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1. UVOD - PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

1.1. Seéerna bolest tipa 1

Seéerna bolest tipa 1 (SBT1), prethodno zvana inzulin ovisna $eéerna bolest
(SB), obuhvaéa 5-10% ukupno oboljelih od SB. Prevalencija SBT1 je u stalnom
porastu. U Republici Hrvatskoj oko 9,2% odrasle populacije ima SB, od &ega
oko 7% ¢&ini SBT1 (podaci prema CroDiab registru, CEZIH-u te procjenama
Svjetske  DijabetoloSke  Federacije 2011. godine). Dijeli se na
imunoposredovanu SBT1 (najéeséi tip A) te idiopatsku SBT1 (tip B). Dijagnoza
SB se postavla pomoéu opéeprihvaéenih dijagnostickin kriterija Svjetske
zdravstvene organizacije (SZO) (WHO, od eng. World Health Organization) i
Medunarodne federacije za dijabetes (IDF, od eng. International Diabetes
Federation) na temelju oralnog testa optereéenja glukozom (OGTT, od eng. oral
glucose tolerance test) (1). 2006. godine su izaSle obnovljene smjernice za
dijagnozu SB koje su 2011. godine dobile dodatak (Tablica 1.), gdje se osim
OGTT po prvi put u kriterije za dijagnozu SB ukljuéuje i vrijednost glikiranog
hemoglobina (hemoglobin A1c, HbA1c, od eng. glycated haemoglobin) (2).
Medutim, vrijednost HbA1c sama za sebe bez OGTT nije dovoljan kriterij za
dijagnozu SB. Vazno je naglasiti da OGTT i vrijednost HbA1c treba jo$ jednom
ponoviti prije postavljanja dijagnoze SB, jer je prevalencija SB znagajno manja
kada se dijagnoza postavlja na temelju 2 patoloSka nalaza (3).

SBT1 (tip A) je obiliezena poremeéenom funkcijom B-stanica gusterace
posljedi€éno autoimunom razaranju posredovanom limfocitima T. Najvedi
predskazatelji SBT1 su prisustvo i broj protutijela na gusteradu, od kojih se neka
mogu nadéi i prije postavljanja dijagnoze SBT1 (4). Prilikom dijagnoze SBT1 te
tijekom prve godine ostatna B-stani¢na funkcija oCuvanih otoCi¢a gusterace
iznosi skoro 100%, no nakon 5-10 godina trajanja SBT1 pada na oko 15% (5,
6). Na raskriZju hormonskih i imunosnih putova u SBT1 sredi$nju ulogu ima
inzulin. Inzulin je Kkljuéni anaboliCki hormon u metabolizmu glukoze koji
nedostaje u ovoj bolesti, a u isto vrijeme je i jedan od kljunih antigena koji su

meta autoreaktivnim limfocitima T koje razaraju gusteracu. Tek je 1965. godine
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Gepts (7) utvrdio da je upala otocCica guSterace glavno obiljezje bolesti te da je
SBT1 autoimuna bolest. Deset godina nakon toga je Bottazo otkrio prva
protutijela na otoCi¢e gusteraCe (8). Do danasnjih dana otkrivena protutijela koja
mogu biti prisutna u SBT1 su prikazana u Tablici 2.: protutijela na endogeni
inzulin (IAA, od eng. insulin autoantibody), protutijela na dekarboksilazu
glutaminske kiseline (GAD65, od eng. glutamic acid decarboxylase), protutijela
protein 2 udruZena s inzulinomom (IA-2, od eng. insulinoma-associated protein
2 ili ICA512), podskupina protutijela na B-stanicu gusterace (ICA69, od eng.
islet cell autoantibody) te protutijela na prijenosnik cinka (ZNT8, od eng. zinc
transporter 8 antibody). Prisustvo ICA69 protutijela s GAD65 i IA-2 protutijelima
u prvih rodaka osoba sa SBT1 dovodi do brze progresije klinicke slike SBT1 u
odnosu na odsustvo ICA69 (4). Nema specificnog obrasca kojim redoslijedom
se pojavljuju protutijela u SBT1, iako se IAA pojavljuju veéinom prva, te su
nerijetko odsutna u odraslih, a GADG65, IA-2 i ZNT8 se pojavljuju u otprilike
slicno vrijeme. Protutijela na ZnT8, GADGS5, IA-2 ili IAA su prisutna u poCetku
SBT1 u vide od 90% osoba, variraju ovisno o dobi i etnickoj pripadnosti (9). Niti
jedno protutijelo samo za sebe nije dovoljno prediktivno za SBT1, a $to je vedi
broj pozitivnih protutijela, to se povecava pozitivha prediktivha vrijednost za
SBT1 (10-12). Nakon $to imuni proces unisti B-stanicu gusterade, oto&i¢i
atrofiraju, a imunosni biljezi nestaju. Paralelno s tim mogu s vremenom i nestati
navedena protutijela na gusteracu. Medutim, postoje osobe koje vise nemaju
antigene, ali i dalje imaju prisutna protutijela na gusteracu. To je specifiCno za
protutijelo GADG5 te se objasSnjava individualnim obrascem aktivnosti
protutijela.

U novije je vrijeme otkriven nemali broj novih vlastitih antigena povezanih sa
SBT1. Neki od njih su protein povezan s glukoza-6-fosfataza katalitikom
jedinicom koja je specificna za otocCice (IGRP, od eng. islet-specific glucose-6-
phosphatase catalytic subunit-related protein) (13), kromogranin A (ChgA, od
eng. chromogranin A) (14), ,heat shock® proteini, jun-B, 16 i CD38 antigeni (15),
kiseli glijalni fibrilarni protein (GFAP, od eng. glial fibrillary protein) (16) te
periferin koji ima izrazaj u raznim endokrinim tkivima. Periferin bio mogao u

skoroj buduénosti svrgnuti hipotezu da je autoimuno dogadanje prisutno samo



Karin Zibar, 2015.: ,Povezanost plazmatske koncentracije GLP-1 i FGF-21 s regulacijom glikemije, lipidemijom i mikrovaskularnim
komplikacijama u bolesnika sa SBT1“

na B-stanicama gusterade u SBT1. Pretpostavlja da su neuronalni elementi
molekularna meta za imunosno posredovanu ozljedu u raznim oblicima
endokrine autoimunosti, ukljuduju¢i SBT1 (17). Osim protutijela GAD65, veéina
drugih protutijela je regulirana na biosintetiCkoj razini (kada je povecana
metaboli¢ka potreba povecat e se i proizvodnja vlastitih antigena). Za sada, na
temelju svega joS uvijek nije razjaSnjeno jesu li vlastiti antigeni okidaC za
autoimuni proces ili samo kolateralna Steta koja je dio veC postojeCega,
zadanog imunosnog procesa razaranja B-stanica u SBT1 (18).

Geni HLA (ljudski leukocitni antigen, od eng. human leukocyte antigen),
odnosno molekule Il razreda sustava HLA dokazuju najveci genetiCki stupanj
povezanosti sa SBT1. Pojedinci s visoko rizicnim HLA-DR3-DQ2/DR4-DQ8
genotipom imaju 20 puta veéi rizik za razvoj SBT1 u usporedbi s opéom
populacijom. Prisustvo navedenog visokoriziclnog genotipa c¢ini 30-50%
genskog rizika za razvoj SBT1 (19). Haplotipovi DQA1°0501-DQB10302 i
DQA1°0501-DQB1°0201 se u nadoj populaciji nalaze u vise od 50% osoba sa
SBT1 u odnosu na 10% u op¢oj populaciji. Razni su drugi geni u ll, ai u |
razredu HLA sustava te ne-HLA sustava riziéni za razvoj SBT1, ali u manjem
postotku od navedenog genotipa. Pojedini haplotipovi imaju zastitnu ulogu, kao
$to je HLA DQB1°0602, prisutan je u 20% opée populacije te u samo 1% osoba
sa SBT1 (20). Sve viSe se posliednjih godina istrazuju razliciti okolidni riziéni
Cimbenici. Postoje razne pretpostavke o tome koji okoliSni ¢imbenici doprinose
razvoju SBT1 (prehrambeni &imbenici i hipoteza ,ubrzavanja“, u kojem
inzulinska rezistencija (IR) i pretilost u djetinjstvu igraju klju¢nu ulogu), ali njihovi
utjecaji nisu jo§ do kraja potvrdeni (21). Smatra se da svake godine raste
prevalencija SBT1 zbog jo$ neotkrivenih okolidnih &imbenika. Zakljuéno, SBT1
je sloZzena poligenska autoimuna bolest, u kojoj protutijela na gusteracu,
metabolicke promjene, genski te okoliSni ¢imbenici imaju zajedniCku ulogu u

njezinom razvoju (4).
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Tablica 1. Kriteriji za postavljanje dijagnoze Sec¢erne bolesti

Stanje i varijable Vrijednost varijable

Seéerna bolest

Glukoza nataste =7 mmol/l
ili
Glukoza 120" iza jela’ >11,1 mmol/l
HbA1c' 26,5%
Predijabetes

Poremecena tolerancija glukoze

Glukoza natasSte <7 mmol/l
[
Glukoza 120" iza jela’ =7,8 mmol/l i <11,1 mmol/l
HbA1c' 5,7-6,4%
Poremecena tolerancija glukoze nataste
Glukoza nataSte 6,1-6,9 mmol/l
[
Glukoza 120" iza jela’ <7,8 mmol/l
HbA1c' 5,7-6,4%
Normalan nalaz
Glukoza nataste <5,6 mmol/l
Glukoza 120" iza jela’ <7,7 mmol/l
HbA1c' <5,7%

'vrijednost venske glukoze u plazmi 2 sata nakon opterecenja sa 75 grama glukoze; "HbA1c- glikirani hemoglobin.
Preoblikovano prema ,WHO recommendations for the diagnostic criteria for diabetes and intermediate hyperglycaemia“
2006 i ,Use of Glycated Haemoglobin (HbA1c) in the Diagnosis of Diabetes Mellitus“ 2011, Geneva, World Health
Organization.

Tablica 2. Najuéestalija protutijela na otoéiée gusteraée u osoba sa SBT1

. Puno ime na Puno ime na .
Kratica Obiljezja
engleskome hrvatskome
) ) . Otkrivena 1983. godine (22), pojavljuju
insulin protutijela na . ) ~
1AA ) o ) se u ranom stupnju bolesti, puno prije
autoantibody endogeni inzulin

pojave klinicke slike SBT1 te njihovo
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protutijela na

glutamic acid dekarboksilazu

prisustvo obrnuto korelira s dobi (81%
bolesnika ima pozitivna protutijela prije
10. godine, a 61% izmedu 10. i 20.
godine).

Prisutna u 80% osoba prigodom

postavljanja dijagnoze SBT1, a nalaze

GAD65 ) . ) )
decarboxylase glutaminske se na citosolnoj strani membrane
kiseline sekretornih mjehuri¢a u B-stanici (23).
] ] Protutijela na protein fosfotirozin
insulinoma-
] protutijela protein fosfatazu na membrani sekretornih
associated . o
1A-2 ) - 2 udruzena s zrnaca u 3-stanici, prigodom
protein 2 ili o L )
inzulinomom postavljanja dijagnoze prisutna u oko
ICA512
58% osoba (24-26).
podskupina ) )
. Nalaze se na membrani sekretornih
protutijela na B- o
. i . zrnaca u B-stanici, prethodno zvana
islet cell stanicu gusterace, )
ICA69 ) .non-GAD reactive®, 85% osoba
autoantibody odnosno . o N
. prigodom postavljanja dijagnoze SBT1
protutijela na ] ) -
) ima prisutna ova protutijela (4).
antigen 69
Nalaze se na membrani sekretornih
ZNT8 zinc transporter 8 protutijela na zrnaca u f3-stanici, prisutna su u

antibody prijenosnik cinka velikom postotku prigopdom

postavljanja dijagnoze SBT1 (27).

"8BT1- $ecerna bolest tipa 1

1.1.1. Regulacija glikemije i mikrovaskularne komplikacije u SBT1

U osoba sa SBT1 glavni cilj lijeéenja je zadovoljavajuéa regulacija glikemije i

prevencija ili usporavanje nastanka mikrovaskularnih i makrovaskularnih
komplikacija (28). Glavni uzrok smrti u osoba sa SBT1, uz sréanozilnu bolest
(SZB), ¢ine mikrovaskularne komplikacije, medu kojima je prvi uzrok bubreZna
(29).

dijabetiCka retinopatija te dijabetiCka neuropatija. Poznato je da prisustvo

bolest Mikrovaskularne komplikacije cCine dijabetiCka nefropatija,
dijabeticke retinopatije u osoba sa SBT1 poveéava oko &etiri puta rizik smrti u
odnosu na osobe bez retinopatije (30). IstraZivanje ,The Diabetes Control and
Complication Trial (DCCT)* je utvrdilo izravnu vezu izmedu regulacije glikemije,

mjerenu pomoc¢u HbA1c, s poCetkom nastanka mikrovaskularnih komplikacija
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(31, 32). Dislipidemija je takoder povezana s poviSenim rizikom razvoja
mikrovaskularnih komplikacija (33-35). Smanjenje HbA1c za 2% smanjuje
incidenciju dijabetiCke nefropatije za 54%, a dijabetiCke retinopatije za 76%
(36). Postoji Cvrsta povezanost izmedu vrijednosti HbA1c s bazalnim i
postprandijalnim koncentracijama glukoze u krvi (37, 38), kao i izmedu
postprandijalne hiperglikemije s razvojem mikrovaskularnih komplikacija (39,
40). Smanjenje varijabilnosti postprandijalne hiperglikemije je jedan od kljucnih
koraka u smanjenju nastanka dijabetiCkih komplikacija (41). Postprandijalna
glikemija ovisi o nekoliko Cimbenika: apsorpciji glukoze, lu€enju razli€itih
hormona (inzulin, glukagon, amilin, inkretini) i njihovom ucinku na jetreni
metabolizam glukoze te metabolizam glukoze u perifernim tkivima. (-stanica
gusteraCe posjeduje ulogu metaboliCkog C&voriSta u tijelu, gdje se povezuje
endokrini sustav s hranidbenim metabolizmom. lako je poveéanje koncentracije
unutarstani¢nog kalcija glavni signal za lucenje inzulina, mehanizmi ovisni o
cAMP-u (ciklicki adenozin monofosfat, od eng. cyclic adenosine
monophosphate) imaju ne manje vaznu ulogu u luCenju inzulina (42).
Istrazivanja su pokazala da je razliCito postprandijalno lu€enje inzulina,
glukagona i glukoze izmedu osoba sa i bez SB. U osoba bez SB postprandijalni
porast glukoze i inzulina u krvi rezultira smanjenjem glikogenolize i
glukoneogeze u jetri i povisenjem unosa glukoze i iskoriStavanjem glukoze u
smanjeno luCenje inzulina te paradoksalni porast glukagona doprinose
postprandijalnoj hiperglikemiji (44). Brzina praznjenja zeluca je takoder vazan
Cimbenik regulacije postprandijalne glikemije. Puno je kontraverznih istrazivanja
o brzini praznjenja Zeluca u osoba sa SBT1 (45-47). Ono $to je dokazano je da
akutna hiperglikemija usporava praznjenje Zeluca i u osoba sa SBT1 i u zdravih
(48, 49). Poznato je da osobe s autonomnom neuropatijom i dugogodignjom SB
imaju gastroparezu (50).

Unato€ sve boljoj regulaciji glikemije posljednjih desetlje¢a i dalje je velika
uSestalost razvoja mikrovaskularnih komplikacija u SBT1 te jo$ uvijek tragamo
za unaprjedenjem dijagnostike otkricem novih biljega njihovog razvoja. Terapija

inzulinom je za sada jo$ uvijek osnovna terapija lijeéenja SBT1. Glavni cilj
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lije¢enja SBT1 je smanjenje HbA1c bez rizika od hipoglikemija i velikog dobitka
na tjelesnoj masi (TM). UnatoC inzulinskoj terapiji Cesto je teSko postici
euglikemiju u osoba sa SBT1, te se nerijetko susreéemo s hipoglikemijom te
nezeljenim dobitkom na TM koji mogu negativno utjecati na lipidne parametre,
krvni tlak i prihvac¢anje terapije od strane bolesnika. Novi pristup lijeéenja SB
navodi da je homeostaza glukoze ovisna o zajednickom djelovanju razliCitih
hormona uz inzulin koji zajedno doprinose boljoj regulaciji glikemije, uz manje

nezeljenih nuspojava.

1.1.1.1. Inzulinska rezistencija u SBT1

Dokazano je da IR ima vaZnu patofizioloSku ulogu u nastanku SBT1 (nazvano
»dvostruki dijabetes®) (51-54). Novija istrazivanja dokazala su da je IR neovisni
rizini &imbenik razvoja mikrovaskularnih komplikacija u SBT1 (55-60), &ija je
prevalencija do 30%. Prvi put je IR u SBT1 opisao Himsworth 1936. godine
kada je uvidio razlike u ukupnoj dnevnoj dozi inzulina potrebnoj da se uspostavi
euglikemija (61). Mehanizam nastanka IR u SBT1 vrlo je sloZen te nedovoljno
do sada istrazen. Dio mehanizama istovjetan je onima u SB tipa 2 (SBT2).
Dokazano je da IR i s njom usko vezani rizicni Cimbenici nose veci rizik razvoja
sréanozilnih  komplikacijia u SBT1 od same regulacije glikemije (62).
Varijablinost HbA1c je povezana s IR, a time i s nastankom mikrovaskularnih
komplikacija (63). Pojedine osobe imaju IR u jetri i miSiénim stanicama unato¢
dobroj regulaciji glikemije. Skeletni miSiéi igraju glavnu ulogu u IR, jer su
odgovorni za 80% potaknutog unosa glukoze ovisnoga o inzulinu (64). Sama IR
doprinosi razvoju SBT1 neovisno o drugim vaznim riziénim &imbenicima, kao
Sto su broj pozitivnih protutijela na gusSteraCu te genski rizicni Cimbenici.
Dokazano je da stanje koje obiliezava IR (smanjeno lu€enje inzulina nakon
unosa Secera koje dovodi do posljedicno odgodenog lu€enja inzulina iz [3-
stanice gusteraCe) moze upucivati na smanjenu funkciju B-stanice gusterace
ve¢ u ranijoj fazi SBT1 (65). B-stanica gusterace u stanju IR poja&ano izrazava
vlastite antigene te pogoduje autoimunim procesima, a navedeni procesi mogu
dodatno pojacati autoimuno razaranje B-stanice gusteraCe te rezultirati brzem
napredovanju SBT1 (66).
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IR je temeljni patofizioloSki Cimbenik metabolickog sindroma (MS), a uCestalost
MS i trajanje bolesti su predskazatelji kroni¢nih komplikacija u SBT1 (67).
Ugestalost MS u osoba sa SBT1 kreée se i do 40% (55, 68, 69). Glavna
obiliezja MS su IR, srediSnja pretilost, hipertrigliceridemija, sniZzeni kolesterol
visoke gustoée (HDL, od eng. high density lipoprotein), hiperglikemija te
povisen krvni tlak (70). Razlika u incidenciji MS u osoba sa SBT1 ovisi o
kriterijima prema kojima se MS definira. Postoji viSe definicija MS, medutim, u
klinickoj praksi je op¢eprihvacena definicija ona prema kriterijima NCEP:ATP Il
(prema eng. ,National Cholesterol Education Program:Adult Treatment Panel
I11“) iz 2005. godine koja ne obuhvaca podatke o IR (71). Mjera opsega struka
(OS) je vazan dijagnosticki kriterij MS, ali unato€ tomu postoje osobe s
normalnom TM koje imaju IR (72). IR korelira s visceralnim masnim tkivom, koje
je za razliku od subkutanog tkiva metaboli¢ki aktivan organ. To objasnjava
¢injenicu zasto IR ne mora biti prisutna u svih pretilih osoba. Samim mjerenjem
OS ne mozemo razlikovati o kojoj vrsti masnog tkiva se radi, a dijagnoza MS ne
razlikuje visceralno masno tkivo od supkutanog. IR i visceralna pretilost su
podjednako vazni ¢imbenici u patogenezi MS (73).

Jedan od problema s kojim se susrecemo kada Zelimo procijeniti IR u osoba sa
SBT1 je kako izradunati IR, jer formule na kojima se zasniva racunanje IR u
osoba sa SBT2 nisu primjenjive u SBT1, jer bolesnici nisu u moguénosti
proizvoditi  vlastiti inzulin. Sljede¢i problem je $to je euglikemijski
hiperinzulinemijski klamp test, zlatni standard dijagnoze IR u SBT1 (74), previse
invazivan i skup postupak koji zahtijeva previSe vremena za provodenje. Bududi
da je taj test tedko izvediv u osoba sa SBT1, poku$alo se na temelju klinikih
obiljezja IR (hiperinzulinemija, intolerancija glukoze, hipertrigliceridemija, snizen
HDL kolesterol, poviSen krvni tlak, povisen OS, poviSen Kkolesterol niske
gustoCe- LDL, od eng. low density lipoprotein) otkriti koji su od tih parametara
najjate povezani s IR u osoba sa SBT1 te na temelju njih stvoriti formulu za
izraCun IR. Zanimljivo je da HDL kolesterol i trigliceridi, inace klju¢ne sastavnice
IR, nisu zna&ajno pridonijele IR u osoba sa SBT1. Najbolji klinicki predskazatelji
IR u SBT1 su poviden omijer struka i bokova (OS/OB), povisen krvni tlak,

obiteljska anamneza SBT2 i HbA1c, te je na temelju njih napravljena formula za



Karin Zibar, 2015.: ,Povezanost plazmatske koncentracije GLP-1 i FGF-21 s regulacijom glikemije, lipidemijom i mikrovaskularnim
komplikacijama u bolesnika sa SBT1“

izraGunavanje IR u SBT1, a zove se eGDR (prosjeéna stopa raspoloZive
glukoze, od eng. estimated glucose disposal rate). UkljuCuje OS/OB, prisutnost
povisenog krvnog tlaka i vrijednost HbA1c. eGDR je indeks koji korelira s
euglikemijskim hiperinzulinemijskim klamp testom, te je mjera inzulinske
osjetljivosti (10). Izraunava se prema formuli: 24,31-12,2xOS/OB-3,29xkrvni
tlak-0,57xHbA1c. UkljuCuje vrijednost krvnog tlaka >140/90 mmHg ili uzimanje
antihipertenzivne terapije, a izrazava se kao 0O-ne ili 1-da. Vrijednost eGDR
obrnuto korelira s IR (75). Ne postoji to¢no odredena grani¢na vrijednost eGDR
koja upucuje na postojanje IR, odnosno MS. Prema istrazivanju Chillaréna
2009. godine, vrijednost eGDR ispod 8,77 mg/kg/min je pokazala 100%
osjetljivost te 85,2% specifiénost za prisustvo MS u osoba sa SBT1. Chillarén je
pokazao da postoji izravna povezanost izmedu prisutnosti broja sastavnica MS
s prevalencijom mikrovaskularnih komplikacija (76). Zaklju¢no, mjerenje eGDR
omogucuje bolje otkrivanje pojedinaca sa SBT1 koji imaju IR, odnosno MS, te

nose veci rizik razvoja mikrovaskularnin komplikacija.

1.2. Inkretini

Prvi crijevni hormon ,sekretin® otkrili su 1902. godine Bayliss i Starling te su
pretpostavljali da je uklju¢en u metabolizam glukoze (77). La Barre je 1930.
godine podijelio taj crijevni hormon u dvije frakcije: prva potice egzokrino
luCenje gusteraCe (sekretin) te druga smanjuje lu€enje glukoze (inkretin). Od
1932. godine je opcCeprihvacen naziv ,inkretin® (od eng. ,intestinal secretion of
insulin®) (78). Inkretini €ine ,veliku glukagonsku obitelj peptidnih hormona®“, od
kojih vise od 90% fizioloSkih ucinaka obavljaju 2 probavna hormona:
insulinotropni polipeptid ovisan o glukozi (GIP, od eng. glucose-dependent
insulinotropic peptide ili gastric inhibitory polypeptide) i peptid 1 slican
glukagonu (GLP-1, od eng. glucagon-like peptide 1) (79). Oba imaju ulogu u
fiziologiji metabolizma glukoze, no ovdje ¢u se osvrnuti na ulogu GLP-1. Osim
tradicijskih riziénih ¢imbenika na glikemiju i lipidemiju u SB utjede i ,inkretinski
ucinak® koji oznaCava jaCe luCenje inzulina oralnim (60-70%) u odnosu na

intravenski unos glukoze (79-82).
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1.2.1. Fiziologija GLP-1

GLP-1 je polipeptid sastavlen od 30 aminokiselina kojega Iuce
neurohormonske L stanice distalnog dijela tankog crijeva, i manjim dijelom
debelo crijevo, kao odgovor na unos masti, bjelanCevina i Secera (83-86).
Nastaje posttranslacijskim cijepanjem proglukagona. Kada se izluCi u krv veze
se za receptore povezane s G-bjelan¢evinom na ciljnim tkivima (GLP-1R): a i B
stanicama gusteraCe, srediSnjem i perifernom ziv€anom sustavu, srcu,
endotelu, limfocitima, o€ima, bubrezima, pluéima, probavnom sustavu,
(Slika 1.): potiCe lu€enje inzulina ovisno o glukozi, smanjuje lu¢enje glukagona
ovisno o glukozi, usporava praznjenje zeluca, pokretljivost crijeva i luCenje
zelu€ane kiseline, smanjujuéi tek dovodi do gubitka na TM te poti€e proliferaciju
i poveCava masu B-stanica u Zivotinjskim modelima (79, 87-90). Takoder potiCe
proizvodnju inzulina povec¢anim prijepisom inzulinskog gena (91). U B-stanici
gusterate GLP-1 veze se za GLP-1R, posljedi¢no aktivira cAMP, te uslijed
nekoliko daljnjih reakcija dolazi do Iu€enja inzulina (92). GLP-1 u jetri,
skelethom miSicu i masnim stanicama povecava uporabu glukoze potiCuci
sintezu glikogena i lipida, neovisno o inzulinu (93). Zovu ga jos inzulinotropnim i
glukagonostatskim hormonom zbog svojih ucinaka, ali vazno je naglasiti da su
oba ucinka ovisna o glukozi. Aktivni GLP-1 (7-36) amid (aGLP-1) kada se izluci
u krv ima kratko poluvrijeme zivota (1-2 minute) zbog brze N-terminalne
razgradnje pomoc¢u enzima dipeptidilpeptidaze-IV (DPP-IV, od eng. dipeptidyl
peptidase-1V ili CD26), glomerulske filtracije i bubreznog tubulskog katabolizma
u inaktivni metabolit GLP-1 (9-36) amid (iGLP-1) (94-96). Vecinu bioloSkih
u€inaka u ljudi posjeduje aGLP-1 (83), no malo GLP-1 (oko 10-15%) stigne u
sustavni krvotok u aktivnom obliku (97), te su nerijetko njegove koncentracije u
krvi nemjerljive i ne moraju znaCajno narasti nakon obroka. Plazmatske
koncentracije ukupnog GLP-1 (7-36&9-36) (uGLP-1) obuhvacaju koncentraciju
aktivnog hormona (7-36) te inaktivhog primarnog metabolita (9-36). Smatra se
da je koncentracija uGLP-1 bolji pokazatelj cjelokupne sekrecije GLP-1, te se uz
mjerenje koncentracije aGLP-1 predlaze mijeriti i koncentraciju uGLP-1 (98, 99).

U fizioloSkim uvjetima koncentracija GLP-1 u krvi je niska nataste, otpusti se u
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krvotok 5-15 minuta nakon unosa hrane. Ima bifazi¢ni obrazac luenja, pocetni
brzi skok GLP-1 je oko 15-30 minuta iza jela, a zatim kasniji manji skok GLP-1
je oko 90-120 minuta iza jela (100). Hrana prvo posredno, preko proksimalno-
distalne Ziv€ano-crijevne petlie, potiCe luCenje GLP-1 (autonomni zivCani
sustav), a potom izravno, putem L- stanica crijeva. Koncentracija GLP-1 se
vrac¢a na bazalne vrijednosti nakon 2-3 sata (101). Raspon koncentracije uGLP-
1 u zdravih osoba iznosi oko 8-50 pmol/l (vrijednosti nataste i postprandijalno)
(102). Opisano je da je u osoba s kronichom bubreznom bolesti (KBB)

koncentracija GLP-1 poviSena (103), jer se izlu€uje bubrezima.
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Slika 1. Metaboli¢ki u€inci peptida 1 sliénog glukagonu (GLP-1). Peroralnim unosom hrane
dolazi do lu€enja GLP-1 iz crijeva u krv gdje se unutar 1-2 minute pomoc¢u enzima dipeptidil
peptidaze-IV (DPP-IV) vecina aktivnog GLP-1 (7-36) (aGLP-1) razgradi u inaktivni metabolit
GLP-1 (9-36). Bioloske ucinke u tijelu ostvaruje vec¢inom aGLP-1. U gusteradi potice lucenje i
sintezu inzulina ovisno o glukozi, smanjuje lu€enje glukagona ovisno o glukozi, u Zivotinjskim
modelima potice rast i masu B-stanice gusterace te smanjuje apoptozu. U jetri smanjuje
povecavajuéi sintezu glikogena i lipida. Smanjuje praznjenje zeluca, lu¢enje kiseline,
pokretljivost crijeva i apsorpciju lipida. Putem hipotalamusa smanjuje tek te dovodi do gubitka
tielesne mase, a postoje naznake neuroprotektivnog, kardioprotektivnog, retinoprotektivnog i
renoprotektivnog djelovanja.
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1.2.2. GLP-1 u Secernoj bolesti tipa 2

U osoba sa SBT2 inkretinski uc¢inak je smanjen (104-107), te primjena GLP-1 i
njegovih analoga znacajno poboljSava regulaciju glikemije, lipidemiju, smanjuje
TM i IR, te postoje naznake moguceg kardioprotektivnog, renoprotektivnog,
retinoprotektivnog i neuroprotektivnog djelovanja (90, 108-114). Postoje i
naznake da bi terapija GLP-1 analozima mogla usporiti stvaranje naprednih
zavrdnih proizvoda glikacije (AGE, od eng. advanced glycation end-products)
koji doprinose razvoju mikrovaskularnih komplikacija, a luce se tijekom kroni¢ne
hiperglikemije (115). Medutim, ogranicen je u€inak endogenog GLP-1 zbog brze
razgradnje pomocu DPP-IV. Zbog navedenih pozitivnih ucinaka GLP-1
posljednjih su godina odobrene nove terapijske mogucnosti u lije€enju osoba sa
SBT2: GLP-1 analozi ili inkretinski analozi (IA) te inhibitori enzima DPP-IV
(116).

Donedavno se mislilo da je smanjeno postprandijalno lu¢enje GLP-1 temeljni
mehanizam kojim se objadnjava smanjeni inkretinski uginak u osoba sa SBT2
(89). Posljednjih godina mnogo je istrazivanja posveceno tome je li zapravo
luenje GLP-1 nakon obroka smanjeno u osoba sa SBT2 u odnosu na zdrave
(105, 117). Nedavno objavljena meta analiza klini¢kih istrazivanja i sustavni
pregled Calanna i sur. (22 studije, 275 osoba sa SBT2 i 279 zdravih kontrolnih
ispitanika) o lu¢enju GLP-1 u osoba sa SBT?2 je pokazala da osobe sa SBT2
nemaju smanjeno lu€enje uGLP-1 nakon OGTT ili obroka, ali da je regulacija
glikemije mjerena pomoc¢u HbA1c negativho povezana s postprandijalnom
plazmatskom koncentracijom uGLP-1 (118). Ostalo je nejasno je li smanjeno
postprandijalno lu€enje GLP-1 koje je opisano u nekim drugim istrazivanjima
posljedica sekundarnih metaboliCkih obiljezja ispitivane skupine ili je samo
sluajnost. Vecéina je do sada citiranih radova o luéenju GLP-1 u osoba sa SBT2
opisivala smanjeno lu¢enje GLP-1 (119, 120), ali su u istraZivanje bile uklju¢ene
osobe starije dobi, s duljim trajanjem SBT2 te loSijom regulacijom glikemije.
Takoder je u pojedinim izvjeS¢ima do sada opisivana negativha korelacija
izmedu indeksa tjelesne mase (ITM) i postprandijalne koncentracije GLP-1
(119, 121). Calann i sur. su u ovom sustavnom pregledu opisali da ITM nije

Cimbenik koji utje€e na postprandijalno lu¢enje GLP-1. Pokazali su da se profil
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lutenja GLP-1 mijenja tijekom napredovanja SBT2, kao $to je opisano u
Zivotinjskim i in vitro modelima (118, 122). U ranom stupnju SBT2 opisano je
Cak jaCe postprandijalno IuCenje GLP-1, Sto se pokuSava objasniti IR i
hiperinzulinemijiom u poéetku SBT2 te kompenzacijskim pojadanim luéenjem
GLP-1 iz L- stanica crijeva, a zatim poslije, s trajanjem SBT2, i loSijom
regulacijom glikemije dolazi do iscrpljenja L- stanica crijeva. Zaklju¢no, do sada
se mislilo da je ,smanjeno postprandijalno lu¢enje GLP-1“ temeljni mehanizam
kojim se objasnjava smanjeni inkretinski uginak u osoba sa SBT2, medutim,
najnovija istrazivanja pretpostavljaju da je ,smanjeni u€inak GLP-1“ temeljni
mehanizam koji dovodi do smanjenog inkretinskog uginka u osoba sa SBT2 te
da hiperglikemija smanjuje izrazaj GLP-1 receptora na [B-stanici gusterace,
dovodecdi do ,GLP-1 rezistencije“ (123). Sukladno tomu su neke studije opisale
smanjeni inkretinski uc¢inak unato€ normalnoj koncentraciji GLP-1 u osoba sa
SBT2 (124-128).

1.2.3. Inzulinska rezistencija i GLP-1

Posljednjih godina istrazuje se primjena GLP-1 analoga u osoba s IR te MS, no
malo se zna o endogenim plazmatskim koncentracijama GLP-1 u osoba s IR i
MS. Pretpostavlja se da u osoba s IR masne stanice, koje su otporne na inzulin,
otpustaju slobodne masne kiseline (SMK) koje poti¢u lu¢enje GLP-1, a koji
zatim poti€e sintezu masti iz triglicerida. Infuzija GLP-1 analoga sprjeCava
postprandijalni porast koncentracije triglicerida i SMK u zdravih ljudi (129).

Veé je navedeno da primjena GLP-1 analoga poboljSava IR, te da postoje
naznake moguéeg kardio/vazoprotektivnog djelovanja (modulacija sréane
frekvencije, krvnog tlaka, zilnog tonusa, kontraktilnosti miokarda) neovisno o
uCinku na metabolizam glukoze (110, 130-133). U Japanskoj studiji 2010.
godine, koja je ukljucila 97 ispitanika, opisana je poviSena koncentracija GLP-1
u osoba s MS koji imaju poviSen sréanozilni rizik, neovisno o prisustvu SB
(134). Takoder su Japanci opisali da se poviSenjem broja sastavnica koje ulaze
u kriterij za deifiniciju MS proporcionalno povisuje koncentracija GLP-1 te da
GLP-1 pozitivno korelira s C-reaktivnim proteinom (CRP) i trigliceridima, a

negativno s HDL kolesterolom. Oni objasnjavaju poviSenu koncentraciju GLP-1
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povecanim kalorijskim unosom hrane u osoba s MS (135). Pretpostavljaju da bi
visoke koncentraciie GLP-1 u osoba s MS mogle biti predskazatelj
ateroskleroze te da poviSene koncentracije GLP-1 u osoba s MS nagovijestaju
prisustvo ,GLP-1 rezistencije“. Nedavno je Piotrowski u vise od 300 osoba koje
su iSle na invazivnu kardioloSku obradu opisao pozitivnu povezanost izmedu
endogene koncentracije GLP-1 s koronarnom aterosklerozom (136), Sto je bilo
iznenadujuce, uzevsi u obzir da je primjena GLP-1 analoga u eksperimentalnim
modelima i kliniCkim istrazivanjima imala zastitni u€inak na srce. Oni su potvrdili
pozitivnu povezanost izmedu GLP-1 s trigliceridima, objasSnjavajuéi to
kontraregulacijskim mehanizmom, da bi se povecalo lu€enje inzulina u stanjima
s IR, a na taj naCin objaSnjavaju i poviSenu koncentraciju GLP-1 u osoba s
koronarnom aterosklerozom (kontraregulacijski mehanizam da se zaustavi

progresija bolesti).

1.2.4. GLP-1 u Secernoj bolesti tipa 1

Uloga GLP-1 u metabolizmu glukoze i lipida u SBT1 novo je podrugje
znanstvenog zanimanja, a rezultati postojecih istraZivanja nisu jednoznacni. U
dosadasnjim istrazivanjima su opisane nize, ali i jednake bazalne vrijednosti
GLP-1 u odnosu na nedijabeticku populaciju (137, 138). Opisan je oslabljeni
postprandijalni porast GLP-1 u osoba sa SBT1 (139) objasnjen smanjenjom
osjetljivos¢u L-stanica uslijed IR, manjka inzulina i kroni€ne hiperglikemije (137).
S druge strane, neka istraZivanja navode jednaku postprandijalnu koncentraciju
GLP-1 u zdravih ispitanika te u onih koji imaju SBT1 (138, 140). U jednoj je pak
pedijatrijskoj studiji, smanjenje B-staniéne funkcije tijekom prve godine SBT1
bilo povezano s poviSenjem koncentracije GLP-1 (141). U istrazivanju Kaasove
i sur., u novodijagnosticirane djece i adolescenata sa SBT1, opisana je niza
koncentracija GLP-1 u osoba s djelomi¢nom remisijom bolesti u odnosu na
osobe bez remisije (142). Istrazivanje Greenbaumove je pokazalo da nema
razlike u bazalnim i postprandijalnim koncentracijama GLP-1 izmedu osoba sa
SBT1 i zdravih kontrolnih ispitanika, ali je na$ao zna&ajnu razliku u inkretinskom
udinku- osobe sa SBT1 su imale znagajno smanjeni inkretinski uginak, ali ne

odsutan kao $to je opisan u SBT2 (143), odnosno imale su smanjenu

14



Karin Zibar, 2015.: ,Povezanost plazmatske koncentracije GLP-1 i FGF-21 s regulacijom glikemije, lipidemijom i mikrovaskularnim
komplikacijama u bolesnika sa SBT1“

postprandijalnu koncentraciju inzulina u usporedbi sa zdravim kontrolnim
ispitanicima. Smanjeni inkretinski ucinak unato¢ jednakim koncentracijama
GLP-1 objasnjava oSteCenjem [(-stanica, selektivnim poremecajem u odgovoru
GLP-1 ili u poremecaju Ziv€anih signala koji se aktiviraju unosom glukoze, te
smatra da je smanjeni inkretinski u€inak u tih osoba odgovoran za
postprandijalnu hiperglikemiju (144). Istrazivanje pak Kielgasta opisuje
podjednak inkretinski u¢inak u osoba sa SBT1 bez ostatne B-staniéne funkcije,
u osoba sa SBT1 s ostatnom B-staniénom funkcijom te u zdravih kontrolnih
ispitanika. Opisuje podjednake bazalne koncentracije GLP-1 (15-20 pmol/l) u
svih navedenih ispitanika (145). Navedene razliCite, odnosno oprecne
koncentracije GLP-1 u osoba sa SBT1 za sada se objasnjavaju razligitim
mjernim postupcima, razliCitim obiljeZjima ispitanika te razli€itoj inzulinskoj
terapiji (105).

U osoba sa SBT1, koji nemaju ostatnu aktivnost B-stanica, infuzija GLP-1
smanjuje koncentraciju glukoze u krvi smanjujuci lu€enje glukagona neovisno o
endogenom inzulinu (145-147), ali samo u prisutnosti hiperglikemije, Sto je
vazno, jer ne povecava rizik od hipoglikemija. Jo$ uvijek nije razjasnjeno kojim
to€no mehanizmom GLP-1 djeluje na glukagon, opisuje se parakrini uc€inak
preko somatostatina i inzulina (92, 148, 149) te izravan ucinak koji je upitan, jer
nije sigurno postoje li GLP-1R na a-stanicama gusteraCe (150-154). Neki radovi
opisuju obrnuti, poticajni u€inak GLP-1 na glukagon, $to objasnjavaju izravhom
stimulacijom glukagona u C-peptid negativnih bolesnika ili nedostatnom
inhibicijom luCenja glukagona zbog ukupno niske koncentracije GLP-1, a
opisuje se i postojanje moguceg autoimunog procesa na a-stanicama gusterace
(137, 141, 144).

Opisana je negativha povratna sprega izmedu inzulina i GLP-1 u osoba sa
SBT1, navodno inzulin inhibira luéenje GLP-1 (155-157). Zanimljiva je
pretpostavka nekih istraZivanja da egzogeni inzulin ima antagonisti¢ki u€inak na
GLP-1 pojacavajuci aktivnost DPP-IV enzima (138, 139). Istrazivanja opisuju
razlike u postprandijalnom odgovoru GLP-1 u osoba sa SBT1 koji su primili
terapiju inzulinom, i to opisuju razlike s obzirom na vrstu inzulina (bazalni ili

bolus inzulin) (139, 157). Do sada nije mjerena aktivhost DPP-IV enzima u

15



Karin Zibar, 2015.: ,Povezanost plazmatske koncentracije GLP-1 i FGF-21 s regulacijom glikemije, lipidemijom i mikrovaskularnim
komplikacijama u bolesnika sa SBT1“

serumu nataste i postprandijalno te usporedivana s nataste i postprandijalnim
vrijednostima GLP-1 i vrstom inzulina, jer serumska aktivnost DPP-IV odrazava
samo 5% ukupne aktivnosti DPP-IV (158). Shigeto je opisao da fizioloSki niska
koncentracija GLP-1 potiCe inzulinsku sekreciju in vitro neovisno o mehanizmu
pomocu cAMP (159). Navodno kalorijska vrijednost obroka i postotak masti u
hrani utjeCu na postprandijalni odgovor GLP-1 viSe od samog inzulina (138,
160).

Nekoliko kratkotrajnih i malih studija je pokazalo do sada obec¢avajuci terapijski
uginak GLP-1 analoga u osoba sa SBT1 (147, 161-164) dok s druge strane
postoje istrazivanja u kojima se nije pokazao superioran terapijski u€inak DPP-
IV inhibitora (sitagliptina) u regulaciji glikemije, unatoC postprandijalnom porastu
koncentraciie GLP-1 u osoba sa SBT1 (165). Rezultati na Zivotinjskim
modelima upuéuju da primjena GLP-1, odnosno njegovog analoga, u SBT1
smanjuje albuminuriju neovisno o ucinku na glikemiju (166-170). Mehanizam
povezanosti mogu¢ je smanjenjem IR, budu¢i da GLP-1 potiCe luCenje
adiponektina preko protein kinase A, te tako poboljSava IR (171). Opisan je i
u¢inak GLP-1 na smanjenje progresije dijabetiCke neuropatije u miSeva sa
SBT1 (140, 172). Eksperimentalna istraZivanja opisuju mogué pozitivan uginak
GLP-1 u sprjeCavanju dijabeticke retinopatije (173, 174), na poboljSanje
glukoregulacije te smanjenje potrebe za inzulinom (175). Zastitnim ucinkom
GLP-1 na hiper- i hipoglikemiju smanjuje se indukcija endotelne disfunkcije,
oksidativnog stresa i sustavne upale (176). U bolesnika sa SBT1 glavni cilj
ljeCenja je prevencija nastanka mikrovaskularnih komplikacija koje dovode do
zavr$nog stupnja KBB i sliepoce. Mozda bismo terapijom IA u SBT1, uz
inzulinsku terapiju, mogli pridonijeti smanjenju IR, a na taj nacin sprijeciti

nastanak mikrovaskularnih komplikacija.

1.3. Cimbenik rasta fibroblasta

Obitelj Cimbenika rasta fibroblasta (FGF, od eng. fibroblast growth factor) sastoji
se od 22 ¢lana (bjelan€evina) koji imaju klju€¢nu ulogu u razvoju, diferencijaciji i
metabolizmu sisavaca (177). Obiteli FGF se dijeli u 3 podobitelii:

unutarstani¢na, hormonska i parakrina obitelj. Hormonska obitelj FGF nadzire
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razliCite metabolicke procese: FGF-19 (metabolizam glukoze, lipida i zu€nih
kiselina), FGF-21 (metabolizam glukoze i lipida) i FGF-23 (metabolizam fosfora
i vitamina D) (178-180). Ostvaruju svoje ucinke aktivacijom stanicnih
tirozinkinaznih receptora za FGF (FGFR). Za razliku od ostalih FGF, nedostaje
im klasi€no heparinsko-vezno mjesto, pa se nalaze u cirkulaciji u slobodnom
obliku kao pravi hormoni te u ovisnosti o koCimbeniku Klothu ostvaruju ucinke
na ciljnim organima (181). Klotho (a) i BKlotho odreduju tkivnu selektivnost ova
3 C¢imbenika. FGF-19 i FGF-21 ovisni su o BKlothu, imaju slicne metabolicke
ucinke, ali zbog moguceg mitogenog ucinka FGF-19 (182), osvrnut ¢u se ovdje
na FGF-21.

1.3.1. Fiziologija FGF-21

FGF-21 je cirkuliraju¢i hormon (adipokin) od 181 aminokiseline izvedene od
zrele bjelanCevine sastavljene od 209 aminokiselina kodiranog FGF21 genom
koji je lociran na 19. kromosomu (183). Ljudski FGF-21 je vrlo slican misjem
FGF-21 (imaju oko 75% identi¢nosti u redoslijedu aminokiselina), no neki se
ucinci FGF-21 razlikuju izmedu zivotinjskih modela i ljudi. Kharitonenkov je prvi
otkrio da FGF-21 potiCe unos glukoze u misjim adipocitima i primarnim
kulturama ljudskih adipocita (184), a tek poslije se spoznalo da ima brojne
znacajne ucinke in vivo. Do sada je istrazivana njegova koncentracija u zdravih
kontrolnih ispitanika, trudnica, osoba sa SBT2, IR, MS, pretilih osoba, osoba s
nealkoholnom masnom bolesti jetre, te pokoje istrazivanje postoji o
koncentraciji FGF-21 u osoba sa SBT1. Za sada nisu jasni svi fiziologki uginci
FGF-21 u ljudi (Slika 2.). Znacajan je u kontroli homeostaze energije, zovu ga
biljlegom metabolicke bolesti te se smatra da ima zastitnu metabolicku ulogu.

Proizvodi se najviSe u jetri i masnom tkivu, zatim gusteraci, skeletnom miSicu i
timusu, a tkivno-specificno djelovanje je uvjetovano ograniCenim izrazajem
BKlotha, pretezito u metabolicki aktivhim organima (gusteraCa, jetra i masne
stanice) (185-187). Ne zna se doprinos pojedinog tkiva plazmi (188), a opisuje
se i moguce postojanje puta neovisnoga o BKlothu (189). Opisan je paradoksni
izrazaj FGF-21 gena u jetri- neovisno je reguliran i gladovanjem i hranom-

naglasavajuc¢i da je FGF-21 poviSen u metabolickim krizama (gladovanje i
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prekomjerno hranjenje) (190). U tim stanjima je poviSena koncentracija SMK
koja potiCe luCenje FGF-21 tako Sto se SMK i glukoza vezu i aktiviraju
Cimbenike koji pojaCavaju izrazaj FGF-21.

U jetri u stanju gladovanja SMK poti¢u aktivator-a peroksisomnog rastuceg
receptora (PPARa, od eng. peroxisome proliferator-activated receptor alpha)
koji poti¢e lu¢enje FGF-21 te dolazi do pojaane glukoneogeneze, ketogeneze
te oksidacije SMK (pojaCana proizvodnja i iskoriStavanje energije). U jetri u
stanju prekomjernog hranjenja povisena koncentracija glukoze poti¢e aktivaciju
vezuce bjelanCevine koja odgovora na ugljikohidrate (ChREBP, od eng.
carbohydrate response element binding protein) te dolazi do pojacane sinteze
triglicerida (190). Cini se da je djelovanje FGF-21 drukgije tijekom gladovanja u
odnosu na prekomjerno hranjenje.

U masnim stanicama tijekom hranjenja dolazi do aktivacije PPARY koji poti¢e
proizvodnju FGF-21 da preko prijenosnika glukoze 1 (GLUT1, prema eng.
glucose transporter 1) povec¢a unos glukoze neovisno o inzulinu te poveca
daljnju aktivaciju PPARy (191-193). FGF-21 aktivacijom adenozin monofosfat
protein kinaze i sirtuina 1 povecava mitohondrijsku oksidativhu funkciju u
masnim stanicama (194). U gusteraci, preko Akt-ovisnog signalnog puta, FGF-
21 Cuva funkciju i prezivljenje B-stanica (195) te Stiti otoCice gusSteraCe od
ozljeda (196, 197). Nakon Sto se proizvede iz masnog tkiva ne Iui se u
cirkulaciju, ve¢ djeluje autokrino, pojacavajuéi u€inak PPARYy receptora (198).
Medutim, nakon Sto se proizvede iz jetre IuCi se u cirkulaciju i posjeduje svoje
endokrine ucinke na metabolickim aktivnim organima. Poluzivot FGF-21 je 1-2
sata, a izluCuje se iz organizma bubrezima. Neki uinci FGF-21 su sli¢ni
glukagonu, ali ne povecava glikogenolizu (199). Referentni raspon u zdravih
ljudi je razli€it, od 20-5300 pg/ml (200-202). U nekim istrazivanjima nije bilo
razlike u FGF-21 s obzirom na spol (203), u jednom je istraZivanju opisana niza
koncentracija FGF-21 u Zena (204), dok u novijem istraZivanju opisuju visu
koncentraciju FGF-21 u djevojCica (205). Navodno se Iu€i u cirkulaciju
pulsatilnim nacinom (202, 206), a postoje naznake i cirkadijanog ritma lu€enja

tijekom gladovanja, koje je uvjetovano koncentracijom SMK (207).
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Slika 2. Metaboli¢ki u€inci ¢imbenika rasta fibroblasta-21 (FGF-21). Gladovanije ili prekomjerno
hranjenje su poticaj za lu¢enje FGF-21 koji svoju aktivnost izrazava na metaboli¢ki aktivnim
organima koji posjeduju ko€imbenik BKlotho. Gladovanje dovodi do lipolize u masnim stanicama
te do izlaska SMK u cirkulaciju do jetre, gdje SMK potiCu izrazaj aktivatora-a peroksisomnog
rastuceg receptora (PPARa) koji pojaCava izrazaj i lu¢enje FGF-21 da poveca proizvodnju i
iskoriStavanje energije. U jetri FGF-21 potiCe glukoneogenezu, ketogenezu te oksidaciju masnih
kiselina, a u masnim stanicama koci lipolizu. Takoder smanjuje lu¢enje glukagona i na taj nacin
poboljSava inzulinsku osjetljivost. U gusteraci djeluje putem Akt-ovisnog signalnog puta te ¢uva
funkciju i prezivljenje B-stanica gusterace. Autokrino djelovanje FGF-21 u masnim stanicama je
potaknuto hranjenjem preko PPARY receptora koji poja¢avaju izrazaj FGF-21. Putem receptora
prijenosnika glukoze 1 (GLUT1) poveéava unos glukoze, a preko adenozin monofosfat protein
kinaze FGF-21 povec¢ava mitohondrijsku oksidaciju u masnim stanicama.

1.3.2. Inzulinska rezistencija i FGF-21

lako se prvotno mislilo da FGF-21 potie lipolizu u masnim stanicama (193),
nekoliko drugih novijih istrazivanja je opisalo da FGF-21 smanjuje lipolizu u
masnim stanicama (192). Smanjenjem lipolize te smanjenim luCenjem
glukagona poboljSava |0 u ljudi (208). Paradoksalno poviSene koncentracije
FGF-21 opisuju se u razliitim stanjima s povisenom IR (SBT2, nealkoholni
steatohepatitis, pretilost, gestacijska SB, sindrom policistiénih jajnika,
Cushingov sindrom te zavrsni stupanj KBB) (186, 201, 209-212). Pretpostavlja
se da postoji kompenzacijsko povisenje FGF-21 u stanjima s IR da nadvlada
postojecu IR (mehanizam protiv glukotoksiCnosti i lipotoksi¢nosti) (213, 214), a
moguce je i da postoji ,rezistencija na FGF-21“ u stanjima povezanim s IR (215,

216). U pretilosti je opisana ,rezistencija na FGF-21“ zbog smanjene osjetljivosti
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FGFR (216). U nekim istrazivanjima je opisano da FGF-21 neovisno pozitivho
korelira s IR, dislipidemijom i MS (209, 217). Smatra se da bi FGF-21 mogao
mijenjati unos lipoproteina te da bi se na taj naCin mogla objasniti povezanost
FGF-21 s aterosklerozom (218). Davanje fibrata (PPARa agonista) potice
jetreni izrazaj FGF-21 (202). Opisano je da FGF-21 negativno korelira s 10 u
migiénim stanicama te izravno s jetrenim indeksom IR u osoba sa SBT2 (210).
Medutim, postoje istrazivanja u osoba bez SB, u kojima nije nadena povezanost
FGF-21 s mjerama pretilosti, 10 i masnim kiselinama (202, 204). U jednom je
pak istrazivanju opisana pozitivna povezanost FGF-21 s HDL kolesterolom
(201). U novijem istrazivanju u djece je opisana negativna povezanost FGF-21
s aktivno$¢u BKlotha te tezinom nealkoholne jetrene bolesti, Sto objasSnjavaju
smanjenim prijepisom FGF-21 gena uslijed oksidativhog stresa i poviSene
koncentracije €imbenika tumorske nekroze a (219-221). FGF-21 pozitivho
korelira s upalnim biljezima. PoviSene koncentracije FGF-21 povezane su sa
pretiloS¢u u djece i u odraslih (213, 217, 222). Postoji pozitivha korelacija
izmedu FGF-21 s ITM i leptinom, a negativha s adiponektinom (223, 224).
Takoder je opisano da mrSavljenjem dolazi do pada koncentracije FGF-21, iako
su opisane studije u kojima ne dolazi do pada koncentracije FGF-21 tijekom
mrSavljenja (186, 225, 226). Kontraverzni rezultati postoje u osoba s
anoreksijom. U osoba sa SZB uogene su poviSene koncentracije FGF-21, §to
objasnjavaju kompenzacijskim povisenjem FGF-21 ili ,rezistencijom na FGF-21¢
(227). U jednom novijem istrazivanju je opisan porast koncentracije FGF-21 s
porastom broja sastavnica MS te je opisano da je FGF-21 neovisni riziCni
gimbenik SZB (203). Uocgen je izrazaj FGF-21 mRNA (eng. messenger RNA) u
sr€anim endotelnim stanicama, te se pretpostavlja da bi FGF-21 mogao
sprjeCavati apoptozu (228). Terapija rekombinantnim FGF-21 u zivotinjskim
modelima korigira metaboliCke parametre: smanjuje glikemiju, lipidemiju
(smanjuje LDL, trigliceride i ukupni kolesterol, a povec¢ava HDL kolesterol),
povecava |O te dovodi do gubitka na TM (229, 230).
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1.3.3. FGF-21 u Sec¢ernoj bolesti tipa 2

Opisano je da je povisena koncentracija FGF-21 neovisan predskazatelj SBT2
(209, 217), te da je koncentracija FGF-21 neovisna o duljini trajanja SBT2
(231). Dodatak PPARy agonista (rosiglitazona/pioglitazona), eksenatida ili
inzulina na postojeCu terapiju metforminom ili samo inzulinska terapija u
bolesnika sa SBT2 znadéajno smanjuje koncentraciju FGF-21, nagovje$éujuéi da
koncentracia FGF-21 pada kako se poboljSava 10 (232-234). Do sada je
nekoliko izvjeS¢a opisalo povezanost poviSenih koncentracija FGF-21 s
kroniénim komplikacijama u SBT2 (201). Serumska koncentracija FGF-21
neovisno pozitivno korelira s albuminurijom u SBT2, upu¢ujuéi na to da bi FGF-
21 mogao biti povezan s nastankom dijabetiCke nefropatije. Koncentracije FGF-
21 su znaéajno viSe u bolesnika sa SBT2 koji imaju aterosklerotske promjene
na karotidnim arterijama (211). Opisano je da pove¢ana koncentracija FGF-21 u
osoba sa SBT2 ima pozitivnhu prediktivnu vrijednost za sréanoziine dogadaje
(235). U drugom istraZivanju u bolesnika sa SBT2 nije bilo povezanosti FGF-21
s mikrovaskularnim i makrovaskularnim komplikacijama (236). Opisana je i
poviSena koncentracija FGF-21 u osoba sa preeklampsijom (237). Na temelju
svih anithiperglikemijskih i antihiperlipemi¢nih u€inaka kojima FGF-21 potice 10
smatra se da bi mogao imati terapijsko mjesto u lijeCenju stanja s povisenom
IR, posebno SBT2. U eksperimentalnim istrazivanjima primjena GLP-1 agonista
(liraglutida) povecava aktivnost FGF-21 te poboljSava 10 (238). Mozda bismo
povecanjem aktivnosti FGF-21 mogli lijegiti IR, odnosno SBT2. Zbog navedenih
pozitivnih u€inaka GLP-1 i FGF-21 (nekih zajedni¢kih kao na IR) danas se ve¢
izraduju farmakoloSki patenti koji sastavljaju spojeve GLP-1 i FGF-21 u svrhu

lije€enja pretilosti u osoba sa SBT2 (239).

1.3.4. FGF-21 u Sec¢ernoj bolesti tipa 1

U osoba sa SBT1 znadaj FGF-21 do sada nije sustavno istrazivan. U
istraZivanju u kojemu je mjerena koncentracija FGF-21 u osoba sa SBT1, zatim
u osoba s latentnim autoimunim dijabetesom u odraslih, u osoba sa SBT2 te u
zdravih kontrolnih ispitanika, opisana je smanjena koncentracija FGF-21 u

osoba sa SBT1 u usporedbi na kontrolnu zdravu skupinu te u usporedbi na
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latentni autoimuni dijabetes u odraslih i SBT2. Nakon prilagodbe prema ITM i
dalje je bila zna&ajno niza koncentracija FGF-21 u osoba sa SBT1 u odnosu na
zdravu kontrolnu skupinu. Opisana je takoder negativha povezanost izmedu
koncentraciie FGF-21 s protutijelima na otoCice gusteraCe te pozitivna
povezanost izmedu koncentracije FGF-21 s C-peptidom nataste (240). Ne zna
se mehanizam djelovanja, ali mogu¢e da su uniStenje B-stanica gusterace i
posljedicno smanjena proizvodnja FGF-21 iz guSteraCe uzrok nizim
koncentracijama FGF-21 u osoba sa SBT1. Medutim, ne zna se jo$ koliki je
doprinos gusterace plazmatskim koncentracijama FGF-21.

Zanimljiv je utjecaj inzulina na koncentraciju FGF-21 o &emu postoje
kontradiktorna izvjeS¢a. Neka istraZivanja opisuju da umjetno izazvana
hiperinzulinemija u zdravih ljudi dovodi do porasta koncentracije FGF-21 (241),
dok drugi opisuju povisenje koncentracije FGF-21 kod osoba sa SBT1 bez
terapije inzulinom §&to se objasnjava poviSsenom koncentraciom SMK u
sluCajevima potpunog manjka inzulina (241, 242). Postavlja se pitanje suprimira
li inzulin u mrsavih ljudi lu¢enje FGF-21 te postoji li razlika izmedu djelovanja
endogenog i egzogenog inzulina na koncentraciju FGF-21. Opisana je pozitivha
korelacija izmedu suprafizioloskih koncentracija SMK s koncentracijom FGF-21
(241). Odgovor FGF-21 na inzulin ovisi o nekoliko Cimbenika: debljina,
koncentracija SMK, koncentracija inzulina i IR (188). U istrazivanju Hojmana i
sur. uoceno je da inzulin potiCe FGF-21 izrazaj u miSi¢nim stanicama i plazmi,
no nije uocena povezanost izmedu misicne koncentracije FGF-21 i plazmatske
koncentracije FGF-21 (187).

Najnovije istrazivanje je opisalo da primjena glukagona u zdravih i osoba sa
SBT1 povisuje koncentraciju FGF-21 (243). Koncentracija FGF-21 je povisena
u bolesnika s KBB te se proporcionalno povecava s pogorSanjem bubrezne
funkcije (244-247). U osoba sa SBT1 bubrezna funkcija je neovisni prediktivni
C¢imbenik sr€anozilnog mortaliteta (248). Do sada nije istrazivana povezanost
koncentraciie FGF-21 s glikemijom, lipidemijom te mikrovaskularnim

komplikacijama u osoba sa SBT1.
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2. HIPOTEZA

Visa koncentracija peptida 1 slicnog glukagonu (uGLP-1 i aGLP-1) i niza
koncentracija ¢imbenika rasta fibroblasta-21 (FGF-21) u plazmi povezana je s
boljom regulacijom glikemije, boljim lipidnim profilom i manjom prevalencijom

mikrovaskularnih komplikacija u osoba sa Secernom bolesti tipa 1.

ObrazloZenje hipoteze

Do sada objavljena istrazivanja pokazuju kontradiktorne rezultate vezano uz
koncentraciju GLP-1 u osoba sa SBT1. U osoba sa SBT2 vi$a koncentracija
GLP-1 je povezana s boljom regulacijom glikemije, boljim lipidnim profilom i
manjom prevalencijom mikrovaskularnih komplikacija. Pretpostaviti je da i u
osoba sa SBT1 postoji takva povezanost. Dosada$nja istrazivanja u zdravih
ljudi te u osoba sa SBT2 pokazala su da je koncentracija FGF-21 povi$ena u
stanjima s povisenom IR, iako postoje kontraverzni rezultati. Smatra se da je to
kompenzacijsko poviSenje prisutno da nadvlada postojecu IR. Koncentracija
FGF-21 u osoba sa SBT1 je do sada malo istrazivana, te nije ispitivana
povezanost FGF-21 s glikemijom, lipidemijom i mikrovaskularnim
komplikacijama osoba sa SBT1. Moguée je da je niza koncentracija FGF-21
povezana s boljom regulacijom glikemije, boljim lipidnim profilom i manjom

prevalencijom mikrovaskularnih komplikacija u osoba sa SBT1.
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3. CILJEVI

Osnovni cilj istrazivanja je analizirati koncentracije GLP-1 (uGLP-1 i aGLP-1) i
FGF-21 u plazmi te ispitati povezanost koncentracija uGLP-1, aGLP-1 i FGF-21
u plazmi s regulacijom glikemije, lipidemijom i mikrovaskularnim komplikacijama
u osoba sa SBT1.
Ostali ciljevi uklju€uju:
e ispitati medusobni odnos koncentracija uGLP-1, aGLP-1 i FGF-21 u
plazmi u osoba sa SBT1.
e ispitati povezanost koncentracija uGLP-1, aGLP-1 i FGF-21 u plazmi
s IR (MS), koncentracijom glukagona u plazmi te ukupnom dnevnom
dozom inzulina.
e usporediti plazmatske koncentracije uGLP-1, aGLP-1 i FGF-21

izmedu osoba sa SBT1 i zdravih kontrolnih ispitanika.
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4. MATERIJALI | METODE

Ucinjeno istraZivanje je dio znanstveno-istrazivackog projekta br. 045-1080230-
0516 Ministarstva znanosti, obrazovanja i Sporta, pod nazivom ,Metabolicki
sindrom u Secernoj bolesti tipa 1.

Prema vrsti dizajna studije ovo istrazivanje je opservacijsko, presjecno (eng.

cross-sectional study). Istrazivanje je bilo provedeno tijekom 2013. godine.

4.1. Ispitanici i kontrolna skupina

IstraZivanje je provedeno u 30 ispitanika sa SBT1 te u 10 zdravih kontrolnih
dobrovoljaca. Uzorak ispitanika sa SBT1 se oblikovao na nadin da je prvih 30
redovito hospitaliziranih bolesnika (od pocCetka provedbe istrazivanja) u Zavodu
za endokrinologiju, dijabetologiju i bolesti metabolizma SveuciliSne Klinike ,Vuk
Vrhovac®, koji zadovoljavaju uklju¢ne kriterije istrazivanja uz potpisani
informirani pristanak ukljueno u istrazivanje. Skupina zdravih kontrolnih
dobrovoljaca je slu€ajno izabrana ukoliko su dobrovoljci imali osobine ispitanika,
zadovoljavali ukljune kriterije istraZivanja uz potpisani informirani pristanak.
SBT1 dijagnosticirana je na temelju kriterija SZO (249): manje od 40 godina
prilikom otkrivanja bolesti, epizoda dijabetiCke ketoacidoze ili dokazane
ketonurije u anamnezi, pozitivni autoimuni biljezi te nuznost inzulinske terapije
unutar godine dana nakon otkrivanja bolesti. UkljuCujuci kriteriji za ispitanike sa
SBT1 bili su dob od 18 do 65 godina, najmanje trajanje SBT1 od jedne godine,
bez anamneze SZB, teske jetrene bolesti, bez KBB 3b stupnja i vise- CKD EPI
(od eng. Chronic Kidney Disease Epidemiology) >45 ml/min te bez adrenalne
insuficijencije. Ispitanici sa SBT1 su lije¢eni intenziviranom inzulinskom
terapijom dugodjelujuéim (bazalnim) inzulinom u jednoj ili dvije dnevne doze uz

ultrakratkodjelujuci (bolus) inzulin u tri dnevne doze prije glavnih obroka.

Nakon pristanka obavije$tenih ispitanika, izvadena je u istom danu krv nataste i
postprandijalno te je tijekom hospitalizacije dva puta skupljen 24- satni urin.
Istrazili smo 3 vrste uzoraka u ispitanika sa SBT1 (uzorak plazme, seruma i

urina):
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1)

Uzorci plazme- koristili smo preostale uzorke venske krvi prikupljene na
EDTA, venepunkcijom, prilikom uzimanja uzoraka krvi za ranije
predvidenu dijagnosti¢ku obradu. Ove epruvete smo Koristili za mjerenje
koncentracije glukagona. U svakog smo analizirali uzorke plazme uzete
nataste (0') te postprandijalno (30").

Isti uzorci plazme, ali u posebnim epruvetama- BD™ P700 koje sadrze
antikoagulant K2 EDTA te aditiv- inhibitor DPP-IV, uzimali smo
venepunkcijom. Ove epruvete smo Koristili sukladno uputama
proizvodaca, za mjerenje koncentracije ukupnog i aktivnog GLP-1 bududi
da u sebi sadrze inhibitor enzima koji razgraduje GLP-1. U svakog smo
analizirali uzorke plazme uzete nataste (0') te postprandijalno (30').
Uzorci seruma- koristili smo preostale uzorke venske krvi prikupljene u
epruvetu bez antikoagulanta, venepunkcijom, prilikom uzimanja uzoraka
krvi za ranije predvidenu dijagnosti¢ku obradu. Ove uzorke smo koristili
za mijerenje koncentracije FGF-21. U svakog smo analizirali uzorke
plazme uzete nataste (0') te postprandijalno (30").

Uzorci 24-satnog urina- Koristili smo uzorke urina prikupliene u sklopu
rutinske dijagnostiCke kontrolne obrade. U svakog smo analizirali uzorke

urina skupljene dva puta.

Ukljueno je 10 ispitanika u zdravu kontrolnu skupinu (bez SBT1 ili SBT2, bez

anamneze SZB, teske jetrene, KBB teskog stupnja te bez adrenalne

insuficijencije) koju smo odabrali medu osobama koje po dobi (z=-0,907,
P=0,365), spolu (x*=0,533, P=0,716) i ITM (z=-0,395, P=0,693) najblize

odgovaraju ispitanicima sa SBT1. U ovih smo ispitanika analizirali uzorke

plazme i seruma:

1)

2)

Uzorci plazme- Koristili smo uzorke venske krvi prikupliene na EDTA,
venepunkcijom. Ove epruvete smo koristili za mjerenje koncentracije
glukagona. U svakog smo analizirali uzorke plazme uzete nataste (0') te
postprandijalno (30').

Isti uzorci plazme, ali u posebnim epruvetama- BD™ P700 koje sadrze
antikoagulant K2 EDTA te aditiv- inhibitor DPP-IV, uzimali smo
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venepunkcijom. Ove epruvete smo Koristili sukladno uputama
proizvodaca, za mjerenje koncentracija ukupnog i aktivnog GLP-1 bududi
da u sebi sadrze inhibitor enzima koji razgraduje GLP-1. U svakog smo
analizirali uzorke plazme uzete nataste (0') te postprandijalno (30').

3) Uzorci seruma - Koristili smo uzorke venske krvi prikupljene u epruvetu
bez antikoagulanta, venepunkcijom. Ove uzorke smo Kkoristili za mjerenje
koncentracije FGF-21. U svakog smo analizirali uzorke plazme uzete
nataste (0') te postprandijalno (30").

Svi uzorci krvi su primjereno i na jednak nacin pohranjeni od vremena

uzorkovanja do analize (na -70 °C).

4.1.1. Velic¢ina uzorka

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 40 ispitanika (30 ispitanika sa SBT1 i 10 zdravih
kontrola), Sto je zadovoljavaju¢e prema G-power 3.1.3 metodi za raCunanje
veli€ine uzorka.

t-test razlika izmedu skupina- dovoljno 12 ispitanika (9 bolesnika+3 kontrole;

a=0,05, 1-$=0,88, srednja veli¢ina ucinka d=2,31 i omjer kontrolne i ispitivane
skupine 0,3;

“‘sample size table for correlation” potrebno je 30 ispitanika za statistiCki

znacajnu korelaciju koeficijenta 0,44.

4.2. Postupci

Kreatininemija, lipidogram, C-peptid, HbA1c, protutijela na otocCi¢e gusterace u
serumu i albuminurija u 24- satnom urinu mjereni su standardnim dijagnostickim
postupcima: kreatinin u serumu (spektrofotometrija, OLYMPUS AU400), lipido-
gram (spektrofotometrija, OLYMPUS AU400), C-peptid (kemiluminiscencija,
ADVIA Centaur XP), HbA1c u punoj krvi (imunoturbidimetrija-TINIA, COBAS
INTEGRA), GAD, IA-2 (ELISA; fotometar STATFAX 2100), ICA (indirektna
imunofluorescencija na mikroskopu), albuminurija u 24- satnom urinu

(imunoturbidimetrija).
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4.2.1. Mjerenje inzulinske rezistencije

IR procijenila se pomocu vrijednosti eGDR. Izracunava se prema formuli 24,31-
12,2x0S/0OB-3,29xkrvni tlak-0,57xHbA1c. Vrijednost eGDR obrnuto korelira s
IR (75).

4.2.2. ELISA (od eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Koncentracije uGLP-1, aGLP-1 i glukagona u plazmi te FGF-21 u serumu
izmjerili smo pomocu komercijalno dostupnog pribora s kemikalijama sukladno
uputama proizvodaca (Human Total GLP-1 (7-36&9-36) ELISA Kit, ALPCO, US;
Human Active GLP-1 (7-36) ELISA Kit, ALPCO, US; Human, Mouse, Rat
Glucagon ELISA Kit, ALPCO, US; Human FGF-21 Immunoassay Kit, ALPCO,
us).

4221, Ukupni i aktivni GLP-1

Kemikalije i uzorci:
1. Streptavidinom omotane mikrotitarske ploCice (96 jazica)
GLP-1 protutijelo za obiljezavanje (AB)
GLP-1 protutijelo za hvatanje (2.AB)
Koncentrirana otopina za ispiranje
SUB- supstrat TMB (tetrametilbenzidin) - kromogen
STOP- otopina za zaustavljanje reakcije
STD- standard (GLP-1 standard)
CTRL- kontrolni uzorak (GLP-1 kontrole)

Pufer za razrjedivanje protutijela za obiljezavanje

© © N o o bk DN

Instrument: Spektrofotometrijski ¢itaé mikrotitarskih plocica (STATFAX 2100)

Postupak:
Svi reagensi su otoplieni do sobne temperature. Koncentrirana otopina za
ispiranje je razrijedena u omjeru 1:29. Liofilizirani standardi su rekonstituirani (u

svaku epruvetu se dodalo 1 ml destilirane vode, 10 minuta ostavilo u mirovanju,
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a zatim se njezno izmijeSalo u mijesalici). GLP-1 (7-36)&(9-36) mjeSavina
protutijela se pripremila na iduéi nacin (u Cistoj staklenoj epruveti): pomijeSalo
se GLP-1 protutijelo za obiljezavanje i GLP-1 protutijelo za hvatanje u 1:21
razriedenju GLP-1 protutijela za hvatanje. Napravilo se 1:21 razrjedenje
biotiliniranog protutijela za hvatanje s puferom za razrjedivanje protutijela za
obiljiezavanje (za svaki red od 8 jazica se pomijeSalo 1 mL pufera za
razrjedivanje protutijela za obiljezavanje s 50 uL protutijela za obiljezavanje). U
jazice se zatim dodalo po 100 uL standardnog, kontrolnog i ispitivanog uzorka.
Nakon toga se u svaku jazicu dodalo 100 uL GLP-1 (7-36)&(9-36) mjeSavine
protutijela. PloCica se pokrila poklopcem i uslijedilo je razdoblje inkubacije na 2-
8 °C u mirovanju u razdoblju od 22 sata. Nakon inkubacije aspirirao se sadrzaj
jazica, a jazice su pet puta isprane s 350 uL radne koncentrirane otopine za
ispiranje. Zatim se dodalo 200 pL supstrata TMB u svaku ispranu jazicu.
Mikrotitarska plocCica se pokrila s poklopcem i aluminijskom folijom te inkubirala
u mraku u trajanju od 20 minuta. Na kraju je dodano 50 yL STOP otopine.
Lagano se promijeSalo. Apsorpcija razvijene boje izmjerena je na valnoj duljini
od 450 nm i referentnoj valnoj duljini od 620 nm. NanoSenjem apsorpcijskih
vrijednosti kalibratora na ordinatu, a koncentracija ukupnog i aktivnog GLP-1
(pmol/l) na apscisu u linearnom koordinatnom sustavu dobiva se kalibracijska
krivulja. S pomocu nje moguce je ovisno o ocitanoj apsorpciji ispitivanih uzoraka

ocitati njihove GLP-1 vrijednosti.

4.2.2.2. Glukagon

Kemikalije i uzorci:
1. Protutijelom (zedji anitglukagon) omotane mikrotitarske ploCice (96
jazica)
STD- standard (sintetiCki glukagon)
Oznaceni antigen (biotinilirani glukagon)
SA-HRP otopina (HRP oznaceni streptoavidin)
Supstratni pufer

OPD (o-fenilenediamin dihidroklorid) tableta -kromogen

N o o R~ e DN

STOP- otopina za zaustavljanje reakcije
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8. Pufer otopina A (fosfatni pufer sa serumom)
9. Pufer otopina B (fosfatni pufer)
10. Koncentrirana otopina za ispiranje

11. Folija za inkubaciju

Instrument: Spektrofotometrijski €ita¢ mikrotitarskih plocica (STATFAX 2100)
Postupak:
a) Priprema STD- rekonstituirati STD-10 ng/posudici s 1 ml pufer otopine A
(dobili 10000 pg/ml), zatim 0,5 ml te rekonstituirane otopine razrijedimo s
1 ml pufer otopine A- na taj naCin smo dobili 3,333 pg/ml standardne
otopine; ponovili smo postupke u svrhu dobivanja koncentracije 1,111,
370, 123, 41 pg/ml; sam pufer A je nulta kontrola, 0 pg/ml;
b) Priprema uzorka- jednokratno su se odmrznuli na sobnu temperaturu;
c) Priprema otopine oznac¢enog antigena- rekonstituirali smo oznaceni
antigen s 6 mL pufer otopine B;
d) Priprema otopine supstrata- otopili smo OPD tablete s 12 ml
supstratnog pufera;
e) Priprema otopine za ispiranje- razrijedili smo 50 ml koncentrirane
otopine za ispiranje do 1000 mL destilirane vode.
Svi reagensi i uzorci su otopljeni do sobne temperature. Dodali smo po 100 L
STD i uzorka u svaku jaZicu. Zatim smo odmah dodali po 50 uL otopine
oznacenog antigena u svaku jazicu. Potom smo prekrili foljom te inkubirali u
trajanju od 22 sata. Nakon inkubacije aspirirao se sadrzaj jazica, a jazice su tri
puta isprane s 350 pL otopine za ispiranje. Zatim se u svaku jazicu dodalo po
100 uL SA-HRP otopine te se prekrilo folijom i inkubiralo na sobnoj temperaturi
(20-30 °C) u trajanju od jednog sata (cijelo vrijeme na ,shakeru®). Zatim se
ucCinila radnja pod slovom ,d)“. Nakon inkubacije aspirirao se sadrzaj jaZica, a
jazice su tri puta isprane s 350 pL otopine za ispiranje. Zatim se dodalo po 100
ML otopine supstrata koja sadrzi OPD tablete u svaku jazicu, pokrilo folijom te
se inkubiralo 20 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije dodalo se po

100 pL otopine STOP. Apsorpcija razvijene boje izmjerena je na valnoj duljini

30



Karin Zibar, 2015.: ,Povezanost plazmatske koncentracije GLP-1 i FGF-21 s regulacijom glikemije, lipidemijom i mikrovaskularnim
komplikacijama u bolesnika sa SBT1“

od 490 nm. Dobivene vrijednosti apsorpcije izrazene su pomocu kalibracijske

krivulje (semilogaritamski papir), kao koncentracija glukagona (pg/ml).

42.23. FGF-21

Kemikalije i uzorci:

1
2
3.
4

© © N o O

Protutijelom (poliklonalni anti-FGF-21) omotane mikrotitarske plocice (96 jazica)
Pufer za ispiranje

Pufer za analiziranje

Otopina za otkrivanje protutijela- A biotinom oznaceno poliklonalno protutijelo
protiv ljudskog FGF-21

Liofilizirani ljudski FGF-21 standard u proteinskom matriksu- STD

Liofilizirani kontrola kvalitete- CTRL

STP-HRP otopina (streptavidin-HRP konjugat)

Supstratna otopina

STOP- otopina za zaustavljanje reakcije

Instrument: Spektrofotometrijski ¢itaé mikrotitarskih plocica (STATFAX 2100)
Postupak:

a)

b)

c)

d)

e)

f)

Priprema pufera za analiziranje- pomijeSala se otopina za analiziranje
20 ml s 80 ml destilirane vode;

Priprema pufera za ispiranje- pomijeSala se otopina za ispiranje 50 ml s
450 ml destilirane vode;

Priprema otopine za otkrivanje protutijela- kratko se centrifugirala
otopina za otkrivanje protutijela, zatim se pomijesalo 0,12 mL otopine za
otkrivanje protutijela s 11,88 mL pufera za analiziranje;

Priprema STP-HRP otopine- kratko se centrifugirala te se dodalo 0,06
mL te otopine s 11,94 mL pufera za analiziranje;

Priprema kontrola- rekonstituirala se CTRL s puferom za analiziranje te
se 10 minuta ostavilo da stoji;

Priprema uzoraka- nisu se razrjedivali.

Dodali smo po 100 yL STD, CTRL i uzorka u svaku jazicu te inkubirali na

sobnoj temperaturu u trajanju od 1 sat. Zatim smo istresli sadrzaj jazice na

papir te dodali po 300 pyL pufera za ispiranje i inkubiralo 1 minutu. Ovaj
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korak smo ponovili tri puta. Nakon toga smo dodali po 100 pL otopine za
otkrivanje protutijela u svaku jaZicu te inkubirali na sobnoj temperaturi sat
vremena. Nakon toga se ponovio korak s ispiranjem 3 puta. Nakon toga se
dodalo po 100 uL STP-HRP otopine u svaku jazicu te inkubiralo na sobnoj
temperaturi 20 minuta. Nakon toga se ponovio korak s ispiranjem 4 puta. Iza
toga se dodalo 100 pL supstratne otopine u svaku jazicu, pokrilo folijom te
inkubiralo na sobnoj temperaturi 15 minuta. U svaku jazicu se zatim dodalo
po 100 uL otopine STOP te njezno lupkalo po poklopcu da se posteno
izmijeSa. Apsorpcija razvijene boje izmjerena je na valnoj duljini od 450 nm.
Dobivene vrijednosti apsorpcije izrazene su pomocu kalibracijske krivulje,

kao koncentracija FGF-21 (pg/ml).

4.2.3. Dijabeticka nefropatija

Postojanje dijabetiCke nefropatije se procijenilo na temelju vrijednosti
kreatinskog klirensa iz seruma, pomo¢u CKD EPI formule, te albumina u 24-h
urinu (250-253). Formula CKD EPI glasi: 141 x min(Skr/k,1)% x max(Skr/k,1)
1209 % 0,993°P x 1,018 [ako Zensko] x 1,159 [ako crnac] (254). Skr oznadava
kreatinin u serumu (mg/dL), k=0,7 za zene i 0,9 za muskarce, a= —0,329 za
Zene i —0,411 za musSkarce, min ukazuje na minimum od Scr/k ili 1, a max
ukazuje na maksimum od Scr/k ili 1. Osobe koje su imale prosje¢nu
albuminuriju od 2 uzorka 24- satnog urina ve¢u od 30 mg/dU i/ili eGFR prema
CKD EPI<60 ml/min/1,73m? su pripadali skupini osoba s dijabeti¢kom
nefropatijom. Niti jedan ispitanik nije imao dijabetiCku nefropatiju dokazanu
biopsijom bubrega, odnosno nikomu nije ucinjena ovakva pretraga. Dijagnoza
dijabetiCke nefropatije za potrebu ovog istrazivanja nije ovisila o lije¢enju
inhibitorima angiotenzin konvertaze (ACE- inhibitorima), koje je uzimalo 17

ispitanika sa SB.

4.2.4. Dijabeticka retinopatija

Ispitivanje postojanja dijabetiCke retinopatije se provodilo u specijaliziranoj
oftalmoloSkoj ambulanti pomoéu standardiziranog protokola (255-260).

Standardnom oftalmoloskom obradom ispitanicima je utvrdena vidna ostrina,
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visina oCnog tlaka te status prednjeg i straznjeg segmenta oba oka. Po

zavrSetku pregleda napravljene su fotografije u boji o&ne pozadine oba oka.

Oftalmoloski pregled i pretrage:

1. Vidna oStrina (VO, centralna vidna oS$trina; |at. visus oculi) - bez korekcije
i s najboljom korekcijom, ispitana je pomocéu standardnih optotipa na
udaljenosti od 6 metara (Snellenovi optotipi brojevi i optotipi slova), a
izrazena razlomkom i dekadskim sustavom, pri ¢emu 6/6 = 1,0 oznaCava
normalnu vidnu oStrinu. Slabovidnost (lat. amblyopia) se prema vidnoj
ostrini definira kao blaga: VO 0,8 - 0,4, srednja: VO 0,3 - 0,1 i teSka
slabovidnost: VO < 0,1 (255, 256).

2. Intraokularni tlak (IOT) - izmjeren je, nakon ukapavanja kapi lokalnog
anestetika (0,4% novesine) i fluoresceina (0,5% fluorescein-Na),
Goldmann aplanacijskim tonometrom (eng. Goldmann applanation
tonometer; GAT). Prema smjernicama Europskog glaukomskog drustva
raspon normalnog o€nog tlaka u odraslih osoba je izmedu 10 i 21 mmHg
(257).

3. Pregled prednjeg segmenta oka - obavljen je na biomikroskopu s
procjepnom svjetiljikom (Topcon).

4. Binokularni pregled o¢ne pozadine, nakon ukapavanja midrijatiCkih kapi
(0,5% tropicamid i 5% phenylephrine), obavljen je na istom
biomikroskopu indirekthom oftalmoskopijom pomocu nekontaktnih leca
(VOLK SuperField NC® i VOLK Super 66°) (258).

5. Nakon pregleda u midrijazi, slikana je oCna pozadina oba oka na
digitalnoj fundus kameri (Zeiss, VISUCAM) - 45° retinalna kolor
fotografija dva standardna polja (makularno polje i disk/nazalno polje).
Makularno polje - pozicionirano tako da se PNO nalazi na horizontalnom
meridijanu nazalnog ruba slike, disk/nazalno polje - pozicionirano tako da
se PNO nalazi na horizontalnom meridijanu 1 DD udaljena od

temporalnog ruba slike (259, 260).

Promjene na o€noj pozadini su na osnovi retinalnih fotografija u boji analizirala i

standardizirala dva oftalmologa - retinologa, a stupanj retinopatije odreden je
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prema EURODIAB standardu (259, 260). U slu€ajevima nesukladnosti nalaza u
istrazivanje je bio uklju€en i tre¢i oftalmolog — retinolog, koji je postavio konaénu
dijagnozu.

Ispitanici su nakon potpune oftalmoloSke obrade prema stupnju dijabeticke
retinopatije odredenom standardom EURODIAB, bili podijeljeni u tri ispitivane
skupine. Nalaz na loSijem oku odredio je stupanj retinopatije i njegova obiljezja
su poslije koristena u daljnjem istrazZivanju i statistiCkoj obradi.

Skupina 1 obuhvacala je ispitanike koji nisu imali znakove dijabetiCke
retinopatije.

Skupina 2 obuhvacala je ispitanike s blagom i/ili umjereno teSkom
neproliferativnom dijabetickom retinopatijom (NPDR).

Skupina 3 obuhvacala je ispitanike s teSkom/vrlo teSkom NPDR i
proliferativnom dijabetiCkom retinopatijom (PDR) ili stanjem nakon prethodno
uCinjene laserske fotokoagulacije retine (ALFKG) i/ili intravitrealno lijeCenje

triamcinolonom ili bevacizumabom.

4.2.5. Dijabeticka neuropatija

Dijagnoza dijabetiCke neuropatije postavljena je u specijaliziranoj neuroloSkoj
ambulanti pomocu standardiziranog neurolodkog pregleda (261, 262), a po
potrebi i rezultata dodatnih neurofiziolo$kih ispitivanja.
S obzirom na zahvaceni dio ziv€anog sustava dijabetiCke neuropatije se prema
Dycku (261) dijele na:
- simetricnu neuropatiju (distalna senzorna ili senzomotori¢ka polineuropatija,
autonomna neuropatija, inzulinski neuritis),
- fokalnu i multifokalnu neuropatiju (neuropatije kranijalnih zivaca, trunkalna
radikuloneuropatija, proksimalna neuropatija, kompresivne neuropatije), te
- kombiniranu neuropatiju (simetricna+fokalna i multifokalna).
S obzirom na simptome i znakove dijabetiCka polineuropatija moZze biti:
Stupanj 0 = nema simptoma, klinickih niti neurofiziolodkih znakova;
Stupanj 1 = prisutni su klini¢ki znaci, bez simptoma;
Stupanj 2a = prisutni su kliniCki znaci i simptomi, bez znacajnije

slabosti miSi¢a;
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Stupanj 2b = prisutni su klini€¢ki znaci i simptomi, slabost miSi¢a
tako da bolesnik ne moze hodati po petama;
Stupanj 3 = vrlo naglaseni simptomi i klini€ki znakovi uznapredovalog

osteéenja.

Temeljem rezultata zasebno su ispitanici s dijabetickom polineuropatijom

podijeljeni u 3 skupine:
Skupina 1 - ispitanici koji nisu imali znakove dijabetiCke polineuropatije

Skupina 2 - ispitanici s prvim stupnjem dijabetiCke polineuropatije

Skupina 3 - ispitanici s drugim stupnjem dijabetiCke polineuropatije. Nijedan

ispitanik nije imao treci stupanj dijabetiCke polineuropatije.

Neuroloski pregled i pretrage:

1. Bolna simptomatologija kvantificirana je koristenjem vizualno-analogne skale

boli.

2. Neurolo$ki pregled provodio se standardiziranim postupkom ispitivanja
osjeta (dodira, boli, vibracije te polozaja i kretanja u prostoru), ispitivanja
miotatskih refleksa te ispitivanja trofike i snage misi¢a. Osjet je ispitivan u
lezeCem polozaju, =zatvorenih oCiju ispitanika, podraZivanjem koze
neposredno ispod nokta (distalna falanga) obaju noznih palaca. Osjet dodira
provociralo se laganim dodirom pomodéu smotuljika vate, nepravilnim
slijedom, pri ¢emu su ispitanici odgovarali osjecaju li dodir ili ne. Osjet bola
ispitivan je pribadaCom s jednim zaobljenim vrhom. Naizmjenic¢nim
podrazajem iglenog ili zaobljenog dijela ispitanici su odgovarali je li dodir tup
ili ostar. Osjet vibracije ispitivan je zatitralom vibracijskom vilicom frekvencije
128 Hz prislonjenom na gore navedno podrucje stopala. Ispitanici su trebali
odrediti trenutak kada viSe ne osjecCaju vibraciju. Usporedbom vibracije
ispitanika i ispitivaca dobiven je podatak o urednoj, skrac¢enoj ili odsutnoj
vibraciji. Osjet polozaja se ispitivao pomicanjem distalne falange palca pri
¢emu su ispitanici odgovarali osje¢aju li pomak i u kojem smjeru. Od
miotatskih refleksa ispitivani su refleksi m. quadriceps femorisa i m. tricepsa

surae. Trofika miSi¢a ispitivana je palpacijom pojedinih miSi¢a, a miSi¢na
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snaga aktivnim pokretom prstiju stopala te cijelog stopala protiv otpora
ispitivaca.

2. Elektroneurografija- brzina motorne provodljivosti i visina amplitude M
potencijala za n. peroneus i n. tibialis te brzina senzorne provodljivosti i visina
amplitude neuralnog potencijala za n. suralis procijenjena je povrSinskim
stimulacijskim i registracijskim elektrodama na oba donja ekstremiteta. Pri
testiranju je koristen Dantec Keypoint standardni EMNG uredaj (Dantec Co,
Skovlunde, Danska). Testiranje se provodilo pri temperaturi koZe stopala iznad
30°C. Mijesta stimulacije i registracije su odredena standardnom procedurom
(262). Provodljivost motornih vlakana ispitivana je stimulacijom perifernog zZivca
pomocu povrSinske elektrode (supramaksimalnom jacinom struje i trajanja 0,1
msec) postavljene iznad Zivca, Cime se izazvala depolarizacija membrane
ziv€anog vlakna. Nastali akcijski potencijal potom putuje duz Zivca, a dobiveni
miSi¢ni evocirani odgovor (M potencijal) registriran je na monitoru pomocu
povrSinske elektrode postavljenje nad odgovaraju¢im miSiéem. Senzorna brzina
provodljivosti n. suralisa u proksimalnom segmentu (distalni dio potkoljenice)
mjerena je antidromno. Provodljivost senzoriCkih vlakana ispitana je
stimulacijom n. suralisa povrSinskom stimulacijskom elektrodom (strujom od 20
do 40 mA i trajanja 0,1 msec) postavljenom iznad Zivca. PovrSinska
registracijska elektroda postavljena distalnije nad istim Zivcem biljezila je
evocirani ziv€ani odgovor. Amplituda dobivenog M i neuralnog potencijala
mjerena je u mV od osnovne crte do vrha negativhe faze. Brzina motorne i
senzoriCke provodljivosti izraCunata je iz dobivene latencije (vrijeme proteklo od
trenutka podrazaja do pojave evociranog potencijala) i udaljenosti elektroda, a
izrazena je u m/s. Dobivene vrijednosti usporedene su s normalama, koje ovise
o vrsti ispitivanog Zzivca, visini ispitanika te temperaturi ekstremiteta. Za
statistiCku obradu koriSteni su podaci dobiveni ispitivanjem noge s vecom

amplitudom n. suralisa.

4.3. Provedba istrazivanja

Na pocetku istrazivanja ispitivanoj (SBT1) i zdravoj kontrolnoj skupini izmjerile

su se koncentracije ukupnog i aktivnog GLP-1 nataste (0 minuta) i
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postprandijalno (30 minuta nakon obroka buduc¢i da se tada ocekuje najvedi
pocetni skok vrijednosti GLP-1) (75), zatim koncentracije glukagona nataste (0
minuta) i postprandijalno (30 minuta) te koncentracija FGF-21 nataste (0
minuta) i postprandijalno (30 minuta). Nataste se smatralo uzimanje uzoraka
ujutro u ispitanika koji najmanje 8 sati nisu jeli, a dan ranije su vecerali
standardni dijabeticki obrok. U sklopu prethodno predvidene dijagnostiCke
obrade uzeti su uzorci plazme nataste za mjerenje koncentracija kreatinina, C-
peptida, ukupnog kolesterola, LDL kolesterola, HDL kolesterola, triglicerida,
HbA1c te uzorci 24-satnog urina za mjerenje albuminurije. Ispitanici su
doruckovali klasic¢ni standardni dijabetiCki obrok, Cija je kalorijska vrijednost
ovisila o TM ispitanika (324-538 kcal), a sastojala se od 70% Secera, 25%
bjelancevina i 5% masti (srednja vrijednost trodnevne ankete prehrane). Nakon
toga su se uzeli anamnesti¢ki podaci o trajanju SBT1 u godinama, navikama
ispitanika, wvrsti i koliCini dnevne doze inzulina te antihipertenzivnoj i
antilipidemijskoj terapiji. Obavio se fizikalni pregled koji ukljuCuje mjerenje TM i
tielesne visine, OS i OB, izraCun ITM te mjerenje krvnog tlaka. Regulacija
glikemije procijenila se pomodéu postotka HbA1c. IR procijenila se pomocu
vrijednosti eGDR. Postojanje dijabetiCke nefropatije se procijenilo na temelju
vrijednosti klirensa kreatinina u serumu pomocu CKD EPI formule te albumina u
24-h urinu. Dijabeticka retinopatija i neuropatija su se dijagnosticirale na temelju
specijalistickog pregleda i pretraga u specijaliziranim ordinacijama u sklopu
Klinike.

4.4. Statisti¢ka ras¢lamba podataka

StatistiCka rasclamba podataka vrSena je pomocu SPSS programa (verzija
15.0) i MedCalc kompjutorskog programa (verzija 12.4.0.0., Mariakerke,
Belgija), postupcima ispitivanja razlika i povezanosti. Zbog male veli¢ine uzorka
koristila se neparametrijska statistika. Deskriptivha statistika numeriCkih varijabli
iskazana je medijanom kao mjerom srednje vrijednosti i rasponom kao mjerom
varijabilnosti  (minimum-maksimum). Nominalni pokazatelji prikazani su
uCestalos¢u, brojem i/ili postotkom. Razlike u numeri¢kim pokazateljima izmedu

dva nezavisna uzorka ispitane su pomocu Mann-Whitneyevog testa. Razliku u
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numeriCkim pokazateljima izmedu viSe od dva nezavisna uzorka ispitali smo
Kruskal-Wallis testom za neparametrijsku statistiku (s post hoc Mann-
Whitneyevim testom). Razlike u numerickim pokazateljima izmedu dva zavisna
uzorka ispitali smo Wilcoxonovim testom. Razlike u nominalnim pokazateljima
(proporcijama) izmedu dva uzorka ispitane su pomodu X? testa (ili Fisherovog
egzaktnog testa) i omjera rizika s 95% intervalom pouzdanosti. Razlike u
nominalnim pokazateljima izmedu viSe od dva uzorka ispitane su pomocu N
testa. U testiranju hipoteze se koristio odgovarajuci ,one-tailed test‘. Za neke
varijable u€injene su i analize nakon podjele ispitanika u skupine s obzirom na
referentne normalne vrijednosti, medijan vrijednosti pojedinih obiljezja, ili
vrijednost dobivenu ROC (eng. receiver operating characteristics) analizom (uz
koju je optimalan odnos osjetljivosti i specifiCnosti). U takvoj podjeli je ispitanik s
vrijednoSc¢u diskriminantnog obiljezja jednakom medijanu pripao skupini s
manjom vrijednosti tog obiljezja. Korelacije su ispitane pomoc¢u Spearmanovog
koeficijenta korelacije. U slu€aju statistiCki znacCajnih linearnih korelacija odnos
je prikazan linearnom regresijskom analizom. Prediktorne varijable su testirane
multivarijatnom ras¢lambom pomoc¢u binarne logistiCke regresije- Hosmer-
Leveshow goodness-of-fit test. Odredio se odnos rizika (OR, prema eng. odds
ratio) s 95% granicama pouzdanosti (Cl, prema eng. confidence intervals). ROC
analiza upotrijebljena je za odredivanje praga vrijednosti eGDR (I0) za
postojanje MS, te osjetljivosti i specificnosti eGDR. Znacajnost je prihvacena na
razini P<0,05.

4.5. Eticka nacela

Ovo istrazivanje odobrilo je EtiCko povjerenstvo Klinicke bolnice Merkur te
EtiCko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. IstraZivanje je
provedeno u skladu sa svim primjenjivim smjernicama Ciji je cilj osigurati
pravilno provodenje i sigurnost osoba koje su sudjelovale u ovom znanstvenom
istrazivanju ukljuCuju¢i Osnove dobre klinicke prakse, HelsinSku deklaraciju,
Zakon o zdravstvenoj zastiti Republike Hrvatske i Zakon o pravima pacijenata

Republike Hrvatske.
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5. REZULTATI

5.1. Opéa, kliniéka i laboratorijska obiljezja ispitanika sa SBT1

Tablica 3. prikazuje opéa i klinika obilieZja 30 ispitanika sa SBT1. Nesto vedi
broj ispitanika je muskog spola (563%), medijana dobi 37 godina, od 20 do 59, a
medijana trajanja SBT1 22 godine, od 3 do 45. Medijan ITM iznosio je 24 kg/m?,
od 20 do 30. Doruc¢ak od 324 kcal dobilo je 14 (47%) ispitanika, od 396 kcal 7
(23%) ispitanika, od 433 kcal 6 (20%) ispitanika, dok je 3 (10%) ispitanika
doruckovalo 538 kcal. Svi su ispitanici bili na intenziviranoj inzulinskoj terapiji.
Medijan ukupne doze inzulina iznosi 0,6 1U/kg/dan u rasponu od 0,32 do 0,94.
Od toga na ukupnu dozu bazalnog inzulina otpada 0,27 IU/kg/dan (0,12-0,43), a
na ukupnu dozu bolus inzulina 0,32 IU/kg/dan (0,17-0,58). Od moguce dvije
vrste bazalnog inzulina, 70% ispitanika koristilo je inzulin glargin, dok je ostatak
ispitanika dobivalo inzulin detemir. Od moguce tri vrste kratkodjelujuceg
inzulina, najvide je ispitanika, 50%, koristilo inzulin aspart, 40% inzulin lispro,
dok je samo 10% koristilo inzulin glulizin. Medijan sistolickog krvnog tlaka je
iznosio 120 (100-160) mmHg, a dijastolickog krvnog tlaka 80 (70-100) mmHg.
37% ispitanika je imalo dijagnozu poviSenog krvnog tlaka, dok je 57% dobivalo
anithipertenzivnu terapiju, a svi od tih 57% su imali ACE- inhibitor u terapiji.
Cigarete je konzumiralo 37% ispitanika, a nitko alkohol. Uz SBT1, prisutnost
neke druge bolesti je iznosila 77% (poviSen krvni tlak, dislipidemija, bolesti
StitnjaCe, problemi s kraljeSnicom, kozne bolesti, probavne bolesti, benigne
bolesti dojke, poremecaji sr€anog ritma, psihiCke bolesti). 9 osoba je imalo
statin u terapiji.

Na Slikama 3.-7. prikazana je ucestalost mikrovaskularnih komplikacija.
DijabetiCku nefropatiju je imalo 5 osoba (17%) (Slika 3.). Dijabeti¢ka retinopatija
se Klasificirala u 3 stupnja; 14 osoba nije imalo retinopatiju (47%), 5 osoba je
imalo blagu ili umjereno teSku NPDR (17%), dok je 11 osoba (36%) imalo teSku
ili vrlo teSku NPDR ili PDR, ili je imalo ranije uCinjenu ALFKG i/ili intravitrealnu
terapiju triamcinolonom ili bevacizumabom (Slika 4.). Dijabeti¢ka neuropatija je
bila prisutna u 22 osobe (73%). Simetricnu neuropatiju je imalo 18 osoba,

izoliranu fokalnu i multifokalnu niti jedna osoba, a kombiniranu neuropatiju 4
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osobe (Slika 5.). Daljnjom klasifikacijom na DPN, izoliranu fokalnu ili
multifokalnu neuropatiju te autonomnu neuropatiju dobili smo slijedeée
rezultate. Osmero osoba nije imalo DPN, 12 je imalo pocetni ili 1. stupanj DPN,
a 10 osoba 2. stupanj DPN (Slika 6.). Fokalnu ili multifokalnu neuropatiju je
imalo 4 osobe (Slika 7.). Prisutnost autonomne neuropatije nije bila ispitana u
24 osoba, 2 osobe su imale autonomnu neuropatiju dok 4 osobe nisu imale. Od
svih mikrovaskularnin komplikacija 4 nije imalo niti jednu mikrovaskularnu
komplikaciju, 12 je imalo samo jednu mikrovaskularnu komplikaciju, 11 dvije, a

3 osoba je imalo sve 3 prisutne mikrovaskularne komplikacije (Slika 8.).

Tablica 3. Opé¢a i klinicka obiljezja 30 ispitanika sa Se¢ernom boles¢u tipa 1.

Varijabla Vrijednost varijable
N 30
Dob (godine) 37 (20-59)
Spol n (%)

Muskarci 16 (53)

Zene 14 (47)
Trajanje SBT1 (godine) 22 (3-45)
TM' (kg) 69 (55-99)
ITM* (kg/m®) 24 (20-30)
OS® (cm) 81 (68-100)
OB' (cm) 98 (84-107)
0OS/OB" 0,86 (0,72-0,97)
Kalorije za dorucak (kcal) n (%)

324 14 (47)

396 7 (23)

433 6 (20)

538 3(10)
Inzulin

Ukupna dnevna doza (IU/dan) 42 (21-66)

Ukupna dnevna doza (IU/kg/dan)
Vrsta bazalnog inzulina n (%)

0,6 (0,32-0,94)

Inzulin detemir 9 (30)
Inzulin glargin 21 (70)
Dnevna doza bazalnog (IU/dan) 18 (8-36)

Dnevna doza bazalnog (IU/kg/dan)

0,27 (0,12-0,43)
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Vrsta bolus inzulina n (%)

Inzulin aspart 15 (50)
Inzulin glulizin 3(10)
Inzulin lispro 12 (40)
Dnevna doza bolus (IU/dan) 23 (12-40)
Dnevna doza bolus (IU/kg/dan) 0,32 (0,17-0,58)
Krvni tlak (mmHg)
sistolicki 120 (100-160)
dijastolicki 80 (70-100)
PoviSen krvni tlak n (%) 11 (37)
ACE inhibitor n (%) 17 (57)
Pusenje n (%) 11 (37)
Alkohol n (%) 0 (0)
Ostale bolesti n (%) 23 (77)
Ostala terapija n (%) 13 (43)
Statin n (%) 9 (30)

"8BT1- Secerna bolest tipa 1; 'TM- tjelesna masa; *ITM- indeks tjelesne mase; $0S- opseg struka; "OB- opseg bokova;
0S/0B- omjer opsega struka i bokova; ~ACE inhibitor- inhibitor angiotenzin konvertaze.
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utar dijelova pite prikazuju broj

a; PDR- proliferativna dijabeti¢ka

Slika 4. U&estalost dijabeti¢ke retinopatije (N=30). Brojevi un

ispitanika. NPDR- neproliferaivha

dijabetic¢ka retinopatij

retinopatija; ALFKG- laserska fotokoagulacija mreznice
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Podijela neuropatije
nema (27%)

O simetricna (60%)
[£] kombinirana (13%)

Slika 5. U&estalost dijabeti¢ke neuropatije (N=30). Brojevi unutar dijelova pite prikazuju broj
ispitanika.
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Stupanj dijabeticke
polineuropatije
Elnema (27%)

pocetna/1. stupanj (40%)
2. stupanj (33%)

LT :
B TR R AR
B e e e e e
e
B e e e e
B nen s pena e e e

Slika 6. UCestalost dijabeti¢ke polineuropatije (N=30). Brojevi unutar dijelova pite prikazuju broj
ispitanika.
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Fokalna/multifokalna
neuropatija
Ene (87%)
da (13%)

Slika 7. UcCestalost fokalne/multifokalne neuropatije (N=30). Brojevi unutar dijelova pite prikazuju
broj ispitanika.
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Broj mikrovaskularnih
komplikacija

Ho (13%)
B 1 (40%)
2 (37%)
43 (10%)

Slika 8. U&estalost mikrovaskularnih komplikacija (N=30). Brojevi unutar dijelova pite prikazuju
broj ispitanika.

Tablica 4. prikazuje laboratorijska obiliezja 30 ispitanika sa SBT1. Glikemija
nataste (GUP 0') iznosila je 6,9 mmol/l (2,5-13,1), a u 30- minuti (GUP 30') 10,2
mmol/l (2,7-16,3). HbA1c u postocima iznosio je 7,2% (5,1-12,4), odnosno u Sl
jedinicama 56 mmol/mol (33-110). Istrazivanje je obuhvatilo skupinu ispitanika
bez ostatne endogene sekrecije inzulina, medijan vrijednosti C-peptida nataste i
postprandijalno, u 30-minuti je iznosio 0 nmol/l. Ukupno je samo 3 ispitanika
imalo uopée mijerljivu vrijednost C-peptida (ve¢u od nule), ali nedovoljno visoku
(ispod donje referentne grani¢ne vrijednosti) da bismo endogenu rezervu
inzulina smatrali o€uvanom. Mjerena je vrijednost ICA, GAD i |A-2 protutijela.
13% ispitanika u vrijeme provodenja istrazivanja imalo je negativnu vrijednost
ICA, 23% grani¢nu pozitivhu vrijednost, a 64% pozitivna ICA protutijela. 33%
osoba je u tom trenutku imalo negativha GAD protutijela, dok je 70% njih imalo
negativna IA-2 protutijela. Medijan koncentracije kreatinina iznosio je 66 pumol/l
(43-88), CKD EPI 112 ml/min (77-133), albuminurije 7,3 mg/dU (3,2-69,7).
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Medijan vrijednosti jetrenih enzima iznosio je: AST 23 U/l (15-55), ALT 21 U/l
(10-58), GGT 19 U/l (11-93). Lipidogram je pokazao sljedece vrijednosti (sve u
mmol/l): ukupni kolesterol 5 (3,7-7,6), HDL kolesterol 1,6 (1-2,6), HDL2
kolesterol 0,5 (0,3-0,8), HDL3 kolesterol 1,1 (0,6-1,8), LDL kolesterol 2,9 (1,9-
5), kolesterol vrlo male gustoée (od eng. very low density lipoprotein
cholesterol) VLDL kolesterol 0,4 (0,2-1), te trigliceridi 0,9 (0,4-2,2). IR je
procijenjena izraCunavanjem eGDR. Medijan vrijednosti eGDR iznosio je 8,8

mg/kg/min (3,7-11,3).

Tablica 4. Laboratorijska obiljezja 30 ispitanika sa Seéernom boles¢u tipa 1.

Varijabla Vrijednost varijable
N 30
GUP’ (mmol/l)

o) 6,9 (2,5-13,1)

30 10,2 (2,7-16,3)
HbA1c'

% 7,2 (5,1-12,4)

mmol/mol 56 (33-110)
C- peptid (nmol/l)

o) 0 (0-0,11)

30' 0 (0-0,35)
ICA* protutijela n (%)

0 (negativna) 4 (13)

0,5 (grani¢no pozitivna) 7 (23)

1-5 (pozitivna) 19 (64)
GAD? (IU/ml) protutijela n (%)

0-10 (negativna) 13 (33)

>10 (pozitivna) 17 (57)
IA-2" (IU/ml) protutijela n (%)

0-15 (negativna) 21 (70)

>15 (pozitivha) 9 (30)
Leukociti (*10°/1) 6,6 (3,1-10,9)

Hemoglobin (g/l)
Trombociti (*10%/1)
Feritin (ug/l)

Urati (umol/l)

Urea (mmol/l)

142 (119-162)
263 (172-385)
73 (7-281)
240 (147-341)
5,8 (2,2-8,3)
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Kreatinin (umol/l) 66 (43-88)
Bilirubin (umol/I) 14 (5-27)

Alkalna fosfataza (U/l) 87 (52-135)
ASTT (U/) 23 (15-55)
ALT™ (U/) 21 (10-58)
GGT™(U/) 19 (11-93)

Laktat dehidrogenaza (U/l)
Kreatin kinaza (U/l)

162 (132-214)
114 (47-527)

CRP# (mgl/l) 1(0,1-7,2)
Kolesterol (mmol/l)
Ukupni 5(3,7-7,6)
HDLS® 1,6 (1-2,6)
HDL2 0,5 (0,3-0,8)
HDL3 1,1 (0,6-1,8)
Lo 2,9 (1,9-5)
vLDL™M 0,4 (0,2-1)
LDL/HDL 1,8 (1,2-3,2)
ne-HDL 3,37 (2,28-5,97)
Trigliceridi (mmol/1) 0,9 (0,4-2,2)
TSH™ (mun) 2,1 (0,6-4,9)
fT3™" (pmol/l) 5 (3,5-6,9)
fT4*** (pmol/l) 14,7 (9,8-17,8)
eGDR®% (mg/kg/min) 8,8 (3,7-11,3)

Trigliceridi/HDL
CKD EPI"I' (ml/min)

albuminurija (mg/dU)

0,62 (0,2-1,99)
112 (77-133)
7,3 (3,2-69,7)

‘GUP- glikemija u plazmi,"HbA1c- glikirani hemoglobin, *ICA- protutijela na B-stanicu gusterace, SGAD- protutijela na
dekarboksilazu glutaminske kiseline, A-2- protutijela protein 2 udruzena s inzulinomom, TAST- aspartat
aminotransferaza, “ALT- alanin aminotransferaza, "GGT- y-glutamil transpeptidaza, *CRP- C-reaktivni protein, HDL-
kolesterol visoke gustoée, MLDL- kolesterol male gustoée, ™/LDL- kolesterol vrlo male gustoce, ~ TSH- tireotropin,
TT3- slobodni trijodtironin, ¥T4- slobodni tiroksin, $¥%¢GDR- prosjeéna stopa raspoloZive glukoze, ""WCKD EPI- eng.
Chronic Kidney Disease Epidemiology formula.

5.2. Opé€a, klini€ka i laboratorijska obiljezja zdravih kontrolnih
ispitanika

Tablica 5. prikazuje opca, klini¢ka i laboratorijska obiljezja 10 zdravih kontrolnih

ispitanika. Cetvero ispitanika je bilo muskog spola, medijana dobi 30 godina
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(27-47), a ITM 25 kg/m? (21-27). Koncentracija GUP 0' je iznosila 5,2 mmol/l
(4,3-5,8), a vrijednost HbA1c 5,2% (4,3-5,8). Medijan kreatininemije iznosio je
70 umol/l (43-114), AST 22 U/l (13-35), ALT 17 U/l (10-40) i GGT 16 U/l (8-22).
U lipidogramu medijan vrijednosti ukupnog kolesterola bio je 4,7 mmol/l (3,8-
6,2), HDL kolesterola 1,5 mmol/l (1-2,2), LDL kolesterola 2,9 mmol/l (1,9-4,4) te
triglicerida 0,8 mmol/l (0,6-2,1).

Tablica 5. Op¢a, klini¢ka i laboratorijska obiljezja 10 zdravih kontrolnih ispitanika.

Varijabla Vrijednost varijable
N 10
Dob (godine) 30 (27-47)
Spol n (%)
Muskarci 4 (40)
Zene 6 (60)
ITM" (kg/m?) 25 (21-27)
GUPT nataste (mmol/l) 5,2 (4,3-5,8)
HbA1ct
% 5,2 (4,3-5,8)
mmol/mol 34 (31-38)
Leukociti (*10°/1) 6,8 (5,1-8,3)

Hemoglobin (g/L)
Tromboiti (*10°/L)

138 (120-165)
245 (175-324)

Urea (mmol/l) 4,3 (3,5-9,4)
Kreatinin (umol/l) 70 (43-114)
ASTS (U/L) 22 (13-35)
ALT" (U/L) 17 (10-40)
GGT (U/L) 16 (8-22)
Kolesterol (mmol/l)

Ukupni 4,7 (3,8-6,2)

HDL' 1,5 (1-2,2)

LDbL" 2,9(1,9-4,4)
Trigliceridi (mmol/1) 0,8 (0,6-2,1)

" ITM- indeks tjelesne mase, TGUP- glukoza u plazmi, *HbA1c- glikirani hemoglobin,  AST- aspartat aminotransferaza,

ALT- alanin aminotransferaza, " HDL- kolesterol visoke gustoce, " LDL- kolesterol male gustoce.
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5.3. Povezanost GLP-1 s regulacijom glikemije, lipidemijom i
mikrovaskularnim komplikacijama u ispitanika sa SBT1

5.3.1. GLP-1 u plazmi i regulacija glikemije

Tablica 6. prikazuje povezanost koncentracija GLP-1 (uGLP-1 i aGLP-1) s
regulacijom glikemije u ispitanika sa SBT1. Statisticka znacajna negativna
povezanost je nadena izmedu uGLP-1 0' s GUP 0', p=-0,498, P=0,003 te
izmedu uGLP-1 30' s GUP 0', p=-0,328, P=0,039.

Linearna regresija je pokazala statistiCki zna€ajnu neovisnu povezanost izmedu
uGLP-1 0' s GUP 0', P=0,034, R?*=0,388 (uGLP-1 0'=3,222-0,274*GUP 0')
(Slika 9).

Nije nadena statistiCki znaCajna korelacija aGLP-1 u 0' ni u 30" s regulacijom

glikemije (HbA1c postotno i u mmol/mol, GUP u 0'i u 30').

Tablica 6. Povezanost peptida 1 slicnog glukagonu (GLP-1) s regulacijom glikemije u
ispitanika sa Se¢ernom bolesti tipa 1 (SBT1); N=30; Spearmanov one-tailed test.

Varijable u korelaciji Koeficijent korelacije (p) P
uGLP-1 0"
GUP' 0' -0,489 0,003
GUP 30' -0,156 0,205
AGUP? 0,119 0,266
HbA1c’ (%) 0,064 0,368
HbA1c¢c (mmol/mol) 0,04 0,418
uGLP-1 30’
GUP 0’ -0,328 0,039
GUP 30' 0,167 0,189
AGUP 0,291 0,059
HbA1c (%) -0,019 0,461
HbA1c¢c (mmol/mol) -0,036 0,426
aGLP-1"0Q'
GUP 0 -0,15 0,215
GUP 30' -0,206 0,137
AGUP -0,1 0,299
HbA1c (%) 0,154 0,208
HbA1c¢c (mmol/mol) 0,16 0,2
aGLP-1 30'
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GUP O' -0,013 0,472
GUP 30' 0,003 0,493
AGUP -0,054 0,388
HbA1c (%) 0,187 0,162
HbA1c (mmol/mol) 0,186 0,163

"UGLP-1- ukupni peptid 1 sli¢an glukagonu, "GUP- glukoza u plazmi, *AGUP- razlika izmedu GUP 30'i GUP 0', SHbA1c-
glikirani hemoglobin, I aGLP-1- aktivni peptid 1 sli¢an glukagonu.

UGLP-10' (pmol/l)

° a0 S ° °
I I ~d
25 50 75 10,0 12,5

Vrijednost glukoze nataste (mmol/l)

Slika 9. Povezanost bazalne koncentracije ukupnog peptida 1 sli¢nog glukagonu (uGLP-10") s
glikemijom nataste, linearna regresija.

Tablica 7. prikazuje odnos zavisne varijable uGLP-1 0' i GUP 0' u mulitploj
linearnoj regresiji standardiziranoj za dob, ITM i trajanje SBT1 (multivarijatna
analiza). Koncentracija uGLP-1 0' neovisno o navedenim varijablama negativno
korelira s GUP 0'.
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Tablica 7. Mulitpla linearna regresija standardizirana za dob, ITM' i trajanje $B* odnosa
zavisne varijable uGLP-1 0' i glikemije nataste.

Varijabla Koeficijent beta P

GUP 0% -0,454 0,019
Dob -0,059 0,79
ITM -0,014 0,939
Trajanje SBT1! -0,263 0,24

“zavisna varijabla: uGLP-1 0'- ukupni bazalni peptid 1 sli¢an glukagonu. "ITM- indeks tielesne mase, *$B- $ecerna
bolest, SGUP 0'- glukoza u plazmi natate, 'SBT1- e¢erna bolest tipa 1.

5.3.1.1. GLP-1 i regulacija glikemije s obzirom na spol

U oba spola nadena je statisticki zna€ajna razlika u koncentraciji aGLP-1 0'
izmedu 2 skupine ispitanika podijeljenih s obzirom na referentnu normalnu
vrijednost HbA1c (6,5%). Zene koje imaju odliénu regulaciju imaju veéu
koncentraciju aGLP-1 0' u odnosu na Zene s loSijom regulacijom glikemije (0,4
pmol/l, od 0,3 do 0,6 vs 0,12 pmol/l, od 0 do 0,4; z=-1,963, P=0,05) (Slika 10.).
Muskarci s odliénom regulacijom glikemije (<6,5%) imaju manju koncentraciju
aGLP-1 0' u odnosu na muskarce s loSijom regulacijom glikemije (0,1 pmol/l, od
0,06 do 0,2 vs 0,5 pmol/l, od 0,03 do 1,9; z=-2,178, P=0,029) (Slika 11.).
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glikemije, lipidemijom i mikrovaskularnim

aGLP-1 0" (pmol/L)

P=0,05

10

I
do 6,5

Slika 10. Razlika u bazalnoj koncentraciji aktivnog peptida 1 slicnog glukagonu (aGLP-1 u 0")
izmedu Zena (n=14) s odlicnom i loSijom regulacijom glikemije (s obzirom na referentni

normalan glikirani hemoglobin (HbA1c)).

HbA1c (%)

_é__
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Slika 11. Razlika bazalne koncentracije aktivhog peptida 1 sli€nog glukagonu (aGLP-1 u 0")
izmedu muskaraca (n=16) s odli¢nom i loSijom regulacijom glikemije (s obzirom na referentni
normalan glikirani hemoglobin (HbA1c)).

Nisu nadene statisticki znaCajne razlike u vrijednostima drugih hormona u
pojedinacnim skupinama Zena i musSkaraca s obzirom na navedene podjele

prema HbA1c.

5.3.2. GLP-1 u plazmi i vrijednosti lipida

Tablica 8. prikazuje povezanost koncentracija GLP-1 s lipidemijom u ispitanika
sa SBT1. Ukupni GLP-1 0' negativno korelira s ukupnim kolesterolom, iako
nedovoljno statisticki znacajno (p=-0,248, P=0,093) te statistiCki znacajno
negativno s HDL kolesterolom (p=-0,328, P=0,038). StatistiCki znacajna
negativna povezanost nadena je izmedu uGLP-1 u 30' s ukupnim kolesterolom
(p=-0,42, P=0,01), HDL kolesterolom (p=-0,423, P=0,01) te LDL kolesterolom

(p=-0,337, P=0,035). StatistiCki zna¢ajna negativha povezanost nadena je

55



Karin Zibar, 2015.: ,Povezanost plazmatske koncentracije GLP-1 i FGF-21 s regulacijom glikemije, lipidemijom i mikrovaskularnim

komplikacijama u bolesnika sa SBT1“

izmedu aGLP-1 0' i HDL3 kolesterola (p=-0,367, P=0,023) te izmedu aGLP-1 u
30" i ukupnog (p=-0,439, P=0,008), HDL (p=-0,4, P=0,014), i LDL kolesterola

(p=-0,352, P=0,028).

Tablica 8. Povezanost peptida 1 sli€cnog glukagonu s lipidemijom u ispitanika sa
Secernom bolesti tipa 1 (N=30; Spearmanov one tailed test).

Varijable u korelaciji Koeficijent korelacije (p) P
uGLP-1' 0’
Ukupni kolesterol -0,248 0,093
HDL' kolesterol -0,328 0,038
HDL2 kolesterol -0,092 0,314
HDL3 kolesterol -0,314 0,046
LDL* kolesterol -0,17 0,185
VLDLS kolesterol 0,107 0,286
Trigliceridi 0,104 0,293
LDL/HDL kolesterol 0,091 0,316
ne-HDL kolesterol -0,167 0,19
uGLP-1 30'
Ukupni kolesterol -0,42 0,01
HDL kolesterol -0,423 0,01
HDL 2 kolesterol -0,273 0,072
HDL3 kolesterol -0,355 0,027
LDL kolesterol -0,337 0,035
VLDL kolesterol 0,126 0,253
Trigliceridi 0,128 0,25
LDL/HDL kolesterol 0,035 0,426
ne-HDL kolesterol -0,279 0,071
aGLP-1"0’
Ukupni kolesterol 0,077 0,343
HDL kolesterol -0,24 0,101
HDL2 kolesterol 0,092 0,315
HDL3 kolesterol -0,367 0,023
LDL kolesterol 0,139 0,233
VLDL kolesterol 0,108 0,286
Trigliceridi 0,105 0,29
LDL/HDL kolesterol 0,256 0,086
ne-HDL kolesterol 0,157 0,203

aGLP-1 30°
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Ukupni kolesterol -0,439 0,008
HDL kolesterol -0,4 0,014
HDL2 kolesterol -0,036 0,425
HDL3 kolesterol -0,392 0,016
LDL kolesterol -0,352 0,028
VLDL kolesterol 0,175 0,177
Trigliceridi 0,167 0,189
LDL/HDL kolesterol -0,014 0,47
ne-HDL kolesterol -0,311 0,047

"UGLP-1- ukupni peptid 1 slian glukagonu, T HDL- kolesterol visoke gustoée, * LDL- kolesterol male gustoce, $ VLDL-
kolesterol vrlo male gustoce, I aGLP-1- aktivni peptid 1 sli€¢an glukagonu.

Tablica 9. prikazuje odnos zavisne varijable u GLP-1 30" i ukupnog kolesterola
u multiploj linearnoj regresiji standardiziranoj za dob, trajanje SBT1 i uzimanje
statina u terapiji (multivarijatna analiza). Koncentracija uGLP-1 30' neovisno o

navedenim varijablama negativno korelira s ukupnim kolesterolom.

Tablica 9. Mulitpla linearna regresija standardizirana za dob, trajanje $BT1'i uzimanje
statina odnosa zavisne varijable uGLP-1 30" i ukupnog kolesterola.

Varijabla Koeficijent beta P

Ukupni kolesterol -0,401 0,026
Dob 0,105 0,631
Trajanje SBT1 -0,229 0,241
Statin 0,69 0,003

“zavisna varijabla: uGLP-1 30'- ukupni postprandijalni peptid 1 sli¢an glukagonu. T8BT1- Secerna bolest tipa 1.

5.3.2.1. Razlike u lipidemiji s obzirom na medijan vrijednosti GLP-1

Mann-Whitneyevim testom izvrSena je analiza razlika izmedu skupina ispitanika
podijeljenih s obzirom na medijan vrijednosti GLP-1, a koji su uzimani kao rezne
grani¢ne (eng. ,cut off*) vrijednosti. Medijan koncentracija hormona iznosio je:
uGLP-1 0'= 0,4 pmol/l, uGLP-1 30'= 4,4 pmol/l, aGLP-1 0'= 0,2 pmol/l, aGLP-1
30'= 1,25 pmol/l. Ispitanici s vrijednosti jednakoj medijanu pripadao je skupini s
manjom vrijednosti tog obiljezja.

Skupina ispitanika s manjom koncentracijom uGLP-1 u 30' imala je statisticki

znacajno vecu koncentraciju HDL kolesterola u odnosu na skupinu s vecom
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koncentracijom uGLP-1 u 30' (1,76 mmol/l, od 1,25 do 2,55 vs 1,44 mmol/l, od
0,97 do 1,85; z=-2,779, P=0,005).

Takoder je nadena znaCajna statistiCka razlika u koncentraciji ukupnog
kolesterola, HDL- i LDL kolesterola izmedu 2 skupine prema medijanu aGLP-1
30'. Skupina ispitanika s nizom koncentracijom aGLP-1 30' je imala vecu
koncentraciju ukupnog kolesterola (5,55 mmol/l, od 4,39 do 6,59 vs 4,55 mmol/l,
od 3,67 do 7,61; z=-2,531, P=0,011), HDL- (1,8 mmol/l, od 0,97 do 2,55 vs 1,49
mmol/l, od 1,15 do 1,98; z=-2,199, P=0,028) i LDL kolesterola (3,36 mmol/l, od
2,21 do 4,4 vs 2,58 mmol/l, od 1,88 do 4,98; z=-2,012, P=0,044) u odnosu na

skupinu s ve¢om koncentracijom aGLP-1 30'.

5.3.2.2. Razlike u GLP-1 s obzirom na medijane koncentracija
obiljezja lipidemije

Mann-Whitneyev test upotrijebljen je za usporedbu GLP-1 izmedu ispitanika
podijeljenih u skupine s obzirom na rezne vrijednosti koje su nadene kao
medijani vrijednosti obiljeZja lipidograma. Kada podijelimo ispitanike sa SBT1
prema medijanu koncentracije ukupnog kolesterola (5,01 mmol/l) nadena je
statisticki znacajna razlika u koncentracijama uGLP-1 30' (z=-2,759, P=0,006),
A uGLP-1 (z=-2,137, P=0,033), aGLP-1 30' (z=-2,451, P=0,014) te A aGLP-1
(z=-2,533, P=0,011). Osobe koje su imale manju koncentraciju ukupnog
kolesterola su imale ve¢u koncentraciju uGLP-1 30' (7,2 pmol/l, od 1,1 do 29 vs
2,1 pmol/l, od 0,5 do 23), veéi A uGLP-1 (5,4 pmol/l, od 0,2-24,3 vs 1,5 pmol/I,
od -1,9 do 22,8) te vecu koncentraciju aGLP-1 30' (1,6 pmol/l, od 0,4 do 8 vs
0,9 pmol/l, od 0,09 do 9,7) i A aGLP-1 (1,4 pmol/l, od -0,2 do 7,9 vs 0,6 pmol/l,
od -0,5 do 9,3) u odnosu na osobe s vecom koncentracijom kolesterola (Slika
12.).
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Slika 12. Postprandijalne koncentracije i delta vrijednosti ukupnog i aktivhog peptida 1 sli¢nog
glukagonu (uGLP-1 30", A uGLP-1, aGLP-1 30'i A aGLP-1) s obzirom na medijan ukupnog
kolesterola (5,01 mmol/l). Skupina s manjim medijanom ukupnog kolesterola, n=15 iscrtkani
graf, s ve¢im medijanom ukupnog kolesterola, n=15 to¢kasti graf; Mann-Whitneyev test.

Kada podijelimo ispitanike prema medijanu koncentracije HDL kolesterola (1,63
mmol/l) dobijemo statisti¢ki zna€ajnu razliku u koncentraciji aGLP-1 30' (z=-
2,077, P=0,038). Ispitanici s nizom koncentracijom HDL kolesterola su imali viSu
koncentraciju aGLP-1 u 30' u odnosu na ispitanike s veCcom koncentracijom
HDL kolesterola (1,6 mmol/l, od 0,4 do 8 vs 1 mmol/l, od 0,09 do 9,7) (Slika

13.).

59



Karin Zibar, 2015.: ,Povezanost plazmatske koncentracije GLP-1 i FGF-21 s regulacijom glikemije, lipidemijom i mikrovaskularnim
komplikacijama u bolesnika sa SBT1“

5
aGLP-1 30' P=0,038
(pmol/l)

p

3

7 -

.

. .

I |
0,95-1,63 1,64-2,55
HDL (mmol/l)

Slika 13. Postprandijalna koncentracija aktivhog peptida 1 sli¢nog glukagonu (aGLP-1 30') s
obzirom na medijan koncentracije kolesterola visoke gustoée (HDL kolesterola) (1,63 mmol/l).
Skupina s manjim medijanom HDL kolesterola, n=15, s veéim medijanom HDL kolesterola,
n=15; Mann-Whitneyev test.

Kada podijelimo ispitanike prema medijanu koncentracije LDL kolesterola (2,91
mmol/l) dobijemo statistiCki zna€ajnu razliku u koncentraciji uGLP-1 u 30' (z=-
2,033, P=0,042), A uGLP-1 (z=-2,095, P=0,036), aGLP-1 30" (z=-2,451,
P=0,014) te A aGLP-1 30" (z=-2,388, P=0,017). Ispitanici s nizom
koncentracijom LDL kolesterola su imali ve¢u koncentraciju uGLP-1 u 30' (7,2
pmol/l, od 1,1 do 29 vs 4,1 pmol/l, od 0,5 do 23), A uGLP-1 (3,91 pmol/l, od 0,6
do 24,3 vs 1,5 pmol/l, od -1,9 do 22,8), aGLP-1 30' (1,6 pmol/l, od 0,6 do 8 vs
0,9 pmol/l, od 0,09 do 9,7) te A aGLP-1 (1,1 pmol/l, od -0,2 do 7,9 vs 0,6 pmol/l,
od -0,5 do 9,3) u odnosu na ispitanike s ve¢om koncentracijom LDL kolesterola
(Slika 14.).
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Slika 14. Postprandijalne koncentracije i delta vrijednosti ukupnog i aktivhog peptida 1 slicnog
glukagonu (uGLP-1 30', A uGLP-1, aGLP-1 30'i A aGLP-1) s obzirom na medijan kolesterola
male gustoce (LDL kolesterola) (2,91 mmol/l). Skupina s manjim medijanom LDL kolesterola,
n=15 iscrtkani graf, s ve¢im medijanom ukupnog kolesterola, n=15 toCkasti graf; Mann-
Whitneyev test.

5.3.3. GLP-1 u plazmi i mikrovaskularne komplikacije

Tablice 10., 11. i 12. prikazuju koncentracije GLP-1 s obzirom na prisutnost
mikrovaskularnih komplikacija u ispitanika sa SBT1 (N=30). Nadena je veca
koncentracija aGLP-1 0' u osoba bez dijabetiCke neuropatije, iako grani¢no za

statistiCku znacajnost.

Tablica 10. Peptid 1 sli€an glukagonu u ispitanika sa Seéernom bolesti tipa 1 s obzirom
na postojanje dijabeticke nefropatije (N=30; Mann-Whitneyev one tailed test).

Varijabla Dijabeti¢ka Bez z P
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nefropatija dijabeticke
(n=5) nefropatije
(n=25)
GLP-1
(pmol/1)
Ukupni
0' 0,5 (0,04-1,2) 0,3 (0-6,4) -0,056 0,483
30’ 1,5 (1,1-23) 4,5 (0,5-29) -0,668 0,263
A 1,46 (0,6-22,8) 3,6 (-1,9-24,3) -0,25 0,41
Aktivni
0' 0,2 (0,02-0,4) 0,2 (0-1,9) -0,28 0,402
30’ 2,1(0,6-9,7) 1,2 (0,09-8) -1,226 0,117
A 1,7 (0,47-9,3) 0,9 (-0,5-7,9) -1,365 0,091

" GLP-1- peptid 1 sli¢an glukagonu.

Tablica 11. Peptid 1 sli€an glukagonu u ispitanika sa Seéernom bolesti tipa 1 s obzirom

na postojanje dijabeticke retinopatije (N=30; Mann-Whitneyev one tailed test).

Varijabla Dijabeticka N .
Bez dijabeticke
retinopatija P
retinopatije (n=14)
(n=16)
GLP-1
(pmolll)
Ukupni
0' 0,2 (0-6,4) 0,7 (0-5,5) -0,646 0,265
30' 5,85 (0,5-29) 3,45 (0,6-9,4) -0,998 0,164
A 4,72 (-1,9-24,3) 2,35 (0,2-7,8) -1,476 0,072
Aktivni
0' 0,17 (0,02-1,9) 0,35 (0-1,7) -0,775 0,225
30' 1,3 (0,4-4,8) 1,2 (0,09-9,7) 0 0,504
A 0,96 (-0,5-3,38) 0,9 (-0,31-9,3) -0,229 0,415

" GLP-1- peptid 1 sli¢an glukagonu.
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Tablica 12. Peptid 1 sli€an glukagonu u ispitanika sa Seéernom bolesti tipa 1 s obzirom
na postojanje dijabeticke neuropatije (N=30; Mann-Whitneyev one tailed test).

Varijabla Dijabeticka
Bez dijabeticke
neuropatija N z P
neuropatije (n=8)
(n=22)
GLP-1
(pmol/l)
Ukupni
0' 0,25 (0-5,5) 0,6 (0,1-6,4) -1,059 0,151
30' 4,8 (0,6-29) 4,4 (0,5-23) -0,281 0,396
A 3,86 (0,3-24,3) 2,15 (-1,9-22,8) -1,22 0,116
Aktivni
0' 0,1 (0-1,7) 0,3(0,2-1,9) -1,682 0,059
30' 1,35 (0,09-9,7) 1,2 (0,4-2,1) -0,399 0,352
A 0,96 (-0,31-9,3) 0,9 (-0,5-1,7) -1,08 0,146

" GLP-1- peptid 1 sli¢an glukagonu.

StatistiCki znacCajna razlika u koncentraciji aGLP-1 u 0' nadena je izmedu
ispitanika koje nisu imale dijabetiCku neuropatiju, koje su imale simetri¢nu te
koje su imale kombiniranu dijabeticku neuropatiju, x?=6,245, P=0,044 (Slika
15.). Osobe koje su imale simetri€nu neuropatiju su imale zna€ajno nizi medijan
koncentracije aGLP-1 u 0' u usporedbi s ispitanicima koji nisu imale neuropatiju
(0,1 pmol/l, od 0-1,7 vs 0,3 pmol/l, od 0,2 do 1,9, z=-2,018, P=0,044).
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Slika 15. Bazalna koncentracija aktivhog peptida 1 slicnog glukagonu (aGLP-1 0') u 3 skupine
dijabeti¢ke neuropatije (N=30; Kruskal-Wallisov test, post hoc Mann-Whitneyev test).

5.3.3.1. Ucestalost dijabetiCke neuropatije s obzirom na podijelu
ispitanika prema kvartilama vrijednosti GLP-1

Kada podijelimo ispitanike sa SBT1 prema kvartilama vrijednosti hormona

uoCena je znacCajna statistiCka razlika u ucestalosti dijabetiCke neuropatije

izmedu osoba unutar razli¢itin kvartila aGLP-1 0' (x2=9,739, P=0,021). Kvartila

osoba s najmanjom vrijednosti aGLP-1 u 0' imala je najveéu ucCestalost

dijabeticke neuropatije (Slika 16.).
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Slika 16. UcCestalost dijabeticke neuropatije s obzirom na podjelu ispitanika (N=30) prema
kvartilama aktivnog peptida 1 sli¢nog glukagonu nataste (aGLP-1 0'), x* test.

5.4. Povezanost FGF-21 s regulacijom glikemije, Iipidervnijom i
mikrovaskularnim komplikacijama u ispitanika sa SBT1

5.4.1. FGF-21 u serumu i regulacija glikemije

Tablica 13. prikazuje povezanost koncentracija FGF-21 s regulacijom glikemije
u ispitanika sa SBT1. Nadena je pozitivna povezanost izmedu bazalne
koncentracije FGF-21 u 0' s HbA1c (iskazanime u %), p=0,271, P=0,073 te s
HbA1c (iskazanime u mmol/mol), p=0,296, P=0,056, medutim nedovoljna za
zadane kriterije statistiCke znacajnosti. Unato¢ tome, linearna regresija je
pokazala statistiCki znaCajnu neovisnu povezanost izmedu FGF-21 0' s HbA1c
(mmol/mol), P=0,039, R?>=0,143 (FGF-21 0'=2,165-1,327*HbA1c) (Slika 17.).
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Nije nadena statisticki znaCajna korelacija FGF-21 u 30' s regulacijom glikemije
(HbA1c postotno i u mmol/mol, GUP u 0"i u 30").

Tablica 13. Povezanost ¢imbenika rasta fibroblasta-21 (FGF-21) s regulacijom glikemije u

ispitanika sa $eéernom bolesti tipa 1 (SBT1); N=30; Spearmanov one-tailed test.

Varijable u korelaciji Koeficijent korelacije (p) P
FGF-21 0'
GUPT 0 0,017 0,464
GUP 30' -0,103 0,294
AGUP* -0,037 0,422
HbA1CS (%) 0,271 0,073
HbA1c (mmol/mol) 0,296 0,056
FGF-21 30'
GUP O' -0,017 0,464
GUP 30' 0,027 0,444
AGUP 0,061 0,375
HbA1c (%) 0,164 0,193
HbA1c (mmol/mol) 0,179 0,173

'FGF-21- &imbenik rasta fibroblasta-21, TGUP- glukoza u plazmi, *AGUP- razlika izmedu GUP 30' i GUP 0/, SHbA1c-

glikirani hemoglobin.
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Slika 17.Povezanost bazalne koncentracije Cimbenika rasta fibroblasta-21 (FGF-21 0') s
glikiranim hemoglobinom (HbA1c) iskazanim u mmol/mol, linearna regresija.

Tablica 14. prikazuje odnos zavisne varijable FGF-21 0' i HbA1c (mmol/mol) u
multiploj linearnoj regresiji standardiziranoj za dob (multivarijatna analiza).

Koncentracija FGF-21 0' neovisno o dobi pozitivho korelira s HbA1c.

Tablica 14. Mulitpla linearna regresija standardizirana za dob, odnosa zavisne varijable
uFGF-21 0' i glikiranog hemoglobina iskazanog u mmol/mol.

Varijabla Koeficijent beta P
HbA1c' 0,374 0,049
Dob -0,025 0,891

“zavisna varijabla: FGF-21 0'- g&imbenik rasta fibroblasta-21. "THbA1c- glikirani hemoglobin.
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54.1.1. FGF-21 i regulacija glikemije s obzirom na spol

U skupini musSkaraca nadena je statistiCki zna€ajna razlika u koncentraciji FGF-
21 u 0" izmedu 2 skupine ispitanika podijeljenih s obzirom na medijan postotka
HbA1c (7,2%) (z=-2,049, P=0,04). Muskarci koji imaju bolju regulaciju glikemije
imaju manju vrijednost FGF-21 0' u odnosu na muskarce s loSijom regulacijom
glikemije (15,7, od 0 do 83,8 pg/ml vs 75,1, od 1,2 do 124,8 pg/ml) (Slika 18.).
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muskaraca (n=16) s boljom i loSijom regulacijom glikemije (s obzirom na medijan glikiranog
hemoglobina (HbA1c)).

5.4.2. FGF-21 u serumu i vrijednosti lipida

Tablica 15. prikazuje povezanost koncentracija FGF-21 s lipidemijom u
ispitanika sa SBT1. Gledaju¢i povezanost FGF-21 s lipidnim parametrima,
uoCena je pozitivna povezanost izmedu FGF-21 u 0' i HDL Kkolesterola

(p=0,284, P=0,064), iako nedovoljno statistiCki znacajna. Takoder je nadena
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znaCajna statisticka pozitivna povezanost izmedu FGF-21 u 0' i HDL3
kolesterola (p=0,35, P=0,029). Nadena je statisticki znacCajna pozitivha
povezanost izmedu FGF-21 u 30'i HDL (p=0,321, P=0,042) i HDL3 kolesterola
(p=0,435, P=0,008).

Tablica 15. Povezanost €imbenika rasta fibroblasta-21 s lipidemijom u ispitanika sa
Seéernom bolesti tipa 1 (N=30; Spearmanov one tailed test).

Varijable u korelaciji Koeficijent korelacije (p) P

FGF-21'0'
Ukupni kolesterol 0,005 0,49
HDL' kolesterol 0,284 0,064
HDL2 kolesterol 0,108 0,286
HDL3 kolesterol 0,35 0,029
LDL* kolesterol -0,079 0,339
VLDLS kolesterol 0,022 0,453
Trigliceridi 0,019 0,46
LDL/HDL kolesterol -0,307 0,049
ne-HDL kolesterol -0,106 0,289

FGF-21 30'
Ukupni kolesterol 0,043 0,411
HDL kolesterol 0,321 0,042
HDL2 kolesterol 0,112 0,279
HDL3 kolesterol 0,435 0,008
LDL kolesterol -0,042 0,413
VLDL kolesterol -0,071 0,354
Trigliceridi -0,074 0,349
LDL/HDL kolesterol -0,298 0,055
ne-HDL kolesterol -0,102 0,295

" FGF-21- &imbenik rasta fibroblasta-21, THDL- kolesterol visoke gustoce, *LDL- kolesterol male gustoce, SVLDL-
kolesterol vrlo male gustoce.

54.2.1. Razlike u lipidemiji s obzirom na medijan vrijednosti FGF-21

Mann-Whitneyevim testom izvrSena je analiza razlika izmedu skupina ispitanika
podijeljenih s obzirom na medijan vrijednosti FGF-21, a koji su uzimani kao
rezne granicne vrijednosti. Medijan koncentracija hormona iznosio je: FGF-21
0'= 28,2 pmol/l i FGF-21 30'= 28,25 pmol/l. Ispitanici s vrijednosti jednakoj

medijanu pripadao je skupini s manjom vrijednosti tog obiljezja.
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Skupina ispitanika s nizom koncentracijom FGF-21 u 0' je imala nizu
koncentraciju HDL3 kolesterola (0,96 mmol/l, od 0,58 do 1,44 vs 1,18 mmol/l,
od 0,87 do 1,75; z=-2,137, P=0,033) u odnosu na skupinu s vecom

koncentracijom FGF-21 u 0'.

5.4.3. FGF-21 u serumu i mikrovaskularne komplikacije

Tablice 16., 17. i 18. prikazuju koncentracije FGF-21 s obzirom na prisutnost
mikrovaskularnih komplikacija u ispitanika sa SBT1 (N=30). Nije nadena
statisticki znaCajna razlika u koncentraciji FGF-21 s obzirom na prisutnost

mikrovaskularnih komplikacija.

Tablica 16. Cimbenik rasta fibroblasta-21 u ispitanika sa $eéernom bolesti tipa 1 s
obzirom na postojanje dijabeti¢ke nefropatije (N=30; Mann-Whitneyev one tailed test).

Varijabla Bez
Dijabeticka
dijabeticke
nefropatija z P
nefropatije
(n=5)
(n=25)
FGF-21"
(pg/ml)
0’ 24 (3,8-842,4) 29,8 (0-135,4) -0,751 0,241
30' 24,7 (0-946) 31,8 (0-167,1) -0,167 0,439
A 2,6 (-3,8-103,6) -2 (-53,9-61,7) -1,642 0,054

FGF-21- ¢imbenik rasta fibroblasta-21.

Tablica 17. Cimbenik rasta fibroblasta-21 u ispitanika sa $e¢ernom bolesti tipa 1 s
obzirom na postojanje dijabeti¢ke retinopatije (N=30; Mann-Whitneyev one tailed test).

Varijabla Dijabeticka
. N Bez dijabeticke
retinopatija ] N z P
retinopatije (n=14)
(n=16)
FGF-21*
(pg/ml)
0’ 26,75 (0-124,8) 29,65 (13,8-842,4)  -1,039 0,157
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30' 28,25 (0-167,1) 43,15 (4,4-946) 0 0,504
A 0,35 (-15,3-60,5) -7,4 (-53,9-103,6) -1,538 0,064

"FGF-21- &imbenik rasta fibroblasta-21.

Tablica 18. Cimbenik rasta fibroblasta-21 u ispitanika sa Seéernom bolesti tipa 1 s
obzirom na postojanje dijabeticke neuropatije (N=30; Mann-Whitneyev one tailed test).

Varijabla Dijabeticka
Bez dijabeticke
neuropatija z P
neuropatije (n=8)
(n=22)
FGF-21*
(pg/ml)
1) 28,2 (0-842,4) 26,65 (3,8-106,6) -0,469 0,331
30' 40,4 (0-946) 17,25 (0-167,1) -0,446 0,335
A -0,19 (-53,9-103,6) -5,6 (-13,8-60,9) -0,68 0,255

"FGF-21- &imbenik rasta fibroblasta-21.

54.3.1. FGF-21 i dijabeticka polineuropatija s obzirom na inzulinsku
osjetljivost prema eGDR

Kada podijelimo osobe sa SBT1 u dvije skupine, prema medijanu vrijednosti
eGDR (8,8 mg/kg/min), unutar skupine s vec¢om vrijednosti eGDR (vec¢a 10,
n=15) uoCena je statistiCki znacajna razlika u vrijednosti FGF-21 30' izmedu
osoba s razli¢itim stupnjem dijabeticke polineuropatije (x°=6,188, P=0,045;
Kruskal-Wallisov test). Skupina osoba 1 (bez polineuropatije) je imala
koncentraciju FGF-21 u 30' 17,25 pg/ml (0-167,1), skupina 2 (pocetna ili prvi
stupanj polineuropatije) je imala koncentraciju FGF-21 u 30' 35,7 pg/ml (O-
102,7), a skupina 3 (drugi stupanj polineuropatije) koncentraciju FGF-21 u 30'
54,25 pg/ml (0,3-946). Skupina ispitanika s drugim stupnjem dijabeticke
polineuropatije je imala vec¢u koncentraciju FGF-21 u 30' od skupine ispitanika s
pocetnim ili prvim stupnjem polineuropatije (z=-2,449, P=0,014; post hoc Mann-
Whitneyev test) u skupini ispitanika s vecom IO (Slika 19.). Nije nadena
statistiCki znac€ajna razlika u koncentracijama drugih ispitivanih hormona izmedu

osoba razli¢itog stupnja dijabetiCke polineuropatije u ovoj skupini.
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U skupini ispitanika s manjom IO prema medijanu eGDR nije nadeno statisticki
znacajne razlike u koncentracijama ispitivanih hormona izmedu osoba razli€itog

stupnja dijabeticke polineuropatije.

P=0,045

1507

100
----- P=0,014- — T

507

FGF-21 30" (pmol/L)

= i

T T
nema pocetna/1. stupanj 2. stupanj

Dijabeticka polineuropatija

Slika 19. Postprandijalna koncentracija ¢imbenika rasta fibroblasta-21 (FGF-21 30') s obzirom
na stupanj dijabeti¢ke polineuropatije u osoba (n=15) s ve¢om inzulinskom osjetljivosti prema
prosjecnoj stopi raspolozZive glukoze (eGDR >8,8 mg/kg/min); Kruskal-Wallisov test, post hoc
Mann-Whitneyev test.

5.5. Meduodnos koncentracija GLP-1 i FGF-21 u plazmi u
ispitanika sa SBT1 i u zdravih kontrolnih ispitanika

Tablica 19. prikazuje povezanost izmedu koncentracija GLP-1 (uGLP-1 i aGLP-

1) i FGF-21 u plazmi u ispitanika sa SBT1 (N=30). Nadena je statisticki

znaCajna pozitivna povezanost koncentracije uGLP-1 u 0' s uGLP-1 u 30

(p=0,466, P=0,01) te izmedu koncentracije FGF-21 u 0' i FGF-21 u 30

(p=0,912, P<0,001). Izmedu plazmatskih koncentracija GLP-1 i FGF-21 nije

nadena statistiCki znaCajna povezanost.
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Tablica 19. Povezanost peptida 1 slicnog glukagonu i éimbenika rasta fibroblasta-21 u
plazmi u ispitanika sa Seéernom bolesti tipa 1 (N=30, Spearmanov test).

Varijable u korelaciji Koeficijent korelacije (p) P
uGLP-1"0'

uGLP-1 30' 0,466 0,01

FGF-21t Q' 0,083 0,663

FGF-21 30' 0,125 0,51
uGLP-1 30'

FGF-21 0' -0,169 0,372

FGF-21 30' -0,213 0,258
aGLP-1: Q'

aGLP-1 30’ 0,195 0,301

FGF-21 0' 0,073 0,7

FGF-21 30' 0,065 0,732
aGLP-1 30’

FGF-21 0' 0,138 0,468

FGF-21 30' 0,134 0,48
FGF-21 0'

FGF-21 30' 0,912 <0,001

"UGLP-1- ukupni peptid 1 sliéan glukagonu, T FGF-21- &imbenik rasta fibroblasta-21, ¥ aGLP-1- aktivni peptid 1 slian
glukagonu.

Tablica 20. prikazuje povezanost koncentracija GLP-1 i FGF-21 u plazmi
zdravih kontrola (N=9). Nadena je statistiCki znaCajna pozitivha povezanost
izmedu koncentracije uGLP-1 0' s uGLP-1 30' (p=0,929, P<0,001), zatim
izmedu koncentracije aGLP-1 0' s aGLP-1 30' (p=0,745, P=0,021) te izmedu
koncentracie FGF-21 0' s FGF-21 30' (p=0,967, P<0,001). Nije nadena
statisticki zna€ajna povezanost plazmatskih koncentracija GLP-1 s FGF-21 u
zdravih kontrolnih ispitanika (zbog jedne zdrave kontrolne ispitanice, koja je bila
strSeca vrijednost (eng. outlier) u koncentraciji FGF-21 u 0'i u 30', za raCunanje

povezanosti uklju¢eno je 9 zdravih kontrola).
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Tablica 20. Povezanost peptida 1 slicnog glukagonu i éimbenika rasta fibroblasta-21 u
plazmi u zdravih kontrola (N=9, Spearmanov test).

Varijable u korelaciji Koeficijent korelacije (p) P
uGLP-1"0'

uGLP-1 30' 0,929 <0,001

FGF-21t Q' 0,268 0,486

FGF-21 30' 0,36 0,342
uGLP-1 30'

FGF-21 0' 0,267 0,488

FGF-21 30' 0,4 0,286
aGLP-1: Q'

aGLP-1 30' 0,745 0,021

FGF-21 0' 0,351 0,354

FGF-21 30' 0,536 0,137
aGLP-1 30’

FGF-21 0' -0,05 0,898

FGF-21 30' 0,167 0,668
FGF-21 0'

FGF-21 30' 0,967 <0,001

"UGLP-1- ukupni peptid 1 sli¢an glukagonu, T FGF-21- &imbenik rasta fibroblasta-21, ¥ aGLP-1- aktivni peptid 1 slian

glukagonu.

Tablica 21. prikazuje povezanost GLP-1 s FGF-21 u osoba sa SBT1 s obzirom

na spol. Muskarci su imali graniCnu statistiCki znaCajnu pozitivhu povezanost
koncentracia uGLP-1 u 0' s FGF-21 u 0' (p=0,478, P=0,061) i statisticki
znacajnu pozitivhu povezanost uGLP-1 0' s FGF-21 30' (p=0,57, P=0,021). U

zdravih kontrolnih ispitanika nije nadena statistiCka znac¢ajna povezanost GLP-1

s FGF-21 s obzirom na spol.

Tablica 21. Povezanost peptida 1 slicnog glukagonu (GLP-1) i ¢imbenika rasta
fibroblasta-21 (FGF-21) u plazmi u ispitanika sa Se¢ernom bolesti tipa 1 (SBT1) s obzirom

na spol (N=30, Spearmanov test).

Varijable u

korelaciji

Zene (n=14)

Muskarci (n=16)
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Koeficijent Koeficijent
korelacije P korelacije P
(P) (p)
uGLP-1"0'
uGLP-1 30' -0,02 0,994 0,388 0,138
FGF-211 0’ 0,031 0,916 0,478 0,061
FGF-21 30' 0,104 0,723 0,57 0,021
uGLP-1 30'
FGF-21 0' -0,106 0,719 0,124 0,649
FGF-21 30' -0,214 0,463 0,025 0,927
aGLP-1: 0’
aGLP-1 30' -0,135 0,646 0,35 0,184
FGF-21 0' 0,082 0,781 0,297 0,264
FGF-21 30' 0,197 0,499 0,195 0,47
aGLP-1 30’
FGF-21 0' 0,201 0,49 0,224 0,404
FGF-21 30' 0,144 0,624 0,263 0,326
FGF-21 0'
FGF-21 30' 0,877 <0,001 0,921 <0,001

"UGLP-1- ukupni peptid 1 sli¢an glukagonu, T FGF-21- &imbenik rasta fibroblasta-21, ¥ aGLP-1- aktivni peptid 1 slian
glukagonu.

5.6. Povezanost koncentracija GLP-1 s inzulinskom
rezistencijom (eGDR), MS, koncentracijom glukagona u
plazmi te inzulinom u ispitanika sa SBT1

Tablica 22. prikazuje povezanost koncentracija GLP-1 u plazmi s IR te njezinim
biljlezima, koncentracijom glukagona u plazmi nataste i postprandijalno te
dnevnom dozom inzulina, dozom bazalnog inzulina te dozom bolus inzulina u

ispitanika sa SBT1. Statisticki znagajne povezanosti nisu utvrdene.
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Tablica 22. Povezanost koncentracija peptida 1 sli€énog glukagonu (GLP-1) u plazmi s
inzulinskom rezistencijom (eGDR), koncentracijom glukagona u plazmi te dnevhom
dozom inzulina u ispitanika sa Seéernom boleséu tipa 1 (SBT1); Spearmanov test (N=30).

Varijable u korelaciji Koeficijent
korelacije P
(P)

uGLP-1"0'
Trigliceridi/HDL' 0,184 0,331
eGDR? 0,098 0,606
glukagon 0' -0,067 0,725
glukagon 30' -0,113 0,552
A glukagon $ -0,132 0,486
Ukupna dnevna doza inzulina (IU/kg/dan) 0,028 0,883
Dnevna doza bazalnog inzulina 0,138 0,467
Dnevna doza bolus inzulina 0,145 0,446

uGLP-1 30'
Trigliceridi/HDL 0,227 0,228
eGDR -0,25 0,182
glukagon 0' -0,334 0,071
glukagon 30' -0,17 0,37
A glukagon -0,006 0,976
Ukupna dnevna doza inzulina (IU/kg/dan) -0,165 0,383
Dnevna doza bazalnog inzulina -0,047 0,807
Dnevna doza bolus inzulina -0,188 0,319

aGLP-1"0Q'
Trigliceridi/HDL 0,224 0,234
eGDR 0,2 0,29
glukagon 0' -0,061 0,75
glukagon 30' -0,159 0,401
A glukagon -0,067 0,725
Ukupna dnevna doza inzulina (IU/kg/dan) -0,026 0,89
Dnevna doza bazalnog inzulina 0,034 0,857
Dnevna doza bolus inzulina -0,076 0,69

aGLP-1 30'
Trigliceridi/HDL 0,293 0,116
eGDR -0,07 0,714
glukagon 0' 0,012 0,948
glukagon 30' 0,226 0,229
A glukagon -0,03 0,986
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Ukupna dnevna doza inzulina (1U/kg/dan) 0,115 0,544
Dnevna doza bazalnog inzulina -0,046 0,809
Dnevna doza bolus inzulina 0,139 0,462

"UGLP-1- ukupni peptid 1 sli¢an glukagonu, T HDL- kolesterol visoke gustoée , ¥ eGDR- prosjeéna stopa raspolozive
glukoze, §Aglukagon- razlika izmedu glukagona 30' i glukagona 0', laGLP-1- aktivni peptid 1 sli¢an glukagonu.

5.6.1. GLP-1 s obzirom na MS prema NCEP:ATPIII kriterijima

Mann-Whitneyevim testom ispitana je razlika u koncentracijama GLP-1 (uGLP-1
i aGLP-1) izmedu osoba koje imaju i onih koji nemaju MS. Nadena je statisticki
znacajna razlika u koncentraciji uGLP-1 u 30' te A uGLP-1. Osobe koje imaju
MS su imale vecu koncentraciju GLP-1 30' (z=-2,266, P=0,023) te veéi A uGLP-
1 30' (z=-2,288, P=0,022) od osoba koje nemaju MS (Tablica 23.).

Tablica 23. Povezanost koncentracija peptida 1 sli€cnog glukagonu u plazmi s MS prema
NCEP:ATPIII kriterijima (N=30, Mann-Whitney test).

Varijabla S metabolickim .
] Bez metabolickog
sindromom ) z P
sindroma (n=20)

(n=10)

GLP-1

(pmolll)
Ukupni
0' 0,45 (0-6,4) 0,4 (0-5,5) -0,132 0,895
30' 6,55 (1,5-29) 3,45 (0,5-9,4) -2,266 0,023
A 30'-0" 5,95 (-1,9-24,3) 2,35 (0,2-7,8) -2,288 0,022
Aktivni
0' 0,17 (0,02-1,9) 0,3 (0-1,7) -0,244 0,807
30' 1,15 (0,4-4,8) 1,4 (0,09-9,7) -0,088 0,93
A 30'-0' 0,91 (-0,5-3,38) 0,95 (-0,31-9,3) -0,044 0,965

‘GLP-1- peptid 1 slian glukagonu; TA30'-0'- razlika izmedu postprandijalne i bazalne koncentracije hormona.

Ispitanici sa SBT1 su podijeljeni prema broju kriterija MS (Slika 20.). Kriteriji su
ukljugivali povisenu glikemiju (odnosno dijagnozu SBT1, $to su imali svi

ispitanici), OS, dislipidemiju te poviSen krvni tlak.
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Broj metaboli¢kih
komponenti

[H1 (37%)
N2 (30%)
3 (33%)

Slika 20. Raspodijela ispitanika sa $e¢ernom bolesti tipa 1 (SBT1) s obzirom broj kriterija
metaboli¢kog sindroma (MS). Niti jedan bolesnik nije imao sva 4 kriterija istodobno (SBT1,
ﬁliiliispz)i-demija, opseg struka, povisen krvni tlak). Brojevi u dijelovima pite prikazuju broj ispitanika;
Kruskal-Wallisovim testom ispitana je razlika u koncentracijama GLP-1 izmedu
skupina ispitanika s obzirom na broj kriterja MS (Tablica 24.). Nadena je
statisti¢ki znagajna razlika u uGLP-1 u 30' (x?=6,145, P=0,046) te u A uGLP-1
(x°=6,269, P=0,044) s obzirom na broj MS kriterija. Osobe s 3 komponente MS
su imale vec¢u koncentraciju uGLP-1 30' (z=-2,465, P=0,014) te A uGLP-1 (z=-
2,394, P=0,017) od osoba s 1 komponentom MS

Nadena je i statistiCki znac¢ajna razlika u vrijednosti eGDR s obzirom na broj
kriterija MS (x?=8,512, P=0,014) (Tablica 24.). Osobe koje su imale 1 kriterij MS
su imale vec¢i eGDR od ispitanika s 2 (z=-2,013, P=0,044) i 3 (z=-2,605,
P=0,009) kriterija MS.

Nije nadena statistiCki znaCajna razlika izmedu vrijednosti uGLP-1 u 0' i aGLP-1

s obzirom na broj komponenti MS.
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Tablica 24. Koncentracije GLP-1 te eGDR s obzirom na broj kriterija MS (1-3 kriterija:
SBT1, OS, dislipidemija, povisen krvni tlak); N=30.

MS 1 kriterij

MS 2 kriterija

MS 3 kriterija

Varijabla X P
(n=11) (n=9) (n=10)
GLP-1
(pmolll)
Ukupni
1) 0,5 (0-4,7) 0,3 (0-5,5) 0,45 (0-6,4) 0,079 0,961
30' 2,8 (0,5-9,4) 4,1 (0,6-9,3) 6,55 (1,5-29)’ 6,145 0,046
A 30'-0" 2,1(0,2-5,9)" 3,8 (0,3-7,8) 5,95 (-1,9-24,3)! 6,269 0,044
Aktivni
1) 0,3 (0-0,7) 0,1 (0,02-1,7) 0,17 (0,02-1,9) 0,125 0,939
30' 1(0,4-9,7) 1,6 (0,09-8) 1,15 (0,4-4,8) 0,893 0,64
A 30'-0' 0,9 (0,1-9,3) 1(-0,31-7,9) 0,91 (-0,5-3,38) 0,287 0,866
eGDR? 9,58 (7,76-11,31)" 8,78 (6,08-9,83)* 7,07 (3,71-10,85) 8,512 0,014
(mg/kg/min)

"'GLP-1- peptid 1 sli¢an glukagonu; TA30"-0"- razlika izmedu postprandijalne i bazalne koncentracije hormona., *eGDR-
prosjecna stopa raspoloZive glukoze.

5.6.1.1. GLP-1 u binarnoj logisti¢koj regresiji s obzirom na MS u

ispitanika sa SBT1

Osobe koje imaju MS su bile znacajno starije (49 godina, 34-59 vs 30 godina,
20-59; z=-3,258, P=0,001), imale su dulje trajanje SBT1 (26 godina, 17-45 vs
17 godina, 3-34; z=-2,465, P=0,014), manji eGDR: 7,07 mg/kg/min, 3,71-10,85
vs 9,42 mg/kg/min, 6,08-11,31 mg/kg/min; z=-2,332, P=0,02) te slabiju
bubreznu funkciju (eGFR prema CKD EPI: 104 ml/min, 77-119 vs 118 ml/min,
84-133; z=-2,907, P=0,004) u odnosu na osobe bez MS. Nije bilo razlike u
regulaciji glikemije i lipidemiji te potrebi za inzulinom izmedu osoba s i bez MS.
Tablica 25. prikazuje binarnu logistiCku regresiju GLP-1 s obzirom na MS u
osoba sa SBT1.

Tablica 25. Binarna logisti¢ka regresija GLP-1 s obzirom na MS u osoba sa SBT1.

Nezavisna Prilagoden OR
Grubi OR (95%Cl) P P

varijabla (95% Cl)’
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uGLP-1"0'

1,049 (0,718-1,531) 0,806 1,169 (0,686-1,994) 0,565
(pmolll)
uGLP-1 30’

1,272 (0,99-1,634) 0,06 1,709 (0,867-3,368) 0,122
(pmol/l)
A uGLP-1

1,311 (0,99-1,737) 0,059 1,301 (0,863-1,962) 0,209
(pmolll)
aGLP-1* (' 1,661 (0,208-

1,524 (0,334-6,955) 0,587 0,632
(pmol/l) 13,297)
aGLP-1 30'

0,916 (0,616-1,363) 0,665 1,125 (0,527-2,403) 0,761
(pmolll)
A aGLP-1

0,891 (0,589-1,347) 0,583 1,04 (0,467-2,317) 0,923
(pmol/l)

*prilagoden prema dobi, spolu i trajanju bolesti. TuGLP-1-ukupni peptid 1 slican glukagonu; *aGLP-1- aktivni peptid 1
sli¢an glukagonu.

5.7. Povezanost koncentracija FGF-21 s inzulinskom
rezistencijom (eGDR), MS, koncentracijom glukagona u
plazmi te inzulinom u ispitanika sa SBT1

Tablica 26. prikazuje povezanost koncentracija FGF-21 u serumu s IR te
njezinim biljezima, koncentracijom glukagona u plazmi nataste i postprandijalno
te dnevnom dozom inzulina, dozom bazalnog inzulina te dozom bolus inzulina u
ispitanika sa SBT1. Postprandijalna koncentracija FGF-21 statisti¢ki znagajno
pozitivno korelira s bazalnom vrijednosti glukagona (p=0,363, P=0,049).
Koncentracija FGF-21 nataste i postprandijalno negativnho koreliraju s A
glukagona, no bez statisticke znaCajnosti. Druge statistiCki znacajne

povezanosti nisu utvrdene.

Tablica 26. Povezanost koncentracija ¢imbenika rasta fibroblasta-21 (FGF-21) u serumu s
inzulinskom rezistencijom (eGDR), koncentracijom glukagona u plazmi te dnevhom
dozom inzulina u ispitanika sa Seéernom boleséu tipa 1 (SBT1); Spearmanov test (N=30).

Varijable u korelaciji Koeficijent

korelacije P

(P)
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FGF-21 0’
Trigliceridi/HDL" 0,031 0.871
eGDR* 0,285 0,126
glukagon 0' 0,229 0,223
glukagon 30' -0,022 0,908
A g/ukagon§ -0,345 0,062
Ukupna dnevna doza inzulina (IU/kg/dan) -0,013 0,947
Dnevna doza bazalnog inzulina 0,051 0,791
Dnevna doza bolus inzulina -0,091 0,634

FGF-21 30'
Trigliceridi/HDL -0,149 0,432
eGDR 0,16 0,398
glukagon 0' 0,363 0,049
glukagon 30' 0,065 0,731
A glukagon -0,356 0,054
Ukupna dnevna doza inzulina (IU/kg/dan) 0,021 0,914
Dnevna doza bazalnog inzulina 0,041 0,829
Dnevna doza bolus inzulina -0,077 0,685

" FGF-21- ¢&imbenik rasta fibroblasta-21, THDL- kolesterol visoke gustoce , *eGDR- prosje€na stopa raspoloZive glukoze,
§Aglukagon- razlika izmedu glukagona 30' i glukagona 0'.

5.7.1. eGDR s obzirom na kategorije vrijednosti FGF-21

Kada podijelimo ispitanike sa SBT1 prema medijanu koncentracije FGF-21 u 0'
(28,3 pg/ml) u 2 skupine, u skupini s viSom koncentracijom FGF-21 u 0' nadena
je statisti¢ki znacajno veca vrijednosti eGDR u odnosu na skupinu s nizom
koncentracijom FGF-21 0' (9,47 mg/kg/min, 3,71-11,31, vs 7,71 mg/kg/min, 5,8-
10,85) z=-2,136, P=0,033 (Slika 21.).
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Slika 21. Prosje€na stopa raspolozive glukoze (eGDR) s obzirom na medijan bazalne vrijednosti
Cimbenika rasta fibroblasta-21 (FGF-21 u 0'), Mann-Whitneyev test (N=30).

Kada podijelimo ispitanike sa SBT1 prema kvartilama koncentracija FGF-21 u 0'
(kvartila 1= <14,1 pg/ml, kvartila 2= 14,2-28,2 pg/ml, kvartila 3= 28,3-97,4
pg/ml, kvartila 4= 97,5-842,4 pg/ml) dobijemo statistiCki znacajnu razliku u
vrijednosti eGDR izmedu kvartila FGF-21 0/, x2=10,812, P=0,013. Post hoc
Mann-Whitneyevim testom smo utvrdili razliku izmedu kvartila 1 i 3 (6,36
mg/kg/min, od 6,03 do 10,84 vs 9,83 mg/kg/min, od 8,45 do 11,31; z=-2,593,
P=0,01), 2i 3 (8,47 mg/kg/min, od 5,79 do 10,85 vs 9,83 mg/kg/min, od 8,45 do
11,31; z=-2,117, P=0,034) te 3 i 4 (9,83 mg/kg/min, od 8,45 do 11,31 vs 8,46
mg/kg/min, od 3,71 do 9,47; z=-2,475, P=0,013) (Slika 22.).
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Slika 22. Prosjecna stopa raspolozive glukoze (eGDR) s obzirom na kvartile bazalne vrijednosti
Cimbenika rasta fibroblasta-21 (FGF-21 0'), Kruskal-Wallisov test, post hoc Mann-Whitneyev
test (N=30).

5.7.2. FGF-21 s obzirom na MS prema NCEP:ATPIIl kriterijima

Mann-Whitneyevim testom ispitana je razlika u koncentracijama FGF-21 izmedu
osoba koje imaju i onih koji nemaju MS (Tablica 27.). Nije nadena statistiCki

znacajna razlika izmedu vrijednosti FGF-21 s obzirom na prisutnost MS.

Tablica 27. Povezanost koncentracija ¢imbenika rasta fibroblasta-21 u serumu s MS
prema NCEP:ATPIII kriterijima (N=30, Mann-Whitney test).

Varijabla S metabolickim .
] Bez metabolickog
sindromom ] z P
sindroma (n=20)
(n=10)

FGF-21"
(pg/ml)
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0 19,35 (0-124,8) 29,65 (1,2-842,4)  -0,88 0,379
30' 20,2 (0-167,1) 40,4 (0,3-946) 0,264 0,792
A 300" 0,35 (-15,3-60,5)  -3,25 (-53,9-103,6)  -0,902 0,367

" FGF-21- ¢&imbenik rasta fibroblasta-21; TA30"-0"- razlika izmedu postprandijalne i bazalne koncentracije hormona.

Nije nadena statistiCki znacajna razlika izmedu vrijednosti FGF-21 s obzirom na

broj komponenti MS (Tablica 28.).

Tablica 28. Koncentracije FGF-21 s obzirom na broj kriterija MS (1-3 kriterija: SBT1, OS,
dislipidemija, povisSen krvni tlak); N=30.

MS 1 kriterij MS 2 kriterija MS 3 kriterija )
Varijabla X P
(n=11) (n=9) (n=10)
FGF-21
(pg/ml)
0' 51,4 (13,8-842,4) 26,6 (1,2-135,4) 19,35 (0-124,8) 2,339 0,311
30' 63,9 (9,5-946) 31,8 (0,3-161,8) 20,2 (0-167,1) 0,933 0,627
A 300" -7,4 (-53,9-103,6) -0,3 (-31,2-61,7) 0,35 (-15,3-60,5) 1,458 0,482

" FGF-21- ¢imbenik rasta fibroblasta-21; TA30'-0'- razlika izmedu postprandijalne i bazalne koncentracije hormona.

5.8. Analiza GLP-1 i FGF-21 s obzirom na prisutnost MS prema
eGDR

Prema kriterijima NCEP:ATPIIl za raCunanje prevalencije MS 10 (33%)
ispitanika sa SBT1 je imalo MS (Slika 23.).
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MS na temelju ATPIII
kriterija
Ene (67%)
da (33%)

Slika 23. Prisutnost metaboli¢kog sindroma (MS) na temelju NCEP:ATP Il kriterija (eng.
,National Cholesterol Education Program:Adult Treatment Panel IlI*) u ispitanika sa $e¢ernom
bolesti tipa 1, N=30. Brojevi unutar dijelova pite su broj ispitanika.

Da bismo dobili najprikladniju vrijednost eGDR koja bi bila grani¢na vrijednost
izmedu osoba s i bez MS ucinili smo ROC analizu te dobili vrijednost
eGDR<8,45 mg/kg/min kao grani¢nu vrijednost (osjetljivost 80%, specificnost
73,7%, z=3,029, P=0,0025, ClI 0,575-0,899), odnosno pri toj je vrijednosti
optimalna osjetljivost i specificnost kojom eGDR predvida MS (prethodno
standardno odreden prema NCEP:ATPIII kriterijima) (Slika 24.).
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Slika 24. ROC (eng. receiveng operating characteristics) analiza za vrijednost prosje¢ne stope
raspolozive glukoze (eGDR) u ovisnosti o postojanju metaboli¢kog sindroma (MS) prema
NCEP:ATPIII (eng. ,National Cholesterol Education Program:Adult Treatment Panel I11*)
kriterijima u ispitanika sa Se¢ernom bolesti tipa 1, N=30.

Ako se kao kriterij za MS uzme ova vrijednost eGDR (<8,45 mg/kg/min), tada je
MS imalo 14 (47%) ispitanika sa SBT1 (Slika 25.).
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eGDR-MS-ROC anaiza

[1<=8,45 mg/kg/min (47%)
>8,45 mg/kg/min (53%)

Slika 25. Podjela ispitanika sa $e¢ernom bolesti tipa 1 s obzirom na postojanje metaboli¢kog
sindroma (MS) prema kriteriju rezne grani€ne vrijednosti prosjeéne stope raspoloZive glukoze
(eGDR) dobivene ROC (eng. receiveng operating characteristics) analizom. Brojevi unutar
dijelova pite su broj ispitanika.

Prema grani¢noj vrijednosti eGDR na temelju ROC analize razvrstani su
ispitanici u 2 skupine (eGDR <8,45 mg/kg/min i eGDR>8,45 mg/kg/min).
Ispitana je povezanost (Spearmanov test) izmedu koncentracija GLP-1 (uGLP-1
i aGLP-1) i FGF-21 i regulacije glikemije, lipidemije, dnevne doze inzulina
prema kilogramima TM i koncentracije glukagona u pojedinacnih skupina s
obzirom na eGDR, te smo takoder ispitano postoji li razlika u pojedinacnih
skupina s obzirom na eGDR u koncentraciji navedenih hormona izmedu

ispitanika sa SBT1 i zdravih kontrolnih ispitanika.

U skupini_ispitanika sa SBT1 koja ima eGDR<8,45 mg/kg/min uGLP-1 u 0'
statistiCki grani¢no pozitivno korelira s FGF-21 u 30' (p=0,521, P=0,056), a

uGLP-1 u 30' statistiCki znaCajno negativho korelira s ukupnom dnevnom

dozom inzulina (p=-0,837, P<0,001) te dnevhom dozom bolus inzulina (p=-
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0,785, P=0,001) (Slika 26.). U toj skupini A uGLP-1 statistiCki znacajno
negativno korelira s ukupnom dnevnom dozom inzulina (p=-0,706, P=0,005),
dnevnom dozom bazalnog inzulina (p=-0,565, P=0,035) (Slika 27.) te dnevnom
dozom bolus inzulina (p=-0,629, P=0,016) (Slika 28.) te statistiCki znacajno
negativno s A FGF-21 (p=-0,577, P=0,039). Koncentracija aGLP-1 u 0' ne
korelira statistiCki znacajno niti s jednom ispitivanom varijablom, dok aGLP-1 u
30" statistiCki granicno pozitivno korelira s FGF-21 0' (p=0,5, P=0,069),
statisticki znacajno pozitivno s FGF-21 u 30' (p=0,542, P=0,048) te statistiCki
grani¢no negativno s A glukagonom (p=-0,504, P=0,066).

20~ R?=0,329
P=0,032
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2
2
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|
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=
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0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Bolus inzulin (lU/kg/dan)

Slika 26. Povezanost postprandijalne koncentracije peptida 1 sli¢nog glukagonu (uGLP-1 30') s
dozom bolus inzulina u ispitanika sa Se¢ernom bolesti tipa 1 s prosje¢nom stopom raspolozive
glukoze (eGDR<8,45 mg/kg/min), (n=14, linearna regresija); jednadzba pravca (UGLP-1 30'=-
34,403-bolus inzulin+20,536).
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Slika 27. Povezanost koncentracije delta ukupnog peptida 1 sli¢nog glukagonu (A uGLP-1) s
bolus inzulinom u ispitanika sa Secernom bolesti tipa 1 s prosjeénom stopom raspolozive
glukoze (eGDR<8,45 mg/kg/min), (n=14, linearna regresija); jednadzba pravca (A uGLP-1=-
28,433-bolus inzulin+16,937).
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Slika 28. Povezanost koncentracije delta ukupnog peptida 1 slicnog glukagonu (A uGLP-1) s
bazalnim inzulinom u ispitanika sa Secernom bolesti tipa 1 s prosje€hom stopom raspolozive
glukoze (eGDR<8,45 mg/kg/min), (n=14, linearna regresija); jednadzba pravca (A uGLP-1=-
46,746-bazalni inzulin+19,877).

U skupini_ispitanika sa SBT1 koja ima eGDR>8.45 mg/kg/min uGLP-1 u 0'

statistiCki zna€ajno negativno korelira s GUP u 0' (p=-0,507, P=0,045), ukupnim
kolesterolom (p=-0,527, P=0,036), HDL (p=-0,612, P=0,012) te HDL3
kolesterolom (p=-0,51, P=0,044). Ukupni GLP-1 30' statisticki znacajno
negativno korelira s ukupnim kolesterolom (p=-0,703, P=0,002), HDL- (p=-
0,557, P=0,027) te LDL kolesterolom (p=-0,724, P=0,02) (Slika 29.) te statisticki
znacajno negativho s ne-HDL kolesterolom (p=-0,613, P=0,012). A uGLP-1
statistiCki znacajno pozitivno korelira s ukupnom dozom inzulina (p=0,503,
P=0,047), dnevnom dozom bolus inzulina (p=0,529, P=0,035) te negativno s
ukupnim kolesterolom (p=-0,535, P=0,033), ne-HDL kolesterolom (p=-0,531,
P=0,034) i LDL kolesterolom (p=-0,547, P=0,028). Koncentracija aGLP-1 0'
statisticki znacajno negativho korelira s HDL3 kolesterolom (p=-0,614,

P=0,011); aGLP-1 30" statistiCki znaCajno negativho s ukupnim kolesterolom
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(p=-0,711, P=0,002), HDL kolesterolom (p=-0,633, P=0,008), HDL3
kolesterolom (p=-0,619, P=0,011), LDL kolesterolom (p=-0,617, P=0,011) i ne-
HDL kolesterolom (p=-0,503, P=0,047). A aGLP-1 statistiCki znaajno negativno
korelira s ukupnim kolesterolom (p=-0,633, P=0,009) te LDL kolesterolom (p=-
0,605, P=0,013). Koncentracia FGF-21 u 0' statisticki znacajno pozitivho
korelira s HDL kolesterolom (p=0,535, P=0,033), HDL3 kolesterolom (p=0,536,
P=0,032) te negativho s LDL/HDL kolesterolom (p=-0,703, P=0,002). FGF-21 u
30" statisticki znacajno pozitivno korelira s HDL3 kolesterolom (p=0,547,
P=0,028) te negativno s LDL/HDL kolesterolom (p=-0,562, P=0,024).

uGLP-1 30" (pmol/l)

0 T T T T
1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 4,50

LDL kolesterol (mmol/l)
Slika 29. Povezanost postprandijalne koncentracije ukupnog peptida 1 sli¢nog glukagonu
(uGLP-1 30" s kolesterolom male gustoc¢e (LDL kolesterol) u ispitanika sa Se¢ernom bolesti tipa
1 s prosjecnom stopom raspolozive glukoze (eGDR>8,45 mg/kg/min), (n=16, linearna regresija);
jednadzba pravca (UGLP-1 30'=-3,304-LDL kolesterol+14,176).

Mann-Whitneyevim testom je ispitana razlika u koncentraciji GLP-1 (uGLP-1 i
aGLP-1) i u FGF-21 izmedu ispitanika sa SBT1 te zdravih kontrolnih ispitanika,

s tim da su ispitanici sa SBT1 bili prethodno podijeljeni u skupine prema eGDR.
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Osobe s eGDR<8,45 mg/kg/min su imale statisticki znaCajnu razliku u
vrijednosti uGLP-1 u 0' (3,23 pmol/l, od 0,2 do 5,5 vs 0,2 pmol/l, od 0 do 6,4; z=-
2,258, P=0,024), aGLP-1 u 0' (0,8 pmol/l, od 0,2 do 3,6 vs 0,1 pmol/l, od 0,02
do 1,9; z=-3,379, P=0,001), FGF-21 u 0' (86,9 pg/ml, od 0 do 240,7 vs 24,5
pg/ml, od 0 do 842,2;z=-2,079, P=0,038) te AFGF-21 (-20,1 pg/ml, od -104,2 do
0,7 vs 0,35 pg/ml, od -15,4 do 103,6; z=-3,151, P=0,002). UoCena je veca
koncentracija navedenih hormona u zdravih kontrolnih ispitanika u odnosu na
ispitanike sa SBT1 te veéi postprandijalni pad koncentracije FGF-21 u zdravih
kontrolnih ispitanika. Ispitanici sa SBT1 i eGDR>8,45 mg/kg/min su imali
statisti¢ki zna€ajnu razliku u koncentraciji uGLP-1 u 0' (3,23 pmol/l, od 0,2 do
5,5 vs 0,6 pmol/l, od 0 do 5,5; z=-2,455, P=0,014) i aGLP-1 0' (0,8 pmol/l, od
0,2 do 3,6 vs 0,35 pmol/l, od 0 do 1,7; z=-2,671, P=0,008), medutim, nije bilo
statistiCki znac€ajne razlike u koncentraciji FGF-21 u 0' niti u AFGF-21 izmedu tih

ispitanika sa SBT1 i zdravih.

5.8.1. MS, eGDR i kalorijska vrijednost doruéka u ispitanika sa SBT1

Nije nadena statistiCki znaCajna razlika u kalorijskoj vrijednosti dorucka izmedu
skupine sa i bez MS (x*=1,821, P=0,61; x° test). Takoder nije nadena statisticki
znacajna razlika u vrijednosti eGDR izmedu 4 skupine s obzirom na kalorijsku
vrijednost doruéka (x°=3,519, P=0,318; Kruskal-Wallisov test).

5.8.2. MS i eGDR s glikemijom, Iipidenv1ijom i mikrovaskularnim
komplikacijama u ispitanika sa SBT1

Bolesnici s MS nisu se statistiCki znaCajno razlikovali u parametrima glikemije i
lipidemije od ispitanika bez MS. Vrijednost eGDR nije korelirala statisticki
znaCajno s parametrima glikemije i lipidemije. Ispitan je odnos MS s
mikrovaskularnim komplikacijama u ispitanika sa SBT1. Osobe koje su imale
MS su imale statisticki zna€ajno vecu prevalenciju dijabetiCke retinopatije od
osoba bez MS (x?=8,103, Fisherov test P=0,007). Nije nadena statisti¢ki
znacCajna razlika u prevalenciji dijabetiCke nefropatije i dijabetiCke neuropatije
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izmedu skupina s i bez MS. Odnos mikrovaskularnih komplikacija s IR, odnosno
vrijednoS¢u eGDR naden je statisticki znacajnim. Osobe koje su imale
dijabetiCku nefropatiju imale su nize vrijednosti eGDR= 7,71 mg/kg/min (5,8-7,9)
u odnosu na osobe bez dijabetiCke nefropatije eGDR= 9,4 mg/kg/min (3,71-
11,31), z=-2,309, P= 0,021, Mann-Whitneyev test. Ispitanici s dijabetiCkom
retinopatijom imale su takoder statisti¢ki zna¢ajno nize vrijednosti eGDR (7,38
mg/kg/min, 3,71-11,04) nego ispitanici bez dijabetiCke retinopatije eGDR (9,5
mg/kg/min, 7,76-11,31), z=-2,744, P=0,006, Mann-Whitneyev test. Nije bilo
statisticki znaCajne razlike u vrijednosti eGDR izmedu osoba s i bez dijabeticke
neuropatije (z=-1,454, P=0,146; Mann-Whitneyev test), iako su osobe s dijabetiCkom
neuropatijom imale nizi medijan vrijednosti eGDR (8,31 mg/kg/min, 5,79-11,31) u

odnosu na one bez dijabetiCke neuropatije (9,72 mg/kg/min, 3,71-11,04).

5.9. Usporedba GLP-1 u plazmi u ispitanika sa SBT1 i u zdravih
kontrolnih ispitanika

Tablica 29. prikazuje u ispitanika sa SBT1 i u zdravih kontrolnih ispitanika
plazmatske koncentracije uGLP-1 u 0', 30' te razliku izmedu vrijednosti u 0' i 30’
(delta, A) i aGLP-1 u 0, 30' i A. U ispitanika sa SBT1 medijan koncentracije
uGLP-1 u 0' bio je 0,4 pmol/l (0-6,4), a u zdravih kontrolnih ispitanika 3,23
pmol/l (0,2-5,5). Medijan koncentracije uGLP-1 u 30' u ispitanika sa SBT1 bio je
4.4 pmol/l (0,5-29), a u zdravih kontrolnih ispitanika 4,1 pmol/l (1,6-10,9).
Medijan A uGLP-1 u osoba sa SBT1 bio je 3,5 pmol/l (-1,9-24,3), a u zdravih
kontrolnih ispitanika 1,7 pmol/l (0,7-6).

U osoba sa SBT1 medijan koncentracije aGLP-1 u 0' bio je 0,2 pmol/l (0-1,9), a
u zdravih kontrolnih ispitanika 0,8 pmol/l (0,2-3,6). Medijan koncentracije uGLP-
1 u 30' u osoba sa SBT1 bio je 1,25 pmol/l (0,09-9,7), a u zdravih kontrolnih
ispitanika 1,65 pmol/l (0,5-6,6). Medijan A aGLP-1 u osoba sa SBT1 bio je 0,91
pmol/l (-0,5-9,3), a u zdravih kontrolnih ispitanika 0,65 pmol/l (0,1-3,4).
Neparametrijski Mann-Whitneyev test ucinjen je radi ispitivanja razlika u
koncentraciji navedenih hormona izmedu osoba sa SBT1 i zdravih kontrolnih

ispitanika (Tablica 29.). StatistiCki znacajno manju bazalnu koncentraciju
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ukupnog (z=-2,66, P=0,08) i aktivhog (z=-3,387, P=0,001) GLP-1 u 0' imale su
osobe sa SBT1 (Slike 30. i 31.). Nije bilo statisticki znadajne razlike u
postprandijalnim koncentracijama ukupnog i aktivnog GLP-1, kao niti u A
ukupnog i aktivnog GLP-1 izmedu ispitanika sa SBT1 i zdravih kontrola.
Wilcoxonovim testom ispitana je razlika izmedu bazalnih i postprandijalnih
vrijednosti hormona u osoba sa SBT1 (Tablica 29.). Postprandijalna vrijednost
ukupnog (z=-4,577, P<0,001) i aktivhog (z=-4,413, P<0,001) GLP-1 bila je
statistiCki znacajno viSa od vrijednosti nataste (Slike 32. i 33.). Samo je jedna
osoba imala nizu postprandijalnu vrijednost uGLP-1 od one nataste, dok su 3
osobe imale nizu postprandijalnu vrijednost aGLP-1 u odnosu na bazalni (ovi
rezultati nisu prikazani tablicno). U zdravih kontrolnih ispitanika izmedu bazalne
i postprandijalne vrijednosti ukupnog (z=-2,803, P=0,00%5) i aktivhog (z=-2,807,
P=0,005) GLP-1 (Slike 32. i 33.) nadena je statisticki znacajna razlika.
Postprandijalna vrijednost ukupnog i aktivnog GLP-1 bila je statisticki znacajno

viSa od vrijednosti nataste.

Tablica 29. Razlike u plazmatskim koncentracijama GLP-1 izmedu ispitanika sa Se¢ernom
bolesti tipa 1 (SBT1) i zdravih kontrolnih ispitanika (Mann-Whitneyev test) i razlike
izmedu bazalnih i postprandijalnih vrijednosti navedenih hormona (Wilcoxonov test).

Ispitanici sa Zdravi kontrolni

Va”ja?'a 8BT1 (N=30) ispitanici (N=10) P
GLP-1" (pmol/l)
Ukupni
0 0,4 (0-6,4)* 3,23 (0,2-5,5)" 2,66 0,008
30’ 4,4 (0,5-29)* 41 (1,6-109)  -0,125 0,901
A 30-0"t 3,5 (-1,9-24,3) 1,7 (0,7-6) 1,203 0,229
Aktivni
0 0,2 (0-1,9)' 0,8 (0,2-3,6)" -3,387 0,001
30" 1,25(0,09-9,7)  1,65(0,5-6,6)°  -1,063 0,288
A 30'-0' 0,91 (-0,5-9,3) 0,65 (0,1-3,4) 0,579 0,563

"GLP-1- peptid 1 sligan glukagonu; TA30'-0'- razlika izmedu postprandijalne i bazalne koncentracije hormona, ¥z=-4,577,
P<0,001, 'z=-4,413, P<0,001 , 'z=-2,803, P=0,005 , "z=-2,807, P=0,005 .
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Slika 30. Bazalna koncentracija ukupnog peptida 1 slicnoga glukagonu (uGLP-1 0') u ispitanika
sa Secernom bolesti tipa 1 (SBT1) i zdravih kontrolnih ispitanika (kontrole) (N=40; Mann-

Whitneyev test).
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Slika 31. Bazalna koncentracija aktivnog peptida 1 sli¢noga glukagonu (aGLP-1 0') u ispitanika
sa Secernom bolesti tipa 1 (SBT1) i zdravih kontrolnih ispitanika (kontrole) (N=40; Mann-

Whitneyev test).
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Slika 32. Bazalne i postprandijalne koncentracije ukupnog peptida 1 sli¢noga glukagonu (uGLP-

1 u 0'i 30') u ispitanika sa $eéernom bolesti tipa 1 (SBT1) (N=30; Wilcoxonov test) i zdravih

kontrolnih ispitanika (kontrole) (N=10; Wilcoxonov test).
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Slika 33. Bazalne i postprandijalne koncentracije aktivnog peptida 1 slicnoga glukagonu (aGLP-
1 u 0'i 30') u ispitanika sa Se¢ernom bolesti tipa 1 (SBT1) (N=30; Wilcoxonov test) i zdravih
kontrolnih ispitanika (kontrole) (N=10; Wilcoxonov test).

Ukupni GLP-1 0' u osoba sa SBT1 statistiki znagajno pozitivno korelira s
aGLP-1 0' (1=0,271, P=0,045), uGLP-1 30' s aGLP-1 30' takoder (1=0,36,
P=0,006), kao i A uGLP-1 s A aGLP-1 (1=0,278, P=0,032). U zdravih kontrolnih
ispitanika ove su korelacije takoder bile pozitivne, no statisti¢ki zna¢ajne samo
za A uGLP-1 s A aGLP-1 (1=0,644, P=0,009). Linearna regresijska analiza nije
pokazala statistiCki zna€ajnu linearnu povezanost izmedu navedenih mjerenja
hormona u ispitanika sa SBT1. U zdravih kontrolnih ispitanika linearna
regresijska analiza pokazala je statisticku znacajnost izmedu A uGLP-1 i A
aGLP-1, P<0,001, R?=0,807 (A uGLP-1=1,469-A aGLP-1+0,716) (Slika 34.).

98



Karin Zibar, 2015.: ,Povezanost plazmatske koncentracije GLP-1 i FGF-21 s regulacijom glikemije, lipidemijom i mikrovaskularnim
komplikacijama u bolesnika sa SBT1“

~

delta uGLP-1 (pmol/l)
w

N

delta aGLP-1 (pmol/l)

Slika 34. Linearna regresija izmedu delta ukupnog peptida 1 sli€nog glukagonu i aktivnog
peptida 1 sli€¢nog glukagonu (A uGLP-1 i A aGLP-1) u zdravih kontrolnih ispitanika (N=10).

5.9.1. GLP-1 u binarnoj logisti¢koj regrgsiji s obzirom na osnovnu
skupinu ispitanika (ispitanici sa SBT1 i zdravi kontrolni ispitanici)
Nije bilo statisticki znaCajne razlike u univarijatnoj statistici u dobi, spolu i ITM
izmedu ispitanika sa SBT1 i zdravih kontrolnih ispitanika. Tablica 30. prikazuje
binarnu logistiCku regresiju GLP-1 s obzirom na osnovnu skupinu ispitanika
(ispitanici sa SBT1 i zdravi kontrolni ispitanici).
Binarna logistiCka regresija je ucinjena za uGLP-1 0' s obzirom na zavisnu,
dihotomnu varijablu skupina ispitanika (1=osobe sa SBT1, 2=zdravi kontrolni
ispitanici). Grubi model pokazuje statistiCki znac€ajnu razliku, OR=1,493, CI
1,04-2,145. Drugi stupac, nakon prilagodbe prema dobi, spolu i ITM, pokazuje
statisticki zna€ajnu razliku. Koncentracija uGLP-1 0' je ostala neovisno viSa u
zdravih kontrolnih ispitanika OR=2,469, Cl 1,218-5,008.
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Binarna logisticka regresija je takoder ucinjena za aGLP-1 u 0' s obzirom na
zavisnu, dihotomnu varijablu skupina ispitanika. Grubi model pokazuje statisticki
znacajnu razliku, OR=4,332, CI 1,442-13,012. Drugi stupac, nakon prilagodbe
prema dobi, spolu i ITM, pokazuje statistiCki zna€ajnu razliku. Koncentracija
aGLP-1 0' je ostala neovisno viSa u zdravih kontrolnih ispitanika OR=8,918, CI
1,472-51,787.

Tablica 30. Binarna logisticka regresija GLP-1 s obzirom na osnovnu skupinu ispitanika
(ispitanici sa SBT1 i zdravi kontrolni ispitanici).

Nezavisna ] Prilagoden OR (95%

Grubi OR (95%Cl) P .
varijabla Cl)
uGLP-1" Q'

1,493 (1,04-2,145) 0,03 2,469 (1,218-5,008) 0,012
(pmol/l)
uGLP-1 30'

0,967 (0,834-1,123) 0,662 1,017 (0,857-1,205) 0,85
(pmolll)
A uGLP-1

0,818 (0,605-1,106) 0,192 0,835 (0,604-1,155) 0,276
(pmol/l)
aGLP-1* 0'

4,332 (1,442-13,012) 0,009 8,918 (1,472-51,787) 0,017
(pmoll/l)
aGLP-1 30’

1,13 (0,824-1,55) 0,448 1,075 (0,769-1,502) 0,674
(pmol/l)
A aGLP-1

0,815 (0,481-1,382) 0,448 0,764 (0,455-1,282) 0,308
(pmolll)

“prilagoden prema dobi, spolu i ITM. TuGLP-1-ukupni peptid 1 slian glukagonu; *faGLP-1- aktivni peptid 1 sli¢an
glukagonu.

5.9.2. GLP-1 s obzirom na spol

Tablica 31. prikazuje razlike u koncentracijama GLP-1 s obzirom na spol.
UocCena je statisticki znac€ajna razlika u koncentracijama uGLP-1 s obzirom na
spol. MuSkarci su imali vise koncentracije uGLP-1 u 0' (z=-2,33, P=0,02), uGLP-
1 30' (z=-3,705, P<0,001) te A uGLP-1 (z=-2,512, P=0,012) u odnosu na Zene.

Nije nadena statistiCki znacCajna razlika u koncentracijama aGLP-1 s obzirom na
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spol. U zdravih ispitanika nije nadena statistiCki znaCajna razlika u GLP-1 s

obzirom na spol.

Tablica 31. Koncentracije GLP-1 s obzirom na spol (N=30; Mann-Whitneyev test).

Varijabla Muskarci (n=16) Zene (n=14) z P
GLP-1
(pmolll)
Ukupni
0' 0,9 (0-6,4) 0,2 (0-0,7) -2,33 0,02
30’ 6,9 (1,6-29) 1,5 (0,5-11,6) -3,705 <0,001
A 30'-0"" 5,44 (-1,9-24,3) 1,5(0,3-11,4) -2,512 0,012
Aktivni
o) 0,2 (0,03-1,9) 0,2 (0-0,6) -1,096 0,273
30' 1,5 (0,4-8) 1 (0,09-9,7) -1,341 0,18
A 30'-0' 1(-0,5-7,9) 0,9 (-0,31-9,3) -0,608 0,543

" GLP-1- peptid 1 sli¢an glukagonu, TA30"-0" razlika izmedu postprandijalne i bazalne koncentracije hormona.

Nije bilo statistiCki znaCajne razlike u univarijatnoj statistici s obzirom na spol u
dobi, trajanju SBT1, postotku HbA1c, dozi ukupnog, bazalnog i bolus inzulina
prema kilogramu TM, ITM, eGDR, eGFR prema CKD EPI, postojanju AH, MS,
terapiji statinima te ucCestalosti nefropatije, retinopatije ili neuropatije. Muskarci
su imali statisticki znac¢ajno veéi OS/OB nego Zene (z=-2,952, P=0,03).

Tablica 32. prikazuje binarnu logisticku regresiju za GLP-1 s obzirom na spol u
ispitanika sa SBT1 (multivarijatna analiza). Binarna logisticka regresija je
ucinjena u grubom modelu za uGLP-1 u 30' s obzirom na spol (s obzirom na
muskarce). Prvi stupac, grubi model pokazuje statisticki znaCajnu razliku,
OR=1,594, CI 1,116-2,277. Drugi stupac, prilagoden prema OS/OB, trajanju
SBT1 te dobi, pokazuje statisticki znagajnu razliku, OR=2,243, C| 1,087-4,627.

Tablica 32. Binarna logisti¢ka regresija za GLP-1 s obzirom na spol u ispitanika sa SBT1.

Nezavisna Prilagoden OR

N Grubi OR (95%Cl) P . P
varijabla (95% CI)
uGLP-1"0'" 7,614 (0,647-89,547) 0,106 8,517 (0,343- 0,191
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(pmolll) 211,688)
uGLP-1 30'

1,594 (1,116-2,277) 0,01 2,243 (1,087-4,627) 0,029
(pmoll/l)
A uGLP-1

1,218 (0,952-1,558) 0,117 1,427 (0,938-2,173) 0,097
(pmol/l)
aGLP-1*0" 8,854 (0,584- 8,86 (0,272-

0,116 0,22

(pmol/l) 134,328) 288,401)
aGLP-1 30'

1,063 (0,751-1,505) 0,731 0,953 (0,608-1,491) 0,832
(pmol/l)
A aGLP-1

0,986 (0,705-1,38) 0,936 0,891 (0,577-1,377) 0,604
(pmolll)

*prilagoden prema dobi, trajanju bolesti te omjeru struka i bokova. TuGLP-1-ukupni peptid 1 sli¢an glukagonu; *faGLP-1-
aktivni peptid 1 sli¢an glukagonu.

5.10. Usporedba FGF-21 u plazmi u ispitanika sa SBT1 i u
zdravih kontrolnih ispitanika

Tablica 33. prikazuje u ispitanika sa SBT1 i u zdravih kontrolnih ispitanika
serumske koncentracije FGF-21 u 0', 30' i A. Zbog jedne zdrave kontrolne
ispitanice, koja je bila strSeca vrijednost u koncentraciji FGF-21 u 0' i u 30', za
radunanje razlika u vrijednosti FGF-21 izmedu osoba sa SBT1 i zdravih
kontrolnih ispitanika, bilo je ukljuéeno 30 osoba sa SBT1 i 9 zdravih kontrola.

Medijan koncentracije FGF-21 u 0' u osoba sa SBT1 bio je 28,2 pg/ml (0-842,4),
dok u zdravih kontrolnih ispitanika 104 pg/ml (7,7-240,7). Medijan koncentracije
FGF-21 u 30' u osoba sa SBT1 bio je 28,25 pg/ml (0-946), u zdravih kontrolnih
ispitanika 66 pg/ml (4,8-136,5). Medijan A FGF-21 u osoba sa SBT1 bio je -1,1
pg/ml (-53,9-103,6), a u zdravih kontrolnih ispitanika -20,5 pg/ml (-104,2-0,7).

Neparametrijski Mann-Whitneyev test ucinjen je radi ispitivanja razlika u
koncentraciji navedenih hormona izmedu osoba sa SBT1 i zdravih kontrolnih
ispitanika. StatistiCki znacajno manju bazalnu koncentraciju FGF-21 imale
osobe sa SBT1 (z=-2,0, P=0,046) (Slika 35.). Nadena je statisticki znacajna
razlika u A FGF-21 (z=-2,767, P=0,06), gdje nije doslo do postprandijalnog pada
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u koncentraciji FGF-21 30' u osoba sa SBT1, dok su zdravi kontrolni ispitanici
imale statistiCki znacajan pad koncentracije FGF-21 30"

Wilcoxonovim testom ispitana je razlika izmedu bazalnih i postprandijalnih
vrijednosti hormona u osoba sa SBT1 (Tablica 33.). Izmedu bazalnih i
postprandijalnih vrijednosti FGF-21 (z=-0,032, P=0,974) nije nadena statisticki
znaCajna razlika. U zdravih kontrolnih ispitanika izmedu bazalne i
postprandijalne vrijednosti FGF-21 (z=-2,547, P=0,011) nadena je statisticki
znacajna razlika (Slika 36.). Postprandijalna vrijednost FGF-21 bila znacajno

niza od vrijednosti nataste.

Tablica 33. Razlike u plazmatskim koncentracijama FGF-21 izmedu ispitanika sa
Seéernom bolesti tipa 1 (SBT1) i zdravih kontrolnih ispitanika (Mann-Whitneyev test) i
razlike izmedu bazalnih i postprandijalnih vrijednosti navedenih hormona (Wilcoxonov
test).

Ispitanici sa  Zdravi kontrolni

Varijabla SBT1 (n=30) _ispitanici (n=9) P
FGF-21" (pg/ml)
0 28,2 (0-842,4) 104 (7,7-240,7)* 2 0,046
30' 08,25 (0-946) 66 (4,8-136,5)F 1233 0217
11 (-53,9-
' T ) ’ _ _ _ o
A 300 1035 20,5(-104,2-0,7)  -2,767 0,006

" FGF-21- ¢&imbenik rasta fibroblasta-21, 'A30'-0'- razlika izmedu postprandijalne i bazalne koncentracije hormona, *z=-

2,547, P=0,011.
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Slika 35. Bazalna koncentracija Cimbenika rasta fibroblasta-21 (FGF-21 0') u ispitanika sa
Secernom bolesti tipa 1 (SBT1) i zdravih kontrolnih ispitanika (kontrole) (N=39; Mann-Whitneyev

test).
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Slika 36. Bazalna i postprandijalna koncentracija ¢imbenika rasta fibroblasta-21 (FGF-21 u 0'i
30") u zdravih kontrolnih ispitanika (N=10; Wilcoxonov test).

5.10.1.

FGF-21 u binarnoj logisti¢koj regresiji s obzirom na osnovnu
skupinu ispitanika (ispitanici sa SBT1 i zdravi kontrolni ispitanici)

Tablica 34. prikazuje binarnu logistiCku regresiju FGF-21 s obzirom na osnovnu

skupinu ispitanika (ispitanici sa SBT1 i zdravi kontrolni ispitanici).

Binarna logistiCka regresija je uCinjena za A FGF-21 s obzirom na zavisnu,

dihotomnu varijablu skupina ispitanika (1=osobe sa SBT1, 2=zdravi kontrolni

ispitanici). Grubi model pokazuje statisticki znacCajnu razliku, OR=0,951, CI

0,908-0,997. Drugi stupac, nakon prilagodbe prema dobi, spolu i ITM, pokazuje

statistiCki zna€ajnu razliku. Koncentracija A FGF-21 je ostala neovisno niza u
zdravih kontrolnih ispitanika OR=0,944, Cl 0,893-0,999.
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Tablica 34. Binarna logisticka regresija FGF-21 s obzirom na osnovnu skupinu ispitanika
(ispitanici sa SBT1 i zdravi kontrolni ispitanici).

Nezavisna Prilagoden OR (95%
N Grubi OR (95%Cl) P .
varijabla Cl)
FGF-21T 0’
1,001 (0,996-1,006) 0,725 1 (0,995-1,005) 0,992
(pg/ml)
FGF-21 30'
0,999 (0,994-1,005) 0,82 0,999 (0,993-1,004) 0,632
(pg/ml)
A FGF-21
0,951 (0,908-0,997) 0,036 0,944 (0,893-0,999) 0,044
(pg/ml)

*prilagoden prema dobi, spolu i ITM. TFGF-21- &imbenik rasta fibroblasta-21.

5.10.2. FGF-21 s obzirom na spol

Tablica 35. prikazuje razlike u koncentracijama FGF-21 s obzirom na spol.
UocCena je statistiCki znacajna razlika u koncentraciji FGF-21 0' s obzirom na
spol. Zene su imale statistiéki znacajno vidu koncentraciju FGF-21 0' (z=-2,03,
P=0,042) u odnosu na muskarce. Koncentracija FGF-21 30' je bila visa u zZena,
no samo grani¢no statisticki znacajna (z=-1,946, P=0,052). U zdravih ispitanika

nije nadena statistiCki znac€ajna razlika u FGF-21 s obzirom na spol.

Tablica 35. Koncentracije FGF-21 s obzirom na spol (N=30; Mann-Whitneyev test).

Varijabla Muskarci (n=16) Zene (n=14) z P

FGF-21°

(pg/ml)
0’ 21,1 (0-124,8) 51,4 (13,1-842,4) -2,03 0,042
30' 12,8 (0-167,1) 67,2 (7,3-946) -1,946 0,052
A 30-0" -0,9 (-31,2-60,5)  -4,5(-53,9-103,6) -0,021 0,983

" FGF-21- &imbenik rasta fibroblasta-21, TA30'-0'- razlika izmedu postprandijalne i bazalne koncentracije hormona.

Tablica 36. prikazuje binarnu logisti¢ku regresiju za FGF-21 s obzirom na spol u

ispitanika sa SBT1. U multivarijatnoj analizi nema statisti¢ki znacajne razlike u
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koncentraciji FGF-21 0' izmedu muskaraca i Zena nakon prilagodbe prema dobi,
trajanju SB te OS/OB.

Tablica 36. Binarna logisticka regresija za FGF-21 s obzirom na spol u ispitanika sa
SBT1.

Nezavisna Prilagoden OR
Grubi OR (95%Cl) P . P
varijabla (95% CI)
217 o
FGF-217 0 0,99 (0,973-1,008) 0,271 0,981 (0,954-1,008) 0,16
(pg/ml)
FGF-21 30
0,994 (0,98-1,007) 0,359 0,981 (0,958-1,004) 0,105
(pg/ml)
A FGF-21
0,994 (0,969-1,019) 0,62 0,967 (0,932-1,003) 0,07
(pg/ml)

*prilagoden prema dobi, trajanju bolesti te omjeru struka i bokova. TFGF-21- &imbenik rasta fibroblasta-21.

5.11. Ostalo

5.11.1. Povezanost GLP-1 i FGF-21 s regulacijom glikemije i s
lipidemijom u zdravih kontrolnih ispitanika

U zdravih ispitanika (N=10) nadena je statistiCki znaCajna negativha povezanost

izmedu vrijednosti uGLP-1 0' s HbA1c (p=-0,84, P=0,002) te izmedu uGLP-1 30’

s HbA1c (p=-0,886, P=0,001). Takoder je nadena statistiCki zna¢ajna negativna

povezanost izmedu aGLP-1 u 30' s trigliceridima (p=-0,661, P=0,038).

5.11.2. Povezanost GLP-1 i FGF-21 s obiljezjima bubrezne funkcije

Tablica 37. prikazuje povezanost koncentracija GLP-1 (uGLP-1 i aGLP-1) i
FGF-21 s pojedinim obiljezjima bubrezne funkcije. StatistiCki je nadena
znacCajna pozitivna povezanost izmedu vrijednosti uGLP-1 u 30' s
kreatininemijom (p=0,674, P<0,001) te znaCajna negativha povezanost izmedu
vrijednosti FGF-21 u 30' s kreatininemijom (p=-0,392, P=0,032). Takoder postoji

negativna povezanost izmedu vrijednosti FGF-21 0' s kreatininemijom, iako
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nedovoljno statisticki znaCajna. Linearna regresija je pokazala statisticki
znacajnu neovisnu povezanost izmedu uGLP-1 30' s kreatininom, P=0,011,
R?=0,209 (UGLP-1 30'=2,722-1,624*kreatinin).

Tablica 37. Povezanost peptida 1 slicnog glukagonu (GLP-1) i €¢imbenika rasta
fibroblasta-21 (FGF-21) s obiljezjima bubrezne funkcije u ispitanika sa Secernom bolesti
tipa 1 (éBT1); N=30; Spearmanov test. Vrijednosti u 0’ su nataste, a u 30' su
postprandijalne.

Varijable u korelaciji Koeficijent korelacije (p) P
uGLP-1"0'

kreatininemija 0,156 0,411

CKD EPI 0,309 0,096

albuminurija 0,192 0,31
uGLP-1 30'

kreatininemija 0,674 <0,001

CKD EPI -0,235 0,211

albuminurija -0,14 0,46
aGLP-1* Q'

kreatininemija -0,068 0,721

CKD EPI 0,095 0,616

albuminurija 0,048 0,8
aGLP-1 30'

kreatininemija 0,183 0,334

CKD EPI 0,197 0,296

albuminurija 0,191 0,311
FGF-215 ('

kreatininemija -0,344 0,063

CKD EPI -0,018 0,926

albuminurija -0,038 0,842
FGF-21 30'

kreatininemija -0,392 0,032

CKD EPI -0,025 0,897

albuminurija 0,003 0,986
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’ uGLP-1- ukupni peptid 1 slican glukagonu, T cKkD EPI- eng. Chronic Kidney Disease Epidemiology formula, * aGLP-
1- aktivni peptid 1 sli¢an glukagonu, § FGF-21- ¢imbenik rasta fibroblasta-21.

Tablica 38. prikazuje odnos zavisne varijable uGLP-1 30' i kreatinina u serumu
u multiploj linearnoj regresiji standardiziranoj za ITM. Koncentracija uGLP-1 30'

neovisno o ITM statistiCki znaCajno pozitivno korelira s kreatininom u serumu

(multivarijatna analiza).

Tablica 38. Mulitpla linearna regresija standardizirana za ITM', odnosa zavisne varijable
uGLP-1 30" i kreatinina.

Varijabla Koeficijent beta P
kreatinin 0,4 0,032
IT™ 0,183 0,31

"zavisna varijabla: uGLP-1 30". TITM- indeks tjelesne mase.

5.11.3. Koncentracije GLP-1, FGF-21vi glukagona s kalorijskom
vrijednosti doruc¢ka u ispitanika sa SBT1

Nije nadena statistiCki znac€ajna razlika u koncentracijama GLP-1 i FGF-21
izmedu skupina ispitanika sa SBT1 podijeljenih prema vrijednostima za doru¢ak
unesenih kalorija (4 skupine: skupina 1= 324 kcal, skupina 2= 396 kcal, skupina
3= 433 kcal, skupina 4= 598 kcal). Nadena je statisticki znaCajna razlika u
postprandijalnoj koncentraciji glukagona s obzirom na vrijednost unesenih
kalorija za doruéak (x>=9,736, P=0,021, Kruskal-Wallisov test). Post hoc Mann-
Whitneyevim testom nadena je razlika u koncentraciji glukagona 30' izmedu
skupine 1 i 4 (93,85 pg/ml, od 64,6 do 1016 vs 63,3 pg/ml, od 60,8 do 66,2; z=-
2,52, P=0,012), skupine 2 i 4 (77,7 pg/ml, od 72,5 do 97,1 vs 63,3 pg/ml, od
60,8 do 66,2; z=-2,393, P=0,017) te skupine 3 i 4 (90,85 pg/ml, od 80,6 do
223,9 vs 63,3 pg/ml, od 60,8 do 66,2; z=-2,324, P=0,02). Ispitanici s najmanjim
kalorijskim unosom (skupina 1) imali su viSu postprandijalnu koncentraciju

glukagona nego ispitanici najveceg kalorijskog unosa (skupina 4).
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5.11.4. Odnos koncentracija GLP-1 i FGF-21 s protutijelima na
gusteraéu u ispitanika sa SBT1

Prema broju vrsta pozitivnih protutijela na otoCi¢e gusSteraCe, osobe smo
razvrstali prema onima koji su imali O pozitivnih protutijela (13%), 1 protutijelo
pozitivno (20%), 2 pozitivha protutijela (47%) te sva 3 pozitivna protutijela (20%)
(Slika 37.).

Broj prisutnih protutijela

No (13%)
1 (20%)
2 (47%)
3 (20%)

Slika 37. Broj pozitivnih protutijela na gusteracu u ispitanika sa Secernom bolesti tipa 1 (N=30).
Brojevi unutar dijelova pite prikazuju broj ispitanika.

Nije nadena statistiCki znaCajna znacajna razlika GLP-1 ni FGF-21 izmedu
skupina ispitanika prema ukupnom broju vrsta pozitivnih protutijela.

Nadena je statistiCki znacCajna razlika u dobi izmedu skupina prema broju
pozitivnih vrsta protutijela (x?=9,341, P=0,025, Kruskal-Wallisov test). Prema
post hoc Mann-Whitneyevom testu osobe koje su imale sva 3 pozitivha
protutijela su bile mlade dobi od osoba s 2 pozitivha protutijela (26 godina, od
20 do 50 vs 42 godine, od 26 do 59; z=-2,518, P=0,012).

110



Karin Zibar, 2015.: ,Povezanost plazmatske koncentracije GLP-1 i FGF-21 s regulacijom glikemije, lipidemijom i mikrovaskularnim
komplikacijama u bolesnika sa SBT1“

5.11.5. Povezanost GLP-1 i FGF:21 s dobi, trajanjem SBT1, ITM, OS i
krvnim tlakom u ispitanika sa SBT1

Tablica 39. prikazuje povezanost plazmatskih koncentracija GLP-1 (uGLP-1 i

aGLP-1) i FGF-21 s dobi, trajanjem SBT1, ITM, OS, OS/OB i sistolickim i

dijastolikim krvnim tlakom u ispitanika sa SBT1. Aktivni GLP-1 u 30' je bio

statisticki znagajno nize koncentracije, $to je SBT1 dulje trajala (p=-0,364,

P=0,048). Nije uo€eno drugih statistiCki zna€ajnih korelacija.

Tablica 39. Povezanost koncentracija peptida 1 sli€nog glukagonu i €éimbenika rasta
fibroblasta-21 u plazmi s dobi, trajanjem Seéerne bolesti, indeksom tjelesne mase,
opsegom struka i krvnim tlakom (Spearmanov test; N=30).

Varijable u korelaciji Koeficijent korelacije (p) P
uGLP-1"0'
Dob -0,277 0,139
Trajanje bolesti -0,252 0,179
IT™M* 0,178 0,348
os* 0,264 0,158
0Ss/OB?® 0,165 0,383
sistoli¢ki krvni tlak 0,158 0,405
dijastolicki krvni tlak 0,158 0,406
uGLP-1 30’
Dob 0,117 0,54
Trajanje bolesti -0,057 0,765
™ 0,325 0,08
oS 0,328 0,077
0S/0OB 0,243 0,195
sistoli¢ki krvni tlak 0,186 0,324
dijastoli¢ki krvni tlak 0,214 0,257
aGLP-1"0Q'
Dob -0,031 0,872
Trajanje bolesti -0,032 0,865
IT™M -0,088 0,644
0S 0,138 0,467
0S/0OB 0,201 0,287
sistoli¢ki krvni tlak -0,079 0,677
dijastoli¢ki krvni tlak -0,255 0,174
aGLP-1 30'
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Dob -0,17 0,369
Trajanje bolesti -0,364 0,048
IT™ 0,134 0,481
0S -0,007 0,97
0S/OB -0,109 0,565
sistoli¢ki krvni tlak 0,161 0,396
dijastolicki krvni tlak 0,002 0,99
FGF-21"0'
Dob 0,153 0,42
Trajanje bolesti -0,101 0,597
IT™ 0,05 0,793
0S 0,071 0,708
0S/OB 0,022 0,907
sistoli¢ki krvni tlak -0,051 0,789
dijastoli¢ki krvni tlak -0,108 0,57
FGF-21 30'
Dob 0,211 0,264
Trajanje bolesti 0,104 0,585
IT™ -0,119 0,531
0Ss 0,074 0,699
0S/OB 0,104 0,584
sistoli¢ki krvni tlak 0,088 0,644
dijastolicki krvni tlak 0,026 0,891

"UGLP-1- ukupni peptid 1 sli¢an glukagonu, T ITM- indeks tjelesne mase, *OS- opseg struka, SOS/OB- omjer opsega
struka i bokova, ' aGLP-1- aktivni peptid 1 slian glukagonu, "FGF-21- ¢&imbenik rasta fibroblasta-21.

Kada podijelimo ispitanike u dvije skupine prema medijanu trajanja SBT1 (21
godina) nadena je statistiCki znaCajna razlika u koncentraciji aGLP-1 30' (z=-
1,973, P=0,048). Osobe koje su imale kraée trajanje SBT1 imale su veéu
koncentraciju aGLP-1 u 30' (1,6 pmo/l, od 0,4 do 9,7 vs 1 pmol/l, od 0,09 do
4,8). Nije uoCena statisticki znaCajna razlika u drugim koncentracijama

ispitivanih hormona izmedu ove dvije skupine.
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6. RASPRAVA

6.1. Povezanost GLP-1 s regulacijom glikemije, Iipidemvijom i
mikrovaskularnim komplikacijama u ispitanika sa SBT1

6.1.1. GLP-1 u plazmi i regulacija glikemije

Nadena je negativha povezanost izmedu bazalnog i postprandijalnog uGLP-1 s
GUP 0' Sto je sukladno postavljenoj hipotezi istrazivanja, a i pozitivhom
terapijskom ucinku GLP-1 analoga na regulaciju glikemije opisanoga u
dosadas$njim istrazivanjima u osoba sa SBT1 (147, 161-164). Bazalni uGLP-1 je
neovisno o dobi, ITM i trajanju SBT1 negativno korelirao s GUP 0'. Zene s
odlicnom regulacijom glikemije imale su veci bazalni aGLP-1, dok je u
muskaraca situacija bila obrnuta. Zasto postoji opreCna razlika u koncentraciji
aGLP-1 s obzirom na spol nije logiCki objasnjivo. Nije bilo razlike u trajanju
SBT1, regulaciji glikemije niti dozi dnevnog inzulina s obzirom na spol, koji bi
mozda mogao objasniti navedenu razliku. Kronicna hiperglikemija dovodi do
neosjetljivosti L-stanica tankog crijeva, te bi prema tome osobe s boljom
regulacijom glikemije trebale imati ve¢u endogenu koncentraciju GLP-1, kao Sto
je i pokazano u zena. U zdravih kontrolnih ispitanika nadena je negativna
povezanost izmedu bazalnog i postprandijalnog uGLP-1 s regulacijom glikemije,
Sto je potvrduje dosadasnje spoznaje.

Prema Callanovom istrazivanju (metaanaliza klinickih istraZivanja i sustavni
pregled), u osoba sa SBT2 nadena je negativna povezanost izmedu
postprandijalne koncentracije GLP-1 s regulacijom glikemije (118). Opisano je
da dodatak liraglutida inzulinskoj terapiji u pretilih osoba sa SBT1 nakon 180
dana lije€enja dovodi do zna€ajnog poboljSanja regulacije glikemije, smanjenja
vrijednosti HbA1c, smanjenja potrebe za dozom inzulina te do smanjenja
vrijednosti sistolickog krvnog tlaka i gubitka na TM (163). Takoder je sli¢no
pokazano u jednoj drugoj studiji u osoba sa SBT1, gdje dodatak liraglutida
inzulinskoj terapiji u razdoblju od 24 tjedana dovodi do poboljSanja regulacije
glikemije, smanjenja potrebe za dozom inzulina te do gubitka na TM (263).
Tesko je ipak procijeniti i usporediti farmakolosko djelovanje endogenog GLP-1

s liraglutidom, odnosno s GLP-1 analogom.
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Nekoliko je istrazivanja do sada pokazalo pozitivan terapijski u€inak inkretinskih
hormona na regulaciju glikemije (163, 263). Postoje, medutim, i istrazivanja koja
su opisala neutralan ucinak inkretinskin hormona na regulaciju glikemije u
osoba sa SBT1 (165). Svakako se ne moze povudi paralela izmedu endogene
koncentracije GLP-1 i GLP-1 analoga, jer endogeni GLP-1 podlijeZze prebrzoj
razrgadnji DPP-IV enzimu. Za sada, ovi rezultati postavljaju preliminarne
temelje mogucoj farmakolo$koj terapiji bolesnika sa SBT1 zasnovanoj na GLP-
1, ali je vjerojatno medu njima odredena ciljna podskupina Ciji profil joS treba

prepoznati u nekim buducim istrazivanjima.

6.1.2. GLP-1 u plazmi i vrijednosti lipida

Nadena je negativna povezanost izmedu postprandijalnih koncentracija uGLP-1
i aGLP-1 s vrijednostima ukupnog kolesterola, HDL i LDL kolesterola.
Postprandijalni uGLP-1 je neovisno o dobi, trajanju SBT1 i uzimanju statina
negativno korelirao s ukupnim kolesterolom. Takva opreCna povezanost
endogenih koncentracija GLP-1 s lipidemijom, u smislu korisnih i Stetnih lipida,
nije uzro¢no povezana, vec su uz niZzu koncentraciju ukupnog kolesterola manje
koncentracije i njegovih sastavnica, a to su svakako i HDL i LDL kolesterol.
Vjerojatno zato osobe i s nizim ukupnim kolesterolom, nizim LDL i nizim HDL
kolesterolom imaju vecu koncentraciju GLP-1. Nije nadena povezanost GLP-1 s
trigliceridima u osoba sa SBT1, no nasi ispitanici su imali gotovo uredne
koncentracije triglicerida.

U istrazivanju Japanaca u osoba s MS, ali bez SBT1, opisana je negativna
korelacija GLP-1 s HDL kolesterolom, a pozitivna s trigliceridima, opisivajuci to
kontraregulacijskim mehanizmom da se nadvlada postojeca IR u tih bolesnika
(134). Takoder je u jednom drugom istraZivanju u osoba bez SB koje su
podvrgnute koronarografiji opisana pozitivna korelacija GLP-1 s obiljezjima
ateroskleroze, odnosno s ftrigliceridima i LDL kolesterolom (136), Sto je bilo
iznenadujuc¢e, vodeéi se Cinjenicom da primjena GLP-1 analoga u
eksperimentalnim modelima i klinickim studijama ima zastitni u€inak na srce.

Prospektivne studije mozda bi bolje razjasnile ovakav nalaz. Dokazano je u
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randomiziranim klini€kim studijama da terapija inkretinskim hormonima djeluje
povoljno na lipidemiju i da smanjuje sréanozilni rizik u osoba sa SBT2 (264-
266). Sli¢ni pozitivni terapijski ucinci inkretinskih hormona mogli bi se o€ekivati i
u osoba sa SBT1. Naravno, potrebne su prospektivne klinicke studije s ve¢im
uzorkom koje ée ispitati uéinak GLP-1 analoga na lipidemiju u osoba sa SBT1.

U zdravih kontrolnih ispitanika nadena je negativna, relativno ¢vrsta povezanost
postprandijalne koncentracije aGLP-1 s trigliceridima, na temelju ¢ega mozemo
pretpostaviti da je endogena koncentracija aGLP-1 u zdravih ljudi odraz prave
metaboli¢ke aktivnhosti GLP-1 na lipidemiju te da u zdravih osoba ne postoji
GLP-1 rezistencija. Dokazano je ve¢ da infuzija GLP-1 smanjuje apsorpciju

triglicerida u zdravih ljudi (267).

6.1.3. GLP-1 u plazmi i mikrovaskularne komplikacije

Endogene koncentracije GLP-1 u prikazanih ispitanika sa SBT1 nisu se
razlikovale s obzirom na prevalenciju dijabetiCke nefropatije i dijabetiCke
retinopatije. Najvise je ispitanika sa SBT1 imalo kao mikrovaskularnu
komplikaciju dijabeti¢ku neuropatiju. Visa koncentracija bazalnog aGLP-1 je bila
povezana s nizom prevalencijom dijabeticke neuropatije, iako grani¢no
statistiCki zna€ajno. Nadena je razlika u koncentracijama GLP-1 s obzirom na
podvrstu dijabetiCke neuropatije. Osobe koje su imale simetri€nu neuropatiju su
imale nizi medijan bazalnog aGLP-1 u usporedbi s ispitanicima koji nisu imale
neuropatiju, a osobe koje su pripadale kvartili s najnizom koncentracijom
bazalnog aGLP-1 imale su najve¢u uclestalost dijabetiCke neuropatije. U
dosadasnjim je istrazivanjima u eksperimentalnim modelima opisan
neuroprotektivni u€inak inkretinskih analoga, odnosno GLP-1 analoga (108).
Takoder je opisan pozitivan uc€inak GLP-1 na smanjenje progresije dijabetiCke
neuropatije u mideva sa SBT1 (140, 172). Plejotropni uginci GLP-1 i prisustvo
GLP-1R na raznim organima su neosporni (167), medutim, jo§ se uvijek
nedovoljno zna koliko inkretini  smanjuju progresiju mikrovaskularnih
komplikacija u osoba sa SB. Zastitnim udinkom GLP-1 analoga na ekstremne

varijacije u glikemiji smanjuje se endotelna disfunkcija, oksidativni stres i upala
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u organizmu (176). Rezultati ovog istrazivanja podrzavaju dosadasnje spoznaje,
ali i otvaraju moguénost specifiCnijeg utjecaja GLP-1 u smjeru razvoja
odredenijeg tipa neuropatskog poremecaja.

U eksperimentalnim zivotinjskim modelima opisani su moguci protektivni uc€inci
GLP-1 analoga na razvoj dijabetiCke retinopatije (173, 174) te na smanjenje
albuminurije i to neovisno o ucinku na glikemiju (166-170). Opisuju se
protektivni uc€inci GLP-1 analoga na razvoj dijabetiCke nefropatije (268, 269).
Moguée je da endogena koncentracija GLP-1 u osoba sa SBT1 nije dovoljno
visoka da pokazuje povezanost s mikrovaskularnim komplikacijama u
prikazanom istrazivanju.

U prikazanom istrazivanju postprandijalni uGLP-1 znacajno pozitivho korelira s
kreatininom. Nasi su ispitanici imali gotovo urednu bubreznu funkciju. Opisano
je da je u osoba s KBB koncentracija GLP-1 povisena (103) jer se izluCuje
bubrezima, Sto mozZe objasniti pozitivnu korelaciju GLP-1 s kreatininom u
serumu. U zivotinjskim modelima je opisano da primjena GLP-1 analoga
smanjuje albuminuriju neovisno o ucinku na glikemiju (166-170). U ovom
istraZivanju u osoba sa SBT1 nije nadena korelacija GLP-1 s albuminurijom.
Nismo nasli povezanost izmedu koncentracija GLP-1 s kreatininom u zdravih

kontrolnih ispitanika.

6.2. Povezanost FGF-21 s regulacijom glikemije, lipidemijom i
mikrovaskularnim komplikacijama u ispitanika sa SBT1

6.2.1. FGF-21 u serumu i regulacija glikemije

Nadena je, neovisno o dobi, pozitivha povezanost izmedu bazalnog FGF-21 s
HbA1c, odnosno niza koncentracija FGF-21 je bila povezana s boljom
regulacijom glikemije, Sto potvrduje postavljenu hipotezu istrazivanja. Sukladno
tome su muskarci s boljom regulacijom glikemije imali nizu koncentraciju
bazalnog FGF-21. Ovakva povezanost odgovara Cinjenici da kroni¢na

hiperglikemija (metaboliCka kriza) poti¢e lu¢enje FGF-21 (190).
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Do sada, koliko je poznato prema pregledu objavljenih izvjeSc¢a, nije opisivana
povezanost koncentracije FGF-21 s regulacijom glikemije u osoba sa SBT1 te

Ce biti potrebna daljnja istrazivanja da potvrde ili ospore naSe rezultate.

6.2.2. FGF-21 u serumu i vrijednosti lipida

Koncentracia FGF-21 u prikazanom istrazivanju nije pokazala jasnu
povezanost s lipidemijom. Jedino je nadena pozitivha povezanost izmedu
bazalne koncentracije FGF-21 s HDL3 kolesterolom te izmedu postprandijalne
koncentracije FGF-21 s HDL i HDL3 kolesterolom.

U osoba sa SBT1 do sada nije opisivana povezanost FGF-21 s obiljezjima
lipidemije. Medutim, u osoba sa SBT2 i/ili IR u dosada$njim je istrazivanjima
opisana djelomicno oprecCna povezanost FGF-21 s obiljezjima lipidemije. U
jednom istrazivanju se opisuje pozitivna korelacija FGF-21 s dislipidemijom
(209, 217), a u drugom istrazivanju pak pozitivha korelacija FGF-21 s HDL
kolesterolom (201). U osoba sa SZB uo&ene su povisene koncentracije FGF-
21, Sto objasnjavaju kompenzacijskim poviSenjem FGF-21 ili ,rezistencijom na
FGF-21% (227). Postoje i istraZivanja u kojima nije uop¢e nadena povezanost
FGF-21 s lipidemijom (202, 204). U eksperimentalnim zivotinjskim modelima je
dokazano da FGF-21 posjeduje antihiperglikemijske i antihiperlipemi¢ne ucinke
(229, 230), no neki se ucinci ipak razlikuju izmedu zivotinja i ljudi, odnosno ne
znaju se jos svi ucinci FGF-21 u ljudi. Potrebne su takoder klinicke studije koje
¢e ispitati u¢inak FGF-21 na lipidemiju u osoba sa SBT1 u nepresje¢nom
modelu.

U zdravih kontrolnih ispitanika takoder nije nadena povezanost FGF-21 s

parametrima lipidemije te su definitivho potrebna daljnja istrazivanja.

6.2.3. FGF-21 u serumu i mikrovaskularne komplikacije

Nije nadena razlika u koncentraciji FGF-21 s obzirom na prisutnost
mikrovaskularnih komplikacija. Unutar skupine s vecom vrijednosti eGDR (veéa
IO) uocCena je razlika u vrijednosti postprandijalnog FGF-21 izmedu osoba s

razli€itim stupnjem dijabetiCke polineuropatije. Skupina ispitanika s drugim
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stupnjem  dijabeticke  polineuropatije je imala vecu koncentraciju
postprandijalnog FGF-21 od skupine ispitanika s pocetnim ili prvim stupnjem
polineuropatije u skupini ispitanika s vecom 10. U skupini osoba s ve¢om IR nije
nadena razlika u koncentraciji FGF-21 s obzirom na stupanj dijabeticke
polineuropatije.

FGF-21 je do sada opisan prvenstveno kao hormon koji pojacava 10 (208),
moguce je da je to razlog zasto smo nasli poviSenu koncentraciju FGF-21 samo
u onih osoba s ve¢om IO i dijabetickom polineuropatijom. Do sada su, suprotno
ovomu, u osoba sa SBT2 i IR nadene paradoksalno poveéane koncentracije
FGF-21 (186, 201, 209-212). Lije¢enjem IR, odnosno poboljSanjem IO dolazi do
pada koncentracije FGF-21 (232-234). Mozda je u osoba sa SBT1 opreéna
situacija glede endogene koncentracije FGF-21 i 10, te mozda ne postoji
rezistencija na FGF-21 kao u osoba sa SBT2. Povezanost endogenih
koncentracija FGF-21 s mikrovaskularnim komplikacijama u SBT1 nije do sada
opisivana, pa prikazane rezultate ne mozemo usporediti s drugim
istraZivanjima. U osoba sa SBT2 postoje opreéni rezultati glede koncentracije
FGF-21 i mikrovaskularnih komplikacija. U pojedinim izvjeS¢ima je poviSena
koncentracija FGF-21 u osoba s kroni¢nim komplikacijama (201), a postoje i
publikacije u kojima se ne opisuje povezanost FGF-21 s mikrovaskularnim
komplikacijama (236).

U prikazanom istrazivanju koncentracia FGF-21 Kkorelira negativnho s
kreatininom u serumu. Opisano je da FGF-21 neovisno pozitivno korelira s
albuminurijom u osoba sa SBT2 (201), no u nasem istraZivanju nije nadena
ovakva korelacija. Opisano je takoder da je koncentracija FGF-21 poviSena u
bolesnika s KBB te se proporcionalno povecava s pogorSanjem bubrezne
funkcije (244-247). DosadaSnja istrazivanja su radena ili na zdravim
ispitanicima ili u osoba sa SBT2. Nije ispitivana povezanost FGF-21 s
kreatininom u osoba sa SBT1, a dosadasnji rezultati u osoba sa SBT2 su
opre€ni nasSima, premda su nasi ispitanici imali gotovo urednu bubreznu
funkciju. Nismo nasli povezanost izmedu koncentracija FGF-21 s kreatininom u

zdravih kontrolnih ispitanika.
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6.3. Meduodnos koncentracija GLP-1 i FGF-21 u plazmi u
ispitanika sa SBT1 i u zdravih kontrolnih ispitanika

Nije nadena povezanost koncentracija GLP-1 s FGF-21 niti u osoba sa SBT1
niti u zdravih kontrolnih ispitanika. Nakon podjele s obzirom na spol, nadena je
u muskaraca sa SBT1 pozitivna povezanost bazalnog uGLP-1 s vrijednostima
FGF-21. U Zena sa SBT1 nije nadena takva povezanost, a niti u zdravih
kontrolnih ispitanika. U osoba s manjim eGDR takoder je nadena pozitivha
povezanost bazalnog uGLP-1 s postprandijalnom koncentracijom FGF-21 u
osoba sa SBT1. U dosada$njim istraZivanjima nije gledana povezanost
endogenih koncentracija GLP-1 s FGF-21 u istom modelu, a niti s obzirom na
spol te eGDR, tako da je svaki rezultat vrijedan paznje. Zasto je ta povezanost
znaCajna samo u muskaraca nije jasno, mozda zato Sto su muskarci imali
opcenito vecu koncentraciju bazalnog uGLP-1 u odnosu na Zene. Povezanost
GLP-1 s FGF-21 u osoba s manjim eGDR, odnosno vecom IR, upucuje da je
vjerojatno IR poveznica izmedu ova 2 hormona. Ono Sto se za sada zna u
eksperimentalnim modelima je da primjena GLP-1 agonista liraglutida povecava
aktivnost FGF-21 te na taj nacin 10 (238). Povezanost endogenih koncentracija
GLP-1 s FGF-21 ¢ée se morati istraziti i u nekoj drugoj populaciji, a ne samo u
osoba sa SBT1. U na$oj zdravoj kontrolnoj skupini nije bilo povezanosti izmedu
GLP-1 s FGF-21, niti s obzirom na spol. Svakako mozemo opisati samo
povezanost ova dva hormona, a nikako uzro¢nu vezu, na temelju prikazanog

istrazivanja.

6.4. Povezanost koncentracija GLP-1 s inzulinskom
rezistencijom (eGDR), MS, koncentracijom glukagona u
plazmi te inzulinom u ispitanika sa SBT1

Nije nadena povezanost GLP-1 s eGDR, odnosno IR u osoba sa SBT1. Nadena
je povezanost izmedu koncentracije uGLP-1 s prisutnosti MS u osoba sa SBT1
definiranog prema NCEP:ATP Il kriterijima. Osobe koje imaju MS su imale
vece koncentracije postprandijalnog uGLP-1 te A uGLP-1. Gledajuci navedene

koncentracije hormona s obzirom na broj prisutnih kriterija MS nadena je veca
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koncentracija postprandijalnog uGLP-1 i A uGLP-1 u osoba koje su imale tri
kriterija MS u odnosu na osobe s jednim prisutnim kriterijem MS. Znamo da
terapija |A poboljSava IR i ostale parametre MS (110, 130-133), ali se do
nedavno nije niSta znalo o endogenim koncentracijama GLP-1 u osoba sa MS.
Japanci su opisali povisenu endogenu koncentraciju GLP-1 u osoba sa MS,
neovisno o prisustvu SB (134). Pretpostavljaju da bi povisena koncentracija
GLP-1 u njih mogla biti predskazatelj ateroskleroze te nagovijestaju prisustvo
,GLP-1 rezistencije“ u osoba sa MS. Spominje se da bi kalorijska vrijednost
obroka u njihovom istrazivanju bila mogu¢ uzrok povisenoj koncentraciji GLP-1
u osoba sa MS (135). Na temelju prikazanih rezultata mozemo pretpostaviti da
u nasih osoba sa SBT1 takoder postoji rezistencija na GLP-1. U nasem
istraZivanju nije bilo razlike u kalorijskoj vrijednosti obroka s obzirom na
postojanje MS. Osobe koje su imale MS imale su vecu ulestalost dijabetiCke
retinopatiie u prikazanom istrazivanju, medutim, nije nadena razlika u
udestalosti dijabeti¢ke nefropatije i neuropatije. Takoder su osobe sa MS i SBT1
bile starije dobi, duljeg trajanja SBT1 i smanjene bubrezne funkcije, iako jo$
uvijek relativno oCuvane u odnosu na one bez MS. Nije nadena razlika u
glikemiji, lipidemiji niti potrebi za inzulinom s obzirom na postojanje MS u osoba
sa SBT1 u prikazanom istraZivanju. Koncentracija GLP-1 je medutim ostala u

osoba s MS i SBT1, ali samo u univarijatnoj analizi.

Nije nadena povezanost GLP-1 s koncentracijom glukagona. Svakako terapijski
ucinak GLP-1 analoga koji djeluje suprimirajuci glukagon moze ukazati na to da
su ove prikazane endogene koncentracije GLP-1 toliko niske da nisu u stanju

bez dodatne pomoci izvana djelovati na koncentraciju glukagona.

U cCistome modelu nije nadena povezanost koncentracija GLP-1 s ukupnom
dnevnom dozom inzulina, bolus i/ili bazalnim inzulinom. U ovom istrazivanju
opisana je povezanost GLP-1 s inzulinom u osoba s povisenom IR, $to moze
biti predskazatelj da je povezanost izmedu GLP-1 i inzulina nadena u onih

osoba koje trebaju viSe inzulina za jednak ucCinak na glikemiju. Buduéi da su
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nasi ispitanici bili C-peptid negativni, proucavali smo povezanost samo

egzogenog inzulina s hormonima.

6.5. Povezanost koncentracija FGF-21 s inzulinskom
rezistencijom (eGDR), MS, koncentracijom glukagona u
plazmi te inzulinom u ispitanika sa SBT1

Nadena je povezanost izmedu bazalne koncentracije FGF-21 s vrijednosti

eGDR. Naime osobe koje su pripadale skupini s ve¢om koncentracijom FGF-21

su imale veéi eGDR, odnosno ve¢u |O. To potvrduje vec¢ ranije navedenu
ginjenicu da je izgleda 10 u osoba sa SBT1 ta koja pogoduje vecoj endogenoj
koncentraciji FGF-21. Rezultati u osoba sa SBT2 te u osoba s IR bez SBT2

pokazali su do sada opreéne rezultate. U osoba sa SBT2 i IR te u osoba s IR, a

bez SBT2 koncentracija FGF-21 je paradoksalno poveéana, $to pripisuju

kompenzacijskim mehanizmom da bi povec¢ana koncentracija FGF-21 mogla

nadvladati postoje¢u IR (213, 214), odnosno djelovati protiv glukotoksi¢nosti ili

lipotoksicnosti. Opisuje se takoder i moguca rezistencija na FGF-21 u tih osoba

(215, 216). Bez obzira na dosadasnje pretpostavke, joS uvijek nije do kraja

razjaSnjeno zasto je u tih osoba pove¢ana koncentracija FGF-21. U naSih

ispitanika sa SBT1 drukgija je situacija, ne mozemo ju usporediti s drugim
ispitanicima sa SBT1 jer nije do sada istrazena, ali mozemo reci da je opreéna
dosadasnjim saznanjima o FGF-21 i IR. Moguée je da patofiziologija SBT1 igra

ulogu u tome.

Postprandijalna koncentracia FGF-21 je pozitivno korelirala s bazalnom
vrijednosti glukagona. Do sada je jedno istrazivanje opisalo da primjena
glukagona u zdravih i osoba sa SBT1 povisuje koncentraciju FGF-21 (243).

U Cistome modelu nije nadena povezanost koncentracija FGF-21 s ukupnom
dnevnom dozom inzulina, bolus i/ili bazalnim inzulinom. U niti jednom modelu
nije nadena povezanost FGF-21 s inzulinom u nasih osoba sa SBT1.
Dosada$nja istrazivanja s pokazala dvojbene rezultate izmedu inzulina s FGF-

21. Neka istrazivanja opisuju da umjetno izazvana hiperinzulinemija u zdravih
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ljudi dovodi do porasta koncentracije FGF-21 (241), dok drugi opisuju povisenje
koncentracije FGF-21 kod osoba sa SBT1 bez terapije inzulinom $to se
objasnjava povisenom koncentracijom SMK u slu€ajevima potpunog manjka
inzulina (241, 242). Postavlja se pitanje suprimira li inzulin u mrsavih ljudi
luCenje FGF-21 te postoji li razlika izmedu djelovanja endogenog i egzogenog
inzulina na koncentraciju FGF-21. Za sada se zna da odgovor FGF-21 na
inzulin ovisi o nekoliko €imbenika: debljina, koncentracija SMK, koncentracija
inzulina i IR (188).

6.6. Analiza GLP-1 i FGF-21 s obzirom na prisutnost MS prema
eGDR

U ovom istrazivanju na temelju NCEP:ATP Il kriterija, deset od 30 osoba sa
SBT1 imalo je MS. Ako se kao kriterij za MS uzme vrijednost eGDR (<8,45
mg/kg/min) prema ROC analizi, tada je MS imalo 14 ispitanika sa SBT1. Nasi
rezultati su slini rezultatima Chillaréna (76), u kojega je vrijednost eGDR<8,77
mg/kg/min pokazala 100% osjetljivost i 85,2% specifiCnost za prisustvo MS u
osoba sa SBT1 (N=91).

U osoba sa SBT1 koje su imale MS prema vrijednosti eGDR u ROC analizi
nadena je pozitivna korelacija izmedu bazalne koncentracije uGLP-1 s
postprandijalnom koncentracijom FGF-21. Moze biti da osobe koje imaju IR,
odnosno MS pokazuju bolju povezanost ova dva hormona. Njihovo djelovanje
do sada je najviSe i istrazivano u osoba s IR te se pokazalo, za inkretinske
hormone, da zna&ajno smanjuju IR u osoba sa SBT2 (129). Eksperimentalna
istrazivanja potvrduju isto u SBT1 (171). FGF-21 u eksperimentalnim
istraZivanjima smanjuje IR (208), te se terapija rekombinantnim FGF-21
nagovijeSta kao terapija za smanjenje IR (229, 230). Nedavno je opisano u
eksperimentalnim istrazivanjima da primjena GLP-1 agonista povecéava
aktivnost FGF-21 te poboljSava 10 (238). Mozda se pozitivha povezanost ova
dva hormona u osoba koje imaju MS prema vrijednosti eGDR mozZe povezati s

ovom Cinjenicom.
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Takoder, u osoba sa SBT1 i MS postprandijalna koncentracija uGLP-1 te
odgovor uGLP-1 (A) negativho koreliraju s dozom inzulina. To je sukladno
pretpostavci da egzogeni inzulin u osoba sa SBT1 inhibira ludenje GLP-1
pojaCavajuci aktivnost DPP-IV enzima. Bas je razlika u postprandijalnoj
koncentraciji GLP-1 te odgovoru GLP-1 u osoba s IR pokazala takvu negativnu
povezanost s inzulinom, vjerojatno zato Sto je u tih osoba potrebna veca doza
inzulina za jednako djelovanje. Cak se u dosadasnjim radovima opisuju razlike
s obzirom na vrstu inzulina (bazalni ili bolus inzulin), no u prikazanom je
istrazivanju nadena jaka povezanost postprandijalne koncentracije uGLP-1 s
bolus inzulinom, a A uGLP-1 i s bolus i bazalnim inzulinom. Vjerojatno bolus
inzulin ima jaci neposredni uCinak na postprandijalnu koncentraciju GLP-1, Sto
potvrduje linearna regresija u naSem istrazivanju.

U osoba koje nisu imale MS prema vrijednosti eGDR u ROC analizi, nadena je
negativna korelacija izmedu postprandijaline koncentracije uGLP-1 s
lipidemijom. NajjaCa povezanost je nadena izmedu postprandijalnog uGLP-1 s
LDL kolesterolom. Navedeni rezultat govori u prilog €injenici da u osoba sa
SBT1 s veéom 10 i bez MS postoji znagajna povezanost GLP-1 s parametrima
lipidemije. Zasto je ta povezanost samo znafajna u osoba bez MS, je li
endogena koncentracija GLP-1 u osoba s vecom |0 bolji odraz prave
metabolicke antihiperlipemicne aktivnosti GLP-1, za sada ostaje nejasno. Do
sada nije opisana na ovakav nacin povezanost GLP-1 s lipidemijom, stoga
rezultati nisu usporedivi.

U osoba sa ST1 i bez MS, bazalna koncentracija uGLP-1 negativno korelira s
glikemijom nataste. Nadena je povezanost FGF-21 s HDL kolesterolom u istih
osoba.

Prikazani rezultati nagovjeStavaju da u osoba s IR, odnosno MS, nema
povezanosti endogenih koncentracija ova dva hormona s glikemijom i
lipidemijom; mozda uslijed prevelike glukotoksiC¢nosti i lipotoksi¢nosti uslijed IR.
S obzirom na postojanost MS prema eGDR vrijednosti je nadena razlika u
koncentraciji ova dva hormona izmedu osoba sa SBT1 koje su imale MS i
zdravih kontrolnih ispitanika. Nadena je ve¢a koncentracija GLP-1 i FGF-21 u

zdravih kontrolnih ispitanika u odnosu na osobe sa SBT1 i MS, dok je u osoba
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sa SBT1 i bez MS nadena razlika samo u koncentraciji GLP-1, bez razlike u
koncentraciji FGF-21. Navedeno pokazuje da IR, odnosno MS imaju znacajnu
ulogu u lugenju ovih hormona, odnosno osobe sa SBT1 bez IR i bez MS luge
jednaku koli€inu FGF-21 kao i zdravi kontrolni ispitanici. Vjerojatno je IR jedan
od &imbenika u SBT1 koji doprinosi manjoj koncentraciji FGF-21 u osoba sa
SBT1, dok se to za GLP-1 ne moze reéi. lli je manje FGF-21 barem djelomiéno
odgovoran za IR. Kakogod, GLP-1 i FGF-21 su u populaciji osoba sa SBT1 do
sada izrazito malo istrazivani, tako da je teSko rezultate usporedivati i donositi
neke konacne zakljuCke. S druge strane, ovo pionirsko istrazivanje je bas stoga

vazno jer daje prve rezultate u ovom podrucju.

6.7. Usporedba GLP-1 u plazmi u ispitanika sa SBT1 i u zdravih
kontrolnih ispitanika

Nadena je razlika u bazalnim koncentracijama uGLP-1 i aGLP-1 izmedu osoba
sa SBT1 i zdravih kontrolnih ispitanika. Osobe sa SBT1 su imale nize bazalne
koncentracije uGLP-1 i aGLP-1, medutim nije bilo razlike izmedu osoba sa
SBT1 i zdravih kontrolnih ispitanika u postprandijalnim koncentracijama
navedenih hormona, niti u odgovoru GLP-1 na hranu. Bazalne koncentracije
uGLP-1 i aGLP-1 su neovisno o dobi, spolu i ITM bile ve¢e u zdravih kontrola u
usporedbi s osobama sa SBT1. Porasla je koncentracija uGLP-1 i aGLP-1 u 30-
toj minuti nakon obroka i u osoba sa SBT1 i u zdravih kontrolnih ispitanika. Svi
ispitanici sa SBT1 su primili dozu bazalnog inzulina veder prije vadenja krvi te
dozu bolus inzulina ujutro prije dorugka. Takoder su svi ispitanici sa SBT1 bili C-
peptid negativni. Kalorijska vrijednost dorucka bila je prilagodena ITM naSih
ispitanika.

Prikazani rezultati su djelomi¢no sukladni rezultatima Vilsbeglla i sur. (138), koji
su takoder nasli nizu bazalnu koncentraciju aGLP-1 u osoba sa SBT1 u odnosu
na zdravu kontrolnu skupinu, te pretpostavljaju da bi egzogeni inzulin mogao
imati inhibicijski u€inak na GLP-1 i biti odgovoran za nize koncentracije. Oni su
ispitali osam osoba sa SBT1 (6 bez rezidualne B-staniéne funkcije) te osam
zdravih kontrolnih ispitanika. Usporedivali su koncentracije hormona nataste i

postprandijalno te dvije razliCite vrste dorucka s obzirom na broj kalorija u istih
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ispitanika (260 i 520 kcal, od kojih su 33% Ccinile masti, 48% Secéer te 19%
bjelancevine). Njihovi ispitanici su, kao i nasi, primili bazalni inzulin vecer prije i
bolus inzulin ujutro. Nisu takoder nasli razliku u postprandijalnom odgovoru
izmedu osoba sa SBT1 te zdravih kontrolnih ispitanika, medutim, nasli su
razliku u postprandijalnom odgovoru (i u 30-toj minuti) u osoba sa SBT1 u
odnosu na razliciti kalorijski unos za doruc¢ak. Osobe s ve¢im unosom kalorija u
njih su imale ve¢u postprandijalnu koncentraciju GLP-1 Sto objaSnjavaju vecim
poticajem hrane na L-stanicu tankog crijeva da Iuci vise GLP-1. Nasi rezultati
nisu pokazali razliku u postprandijalnom odgovoru GLP-1 u odnosu na broj
unesenih kalorija (324 vs 396 vs 433 vs 598 kcal), no sastav naseg obroka je
bio drukdiji od Vilsbglla i sur., na§ doruCak je sadrzavao 70% SecCera, 25%
bjelanCevina te 5% masti. MozZzda je razlika u sadrzaju masti uzrok
navedenomu. Takoder, u nasem istrazivanju nije gledana razlika u
koncentracijama hormona u istih osoba s obzirom na razliCitu kalorijsku
vrijednost obroka, ve¢ je prema ITM svakom ispitaniku dana odredena
kalorijska vrijednost za dorudak. U nase obje skupine ispitanika (osoba sa SBT1
i zdravih kontrola) izmjerena je niza bazalna i postprandijalna koncentracija
uGLP-1 i aGLP-1 u usporedbi s rezultatima Vilsbglla i sur.

Suprotno naSim rezultatima, Lugari i sur. su opisali jednaku bazalnu
koncentraciju aGLP-1 u osoba sa SBT1 i zdravih kontrolnih ispitanika (137),
medutim, u njihovih ispitanika nije doSlo do postprandijalnog porasta
koncentracije GLP-1. Oni pretpostavljaju da nedostatak postprandijalnog
odgovora nastaje zbog smanjene osjetljivosti L-stanica tankog crijeva uslijed IR,
manjka inzulina i kroni¢ne hiperglikemije. Ispitali su 16 osoba sa SBT1 koje su
vecer prije dobili bazalni inzulin, no ujutro prije doru¢ka nisu dobili bolus inzulin.
Mozda je terapija bolus inzulinom uzrok nizih bazalnih koncentracija GLP-1 u
osoba sa SBT1 u usporedbi sa zdravim kontrolama u nasem istraZivanju te u
istraZivanju Vilsbeglla i sur., buduci da ispitanici u Lugarijevom istraZivanju nisu
primili bolus inzulina prije dorucka.

Istrazivanje pak Greenbaumaove i sur. nije pokazalo razliku niti u bazalnim niti
u postprandijalnim koncentracijama GLP-1 nakon OGTT izmedu osoba sa

SBT1 i zdravih kontrolnih ispitanika (144), medutim, opisali su razliku u
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smanjenom inkretinskom ucinku i nedostatnoj inhibiciji glukagona u osoba sa
SBT1. Medutim nema podataka o primjeni bazalnog i bolus inzulina u njihovih
ispitanika sa SBT1 (N=17). Ispitanici u njihovom istrazivanju su bili mlade dobi,
manjeg ITM te bolje regulacije glikemije.

Suprotno navedenomu, istrazivanje Kielgasta i sur. je pokazalo podjednak
inkretinski odgovor u osoba sa SBT1 bez rezidualne B-staniéne funkcije (n=8), s
rezidualnom [-stanicnom funkcijom (n=8) te u zdravih kontrolnih ispitanika
(n=8), a nakon obroka uz kojega je ordinirana istodobna infuzija GLP-1 (145).
Pokazali su da egzogeni GLP-1 smanjuje vrSnu postprandijalnu glikemiju za
45% bez obzira na rezidualnu 3-stani¢nu funkciju, a da endogeni GLP-1 regulira
postprandijalnu glikemiju mijenjajuéi koncentraciju glukagona i djelujuc¢i na
praznjenje Zeluca i osjetliivost [(-stanice na glukozu. Njihove bazalne
koncentracije GLP-1 su bile takoder viSe u usporedbi s naSima. U dosada$njim
spomenutim radovima je koriStena drukCija metoda i drukdCiji reagens za
mjerenje hormona, $to je za sada uz karakteristike ispitanika i inzulinsku
terapiju vjerojatno jedini moguci razlog razli€itim koncentracijama GLP-1 izmedu
studija.

U naSem istraZivanju i u osoba sa SBT1 i u zdravih kontrolnih ispitanika nadena
je pozitivna korelacija izmedu ukupnih s aktivnim vrijednostima GLP-1, medutim
statisticki znaCajna linearna regresija je nadena samo u zdravih kontrolnih
ispitanika izmedu koncentracije A uGLP-1 s A aGLP-1. U dosada$njim
istrazivanjima nije slicno opisivano, pa ne mozZemo usporediti. U zdravih
kontrola je nadena, €ak i u malog broja, jaka postprandijalna pravilnost
promjene GLP-1 i FGF-21, koja se u osoba sa SBT1 gubi, jer je korelacija puno
manje snage. Linearnu regresiju u zdravih kontrolnih ispitanika objaSnjavamo
odrzanom fizioloSkom regulacijom GLP-1 u zdravih kontrolnih ispitanika,
odnosno na temelju sekrecije hormona (uGLP-1) moZemo pretpostaviti njegovu
pravu aktivnost (aGLP-1). U osoba sa SBT1 koncentracije uGLP-1 i aGLP-1
jesu pozitivno povezane, medutim, ne mozemo pretpostaviti aktivnost hormona
na temelju njegove sekretorne sposobnosti, oCito je da je ta os poremecena,
odnosno nije fizioloSka. 1z navedenog se moze naslutiti generalno smanjen

kapacitet GLP-1 u osoba sa SBT1, nepredvidiv odgovor na unos hrane,
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odnosno glikemiju, ali jo§ uvijek prisutnu ulogu u sustavu regulacije glikemije i
otvorenu mogucnost terapijskog djelovanja putem iste.

Gledajuci koncentraciju GLP-1 s obzirom na spol u osoba sa SBT1, nadena je
razlika u koncentraciji uGLP-1 0', uGLP-1 30' te A uGLP-1. Naime, muskarci su
imali ve€e koncentracije navedenih hormona od Zena. Do sada je opisan mali
broj istrazivanja o koncentracijama navedenih hormona s obzirom na spol,
odnosno u osoba sa SBT1 nema do sada takvih izvie§¢a. Jedno je istraZivanje
u zdravih kontrolnih ispitanika s normalnom TM opisalo opreCne rezultate
nasem istrazivanju, koje su protumacili ve¢im postotkom tjelesne masti u Zena
od muskaraca, pa samim time i ve¢om koncentracijom GLP-1 u zZena (270).
Buduéi da su u naSem istrazivanju muskarci imali veci OS/OB mogli bismo
pretpostaviti da je to uzrok vecoj koncentraciji uGLP-1 u nasSih muskaraca.
Medutim, u multivarijatnoj statistici smo pokazali da je postprandijalna
koncentracija GLP-1 ve¢a u muSkaraca u odnosu na Zene, neovisno o dobi,
trajanju bolesti, OS/OB te dozi bolus inzulina. Navedena c¢injenica u naSem
istraZivanju je suprotna dosadasnjem istrazivanju u kojem su Zene imale vecée
koncentracije GLP-1, iako se treba ograditi od generaliziranja, jer je provodeno
istrazivanje na vrlo specifi€¢noj i malo istrazivanoj populaciji do sada, a to su
osobe sa SBT1. Na temelju dobivenih rezultata, a bez osvrtanja na
patofizioloSku podlogu nalazu, moze se zakljuditi da su muskarci sa SBT1
mozda bolji kandidati za daljnja istrazivanja u vezi s moguc¢om terapijom
lijekovima koji djeluju putem GLP-1. Moguce je da muskarci imaju bolju osovinu
hrana-glikemija-GLP-1. Suprotno rezultatima u osoba sa SBT1, u zdravih
kontrolnih ispitanika nismo nasli razliku u koncentraciji GLP-1 s obzirom na
spol.

Do sada je opisano da u osoba sa SBT1 infuzija GLP-1 smanjuje glikemiju u
krvi smanjujuci lu€enje glukagona u prisutnosti hiperglikemije (142-144), no ne
zna se joS kojim to€no mehanizmom (92, 148, 149). Takoder je opisana
moguca nedostatna inhibicija supresije glukagona uslijed niske koncentracije
endogenog GLP-1 te je takoder opisan moguci stimulacijski u¢inak GLP-1 na
glukagon u C-peptid negativnih bolesnika (137, 141, 144). U prikazanom

istraZivanju, svi ispitanici sa SBT1 su bili C-peptid negativni te su u usporedbi s
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drugim dosada$njim istrazivanjima imali nize koncentracije GLP-1 i bazalno i
postprandijalno koje mozda nisu bile u mogucnosti suprimirati glukagon.
Takoder su nasi ispitanici primili dozu bolus inzulina prije doruc€ka koji je mozda
suprimirao hiperglikemiju nakon obroka te nije omogucio poticaj hiperglikemije
na endogeni GLP-1 da djeluje i suprimira lu€enje glukagona. Usporedujudi
prikazane rezultate s dosadadnjim istrazivanjima u osoba SBT1, mozemo redi
da ima sukladnih, ali i opre€nih rezultata (137, 144, 271). U zdravih kontrolnih
ispitanika mehanizam djelovanja endogenog GLP-1 na glukagon vjerojatno nije
bio aktiviran, zbog odrzane fizioloSke funkcije endogenog inzulina koja je bila
dovoljna da regulira glikemiju nakon obroka. Prikazani rezultati pokazuju razliku
u postprandijalnoj koncentraciji glukagona u osoba sa SBT1 s obzirom na
vrijednost unesenih kalorija za doru¢ak. Osobe koje su uzele najviSe kalorija za
doru€ak su imale najnizu postprandijalnu koncentraciju glukagona, Sto bi
podrzalo hipotezu da kalorijska vrijednost obroka utjeCe na koncentraciju
hormona, bez obzira Sto nismo nasli razliku u koncentraciji GLP-1 s obzirom na
broj unesenih kalorija. Ovi rezultati govore u prilog odrZzanju osovine glikemija-
glukagon u fizioloSkom smijeru, te dodatno argumentira opravdanost buducih
istrazivanja o djelovanju GLP-1 analoga na glukagon. Nije bilo razlike u dozi
inzulina izmedu skupina s razliitim kalorijskim unosom, a nasSe osobe nisu
imale svog endogenog inzulina, te vjerojatno smanjena koncentracija glukagona
nije uvjetovana egzogenim inzulinom. Suprotno nasim rezultatima, Vilsbgll i sur.
su opisali porast koncentracije glukagona nakon veceg obroka u osoba sa
SBT1 (138).

6.8. Usporedba FGF-21 u serumu u ispitanika sa SBT1 i u
zdravih kontrolnih ispitanika

Nadena je razlika u bazalnoj koncentraciji FGF-21 izmedu osoba sa SBT1 i
zdravih kontrolnih ispitanika, kao i u odgovoru FGF-21 na hranu. Osobe sa
SBT1 su imale niZzu bazalnu koncentraciju FGF-21 u odnosu na kontrolnu
skupinu te nisu imale pad koncentracije postprandijalnog FGF-21, kao zdrava

kontrolna skupina koja je imala jasan postprandijalni pad koncentracije FGF-21,
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odnosno negativan odgovor FGF-21 nakon obroka. Nije bilo povezanosti
izmedu doze inzulina s koncentracijom FGF-21. Koncentracija FGF-21 u nasih
ispitanika nije ovisila o kalorijskoj vrijednosti obroka. Nakon prilagodbe prema
dobi, spolu i ITM i dalje je nadena neovisno niza koncentracija A FGF-21 u
zdravih kontrolnih ispitanika u usporedbi s osobama sa SBT1. Nije nadena
neovisno niza koncentracija bazalnog FGF-21 u multivarijatnoj statistici izmedu
te dvije skupine.

Do sada je opisano samo jedno istraZivanje o koncentraciji FGF-21 u osoba sa
SBT1. Prikazani rezultati su djelomiéno u skladu s rezultatima Kineza (240).
Njihovi ispitanici sa SBT1 (N=76) su imali veéi medijan bazalne koncentracije
FGF-21, medutim oni su u istrazivanje ukljucivali ve¢inom Zene mlade Zivotne
dobi s novodijagnosticiranom SBT1 uz odrZanu rezidualnu B-staniénu funkciju
gusterade. Nasi ispitanici sa SBT1 su bili C-peptid negativni $to moze biti
razlogom puno nizih bazalnih koncentracija FGF-21 u prikazanim rezultatima,
budu¢i da se i FGF-21 Iuci i iz gusSteraCe. U dosadasnjim istraZivanjima je
pretpostavka da je autoimuno unistenje gusteraCe te posljedicno smanjena
proizvodnja FGF-21 odgovorna za nize koncentracije FGF-21 u osoba sa SBT1.
Kinezi opisuju inverznu povezanost izmedu koncentracije FGF-21 s
protutijelima na stanice gusteraCe $to mi ne mozemo potvrditi, medutim njihovi
ispitanici su bili puno mlade dobi s novodijagnosticiranom SBT1, dok nas nemali
broj ispitanika nema uopce pozitivna protutijela na gusteraCu zbog duljine
trajanja SB.

U nasSih zdravih kontrolnih ispitanika vjerojatno postoji fizioloski obrazac lu€enja
FGF-21. Opisano je da tijekom gladovanja, u metaboli¢koj krizi, SMK poti¢u
luCenje FGF-21. Vjerojatno je to razlog normalno veéih bazalnih koncentracija
FGF-21 u zdravih kontrolnih ispitanika. Medutim nakon obroka, kada se smaniji
koncentracija SMK nema viSe dodatnog podrazaja za IuCenje FGF-21.
Metaboli¢ka kriza (190), odnosno gladovanje u ovom slucaju, je najveci poticaj
za luCenje FGF-21, Sto je upravo pokazano u naSih zdravih kontrolnih
ispitanika.

U osoba sa SBT1 nema fiziolo§kog obrasca smanjenja FGF-21 nakon obroka,

ve¢ koncentracija FGF-21 ostaje gotovo jednaka bazalnim koncentracijama.
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Koliko znamo, za sada nije radeno istraZivanje koje usporeduje bazalne i
postprandijalne koncentracije FGF-21 te odgovor FGF-21 na hranu u osoba sa
SBT1, pa rezultate ne mozemo usporediti s dosada$njima. Istodobno to ovdje
dobivene rezultate ¢ini pionirskima, Sto im daje dodatno znacenje u svjetlu
vrijednosti istrazivanja.

Dosada$nja istrazivanja pokazuju velike varijacije u koncentraciji FGF-21 i u
zdravih i u osoba sa SB, za koje pretpostavljaju da najvise ovise o koncentraciji
SMK, koje su najveci poticaj za njegovo luCenje. Velik je referentni raspon FGF-
21 u zdravih kontrolnih ispitanika (200-202) Sto se mozZe potvrditi i u nasem
istrazivanju. Paradoksno povisene koncentracije FGF-21 u osoba sa SBT2 i
drugim stanjima s IR vjerojatno se mogu pripisati kompenzacijskom lucenju ili
rezistenciji na FGF-21 (213, 214, 216), uz ostatnu endogenu B-staniénu funkciju
u tim stanjima. Buduc¢i da FGF-21 ima brojne zastitne metabolicke uinke, za
sada dokazane samo u eksperimentalnim modelima (229, 230), vjerojatno zbog
nizih endogenih koncentracija FGF-21 u osoba sa SBT1 ti uginci ne dolaze do
izrazaja, te bi terapija rekombinantnim FGF-21 kao i u Zivotinjskim modelima
imala svoju ulogu.

U prikazanom istrazivanju je nadena veca bazalna koncentracija FGF-21 u
Zena sa SBT1 u odnosu na muskarce, ali samo u univarijatnoj statistici. Koliko
znamo do sada nije opisivana razlika u koncentraciji FGF-21 s obzirom na spol
u osoba sa SBT1. Mozda je razlika u spolnim hormonima odgovorna za razligite
koncentracije ovog hormona ili je moguce razlika u koncentraciji hormona s
obzirom na spol usko specificno vezana uz patologiju bolesti, ovdje SBT1.
Dosada$nja istrazivanja o FGF-21 s obzirom na spol u drugim stanjima koja
nisu SB su razli¢ita, medutim, veéinom nije bilo razlike u koncentraciji FGF-21 s
obzirom na spol (203), a u jednom je istrazivanju opisana niza bazalna
koncentracija u zdravih Zzena u odnosu na zdrave muskarce (204), dok je u
novijem istrazivanju viSa koncentracia FGF-21 u Zena objaSnjena viSom
koncentracijom triglicerida (205). U na$ih zdravih kontrolnih ispitanika nije

nadena razlika u koncentraciji FGF-21 s obzirom na spol.
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6.9. Povezanost GLP-1i FGF-21 s dobi,vtrajanjem SBT1, ITM,
OS i krvnim tlakom u ispitanika sa SBT1

Prikazana je razlika u postprandijalnoj koncentraciji aGLP-1 s obzirom na
trajanje SBT1. Naime osobe s kra¢im trajanjem SBT1 imale su veéu
postprandijalnu koncentraciju aGLP-1. Nije nadena povezanost koncentracija
GLP-1i FGF-21 s dobi, ITM i OS u osoba sa SBT1.

U dosadasnjim istrazivanjima o GLP-1 postoje izvjeS¢a o nizim koncentracijama
GLP-1 u osobama sa SBT2 starije dobi te duljeg trajanja bolesti (119, 120).
Takoder postoje istrazivanja u osoba sa SBT2 koja opisuju negativnu
povezanost ITM s postprandijalnom koncentracijom GLP-1 (119, 121). Callan
je, medutim, nedavno u sustavhom pregledu pokazao da ITM nije prediktivni
gimbenik luenja GLP-1 u osoba sa SBT2 (118). U osoba sa SBT1 razli¢ita su
izvjeS¢a o povezanosti duljine trajanja bolesti s koncentracijom GLP-1. Moguce
je da s trajanjem SBT1 dolazi do isrcpliena L-stanica tankog crijeva te manje
moguénosti luenja GLP-1 (118, 122). U SBT2 mijenja se profil luéenja GLP-1
tijekom progresije bolesti, a mozda postoji sliéan obrazac i u osoba sa SBT1.

U dosadas$njim istrazivanjima o koncentraciji FGF-21, najviSe za sada u osoba
sa SBT2 i/ili IR, opisuje se pozitivha korelacija izmedu FGF-21 s pretilodéu i ITM
(213, 217, 222), mada postoje i istrazivanja u kojima nisu nasli povezanost
izmedu FGF-21 s mjerama pretilosti (186, 225, 226). Do sada u osoba sa SBT1
nije opisana povezanost koncentracije FGF-21 s mjerama pretilosti, duljinom
trajanja bolesti i dobi. U ovom istraZivanju ispitanici sa SBT1 su imali medijan
trajanja SBT1 dulji u usporedbi s novodijagnosticiranim osobama sa SBT1 u
Kineza (240), te su ispitanici u ovom istrazivanju imali nizu koncentraciju FGF-
21 od kineskih ispitanika, Sto bismo mozda mogli povezati s trajanjem bolesti i
dobi. Medutim, njihovi su ispitanici bili manjeg ITM, Sto bi govorilo protiv

povezanosti koncentracije FGF-21 s ITM.

6.10. Zaklju€ak rasprave

Prikazano istrazivanje je provedeno s cillem saznavanja o endogenim
koncentracijama GLP-1 (uGLP-1 i aGLP-1) i FGF-21 i njihovom medusobnom

odnosu te utvrdivanja povezanosti koncentracija GLP-1 i FGF-21 u krvi s
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regulacijom  glikemije, lipidemijom i postojeCim  mikrovaskularnim
komplikacijama u osoba sa SBT1. Takoder je cilj bio ispitati povezanost ova dva
hormona s IR (mjerenu pomocu eGDR), koja je temeljni patofizioloski ¢imbenik
MS te neovisni rizicni Cimbenik razvoja mikrovaskularnih komplikacija (55-60) te
ispitati povezanost GLP-1 i FGF-21 s prevalencijom MS u osoba sa SBT1,
buduc¢i da je ucCestalost MS predskazatelj kroni¢nih komplikacija u osoba sa
SBT1 (67). Dosadasnja istrazivanja u opc¢oj populaciji te u osoba sa SB,
ve¢inom SBT2, su pokazala da GLP-1 i FGF-21, odnosno njihovi analozi,
smanjuju IR te da posjeduju antihiperglikemijske i antilipidemijske ucinke (79,
87-90), (191-193), (196, 197). Mozda bismo terapijom GLP-1 i FGF-21
analozima u osoba sa SBT1, uz postojec¢u inzulinsku terapiju, mogli pridonijeti
boljoj glikemiji, lipidemiji te smanjenju IR (110, 130-133, 208), a na taj nacin
sprijeCiti nastanak mikrovaskularnih komplikacija. U eksperimentalnim
istrazivanjima primjena GLP-1 agonista poveéava aktivhost FGF-21 te na taj
nacin poboljSava 10 (238). Zbog navedenoga, proucili smo takoder medusobni
odnos endogenih koncentracija GLP-1 i FGF-21. S obzirom na dosada$nje
dvojbene spoznaje o koncentracijama GLP-1 i FGF-21 u osoba sa SBT1 (137,
138, 140), (240), izmjerili smo koncentracije navedenih hormona i u zdravih
kontrolnih ispitanika. Proucili smo postoji li razlika u koncentraciji navedenih
hormona izmedu ispitanika sa SBT1 i zdravih kontrolnih ispitanika. Temeliem
navedenoga mogli bismo pretpostaviti ima li u buduénosti mjesta terapiji GLP-1
i FGF-21 analozima u osoba sa SBT1, naravno uz postojeéu inzulinsku terapiju.
Ispitana je takoder povezanost GLP-1 s koncentracijom glukagona, buduci da je
opisano da u osoba sa SBT1 terapija GLP-1 analozima smanjuje glikemiju
djelujuéi na lu€enje glukagona (145-147). Zbog moguceg djelovanja egzogenog
inzulina na koncentracije GLP-1 i FGF-21 (155-157), (241, 242), za sada jo$
uvijek dvojbenoga, ispitana je povezanost ova dva hormona s inzulinskom
terapijom u osoba sa SBT1. U navedeno su istraZivanje ukljuceni su ispitanici
sa SBT1 koji nisu imali svog endogenog inzulina, kako bi uzorak bio homogeniji
te kako bismo mogli otkloniti mogucéi utjecaj endogenog inzulina na
koncentracije mjerenih hormona. U svih ispitanika mjerene su koncentracije

hormona nataste i postprandijalno. Zbog financijskih, ali i tehnickih ogranicenja,
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nismo bili u mogucnosti mjeriti koncentraciju SMK u krvi nasih ispitanika, kao
niti koncentracije hormona u duplikatu, Sto bi sigurno dalo vecu vjerodostojnost
rezultatima naSeg istrazivanja. Svi su ispitanici bili odrasli, iste rase, bez
znacajne razlike u spolnoj zastupljenosti, iz istog zemljopisnog podrucja, i svi su
kontrolirani u jednom sredistu s ujednacenim pristupom lijeCenja. Ovi se
rezultati stoga uvjetno mogu smatrati specificnima za srediSte. Usporedujudi
karakteristike naSe skupine ispitanika sa SBT1 s nacionanim pokazateljima
(Poljicanin T. Sprega debljine i Secerne bolesti: magistarski rad. Zagreb:
Prirodoslovno-matematicki fakultet; 2004.) gdje je bilo uklju¢eno 1503 osoba sa
SBT1, 480 muskaraca, medijana dobi 35 godina, trajanja SBT1 14 godina i ITM
24 kg/m?, zakljuéujemo da su nasi ispitanici bili sli¢hog medijana dobi SBT1 (37
godina), duljeg trajanja bolesti (22 godine medijan) te istog ITM (24 kg/m?), $to
Cini reprezentativan uzorak. Nismo u moguc¢nosti zaklju€ivati o uzrocnoj
povezanosti nasih rezultata, buduc¢i da se radi o presjeCnom istrazivanju. Veci
broj ispitanika bi dao pouzdanije zakljucke o povezanosti koncentracija GLP-1 i
FGF-21 s navedenim obiljezjima u ovoj populaciji, i s etnickog gledista i s
gledista ove specifiCne vrste ispitanika. Buduéi da ta takva velika populacijska
istrazivanja opc¢enito nedostaju, ne samo za ovo etnicko i rasno podrucje nego
za bilo koje, tada je opravdano komentiranje nasSih rezultata u usporedbi s
drugim objavljenim izvje$¢ima na takoder manjim uzorcima ispitanika.

Rezultati prikazanog istrazivanja djelomi¢no potvrduju postavljenu hipotezu, a
djelomi¢no ne dokazuju. Nadena je devijacija bazalnih koncentracija GLP-1 i
FGF-21 oboljelih od SBT1 u odnosu na zdrave ispitanike. Neovisno snizen
bazalni GLP-1 u osoba sa SBT1 potvrduje moguéu korist od primjene
inkretinske terapije u osoba sa SBT1. Zbog jake postprandijalne pravilnosti
promjene ukupnog i aktivnog GLP-1 u zdravih kontrolnih ispitanika, ¢ak i u tako
malog broja, moZzemo svakako zakljuCiti da je metoda mijerenja ispitivanih
hormona pravilna. Ta pravilnost promjene GLP-1 se u osoba sa SBT1 gubi jer
je korelacija puno manje snage. Zbog neproporcionalnog odnosa u osoba sa
SBT1 izmedu hormona koji upuéuje na sekretornu sposobnost crijeva (UGLP-1)
te hormona koji upucCuje na pravu aktivnost u organizmu (aGLP-1) bit ¢e

vjerojatno kompliciranije izraCunati kolika je to doza GLP-1 analoga potrebna za

133



Karin Zibar, 2015.: ,Povezanost plazmatske koncentracije GLP-1 i FGF-21 s regulacijom glikemije, lipidemijom i mikrovaskularnim
komplikacijama u bolesnika sa SBT1“

farmakolo$ki u€inak hormona ekvivalentan fizioloSkomu. SniZeni bazalni FGF-
21 u osoba sa SBT1 upuéuje na moguéu pozitivnu korist od terapije
rekombinantnim FGF-21. Danas se ve¢ izraduju farmakoloski patenti FGF-21 u
svrhu lijecenja IR, pretilosti i SBT2. Naravno potrebna su dodatna klinicka
istraZivanja za potvrdu istoga u osoba sa SBT1. Trebalo bi napraviti i dodatno
istrazivanje u zdravih kontrolnih ispitanika da se vidi ima li odgovor FGF-21 na
hranu (A) mjesto u (pato)fiziologiji metabolizma glukoze i lipida ili je to samo
sluéajan nalaz u nasem istrazivanju. U prikazanom istraZivanju osoba sa SBT1
nadene su opreCne endogene koncentracije GLP-1 i FGF-21 s obzirom na
glikemiju i HbA1c, kao Sto je i bilo pretpostavljeno u hipotezi istrazivanja, a bez
obzira Sto su oba hormona metabolicki zastitna u pogledu glikemije. U ovako
specificnoj ispitivanoj skupini jo§ mnogi ucinci nisu do kraja jasni. Istrazivanje
nije potvrdilo povezanost izmedu koncentracije GLP-1 i FGF-21 s dijabetiCkom
retinopatijom i nefropatijom, dok je nadena odredena povezanost s dijabetiCkom
neuropatijom. Temeljem rezultata prikazanog istrazivanja s velikom se
vjerojatnoS¢u moze zaklju€iti da GLP-1 i FGF-21, svaki za sebe, a i u
medudjelovanju zajedno, imaju znadajnu ulogu u patofiziologiji SBT1 te je
mogu¢ bududi terapijski doprinos uz postojecu inzulinsku terapiju. Istrazivanje
GLP-1 i FGF-21 u osoba sa SBT1 polazi od pretpostavki utemeljenih na
dosadas$njim dvojbenim i rijetkim spoznajama i zavrSava rezultatima koji te
dvojbe u nekim aspektima rasvjetljavaju, a u nekima produbljuju. Otkrivaju se i
neke nove znacajne spoznaje o koncentracijama GLP-1 i FGF-21 u osoba sa
SBT1. Rjeenje bi dale velika prospektivna multicentriéna istraZivanja u osoba
sa SBT1 ujednadenih kriterija i nacrta, uz uvazavanje svih do sada nadenih

izvora i iskrivljenja.
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7. ZAKLJUCCI

Za sada nema objavljenih usporedivih podataka o koncentracijama,
povezanosti i medusobnom odnosu GLP-1 (uGLP-1 i aGLP-1) i FGF-21 u
osoba sa SBT1 u hrvatskoj populaciji. U prikazanom istrazivanju djelomiéno se
potvrduje postavljena hipoteza istrazivanja, dok pojedine tvrdnje ovim

istraZivanjem nisu dokazane.

1. Visa koncentracija bazalnog i postprandijalnog uGLP-1 je bila povezana s
nizom glikemijom nataste, dok je bazalni uGLP-1 i u multiploj linearnoj regresiji
neovisno o dobi, ITM i trajanju SBT1 bio povezan s glikemijom nataste. Ovi
rezultati su sukladni pozitivnom terapijskom ucinku GLP-1 analoga na regulaciju
glikemije. Za sada, ovi rezultati postavljaju preliminarne temelje mogucoj

farmakolo$koj terapiji bolesnika sa SBT1 zasnovanoj na GLP-1.

2. ViSa koncentracija postprandijalnog uGLP-1 je bila povezana s nizom
koncentracijom ukupnog kolesterola neovisno o dobi, trajanju SBT1 te terapiji
statinom. ViSa koncentracija ukupnog i aktivnog GLP-1 je bila povezana s nizim
koncentracijama HDL i LDL kolesterola, iako samo u univarijatnoj analizi.
Postprandijalne vrijednosti GLP-1 su pokazale jau povezanost s parametrima
lipidemije. Na temelju navedenoga zaklju€ujemo da GLP-1 ima povoljan u€inak
na lipidemiju, pa se to mozZe oCekivati i od GLP-1 analoga; Sto je joS jedan od

razloga za vaznost primjene inkretinske terapije u osoba sa SBT1.

3. ViSa koncentracija GLP-1 nije bila povezana s nizom prevalencijom
dijabetiCke nefropatije i dijabetiCke retinopatije. Visa koncentracija bazalnog
aGLP-1 je bila povezana s nizom prevalencijom dijabetiCke neuropatije,
medutim graniCne statisticke znacajnosti. Nadena je znaCajna razlika u
koncentraciji GLP-1 s obzirom na razliCite podvrste dijabetiCke neuropatije.
Osobe koje su imale simetricnu neuropatiju su imale nizu bazalnu koncentraciju

aGLP-1 u odnosu na osobe bez neuropatije te osobe koje su pripadale kvartili s
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najnizom koncentracijom bazalnog aGLP-1 su imale najveéu uclestalost

dijabetiCke neuropatije.

4. Nadena je pozitivna povezanost izmedu bazalnog FGF-21 s HbA1c (niZa
koncentracija FGF-21 je bila povezana s boljom regulacijom glikemije), iako
nedovoljno statistiCki znacajno u univarijatnoj statistici. Medutim, u multiploj
linearnoj regresiji koncentracija bazalnog FGF-21 je bila statistiCki znaCajno
povezana s HbA1c neovisno o dobi. Do sada, koliko je poznato prema pregledu
objavljenih izvjeS¢a, nije opisivana povezanost koncentracije FGF-21 s
regulacijom glikemije u osoba sa SBT1 te ée biti potrebna daljnja istraZivanja da

potvrde ili ospore nase rezultate.

5. Koncentracija FGF-21 nije pokazala jasnu povezanost s parametrima
lipidemije. Jedino je nadena pozitivha povezanost izmedu bazalne koncentracije
FGF-21 s HDL3 kolesterolom te izmedu postprandijalne koncentracije FGF-21 s
HDL i HDL3 kolesterolom. U zdravih kontrolnih ispitanika takoder nismo nasli
povezanost FGF-21 s parametrima lipidemije Sto bi uputilo na to da je FGF-21
ireleventan za lipidemiju u ljudi. Medutim potrebne su takoder klinicke studije
koje ¢e ispitati uginak FGF-21 na lipidemiju u osoba sa SBT1 u nepresjeénom

modelu.

6. Niza koncentracija FGF-21 nije bila povezana s nizom prevalencijom
dijabetiCke nefropatije i dijabetiCke retinopatije. Nadena je razlika u koncentraciji
FGF-21 s obzirom na razli€ite podvrste dijabetiCke neuropatije. U skupini osoba
koja je imala poveéanu 1O, nadena je veca koncentracija FGF-21 u osoba s
drugim stupnjem dijabetiCke polineuropatije u odnosu na osobe s pocetnim ili

prvim stupnjem dijabetiCke neuropatije.

7. Nije nadena povezanost koncentracija GLP-1 s FGF-21 niti u osoba sa SBT1
niti u zdravih kontrolnih ispitanika. U muskaraca sa SBT1 postoji pozitivha
korelacija izmedu bazalne koncentracije uGLP-1 s nataste i postprandijalnom

koncentraciiom FGF-21. U Zena sa SBT1 nije nadena takva povezanost.
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Takoder u osoba s IR postoji povezanost izmedu bazalne koncentracije uGLP-1
s postprandijalnom koncentracijom FGF-21. U zdravoj kontrolnoj skupini nije
bilo povezanosti ovih hormona ni u jednog spola. Do sada nije ispitivana
povezanost izmedu endogenih koncentracija GLP-1 s FGF-21 niti u zdravih
ispitanika niti u osoba sa SBT1, tako da je svaki rezultat vrijedan paznje. Nasi

rezultati opisuju samo povezanost ova dva hormona, a nikako uzro¢nu vezu.

8. Nije nadena povezanost GLP-1 s eGDR, odnosno IR u osoba sa SBT1.
Nadena je povezanost izmedu koncentracije uGLP-1 s prisutnosti MS u osoba
sa SBT1 definiranog prema NCEP:ATP Ill kriterijima. Osobe koje imaju MS su
imale vele koncentracije postprandijalnog uGLP-1 te A uGLP-1. Takoder
gledajuci navedene koncentracije hormona s obzirom na broj prisutnih kriterija
MS, nadena je veca koncentracija postprandijalnog uGLP-1 i A uGLP-1 u osoba
koje su imale tri kriterija u odnosu na osobe s jednim prisutnim kriterijem MS.
Veéi uGLP-1 u osoba sa SBT1 i MS, §to je pokazano ranije i u osoba bez SB,

upuéuje na moguéu ,GLP-1 rezistenciju” u osoba sa SBT1.

9. Nije nadena povezanost izmedu koncentracija glukagona s GLP-1, niti u
osoba sa SBT1 niti u zdravih kontrolnih ispitanika. Prikazane endogene
koncentracije GLP-1 su vjerojatno toliko niske da nisu u stanju bez dodatne

pomoci izvana djelovati na koncentraciju glukagona.

10. Nije nadena povezanost koncentracija GLP-1 s ukupnom dnevnhom dozom,
bolus i/ili bazalnim inzulinom. Opisana je znafajna povezanost hormona s
inzulinom u osoba s IR, §to moZze biti predskazatelj da je jaCa povezanost u onih

osoba sa SBT1 koje trebaju vise inzulina za jednaki u¢inak na glikemiju.

11. Osobe s vecom koncentracijom FGF-21 imale su vecu inzulinsku 10, prema
vrijednosti eGDR. To potvrduje vec ranije navedenu Cinjenicu da je izgleda 10 u
osoba sa SBT1 ta koja pogoduje veéoj endogenoj koncentraciji FGF-21. Ne

mozemo rezultate usporediti s drugim ispitanicima sa SBT1 jer nisu istrazivani,
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ali mozemo reci da su rezultati opre¢ni dosadasnjim saznanjima o FGF-21 i IR

u osoba sa SBT2. Moguée je da patofiziologija SBT1 igra ulogu u tome.

12. Postprandijalna koncentracija FGF-21 je pozitivho korelirala s bazalnom
vrijednosti glukagona. Do sada je jedno istrazivanje opisalo da primjena

glukagona u zdravih i osoba sa SBT1 povisuje koncentraciju FGF-21.

13. Nije nadena povezanost koncentracija FGF-21 s ukupnom dnevnom dozom,

bolus i/ili bazalnim inzulinom.

14. U osoba sa SBT1 koje su imale MS prema vrijednosti eGDR u ROC analizi
nadena je pozitivna korelacija izmedu bazalne koncentracije uGLP-1 s
postprandijalnom koncentracijom FGF-21. Moze biti da osobe koje imaju IR,
odnosno MS pokazuju bolju povezanost ova dva hormona. Takoder u istih ljudi
postprandijalna koncentracija uGLP-1 te odgovor uGLP-1 (A) znacajno
negativno koreliraju s dozom inzulina. To je sukladno Cinjenici da egzogeni
inzulin u osoba sa SBT1 inhibira lu¢enje GLP-1 pojadavajuéi aktivnost DPP-IV
enzima. U osoba koje nisu imale MS prema vrijednosti eGDR u ROC analizi,
nadena je negativna korelacija izmedu postprandijalne koncentracije uGLP-1 s
lipidemijom, gdje je najjaca povezanost bila izmedu postprandijalnog uGLP-1 s
LDL kolesterolom Sto je dodatna potvrda o povoljnom ucinku GLP-1 na
lipidemiju. Nadena je povezanost koncentracije FGF-21 s HDL kolesterolom u
osoba bez MS Sto upucuje na moguci povoljan u€inak FGF-21 na parametre

lipidemije u osoba s povisenom IO.

15. Osobe sa SBT1 su imale nize bazalne koncentracije uGLP-1 i aGLP-1
neovisno o dobi, spolu i ITM u odnosu na zdrave kontrolne ispitanike, medutim,
nije bilo razlike u postprandijalnim koncentracijama navedenih hormona, niti u
odgovoru GLP-1 na hranu izmedu osoba sa SBT1 i zdravih kontrolnih
ispitanika. Snizene bazalne koncentracije uGLP-1 i aGLP-1 u osoba sa SBT1
potvrduju moguéu korist primjene inkretinske terapije u osoba sa SBT1, uz

postojecu inzulinsku terapiju. Porasla je koncentracija uGLP-1 i aGLP-1 u 30-toj
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minuti u osoba sa SBT1 i u zdravih kontrolnih ispitanika $to potvrduje fizioloki
poticaj za luCenje GLP-1 nakon unosa hrane u obje skupine ispitanika te
upucuje na moguéi jos veci postprandijalni skok GLP-1 u osoba sa SBT1 uz
uvjet da su vece bazalne koncentracije, odnosno da unesemo GLP-1 izvana.
Nema razlike u postprandijalnom odgovoru GLP-1 u odnosu na broj unesenih
kalorija za doruCak izmedu razliCitih ispitanika, mozda zbog manjeg postotka
masti u hrani nasSih ispitanika ili zbog toga Sto nije gledana razlika u
koncentracijama hormona u istih osoba s obzirom na razli€itu kalorijsku
vrijednost obroka. U obje skupine ispitanika izmjerena je niza bazalna i
postprandijalna koncentracija uGLP-1 i aGLP-1 u usporedbi s dosadasnjim
objavljenim istraZivanjima u osoba sa SBT1. U dosadanjim istrazivanjima
uporabljeni su razli€iti postupci i reagensi za mjerenje hormona, $to su za sada,
uz pojedinacne karakteristike ispitanika, trajanje bolesti, vrstu i dozu inzulinske
terapije, jedini moguci razlog razli€itim koncentracijama GLP-1 izmedu razli€itih
istraZivanja. U osoba sa SBT1 i u zdravih kontrolnih ispitanika nadena je
pozitivha korelacija izmedu ukupnih vrijednosti GLP-1 s aktivnim vrijednostima
GLP-1, dok je snaga korelacije bila ve¢a u zdravih kontrolnih ispitanika.
Navedeni rezultat upucuje na ispravnost metode mjerenja GLP-1 u naSih
ispitanika. Muskarci su imali veCe koncentracije uGLP-1 0', uGLP-1 30' te A
uGLP-1 od Zena u univarijatnom modelu te vecu koncentraciju uGLP-1 30'
neovisno o dobi, trajanju bolesti i OS/OB. Na temelju dobivenih rezultata, moze
se zakljugiti da su muskarci sa SBT1 mozda bolji kandidati za daljnja
istrazivanja u vezi s mogucom terapijom lijekovima koji djeluju putem GLP-1 te
da ée mozda trebati razli€it pristup terapiji. U zdravih kontrolnih ispitanika nije

nadena razlika u koncentraciji GLP-1 s obzirom na spol.

16. Osobe sa SBT1 su imale nizu bazalnu koncentraciju FGF-21 u odnosu na
zdravu kontrolnu skupinu te nisu imale postprandijalno sniZzenje koncentracije
FGF-21. Kontrolna skupina zdravih ispitanika je imala jasan postprandijalni pad
koncentracije FGF-21, odnosno negativan odgovor FGF-21 nakon obroka (A)
koji je bio nizi od osoba sa SBT1 neovisno o dobi, spolu i ITM. Nije bilo

povezanosti izmedu doze inzulina s koncentracijom FGF-21 Sto bi znacilo da
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egzogeni inzulin u nasem istraZivanju vjerojatno nema ucinka na koncentraciju
FGF-21, buduci da osobe nisu imale endogenog inzulina jer su bile C-peptid
negativne. Koncentracija FGF-21 u nasih ispitanika nije ovisila o kalorijskoj
vrijednosti obroka. Veca bazalna koncentracija FGF-21 nadena je u Zena sa
SBT1 u odnosu na muskarce. Koliko znamo do sada nije opisivana razlika u
koncentraciji FGF-21 s obzirom na spol u osoba sa SBT1. U zdravih kontrolnih
ispitanika nije nadena razlika u koncentraciji FGF-21 s obzirom na spol. Mozda
je razlika u spolnim hormonima odgovorna za razliCite koncentracije ovog
hormona ili je moguce razlika u koncentraciji hormona s obzirom na spol usko

specifi€no vezana uz patologiju bolesti, ovdje SBT1.
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8. SAZETAK

Cilj. Ispitati povezanost koncentracija peptida 1 sli¢nog glukagonu (GLP-1) i
Cimbenika rasta fibroblasta-21 (FGF-21) s glikemijom, lipidemijom i
mikrovaskularnim komplikacijama u osoba sa $e¢ernom bolesti tipa 1 (SBT1).
Analizirati meduodnos GLP-1 i FGF-21 te ispitati povezanost GLP-1 i FGF-21 s
inzulinskom rezistencijom (IR), metabolickim sindromom (MS), glukagonom i
dnevnom dozom inzulina. Usporediti koncentracije GLP-1 i FGF-21 izmedu
osoba sa SBT1 i zdravih kontrolnih ispitanika.

Metode i ispitanici. U 30 osoba sa SBT1 te 10 zdravih ispitanika izmjerene su
plazmatske koncentracije GLP-1 i FGF-21 postupkom ELISA. Podaci su
analizirani pomocu statistickog programa SPSS 15.0, a znacajnost je
prihvacena na razini P<0,05.

Rezultati. ViSa koncentracija GLP-1 je bila statisticki znacCajno neovisno
povezana s nizom glikemijom nataste te s niZom koncentracijom ukupnog
kolesterola. Visa koncentracija GLP-1 nije bila povezana s nizom prevalencijom
dijabetiCke nefropatije i dijabetiCke retinopatije, a bila je povezana s nizom
prevalencijom dijabetiCke neuropatije. Niza koncentracija bazalnog FGF-21 je
bila statistiCki znaCajno neovisno povezana s boljom regulacijom glikemije.
Koncentracija FGF-21 nije bila povezana s parametrima lipidemije. Niza
koncentracija FGF-21 nije bila povezana s nizom prevalencijom dijabetiCke
nefropatije i dijabetiCke retinopatije, medutim, nadena je razlika u koncentraciji
FGF-21 s obzirom na razliCite stupnjeve dijabetiCke neuropatije, a istodobno
ovisno i o inzulinskoj osjetljivosti (10). U bolesnika s veéom 10 visi stupan;j
dijabetiCke neuropatije bio je pracéen vecom koncentracijom FGF-21. Nije
nadena povezanost GLP-1 s FGF-21 ni GLP-1 s glukagonom. Postprandijalni
FGF-21 je pozitivno korelirao s bazalnom vrijednosti glukagona. Statisticki
znacajno veéi GLP-1 naden je u osoba s MS. Osobe s ve¢om koncentracijom
FGF-21 imale su statistiCki znacajno vec¢u 10. Nije nadena povezanost GLP-1 i
FGF-21 s dnevnom dozom inzulina. Osobe sa SBT1 su imale statisticki
znacCajno nize bazalne koncentracije GLP-1 i FGF-21 u odnosu na zdrave

kontrolne ispitanike.
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Zaklju€ak. Veca koncentracija GLP-1 je bila neovisno povezana s nizom
glikemijom nataste te s nizom koncentracijom ukupnog kolesterola. Niza
koncentracija FGF-21 je bila povezana s boljom regulacijom glikemije, dok nije
bila povezana s boljim lipidnim proflom. Nadena je devijacija bazalnih
koncentracija GLP-1 i FGF-21 oboljelih od SBT1 u odnosu na zdrave ispitanike.
Temeljem rezultata prikazanog istrazivanja s velikom se vjerojatnoS¢u moze
zakljugiti da GLP-1 i FGF-21 imaju znad&ajnu ulogu u patofiziologiji SBT1. Stoga
je uz postojecCu inzulinsku terapiju mogu¢ na njima temeljen bududi terapijski

doprinos i u osoba sa SBT1.
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9. SUMMARY

The relationship of plasma concentrations of glucagone-like peptide 1 and
fibroblast growth factor-21 with glucoregulation, lipidemia and
microvascular complications in diabetes mellitus type 1 individuals. Karin
Zibar, 2015.

Aim. To examine relationship of glucagon-like peptide 1 (GLP-1) and fibroblast
growth factor- 21 (FGF-21) with glycemia, lipidemia and microvascular
complications in type 1 diabetes mellitus (T1DM) patients. To analyze mutual
relation between GLP-1 and FGF-21 and to examine relationship of GLP-1 and
FGF-21 with insulin resistance (IR), metabolic syndrome (MS), glucagon and
daily insulin dosage, respectively. To compare GLP-1 and FGF-21
concentrations between T1DM patients and healthy controls, respectively.
Materials and methods. In 30 T1DM patients and 10 healthy controls GLP-1
and FGF-21 concentrations were measured by ELISA. Data were analyzed by
SPSS 15.0 with statistical significance at P<0.05.

Results. Higher GLP-1 was statistical significantly independently related to the
lower fasting glycaemia and lower total cholesterol concentration, respectively.
Higher GLP-1 was not related to the lower diabetic nephropaty or diabetic
retinopathy prevalence, respectively, but it was related to the lower prevalence
of diabetic neuropathy, at marginal significance level. Lower basal FGF-21 was
statistical significantly independently associated with better glycaemia control.
FGF-21 was not related to lipidaemia parameters. Lower FGF-21 was not
associated with lower diabetic nephropathy or diabetic retinopathy, respectively.
However, significant difference in FGF-21 was related to the different diabetic
neuropathy stages and insulin sensitivity (I1S), at the same time. Patients with
higher IS and more severe diabetic neuropathy stage had higher FGF-21. GLP-
1 concentration was not related to FGF-21 concentration and the GLP-1 was
not related to the glucagon concentration. Postprandial FGF-21 positively
correlated with basal glucagon. Statistical significantly higher GLP-1 was found
in patients with MS. Patients with higher FGF-21 concentrations had statistical

significantly better IS. GLP-1 and FGF-21 concentrations did not corelate with
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daily insulin dosage, respectively. TIDM patients had statistical significantly
lower basal GLP-1 and FGF-21 than healthy controls, respectively.

Conclusion. Higher GLP-1 concentration was independently related with lower
fasting glycaemia and with lower total cholesterol concentration, respectively.
Lower FGF-21 was associated with better glycaemia control, but not with better
lipid profile. Significant deviation of basal GLP-1 and FGF-21 was found in
T1DM patients in comparison with healthy controls. The results of the research
support an important role of GLP-1 and FGF-21 in the pathogenesis of T1DM.
Therefore, future therapy based on the hormones seems possible also in T1DM

patients, along with insulin therapy.
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