,04) (Tablica 5.16).
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Tablica 5.16. Raspodjela ispitanika prema referentnim intervalima (eritrociti, hemoglobin,

zeljezo i feritin)

Broj (%) ispitanika prema dobi

P*
<10 11-15 >16 Ukupno
Eritrociti
Manje  od  referentnog
_ 4 (20) 3(6,5) 3(9,1) 10 (10,1)
intervala
. 0,28
Referentni interval 15 (75) 43 (93,5) 29(87,9) | 87(87,9)
Vise od referentnog intervala | 1 (5) 0 1(3) 2 (2)
Hemaoglobin
Manje  od  referentnog
_ 2 (10) 2 (4,3) 2 (6,1) 6 (6,1)
intervala
. 0,04
Referentni interval 18 (90) 40 (87) 22 (66,7) | 80 (80,8)
Vise od referentnog intervala | 0 4 (8,7) 9(27,3) |13(13,1)
Zeljezo
Manje  od referentnog
_ 0 2 (4,3) 4(12,1) |6(6,1)
intervala
. 0,31
Referentni interval 20 (100)  43(93,5) 29(87,9) | 92 (92,9)
Vise od referentnog intervala | 0 1(2,2) 0 1(1)
Feritin
Manje od referentnog
: 0 3(63) 1(3) 4(4)
intervala
. 0,52
Referentni interval 20 (100) 42 (87,5) 31(93,9) | 93(92,1)
Vise od referentnog intervala | 0 3(6,3) 1(3) 4 (4)
Ukupno 34 (100) | 101
20 (100) 48 (100)
(100)

*Fisherov egzaktni test
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lako su sve srednje vrijednosti aspartat aminotransferaza (AST) u referentnom intervalu (14 —
39 U/L), znacajno najvise vrijednosti imaju ispitanici najmlabe dobne skupine (Mann-

Whitneyjev U-test, p=0,001) (Tablica 5.17).

Tablica 5.17. Srednje vrijednosti enzima: aspartat aminotransferaze (AST) i alanin

aminotransferaze (ALT) prema dobi ispitanika

Medijan (interkvartilni raspon) prema dobi
P*
<10 11-15 > 16 Ukupno
AST — aspartat 24
_ 22,5 20 22
aminotrasferaza (22,25 - 0,001
(18 —28) (16 —23) (18 —27)
[U/L] 30,75)
ALT - alanin
_ 17,5 19 19 18
aminotransferaza 0,502
(15-18,75)  (14,75-25) (13,5-23) (14 —22)
[U/L]

*Mann-Whitneyjev U-test
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Nema znacajne razlike u raspodjeli ispitanika prema referentnim vrijednostima AST-a i ALT-a

(Tablica 5.18).

Tablica 5.18. Ispitanici prema referentnim intervalima enzima AST-a i ALT-a

Broj (%) ispitanika prema dobi
P*
<10 11-15 > 16 Ukupno
AST- aspartat aminotrasferaza
Manje od referentnog
) 0 1(2,2) 4 (12,1) 5(5,1)
intervala
Referentni interval 20 (100) 44 (95,7) 29(87,9) [93(939) |0,17
Vise od referentnog
) 0 1(2,2) 0 1)
intervala
ALT — alanin aminotransferaza
Manje od referentnog
) 0 2(4,3) 3(9,1) 5(5,1)
intervala
Referentni interval 20 (100) 42 (91,3) 28(84,8) [90(90,9) |0,46
Vise od referentnog
. 0 2(4,3) 2(6,1) 4(4)
intervala
Ukupno 20 (100) 46 (100)  33(100) |99 (100)

*Fisherov egzaktni test
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Znacajno su najvise vrijednosti hormona FT4 (tiroksina) u ispitanika do 10 godina starosti,

kad je srednja vrijednost 15,73 pmol/L (interkvartilnog raspona 13,7 — 18,83 pmol/L) (Mann-

Whitneyjev U-test, P = 0,02). lako je razlika po dobi znacajna, sve su vrijednosti u

referentnom intervalu (Tablica 5.19).

Tablica 5.19. Srednje vrijednosti hormona FT3, FT4 i TSH-a prema dobi

Medijan (interkvartilni raspon) prema dobi

P*
<10 11-15 > 16 Ukupno
FT3 -
L 3,73 4,09 3,57 4,02
trijodtironin 0,88
(2,85-4,65) (3,7-5) (3,24 —-4,49) |(3,3—4,84)
[pmol/L]
FT4 — tiroksin 14,37 13,67
15,73 14,47
[pmol/L] (12,57 (12,18 - 0,02
(13,7 - 18,83) (12,61 — 16,04)
15,63) 15,3)
TSH — tireotropin | 1,69 2,09 1,84 2
0,71
[MUI/L] (1,33-2,92) (1,45-2,8) (1,21 -2,44) | (1,34-2,67)

*Mann-Whitneyjev U-test
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Hormon FT3 manji od referentnog intervala (1,9 — 5,7 pmol/L) imaju samo dva ispitanika, a

vece vrijednosti 8 (8,1 %) ispitanika, bez znacajne razlike prema dobi.

Tiroksin (FT4) manji od referentnog intervala ima 10 (10,1 %) ispitanika, dok su svi ostali u

referentnom intervalu (10 — 22 pmol/L)
Tireotropin (TSH) u referentnom intervalu (0,3 — 5,6 mU/L) ima 94 (94,9 %) ispitanika

(Tablica 5.20).

Tablica 5.20. Ispitanici prema referentnim intervalima hormona FT3, FT4 i TSH-a prema dobi

ispitanika
Broj (%) ispitanika prema dobi
P*
<10 11-15 =16 Ukupno
FT3 - trijodtironin
Manje  od  referentnog
_ 1(5) 1(2,2) 0 2(2)
intervala
. 0,49
Referentni interval 17 (85) 40 (87) 32 (97) 89 (89,9)
Vise od referentnog intervala | 2 (10) 5(10,9) 1(3) 8(8,1)
FT4 - tiroksin
Manje  od  referentnog
_ 2 (10) 6 (13) 2(6,1) 10 (10,1)
intervala 0,60
Referentni interval 18 (90) 40 (87) 31(93,9) | 89(89,9)
TSH - tireotropin
Manje  od  referentnog
_ 0 0 1(3) 1()
intervala
0,39
Referentni interval 19 (95) 43 (93,5) 32(97) 94 (94,9)
Vise od referentnog intervala | 1 (5) 3(6,5) 0 4(4)
Ukupno 20 (100) 46 (100) 33 (100) |99 (100)

*Fisherov egzaktni test
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Znacajno najviSu srednju vrijednost kreatinina imaju ispitanici od 16 i viSe godina, a ona
iznosi 57 umol/L (interkvartilnog raspona 47 — 64,5 umol/L) (Mann-Whitneyjev U-test,
P < 0,001). Sve su vrijednosti u referentnom intervalu (27 — 81 pmol/L). Vrijednosti ureje i
albumina takoder se krecu u referentnim intervalima. Proteini, s vrijednosti od 46,5 g/L
(interkvartilnog raspona 31 — 87,75 g/L) znadajno su najnizi kod ispitanika do 10 godina
(Mann-Whitneyjev U-test, P = 0,04) (Tablica 5.21).

Tablica 5.21. Srednje vrijednosti biokemijskih parametara

Medijan (interkvartilni raspon) prema dobi
P*
<10 11-15 >16 Ukupno
Urea 4,95 5,3 4,8 5
0,83
[mmol/L] (3,75-6,1) (4,28—-6,28) (4,05-06) (4,2 -6,1)
Kreatinin 31,5 43,5
57 45
[umol/L] (28,25 - (37,75 - < 0,001
(47 — 64.5) (35 —56)
35,75) 51,25)
Albumini 6,8
6,95 5,7 8,8
[9/L] (38 —10,93
(5 —130,5) (3,45—-12,5) (3,73 —18,45)
14,55)
Proteini 46,5 75 89 75
0,04
[o/L] (31—87,75)  (52—-128,5)  (55-152,25) | (41— 128)

*Mann-Whitneyjev U-test
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S obzirom na referentni interval, od ukupno 92 (92,9 %) ispitanika s kreatininom u

referentnom intervalu, znacajno ih je manje, njih 17 (85 %), iz najmlade dobne skupine

(Fisherov egzaktni test, P = 0,04) (Tablica 5.22).

Tablica 5.22. Ispitanici prema referentnim intervalima ureje i kreatinina

Broj (%) ispitanika prema dobi

P*
<10 11-15 >16 Ukupno
Urea
Referentni interval 19 (95) 43 (93,5) 30(90,9) | 92 (92,9)
0,84
Vise od referentnog intervala | 1 (5) 3(6,5) 3(9.1) 7(7,1)
Kreatinin
Manje  od referentnog
_ 3 (15) 0 1(3) 4 (4)
intervala
. 0,04
Referentni interval 17 (85) 45 (97,8) 30(90,9) | 92 (92,9)
Vise od referentnog intervala | O 1(2,2) 2(6,1) 33
Ukupno 20 (100) 46 (100) 33 (100) |99 (100)

*Fisherov egzaktni test
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Vrijednosti albumina u urinu u referentnom intervalu ima 89 (91,8 %) ispitanika, a proteina u
urinu 95 (97,9 %) ispitanika, podjednako prema dobnim skupinama.
Vrijednosti albumina vise od referentnog intervala ima 8 (8,2 %) ispitanika, a 2 (2,1 %)

ispitanika ima vrijednosti proteina u urinu vise od referentnog intervala (Tablica 5.23).

Tablica 5.23. Ispitanici prema referentnim intervalima albumina i proteina u urinu

Broj (%) ispitanika prema dobi .
<10 11-15 >16 Ukupno "
Albumini (urin)
Referentni interval 17 (85) 41 (91,1) 31(96,9) | 89 (91,8)
Vise od referentnog intervala | 3 (15) 4 (8,9) 1(3,1) 8 (8,2)
Proteini (urin)
Referentni interval 20 (100)  45(100) 24 (94) 95(97,9) | 0,08
Vise od referentnog intervala | O 0 2 (6) 2(2,1)
UKkupno 20 (100)  45(100) 32 (100) |97 (100)

*Fisherov egzaktni test
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U lipidogramu nema znacajnih razlika prema dobnim skupinama: ukupni kolesterol je
4,4 mmol/L; srednja vrijednost HDL-a 2,57 mmol/L, §to je viSe od preporucene vrijednosti
koja je do 1,7 mmol/L; vrijednost LDL-a, koja je preporu¢ena do 3 mmol/L, iznosi
1,37 mmol/L, podjednako u svim dobnim skupinama, te su trigliceridi, s preporuc¢enom
vrijednosti do 1,7 mmol/L, kod najmlade skupine ispitanika nesto visi, a iznose 1,22 mmol/L

(interkvartilnog raspona 0,83 — 1,75 mmol/L) (Tablica 5.24).

Tablica 5.24. Srednje vrijednosti i interkvartilni raspon lipidograma

Medijan (interkvartilni raspon) prema dobi
Lipidogram p*
<10 11-15 >16 Ukupno
Kolesterol 4,11 4,5 4,39 4.4
0,52
[mmol/L] (3,49 -5,65) (3,96—-4,74) (3,78 -5,29) | (3,82 —4,83)
HDL 2,39 2,58 2,58 2,57
0,40
[mmol/L] (2,03 -2,83) (2,36 -2,86) (2,24-3.41) |(2,25—2,95)
LDL 1,39 1,36 1,39 1,37
0,39
[mmol/L] (0,9 — 1,64) (1,18—1,71)  (1,2—-1,67) (1,18 — 1,66)
Trigliceridi 1,22 0,83 0,97 0,94
0,21
[mmol/L] (0,83 -1,75) (0,7 —1,09) (0,77—-1,35) | (0,74 —1,29)

*Mann-Whitneyjev U-test
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S obzirom na preporucene vrijednosti, jedino se vrijednosti triglicerida znacajno razlikuju

prema dobnim skupinama. Od 13 (13,1 %) ispitanika s vrijednostima triglicerida ve¢im od

preporucenih (do 1,7 mmol/L) znac¢ajno ih je vise u najmladoj dobnoj skupini, njih 6 (30 %)
(Fisherov egzkatni test, P = 0,005) (Tablica 5.25).

Tablica 5.25. Ispitanici prema referentnim intervalima lipidograma

Broj (%) ispitanika prema dobi

<10 11-15 >16 Ukupno "

Kolesterol

Referentni interval 13 (65) 34 (73,9 22(66,7) | 69 (69,7)

Vise od referentnog intervala | 7 (35) 12 (26,1) 11 (33,3) | 30(30,3) oo
Hdl

Referentni interval 16 (80) 34 (73,9 26(78,8) | 76 (76,8)

Vise od referentnog intervala | 4 (20) 12 (26,1) 7(21,2) |23(23,2) oo
Ldl

Referentni interval 16 (80) 37(80,4) 22(66,7) | 75 (75,8)

Vise od referentnog intervala | 4 (20) 9(19,6) 11(33,3) | 24 (24,2) o
Trigliceridi

Referentni interval 14 (70)  45(97,8) 27(81,8) | 86(86,9)

Vise od referentnog intervala | 6 (30) 1(2,2) 6 (18,2) 13 (13,1) Dows
Ukupno 20 (100) 46 (100) 33 (100) | 99 (100)

*Fisherov egzaktni test
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Ispitanici eksperimentalne skupine imaju vrijednosti glukoze puno vise od referentnog
intervala (3,9 — 5,9 mmol/L), a zna¢ajno su vise kod ispitanika od 16 i vise godina (Mann-
Whitneyjev U-test, P = 0,002).

HbAIc mjera je koli¢ine Se€era vezane uz hemoglobin u crvenim krvnim zrncima, pa je kao
takav koristan pokazatelj cjelokupne kontrole Secera jer prikazuje kako je SeCer u krvi
nadziran tijekom protekla 3 mjeseca. Normalnim razinama HbAlc-a smatraju se one nize
od 6 %. Eksperimentalna skupina ispitanika ima sve srednje vrijednosti iznad referentnog
intervala, bez znacajnih razlika prema dobi ispitanika. Vrijednosti su C-peptida (referentni
interval 560 — 1560 mmol/L) bez znacajnih razlika prema dobnim skupinama, ali su sve ispod

referentnog intervala (Tablica 5.26).

Tablica 5.26. Srednje vrijednosti glukoze, Hbalc-a i C-peptida prema dobnim skupinama

Medijan (interkvartilni raspon) prema dobi
_ 11 - 15 16 i vise P>
do 10 godina ) ) Ukupno
godina godina
Glukoza 12 13 16 13
0,002
[mmol/L] (10,25 — 14) (10,75—15)  (12,5-20,5) |(11—16)
Hbalc 7,9 7,9 8,2 7,9
0,93
[mmol/L] (7,33 -9) (758-8,73)  (7.4—38,7) (7,4 — 8,8)
C-peptid 197 200 192,5
151
[mmol/L] (120,25 — (1415 - (116,25 -10,74
(90,5 — 387,5)
226,75) 299,5) 300)

*Mann-Whitneyjev U-test
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Glukozu i HMGBI1 imaju svi ispitanici ve¢e od referentne vrijednosti, a kad je rijec¢ o

vrijednosti Hbalc-a, znacajno vise ispitanika s trajanjem bolesti vise od dvije godine, njih 60

(84,5 %), ima vrijednosti veée od referentnih (Fisherov egzaktni test, P = 0,02) (Tablica 5.27).

Tablica 5.27. Raspodjela ispitanika prema referentnim intervalima Hbalc-a i C-peptida prema

dobnim skupinama u eksperimentalnoj skupini

Broj (%) ispitanika prema trajanju diabetesa

P*
<1 1-2 >2 Ukupno
Hbalc
Referentni interval 4 (57,1) 7 (33,3) 11 (15,5) |22 (22,2)
Vise od referentnog 0,02
) 3(42,9) 14 (66,7) 60 (84,5) | 77 (77,8)
intervala
C-peptid
Manje od referentnog
) 7 (100) 19(90,5) 65(92,9) |91(92,9)
intervala
Referentni interval 0 2 (9,5) 3(4,3) 5(5,1) 0,86
Vise od referentnog
) 0 0 2(2,9) 2(2)
intervala
Ukupno 7 (100) 21 (100)  70(100) |99 (100)

*Fisherov egzaktni test
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Vrijednosti su HMGBI iznad referentne vrijednosti kod svih ispitanika. Nema znacajnih
razlika u raspodjeli ispitanika prema dobnim skupinama i referentnim vrijednostima cinka
(Tablica 5.28).

Tablica 5.28. Raspodjela ispitanika prema referentnim intervalima cinka prema dobnim

skupinama u eksperimentalnoj skupini

Broj (%) ispitanika prema dobi

P*
<10 11-15 > 16 Ukupno
Cink
Manje od referentnog
_ 15 (75) 33(71,7) 25(75.8) |73(73,7)
intervala 0,91
Referentni interval 5 (25) 13(28,3) 8(24,2) 26 (26,3)
HMGB1

Vise od referentnog
_ 20 (100) 48 (100)  33(100) |101(100) |-
intervala

*Fisherov egzaktni test

Usporedbom cinka i HMGBI1 kod novootkrivenih (trajanje dijabetesa do 2 godine) i kroni¢nih

bolesnika nije dokazana statisti¢ki znacajna razlika u vrijednostima (Tablica 5.29).

Tablica 5.29. Srednje vrijednosti cinka i HMGBL1 prema trajanju dijabetesa

Medijan (interkvartilni raspon) prema trajanju bolesti
P*
Novootkriveni Kronicari Ukupno
Cink 11,4 11,2 10,7
0,63
[mmol/L] (10,3-12,93) (9,85-13,1) (9,3-12,1)
HMGB1 7,8 6,7 8,7
0,09
[mg/ml] (5-9,6) (1,3-9,4) (5,5-9,95)

*Mann-Whitneyjev U-test
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Prema referentnim vrijednostima cinka, manje od referentne vrijednosti imaju znacajnije

ispitanici kojima bolest traje dulje od dvije godine (Fisherov egzaktni test, P = 0,02) (Tablica

5.30).

Tablica 5.30. Raspodjela ispitanika prema referentnim intervalima cinka prema trajanju

bolesti u eksperimentalnoj skupini

Broj (%) ispitanika prema trajanju

bolesti p*
Novootkriveni Kroni¢ari | Ukupno
Cink
Manje od referentnog intervala 16 (57,1) 57 (80,3) | 73 (73,7)
Referentni interval 12 (42,9) 14 (19,7) | 26 (26,3) ooz
HMGB1
Vise od referentnog intervala 28 (100) 71(100) |99 (100) |-

*Fisherov egzaktni test
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Usporedimo li vrijednosti prema tome traje li dijabetes do jedne, dvije ili viSe godina,
znacajno najnizu srednju vrijednost cinka, 10,3 (interkvartilnog raspona 9 — 11,7), imaju
ispitanici kojima dijabetes traje dulje od dvije godine (Mann-Whitneyjev U-test, P = 0,04), a
najvisa je u ispitanika s dijabetesom u trajanju od 1 do 2 godine. Stalni je porast vrijednosti
HMGBI s trajanjem bolesti, §to govori u prilog mogucih ranih komplikacija dijabetesa te se
stoga moze koristiti kao rani biomarker istih, iako nije dokazana znacajna razlika (Tablica

5.31).

Tablica 5.31. Srednje vrijednosti cinka i HMGBL1 prema trajanju dijabetesa

Medijan (interkvartilni raspon) prema trajanju bolesti
_ _ Vise od 2 P>
Do 1 godine 1 -2 godine ) Ukupno
godine
Cink 10,7 11,9 10,3 10,7
0,04
[mmol/L] (10-11,2) (105-13,3) (9-11,7) (9,3-12,1)
HMGB1 4,9 8,5 8,7 8,7
0,08
[mg/ml] (46-9,2) (5,4 -9,95) (6,7 —-10) (5,5-9,95)

*Mann-Whitneyjev U-test
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Od ukupno 73 (73,1 %) ispitanika s vrijednostima cinka manjim od njegova referentnog
intervala, kod znacajno vise njih, 57 (80,3 %), bolest traje dulje od dvije godine (Fisherov

egzaktni test, P = 0,04) (Tablica 5.32).

Tablica 5.32. Raspodjela ispitanika prema referentnim intervalima cinka u odnosu na trajanje

bolesti u eksperimentalnoj skupini

Broj (%) ispitanika prema trajanju bolesti

Do 1 1-2 Vise od 2 p*
] ) ) Ukupno
godine godine godine

Cink

Manje od referentnog
_ 5(71,4) 11 (52,4) 57(80,3) | 73(73,7)
intervala 0,04

Referentni interval 2 (28,6) 10 (47,6) 14 (19,7) | 26 (26,3)

HMGB1

Vise od referentnog
_ 7 (100) 21 (100) 71 (100) |99 (100) -
intervala

*Fisherov egzaktni test

5.4. Odnos cinka i HMGBL1 s ostalim parametrima

Kod svih je ispitanika eksperimentalne skupine (SBT1) Spearmanovim koeficijentom
korelacije dokazana dobra negativna povezanost vrijednosti cinka s duljinom trajanja bolesti,
odnosno dulje trajanje bolesti dovodi do smanjenja cinka u organizmu (p = —0,296 P = 0,003).
Do povecanja cinka dolazi povec¢anjem zeljeza (p = 0,376 P < 0,001).

Kod ispitanika do 10 godina starosti s duljim trajanjem bolesti pove¢ava se i HMGBI (p =
0,525 P = 0,02). U ovoj se skupini ispitanika vrijednost cinka smanjuje povec¢anjem C-peptida
(p =-0,516 P = 0,02), a HMGBI1 se smanjuje kod povisenih albumina u urinu (p = —0,465
P =0,04).

U dobnoj skupini od 11 do 15 godina (pubertet) nema statisticki znacajnih povezanosti
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izmebu cinka, HMBG] i trajanja bolesti. Cink se smanjuje pri visokim vrijednostima Hbalc-a
(p =-0,355P=0,02).

Ispitanici stariji od 15 godina (adolescenti) koji imaju dulje trajanje bolesti imaju znatno nize
vrijednost cinka u organizmu (p = —0,433 P = 0,01). Kod ovih ispitanika jako je velika
pozitivna veza cinka s vrijednosti Zeljeza (p = 0,711 P < 0,001), jaka je pozitivna veza cinka s
vrijednosti feritina (p = 0,419 P = 0,02), dok je negativna povezanost Zeljeza s HMGBI (p

= —0,359 P = 0,04). Nema znacajne razlike u raspodjeli ispitanika prema referentnim

vrijednostima cinka i C-peptida i Hbalc-a (Tablica 5.33).

Tablica 5.33. Ispitanici prema referentnim intervalima C-peptida i Hbalc-a prema referentnim

vrijednostima cinka

Cink
Broj (%) ispitanika
Manje od ) p*
Referentni
referentnog Ukupno
) interval
intervala
C-peptid
Manje od referentnog
) 67 (93,1) 24 (92,3) 91 (92,9)
intervala
. 0,79
Referentni interval 34,2 2(7,7) 5(,1)
Vise od referentnog intervala | 2 (2,8) 0 2(2)
Ukupno 72 (100) 26 (100) 98 (100)
Hbalc
Referentni interval 13 (17,8) 9 (34,6) 22 (22,2)
0,10
Vise od referentnog intervala | 60 (82,2) 17 (65,4) 77 (7,8)
Ukupno 73 (100) 26 (100) 99 (100)

*Fisherov egzaktni test
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Nismo utvrdili zna¢ajan odnos izmedu vrijednosti HMGBL i cinka i upalnih biljega

(leukocita, C-reaktivnog proteina, feritina i zeljeza) (Tablica 5.34).

Tablica 5.34. Raspodjela ispitanika prema referentnim intervalima hematoloskih pretraga

Cink
Broj (%) ispitanika P
Manje od _Referentni Ukupno
referentnog interval
Leukociti
:\r/]';?{/eaload referentnog 9(123)  4(154) 13 (13,1)
Referentni interval 62(84,9)  21(80,8) 83 (83,8) |8
Vise od referentnog intervala | 2 (2,7) 1(3,8) 3(3)
Ukupno 73(100) 26 (100) 99 (100)
CRP
Referentni interval 65 (91,5) 25 (96,2) 90 (92,8) 067
Vise od referentnog intervala | 6 (8,5) 1(3,8) 7(7,2)
Ukupno 71(100) 26 (100) 97 (100)
Zeljezo
:\r/g:{/ea?ad referentnog 6(8.2) 0 6 (6.1)
Referentni interval 66 (90,4) 26 (100) 92 (92,9) 0,51
Vise od referentnog intervala | 1 (1,4) 0 1(1)
UKkupno 73(100) 26 (100) 99 (100)
Feritin
:\r/llgr:{/ea?ad referentnog 4 (5.5) 0 4 (4)
Referentni interval 67 (91,8) 24 (92.3) 01(91,9) |%%°
Vise od referentnog intervala | 2 (2,7) 2 (7,7) 4(4)
Ukupno 73(100) 26 (100) 99 (100)

*Fisherov egzaktni test
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5.5. Odnos magnezija i ostalih parametara

Znacajno su viSe vrijednosti magnezija kod zdravih ispitanika (Mann-Whitneyjev U-test,
P < 0,001), no nema znacajne razlike prema dobi ispitanika, trajanju dijabetesa i prema tome

jesu li vrijednosti cinka u referentnom intervalu ili ne (Tablica 5.35).

Tablica 5.35. Srednje vrijednosti magnezija prema podjelama

Magnezij
Medijan P
(interkvartilni raspon)
Svi ispitanici 0,82 (0,77 - 0,86)
Skupine ispitanika
Kontrolna skupina 0,87 (0,83 -0,90)
Eksperimentalna 0,80 (0,75 — 0,84) <0001*
Dobne skupine
<10 godina 0,82 (0,75 - 0,86)
11 — 15 godina 0,81 (0,76 — 0,86) 0,997
> 16 godina 0,83 (0,78 — 0,89)
Trajanje dijabetesa (godine)
<1 godine 0,75 (0,71 -0,79)
1 -2 godine 0,82 (0,76 — 0,91) 0,14°
> 2 godine 0,80 (0,75 -10,83)
Trajanje dijabetesa (godine)
Novootkriveni 0,79 (0,74 - 0,89) 0.67
Kronicari 0,80 (0,75 -0,83)
Cink
Manje od referentnog 0,80 (0,75 - 0,85)
intervala 0,09

Referentni interval

0,84 (0,81 — 0,89)

*Mann-Whitneyjev U-test; TKruskal-Wallisov test

Postoji znacajna pozitivna povezanost izmedu HMGBI1 i magnezija (p = 0,264 P = 0,008),

kao i magnezija s C-peptidom (p = 0,329 P =0,001).



5.6. Antigeni HLA

Bolesti s autoimunom pozadinom povezane su s antigegnom HLA. U eksperimentalnoj skupini
detektiran je sveukupno 91 (90,1 %) ispitanik s nekim od HLD-DRB antigena, od kojih je 40
(87 %) muskog, a 51 (92,7 %) zenskog spola.

Prema vrsti antigena, najvise je HLA-DRB3, kod 66 (65,3 %) ispitanika, HLA-DRB4 kod 60
(59,4 %) ispitanika, a samo je 7 (6,9 %) ispitanika s HLA-DRBS antigenom. Nema znacajne
razlike prema spolu (Tablica 5.36).

Tablica 5.36. Ispitanici prema antigenu HLA-DRB i spolu

Broj (%) ispitanika
Prisutni antigeni pP*
Djecaci Djevojcice Ukupno
HLA-DRB3 31 (67,4) 35 (63,6) 66 (65,3) 0,83
HLA-DRB4 25 (54,3) 35 (63,6) 60 (59,4) 0,42
HLA-DRB5 3(6,5) 4 (7,3) 7 (6,9) > 0,99

*Fisherov egzaktni test
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Najvise ispitanika, njih 38 (41,8 %), ima kombinaciju HLA-DRB3 + HLA-DRB4, a 25 (27,5
%) samo HLA-DRB3. Nema znacajnih razlika prema spolu (Tablica 5.37).

Tablica 5.37. Ispitanici prema svim kombinacijama antigena HLA-DRB i spolu

Broj (%) ispitanika prema spolu
Prisutni antigeni P*
Djecaci Djevojcice Ukupno
HLA-DRB3 12 (30) 13 (25,5) 25 (27,5)
HLA-DRB4 8 (20) 13 (25,5) 21 (23,1)
HLA-DRB5 1(2,5) 2(39) 3(3.3)
HLA-DRB3 + HLA-DRB4 17 (42,5) 21 (41,2) 38 (41,8) oo
HLA-DRB3 + HLA-DRB5 2 (5) 1(2) 3(3,3)
HLA-DRB4 + HLA-DRB5 0 1(2) 1(1,1)

*Fisherov egzaktni test

S obzirom na referentne vrijednosti cinka, od ukupno 66 (66,7 %) ispitanika samo s HLA-

DRB3 znacajno ih je viSe s vrijednosti cinka manjom od referentne, njih 53 (72,6 %)

(Fisherov egzaktni test, P = 0,04) (Tablica 5.38).

Tablica 5.38. Raspodjela ispitanika po HLA-DRB-u i vrijednosti cinka

Cink

Broj (%) ispitanika

Prisutni antigeni Manje od pP*
referentnog Referentni interval Ukupno
intervala
HLA-DRB3 53 (72,6) 13 (50) 66 (66,7) 0,04
HLA-DRB4 45 (61,6) 15 (57,7) 60 (60,6) 0,82
HLA-DRB5 4 (5,5) 3 (11,5) 7(7.1) 0,38

*Fisherov egzaktni test
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5.7. Protutijela na p-stanice

Samoj pojavi dijabetesa prethodi dugi prikriveni autoimunosni proces selektivnog razaranja
[B-stanica guSterace, tzv. preddijabetes. Ispitanike eksperimentalne skupine testirali smo na:
GAD protutijela na membranski protein B-stanica te IA-2 protutijela na tirozin fosfatazu.
Pozitivan nalaz 1A-2 znacajno su imali novootkriveni dijabeti¢ari (Fisherov egzaktni test,
P =0,001) te znacajnije ispitanici kojima dijabetes traje do 1 ili od 1 do 2 godine (Fisherov
egzaktni test, P = 0,002) (Tablica 5.39).

Tablica 5.39. Ispitanici prema nalazu 1A-2 i trajanju bolesti

IA-2
Broj (%) ispitanika p*
Negativno  Pozitivho Ukupno
Dijabetes
Novootkriveni diabetes 8 (15,1) 20 (46,5) 28 (29,2) 0.001
Kroni¢ari 45 (84,9) 23 (53,5) 68 (70,8) ’
Ukupno 53 (100) 43 (100) 96 (100)
Podjela prema trajanju
Do 1 godine 2 (3,8) 5(11,6) 7(7,3)
Od 1 do 2 godine 6 (11,3) 15 (34,9) 21(21,9) | 0,002
Kroni¢ari 45 (84,9) 23 (53,5) 68 (70,8)
Ukupno 53 (100) 43 (100) 96 (100)

*Fisherov egzaktni test
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Pozitivan GAD nalaz nalazimo ¢es¢e kod kronicara, no bez znacajnosti (Tablica 5.40).

Tablica 5.40. Ispitanici prema nalazu GAD-a i trajanje bolesti

Broj (%) ispitanika u odnosu na GAD -
Negativno  Pozitivno Ukupno
Diabetes
Novootkriveni dijabetes 9 (22,5) 19 (33,9) 28 (29,2) 0.26
Kronicari 31 (77,5) 37 (66,1) 68 (70,8)
Ukupno 40 (100) 56 (100) 96 (100)
Podjela prema trajanju
Do 1 godine 1(2,5) 6 (10,7) 7(7,3)
Od 1 do 2 godine 8 (20) 13 (23,2) 21(21,9) |0,31
Kronicari 31 (77,5) 37 (66,1) 68 (70,8)
Ukupno 40 (100) 56 (100) 96 (100)

*Fisherov egzaktni test
Znacajno viSe ispitanika s novootkrivenim dijabetesom ima pozitivne vrijednosti [A-2
(Fisherov egzaktni test, P = 0,002), dok u GAD-65 i ICA-¢ nema znacajnih razlika prema

tome je li rije¢ o novootkrivenom dijabetesu ili o kroni¢arima (Tablica 5.41).

Tablica 5.41. Ispitanici prema nalazu GAD-65, 1A-2 i ICA-e u odnosu na trajanje bolesti

Broj (%) ispitanika

Nog;}gég;\;em Kronidari Ukupno P

GAD-65

Negativno 9(32,1) 31 (45,6) 40 (41,7) 0.6

Pozitivno 19 (67,9) 37 (54,4) 56 (58,3) ’
IA-2

Negativno 8 (28,6) 45 (66,2) 53 (55,2) 0.002

Pozitivno 20 (71,4) 23 (33,8) 43 (44,8) '
ICA

Negativno 3(10,7) 14 (21,2) 17 (18,1) 0.38

Pozitivno 25 (89,3) 52 (78,8) 77 (81,9) '

*Fisherov egzaktni test
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Nema znacajnih razlika u vrijednostima GAD-65, IA-2 i ICA-e prema nalazu HMGB1, kako

u skupini svih ispitanika, tako i kod novootkrivenih dijabeticara ili kod onih kojima dijabetes

traje dulje od dvije godine (Tablica 5.42).

Tablica 5.42. Razlike u vrijednostima protutijela kod svih dijabeti¢kih pacijenata, te u odnosu

na trajanje bolesti, prema HMGB1

Medijan (interkvartilni raspon) HMGB1 [pg/L]

Negativan Pozitivan
Svi ispitanici
GAD-65 8,7 (6,65—10,1) 8,7 (5,3-9,9) 0,61
A-2 8,7(53-9,9) 8,7 (5,5-10,0) 0,69
ICA 9(7,7-10,1) 8,6 (5,3-9,9) 0,48
Novootkriveni dijabetes
GAD-65 8,5(5-10,8) 7,1(5-9,6) 0,63
IA-2 5,05(5-9,2) 8,6 (5,8-9,6) 0,30
ICA 5(-11) 8,5(5,1-9,6) 0,83
Trajanje dijabetesa dulje od dvije godine
GAD-65 8,9 (7,2-10,1) 9,0 (5,3-10,1) 0,79
IA-2 8,9 (6,8 — 10) 9,1(5,5-10,4) 0,88
ICA 9,2 (8,6 -10,1) 8,7 (5,8 -10,2) 0,46

*Mann-Whitneyjev U-test
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Relativni genski rizik kod pacijenata sa dijabeteseom tipa 1 viSestruko je ve¢i kod HLA-

DRB3 i HLA-DRB4, dok kod HLA-DRS5 nije pokazao povecani rizik (Tablica 5.43).

Tablica 5.43. Srednje vrijednosti cinka i HMGBL1 prema prisutnosti antigena HLA-DRB

Medijan (interkvartilni raspon)

HLA-DRB3

Cink (n = 25) 10,7 (9,75 — 11,35)

HMBGL1 (n = 25) 8,6 (5,35-9,4)
HLA-DRB4

Cink (n=21) 11,3 (9,7 - 13,3)

HMBGL1 (n=1) 8,5(6-9,6)
HLA-DRB5

Cink (n=3) 8,7 (8-13,8)

HMBG1 (n =) 5(2,6-6,8)
HLA-DRB3 + HLA-DRB4

Cink (n = 38) 10,4 (8,87 — 11,7)

HMBG1 (n = 8) 9,1(6,4—11,35)
HLA-DRB3 + HLA-DRB5

Cink (n=3) 15 (10,6 — 15,3)

HMBGL1 (n =) 9,5(7,3-9,8)
HLA-DRB4 + HLA-DRB5

Cink (n=1) 11,6

HMBGL1 (n = 1) 5,1
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6. RASPRAVA

Seéerna bolest tipa 1 razvija se kao posljedica slozenog medudjelovanja niza gena i okolinih
¢imbenika. Istrazivanjem se zeljelo povezati utjecaj navedenih vanjskih cimbenika s
razvitkom tipa 1 Secerne bolesti, odnosno s osnovnim patofizioloSkim mehanizmom nastanka
SBT! u koji je ukljuéen i proupalni ¢imbenik HMGBI1. Uloga aktivacije sustava urodene
imunosti te posljedicne kroni¢ne upale s razvojem inzulitisa klju¢na je u nastanku Secerne
bolesti tipa 1 1 jo$ uvijek je predmetom intenzivnog istrazivanja. Proupalni medijator HMGB1
i cink odabrani su zbog svog utjecaja na mogucu aktivaciju upale, odnosno na razvoj
inzulitisa, ¢ime se zeljelo dodatno istraziti njihov utjecaj na sklonost razvoju Secerne bolesti

tipa 1.
6.1. Upala u Secernoj bolesti tipa 1

Posljednjih je godina sve viSe podataka koji ukazuju na to da bi kroni¢na upala niskog stupnja
aktivnosti mogla biti potencijalni pokazatelj nastanka inzulitisa u ranoj preddijabetickoj fazi
bolesti. ili isklju¢ivanja prisutnosti akutnih upalnih zbivanja. Od upalnih su se parametara
ispitanicima odredivale vrijednosti leukocita i CRP-a (C-reaktivnog proteina). CRP je
cirkuliraju¢i upalni parametar, sintetiziran dominantno od strane jetrenih stanica kao odgovor
na stimulaciju IL-6. Uz izrazito povisene vrijednosti u stanjima akutnih infekcija ili
sistemskih upala, nize ali kroni¢no povisene razine CRP-a mogu predstavljati relativno
stabilni indikator kroni¢ne upale. U ovom je radu u objema skupinama ispitanika analiziran
niz pokazatelja upalne aktivnosti u cilju potvrde niskog stupnja aktivnosti kroz duzi period.
Povisene razine cirkuliraju¢eg CRP-a nalaze se u adipoznih osoba i koreliraju sa stupnjem
hipertofije adipocita (290). Vise koncentracije cirkuliraju¢eg CRP-a nalaze se i u odraslih
osoba s metabolickim sindromom 1 predstavljaju zaseban ¢imbenik rizika za razvitak Secerne
bolesti tipa 2 (291). U svojem su istrazivanju Piccirillo i1 suradnici, provedenom na 48
pacijenata sa SBT1 prosjeéne starosti 19 godina te s prosjeénom duljinom bolesti od 5 godina,
koji pritom nisu imali razvijene komplikacije bolesti kao $to su mikroalbuminurija,
retinopatija i klini¢ki razvijene makrovaskularne bolesti, pokazali blago povisene vrijednosti
u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika, ali su vrijednosti CRP-a bile unutar
referentnih (0.23 mg/L), ne smatraju¢i se stoga pokazateljem upale (292). Prema naSim
saznanjima, nije provedeno istrazivanje koje bi jednoznac¢no pokazalo bi li visokoosjetljivi
CRP (hsCRP) bio bolji pokazatelj upale u djece s razvijenom SBT1, bez razvijenih
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komplikacija bolesti. U populaciji ispitivane djece u nasem istrazivanju nisu uocene znacajne
razlike u vrijednostima upalnih biljega izmedu eksperimentalne i kontrolne skupine, no za
naglasiti je kako je vecina ispitanika imala indeks tjelesne mase unutar referentnog raspona,

¢ime je eliminiran 1 moguci utjecaj pretilosti na povisenu vrijednost CRP-a.

6.2. Znacaj cinka u razvitku Secerne bolesti tipa 1

Istrazivanja usmjerena na prucavanje promjene homeostaze cinka u organizmu uslijed
kroni¢nih stanja kao $to su Secerna bolest tipa 2 i pretilost manje su brojna, a rezultati su
manje konzistentni. Poznato je da cink ima vaznu ulogu u P-stanicama gusSterace preko
sinteze, spremanja i1 luenja inzulina, a razina je cinka kontrolirana cinkovim transporterima,
koji sudjeluju u apsorpciji, skladiStenju i distribuciji cinka (293). Skalnaya i suradnici u
svojem su istrazivanju pokazali snizenu razinu serumskoga cinka u postmenopauzalnih Zena
sa Secernom bolesti tipa 2, ukazujuc¢i na mogucu ulogu cinka u patogenezi ove bolesti (294).
Postoje istrazivanja koja su pokazala da svakodnevna suplementacija cinka hranom i
dodatcima prehrani poboljSava kontrolu glikemije u osoba sa Sefernom bolesti tipa 2,
smanjujuéi znacajno HbAlc u tih pojedinaca (295). Dosadasnja su istrazivanja pokazala kako
je cink u organizmu jedan od elemenata u tragovima koji na visestruke nacine igra ulogu u
patogenezi i progresiji Se¢erne bolesti tipa 2, kao i u njezinim komplikacijama. Niechcial 1
suradnici u svojem su istrazivanju provedenom na pedijatrijskoj i odrasloj populaciji,
gledajuci pedijatrijsku populaciju, dobili 80 % pozitivnu detekciju ZnT8 protutijela, dok su
isto zamijetili u puno manjemu postotku kod odraslih ispitanika, pokazujuci tako potencijalnu
ulogu ZnT8 u identificiranju heterogenosti kao i njegove potencijalne uloge kao markera u
zagetku SBT1 u djece (296). U istrazivanju provedenom na 100 dijabeti¢ke djece ispitivanja
su pokazala smanjene razine elemenata u tragovima u serumu, pa tako i cinka, u
eksperimentalnoj skupini u odnosu na kontrolnu skupinu. Takvi su rezultati u skladu s drugim
sli¢nim istrazivanjima, a moguca su posljedica slabije apsorpcije cinka kod te djece (297).
Prema nasim saznanjima, nase je istrazivanje medu prvima koje je ispitalo razinu
cirkulirajuéega cinka u pacijenata sa SeCernom bolesti tipa 1 u pedijatrijskoj populaciji,
pokazavsi ne samo da djeca sa Se¢ernom bolesti tipa 1 imaju nizu razinu cinka u organizmu u
odnosu na zdravu djecu, nego i da koli¢ina smanjenja razine cinka u djece oboljele od Secerne

bolesti tipa 1 pokazuje korelaciju s duljinom trajanja bolesti. Stoga se da sugerirati da cink
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ima vaznu ulogu i u patogenezi Secerne bolesti tipa 1 u pedijatrijskoj populaciji, a daljnje

mehanizme kojima je ukljucen u tu patogenezu predstoji joS istraziti.

6.3. Znacaj magnezija u razvitku Secerne bolesti tipa 1

Dosadasnja su istrazivanja uputila na vaznu imunomodulatornu ulogu magnezija u upalnim
procesima, ukazuju¢i tako na njegovu mogucu vaznost u brojnim bolestima koje imaju
autoimunu podlogu, kao §to je i SBT1. Sugimoto i suradnici u svojem su istrazivanju pokazali
kako je magnezij iz MgSO4 doveo do smanjenja produkcije citokina u Zena nakon poroda,
kao i u terminske i predterminske novorodencadi, pokazujuci time svoju vaznost u populaciji
koja je naroéito izlozena upalama i drugim ishodima kojima su upale u podlozi (298).
Ozcaliskan i suradnici u svojem su istrazivanju pokazali snizene vrijednosti magnezija u Krvi
u pacijenata sa SBT2, §to su pripisali losijoj metaboli¢koj kontroli u tih pacijenata (299).
Smatra se da je sniZzena razina magnezija u pacijenata s kroni¢nim bolestima moguca
posljedica njegove promijenjene tubularne reapsorpcije, kao i loSije apsorpcije u crijevima
zbog pocetnih kroni¢nih promjena na organizmu koje nastaju uslijed Sec¢erne bolesti. U
pretraZivanju literature nismo naiSli na istraZivanje koje bi potvrdilo tu pretpostavku iako
postoje istrazivanja koja pokazuju povezanost sniZzene razine magnezija u krvi i
nefrokalcinoze, gdje uslijed renalnog tubularnog oStecenja dolazi do ekscesivnog gubitka
magnezija urinom (300). Rezultati su naSeg istraZivanja pokazali sniZenu razinu magnezija u
krvi u naSoj ispitivanoj populaciji, Sto je u skladu s dosadas$njim istraZivanjima i moze
upuéivati na vaznost magnezija u predvidanju i otkrivanju ranih stadija SBT1 u pedijatrijskoj

populaciji.

6.4. Utjecaj alarmina HMGBI1 na razvitak Seéerne bolesti tipa 1

Cirkulacijski biomarkeri imaju sve veci znac¢aj u slozenim slu¢ajevima prognoze, predvidanja
1 pradenja terapije u raznim bolestima. Iako je za mnoge biomarkere dokazano da imaju
imunomodulacijske sposobnosti, njihova uloga u autoimunim bolestima od nedavno je postala
predmetom velikog interesa. U cilju dobivanja pouzdanih podataka u klini¢koj praksi i vred-
novanju stalnih promjena u aktivnosti bolesti kao i u terapijskoj procjeni, cirkuliraju¢i bio-

markeri mogli bi postati ekonomic¢ni i pouzdani pokazatelji patoloskog stanja. Brojni su raz-
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lozi za proucavanje uloge HMGBI 1 ostalih alarmina, kao i mikronutrijenata u tipu 1 Secerne
bolesti, prije svega radi boljeg razumijevanja etiologije i patogenetskih mehanizama nastanka
SBT1, prepoznavanja moguéih biomarkera sklonosti razvitku ove bolesti te procjene njihovog
Utjecaja u odnosu na ostale utvrdene ¢imbenike rizika, kao i1 sklonosti razvitku kroni¢nih
komplikacija dijabetesa. Na kraju, smisao je ovakvoga istrazivanja u prepoznavanju mogucih
novih ciljeva za terapeutske intervencije, kao i prepoznavanje novih strategija za prevenciju
bolesti (novi moguci terapeutici koji prvenstveno djeluju na nacin da blokiraju aktivnost po-
jedinih proupalnih citokina na ciljnoj stanici, odnosno blokiraju citokinski receptor ili blokira-
ju postreceptorni ucinak pojedinog citokina unutar same stanice). Mnogi odvojeni terapijski
modaliteti koji neutraliziraju aktivnost izvanstanicnog HMGBI1 ili njegovih receptora ili otpu-
Stanja izvanstanicnog HMGBI1 uspjes$no su primijenjeni u razli¢itim modelima artritisa: npr.
anakirna, rekombinatni antagonist humanog IL-1 receptora, ¢ija primjena ima pozitivan uci-
nak na regulaciju glikemije, sekretornu funkciju B-stanica te redukciju markera sustavne upale
(169); IKKp inhibitor, koji reducira IL-1p uzrokovanu apoptozu B-stanica te gubitak inzulin-
ske sekrecije (170); neutralizirajuca antitijela za IL-6 (170); CPSI-306 inhibicijski ¢imbenik
migracije makrofaga (171) ili na nacin da nadomje$taju manjak pojedinih protuupalnih cito-

kina kao $to je terapija rekombinantnim adiponektinom (172).

DosadaSnja su istrazivanja pokazala vaznu ulogu HMGBI u patofiziologiji pretilosti,
inzulinske rezistencije i disfunkcije otocic¢a gusterace, u Zivotinjskih kao i u ljudskih modela.
Pachydaki 1 suradnici proucili su poviSenu ekspresiju ovoga proteina u retinama dijabeti¢kih
pacijenata, ali i u Stakora koji su imali retinopatiju (301). Takoder je Hagiwara sa svojim
suradnicima potvrdio povisenje serumske razine HMGB1 u hiperglikemiji izazvanoj
infuzijom glukoze u Zivotinjskim modelima Stakora (302). S druge su strane Tsoyi i suradnici
pokazali da metformin znacajno smanjuje ekspresiju HMGBI1 u stanicama miSeva tretiranih
lipopolisaharidima (303). Takoder, raste broj dokaza koji nastoje rasvijetliti ulogu HMGB1 u
masnome tkivu, kao S§to je aktivacija proinflamatornih makrofaga. IstraZivanje koje je
proucavalo pretilu djecu pokazalo je pozitivnu korelaciju pretilosti s poviS§enom razinom
serumskoga HMGBL, te takoder povezanost s brojnim proupalnim citokinima, poput IL-6 i
TNF-a (304). Istrazivanje Kanellakisa i suradnika pokazalo je da davanjem anti-HMGB1
protutijela vodi k redukciji sadrzaja makrofaga u aterosklerotskim lezijama u Apo-E
deficijentnih miSeva (305). Dosadas$njim je istrazivanjima dobro opisan utjecaj HMGBI na

makrofage, kao i stimulacija makrofaga produkcijom proinflamatornih citokina potaknutih s
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HMGBI, sto vodi k povecanju upale u masnome tkivu i inzulinskoj rezistenciji. Nadalje,
kardiovaskularne su komplikacije, poput koronarne arterijske bolesti 1 dijabeticke
kardiomiopatije, postale jedne od vodecih uzroka morbiditeta i mortaliteta u bolesnika s
dijabetesom tipa 2. Sve je veci broj istrazivanja koja upucuju na vaznu ulogu HMGBI u
formaciji plaka, rupturi i trombozi, Sto su patoloska stanja karakteristicna za koronarnu
arterijsku bolest, pokazujuéi povisene vrijednosti cirkulirajuéeg HMGBI1 u koronarnim
bolestima (306). Takoder, povisene su vrijednosti cirkuliraju¢eg HMGB1 pronadene i u
drugim komplikacijama dijabetesa tipa 2, kao §to je dijabeticka nefropatija. Ne samo da je
uklju¢en u aktivaciju proinflamatornih citokina u renalnim mezangijalnim stanicama, nego su
istrazivanja pokazala da je ukljucen i u fibroti¢ni proces koji se odvija kod dijabeticke
nefropatije (307).

Sva su ova dosadaSnja istrazivanja uputila na ulogu 1 vaznost HMGBI1 u razvoju Secerne
bolesti tipa 2, pretilosti 1 drugih kroni¢nih upalnih stanja, kao i njihovih komplikacija, od
upalnih procesa u masnome tkivu do kardiovaskularnih procesa i dijabeticne nefropatije.
Prema nasemu saznanju, nase je istrazivanje prvo koje se usmjerilo na proucavanje razine
cirkuliraju¢eg serumskog HMGBI1 u pedijatrijskoj populaciji sa Se¢ernom bolesti tipa 1,
pritom proucivsi 1 vaznost same razine serumskoga HMGBI1 u odreDivanju stadija i duZine
same bolesti u pedijatrijskoj populaciji. Nedavna su istraZivanja upucivala na to da je
HMGBI1 klju¢an posrednik u patogenezi i mnogih drugih bolesti kao Sto su sepsa, maligne
bolesti, kroni¢na bolest bubrega te juvenilni reumatski artritis u djece gdje je poviSena razina
alarmina HMGBI1 zabiljeZzena uz sniZzenu serumsku razinu sRAGE receptora (255). Sli¢an
nalaz poviSene serumske razine HMGBI1 zabiljeZen je 1 u djece oboljele od Kawasakijeve
bolesti (308). Sva ta stanja imaju vezu s upalom. Buduéi da je SBT1 takoPer upalni proces,
razumno je ocekivati vece koncentracije HMGBI1. Han 1 suradnici pokazali su u pokusima na
zivotinjskim modelima da HMBG1 djeluje kao moc¢ni urodeni imunoloski posrednik Koji
pridonosi progresiji autoimuna procesa tijekom razvoja SBT1. Ovi istrazivadi takoder su
pokazali da se HMBG1 moZe pasivno osloboditi iz oStecenih B-stanica gusterace ili aktivno
izlu¢iti iz upalnih stanica infiltriranih unutar Langeharsovih otoci¢a. Takoder su otkrili da se
blokiranjem HMGB1 znacajno inhibira napredovanje upalnog procesa, odnosno inzulitisa, i
razvoj dijabetesa kod NOD miseva (7). Ovi rezultati mogu biti od interesa za razvoj novih
terapijskih strategija za ublaZzavanje ili sprje¢avanje SBT1 i u odredenoj mjeri opravdati
potencijalnu vrijednost njegova mjerenja. Drugo istrazivanje Arrigoa i suradnika pokazalo je

vaznu ulogu HMBGI1 u upalnom procesu povezanom s pretilosti u djetinjstvu (304). Uocili
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su iznimno visoke vrijednosti HMBGI koje su bile povezane s poviSenom aktivnosti IL-6,
TNFa, IL-18, rezistina i adiponektina i u korelaciji s BMI-om. Medutim, koncentracije
HMGBI u na$oj studiji nisu bile povezane s vrijednostima BMI-a, s obzirom na to da je
populacija ispitivane djece sa SBT1 imala BMI unutar referentnih vrijednosti za dob. Na ovaj
je nacin posredno eliminiran ucinak upale zbog pretilosti. Zanimljivo je da nema nikakve
korelacije izmePu HbAlc-a i HMGBI, usprkos pozitivnoj korelaciji medu njima zabiljezenoj

u nekim prethodnim istraZivanjima radenim u odrasloj populaciji pretilih sa SBT2 (309).

Zakljuéno, nasi rezultati pokazuju znacajno veée vrijednosti HMGBI kod djece sa SBT1.
Taj je ucinak osobito izrazen u djece kod koje je bolest trajala vise od jedne godine.
Navedeni rezultati svrstavaju ovaj protein u kategoriju mogucih biomarkerskih kandidata za
otkrivanje nespecifiéne imunoloske aktivacije u SBTI1. Prema naSem saznanju, ovo je
istrazivanje prvo koje je pokazalo odnos izmePu HMGBI i SBT1 u djece. Daljnja su
istrazivanja potrebna za potvrdivanje nasih preliminarnih rezultata, kako bi se odredilo
vrijeme pojavljivanja HMGB1 u razvoju bolesti i razjasnilo ulogu HMGBL1 u patogenezi
autoimune inicijacije u SBT1. Navedeno upuéuje i na moguénost uspjeSne prevencije
bolesti utjecuci na moguci terapeutski cilj. Ovo istraZivanje ima neka znacajna ogranicenja,
kao S§to je relativno mali broj ukljuene djece, nasumi¢ni odabiri istrazivanih skupina i

usporedba djece koja boluju od SBT1 samo s onima bez ikakvih drugih upalnih stanja.

103



7. ZAKLJUCCI

— Djeca sa SBT1 imaju statisti¢ki zna¢ajno visu razinu serumskog HMGBI1 u usporedbi s
kontrolnom skupinom djece bez SBT1. To govori u prilog tome da HMGB1 kao medijator
prirodene imunosti moze biti uklju¢en u imunopatogenezu autoimunog dijabetesa. Navedeno
doprinosi tezi o prevladavajucoj ulozi prirodenog imunosnog sustava u imunopatogenetskom

mehanizmu nastanka SBT1.

— Razina HMGBI statisti¢ki je ve¢a kod djece s duzim trajanjem SBT1. Odredivanje razine
HMGBI1 moglo bi biti korisno u procjenjivanju aktivnosti bolesti, pri ¢emu bi visoka razina

HMGBI oznacavala povisen stupanj aktivnosti bolesti, odnosno inzulitisa.

— Zna&ajno nizu razinu cinka ima skupina djece sa SBT1 u odnosu na kontrolnu skupinu
zdrave djece. Budu¢i da je cink ukljucen u brojne stani¢ne procese, pa tako i u sintezu i tran-
sport inzulina, njegov relativni manjak mogao bi imati utjecaja i u patogenetskim mehaniz-

mima nastanka SBT1.

— Usporedbom vrijednosti cinka prema duZini trajanja SBT1, zna¢ajno najnizu srednju vrijed-
nost cinka imaju ispitanici kojima bolest traje duze od dvije godine. Navedeno mozZe upuciva-
ti na pojaCan gubitak cinka putem bubrega, Sto moze biti rani pokazatelj razvoja pocetnih

kroniénih komplikacija SBT1.
— Povisena serumska razina HMGB1 u po&etnoj fazi nastanka SBT1 moze se iskoristiti kao

potencijalni biomarker upale u ranoj dijagnostici SBT1 prije drugih klasi¢nih upalnih pokaza-

telja (ubrzane sedimentacije eritrocita, povisene razine C-reaktivnog proteina ili leukocita).
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8. SAZETAK

Ciljevi: Cilj je ovog ispitivanja bio istraziti ulogu cinka i alarmina HMGB1 u razvitku Secerne
bolesti tipa 1. Dokazana je ukljucenost proteina visoke mobilnosti iz skupine 1 (HMGB1) u
raznim autoimunim i upalnim bolestima, medutim uloga ove proinflamatorne molekule kod
djece sa Seéernom bolesti tipa 1 (SBT1) nije do sada bila razjainjena. Takoder je cilj bio
usporediti razinu serumskog HMGB1 u djece u ranim fazama SBT1 (skupina 1) i onih s
duzim trajanjem bolesti (skupina 2) s kontrolnom skupinom bez SBT1 ili drugih autoimunuh

bolesti.

Dizajn studije: Presjecno ispitivanje

Ispitanici: Ovo israzivanje ukljuuje 141 dijete: skupina 1 (N = 28), skupina 2 (N = 73) i
kontrolna skupina (N = 40).

Materijali i metode: Mjerenja su uzeta iz seruma za sljede¢e: HMGBI, cink, broj bijelih

krvnih stanica, C-reaktivni protein, glukoza, hemoglobin AI1C i [-stani¢na protutijela
(GADA-65, 1A-2, ICA).

Rezultati: Djeca sa SBT1 imaju statisticki znacajno visu razinu serumskog HMGBI1 (8,7
ug/L) u usporedbi s kontrolnom skupinom djece bez SBTI (1,0 ug/L). Razina HMGB1
statistiCki je veca kod djece s duZim trajanjem bolesti (skupina 2: 8,7 ug/l, P < 0,001).
Zna&ajno nizu razinu cinka ima skupina djece sa SBT1 (10,7) u odnosu na kontrolnu skupinu
(12,85). Usporedbom vrijednosti cinka s duzinom trajanja dijabetesa, znaCajno najnizu
srednju vrijednost cinka (10,3 interkvartilnog raspona 9 — 11,7) imaju ispitanici kojima

dijabetes traje duze od dvije godine.

Zakljuéak: Visa razina HMGB1 u djece s SBT1 ukazuje na to da ova proinflamatorna
molekula moZe posluziti kao biomarker upale kod bolesnika s dijabetesom i moZe biti bolji

marker u usporedbi s drugim reaktantima upale.

Kljucne rijeci: protein visoke mobilnosti iz skupine 1, Se¢erna bolest tipa 1, upala, djeca
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9. SUMMARY

Objectives: The aim of this study was to investigate the role of zinc and HMGBL1 alarmin in
the development of Type 1 diabetes. The involvement of the high-mobility group box 1 pro-
tein (HMGBL) in various autoimmune and inflammatory diseases has been documented be-
fore. However, the role of this proinflammatory molecule in children with diabetes type 1
(T1DM) has not been clarified so far. The aim of this study was to compare the level of serum
HMGBL in children within the early (Group 1) and late (Group 2) stages of T1IDM, with the

control group of children without TLDM or any other autoimmune disease.
Study design: A cross-sectional study.

Participants: The study included 141 children: Group 1 (N=28), Group 2 (N=73) and Con-
trol group (N=40).

Materials and Methods: The measurements were made on serum samples for: HMGBL1, zinc,
white blood cell count, C-reactive protein, glucose, haemoglobin A1C, and B-cells autoanti-
bodies (GADA-65, 1A-2, ICA).

Results: The children with TIDM had a statistically significant higher serum levels of
HMGBI (experimental group: 8.7 ug/l) compared to the children without TIDM (control
group: 1.0). The HMGB1 level was statistically higher in children with a longer disease dura-
tion (Group 1: 4.9 ug/l; Group 2: 8.7 pug/l, P <0.001). The children with TIDM had signifi-
cantly lower zinc levels (10.7) compared to the control group (12.85). Comparing the zinc
values according to the duration of diabetes, the subjects with diabetes which lasts for more
than two years have the significantly lowest mean zinc levels (10.3 of the interquartile range 9
-11.7).

Conclusion: The higher level of HMGBL in children with TIDM indicates that this proin-
flammatory molecule can serve as an inflammatory biomarker in patients with diabetes and

may be a better marker compared to other inflammatory reactants.

Key words: high-mobility group box 1 protein; type 1 diabetes; inflammation; children.
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