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1.UVOD | SVRHA RADA

Niz kroni¢nih bolesti, onih koji su etioloski uvjetovane imunosnim poremecajem, ali i
onih koji to naocigled nisu, povezne su s trajnim stanjem sistemske upale blagog intenziteta (1,
2). Upravo stoga bi terapijske intervencije usmjerene na specifi¢ne upalne medijatore mogle
pridonijeti lijeenju osoba oboljelih ne samo od autoimunosnih bolesti, ve¢ i oboljelih od raznih
metabolickih 1 kardiovaskularnih poremecaja, odnosno od komplikacija proizislih iz tako

nastalog upalnog okolisa.

-----

dobi s vise od milijun oboljele djece i adolescenata diljem svijeta (3). Ta su djeca cijeli zivot
ovisna o redovitom primanju inzulina viSe puta tijekom dana te o disciplini u prehrani i
provodenju tjelesne aktivnosti, a svako odstupanje od tog rezima rezultira metabolickim

poremecajem s mogucim dugotrajnim posljedicama.

S druge strane, pretilost u djece te komplikacije pretilosti koje se javljaju u gotovo
svakom organskom sustavu mladog organizma postaju sve znacajniji javnozdravstveni
problem. Pretilo$¢u je pogodeno vise od 30% djece Skolske dobi u Sjedinjenim Americkim

Drzavama i u Europi, ukljucujuci i naSu zemlju (4-6).

Obje etioloski potpuno razlicite bolesti djecje dobi u konacnici vode razvoju teskih
makrovaskularnih 1 mikrovaskularnih komplikacija, glavnih uzroka mortaliteta suvremenog
doba, a koje zacCetak imaju u oStecenju endotela uzrokovanom upravo kroni¢nim upalnim

stanjem 1 udruzenim metaboliCkim poremecajima.

Ovim istrazivanjem nastojali smo razjasniti jedan segment kompleksnog imunosnog
procesa koji pridonosi odrzavanju dugotrajnog stanja blage upale u kroni¢nim bolestima,
vodeni idejom da je poznavanje etiologije 1 patogeneze odredenog poremecaja prvi korak k

njegovoj prevenciji i lijeCenju.



1.1. Seéerna bolest tipa 1

Seéerna bolest tipa 1 je kroni¢na, multifaktorijalna bolest u koje nepovoljna
kombinacija genetskih i okoliSnih ¢imbenika rezultira uniStenjem [-stanica gusterace
autoimunosnom reakcijom. Posljedica je nedostatak inzulina Sto dovodi do niza metabolickih
promjena koje zapocinju hiperglikemijom. Bolesnici su u konacnici u potpunosti ovisni o

egzogenom inzulinu.

Smatra se da u svijetu svake godine vise od 98.000 djece mlade od 15 godina, odnosno
gotovo 129.000 mladih od 20 godina, oboli od Se¢erne bolesti tipa 1. Procjenjuje se, takoder da
ukupno vise od 600.000 djece mlade od 15 godina zivi sa SeCernom bolescu, a broj djece,
adolescenata 1 mladih, mladih od 20 godina penje se preko 1,110.000 (3). Prevalencija i
incidencija Secerne bolesti tipa 1 znatno se razlikuju u razli¢itim regijama svijeta tako da
cetvrtina oboljele djece trenutno zivi u Europi, gdje Secerna bolest tipa 1 ¢ini preko 90% od
svih oblika Secerne bolesti u djece, a porast incidencije procjenjuje se na oko 3% godiSnje (3,
7). Incidencija Secerne bolesti tipa 1 u djece dobi od 0 do 14 godina u Hrvatskoj iznosi vise od
17 na 100.000 djece na godinu, s procijenjenim godi$njim povecanjem incidencije od 5,87%

(8).

Se¢erna bolest tipa 1 nosi teret doZivotne, svakodnevne i viSekratne kontrole
koncentracije glukoze u krvi, injiciranja inzulina te specifi¢nog rezima prehrane, ali 1 straha od
razvoja akutnih i kroni¢nih komplikacija bolesti (9). Kroni¢ne komplikacije u bolesnika s tom
bolesc¢u posljedica su funkcionalnih i strukturnih promjena na stijenkama krvnih Zila. Promjene
na najmanjim ograncima krvozilnog sustava, tzv. mikrovaskularne komplikacije, dobro su
definirane na razini nekoliko organskih sustava: u bubrezima gdje dovode do nefropatije, na
o¢noj pozadini gdje dovode do retinopatije, a zahvacaju i ziv¢ani sustav rezultirajuci
neuropatijom. Makrovaskularne komplikacije, promjene na velikim krvnim Zilama, uzrok su
akutnih vaskularnih incidenata, 1 dok su mikrovaskularne komplikacije uzrokom znacajnog
morbiditeta i1 invaliditeta u osoba sa Se¢ernom bolescu potonje su vodeci uzroci smrti u ovih
bolesnika (10). U osoba sa Se¢ernom boles¢u kroni¢ne se komplikacije razvijaju postupno, no
istovremeno na viSe razina i to pocevsi ve¢ od djecje dobi (11). Patofiziologija razvoja
kroni¢nih komplikacija u razli¢itim organima vrlo je sli¢na, a ukljucuje zajednicke molekularne
mehanizme oSte¢enja malih krvnih Zila, no posljedice tih oSte¢enja specifi¢ne su za pojedini
organski sustav. Upravo su ti molekularni mehanizmi u fokusu suvremenih istrazivanja
posvecenih razjasnjavanju patofiziologije Secerne bolesti, a ¢ini se da znacajan udio pripada

upalnim procesima.



Prepoznati su i dobro definirani ¢imbenici rizika za razvoj kroni¢nih komplikacija
Secerne bolesti. Dio ¢imbenika rizika podlozan je utjecaju samih bolesnika pa svrhu 1 cilj
lijeCenja bolesnika sa Se¢ernom boles¢u predstavlja upravo kontrola tih cimbenika.
Medunarodno udruzenje za pedijatrijsku i adolescentnu dijabetologiju (ISPAD, prema engl.
International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes), Americko dijabetolosko drustvo
(ADA, prema engl. American Diabetes Association) 1 Americko udruzenje za bolesti srca
(AHA, prema engl. American Heart Association) preporucili su ciljne vrijednosti metabolickih
parametara te dali preporuke o nacinu Zivota kako bi se smanjio rizik razvoja mikrovaskularnih
1 makrovaskularnih komplikacija Secerne bolesti. Te ciljne vrijednosti su: HbAlc (glikirani
hemoglobin, hemoglobin Alc) < 7,0%, LDL-kolesterol (kolesterol u lipoproteinima niske
gustoce, prema engl. low-density lipoprotein) < 2,6 mmol/L, HDL-kolesterol (kolesterol u
lipoproteinima visoke gustoce, prema engl. high-density lipoprotein) > 1,1 mmol/L, trigliceridi
< 1,7 mmol/L, krvni tlak < 90. c. ili < 130/90 mmHg, indeks tjelesne mase (ITM) < 85 c. te
nepusenje (Tablica 1) (12-15).

Zahvaljuju¢i suvremenoj tehnologiji i razvoju inzulinskih pripravaka djelovanja
prilagodenih potrebama bolesnika, kontrola glikemije i nacini primjene inzulina postaju sve
kontrolu bolesti. Ipak niti jedan od dostupnih terapijskih pristupa ne moze potpuno sprijeciti
pojavu ni akutnih komplikacija bolesti u vidu hipoglikemije ili hiperglikemije niti kroni¢nih

mikrovaskularnih oStecenja Sto nalaze potrebu za u¢inkovitijim terapijskim rjesenjima.



Tablica 1. Preporuke o kontroli ¢imbenika rizika za razvoj mikrovaskularnih i
makrovaskularnih komplikacija Se¢erne bolesti tipa 1 u djece i adolescenata

ISPAD (12) ADA (13) AHA (14,15)

Kontrola glikemije Sve dobne skupine Sve dobne skupine HbAlc < 7,0% (neovisno
HbAlc < 7,0% HbAlc < 7,0% o dobi i tipu bolesti)
(ukoliko je moguce individualizirana
postici bez teskih procjena i prilagodba
hipoglikemija) ciljaod <6,5do < 8%

Kontrola lipidemije LDL-kolesterol < 2.6 LDL-kolesterol < 2,6 LDL-kolesterol < 2,6
mmol/L mmol/L mmol/L
HDL-kolesterol > 1,1 HDL-kolesterol > 1,1
mmol/L mmol/L

Trigliceridi < 1,7 mmol/L  Trigliceridi < 1,7 mmol/L

Kontrola krvnog tlaka Sistolicki / dijastolicki Sistoli¢ki / dijastolicki Sistolicki / dijastolicki
krvni tlak < 90 c. krvni tlak < 90c. krvni tlak <90 c

(u adolescenata < 130/80 (>= 13 godina < 120/80

mmHg) mmHg)
Kontrola tjelesne mase ITM <95c. ,hormalan” ITM ITM < 85.C
Navike (pusenje) Ne preporucuje se Ne preporucuje se Ne preporucuje se

ISPAD —Medunarodno udruzenje za pedijatrijsku i adolescentnu dijabetologiju, prema engl. International Society
for Pediatric and Adolescent Diabetology; ADA — Americko dijabetolosko drustvo, prema engl. American Diabetes
Association; AHA — Americko udruZenje za bolesti srca, prema engl. American Heart Association; HbAlc —glikirani
hemoglobin Al, hemoglobin Alc; LDL-kolesterol — kolesterol u lipoproteinima niske gustoce, prema engl. low-
density lipoprotein; HDL-kolesterol — kolesterol u lipoprotienima visoke gustoée, prema engl. high-density
lipoprotein; ITM — indeks tjelesne mase



1.2. Pretilost

Pretilost koja se javlja u djecjoj dobi predstavlja znacajan javnozdravstveni problem u
svim razvijenijim zemljama svijeta. U Hrvatskoj, prema podatcima Hrvatskog zdravstveno-
statistiCkog ljetopisa iz 2016. godine, prekomjernu tjelesnu tezinu je imalo oko 13%
osnovnoskolske 1 srednjoskolske djece, dok je 18% djece u osnovnim Skolama 1 13% djece u
srednjim Skolama bilo pretilo (16). Samo tri godine kasnije, prema podatcima iz Hrvatskog
zdravstveno-statistickog ljetopisa za 2019. godinu, preuhranjeno je bilo 32,1% osnovnoskolske
djece i 26,9% srednjoskolaca (17), dok je 2022. godine preuhranjeno bilo 35,6% svih u¢enika
osnovnih Skola te 26,0% ucenika 1 29,8% ucenica srednjih Skola (18). S time u skladu su i
podatci dobiveni istrazivanjem prevalencije prekomjerne tjelesne tezine i pretilosti Skolske
djece dobi 7 do 9,9 godina provedeno u sklopu sustavnog pracenja koordiniranog od strane
europske podruznice Svjetske zdravstvene organizacije (WHO/Europe coordinated
surveillance system, COSI), a prema kojima viSe od tre¢ine djece (35,9%) ima prekomjernu
tjelesnu tezinu ili je pretilo, uz znacajnu predominaciju djecaka, posebice u udjelu pretile djece
(18,4% djecaka vs. 10,8% djevojcica), odnosno djece s teSkom pretiloséu (medu djeCacima
5,3%) (6). Tim smo se statistickim pokazateljima priblizili zapadnoeuropskim zemljama i
Sjedinjenim Americkim Drzavama gdje je svako tre¢e dijete Skolske dobi pretilo ili ima
prekomjernu tjelesnu tezinu (19). Postoje znacajne razlike u prevalenciji pretilosti u razli¢itim
regijama svijeta, ali i unutar pojedinih zemalja zahvacenih pandemijom pretilosti postoje
razlike izmedu razli¢itih etnickih i socioekonomskih skupina, s ve¢im udjelom pretile djece

medu siromasnijom populacijom (19).

Najces¢i uzrok pretilosti u djece je pozitivna bilanca energije, odnosno vec¢i unos
energije hranom u odnosu na energiju potroSenu tjelesnom aktivno$éu, uz genetsku
predispoziciju i konstitucijsku sklonost debljanju. Tako se u pretile djece izuzetno rijetko nade
endokrini uzrok pretilosti ili definirani genetski etioloski faktor, nasljedni ¢imbenici imaju
snaznu ulogu u sklonosti pretilosti, bilo da se radi o multifaktorijalnom genetskom nasljedu ili
obiteljskom okruzju i navikama s kojima dijete odrasta. Tako pretilost u jednog od roditelja
povecava rizik razvoja pretilosti u djeteta dva do tri puta, a ukoliko su oba roditelja pretila rizik
se povecava 15 puta (20). Ne smijemo pritom zanemariti i Sire socijalno okruzje te trendove u
ponasanju koji obiljezavaju pojedina ekonomska razdoblja definirana razvojem industrije i
medija. Tako trenutno prevladava tzv. ,,obezogeno* razdoblje u kojem je razvoj industrije
doveo do raspolozivosti jeftinih zasladenih pi¢a 1 hrane bogate zasladivacima, zasi¢enim

masno¢ama i ostalim nekvalitetnim kalorijama, a tjelesna aktivnost postaje iznimka. Skolska



igraliSta su prazna, djeca dane provode pred razliCitim elektronskim medijima, a sve su
dostupnija priruc¢na prijevozna sredstva na elektri¢ni pogon. Stoga je lijecenje pretilosti u djece
izrazito tesko 1 mukotrpno te u konacnici najcesée daje vrlo skromne rezultate. Naime, jedino
ucinkovito lijecenje pretilosti je promjena Zivotnih navika, odnosno smanjenje unosa energije
1 sustavno povecanje tjelesne aktivnost Sto zahtijeva dosljednost, ukljucenost cijele obitelji i
sustavno modificiranje drustvenih normi koje su se zadnjih desetlje¢a nametnule. Svaki od
navedenih koraka izuzetno je teSko provodiv. lako i dalje drustvo cijeni i nagraduje preventivne
programe, sve smo svjesniji da napore treba usmjeriti sekundarnoj, pa i tercijarnoj prevenciji.
Naime, pretila djeca vrlo rano razvijaju komplikacije kao §to su ortopedski poremecaji (21),
prije svega u vidu valgus deformiteta koljena i spustenih stopala te respiratorni problemi sa sve
ve¢im udjelom djece koja boluju od astme (22). Povecanje prevalencije pretilosti u djece prati
1 pojava komorbiditeta koji su se donedavno javljali isklju¢ivo u odrasloj dobi, a ukljucuju
Secernu bolest tipa 2, hipertenziju, steatozu jetre, opstruktivnu apneju u snu i dislipidemiju.
Svaki od njih dodatno povecava rizik razvoja kardiovaskularnih komplikacija bolesti (23).
Javljaju se i razvojni problemi specifi¢ni za dob i to u podrucju reproduktivnog, ali i mentalnog
zdravlja (4, 19). U pretile djece narusena je i psihosocijalna homeostaza, ta su djeca podlozna
stigmatizaciji, imaju snizeno samopostovanje i kvalitetu zivota te su sklonija anksioznosti 1
drugim psihickim tegobama koje im oteZavaju suocavanje s osnovnim problemom i pridonose
produbljenju njihovih tegoba (24). Nazalost, veliki udio pretile djece svoju debljinu prenosi u
odraslu dob, posebice oni koji su pretili i u doba adolescencije, u kojih je pretilost tezeg stupnja
te ona djeca ¢iji su roditelji pretili (4, 19, 20). Pretila djeca postaju pretili odrasli, a potom i
pretili roditelji novih narastaja, a kroz zivot od rane dobi nose zacetke kroni¢nih komplikacija
koji ih sustizu ve¢ u ranoj odrasloj dobi. Istovremeno, u pretilih se osoba od dje¢je dobi moze
pratiti razvoj endotelne disfunkcije koja je prvi znak krvozilnih komplikacija i s jedne strane
vodi razvoju ateroskleroze, a s druge strane oSteCenju najmanjih krvnih zila. Endotelna
disfunkcija pridonosi ranoj pojavi i brzoj progresiji mikrovaskularnih komplikacija u osoba
koje razviju Secernu bolest tipa 2 (25-29). Do prije tridesetak godina smatralo se da je Secerna
bolest tipa 2 iskljucivo bolest odraslih i starijih osoba, no uoCava se pojava i povecanje
incidencije te bolesti ve¢ u djecjoj dobi. Iako procjene nisu precizne kao u slucaju Sec¢erne
bolesti tipa 1 smatra se da samo u Sjedinjenim Americkim Drzavama preko 20.000
adolescenata boluje od Secerne bolesti tipa 2 (30), dok je znakove predijabetesa moguce uociti

u oko 5% djece dobi 6 do 10 godina (31).



1.3. Krvozilne promjene u djece sa Secernom bolescu tipa
1 i u pretile djece

1.3.1. Cimbenici rizika za razvoj ateroskleroze

Djetinjstvo i adolescencija predstavljaju razdoblje u Zivotu posebno osjetljivo za razvoj
rizicnih ¢imbenika razvoja bolesti srca i1 krvnih zila, koji su izrazeniji i brojniji u pretile djece
te u djece sa SeCernom boles¢u (Tablica 1). Tako se dva ili viSe Cimbenika rizika za razvoj
kardiovaskularnih bolesti nalazi u 14% djece sa SeCernom bolesc¢u tipa 1 te u 92% djece sa
Se¢ernom bolescu tipa 2 (32, 33), dok se kroni¢ne krvozilne komplikacije razviju u 32% mladih

sa Sec¢ernom bolesc¢u tipa 1 1 u 72% onih sa Se¢ernom boles¢u tipa 2 (33, 34).

Vecinu c¢imbenika rizika moguée je kontrolirati, od onih antropometrijskih do
metabolickih. Tu prvenstveno pripadaju vrijednosti ITM 1 opseg struka, ¢ije se povecanje
biljezi ne samo u pretile djece, ve¢ 1 u djece sa Se¢ernom bolesc¢u tipa 1, a praceni su brojnim
metaboli¢kim komplikacijama, primjerice inzulinskom rezistencijom, hiperlipidemijom,
oste¢enjem jetre (32, 35). U djece sa Secernom boles¢u i glikemija mjerena udjelom HbAlc
predstavlja vazan c¢imbenik rizika koreliraju¢i znacajno s izrazenijim makrovaskularnim
komplikacijama (33, 36). Zadnjih se godina sve viSe vaznosti kao ¢imbeniku rizika pridaje
glukovarijabilnosti, odnosno broju i amplitudama glikemijskih fluktuacija (33, 37, 38), a
uporaba senzora za kontinuirano mjerenje glikemije omogucava procjenu i pracenje tog

parametra u svakodnevnom zivotu.

1.3.2. Patofiziologija ateroskleroze

Razvoj ateroskleroze tih je 1 podmukao, no sloZen proces koji nerijetko zapocCinje ve¢ u
djecjoj dobi (11, 39), posebice uz postojanje veceg broja rizi¢nih ¢imbenika. Na te je prve
promjene u stijenki krvnih Zila moguce djelovati, ali ih je, naZalost, gotovo nemoguce
detektirati (39). Aterosklerotskim procesom prvo su zahvacéene velike i srednje velike arterije,
s misi¢nim slojem u stijenki i to na razini viSe organskih sustava (39). Sam proces zapoc€inje u
proupalnom okruzju hipertroficnog masnog tkiva, u kojem dolazi do pojacanog lucenja
adipokina, lipolize i otpuStanja slobodnih masnih kiselina koje posreduju razvoj inzulinske
rezistencije 1 oksidativnog stresa te poti¢u upalnu kaskadu, dovodeéi do aktivacije upalnih
stanica te susljednog otpusStanja citokina i kemokina. Istovremeno dolazi do sekvestracije

cirkulirajucih Cestica LDL-kolesterola, pomocu proteoglikana matriksa stijenke krvnih zila i



njihove oksidacije (11). Oksidirani lipoproteini takoder imaju jako proupalno djelovanje te
poticu endotelne stanice na izrazaj niza adhezijskih molekula kao S§to su vaskularne i
medustani¢ne adhezijske molekule (VCAM-1, prema engl. vascular cell adhesion molecule I
ICAM-1, prema engl. intercellular adhesion molecule 1), kemokina (CCL2, CCL5, CXCLI10,
prema engl. C — C motif lignad; C — X — C motif ligand), Cimbenika rasta, kao $to su ¢imbenik
rasta iz trombocita (PDGF, prema engl. platelet-derived growth factor), ¢imbenik rasta
fibroblasta (FGF, prema engl. fibroblast growth factors), cimbenik rasta slican inzulinu (IGF,
prema engl. insulin-like growth factor), transformirajuci ¢cimbenik rasta-f (TGF-f, prema engl.
transforming growth factor beta), te upalnih citokina, poput interleukina 1 (IL-1) i ¢imbenika
tumorske nekroze alfa (TNF-a, prema engl. tumor necrosis factor alpha). lako u normalnim
okolnostima cirkuliraju¢i leukociti ne prianjaju za endotel krvnih Zila, u okolnostima ostecenog
endotela i pojacanog izrazaja adhezijskih molekula i kemokina, leukociti se selektivno vezu na
povrsinu endotela, a potom migriraju u samu stijenku. Na taj nacin cirkuliraju¢i monociti
naseljavaju zahvaceno podrucje krvozilne stijenke, aktiviraju se i diferenciraju u makrofage.
Aktivirani makrofagi potom fagocitiraju suvisak sekvestriranog i oksidiranog LDL- kolesterola
te, pohranjuju¢i ga u unutarstani€na zrnca, poprimaju pjenusav izgled, odnosno postaju

pjenusave stanice ¢ije nakupljanje ¢ini masne tracke (pruge) (11, 40) (Slika 1).

Istovremeno aktivirani makrofagi otpustaju citokine, ukljuc¢ujuc¢i IL-1 1 IL-6 te privlace
1 ostale upalne stanice (monocite, mastocite, aktivirane limfocite T) Sto poti¢e dodatno
sekvestriranje 1 oksidaciju LDL-kolesterola. Proupalno djelovanje makrofaga i pjenuSavih
stanica putem citokina i kemokina potic¢e glatke miSi¢ne stanice medije stijenke krvnih zila na
proliferaciju i migraciju prema sloju intime. S vremenom se plakovi povecavaju, fibroziraju i
kalcificiraju te mogu krvariti, ulcerirati 1 rupturirati, ¢ime dovode do tromboze zahvacenih
krvnih zila. Tromboti¢ke okluzije u konacnici dovode od klini¢kih manifestacija krvozilnih

bolesti u vidu infarkta miokarda, cerebrovaskularnog incidenta ili pak gangrene udova (11, 41).
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Slika 1. Patofiziologija razvoja ateroskleroze. Pretilost i $ecerna bolest predstavljaju proupalno stanje u
kojem dolazi do pojac¢anog lucenja adipokina te lipolize i otpustanja slobodnih masnih kiselina koje posredujudi
inzulinsku rezistenciju i razvoj oksidativnog stresa, zapocinju upalnu kaskadu dovodec¢i do aktivacije upalnih
stanica te susljednog otpustanja citokina i kemokina. Opisani proces u konacnici vodi disfunkciji i oSte¢enju
endotela krvnih Zila. Kroz ostec¢eni endotel LDL ulazi u stijenku krvne Zile gdje dolazi do oksidativne modifikacije
LDL-a. Oksidirani LDL podlijeze fagocitozi od strane tkivnih makrofaga koji nakupljanjem LDL-a postaju pjenusave
stanice. Lizofosfatidna kiselina, koja je sastavni dio LDL-Cestica, poti¢e endotel na izrazavanje kemokina koji
privlace monocite putem odgovarajucih receptora na njihovoj povrsini, a nakupljanje oksidiranog LDL-a u
pjenusavim stanicama poti¢e transformirane makrofage na otpustanje citokina i kemokina te pogoduje i
izrazavanju adhezijskih molekula na povrsini endotelnih stanica. Adhezijske molekule na povrsini endotelnih
stanica vezu i privlace u krvoZzilnu stijenku dendriti¢ke stanice i limfocite T. Opisani procesi dovode do nakupljanja
lipida i debrisa, te nekroze makrofaga, daljnjeg otpustanja proupalnih molekula, privlacenja drugih upalnih
stanica te amplifikacije opisanog procesa sto rezultira stvaranjem plaka. Otpusteni citokini i kemokini poticu i
proliferaciju glatkih stanica krvozZilne stijenke koje ucvrséuju i stabiliziraju plak. Pove¢anjem plaka glatke misi¢éne
stanice stvaraju povrsinski zastitni sloj kolagena i elastina koji Stiti lumen krvne Zile od nekroti¢ne tvari. Kada
takva lezija rupturira, na mjestu rupture se nakupljaju trombociti stvarajuci tromb. LDL — lipoprotein niske
gustoce, prema engl. low-density lipoprotein; SMK — slobodne masne kiseline.

K.U. Modificirano prema: Hajjar DP and Gotto AM. Biological Relevance of Inflammation and Oxidative Stress in
the Pathogenesis of Arterial Diseases. Am J Pathol 2013,182: 1474e1481; van der Vorst EP, Doring Y, Weber C.
Chemokines and their receptors in Atherosclerosis. ] Mol Med (Berl). 2015 Sep;93(9):963-71.



Studije provedene na wuzorcima autopsija djece 1 mladih stradalih od ne-
kardiovaskularnih incidenata pokazale su aterosklerotske promjene ve¢ od najranije dobi u vidu
masnih tracaka u aorti i koronarnim arterijama. Jedna od najpoznatijih takvih studija je "the
Bogalusa Heart Study" kojom je uocena pojava masnih tracaka i pruga u aortama i koronarnim
arterijama 50% prethodno zdrave djece dobi 2 do 15 godina te u 85% osoba dobi od 21 do 39
godina, dok su uzdignuti plakovi opisani u 8 do 18% djece te u 60 do 69% mladih odraslih (42).
Takoder je utvrdeno da se incidencija aterosklerotskih promjena u krvnim zilama povecava s

dobi, vrijednostima I'TM, krvnim tlakom i koncentracijama ukupnog i LDL-kolesterola.

1.3.3. Razvoj ateroskleroze u riziénim skupinama djece

Se¢erna bolest i pretilost, predstavljaju vazan skup &imbenika rizika za razvoj
ateroskleroze, a sam proces posreduju metabolicki poremecaji zajednicki u oba navedena
stanja. U osoba sa Sec¢ernom bolescu rizik razvoja aterosklerotskih lezija je dva do deset puta
veci nego u njihovih zdravih vrSnjaka te ne iznenaduje €injenica da je u toj skupini bolesnika
povecan morbiditet 1 mortalitet uzrokovan koronarnom boleS¢u, cerebrovaskularnim
incidentima te bolestima velikih arterija (43). lako se navedene komplikacije dogadaju u
odrasloj dobi, prve promjene u stijenki krvnih Zzila vidljive su ve¢ u djece, uz znacajnu

progresiju kod postojanja rizi¢nih ¢imbenika (43, 44).

Postupci kojima se pokuSavalo dokazati postojanje promjena u stijenki krvnih zila u
zivih osoba temeljile su se na invazivnim i skupim slikovnim metodama te indirektnoj procjeni
mjerenjem protoka u krvnim zilama Doppler-metodom, no blage promjene moglo se uociti tek
postmortalnim, histoloskim pregledom. Zahvaljujuéi razvoju ultrasonografije visoke
rezolucije, mjerenje debljine sloja intima-medija stijenke zajednicke karotidne arterije postalo
je neinvazivni marker subklinicke ateroskleroze (42, 43, 45, 46). Znacajno zadebljanje endotela
uoceno je ve¢ u djecjoj dobi i to u pretile djece (47), u djece s familijarnom
hiperkolesterolemijom (48) te u djece sa SeCernom boles¢u tipa 1 (44). U istrazivanju
provedenom u Klinici za pedijatriju, KBC-a Zagreb, takoder je uoceno zadebljanje sloja intima-
medija stijenke zajedniCke karotidne arterije u djece sa Se¢ernom boleS¢u u odnosu na zdrave
ispitanike, ali i u odnosu na njihove pretile vr$njake (49). U skupini djece sa Se¢ernom bolescu
takoder su nadene promijenjene vrijednosti funkcijskih parametara koji upuéuju na povecanu
krutost arterijske stijenke. U skupini pretile djece smanjena arterijska popustljivost uocena je u

djevojcica te u djece s poviSenim krvnim tlakom, dok su u skupini djece sa Se¢ernom boles¢u
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pokazatelje povecane krutosti arterijske stijenke imala djeca s duljim trajanjem Secerne bolesti,
visim vrijednostima ITM, vi§im sistolickim 1 dijastolickim krvnim tlakom te viSim postotkom
HbA1c (49). Uoceno je da i glukovarijabilnost znatno pridonosi promjenama stijenke krvnih
zila. U osoba sa Sefernom boleS¢u tipa 2 uoCene su promjene parametara krutosti aorte
(izrazenom kao PWV, prema engl. pulse wave velocity) ovisno o parametrima varijabilnost
glikemije, sugeriraju¢i vecu krutost stijenke u osoba ¢ija je glikemija krace vrijeme bila unutar
ciljnog raspona (TIR, prema engl. time in range), odnosno koji su imali poveéan koeficijent
varijabilnosti glikemije (38). I u novijim studijama potvrdena je povezanost varijabilnosti
glikemije, procijenjena analizom podataka sustava za kontinuirano mjerenje glikemije, s
promjenom funkcionalnih karakteristika stijenke krvnih Zila u osoba sa Se¢ernom boles¢u tipa
2 koje nemaju bolest srca i krvnih zila (50). Istovremeno, povezanost vremena provedenog s
glikemijom unutar ciljnih vrijednosti s parametrima funkcije i debljine stijenke krvnih Zila u

odraslih osoba oboljelih od Secerne bolesti tipa 1 nije utvrdena (51).

1.3.4. Uloga upale kao glavnog ¢imbenika rizika za razvoj
krvozilnih komplikacija

Sve je viSe dokaza da u razvoju endotelne disfunkcije, koja je temelj morbiditeta i
mortaliteta pretilih osoba glavnu ulogu ima upalno stanje te da je organizam pretile osobe u
stanju kroni¢ne upale blagog intenziteta (52-55). Isto vrijedi i1 za naizgled potpuno razliit
nozoloski entitet, Sefernu bolest tipa 1. Obje bolesti obiljezava razvoj metabolickih
komplikacija (Tablica 1), koje su laboratorijski mjerljive i koje razli¢itim patofizoloskim
mehanizmima ostvaruju uzrocnu vezu s razvojem i postojanjem upalnog okoliSa koji vodi
endotelnoj disfunkciji 1 vaskularnim komplikacijama. Osim promjena u stijenki velikih krvnih
zila, metabolicki poremecaji pogoduju i razvoju mikrovaskularnih komplikacija, a smatra se da

u oba procesa klju¢nu ulogu ima razvoj inzulinske rezistencije (52, 56).

1.3.5. Patofiziologija razvoja upale osoba sa Se¢cernom boleséu
tipa 1 i u pretilih osoba

U osoba sa Se¢ernom boles¢u najizraZeniji metabolicki poremeca;j je hiperglikemija. U
uvjetima hiperglikemije ubrzano se stvaraju krajnji produkti glikacije (AGE, prema engl.
advanced glycation endproducts). Vezuci se na receptor za AGE (RAGE), spojevi AGE potic¢u

razvoj upalnog odgovora (57-59). Hiperglikemija, uzrokujuéi oksidativni stres, sudjeluje i u
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aktivaciji receptora sli¢nih Toll-u (TLR, prema engl. Toll-like receptor), takoder ucinkovitih
pokretaca upalnog procesa (60-62). Djelujuéi, pak, na slozenu stani¢nu i molekularnu mrezu
koja gradi strukturno i funkcionalno cjelovitu krvozilnu stijenku, tako pokrenut upalni proces
posreduje razvoj mikrovaskularnih i makrovaskularnih komplikacija Secerne bolesti (57-60,

62).
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Slika 2. Mehanizam pokretanja upalne reakcije hiperglikemijom. Visoke koncentracije glukoze u
interakciji sa serumskim proteinima tzv. Maillardovom reakcijom dovode do stvaranja spojeva AGE koji se u
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medustanicnom prostoru vezu na odgovarajuce receptore RAGE na povrsini endotelnih stanica. Vezanje spojeva
AGE za receptore pokrece signalne kaskade, aktiviraju¢i oksidazu NADPH koja potice stvaranje spojeva ROS i
aktivaciju MAP-kinaza (MAPK), koje u konacnici vode aktivaciji transkripcijskog ¢imbenika NF-kB. Opisana
signalna kaskada pokrece se i vezanjem spojeva AGE za receptore TLR4, pritom stvaraju¢i kompleks AGE-MD2-
TLR4, koji takoder vodi aktivaciji ¢imbenika NF-kB putem MAPK. Aktivacija NF-kB kljucni je korak u poticanju
upalnog procesa jer vodi translokaciji toga spoja u jezgru, gdje potice transkripciju ciljnih gena za adhezijske
molekule, citokine, kemokine i tkivne ¢imbenike rasta. AGE — krajnji produkti glikacije, prema engl. advanced
glycation end-product; RAGE — receptor za krajnje produkte glikacije, prema engl. receptor for advanced
glycation end products; NADPH-oksidaza — nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat oksidaza, prema engl.
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase; ROS — reaktivni kisikovi spojevi, engl. reactive oxygen
species; MAPKs — protein-kinaze aktivirane mitogenom, prema engl. mitogen-activated protein kinases; NF-kB —
jezgrin ¢imbenik kapa B, prema engl. nuclear factor kappa B; TLR4 — ,Toll-like” receptor 4; MD2 — ko-receptor
TLR4, prema engl. myeloid differentiation 2.

K.U. Modificirano prema: Hegab Z, Gibbons S, Neyses L, Mamas AM. Role of advanced glycation end products
in cardiovascular disease. World J Cardiol 2012; 4(4): 90-102; Wang Y. Luo W, Han J, Khan ZA, Fang Q, Jin Y,i

sur. MD2 by direct AGE interaction drives inflammatory diabetic cardiomyopathy. Nat Commun 2020;11:2148.
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S druge strane, nekoliko je teorija kojima se pokuSava objasniti zacetak upalnog procesa
u pretilih osoba. Jedna od teorija pocinje od zapazanja da pretilost ima negativan utjecaj na
postojanost funkcije crijevne barijere, Sto u pretilih osoba omogucava translokaciju bakterijskih
antigena, prije svega lipopolisaharidnih dijelova stani¢ne membrane, u mezenterijski limfni
sustav, a potom 1 u cirkulaciju (52, 63). U cirkulaciji te lipopolisaharidne antigene prepoznaje
imunosni sustav te pokre¢e upalnu kaskadu i podrzava upalno stanje niskog intenziteta.
Istovremeno putem lipopolisaharida dolazi i do aktivacije tkivnih makrofaga u masnom tkivu,
ali 1 u Langerhansovim otoci¢ima gusteraCe, povecava se lucenje citokina i kemokina, §to
potiCe regrutiranje i sazrijevanje drugih upalnih stanica te, u konacnici, utjeCe na funkciju i
postojanost B-stanica (52, 63). Prema drugoj teoriji, u pretilih osoba, nakon zasi¢enja masnog
tkiva dolazi do nakupljanja lipidnih molekula u ,,nemasnom tkivu®, koje reagira na suviSak
slobodnih masnih kiselina. Slobodne masne kiseline poti¢u aktivaciju makrofaga te stvaranje
kemokina, a proces je znacajno jaci ukoliko postoji nepotpuna oksidacija slobodnih masnih
kiselina (52, 63). Prema trecoj teoriji, hipertrofija adipocita dovodi do njihove disregulacije i
potice luc¢enje adipokina i citokina, Sto modulira upalni odgovor i potice kroni¢no upalno stanje.
Upali pridonosi i relativna hipoksija u masnom tkivu, koja je posljedica ekspanzije masnog

tkiva koju ne prati odgovarajuc¢a vaskularizacija (52, 63) (Slika 3).

Pocetno lucenje citokina i kemokina, uz regrutiranje drugih upalni stanica koje 1 same
luce proupalne molekule, stvara zaCarani krug koji odrzava upalno stanje. Upala, s druge strane,
negativno djeluje na osjetljivost na inzulin, uzrokujuéi inzulinsku rezistenciju, te pogoduje
amplifikaciji metabolickih poremecaja koji dodatno pridonose upalnom procesu i oStecenju
tkiva (52). Opisani upalni procesi zbivaju se i na razini vrlo lokaliziranog okruzja, u
Langerhansovim oto¢i¢ima gusterace, gdje suviSak lipida s jedne strane mijenja lucenje
inzulina, a s druge strane poti¢e upalnu kaskadu u kojoj citokini i kemokini posreduju razvoj
inzulitisa 1 unistenje B-stanica (63-65). Na taj je nacin dokazano da postoje brojna preklapanja
u etiopatogenezi Sec¢erne bolesti tipa 1 1 tipa 2, koje je donedavno povezivalo samo ime 1 za

koje se smatralo da predstavljaju patofizioloski sasvim razlicite entitete.
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Slika 3. Mehanizam razvoja upale u masnom tkivu u pretilih osoba — ekspanzija masnog tkiva i
rezultirajuca upala i metabolicka disregulacija. Pozitivna bilanca energije dovodi do hipertrofije adipocita i
ekspanzije masnog tkiva. Hipertrofi¢ni adipociti pocinju luciti proupalne citokine i kemokine koji privlaée upalne
stanice u ekspandirano masno tkivo. Uz adipocite, i regrutirane upalne stanice luce citokine (TNF-a, IL-1B i IL-6)
i kemokine (CCL2, CCL5, MIF, CXCL12) potic¢uéi proupalni fenotip tkivnih makrofaga koji se od mirujucih
makrofaga M2, transformiraju u proupalne makrofage M1. Makrofagi M1 podrzavaju i pojacavaju upalno stanje
i sami lu€eci proupalne molekule i posredujuéi razvoj inzulinske rezistencije na razini postreceptorskog signalnog
puta. Istovremeno opisano okruzje pogoduje lipolizi te dolazi do otpustanja slobodnih masnih kiselina koje
modificiraju djelovanje inzulina te dodatno pogoduju razvoju inzulinske rezistencije. Ekspanziju masnog tkiva ne
prati odgovarajuéa angiogeneza rezultirajuci hipoksijom u pojedinim, nedovoljno prokrvljenim dijelovima. SMK
—slobodne masne kiseline; TNF-a — ¢imbenik tumorske nekroze alfa, prema engl. tumor necrosis factor alfa; IL-
1B - interleukin 1 beta; IL-6 — interleukin 6; MIF — cimbenik inhibicije kretanja makrofaga, prema engl.
macrophage migration inhibitory factor; CCL — kemokinski ligand s C-C motivom; CXCL — kemokinski ligand s C —
X = C motivom.

K.U. Modificirano prema McArdle MA, Finucane OM, Connaughton RM, McMorrow AM, Roche HM. Mechanisms
of obesity-induced inflammation and insulin resistance: insights into the emerging role of nutritional strategies.
Front Endocrinol (Lausanne). 2013 May 10;4:52; Kawai T, Autieri MV, Scalia R. Adipose tissue inflammation and
metabolic dysfunction in obesity. Am J Physiol Cell Physiol. 2021 Mar 1;320(3):C375-C391
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1.4. Kemokini i kemokinski receptori

Kemotakti¢ni citokini, odnosno kemokini (prema engl. chemotactic cytokine), mali su
signalni polipeptidi veli¢ine 8 do 10 kDa koji upravljaju novacenjem i navodenjem imunosnih
stanica u fizioloskim i patoloskim uvjetima. U ljudi je poznato pedesetak razli¢itih kemokina
te dvadesetak kemokinskih receptora. Kemokini se dijele u Cetiri skupine na temelju broja i
smjeStaja N-terminalnih cisteinskih ostataka u kemokinskoj domeni. Glavne skupine su
kemokinski ligandi s C — C motivom (CCL, prema engl. C — C motif ligand), gdje su cisteinski
ostaci smjesteni jedan pored drugoga i kemokinski ligandi s C — X — C motivom (CXCL, prema
engl. C — X — C motif ligand) u kojima su N-terminalni cisteinski ostaci odvojeni jednom
aminokiselinom. Potonja skupina dodatno se dijeli na onu u koje se uz N-terminalni cisteinski
ostatak nalazi motiv glutaminska kiselina — leucin — arginin (kemokini ELR: CXCL1 i CXCLS)
te na skupinu koja ne sadrzi navedeni motiv (non — ELR). U tu skupinu pripadaju tri strukturno
1 funkcijski sli¢na kemokina koja potice interferon (INF): CXCL9, CXCL10 i CXCL11 (66-
68).

Kemokini ostvaruju biolosku ulogu putem specificnih receptora na povrsini ciljnih
stanica (CCR, prema engl. C — C motif receptor 1 CXCR, prema engl. C — X — C motif receptor).
Kemokinski receptori pripadaju superobitelji receptora spregnutih s G-bjelancevinama. Nakon
vezanja liganda dolazi do konformacijskih promjena koje rezultiraju promjenom gvanozin-
difosfata (GDP) u gvanozin-trifosfat (GTP) i aktivacijom heterotrimericke G-bjelancevine (63,
67, 69, 70). Spomenutu heterotrimericku strukturu ¢ini vise razlicitih podjedinica Ga, G 1 Gy,
koje pridonose kompleksnosti signalnog odgovora. Razli€iti kemokinski ligandi koji se vezu
za isti receptor stoga postizu razli¢ite molekularne u¢inke te dovode do specificnog bioloskog
odgovora. Takva razli¢itost kona¢nog odgovara na aktivaciju receptora omogucava da oko
pedesetak razli¢itih kemokina svoja specifi¢na djelovanja ostvaruje putem dvadesetak
kemokinskih receptora. Spomenuta paradigma prema kojoj jedan receptor moze poluciti
razli¢iti bioloski odgovor ovisno o ligandu koji se veZze na njega naziva se funkcionalna

selektivnost (,,biased agonism*) (63, 70, 71) (Slika 4).

Djelovanja kemokina nakon vezanja za kemokinski receptor uklju¢uju usmjerenu
kemotaksiju ciljnih stanica, promjene u funkciji unutarstanicnih drugih glasnika te djelovanje
na izrazaj gena, sintezu proteina, lokalizaciju signalnih proteina kao 1 otpusStanje molekula
kljuénih za funkcioniranje upalnih procesa (69, 70). S obzirom na funkciju, kemokini se
svrstavaju u dvije kategorije: homeostatski i proupalni kemokini, s time da postoje znatna

preklapanja jer velik broj kemokina pripada u obje kategorije.
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Slika 4. Kemokini i kemokinski receptori. Shema prikazuje poznate kemokinske receptore pojedinaéno
prikazane u kruznicama poredanim u krug u obliku kotaca. Na svakoj pripadajucoj Zbici kotaca navedeni su
odgovarajuéi ligandi. Dio receptora veZe vise liganada po principu funkcionalne selektivnosti (oznaceno
tamnijom bojom), dok su neki receptori specificni za pojedini ligand (svjetlije). Kemokini mogu biti klasificirani
kao konstitutivni (homeostatski, oznaceni ljubi¢astom bojom) te inducibilni (proupalni, oznaceni narancastom
bojom). Ta podjela nije apsolutna te je treba shvatiti kao pravilo s iznimkama.

K. U. Modificirno prema White GE, Igbal AJ, Greaves DR. CC Chemokine Receptors in Inflammation.
Pharmacological Reviews January 1, 2013, 65 (1) 47-89; Markl F, Huynh D, Endres S, Kobold S. Utilizing
chemokines in cancer immunotherapy. Trends Cancer. 2022 Aug;8(8):670-682.

Kemokini imaju klju¢nu ulogu u pokretanju 1 usmjeravanju upalnog procesa, a luce ih
razliite vrste krvnih stanica, ukljucujuéi leukocite te nekoliko vrsta tkivnih stanica (primjerice
endotelne stanice, epitelne stanice, fibroblasti, B-stanice gusterace). Uobicajeni okidac za
lucenje je odgovor na infekciju, odnosno bakterijske i virusne antigene ili odgovor na oStecenje
tkiva (68). Djelovanje kemokina ukljucuje aktivaciju endotela 1 pojacanu adheziju
cirkuliraju¢ih leukocita, usmjerenu kemotaksiju prema kemokinskom gradijentu i aktivaciju
ciljnih stanica, te susljednu imunosnu reakciju u zahvac¢enom tkivu. Nacelno, CXC — kemokini
posreduju novacenje neutrofila i to poglavito kemokini CXCL1, CXCL5 i CXCLS, no imaju i

sposobnost poticanja sinteze glikozaminoglikana te novacenje limfocita B, limfocita T i
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monocita. Nadalje, kemokin CXCL12 ima angiogena svojstva, dok je ucinak kemokina
CXCLI10 angiostatski (72). S druge strane, CC-kemokini posreduju prije svega kemotaksiju
monocita, uz izuzetak kemokina CCL2 koji je jedan od glavnih ¢imbenika koji posreduje
novacenje neutrofila. CC-kemokini kao i CXC-kemokini mogu sudjelovati i u novacenju
limfocita (63, 67, 69, 70). Osim utjecaja na migraciju i aktivaciju stanica, kemokini imaju ulogu

1u sazrijevanju limfocita, angiogenezi, imunosupresiji i drugim imunosnim procesima (67, 68).

S obzirom na to da kemokini pridonose patogenezi brojnih bolesti pra¢enih upalnim
procesima koji vode poremecaju funkcije i strukture tkiva, a klini¢ki se ocituju kroni¢nim

progresivnim tijekom, prepoznati su i kao ciljevi novijih terapijskih strategija (66-68).

1.4.1. Kemokini u razvoju sec¢erne bolesti tipa 1

Novijim istraZivanjima sve je jasnija uloga upale u razvoju i tijeku Secerne bolesti tipa
1. Kemokini kao medijatori upalnog procesa imaju vaznu ulogu i u razvoju i u kasnijem tijeku
te bolesti te posreduju u nastanku endotelnog ostecenja koje vodi razvoju mikrovaskularnih i
makrovaskularnih komplikacija. Same B-stanice gusterace imaju sposobnost luc¢enja razlicitih
kemokina, a proces lucenja induciran je i potom pojacan izloZzenoS¢u [-stanica upalnim
signalima. Dok pocetni okida¢ koji aktivira autoimunosni proces usmjeren na [-stanice
Langerhansovih otoci¢a guSterace nije sasvim poznat, daljnji slijed dogadaja ukljucuje
aktivaciju i lucenje citokina i kemokina iz tkivnih imunosnih stanica (prije svega makrofaga).
Na to se nadovezuje novacenje dodatnih upalnih i imunosnih stanica (neutrofila, limfocita T)
te njihova aktivacija, uz razvoj specificnog imunosnog odgovora na antigene PB-stanica, uz
daljnje lucenje citokina i kemokina koji odrzavaju imunosni odgovor (66). Na taj se nacin kroz
aktivaciju prirodenog, a potom i steenog imunosnog odgovora te slozenu interakciju niza
upalnih stanica 1 njihovih produkata stvara zacarani krug koji vodi selektivnoj infiltraciji
upalnih 1 imunosnih stanica, te u konac¢nici posreduje uniStenje f-stanica, odnosno njihovu

funkcionalnu inhibiciju (66).

Dokazano je kako je upravo otpustanje kemokina CCL2 i CXCL10 iz B-stanica
odgovorno za pokretanje upalnog procesa, poticu¢i ulazak upalnih stanica u tkivo guSterace
(63). Kemokin CCL2 veze se za receptor CCR2, §to se smatra klju¢nim u privlacenju monocita
koji taj receptor izrazavaju (73). Sve je viSe saznanja prema kojima i kemokin CCL4 ima vaznu
ulogu. Prema rezultatima istrazivanja Kim i suradnika, ¢ini se da aktivirani memorijski

limfociti T koji izrazavaju receptor CCR4 naseljavaju Langerhansove otoCi¢e gusterace gdje
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mijenjaju mikrookoli§ B-stanica omogucuju¢i novacenje drugih imunosnih stanica koje
izrazavaju isti receptor (74). Uz aktivirane limfocite T, vaznu ulogu imaju i predo¢ne stanice
poput limfocita B, dendritickih stanica i makrofaga, a privla¢enje upalnih i imunosnih stanica
smatra se jednim od kljuénih koraka u zapocinjanju kaskade koja vodi autoimunosnoj
destrukciji B-stanica (74). Istovremeno, i kemokin CXCL10, vezanjem za receptor CXCR3,
ima sposobnost usmjeriti migraciju aktiviranih i memorijskih limfocita T te stanica koje imaju
kljuénu ulogu u zavr$nim fazama opisivanog autoimunosnog procesa, poglavito stanica NK
(prirodnoubilackih stanica, prema engl. natural killer cells) (75, 76). Privucene upalne stanice
u razli¢itim fazama ovog procesa i same luce brojne citokine (IL-1, TNF-a, INF-y) koji putem
specificnih receptora vode aktivaciji signalnih puteva (posredovanih jezgrinim ¢imbenikom
kapa B, NF-xB, prema engl. nuclear factor kappa B i STATI1, prema engl. signal transducer
and activator of transcription). Spomenuti signalni putevi u konacnici povratno poticu lu¢enje
kemokina 1 citokina iz B-stanica, poglavito kemokina CXCL10 koji nastavlja upalnu kaskadu,
te istodobno smanjuju lucenje inzulina posredujucu funkcionalnu inhibiciju i unistenje -
stanica (63). Vrlo slican proces koji vodi razvoju inzulitisa i destrukciji f-stanica odvija se i u
organizmu pretilih osoba te se u zavrSnom segmentu patofizioloSkog procesa spajaju dva

etioloSki sasvim razli¢ita poremecaja.

1.4.2. Kemokini i pretilost

Sve je viSe dokaza da su 1 Secerna bolest 1 pretilost kroni¢ne upalne bolesti te da je
kroni¢no upalno stanje odgovorno za pokretanje cijelog niza procesa koje vode metabolickim

1 vaskularnim komplikacijama.

U osoba sa Secernom boles¢u, hiperglikemija je jedan od glavnih pokretaca upalnih
procesa. Istovremeno, u pretilih osoba prekomjerni unos energije vodi ekspanziji masnog tkiva
1 hipertrofiji adipocita uvjetujuci njihovu disregulaciju i lucenje proupalnih citokina kao §to su
TNF-0, IL-1B 1 IL-6. Spomenuti citokini pridonose smanjenju osjetljivosti na inzulin u
primarnim ciljnim tkivima, ukljucujuéi jetru i skeletne misice, i to djelujuéi posredno, putem
autokrinih 1 parakrinih upalnih signalnih puteva, ali i djelujuéi izravno na inzulinski receptor
(77). Hipertrofi¢ni adipociti takoder luce 1 kemokine, posebice CCL2 i CCL5 te CXCL12 koji
navode migraciju monocita u masno tkivo, koji se potom transformiraju u makrofage. Upravo
makrofagi u masnom tkivu (ATM, prema engl. adipose tissue macrophages) koji izrazavaju

receptore CCR2 1 CXCR4 predstavljaju kljuan izvor proupalnih citokina 1 kemokina, koji
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pojacavaju upalnu kaskadu odrzavajuci upalni okoli§ i smanjujuci osjetljivost na inzulin (77)

(Slika 3).

Smatra se da je upravo inzulinska rezistencija inducirana blagom upalnom reakcijom,
koja dodatno potice otpustanje lipida, adipokina, proupalnih citokina i kemokina iz masnog

tkiva, osnovni pokreta¢ metabolickih komplikacija u pretilih osoba.

Posljedica navedenog procesa je, medu ostalim, i otpustanje suviska slobodnih masnih
kiselina u portalnu cirkulaciju te posljedi¢no stvaranje masnih naslaga u jetri. Aktivacija tkivnih
makrofaga u jetri, tzv. Kupfferovih stanica, kljucan je korak koji vodi aktivaciji upalne kaskade
uzrokujuéi razvoj steatoze i apoptoze hepatocita, privlacenje drugih upalnih stanica te, u
konacnici, aktivaciju fibrogeneze. Steatoza jetre i steatohepatitis medu prvim su laboratorijski
uocljivim poremecajima u pretilih osoba, koje nerijetko nalazimo ve¢ u djece, i predstavljaju
najcescu kroni¢nu bolest jetre suvremenog drustva (77). U opisanom procesu znacajnu ulogu
ima kemokin CCLS5, a opisana je 1 povezanost kemokina CCL5 s metabolickim i regulatornim
mehanizmima vaznim u razvoju pretilost kao Sto su centralna regulacija energije, uzimanja

hrane te regulacija temperature na razini hipotalamusa (65, 78).

1.4.3. Kemokini i krvozilne komplikacije

Metabolicke posljedice Secerne bolesti tipa 1, posebice hiperglikemija te u pretilih
osoba dominantno hiperlipidemija, pogoduju razvoj endotelne disfunkcije, a potom i

ateroskleroze ve¢ od djec¢je dobi.

Dokazano je da je kroni¢no upalno stanje glavni patofizioloski pokreta¢ promjena u
stijenki krvnih zila koje vode razvoju ateroskleroze, odnosno stvaranju lezija bogatih lipidima,
tzv. plakova. Kako je ranije opisano, u navedenim lezijama dolazi do kristalizacije kolesterola
1 oksidacije LDL-kolesterola, $to dovodi do aktivacije proupalnih signala i pokretanja
prirodenog 1 ste€enog imunosnog odgovora u sloju intima arterijske stijenke (79) (Slika 1).
Upalni signali posreduju novacenje upalnih stanice u plak u nastajanju, prije svega monocita i
limfocita T. Imunosne stanice luce citokine INF-y, IL-2 1 IL-17, koji moduliraju lokalnu upalnu
reakciju. Upalne stanice privucene u aterosklerotske plakove na povrSini izraZavaju
kemokinske receptore CCRS5, CCR1 i CXCR3, sugerirajuci ulogu njihovih liganada, medu
kojima su CCL5 1 CXCL10, u upalnom procesu koji pogoduje razvoju plaka (79, 80). Kemokini

CCLS5 1 CXCL10 putem receptora koje izrazavaju aktivirani limfociti T pogoduju njihovom
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nakupljanju u plaku transendotelijalnom dijapedezom. Sli¢nu ulogu imaju i MIF (prema eng.
macrophage migration inhibitory factors) 1 CXCL12, koje nakon stimulacije oksidiranim LDL-
kolesterolom lu¢e endotelne stanice, stanice glatkih miSica te tkivni makrofagi. Ti kemokini
djeluju putem receptora CXCR2 i CXCR4 na povrsSini monocita i limfocita T (79, 81). U tom
procesu vaznu ulogu ima i kemokin CCL2, posebice u novacanju monocita u subendotelijalni

prostor, koji ondje pridonose gomilanju ,,pjenusavih stanica® (82).

Osim u razvoju ateroskleroze, odnosno bolesti velikih krvnih Zzila, upalni procesi
posredovani kemokinima imaju vaznu ulogu i u razvoju mikrovaskularnih promjena koje
rezultiraju bolestima viSe organskih sustava, a kojima takoder pogoduju metabolicki

poremecaji koji nastaju na podlozi pretilosti i suboptimalno regulirane Secerne bolesti.

Tako na razini bubrega dolazi do ekspanzije mezangija, zadebljanja glomerularne
bazalne membrane i glomerularne skleroze. Ulogu u tom procesu imaju kemokini CCL2 i
CCLS5, ¢ije je lucenje, medu ostalim, iz stanica proksimalnih tubula i sabirnih kanali¢a bubrega,
stimulirano hiperglikemijom (82). Kemokin CCL2, kao 1 u drugim tkivima, pridonosi
novacenju monocita putem receptora CCR2, podrzavanju lokalnog upalnog procesa, ekspresiji
adhezijskih molekula, ali 1 angiogenezi i stvaranju ekstracelularnog matriksa (82-84). U
konacnici dokazana je snazna korelacija izmedu koli¢ine kemokina CCL2 izlu¢enog urinom i

proteinurije u bolesnika sa Se¢ernom bolescu (82).

Uloga kemokina CCL2 opisana je i u razvoju dijabeticke retinopatije, u promjenama
koje zahvacdaju o¢nu pozadinu. U tom okruzju kemokine luce miofibroblasti i endotelne stanice

retinalnih krvnih Zila, a stimulirane su kemijskim promjenama u staklovini (82).

Uoceno je da bi 1 angiogeni u¢inci CXCL12 mogli imati poguban ucinak na razvoj
dijabeticke nefropatije i retinopatije (85), dok postoje i izvjeS€a o zastitnoj ulozi kompleksa

CXCL12/CXCR4 u razvoju krvozilnih bolesti u pretilih osoba (86).

U osoba sa Secernom boles¢u tipa 1 opisane su poviSene koncentracije kemokina
CXCLI10 1 CXCLI11 te istovremeno smanjeno izrazavanje njihovog receptora CXCR3 na
povrsini limfocita upucujuéi na ulogu tih kemokina u remodeliranju endotela krvnih Zila (66,
87). U pretilih je osoba takoder uoc¢eno da bi kemokini CXCL10 i CXCL11 mogli imati ulogu

u razvoju upale, inzulinske rezistencije i, kona¢no, ateroskleroze (65, 88, 89).

Pri tome se smatra da kemokini nisu klju¢ni za odrzavanje autoimunosnog procesa, ve¢

pridonose upalnoj aktivnosti u podlozi razvoja krvozilnih komplikacija (90).
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1.5. Svrha istrazivanja

Kroni¢na upalna reakcija blagog intenziteta posrednik je izmedu metabolic¢kih
poremecaja koji se razvijaju u djece sa SeCernom bolesc¢u tipa 1 i u pretile djece te posljedi¢nih
krvozilnih komplikacija tih bolesti, a kemokini kao medijatori upale imaju vaznu ulogu u
spomenutim procesima. Znakove upalnog procesa kao i prve promjene koje upucuju na razvoj

spomenutih komplikacija moguce je uociti ve¢ u djecjoj dobi.

Ovim radom nastojali smo pridonijeti razumijevanju patofiziologije razvoja krvozilnih
komplikacija u djece sa SeCernom bolesc¢u tipa 1 i u pretile djece, odnosno moguce uloge
upalnog odgovora posredovanog kemokinima koji po svemu sudeci, zapocinje ve¢ u djecjoj

dobi.

Kako bismo ostvarili gore navedeni cilj, istrazivanje smo proveli kroz tri faze. U prvom
smo dijelu usporedbom laboratorijskih parametara iz periferne krvi nasih ispitanika nastojali
pokazati razliku u koncentracijama kardiometabolickih rizi¢nih ¢imbenika, upalnih molekula i
imunosnih populacija te kemokina izmedu zdravih ispitanika i skupina oboljele djece — djece
sa Se¢ernom boleS¢u tipa 1 i pretile djece. S obzirom da kemokini upravljaju migracijom
upalnih stanica temeljem izrazaja specificnih kemokinskih receptora, definirali smo promjene
u profilu kemokinskih receptora na povrsini upalnih i imunosnih stanica specificne za bolest.
U konacnici smo, unutar pojedine skupine bolesnika, utvrdili povezanost kemokinskih liganada
1 kemokinskih receptora s kardiometaboli¢kim ¢imbenicima rizika i s prvim uo€ljivim
znakovima krvozilnih komplikacija. Takva analiza ima potencijal identificirati eventualne

markere ranih komplikacija, odnosno ciljeve buducih terapijskih intervencija (Slika 5).
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Prva faza
Klinicki i laboratorijski podatci, imunosne populacije, kemokini

/H\ = /ﬂ\ =
Zdravi Seéerna b. Pretili

(Kruskal-Wallis test, Spearmanova korelacija ranga)

Druga faza
Profil kemokinskih receptora imunosnih stanica specifi¢an za bolest

/H\ # /C.H\' /H\ # '
(zdravi )  (Secemab.) ( zdravi ) ( Pretili )

(Mann-Whitney test) (Mann-Whitney test)

Treéa faza
Povezanost kemokinskog profila i kardiometabolickih faktora rizika

a\
(Spearmanova korelacija ranga) (Spearmanova korelacija ranga)

Slika 5. Shema plana istrazivanja. Podatci su prikupljeni te su analize provedene u tri faze. U prvom dijelu
ucinjena je usporedba kardiometabolickih ¢imbenika rizika, upalnih molekula i imunosnih populacija medu sve
tri skupine ispitanika (zdravi ispitanici, ispitanici sa SeCernom bolescu i pretili ispitanici) koristenjem Kruskal-
Wallis testa nakon kojeg je slijedila post-hoc analiza testom po Conoveru te korelacijom ranga po Spearmanu.
Potom je uslijedila analiza profila plazmatskih kemokina i kemokinskih receptora izrazenih na imunosnim
populacijama, specificnih za pojedinu bolest (Se¢ernu bolest ili pretilost) u odnosu na kontrolne ispitanike
koristenjem Mann-Whitney testa. U konacnici smo za svaku skupinu bolesnika nastojali utvrditi povezanost
kemokinskih liganada i kemokinskih receptora s kardiometabolickim ¢imbenicima rizika i s prvim uocljivim
znakovima krvoZilnih komplikacija (krvni tlak i albuminurija) koriStenjem korelacije ranga prema Spearmanu te
identificirati razliitosti odnosno preklapanja izmedu tih entiteta. Shema je kreirana koristenjem programa
BioRender.com
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2.HIPOTEZA

Pojacano lucenje upalnih medijatora, posebice kemokina, uzrokuje kroni¢no proupalno
stanje koje je povezano s razvojem metaboli¢kih komplikacija Secerne bolesti tipa 1 i pretilosti

u djece, Sto susljedno moze dovesti do razvoja krvozilnih komplikacija.
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3.CILJEVI RADA

3.1. Opdéi cilj

Utvrditi povezanost plazmatskih koncentracija CC-kemokina (CCL2 i CCL5) i CXC-
kemokina (CXCL10, CXCL11 i CXCL12) i izrazavanje odgovarajuc¢ih kemokinskih receptora
s vrijednostima metabolickih parametara koji Cine ¢imbenike rizika za razvoj krvozilnih

komplikacija u djece sa SeCernom bolescu tipa 1 1 u pretile djece.

3.2. Specificni ciljevi

Op¢i cilj detaljno je istrazen kroz sljedecée specificne ciljeve:

1. Odrediti metabolicke parametre koji predstavljaju ¢imbenike rizika za razvoj krvozilnih
komplikacija u djece sa Se¢ernom boles¢u tipa 1, u pretile djece i zdravih ispitanika (parametre
glikemije, lipidogram, krvni tlak, pokazatelj inzulinske rezistencije u pretilih — HOMA IR
(prema engl. homeostatic model assessment for insulin resistance), znakove jetrene lezije —
koncentracije aspartat aminotransferaze (AST) 1 alanin aminotransferaze (ALT)) te analizirati
povezanost s klini¢kim znacajkama (dob, spol, trajanje Secerne bolesti, antropometrijski

podatci, stupanj pubertetskog razvoja).

2. Odrediti opée pokazatelje upale (C-reaktivni protein (CRP), fibrinogen) za procjenu

upalne aktivnosti u djece sa Se¢ernom bolescu tipa 1, u pretile djece te u zdravih ispitanika.

3. Odrediti plazmatske koncentracije odabranih kemokina (CCL2, CCLS5, CXCL10,
CXCLI11 1 CXCL12) u djece sa Se¢ernom bolesc¢u tipa 1, u pretile djece te u zdravih ispitanika.

4. Odrediti izrazaj odgovaraju¢ih kemokinskih receptora na povrSini mononuklearnih
stanica periferne krvi (CCR2 za CCL2; CCR4 za CCL5, CXCR3 za CXCLI10 i CXCLI11 te
CXCR4 za CXCLI12) u djece sa secernom boles¢u tipa 1 i u pretile djece te ih usporediti s

vrijednostima u kontrolnoj skupini.

5. Ispitati korelaciju koncentracija ispitivanih kemokina i izrazavanja kemokinskih

receptora s op¢im upalnim biljezima i s metaboli¢kim parametrima u pojedinoj bolesti.
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4.1SPITANICI | METODE

4.1. Ispitanici

U istrazivanje smo ukljucili 94 ispitanika dobi 12,1-17,9 godina (medijan 15,2 godina
[interkvartilni raspon (IQR) 14,0 — 16,8]), od toga 52 muskih (55,3%) i1 42 Zenskih (44,7%),
podijeljenih u tri skupine: zdravi kontrolni ispitanici, djeca i adolescenti sa Se¢ernom boles¢u
tipa 1 te pretila djeca 1 adolescenti. Skupine ispitanika uskladene su prema dobi i spolu te
obuhvacaju djecu i adolescente koji su se lijecili 1 kontrolirali u Klinici za pedijatriju Klinickog
bolnickog centra Zagreb (KBC Zagreb). Zdrave ispitanike odgovarajuce dobi i spola regrutirali
smo medu bolesnicima pregledanim ili kontroliranim u Klinici za pedijatriju, KBC Zagreb pod
sumnjom na neupalnu bolest, u kojih u¢injenom obradom nije potvrdeno patolosko stanje. Iz
ispitivanja smo iskljucili sve bolesnike s drugom akutnom ili kroni¢nom bole$c¢u te bolesnike
u kojih je primijenjeno lijecenje za koje je poznato da moze djelovati na koncentracije upalnih
medijatora (nesteroidni protuupalni lijekovi, glukokortikoidi, imunomodulatorna terapija i sl.).
Prije ukljucivanja u istrazivanje roditelji ili skrbnici ispitanika pismeno su i usmeno upucéeni u
pojedinosti istrazivanja te su potpisali informirani pristanak. Prije pocetka istrazivanja ishodene
su dopusnice nadleznih Etickih povjerenstava: Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu (641-01/18-02/01) 1 Etickog povjerenstva KBC Zagreb (02/21 AG).
Ispitanici su prema klinickim znacajkama podijeljeni u sljedece skupine (Tablica 2):

. Kontrolna skupina (zdravi ispitanici): 29 ispitanika dobi 13,0 — 17,9 godina, medijan
15,6 [IQR 14,2 — 16,9] godina, od kojih je 14 muskih (48,3%) 1 15 zenskih (51,7%).

= Bolesnici sa Se¢ernom boleS¢u tipa 1, trajanja najmanje 5 godina: 31 ispitanik, dobi
12,3 — 17,9 godina, medijan 15,4 [IQR 14,4 — 17,0] godina, od kojih je 19 muskih (61,3%)
1 12 Zenskih (38,7%).

. Pretila djeca, ITM > 95. centile (ITM izraZzen kao vrijednost standardne devijacije,
ITM-SDS > 1,64 SD): 34 ispitanika dobi 12,1 — 17,6 godina, medijan 14,3 [IQR 13,7 —
16,7] godina, od kojih je 19 muskih (55,9%) 1 15 Zenskih (44,1%).
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Tablica 2. Osnovna demografska obiljeZja ispitanika i raspodjela prema skupinama

Brol Dob ispitanika (godine) Spol (Zenski/muski)
skupina ispitanika

N (%) Medijan IQR Raspon dobi N (%)
KS 29 (30,8) 15,6 14,2-16,9 13,0-17,9 14/15 (48,3/51,7)
$B1 31(33,0) 15,4 14,4-17,0 12,3-17,9 19/12 (61,3/38,7)
PRT 34(36,2) 14,3 14,3-16,7 12,1-17,6 19/15 (55,9/44,1)
Ukupno 94 (100) 15,2 140-16,8 12,1-17,9 52/42 (55,3/44,7)

Skupine se nisu medusobno razlikovale po dobi ni spolu. KS — kontrolna skupina; SB1 — $ecerna bolest tipa 1;
PRT — pretila djeca; N — broj; IQR — interkvartilni raspon

Ukljuceni su ispitanici kojima je dijagnoza Secerne bolesti tipa 1 odnosno pretilosti
postavljena u skladu s vaze¢im kriterijima (91, 92). Kriteriji za SeCernu bolest tipa 1 ukljucuju:
klini¢ki simptomi Secerne bolesti i koncentracija glukoze u krvi iznad 11,1 mmol/L, odnosno
koncentracija glukoze u krvi na taste iznad 7,0 mmol/L ili koncentracija glukoze u krvi dva sata
nakon optere¢enja glukozom u oralnom testu opterec¢enja glukozom iznad 11,1 mmol/L (91) te
prisutnost protutijela na barem jedan od specificnih antigena: ICA (prema engl. islet cell
antibodies), GAD (prema engl. glutamic acid decarboxylase) ili IA-2 (prema engl. tyrosine
phosphatase-related islet antigen 2).

Kriteriji za pretilost ukljucuju vrijednosti ITM vece od 95. centile za dob i spol prema
referentnim krivuljama rasta (odgovara vrijednostima ITM-SDS ve¢im od 1,64 SD) (92). Kao
referentne krivulje rasta koriStene su krivulje Centra za kontrolu i prevenciju bolesti Sjedinjenih
Ameri¢kih Drzava (Centers for Disease Control and Prevention, CDC), dostupno na:

https://www.cdc.gov/growthcharts/cdc-charts.htm. Radi  preciznije usporedbe medu

skupinama vrijednosti ITM izrazene su kao ITM-SDS (93).
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4.2. Metode

4.2.1. Klinicki postupci

Klini¢kim postupcima koji su ukljucivali razgovor, klinicki pregled, pregled medicinske

dokumentacije i rutinsku laboratorijsku obradu, prikupljeni su sljedeéi podatci:

1.  Anamnesti¢ki podatci: dob, trajanje bolesti, doza inzulina, pojava kroni¢nih komplikacija

bolesti, prisutnost drugih bolesti, uzimanje lijekova;

2. Kilini€¢ki podatci: spol, antropometrijski podatci, stupanj spolnog razvoja po Tanneru,

krvni tlak;
3. Laboratorijski nalazi:

= upalni pokazatelji: CRP, fibrinogen;

= metabolicki parametri: stupanj hiperglikemije (koncentracija glukoze u plazmi, udio

HbA 1c¢), stupanj inzulinske rezistencije u pretilih ispitanika (izrazeno indeksom
inzulinske rezistencije, HOMA-IR), lipidogram (ukupni kolesterol, HDL-kolesterol 1
LDL-kolesterol, trigliceridi), jetrene aminotransferaze: AST 1 ALT;

= stupanj albuminurije (omjer albumina i kreatinina u dva uzorka prvog jutarnjeg urina, a

ukoliko je u jednom od uzoraka izmjerena pojacana albuminurija, uzet je i tre¢i uzorak

urina, izraunata je i prikazana srednja vrijednost).

Krv za navedene pretrage uzorkovana je ujutro izmedu 8:30h i 11:30h, nakon

prekono¢nog gladovanja od minimalno 8§ sati.

Laboratorijska analiza spomenutih rutinskih biokemijskih pretraga ucinjena je u

Klini¢kom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku, KBC Zagreb.

4.2.2. Laboratorijski postupci

Uzorci periferne krvi (2-3 ml) uzeti su venepunkcijom, u isto vrijeme kada su uzimani
uzorci periferne krvi za rutinsku laboratorijsku obradu (radi postede ispitanika). Uzorci su

prikupljeni u epruvetu s antikoagulansom EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina, prema engl.
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ethylenediaminetetraacetic acid) te su, u rashladnom mediju, odmah dostavljeni u Laboratorij
za molekularnu imunologiju Hrvatskog instituta za istrazivanje mozga i Zavoda za fiziologiju
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu radi obrade (izolacija plazme i mononuklearnih
stanica periferne krvi) i analize uzoraka (odredivanje koncentracije kemokina pomocu proto¢ne
citometrije  koriStenjem mikrokuglica oblozenih protutijelima 1 metodom ELISA
(kolorimetrijski imunoenzimski postupak, prema engl. enzyme-linked immunosorbent assay),
odredivanje imunofenotipova mononuklearnih stanica periferne krvi i izrazaja kemokinskih

receptora proto¢nom citometrijom).

4.2.2.1. Izolacija plazme i mononuklearnih stanica periferne krvi

Plazma je od stanica periferne krvi odvojena metodom razdvajanja na gradijentu
gusto¢e. Ukratko, ukupna koli¢ina krvi polagano je nadslojavana na otopinu fikola
(Histopaque, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, SAD) volumena koji je odgovarao volumenu
krvi. Nakon centrifugiranja na 600x g tijekom 20 minuta razdvojile su se tri faze, od kojih se
na povrsini nalazi plazma (Slika 6). Plazma je odvojena i pohranjena na -20°C do analize
proto¢no-citometrijskom metodom, odnosno metodom ELISA za odredivanje koncentracije

kemokina.

Mononuklearne stanice periferne krvi izolirane su iz iste epruvete nakon razdvajanja na
gradijentu gusto¢e. Mononuklearne stanice su nakon razdvajanja prisutne u tzv. fikolnom
prstenu te su pazljivo izdvojene pipetom u novu epruvetu (Slika 6). Stanice su dva puta isprane
u fosfatnim puferom puferiranoj fizioloskoj otopini (PBS, prema engl. phosphate buffered
saline), izbrojane u Biirker-Tiirkovoj komorici uz iskljuc¢ivanje mrtvih stanica bojenjem

tripanskim plavilom i pripremljene za imunofenotipizaciju.
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Slika 6. Odvajanje plazme i mononuklearnih stanica periferne krvi na gradijentu fikola. Lijeva epruveta
sadrzi uzorak periferne krvi nadslojene na otopinu fikola. Desna epruveta sadrzi tri sloja nastala u gradijentu
fikola nakon nadslojavanja uzorka (Histopaque, Sigma, St. Louis, USA; gustoca 1,077 g/mL) i nakon vrtnje tijekom
20 minuta na sobnoj temperaturi brzinom 600 x g. PBMC — mononuklearne stanice periferne krvi, prema engl.
peripheral blood mononuclear cells. K.U. Modificirano prema: http://os.bio-protocol.org/

4.2.2.2. Odredivanje koncentracije kemokina pomocéu mikrokuglica

oblozenih protutijelima

U uzrocima plazme odredili smo koncentracije CC-kemokina (CCL2, CCL5) 1 CXC-
kemokina (CXCL10 1 CXCLI11) metodom protocne citometrije pomocu mikrokuglica
oblozenih  protutijelima  koriStenjem komercijalnog seta kemikalija BioLegend
LEGENDplex™ (Human Proinflammatory Chemokine Mix and Match Subpanel cytometric
bead-based assav, Biolegend, San Diego, SAD). Metoda bazirana na mikrokuglicama
oblozenim protutijelima, BioLegend LEGENDplex™, podrazumijeva koriStenje protocne
citometrije kojom se analizira veliina i fluorescencija mikrokuglica vezanih na protutijelo
specifi¢no za pojedini kemokin. Ovom metodom odredene su koncentracije kemokina CCL2,
CCLS5, CXCL10 1 CXCLI11, prema uputama proizvodaca. Ukratko, uzorci plazme najprije su
inkubirani s reagensom (kuglice oblozene protutijelima specificnim za svaki od trazenih analita
koje se razlikuju na temelju velicine i intenziteta fluorescencije alofikocijanina (APC, prema
engl. allophycocyanin). Nakon ispiranja otopina je inkubirana s detekcijskim reagensom koji
sadrzi anti-kemokinska protutijela konjugirana s biotinom, te na kraju s otopinom koja sadrzi
drugi fluorokrom, streptavidin — fikoeritrin (PE, prema engl. phycoerythrin), sto omogucuje
odredivanje koncentracije analita na temelju intenziteta fluorescencije PE. Nakon jo§ jednog

ispiranja, kompleksi kuglica, analita i detekcijskih protutijela su analizirani koriste¢i protocni
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citometar BD FACSAria Ilu (BD Biosciences, San Jose, CA, SAD). Mjerenje i analiza
koncentracija kemokina ucinjeni su koriste¢i program LEGENDplex™ (LEGENDplex Data
Analysis Software, BioLegend), sluze¢i se krivuljama standarda dobivenim analizom unaprijed

pripremljenih koncentracija kemokina u komercijalnom setu (Slika 7).

Stmp{‘av-’o!-'n PE

CEVLUNDARNO

Y
= MILROKUGLICA S PROTATIELMA g . vepiouiv # - FLUOROLROM | STREPTAVIDIN FE \- NJTIT'_)GL"
SPECIFCMIN 4 AvaLiT . .

Slika 7. Princip odredivanja koncentracije kemokina metodom BiolLegend LEGENDplex™ Uzorci
plazme inkubiraju se s reagensom (1) — smjesa mikrokuglica obloZenih protutijelima specificnim za svaki od
trazenih analita, a koje se razlikuju na temelju veli¢ine i intenziteta fluorescencije (kuglice imaju intrinzi¢nu APC-
fluorescenciju). Nakon ispiranja otopina je inkubirana s detekcijskim reagensom koji sadrzi sekundarna
protutijela konjugirana s biotinom, potom vezana za drugi fluorokrom, streptavidin-PE (2), Sto omogucuje
odredivanje koncentracije analita na temelju intenziteta fluorescencije PE. Nakon jo$ jednog ispiranja, kompleksi
kuglica, analita i detekcijskih protutijela su analizirani koristec¢i protoc¢ni citometar BD FACSAria Ilu (BD
Biosciences, San Jose, CA, SAD) (3). Mjerenje i analiza koncentracija kemokina ucinjeni su koriste¢i program
LEGENDplex™ (LEGENDplex Data Analysis Software, BioLegend) (4). Ovom metodom odredene su koncentracije
kemokina CCL2, CCL5, CXCL10i CXCL11. APC —alofikocijanin, prema engl. allophycocyanin; PE —fikoeritrin, prema
engl. phycoerythrin; CXCL - kemokinski ligand s C-X-C motivom; CCL - kemokinski ligand s C-C motivom

K.U. Modificirano prema https://www.biolegend.com/de-de/immunoassays/legendplex
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4.2.23. Odredivanje koncentracije kemokina metodom ELISA

Koncentraciju CXCLI2 u plazmi odredili smo postupkom ELISA koristec¢i
komercijalni set kemikalija (Human CXCL12/SDF-1a, Quantikine Immunoassay; R&D
Systems, Minneapolis, MN, SAD), prema uputama proizvodaca. Ukratko, uzorke plazme smo
dodali na plo€icu prekrivenu monoklonskim protutijelom specificnim za CXCL12. Nakon
inkubacije tijekom 2h uklonili smo uzorke i isprali zdence puferom te dodali drugo protutijelo
specificno za CXCL12 konjugirano s peroksidazom. Nakon ponovnog ispiranja dodali smo
otopinu koja sadrzi supstrat tetrametilbenzidin (TMB), kojeg peroksidaza pretvara u obojeni
produkt, a jacina boje razmjerna je koncentraciji CXCL12 u uzorku plazme. Opticku gustocu
odredili smo na c¢itacu za mikroploCice (GloMax Explorer Multimed Microplate Reader,
Promega, Madison, WI, SAD) uz ekscitacijsku valnu duljinu 450 nm. Koncentraciju u
uzorcima odredili smo prema standardnoj krivulji dobivenoj serijskim razrjedivanjem otopine

standarda u komercijalnom setu.

4.2.2.4. Imunofenotipizacija mononuklearnih stanica periferne krvi i

odredivanje izrazaja kemokinskih receptora

Imunofenotipizacija mononuklearnih stanica periferne krvi ucinjena je metodom
protone citometrije. Stanice su obiljezene koriste¢i smjesu komercijalno dostupnih
monoklonalnih protutijela na pan-leukocitni biljeg (anti-CD45, prema engl. cluster of
differentiation 45) te specificne stani¢ne biljege osnovnih loza imunosnih stanica periferne
krvi: anti-CD3 za limfocite T, anti-CD19 za limfocite B 1 anti-CD14 za monocite, tvrtke
BioLegend (Tablica 3, Slika 8).

Na subpopulacijama mononuklearnih stanica, potom je istom metodom analizirano
izrazavanje receptora za kemokine (CCR2, CCR4, CXCR3 i CXCR4), koriste¢i smjesu
komercijalno dostupnih monoklonskih protutijela (anti-CD45 PerCP, anti-CD3 Alexa Fluor®
488, anti-CD19 APC/Fire™ 750 1 anti-CD14 PE/Cyanine 7) uz protutijela specificna za
ispitivane receptore podijeljene u dva panela: anti-CCR2 PE 1 anti-CCR4 APC ili anti-CXCR3
APC 1 anti-CXCR4 PE. U istrazivanju su koriStena monoklonska protutijela proizvodaca
eBioscience (San Diego, CA, SAD), R&D Systems (Bio-Techne, Abingdon, UK za CCR2) i
BioLegend prema priloZzenim uputama (Tablica 3). Ukratko, suspenzija stanica (2 milijuna
stanica) najprije je inkubirana u otopini za blokiranje Fc-receptora (Human TruTsain,

BioLegend) tijekom 10 minuta, a potom je dodana smjesa specifi¢nih protutijela (u razrjedenju
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1:50) i inkubirana na ledu tijekom 40 minuta. Nakon inkubacije stanice su isprane otopinom
PBS uz 2% fetalnog teleceg seruma. Po ispiranju stanice su resuspendirane u istom puferu te
analizirane koriste¢i strategiju u kojoj su najprije isklju¢ene dvostruke stanice, zatim su
uokvireni samo leukociti (CD45"), te odvojeno prikazane populacije limfocita T (CD3"),
limfocita B (CD19") i monocita (CD14"), te je na njima dalje analizirana izraZenost
kemokinskih receptora (Slika 8). Ograde za izrazenost pojedinog biljega postavljene su na
temelju neoznacenih stanica i kontrolnih uzoraka u kojima je pri oznacavanju izostavljen
pojedini fluorokrom (,,fluorescence minus one control®).

Za 1imunofenotipizaciju mononuklearnih stanica koriSten je proto¢ni citometar
Invitrogen Attune (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), a dobiveni podatci
analizirani su pomocu softvera FlowJo (FlowJo, LLC, Ashland, OR, SAD) (Slika 8).

Tablica 3. Monoklonska protutijela koriStena za imunofenotipizaciju mononuklearnih
stanica i odredivanje izrazaja receptora za kemokine metodom protocne citometrije

Biljeg Klon Fluorokrom Proizvodac Kataloski broj
BioLegend (San Diego,
CD3 OKT3 Alexa Fluor® 488 317310
CA, USA)
. BioLegend (San Diego,
CD14 63D3 PE/Cyanine7 367112
CA, USA)
. BioLegend (San Diego,
CD19 SJ25C1 APC/Fire™ 750 363030
CA, USA)
BioLegend (San Diego,
CD45 HI30 PerCP 304026
CA, USA)
R&D Systems (Bio-
CCR2 (CD192) 48607 PE FAB151P

Techne, Abingdon, UK)

eBiosciences (San Diego,

CCR4 (CD194) D8SEE APC 17-1949-42
CA, USA)
BioLegend (San Diego,
CXCR3 (CD183) GO025H7 APC 353708
CA, USA)
BioLegend (San Diego,
CXCR4 (CD184) 1265 PE 306506
CA, USA)

CD - stanicni biljeg, prema engl. cluster of differentiation; CXCR - receptor za kemokinski ligand s C-X-C
motivom; CCR - receptor za kemokinski ligand s C-C motivom; PE — fikoeritrin, prema engl. phycoerythrin: APC —
alofikocijanin, prema engl. allophycocyanin; PerCP — peridin-klorofil-cijanin, prema engl. peridinin-chlorophyll-
cyanine
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Slika 8. Postupak odredivanja izraZzenosti kemokinskih receptora na populacijama mononuklearnih
stanica periferne krvi. Analiza je provedena na nacin da je najprije oznafena populacija mononukleara,
odvojeno od stani¢nog debrisa na temelju veli¢ine i kompleksnosti (FSC/SSC), zatim su odstranjene dvostruke
stanice (FCS-A/FCS-H) i izdvojena je populacija leukocita (CD45%). Pojedine imunosne populacije identificirane su
na temelju izrazaja biljega specificnog za lozu: monocita (CD14*), limfocita T (CD3*) i limfocita B (CD19*). Na tim
populacijama dalje je analizirana izrazenost kemokinskih receptora, koja je prikazana kao postotak unutar
pojedine loze. Ograde za izrazenost pojedinog biljega postavljene su na temelju neoznacenih stanica i kontrolnih
uzoraka u kojima je pri oznacavanju izostavljen pojedini fluorokrom (,,fluorescence minus one control“). PBMC —
mononuklearne stanice periferne krvi, prema engl. peripheral blood mononuclear cells; CD — stanicni biljeg,
prema engl. cluster of differentiation; CXCR — receptor za kemokinski ligand s C-X-C motivom; CCR — receptor za
kemokinski ligand s C-C motivom; FSC — prema engl. forward scatter; SSC — prema engl. side scatter.

4.3. Statisticka analiza

Vrijednosti varijabli mjerenih nominalnom 1 ordinalnom ljestvicom prikazane su
apsolutnom vrijednos¢u i postotkom. Razdioba vrijednosti kontinuiranih varijabli testirana je
Kolgomorov-Smirnovljevim testom. S obzirom da vecina varijabli nije slijedila normalnu
raspodjelu, a u svrhu postizanja lakse razumljivosti 1 komparabilnosti sve su varijable navedene

kao medijan i IQR.

Statisticko testiranje razlika medu skupinama ispitanika provedeno je hi-kvadrat testom
kod nominalnih varijabli. Kod ordinalnih varijabli i kontinuiranih varijabli koriSteni su
odgovaraju¢i neparametrijski testovi — Mann-Whitneyjev test za usporedbu dviju skupina, a
Kruskal-Wallis ANOVA za usporedbu vise skupina (uz Conover post-hoc test). Za spomenute
analize koriSten je program MedCalc, verzija 19.1.6 (MedCalc Software Ltd., Ostend,
Belgium). Povezanost izmedu dviju kontinuiranih varijabli ispitana je Spearmanovim testom
korelacije ranga i prikazana koeficijentom korelacije rho (p). Za analizu korelacija koriSten je

program SPSS, verzija 26 (IBM Corp, Armonk, NY, SAD)

Za razinu statisticke znacajnosti (vrijednost o)) odredili smo p < 0,05.
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5.REZULTATI

Nakon prikaza osnovnih demografskih podataka naSih ispitanika i osnovnih znacajki
pojedinih skupina u ovom istrazivanju, prikazat ¢emo usporedbu kardiometaboli¢kih
parametara koji predstavljaju ¢imbenike rizika za razvoj krvozilnih komplikacija Secerne
bolesti tipa 1 i pretilosti. Prikazat ¢emo kako su kardiometabolicki ¢imbenici rizika zna¢ajno
izrazeniji u skupinama bolesnika u odnosu na kontrolnu skupinu te kako su u tim skupinama
prisutni u znacajnom udjelu ve¢ od djecje dobi. Uz navedeno, u obje skupine ispitanika postoji
blagi, ali komercijalnim laboratorijskim pretragama uoc€ljiv upalni proces, kao i znacajna
povezanost kardiometabolickih ¢imbenika rizika s promatranim parametrima upale. Nakon
toga ¢emo i¢i korak dalje u razotkrivanju upalnog stanja u skupinama oboljelih od Secerne
bolesti i u pretilih, te ¢emo prikazati razli¢itu zastupljenost populacija mononuklearnih stanica
periferne krvi u svakoj pojedinoj bolesti, a potom prikazati i razlike u mjerenim plazmatskim
koncentracijama kemokina i udjelima pojedinih kemokinskih receptora medu skupinama
ispitanika. U konacnici ¢emo prikazati za bolest specificne obrasce povezanosti pojedinih
kemokinskih liganada i kemokinskih receptora s kardiometabolickim ¢imbenicima rizika (Slika

5).

5.1. Osnovni demografski podatci ispitanika

U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 94 ispitanika dobi 12,1 do 17,9 godina, 52 djecaka
(55,3%) 1 42 djevojcice (44,7%) podijeljenih u tri skupine sa sljede¢im znacajkama (Tablica
2):

= Kontrolna skupina — 29 ispitanika u dobi od 13,0 do 17,9 godina, medijan 15,6 [IQR
14,2 — 16,9] godina, od kojih je 14 djecaka (48,3%) 1 15 djevojcica (51,7%). U toj je
skupini ispitanika medijan vrijednosti ITM-SDS iznosio 0,10 [IQR -0,68 — 0,55] SD,
dok je medijan koncentracije glukoze u krvi nataste bio 4.70 [IQR 4.38 — 4.80] mmol/L,
a HOMA-IR 1,88 [IQR 1,37 — 2,86];

»= Dijeca i adolescenti sa SeCernom bolescu tipa 1 — 31 ispitanik u dobi od 12,3 do 17,9
godina, medijan 15,4 [IQR 14,4 — 17,0] godina, od kojih je 19 djecaka (61,3%) 1 12
djevojcica (38,7%). Medijan trajanja Secerne bolesti u nasih ispitanika bilo je 10,0 [IQR
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6,6-11,8] godina, medijan vrijednosti ITM-SDS bio je -0,12 [IQR -0,69 — 0,68] SD.

Prosjecna vrijednosti HbAlc u djece sa SeCernom bolesc¢u bila je 8,42%,

= Pretila djeca i1 adolescenti — 34 ispitanika u dobi od 12,1 do 17,6 godina, medijan 14,3
[IQR 13,7 — 16,7] godina, od kojih je 19 djecaka (55,9%) i 15 djevojcCica (44,1%).
Medijan vrijednosti ITM u pretile djece iznosio je 34,15 [IQR 32,8 — 38,2] kg/m2, $to
odgovara medijanu vrijednosti ITM-SDS +2,35 [IQR 2,16 — 2,52] SD, dok je medijan
koncentracije glukoze u krvi bio 4.70 [IQR 4.40 — 5.00] mmol/L, a medijan vrijednosti
HOMA-IR 4.32 [IQR 2.99 — 6.20].

Skupine ispitanika nisu se statisti¢ki znacajno razlikovale prema dobi i spolu.

5.2. Metabolicki parametri u djece sa Sseé¢ernom bolescéu
tipa 1, u pretile djece i u zdravih ispitanika

Ispitivane su vrijednosti metabolickih parametara za koje je poznato da predstavljaju
¢imbenike rizika za razvoj krvozilnih komplikacija u djece sa Se¢ernom boles¢u i u pretile djece

te su dobiveni rezultati usporedeni s vrijednostima u skupini zdravih ispitanika (Tablica 4).

Najvise vrijednosti vecine kardiometabolickih ¢imbenika rizika nadene su u pretile
djece ukljucujuci vrijednosti ITM, sistolickog 1 dijastolickog krvnog tlaka, koncentracije
triglicerida, koncentracije enzima ALT, vrijednosti HOMA-IR te albuminurije. Skupina djece
sa Se¢ernom boleS¢u imala je najviSu koncentraciju ukupnog kolesterola, a i vrijednosti ostalih

parametara lipidograma bile su poviSene u odnosu na zdrave ispitanike.

Medijan vrijednosti ITM-SDS u pretile djece iznosio je 2,35 [IQR 2,16 —2,52] SD i bio
je statisticki znacajno visi u odnosu na skupinu ispitanika sa Se¢ernom boles¢u te u odnosu na
zdrave ispitanike (Tablica 4). Djeca i adolescenti sa Se¢ernom bole$c¢u imali su vrijednosti ITM-

SDS usporedive djeci 1 adolescentima u kontrolnoj skupini.
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Tablica 4.

kontrolnih ispitanika, djece koja boluju od Secerne bolesti tipa 1i pretile djece

Usporedba c¢imbenika rizika za razvoj krvozilnih komplikacija izmedu

Kontrolna skupina $B1 Pretili
Varijable p*
(n=29) (n=31) (n=34)

Dob (godine) 15,0 [14,0 - 17,0] 15,0 [14,0 - 17,0] 14,0 [14,0 — 16,3] 0,115
Spol (Zzenski/mus3ki) 14/15 (48,3/51,7) 19/12 (61,3/38,7) 19/15 (55,9/44,1) 0,596
ITM-SDS (SD) 0,10 [-0,68 - 0,55] -0,12 [-0,69 — 0,68] 2,35[2,16 - 2,52] <0,001
SKT (mmHg) 120,0[110,0-130,0]  125,0[115,0-133,5]  130,0 [114,5 — 145,0] 0,079
DKT (mmHg) 74,0 [66.0 — 82.0] 75,0 [69,3 — 83,8] 80,0 [71,5-90,0] 0,037
UK-K (mmol/L) 3,80 [3,30 — 4,10] 4,40 [3,93 - 4,78] 3,90 [3,50 — 4,20] 0,003
LDL-K (mmol/L) 1,89 [1,59 — 2,20] 2,26 [1,89 - 2,60] 2,20 [1,94 - 2,44] 0,023
HDL-K (mmol/L) 1,32 [1,20 - 1,59] 1,47 [1,28 - 1,76] 1,08 [0,92 - 1,20] <0,001
TG (mmol/L) 0,77 [0,62-0,97] 1,00 [0,76 - 1,30] 1,13 [0,88 — 1,55] <0,001
HOMA-IR 1,88 [1,57 — 2,86] N/A 4,32 [2,99 - 6,20] <0,001
HbA1c (%) N/A 8,20 [7,43 - 9,20] N/A

GUK (mmol/L) 4,70 [4,38 - 4,80] N/A 4,70 [4,40 - 5,00] 0,430
INS (ulU/mL) 9,40 [7,80 — 13,73] N/A 19,65 [14,90 - 27,40]  <0,001
AST (U/L) 21,00 [15,75-22,25] 21,0 [18,0 — 25,00] 20,50 [18,0 — 24,00] 0,364
ALT (U/L) 13,00 [11,00-17,00]  16,00[12,25-20,50] 21,50 [14,00-33,00]  <0,001
AST/ALT< 1 3(10,3%) 5(16,1%) 16 (47,1%) 0,001
ACR (mg/mmol) 0,25 [0,0-0,40] 0,20[0,0-0,38] 0,50 [0,28 - 0,80] 0,004

Vrijednosti su navedene kao medijan i interkvartilni raspon osim omjer AST/ALT i kategorija spola koji su izrazeni
kao apsolutni broj i postotak od ukupnog broja. ¥ Deblje otisnute vrijednosti — vrijednosti koje se statisticki
znacajno razlikuju od kontrole skupine prema Kruskal-Wallis testu uz Conoverov post-hoc test za kontinuirane
varijable ili hi-kvadrat testu za kategoricke varijable. Statisti¢ka znacajnost odredena je za p < 0,05. $B1 —$ecéerna
bolest tipa 1; ITM-SDS — indeks tjelesne mase izrazen kao vrijednost standardne devijacije; SKT — sistolicki krvni
tlak; DKT — dijastolicki krvni tlak; UK-K — ukupni kolesterol; LDL-K — kolesterol u lipoproteinima niske gustoce,
prema engl. low-density lipoprotein; HDL-K — kolesterol u lipoproteinima visoke gustoce, prema engl. high-
density lipoprotein; TG — trigliceridi; HbA1c — glikirani hemoglobin A1, hemoglobin Alc; HOMA-IR —homeostatski
model procjene inzulinske rezistencije, prema engl. homeostatic model assessment for insulin resistance; GUK —
glukoza u krvi nataste; INS — koncentracija inzulina; AST — aspartat aminotransferaza; ALT — alanin
aminotransferaza; ACR — omjer albumina i kreatinina u mokradéi, prema engl. albumin to creatinine ratio; N/A —
nije primjenjivo, prema engl. not applicable.
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Medu nasim ispitanicima, Cak je 54,8% djece 1 mladih sa Se¢ernom boleScu imalo
povisene koncentracije ukupnog kolesterola, 25,8% je imalo povisen LDL-kolesterol, dok je
snizena koncentracija HDL-kolesterola uo¢ena u manje od 10% ispitanika sa Se¢ernom boles¢u,
a povisene koncentracije triglicerida uocene su u 12,9% te djece (prema kriterijima strucnih
drustava ISPAD i ADA (Tablica 1) (12-14)). Za razliku od djece sa Se¢ernom boles¢u, cak je
54,6% pretile djece u nasSem istrazivanju imalo sniZene koncentracija HDL-kolesterola, ukupni
kolesterol bio je povisen u 21,2%, a LDL-kolesterol u 18,2% pretile djece, dok ih je 15,2%
imalo poviSenu koncentraciju triglicerida (Slika 9). Djeca i adolescenti sa Se¢ernom boles¢u
tipa 1 imali su statisti¢ki znacajno vise koncentracije ukupnog kolesterola u odnosu na skupinu
pretile djece 1 adolescenata te u odnosu na kontrolnu skupinu. Pretila djeca imala su statisticki
zna€ajno nize vrijednosti HDL-kolesterola u odnosu na druge dvije skupine ispitanika.
Koncentracije LDL-kolesterola i triglicerida bile su statisticki znac¢ajno vise u obje skupine
bolesnika, u djece sa Secernom bolescu i pretile djece, u usporedbi sa zdravim ispitanicima

(Tablica 4 ).

$B1 PRETILI
60% A 60% -
50% 50% A
)
F 40% A = 40%
1 3
S 30% 2 30%
) o
o 20% A T 20%
g =1
10% A 10%
0% H 0% 4
B UK-K LDLK B HDL-K BTG W UK-K W LDL-K W HDL-K BTG

Slika 9. Udio djece s patoloskim vrijednostima lipidograma u skupini djece sa Secernom bolescu tipa
1 i u skupini pretile djece. Prikazani su udjeli ispitanika s povisenim koncentracijama ukupnog kolesterola,
LDL-kolesterola i triglicerida te sa snizenom vrijedno$éu HDL-kolesterola. SB1- djeca oboljela od $eéerne bolesti
tipa 1; UK-K — ukupni kolesterol; LDL-K — kolesterol u lipoproteinima niske gustoce, prema engl. low-density
lipoprotein; HDL-K — kolesterol u lipoproteinima visoke gustoée, prema engl. high-density lipoprotein; TG —
trigliceridi.

U skupini pretile djece, 45,5% ispitanika imalo je poviSen sistolicki krvni tlak te 48,5%
ispitanika poviSen dijastolicki krvni tlak (Slika 9), dok je u djece 1 adolescenata sa Se¢ernom
boles¢u povisen sistolicki krvni tlak izmjeren u 32,2%, a povisen dijastolic¢ki krvni tlak u 25,8%
ispitanika (prema kriterijima stru¢nih drustava ISPAD 1 AHA, (14, 56)). Unato¢ tome,

vrijednosti krvnog tlaka nisu se statistiCki znacajno razlikovale izmedu skupina zdravih i
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dijabeti¢nih ispitanika. U skupini pretile djece, dijastolicki krvni tlak bio je statisti¢ki znac¢ajno

vi$i u odnosu na skupinu zdravih ispitanika.

Skupina pretile djece se statisticki znacajno razlikovala od zdravih ispitanika 1 prema
stupnju inzulinske rezistencije, izraZzeno vrijednostima HOMA-IR, s tim da su pretila djeca 1
adolescenti imali statisti¢ki znacajno visi stupanj inzulinske rezistencije. U skupini pretile djece
cak je 79,4% ispitanika imalo laboratorijske znakove inzulinske rezistencije, pri cemu je ista

definirana kao HOMA-IR > 2,6 (94) (Slika 10).

Pretila su djeca imala i statisti¢ki znacajno viSe koncentracije jetrenog enzima ALT kao
1 statisticki znacajno nizi omjer vrijednosti AST/ALT u odnosu na djecu sa SeCernom bolescu i
zdrave ispitanike. PoviSena koncentracija enzima ALT, koja upucuje na steatozu jetre,
definirana kao ALT > 40 U/L (93), uocena je u 35,3% pretile djece, dok je omjer vrijednosti
AST/ALT < 1 zabiljezen u 50 % djece iz te skupine ispitanika (Slika 10).

Omjer albumina i kreatinina u urinu (izraZzen kao vrijednost ACR) takoder se statisticki
znacajno razlikovao medu skupinama te je bio statisticki znacajno visi u skupini pretilih

ispitanika u odnosu na preostale dvije skupine (Tablica 4).

100% A
90% A
80% A
70% A
60% A
50% 4
40% A
30% A
20% 4
10% A

0% -

Udio djece (%)

= SKT H DKT = HOMA-IR EmALT = MS

Slika 10. Udio pretilih ispitanika s pojedinacnim metabolickim poremecajima i udio onih koji
zadovoljavaju kriterije metabolickog sindroma (MS). Prikazani su udjeli pretilih ispitanika koji imaju
povisene vrijednosti sistolickog i dijastolickog krvnog tlaka (prema kriterijima stru¢nih drustava AHA i ISPAD (14,
56)), HOMA-IR > 2,6 koji upucuje na razvoj inzulinske rezistencije (94) te povisenu koncentraciju enzima ALT (>
40 U/L) koja upuéuje na razvoj steatoze jetre (95). Zadnji stupac prikazuje udio pretilih ispitanika koji zadovoljava
kriterije za dijagnozu metabolickog sindroma prema definiciji stru¢nog drustva IDF (96). SKT — sistolicki krvni tlak;
DKT — dijastoli¢ki krvni tlak; HOMA-IR — homeostatski model procjene inzulinske rezistencije, prema engl.
homeostatic model assessment for insulin resistance; ALT — alanin aminotransferaza; MS — metabolicki sindrom;
ISPAD — Medunarodno udruzenje za pedijatrijsku i adolescentnu dijabetologiju, prema engl. International Society
for Pediatric and Adolescent Diabetes; AHA - Americko udruzenje za bolesti srca, prema engl. American Heart
Association; IDF — Medunarodna dijabetic¢ka federacija, prema engl. International Diabetes Federation.
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U skupini pretilih, 13 od 34 bolesnika (39,4%) zadovoljavalo je kriterije za dijagnozu
metabolickog sindroma prema definiciji Medunarodne dijabeticke federacije (IDF, prema engl.
International Diabetes Federation) (96) (Slika 10). Iako se podskupine pretilih bolesnika nisu
statisti¢ki znacajno razlikovala u koncentraciji glukoze u krvi (GUK medijan 4,6 [IQR 4,40 —
4,9] mmol/L u podskupini pretilih bez metabolickog sindroma vs. GUK medijan 4,9 [IQR 4,62
— 5,55] mmol/L u podskupini pretilih s metabolickim sindromom, p = 0,100), djeca s
metaboli¢kim sindromom imala su statisticki znacajno visi stupanj inzulinske rezistencije
prema vrijednosti HOMA-IR (HOMA-IR medijan 3,76 [IQR 2,41 — 4,89] u podskupini pretilih
bez metabolickog sindroma vs. HOMA-IR medijan 6,04 [IQR 4,37 — 10,00] u podskupini

pretilih s metabolickim sindromom, p = 0,007).

U svih ispitanika, od ispitivanih metabolickih parametara, vrijednosti enzima ALT i
triglicerida su bile statisticki znacajno viSe u djecaka u odnosu na djevoj€ice (ALT medijan
19,0 [IQR 14,0 —29,0] U/L u djecaka vs. ALT medijan 13,5 [IQR 11,0 —18,0] U/L u djevojcica,
p <0,001; trigliceridi medijan 1,05 [0,83 — 1,33] mmol/L u djecaka vs. trigliceridi medijan 1,05
[IQR 0,64 — 1,28] mmol/L u djevojcica, p = 0,042) (nije prikazano). Ostali laboratorijski i

antropometrijski parametri nisu se statisticki znacajno razlikovali prema spolu ispitanika.

5.2.1. Povezanost odabranih demografskih, antropometrijskih i
kardiometabolickih parametara

Kako bi dalje karakterizirali ukljucene skupine ispitanika te pokazali razlike izmedu
zdrave 1 bolesne djece, analizirali smo povezanost odabranih demografskih, antropometrijskih
1 kardiometaboli¢kih parametara. Stoga smo pojedine povezanosti najprije prikazivali za sve
skupine ispitanika, a zatim istaknuli znacajke pojedinih skupina bolesnika. Neke varijable nisu
primjenjive za sve skupine pa su analizirane samo u skupinama ispitanika za koje su dostupne
(primjerice vrijednosti HOMA-IR i koncentracije glukoze dostupni su za skupine pretile djece
1 kontrolnih ispitanika, no za djecu sa Secernom boleS¢u nisu primjenjivi, s druge strane

vrijednosti HbAlc dostupne su samo za skupinu djece sa Se¢ernom bolescu).

Uzevsi u obzir sve ispitanike ukljucene u studiju, uocena je statisticki znaCajna
pozitivna korelacija dobi s koncentracijom ukupnog kolesterola (p = 0,209, p = 0,043) i sa
sistoli¢kim krvnim tlakom (p = 0,360, p < 0,001), dok isto nije utvrdeno za ostale ispitivane

metabolicke parametre (Slika 11).
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Slika 11. Povezanost sistolickog krvnog tlaka i koncentracije ukupnog kolesterola s dobi u ukupnom
uzorku ispitanika u studiji. Prikazana je korelacija sistolickog krvnog tlaka i koncentracije ukupnog kolesterola
s dobi u svih ispitanika (ukljucujuéi sve tri skupine). Povezanost je ispitana koristeci korelaciju ranga te su
prikazani Spaermanovi koeficijenti rho (p) i p vrijednosti za sve podatke. Statisticka znacajnost odredena je za p
< 0,05. SKT — sistolicki krvni tlak; UK-K — ukupni kolesterol.

Promatrajuéi zasebno skupinu ispitanika sa Se¢ernom bolesc¢u, uz statisticki znacajnu
pozitivnu korelaciju dobi sa sistolickim krvnim tlakom (p = 0,443, p = 0,013) uocena je i
statisticki znacajna pozitivna korelacija dobi s vrijednostima ITM-SDS (p = 0,528, p = 0,002)
i s vrijednostima biljega CRP (p = 0,368, p = 0,045).

Postotak HbA1c kao ni trajanje Se¢erne bolesti u toj skupini ispitanika nisu statisticki

znacajno korelirali s analiziranim metabolickim parametrima.

U pretilih bolesnika dob je takoder statisticki znacajno pozitivnho korelirala sa
sistolickim krvnim tlakom (p = 0,359, p = 0,040), ali 1 s koncentracijom triglicerida (p = 0,395,
p=0,021) 1 enzima ALT (p = 0,435, p =0,010).

U ukupnom uzorku nasih ispitanika utvrdena je statisticki znacajna pozitivna korelacija
vrijednosti ITM-SDS s elementima metabolickog sindroma: koncentracijom triglicerida (p =
0,274, p =0,008), koncentracijom enzima ALT (p = 0,348, p <0,001), s vrijednostima HOMA -
IR (samo skupina zdravih 1 pretilih ispitanika, p = 0,527, p < 0,001) i koli¢inom izlu¢enog
albumina (p = 0,226, p = 0,030) te negativna korelacija s koncentracijom HDL-kolesterola (p
=-0,494, p <0,001) (Slika 12).

Promatrajuéi zasebno skupinu djece sa Se¢ernom boleséu, vrijednost ITM-SDS je osim
s dobi ispitanika statisticki znacCajno pozitivno korelirala 1 s koncentracijom ukupnog

kolesterola (p = 0,471, p = 0,008) 1 LDL-kolesterola (p = 0,412, p = 0,021), dok je u pretile
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djece za vrijednost ITM-SDS utvrdena statisticki znacajna pozitivna korelacija sa sistolickim i

(p=10,538, p=10,001) 1 dijastolickim krvnim tlakom (p = 0,349, p = 0,047).
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Slika 12. Povezanost indeksa tjelesne mase s elementima metabolickog sindroma. Prikazana je
korelacija vrijednosti ITM-SDS s koncentracijama pojedinih elemenata metabolickog sindroma (HDL-kolesterola,
triglicerida, enzima ALT, vrijednosti HOMA-IR) u ukupnom uzorku ispitanika (sve tri skupine), osim za HOMA-IR
koji je analiziran u uzorku koji ukljucuje skupine zdravih ispitanika i pretile djece. Povezanost je ispitana koristedi
korelaciju ranga te su prikazani Spearmanov koeficijent korelacije (p) i p vrijednosti za sve podatke. Statisticka
znacajnost odredena je za p < 0,05. ITM-SDS — indeks tjelesne mase izrazen kao vrijednost standardne devijacije;
HDL-K — kolesterol u lipoproteinima visoke gustoce, prema engl. high-density lipoprotein; TG — trigliceridi; ALT —
alanin aminotransferaza; HOMA-IR — homeostatski model procjene inzulinske rezistencije, prema engl.
homeostatic model assessment for insulin resistance.

Pojedine frakcije lipidograma pokazale su statisticki znacajnu korelaciju s drugim
elementima metabolickog sindroma, prije svega s vrijednostima HOMA-IR. Uz ranije opisanu
statisticki znacajnu negativnu korelaciju koncentracije HDL-kolesterola i statisticki znacajnu
pozitivnu korelaciju koncentracije triglicerida s vrijednostima ITM-SDS te statisticki znacajnu
pozitivnu korelaciju koncentracije kolesterola s dobi, uocena je statisticki znacajna pozitivna

korelacija koncentracije ukupnog kolesterola (p = 0,257, p = 0,042), LDL-kolesterola (p =
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0,327, p <0,001) 1 triglicerida (p = 0,463, p < 0,001) s vrijednostima HOMA-IR te statisticki
znacCajna negativna korelacija koncentracije HDL-kolesterola s istim parametrom (p = -0,304,

p=0,016) (Slika 13).
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Slika 13. Povezanost indeksa inzulinske rezistencije s promjenama u lipidogramu. U uzorku ispitanika
koji uklju¢uje skupine pretile djece i zdravih ispitanika prikazana je korelacija vrijednosti HOMA-IR s
koncentracijom pojedinih frakcija lipidograma (koncentracija ukupnog kolesterola, LDL-kolesterola, HDL-
kolesterola i triglicerida). Povezanost je ispitana koristeci korelaciju ranga te su prikazani Spearmanov koeficijent
(p) i p vrijednosti za sve podatke. Statisticka znacajnost odredena je za p < 0,05. UK-K — ukupni kolesterol; LDL-
kolesterol — kolesterol u lipoproteinima niske gustoce, prema engl. low-density lipoprotein; HDL-kolesterol —
kolesterol u lipoproteinima visoke gustoée, prema engl. high-density lipoprotein; HOMA-IR — homeostatski
model procjene inzulinske rezistencije, prema engl. homeostatic model assessment for insulin resistance.

U pretile djece uocena je 1 statisticki znacajna pozitivna korelacija koncentracije LDL-
kolesterola s koncentracijom enzima ALT (p = 0,362, p = 0,039) te statisticki znacajna
pozitivna korelacija koncentracije triglicerida s koncentracijom enzima ALT (p = 0,596, p <

0,001), ali i s vrijednostima HOMA-IR (p = 0,561, p <0,001).

U djece sa SeCernom boles¢u koncentracija triglicerida je statisticki znacajno pozitivno

korelirala s udjelom HbAlc (p = 0,543, p = 0,002).
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Vrijednosti HOMA-IR (odredene samo za kontrolnu skupinu i za skupinu pretile djece),
koje su pokazatelj stupnja inzulinske rezistencije, uz vrijednosti ITM-SDS i elemente
lipidograma statisti¢ki znacajno su korelirale i s koncentracijom enzima ALT (p = 0,611, p <
0,001) te s koli¢inom izlucivanja albumina, prikazanom omjerom albumina i kreatinina u

prvom jutarnjem urinu (ACR, p = 0,430, p <0,001).

Albuminurija (omjer albumina i kreatinina u urinu, ACR) je statisticki znacajno
pozitivno korelirala s vrijednostima ITM-SDS i HOMA-IR, dok je uocena statisticki znacajna

negativna korelacija s dobi ispitanika (p = -0,208, p = 0,047).

Ispitivani metaboli¢ki parametri nisu pokazali statistiCki znacajnu korelaciju sa

stupnjem pubertetskog razvoja prema Tanneru.
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5.3. Upalni biljezi u djece sa Sec¢ernom bolescu tipa 1, u
pretile djece i u zdravih ispitanika

Nakon metabolickih parametara, u svrhu procjene upalne aktivnosti u nasih smo
ispitanika nadalje odredili koncentracije upalnih biljega — CRP 1 fibrinogena, te smo ispitali

njihovu povezanost s kardiometabolickim faktorima rizika.
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Slika 14. Usporedba upalnih biljega medu skupinama zdravih ispitanika te djece sa Se¢ernom bolescu
tipa 1 i pretile djece. Prikazane su pojedina¢ne vrijednosti uz medijane (sredinja crta), s okvirima koji
predstavljaju interkvartilni raspon (IQR, prema engl. interquartile range) te vanjskim crtama koje predstavljaju
1,5x vrijednost IQR. Usporedbe izmedu skupina ulinjene su neparametrijskim Kruskal-Wallis testom te
Conoverovim post-hoc testom. Statisti¢ka znacajnost odredena je za p < 0,05. KS — kontrolna skupina; SB1-djeca
oboljela od Secerne bolesti tipa 1 trajanja duljeg od 5 godina; PRT — pretili ispitanici; CRP — C-reaktivni protein;
FIB —fibrinogen.

Koncentracija pokazatelja CRP bila je statisticki znacajno visa u obje ispitivane skupine
bolesnika, u djece sa Se¢ernom bolesc¢u tipa 1 (medijan 0.5 [IQR 0.1 — 1.0] mg/L), i u pretile
djece (medijan 2.2 [IQR 1.0 — 4.1] mg/L) u odnosu na zdrave ispitanike (medijan 0.1 [IQR 0,1
—0,5] mg/L), p < 0,001 (Slika 14). Pri tome je cak 32% pretile djece imalo vrijednosti CRP
vise od 3 mg/L, za koje se smatra da su povezane s ve¢im kardiometabolickim rizikom, dok je
u djece sa SeCernom bolescu isto uoceno u jedne bolesnice. U kontrolnoj skupini niti jedan

ispitanik nije imao vrijednosti CRP vise od 3 mg/L.

Podskupina pretile djece koja su zadovoljavala kriterije metaboli¢kog sindroma nije se
statisticki znacajno razlikovala od ostale pretile djece prema koncentracijama parametara upale

(CRP i fibrinogen).

Pretila djeca imala su i statisti¢ki znacajno poviSenu koncentraciju fibrinogena (medijan

3,4 [IQR 2,9 — 4,1] g/L) u odnosu na zdrave ispitanike (medijan 2,6 [IQR 2,3 —2,9] g/L), p <
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0,001, ali i u odnosu na skupinu djece 1 adolescenata sa Se¢ernom boles¢u (medijan 2,5 [IQR
2,2 -2,8] g/L), p <0,001. Nije uocena statisticki znacajna razlika u koncentraciji fibrinogena

izmedu skupina djece sa Se¢ernom bolesc¢u i zdravih ispitanika, p = 0,358 (Slika 14).

Analizom upalnih parametara u ukupnom uzorku ispitanika (sve tri skupine) uocena je
statisticki znaCajna pozitivna korelacija koncentracije biljega CRP s metabolickim rizi¢nim
¢imbenicima: koncentracijom LDL-kolesterola (p = 0,276, p = 0,008), koncentracijom
triglicerida (p = 0,233, p = 0,025), koncentracijom enzima ALT (p = 0,238, p = 0,025) i
vrijednostima HOMA-IR (p = 0,253, p = 0,046) te statisticki znacajna negativna korelacija s
koncentracijom HDL-kolesterola (p = -0,368, p < 0,001). Snazno, statisticki znacajno su
medusobno pozitivno korelirale koncentracije biljega CRP i fibrinogena (p = 0,628, p <0,001)
(Slika 15).
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Slika 15. Povezanost koncentracije upalnog biljega CRP s koncentracijama kardiometabolickih
rizicnih Cimbenika. Prikazane su korelacije koncentracije biljega CRP s kardiometaboli¢kim rizi¢nim
¢imbenicima (LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, trigliceridi, ALT i fibrinogen) u ukupnom uzorku ispitanika (sve tri
skupine), te s vrijednostima HOMA-IR za skupine zdravih i pretilih ispitanika. Povezanost je ispitana koristeci
korelaciju ranga te su prikazani Spearmanov koeficijent (p) i p vrijednosti za ukupan uzorak ispitanika (sve tri
skupine). Statisticka znacajnost odredena je za p < 0,05. CRP — C-reaktini protein; LDL-kolesterol — kolesterol u
lipoproteinima niske gustoée, prema engl. low-density lipoprotein; HDL-kolesterol — kolesterol u lipoproteinima
visoke gustoce, prema engl. high-density lipoprotein; ALT — alanin transferaza; TG — trigliceridi; HOMA-IR —
homeostatski model procjene inzulinske rezistencije, prema engl. homeostatic model assessment for insulin
resistance; FIB — fibrinogen.
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Za koncentraciju fibrinogena je, uz statisticki znafajnu pozitivhu korelaciju s
vrijednostima ITM-SDS (p = 0,634, p <0,001), uocena statisticki znacajna pozitivna korelacija
s elementima metabolickog sindroma: vrijednos¢u dijastolickog krvnoga tlaka (p = 0,210, p =
0,046), koncentracijom triglicerida (p = 0,217, p = 0,038), koncentracijom enzima ALT (p =
0,243, p = 0,020) te albuminurijom (p = 0,290, p = 0,006), a statisticki znacajna negativna
korelacija s koncentracijom HDL-kolesterola (p =-0,355, p <0,001) (Slika 16).

2.4+ ° 18 110
22 p =-0,355, p < 0,001 16 - p=0,290, p = 0,006
100
2.0 H = 144
o —
1.8 1 £ 124 :tli:o 90 -
16 E 104 0 E o
1.4 1 g s £ ]
12 = 6 % 70+
1.0 o < 4l
08+ ’ 21 o ce N E 0,210, p = 0,046
: o = ’ ’ = ’
0.6 0] oos00BloBeBThs o83 o°880° o o° 50 ° P P
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
15 20 25 30 35 40 45 50 15 20 25 30 35 40 45 50 15 20 25 30 35 40 45 50
fibrinogen (g/L) fibrinogen (g/L) fibrinogen (g/L)
4.0 o 300 o
354 p=0,217,p=0,039 p=0,243,p=0,020
250 0
200
=
S 150+ Q
— «L
= 1004 E
50 -3 o
o ® p=0,634, p< 0,001
T T T T T T T T 0 h - -4 L T T T T T T T T
15 20 25 30 35 40 45 50 15 20 25 30 35 40 45 50 15 20 25 30 35 40 45 50
fibrinogen (g/L) fibrinogen (g/L) fibrinogen (g/L)

Slika 16. Povezanost koncentracije upalnog biljega fibrinogena s koncentracijama
kardiometabolickih rizicnih c¢imbenika. Prikazane su korelacije koncentracije fibrinogena s
kardiometabolickim riziénim ¢imbenicima (HDL-kolesterol, trigliceridi, ALT, albuminurija, dijastolicki krvni tlak i
ITM-SDS) u ukupnom uzorku ispitanika (sve tri skupine). Povezanost je ispitana koristeci korelaciju ranga te su
prikazani Spearmanov koeficijent (p) i p vrijednosti za sve podatke. Statisticka znacajnost odredena je za p < 0,05.
HDL-kolesterol — kolesterol u lipoproteinima visoke gustoée, prema engl. high-density lipoprotein; ALT — alanin
aminotransferaza; ACR — omjer albumina i kreatinina u mokraci, prema engl. albumin to creatinine ratio; DKT —
dijastolicki krvni tlak; ITM-SDS — indeks tjelesne mase izrazen kao vrijednost standardne devijacije.

Navedeni rezultati potvrduju medusobnu povezanost upalnog procesa i metabolicke
disfunkcije gdje upala moze pridonijeti metabolickom poremecaju, ali i obrnuto, metabolicki
poremec¢aj moze pokrenuti upalni proces. Stoga smo se u daljnjim analizama usmyjerili na
imunosnu komponentu opisanog poremecaja promatraju¢i razdiobu mononuklearnih stanica

periferne krvi te kemokinski sustav.
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5.4. Fenotip mononuklearnih stanica periferne krvi u
djece sa Sec¢ernom bolescu tipa 1, u pretile djece i u
zdravih ispitanika

Ispitivanjem imunofenotipa osnovnih imunosnih populacija mononuklearnih stanica
periferne krvi temeljem izrazaja specifi¢nih stani¢nih biljega (Slike 8 i 17), uocili smo znacajne
razlike u udjelima pojedinih imunosnih stanica medu ispitivanim skupinama. Tako je udio
monocita CD14" bio statisticki znacajno veci u ispitanika sa Se¢ernom boles¢u (1,7 [IQR 1,2 —
2,8]1%) u odnosu na kontrolnu skupinu (1,2 [IQR 0,8 — 1,6]%, p = 0,038). Nadalje je udio
limfocita B CD19" bio statisti¢ki znacajno visi u pretilih ispitanika (16,7 [IQR 12,9 — 21,0]1%)
u odnosu na kontrolnu skupinu (13,6 [IQR 9,8 — 14,6]%, p = 0,002), a udio limfocita T CD3"
bio je najveci u zdravih ispitanika (77,0 [IQR 71,5 — 81,2]%) te je u toj skupini ispitanika i u
ispitanika sa Se¢ernom boles¢u (73,5 [IQR 70,1 — 76,5]%) bio statisti¢ki znacajno veci u odnosu

na pretile ispitanike (68,2 [IQR 57,8 — 73,4]1%, p < 0,001) (Slika 18).
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Slika 17. Fenotipizacija osnovnih imunosnih populacija mononuklearnih stanica periferne krvi.
Populacije mononuklearnih stanica periferne krvi fenotipizirane su metodom protocne citometrije koristenjem
specificnih stanicnih biljega. Prikazana je distribucija populacija monocita (CD14+), limfocita B (CD19+) i limfocita
T (CD3+) medu mononuklearima periferne krvi. Vizualna prezentacija distribucije stani¢nih populacija
napravljena je pomocu algoritma t-SNE (prema engl. T-distributed stochastic neighbor embedding) koristenjem
kompenziranih fluorescentnih kanala za svaki biljeg nakon propustanja barem 200.000 dogadaja. Prikazani su
reprezentativni grafikoni intenziteta fluorescencije u obliku toplinskih mapa (niZi intenzitet plava boja, visi
intenzitet crvena boja). CD — stanicni biljeg, prema engl. cluster of differentiation.
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Slika 18. Udio imunosnih populacija mononuklearnih stanica periferne krvi u skupini kontrolnih
ispitanika u odnosu na bolesnike sa Se¢ernom bolescu i s pretiloscu. Populacije mononuklearnih stanica
periferne krvi fenotipizirane su metodom protocne citometrije koriStenjem specificnih stanicnih biljega.
Prikazana je usporedba udjela pojedinih mononuklearnih stanica periferne krvi (monociti CD14*, limfociti B
CD19*, limfociti T CD3*) medu skupinama ispitanika: kontrolna skupina (KS), djeca i adolescenti sa Secernom
bole$¢u tipa 1 (SB1) te pretili ispitanici (PRT). Prikazane su pojedinacne vrijednosti uz medijane (sredi$nja crta),
s okvirima koji predstavljaju interkvartilni raspon (IQR, prema engl. interquartile range) te vanjskim crtama koje
predstavljaju 1,5x vrijednost IQR. Usporedbe izmedu skupina ucinjene su neparametrijskim Kruskal-Wallis
testom te Conoverovim post-hoc testom. Statisti¢ka znacajnost odredena je za p < 0,05. CD — stanic¢ni biljeg,
prema engl. cluster of differentiation.

5.5. Koncentracija kemokina u djece i adolescenata sa

sSec¢ernom bolescu tipa 1, u pretile djece i u zdravih
ispitanika

S obzirom da su kemokinski signali klju¢ni za privlacenje imunosnih stanica u ciljna
tkiva odredili smo koncentracije odabranih kemokina u plazmi, a u nastavku i izrazaj
kemokinskih receptora na imunosnim populacijama periferne krvi. Ispitivanjem koncentracije
odabranih CC-kemokina (CCL2, CCLS5) i CXC-kemokina (CXCL10, CXCLI11, CXCLI12) u
nasSih ispitanika uocili smo statisticki znacajno nizu koncentraciju kemokina CXCL12 u djece
sa Se¢ernom bolescu (2,0 [IQR 1,8 —2,5] ng/mL) i u pretile djece (2,1 [IQR 1,9 — 2,4] ng/mL)
u odnosu na skupinu zdravih ispitanika (2,4 [IQR 2,2 — 2,5] ng/mL, p = 0,016) (Slika 19).
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Slika 19. Plazmatske koncentracije kemokina u skupini kontrolnih ispitanika u odnosu na bolesnike
sa Secernom bolescu i pretilos¢u. Koncentracije kemokina odredene su metodom protoéne citometrije
koristenjem mikrokuglica oblozenih specificnim protutijelima (CCL2, CCL5, CXCL10, CXCL11) te metodom ELISA
(CXCL12). Prikazana je usporedba koncentracija pojedinih kemokina medu skupinama ispitanika: kontrolna
skupina (KS), djeca i adolescenti sa $e¢ernom bole$éu tipa 1 (5B1) te pretili ispitanici (PRT). Prikazane su
pojedinacne vrijednosti uz medijane (srediSnja crta), s okvirima koji predstavljaju interkvartilni raspon (IQR,
prema engl. interquartile range) te vanjskim crtama koje predstavljaju 1,5x vrijednost IQR. Usporedbe izmedu
skupina ucinjene su neparametrijskim Kruskal-Wallis testom te Conoverovim post-hoc testom. Statisticka
znacajnost odredena je za p < 0,05. CCL — kemokinski ligand s C-C motivom; CXCL — kemokinski ligand s C-X-C
motivom.

S obzirom da nismo nasli statisticki znacajnu razliku u koncentracijama za vecéinu
odabranih kemokina, u skupinama bolesnika definirali smo podskupine u kojih se ocekuju
izrazeniji metabolicki poremecaji: podskupina djece s loSe reguliranom Sec¢ernom bolescéu
definirano kao HbAlc > 8% te podskupina djece s teZim stupnjem pretilosti definirano kao

ITM-SDS > 2.0.

U podskupini bolesnika s nezadovoljavaju¢om regulacijom Sec¢erne bolesti (HbAlc >
8%) uocena je znacajno visa koncentracija kemokina CCL2 (241,0 [IQR 189,6 —295,3] pg/mL)
u odnosu na kontrolnu skupinu (191,5 [IQR 158,0 — 254,7] pg/mL, p =0,033). U podskupini s
tezim stupnjem pretilosti uocena je znacajno niza koncentracija CXCL11 (6,6 [IQR 4.9 — 7,7]

pg/mL) u odnosu na skupinu zdravih ispitanika (8,2 [IQR 6,9 — 11,3] pg/mL, p = 0,018).
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5.6. Izrazaj kemokinskih receptora na imunosnim
populacijama mononuklearnih stanica periferne krvi

Analizom kemokina u nasih bolesnika zakljucili smo da pojedini kemokini mogu imati
ulogu u patogenezi razvoja Secerne bolesti tipa 1 1 pretilosti te smo nadalje odlucili analizirati
profil odgovaraju¢ih kemokinskih receptora na podskupinama mononuklearnih imunosnih
stanica periferne krvi u skupinama bolesnika, u djece sa Se¢ernom bolescu tipa 1 1 u pretile

djece.

Analizirali smo izrazaj receptora CCR2 i CCR4 koji vezuju kemokine CCL2 i CCLS,
receptor CXCR3 za kemokine CXCL10 1 CXCL11 te receptor CXCR4 za CXCL12.

Analizom odabranih kemokinskih receptora uo¢eno je da su monociti CD14" izrazavali
i CC —i CXC — kemokinske receptore, dok su limfociti B CD19" i limfociti T CD3"* dominantno
izrazavali CXC — receptore (Slika 8).

U sljede¢em smo koraku analizirali profil kemokinskih receptora specifi¢an za svaku

bolest.

5.6.1. Izrazaj kemokinskih receptora u djece sa Sec¢ernom
bolescu tipa 1

U skupni djece sa Se¢ernom boleS¢u uocena su odstupanja u udjelima ispitivanih
imunosnih populacija mononuklearnih stanica periferne krivi koje izraZzavaju pojedine
kemokinske receptore u odnosu na kontrolne ispitanike. Tako je udio monocita CD14" koji
izrazavaju receptor CCR2 bio statisticki znacajno manji u ispitanika sa Se¢ernom boles¢u (53,4
[IQR 34,6 — 69,9]1%) u odnosu na zdrave ispitanike (66,7 [IQR 57,8 — 77,1]%, p = 0,008). To
je praceno 1 statisticki znacajno viSim koncentracijama kemokina CCL2 u djece sa Se¢ernom
boles¢u koja imaju loSu kontrolu glikemije (HbAlc > 8%). U djece sa Se¢ernom bolesc¢u, i u
subpopulaciji limfocita B CD19" uogene su razlike u izraZaju receptora pa je udio limfocita B
koji izrazavaju kemokinski receptor CXCR3 bio statisti¢ki znac¢ajno manji (13,8 [IQR 12,4 —
16,0]%) u odnosu na zdrave ispitanike (17,5 [IQR 13,7 —21,8]%, p = 0,038). S druge strane, u
djece sa Se¢ernom boleséu statisticki je znacajno veéi udio limfocita T CD3™ koji izrazavaju
receptor CCR4 (4,6 [IQR 3,6 — 5,9]%) u odnosu na zdrave ispitanike (3,2 [IQR 2,8 — 4,6]1%, p
=0,009) (Slika 20).
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Slika 20. Razlike u izraZzaju odabranih kemokinskih receptora izmedu djece sa Secernom bolescu tipa
1 i kontrolne skupine ispitanika. Mononuklearne stanice periferne krvi koje izrazavaju kemokinske receptore
fenotipizirane su metodom protocne citometrije. Prikazane su usporedbe udjela monocita (CD14*), limfocita B
(CD19*) i limfocita T (CD3*) koji izrazavaju receptore CCR2, CCR4, CXCR3 i CXCR4 izmedu skupina djece sa
Secernom bole$cu tipa 1 (SB1)i (KS) Prikazane su pojedinaéne vrijednosti uz medijane (sredi$nja crta), s okvirima
koji predstavljaju interkvartilni raspon (IQR, prema engl. interquartile range) te vanjskim crtama koje
predstavljaju 1,5x vrijednost IQR. Usporedbe izmedu skupina ucinjene su neparametrijskim Kruskal-Wallis
testom te Conoverovim post-hoc testom. Statisticka znacajnost odredena je za p < 0,05. CD — stanicni biljeg,
prema engl. cluster of differentiation; CCR — receptor za kemokinski ligand s C-C motivom; CXCR — receptor za
kemokinski ligand s C-X-C motivom.
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Slika 21. Razlike u izrazaju odabranih kemokinskih receptora izmedu pretile djece i kontrolne
skupine ispitanika. Mononuklearne stanice periferne krvi koje izraZzavaju kemokinske receptore fenotipizirane
su metodom protocne citometrije. Prikazane su usporedbe udjela monocita (CD14*), Limfocita B (CD19*) i
limfocita T (CD3*) koji izrazavaju receptore CCR2, CCR4, CXCR3 i CXCR4 izmedu skupina pretile djece (PRT) i
kontrolne skupine (KS). Prikazane su pojedinacne vrijednosti uz medijane (sredisnja crta), s okvirima koji
predstavljaju interkvartilni raspon (IQR, prema engl. interquartile range) te vanjskim crtama koje predstavljaju
1,5x vrijednost IQR. Usporedbe izmedu skupina ucinjene su neparametrijskim Kruskal-Wallis testom te
Conoverovim post-hoc testom. Statisticka znacajnost odredena je za p < 0,05; CD — stanicni biljeg, prema engl.
cluster of differentiation; KS — kontrolna skupina; PRT — pretili ispitanici; CCR — receptor za kemokinski ligand s C-
C motivom; CXCR — receptor za kemokinski ligand s C-X-C motivom.
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5.6.2. Izrazaj kemokinskih receptora u pretile djece

U pretile djece takoder smo uocili neka odstupanja u udjelu subpopulacija monocita
CD14" i limfocita B CD19" koje izrazavaju pojedine kemokinske receptore, dok se izrazaj
kemokinskih receptora na limfocitima T nije zna€ajno razlikovao od zdravih ispitanika. Tako
je udio monocita CD14" koji izrazavaju receptor CCR4 bio grani¢no manji u pretilih ispitanika
(27,6 [IQR 19,3 —43,2]%) u odnosu na zdrave ispitanike (40,4 [IQR 24,3 —55,4]1%, p = 0.063).
S druge strane, udio limfocita B CD19" koji izrazavaju receptore CCR4 bio je grani¢no veéi
(7,7 [IQR 5,6 — 10,3]%) u odnosu na zdrave ispitanike (6,8 [IQR 5,6 — 8,0]%, p = 0.118), a
receptor CXCR4 bio je statisticki znacajno veci u pretile djece (55,8 [IQR 47,0 — 61,11%) u
odnosu na zdrave ispitanike (50,7 [IQR 42,3 — 55,3]1%, p = 0.039) (Slika 21). Uz to je
plazmatska koncentracija kemokina CXCL12 (koji se veZe na receptor CXCR4) bila statisticki

zna€ajno manja u pretile djece u odnosu na kontrolne ispitanike (Slike 191 21).

5.7. Korelacije kemokina i izrazavanja ispitivanih
kemokinskih receptora na populacijama mononuklearnih
stanica s upalnim i metabolickim parametrima
specificne za bolest

Krajnji cilj istrazivanja bio je utvrditi povezanost kardiometaboli¢kih ¢imbenika rizika
1 pokazatelja upalnog stanja, stoga smo u zadnjem dijelu istrazivanja analizirali korelacije
izrazaja kemokinskih receptora i koncentracija kemokina s kardiometabolickim parametrima i
stupnjem bolesti. I Se¢erna bolest 1 pretilost u konacnici mogu voditi sli¢nim vaskularnim
komplikacijama, te smo u analizi povezanosti posebnu paznju obratili na znac¢ajne korelacije
koje su specificne za pojedinu bolest, ali i na znacajne korelacije koje su se preklapale u
oboljelih od Secerne bolest i u pretilih. Zajednicke promjene upalnih parametara mogu
predstavljati moguce rane biljege korisne u pracenju razvoja vaskularnih komplikacija bolesti

te u buduénosti predstavljati zajednicke terapijske ciljeve.
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5.7.1. Povezanost profila kemokina i kemokinskih receptora s
kardiometabolickim ¢imbenicima rizika u Sec¢ernoj bolesti

Od svih uocenih statisticki znacajnih povezanosti, za profil kemokina mozemo izdvojiti
statistiCki znacajnu pozitivnu korelaciju koncentracije kemokina CCL2 i postotka HbAlc te
statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju kemokina CXCL12 i albuminurije. Potonja je pra¢ena
istovremeno snaznim statistiCki znacajno negativnim korelacijama izrazaja odgovarajuceg
receptora CXCR4 na svim promatranim populacijama mononukleara periferne krvi. Uz
navedeno, analizom profila kemokinskih receptora, isti¢u se statisticki znacajno pozitivne
korelacije s trajanjem Secerne bolesti (prije svega za sve populacije mononukleara koje
izrazavaju receptor CCR4) i s krvnim tlakom te izrazene, statisticki znacajno negativne
korelacije izrazaja viSe kemokinskih receptora s upalnim biljezima CRP i fibrinogen te vec

spomenutom albuminurijom (Slika 22).

Detaljno gledano, u skupini ispitanika sa Se¢ernom boles¢u koncentracija kemokina
CCL2 je statisticki znacCajno pozitivno korelirala s udjelom HbAlc, dok je koncentracija
kemokina CXCLI11 statisticki znacajno pozitivno korelirala s dozom inzulina, a koncentracija
kemokina CXCL12 s omjerom albumina i kreatinina u urinu. Koncentracija kemokina CCL5

je statisticki znacajno negativno korelirala s koncentracijom ukupnog kolesterola (Slika 22).

Analizom udjela pojednih populacija imunosnih stanica u djece sa Se¢ernom boles¢u
uoCena je statisti¢ki znacajna pozitivna korelacija udjela monocita CD14", koja je u toj skupini
bila najvisa, s dozom inzulina (p = 0,394, p = 0,028) i s vrijednos¢u ITM-SDS (p = 0,366, p =
0,046) te statisticki znacajna negativna korelacija s koncentracijom enzima AST (p = -0,431, p

=0,015) (nije slikovno prikazano).

Udio monocita CD14" koji izrazavaju receptor CCR2 statisti¢ki je zna¢ajno pozitivno
korelirao s vrijednoscu dijastolickog krvnog tlaka, dok je uoCena statisticki znacajna negativna
korelacija s omjerom albumina i kreatinina u urinu te s koncentracijom fibrinogena. UoCena je
statisti¢ki znacajna pozitivna korelacija udjela monocita CD14" koji izrazavaju receptor CCR4
s trajanjem Secerne bolesti. Udio monocita CD14" koji izrazavaju receptor CXCR3 statisticki
je znacajno negativno korelirao s udjelom HbAlc, dok je udio monocita CD14" koji izrazavaju
receptor CXCR4 statisticki znacajno negativno korelirao s omjerom albumina i kreatinina te s

koncentracijom fibrinogena (Slika 22).

Udio limfocita B CD19" koji izrazavaju receptor CCR2 statisti¢ki je znacajno pozitivno

korelirao s koncentracijom triglicerida te negativno s omjerom albumina i kreatinina, dok je i
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udio limfocita B CD19" koji izrazavaju receptor CCR4 statisticki znacajno pozitivno korelirao
s trajanjem Secerne bolesti. Udio limfocita B CD19" koji izrazavaju receptor CXCR3 statisticki
je znacajno pozitivno korelirao s koncentracijom triglicerida, dok je statisti¢ki znaCajna
povezanost s koncentracijom enzima AST bila negativnog predznaka. Udio limfocita B CD19"
koji izrazavaju CXCR4 statisticki je znacajno negativno korelirao s omjerom albumina i
kreatinina. Izrazaj viSe receptora na populaciji limfocita B CD19" statisti¢ki je znacajno

negativno korelirao s upalnim biljezima, prije svega biljegom CRP (Slika 22).

obiljezja bolesti krvni tlak lipidogram Jetrenai bubreina funkcija upalni parametri

trajanje HbA1c DI SKT DKT Uk-K HDL-K LDL-K TG AST ALT ACR CRP FIB
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Slika 22. Povezanost profila kemokinskih receptora i koncentracije kemokina s kardiometabolickim
parametrima u bolesnika sa Secernom bolesc¢u tipa 1. Prikazani su smjer i jacina korelacije koncentracije
pojedinog kemokina (CCL2, CCL5, CXCL10, CXCL11, CXCL12) odnosno izrazaja kemokinskih receptora (CCR2,
CCR4, CXCR3, CXCR4) na populacijama mononuklearnih stanica periferne krvi (monocita CD14*, limfocita B CD19*
i limfocita T CD3*) s kardiometabolickim rizicnim c¢imbenicima koji ukljucuju obiljezja bolesti, krvni tlak,
lipidogram, jetrenu i bubreznu funkciju te s parametrima upale. Stanice periferne krvi koje izrazavaju kemokinske
receptore odredene su metodom protocne citometrije, a koncentracije kemokina odredene su metodom
protoéne citometrije pomoc¢u mikrokuglica (CCL2, CCL5, CXCL10, CXCL11) ili ELISA (CXCL12). Povezanost je
ispitana koristeci korelaciju ranga te su prikazani Spearmanovi koeficijenti korelacije (p) koji su kodirani bojom
te crveni spektar predstavlja negativne korelacije, a zeleni spektar pozitivne korelacije. Statisticka znacajnost
odredena je za p < 0,05 (u tablici deblje otisnuto) Na dnu slike nalazi se shema obojanih kodova raspona
vrijednosti p. SB1 — djeca oboljela od $e¢erne bolesti tipa 1; HbAlc — glikirani hemoglobin A1, hemoglobin Alc;
DI — doza inzulina; SKT — sistoli¢ki krvni tlak; DKT — dijastoli¢ki krvni tlak; Uk-K — ukupni kolesterol; LDL-K —
kolesterol u lipoproteinima niske gustoce, prema engl. low-density lipoprotein; HDL-K — kolesterol u
lipoproteinima visoke gustoce, prema engl. high-density lipoprotein; TG — trigliceridi; AST — aspartat
aminotransferaza; ALT — alanin aminotransferaza; ACR — omjer albumina i kreatinina u mokraci, prema engl.
albumin to creatinine ratio; CRP — C-reaktivni protein; FIB — fibrinogen.
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U ispitanika sa $e¢ernom boleS¢u populacija limfocita T CD3" statisti¢ki je znacajno
pozitivno korelirala s udjelom HbAlc. Udio limfocita T CD3" koji izrazavaju receptor CCR4
statistiCki je znacajno pozitivno korelirao s vrijednostima dijastolickog krvnog tlaka te s
trajanjem Secerne bolesti dok je uocCena statisticki znaCajna negativna korelacija s
koncentracijom fibrinogena. Nadalje, udio limfocita T CD3" koji izrazava receptor CXCR3
statisticki je znacajno negativno korelirao s koncentracijom ukupnog kolesterola i HDL-
kolesterola, a udio koji izraZzava receptor CXCR4 statisticki je znacajno negativno korelirao i s
omjerom albumina i kreatinina. Obje spomenute populacije limfocita T CD3" statisticki su

znacajno negativno korelirale s koncentracijama upalnih biljega CRP i fibrinogena (Slika 22).

5.7.2. Povezanost profila kemokina i kemokinskih receptora s
kardiometabolickim €¢imbenicima rizika u pretilosti

Sli¢no kao 1 za Secernu bolest najprije isticemo glavne nalaze povezanosti. Ukupno
gledaju¢i, analizom profila kemokina u skupini pretile djece uofava se viSe pozitivnih
korelacija s upalnim biljezima i metabolickim parametrima. Posebice se isticu statisti¢ki
znacajne pozitivne korelacije koncentracije kemokina CXCL12 s plazmatskom koncentracijom
glukoze nataste, koncentracijom triglicerida te koncentracijom jetrenih enzima. Profil
kemokinskih receptora obiljezava statisticki znacajna negativna povezanost gotovo svih
subpopulacija monocita CD14" te svih mononukleara koji izrazavaju receptor CXCR4 s
vrijednostima omjera albumina i kreatinina u urinu, $to je slicno nalazu u djece sa Se¢ernom
bolescu, no izostaju statisticki znacajne korelacije s upalnim parametrima. [zuzetak je statisticki
znadajna negativna korelacija udjela limfocita B CD19" koji izrazava receptor CXCR4 s

koncentracijom upalnog biljega CRP (Slika 23).

Detaljno gledaju¢i, u pretilih ispitanika uocCena je statistiCki znaCajna pozitivna
korelacija koncentracije kemokina CCL2 s koncentracijom enzima ALT. Koncentracije
kemokina CCLS5 i CXCL11 statisti¢ki su znacajno pozitivno korelirale s upalnim parametrom
CRP, dok je koncentracija kemokina CXCLI11 pozitivno korelirala i s koncentracijom
fibrinogena, no ta povezanost nije bila statisticki znacajna. Kako je ve¢ istaknuto, koncentracije
kemokina CXCLI12 statisticki su znacajno pozitivno korelirale s koncentracijama glukoze u

krvi, koncentracijom triglicerida te jetrenih enzima AST i ALT (Slika 23).

Analizom udjela pojedinih populacija imunosnih stanica, u pretile djece je uoceno da

udio monocita CD14" koji izrazavaju receptor CCR2 statisti¢ki znacajno pozitivno korelira s
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vrijednostima ITM-SDS, dok su udjeli monocita CD14" koji izrazavaju receptore CCR4,
CXCR3 i CXCR4 statisticki znacajno negativno korelirali s omjerom albumina 1 kreatinina u
urinu, s time da je udio monocita CD14" koji izrazavaju receptor CXCR4 statisticki znacajno

negativno korelirao i s vrijednos¢u HOMA-IR (Slika 23).

Udio populacije limfocita B CD19" bio je visi u skupini pretile djece u odnosu na
kontrolne ispitanike, uz statisticki znaCajnu pozitivnu povezanost sa serumskom
koncentracijom glukoze nataste (p = 0,485, p = 0,004). Nadalje, u pretilih je ispitanika udio
limfocita B CD19" statisti¢ki zna¢ajno pozitivno korelirao s koncentracijom fibrinogena. Udio
populacije limfocita B CD19" koja izraZavaju receptor CXCR4 statisticki je znacajno negativno
korelirao s omjerom albumina 1 kreatinina u urinu i s koncentracijom upalnog biljega CRP

(Slika 23).

Statisticki znacajna negativna povezanost s omjerom albumina i kreatinina u urinu
dokazana je i za udio limfocita T CD3" koji izrazavaju receptor CXCR4. Osim navedenog, udio
limfocita T CD3" koji izrazavaju receptor CCR4 statisti¢ki je znacajno negativno korelirao s
koncentracijom glukoze u krvi, a pozitivno s vrijednosc¢u sistolickog krvnog tlaka, dok je udio
tih stanica koje izrazavaju receptor CXCR3 statisticki znacajno negativno korelirao s

koncentracijom HDL-kolesterola (Slika 23).
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obiljezjabolesti krvni tlak lipidogram jetrenai bubreina funkcija upalni parametri

PRT HOMA-

ITM-SDS GUK R SKT DKT Uk-K HDL-K LDL-K TG AST ALT ACR CRP FIB

%M CCR2 0.37 0.11 0.06 0.32 0.13 -0.15 -0.27 -0.02 0.09 0.05 -0.01 -0.34 0.06 -0.11
%M CCR4 0.32 0.02 -0.12 0.20 0.14 0.05 -0.07 0.12 -0.10 -0.06 -0.08 =053 0.11 0.04
%M CXCR3 0.05 0.10 -0.04 -0.02 | -0.22 -0.05 -0.25 0.06 -0.06 -0.02 B=O0SIN -0.23 -0.14
%M CXCR4 0.08 -0.15 -0.36 0.06 0113 0.04 0.08 0.22 =045 -0.28 -032 | -0.48 0.07 0.08
%B CCR2 =01 -0.04 -0.15 0.09 0.05 0.14 0.25 0.12 -0.04 -0.03 -0.07 -0.20 -0.06 -0.14
%B CCR4 0.14 -0.16 -0.01 0.21 0.23 0.01 -0.18 0.18 0.24 -0.04 -0.13 -0.15 0.10 0.18
%B CXCR3 0.17 -0.26 -0.25 0.18 0.24 -0.02 -0.02 0.16 0.03 -0.11 -0.22 0.10 0.10 0.16
%B CXCR4 -0.06 -0.05 0.11 -0.18 -0.10 | -0.31 -0.14 -0.13 -0.09 -0.01 -0.12  -0.44 -045 027
%T CCR2 -0.29 0.06 -0.02 -0.08 0.03 0.03 -0.15 -0.08 0.13 -0.03 0.06 0.08 -0.33
%T CCR4 0.19 -0.35 -0.23 0.38 0.33 -0.14 -0.17 -0.03 0.11 -0.09 | -0.29 -0.29 0.00 0.17
%T CXCR3 -0.01 0.18 -0.27 -0.01 = -0.17 -0.20 |« -0.37 -0.01 0.04 0.05 0.05 -0.26 -0.01 -0.02
%T CXCR4 -0.03 -0.08 -0.20 -0.11 -0.22 0.05 0.06 0.24 -0.12 -020 -0.23 B=0.528 -0.18 -0.23

ccL2 002 | 026 026 003 013 022 009 003 | 033 032 PoESN o011 002 -0.10
ccLs 007 019 006 023 -024 016 019 015 002 011 006 -016 [NoAIW 0.10
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cXcL12 018 JOSEN o012 o004 006 027 -024 o013 039 W02 N0MEN 013 -001 -007
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Slika 23. Povezanost profila kemokinskih receptora i koncentracije kemokina s kardiometabolickim
parametrima u pretilih bolesnika. Prikazani su smjer i jacina korelacije koncentracije pojedinog kemokina
(CCL2, CCL5, CXCL10, CXCL11, CXCL12) odnosno izrazaja kemokinskih receptora (CCR2, CCR4, CXCR3, CXCR4) na
populacijama mononuklearnih stanica periferne krvi (monocita CD14+, limfocita B CD19+ i limfocita T CD3+) s
kardiometabolickim rizicnim c¢imbenicima koji ukljuuju obiljezja bolesti, krvni tlak, lipidogram, jetrenu i
bubreznu funkciju te s parametrima upale. Stanice periferne krvi koje izrazavaju kemokinske receptore odredene
su metodom protocne citometrije, a koncentracije kemokina odredene su metodom protocne citometrije
pomocu mikrokuglica (CCL2, CCL5, CXCL10, CXCL11) ili ELISA (CXCL12). Povezanost je ispitana koristedi korelaciju
ranga te su prikazani Spearmanovi koeficijenti korelacije (&) koji su kodirani bojom te crveni spektar predstavlja
negativne korelacije, a zeleni spektar pozitivne korelacije. Statisticka znacajnost odredena je za p < 0,05 (u tablici
deblje otisnuto). Na dnu slike nalazi se shema obojanih kodova raspona vrijednosti p. PRT — pretili ispitanici; DI
—doza inzulina; SKT —sistolicki krvni tlak; DKT — dijastolicki krvni tlak; Uk-K — ukupni kolesterol; LDL-K — kolesterol
u lipoproteinima niske gustoée, prema engl. low-density lipoprotein; HDL-K — kolesterol u lipoproteinima visoke
gustoce, prema engl. high-density lipoprotein; TG — trigliceridi; AST — aspartat aminotransferaza; ALT — alanin
aminotransferaza; ACR — omjer albumina i kreatinina u mokradi, prema engl. albumin to creatinine ratio; CRP —
C-reaktivni protein; FIB — fibrinogen.
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6.RASPRAVA

vvvvv

tipa 2, 1 to ve¢ u pedijatrijskoj populaciji (3, 30, 97, 98). Medunarodna dijabeticka federacija,
IDF, procjenjuje da od Secerne bolesti u svijetu boluje vise od milijun djece i adolescenata s
povecanjem broja za oko 120 tisuéa svake godine (3, 97). Prije tridesetak godina Seéerna bolest
tipa 2 bila je isklju¢ivo bolest odraslih, no zadnjih desetljeca sve je vise oboljelih adolescenata
te se procjenjuje daith u SAD ima viSe od 20 tisuca (97, 99). Istovremeno, s razvojem pandemije
pretilosti ve¢ od najranije dobi, procjenjuje se da gotovo 5% djece rane Skolske dobi, od 6 do

10 godina starosti, razvija predijabetes (31).

Takva epidemioloSka slika posljedica je globalnog usvajanja ,,zapadnjackog® stila
zivota. Djeca se sve manje krecu, a kalorijski unos znacajno je veci od potrosnje. Pretilost je
uzro¢ni ¢imbenik razvoja Secerne bolesti tipa 2, no sve veéi broj djece sa Se¢ernom bolescu tipa
1 takoder je pretilo (33, 100, 101). Takvo stanje otezava utvrdivanje tipa Secerne bolesti u
djecjoj dobi, a vodi 1 uvodenju novih podtipova bolesti i novih termina koji ih definiraju, kao

primjerice ,,hibridna‘“ Secerna bolest (102).

6.1. Kardiometaboli¢ki €imbenici rizika u djece sa
Secernom bolescéu tipa 1, pretile djece i zdravih
ispitanika

Djetinjstvo 1 adolescencija klju¢na su razdoblja Zivota kada se pojavljuju ¢imbenici
rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti. Pojava spomenutih ¢imbenika rizika znatno je
izrazenija u djece koja boluju od Secerne bolesti ili pretilosti, a ¢esto su prisutni ve¢ kod
postavljanja dijagnoze (101). ViSe od dva kardiometaboli¢ka ¢imbenika rizika opisana su u oko
92% djece 1 mladih sa Secernom bolescu tipa 2 te u 14% djece 1 mladih sa Se¢ernom boles¢u
tipa 1 (33). lako Secerna bolest dvostruko povecava rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti i
pratec¢eg mortaliteta, uoc¢eno je da hiperglikemija u djece nema takav znacaj rizicnog ¢imbenika
kao hiperglikemija u odraslih osoba (33, 103). Ve¢ u toj ranoj dobi prekomjerna tjelesna masa
1 opseg struka predstavljaju znacajan ¢imbenik rizika te je rizik kardiovaskularnih bolesti u

pretile djece znatno veci, posebno uzevsi u obzir metaboli¢ke posljedice koje ju prate (32-34).
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Uceno je da je dislipidemija teZzeg stupnja u djece sa Se¢ernom boleScu tipa 1 koja su pretila i
imaju dobru regulaciju glikemije, nego u mrsavih bolesnika s lo§ijom regulacijom bolesti (35).
Uz hiperlipidemiju i povisen krvni tlak, kao ¢imbenik rizika posebno se izdvaja inzulinska
rezistencija. Ona je dio patofizioloskog mehanizma nastanka Secerne bolesti tipa 2, no sve je
¢es¢e uoCavamo i u djece sa Secernom bolesc¢u tipa 1, posebice u adolescentica (102, 104, 105).
Vise spomenutih entiteta grupiranih oko abdominalnog tipa pretilosti 1 inzulinske rezistencije
¢ine metabolicki sindrom, koji pak predstavlja iznimno vazan kardiometabolicki ¢imbenik
rizika koji je rezultat umnoska, prije nego zbroja rizika pojedinih entiteta koji ga ¢ine. U naSih
je pretilih ispitanika gotovo 40% djece zadovoljavalo kriterije za metaboli¢ki sindrom, $to
posebice zabrinjava ako uzmemo u obzir da je metabolicki sindrom u djece udruzen sa
znacajnijim razvojem subklinic¢ke ateroskleroze ve¢ u djecjoj dobi te, posljedicno, sa znacajnim
rizikom napredovanja prema simptomatskoj kardiovaskularnoj bolesti u odrasloj dobi (106).
Tome se sindromu pribrajaju i Cesto ga prate promjene na jetri u vidu steatoze (MASLD prema
engl. metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease, ranije poznatu kao NAFLD,
prema engl. non-alcoholic fatty liver disease) te mikroalbuminurija, koja se smatra neovisnim

¢imbenikom rizika za razvoj kardiovaskularnih incidenata (35, 101, 107).

6.1.1. Dislipidemija

Analizom metabolic¢kih ¢imbenika rizika za razvoj bolesti srca i krvnih Zila uo¢ili smo
znacajne razlike u lipidnom profilu medu skupinama. Djeca oboljela od Se¢erne bolesti imala
su znacajno vise koncentracije ukupnog kolesterola u odnosu na druge dvije skupine ispitanika,
dok su koncentracije LDL-kolesterola i triglicerida bile povisene u obje skupine bolesnika, u
djece sa Se¢ernom bolesc¢u i u djece s pretilos¢u, u odnosu na zdrave ispitanike. S druge strane
pretili ispitanici imali su znacajno nize koncentracije HDL-kolesterola u odnosu na druge dvije

skupine.

Dislipidemija u djece sa Se¢ernom bolescu i pretilos¢u, iscrpno je istrazivana i opisivana
tema. Prevalencija dislipidemije u djece sa Se¢ernom bolescu tipa 1 kre¢e se od oko 26% do
preko 60%, koliko je procijenjeno u studiji Noras i1 suradnika analizom lipidograma 565
oboljele djece u Bangladesu (35, 108). Najucestaliji poremecaj u metabolizmu lipida bila je
hiperkolesterolemija u 63,5% djece, pracena i grani¢no poviSenim koncentracijama LDL-
kolesterola u 34,2% oboljelih (35). Rezultati naSeg istrazivanja u skladu su s ranije opisanim

nalazima te u djece sa Secernom bolescu tipa 1 prevladavaju poviSene koncentracije ukupnog
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kolesterola 1 LDL-kolesterola. Tako je ¢ak 54,8% djece 1 mladih sa Se¢ernom boleS¢u imalo
povisene koncentracije ukupnog kolesterola, a 25,8% imalo je povisen LDL-kolesterol. Uz
navedeno, manje od 10% tih bolesnika imalo je snizene koncentracija HDL-kolesterola, dok su
povisene koncentracije triglicerida uoc¢ene u 12,9% djece sa Se¢ernom boles¢u. Nasi rezultati
tako su u skladu i s rezultatima velike prospektivne studije ,,.SEARCH for Diabetes in Youth®,
koja ukljucuje 1.800 djece 1 mladih sa SeCernom boles¢u, a prema kojoj je 9,1 do 17,5% djece
sa SeCernom boleséu imalo sniZzene koncentracije HDL-kolesterola, a 6,7 do 11,1%
hipertrigliceridemiju (32). Osim grani¢no znafajne pozitivne korelacije udjela HbAlc s
koncentracijom triglicerida, nismo uocili statisti¢ki znacajnu korelaciju metabolicke kontrole
bolesti iskazane kroz HbAlc s ostalim metabolickim parametrima, trajanjem bolesti ili krvnim
tlakom. Starija dob u nasih je ispitanika bila statisticki znacajno pozitivno povezana s viSom

koncentracijom ukupnog kolesterola.

Prema podatcima proizi§lim iz baze podataka medunarodnog projekta ,,SWEET*
(prema engl. ,,Better control in Pediatric and Adolescent diabeteS: Working to crEate CEnTers
of Reference ), posvecenog poboljSanju skrbi za djecu sa Se¢ernom bolescu tipa 1, kao i studije
SSEARCH for Diabetes in Youth*, potvrdena je povezanost dislipidemije (prije svega povecanje
koncentracija LDL-kolesterola i niza koncentracija HDL-kolesterola) s prirastom na tjelesnoj
masi 1 metabolickom kontrolom Secerne bolesti, cimbenicima rizika na koje je moguce voljno

djelovati (32, 100, 109).

U pretile djece sa Secernom bolesc¢u tipa 1 opisan je fenotip koji se smatra izrazito
aterogenim, a karakteriziran je hipertrigliceridemijom i1 povecanim opsegom struka (engl.
Lwhypertrigliyceridemic waist phenotype). Uz prekomjernu tjelesnu tezinu odnosno pretilost te
hipertrigliceridemiju, spomenuti lipidni profil ukljucuje i poviSene koncentracije ukupnog
kolesterola i LDL-kolesterola te prema skupini brazilskih znanstvenika predstavlja korelat
metabolickom sindromu, a opisan je u 23,5% djece 1 adolescenata sa Se¢ernom bolescu tipa 1
(110). Istrazivanjem Szadkowske i1 suradnika uoceno je da je dislipidemija u djece sa Se¢ernom
bolesc¢u cesce pratila pretilost nego losu kontrolu bolesti, a prema podatcima studije ,,SEARCH
for Diabetes in Youth*, gotovo je tre¢ina djece sa SeCernom boles¢u tipa 1 u ukljuc¢enim

drzavama SAD-a imala prekomjernu tjelesnu tezinu ili je bila pretila (32, 111).

Iako su iz naSe studije bila iskljucena djeca i adolescenti oboljela od Se¢erne bolesti tipa
1 s prekomjernom tjelesnom tezinom ili pretilo$¢u, u naSoj skupini djece sa Secernom boles¢u
uocili smo znacajno vise koncentracije triglicerida u odnosu na zdrave ispitanike, uz povisene

koncentracije ukupnog kolesterola i LDL-kolesterola. U skladu s rezultatima studije
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SEARCH “ 1 projekta ,,.SWEET*, prosje¢na koncentracija HDL-kolesterola je u skupini djece
sa Secernom boleSc¢u bila statistiCki znacajno visa od koncentracija u ostale dvije skupine (32,

100, 109).

U pretile djece opisan je tipi¢an obrazac dislipidemije s povisSenom koncentracijom
triglicerida, sniZzenom  koncentracijom HDL-kolesterola te granicno povisenim
koncentracijama ukupnog kolesterola i LDL kolesterola (112). Prema izvje$S¢ima nacionalnog
programa pracenja zdravlja i prehrane u SAD, nazvanom NHANES (prema engl. ,,National
Health and Nutrition Examination Survey ‘), 42,9% pretile djece ima takav profil dislipidemije,
a 1 nasi rezultati mogu se uklopiti u spomenuti profil. Tako je ¢ak 54,6% pretile djece u nasem
istrazivanju imalo snizene koncentracija HDL-kolesterola, dok je ukupni kolesterol bio povisen
u 21,2% pretilih, LDL-kolesterol u 18,2% pretilih, a 15,2% pretilih je imalo povisenu
koncentraciju triglicerida. Prosjecne vrijednosti triglicerida i LDL-kolesterola bile su statisticki
znacajno vise u pretile djece nego u zdravih ispitanika, dok je prosjec¢na koncentracija HDL-
kolesterola u toj skupini ispitanika bila statisticki znacajno niza u odnosu na zdrave ispitanike
1 ispitanike sa Seéernom boleS¢u. Takav patoloSki obrazac dislipidemije u djece s tezim
stupnjem pretilosti, prije svega sa snizenim koncentracijama HDL-kolesterola i povisenim
koncentracijama triglicerida, prikazan je u meta-analizi 320 znanstvenih ¢lanaka koji su
izvjestavali o kardiometabolickim rizicima u pretile djece (23). Prema analizi izvjeSc¢a cak je
67 do 86% pretile djece imalo barem jedan kardiometabolicki ¢imbenik rizika, a uz
dislipidemiju, u znatnom udjelu (40 do 60%), imali su i steatozu jetre. U nasih je ispitanika
povisena koncentracija enzima ALT, koja upucuje na steatozu jetre, uocena u 35,3% pretile
djece, dok je omjer enzima AST 1 ALT vrijednosti manje od jedan zabiljezen u 50% djece iz te
skupine ispitanika. Udio pretile djece koja imaju MASLD pokazao se znatnijim i u drugim
studijama te se smatra jednom od prvih metabolickih komplikacija pretilosti koje se vide u
djece, a ujedno je i1 najCesc¢a kroni¢na bolest jetre s rizikom za razvoj steatohepatitisa i
posljedi¢ne fibroze (107, 113-116). Povezanost nalaza s inzulinskom rezistencijom, upalom te
endotelnom disfunkcijom ¢ine steatozu jetre potencijalnim entitetom metabolickog sindroma

(107, 115, 117).

6.1.2. Inzulinska rezistencija

Zajednicki temelj koji vodi razvoju dislipidemije, steatoze jetre i, konacno, poremecaja

metabolizma glukoze ¢ini inzulinska rezistencija, koja pospjeSuje metabolicke poremecaje i
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vodi razvoju metabolickih komplikacija u pretilih osoba. Kao rezultat inzulinske rezistencije,
u jetru je povecan dotok neesterificiranih slobodnih masnih kiselina potrebnih za sintezu
triglicerida te sekvestraciju u lipoproteine bogate trigliceridima. Trigliceridi se potom ugraduju
u male, guste LDL-Cestice te male, nestabilnije HDL-Cestice, dovode¢i do povecanja
koncentracije LDL-kolesterola te smanjenja koncentracije HDL-kolesterola (112).
Istovremeno, inzulinska rezistencija pogoduje nakupljanju lipida u hepatocitima, dovode¢i do
razvoja steatoze jetre. Posljedi¢ni suviSak masnih kiselina, oksidativni stres, deplecija
adenozin-trifosfata i mitohondrijska disfunkcija mogli bi biti razlogom oStecenja hepatocita u

jetri prozetoj mastima (114, 115).

U nasoj je skupini pretilih ispitanika cak 79,4% imalo laboratorijske znakove inzulinske
rezistencije, a sukladno ulozi tog ¢imbenika u metabolickim poremecajima opisanim u pretile
djece, vrijednosti HOMA-IR su statisticki zna¢ajno pozitivno korelirale s vrijednostima ITM,
ali 1 s gotovo svim analiziranim metaboli¢ki ¢imbenicima rizika: ukupnim kolesterolom, LDL-
kolesterolom, trigliceridima, enzimom ALT te stupnjem albuminurije izrazenim omjernom
albumina i kreatinina u prvom jutarnjem urinu, uz statisticki znacajnu negativnu korelaciju s
koncentracijom HDL-kolesterola. Mikroalbuminurija je takoder prepoznata komplikacija
metabolickog sindroma i1 smatra se neovisnim prediktorom kardiovaskularnih bolesti i
mortaliteta u oboljelih od Se¢erne bolesti, ali 1 u nedijabeti¢nih osoba, te je predloZzena kao
biljeg probira za osobe s visokim rizikom od kardiovaskularnog incidenta (113). U skupini
pretilih ispitanika u nasem istrazivanju dvoje je djece imalo znaajnu albuminuriju, a
vrijednosti omjera albumina 1 kreatinina bile su statisticki znacCajno viSe nego u zdravih
ispitanika 1 bolesnika sa Se¢ernom boles¢u. Naime, uz znacajan rizik od makrovaskularnih
komplikacije smatra se da inzulinska rezistencija ima ulogu i u etiologiji mikrovaskularnih

promjena (105).

Inzulinska rezistencija u mladih sa Se¢ernom boleScu tipa 1 klinicki je skrivena (105),
no udruzena je s ranom pojavom promjena u stijenki krvnih Zila. Prvi znakovi promjena u
strukturi 1 funkciji velikih krvnih zila (karotidnih arterija) ¢esto su prve komplikacije koje se
mogu dokazati u djece sa SeCernom boles¢u (43, 44, 49, 118). Povecanje vrijednosti [ITM u te
djece praceno je metabolickim promjenama, prije svega u lipidogramu, te pojacanom
inzulinskom rezistencijom i tezom regulacijom glikemije, $to je izrazenije u djevoj¢ica nego u
djecaka (43, 105, 119). Takve promjene u konacnici mogu voditi gubitku zastitnog ucinka

zenskog spola na razvoj kardiovaskularnih bolesti (11).
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U konacnici, ¢ini da je ve¢ u djecjoj dobi pretilost znacajniji faktor rizika za razvoj
albuminurije 1 kardiovaskularne bolesti nego sama Secerna bolest, neovisno o metaboli¢koj
kontroli bolesti. Nasa zapazanja u skladu su s izvje§¢em o kardiometaboli¢kim rizicima u djece

sa Se¢ernom bolescu tipa 1 u poljskoj studiji (111).

6.1.3. Hipertenzija

Znacajan kardiorizi¢ni ¢imbenik u svim dobnim skupinama je i arterijska hipertenzija.
Razvoj arterijske hipertenzije usko je povezan s razvojem i tijekom Secerne bolesti tipa 1 s
kojim dijeli iste patofizioloSke mehanizme kao Sto su oskidativni stres, upala, aktivacija
imunosnog sustava te pojacana aktivnost sustava renin — angiotenzin — aldosteron (120). U
takvom okruzju, razvoju arterijske hipertenzije znatno pogoduje i povecanje krutosti arterijske
stijenke $to je jedan od ranih biljega endotelne disfunkcije, odnosno promjena u funkciji
stijenke velikih krvnih zila koje mozemo klinicki procijeniti (121). Pritom su studije s
viSegodis$njim pracenjem pokazale utjecaj povisenog udjela HbAlc na progresiju promjena u
stijenki krvnih Zila (prije svega debljine sloja intima-medija stijenke karotidne arterije, cIMT
prema engl. carotid intima-media thickness), uz znacajnu povezanost promjena s trajanjem
Secerne bolesti, krvni tlakom 1 vrijednostima ITM (122). Uocena je i povezanost oblika terapije
i udjela HbAlc u ranijoj fazi Se¢erne bolesti s kasnijom pojavom i progresijom bolesti krvnih
zila, §to se opisuje kao ,,metabolicka memorija“. Smatra se da patofiziolosku podlogu takve
,»odgodene* reakcije na stupanj glikemije ¢ini formiranje ,,dugo-zivucih® spojeva AGE,
odnosno glikacija proteina u strukturi krvnih Zila koja potom izravno utjece na njihovu funkciju
(37, 123). U studiji ,,SEARCH “, u djece i adolescenata sa Se¢ernom bole$¢u opisana je pozitivna
korelacija kardiometabolickih c¢imbenika rizika, ukljuujuéi arterijsku hipertenziju, s
ultrazvucnim parametrima krutosti arterijske stijenke: indeksom krutosti arterijske stijenke te
indeksom augmentacije (109). Slicni rezultati dobiveni su u studiji provedenoj u Klinici za
pedijatriju, KBC Zagreb, gdje su u djece sa Se¢ernom bolescu tipa 1 uocene znacajne promjene
u parametrima krutosti krvozilne stijenke (krutost arterijske stijenke, brzina pulsnog vala i
popustljivost arterijske stijenke), koje su upucivale na povecanu krutost stijenke karotidne
arterije. U navedenoj studiji nije uo¢ena razlika u debljini intima-medija sloja stijenke karotidne
arterije (cIMT), Sto bi moglo znaciti da se funkcionalne promjene krvozilne stijenke mogu
uociti 1 prije prvih klinicki uocljivih morfoloskih promjena. U djece sa Se¢ernom boleséu

krutost arterijske stijenke takoder je pozitivno korelirala s poznatim kardiometabolickim
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¢imbenicima rizika, s trajanjem bolesti, udjelom HbAlc, vrijednoS¢u ITM 1 s krvnim tlakom

(49).

S druge strane, pretilost, posebice ako je pracena suviskom visceralnog masnog tkiva,
jedan je od vodecih uzorka hipertenzije te predstavlja 65 do 75% rizika za razvoj primarne
hipertenzije. Razvoju hipertenzije u pretilosti pogoduju fizicki pritisak okolnog masnog tkiva
na bubreg, aktivacija sustava renin — angiotenzin — aldosteron, pojacana aktivnost autonomnog
simpatickog sustava, ali i upalno stanje, oskidativni stres i inzulinska rezistencija. Te promjene
zapoc¢inju lu¢enjem citokina iz adipocita u hipertroficnom masnom tkivu te pogoduju
funkcijskim 1 strukturnim promjenama krvnih Zzila, ali 1 bubrega, koji se tako upli¢u u
patofizioloski proces (124). Stoga i razvoj pretilosti znacajno pridonosi razvoju krutosti stijenke

krvnih Zila, §to vodi progresivnom povecanju vrijednosti krvnog tlaka ve¢ od djecje dobi (125).

U naSoj studiji, kao surogat biljeg za procjenu funkcije krvozilne stijenke i rizika za
razvoj kardiovaskularnih bolesti, koristili smo mjerenje krvnog tlaka. Cak i tim, bazi¢nim
klinickim parametrom, dobili smo znacajne 1 zabrinjavajuce rezultate. Prosjecne vrijednosti
sistolickog 1 dijastolickog krvnog tlaka bile su najvise u skupini pretile djece te su se statisticki
znaéajno razlikovale u odnosu na zdrave ispitanike. Cak 45,5% pretile djece, ali i 32,2% djece
sa Se¢ernom boleS¢u imalo je povisen sistolicki krvni tlak, dok je povisen dijastolicki krvni tlak
opisan u 48,5% pretile djece 1 25,8% djece sa SeCernom bolescu. Udio djece s poviSenim krvnim
tlakom u nasih ispitanika u skladu je s izvjes¢em studije ,,SEARCH for Diabetes in Youth* za
pretilu djecu sa Se¢ernom boleS¢u tipa 2, no visi je od ranijih izvjes¢a koja su uglavnom
podudarna, a krecu se u rasponu od 9 do 17% u pretile djece te u neSto manjem postotku u djece

sa Secernom bolesc¢u (23, 32).

6.2. Upalni parametri u djece sa Se¢ernom bolescu tipa 1,
pretile djece i zdravih ispitanika

Smatra se da sli¢ni upalni patofizioloski mehanizmi pokrenuti hiperglikemijom ili
pretilos¢u, koji vode razvoju mikrovaskularnih komplikcija, imaju ulogu i u razvoju promjena
na velikim krvnim Zilama. Glavne postavke ove studije temelje se na saznanju da kroni¢ni blagi
upalni proces sudjeluje u razvoju aterosklerotskih promjena na krvnim zilama te da mu
pogoduju prekomjerna tjelesna tezina, odnosno pretilost 1 hiperglikemija. Nakon §to smo

opisali znacajne razlike u postojanju kardiometabolickih ¢imbenika rizika u djece sa Se¢ernom
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bolesc¢u i u pretile djece, u skladu sa zadanim ciljem, usporedili smo i koncentracije upalnih
biljega medu skupinama te analizirali povezanost upale i ranije opisanih kardiometabolickih
¢imbenika rizika. I na razini najées¢e mjerenog, rutinskog upalnog parametra CRP moguce je
uoCiti razliku izmedu osoba u riziku za razvoj ateroskleroze zbog postojanja
kardiometabolickih ¢imbenika rizika i onih koji te ¢imbenike rizika nemaju. Isto je dokazano i
analizom drugih upalnih pokazatelja, primjerice citokina IL-4, TNF-a 1 adiponektina (118,

126).

6.2.1. C-reaktivni protein

Biljeg CRP se kroz mnogobrojne prospektivne studije pokazao ponovljivim
¢imbenikom koji objedinjuje brojne metabolicke rizike i upalno stanje (1, 126-128). Stoga se
smatra ¢imbenikom rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti u odraslih te je kao neovisni
¢imbenik rizika dodan u procjenu rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti prema
Framinghamskom indeksu rizika (engl. ,,fFramingham Risk Score*) (129). Prema rezultatima
meta-analiza, biljeg CRP se smatra boljim prognostickim cimbenikom za razvoj
kardiovaskularnih bolesti od hipertenzije ili hiperkolesterolemije (130). Osim prepoznate uloge
blago povisenih koncentracija serumskog parametra CRP kao biljega koronarne bolesti i rizika
od kardiovaskularnih incidenata, smatra se da CRP i izravno sudjeluje u razvoju, odnosno

napredovanju ateroskleroze (131).

Pokazano je da u osoba sa Seernom boleséu fluktuacije glikemije te sama
hiperglikemija pogoduju razvoju i odrzavanju upalnog stanja, a proizaSao upalni odgovor i
oksidativni stres imaju izravnu ulogu u aterogenezi te napredovanju promjena do klinicki ocite
kardiovaskularne bolesti. U nasem istrazivanju uocena je statisticki znacajna razlika u
koncentraciji biljega CRP medu promatranim skupinama, $to je u skladu s rezultatima brojnih
studija koje su ukljuc¢ivale odrasle bolesnike sa Se¢ernom boles¢u tipa 1 (1, 132, 133), no i s
manjim brojem studija provedenih u djece sa Se¢ernom bolescu (118, 128, 134). Tako su
pojacanu upalnu aktivnost mjerenu koncentracijom CRP opisali Zhang i suradnici, koji su uz
viSu koncentraciju biljega CRP uocili i viSe koncentracije citokina TNF-a, IL-4 i leptina u djece
sa Se¢ernom boles¢u (118). Trostruko vecu koncentraciju biljega CRP u djece sa Se¢ernom
bolescu tipa 1 u odnosu na zdrave ispitanike opisali su Coulon 1 suradnici (134). U ispitanika
koji su uz SeCernu bolesti imali 1 mikrovaskularne komplikacije, koncentracija je bila

peterostruko viSa nego u zdravih ispitanika. PoviSene koncentracije biljega CRP, uz povisene
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koncentracije adiponektina, u djece i1 adolescenata sa Se¢ernom bolescu tipa 1 opisali su i
Goksen 1 suradnici predlazu¢i te parametre kao neinvazivnu metodu probira na
kardiovaskularne komplikacije (126). U djece i adolescenata sa Se¢ernom boles¢u u navedenom
istrazivanju koncentracija biljega CRP korelirala je s trajanjem bolesti, koncentracijom LDL-
kolesterola te vrijednostima I'TM (126). Usporedivi rezultati dobiveni su analizom podataka i
u naSem istrazivanju, gdje je uocena statisticki znaCajna pozitivna korelacija biljega CRP s

koncentracijom LDL-kolesterola, vrijednostima ITM te s dobi ispitanika.

S druge strane, viSe studija koje su istrazivale upalno stanje i prve promjene u
stijenkama krvnih Zila, kao rane biljege aterosklerotskih promjena u djece sa SeCernom bolescu,
nije opisalo razlike u koncentracijama biljega CRP u usporedbi sa zdravim vrSnjacima (105,
128). lako nije uocena razlika u koncentraciji biljega CRP medu skupinama, uocena je,
sukladno drugim istrazivanjima, pozitivna korelacija koncentracija biljega CRP s tjelesnom
tezinom 1 vrijednostima I'TM u djece sa Secernom bolesc¢u te je zakljuCeno da povecana tjelesna
tezina u djece dodatno pridonosi upalnom odgovoru te time povecava kardiovaskularni rizik

(128).

Brojne su se studije bavile proucavanjem upalne aktivnosti u pretile djece i
adolescenata, a rezultati studija su konzistentniji. Koncentracije biljega CRP vise su u pretile
djece 1 adolescenata u odnosu na njihove zdrave vr$njake, a korelacija tog upalnog pokazatelja
s brojnim metaboli¢kim poremecajima upuéuje na ulogu upale kao okosnice koja povezuje
pretilost, inzulinsku rezistenciju, povisen krvni tlak i rizik od kardiovaskularnih bolesti (135-

138).

Sve je viSe dokaza da potkozno masno tkivo nije samo nakupina hipertroficnih masnih
stanica, ve¢ da se radi o aktivnom endokrinom i parakrinom organu koji medu ostalim lu¢i niz
upalnih citokina. Jedan od njih je IL-6 koji potice sintezu biljega CRP u jetri (138). Luce¢i se
u jetri, ali 1 u masnom tkivu u ovisnosti o citokinima, CRP ima klasi¢nu ulogu pokazatelja
upale, u konkretnom slucaju blage 1 kroni¢ne upale koja vodi funkcionalnim i strukturnim
promjenama u stijenki krvnih zila. Pritom se smatra da su vrijednosti biljega CRP iznad 3 mg/L
povezane s ve¢im kardiovaskularnim rizikom, a takve se nalaze u oko tre¢ine pretile djece (135,
137). Istovremeno, uoceno je da se CRP lako povezuje s LDL-kolesterolom te pospjesuje
njegovo talozenje u stijenki krvnih zila, ¢ime izravno potice stvaranje aterosklerotskih plakova

(139)

U naSem je istrazivanju koncentracija biljega CRP bila najviSa u skupini pretile djece te

je bila statisticki znacajno visa u odnosu na zdrave ispitanike. U skupini pretile djece viSe od
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32% djece imalo je biljeg CRP visi od 3 mg/L. To je u skladu s rezultatima ranije spomenutih,
ali 1 drugih studija koje su ukljucivale djecu razli¢itih dobnih skupina. Tako su Salgado-
Bernabé 1 suradnici te Carmona-Montesinos i suradnici utvrdili znacajno viSu koncentraciju
biljega CRP u pretile djece ve¢ u predskolskoj dobi i to u one s centralnim i s perifernim tipom

pretilosti (135, 137, 138).

Medu pretilom djecom, kao posebna rizi¢na skupina izdvajaju se djeca s elementima
metaboli¢kog sindroma. Ona se smatraju najizloZenijima viSestrukim kardiometabolickim
rizicima, a ulogu metaboli¢kog sindroma kao rizi¢nog ¢imbenika u razvoju kardiovaskularnih
bolesti prati 1 znacajnije povisena koncentracija biljega CRP. Meta-analize vise studija upucuju
na udio metabolickog sindroma od 29.,2% medu pretilom djecom, dok se elementi
metabolickog sindroma nalaze i u oko 11,9% djece s prekomjernom tjelesnom tezinom (140,
141). U istrazivanju Soriamo-Guillen i suradnika, 24% pretile djece je imalo metabolicki
sindrom, a u te je djece biljeg CRP bio znacajno visi nego u pretile djece koja nisu imala
elemenata metabolickog sindroma (136). Osim u koncentraciji biljega CRP ta su se djeca
razlikovala i prema koncentracijama inzulina, triglicerida, urata te HDL-kolesterola, s time da
su nepovoljniji kardiometabolicki ¢imbenici bili izrazeniji u djece s metabolickom sindromom.

Sli¢ne rezultate objavila je 1 grupa autora na ¢elu s Vassilopoulou (140).

U nasih je pretilih ispitanika njih preko 39% zadovoljavalo kriterije za dijagnozu
metaboli¢kog sindroma prema definiciji Medunarodne dijabeticke federacije (IDF), §to je nesSto
viSe u odnosu na ranije spomenute studije (96). Pretpostavljamo da je takav rezultat uzrokovan
¢injenicom da se u Kliniku ¢es¢e upucuju djeca s ve¢im stupnjem pretilosti ili s ve¢ prisutnim
metabolickim komplikacijama. Iako su djeca s metabolickim sindromom imala statisticki
znacajno visi stupanj inzulinske rezistencije, ta se skupina djece, usprkos oc¢ekivanjima, nije
statisti¢ki znacajno razlikovala od ostale pretile djece prema koncentracijama upalnih biljega
CRP 1 fibrinogen. Vjerujemo da je to posljedica relativno malog broja ispitanika u tako
definiranoj podgrupi pretilih te ve¢ ranije spomenutog nacina ukljucivanja pretilih u
istrazivanje.

U nasih je ispitanika koncentracija biljega CRP statisticki znacajno pozitivno korelirala
s vrijednostima HOMA-IR, a uocCena je i statisticki znacajna povezanost pokazatelja upale i
vrijednosti HOMA-IR s ostalim kardiorizicnim cimbenicima i elementima metabolickog
sindroma. Tako je uocena statistiCki znaCajna pozitivna korelacija s vrijednostima ITM,
koncentracijama ukupnog kolesterola i LDL-kolesterola, triglicerida i enzima ALT te negativna

povezanost s koncentracijom HDL-kolesterola. Nasi su rezultati, dakle, u skladu s ranije
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opisanim saznanjima o ulozi inzulinske rezistencije kao poveznice razliCitih elemenata
metabolickog sindroma, u ¢ijem patofizioloSkom procesu vaznu ulogu ima oksidativni stres
induciran nakupljanjem slobodnih masnih kiselina kao i sama upalna reakcija (113). Pritom
rezultati slicnih studija jednozna¢no upucuju na ranije prepoznatu ulogu serumskih vrijednosti
parametra CRP kao biomarkera kardiovaskularnih komplikacija koje prate metabolicki

sindrom (28, 29, 64, 113, 138, 140).

U skladu s navedenim, kao u djece sa Se¢ernom bolesc¢u, i u pretile se djece upalni
pokazatelji 1 kardiometabolicki faktori rizika povezuju s endotelnom disfunkcijom i
strukturnim promjenama krvnih zila te je serumski parametar CRP predlozen kao koristan

biljeg ranih znakova ateroskleroze u pretile djece (25, 28, 29).

Vazno je na kraju istaknuti da regulirana prehrana i redukcija tjelesne tezine rezultiraju

smanjenjem koncentracije biljega CRP ¢ak i neovisno o promjeni vrijednosti ITM (27, 138).

6.2.2. Fibrinogen

Uz biljeg CRP u naSem istrazivanju odredivali smo i koncentraciju fibrinogena kao
upalnog pokazatelja. Fibrinogen u kontekstu razvoja Sec¢erne bolesti, odnosno metabolickih,
upalnih 1 krvozilnih posljedica hiperglikemije ima visestruku ulogu. On je takoder jedan od
proteina akutne faze upale, no njegova osjetljivost i znacenje ¢ine se drugacijima u odnosu na
biljeg CRP, pa povisena koncentracija fibrinogena moze upucivati na prve znakove endotelne
disfunkcije u osoba sa Secernom bolescu 1 u pretilih. Tako je, primjerice, uocena znacajna
povezanost koncentracije fibrinogena s mikroalbuminurijom te je fibrinogen prepoznat kao
marker dijabetiCke nefropatije i bolesti perifernih krvnih Zzila (142). Osim navedenog,
fibrinogen je jedan od vaznih elemenata procesa hemostaze u ljudskom organizmu, a utjece i
na viskoznost plazme 1 agregaciju eritrocita, nepovoljno djeluju¢i na mikrocirkulaciju i pratece
oStecenje endotela te posljedi¢nu sklonost trombozi (143). Smatra se da fibrinogen 1 izravno
pridonosi razvoju i aktivaciji ateromatoznih plakova (144, 145). Usporedivanje koncentracije
fibrinogena u djece sa Secernom boles¢u tipa 1 bez komplikacija i njihovih zdravih vr§njaka
dalo je nekonzistentne rezultate. Rezultati studije ,,SEARCH* pokazali su da se ve¢ u
adolescentnoj dobi prati znacajno pogorSanje parametara krutosti i zadebljanja arterijske

stijenke te da isti znacajno koreliraju s koncentracijama fibrinogena (146).
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U nasih bolesnika koncentracija fibrinogena nije se statisticki znacajno razlikovala
1izmedu skupine djece sa SeCernom boles¢u i1 kontrolne skupine ispitanika, §to je oprecno ranije
spomenutim studijama (142, 144). Pretpostavljamo da je razlog tome izostanak kasnih
komplikacija Secerne bolesti u nasih ispitanika. U skladu s navedenim, izostanak razlike u

koncentracijama fibrinogena opisali su i Zhang i sur (118).

S druge srane, koncentracije fibrinogena bile su statisticki znacajno vise u pretile djece,
1 to u odnosu na zdravu djecu, ali i u odnosu na djecu sa Se¢ernom bolescu Sto je u skladu s

rezultatima viSe provedenih istrazivanja (25, 143, 147).

Koncentracije fibrinogena u nasih su ispitanika statisti¢ki znac¢ajno pozitivno korelirale
s parametrima metabolickog sindroma te s albuminurijom, dok je izostala statisticki znacajna
korelacija s pokazateljima kontrole glikemije. Takvi su rezultati u skladu s rezultatima
istrazivanja u pretile djece u kojih je koncentracija fibrinogena bila znacajno visa u pretile djece
u odnosu na kontrolnu skupinu te je korelirala s vrijednostima I'TM 1 koncentracijom biljega
CRP te kardiometabolickim ¢imbenicim rizika (dijastolickim krvnih tlakom, koncentracijom

enzima ALT te s omjerom albumina i kreatinina u mokraci) (143, 147).

6.3. Kemokini i kemokinski receptori u djece sa Sec¢ernom
bolesc¢u tipa 1 i u pretile djece

Secerna bolest tipa 1 i pretilost dva su nozologki potpuno razli¢ita entiteta, razlidite
etiologije i tijeka bolesti, no patofizioloski procesi koji vode njihovim metabolickim
komplikacijama, endotelnoj disfunkciji 1, kona¢no, promjenama u stijenki krvnih zila dijelom
se preklapaju te su u obje bolesti posredovane razvojem subklinickog kroni¢nog upalnog stanja.
Ipak, ishodiste upalnog procesa u ove dvije bolesti je razli¢ito, a ¢ini se da se 1 u kasnijem tijeku
regulatorni mehanizmi upale, upalni medijatori i regrutirane upalne stanice znatno razlikuju.
Tako je moguce uociti i razlike u fenotipu pojedinih imunosnih stanica, odnosno u udjelima
aktiviranih stanica koje izrazavaju gene za pojedine upalne medijatore, citokine i kemokine te
njihove receptore (60, 148-156). Promjene u udjelima pojedinih upalnih i imunosnih stanica u
perifernoj krvi dijelom su posljedica razlika u ¢imbenicima koji reguliraju stvaranje i otpustanje
pojedinih stani¢nih subpopulacija iz limfnih organa u cirkulaciju, a dijelom i nakupljanja
upalnih stanica specifi¢nih znacajki u pojedinim, upalom zahvacenim ciljnim tkivima i

organima. U osoba sa Secernom bolescu to se dogada na mjestima podloznih tkiva, kao $to je
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endotel malih krvnih Zila o¢ne pozadine, glomerula te podrucje glije, kao i subendotelni prostor
velikih krvnih Zila. U pretilih osoba nakupljanje upalnih stanica dokazano je 1 u masnom tkivu,
posebice u visceralnom masnom tkivu, gdje upalni proces igra vaznu ulogu u razvoju

metaboli¢kih komplikacija pretilosti (55, 148, 157-160).

Literaturni podaci o wudjelu populacija imunosnih stanica, kao 1 njihovim
subpopulacijama koje izrazavaju pojedine receptore za ukljucene proupalne molekule jos su
dosta oskudni i neujednaceni, posebice oni koji opisuju stanje u djece. Dok je moguée naci
izvjesc¢a o udjelima i ulozi limfocita T i monocita u tkivima i perifernoj krvi oboljelih od Se¢erne
bolesti, manje 1 u pretilih, uloga limfocita B jo$ se otkriva te je sve viSe dokaza o vaznoj

imunomodulatornoj ulozi tih stanica (161, 162).

6.3.1. Imunosne populacije

U nasoj je studiji, u djece sa SeCernom boleS¢u tipa 1 udio monocita bio statisticki
znacajno visi u odnosu na kontrolnu skupinu, §to je u skladu s pretpostavljenim pridruZenim
upalnim stanjem. S druge strane, udio limfocita T bio je statisti¢ki znac¢ajno visi nego u pretile
djece, no nije se statisti¢ki znacajno razlikovao u odnosu na kontrolnu skupinu. Povisen udio
limfocita B uoCen u pretile djece moze upucivati na ulogu humoralne imunosti u

imunopatofiziologiji kardiometabolickih komplikacija.

Nasi su rezultati tek dijelom u skladu s ranije opisanim studijama, prije svega jer se i
rezultati dosadas$njih istrazivanja znatno razlikuju. Tako je povisen udio monocita u skupini
djece s novootkrivenom Secernom bolescu tipa 1 (n = 54) uocen u studiji Ren i suradnika (163).
I u studiji Devaraj i suradnika, koja je ukljucivala mlade sa Seernom boleScu tipa 1 trajanja
duljeg od jedne godine (n = 52), opisana je pojacana aktivnost monocita (164). S druge strane,
Oras 1 suradnici su nasli usporediv udio monocita u djece s novootkrivenom Se¢ernom bolescu
1 u kontrolnih ispitanika. Za razliku od ispitanika uklju¢enih u navedene studije, nasSi su
ispitanici imali dulje trajanje Secerne bolesti (medijan 10 godina), Sto moze biti uzrokom razlika

u udjelu pojedinih imunosnih stanica (149).

U skladu s nasim rezultatima, usporediv udio limfocita T u djece sa Se¢ernom bolescu 1
u zdrave djece uocen je u studiji koja je ukljucivala djecu sa SeCernom bolescu tipa 1 trajanja
duljeg od tri godine (165, 166). U potonjoj studiji opisan je, kao i u nasih ispitanika, i usporediv

udio limfocita B. Usporediv udio limfocita B opisan je i u studijama Oras i suradnika te
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Wadenpohl 1 suradnika, no u te je djece uo€en znacajno visi udio limfocita T (149, 151). U
djece sa Se¢ernom boles¢u tipa 1 (n = 53) ukljucene u studiju Kurianowicz 1 suradnika uz

povisen udio limfocita T uocen je i povisen udio limfocita B (60).

Studije koje su analizirale udio imunosnih stanica u perifernoj krvi pretile djece nisu
opisale smanjen udio limfocita T, koji je uocen u nasem istrazivanju. Suprotno tome nalazu,
Schipper 1 suradnici nasli su povisen udio limfocita T analizom imunosnih stanica u pretile
djece (n=60), dok je u studiji Keusternas i suradnika udio limfocita T bio usporediv medu
skupinama, no u to je istrazivanje bilo ukljuceno tek 13 pretile djece (160, 167). Ispitanici u
navedenim studijama nesSto su mladi od naSih te ukljucuju 1 djecu predpubertetske dobi, Sto bi
moglo objasniti uocene razlike. S druge strane, u obje spomenute studije opisan je i povisen
udio limfocita B, $to je u skladu s naSim nalazima te bi moglo upucivati na vaznost humoralne

imunosti u patofiziologiji pretilosti.

Znacajne razlike u udjelima pojedinih imunosnih stanica medu razli¢itim skupinama
ispitanika podupiru pretpostavljenu ulogu imunosnog sustava u patofiziologiji i1 tijeku
promatranih bolesti, odnosno njihovih komplikacija, ali 1 upucuju na razli¢itu regulaciju
imunosnih procesa. Stoga smo u nasem istraZivanja iSli korak dalje te smo analizirali
plazmatske koncentracije kemokina kao i izrazaj odgovaraju¢ih kemokinskih receptora na
mononuklearnim stanicama periferne krvi te njithovu povezanost s kardiometabolickim

¢imbenicima rizika.

6.3.2. Kemokini i kemokinski receptori

Vise je istrazivanja koja otkivaju ulogu kemokina u primarno metabolickim
poremecajima poput Secerne bolesti i pretilosti, sugeriraju¢i postojanje kroni¢nog upalnog
stanja blagog intenziteta (168). Kompleksna mreza kemokina 1 kemokinskih receptora
posreduje privlacenje efektorskih upalnih i imunosnih stanica u ciljna tkiva. Tako je uoceno da
se specificne kombinacije kemokina mogu na¢i u pojedinim tkivima zahvac¢enim razli¢itim
upalnim stanjima, no uzevsi u obzir njihovu raznolikost i rasprostranjenost u raznim tkivima te
parcijalnu redundanciju u vezanju na receptore, upitna je njihova uloga potencijalnih
biomarkera. Ipak, dokaz promijenjenih koncentracija pojedinih kemokina 1 izrazaja
odgovarajucih receptora u odredenim autoimunosnim bolestima i upalnim stanjima upucuje na
njihovu ulogu u patofiziologiji bolesti te ih ¢ini moguéim ciljevima potencijalnih terapijskih

pristupa (66, 85).
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U naSem je istrazivanju uocCena statisticki znacajno poviSena koncentracija kemokina
CCL21toudjece s loSom regulacijom Secerne bolesti, dok su koncentracije kemokina CXCL11
1 CXCLI12 bile snizene u skupinama bolesnika. Tako je koncentracija kemokina CXCL12 bila
statisticki znacajno niza i u djece sa Se¢ernom boleséu i u pretilih ispitanika, dok je
koncentracija kemokina CXCLI11 bila statisticki znacajno niza u pretilih bolesnika s tezim
stupnjem pretilosti. Ranije je uoceno da u dugotrajnim upalnim stanjima stvaranje kemokina
nije uvijek nuzno poviseno, ali i da cirkuliraju¢e koncentracije kemokina ne moraju vjerno
odrazavati stupanj njihova stvaranja u zariStima upale (65, 66, 87, 89). Istovremeno, ni
fenotipizacija kemokinskih receptora na imunosnim stanicama u nasoj studiji nije otkrila brojne
razlike u profilu izrazavanja medu promatranim skupinama. Izrazavanje kemokinskih receptora
podlijeze kompleksnoj regulaciji, posebice u stanju upale. Udio cirkuliraju¢ih stanica koje
izrazavaju pojedine receptore ovisi 0 novacenju spomenutih stanica specifi¢nim ligandima u
ciljna tkiva, prisutnosti ,,laznih liganada® ili atipi¢nih, solubilnih (,,decoy*) receptora,
smanjenju razine izrazaja receptora pod utjecajem upalnim medijatora ili internalizaciji
kompleksa ligand/receptor nakon vezanja kemokina (33, 67, 87, 169). Zbog navedenog, u
nasem smo se radu usmjerili na interpretaciju povezanosti koncentracije kemokina i izrazaja
kemokinskih receptora s kardiometabolickim ¢imbenicima rizika, u namjeri da utvrdimo

specificne indikatore krvozilnih komplikacija.

Plazmatska koncentracija kemokina CXCL12 u nasih je ispitanika bila statisticki
znacajno niza u skupinama djece sa Se¢ernom boles¢u i u pretile djece u odnosu na skupinu
zdravih ispitanika, dok je u skupini pretile djece uocen i statisticki znacajno vec¢i udio limfocita
B koji izrazavaju odgovaraju¢i kemokinski receptor CXCR4. Opisana je uloga kemokina
CXCL12 u usmjeravanju migracije limfocita T u otoci¢e gusterace te u razvoju Secerne bolesti
tipa 1 (85). Uloga spomenutog kemokina i pripadajuceg receptora CXCR4 u razvoju
komplikacija Secerne bolesti tipa 1 za sada je kontroverzna. Naime, opisana bioloSka uloga
kemokina CXCL12 ukljucuje odrzavanje viabilnosti pojedinih stanica 1 neoangiogenezu ¢ime
pridonosi popravku i regeneraciji oste¢enog tkiva, no spomenuta funkcija moze biti Stetna u
kontekstu razvoja dijabeticke retinopatije i nefropatije, gdje potice progresiju bolesti (85, 170,
171). Na zivotinjskim modelima je uoc¢eno da vezanje kemokina CXCL12 za receptor CXCR4
ima ulogu u razvoju bubrega te da je u dijabeti¢nih miSeva u bubregu povecan izrazaj receptora
CXCRA4. Isto je uoceno i u bioptatima bubrega osoba s dijabetickom nefropatijom. Ipak,
suprotno ocekivanju, blokiranje receptora CXCR4 dodatno je pogorSalo albuminuriju u tih
bolesnika kao i odumiranje tubularnih stanica u bubregu, poticanjem apoptoze. Ovi nalazi pak

upucuju na mogucu zastitnu ulogu kompleksa CXCL12/CXCR4 u kontekstu razvoja
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dijabeticke nefropatije (172, 173). S druge strane, istrazivanje uloge spomenutog kemokina,
odnosno kompleksa s odgovaraju¢im receptorom upucuje na dvojaku ulogu i u razvoju i
posljedicama koronarne bolesti, gdje se isprepli¢e njegova uloga u novacenju progenitorskih
stanica i regeneraciji tkiva te uloga u poticanju upalne reakcije (85). [ u pretilih je osoba opisana
protektivna uloga kompleksa CXCL12/CXCR4 u razvoju kardiovaskularnih bolesti kao 1
snizena koncentracija tog kompleksa u pretilih osoba s razvijenom boleS¢u koronarnih arterija.
S druge strane opisana je vazna uloga kemokina CXCL12 u razvoju upale u masnom tkivu te

u razvoju inzulinske rezistencije (77).

Nasi rezultati takoder upucuju na znacajnu ulogu kompleksa CXCL12/CXCR4 u
patofiziologiji promjena koje se nalaze i u osoba sa Se¢ernom boles¢u 1 u pretilih osoba, 1 to
ve¢ od djecje dobi. U nasih su ispitanika koncentracije kemokina CXCL12 snazno, statistic¢ki
znacajno pozitivno korelirale s vrijednostima omjera albumina i kreatinina u urinu u djece sa
Sec¢ernom bolescu te s metabolickim parametrima (koncentracija glukoze u krvi, koncentracija
enzima ALT, koncentracija triglicerida) u pretile djece, bez uoc€ljivih znacajnih korelacija u
skupni zdravih ispitanika. Navedeni nalaz upuéuje na mogucu povezanost toga kemokina te
metabolickih i krvozilnih promjena u pretile djece i djece sa Se¢ernom bolesc¢u. Istovremeno, u
obje skupine bolesne djece uoCena je snazna, statisticki znacajna negativna korelacija svih
subpopulacija mononuklearnih stanica koje izrazavaju receptor CXCR4 s vrijednostima omjera
albumina i kreatinina u urinu, upucuju¢i na ulogu kompleksa CXCL12/CXCR4 u oste¢enju
bubrega i razvoju albuminurije ve¢ u djec¢joj dobi, $to je u skladu s ranijim rezultatima (172,
173). Uz navedeno, udjeli istih subpopulacija koje izrazavaju receptor CXCR4 u djece sa
Se¢ernom boles¢u su snazno, statistiCki znacajno negativno korelirali s ¢imbenicima upale,
sugeriraju¢i povezanost kompleksa CXCL12/CXCR4 s upalnim procesom u toj skupini

bolesnika, no i ve¢ ranije dokazanu povezanost upalnog okolisa s razvojem albuminurije.

Uloga kemokina CXCL10 i njegovog receptora CXCR3 dobro je istrazena u modelima
novootkrivene Secerne bolesti tipa 1. Opisana je uloga u zacetku upalnog procesa u
Langerhansovim otoc¢i¢ima, ali i u funkcionalnoj inhibiciji B-stanica u tijeku razvoja Secerne
bolesti tipa 1, gdje B-stanice pod utjecajem citokina INF-y izrazavaju receptor CXCR3, a
otpusteni kemokini privlace nove imunosne stanice (174, 175). UoCeno je da bi antagonisti
kompleksa CXCL10/CXCR3 mogli imati potencijal u odgadanju razvoja klinicki o€ite Se¢erne
bolesti (66). S druge strane, uloga kompleksa CXCL10/CXCR3 u razvoju komplikacija Secerne
bolesti i pretilosti tek se nazire. U pojedinim studijama koje su ukljuc¢ivale djecu i odrasle sa
Sec¢ernom bolesc¢u tipa 1 opisana je poviSena koncentracija kemokina CXCL10 u bolesnika u

odnosu na kontrolnu skupinu (66, 87). Istovremeno je uoceno kako je koncentracija toga
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kemokina najvisa u novootkrivenih bolesnika, potom se postupno smanjuje da bi se s duljim
trajanjem Secerne bolesti ponovo povecala, no cijelo je vrijeme bila znacajno viSa nego u
zdravih ispitanika (66, 87). Takav obrazac dinamike koncentracije kemokina CXCL10 mogao
bi uputiti na povezanost toga kemokina s metaboli¢kim, odnosno vaskularnim komplikacijama
Secerne bolesti. U odraslih osoba s teSkim stupnjem pretilosti opisane su povisene koncentracije
kemokina CXCL10 i CXCLI11, koje su pritom pozitivno korelirale s opsegom struka,
vrijednostima ITM te vrijednostima HOMA-IR (88). Ispitivano je i tkivno izrazavanje
spomenutih kemokina u pretilih odraslih osoba koje nemaju Secernu bolest, te je opisano
pojacano otpusStanje kemokina CXCL10 1 CXCL11 u masnom tkivu, kao i povezanost
koncentracije kemokina CXCLI11 iz masnog tkiva s upalnim i metaboli¢kim parametrima
(koncentracija biljega CRP, serumska koncentracija glukoze i vrijednost HOMA-IR) (89).
Zapazena je 1 moguca povezanost koncentracija kemokina CXCL10 s napredovanjem

ateroskleroze u pretilih osoba (86).

U nasih ispitanika nije uocena statisticki znacajna razlika u koncentraciji kemokina
CXCL10 medu skupinama ispitanika, kao niti statisticki znacajna korelacija s promatranim
metaboli¢kim i upalnim parametrima. Koncentracija kemokina CXCL11 u djece sa Se¢ernom
bolesc¢u takoder se nije statisticki znacajno razlikovala od kontrole, dok je koncentracija toga
kemokina statisticki znacCajno pozitivno korelirala s dozom inzulina. Za razliku od nasih
rezultata, Powell i suradnici su u svojem istrazivanju opisali poviSenu koncentraciju kemokina
CXCL11 u odraslih osoba sa Se¢ernom bolescu tipa 1 (87). Oba spomenuta kemokina, CXCL10
1 CXCL11 mogu se vezati na receptor CXCR3. Taj je receptor u nasem istrazivanju izrazen na
manjem udjelu limfocita B u djece sa SeCernom boles¢u u odnosu na kontrolu, $to je u skladu
s ranije opisanim smanjenim udjelom limfocita T i limfocita B koji izraZzavaju receptor CXCR3
u mladih odraslih s dugotrajnom Sec¢ernom bolescu tipa 1 (87, 155). Rezultati nedavno
objavljene studija Reijma i suradnika upucuju na mogucu autoreaktivnu ulogu aktiviranih
limfocita B koji izrazavaju receptor CXCR3, vaznu u patogenezi artritisa, ali 1 drugih
autoimunosnih bolesti (176). Istovremeno, u nasih je ispitanika sa Seernom boles¢u izrazaj
pripadaju¢eg receptora CXCR3 na monocitima statisticki znacajno negativno korelirao s
vrijednostima HbA 1¢. Izrazaj istog receptora na limfocitima B statisticki je zna¢ajno negativno
koreliralo s koncentracijom jetrenih enzima te pozitivho s koncentracijom triglicerida i
vrijednostima krvnoga tlaka. Udio limfocita T koji izrazavaju receptor CXCR3 statisticki je
znacajno negativno korelirao s koncentracijom ukupnog kolesterola i LDL-kolesterola, dok je
izrazaj receptora CXCR3 na vise subpopulacija mononukleara statisticki znacajno negativno

korelirao s parametrima upale. Takvi bi rezultati, po svemu, mogli uputiti na povezanost
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kompleksa CXCL10/CXCR3 i CXCL11/CXCR3 s metaboli¢kim 1 upalnim procesima u djece

sa Secernom boleScu.

U nasih je pretilih ispitanika s izraZenijim stupnjem pretilosti (vrijednostima ITM-SDS
> 2 SD) uocena statisticki znacajno niza plazmatska koncentracija kemokina CXCL11 u odnosu
na zdrave ispitanike te je istovremeno koncentracija kemokina CXCL11 statisti¢ki znacajno
pozitivno korelirala s ¢imbenicima upale, podupiru¢i ulogu toga kemokina u patofiziologija
promjena povezanih s upalnim stanjem u pretilih osoba ve¢ u djecjoj dobi. Istovremeno, u
skupini pretile djece uocena je statisti¢ki znacajna negativna korelacija udjela limfocita T koji
izrazavaju receptor CXCR3 s koncentracijom HDL-kolesterola, upu¢ujuci na ulogu kompleksa
CXCLI11/CXCR3 u metabolickim 1 upalnim procesima i u ovoj skupini djece. Pretezito
negativne korelacija izraZzaja receptora CXCR3 na subpopulacijama mononuklearnih stanica s
metaboli¢kim 1 upalnim parametrima u naSih ispitanika mogle bi biti u skladu s ranije
prepoznatom ulogom receptora CXCR3 u privlacenju limfocita T u upalom zahvacena tkiva,
primjerice visceralno masno tkivo (177). Istovremeno, zbog uloge sekvestriranja liganda nakon
vezanja na receptor, manji udio stanica koje nose receptor CXCR3 moze dovesti do povecane

bioraspolozivosti odgovarajuc¢ih kemokina (87).

Kemokini koji ponajvise privlace monocite, CCL2 i CCL5 vezu se prije svega na
monocite koji izrazavaju receptor CCR2, odnosno receptor CCR4 , ali 1 na malu subpopulaciju
limfocita T i limfocita B koji izrazavaju spomenute receptore. Brojni radovi opisuju ulogu
kemokina CCL2 u razvoju Secerne bolesti 1 njezinih komplikacija (66, 173, 178), kao 1 klju¢nu
ulogu toga kemokina u pokretanju upalnog procesa regrutiranjem upalnih stanica uz povisene
koncentracije kemokina CCL2 u pretilih osoba, ukljucuju¢i djecu (77, 168, 179). U skladu s
navedenim nalazima, uocili smo statisticki znacajno povisenu koncentraciju toga kemokina u
djece s losije reguliranom Secernom boles¢u, s udjelom HbAlc ve¢im od 8%. Istovremeno,
uocena je 1 snazna, statisticki znacajna pozitivna korelacija kemokina CCL2 s udjelom HbAlc
u svih ispitanika sa Se¢ernom boleS¢u. Medutim, usporedujuci sve nase ispitanike sa Secernom
bolesc¢u sa zdravim ispitanicima nismo uocili znacajne razlike u koncentraciji kemokina CCL2,
Sto je u skladu s ranijim studijama (66, 178, 180). Jamali i suradnici uocili su poviSenu
koncentraciju kemokina CCL2 tek u skupini mladih osoba sa Se¢ernom boles¢u tipa 1 (<30
godina), koji su imali komplikacije bolesti (178). Ispitivanjem izrazavanja komplementarnog
receptora uocili smo znacajno manji udio monocita koji su izrazavali receptor CCR2 u skupini
djece sa Se¢ernom bolescu, §to moze biti posljedica novacenja tako aktiviranih stanica u upalom
zahvacena tkiva. Uz navedeno, u na$ih je ispitanika sa Se¢ernom boleS¢u uocena 1 snazna,

statisticki  znaCajna negativna korelacija gotovo svih promatranih subpopulacija
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mononuklearnih stanica koje su izrazavale receptor CCR2 s vrijednostima omjera albumina i
kreatinina u urinu te upalnim parametrima. Takvi nalazi u skladu su s ranije opisanom ulogom
kompleksa CCL2/CCR2 u razvoju dijabeticke nefropatije, zbog ¢ega su Chang i suradnici
predlozili kemokin CCL2 kao biomarker rizika za razvoj dijabeticke nefropatije (173).

S druge strane, nije uoCena statisticki znacajna razlika u koncentraciji kemokina CCL2
u skupini pretile djece u odnosu na zdrave ispitanike, iako je koncentracija kemokina CCL2
statistiCki znaCajno pozitivno korelirala s koncentracijama metaboli¢kih kardiorizi¢nih
¢imbenika, uz statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju s koncentracijom enzima ALT. Ranije
su Samaan 1 suradnici zabiljezili poviSene koncentracije kemokina CCL2 u pretile djece te
opisali pozitivnu korelaciju koncentracije CCL2 s vrijednostima I'TM, biljega CRP 1 udjelom
masnog tkiva te negativnu korelaciju s koncentracijom HDL-kolesterola (179). Luciardi i
suradnici opisali su i pozitivnu korelaciju koncentracije toga kemokina s vrijednostima ITM i
opsegom struka (168). Jos je jedna studija nedavno provela komparativnu analizu koncentracije
kemokina CCL2 u djece sa Se¢ernom bolescu tipa 1 i u pretile djece te je 1 u tih bolesnika
opisana pozitivna korelacija koncentracije CCL2 s vrijednostima ITM-SDS. Tako nasi rezultati
nisu poduprli te nalaze, izrazavanje odgovarajuceg receptor CCR2 na monocitima pokazalo je

statisticki znaCajnu pozitivnu korelaciju s vrijednostima I'TM u pretile djece (181).

Uz kemokin CCL2, i kemokin CCL5 se nasao u izvjeS¢ima o mogucoj povezanosti
kemokina s komplikacijama Secerne bolesti, prije svega s razvojem dijabeticke nefropatije. U
mladih sa Se¢ernom bolescu tipa 1, opisana je statisticki znacajno povisena koncentracija toga
kemokina u odnosu na njihove zdrave vr$njake, bez obzira na postojanje komplikacija bolesti
(173, 178). U istrazivanju pretilosti uocen je mogu¢ doprinos kemokina CCLS5 samom razvoju
pretilosti i to djelujuci na centralnu kontrolu prometa energije, odnosno moduliraju¢i unos
hrane i tjelesnu temperaturu putem hipotalamickih centara (65, 78). Istovremeno je uocena i
povezanost s poremecajem lipidnog metabolizma kao i s metabolizmom glukoze ovisnom o
inzulinu (65). Dok kemokin CCL2 ima ulogu u zapocinjanju upalnog procesa novacenjem
upalnih stanica u masno tkivo, ¢ini se da kemokin CCLS5 ima ulogu u odrZavanju toga stanja
(78, 182).

Suprotno ocekivanjima proizaSlim iz spomenutih izvjeS¢a, u naSih ispitanika
koncentracije kemokina CCLS5 nisu se statisticki znacajno razlikovale medu skupinama, niti su

u skupinama bolesnika pokazale statisticki znacajne korelacije s ispitivanim antropometrijskim

1 metabolickim parametrima. Ipak, statisticki znacajna pozitivna korelacija koncentracije
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kemokina CCLS5 utvrdena je s koncentracijom biljega CRP u pretile djece, upucuju¢i na

mogucu aktivnu ulogu u kroni¢nom upalnom procesu povezanom s pretiloscu.

Populacija limfocita T koja izrazava receptor CCR4 najveca je djece sa Secernom
boles¢u. Naime, udio limfocita T koji su izrazavali receptor CCR4 bio je statisticki znacajno
veci u djece sa SeCernom boles¢u u odnosu na istu subpopulaciju u zdravih ispitanika. Nekoliko
se kemokina moze vezati na receptor CCR4, ukljucujuci selektivne agoniste CCL17 1 CCL22
koje nismo istrazivali u naSoj studiji (183, 184). No pokazano je da se u upalnim stanjima i
kemokini CCL2, CCL3 i CCLS5 takoder pojacano vezu na receptor CCR4, §to smo pretpostavili
da je relevantno za naSe istrazivanje. Receptor CCR4 izrazen na efektorskim pomagackim
limfocitima Th2, za razliku od receptora CXCR3 koji je izrazen na limfocitima Thl, te ima

dokazanu ulogu u nekim upalnim bolestima i bolestima preosjetljivosti (184).

Sve analizirane subpopulacije mononuklearnih stanica periferne krvi koje su izrazavale
receptor CCR4, statisticki su znacajno pozitivno korelirale s trajanjem Secerne bolesti u skupini
ispitanika sa Se¢ernom boles¢u, upucujuci na mogucu povezanost aktivnosti toga receptora s
napredovanjem bolesti, odnosno metaboli¢kim i upalnim poremecajima koji se dogadaju s
razvojem 1 trajanjem Secerne bolesti. U pretilih bolesnika, promatrane subpopulacije
mononuklearnih stanica koje su izrazavale receptor CCR4 statisticki su znacajno negativno
korelirale s omjerom albumina 1 kreatinina u urinu (vrijednost ACR), §to je bilo najizrazenije
za subpopulaciju monocita, dok je udio limfocita T s istim receptorom statisticki znacajno
negativno korelirao s koncentracijom glukoze u krvi, no pozitivno s vrijednoscu sistolickog
krvnog tlaka. Takvi rezultati, u skladu su s ranijim izvjeS¢ima i upucuju na mogucu povezanost
kompleksa CCL5/CCR4 s mikrovaskularnim, prije svega bubreznim oSteCenjem te
pretpostavljaju mogucéi u¢inak, putem aktivacije receptora CCR4, na vrijednosti krvnog tlaka u

osoba s pretilos¢u, pocevsi ve¢ od djecje dobi (173).

6.4. Ogranicenja studije i moguci znac¢aj za dizajniranje
terapijskih intervencija

Prema naSim saznanjima, ovo je prva studija koja je komparativnom analizom
istrazivala profil kemokinske mreze u djece sa SeCernom boleScu tipa 1 i u pretile djece. lako
su rezultati znatno prosirili postojece spoznaje o ulozi kemokinskih signala u Se¢ernoj bolesti i

pretilosti djece i adolescenata, svjesni smo odredenih ogranicenja koja nosi dizajn nase studije.
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Kako je cilj bio procijeniti parametre kroni¢ne upale i1 kardiometabolicke rizike u djece sa
Se¢ernom boles¢u duljeg trajanja (medijan trajanja bolesti je 10 godina), iz istrazivanja su
izostavljeni novootkriveni bolesnici. Uz to, s obzirom da se radi o dje¢joj populaciji nasi
ispitanici nisu jo§ pogodeni znacajnijim komplikacijama Secerne bolesti. Na taj su nacin
izostavljene skupine bolesnika s potencijalno ve¢im intenzitetom upale, pa time i s izraZenijim
odstupanjima u vrijednostima metabolickih i upalnih parametara. Stoga su potrebne i dodatne
studije koje bi analizirale lokalnu i sistemnu aktivnost kemokina u razli¢itim stadijima bolesti.
Osim navedenog, odredivanje izrazaja kemokinskih receptora dalo je velik raspon rezultata, Sto
je uz relativno malobrojne skupine ispitanika rezultiralo izostankom znacajnih razlika.
Konac¢no, zbog presjetnog dizajna nase studije nismo bili u moguénosti utvrditi uzro¢nu
povezanost kemokinske mreze s kardiometabolickim ¢imbenicima rizika, jer isto zahtijeva
pracenje bolesnika. Ipak, vjerujemo da su nasi rezultati istaknuli moguc¢e kandidate za dodatne

funkcionalne i prospektivne studije te razvoj buducih terapijskih intervencija.

U konacnici mozemo zakljuciti da nasi rezultati potvrduju ranije nalaze koji govore u
prilog postojanju kontinuiranog, blagog upalnog stanja u osoba sa Se¢ernom boles¢u tipa 1 te
u pretilih osoba, i to ve¢ od djecje dobi. Pokazali smo mogucu povezanost mreze kemokina i
kemokinskih receptora s upalnim parametrima, kardiometabolickim ¢imbenicima rizika te
mogucim prvim znacima tkivnog oSte¢enja. Kako se navedeni odnosi razlikuju u pojedinoj
bolesti, mozemo re¢i da su neke promjene specificne za bolest i da upalno stanje po svemu
podlijeze razli¢itim regulatornim procesima u Secernoj bolesti, odnosno pretilosti. Ipak,
prisutna su i djelomic¢na, no vazna preklapanja u povezanosti kemokinske mreze i metabolicnih,
odnosno vaskularnih komplikacija u oba promatrana stanja: primjerice povezanost kompleksa
CXCR4/CXCL12 s albuminurijom, povezanost kompleksa CXCR3/CXCL11 s metabolicnim
1 upalnim ¢imbenicima te povezanost limfocita T koji izrazavaju receptor CCR4 s krvnim
tlakom, Sto upucuje na zakljucak o povezanosti upale s endotelnom disfunkcijom,

metabolickom disregulacijom te integritetom 1 funkcijom krvozilne stijenke.

Preklapaju¢i obrasci povezanosti kemokinske mreze s kardiometabolickim
¢imbenicima rizika u oba stanja mogu uputiti na potencijalne kandidate za zajednicke terapijske
intervencije, koje bi vrijedilo dalje istraziti. U tom smislu izdvojili su se receptori CCR4,
CXCR3 1 CXCR4, cije bi blokiranje imalo svrhu smanjenja kardiometabolickih rizika i
odgadanja vaskularnih komplikacija Secerne bolesti i pretilosti. Antagonist receptora CXCR4
(Plerixafor) i monoklonsko protutijelo anti-CCR4 (Mogamulizumab) ve¢ su odobreni za
lijecenje odredenih malignih oboljenja (185-187). Uz to, u klinickim studijama ispituje se

moguca uloga inhibitora receptora CXCR3 u lijeCenju upalnih i autoimunosnih bolesti, a
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ohrabruju¢i rezultati govore u prilog odgadanja progresije Se¢erne bolesti tipa 1 prema klinicki

oCitoj bolesti uz primjenu inhibitora (66, 188).
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7.ZAKLJUCCI

Ovim istrazivanjem analizirali smo pojavnost kardiometaboli¢kih ¢imbenika rizika te

pokazatelja upale u djece sa Secernom bolescu tipa 1 i u pretile djece te potom detaljnije

analizirali upalno okruzenje u oba navedena stanja. U tom smislu analizirali smo zastupljenost

imunosnih populacija mononuklearnih stanica periferne krvi, izrazavanje odabranih kemokina

1 kemokinskih receptora te, konac¢no, povezanost kemokinske mreze s kardiometabolickim

¢imbenicima rizika te smo dosli do sljedecih zakljucaka:

1.

U djece sa Secernom boles¢u tipa 1, a posebice u pretile djece uocena je znacajna
zastupljenost kardiometabolickih ¢imbenika rizika u odnosu na zdrave ispitanike.
Znacajan je udio pretilih imao barem jedan dodatni kardiometabolic¢ki ¢imbenik rizika
(dislipidemija u preko 60%, poviseni krvni tak u gotovo 50% te inzulinska rezistencija
u gotovo 80% djece).

Djeca sa Secernom bolescu tipa 1 imala su izrazenu dislipidemiju sa znacajno viSom
koncentracijom ukupnog kolesterola, LDL-kolesterola i triglicerida, pri ¢emu je udio
djece s hiperkolesterolemijom dosegao preko 50%.

U pretile djece statisticki znacajno su povisene koncentracije upalnih parametara CRP
1 fibrinogena, dok je u djece sa Se¢ernom boles¢u uocena povisena koncentracija biljega
CRP u odnosu na zdrave ispitanike.

Upalni parametri statisticki znacajno su korelirali s kardiometabolickim ¢imbenicima
rizika, pa su vrijednosti biljega CRP pozitivno korelirale s koncentracijama LDL-
kolesterola, triglicerida, enzima ALT te vrijednostima HOMA-IR 1 negativno s
koncentracijom HDL-kolesterola, a vrijednosti fibrinogena su uz navedeno bile
pozitivno povezane i s omjerom ACR, dijastolickim krvnim tlakom i vrijednostima
ITM-SDS.

Analizom subpopulacija mononuklearnih stanica periferne krvi uocen je statisticki
zna&ajno povecan udio monocita (CD14%) u djece sa Se¢ernom boleséu, dok su u pretile
djece u ve¢em udjelu bili zastupljeni limfociti B (CD19"), a zna¢ajno manjem limfociti
T (CD3").

Koncentracije kemokina CCL2 statisticki znacajno su vise u dijabeti¢ne djece s loSom
kontrolom glikemije, kemokina CXCLI11 su statisticki znacajno niZe u djece s tezim
stupnjem pretilosti. Koncentracija kemokina CXCL12 statisti¢ki su znacajno niZe u obje

ispitivane skupine bolesnika u odnosu na kontrolu.
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10.

11.

12.

13.

Od korelacija s parametrima koji opisuju znacajke Secerne bolesti u nasih ispitanika,
sve subpopulacije mononukleranih stanica koje su izrazavale receptor CCR4" statisticki
su znacajno pozitivno korelirale s trajanjem Secerne bolesti upucujuéi na ulogu u
odrzavanju kroni¢nog upalnog stanja, a koncentracije kemokina CCL2 pozitivno su
povezane s udjelom HbA 1c povezujucu upalu s kontrolom glikemije.

Najvazniji indikatori kardiometabolickog rizika u djece sa Sefernom bolescu su:
statisticki znacajna pozitivna povezanost monocita CCR2" s krvnim tlakom, limfocita
B CCR2" i CXCR3" s koncentracijom triglicerida i koncentracije kemokina CCL12 s
omjerom ACR te statisticki znac¢ajna negativna povezanost vise subpopulacija stanica
CCR2" s omjerom ACR i parametrima upale.

Od korelacija sa znacajkama stupnja bolesti u pretile djece, udio monocita CCR2"
pozitivno je korelirao s vrijednostima ITM-SDS, dok je udio monocita CXCR4"
negativno korelirao s vrijednostima HOMA-IR, uz istovremeno pozitivnu korelaciju
koncentracije kemokina CXCL12 s koncentracijom glukoze u krvi.

Najvazniji indikatori kardiometabolickog rizika u djece s pretilo$¢u, uz gore navedeno,
su: statisticki znacajna pozitivna povezanost koncentracije kemokina CCL5 i CXC11 s
koncentracijom biljega CRP 1 koncentracije CXCL12 s koncentracijom triglicerida i
jetrenih enzima te statisti¢ki znacajna negativna povezanost udjela monocita CCR4" i
CXCR3" s omjerom ACR.

Iako su utvrdene brojne povezanosti specifiéne za bolest, preklapaju¢i obrazac u
Secernoj bolesti i pretilosti utvrden je za pozitivnu povezanost limfocita T CCR4" i
krvnog tlaka, negativnu povezanost subpopulacija CXCR4" s omjerom ACR i
negativnu povezanost limfocita T CXCR3" i lipidnog profila.

Zajednicke promjene u Secernoj bolesti tipa 1 i1 pretilosti upuéuju na povezanost
limfocita T CCR4" i disfunkcije krvozilne stijenke, subpopulacija CXCR4" i
albuminurije te limfocita T CXCR3" i dislipidemije, $to moze uputiti na moguce

zajednicke terapijske ciljeve.
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8.SAZETAK

U djece sa Sec¢ernom bolescu tipa 1 i pretilos¢u, dobi 12 do 18 godina, analizirali smo
profil kemokina i kemokinskih receptora u perifernoj krvi s ciljem usporedbe sa zdravim
ispitanicima te utvrdivanja povezanosti s kardiometabolickim cimbenicima rizika.
Koncentracija kemokina CCL2 poviSena je u djece s lose reguliranim Sec¢ernom bolescu,
kemokina CXCL11 sniZena je u znacajno pretilih, dok je kemokina CXCL12 sniZena u obje
skupine bolesnika. Uocene su brojne znacajne korelacije kemokina i kemokinskih receptora s
kardiometabolickim i upalnim parametrima. U Secernoj bolesti se izdvaja pozitivna korelacija
monocita CCR2" s krvnim tlakom, limfocita B CCR2" i CXCR3" s trigliceridima, kemokina
CCL2 sudjelom HbAIc i kemokina CXCL12 s omjernom albumina i kreatinina u urinu (ACR),
uz negativnu povezanost subpopulacija CCR2" s ACR. U pretilih dominira pozitivna
povezanost kemokina CXCL12 s viSe metabolickih parametara, negativha povezanost
monocita CCR4" 1 CXCR3"* s omjerom ACR te monocita s vrijednostima HOMA-IR. U obje
bolesti nalazimo negativnu povezanost subpopulacija CXCR4" s omjerom ACR i limfocita T
CXCR3" s lipidogramom te pozitivhu povezanost limfocita T CCR4" s krvnim tlakom. Iako
razli¢iti rezultati sugeriraju imunoregulaciju specifi¢nu za pojedinu bolest, izmedu Secerne
bolesti 1 pretilosti postoje 1 preklapaju¢i obrasci koji povezuju kemokinske signale s
metabolickom 1 vaskularnom disfunkcijom te predstavljaju moguée zajednicke terapijske

ciljeve.
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9. SUMMARY

Association of plasma levels of chemokines with metabolic complications of

type 1 diabetes and obesity in children

Anita Spehar Uroi¢
2025

We compared peripheral blood chemokine/receptor profiles in children and adolescents
(12-18 years) with type 1 diabetes mellitus (T1D) or obesity to healthy controls and analyzed
associations of chemokine network with cardiometabolic risk factors. The level of CCL2 was
higher in poorly controlled T1D, CXCL11 was lower in severe obesity and CXCL12 was lower
in both diseases. Numerous significant associations were found for chemokine/receptor profiles
and cardiometabolic/inflammatory parameters. In T1D we can emphasize positive associations
of CCR2" monocytes with blood pressure, CCR2" and CXCR3* B lymphocytes with
triglycerides, CCL2 levels with HbAlc and CXCL12 levels with urine albumin-to-creatinine
ratio (ACR), and inverse association of CCR2" subsets with ACR. Major findings in obesity
are positive associations of CXCL12 with metabolic parameters, inverse association of CCR4"
and CXCR3" monocytes with ACR, and CXCR4" monocytes with HOMA-IR. Both diseases
share inverse associations of CXCR4" subsets with ACR and CXCR3" T lymphocytes with
lipid profile, and positive associations of CCR4" T lymphocytes with blood pressure. Although
different results indicate disease-specific immunoregulation, overlapping patterns found in
T1D and obesity suggest shared associations of chemokine axes with metabolic and vascular
disfunction. Thus, chemokine axes might present potential common therapeutic targets for

disease-related morbidity.
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11. ZIVOTOPIS

Anita Spehar Uroi¢, rodena je 1976. godine u Zagrebu. Medicinski Fakultet Sveuéilista
u Zagrebu zavrsila je 2001.godine, a tijekom studija je primila nagradu Rektora SveuciliSta u
Zagrebu.

Strucni poslijediplomski studij ,,Klinicka pedijatrija® zavrsila je 2005. godine, a

znanstveni poslijediplomski doktorski studij ,,Biomedicina i1 zdravstvo*, 2018 godine.
Radno iskustvo zapocela je 2001. godine pripravnickim stazem u Klinici za pluéne bolesti
Jordanovac, a potom u KBC Zagreb gdje je radila kao znanstveni novak u Katedri iz pedijatrije
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu za koju je odradila i specijalizaciju iz pedijatrije
te polozila specijalisticki ispit 2009. godine. 2017. godine subspecijalisti¢kim ispitom zavrsila
je uzu specijalizaciju iz pedijatrijske endokrinologije, dijabetesa i bolesti metabolizma. U tom
je razdoblju sudjelovala i u izvodenju dodiplomske i postdiplomske nastave na Medicinskom
fakultetu Sveucilista u Zagrebu.

U veljaci 2020 godine stekla je naziv primarijus.

Od sije¢nja 2023 godine radi u Klinici za djecje bolesti Zagreb gdje je pokrenula
endokrinolosku i dijabetolosku djelatnost u Klinici za pedijatriju.

Tijekom radnog vijeka aktivnho se educira sudjelovanjem na brojnim domacim i
medunarodnim radionicama i tecajevima trajne edukacije, a svoje je radove prezentirala na nizu
domacih i medunarodnih kongresa.

Publicirala je preko 20 znanstvenih i stru¢nih radova u recenziranim domadim i

medunarodnim ¢asopisima, kao 1 poglavlja u knjizi te prirucnicima.
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