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1. UVOD

1.1. Akutna upala kao vitalna reakcija organizma i faze akutne upale

Upala je dio urodenog obrambenog mehanizma tijela protiv infektivnih ili neinfektivnih
¢imbenika s jasnim ciljem odrzanja funkcionalnog i strukturnog integriteta tkiva i organa
(Medzhitov 2021). Nespecifi¢na ili prirodena imunost prva je i glavna obrana organizma protiv
Stetnog utjecaja neke tvari ili mikroorganizma, te prva koja se aktivira i bez prethodnoga dodira s
tim antigenom (Mogensen 2009). Ona pruza otpornost protiv infekcije i u veéini slucajeva djeluje
djelotvorno s glavnim ciljem uklanjanja patogenih mikroorganizama, iako moZze usmyjeriti 1
pojacati specificnu imunost tako da ona bude optimalno djelotvorna protiv odredenog patogena
(Vivier i Malissen 2005). Za razliku od specifi¢ne imunosti, prirodena imunost putem svojih
receptora specifino prepozna "molekularne uzorke" izrazene na povrSini patogenih bakterija,
virusa i gljivica, (PAMP, eng. Pathogen-associated molecular patterns) (Kim i sur., 2016). Dalje
interakcijom receptora i mikrobnih  molekularnih uzoraka, dolazi do aktivacije neutrofila,
makrofaga, komplementa, ¢ime se pospjeSuje fagocitoza i stimulira produkcija interferona kao

vaznog efektorskog mehanizma prirodene imunosti (Lentsch i Ward 2000).

Mehanizam nastanka i faze akutne upale dobro su poznate, a kljuéni dogadaj u nastanku upalne
reakcije podrazumijeva migraciju stanica leukocita iz malih krvnih zila na mjesto infekcije ili
ozljede prac¢eno vazodilatacijom i istjecanjem plazme. Vaskularne endotelne stanice u pocetku
bubre, zatim se kontrahiraju kako bi se povecao prostor izmedu njih, ¢ime se povecava
propusnost vaskularne barijere, a cjelokupni proces reguliran je kemijskim medijatorima.
Eksudacija tekucine dovodi do gubitka tekucine iz vaskularnog prostora u intersticijski prostor,
Sto rezultira nastankom lokalnog edema. Nakupljanje tekucine u intersticiju, djeluje kao medij
kroz koji upalni proteini kao $to su komplement i imunoglobulini mogu migrirati §to zauzvrat
pojacava upalnu reakciju (Varela i sur., 2018). Kratko vrijeme nakon $to zapo¢ne upalni odgovor,
aktivira se program za rjeSavanje upale s glavnim ciljem popravka oStec¢enog tkiva. Da bi proces
razvoja akutne upale tekao koordinirano, dolazi do promjene u biosintetskim putevima,
ukljucujuéi procese proliferacije, diferencijacije i programirane stani¢ne smrti (apoptoze) (Serhan

i Levy 2018). Kada intenzitet lokalne upalne reakcije postane veci, aktivira se i sustavni upalni



odgovor pracen mobilizacijom upalnih i imunosnih stanica ko$tane srzi, dolazi do povecane
sinteze proteina akutne faze u jetri, aktivacije neuroendokrinog odgovora na stres i promjene u
metaboli¢kim putovima (Varela i sur., 2018). Ove sustavne reakcije su samo privremene i imaju
zaStitnu ulogu. U stani¢noj fazi, neutrofili, makrofagi i NK-stanice (eng. Natural Killer) su
glavne efektorske stanice nespecifiéne imunosti (Raulet 2004; Germolec i sur., 2018). Dalje
aktivirani makrofagi luce proupalne citokine, ¢imbenik tumorske nekroze alfa TNF (eng. Tumor
necrosis factor-a), interleukin 1 (IL-1) i kemokine koji pospjeSuju upalnu reakciju i citokine
interferon y (IFNy), IL-12, IL-15 koji pospjeSuju predocivanje antigena glavnom sustavu tkivne
snoSljivosti MHC (eng. Major histocompatibility complex) i kostimulacijskih molekula, te
aktiviraju 1 usmjeruju razvoj adaptivne humoralne i stani¢ne imunosti. Aktivacija NK-stanica
ovisi o medureakciji brojnih inhibicijskih i aktivacijskih receptora i njihovih liganda (Raulet
2004).

1.2. Uloga citokina nespecifiéne imunosti u propagaciji upalne reakcije

Jasno je da aktivacija stanicnih 1 molekularnih dogadaja tijekom akutne upale nastoji
minimalizirati prijete¢u Stetu, i potaknuti obnovu tkiva kako bi se odrzala homeostaza. Ipak,
prekomjerno izlaganje vanjskim ili unutarnjim Stetnim agensima, dovodi do dugotrajne
stimulacije nespecificnog imunosnog sustava, §to za posljedicu ima kontinuirano lucenje u
cirkulaciju i okolna tkiva, pro-upalnih citokina i drugih upalnih medijatora kao $to su TNF- a, IL-
1B, IL-6, IL-8, IL-18 te interferon a (IFN-a).

Poznato je da su IL-1B i IL-1a prvi ¢lanovi obitelji citokina IL-1 koji su otkriveni, i koji imaju
proupalna svojstva, zbog Cega se istiCe amplificiraju¢a uloga IL-1 citokinske obitelji u
propagaciji upalne reakcije. Dugo se smatralo da cijela obitelj citokina IL-1 ima ulogu u
pojacavanju urodenog imunoloskog i1 upalnog odgovora, no tehnoloski napredak omogucio je
otkrice novih citokina iz ove obitelji s pro- i protuupalnim svojstvima (Dinarello CA 2018).
Takoder je utvrdeno i da ¢lanovi obitelji receptora IL-1 (IL-1R) sadrze i molekule koje djeluju

kao negativni regulatori stani¢ne signalizacije (Boraschi i sur., 2018).

Danas, nakon §to su sve molekule iz obitelji IL-1 identificirane i klasificirane prema jedinstvenoj
nomenklaturi, jasnija je uloga ovog signalnog sustava u mehanizmu samokontrole i finom

podesavanju proupalnih ucinaka, s glavnim ciljem oc€uvanja tkiva zahva¢enog upalom, od



nepotrebnih kolateralnih oSte¢enja i autoimunih reakcija (Fitzgerald i Kagan 2020). Tu se isticu
antagonisti receptora IL-1 i I1L-36 (IL-1Ra i IL-36Ra), supresorski citokini 1L-37 i IL-38, te
molekule koje inhibiraju receptore, kao Sto je IL-18 vezni protein (IL-18BP), a glavni zadatak im
je odrzavanje kontrole nad neobuzdanom upalnom reakcijom (Molgora i sur., 2016; Fitzgerald i
Kagan 2020). Brojne su kontrolne to¢ke duz IL-1 ovisnih unutarstani¢nih signalnih putova, u
kojima varijacije u koncentracijama supstrata ili promjene u komponentama mogu posluziti kao

ograni¢avajuci ¢imbenici i mogu inhibirati Sirenje proupalnih signala (Fitzgerald i Kagan 2020).

Vezanje citokina IL-1p ili IL-1o na njihov membranski IL-1R1 receptor u stanicama urodenog
imunoloskog sustava, dovodi do strukturnih promjena koje omogucuju koreceptorskoj molekuli
IL-1R3 da pristupi i formira funkcionalni tripartitni receptorski kompleks. Unutarstani¢na
signalizacija se odvija preko unutarstani¢nih domena ove dvije komponente receptora, koje su
strukturno sli¢ne unutarstanicnim domenama Toll-like receptorima, zbog ¢ega nazivaju Toll IL-
IR (TIR) domene. Kada se TIR domene priblize jedna drugoj, stvaraju se uvjeti za vezanje na
adaptersku molekulu MyD88, pri ¢emu ova molekula postaje fosforilirana i sposobna pokrenuti
kanonski aktivacijski signal za unustarstani¢ne kinaze (IRAK) (Dinarello CA 2018) (Slika 1). IL-
1B ima veliku ulogu u poticanju proupalnog puta, a ukljucuje proteine TRAF6 1 TAKI 1 IKK
kinaze, $to dovodi do aktivacije transkripcijskog faktora nuklearnog faktora kapa B (NF-kB), koji
ima kljuénu ulogu u regulaciji velikog niza gena ukljuenih u upalne i imunoloske odgovore

(Dinarello CA 2018) (Slika 1).

U konacnici, uloga obitelji citokina IL-1 zapravo je pojacati ili fino podesiti odgovor nespecifi¢ne
imunosti, posredovane odgovorom na antigene koje prepoznaju urodeni imunoloski receptori kao
Sto su Toll-like receptori (TLR). Oni su prikazani na povrsini urodenih imunoloskih stanica,
ukljuéujuci uglavnom makrofage, dendriti¢ke stanice i neutrofile, ili su smjesteni unutarstani¢no,
NLR obitelj receptora (eng. Nucleotide- binding domain leucine -rich repeat containing), koji
mogu formirati multiproteinske komplekse poznate kao inflamasomi (Slika 1) (Kelley i sur.,
2019). Oni pak dalje aktiviraju proteoliticke enzime kaspaze-1 $§to dovodi do konverzije
neaktivnih u aktivne oblike upalnih citokina (IL-1p, IL-18 i IL-33) te njihove povecane sekrecije
na mjestu upale. S obzirom da molekule obitelji IL-1 i TLR dijele sli¢ne funkcije u pruzanju
urodenog imunoloSkog odgovora, ova dva signalna sustava dijele istu grupu citosolnih TIR

domena, iz Cega je jasno vidljivo da proupalni citokini iz obitelji IL-1 mogu inicijalno pojacati



upalne signale generirane receptorima TLR (Slika 1) (Fitzgerald i Kagan 2020). Postoji jo$ jedan
vazan put pojacanja upale s produljenim ucincima, a ukljucuje nove transkripcije molekula
prekursora proupalnih citokina IL-1p i IL-18 i komponenti inflamasomskog receptora NLRP3
(Slika 1).
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Slika 1. Uloga obitelji citokina IL-1 u promociji upale

Preuzeto i prilagodeno prema Trtica Majnari¢ L., i sur., 2022.



1.3. Rezolucija upalne reakcije — konflikt s razvojem Kkroni¢ne upale

Definirano je nekoliko glavnih izvora kroni¢ne upale, koji osim upalnog odgovora na mikrobne
komponente, uklju¢uju i upalne procese povezane sa starenjem (eng. Inflammaging). To su prije
svega dugotrajna stimulacija receptora nespecificnog imunosnog sustava, i povrsinskih (kao $to
su Toll-like receptori) i unutarstani¢nih (kao $to su inflamasomi). | dalje kao stimulacijski agensi,
vazni su infektivni agensi s kojim se covjek susrece tijekom zivota, kao §to su infekcija
citomegalovirusom (CMV). U starijoj dobi, sve ve¢u ulogu imaju i vlastite endogene molekule,
koje nastaju kao posljedica oSteCenja tkiva ili oksidacijskih i drugih promjena na
makromolekulama, a tu spadaju i produkti probave hrane te molekularne strukture crijevnih
komenzalnih bakterija. Posljedi¢no dugotrajnoj stimulaciji nespecifi¢cnog imunosnog sustava
dolazi do kontinuiranog luéenja pro-upalnih citokina i drugih upalnih medijatora u okolna tkiva i
u cirkulaciju. Svojom sposobno$éu razlaganja matriksa vezivnog tkiva, enzimi matriks-
metaloproteinaze, MMP (eng. Matrix degrading metalloproteinases) pomazu propagaciji upale u
tkivima te sudjeluju i u procesu remodeliranja tkiva (Li, T. i sur., 2020; Franceschi C i sur.,
2018).

Kao vazan izvor upale navode se i ostarjele stanice koje se nakupljaju u tkivima (eng. Cellular
senescence) (Pawelec 2020). Rijec je o stanicama koje su izgubile svoju normalnu sposobnost
dijeljenja, a stekle su tzv. sekretorni fenotip povezan sa starenjem, SASP (eng. Senescence-
associated secretory phenotype), tj. sposobnost lu¢enja velikih koli¢ina pro-upalnih medijatora.
Tu se posebno istiCu mati¢ne i progenitorske mezenhimalne stanice. Starenje stanica prati i
promjena stanicnih mehanizama, koji su najveéim dijelom odgovorni za pokretanje
unutarstani¢nih upalnih signalnih puteva, a to su poremecaj proteostaze, mitohondrijskog zdravlja
i autofagije (mehanizam kojim se stanica rjeSava oSte¢enih organela). Dolazi i do smanjenog
mehanizma odstranjenja disfunkcionalnih proteinskih molekula, Sto doprinosi nakupljanju takvih
denaturiranih makromolekula i1 njihovih agregata u tkivima, ¢ime se dodatno mijenja arhitektura
tkiva, te ometa proces obnavljanja tkiva, a te molekule predstavljaju i dodatan izvor upale i
oksidacijskog stresa (Li, T. i sur., 2020; Franceschi i sur., 2018). Vaznu ulogu ima i epigenetsko

remodeliranje, koje kulminira opseznim rearanzmanom stani¢énog prepisivanja gena.

Do sada su opisani i drugi sterilni upalni signali nazvani molekularni obrasci povezani s

opasnos¢u DAMPs, eng. Danger-associated molecular patterns, a oslobadaju se tijekom



oStecenja tkiva i iniciraju upalni odgovor (Zindel i Kubes 2020). Funkcioniraju kao medustani¢ni
obrambeni signali interakcijom s PRR receptorima (eng. Pattern recognition receptors), a
pokre¢u urodeni, odnosno upalni imunosni odgovor, koji ukljucuje aktivaciju rezidentnih
leukocita (npr. makrofaga, dendriticnih stanica, mast stanica), proizvodnju upalnih medijatora
(citokina, kemokina i lipidnih metabolita), privlacenje neutrofila i monocita / makrofaga, Sto za
cilj ima uklanjanje ozlijedenih tkiva (Li, D. 2021; Wu, M. 2021). Njihovo otpustanje u
izvanstani¢nu okolinu dogada se primarno kada stanica podlijeze nekrozi, jer su nekroti¢ne
stanice imunostimulirajuce i dovode do daljnje infiltracije upalnih stanica i proizvodnje citokina.
Stvaranje ROS-a (eng. Reactive oxygen species), destabilizacija lizosomske membrane, aktivacija
proteaza i promjene ionskog toka povezani su s nekrozom, te mogu aktivirati sterilne upalne
putove uz oslobadanje DAMP molekula. lako tipi¢no nije povezana s imunogenoscu i upalom,
apoptoza moze postati upalna u uvjetima u kojima dolazi do odgodenog ¢iS¢enja i uklanjanja
apoptotskih stanica, §to se moZze dogoditi u sluc¢aju prekomjerne apoptoze. Takvi dogadaji
rezultiraju sekundarnom nekrozom s gubitkom integriteta plazmatske membrane te posljedi¢no

otpustanjem endogenih DAMP molekula (Gong i sur., 2020).

1.4. SteCena (specificna) imunost i podklase limfocita T (uloga pro-upalnih
citokina u razvoju stani¢ne imunosti)

Starenje imunosnog sustava (eng. Immunosenescence), uz navede promjene u nespecificnom
imunosnom sustavu, zahvaca i stanice specifi¢cnog imunosnog sustava, sto se ocituje kroz broj i
funkciju stanica limfocita, i u konacnici dovodi do smanjene sposobnosti toga sustava da
odgovara na potrebe zaStite organizma od infekcija ili od rasta tumora, a povezano je i S
povecanjem ukupnog stupnja upale (Hickman i Turka 2005). Jedna od vaznih znacajki upalne
reakcije u sklopu kroni¢nih bolesti je brojano i fenotipsko remodeliranje stanica specifi¢ne
imunosti, T- limfocita, posebno CD4+ tipa, tj. regulacijskih (Treg) i pomoénickih T- limfocita.
Glavne podskupine Treg i pomo¢nickih T- limfocita, Thl, Th2 i Th17 medusobno se razlikuju po

profilu lu€enja citokina i funkcijama koje obavljaju tijekom imunosne reakcije.

Da bi se odrzala homeostaza, potrebno je njihovo uskladeno djelovanje, a svaka promjena u broju
ili aktivnosti neke od tih podskupina dovodi do intenziviranja imunosne reakcije u odredenom

smjeru, Sto je povezano s kroni¢nom upalom i pojavom bolesti.



Ranija istrazivanja imunosne reakcije kroni¢nih upalnih bolesti crijeva dovela su do promjene
dosadasnje paradigme da polarizacija ThO (naivnih) Th limfocita ide ili u smjeru Th-1 limfocita,
ili u smjeru Th-2 limfocita, na $to je ukazala plasti¢nost podpopulacije Th-17 limfocita, za koju
se pokazalo da moZe mijenjati svoj fenotip i u Thl i u Treg tip, a uz sve postoje i zajednicki
Th1/Th17 i Thl7/Treg fenotipovi. Dokazano je da proupalni mikrookoli§ poti¢e razvoj Thl7
limfocita. Takoder uoceno je i da ako nema proupalnog mikrookolisa, nema ni aktivacije
transkripcijskog ¢imbenika RORyt koji je potreban (premda ne i dovoljan) za razvoj tog puta, pa
razvoj ide ili prema aktivaciji transkripcijskih ¢imbenika T-bet (Thl) ili Foxp3 (Treg) (pregledno

prikazano u Majnari¢ Trtica i sur., 2018).

Do povecanja stupnja upale aktivacijom specificnog imunosnog sustava najvise dolazi jer se u
uvjetima oStecenja i upale tkiva, kao §to je to uslijed prisustva komorbiditetnih stanja, naruSava
mehanizam periferne imunoloSke tolerancije, pri ¢emu se pomice ravnoteza od dominantne
aktivnosti tzv. regulacijskih T-limfocita (Treg), prema aktivaciji efektorskih Th17-limfocita i

akumulaciji iscrpljenih stanica.

Aktivnost toga imunosnog puta povezana je s podrzavanjem kroni¢ne upale, mobilizacijom
upalnih i imunosnih stanica u tkiva, reakcijom na endogene antigene, kao i poja¢anim
remodeliranjem tkiva. Te aktivnosti su povezane s pove¢anom produkcijom pro-upalnih citokina

tipa IL-17A, IL-6, IL-21 i IL-23 (Kroemer i Zitvogel 2020).

Najnovija istrazivanja ukazuju da u tijeku starenja sve vecu ulogu imaju promijenjeni CD4+ T-
limfociti, koji zbog poremecaja funkcije mitohondrija i pove¢anog unutarstani¢nog oksidacijskog
stresa postaju osjetljiviji i potaknuti na dugotrajno lucenje citokina iz skupine IL-17A (Kroemer i
Zitvogel 2020).

Meduovisnost u razvoju limfocitnih podpopulacija, kao i brza promjena njihove dinamicke

ravnoteZe jos visSe dolazi do izraZaja u odnosima Treg 1 Th17 tipova limfocita.

Danas se naglasak sve vise stavlja i na dishiozu (poremecaj sastava i heterogenosti) crijevne
mikroflore, koja nastaje sa starenjem, a prati ju poveéana propusnost sluznice gastrointestinalnog
trakta za antigene i fekalne metabolite iz crijeva, $to u konaénici doprinosi razvoju metabolic¢kih
i upalnih promjena, koje se smatraju pokreta¢ima razvoja bolesti starenja (Li T i sur., 2020;
Franceschi C i sur., 2018).



1.5. Pro-upalni efektorski put Th1/Th17 u autoimunim bolestima i kroni¢nim
bolestima starenja

Kako je ranije receno, starenje je povezano s povecanjem razine sistemske upale, koja se smatra
glavnim pokreta¢em u razvoju kardiovaskularnih i kroni¢nih bolesti povezanih sa starenjem
(Franceschi i sur., 2018 ). Brojni su izvori proupalnih citokina, uklju¢uju¢i TNF-a, IL-1p, IL-6,
IL-12, IL-18 i IFNs I, koji su vezani sa starenjem stanica i starenjem imunoloskog sustava ( Bupp
2015). Dugotrajna izloZenost egzogenim antigenima i povecana stimulacija vlastitim antigenima,
potice kroni¢nu aktivaciju urodenih imunoloskih stanica (dendritickih stanica i makrofaga),
kontinuiranu aktivaciju Th1/Th17 proupalnog imunoloskog puta i pomak prema autoimunim
reakcijama (Slika 2). Na taj nac¢in dolazi do odrZavanja kroni¢ne upale i kontinuiranog ostecenja
tkiva (Kleinewietfeld i Hafler 2013; Ma, S. i sur., 2019). U stanjima kao §to su ateroskleroza i
oSte¢enje ciljnih organa povezanih s KV ¢imbenicima rizika, gdje dolazi do nastanka endotelne
disfunkcije, povecana je intravaskularna aktivacija stanica neutrofila i njihova translokacija u

tkiva (Ley i sur., 2006).

Brojni su mehanizmi kojim neutrofili poti¢u ostecenje tkiva, a neki od njih su oslobadanje velike
koli¢ine proupalnih citokina, proteolitickih i oksidacijskih enzima te ROS (Mortaz i sur., 2018).
Oni takoder poticu stvaranje izvanstani¢nih zamki neutrofila (NET, eng. Neutrophil extracellular
traps) ¢ime dodatno pojacavaju upalu (Slika 2). U tkivu zahva¢enom upalom, dolazi do poveéane
proizvodnje citokina IL-23 iz stanica nespecifi¢ne imunosti. On je glavni pokretacki citokin u
osovini 1L-23/IL-17, koji poti¢e ekspanziju Th17 limfocita (Slika 2) (lwakura i sur., 2006).
Starenjem imunoloskog sustava dolazi do lucenja citokina IL-17A, ¢ime se dodatno pojacava
kroni¢na upala i poti¢e mobilizacija neutrofila u upalno promijenjeno tkivo. Kompenzacijsko
Sirenje Treg stanica moze dovesti do povecane proizvodnje protuupalnih citokina, kao Sto je
transformirajuéi faktor rasta beta TGF-B (eng. Transforming growth factor), koji je ukljucen u

procese remodeliranja tkiva i fibroze (Frangogiannis 2020).

Ranije i ve¢ postojece ostecenje tkiva, uslijed kardiometaboli¢kih bolesti moze dodatno pojacati
sve ove spomenute mehanizme (Bupp 2015), npr. aktivacijom renin-angiotenzin-aldosteron
sustava, sekrecijom adipokina u pretilosti, ili akumulacijom produkata glikacije u Secernoj

bolesti.



Slijedom navedenog, povecana adhezija aktiviranih leukocita na povrsini disfunkcionalnog
endotela mikrocirkulacije i njihovo pojacano regrutiranje iz cirkulacije u upalno tkivo, i dalje
ostaju glavnim mehanizmom u oStecenju ciljnih organa i procesu ateroskleroze. U povecanju
upale tkiva i oStecenju ciljnih organa sudjeluje i tkivni angiotenzin 1l (Ang Il), koji potice
mobilizaciju imunoloskih stanica u tkivu, proizvodnju ROS-a i fibrozu tkiva (Slika 2)

(Frangogiannis 2020).
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Slika 2. Imunoloski mehanizmi ukljuéeni u razvoj kardiovaskularnih bolesti

Preuzeto i prilagodeno prema Trtica Majnari¢ L., i sur., 2021.
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1.6. Dijabetes tipa 2 kao sistemska upalna bolest

Dijabetes tipa 2 (T2D) predstavlja globalni javno-zdravstveni problem zbog rastuée prevalencije
u Citavom svijetu (Cho i sur., 2018). To je bolest starije Zivotne dobi s naglijim porastom
incidencije nakon 50-te godine. Povezana je s visokim rizikom za nastanak vaskularnih
komplikacija, osobito kardiovaskularnih bolesti (KVB) i preuranjenim mortalitetom (Rea i sur.,
2018). Kroni¢na upala se smatra glavnim mehanizmom starenja i razvoja kroni¢nih bolesti. To je
najbolje dokazano za KVB i T2D. Poznato je da postoji interakcija izmedu upale, metabolickih i
vaskularnih poremecaja, u zajedni¢koj patofizioloskoj osnovi koja povezuje te bolesti (Global
Burden of Metabolic Risk Factors for Chronic Diseases Collaboration 2014; Abdelhafiz i sur
2010). Ve¢ u vrijeme postavljanja dijagnoze, dio osoba s T2D ¢e imati KVB, $to je rezultat
djelovanja zajedni¢kih mehanizama, kao $to su inzulinska rezistencija, upala i disfunkcija bijelog
masnog tkiva i endotelnih stanica, kojom medusobno povezani poremeéaji, a to su prekomjerna
jelesna tezina, hipertenzija i T2D, utjeCu na razvoj mikro- i makro-vaskularnih promjena
(Franceschi i sur., 2018).

Pretilost, koja je najvazniji precipitiraju¢i ¢imbenik za nastanak T2D te porast masnog tkiva
uslijed promjena oblika i sastava tijela povezanih sa starenjem, glavni su izvor kroni¢ne upale
niskog stupnja u osoba s T2D (Forman i sur., 2018). Slijedom navedenog, masno tkivo djeluje
kao ishodiste upale, tj. kao srediSnje mjesto za lucenje razli¢itih bioaktivnih molekula kao §to su
citokini, masne kiseline i kemokini, koji dalje promoviraju infiltraciju masnog tkiva makrofagima
i upalu. Naime, metaboli¢ke promjene u pretilosti i T2D kao $to su porast slobodnih masnih
kiselina (SMK) uslijed dietarnog deficita, povecan oksidacijski stres uslijed povecane oksidacije
prekomjernih SMK te poremecaja mitohondrijske funkcije, dodatni su stimulansi za aktivaciju

nespecifi¢ne imunosti, $to se naziva ,,meta-upalom* (Franceschi i sur., 2018).

Prepoznato je da se isti proupalni unutarstani¢ni signalni putovi aktiviraju neovisno o tome koji
su uzroci u podlozi, bilo kao odgovor na infekciju, ili u situacijama kada su metabolicki
poremecaji i prisutnost kroni¢nih bolesti potaknuli ostecenje tkiva (Prajapati i sur., 2014; Wang X
i sur., 2020; Sepehri i sur., 2017 i Loftus i sur., 2016). U tom kontekstu, inflamasomi —
molekularni kompleksi koji imaju ulogu ,,drugih glasnika“ u stanici, igraju kljuénu ulogu kroz
svoje ucinke u integraciji proupalnih signala i modulaciji metaboli¢kih putova, uglavnom

kontroliranjem proizvodnje proupalnih citokina (Meyers i Zhu 2020).
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Sukladno tome, povecana aktivnost inflamasoma NLRP3 pronadena je u metabolickim 1 KV

stanjima (Prajapati i sur., 2014; Litwiniuk i sur., 2021)
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Slika 3. Dijabetes tipa 2 kao upalna bolest

Preuzeto i prilagodeno prema Prajapati B., i sur., 2014.

1.7. Uloga kroni¢ne upale u razvoju multisistemskog oSteCenja organa u
kardio-metabolickim bolestima

Kroni¢na upala smatra se glavnim mehanizmom starenja i razvoja kroni¢nih bolesti (Rea i sur.,
2018). Brojni su dokazi iz observacijskih i molekularno-bioloskih istrazivanja, na osnovu kojih
je doneseno misljenje da najCeSce zastupljene kroni¢ne bolesti kao $to su ateroskleroza, KVB,
T2D, osteoporoza i demencija dijele zajedni¢ke patofizioloske mehanizme s procesom starenja
(Franceschi i sur., 2018). Takoder, uoceno je i da je utjecaj okolisnih ¢imbenika vazniji od
genetike u usmjeravanju tijeka starenja prema “neuspjeSnom starenju”, odnosno starenju
optere¢enom kroni¢nim bolestima i funkcionalnim ostec¢enjima (Bennett i sur., 2018; Franceschi i
sur., 2018).
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Brojni su izvori upale kod starijih osoba, pri ¢emu su glavni izvori starenje stanica i kroni¢na
aktivacija urodenih imunoloskih receptora (Franceschi i sur., 2018; Majnari¢ i sur., 2021),

ekspanzija mijeloidne loze, i nakupljanje iscrpljenih, disfunkcionalnih T stanica.

Promjene u obliku i strukturi tijela koje se javljaju starenjem, ukljucujuéi gubitak misica i
povecanje visceralne masti, znaCajno doprinose upalnom procesu i razvoju inzulinske
rezistencije, koji zajedno povecavaju rizik od metaboli¢kih i vaskularnih poremecaja (Franceschi
C i sur., 2018). Vazno je napomenuti da postoji individualna razlika u brzini razvoja navedenih
promjena. Ranija manifestacija kroni¢ne bolesti odraz je ubrzanije dinamike starenja, a vec
nastale kroni¢ne bolesti svojim mehanizmima dodatno ubrzavaju proces starenja i skracuju
zivotni vijek. Sukladno navedenom, na proces starenja i razvoj bolesti starenja, moze se gledati
kao niz alternativnih vremenskih putanja (trajektorija) istog procesa, koji se odvija po razli¢itim
stopama ubrzanja, §to je rezultat interakcije izmedu genetskih, epigenetskih i okolisnih ¢imbenika
te nacina zivota. Unato¢ silnim naporima, dinamika putanje, kao i fenotipska obiljezja osoba na
pojedinim putanjama, nisu jo$ poznati. Ipak najnovija shvacanja procesa starenja, ukazuju na to
da do povecanja stupnja upale tijekom starenja dolazi zbog uzajamnog sinergistickog djelovanja
upalnih procesa povezanih sa starenjem, nazvanih inflammaging, i metaboli¢kih promjena,
nazvanih metaflammation, koje mogu biti dodatno pojacane u sluc¢aju povecanog kalorijskog
unosa (kalorijskog suficita) i prisustva pretilosti (Franceschi C i sur., 2018). Inflammaging i

meta-upala, kao i opéenito mehanizam starenja, dijele zajednicke molekularne mehanizme.

1.8. Upalni biljezi u predikciji poveéanog KV rizika

1.8.1. IL-17A i IL-37 kao noviji upalni biljezi poveéanog KV rizika
Duzi niz godina upalni biljezi kao §to su citokin IL-6 i reaktant akutne faze C reaktivni protein

(CRP), koristili su se kao standard u stratifikaciji rizika bolesnika s KV ¢imbenicima rizika
Volpato i sur., 2001). U posljednje vrijeme sve vise se prednost daje omjeru neutrofila i limfocita
NLR (eng. Neutrophil-to-lymphocyte ratio), novijem pokazatelju upale, ekonomi¢nom i Siroko
dostupnom za populacijska istraZivanja 1 istrazivanja u primarnoj zdravstvenoj zastiti
(Angkananard i sur., 2018). Pokazao se kao povoljan biomarker koji odrazava upalne procese
povezane s tkivom i napredovanjem ateroskleroze te oste¢enjem ciljnih organa (Gubbels 2015 ;

Trtica Majnari¢ i sur., 2021). Cinjenica da graniéne vrijednosti toga biljega za predvidanje
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pojedinih nepovoljnih stanja i/ili ugrozenih podskupina bolesnika nisu definirane, onemogucéava
rutinsku primjenu toga biljega (Corriere i sur., 2018; Vaduganathan i sur., 2012). Jedna od mana
je 1ta Sto se vrijednosti NLR ne povecavaju linearno sa starenjem u zena i kao takve ne mogu biti
dobar pokazatelj povecanog KV rizika u zena u post-menopauzi u odnosu na zene u pre-

menopauzi (Slika 4) (Trtica Majnaric i sur., 2021).

Age (years) <50 - 56-70 >70
(pre-menopause) (peri-menopause) (post-menopause) (aging)

* Frailt
// Y

NLR- lifetime courses

Women /\/\/W\
- ><

40 years Men 60 years Men & Women CvD

Slika 4. Zivotni tijek upalnog markera "Omjer neutrofila i limfocita" (NLR)

Preuzeto i prilagodeno prema Trtica Majnari¢ L., i sur., 2021.

Kao pokazatelji upalne aktivnosti u stanjima u kojima zbog prisustva KV rizi¢nih ¢imbenika
dolazi do razvoja oSteCenja ciljnih organa i1 vaskularnih komplikacija, sve viSe se istraZuju i
citokini IL-17A i IL-37, od kojih prvi ima pro-upalnu, a drugi protu-upalnu ulogu. Sve vise se
istrazuje uloga IL-17A u kardio-metabolickim bolestima povezanim sa starenjem. Dokazano je
da IL-17A poti¢e mobilizaciju upalnih stanica iz cirkulacije u tkiva, posebno u vezi s neutrofilima
i Th17 limfocitima, glavnim efektorskim stanicama u kroni¢noj upali povezanoj s tkivom
(lwakura i sur., 2006). Takoder poti¢e i promicanje kroni¢ne bubrezne bolesti uzrokovane
dijabetesom (Ma, J. i sur., 2019). Za razliku od IL-17A, IL-37 je biomarker s protuupalnim
ucinkom, a ukljucen je u smanjenje upale izazvane visokim sadrzajem glukoze i oksidativnog

stresa kao 1 oStecenja organa uzrokovane ovim mehanizmima (Su, Z. i sur., 2021; Li, T. i sur.,
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2019). Konstitutivna ekspresija IL-37 je niska, ali snazno rate na poticaj upalnim ¢imbenicima.
Iako su provedene brojne eksperimentalne i klini¢ke studije, razlike u serumskoj koncentraciji IL-
37 u bolesnika s T2D s obzirom na prisustvo komorbiditeta, vaskularnih komplikacija i KV

rizi¢nih ¢imbenika nisu do sada mjerene.

1.9. Pro-upalni ucinci citokina IL-17A i uloga u razvoju oStecenja organa u
kardio-metabolickim bolestima

Brojni su dokazi koji ukazuju da povecana proizvodnja proupalnih citokina, kao §to su TNF-q,
IL-1B8, IL-18 i IL-6, inducira inzulinsku rezistenciju, Sto dodatno pogorSava metaboli¢ke
poremecaje 1 upalu, dovodeci do zacaranog kruga metabolickih, upalnih i1 vaskularnih poremecaja
(Sepehri i sur., 2017). Sve vise je dokaza da osim uloge urodenog imunoloskog sustava u tim
procesima, vitalnu ulogu ima steCena imunost, osobito obitelj citokina IL-17 koje proizvode
CD4+ T pomo¢nicke 17 (Th17) stanice (Chang i sur., 2021; Ip i sur., 2016). Sastav citokina u
mikrookoliSu regulira ravnotezu izmedu proupalnih Th17 stanica i regulacijskih T limfocita
(Treg) (Zhang i sur., 2021). Prisutnost TGF-B nuzna je za diferencijaciju obje stani¢ne linije od
naivnih CD4+ ThoO stanica, a kao presudan ¢imbenik u odredivanju smjera te diferencijacije istice
se citokin IL-6, koji poti¢e diferencijaciju Th17 stanica. Daljnja signalizacija citokinima IL-23 ili
IL-1PB neophodna je za njihovu promociju u patogeni fenotip (Wu i Wan 2020). Th1 specifi¢ni
citokin IFN-y takoder doprinosi njihovoj patogenosti, $to dovodi do uspostavljanja proupalnog
Th1/Th17 puta (Zhang i sur., 2021). Na taj nacin su stvoreni uvjeti u mikrookolisu koji pogoduju
razvoju proupalnog Th1l/Th17 puta (Zi i sur., 2022). Uz sve navedeno, dolazi i do povecane
proizvodnje citokina iz obitelji IL-17, kao $to su IL-21, I1L-22, IL-26, IL-17A i F, $to dodatno

pogorsava upalu i poti¢e ostecenje tkiva (McGeachy i sur., 2019).

Citokin IL-17A najbolje je istrazen ¢lan obitelji citokina IL-17, a njegova potencijalna uloga kao
biomarkera te terapijski potencijal predlozeni su u kardio-metabolickim poremecajima
(Cortvrindt i sur., 2017 i Lavoz i sur., 2019). U¢inci ovog citokina prepoznati su u posredovanju
upale i remodeliranju ciljnih organa, ukljucuju¢i razlicite funkcije, poput mobilizacije upalnih i
imunoloskih stanica (monocita, neutrofila i T limfocita) kroz disfunkcionalni endotel
mikrocirkulacije, povec¢anu proizvodnju pro-upalnih molekula, kao $to su citokini, kemokini i
adhezijske molekule, indukciju degradacije izvanstani¢nog matriksa i fibroze tkiva, te uc€inak

aktivacije neutrofila i regulacije tkivnog tipa angiotenzina Il (Cortvrindt i sur., 2017; Ma i sur.,
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2019). Takoder je prepoznata uloga toga citokina u moduliranju metabolicke aktivnosti
imunosnih i neimunosnih stanica, $to je vazno u homeostatskom odrzavanju tkiva i imunosnog

sustava te u reparaciji tkiva u patoloskim stanjima (Bechara i sur., 2021).

1.10. Pretpostavljeni imunosni mehanizmi u kroni¢noj upali povezanoj s
oStecenjem organa u kardio-metabolickim bolestima

Imunoloski mehanizmi odgovorni za razvoj medusobno povezanih bolesti, kao Sto se nalazi u
kardio-metabolickim stanjima, ukljucujuci hipertenziju, metabolic¢ki sindrom i T2D, te kod

sistemske autoimune bolesti su visestruki.

Uspostavljeni IL-23/IL-17A imunoloski put, preko proizvodnje granulocita (neutrofila) i
makrofaga putem svojih ¢imbenika poticanja rasta granulocitnih i granulocitno-makrofagnih
kolonija (G-CSF i GM-CSF), odgovoran je za kontinuirano novacenje aktiviranih neutrofila u
tkivo (poveCana granulopoeza). Aktivirani neutrofili pomocu brojnih mehanizama dodatno
doprinose oste¢enju tkiva (Slika 4) (Araos i sur., 2020). lako su se neutrofili tradicionalno
smatrali protagonistima akutnog upalnog odgovora, sve je vise dokaza da sudjeluju u kroni¢noj
upali u kontekstu ostecenja ciljnih organa povezanih s metabolickim i vaskularnim stanjima
povezanima sa starenjem. Primjerice, nakupljanje neutrofila promptno prati tkivnu ishemiju, a
deplecija neutrofila dijelom prevenira tkivnu disfunkciju u ishemiji. Mehanizam os$tec¢enja tkiva
ostvaruju kroz otpustanje velike koli¢ine proupalnih citokina, ROS te drugih proteolitickih
enzima i enzima oksidaze u okolno tkivo. Tkivni angiotenzin 1l (Ang II) djeluje sinergisticki s
IL-17A te poti¢e upalu tkiva i remodeliranje putem mehanizama kao §to su mobilizacija
imunoloskih stanica, proizvodnja ROS-a i poticanje fibroze tkiva (Benigni i sur., 2010 ). U
upalnom mediju ostale imunoloske stanice i aktivirane rezidentne stanice takoder mogu
proizvoditi IL-17A, ¢ime se dodatno povecava upala (Zeng, C. i sur., 2012). Tkivna hipoksija
(unutar upalnog infiltrata, u hiperplasticnom masnom tkivu, u neoplazmama, fibrozi i
aterosklerotski promijenjenim organima) takoder suoblikuje mikrookoli§ pogodan za
diferencijaciju naivnih CD4+ T stanica u proupalne Thl7 stanice, i to indukcijom Hifl,
transkripcijskog ¢imbenika sa srediSnjom ulogom u glikolitickom metabolizmu. Treg stanice i
imunosupresivne mijeloidne stanice, poput M2 makrophaga, takoder su prisutne u hipoksi¢nim
tkivima, pridonose¢i prostornoj heterogenosti upalnog infiltrata koja u bitnoj mjeri odreduje

lokalni ishod upale. Konac¢ni ishod ovih interakcija je slom lokalne regulacije (i destrukcija
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tkivne arhitekture), ili imunoloska ekskluzija, s pojavom tzv. imunoloSkih pustinja u tkivu.
Protuupalni citokini i inhibicijske molekule koje dijeom lu¢e FoxP3+Treg limfociti klju¢ni su

posrednici ovih zbivanja.

1.11. Mehanizmi protu-upalnog djelovanja citokina IL-37

Citokin IL-37 ¢lan je obitelji citokina IL-1, koja je poznata po svojoj kljucnoj ulozi u poticanju
upale (Dinarello CA, 2018). Za razliku od vecine ostalih ¢lanova obitelji IL-1, 1L-37 djeluje
protu-upalno tako S$to suprimira produkciju pro-upalnih citokina, smanjuje sazrijevanje
dendriti¢nih stanica i aktivaciju specificne imunosti. Postoje dva puta djelovanja toga citokina —
izvanstani¢ni | unutarstani¢ni. Unutar stanice djelovanjem enzima kaspaze-1, koji su sastavni dio
unutarstanicnog kompleksa - inflamasoma, poti¢e se sazrijevanje prekusornog oblika IL-37 u
zreli oblik, i stvara kompleks s proteinom Smad-3, te dalje suprimira prepisivanje gena za pro-
upalne citokine i za aktivaciju dendriti¢nih stanica (Slika 5). Kada unutarstani¢ne koncentracije
zrelog oblika ovog citokina dosegnu neki prag, brzo se mogu otpustiti iz stanice na upalni
podrazaj u izvan-stani¢ni prostor i ostvarivati svoje bioloSko djelovanje na okolnim stanicama.
Prekusorske molekule 1L-37, koje se nalaze u izvan-stani¢nom prostoru, cijepaju jo$ nepoznate
proteaze (mozda porijeklom iz neutrofila) u zrele oblike koji imaju puno vecu aktivnost. Nastali
zreli oblici molekule citokina IL-37 u izvanstaniénom prostoru inhibiraju formiranje
funkcionalno aktivnog receptorskog kompleksa za pro-upalni citokin IL-18 na povrSini stanica
tako Sto interferiraju s citokinom IL-18 za receptorsku podjedinicu IL-18Ra. Nastali kompleks
IL-18Ra/IL-37 se veze s konstitucijskim inhibitorom citokina IL-18, molekulom IL-18BP (IL-18
Binding Protein), ¢ime se suprimira unutarstani¢no djelovanje citokina IL-18. Kompleks IL-
18Ra/IL-37/1L-18BP smanjuje aktivnost adaptorske molekule MyD88 pri vezanju s receptorom
TIR (Toll/IL-1R) te time inhibira fosforilaciju transkripcijskog ¢imbenika NFkB i produkciju
pro-upalnih citokina, a takoder i putem aktivacije protu-upalnih puteva prenoSenja signala -
molekula, kao $to su: STAT3, p62 i PTEN (Slika 5) ( Yan i sur., 2019). IL-37 djeluje i na steceni
imunoloski odgovor, tako §to smanjuje ekspresiju molekula tkivne snosljivosti (MHC/HLA 1I) i
CDA40 na dendriti¢nim stanicima potrebnim za aktivaciju T-limfocita. Drugi vaZzan mehanizam je
poticanje razvoja spomenutih Treg stanica, ¢ime smanjuje jacinu auto-imunih bolesti i kroni¢ne

upale posredovane Th17-limfocitima (Slika 5) (Shevyrev i sur., 2020).
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Slika 5. Imunosupresivni i metaboli¢ki u¢inak citokina IL-37

Preuzeto i prilagodeno prema Majnari¢ LT i sur., 2022.

1.12. ImunoloS§ka memorija u nespecificnom imunosnom sustavu (eng. Trained
immunity) i 1L-37

Tradicionalno, urodeni i adaptivni imunoloski sustav razlikuju se po svojoj specifi¢nosti i
kapacitetu pamcéenja. Do nedavno, imunolosko pamdenje (sposobnost imunoloskog sustava da
biljezi 1 memorira ucinkovitu obrambenu reakciju u ponovljenim susretima s istim
mikroorganizmom) smatrala se isklju¢ivom znacCajkom adaptivnog imunoloskog sustava
(posredovanog T-stanicama) (den Haan i sur., 2014). Medutim, posljednjih godina ova se
paradigma promijenila, i sve veci je broj dokaza, da stanice urodenog imunoloskog sustava mogu

dobiti karakteristike pamc¢enja nakon prolazne stimulacije, Sto rezultira pojacanim odgovorom na
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sekundarni izazov (ponovljena stimulacija s infektivnim i neinfektivnim izazovima) (Bekkering i
sur., 2013). Taj se fenomen naziva istrenirani imunitet, eng. Trained immunity (Netea i sur.,
2016). Prema rezultatima transkripcijskih i epigenetickih studija, oni geni na ¢iju aktivnost utjece

trenirani imunitet su oni koji su ukljuceni u imunoloSke funkcije i stabilizaciju glikolitickih

metaboli¢kih putova (Zhang, S. isur., 2021; Arts i sur, 2016).

Klju¢ni mehanizmi u osnovi treniranog imuniteta, ukljucuju ponovno uskladivanje stanicnog
metabolizma i indukciju posttranslacijskih modifikacija histona (epigenetske promjene). Ovi
mehanizmi rezultiraju povecanom dostupnoséu kromatina za upalne podrazaje 1 dugotrajnim
poveéanjem proizvodnje proupalnih citokina. Bitan korak u procesu epigenetskog
reprogramiranja je metabolicko reprogramiranje, tj. promjena metabolizma stani¢ne energije s
oksidativne fosforilacije na anaerobnu glikolizu pri sintezi adenozin-trifostafa (ATP)- Warburgov
uc¢inak) (Slika 6) (Brown i sur., 2020; Arts i sur., 2016). Taj se proces regulira aktiviranjem
Akt/mTOR/Hif puta, $to u konacnici rezultira povecanim stvaranjem laktata, acidifikacijom
tkiva i poremecajem ciklusa limunske kiseline, trikarboksilne kiseline (CAC) ili Krebsovog
ciklusa (Slika 6). Glavna svrha ovih metabolickih promjena je ispuniti zahtjeve aktiviranih
imunoloskih stanica kako bi se brzo stvorio ATP, u kojem leZi energija potrebna za izvrSavanje
funkcija imunoloskih stanica i sintezu novih komponenti (Salmond i sur., 2018; Powell i sur.,
2012).

Ukoliko se pak smanji aktivnost Krebsovog ciklusa, aktiviraju se alternativni metabolicki putevi
te povecava unutarstani¢na koncentracija drugih metabolita kao $to su citrat, sukcinat 1 fumarat.
Poveéana dostupnost ovih metabolita, ubrzava modifikaciju histona i razvoj epigenetskih
promjena (Slika 6) (Zhang i sur., 2021; Arts i sur, 2016).

Osim toga, promjene 1 u unutarstani¢nim koncentracijama nusproizvoda aktivacije glikolitickog
metabolizma, kao $to su slobodne masne kiseline, kolesterol i derivati kolesterola, takoder mogu
imati ulogu u transdukciji stanicnog signala, kroz proces promjene sastava stanicne membrane i
drugih stani¢nih struktura ili izravnim utjecajem na signalizaciju putova (Slika 6) (Salmond i sur.,

2018; Powell i sur., 2012).

Do aktivacije mehanizama ,,Trained Immunity” dolazi u kroni¢nim upalnim stanjima kao §to su
metabolicke promjene tipa inzulinske rezistencije i metabolickog sindroma. 1L-37 dovodi do

reverzije tih metabolickih poremecaja, §to se ocCituje smanjenjem aktivnosti unutarstani¢nog
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regulacijskog kompleksa mTOR i poveCanjem aktivnosti AMP-kinaza. Upravo bolje
razumijevanje pojma trenirane imunosti, te razumijevanje patofiziologije kroni¢nih upalnih
bolesti, doveo je do saznanja da istrenirani imunitet moze inducirati maladaptivne ucinke i
doprinijeti hiperinflamaciji, progresiji kardiovaskularnih bolesti, i neuroinflamacij. Stoga je
konsenzus o definiciji treniranog imuniteta u in vitro i in vivo uvjetima, kao i na
eksperimentalnim modelima i ljudskim subjektima, neophodan za napredak u ovom polju

istrazivanja.
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Slika 6. Metabolicko reprogramiranje u kroni¢noj upali

Preuzeto i prilagodeno prema Majnari¢ LT i sur., 2022.
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1.13. Metabolicko reprogramiranje u kroni¢noj upali i uloga u pomicanju
ravnoteZe izmedu protu-upalnih i upalnih imunosnih mehanizama

Starenje i redistribucija masnog tkiva, posebno u uvjetima povecane nutricije, kalorijskog viska i
pretilosti, izvor su upale i pokreta¢ metabolickih poremecaja povezanih sa starenjem, kao Sto su
povecanje stupnja inzulinske rezistencije (smanjene osjetljivosti ciljnih tkiva na unosenje glukoze
u stanice posredovanjem inzulina) i poremecaj homeostaze metabolizma glukoze. Obje stani¢ne
linije, 1 Th17 1 Treg, izrazavaju znacajnu sposobnost prilagodbe uvjetima u mikrookoliSu, kao i

metaboli¢kim zahtjevima tkiva kako bi se odrzala funkcionalna stabilnost (Brown i sur., 2020).

Serin treonin kinaza (mTOR) klju¢ni je regulator imunoloskih funkcija (Slika 5) (Powell i sur.,
2012). Kompleks mTOR sastavljen je iz razli¢itih adapterskih proteina koji imaju razliite
sposobnosti. Tako varijanta mTORC1 ima klju¢nu ulogu u diferencijaciji naivnih Th stanica u
podskupine efektorskih Thl i Th17 stanica, dok mTORC?2 signalizacija regulira diferencijaciju
Th2 stanica (Salmond 2018). U stanju mirovanja naivne Th stanice koriste autofagiju kako bi
osigurale dostatne aminokiseline za sintezu proteina, a proces oksidativne fosforilacije za
odrZavanje energije (Barbi 1 sur., 2013). Aktivacija T stanica u stanju povecane upale, inzulinske
rezistencije i ostalih metabolickih poremecaja povezanih s procesom starenja, pracéena je
aktivacijom kompleksa mTORC1 kako bi se odrzalo glikoliticko metabolicko reprogramiranje
(Salmond 2018). Takoder povecanje unutarstaniénog omjera ATP/AMP kao posljedica
prebacivanja T stanica na glikoliticki metabolizam potiskuje aktivaciju AMP-kinaze (AMPK),
¢ime se S§titi mMTORCI1 od inhibitorne aktivnosti ove kinaze (Blagih i sur., 2015) (Slika 6).
Efektorske T-stanice, ukljucujuci citoliticke CD8+ T-stanice i Thl, Th2 i Th17 CD4+ podskupine
efektorskih stanica jako su ovisne o glikolitickom metabolickom reprogramiranju. Aktivirani
signalni put PI3K-Akt uzvodno od mTORC]1 povecava ekspresiju transportera glukoze ( GLUT)
¢ime se pojacava glikoliza i naruSava ravnoteza Th17/Treg (Zhang i sur., 2021; Barbi i sur.,
2013). Sve vise je dokaza koji govore u prilogu plasticnosti Treg stanica, a vodeno je

oscilacijama u metaboli¢kom programiranju (Zhang i sur., 2021; Barbi i sur., 2013).

Ostecenje signalnog puta PI3K/Akt, povecanje inzulinske rezistencije 1 oSte¢enje transporta
glukoze i sinteze glikogena igraju klju¢nu ulogu u razvoju pretilosti i T2D. S druge strane
poremecaji povezani s pretiloséu 1 T2D, kao §to su povecana proizvodnja SMK, unutarstanicno

taloZenje lipida, disfunkcija mitohondrija i povecani oksidativni stres mogu dovesti do povecane
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proizvodnje proupalnih citokina, i dodatno potaknuti inzulinsku rezistenciju djelujuéi na razli¢ite
tocke puta PI3K/Akt, osobito u skeletnim misi¢ima (Slika 6) ( Rehman i sur., 2016). Navedeni
poremecaji mogu promicati inzulinsku rezistenciju aktiviranjem stres kinaza (umjesto Akt
kinaza), kao $to je c-Jun N-terminalna kinaza (JNK) obitelji MAPK kinaza, i IKK kinaze, koje
djeluju tako da inhibiraju transdukciju signala posredovanu inzulinom, i pokre¢uéi inhibitornu
serinsku fosforilaciju receptora za inzulin IRS-1. Kada se ovaj proces promatra iz globalnije
perspektive, moze se re¢i da poremecaji povezani s pretiloS¢u stvaraju upalni mikrookoli§
povezan s povecanim unutarstani¢nim stvaranjem kompleksa inflamasoma, posebno ukljuéujuci
tip NLRP3 inflamasoma 1 na taj nacin pojacavajuci i urodeni imunoloski odgovor kao i specifi¢ni
imunoloski odgovor, kako u tkivu, tako i na razini sustava (Meyers i sur., 2020; Vandanmagsar i
sur., 2011).

1.14. Dosadasnja istraZivanja o ulozi citokina IL-17A i IL-37 u kroni¢noj upali
povezanoj s oStecenjem organa u kardio-metabolickim bolestima

Kao pokazatelji upalne aktivnosti u stanjima u kojima zbog prisustva KV rizi¢nih ¢imbenika
dolazi do razvoja osteCenja ciljnih organa i vaskularnih komplikacija, sve vise se istrazuju i
citokini IL-17A i IL-37, od kojih prvi ima pro-upalnu, a drugi protu-upalnu ulogu. U Tablici 1 2

vidljiv je prikaz dosada$njih istraZivanja o njihovoj ulozi.
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Tablica 1. Dosadasnja istraZivanja o ulozi citokina IL-17A vezanim za kardio-metabolicke

bolesti

Autori

Znacajnost istraZivanja

Meng i sur., 2012.

Citokin IL-17A aktivira JAK2/STAT3 signalni put, koji se

aktivira i pri razvoju fibroze i apoptoze jetrenih stanica.

Cortvrindt i sur., 2017.

Citokin IL-17A najbolje je istraZen od obitelji citokina IL-17, a
njegov dijagnosticki i terapijski potencijal prepoznat je u

kardio-metaboli¢kim bolestima.

Fest i sur., 2018.

Citokin IL-17A utje¢e na povecanu proizvodnju pro-upalnih
molekula, ostvaruje wucinak na indukciju degradacije
izvanstani¢nog matriksa i nastanak fibroze tkiva, kao i u€inak
na aktivaciju neutrofila i regulaciju tkivnog tipa angiotenzina
Il.

Schler i sur., 2019.

Citokin IL-17A u kardiovaskularnom sustavu utjeée na razinu
upale i remodeliranje ciljnog tkiva organa djeluju¢i na vise

razli¢itih razina.

Bechara, i sur. 2021.

Citokin IL-17A ima ulogu u poticanju fibroznih procesa,
prvenstveno kroz indukciju fibroznog faktora TGF-b.

Qiuisur., 2021.

Citokin IL-17A sudjeluje u patofiziologiji o$teCenja bubreznog
tkiva u sklopu dijabeticke nefropatije.

Trtica Majnarié L, i sur. 2021.

Citokin IL-17A poti¢e produkciju pro-uplanih citokina i
drugih medijatora upale u ciljnim stanicama ili pojacava pro-
upalni u¢inak drugih citokina, izrazeno kroz varijacije u omjeru

NLR kada se koristi kao marker upale kod KVB.
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Tablica 2. Dosadasnja istrazivanja o ulozi citokina IL-37 vezanim za kardio-metabolicke bolesti

Autor

Znacajnost istraZivanja

Dinarello i sur., 2016.

Citokin IL-37 se pokazao kao supstanca s visokim
terapeutskim potencijalom u T2D i KVB.

Shou X, i sur., 2017.

Citokin 1L-37 se pokakao kao prediktor loSe prognoze u

bolesnika s dijagnozom kroni¢nog sréanog zatajenja.

Yanisur., 2019.

Povecana produkcija IL-37 utvrdena je u brojnim vaskularnim i
kardio- metabolickim stanjima (akutni infarkt miokarda,
ateroskleroza, aortalna kalcifikacija, arterijska hipertenzija,

proliferativna dijabeti¢ka retinopatija).

L6pez-Bautista i sur., 2020.

Citokin  1L-37 je protuupalni citokin ukljuéen u regulaciju
homeostaze kolesterola, smanjuju¢i razine Kolesterola u

plazmi, masnih kiselina i triglicerida.

Zhang X, i sur., 2020.

Citokin IL-37 smanjuje o$teenje stanica podocita izazvano
povecanim stupnjem upale i oksidacijskog stresa uslijed
hiperglikemije u osoba s T2D ¢ime se potice protektivni u¢inak

na razvoj i progresiju dijabeti¢ke nefropatije.

Zhang S, i sur., 2021.

Citokin 1L-37 suprimira proizvodnju proupalnih citokina,
poti¢e reverziju inzulinske rezistencije, suprimira adaptivni

imunoloski odgovor te promice razvoj Treg limfocita.

Mountford i sur., 2021.

Smanjena proizvodnja citokina IL-37 povezana je s pojaGanom

fibrozom tkiva.

Cavalli G, i sur. 2021

Citokin 1L-37 je protuupalni citokin koji suzbija upalu i
modulira metabolic¢ki put (djeluje na obnavljanje homeostaze i

smanjenje metabolicke potro$nje u kroni¢noj upali).

Bosnié Z, i sur., 2023.

Zbog visoke heterogenosti starijih bolesnika s T2D, dolazi do
razlike u serumskim vrijednostima citokina IL-37, zbog Cega
postoje ogranicenja u koriStenju klasi¢nih pristupa odredivanja

dijagnostic¢ke i prognosticke korisnosti IL-37 u T2D.
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1.15. Dijabetes tipa 2 kao heterogena kompleksna bolest (povezanost sa
starenjem, s nastankom multimorbiditeta)

T2D se smatra heterogenim poremecajem, Sto znaci da se osobe s dijagnozom te bolesti znatno
medusobno razlikuju po poremecajima koje imaju, a i po stupnju rizika za nepozeljne
zdravstvene ishode (Cuschieri 2019). Uz ve¢ poznatu injenicu da se rizik nastanka makro- i
mikro-vaskularnih komplikacija i smrti povecava s trajanjem i loSom regulacijom T2D, noviji
dokazi ukazuju i na vaznost dobi pacijenta te dobi u kojoj je T2D nastao (Dinarello 2018). T2D je
pretezito bolest starije Zivotne dobi s naglijim porastom incidencije nakon 50-te god. zivota. Ta
¢injenica dodaje na kompleksnosti T2D, budué¢i da su ¢imbenici koji se i ina¢e povezuju sa
starenjem, kao $to su povecani stupanj komorbiditeta, veca ovisnost regulacije glukoze u krvi o
komorbiditetu, kao i sklonost razvoju sarkopenije (gubitka misi¢nog tkiva), malnutricije i stanja
krhkosti (tjelesne nemoci) (eng. Frailty), jo$ viSe izrazeni u osoba s tom bolesc¢u, a neto-ucinak
svih poremecaja u pojedine osobe odrazava se na vrijednosti laboratorijskih parametara (Cavalli i
sur., 2021). Primjena novih antidijabetickih lijekova, u zadnjih godina, ¢ini se da djeluje na
smanjenje rizika od KVB i dijabetickog oStec¢enja bubrega, Sto moze modificirati tijek T2D. Zbog
te heterogenosti osoba s dijagnozom T2D, analiza razlika u serumskoj koncentraciji pojedinih

upalnih biljega u presje¢nim studijama, ¢esto daje proturjeéne rezultate (Roden i sur., 2019).

1.16. Primjena metode Kklasteriranja podataka i naprednih molekularno-
bioloskih i kompjuterskih tehnologija (sistemsko-bioloSkog pristupa) u
ispitivanju heterogenosti osoba oboljelih od dijabetesa tipa 2

Jasno je da je T2D heterogena bolest te da se osobe s dijagnozom te bolesti medusobno razlikuju
po klini¢koj prezentaciji, tijeku bolesti i odgovoru na pojedine oblike lije¢enja (McCarthy 2017).
Budu¢i da je to multifaktorijalna bolest (svaki ¢imbenik s malim utjecajem na ekspresiju bolesti)
uz veliki utjecaj vanjskih, promjenjivih ¢imbenika, te da su molekularni patofizioloski putevi
razvoja bolesti slabo poznati, kao i njihova povezanost s rasponom i dinamikom nastanka
oSte¢enja organa, danas se pribjegava istrazivanju heterogenosti T2D sistemsko-bioloskim
pristupom (Ahlgvist i sur., 2018; Wesolowska-Andersen i sur., 2022). To je holisticki pristup
istrazivanju (za razliku od tradicionalnog redukcionistickog pristupa), jer nastoji integrirati,

putem racunalnog modeliranja, ve¢i broj podataka koji opisuju klinicke osobine osoba s T2D s
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biokemijskim i molekularno-bioloskim podatcima (dobivenih npr. analizom genoma ili
transkriptoma). Neke od novih tehnologija, kao $to su sekvenciranje jednostanicne DNK ili
RNK, skupa s naprednim kompjuterskim tehnikama obrade podataka, pokazuju do sada
neslu¢ene moguénosti pruzanja uvida u povezanost patologije na razini pojedinih tkiva 1 organa s

klini¢kom ekspresijom bolesti (Wu i sur., 2021).
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2. HIPOTEZE

1) Citokini IL-17A i IL-37, zbog uloge u regulaciji upale, bolji su prediktori vaskularnih
komplikacija i drugih nepovoljnih stanja u osoba s dijagnozom dijabetesa tipa 2 (T2D), nego

omjer neutrofila i limfocita, danas najvise koriSten upalni biljeg u klinickim istrazivanjima.

2) Citokini IL-17A i IL-37 povezani su s obiljeZjima osoba s T2D koja opisuju vaskularne

komplikacije 1 druga prognosti¢ki nepovoljna stanja.

3) Citokini IL-17A i IL-37 povezani su i medusobno, zbog svoje uloge u patofizioloskim

procesima povezanim s kroni¢nom upalom.

4) Klasteriranje upalnih biljega sa sociodemografskim i klini¢kim obiljezjima omogucéuje bolje
razumijevanje faza kroni¢ne upale povezane s oSte¢enjem organa i vaskularnim komplikacijama

u osoba s T2D.

27



3. CILJEVI

Ciljevi istrazivanja bili su sljedeci:

1) Odrediti distribuciju vrijednosti citokina IL-17A i IL-37 u ispitanika

2) Utvrditi obiljezja ispitanika s kojima su ti citokini povezani

3) Utvrditi stupanj povezanosti izmedu tih citokina i1 izmedu njih i standardnih upalnih biljega

4) Utvrditi optimalne grani¢ne vrijednosti tih citokina i njihovu razdjelnu mo¢ za vaskularne
komplikacije i druga nepovoljna stanja ispitanika te je usporediti s onom standardnih upalnih

biljega i pojedinih kombinacija upalnih biljega
5) Utvrditi optimalni broj i obiljezja fenotipskih podskupina koje se mogu prepoznati u ispitanika

6) Interpretirati obrazac promjena upalnih biljega izmedu fenotipova, a u okviru klini¢kog

konteksta predstavljenog fenotipovima
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj istraZivanja

Istrazivanje je ustrojeno kao presjecno istrazivanje. Provedeno je u 4 ambulante opce/obiteljske
pri Domu zdravlja Slavonski Brod (DZSB) u Slavonskom Brodu dok je laboratorijsko ispitivanje
provedeno na Odjelu za laboratorijsku dijagnostiku Opce bolnice ,,Dr. Josip Bencevi¢®“ u
Slavonskom Brodu te Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku u KBC Osijek, Odjelu za

imunolosku i alergolosku dijagnostiku.

4.2. Ispitanici

U istrazivanje su ukljuceni ambulantni pacijenti, tj. oni koji samostalno dolaze izabranom
obiteljskom lije¢niku. Ukljucujuéi ¢imbenici su pacijenti oba spola, u dobi od 50 godina i vise,
koji boluju od Secerne bolesti tip 2. Iskljucujuci ¢imbenici su pacijenti oboljeli od autoimunih
bolesti, malignih bolesti, u tijeku aktivnhog onkoloSkog lije¢enja, na kroni¢nom programu
hemodijalize, pacijenti s amputiranim udovima, oboljeli od uznapredovalih neurodegenerativnih
bolesti te pacijenti s akutnom bolesti zbog koje ¢e u istom vremenskom periodu posjetiti
izabranog lijeCnika. Odabir dobne granice temeljio se na postoje¢em znanju o naj¢escoj dobi
pojave pretilosti, metabolickog poremecaja 1 T2D, a za koju je uocena i veca pojavnost
multimorbiteta ( dvije ili viSe kroni¢ne bolesti skupa) (Kraja i sur., 2006; Singh-Manoux i sur.,
2018) Sagledavsi sve ukljucujuce 1 isklju¢ujuée ¢imbenike, za uocavanje srednjeg efekta u razlici
numerickih varijabli izmedu Cetiri nezavisne skupine ispitanika, uz razinu znacajnosti od 0.05 i
snagu 0.8, izraCunata je minimalna potrebna veli¢ina uzorka, koja bi trebala iznositi 180

ispitanika (G*Power, 3.1.9.4.; https://gpower.software.informer.com/3.1).

Probir ispitanika vrSio se redom dolaska u ambulantu 1 usmenim pozivanjem, sve dok se nije
dostigla potrebna veli¢ina uzorka. Prilikom posjete ispitanici su upoznati od strane glavnog
istrazivaca o prirodi 1 tijeku istrazivanja kao i znanstvenom doprinosu za potrebe izrade
doktorskog rada. Takoder, svi su ispitanici dobili i dokument obavijeStenosti — obrazlozenja
studije te potpisali informativni pristanak za sudjelovanje u istrazivanju. Za istrazivanje je
dobivena Suglasnost Etickoga povjerenstva DZSB, broj: 1433-1/020. IstraZivanje je provedeno u

razdoblju od Cetiri mjeseca, od rujna do prosinca 2020. godine.
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4.3. Materijali i metode

4.3.1. Ispitivanje sociodemografskih podataka i klini¢kih obiljeZja pacijenata te testovi
probira

Podaci o kroni¢nim bolestima koriSteni su iz raCunalnog programa medicinskog kartona i putem
intervjua s pacijentima. Ispitivani parametri su: dob, spol, dijagnoze kroni¢nih bolesti prema
MKB klasifikaciji bolesti (prema 10. reviziji Medunarodne klasifikacije bolesti i srodnih stanja,
ICD-10 (eng. International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems,
10th Revision), podatak o ukupnom i specificnom broju lijekova u kronicnoj terapiji, te podatak o

pusenju.

Prilikom posjete izmjerene su antropometrijske mjere, kao tradicionalni pokazatelji stanja
uhranjenosti, metabolickih poremecaja i misi¢ne mase u osoba starije dobi: indeks tjelesne mase,
BMI (eng. Body Mass Index) - mjera opée pretilosti, obujam struka - mjera abdominalne
pretilosti i obujam srednjeg dijela nadlaktice (eng. Mid arm muscle circumference) - mjera

gubitka misi¢ne mase ili sarkopenije ( Bohannon i sur., 2016; Kuo i sur., 2020 ).

Za potrebe ispitivanja sindroma krhkosti, koristen je Friedov fenotipski model, kao najvise
primjenjivan instrument u istrazivanjima. Navedeni instrument temelji se na odredivanju pet
kriterija, a to su nenamjerni gubitak na tjelesnoj teZini, osje¢aj umora (iscrpljenosti), smanjena
tjelesna aktivnost, smanjena brzina hoda (mjerena na 4-metarskoj stazi) te smanjena jacina stiska
Sake, mjerena dinamometrom (JAMAR, Nottinghamshire, UK). Broj bodova 1 — 2 oznadava
predstadij tjelesne slabosti (eng. Pre-frailty), dok broj bodova 3 — 5 oznacava razvijeno stanje
tjelesne slabosti (eng. Frailty) ( Fried i sur., 2001).

Nutricijski status ispitan je putem MNA testa (eng. Mini Nutritional Assesment). Test MNA-SF
(eng. Mini Nutritional Assesment - Short Form) je Siroko koriSten alat probira kreiran za
ispitivanje stanja uhranjenosti starijih osoba, bilo onih hospitaliziranih, smjestenih u domovima
za starije ili onih koji neovisno Zive u zajednici. Test se temelji na biljezenju BMI, unosa hrane,
gubitka na tjelesnoj masi u posljednja tri mjeseca, stupnju pokretljivosti te prisutnosti
psiholoskog stresa u zadnja tri mjeseca. Jednostavan je, sveobuhvatan te se pokazao kao jedan od
najprikladnijih testova alata probira u istrazivanjima na razini primarne zdravstvene zastite.

MNA-SF se sastoji od 6 pitanja koja se boduju od 0 do 3. Ukupni zbroj od 12 do 14 predstavlja
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normalnu uhranjenost, od 8 do 11 predstavlja rizik za pothranjenost, dok ukupan zbroj bodova 7 i

manje ukazuje na pothranjenost (Kaiser i sur., 2009; Lorenzo-Lopez i sur., 2017.).

Kako bismo utvrdili imaju li ispitanici Kriterije za metaboli¢ki sindrom (MS), koriSteni su
modificirani kriteriji NCP ATP Il (eng. National Cholesterol Education Program Expert Panel
(NCEP) and Adult Treatment Panel 111 (ATP IIlI) (Huang 2009). Kao Sto dokazi sugeriraju,
dijabeticari s MS imaju vec¢u predispoziciju za razvoj KV komplikacija nego oni bez MS-a

(Zadhoush i sur. 2015).

Modificirani kriteriji NCP ATP 11 za definiciju metabolickog sindroma : >2 od sljedeceg:
« obujam struka > 102 cm (88 cm za Z),

TG > 1,7 mmol/L

« HDL < 1,0 mmol/L) (1,2 za Z)

« Dijagnoza arterijske hipertenzije

Bubrezna funkcija procijenjena je iz serumske razine kreatinina, putem online kalkulatora i
jednadzbe Modifikacije prehrane kod bubrezne bolesti (MDRD). Procijenjena je brzina
glomerularne filtracije (¢GFR), a za potrebe izracuna koriSteni su podataci o spolu, dobi, rasnoj

pripadnosti i vrijednostima serumskog kreatinina (Levey i sur., 2021).

Formula za raunanje glasi MDRD eGFR = 186 x Serum Cr (mg/dL)-1.154 x spol-0.203 x

1.212 (vazno za pacijente crne rase) % 0.742 (vazno za pacijentice).

Postoje 4 stupnja slabljenja bubrezne funkcije, pri ¢emu su 1. i 2. stupanj povezani Su S
oCuvanom funkcijom, a razine 3 (30 do 60 ml/min/1.73m2) i 4 (15 do 29 ml/min/1.73m2) sa

smanjenom bubreZznom funkcijom.

Za procjenu kontrole dijabetesa koriSten je marker HbAlc, za koji vecina druStava preporuca
vrijednosti 6,5 — 8 %, narocito u starijih osoba s potvrdom T2D i pridruzenim komorbiditetima,
iako se i dalje naglasak stavlja na individualizirani pristup ( Buse i sur., 2020; American Diabetes
Association 2022).

Medu laboratorijskim analizama, analiziran je i tireostimuliraju¢i hormon (TSH). Varijacije u

vrijednostima TSH mogu otkriti latentnu hipotireozu te disregulaciju osovine hipotalamus-
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hipofiza-Stitnjaca. Poznato je da je TSH uklju¢en u metabolicke i kardiovaskularne poremecaje
kod starijih osoba, naroCito u stanjima s prisutno$¢u vise komorbiditeta (Barbesino 2019).
Razine TSH u rasponu od 4-10 mU/L ukazuju na latentnu primarnu hipotireozu (uz uredan
serumski tiroksin ), Cesto stanje u bolesnika s dijabetesom koje utjece na metabolicke poremecaje

(Han i sur., 2015).

4.3.2. Laboratorijsko ispitivanje
Za potrebe laboratorijske obrade, koristeni su uzorci krvi dobiveni venepunkcijom u jutarnjim

satima (od 06:30 do 07:30h) kada su ispitanici bili nataste. Ispitanicima je vadena krv iz kubitalne
vene u epruvetu s crvenim ¢epom bez aditiva za dobivanje seruma (BD Vacutainers Systems,
Belliver Industrial Estate, Plymouth, UK) na Odjelu za laboratorijsku dijagnostiku Opce bolnice
,,Dr. Josip Ben¢evi¢™ u Slavonskom Brodu. Za potrebe analize uzimalo se 10 ml venske krvi (2
epruvete) nakon cCega su se serumske epruvete ostavljale 30 minuta u uspravnom poloZaju na
sobnoj temperaturi sve dok se ugrusak u potpunosti oblikuje. Potom su uzorci centrifugirani
tijekom 10 minuta na 3000 okretaja u minuti (Hettich Rotina 380 R, Tuttlingen, Njemacka).
Nakon odvajanja seruma od stanica, dalje je alikvotiran i pohranjen do analize na temperaturi od
-20 °C u vremenskom okviru od 45 minuta nakon venepunkcije. Uzorci su analizirani tijekom
razdoblja od Cetiri tjedna. Nakon obrade periferne krvi, dio seruma je pohranjen na temperaturi -
70°C za za potrebe mjerenja citokina, IL-17A i IL-37 koji su analizirani u Klinickom zavodu za

laboratorijsku dijagnostiku u KBC Osijek, Odjelu za imunolosku i alergoloSku dijagnostiku.

4.3.2.a. Ispitivanje hematoloSkih parametara
Pretrage kompletne krvne slike izvedene su rutinskom analizom na hematoloSkome brojacu

Sysmex XN 1000 (SYSMEX UK LTD, Wymbush, Milton Keynes, GB). Analiticki sustav
odreduje 26 hematoloskih parametra pri ¢emu se broj leukocita, broj eritrocita, koncentracija
hemoglobina, broj trombocita, srednji volumen eritrocita (MCV), srednji volumen trombocita ,
postotak retikulocita direktno mjere. Ostali parametri kao S§tu su hematokrit (HCT), srednji
srednji sadrzaj hemoglobina u eritrocitu (MCH), predstavlja srednja koncentracija hemoglobina u
eritrocitu (MCHC) kao i apsolutni broj leukocitnih populacija izraCunavaju se iz podataka o
izmjerenim veli¢inama. Analiticka jedinica koristi Coulterovu metodu po nacelu impedancije 1
volumetrijskog brojenja krvnih stanica. Razrijedena suspenzija stanica prolaskom kroz strujni

krug izaziva promjene otpora koji izazivaju promjene napona Sto se biljezi detektorima, a nastali
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signali se prevode u elektricne impulse koji se broje. Koli¢ina volumena izotoni¢ne elektrolitne
otopine (diluenta) koju stanice istisnu svojim prolaskom, analogna je veli¢ini elektricnog impulsa
proporcionalnog stani¢nom volumenu. Iz kompletne i diferencijalne krvne slike izracunat je
omjer neutrofila i limfocita (NLR), kao jednog od biomarkera kroni¢ne upale koji bolje

odrazavaju kroni¢nu upalu povezanu s tkivom.

4.3.2.b. Ispitivanje biokemijskih parametara
Ispitivanje biokemijskih parametara izvedeno je na automatiziranom analizatoru DxC 700AU

(Beckman Coulter, Fullerton, SAD). Vrijednosti aspartat amino-transferaze (AST) i alanin
amino-transferaze (ALT), analizirane su kinetickom spektrofotometrijskom UV metodom bez
dodatka piridoksal fosfata. Vrijednosti gama-glutamiltransferaza (GGT) analizirane su
fotometrijskom IFCC (eng. International Federation for Clinical Chemistry and Laboratory
medicine) metodom. Za potrebe odredivanja ukupnog kolesterola, LDL kolesterola, triglicerida
(TG) i HDL-kolesterola koriStena je enzimski test bojanja. Vrijednosti glukoze na taSte
analizirane su enzimskim UV testom (metodom enzimske heksokinaze), dok su vrijednosti
HbA1C analizirane su turbidimetrijskom metodom. Enzimska metoda koriStena je i za analizu

serumskog kreatinina. Vrijednosti CRP-a su analizirane imunoturbidimetrijskom metodom.

Vrijednosti TSH analizirane su kemiluminiscentnim imunotestom s mikroCesticama na
analizatoru Alinity, Architect ( Abbot Laboratories, Abbot Park, IL 60064, SAD).

4.3.3. Enzimski imunotest- Sendvi¢ ELISA test
Enzimska metoda koja se Cesto upotrebljava za analizu serumskih protutijela je ELISA (od eng.

Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Ovisno o nacinu izvodenja, razlikujemo nekoliko inacica
metode ELISA: indirektni ELISA test, sendvi¢ ELISA test i kompeticijski ELISA test (Kohl i
sur., 2017.).

Sendvi¢ ELISA test je enzimska metoda, koja se ¢esto koristi za analizu izlucenih citokina, kao
mjera funkcije limfocita T. U jaZice se najprije imobiliziraju monoklonska protutijela koja
specificno vezu epitope odredenog citokina. Potom se uzorak seruma inkubira s vezanim
proutijelima, te zatim ispire iz jazica. U nastavku se dodaje sekundarno, enzimom obiljezeno

protutijelo koje prepoznaje neki drugi epitop koji sadrzava citokin vezan za primarno protutijelo.
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Vezani se citokin, dakle, nalazi u sendvicu izmedu dvaju protutijela, a njegovu prisutnost odaje

pojava obojenja nakon dodatka supstrata (Slika 7) (Kohl i sur., 2017).

a o = By S O a o
1000000 ea9de 69 e 0e 9 &0
e- antigen - neobiljezeno protutijelo © - obiljezeno protutijelo S - supstrat

Slika 7. Sendvi¢ ELISA test

Preuzeto i prilagodeno prema Ljiljana Trtica Majnari¢, 2018.

4.3.4. Odredivanje serumske koncentracije IL-17A i IL-37
Koncentracija IL-17A i IL-37 u serumu odredena je u Klinickom zavodu za laboratorijsku

dijagnostiku u KBC Osijek, Odjelu za imunolosku 1 alergolosku dijagnostiku, nakon primarne
obrade periferne krvi za potrebe hematoloske i biokemijske obrade, za Cije potrebe je krv
skladiStena na - 70 °C budu¢i da se radi o citokinima koji dosta nestabilni. Za potrebe analize
citokina koriStena je sendvi¢ ELISA metoda (eng. Enzyme linked immunosorbent assay), uz
postivanje protokola proizvodaca reagensa. Za potrebe analize citokina koriSteni su komercijalni

kitovi:

IL-37 Human Uncoated ELISA kit, Invitrogen, ThermoFisher Scientific, SAD
IL-17A (homodimer) Uncoated ELISA kit, Invitrogen, ThermoFisher Scientific, SAD

4.3.4.a. Opis ELISA metode za odredivanje serumske razine IL-17A
Prvog dana, ELISA plo¢a obloZena je proc¢is¢enim IL-17A monoklonskim antitijelom (IL-17A

(homodimer) Uncoated ELISA kit, Invitrogen, ThermoFisher Scientific, SAD, kataloski broj: 88-
7176-88 ), u puferu za oblaganje i inkubirana tijekom no¢i na 4 °C. Drugog dana, ploca je isprana
3 puta i jazice su blokirane s fosfatnim puferom (0,01M PBS puferom koji je sastava 137 mM
NaCl, 10 mM NazHPOQO4, 1.8 mM KH2POg4, 2,7 mM KCI), pH 7,4, 10% BSA i 0,05% eng. Tween
detergent)) i 10 % BSA, inkubirane na sobnoj temperaturi tijekom sat vremena na tresilici za

mikroploce (Thermoshake inkubator shaker (Gerhardt Analytical Systems, Njemacka). Ploca je
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isprana pet puta i na plocu su dodani standardi i u omjeru 1:2 razrijedeni uzorci, nakon cega je
plo¢a pokrivena i inkubirana na 4 °C preko noc¢i za maksimalnu osjetljivost. Tre¢eg dana, ploca
je isprana za ukupno pet ispiranja, a protutijelo za detekciju je konjugirano s biotinom i dodano u
sve jazice plo¢e. Dalje je plo¢a pokrivena i inkubirana na sobnoj temperaturi na tresilici tijekom
jednog sata. Nakon inkubacije, ploCa je isprana pet puta i u sve jazice je dodana peroksidaza
hrena (HRP) s avidinom, zatim je plo¢a pokrivena i inkubirana na sobnoj temperaturi na tresilici
tijekom 30 minuta. Nakon inkubacije, ploc¢a je isprana za ukupno sedam ispiranja i otopina
supstrata s tetrametilbenzidinom (TMB) je dodana u sve jazice. Zatim je ploca inkubirana
tijekom 15 minuta na tresilici za mikroplo¢u na sobnoj temperaturi u mraku. Reakcija je
zaustavljena s 1M fosfornom kiselinom. Apsorbancije su mjerene na 450 nm na ELISA
procesoru EtiMax 3000, DiaSorin, Saluggia, Italija. Konstruirana je standardna krivulja i
izracunata je koncentracija IL- 17A. Zbog razrjedenja uzorka 1:2, rezultati su pomnozeni s

faktorom 2.

4.3.4.b Opis ELISA metode za odredivanje serumske razine IL-37
Prvog dana, ELISA ploc¢a obloZena je procis¢enim IL-37 monoklonskim antitijelom (Human

Uncoated ELISA kit, Invitrogen, ThermoFisher Scientific, SAD, kataloski broj: 88-52103 ) u
puferu za oblaganje 1 inkubirana tijekom noc¢i na 4°C. Drugog dana, ploca je isprana dva puta i
jaZice su blokirane s fosfatnim puferom (0,01M PBS puferom koji je sastava 137 mM NaCl, 10
mM NaHPOs, 1.8 mM KH2PO4, 2,7 mM KCI), pH 7,4, 10% BSA i 0,05% eng. Tween
detergent) i 10 % BSA (Blocker™ BSA (10X) te potom inkubirane tijekom no¢i na 4°C. Treceg
dana ploca je dvaput isprana, a na plocu su dodani standardi 1 u omjeru 1:2 razrijedeni uzorci.
Zatim su u sve jazice dodana antitijela za detekciju konjugirana s biotinom. Nakon toga je ploca
pokrivena i inkubirana tijekom 2 sata na sobnoj temperaturi na tresilici za mikroploce
(Thermoshake incubator shaker, Gerhardt Analytical Systems, Njemacka). Dalje je ploc¢a isprana
ukupno cetiri puta 1 u sve jazice je dodana peroksidaza hrena (HRP) sa streptavidinom, nakon
Cega je dalje ploca pokrivena i inkubirana na sobnoj temperaturi na tresilici tijekom jednog sata.
Nakon 1 sata, plo¢a je isprana za ukupno Cetiri ispiranja, a otopina supstrata s
tetrametilbenzidinom (TMB) je dodana u sve jazice. Dalje je plo¢a inkubirana tijekom 15 minuta
na tresilici za mikroplou na sobnoj temperaturi u mraku. Reakcija je zaustavljena s 1M

fosfornom kiselinom. Apsorbancije su mjerene na 450 nm na ELISA procesoru EtiMax 3000,
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DiaSorin, Saluggia, Italija. Konstruirana je standardna krivulja i izra¢unata je koncentracija IL-37

ispitanika. Zbog razrjedenja uzorka 1:2, rezultati su pomnozeni s faktorom 2.

4.3.5. Statisticke metode
Deskriptivna statistika. Kategorijski podatci su predstavljeni apsolutnim i relativnim

frekvencijama, a numericki podatci, ovisno o tipu raspodjele (normalna ili ne), aritmetickom
sredinom i standardnom devijacijom, odnosno medijanom i interkvartilnim rasponom. Za
ispitivanje normalnosti raspodjele podataka koriSten je Shapiro test normalnosti (raspodjela nije
slijedila normalnu, ako p<0.05). Razlike u mjerenim obiljezjima prema kvartilama vrijednosti
upalnih biljega IL-17A i IL-37. Za numericke varijable s normalnom raspodjelom, koristena je
jednosmjerna analiza varijance ANOVA metoda, a u slu¢aju odstupanja od normalne raspodjele,
Kruskal-Wallis (KW) rank sum test. Razlikovanje u zna¢ajnim numeri¢kim varijablama izmedu
parova kvartilnih skupina pojedinog upalnog biljega (ako je p<0.05), testirano je primjenom
odgovarajucih post hoc testova (Tukey-ev ANOVA post hoc test ili Dunn-ov KW post hoc test s
Bonferonijevom korekcijom p-vrijednosti). Za kategorijske varijable, te razlike su ispitivane
primjenom hi-kvadrat (y?) testa, a u slu¢aju frekvencije manje od 5, koristen je Fisher-ov egzaktni

test.

Povezanost izmedu pojedinih upalnih biljega je ispitana primjenom jednostavne korelacijske
analize (Spearman) i viSestruke (multinomijalne) logisti¢ke regresijske analize. To je model koji
usporeduje viSe skupina ispitanika istovremeno. NajniZza kvartila (kvartila 1) koriStena je za
usporedbu (kontrolu). Razina znacajnosti postavljena je na p=0.05. Algoritam sam izabire
varijable koje pokazuju znacajnu povezanost (Pr(>Izl)) < 0.05. Indeks AIC (eng. The Akaike
information criterion) je uzet kao mjera prediktivne performance modela. Analiza povezanosti
izmedu mjerenih obiljezja i upalnih biljega IL-17A i IL-37 testirana je primjenom multinomijalne
logisticke regresijske analize. Izracunavanje optimalnih grani¢nih vrijednosti pojedinih upalnih
biljega za odredene podskupine pacijenata S T2D (npr. s KV bolestima, s nizim eGFR, s
metabolickim sindromom) je radeno pomocu funkcije “cutpointr, preuzete iz R-statistickog
paketa, koja uzima sumu mjera osjetljivost 1 specificnost da bi maksimizirala metricku
(razdjelnu) funkciju. Za testiranje razdjelne moci (prediktivne vrijednosti) grani¢nih vrijednosti
(eng. Cut-off) pojedinih biljega upale i njihovih kombinacija izmedu dvije podskupine pacijenata

s T2D, koristena je metoda ROC krivulja (eng. Receiver Operating Characteristic Curves) koja
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je evaluirana pomo¢u AUC (eng. Area Under Curve) metrike, koja oznacava veli¢inu povrsine
ispod krivulje, a poznata je kao c-statistika. Test DeLong je koriSten za usporedbu razlika
izmedu dvije AUC povrSine u modelu (uz p<0.05). Razvrstavanje upalnih biljega s odabranim
sociodemografskim i klinickim pokazateljima u skupine prema sli¢nosti (klastere), izvrSeno je
primjenom metode Kk-srednjih vrijednosti, preuzetog iz WEKA 3.9.5 analitiCkog paketa. Taj
algoritam pripada u tzv. nenadgledane (eng. unsupervised) metode strojnog ucenja, $to znaci da
zavisna varijabla nije prethodno definirana. Metoda je pogodna za traZzenje nepoznatih fenotipova
u podatcima. Klaster ¢ini skupina podataka (ili osoba) koje su sli¢ne jedna drugoj (na temelju
mjere “Euklidove udaljenosti”), a razlikuju se od podataka u drugom klasteru. Pri tome je
pogreska izmedu srediSta klastera i pojedinac¢nih vrijednosti podataka koji ulaze u klaster
minimalizirana. Broj klastera (k) treba biti unaprijed odreden. Postoji povezanost izmedu broja
klastera i prediktivne vrijednosti modela. Budu¢i da nema to¢nog kriterija za odabir “najto¢nije”
K-vrijednosti, korisnik “k-means” algoritma (informati¢ar) ponavlja klaster-analizu, izradujuci
viSe modela koji se razlikuju po broju klastera te promatra dobivene modele i odabire onaj koji
mu se Cini najprikladniji za interpretaciju. Pri tome se takoder uzimaju u obzir rezultati klaster-
analize, kao §to su ukupni zbroj kvadriranih pogresaka u klasterima (eng. The sum of squared

errors) i vrijeme potrebno da se izvrsi klaster-analiza.

Za potrebe te analize, odabrana je skupina od 28 ulaznih varijabli te su prikazane njihove
distribucije tako da su za numeric¢ke varijable prikazani rasponi vrijednosti, tj. od min-max
vrijednosti, a za kategorijske varijable su prikazane njihove relativne frekvencije po pojedinim
definiranim kategorijama. Klaster-analiza je ponavljena s vrijednosti “k” 3-6 te je pokazala da se
pogreska modela smanjuje s povecanjem broja klastera. U rezultatima je prikazan model sa 6

klastera.

Da bi se dodatno potvrdila povezanost izmedu nezavisnih (ulaznih) varijabli i zavisne (izlazne)
varijable — pokazatelja kroni¢ne upale u organima, koristena je multivarijatna linearna regresijska

analiza, s varijablama NLR, IL-17A i IL-37, kao izlaznim varijablama.
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5. REZULTATI

5.1. Sociodemografski podaci

U istrazivanje je bilo ukljuceno 170 ispitanika, pri ¢emu je vecina ispitanika bila u dobi od 50 do
75 godina, i nesto veci broj odnosio Se na muskarce u odnosu na zene. Manje od polovice imalo
je dijagnosticiran T2D unutar 5 godina ( 0-5), dok je vise od polovice ispitanika imalo T2D dulje
od 5 godina (>5 godina) (Tablica 3) (Slika 8). Vec¢ina sudionika imala je dijagnosticiranu
arterijsku hipertenziju dulje od pet godina, a gotovo polovica bolovala je od hipertenzije dulje od
deset godina (Slika 9). Znacajan udio ispitanika imao je izrazenu prekomjernu tjelesnu
tezinu/pretilost, pri ¢emu se istice abdominalni (visceralni) tip pretilosti, a $to odrazava i visok
udio onih s metaboli¢kim sindromom (Tablica 3). Sukladno tome, vecina sudionika bila je
dobrog stanja uhranjenosti i bez izrazene sarkopenije (mac <22 cm), a niti jedan ispitanik nije bio
pothranjen. Tek manji broj (manje od jedne petine) bio je predkrhak ili krhak (Tablica 3). Manji

broj ispitanika odnosio se na aktivne pusace.

Tablica 3. Osnovna obiljezja ispitanika

Karakteristike pacijenata Medijan Aritmeticka Broj (N)
(interkvartilni sredina (SD)
raspon)

Dob ( godine) 66.00 (12.00) 50-65 - 79
66-75 - 63
>75-28

Spol (M, 7) M-95

7-175

Trajanje T2D ( godine) 8.00 (10.00)

Trajanje arterijske hipertenzije (godine) 10.00 (8.00)

BMI (kg/m?) <25-20
25-30 - 67
>30-83

Obujam struka (cm) 103.00 (13.00)

Obujam, srednjeg dijela nadlaktice (cm) 30.00 (4.00)
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Nutritivni status

(ukupan rezultat MNA-SF testa )

Normalna
uhranjenost - 144

rizik za
pothranjenost — 26

Pusenje

Nikada - 68
Trenutno - 31
Bivsi — 71

Rezultat Fraility testa (0-5)

0-97
1-25
2-18
3-16
4-7
5-7

Frailty rezultat (0 — robusan; 1 — predkrah; 2 —krhak)

0-97
1-42
2-31

Metaboli¢ki sindrom (M)

NE-19
DA -76

Metaboliki sindrom (Z)

NE -6
DA -69

BMI — indeks tjelesne mase; MNA-SF- eng. Mini Nutritional Assesment - Short Form

70

Broj ispitanika
30 40
1

20
1

10

0-1

Trajanje DT2

Slika 8. Trajanje dijabetesa tip 2: 0-1 godinu (N=15), >1-5 godina (N=59),

>5-10 godina (N=38), >10 godina (N=58)
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Trajanje arterijske hipertenzije

100
]

81

80

Broj ispitanika
60

40

19

01 >1-5 >5-10 >10

20

godina
Slika 9. Trajanje arterijske hipertenzije: 0-1 godinu (N=19), >1-5 godina (N=8),
>5-10 godina (N=62), >10 godina (N=81)

Iz Tablice 4., vidljivo je da je vec¢ina sudionika imala dobro kontroliranu glikemiju, $to pokazuju
vrijednosti HbA1C u rasponu od 5,2 % do 7,6 %, koje su unutar raspona preporucenih vrijednosti
struénih drustava (S obzirom na dob i komorbiditetna stanja). Oko dvije trecine sudionika imalo
je odrzanu bubreznu funkciju. Veéina slu¢ajeva imala je blago snizenu bubreznu funkciju (eGFR

90-60 ml/min) ili umjerenog stupnja (eGFR <60 ml/min).

Kada je rije¢ o komplikacijama T2D, otprilike jednoj treini pacijenata dijagnosticirana je
koronarna bolest. Postojao je visok udio onih kojima je dijagnosticirano kroni¢no sréano
popustanje, iako je izostavljen podatak o vrijednosti ejekcijske frakcije lijeve Klijetke, tako da
nije bilo moguce razluciti pojedince s o€uvanom od onih sa smanjenom ejekcijskom frakcijom. U
usporedbi s epidemioloskim podacima, postojao je visok udio pacijenata koji su imali razvijenu
dijabeticku retinopatiju (>30%). Za nekardiovaskularne komorbiditete, opisni podaci ukazuju na

visoku prevalenciju miSi¢no-koStanih bolesti i anksioznih poremecaja.

Analizom propisanih lijekova uocen je visok udio pacijenata kojima su propisani antihipertenzivi
iz skupine ACE-INH/ARB i hipolipemici poznatiji kao ,,statini®, $to pokazuje da se lijecnici
obiteljske medicine pridrzavaju vaze¢ih smjernica u lijeCenju hipertenzije i dislipidemije. Ipak, i

dalje je visok postotak pacijenata kojima je propisivan klasi¢ni metformin, kao lijek prve linije u
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lijeCenju T2D, dok je nova skupina antidijabetika s kardio-protektivnim i reno- protektivnim
uc¢inkom (GLPRA i SGLT2inh) propisivana u niskoj stopi.

Tablica 4. Klini¢ka obiljezja ispitanika

Klinicke karakteristike pacijenata
Eritrociti (x 10%%/L) 4.79 (0.44)
Hematokrit (%) 42.30 (4.70)
Glukoza (mmol/L) 7.95 (3.18)
HbALC (%) 6.90 (1.70)
Kolesterol (mmol/L) 5.20 (1.70)
LDL (mmol/L) 3.21 (1.04)
HDL (mmol/L) 1.31 (0.40)
Trigliceridi (mmol/L) 1.73 (0.90)
eGFR (ml/min/1.73 m?) 83.00 (34.75) >90-54
60-90- 63
<60 - 53
TSH (mIU/L) 2.52 (1.70)
Urati (umol/L) 320.0 (80.00)
Broj komorbiditeta 3-8
>3 - 162
Dijagnoze kroni¢nih bolesti
Arterijska hipertenzija NE -18
DA - 152
Koronarna arterijska bolest (KAB) NE-111
CAD (eng. Coronary Artery Dis.) DA - 59
Kroni¢ne sréane bolesti (KSB) NE - 89
CHD (eng. Chronic Heart Dis.) DA - 91
o NE - 83
Jedna ili vise od: KAB, KSB, KVB, PAB
DA - 87
Dijabeti¢ka retinopatija NE - 122
DA - 48
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Kroni¢ne respiratorne bolesti ( KOPB ili astma)

NE - 156

DA-14
Gastrintestinalne bolesti NE - 98
DA - 72
Osteoporoza NE - 132
DA -78
Osteoartritis NE - 84
DA - 86
Lumbosakralni sindrom NE - 59
DA - 111
Bolesti Stitnjace NE - 137
DA - 33
Urogenitalne bolesti NE - 120
DA - 50
Inkontinencija urina NE - 144
DA - 26
Anksiozni poremecaj/ Depresija NE - 67
DA - 103
Propisani lijekovi
Ukupan broj propisanih lijekova 3-9
>3-161
metformin NE - 46
DA - 124
derivati sulfonilureje NE - 132
DA - 38
pioglitazon NE - 160
DA - 10
metformin, deribati Sulfonilureje,, pioglitazon — svi NE - 26
zajedno ( starija skupina antidijabetika ) DA - 144
DPP4 Inhibitori ( eng. Dipeptidyl peptidase-4 inhibitor) NE - 140
DA - 30
GLP1RA ( eng. Glucagon-like peptide-1 receptor agonist) NE - 155
DA - 15
SGLT2 inh ( eng. Sodium-glucose co-transporter-2 NE - 164
inhibitors) DA-6
DPP4 inh., GLP1RA, SGLT2 inh. - svi zajedno NE - 119
(novija skupina oralnih antidijabetika) DA - 51
inzulinska terapija NE - 130
DA - 40
ACE-inhibitori ili sartani ( ARB) NE - 37
DA - 133

42



blokatori kalcijskih kanala NE - 98
DA- 72
beta-blokatori NE - 93
DA- 77
diuretici NE - 57
DA- 113
statini NE - 27
DA- 143
NSAID NE - 49
DA- 121

HbA1C - hemoglobinA1C; LDL — lipoprotein male gustoce ( eng. Low-density lipoprotein); HDL — lipoprotein visoke gustoce (eng. High-density
lipoprotein); eGFR — procijenjena bubrezna funkcija (eng. Estimated Glomerular Filtration Rate) ; TSH — tireostimuliraju¢i hormon; CVD —
kardiovaskularne bolesti (eng. cardiovascular disease); CAD — koronarna arterijska bolest (eng. coronary artery disease); CHD -kroni¢ne sréne
bolesti (eng. chronic heart disease); DPP4inh — (eng. dipeptidyl peptidase-4 inhibitor); GLP1RA —(eng. glucagon-like peptide-1 receptor
agonists); SGLT2inh —(eng. sodium-glucose cotransporter 2 inhibitors); ACE-INH — ( eng. Angiotensin converting enzyme inhibitors); ARBs — (
eng. Angiotensin receptor blockers); NSAID — nesteroidni protuupalni lijekovi (eng.Non-steroidal anti-inflammatory drugs)

Kada je rije¢ o upalnim markerima, izuzev jedne ekstremne vrijednosti, u vecine ispitanika usko
je podrucje vrijednosti citokina IL-17A (IQR 0,21 — 3,21), §to ukazuje na njegovu nisku
varijabilnost (Tablica 5, Slika 10). Vrijednosti IL-37 su za veéinu ispitanika oscilirale izmedu
3,40 i 38,0 pg/mL, a bile su iskrivljene oko srednje vrijednosti od 13,40 pg/mL (Tablica 5).
Drugi, konvencionalniji markeri upale, NLR i CRP, pokazali su istu karakteristiku — iskrivljenost

oko srednjih vrijednosti (Tablica 5).

Kao $to se vidi na slici 11, varijabilnost IL-37 bila je veca u gornjem dijelu raspona vrijednosti,
dosezu¢i do 258,80 pg/mL (bez jedne ekstremne vrijednosti), nego u donjem dijelu raspona
vrijednosti, gdje je minimalna vrijednost bila je 0,14 pg/mL. Jedan pacijent pokazao je izuzetno
visoku vrijednost I1L-37, od 1788,4 pg/mL.
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Tablica 5. Pokazatelji upale

Upalni markeri

Medijan (IQR)

Aritmeticka
sredina (SD)

Broj (N)

Ukupan broj leukocita (x 10°/L) 7.58 (1.77)
Broj limfocita (x 10%/mL) 2.45 (1.17)
Broj neutrofila (x 10%/mL) 3.99 (1.43)
Limfociti % 34.26 (8.65)
Neutrofili % 53.06 (8.37)
NLR 1.60 (0.90)
CRP (mg/L) 1.90 (2.20)

Hemoglobin (g/L)

143.00 (18.00)

IL-17A (pg/mL)

1.71 (1.50)

IL-37 (pg/mL)*

13.40 (34.60)

* Izbacena je jedna ekstremna vrijednost. NLR- omjer neutrofila i limfocita (eng. neutrophil-to-lymphocyte ratio); CRP-
C-reaktivni protein; IL-17A- interleukin17A; IL-37-interleukin 37

Varijabla IL-17-A

60
|

pa/mL
40

20
|

o

s

s

o

s
———

Slika 10. Raspodjela IL-17A medu ispitanicima (box-plot dijagram)
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Varijabla IL-37
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Slika 11. Raspodjela IL-37 medu ispitanicima (box-plot dijagram)

5.2. Raspodjela vrijednosti citokina IL-17A i IL-37 prema kvartilama

5.2.1 Interleukin IL-17A
S obzirom na iskrivljenost raspodjele vrijednosti citokina IL-17A, vrijednosti u kvartilama nizeg

ranga vrlo su male i blizu jedna drugoj, §to pokazuju grani¢ne vrijednosti 1,42 (izmedu prve i

druge kvartile), 1,71 (izmedu druge i tre¢e kvartile), odnosno 2,92 (izmedu treée i Cetvrte

kvartile) (Tablica6i 7).

Kao $to je vidljivo i u rezultatima analize razlika, varijable koje su pokazale znacajne razlike
medu kvartilama IL-17A bile su one koje su ukazivale na glavne KV ¢imbenike rizika,
ukljucujué¢i LDL-kolesterol i HbA1C te hemoglobin (marker kroni¢ne upale koji je rezultat
opterecenja ve¢im brojem komorbiditeta) (Tablica 6). 1z tablice 6 moze se vidjeti da vrijednosti
ovih varijabli ne rastu linearno, dok vrijednost IL-17A raste s pove¢anjem ranga kvartila IL-17A,
S§to moze biti u¢inak visestrukih medusobno povezanih ¢imbenika na povecanje koncentracije IL-
17A u serumu. Raspodjela vrijednosti citokina IL-37 prema kvartilnim vrijednostima citokina IL-

17A prikazana je na slici 12, gdje se moze vidjeti da vrijednosti IL-37 ne rastu linearno prema
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vrijednostima kvartila IL-17A te da se porast IL-37 moze ocekivati tek u gornjoj kvartili IL-17A

( Slika 12). Nije uoceno da su stupnjevi opadanja bubrezne funkcije povezani s varijacijama u IL-

17A (Tablica 6), niti je utvrdeno da se razlike u ucestalosti stadija eGFR razlikuju prema
razinama kvartila IL-17A ( Slika 13).

Tablica 6. Razlike u raspodjeli ispitivanih varijabli medu kvartilama IL-17A. Numericke

varijable.
4. kvartila Post hoc test
1. kvartila 2. kvartila 3. kvartila . . .
39 zapisa 46 zapisa 40 zapisa prilagodena p-
vrijednost)
Broj limfocita
243(121) | 551(1.12) | 254079 | 258(1.36) 0.81%
(x 109/L)
Broj neutrofila
53.70(135) | 395120 | 3.02(Liey | 395(145) 0.80%*
(x 109/L)
Limfociti % 34.99 (8.19)* | 3320 (9.49)* | 34.27 (7.52)* | 3469 (9.23)% |  0.79%**
Neutrofili % 52.99 (7.60)* | 53.49 (8.04)* | 52.77 (8.17)* | 52.92 (9.69)* | 0.98***
NLR 160 (0.90) | 1.77(0.69)* | 1.60 (0.63) 1.60 (1.05) 0.93%*
CRP (mg/L) 200(170) | 1.90(L40) | 2.25(2.90) | 1.70 (4.10) 0.30%*
IL-37
720(580) | 1960(030) | 04053 1 g gpee
0.26 (0.58) =i R :
eGFR
75.90 79.67 82.67 (28.60)*
ml/min/1.73m2 (28.22)* 83.26 (24.12)* (23.46)* ( ) 0.56***
Dob
68.21 (9.39)" | 63,00 (10.75) | 69.12 (6.94)~ | 5647 (8:25)* 0.08%*
(godine)
Obujam struka
103.00 102.50 104.50 -
(cm) (1150) | 10400(A400) | 19 op) (10.00)* 0.88
Srednji obujam 30.03 (3.13)* 30.44 (2.97)*
nadlaktice 29.76 (3.38)* | 29.00 (2.25) 0.22%*
(cm)
Trajanje dijabetesa
9.00(10.00) | 900 (9.00) | 6.50(10.50) | 8:00(11.00) 0.96%*
(godine)
Trajanje 10.97 (6.38)* 11.22 (4.75)*
hipertenzije 10.00 (9.50) | 10.50 (7.00) 0.66**

(godine)
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Leukociti

7.65 (1.63)* * « | 8.00(2.14)* -
(x 10°L) (1.63) 7.24 (1.47) 7.41 (1.74) (2.14) 0.20
Eritrociti
4.80 (0.47)* * « | 459 (0.44) -
(x 10%/L) (0.47) 4.78 (0.47) 4.89 (0.37) (0.44) 0.20
LDL”L 351 (0.82)* 3.39 (1.06)* 2-1-0.18***
(mmol/L) 3-1-0.05
4-1-095
3.05(110)* | 2.92 (1.07)* 0.03%%*
3-2-0.93
4-2-040
4-3-015
HDL
1.29 (0.330 « | 137042 -
(mmol/L) ( ) 1.33 (0.40) 1.33 (0.30) (0.42) 0.45
Hemoglobin 2 -1 1.00%****
(@/dh 3-1-1.00
4-1-036
143.40 147.0 (14.75) 0.02%*
146.00 (13.81)* S 138.20 ' 3-2-1.00
(18.00) (10.96)* 4-2-0.16
4-3-001
Hematokrit (%) 42.48 (4.09)% | 42.40 (13.81)* | 43.11 (2.88)* | 4124 (352)* | 0.12%%
Glukoza na taSte 700 (260) | 845(258) | 895(315) | 7.70(3.10) 0.06%*
(mmol/L)
HBALC% 6.60 (1.20) 6.80 (1.20) 2-1-0Q12%0a
3-1-0.05
4-1-100
7.00(1.73) | 7.60(1.90) 0.02%* 32100
4-2-043
4-3-020
Trigliceridi 180(0.80) | 1.75(1.16) | 1.60(0.79) | 1.77(0.92) 0.46%*
(mmol/L)
Ukupni kolesterol | 5 47 (1.10)% | 523 (1.44* | 5.08(L31* | 520(1.20) 0.35%*
(mmol/L)
TSH
2.40 (1.49 2.39 (1.80 o
(mIU/L) (1.49) 2.42 (1.84) 3.10 (1.60) (1.80) 0.30
Urati
342.6 31490 | 330.00 (66.00) -
(umol/L) Gogsyr | 31500000 | el 0.11

*Aritmeticka sredina (SD) — normalna raspodjela (Podebljane su znaéajne razlike.)
**Kruskal-Wallis rank sum test (p-vrijednost manja od razine znacajnosti 0,05, iz Cega mozemo zakljuciti da postoje znacajne
razlike izmedu skupina)
***ANOVA test (p-vrijednost manja od razine znacajnosti 0,05, iz ¢ega mozemo zakljuciti da postoje znacajne razlike izmedu

skupina)
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***% ANOVA post hoc test (Tukey’s test) (znacajne razlike s p- vrijednosti manjom od 0,05 )
***xx KW post hoc test (Dunnov test s Bonferronijevom korekcijom) (znacajne razlike s p- vrijednosti manjom od 0,05).
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Slika 12. Raspodjela vrijednosti citokina IL-37 prema kvartilnim vrijednostima citokina IL-17A

Odnos izmedu varijabli IL-17A i stupnjeva eGFR

o

Vrijednosti IL-17A, pg/mL
40 60

20

Stupnjevi eGFR

Slika 13. Raspodjela vrijednosti citokina IL-17A prema procijenjenoj brzini glomerularne
filtracije (eng. Estimated Glomerular Filtration Rate): eGFR >90 ml/min/1.73m2, 60-90
ml/min/1.73m2, <60-40 mi/min/1.73m2, <40 ml/min/1.73m2
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Znacajne razlike medu kvartilama IL-17A takoder su pronadene za varijable koronarne arterisjke

bolesti i kroni¢ne sr¢ane bolesti, ali njihova raspodjela slijedi nelinearni obrazac, sto pokazuje

¢injenica da je sudionicima u nizoj i visoj kvartili IL-17A ces¢e dijagnosticirana koronarna

arterijska bolest ili kroni¢na sr¢ana bolest od onih u srednjim kvartilama (Tablica 7) (Slika 14).

Isti obrazac raspodjele pokazao se i za dijagnoze anksioznih poremecaja (Tablica 7). Znacajne

varijacije u raspodjeli medu kvartilama citokina IL-17A pokazala su i druga kroni¢na stanja,

ukljucujuéi krizobolju, urogenitalne poremecaje, inkontinenciju urina i gastrointestinalne

poremecaje (Tablica 7).

Table 7. Razlike medu ispitivanim varijablama izmedu kvartila IL-17A. Kategorijske varijable

1. kvartila 2. kvartila 3. kvartila 4. kvartila Ukupno
Varijable p-vrijednost

39 zapisa 46 zapisa 40 zapisa 45 zapisa 170 zapisa

eGFR ml/min/1.73m2

<60 15 (38.5%) 11 (23.9%) 14 (35.0%) 13 (28.8%) 53 (31.2%)

60-90 15 (38.5%) 19 (41.3%) 13 (32.50%) 16 (35.6%) 63 (37.0%) o

>90 9 (23.0%) 16 (34.8%) 13 (32.50%) 16 (35.6%) 54 (31.8%)

Frailty indeks

0 21 (53.9%) 28 (60.9%) 19 (47.50%) 29 (64.4%) 97 (57,1%) .

1 12 (30.8%) 11 (23.9%) 13 (32.5%) 6 (13.3%) 42 (24.7%) o

2 6 (15.3%) 7 (15.2%) 8 (20.0%) 10 (22.3%) 31 (18.2%)

Frailty rezultat

0 21 (53.9%) 28 (60.9%) 19 (47.5%) 29 (64.4%) 97 (57.1%)

1 10 (25.6%) 6 (13.0%) 6 (15.0%) 3(6.7%) 25 (14.7%)

2 2 (5.1%) 5 (10.9%) 7 (17.5%) 4 (8.9%) 18 (10.6%) 0.43*

3 3(7.7%) 3(6.5%) 4 (10.0%) 6 (13.3%) 16 (9.4%)

4 1 (2.6%) 1 (2.2%) 2 (5.0%) 3 (6.7%) 7 (4.1%)

5 2(5.1%) 3(6.5%) 2 (5.0%) 0 (0.0%) 7 (4.1%)

Spol = Mugkarci 20 (51.3%) 19 (41.3%) 17 (42.5%) 19 (42.2%) 75 (44.1%) 0.78
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Dob

50-65 16 (41.0%) 26 (56.5%) 13 (32.5%) 24 (53.3%) 79 (46.5%)
66-75 0.22
e 16 (41.0%) 12 (26.1%) 21 (52.5%) 14 (31.1%) 63 (37.1%)
>
7 (41.0%) 8 (17.4%) 6 (15.0%) 7 (15.6%) 28 (16.5%)
Pusenje
Nikada
17 (43.6%) 19 (41.3%) 16 (40.0%) 16 (35.6%) 68 (40%) 0.66
Sadasnji +bivii
22 (56.4%) 27 (58.7%) 24 (60.0%) 29 (64.4%) 102 (60%)
BMI 25 kg/m?
<25 3 (7.7%) 8 (17.4%) 5 (12.5%) 4 (8.9%) 20 (11.8%)
25-30 0.70*
17 (43.6%) 19 (41.3%) 16 (40.0%) 15 (33.3%) 67 (39.4%)
>30
19 (48.7%) 19 (41.3%) 19 (47.5%) 26 (57.8%) 73 (42.9%)
Nutritivni status
Normalno stanje 34 (87.2%) 36 (78.3%) 35 (87.5%) 39 (86.7%) 144 (84.7%) 0.56
uhanjenosti
NSAID = DA 30 (76.9%) 34 (73.9%) 24 (60.0%) 33 (73.3%) 121 (71.2%) 0.34
ggPB Hli astma = 6 (15.4%) 1(2.2%) 4 (10.0%) 3 (6.7%) 14 (8.2%) 0.15%
CVD ifili
cerebrovaskularne 2 (5.1%) 9 (19.6%) 9 (22.5%) 12 (26.7%) 32 (18.8%) 0.65
bolesti = DA
KAB = DA 16 (41.0%) 10 (21.7%) 9 (22.5%) 24 (53.3%) 59 (34.7%) <0.01
KSB = DA 21 (53.8%) 15 (32.6%) 15 (37.5%) 30 (66.7%) 81 (47.6%) <0.01
Gastrointestinalne
0, 0, 0, 0, 0,
bolesti = DA 21 (53.8%) 10 (21.7%) 14 (35.0%) 28 (62.2%) 73 (42.9%) <0.01
Osteoporoza = DA 7 (17.9%) 8 (17.4%) 7 (17.5%) 16 (35.6%) 38 (22.4%) 0.10
Osteoartritis =
25 (64.1%) 22 (47.8%) 16 (40.0%) 23 (51.1%) 86 (50.6%) 0.19
DA
Krizobolja=
30 (76.9%) 33 (71.7%) 18 (45.0%) 30 (66.7%) 111 (65.3%) 0.01
DA
giesn Stitnjace = 4 (10.3%) 10 (21.7%) 10 (25.0%) 9 (20.0%) 33 (19.4%) 0.38
Inkontinencija 0 0 0 0 0
urina = DA 7 (17.9%) 4 (8.7%) 3 (7.5%) 12 (26.7%) 26 (15.3%) 0.04
Urogenitalne 0 0 0 0 0
bolosti = DA 17 (43.6%) 7 (15.2%) 8 (45.0%) 18 (40.0%) 50 (29.4%) <0.01
Anksiozni 26 (66.7%) 22 (47.8%) 19 (47.5%) 35 (77.8%) 102 (60.0%) <0.01

poremeéaj = DA
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Dijabeticka

0, 0, 0, 0, 0,
retinopatija = DA 14 (35.9%) 14 (30.4%) 8 (20.0%) 12 (26.7%) 48 (28.2%) 0.45
metformin = DA 28 (71.8%) 33 (71.7%) 28 (70.0%) 35 (77.8%) 124 (72.9%) 0.86
derivati

0, 0, 0, 0, 0,
sulfonilureje= DA 8 (20.50%) 7 (15.2%) 11 (27.5%) 12 (26.7%) 38 (22.4%) 0.47
pioglitazon = DA 4 (10.3%) 4 (8.7%) 1 (2.5%) 1(2.2%) 10 (5.9%) 0.32*
metformin, derivati.
sulfonilureje,
pioglitazon — svi
zajedno 33 (84.6%) 36 (78.3%) 35 (87.5%) 40 (88.9%) 144 (84.7%) 0.51
( starija skupina
antidijabetika )=
DA
DPP4 inh = Yes 7 (17.9%) 12 (26.1%) 8 (20.0%) 3 (6.7%) 30 (17.6%) 0.10
SGLT2inh = DA 3(7.7%) 2 (4.3%) 1 (2.5%) 0 (0.0%) 6 (3.5%) 0.24*
GLP1RA=da 2 (5.1%) 6 (13.0%) 3 (7.5%) 4 (8.9%) 15 (8.8%) 0.68*
DPP4 inh.,
GLP1RA, SGLT2
nh. — svi zajedno 12 (30.8%) 20 (43.5%) 12 (30.0%) 7 (15.6%) 51 (30.0%) 0.04
(novija skupina
oralnih
antidijabetika = DA
inzulin = DA 7 (17.9%) 15 (32.6%) 8 (20.0%) 10 (22.2%) 40 (23.5%) 0.38
ACE-INH ili

0, 0, 0, 0, 0,
ARBS= DA 31 (79.5%) 32 (69.6%) 32 (80.0%) 38 (84.4%) 133 (72.2%) 0.37
blokatori kalcijskih 0 0 0 0 0
xanala = DA 16 (41.0%) 17 (37.0%) 14 (35.0%) 25 (55.6%) 82 (48.2%) 0.20
diuretici = DA 25 (64.1%) 25 (54.3%) 31 (77.5%) 31 (68.9%) 112 (65.9%) 0.15
beta- blokatori = 0 0 0 0 0
DA 18 (46.2%) 15 (32.6%) 15 (37.5%) 28 (62.2%) 76 (44.7%) 0.03
Hiperlipidemija
(terapija statinima) 33 (84.6%) 37 (80.4%) 31 (77.5%) 42 (93.3%) 133 (78.2%) 0.20
=DA
53“” komorbiditeta | 5o a9 705 44 (95.7%) 39 (97.5%) 44 (97.8%) 162 (95.3%) 0.40*
Broj propisanih
lijekova 35 (89.7%) 43 (93.5%) 39 (97.5%) 44 (97.8%) 161 (94.7%) 0.38*
<3
Metabolicki
sindrom 15 (38.5%) 13 (28.3%) 15 (37.5%) 13 (28.9%) 56 (32.9%) 0.48*
(Muskarci)
Metabolicki 19 (48.7%) 26 (56.5%) 21 (52.5%) 26 (57.8%) 92 (54.1%) 0.38*

sindrom (Zene)
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eGFR — procijenjena bubrezna funkcija (eng. Estimated Glomerular Filtration Rate); BMI- indeks tjelesne mase ( eng. body mass index; NSAID-
nesteroidni protuupalni lijekovi (eng. non-steroidal anti-inflammatory drugs); CVD- kardiovaskularne bolesti (eng. cardiovascular disease; KAB-
koronarna arterijska bolest (eng. coronary artery disease; KSB- kroni¢ne sréane bolesti (eng. chronic heart disease; DPP4 inh.- (eng. dipeptidyl
peptidase-4 inhibitor); SGLT2- (eng. sodium-glucose cotransporter 2 inhibitors); GLP1RA-(eng. glucagon-like peptide-1 receptor agonists); ACE-
INH- (eng. Angiotensin converting enzyme inhibitors); ARBSs- (eng. Angiotensin receptor blockers

Pearsonov chi-kvadrat test*Fisher test; Zadebljano- znacajne razlike

Raspodjela dijagnoza KAB prema kvartilama IL-17A Raspodijela dijagnoza KSB prema kvartilama IL-17A
21.18% 18.24%
17.65%
20%-
15%- 1471%
15%: 12.35%
o ©
£ E 10.59%
8 - g 882% 882%  882% =
§ 10%- = :z % i ¥ = Da
.g. % Ne
a a
5%~
5%-
0%~ 0%~
1 2 3 s 3 4
Kvartile IL-17A Kvartle IL-17A

Slika 14. Raspodjela dijagnoza koronarne arterijske bolesti i kroni¢ne sréane bolesti medu
kvartilama IL-17A

U regresijskim modelima (Tablica 8), varijable koje su pokazale znaajne varijacije medu
kvartilama IL-17A bile su one koje ukazuju na upalu, poremecaj lipida i druga zdravstvena
stanja, ukljucuju¢i osteoporozu, osteoartritis i urogenitalne bolesti. Iz tablice 8, vidljivo je da
prilikom procjene povezanosti ¢imbenika pokazatelja upale s razinama IL-17A treba uzeti u obzir
spol i dob. Takoder, prilikom procjene povezanosti komorbiditetnih stanja u obzir treba uzeti i
status krhkosti (Tablica 8). Kada je rije¢ o antidijabeticima, DPP4 inh i Pioglitazon bili su
znacajno, ali neovisno povezani s IL-17A (Tablica 8). Kada je rije¢ o KV bolestima, iz Tablice 7
i 8 vidljivo je da KAB i KSB iako pokazuju znacajne razlike u ucestalosti medu kvartilama IL-
17A, nisu neovisno povezane s varijacijama u razinama IL-17A. Jedino zdravstveno stanje koje
neovisno moze pridonijeti vi§im razinama IL-17A je osteoporoza (Tablica 8). Nije uoceno da su
stupnjevi opadanja bubrezne funkcije povezani s varijacijama u IL-17A, niti je utvrdeno da se
razlike u ucestalosti stadija eGFR razlikuju prema razinama kvartila IL-17A (Tablice 6 i 8, Slika
14).
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Tablica 8. Multinomialni logisti¢ki regresijski modeli za kvartile IL-17A. Svi modeli su

prilagodeni za dob, spol, trajanje T2D i indeks slabosti.

A) Model “Upalni markeri“, uklju¢ne varijable: broj eritrocita, broj leukocita, hemoglobin,

hematokrit, 1L-37, % neutrofila i %limfocita (ili broj neutrofila i limfocita); Akaike IC: 475.23

Kvartila 2 Kvartila 3 Kvartila 4
r OR (95% ClI) z-vrijednost OR (95% ClI) 2 OR (95% ClI)
vrijednost vrijednost
0.94
Dob -2.07
(0.88-0.99)
Spol=7 6.87 4.46
2.99 2.34
(2.38-19.86) (1.56-12.78)
1.14 1.16
Hemoglobin 2.27 2.49
(1.03-1.26) (1.05-1.29)
0.84 0.87 0.88
Limfociti % -3.19 -2.35 -2.27
(0.77-0.92) (0.79-0.96) (0.80-0.97)
0.90 0.89 0.88
Neutrofili % -2.10 -2.02 -2.34
(0.82-0.98) (0.82-0.98) (0.80-0.96)
0.96
IL-37 -2.84
(0.94-0.98)

B) Model “Antropometrijske mjere”, ulazne varijable: BMI, obujam struka, srednji obujam nadlaktice; AIC:
497,61 — Nijedna od ulaznih varijabli nije pokazala znacajne korelacije s izlaznim varijablama (kvartile IL-
17A).

C) Model “Laboratorijske pretrage”, ulazne varijable: eGFR, glukoza nataste, HbAlc, trigliceridi, ukupni
kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, TSH i urati ; AIC: 506,23

Kvartila 2 Kvartila 3 Kvartila 4
z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost ~ OR (95% CI)
0.34
Trigliceridi -2.78
(0.18-0.64)
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0.04 0.17

LDL -3.36 -2.10
(0.01-0.20) (0.04-0.68)
Ukupni 12.80
3.01
kolesterol (3.18-51.52)

D) Model “Kardio-metabolicki komorbiditeti”, ulazne varijable: hipertenzija = ne, <10 godina trajanja, >10
godina trajanja, KAB, KSB, Retinopatija, MS (M, Z), pusenje; AIC: 501.06 - Nijedna od ulaznih varijabli nije

pokazala znacajne Kkorelacije s izlaznim varijablama (kvartile IL-17A).

E) Model “Ostali komorbiditeti”, ulazne varijable : osteoporoza, osteoartritis, KkriZobolja,
anksioznost/depresija, KOPB/astma, gastrointestinalni poremecéaji, poremecaji Stitnjace, urogenitalne bolesti;

AIC: 513,93.

Kvartila 2 Kvartila 3 Kvartila 4
z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost  OR (95% CI)
10.10
Osteoporoza =1 2.36
(2.01-50.66)
0.21
Osteoartritis = 1 -2.17
(0.06-0.69)
i i 0.19
EJrlogenltaIne bolesti 218
- (0.06-0.66)
0.16
Frailty index =1 -2.25
(0.04-0.61)
0.07
Frailty index =2 -2.26
(0.01-0.48)

F) Model “Razina komorbiditeta i funkcionalni poremecaji”, ulazne varijable: indeks slabosti (0, 1, 2), stanje

uhranjenosti (razine), inkontinencija urina, broj komorbiditeta i broj propisanih lijekova; AIC: 494,51.

Kvartila 2 Kvartila 3 Kvartila 4

z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost ~ OR (95% CI)
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0.30

Frailty index = 1 -1.92
(0.11-0.84)
G) Model “Antidijabetici”, ulazne varijable: metformin, derivati sulfonilureje, pioglitazon, DPP4inh,
GLP1RA, SGLT2inh, inzulinska terapija; AIC: 541,47.
Kvartila 2 Kvartila 3 Kvartila 4
z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost  OR (95% CI)
0.06
pioglitazon = 1 -1.98
(0.01-0.62)
0.08
DPP4inh=1 -2.41
(0.02-0.46)
0.23
Frailty index = 1 -2.00
(0.07-0.77)

H) Model “Drugi propisani lijekovi”, ulazne varijable: NSAID, ACE-INH/ARB, blokatori kalcijskih kanala,
beta-blokatori, diuretici, statini; AIC: 498,77 - Nijedna od ulaznih varijabli nije pokazala znac¢ajne korelacije

s izlaznim varijablama (kvartile IL-17A).

*Svi modeli su prilagodeni za dob, spol, trajanje T2D i indeks krhkosti

5.2.2 Interleukin IL-37
Grani¢ne vrijednosti IL-37 izmedu 1. i 2. kvartile iznosile su 3,40, izmedu 2. i 3. kvartile 13,40,

a izmedu 3. i 4. kvartile 38,00 pg/mL (Tablice 9 i 10). Kada smo procijenili koje varijable
pokazuju varijacije izmedu kvartila IL-37, rezultati su ukazali da je rije¢ o laboratorijskim
testovima, i to broju eritrocita, hemoglobina i hematokrita, koji se mogu smatrati markerima
kroni¢ne upale, ali i nutricije. Varijacije su pokazale i varijable HbAlc (grani¢ni znacaj) i LDL-

kolesterol, koji ukazuju na metabolicke poremecaje. LDL-kolesterol je pokazao znacajne razlike,
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ali na niskim razinama vrijednosti IL-37, izmedu prve i druge kvartile, pri ¢emu je vazno
spomenuti da su vrijednosti LDL-kolesterola modificirane lijeCenjem, gotovo svi pacijenti su

primali hipolipemike tipa statina (Tablica 3).

Kada su uzete u obzir trendovi preko kvartila, hemoglobin, hematokrit i HbAlc su pokazale

tendenciju pada kako je rastao rang kvartila (Tablica 9). Razine opadanja bubrezne funkcije nisu

pokazale povezanost s rastom ranga kvartila IL-37 (Tablica 9) (Slika 15).

Table 9. Razlike u raspodjeli ispitivanih varijabli izmedu kvartila IL-37. Numericke varijable.

1. kvartila 2. kvartila 3. kvartila 4. kvartila Post hoc p-vrijednost
Varijable p-vrijednost
41 zapis 41 zapis 44 zapisa 44 zapisa test
Broj limfocita(x 2.62 (1.06)*
o) ( 2.64 (0.90)* | 256(0.79) | 3.30(5.39)* (1.06) 0.88%*
Broj neutrofila (x 4.00 (0.74 4.23 (1.59)*
103/mL) .00 (0.74) 4.10 (1.32) 5.07 (6.70)* 0.98%*
Limfociti % 33.80 (9.90) | 34.20(11.50) | 33.20(9.53) | 32.90(13.98) 0.74%*
Neutrofili % 52.80 (10.60) | 53.20(10.80) | 53.50(8.90) | 54.50(15.88) 0.79%*
NLR 1.59 (0.84) 1.51 (0.80) 1.83(0.89)* | 180(0.79)* 0.73%*
CRP (mg/L) 218 (1.92)* | 2.39(1.93)* | 3.14(2.82)* | 361(369* 0.38%**
IL-17A (pg/mL) 1.58 (0.54) 1.63 (0.61) 3.56 (3.77)
1.82 (1.23) i
eGFRmI/min/1.73m2 | g4 00 (43.00) | 83.00 (43.00) | 84.50 (35.00) | 76.61(25.09)* 0.39%*
Dob (godine) 67.46 (9.62)* | 64.95(7.84)* | 69.07 (8.83)* | 67.07(8.14)* 0.18%**
Obujam struka (cm) 106.00 (800) 103.34 103.80 ok
100.00 (15.00) (1084)* (1210)* 0.44
Srednji obujam 30.30 (3.14)*
nadlaktice (cm) 29.00 (3.00) 29.00 (4.00) | 30.34 (2.88)* 0.12**
Trajanje T2D 10.00 (12.00) | 10.00(11.00) | 5.00 (9.75) 9.00 (7.25) 0.64%*
(godine)
Trajanje art. 12.00 (7.00 11.34 (5.20)*
hipertenziie (goding) .00(7.00) | 10.00(6.00) | 10.00 (8.00) 0.28%*
Ukupni leukociti (x * 7.82 (2.26)*
100/L) 7.58 (1.45) 7.53 (1.55)* 7.38 (1.72)* 0.77%*
Eritrociti(x 10%2/L) 4.48 (0.37)* 4.62 (0.46)* 1-0 0.96****
4.89 (0.43)* | 4.81(0.46)* 0.02%** 2-0 0.99
3-0 0.08
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21 0.86
3-1 0.02*
3-2 0.15
LDL 284 (1.08)* 3.18 (0.94)* 10 0.99
20 0.62
3.45(L.04)* | 3.38 (1.04)* 0.04%** 30 0.780.04%**
21 0.07
3-1 0.43
3-2
HDL 1.29 (0.35) 1.40 (0.50) 1.40 (0.49) 1.30 (0.30) 0.09%*
Hemoglobin 143.80 139.60 10 1,00k
*
(10.68)* (12.86) 2:0 1.00
148.00 (16.00) éjoﬁ'g)* 0.03%* 30 0.65
' 21 0.16
3-1 0.03*
3-2 1.00
Hematokrit 42,64 (2.97)* 41.49 (3.52)* 10 1,00 %
20 1.00
3-0 0.60
4320 (3.90) | 41.72 (4.17)* 0.04%*
21 0.25
3-1 0.04*
3 1.00
Glukoza na taste 2.90 (3.60) 8.10 (3.00) 7.35 (2.05) 7.65(2.83) 0.10%*
HbALC 7.68 (1.28)* 6.90 (1.90) 6.80 (1.33) 6.70 (1.53) 0.06**
Trigliceridi 1.60 (1.17) 1.77 (0.61) 1.83 (1.47) 177 (1.03) 0.32%*
Kolesterol 4.95(1.38)* | 557(1.32)* | 5.57(1.42)* 5.00 (0.98) 0.15%*
TSH 2.80 (1.90) 2.35 (1.86) 3.03 (2.01) 241 (1.38) 0.29%*
Urati 330.0 (88.25
315.00 326.80 322.50 (88.25) 0,40+
(54.71)* (62.84)* (82.50)

Medijan (IQR)

*Aritmeticka sredina (SD) — normalna distribucija
**Kruskal-Wallis rank sum test ( p vrijednosti su manje od razine 0,05, iz ¢ega se moze zakljuciti da postoji znacajna razlika

izmedu skupina )

***ANOVA test (p vrijednosti su manje od razine 0,05, iz Cega se moze zakljuciti da postoji zna¢ajna razlika izmedu skupina )
**x% ANOVA post hoc test (Tukey’s test) (znacajne razlike s p-vrijednosti manjom od 0.05)

*rxxx KW post hoc test (Dunn’s test with a Bonferroni correction) (znacajne razlike s p- vrijednosti manjom od 0,05 )
Podebljano — znacajne razlike
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Slika 15. Raspodjela IL-37 prema stupnjevima opadanja bubrezne funkcije, definirane kao:
eGFR >90, 60-90, <60-40, <40 ml/min

Kada je rije¢ o komorbiditetnim stanjima, samo su KAB i gastrointestinalne bolesti pokazale

znacajnost (Tablica 10). Kada se uzmu u obzir lijekovi, tada se skupina nove generacije oralnih

antidijabetika uklju¢uju¢i DPP4, SGLT2 i GLP1, uzeti kao skupina, pokazala znac¢ajnim (Tablica

10). Kada se promatraju razlike izmedu parova kvartila, tada je udio dijabeticara s KVB,

ukljucuju¢i KAB i KSB, pokazao tendenciju povecanja paralelno s vi$im vrijednostima IL-37
(Tablica 10) (Slika 16).

Istodobno, udio bolesnika kojima su propisivani oralni antidijabetici novije generacije, pokazuje

tendenciju pada sukladno porastu vrijednosti 1L-37 (Tablica 10) (Slika 17).

Tablica 10. Razlike u raspodjeli ispitivanih varijabli izmedu kvartila 1L-37. Kategorijske

varijable
. . 3. 4.
1. kvartila 2. kvartila . . Ukupno p-
Varijable _ _ kvartila | kvartila _ srijednost
41 zapis 41 zapis 44 zapisa | 44 zapisa 170 zapisa
eGFR ml/min/1.73m2 0.78
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<60 11 (26.8%) 13 16 13 53 (31.2%)
14 (34.1%) (8L7%) | (39.0%) | (29.5%) 63 (37.0%)
60-90 16 (39.0%) 15 14 20 54 (31.8%)
590) (36.6%) | (34.1%) | (45.5%)
13 14 11
(31.7%) | (34.1%) | (25.0%)
Frailty index
0 17 (41.5%) 22 30
0, 0,
1 15 (36.6%) 682§(y (50.0%) | (68.2%) 97 (57.1%)
2 9 (22.0%) (58.5%) 111 8UB2%) 1 04.70) 04
0, 0, :
8 (19.5%) | (25.0%) | 6 (13.6%) o1 (18,99,
5 (12.2%) 11 (18.2%)
(25.0%)
Frailty rezultat
0 17 (41.5%) 28 22 30 .
1 8 (19.5%) (68.3%) | (50.0%) | (68.2%) 97 (57.1%)
0,
) 5 (170w | 4(98%) | B8(18.2%) | 5(114%) 25 (14.7%) )
0,
3 5 (12.2%) 4(9.8%) | 4(9.1%) | 3 (6.8%) 18 (10.6%) 0.32
0,
A 2 (4.9%) 3(7.2%) | 3(6.8%) | 5(11.4%) 16 (9.4%)
0,
. 2 4.99%) 0(00%) | 4(9.1%) | 1(2.4%) 76 . 1(;'1 %)
2 (4.9%) | 3(6.8%) | 0(0.0%) (4.1%)
Spol =M 21 20 15 19 74 0.39
Dob
50-65 16 23 19 21 82 0.45
66-75 18 14 14 17 63 '
>75 7 4 11 6 28
Pusenje
Nikada 16 14 22 16 68 0.19
Trenutno + Bivsi 25 27 22 28 102
BMI kg/m2
<25 6 6 5 3 20
0.69*
25-30 16 16 13 22 67
>30 19 19 26 19 83
Nutritivni status
Normalno stanje 0.57
uhranjenosti 32 35 39 38 144
NSAID = DA 30 28 29 34 121 0.65
Kroni¢na
opstruktivna 6 2 3 3 14 0.15
bolest pluca ili
astma = DA
CcVD ili
cerebrovaskularne 11 9 12 10 42 0.92
bolesti = DA
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KAB = DA 7 12 18 22 59 <0.01
KSB= DA 14 1 22 27 64 0.08
Gastrointestinalne
bolesti. = DA 8 19 22 23 72 <0.01
Osteoporoza= DA 5 9 11 13 38 0.27
Osteoartritis =

17 22 21 26 86 0.40
DA
Krizobolja =

28 25 28 30 121 0.87
DA
Bolesti stitnjace = 9 9 7 8 33 087
DA '
Inkontinecija
urina = DA 3 4 11 8 26 0.09
Urogenitaine 10 12 13 15 50 0.81
bolesti = DA :
Anksiozni 18 27 30 27 102 0.10
poremecaj= DA
Dijabeticka
retinopatija= DA 12 13 14 9 48 0.60
metformin = DA 32 27 31 34 124 0.54
derivati
sulfonilureja = 9 8 9 12 38 0.83
DA
pioglitazon = DA 1 3 3 3 10 0.32*
metformin,
derivati
sulfonilureje,
pioglitazon —svi 34 33 37 40 144 0.58
zajedno
('starija skupina
antidijabetika ) =
DA
DPP4 inh= DA 12 8 30 0.09
SGLT2 inh = DA 6 0.24*
GLP1RA=DA 4 15 0.68*
DPP4 inh.,
GLP1RA, SGLT2
inh. — svi zajedno
(novija skupina 21 13 11 6 51 <0.01
oralnih
antidijabetika =
DA
inzulin = DA 10 11 11 8 40 0.80
ACE-INH ili
ARB-0Vi = DA 32 30 37 34 133 0.68
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blokatori
kalcijskih kanala
=DA

14

18

20

20

72

0.68

diuretici = DA

26

26

31

29

112

0.89

beta-blokatori =
DA

14

18

23

21

76

0.39

Hiperlipidemija
(terapija
statinima) = DA

35

33

36

39

141

0.73

Broj
komorbiditeta =

<3
>3

38

38

44

42

162

0.40*

Broj propisanih
lijekova

<3

>3

39

38

42

42

161

0.38*

Metabolicki
sindrom
(Muskareci)

15

13

15

13

56

0.66*

Metabolicki
sindrom (Zene)

19

26

21

26

92

0.32*

eGFR — procijenjena bubrezna funkcija (eng. Estimated Glomerular Filtration Rate); BMI- indeks tjelesne mase ( eng. body mass index; NSAID-
nesteroidni protuupalni lijekovi (eng. non-steroidal anti-inflammatory drugs); CVD- kardiovaskularne bolesti (eng. cardiovascular disease; KAB-
koronarna arterijska bolest (CAD, eng. coronary artery disease; KSB- kroni¢no sr¢ane bolesti (CHD eng. chronic heart disease; DPP4 inh.- (eng.
dipeptidyl peptidase-4 inhibitor); SGLT2- (eng. sodium-glucose cotransporter 2 inhibitors); GLP1RA-(eng. glucagon-like peptide-1 receptor

agonists); ACE-INH- (eng. Angiotensin converting enzyme inhibitors); ARBSs- (eng. Angiotensin receptor blockers
Pearsonov chi-kvadrat test*Fisher test; Zadebljano- znacajne razlike
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Raspodjela dijagnoza KAB prema kvartilama IL-37
20.0%

20% -
17.1%
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15% -
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10.6% CAD
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T1%
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1 2 3. 4
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raéuna

0%
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Raspodjela dijagnoza KSB prema kvartilama IL-37
15.88% 15.88%

15% -
13.53%
12.94% 12.94%
10.59%
10.00%
10% -
= 8.24% CHD
,5 . Da
fud . Ne
5% -
0%-
1 2 3 4
Kvartile IL-37

Slika 16. Raspodjela dijagnoza koronarne arterijske bolesti (a) i kroni¢ne sr¢ane bolesti (b)
izmedu kvartila 1L-37.
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Raspodjela nova skupina antidijabetika prema kvartilama IL-37

22.35%
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S 10%- B e
7.65%
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0% -
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Kvartile IL-37

Slika 17. Raspodjela dijabeticara kojima je propisana nova skupina antidijabetika

prema kvartilama I1L-37

Kao $to je vidljivo u regresijskim modelima, brojni su ¢imbenici koji ukazuju na klinicke
karakteristike dijabeticara koje su povezane s vi§im kvartilama IL-37, ukazujuéi i na pozitivnu i
na negativnu povezanost (Tablica 11). U svim modelima, indeks krhkosti modulira povezanost

drugih varijabli s IL-37 i negativno utjece na razinu IL-37.
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Tablica 11. Multinominalni logisticki regresijski modeli za kvartile 1L-37. Svi modeli su

prilagodeni za dob, spol, trajanje T2D i indeks krhkosti

A) Model “Markeri upale”, ulazne varijable u ulazu: IL-17A, broj leukocita, broj eritrocita, hemoglobin,
hematokrit, % neutrofili, % limfociti (ili broj neutrofila i broj limfocita) i CRP. AIC: 486,24.

Kvartila 2 Kvartila 3 Kvartila 4
z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost OR (95% CI)
0.26 0.22
Frailty index
-1 233 (0.10-0.70) 243 (0.08-0.61)
- 0.20 0.22
Frallt:yzmdex 1.92 1.82
(0.05-0.79) (0.06-0.86)
Eritrociti -3.36 0.01
(0.001-0.10)
1.36
CRP 2.32
(1.10-1.70)
143
IL-17A
2.35
(1.11-1.84)

B) Model “ Antropometrijske mjere”, ulazne varijable: BMI, obujam struka, srednji obujam nadlaktice. AIC:
489.14

Kvartila 2 Kvartila 3 Kvartila 4
z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost OR (95% CI)
0.30 0.29
Frailty index = 1 -2.16 -2.17
(0.12-0.75) (0.11-0.74)
0.92 0.94
Obujam struka -2.70 -1.96
(0.87-0.97) (0.90-0.99)
Srednji obujam 144 1.33
dlakti 2.77 2.19
hadlaktice (1.16-1.79) (1.07-1.64)
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C) Model “Laboratorijski testovi “, ulazne varijable: eGFR, glukoza na taste, HbAlc, trigliceridi, ukupni
kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, TSH i urati. AIC: 506.91

Kvartila 2 Kvartila 3 Kvartila 4
z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost OR (95% CI)
- 0.31 0.31
Frailty index = 1 -1.98 -1.97
(0.12-0.82) (0.12-0.82)
0.74
TSH -1.97
(0.58-0.95)

D) Model “ Kardio- metaboli¢ki komorbiditeti”, ulazne varijable: hipertenzija =NE, <10 trajanje u
godinama, >10 trajanje u godinama, KAB, KSB, periferna arterijska bolest, cerebrovaskularne bolesti,
retinopatija, MS (M, F), puSenje; AIC: 418.00

Kvartila 2 Kvartila 3 Kvartila 4
z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost OR (95% CI)
0.25 0.30
Frailty index = 1 -2.25 -1.99
(0.09-0.69) (0.11-0.81)
0.13
Frailty index = 2 -2.17
(0.03-0.61)
4.47
KAB =1 2.13
(1.40-14.25)

KAB- koronarna arterijska bolest ( CAD, eng. coronary artery disease)

E) Model “ Ostali komorbiditeti”, ulazne varijable: dijagnoza osteoartritisa, dijagnoza osteoporoze,
kriZobolje, anksioznost, KOPB/astma, gastrointestinalne bolesti, bolesti Stitnjace, urogenitalne bolesti; AIC:

496.12

Kvartila 2 Kvartila 3 Kvartila 4
z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost OR (95% CI)
0.19 0.16
Frailty index = 1 -2.69 -2.95
(0.07-0.53) (0.06-0.45)
0.18 0.21 0.27
Krizobolja= 1 -2.51 -2.35 -2.00
(0.06-0.56) (0.07-0.62) (0.09-0.79)
Gastro- 459 4.25 490
intestinalne 2.37 2.36 2.52
bolesti = 1 (1.60-13.20) (1.55-11.66) (1.74-13.80)
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F) Model “Razina komorbiditeta i funkcionalni poremec¢aji”, ulazne varijable: indeks slabosti (0,1,2), stanje

uhranjenosti ( razine), inkontinencija urina, broj komorbiditeta i broj propisanih lijekova; AIC: 494,51.

Kvartila 2 Kvartila 3 Kvartila 4
Z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost OR (95% CI) z-vrijednost OR (95% CI)
o 0.21 0.22
Frailty index = 1 -2.65 -2.63
(0.08-0.55) (0.08-0.57)
Fralltyzlndex = 0.11
-2.21
(0.02-0.57)
Incontinencija 5.35
ina = 1 2.01
urina = (1.36-21.12)

G) Model “ Antidijabetici”, ulazne varijable: metformin, derivati sulfonilureje, pioglitazon, DPP4 inh,
GLP1RA, SGLT2-inh, inzulin; AIC: 425.36

Quartile 2 Quartile 3 Quartile 4
z-value OR (95% CI) z-value OR (95% CI) z-value OR (95% CI)
0.26 0.29
Frailty index = 1 -2.25 -2.04
(0.10-0.70) (0.11-0.79)
0.21
metformin =1 -2.20
(0.06-0.67)
0.16
DPP4 =1 -2.63
(0.05-0.50)

H) Model ,,o0stali lijekovi, ulazne varijable: NSAIL, ACE-INH or ARB, blokatori kalcijevih kanala, diuretici,
B-blokatori, statini. AIC: 511.91

Ni jedna varijabla nije pokazala znacajnu povezanost s izlaznom varijablom.

Suprotno ocekivanju, kardiovaskularne bolesti, uklju¢uju¢i KAB i KSB, kao i BMI, nisu
pokazali znacajnu razliku prema stupnjevima bubreZznog popustanja eGFR, ali se povecava udio

ispitanika kojima je propisana ,, novija skupina oralnih antidijabetika“ (Slike 18 i 19).
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g antidijabetika
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Slika 18. Raspodijela pacijenata (a) s koronarnom art. bolesti (KAB) i kroni¢nim sréanim
bolestima (KSB) prema razinama smanjene bubrezne funkcije (¢GFR>60/<60 ml/min) (b) kojima

je propisana nova skupina oralnih antidijabetika prema stupnjevima smanjene bubrezne funkcije
(eGFR>60/<60 ml/min).
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Slika 19. Prosjeni BMI (M:Z) prema stupnjevima smanjene bubrezne funkcije (1,2,3,4), okvirni

prikaz.

5.3. Grani¢ne vrijednosti citokina IL-17A i IL-37 za pojedine podskupine
bolesnika s T2D

5.3.1.Interleukin IL-17A
Utvrdene su grani¢ne vrijednosti IL-17A za nekoliko podskupina pacijenata (Tablica 12). Kao $to

pokazuju mjere osjetljivosti i specifi¢nosti te NPV (eng. Negative Predictive Value) i PPV (eng.
positive predictive value), citokin IL-17A se moze potencijalno Koristiti za otkrivanje nekih
podskupina starijih bolesnika s T2D, poput onih sa smanjenom bubreznom funkcijom (eGFR<45
mL/min), sa pre- krhkosti i razvijenom krhkosti (frailty indeks), metabolicki dobro reguliranim
T2D (HbAlc <7%), te onih s dugotrajnim T2D trajanjem (>10 godina). Sa sigurno$¢u se moze
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re¢i da osobe s dijagnozama KAB ili KSB imaju vrijednosti citokina IL-17A iznad grani¢ne

vrijednosti od 3,38 pg/L (Tablica 12).

Svaki od mjerenih upalnih markera ima dobre samo neke od mjera to¢nosti, a niti jedan, koriSten

zasebno, nije dobar marker za utvrdivanje podskupine ispitanika ili predvidanje ishoda. Uzevsi u

obzir klasi¢ne upalne markere, najvecu korist pokazuju NLR i hemoglobin u isklju¢enju (NPV)

dijabeticara s niskom funkcijom bubrega (eGFR<45 mL/min) te hemoglobin 1 IL-17A u

prepoznavanju (PPV) tih bolesnika (Tablica 12).

Tablica 12. Optimalne grani¢ne vrijedosti IL-17A i drugih upalnih markera za razlikovanje

podskupina bolesnika s dijagnosticiranim T2D

Podskupine pacijenata NLR CRP Hb IL-17A
(mg/L) (9/L) (pg/mL)
eGFR (mL/min/1.73 m2) Cutoff value: 2.4 5.2 130 1.61
Osjetljivost: 0.32 0.23 0.89* 0.66
<60/>60 Specificnost: 0.90 0.87 0.28 0.47
NPV: 0.75 0.72 0.54 0.75
PPV: 0.59 0.44 0.73 0.36
eGFR (mL/min/1.73 m2) 15 21 134 1.36
0.86 0.86 0.79 0.81
<45/>45 0.45 0.57 0.64 0.36
0.97 0.98 0.21 0.15
0.12 0.15 0.96 0.93
Frailty index 1ili2/0 3.09 1.2 135 34
0.09 0.81 0.83 0.28
0.97 0.37 0.41 0.85
0.44 0.57 0.64 0.47
0.82 0.63 0.65 0.71
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HbAlc % 1.59 25 140 1.25

<7/>7 (grani¢ne vrijednosti ukuazuju dobru kontrolu 0.61 0.51 0.65 0.91
glikemije prema medunarodnim smjernicama)

0.54 0.70 0.48 0.24

0.56 0.61 0.61 0.75

0.59 0.60 0.49 0.52

BMI (kg/m2) 15 1.2 150 1.79

<25/225 07 0.79 0.4 0.49

0.44 0.7 0.72 0.65

0.92 0.30 0.90 0.14

0.14 0.95 0.16 0.91

BMi(kg/m2) 1.2 0.9 148 1.62

>30/<30 0.80 0.93 0.42 0.59

0.28 0.22 0.64 0.48

0.56 0.76 0.51 0.55

0.54 0.53 0.55 0.52

Dg Kroniéno sréano popustanje/ NE 1.59 18 142 3.38

0.65 0.54 0.68 0.35

0.57 0.51 0.59 0.87

0.65 0.5 0.62 0.6

0.58 0.55 0.65 0.7

Dg Koronarna arterijska bolest/NE 1.89 1.3 142 3.37

0.42 0.73 0.62 0.39

0.72 0.37 0.59 0.84

0.7 0.72 0.45 0.72

0.45 0.38 0.74 0.56

Dg CVD (jedna od, kroni¢no sréano popustanje, 1.24 6.2 142 2.88
koronarna arterijska bolest arterija, periferna

arterijska, cerebrovaskularna bolest) 0.79 0.14 0.68 0.33

0.33 0.95 0.55 0.82

0.53 0.60 0.70 0.47

0.62 0.67 0.52 0.72
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Dg. Inkontinencija urina ili urogenitalne bolesti / NE 1.29 23 129 248
0.82 0.48 0.9 0.42

0.37 0.66 0.18 0.74

0.78 0.42 0.5 0.69

0.43 0.71 0.66 0.48

Dg. Anksiozni poremecaj /NE 1.9 4.8 137 288
0.41 0.24 0.79 0.35

0.81 0.9 0.43 0.85

0.47 0.44 0.76 0.46

0.76 0.78 0.48 0.78

Dg. Dijabeti¢ka retinopatija /NE 1.51 21 134 2.02
0.65 0.49 0.81 0.42

0.48 0.6 0.4 0.71

0.78 0.32 0.45 0.32

0.33 0.76 0.78 0.79

Trajanje T2D >10 godina /<10 godina 1.3 1.4 134 1.26
0.74 0.69 0.82 0.88

0.33 0.45 0.38 0.2

0.71 0.43 0.52 0.77

0.36 0.71 0.72 0.36

Broj komorbiditeta >3/<3 1.74 2.2 144 1.58
0.39 0.75 1 0.64

0.88 0.56 0.53 0.75

0.06 0.98 1 0.09

0.98 0.08 0.13 0.98

Metabolicki sindrom (Muskarci) Cut off vrijednosti: 1.3 1.4 153 1.59
Osjetljivost: 0.84 0.77 0.28 0.67

Specifi¢nost: 0.40 0.43 0.82 0.48

NPV:0.72 0.63 0.51 0.61

PPV: 0.46 0.59 0.61 0.53
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Metaboli¢ki sindrom (Muskarci) TSH
Cut off vrijednosti: 2.17
Osjetljivost: 0.77

Specifi¢nost: 0.42

NPV: 0.38
PPV: 0.80
Metaboli¢ki sindrom (Zene) 1.3 1.3 145 1.58
0.83 0.83 0.52 0.71
0.35 0.35 0.61 0.43
0.78 0.78 0.43 0.72
0.43 0.43 0.69 0.42
Metaboli¢ki sindrom (Zene) TSH

Cut off vrijednost: 2.35
Osjetljivost : 0.61
Specifi¢nost: 1.00

NPV: 0.08

PPV: 1.00

*vrijednosti>80% smatraju se relevantnim i podebljane su.
eGFR- procijeniti brzinu glomerularne filtracije; BMI—indeks tjelesne mase, HbAlc-hemoglobinA1C

Ukoliko se procijeni diskriminiraju¢éa mo¢ IL-17A za stanja koja su povezana s DT2 ili
specificnim podskupinama pacijenata, moze se zakljuciti da ovaj upalni marker, bilo da se koristi
samostalno, ili u kombinaciji s klasi¢nim upalnim markerima, ima nisku do umjerenu sposobnost

predvidanja (AUC<80%) (Tablica 13). Isto vrijedi i za ostale ispitivane markere upale.

Ukupno gledajuci, upalni markeri su rijetko dosegnuli AUC prag od 80% (ili vrijednosti koje su
mu blizu, poput 0,78 ili 0,79%), §to se smatra dijagnosti¢ki relevantnim (Tablica 13) (Slika 20).

Kada se promatra sposobnost razlikovanja, za CRP je utvrdeno da u kombinaciji s drugim
upalnim markerima, ukljucujuéi 1 IL-17A moze posluziti U razlikovanju starijih dijabeti¢ara

normalne tjelesne tezine (BMI<25 kg/m2) od onih koji imaju prekomjernu tjelesnu
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tezinu/pretilih, za Hb u razlikovanju dijabetiCara prema razini komorbiditeta, a za NLR+Hb u

razlikovanju zena s metabolickim sindromom (Tablica 13).

Kao $to je vidljivo na Slici 13, diskriminirajuce linije upalnih markera za Zene s metabolickim

sindromom vrlo su nepravilne (u "cik-cak" oblicima), §to ukazuje na visoku razinu heterogenosti

(postojanje vise podskupina) medu Zenama s metabolickim sindromom.

Tablica 13. Podrucje ispod ROC za IL-17A i klasi¢ne upalne markere: NLR, CRP i hemoglobin,

te kombinacije markera. Omjer neutrofila i limofocita (NLR) se koristio kao osnova za

usporedbu.
Podgrupe pacijenata Upalni markeri i njihove kombinacije AUC p-vrijednost prema
(NLR basic) NLR
eGFR (mL/min/1.73 m2) IL-17A 0.56 0.43
<45/>45 NLR 0.67
Hb 0.72 0.68
CRP 0.74 0.40
CRP + Hb 0.75 0.52
NLR + CRP 0.76 0.21
NLR + Hb 0.78 0.29
NLR + CRP + Hb 0.79 0.23
eGFR (mL/min/1.73 m2) Hb+IL-17A 0.44 0.03
<60/>60 CRP 0.49 0.11
IL-17A 0.50 0.17
Hb 0.55 0.51
CRP + Hb 0.55 0.51
NLR 0.60
NLR + Hb 0.63 0.24
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Frailty index 1 or2/0 CRP 0.54 0.45
NLR + Hb 0.54 0.41
IL-17A 0.55 0.45
Hb 0.59 0.93
NLR 0.60
CRP + Hb 0.61 0.76
NLR + CRP + Hb 0.63 0.46
HbAlc % IL-17A 0.53 0.59
<7/>7 Hb 0.56 0.92
NLR 0.56
CRP+IL-17A 0.57 0.90
NLR+IL-17A 0.57 0.86
CRP 0.58 0.84
CRP+Hb 0.60 0.61
Hb+NLR 0.60 0.60
BMI (kg/m2 NLR 0.51
<30/>30 Hb 0.53 0.81
NLR+Hb 0.53 0.38
NLR+CRP 0.56 0.24
CRP+Hb 0.58 0.25
CRP 0.58 0.23
BMI (kg/m2 Hb 0.49 0.69
<25/>25 IL-17A 0.49 0.57
NLR+IL-17A 0.52 0.81
NLR 0.53
NLR+CRP 0.78 0.01
CRP+Hb 0.76 0.01
NLR+CRP+Hb 0.77 0.01
CRP 0.78 0.02
CRP+IL-17A 0.78 0.02
Dg. Kroni¢ne bolesti srca /INE CRP 0.50 0.07
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IL-17A 0.56 0.34
Hb 0.61 0.90
Hb + IL-17A 0.61 0.92
NLR 0.62
NLR + IL-17A 0.63 0.24
NLR + Hb 0.65 0.35
NLR + Hb +1 L-17A 0.66 0.30
Dg. Koronarna art. bolest /NE CRP 0.52 0.32
IL-17A 0.56 0.67
NLR 0.58
Hb 0.60 0.85
CRP + Hb 0.60 0.83
Hb + IL-17A 0.61 0.65
NLR + Hb 0.63 0.28
Dg. Dijabetic¢ka retinopatija/ NE CRP 0.53 0.35
IL-17A 0.55 0.52
NLR + IL-17A 0.57 0.60
NLR + Hb 0.60 1.00
Hb 0.60 0.86
NLR 0.60
Broj komorbiditeta >3 / <3 IL-17A 0.52 0.32
NLR 0.58
CRP 0.60 0.85
CRP + IL-17A 0.61 0.65
NLR + CRP 0.66 0.22
Hb 0.80 <0.01
Metabolicki sindrom (Muskarci) / Hb 0.53 0.69
NE IL-17A + TSH 0.54 0.53
TSH 0.51 0.51
CRP + TSH 0.55 0.59
IL-17A 0.56 0.68
Hb + IL-17A 0.56 0.70




CRP + Hb 0.57 0.90
CRP 0.57 0.89
NLR 0.58

NLR + TSH 0.58 0.97

NLR + Hb 0.59 0.74

Metaboligki sindrom (Zene) / NE IL-17A 0.54 0.44
NLR 0.67
CRP 0.67 0.99

CRP+Hb 0.70 0.95

Hb+IL-17A 0.73 0.86

TSH+CRP 0.75 0.72

TSH+IL-17A 0.78 0.59

NLR+Hb 0.78 0.65

TSH+NLR 0.85 0.14

Podebljano: AUC referentnog markera upale (NLR) i AUC oko 80% (smatra se dijagnosticki vaznim). eGFR-
procijenjena bubrezna funkcija (eng. Estimated Glomerular Filtration Rate); HbAlc- hemoglobinA1C; BMI - indeks

tjelesne mase

5.3.2 Interleukin IL-37
Procjena potencijalne klinicke korisnosti odredivanja grani¢nih vrijednosti 1L-37 u utvrdivanju

podskupina pacijenata s T2D, kao $to su oni s KAB, KSB ili drugim komplikacijama, nije se
pokazala obecavaju¢om (Tablica 14). Svega u nekoliko slucajeva ¢ini se da se vrijednost 1L-37
moze koristiti s dovoljnom precizno$¢u u predvidanju odredenih komplikacija ili podskupina

pacijenata.

Te su situacije ukljuéivale pesimisti¢no (negativno) predvidanje (iskljucivanje) snizene bubrezne
funkcije (eGFR<45 ml/min) i prisutnosti KAB, ali i optimisticno (pozitivho) predvidanje
prisutnosti dijabeticke retinopatije kao i viSe komorbiditetnih stanja (vise od 3). Posebno se istice
rezultat kada je razina IL-37 visa od 38,2 pg/mL, jer u tom slu¢aju s visokom razinom to¢nosti
ukazuje na starije dijabetiCare koji nisu pretili BMI<25 kg /m2). Najbolju diskriminiraju¢u

vrijednost pokazao je TSH za osobe, posebno Zene, s metabolickim sindromom (Tablica 14).
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Tablica 14. Optimalne grani¢ne vrijednosti I1L-37 i drugih markera upale za razlikovanje
podskupina bolesnika s dijagnosticiranim T2D u pogledu mjera: osjetljivosti, specificnosti,

negativne prediktivne vrijednosti i pozitivne prediktivne vrijednosti (ROC-analiza).

Podskupine NLR CRP Hb IL-37*
(mg/L) (g/L) (pg/mL)
eGFR (mL/min/1.73 m2) Cutoff vrijednosti : 2.4 5.2 130 7.2
<60/>60 Osjetljivost: 0.32 0.23 0.89 0.74
Specifi¢nost: 0.90 0.87 0.28 0.40
NPV: 0.75 0.72 0.54 0.77
PPV: 0.59 0.44 0.73 0.35
eGFR (mL/min/1.73 m2) Cutoff vrijednosti 1.5 21 134 13.2
<45/>45 Osjetljivost: 0.86 0.86 0.79 0.79
Specifi¢nost: 0.45 0.57 0.64 0.47
NPV: 0.97 0.98 0.21 0.96
PPV:0.12 0.15 0.96 0.12
Frailty index L or2/0 3.09 1.2 135 3.4
0.09 0.81 0.83 0.84
0.97 0.37 0.41 0.34
0.44 0.57 0.64 0.61
0.82 0.63 0.65 0.63
Usporenost ( poteskoce u hodanju ) DA/ NE 1.59 14 137 6
0.63 0.68 0.71 0.72
0.49 0.47 0.5 0.5
0.82 0.30 0.33 0.34
0.26 0.82 0.83 0.17
HbAIC % 2.01 2.5 141 7.2
<6.8/>6.8 (srednja vrijednost) 0.29 0.49 0.61 0.73
0.75 0.70 0.51 0.43
0.49 0.55 0.68 0.64
0.57 0.65 0.58 0.54
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HDAIC % 1.59 25 140 7.2
<7/>7 ( grani¢ne vrijednosti ukazuju na dobru 0.61 0.51 0.65 0.73
kontrolu glikemije prema medunarodnim

smjernicama) 0.54 0.70 0.48 0.46

0.56 0.61 0.61 0.61

0.59 0.60 0.49 0.60

BMI (kg/m2) 15 12 150 38.2

<25/225 07 0.79 0.4 0.26

0.44 0.7 0.72 0.95

0.92 0.30 0.90 0.15

0.14 0.95 0.16 0.95

BMI (kg/m2) 1.2 0.9 148 0.8

>30/<30 0.80 0.93 0.42 0.88

0.28 0.22 0.64 0.17

0.56 0.76 0.51 0.6

0.54 0.53 0.55 0.5

Dg. Kroni¢ne bolesti srca/ NE 1.59 1.8 142 14.6

0.65 0.54 0.68 0.58

0.57 0.51 0.59 0.58

0.65 05 0.62 0.6

0.58 0.55 0.65 0.55

Dg. koronarna art. bolest/ NE Cutoff vrijednost: 1.89 1.3 142 10.2

Osjetljivost: 0.42 0.73 0.62 0.78

Specifi¢nost: 0.72 0.37 0.59 0.49

NPV: 0.7 0.72 0.45 0.81

PPV: 0.45 0.38 0.74 0.45

Dg. KVB (bilo koja od navedenih: kroni¢ne bolesti 1.24 6.2 142 9.4
srca, koronarna arterijska bolest, periferna arterijska

bolest, cerebrovaskularna bolest ) 0.79 0.14 0.68 0.67

0.33 0.95 0.55 0.47

0.53 0.60 0.70 0.51

0.62 0.67 0.52 0.63
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Dg. Inkontinencija urina ili urogenitalne bolesti /NE 1.29 23 129 10.2
0.82 0.48 0.9 0.69

0.37 0.66 0.18 0.45

0.78 0.42 0.5 0.72

0.43 0.71 0.66 0.42

Dg. Anksiozni poremecaj /INE 1.9 4.8 137 5.2
0.41 0.24 0.79 0.77

0.81 0.9 0.43 0.43

0.47 0.44 0.76 0.55

0.76 0.78 0.48 0.67

Dg. Dijabeticka retinopatija/NE 1.51 21 134 28.8
0.65 0.49 0.81 0.36

0.48 0.6 0.4 0.77

0.78 0.32 0.45 0.31

0.33 0.76 0.78 0.8

Trajanje dijabetesa >10 godina /<10 godina 1.3 1.4 134 15.6
0.74 0.69 0.82 0.58

0.33 0.45 0.38 0.62

0.71 0.43 0.52 0.42

0.36 0.71 0.72 0.74

Broj komorbiditeta >3/<3 1.74 2.2 144 4.2
0.39 0.75 1 0.74

0.88 0.56 0.53 0.63

0.06 0.98 1 0.1

0.98 0.08 0.13 0.98

Metabolicki sindrom (Muskarci) Cutoff vrijednosti: 1.3 1.4 153 44
Osjetljivost: 0.84 0.77 0.28 0.76

Specifi¢nost: 0.40 0.43 0.82 0.35

NPV:0.72 0.63 0.51 0.56

PPV: 0.46 0.59 0.61 0.56
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Metabolicki sindrom (Muskarci) TSH
Cutoff vrijednosti: 2.17
Osjetljivost: 0.77

Specifi¢nost: 0.42

NPV: 0.38
PPV: 0.80
Metaboli¢ki sindrom (Zene) 1.3 1.3 145 16.4
0.83 0.83 0.52 0.53
0.35 0.35 0.61 0.53
0.78 0.78 0.43 0.67
0.43 0.43 0.69 0.39
Metaboli¢ki sindrom (Zene) TSH

Cutoff vrijednosti: 2.35
Osjetljivost: 0.61
Specifi¢nost: 1.00

NPV: 0.08

PPV: 1.00

* oznaceno zutom bojom - vrijednosti >80% smatrane su vaznima

HbA1c<7/>7 - grani¢na vrijednost koja ukazuje na dobru kontrolu glukoze prema medunarodnim smjernicama

Prediktivna snaga (izraZzena kao AUC) za utvrdene grani¢ne vrijednosti 1L-37 u razlikovanju
izmedu specifi¢nih podskupina dijabetickih bolesnika, bilo uzetih samostalno ili u kombinaciji s
drugim markerima upale, pokazala je umjereni intenzitet, i ni u jednom slucaju nije dosegla
to¢nost od 80% (Tablica 15). Marker Hb je znacajno bolji od markera NLR, uzetog kao osnova, u
predikciji osoba s veé¢im stupnjem komorbiditeta (>3), dok su se CRP i kombinacije toga markera
s drugim upalnim markerima pokazale znacajno boljim od NLR u razlikovanju dijabetickih

bolesnika s obzirom na normalnu/prekomjernu tjelesnu tezinu (BMI<25/>25 kg/m?2).
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Tablica 15. Podrué¢je ispod ROC (AUC) za IL-37 i klasi¢éne markere upale: NLR, CRP i

hemoglobin, te kombinacije markera. NLR se koristi kao osnova za usporedbu.

Podskupine Upalni markeri i njihove kombinacije AUC p-vrijednost prema
(NLR osnova) NER
eGFR (mL/min/1.73 m2) IL-37 0.60 0.40
<45/>45 NLR 0.67
Hb 0.72 0.68
CRP 0.74 0.40
CRP + Hb 0.75 0.52
NLR + CRP 0.76 0.21
NLR + Hb 0.78 0.29
NLR + CRP + Hb 0.79 0.23
eGFR (mL/min/1.73 m2) Hb+IL-37 0.45 0.04
<60/>60 CRP 0.49 0.11
IL-37 0.54 0.36
Hb 0.55 0.51
CRP + Hb 0.55 0.51
NLR 0.60
NLR + Hb 0.63 0.24
Frailty index L or2/0 CRP 0.54 0.45
NLR + Hb 0.54 0.41
NLR + IL-37 0.56 0.63
Hb + IL-37 0.57 0.70
Hb 0.59 0.93
NLR 0.60
IL-37 0.60 0.92
CRP + Hb 0.61 0.76
NLR + CRP + Hb 0.63 0.46
HbAlc % Hb 0.56 0.92
<727
NLR 0.56
NLR+IL-37 0.58 0.48
CRP 0.58 0.84
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IL-37 0.58 0.78

CRP+Hb 0.60 0.61

Hb+NLR 0.60 0.60

CRP+IL-37 0.60 0.58

BMI kg/m2) IL-37 0.50 0.87
<30/>30 NLR 051

Hb 0.53 0.81

NLR+Hb 0.53 0.38

Hb+IL-37 0.54 0.67

NLR+CRP 0.56 0.24

CRP+Hb 0.58 0.25

CRP 0.58 0.23

BMI (kg/m2) Hb 0.49 0.69
<25/>25 NLR 0.53

NLR+IL-37 0.58 0.50

IL-37 0.58 0.63

NLR+CRP 0.78 0.01

CRP+Hb 0.76 0.01

NLR+CRP+Hb 0.77 0.01

CRP 0.78 0.02

CRP+IL-37 0.79 0.01

Dg. Kroni¢ne bolesti srca /NE CRP 0.50 0.07

Hb 0.61 0.90

IL-37 0.61 0.95
NLR 0.62

HB + IL-37 0.64 0.73

NLR + Hb 0.65 0.35

Dg. Koronarna arterijska bolest/NE CRP 0.52 0.32
NLR 0.58

Hb 0.60 0.85

CRP + Hb 0.60 0.83
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NLR + Hb 0.63 0.28
1L-37 0.66 0.23
Hb + IL-37 0.66 0.24
Dg. Dijabeti¢ka retiopatija/ NE CRP 0.53 0.35
1L-37 0.55 0.56
NLR + IL-37 0.59 0.81
NLR + Hb 0.60 1.00
Hb 0.60 0.86
NLR 0.60
Broj komorbiditeta >3 /<3 NLR 0.58
CRP 0.60 0.85
NLR + CRP 0.66 0.22
CRP + IL-37 0.66 0.24
Hb 0.80 <0.01
Metabolicki sindrom IL-37 0.50 0.19
(Muskarci) / NE Hb 0.53 0.69
TSH 0.51 0.51
CRP + TSH 0.55 0.59
IL-37 + TSH 0.56 0.76
Hb + IL-37 0.56 0.74
CRP + Hb 0.57 0.90
CRP 0.57 0.89
NLR 0.58
NLR + TSH 0.58 0.97
NLR + Hb 0.59 0.74
Metabolicki sindrom (Zene) / NE NLR 0.67
CRP 0.67 0.99
CRP+Hb 0.70 0.95
TSH+CRP 0.75 0.72
Hb+IL-37 0.76 0.86
NLR+Hb 0.78 0.65
TSH+IL-37 0.82 0.50
TSH+NLR 0.85 0.14
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a)

Variable (AUC, p-vrijednost)

NLR (0.67)

CRP(0.74,0.47)

Hemoalabin (0.72, 0.68)
IL17a(0.56, 0.42)

IL37(0.60, 0.41)

NLR+CRP (0.76,0.21)
MLR-+Hemaoglobin (0.78, 0.29)
CRP+Hemaglobin (0.75, 0.52)
NLR+CRP+Hemoglobin (0.79, 0.23)
IL17a+L37(0.62 0.66)
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b)

Varijable (AUC, p-vrijednost)

NLR (0.53)

CRP(0.78,0.02)

Hemaodglobin (0.49, 0.69)
IL17a (0.49, 0.57)

IL37 (0.58, 0.63)

NLR+CRP (0.78, 0.01)
NLR+L17a (0.52, 0.81)
NLR+L37 (0.58, 0.50)
CRP+Hemaglabin (0.76, 0.01)
CRP+IL17a(0.78, 0.02)
CRP+IL37 (0.79,0.01)
NLR+CRP+Hemaglobin (0.77, 0.01)
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0.00-

Usporedba pojedinih pokazatelja upale za podskupine ispitanika definirane kao Metabolicki sindrom postoji/ne postoji (Zenski spol)

Varijable (AUC, p-vrijednost)
— NLR{0.67)

— CRP(067,099)

— IL173 (054, 0.44)

— NLR+Hemoglobin (0.78, 0.65)
— CRP+Hemoglabin (0.70, 0.95)
— Hemoglobin+IL17a (0.73, 0.86)
— TSH(0.77,0.64)

— TSH+NLR (0.85,0.14)

— TSH+L-37 (0.82, 0.50)

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1-specificnost
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Usporedba pojedinih pokazatelja upale za podskupine ispitanika definirane kao HbA1c <7/27
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1-specificnost

d)

Varijable (AUC, p-vrijednost)

NLR (0.56)

CRP(0.58,0.84)

Hemoglobin (0.56, 0.92)
IL17a (0.53, 0.59)

IL37 {0.58, 0.78)
CRP+Hemaoglobin (0.60, 0.61)
NLR+Hemoglobin (0.60, 0.30)
CRP+L17a(0.57, 0.90)
CRP+L37 (0.60, 0.58)
NLR+L17a (0.57, 0.86)
NLR+L37 (0.58, 0.48)
NLR+CRP+Hemoglobin+L37+L17a (0.63, 0.13)
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NLR (0.62)
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CRP (050, 0.07)

IL17a (0.56, 0.34)

IL17a+L37 (0.61, 0.96)
NLR+Hemoglabin+L137 (0.64, 0.73)

0.00 0.25 050 0.75 1.00
1-specifitnost

f)

Slika 20. AUC upalnih markera za podskupine bolesnika s T2D : a), b), ¢),d ), e), f)
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5.4. Rezultati klaster-analize

Klaster analiza Siroko je primjenjivana metoda u biomedicinskim istrazivanjima, a zbog svoje
jednostavnosti i u¢inkovitosti, pokazala se korisnom u obradi velike koli¢ine podataka. Temelji
se na razvrstavanju (grupiranju) podataka na osnovu sli¢nih karakteristika, s tim da se ti podaci
medusobno razlikuju medu grupama (klasama). Postoje razli¢ite klaster metode, a za potrebe

obrade podataka koristen je k-means algoritam (za pregled, Majnari¢ LT i sur., 2021).

Klaster analiza uzima u obzir samo numeric¢ke varijable, a broj odabranih varijabli iznosio je 30
Ponovili smo analizu za razli¢ite brojeve klastera (3<=k<=6) i promatrali rezultate zbroja
kvadratnih pogresaka (metoda koja pokazuje koliko su sli¢ni podaci u skupu jedni drugima) i
vrijeme izvodenja za analize. Usporedili smo rezultate broja klastera generiranih jednostavnim
algoritmom k-means i otkrili da se pogreska smanjuje kako se broj klastera poveéava (Tablica
16). Ukupna kvadratna pogreska (SSE) je metoda koja pokazuje koliko su podaci u skupu sli¢ni
jedni drugima. Na primjer, kada je vrijednost k 3, zbroj kvadrata pogreske iznosio je 2712, a kada
se vrijednost k poveca na 6, nova vrijednost zbroja kvadrata pogreske iznosila je 2592 (Tablica
14). Rezultate smo dobili na temelju 6 klastera (Tablica 17) (Slika 21).

Tablica 16. Evaluacija klaster analize s 30 varijabli i 170 bolesnika

K vrijednost | Broj ponavljanja | Zbroj kvadrata pogresaka unutar
klastera

3 8 2712

4 7 2689

5 8 2593

6 7 2592
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Tablica 17. Model sa 6 klastera ( k= 6, 30 varijabli, N= 170), k- srednja vrijednos

algoritam )
Varijable Klaster 1 Klaster 2 Klaster 3 Klaster 4 Klaster 5 Klaster 6
Spol (M,Z) (0,1) 0 1 0 1 0 0
Dob (godine) 61 64 72 80 67 61
Broj komorbiditeta (<3,
>3 (0.1) 1 1 1 1 1 1
BMI (kg/m?) 32 31.64 28.4 24.03 26 26.78
MAC(cm) 32 30 33 27 29 28
Hb (g/L) 157 142 123 134 129 162
eGFR (ml/min/1.73m?) 79 87 29 59 59 58
eGFR stupanj (1-4) 1 2 3 3 2 1
TG (mmol/L) 15 1.2 1.2 1.9 2.1 1
HDL kolesterol (mmol/L) 1.3 1.2 1.2 1.2 15 1.6
TSH (mU/L) 2.1 2.2 2.39 3.3 1.9 2.2
CRP (mg/L) 11 0.9 0.6 0.8 1.1 1.2
Frailty indeks(0,1,2) 0 0 0 2 0 0
T2D trajanje (godine) 10 2 1 12 3 2
Hipertenzija
1 1 1 1 1 0
(0=NE, 1=DA)
Hipertenzija trajanje
] 10 7 10 15 15 0
(godine)
KSB (0=NE, 1=DA) 0 0 1 1 0 0
KAB (0=NE, 1=DA) 0 0 1 1 0 0
PAB (0=NE, 1=DA) 0 0 1 1 0 0
Osteoporoza
0 0 0 1 0 0
(0=NE, 1=DA)
Osteroartritis
0 1 1 1 0 0
(0=NE, 1=DA)
Krizobolja 1 1 1 1 0 0
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(0=NE, 1=DA)

Anskioznost/depresija

1 1 1 1 0 0
(0=NE, 1=DA)
DPP4 inh terapija
0 0 0 0 0 0
(0=NE, 1=DA)
SGLT2inh terapija
0 0 0 0 0 0
(0=NE, 1=DA)
GLP1RA terapija
0 0 0 0 0 0
(0=NE, 1=DA)
inzulinska terapija
0 0 0 0 0 0
(0=NE, 1=DA)
NLR 1.7 1.1 1 1.6 1.3 1.1
I1-17A (pg/mL) 1.53 0.68 0.01 0.68 1.47 1.42
11-37 (pg/mL) 0.24 10.2 0.22 16.4 0.8 34

BMI — indeks tjelesne tezine; Hb — hemoglobin; NLR - neutrophil-to-lymphocyte ratio; eGFR - estimated glomerular filtration
rate; TSH - thyroid-stimulating hormone; CRP — C- reactive protein; DT2. Dijabetes tipa 2; KSB- kroni¢na sr¢ana bolest; KAB-
koronarna arterijska bolest; PAB- periferna arterijska bolest; DPP4inh — eng. (dipeptidyl peptidase-4 inhibitor); SGLT2inh — eng.
(sodium-glucose cotransporter-2 inhibitors); GLP1r — eng. (glucagon-like peptide-1 receptor agonists).

93



LE0F UNE 1 asod Blomne njoasop @n ouapoSepud 1 ojaumang
MEPOaLLL I2]88[X-9 N ._..“u,___._._..“._._n.“_v.._ JEX AL THATLI> 1 _u.._v...._._..“.._m...ra__.,_._ﬂ._.._l..ra__ﬂ..ra_m TE BrsS
el UONBIL JE[NIEWoE  pajEmsEa

Bua — A goe fsnuaeoaiso CFus - URnoseaoipaen Jua — A7) S20uala]inodrn WL -
‘Fua — ovw Sxapul ssew Apoq Sua — [y S adf snjeaw smaqep — Fne] esnm — 10

\ uoissaldap/A1aixuy /

515040003150
\ / \ / uted yoeq Mo / \ / \
v-0 uoissaldap/Ajaixuy
Ayieq ured yIeq mo7
uoyssaudap/Alalxuy
eluadoales) Jew -
(e " v0 ured yaeq Mo
T 1INg |leJjuoN vo uoyssaudap/Araixuy
S31}PIgJOLWOd J3Y30 0 s31)|pIgJowoa Jaylo o 3 3 uled ¥Ieq MO
1piq 4310 ON 1HpIq 430 ON 1449 Y49 SIIPIGIOLIOI A ON 1ed }IEq MOT
S311PIGJOWOoI A ON S311PIGJOWOoI A ON 5150J3]250J3Y1Y S31IPIgJOWOI A) 59 Japlo S3MIPIQ4OWod AJ ON
uoisuauadiy oy asnedouawaJd auls uoisuapadAy asnedouswisod adujs uoisuauadiy Aea-01-a|ppiw 3duls uoisuauadAy asnedouswaJd a3uls uoisuanadAy

/ 9S3GOUON \ / 3S3OUON \ /wcmmuc_mcc_wcmtwaf \ 3sagouoy \ / 35390

\ / ELED o]

6 S o o 7 6

(s0g aauis) - (ssnedouawsaud aouis)
L4

ZIAIQ 135U0-1U209Y

ZING Bunsef-3uon ZNQ 195u0-a)e] ZINQ 135U0-1U333Y
spg u| SOLUl @ (59>) 509 u|

(s3>) ZINQ 335U0-JUR0RY
asnedouawysod Ajies uj (59<) asnedouaw a1e| u|

NG Bunse|-8uoy ’-\

09U g

9/91D 9/sId 9/t1D 9/€1D 9/ed 9/1d



18
16
14
12
10

L— T o B

16,4

10,2

21 -\ 22 239 33 ( 19 34

W~

17 11 1 16
M——W 1,1
1,53 : )
24 0,68 0,01 08 08

F{in post M(at 60s)  F(at70s) late Mveryold{at F(inlate post F(in early post

menopause) recentonset  onset DM2 80s) menopause) menopause)
long lasting DM2 recentonset recent onset
DM2 DM2 DM2
e NLR{ratio) ====|L-17a(pg/ml) ===IL-37(pg/mL) TSH(mU/L)

Slika 22. Graficki prikaz vrijednosti upalnih biljega omjera neutrofila i limfocita (NLR) , IL-

17A, IL-37 i hormona TSH po klasterima u 6-klaster modelu

Preuzeto i prilagodeno prema Bosnic Z, i sur. 2021.
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Takoder, primijenili smo i multivarijatnu linearnu regresijsku analizu (MLR) za varijable NLR,
[I-17A i 11-37 kao zavisne varijable, a regresijski modeli prikazani su u tablici 18. MLR modeli
predstavljeni u tablici 18 ukazuju na varijable koje znac¢ajno koreliraju s bilo kojim od ovih novih
upalnih markera, ukljucujué¢i NLR i citokine IL-17A i IL-37. Svim modelima je bilo zajednic¢ko
da su svi ovi markeri povezani sa snizenjem stupnja bubrezne funkcije te medusobno, ali su
smjerovi tih povezanosti bili razli¢iti. To se moZe objasniti na primjeru kada su vrijednosti
markera NLR i IL-17A bile vise u nizim stupnjevima (u odnosu na vi$e stupnjeve) opadanja
bubrezne funkcije, dok su vrijednosti markera 1L-37 nasuprot tome, rasle kako su stupnjevi
opadanja bubrezne funkcije postajali visi (visi stadiji opadanja, porast IL-37 s gubitkom
ekskrecijske funkcije bubrega).). Marker NLR bio je pozitivno povezan s citokinom IL-17A, ali
negativno s citokinom IL-37. Citokini IL-17A i IL-37 bili su pozitivho povezani jedan s drugim,
premda ne i tijesno povezani jedan s drugim s tim da su plazmatske koncentracije citokina I1L-37
bile puno vise ovisne o razinama citokina IL-17A. Takoder je potrebno istaknuti da su o ovim
modelima poveéanje BMI i neki komorbiditeti, poput osteoartritisa, utjecali na porast vrijednosti
NLR-a, ali nisu utjecali na druga dva markera upale. Jedino NLR pokazuje spolno-ovisnu
povezanost. Takoder je zanimljivo i da je tip dislipidemije povezane s metabolickim sindromom i
inzulinskom rezistencijom, koji se predstavlja povisenim trigliceridima i snizenim HDL
kolesterolom, pozitivno povezan samo s I1L-37, dok su, naprotiv NLR i IL-17A bili visi kada nije
bilo znakova metabolickog sindroma. Nadalje, vidljivo je da je kinetika NLR i 1L-37 povezana s
aktivacijom osovine hipotalamus-hipofiza-stitnjaca, $to se predstavlja varijablom TSH te da je ta

povezanost puno jaca u slucaju IL- 37.
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Tablica 18. Multivarijatna linearna regresijska analiza za varijable NLR, 11-17A i 11-37 kao

zavisne varijable (regresijski koeficijenti i jednadzbe )

NLR IL-17A IL-37

-0.2602 * spol +
0.0156 * BMI kg/m2+

-0.0077 * eGFR U ml/min/1.73m2 + 0.0584 * dob u godinama +
17.377 * eGFR stupnjevi +
-0.058 * eGFR stupanj + -1.1963 * eGFR stupnjevi +
-0.883 * HDL +
-0.0813 * Trigliceridi + 0.0459 * HDL +
-6.4164 * TSH +
-0.081 * TSH + 0.3422 * CRP +
-4.9867 * CRP +
0.0182 * CRP + 0.0385 * IL-37 +
17.3077 * IL-17A +
0.3491 * osteoartritis + -0.8856

-15.2037
0.0149 * IL-17A +

-0.0007 * IL-37 +
2.2697

BMI —indeks tjelesne mase; NLR — omjer neutrofila i limfocita; eGFR — eng. estimated glomerular filtration rate; TSH —
tireostimuliraju¢i hormon; CRP — C- reaktivni protein; HDL — HDL kolesterol; IL-17A | IL-37 - citokini.
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6. RASPRAVA

Ubrzano starenje populacije donosi sa sobom porast kroni¢nih bolesti, a koje i1 ¢ine najveéi dio
opterecenja bolestima nekog drustva te su 1 najvazniji uzroci mortaliteta (Eurostat, 2021). Za
razliku od akutne upale, ¢iji je tijek dobro poznat, faze kroni¢ne upale povezane sa starenjem i
razvojem ostecenja organa povezanih S kroni¢nim bolestima starenja, slabo su poznate, iako su
izolirani mehanizmi koji sudjeluju u tim procesima identificirani u eksperimentalnim studijama
(Medzhitov, 2010; Chen i sur., 2017). Prisutnost kroni¢nih bolesti svojim mehanizmima
ubrzavaju proces starenja i skracuju zivotni vijek, zbog ¢ega se na starenje i na razvoj kroni¢nih
bolesti moze gledati kao na niz alternativnih vremenskih putanja (trajektorija) istog procesa, ali
koji se odvija po razli¢itim stopama ubrzanja, Sto je rezultat interakcije izmedu genetskih,
epigenetskih 1 okoliSnih ¢imbenika te nacina zivota. Medutim, te putanje, kao i fenotipska
obiljeZja osoba na pojedinim putanjama, nisu jo$ poznate. Brojni su dokazi iz observacijskih i
molekularno-bioloskih istrazivanja, koji govore u prilog da kroni¢ne bolesti Cija se ucestalost
povecava sa starenjem, kao $to su T2D, ateroskleroza, KVB, osteoporoza, demencije i neke
maligne bolesti, dijele zajednicke patofizioloSke mehanizme s procesom starenja, no razlika je
samo u brzini razvoja tih promjena (Franceschi i sur., 2018). Pretpostavlja se da mehanizmi
kroni¢ne upale pokazuju dinamiku promjena koje prate napredovanje osteéenja ciljnih organa,

kao i pad entropije cijelog tijela (Franceschi i sur., 2018; Franceschi C i sur., 2018).

S obzirom da je jasno da je upala ukljucena u patofiziologiju KVB, upalni biljezi su se pokusavali
primijeniti u stratifikaciji rizika 1 predvidanju u bolesnika s KV ¢imbenicima rizika 1 KVB
(Ridker 1 sur., 2003). Smatralo se da je to korisna strategija narocito u starijoj populaciji u kojoj
je primijeceno slabljenje odnosa izmedu klasi¢énih KV ¢imbenika rizika 1 Stetnih KV dogadaja
(Whelton 1 sur, 2013). Takoder utvrdeno je da primjena nekih klasi¢nih upalnih markera, kao Sto
su IL-6, CRP, TNF-a i serumski albumin, razlikuje status krhkosti od ozbiljnijih zdravstvenih
stanja (Amblas-Novellas i sur., 2021). Ipak, utvrdeno je da su prediktivne vrijednosti ovih
klasi¢nih upalnih markera skromne ili nije postojao konsenzus o njihovoj valjanosti kao
prediktivnih ili diskriminacijskih ¢imbenika (Alberro i sur., 2021; Kritharides, 2009). Ranije se
razmatrala i klinicka valjanost upotrebe kombinacija vise upalnih markera ili biomarkera koji

ukazuju na razlicite putove bolesti (Zethelius i sur., 2008).
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6.1. Rasprava glavnih rezultata

Jedan od ciljeva u ovom doktorskom radu bio je identificirati obrasce upalnih markera koji su
ukljuceni u odredene klinicke kontekste u starijih pacijenata s kardio-metaboli¢kim bolestima. 1z
tog razloga, a s ciljem bolje evaluacije prediktivne vrijednosti, pokusala se rasvijetliti uloga IL-

17A 1 1L-37 u tim procesima, kao potencijalno novih upalnih biljega i novih bioloskih lijekova.

Dosada$nja znanja o IL-17A steCena u zadnjih 10-tak godina putem proucavanja zivotinjskih
modela i stani¢nih kultura ukazuje da IL-17A ima vaznu ulogu u KV sustavu jer posreduje u
razvoju upale tkiva ciljnih organa i remodeliranju tkiva na vise razina (Yuan i sur., 2015; Schuler
i sur., 2019; Rodrigues-Diez i sur., 2021). Ipak, jo$ uvijek ostaje nepotpuno shvaéena bioloska
uloga IL-17A, te ukljucenost ovog citokina u razli¢ite homeostatske (regulacijske) i patoloske
puteve, jer su koncentracije u krvi ¢esto nedosljedne u dosada provedenim usporednim (eng.
Case-Control) klini¢kim studijama (Bechara i sur., 2021). To je vidljivo na primjeru mjerenja IL-
17A u cirkulaciji pacijenata s T2D i pacijenata bez T2D, kod kojih ponekad nije uo¢ena znacajna
razlika (Kong i sur., 2022). Kao moguce objasnjenje navodi se dvojaki ucinak IL-17A od kojih
jedan, ovisno o kontekstu, moze prevladavati. Prvi je u¢inak IL-17A na indukciju proupalnih
citokina, Sto se nalazi u podlozi povezanosti povec¢ane koncentracije IL-17A u serumu pacijenata
s inzulinskom rezistencijom 1 povezanim metaboliCkim poremecajima, ukljucujuc¢i povecanu
serumsku razinu glukoze i dislipidemiju (Bechara i sur., 2021; Chehimi i sur., 2017). Takva
situacija moze biti u slucaju obilne infiltracije masnog tkiva ili ciljnih organa T-stanicama koje
proizvode IL-17A, u stanjima kao §to su pretilost, hipertenzija, T2D i KVB. Nasuprot ovom
stanju, opisana je situacija u kojoj postoji dominantna regulatorna uloga IL-17A na metabolizam
glukoze, sto se moze razli¢ito odrazavati na aktivnost imunosnih i neimunosnih stanica te na
stupanj samoodrZanja, reparacije ili oSte¢enja pojedinih tkiva. Mogué¢i mehanizmi ukljucuju
supresiju adipogeneze, regulaciju termogeneze, i medusobnu komunikaciju izmedu
mezenhimalnih stanica masnog tkiva i rezidentnih yo-T stanica koje proizvode IL-17A u
pogodovanju ekspanziji ST2+Treg stanica, nakon cega slijedi povecano izlu¢ivanje protu-upalnih
citokina, poput IL-4, 1L-10 i I1L-33, koji zauzvrat mogu ublaziti metabolicke ucinke proupalnih
citokina (Bechara i sur., 2021; Kong i sur., 2022). Posljedi¢no tome, IL-17A ima ulogu i u
poticanju fibroznih procesa, prvenstveno kroz indukciju prototipskog fibrogenog faktora TGF-3

(Bechara i sur., 2021). Ipak treba naglasiti da stupanj fibroze moze varirati medu tkivima i
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organima, ovisno o fazama oSteCenja odredenih organa, $to moze utjecati i na varijacije u
cirkuliraju¢im razinama IL-17A medu pacijentima s T2D. U tom pogledu, dokazi dobiveni na
zivotinjskim modelima pokazuju da koli¢ina stanica koje induciraju IL-17A, a Kkoje su se
infiltrirale u ciljni organ kao $to su bubrezi, nije povezana s cirkuliraju¢im razinama IL-17A
(Lavoz i sur., 2020). U humanima studijama zabiljeZeni su nedosljedni rezultati u vezi s razinama
IL-17 u serumu i tezinom bolesti bubrega. Opcenito, za IL-17A je dokazana njegova pleiotropna
funkcija koja je ovisna o kontekstu tako da ishodi mogu varirati u pojedinim fizioloSkim i
patoloskim stanjima, $to ovisi ne samo o vrsti stanica prisutnih u tkivu i njihovoj osjetljivosti na
djelovanje IL-17A, nego i o zbiru sinergistickih i antagonistickih signala od drugih citokina

prisutnih u mikrookoli$u (Bechara i sur., 2021).

U okviru toga opisanog konteksta djelovanja IL-17A, moguce je razumjeti dobivene rezultate
istrazivanja provedenog za potrebe izrade doktorskog rada, koji su pokazali da ucestalost ili
jacina povezanosti odredenih ¢imbenika koji opisuju karakteristike bolesnika ne prate linearno
tendenciju porasta serumskih vrijednosti IL-17A (izrazenih kao kvartile). To je vidljivo na
primjeru gdje je uocena povezanost IL-17A s markerima dislipidemije, koja je vidljiva samo u
kvartilima s IL-17A nizeg stupnja. To se moze objasniti Cinjenicom da je tek manji udio
sudionika bio bez MS-a. To je i o¢ekivano, buduci da ¢e bolesnici bez MS-a, u usporedbi s onima
koji boluju od MS-a, imati nize vrijednosti plazmatskih lipidnih biljega i tek umjereni
kardiovaskularni rizik, pri ¢emu se ocekuje i niza razina upale, izraZzena nizim kvartilama
serumskih razina IL-17A (Chang i sur., 2021; Cosentino i sur., 2020). Da doista postoji nezavisan
nelinearni odnos izmedu ispitivanih varijabli i cirkulirajuc¢eg IL-17A, potvrduje i podatak da su
regresijski modeli uskladeni s obzirom na dob bolesnika i trajanje T2D, a oba ¢imbenika imaju
utjecaja na razinu IL-17A u serumu (Bechara i sur., 2021). Naime, ve¢i rizik od KVB moze se
ocekivati u bolesnika s T2D koji su starije dobi i koji duzi niz godina boluju od T2D, a sukladno
tome se u njih pretpostavlja i veéi stupanj sistemske upale (Zoungas i sur., 2014). Osim toga, ta
razlika u KV riziku 1 izrazenosti KV Cimbenika rizika izmedu ispitanika Cini da postoji taj

nelinearni odnos izmedu ispitivanih varijabli i cirkulirajué¢eg IL-17A.

Osim duzine trajanja bolesti, veliku ulogu ima i1 modalitet lijecenja. U nedavnoj studiji
provedenoj na pacijentima s T2D dobra kontrola razine glukoze u krvi povecala je broj

cirkuliraju¢ih Treg stanica, dok se s duljim trajanjem T2D taj broj smanjio (Guzméan-Flores i
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sur., 2020). Za dva antidijabetic¢ka lijeka, koji su selekcionirani u regresijskim modelima, dokazi
ukazuju na njihovu povezanost s imunoloskim i metabolickim u¢incima posredovanim IL-17A.
Primjerice, lijecenje s inhibitorom DPP-4 sitagliptinom smanjilo je broj i postotak cirkuliraju¢ih
Th17 i Treg stanica $to je vjerojatno povezano s ¢injenicom da je DPP-4 povrSinski marker Th
stanica te je izravno uklju¢en u njihovu diferencijaciju i proliferaciju (Aso i sur., 2015). Drugi
antidijabetik, pioglitazon, sintetski inhibitor transkripcijskih ¢imbenika PPAR, takoder je
pokazao ulogu u metabolickim putovima pa tako i onima koji su ukljuceni u diferencijaciju Th17

i Treg limfocita (Tian i sur., 2017).

Kada se osvrnemo na povezanost izmedu serumske razine HbA1C, kao markera kontrole
glikemije, i cirkuliraju¢e razine IL-17A, vidljiv je gubitak povezanosti izmedu ova dva
biomarkera, §to se moze objasniti time da su vrijednosti HbA1C ujednac¢ane medu kvartilama IL-
17A. To moze biti rezultat nepovoljnog utjecaja na kontrolu glukoze u krvi i razine HbAlc
uslijed povecanog broja komorbiditetnih stanja, dok s druge strane, povoljnog utjecaja
medikamentoznog lijecenja, ¢ineéi tako HbAlc posrednickom varijablom u povezanosti izmedu
navedenih ¢imbenika i cirkulirajucih razina IL-17A (Cosentino i sur., 2020; Strain i sur., 2021 ;

Pothier i sur., 2022). Rezultati regresijskih modela sugeriraju takav kontekst povezan s IL-17A.

6.2. Rasprava mehanizama s naglaskom na regresijske modele

Razumijevanje kompleksnosti T2D u starijih osoba moze nam pomo¢i u razumijevanju rezultata
regresijskin modela, a vezano za slu¢aj gdje nije bilo znacajnih povezanosti izmedu KVB i
varijacija u serumskim vrijednostima IL-17A, iako je analiza razlika sugerirala takvu mogucnost.
Takav rezultat je u suprotnosti s dokazima koji ukazuju na visoko preklapanje izmedu T2D i
KVB, a na temelju zajednicke patofizioloske pozadine, koja uglavnom podrazumijeva povecanu
upalu i inzulinsku rezistenciju (Nwaneri i sur., 2013 i Roden i sur., 2019). S obzirom na to da je
T2D kompleksna bolest, za ocekivati je da postoje razlike izmedu bolesnika prema jacini
izrazenosti pojedinih entiteta KVB, kao §to je npr. KBS, za koji je poznato da varira u intenzitetu
1 ucestalosti, kada se usporeduju rane faze poremecaja metabolizma glukoze, s kasnim stadijima

progresije T2D (Beki¢ i sur., 2021; Wu i sur., 2021).

Nadalje, postojanje spolne pristranosti na ekspresiju KVB i s njima povezanih metabolickih i

upalnih puteva, kao $to pokazuju dokazi, a i rezultati regresijskih modela (model "A™), mogao je
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utjecati na nedostatak povezanosti izmedu KVB i varijacija u serumskim koncentracijama IL-
17A (Connelly i sur., 2021). U svome preglednom radu, Trtica Majnari¢ i sur. ukazali su da su
spol i dob pacijenta vjerojatno odgovorni za varijacije u parametru NLR kada se Kkoristi kao
marker upale kod KVB, a §to je moguce da je odraz razlika u intenzitetu upalnog odgovora u
ciljnim organima i tkivima, ako se promatraju na razini tijela (Sto odrazavaju i varijacije u
cirkuliraju¢em IL-17A) (Trtica Majnari¢ i sur. 2021). Tvrdnju o utjecaju dobi i spola na varijacije
u stupnju sistemske upale podupiru i rezultati ove studije (model "A"), gdje je kao parametar u
modelu koji pokazuje znacajnu povezanost s IL-17A selekcioniran hemoglobin, koji je pokazatelj
stupnja upale kao rezultata ukupnog tereta komorbiditeta, a takoder je i marker krhkosti (Pothier i
sur., 2022).

Vazno je naglasiti da sistemska razina IL-17A u bolesnika s T2D ne odrazava upalni status i
stupanj smanjenja funkcije pojedina¢nog ciljnog organa, nego zbira organa i tkiva te je i rezultat
aktivnosti regulatornih mehanizama na sustavnoj razini. To je i mogao biti razlog §to su se U
eksperimentalnim modelima dijabeticke nefropatije i klinickim studijama koje su usporedivale
stupanj narusenosti bubrezne funkcije i razinu cirkuliraju¢eg IL-17A rezultati mjerenja pokazali
nedosljednima (Kong i sur., 2022; Lavoz i sur., 2020). Ti podatci pomazu razumjeti i na prvi
pogled kontradiktorne rezultate dobivene u ovome istrazivanju, a koji ukazuju na nedostatak

povezanosti izmedu pada bubreZne funkcije 1 cirkulirajuceg IL-17A.

Kada je rije¢ o citokinu IL-37, dosadasnja istrazivanja su pokazala da je to snazan prirodni
supresor urodene i steGene imunosti (Dinarello i sur., 2016). Njegova abnormalna ekspresija
primijec¢ena je u autoimunim 1 imunoloski posredovanim upalnim bolestima, kao $to su upalna
bolest crijeva, reumatoidni artritis, sistemski eritematozni lupus, astma, multipla skleroza,
ankilozantni spondilitis, psorijaza i Gravesova bolest, §to ukazuje na moguénost i terapijske
primjene IL-37 u navedenim bolestima (Xu i sur., 2015). U eksperimentalnim istrazivanjima na
zivotinjskim modelima, primjeceno je da IL-37 dovodi do promjena u metabolickim putevima i
postranslacijskih modifikacija histona u stanicama monocita/makrofaga, ¢ime se smanjuju
istrenirane karakteristike navedenih stanica (Cavalli i sur., 2021). Slijedom navedenog, doslo je
do pretpostavke da se IL-37 moze uspjesno Koristiti u dijagnostici i lije¢enju kardio-metabolickih
bolesti. Istrazivanja na zivotinjskim modelima s multiplom sklerozom koji su lijeceni s citokinom

IL-37, pokazala su da se poboljsava osjetljivost na inzulin i smanjuje proizvodnja proupalnih
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citokina (Ballak i sur., 2018). Na osnovu dobivenih rezultata, a zahvaljuju¢i znacajnom
tehnoloskom napretku, sve viSe se razmatra i opcija lije¢enja agensima na bazi citokina
(Findeisen i sur., 2021; Velikova i sur., 2021). Eksperimentalna istrazivanja na Zzivotinjskim
modelima pokazala su da IL-37 smanjuje oSteCenje glomerula izazvano visokom razine upale
posljedi¢no poviSenim razinama glukoze i oksidativnog stresa u tkivu bubrega (Zhang X i sur.,
2020). Uoceno je takoder da povecana ekspresija IL-37 stiti od ateroskleroze i nestabilnosti
plaka, a potice i poboljsanje remodeliranja srca nakon infarkta miokarda (Zhu i sur., 2016; Liu i
sur., 2018). Unato¢ svemu, nedostatne su klini¢ke studije u kardio-metaboli¢kim stanjima u
kojima su mjerene razine I1L-37, i nije jasno u kojim okruzenjima i u kojim skupinama pacijenata
razine IL-37 pokazuju tendenciju povecanja ili smanjenja, te koja je prognosti¢ka vrijednost ove
dinamike (Ye i sur., 2021; Liu i sur, 2021).

Nejasno¢ama pridonosi i ¢injenica da su rezultati vezani za IL-37 na eksperimentalnim miSevima

posljedica njegove transgene ekspresije, jer misevi ne posjeduju ortolog 1L-37 gena.

Dobiveni rezultati istrazivanja za potrebe izrade doktorskog rada pokazuju veéu varijabilnost
serumskih razina IL-37, u rasponu od vrlo niskih, jedva mjerljivih vrijednosti do vrijednosti koje

su dvostruko veée od onih opisanih za zdravu populaciju odraslih (Santarelli i sur. 2021).

Ipak, kod vecine ispitanika su izmjerene niske vrijednosti i pristrano rasporedene prema medijanu
od 13,40 pg/mL, krecuci se u rasponu od 3,40-38,00 pg/mL. Samo u Q4 je vidljiva tendencija
strmog porasta vrijenosti po ¢emu distribucijska krivulja poprima ne-linearni ,, J ““ oblik. Takva
distribucija ukazuje na prilicno znacajnu heterogenost ispitanika obzirom na cirkulirajuce
vrijednosti IL-37. To se moze objasniti ¢injenicom da je T2D kompleksna bolest, §to sugerira i
veéi broj komorbiditetnih stanja koji mijenjaju opseg i intenzitet usporedno s progresijom bolesti
i dobi bolesnika, a utje¢u i na patofizioloske putove i klinicku ekspresiju ove bolesti (Bellary i
sur., 2021; Roden i sur., 2019). Poznato je da razvoj dijabetickih komplikacija, posebno u vezi s
KVB i zatajenjem bubrega, kao i porast u dobi, ubrzavaju razvoj negativnih gerijatrijskih
sindroma, kao S§to su sarkopenija, pothranjenost i krhkost, $to moze dodatno smanjiti
homeostatske rezerve pojedinca i kompenzacijske reakcije, ukljuéujuci tako i IL-37 (Kleipool i
sur., 2018; Nixon i sur., 2018).

Jedno od mogucih objasnjenja za vrlo niske cirkulirajuée vrijednosti 1L-37 kod dijela ispitanika,

mogla bi biti dobra kontrola glikemije u vecine od njih (interkvartilni raspon vrijednosti HbAlc

103



od 5,2-7,7%), §to je unutar preporucenih granica za dijabetiCke bolesnike starije dobi s
komorbiditetima (Cosentino i sur. 2019). Medutim, ne moze se znati jesu li niske cirkulirajuce
vrijednosti IL-37 rezultat slabog upalnog podrazja ili smanjenog protu-upalnog kompenzatornog
odgovora. Potonje moze biti posljedica iscrpljenja homeostatskih mehanizama, usljed
napredovanja oSteCenja organa i razvoja vaskularnih komplikacija. Druga moguénost je
postojanje urodeno slabijeg protu-upalnog odgovora, koji je i mogao biti u podlozi predispozicije
pojedinih osoba za nastanak T2D. Na tu moguénost ukazuju rezultati nedavno objavljene
epidemioloske studije, u kojoj su utvrdeni odredeni genski polimorfizmi gena za IL-37 povezani

s prisustvom KV ¢imbenika rizika i T2D (Lépez-Bautista i sur., 2020).

Moguce su i neke druge genetske varijacije, koje bi mogle biti u podlozi varijabilnih vrijednosti
IL-37, izmjerenih u ovome radu, iako su saznanja o tome jo$ mala. Tako je npr. poznato da
postoji pet razli¢itih izomera molekule IL-37, ¢ija razlicita ekspresija kod pojedine osobe bi
mogla utjecati na razlike u serumskoj koncentraciji i specifi¢cnim u¢incima IL-37 (Yan J i sur.,
2017).

Varijabilnost moze postojati i na razini tzv. ,,mikro“ RNA (miRNA) — regulatorne nekodirajuce
RNA, koja regulira stupanj transkripcije gena za IL-37 te i post-translacijske promjene genskih
transkripata toga citokina (Wang P i sur., 2019). Utvrdeno je da rijetki genski polimorfizam moze

doprinijet predispoziciji nekih osoba za nastanak gihta (Kluck i sur., 2020 ).

Potrebno je naglasiti i to da je nacin regulacije citokina, posebno IL-37, kao dijela
kompenzacijskih mehanizama, puno kompleksniji u stanjima kroni¢nih bolesti starenja kao $to je
T2D, gdje se osobe s istim dijagnostickim kodom medusobno preklapaju u patofizioloskim
putevima 1 predstavljaju razli¢itim fenotipovima, nego u autoimunim i nekim upalnim bolestima,
koje su rezultat manjeg broja genetskih ili okolisnih ¢imbenika, ali velikog stupnja utjecaja, pa su

i puno homogenije u klinickom predstavljanju (Bellary i sur., 2021; Roden i sur.,2019).

Da bi dosli do nekih zakljuéaka o validnosti izmjerenih vrijednosti 1L-37 u ovoj skupini
ispitanika, usporedili smo dobivene raspone vrijednosti iz drugih studija o pojedinim kardio-

metaboli¢kim stanjima te sa referentnim rasponima za zdrave odrasle osobe.

U pacijenata s duzim trajanjem hipertenzije i znaajnom aterosklerotskom bole$¢u u pozadini,

razine IL-37 u serumu dosegle su vrijednosti ne vise od 50 pg/mL, §to je usporedivo s donjim
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dijelom gornje kvartile (Ye J i sur., 2021). U bolesnika s kroni¢nom bolesti srca, prognosticki
vazne vrijednosti IL-37 u serumu bile su od oko 100 pg/mL na vise, dosezu¢i maksimum od oko
170 pg/mL (Shou i sur., 2017). Ove su vrijednosti takoder unutar raspona gornje kvartile. S
druge strane, u stanjima kao $to su akutni koronarni sindrom, razine IL-37 u serumu bile su nize
nego u kontrolnoj skupini i uglavnom su bile ispod 40 pg/mL, §to je u rasponu ispod gornje
kvartile u ovome istrazivanju (Liu C i sur., 2021). Kao zajednicki zaklju¢ak ovih usporedbi
namece se taj da se pacijenti s pove¢anim rizikom za negativne ishode mogu generirati iz obje, i
donje i gornje kvartile 1L-37 (Q2-Q4). Iz svega reCenog proizlazi da bi validacija serumske
razine IL-37 temeljena na riziku, a neophodna za rutinsku klini¢ku upotrebu, trebala ukljucivati
prospektivnu procjenu i potpunije informacije o profilu rizika pacijenta. Zanimljivo zapazenje je
da su vrijednosti cirkuliraju¢ih razina IL-37 koje su navedene u ovim patoloSkim stanjima, te
vrijednosti Q3 i djelomi¢no Q4, u ovom istrazivanju, bile usporedive s referentnim vrijednostima
raspona za zdrave odrasle kontrolne osobe, kako je objavljeno u nedavnoj meta-analizi (Santarelli
i sur., 2021). Iz toga proizlaze dva zakljucka. Prvi je da su stariji pacijenti s T2D vrlo heterogeni
u pogledu wvrijednosti IL-37 u cirkulaciji, a drugi zaklju¢ak je da postoji potreba za
standardizacijom kriterija za kontrolne skupine u klini¢kim ispitivanjima, posebno kada je
ukljuéeno imunolosko testiranje (Siderowf, 2004). Boljem razumijevanju ovih varijacija svakako

bi pridonijela i standardizacija laboratorskih metoda mjerenja IL-37.

Imajuéi na umu ove Cinjenice, lakSe je razumjeti rezultate ove studije. Tako je analiza razlika
istaknula markere metaboli¢kih poremecaja i kroni¢ne upale, zajedno s komorbiditetima KVB,
kao ¢imbenike koji znacajno variraju medu kategorijama serumskih razina IL-37. To je u skladu s
o¢ekivanjima, kada se razmatra uloga IL-37 u smanjenju metabolickih poremecaja izazvanih
kroni¢nom upalom, kao i ¢injenica da postoji uska povezanost izmedu T2D i KVB (Cavalli i sur.,
2021; Nwaneri i sur., 2013). Regresijski modeli razjasnili su kako odredeni ¢imbenici mogu
utjecati na serumske razine 1L-37. Ovi rezultati istaknuli su kljuénu ulogu stanja krhkosti u tome
hoce 1i IL-37, kao homeostatski mehanizam tkiva i kompenzacijski mehanizam vezan uz upalu,
biti pojacano reguliran ili ne. Pokazalo se da stanje krhkosti ima modificiraju¢i ucinak na
povezanost svih drugih ¢imbenika sa serumskim razinama IL-37 Povezano s time, nedavno je
objavljena studija u kojoj je nadeno da je serumska koncentracija IL-37 zna¢ajno manja u zdravih
osoba starije dobi, nego u onih srednje i mlade dobi, $to ukazuje da se sa starenjem smanjuje

homeostatski odgovor tijela na upalne podrazaje (Brunt i sur., 2022). Prema ovim rezultatima, u
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okruzenju povezanim s poremecajem metabolizma i povecanim stupnjem upale, kao §to su
dijabeticki bolesnici starije dobi, razvoj krhkosti bi mogao biti onaj ¢imbenik koji ubrzava
starenje te se u ovim rezultatima (regresijski modeli) pokazao kao vazniji negativni regulator IL-
37 nego starija dob kao takva (Amblas-Novellas i sur., 2021). Na usku povezanost T2D i krhkosti
ukazuje i podatak da je prevalencija krhkosti 3-5 puta ve¢a medu bolesnicima s T2D nego u

opc¢oj popuaciji (Yoon i sur., 2019).

Kao $to sugeriraju regresijski modeli A i B, prisutnost pred-krhkosti/krhkosti, MS-a (Cije je
obiljeZje abdominalna pretilost, kao §to je naznaceno varijablom obujam struka) te pothranjenosti
(predstavljena varijablom “eritrociti""), poremecaji su za koje je poznato da se preklapaju i prema
ovim rezultatima u negativnoj su korelaciji s 1L-37 (Ekram i sur., 2021 i Faxén-Irving i sur.,
2021). Prakti¢na vaznost ovih rezultata mogla bi biti u tome da krhkost, ako je prisutna kod
pojedinaca s metabolickim sindromom, moze negativno modulirati utjecaj MS-a (i S njim

povezanih metaboli¢kih poremecaja) na proizvodnju I1L-37.

Inace, ako sarkopenija (varijabla ,,srednji obujam nadlaktice®) i krhkost — dva blisko povezana
poremecaja, nisu razvijeni do odredene mjere, to moze dopustiti kompenzacijskim mehanizmima,
tj. povecanjem proizvodnje IL-37, da odgovore na upalne podrazaje (predstavljeni u regresijskim
modelima varijablama "CRP" i "neutrofili %"). O tome da bi IL-37 mogao biti dio sloZene
regulatorne mreze koja takoder ukljucuje i sustavnu razinu regulacije, putem aktivacije osovine
hipotalamus-hipofiza-stitnjaca, objasnjeno je i u radu koji su objavili Majnari¢ i sur., a §to
takoder sugeriraju ovi rezultati (model C) ( Majnaric¢ 1 sur., 2022). Razli¢ite definicije sarkopenije

vjerojatno nude i razli€iti uvid u pojedine aspekte ovih procesa.

Da je u dijabetic¢kih bolesnika starije dobi MS (abdominalni tip pretilosti) jace povezan s krhkosti
te da vise utjeCe na regulaciju IL-37 nego opca pretilost (predstavljena s BMI), ukazali su
rezultati ove studije (u regresijske modele je selekcionirana varijabla ,,obujam struka“ ali ne i
varijabla BMI) i studije koja je pokazala da krhkost postoji samo u onih pretilih osoba starije dobi
koje imaju i MS (Afonso i sur., 2021). U ovoj studiji, u koju su bile ukljuéene osobe starije dobi s
T2D 1 uglavnom s povec¢anom tjelesnom masom, oko tri ¢etvrtine musSkaraca 1 najveci dio Zena

su imali i obiljezja MS-a. Nesto manje od polovine njih je imalo obiljezje pred-krhkosti/krhkosti.

Da bi povezanost izmedu MS-a i krhkosti, barem $to se tice osoba starije dobi s T2D, mogla biti
preko njihove povezanosti s KVB-ima i drugim komorbiditetima, ukazuju podatci o tome da se
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MS pokazao stabilnim rizi¢énim ¢imbenikom KV i opéeg mortaliteta kroz sve kategorije BMI pa
¢ak 1 u osoba koje su klasificirane kao pothranjene (de Hollander i sur., 2012 i Mulligan i sur.,
2019). Prisustvo MS-a bez pretilosti, ¢est je nalaz kod uznapredovale kroni¢ne bubrezne bolesti
(Ciardullo i sur. 2021). Takoder je poznato da postoji uska povezanost izmedu T2D i KVB te
izmedu KVB i krhkosti (Nwaneri i sur., 2013; Kleipool i sur., 2018).

Pri tome, KVB se mogu pojaviti ve¢ u ranim fazama T2D, kada su obi¢no povezane s pretilosti,
ali ¢eS¢e nakon duljeg trajanja T2D, §to se posebno odnosi na ateroskleroticne KVB, kada su
Cesto pracene | smanjenom bubreznom funkcijom te prisutno$¢u veéeg broja drugih, ne-KV
komorbiditeta, od kojih su posebno znacajne misi¢no-kostane i gastro-intestinalne bolesti, $to sve
skupa pridonosi ubrzanom gubitku mi$iénog tkiva i tjelesne mase i razvoju jacih stupnjeva
krhkosti (Wu J i sur., 2021; Wu PY i sur., 2019; Tembo i sur., 2021; Li C i sur. 2022). Isti¢uci
varijable koje ukazuju na MS, pred-krhkost/krhkost, KAB te ne-KV komorbiditete, regresijski

modeli podupiru ove opisane povezane poremecaje.

Da je prica sloZenija nego $to se moglo misliti, sugeriraju rezultati regresijskih modela koji se
ticu faktora komorbiditeta (modeli D-F) i Slika 15-19, koji daju dodatna objaSnjenja za te
rezultate. Ranije studije su naglasile blisku povezanost izmedu KVB i kroni¢ne bubrezne bolesti s
krhkos¢u (Kleipool i sur., 2018; Nixon i sur., 2018). Budu¢i da T2D, KVB i kroni¢na bubrezna
bolest (dijabeti¢ka nefropatija) dugoro¢no vode prema razvoju sindroma krhkosti, Smatra se da se
u njihovoj patogenezi pojacava i razina upale (Roden i sur., 2018; Donate-Correa i sur., 2021;
Wu i sur., 2021; Pothier i sur., 2022). Kada se razmatraju u ovom kontekstu, rezultati regresijskih
modela ukazuju na negativne korelacije krhkosti s visim kvartilima IL-37, dok pozitivna
korelacija KAB (model D) i nedostatak povezanosti markera pada bubrezne funkcije (eGFR) s
IL-37 se ne ¢ine u skladu jedna s drugom. Kao potvrdu ovih rezultata, (Slika 16 a i b) pokazuju
da se ucestalost kardiovaskularnih bolesti, uklju¢uju¢i KAB i KSB, povecava prema kvartilima
IL-37, dok stadiji opadanja bubrezne funkcije ne pokazuju razlike prema serumskim razinama IL-
37 (Slika 15). Ove nedosljednosti u rezultatima regresijskih modela mogu se objasniti novijim
spoznajama o sindromu krhkosti, jer noviji dokazi ukazuju da krhkost nije jedinstveno stanje te
da su moguca najmanje dva razliCita entiteta. Vazno je razlikovati krhkost kao terminalni stadij
iscrpljenosti homeostatskih rezervi uzrokovanih starenjem 1 kroni¢nim bolestima (izrazeno

gubitkom tezine ili kaheksijom) i1 krhkost povezanu s pretilosS¢u (miosteatoza), koja se moze
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pojaviti ve¢ u ranim fazama razvoja kardio-metaboli¢ke bolesti i obi¢no je manjeg intenziteta
(pred-krhkost) (Periyakoil, 2013; Afonso i sur., 2021). Opazena dihotomija naglasena je i
razlikom u povezanosti pred-krhkosti i krhkosti s nizim odnosno visim kvartilima IL-37 (Q2

naspram Q4).

Potreba za razlikovanjem fenotipova dijabeticara s obzirom na razlike u podrazajima koji mogu
potaknuti proizvodnju IL-37 proizlazi i iz dokaza koji pokazuju da se KVB mogu pojaviti u
ranim fazama razvoja T2D, tj. kada je funkcija bubrega odrzana, te nakon nakon duzeg trajanja
bolesti T2D, kada dolazi do pada bubrezne funkcije (Wu i sur., 2021; Cosentino i sur., 2020).
Potpora ovom dokazu u ovoj studiji prikazana je na slici 18 (lijevo) koja pokazuje da su
dijabeti¢ki bolesnici s KVB jednako rasporedeni izmedu onih s o¢uvanom i onih sa smanjenom
funkcijom bubrega. Budu¢i da je KAB u regresijskim modelima prikazana kao ¢imbenik
neovisno povezan s viS§im razinama IL-37, ta je ¢injenica mogla uzrokovati ujednacenost (a ne
razlike) razina IL-37 prema stupnjevima smanjenja bubrezne funkcije. Osobito ako se uzme u
obzir da se novija skupina antidijabetika s renoprotektivnim uéinkom vise propisuje u bolesnika
sa smanjenom bubreznom funkcijom s ciljem odrzavanja preostale funkcije (Slika 18, desno)
(Giugliano i sur., 2022). Rezultati regresijskih modela takoder podupiru ovo objasnjenje. U
modelima (modeli D i G), KVB (prikazane varijablom "KAB") i noviji oralni antidijabetici
(prikazani varijablom "DPP4 inh") suprotno su povezani s vis§im razinama IL-37. Stimulirajuci
u¢inak KAB na proizvodnju IL-37 u osoba sa smanjenom bubreznom funkcijom takoder je
mogao biti neutraliziran ja¢im izrazavanjem Krhkosti. S tim u svezi, nedavni dokazi pokazuju da
komplikacije kardio-metabolickih bolesti u osoba sa smanjenom bubreznom funkcijom najvise
doprinose razvoju krhkosti (Wu i sur., 2019). Jo$ jedan ¢imbenik koji je jako vazan, a ukljucuje
specifi¢ne karakteristike ispitanika u uzorku. Odnosi se na dio bolesnika sa snizenom bubreZznom
funkcijom (stadij 4, eGFR<45 ml/min), a koji imaju izrazenu pretilost, posebice u Zena (Slika
19). To je u suprotnosti s ve¢inom dokaza koji pokazuju da je obi¢no ne-pretili tip MS-a povezan
sa snizenom funkcijom bubrega (Ciardullo i sur., 2021). To govori u prilog da pretilost u odnosu
na kaheksiju i krhkost ima povoljan u¢inak na poboljSanje metabolickih i upalnih parametara
bolesnika sa smanjenom funkcijom bubrega (Donini i sur., 2020). Ovaj bi u¢inak mogao biti veci
u zena u odnosu na muskarce zbog pristranosti prema spolu prema vrijednostima BMI, a §to je
osobito vidljivo u bolesnika sa smanjenom bubreznom funkcijom (Slika 19). Vaznost dihotomije

izmedu pretilosti u odnosu na ne-pretilost i spolna pristranost u vezi s MS-om, zajedno sa
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snizenom bubreznom funkcijom (eGFR<45 ml/min), kao znacajkama ispitanika u ovom uzorku,

bit ¢e naglasena i analizom AUC.

Kada se osvrnemo na dobivenu vrijednost IL-17A, rezultati su pokazali da se odredene grani¢ne
vrijednosti IL-17A, temeljene na mjerama osjetljivosti ve¢im od 80%, mogu Koristiti za
prepoznavanje (iako ukljucujuéi i lazno pozitivne slucajeve) dijabetickih bolesnika u kojih je
postignuta optimalna kontrola glukoze u krvi (HbA1C<7% ), kao i onih s duljim trajanjem T2D
(>10 godina). Oni s bubreznom bolesc¢u (eGFR<45 ml/min) i oni s BMI<25 kg/m2, na temelju
PPV vecéeg od 80%, mogu se to¢no odabrati prema pragu IL-17A od 1,36 odnosno 1,79. Na
temelju mjere specificnosti veée od 80%, IL-17A se moze koristiti za negativnu selekciju
(iskljucivanje), ali s pogreskama (ukljucujuéi lazno negativne slucajeve) onih pacijenata s T2D

kojima je dijagnosticirana KAB, KSB ili pre-krhkost/ krhkost.

Analiza AUC je pokazala da IL-17A ima samo nisko-umjerenu diskriminatornu sposobnost
(AUC<80%) i da ne nadmasSuje NLR, koji se koristio kao referentna vrijednost. Istodobno
dodavanje drugih, konvencionalnijih upalnih markera u modele povezane s IL-17A nije znacajno
poboljsalo diskriminirajué¢u to¢nost osnovnih modela. Klinicki znacajni pragovi AUC (>80%)
postignuti su odredenim klasi¢énim upalnim markerima ili kombinacijama upalnih markera i to u
slu¢ajevima kao Sto su dijabeticki bolesnici sa snizenom bubreznom funkcijom (eGFR<45
ml/min), oni koji nisu pretili (BMI<25 kg/m2), te Zzene s T2D koje imaju i MS. Dobru
diskriminatornu sposobnost, usporedno bolju od referentnog markera NLR, pokazali su CRP i
pacijenata s dijabetesom prema tome imaju li ili ne normalnu tjelesnu masu (BMI<25/>25
kg/m2). Da male vrijednosti BMI (u rasponu od niskog do normalnog) nisu podudarne sa
krhkos¢u, a $to bi se na temelju definicije toga sindroma moglo oc¢ekivati, ukazuje rezultat AUC
analize. Tako u podskupini ispitanika definiranih kao pred-krhkost/krhkosti, niti jedan upalni
marker niti kombinacije markera nisu pokazali klini¢ki znac¢ajnu diskriminatornu mo¢, dok su se
u slucaju prepoznavanja ispitanika s malim BMI ti markeri pokazali kao diskriminirajuéi
¢imebnici. Nedostatak te podudarnosti moze proizlaziti iz ¢injenice da postoje najmanje dva
metabolicki razli¢ita fenotipa krhkosti u starijih bolesnika s T2D, jedan debeo i drugi normalne

(smanjene) tjelesne mase (Abdelhafiz i sur., 2021).
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Kada je rije¢ o utvrdivanju grani¢nih vrijednosti IL-37, pokazale su se izvedivima u isklju¢ivanju
(NPV) dijabetickih bolesnika sa snizenom bubreznom funkcijom (eGFR<45 ml/min) i KAB te u
prepoznavanju, s visokom specificno$¢u, onih koji nisu pretili te onih s dijabeticCkom
retinopatijom. Kao §to sugeriraju dokazi te regresijski modeli i ROC analiza u ovoj studiji, veci
broj komorbidteta moze djelovati supresivno na indukciju IL-37 kroz uc¢inak na poticanje
krhkosti (Vetrano i sur., 2019). Medutim, broj i vrsta komorbiditeta, kao i1 razlike izmedu
ispitanika s obzirom na dob, stupanj razvijenosti stanja krhkosti i vrstu krhkosti te stupanj
promjena na ciljnim organima, mogu utjecati na varijacije u stupnju sistemske upale ili pak na
stupanj slabljenja homeostatksih mehanizma (u koje spada i IL-37), §to se moze odrazavati U
velikoj varijabilnosti cirkuliraju¢ih razina IL-37. Na to ukazuju i ovi rezultati tako $to sve

vrijednosti IL-37 preko niskog praga od 4,2 pg/ml ukazuju na prisustvo multiplih komorbiditeta.

Od nekardiogenih komorbiditeta, pokazalo se da neki imaju znacajniji utjecaj od drugih na
regulaciju 1L-37, bilo kroz njihovu povezanost s visokom razinom komorbiditeta i razvoj
krhkosti, kao $to su miSi¢no-kostani poremecaji (naznaCeno s varijabilna “dorzalgija”) i
inkontinencija urina ili kroz povezanost s poremecenim crijevnm mikrobiomom, kao §to bi
mogao biti sluéaj s gastrointestinalnim poremecajima (modeli E i F) (Tembo i sur., 2021; Suskind
i sur., 2017; Beki¢ i sur., 2021).

Najvisa dijagnosticka grani¢na vrijednost IL-37 je utvrdena za prepoznavanje dijabetickih
bolesnika s malom tjelesnom masom (BMI<25 kg/m2). Ne zna se je li iza tih vecih vrijednosti
IL-37 stoji jaci upalni podrazaj ili dobri mehanizmi odgovora na upalne podrazaje, buduc¢i da, kao
i u sluéaju IL-17A, nije moguce sa sigurnoscu reci radi li se o relativno zdravim osobama s T2D

(koje nisu pretile) ili dijabetickim bolesnicima sa krhosti tipa pothranjenosti.

Zanimljiv je rezultat da bi se TSH u vrijednostima iznad 2,35 mIU/L (jo§ unutar vrijednosti za
eutireozu) mogle koristit za prepoznavanje zena starije dobi s T2D koje imaju i MS. Prakti¢nu
valjanost toga nalaza smanjuje Cinjenica da su mogu¢i razliciti podtipovi i razli¢ite klinicke
prezentacije MS, a s obzirom na razlike u BMI, stupnju smanjenja bubrezne funkcije, prisutnosti
KVB, stupnju upale i sli¢no. To sve ukazuje na potrebu drugacijeg pristupa, koji bi se temeljio na
poznavanju zbirnih profila dijabetickih bolesnika, ako se Zeli iskoristiti dijagnnosticki (a i

terapijski) potencijal citokina IL-37.
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Dosadasnje studije koje su bile usmjerene na procjenu prediktivne vrijednosti klasi¢nih upalnih
markera u kardio-metaboli¢kim poremecajima, pokazale su da ti markeri nisu ucinkoviti
prediktori, cak ni kada su u kombinaciji ili s drugim biokemijskim ili molekularnim
biomarkerima specifiénim za organ (Kritharides, 2009; Zethelius i sur., 2008). To moze biti
posljedica toga Sto je upala u srediStu patofizioloske mreZe, koja integrira razliCite putove i

okoli$ne ¢imbenike (Majnaric i sur., 2015).

Kao $to sugeriraju rezultati ove studije, prognosti¢ka to¢nost (AUC) IL-37 za neke podskupine
dijabetickih bolesnika nije ucinkovitija od klasi¢nih upalnih markera, posebice uklju¢uju¢i NLR,
koji je koriSten kao referentna vrijednost (Tablica 8). Koristenjem klasi¢ne ROC metodologije jos$
je veci izazov procijeniti diskriminiraju¢u vrijednost IL-37 za specifi¢ne podskupine tih bolesnika
nego §to je to slucaj s "pravim" upalnim markerima jer i stimulativni 1 supresivni ¢imbenici mogu

regulirati njegovu proizvodnju.

Takoder jedan od ciljeva u izradi ovog doktorskog rada bio je i identificirati obrasce upalnih
markera koji su sastavni dio odredenih klini¢kih konteksta ili fenotipova. Kao temeljni okvir za
odredivanje tih obrazaca, koriStene su informacije o dobi i spolu bolesnika s T2D, o trajanju T2D
I hipertenzije te o vremenu pocetka odnosno vremenu kada je postavljena dijagnoza tih bolesti.
Poticaj za takav temeljni okvir bila su saznanja o tome da brzina progresije T2D i razvoja
vaskularnih komplikacija, odnosno ostecenja ciljnih organa, ne ovisi samo o trajanju T2D, kako

se mislilo ranije, nego i o dobi bolesnika te dobi kada je T2D nastao (Zoungas i sur. 2014).

Faze kroni¢ne upale povezane s razvojem oSteCenja ciljnih organa, kao osnova progresije
kroni¢nih bolesti starenja, slabo su poznate, velikim dijelom i1 zbog nedostupnosti proucavanja u
zivo (Chen i sur. 2018; Medzhitov 2010). Imaju¢i u vidu da se srednje vrijednosti upalnih
markera u pojedinim fenotipovima nalaze u ravnoteZi s neto u¢inkom poremecaja koji imaju
utjecaja na njihove vrijednosti, bilo je moguée definirati odgovarajuc¢e fenotipove pomocéu
tehnike klasteriranja (spontanog grupiranja podataka). Klasteri (fenotipovi) su omoguéili uvid u
faze upalnih odgovora podudarne s to¢no definirananim klini¢kim okruZenjima, odrazavajuci na
taj na¢in dinamiku razvoja komorbiditeta povezanih s T2D (Trtica Majnari¢ i sur., 2019).
Identificirani Klasteri mogu se koristiti za procjenu rizika i individualiziranu skrb dijabetickih

bolesnika, kao i za planiranje buducih istrazivanja.
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Iz rezultata dobivenih modelom Sest klastera vidljivo je da su varijacije u upalnim markerima Kkoji
se ve¢ otprije koriste u klinickoj praksi, kao $to su CRP i NLR, bile manje od varijacija u
citokinima IL-17A i IL-37, Sto oprezno opravdava korisnost ovih citokina za rutinsku upotrebu.
Posebno se citokin IL-37 pokazao da ima bolju razdjelnu ulogu u odnosu na druge istraZivane
markere. Medutim, Cinjenica da se ovaj citokin pove¢ava samo u nekim specifi¢nim situacijama,
ograni¢ava njegovu upotrebu kao samostalnog razdjelnog markera. Isto tako, marker NLR, ako se
koristi sam, kao $to su raspravili Trtica Majnari¢ i sur. u svom preglednom radu, tesko moze
razlikovati podskupine zena koje su u dobi oko menopauze ili u ranoj postmenopauzi (dobni
raspon 50-65 godina), unato¢ tome $to se one mogu medusobno razlikovati po profilima KV i
metaboli¢kih poremecaja. Takoder, taj marker, ako se koristi sam, ne moze napraviti razliku
izmedu Zena te dobi i musSkaraca iste dobi (Trtica Majnari¢ i sur., 2021). Sli¢no je vidljivo i u
rezultatima klaster-analize u ovom radu. Konkretno, iako su srednje vrijednosti NLR za klaster
bile sli¢ne, npr. u klasterima CI 1/6 i Cl 4/6, karakteristike pacijenata u tim klasterima su pak bile
drugacije. Ako se pak u razmatranje upalnog obrasca za pojedini klaster, uz NLR uzme i citokin
IL-17A, vise vrijednosti ovog citokina u klasteru Cl 1/6 nego u klasteru Cl 4/6 moguce da
ukazuju na veci potencijal pacijenata u klasteru CI 1/6 od onih u klasteru Cl 4/6 za razvoj upale u
tkivima. Ukupno gledajuéi, ovi rezultati su pokazali da je bolje koristiti skup upalnih markera,

nego bilo koji pojedinacni, za razlikovanje medu fenotipovima bolesnika s T2D.

Jedna od prednosti klaster metode je detaljniji uvid u to kako skup upalnih markera ukazuje na
razli¢ite faze kroni¢ne upale povezane s ostecenjem ciljnih organa T2D. Bolji uvid stekli smo
analizom klastera ClI 1/6, CI 5/6 i Cl 6/6, u modelu sa Sest klastera. Zajednicka karakteristika ovih
klastera je prevlast zenskog spola nad muskim i izostanak KV komorbiditeta. Medutim, razlika
postoji u obrascima upalnih markera, sto moze odrazavati razlike u potencijalu osoba u tim
klasterima za razvoj ostecenja ciljnih organa i KV komplikacija. U tom smislu, moguce je da su
zene u klasteru C1 1/6 u nepovoljnijem polozaju od onih u klasteru Cl 5/6, sto se moze zakljuciti
po visim vrijednostima markera NLR i IL-17A, a uz niZe vrijednosti citokina IL-37. Ovaj obrazac
upalnih markera u bolesnika u klasteru Cl 1/6 bi mogao biti rezultat dugotrajnog trajanja oba
glavna ¢imbenika KV rizika, T2D i hipertenzije, koji su se u bolesnika u tome klasteru pojavile u
ranijim godinama Zzivota (Slika 21). S tim u vezi, studije su pokazale da je potencijal za razvoj
komplikacija u sklopu T2D veci u onih bolesnika kod kojih je T2D nastupio u ranijoj Zivotnoj
dobi (Zoungas i sur., 2014).
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U boljoj poziciji od ove dvije podskupine dijabetic¢kih bolesnika, S obzirom na KV prognozu,
mogli bi biti ispitanici u podskupini CI 6/6. To je potkrijepljeno jo$ nizim vrijednostima markera
NLR i IL-17A, ali ve¢im vrijednostima citokina IL-37, u ispitanika u tome klasteru, u odnosu na
ispitanike u druga dva klastera. Taj bolji upalni profil je u skladu s povoljnijim KV profilom
ispitanika (uglavnom zene) u Klasteru Cl 6/6, a na $to ukazuje nedostatak pretilost i hipertenzije
(Slika 21).

Ako, medutim, spojimo dokaze koji pokazuju da serumske koncentracije citokina IL-37 rastu
usporedno s razinom inzulinske rezistencije i rezultate dobivene modelom S$est klastera, moZemo

ste¢i dodatni uvid u povezanost izmedu faza kroni¢ne upale i progresije oStecenja ciljnih organa u

bolesnika s T2D (Li T i sur., 2019; Su i sur. 2021).

S tim u vezi, vidljivo je da se viSe vrijednosti citokina IL-37 nalaze ne samo kod ispitanika u
klasteru Cl 4/6, ve¢ i kod onih u klasterima Cl 2/6 i Cl 6/6. Uzimaju¢i u obzir zajednicke
znacajke ova dva klastera, vece vrijednosti citokina IL-37 mogu se ocekivati kod osoba s
nedavno dijagnosticiranim T2D i u mladih od 65 godina, $to moZe biti osnova povecanog
potencijala osoba u tim Kklasterima za razvoj komplikacija, nego kada se T2D pojavi kasnije u
zivotu, nakon 65. godine (kao u klasteru C1 5/6 ) (Zoungas i sur., 2014). Gledajuéi na ovaj nacin,
moguce je da zene u klasteru Cl 6/6 imaju jednak ili ¢ak losiji KV rizik od Zena u klasteru Cl 5/6,
usprkos ¢injenici da obje skupine nemaju kardiovaskularnih komorbiditeta. Samo longitudinalne

studije mogu na to dati jasan odgovor.

Svakako treba prokomentirati i dvije podskupine s najstarijim osobama u modelu Sest klastera,
klastere Cl 3/6 1 Cl 4/6, ¢ije su zajednicke znacajke bile snizena bubreZzna funkcija te viSestruki
KV 1drugi komorbiditeti. Medutim, ovi klasteri izrazito su se medusobno razlikovali u obrascima
upalnih markera, §to se posebno moze vidjeti u bolesnika u klasteru Cl 3/6, gdje su vrijednosti
svih upalnih markera uvrstenih u klaster-analizu, ukljucujuéi i IL-37, bile na najnizim razinama
od svih identificiranih Kklastera. Znacajke pacijenata u ovom klasteru koje bi mogle objasniti
takav obrazac upalnih markera mogle bi biti povezane s kasnijom pojavnos¢u T2D (u dobi od 70
godina) i s prevlasti osoba Zenskog spola. S tim u vezi, dokazi sugeriraju da pojava T2D u
poodmakloj dobi, nakon 70. ili u 80-tim godinama zivota, nosi nizak rizik od skore smrtnosti
(Zoungas i sur., 2014). Kao $to je pokazano na primjeru markera NLR, kapacitet za diseminaciju

upalnih stanica kroz tkiva moze biti nizak u zena u postmenopauzi (Trtica Majnari¢ i sur. 2021).
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Da niske vrijednosti upalnih markera kod osoba u klasteru Cl 3/6 nisu znak iscrpljenosti

homeostatskih mehanizma, kao dokaz za to moze biti odsutnost krhkosti.

Za razliku od klastera CI 3/6, istaknuto obiljeZje dijabetickih bolesnika u klasteru Cl 4/6 bila je
prisutnost krhkosti. U skladu s ovom znacajkom, bila je i veéa srednja vrijednost supresivnog
upalnog markera I1L-37 u bolesnika u ovom klasteru nego u bolesnika u klasteru CI 3/6, $to moze
biti odraz uznapredovalih faza oSte¢enja ciljnih organa i razvoja vaskularnih komplikacija, pri
¢emu se kroni¢ni upalni procesi prozimaju s fibroznim procesima (Trtica Majnari¢ i sur., 2021;Su
Z i sur., 2021; Frangogiannis, 2020).

To, medutim, ne mora biti lo§ prognostic¢ki znak, uzimajuc¢i u obzir dokaze da do porasta IL-37
dolazi u uvjetima s povecanom inzulinskom rezistencijom, koja kod vrlo starith muskaraca (Sto je
znacajka osoba u Klasteru Cl 3/6), unato¢ prisutnosti aterosklerotske bolesti, moze biti znak
dugovjecnosti (Slika 21) (Pes i sur., 2004; Fairweather 2015, Li T i sur., 2019).

Na taj nacin, rezultati ovog doktorskog rada podrzavaju tezu da se na proces starenja treba gledati
kao na proces preoblikovanja i adaptacije patofizioloskih mehanizama, a ne jednostavno kao na
progresivno smanjenje homeostatskih rezervi (Franceschi C i sur., 2000).

Gledano iz perspektive opisa klastera, namecu se jo§ neke dodatne hipoteze. Prva je povezanost
IL-37 s MS-om i metabolickim poremecajima povezanim s MS-om, prije svega s povecanim
stupnjem inzulinske rezistencije (otpor ciljnih tkiva na metaboli¢ki ucinak inzulina), koja i ¢ini
patofiziolosku osnovu toga sindroma (Huang, 2009). Na tu povezanost je ukazala analiza
klastera, kao i model multiple regresijske analize s upalnim markerima kao ishodisnim
varijablama (Tablica 18). U tome modelu je tip dislipidemije povezane s metabolickim
sindromom i inzulinskom rezistencijom, predstavljan povisenim trigliceridima i snizenim HDL
kolesterolom, pozitivno povezan samo s markerom IL-37, dok su markeri NLR i IL-17A visi u
odsutnosti znakova metabolickog sindroma. To je u skladu s dokazima o ulozi IL-37 u
posredovanju u metaboli¢kim poremecajima povezanim s upalom (Chang YW i sur., 2021). Time
se mogu dopuniti gore napisani komentari i proSiriti znaCenje rezultata regresijskih modela
kojima se ispitivala povezanost brojnih ¢imbenika s IL-37. Naime, u svjetlu ovih dodatnih
rezultata, povezanost MS-a i cirkulirajué¢ih razina IL-37 ne bi bila samo preko uske povezanosti
MS-a sa stanjem krhkosti, nego i putem nezavisnog ucinka MS-a na IL-37, putem stupnja

inzulinske rezistencije — dakle temeljnih patofizioloskih procesa na sucelju metabolickih i upalnih
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puteva, u kojima posreduje IL-37 (Rehman i sur., 2016; Cavalli i sur. 2017). U budu¢nosti bi
trebalo provijeriti tu hipotezu, a koju sugeriraju rezultati ovoga istrazivanja, tj. da MS djeluje
poticajno na IL-37, a u slucaju razvoja krhkosti jaceg stupnja, to prelazi u supresivno djelovanje.
I male razlike u cirkulacijskim koncentracijama IL-37 mogle bi pri tome oznacavati nastale
razlike u pojedinim poremecajima. Za to je potrebno testiranje inzulinske rezistencije na

subcelularnoj razini primjenom zlatnog standarda, poput fosforilacije IRS-1.

Usko povezana s prethodnom je 1 hipoteza o vaznoj ulozi neuroendokrine osovine hipotalamus-
hipofiza-Stitnjaca (marker je TSH) koja bi skupa s IL-37 sudjelovala u regulaciji metaboli¢kih
poremecaja tipa inzulinske rezistencije i MS-a. Na to ukazuju rezultati regresijskih modela koji
opisuju IL-37 (Tablica 9, model C) te rezultati ispitivanja grani¢nih vrijednosti i ROC analize,
kao 1 multipla regresijska analiza, koja je pokazala jaku negativnu povezanost TSH 1 ishodi$nog
markera 1L-37. Na temelju te jake negativne povezanosti, moze Se pretpostaviti postojanje
automatizma negativne povratne sprege izmedu cirkulacijskih razina citokina IL-37 i hormona
TSH. Shodno tome, odavno je poznata uloga hormona S§titnjaée U odrzavanju energijskog
metabolizma (McAninch 2017). Prema postoje¢im dokazima, poznato je da se sa starenjem
smanjuje aktivnost $titnja¢e 1 osjetljivost osovine hipotalamus-hipofiza-stitnjaca, kao i ciljnih

tkiva na hormone stitne Zljezde (Rakov i sur., 2019).

To se dovodi u vezu s razvojem komorbiditeta i shodno tome, poveéanju stupnja upale i
oksidacijskog stresa u tkivima (Mancini i sur., 2016). Pri tome se pretpostavlja da povezanost
starenja s pretiloS¢u i posebno s pojavom MS-a, na $to ukazuju i nasi rezultati, predstavlja okvir
za ubrzano starenje i razvoj komorbiditeta, kao i opadanje potencijala homeostatskih mehanizama
(Franceschi C i sur. 2018). Prema rezultatima ovoga istrazivanja, povezanost MS-a i TSH
posebno dolazi do izrazaja kod starijih Zena s T2D i MS, a opis uzorka ispitanika i ukazuje na
vecu zastupljenost MS-a kod Zena nego kod muskaraca u ovoj skupini ispitanika. To bi moglo
biti povezano i sa spolnom neravnotezom u sklonosti za pretilost abdominalnog tipa, ¢emu su
osobito sklone starije Zene u poslijemenopauzi (Vryonidou i sur., 2015). Oprez je potreban u
razlikovanju promjena razine TSH izazvanih starenjem od onih izazvanih sindromom niskog

trijodtironina (sick euthyroid sindrom).
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6.3. Originalnost istraZivanja za potrebe doktorskog rada

Kada je rije¢ o kroni¢nim kompleksnim bolestima kao §to je T2D, brojni okoli$ni ¢imbenici
doprinose inter-individualnim varijacijama u izraZavanju bolesti, $to dodatno daje na slozenosti
razumijevanja patofiziologije faza kroni¢ne upale. Unato¢ postoje¢im znanjima, i dalje ostaje
nepoznanica kako se u bolesnika s T2D s prisutnoséu drugih komorbiditetnih stanja
(karakteristi¢no za stariju dob i tu bolest) iscrpljuju rezerve homeostaze i kako se razvija krhkost.
S ciljem toga, nastala je ideja za integriranjem postoje¢ih znanja u izradi ovog doktorskog rada, a
uz dostupnost novih metoda za analizu podataka, kako bi se otkrili skriveni fenotipovi oboljelih i
u buduénosti bolje pristupilo lijeCenju kompleksnih pacijenata kao $to su pacijenti s T2D

(personalizirani pristup u lijecenju).

Budu¢i da je T2D uglavnom bolest povezana sa staro$¢u, dodatno se naglaSava heterogenost
fenotipova povezanih s T2D, povecavaju¢i potencijal za razvoj vise komorbiditeta,
pothranjenosti, sarkopenije i krhkosti. Osim dobro poznate Cinjenice da rizik od vaskularnih
komplikacija i mortaliteta raste s trajanjem T2D, noviji dokazi ukazuju i na vaznost regulacije
glikemije, dobi u kojoj je dijagnosticiran T2D, kao 1 duZine trajanja T2D ( Cigolle 1 sur., 2022).
Vodeni ovim ¢injenicama, nastala je ideja za grupiranjem upalnih markera s varijablama koje
ukazuju na sociodemografske 1 klinicke karakteristike pacijenata s T2D, kako b1 se dobio uvid u
skrivene fenotipske podtipove koji postoje u pacijenata s dijabetesom na razini primarne
zdravstvene zastite u stvarnom okruZenju. Ocekivalo se da ¢e predloZeni istrazivacki pristup
pomo¢i lije¢nicima u primarnoj zdravstvenoj zaStiti u klinickom prosudivanju, smanjenjem
dijagnosticke nesigurnosti s kojom se svakodnevno suocavaju prilikom obrade i lije¢enja
kompleksnih pacijenata s T2D i drugim kroni¢nim bolestima povezanim sa starenjem ( Bosnic i

sur., 2021).

Definiranje fenotipova dijabetickih bolesnika na nacin kako je u€injeno u ovom radu, moglo bi
ubrzati istrazivanje genetskih polimorfizama citokina uklju¢enih u patogenezu T2D i njihovo
povezivanje s odredenim profilima bolesnika s dijagnozom T2D, $to bi omogucilo i brzi razvoj

odgovarajuce ,,pacijentu-usmjerene* bioloske terapije.

S obzirom da je jedan od ciljeva u ovom doktorskom radu bio i odrediti grani¢ne vrijednosti
citokina IL-17A i IL-37, naliza prvog koraka u procjeni klinicke korisnosti nekog novog

biomarkera je odredivanje njegovih grani¢nih vrijednosti, koje mogu razlikovati pojedince koji su
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u riziku od bolesti (ili negativnog ishoda) od onih koji nisu, te usporediti sposobnost razlikovanja
novih markera od ve¢ validiranih biomarkera (Perkins i sur., 2006). Za tu svrhu koriStena je
ROC analiza kao komplementarna metoda koja se koristi za testiranje to¢nosti diskriminacije
odredivanjem karakteristika osjetljivosti i specificnosti testne funkcije (Janket 1 sur., 2007). Ovo
je prva studija u kojoj je analizirana klinicka korisnost citokina IL-17A i IL-37, mjerenih u

serumu starijih pacijenata s T2D.

6.4. Ogranicenja provedenog istrazivanja

Jedno od ogranicenja u provedbi ovog istrazivanja za potrebe doktorskog rada lezi u relativno
malom broju sudionika, kako bi se adekvatno omogucilo sudjelovanje pacijenata s T2D u vise
podskupina. Ipak treba imati na umu da je ovo istrazivanje provedeno na lokalnom podrucju u
vrijeme pandemije SARS- COV2 kada su vladale stroge epidemioloske mjere sukladno
smjernicama nadleznih tijela za vrijeme pandemije, i da su pacijenti pozivani u ordinacije
obiteljske medicine. Slijedom navedenog dobiveni rezultati odrazavaju i politiku propisivanja

recepata i strategije lije€enja pacijenata s T2D lije¢nika s ovog podrucja.

6.5. Dobiveni rezultati koji se uklapaju u poznato

Rezultati ove studije ukazali su na jo§ jedan modificiraju¢i ¢imbenik razine IL-17A, a to je
krhkost (eng. Frailty) — stanje iscrpljenosti homeostaze u viSe organa i Cesto povezano sa
sarkopenijom (gubitkom misica) (Gingrich 1 sur., 2019; Pothier i sur., 2022). Poznato je da
prevalencija krhkosti raste s dobi i brojem komorbiditeta te da to stanje dodatno pogorSava
prognozu 1 ucinak lijeCenja kod starijih bolesnika s dijagnozom T2D, §to zahtijeva prilagodbu
ciljeva lijjecenja (Gingrich 1 sur., 2019; Strain 1 sur., 2021). Stariji bolesnici s T2D posebno su
skloni razvoju viSestrukih komorbiditeta, pothranjenosti, sarkopeniji 1 krhkosti, $to moze
promijeniti vrijednosti nekih metabolickih KV ¢imbenika rizika, a time 1 razinu upale (Strain i
sur., 2021; Bellary i sur., 2021 i sur; Samson i sur., 2022). 1z svega je vidljivo da je razvoj pre-
krhkosti i krhkosti kod starijih dijabetickih bolesnika uvjetovan prisutnos¢u komorbidteta i da
kumulativno moze utjecati na serumsku razinu IL-17A u tih bolesnika, a $to sugeriraju i rezultati
ove studije. Provedene su jo§ dvije slicne studije na starijim osobama regrutiranim iz opce

populacije ( Babig, 1 sur., 2019; Beki¢ 1 sur., 2021). Uoceno je da su se bolesti miSi¢no-koStanog
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sustava pokazale povezanima sa sindromom krhkosti. Ipak, povezanost izmedu T2D 1 bolesti
misSi¢no-kostanog sustava s krhko$¢u je vjerojatno preko ocite predispozicije ova dva stanja da
poticu razvoj sarkopenije (Tembo i sur., 2021). S druge strane, ko-egzistencija izmedu T2D i
osteoporoze moze sinergizirati poviSenje razine IL-17A u serumu jer je osteoporoza u dijelom
potaknuta upalom i bliska je u nekim aspektima autoimunim poremecajima (Zhang J i sur.,
2015). Medutim, usprkos ranije utvrdenom stajaliStu da je krhkost povezana s povecanom
razinom upale, rezultati ove studije to nisu podrzale (izostanak znacajne razlike u ucestalosti
krkosti izmedu kvartila IL-17A te negativne korelacije izmedu stanja krhkosti i IL-17A u
regresijskim modelima). Takoder, neke druge nedavne studije ukazuju na isto, $to govori o
potrebi ponovnog razmatranja poveéane upale kao biomarkera krhkosti (Amblas-Novellas i sur.,
2021). Slijedom navedenog, dovodi se u pitanje odnos izmedu razvoja krhkosti i upale (te time i
razine serumskog IL-17A), §to se moze objasniti ovisno$¢u o kontekstu i promatranoj dozi-
ucinku. To sugerira i ¢injenica da krhkost moze biti povezana i s pretiloS¢u, a ne samo sa
smanjenjem tjelesne mase te da obrazac komorbiditeta moze odrediti stupanj krhkosti, $to

podupire takvo stajaliste (Alberro i sur., 2021; Crow i sur., 2019).

Za raliku od citokina IL-17A, krhkost ima supresivni u¢inak na razine IL-37 u cirkulaciji i veliki
modificiraju¢i u€inak na povezanost metabolickih i upalnih ¢imbenika s IL-37, ukljucujuéi i

ucinke na lijeCenje (Bosnic 1 sur., 2023).

Da broj komorbiditeta koji prate T2D pridonosi kompleksnosti ove bolesti utjecu¢i na
patofizioloske putove i heterogenost fenotipova, vidljivo je iz Cinjenice da se mogu razlikovati
najmanje dva tipa fenotipa sarkopeni¢ne krhkosti koji se mogu prepoznati u starijih dijabeti¢kih
bolesnika, a ukljucuju sarkopenicku pretilost i pothranjenu krhkost (Bellary i sur., 2021; Hu i
sur., 2016).

Ta dva fenotipa se pak mogu medusobno razlikovati u opsegu povezanih komorbiditeta,
sustavnoj razini upale i putovima povezanim s metabolizmom i upalom koji se nalaze u osnovi
njihove klini¢ke ekspresije (Abdelhafiz i sur., 2021). 1z svega je vidljivo da je T2D progresivna
bolest, koja pokazuje dinamiku tijekom vremena, tako da se prilikom otkrivanja obi¢no
pojavljuje u vezi s pretilosS¢u, dok se u kasnijem tijeku progresije bolesti, a usporedno s
nakupljanjem komorbiditeta i razvojem komplikacija, fenotipska ekspresija T2D mijenja i

poprima karakteristike slabljena organizma, smanjenja tjelesne mase, postupnog razvoja
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pothranjenosti i uznapredovalog stupnja sindroma krhkosti (Alberro i sur., 2021; Wu i sur.,
2021).

6.6. Sto se moZe dalje istraZiti?

Odvajanje starijih pacijenata s T2D u diskretne fenotipske podskupine (klastere), kao Sto je
ucinjeno u ovom doktorskom radu, mogao bi biti nafin za smanjenje kompleksnosti ovih
bolesnika i stratifikaciju rizika za negativne ishode te bi se mogao koristiti i kao model za
personalizirani pristup lijeCenju. U prospektivnom pracenju, ti definirani klasteri bi mogli
pokazati koji klaster dovodi do kojih ishoda i kojom brzinom. To bi u konacnici bilo vazno za
bolju i raniju prevenciju moguéih komplikacija. Osim §to starenje utjeCe na heterogenost T2D,
novije studije potvrduju ¢injenicu da vrijeme nastanka T2D i dob nastanka, uz duljinu trajanja

T2D i uspjesnost kontrole glikemije, takoder utjece na klini¢ke ishode ( Cigolle i sur., 2022).

Raspodjela osoba s jedinstvenom dijagnozom T2D u spontano okupljene podskupine, a
primjenom klini¢kih, sociodemografskih i upalnih obiljeZja, omoguéila bi i povezivanje genskih
polimorfizama gena za citokine s postojanjem odredenih fenotipova, $to bi pridonijelo otkrivanju
1 razumijevanju specificnih patogenetskih puteva. Ovaj istrazivacki pristup posebno bi mogao biti
koristan obiteljskim lijeCnicama koji se svakodnevno u svome radu suocavaju s problemom
kompleksnosti ove skupine pacijenata. To je vidljivo u nedavno provedenoj studiji kojom su
utvrdena ogranicenja u koristenju klasi¢nih pristupa u odredivanju dijagnosti¢ke i prognosticke
korisnosti citokina IL-37 u bolesnika s T2D, ¢ime se dodatno postavio temelj za nove
metodoloske pristupe 1 vecu potrebu za metodama strojnog u¢enja u klini¢kim istrazivanjima o

T2D ( Bosnic i sur., 2023).

Personalizirani pristup u lijecenju, temeljen na identifikaciji ovih fenotipova, podrazumijevao bi
razliite oblike lijeCenje za bolesnike iz pojedinih podtipova T2D. Tako, primjerice, vrlo stare
pacijente s KV komorbiditetima i krhko$¢u, kao Sto je prikazano u doktorskom radu u klasteru ClI
4/6, usprkos povecanoj inzulinskoj rezistenciji, ne bi trebalo lijeciti inzulinskim senzibilizatorima
ili uop¢e s mnogo lijekova, ve¢ im osigurati kvalitetnu op¢u njegu 1 nutritivnu potporu. Za zene s
visokim vrijednostima upalnih markera NLR i IL-17A u kombinaciji s niskim vrijednostima IL-
37, kao u klasteru CI 1/6, rjeSenje bi moglo biti protuupalno lijecenje ili terapija temeljena na

nadomjestanju IL-37. Za Zene s umjerenim KV rizikom i upalnim profilom, poput onih u klasteru
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Cl 6/6, naprotiv, samo nefarmakoloske mjere i mjere koje mijenjaju nacin zivota trebale bi biti
dovoljne. Konac¢no, za Zene u klasteru CI 3/6, koje bi mogle imati nizak potencijal za
napredovanje KV  komorbiditeta 1 koje pate od afektivnih poremecaja (npr.
anksioznost/depresija), preporuke za tjelesnu aktivnost i kognitivno bihevioralnu terapiju mogla

bi biti optimalna terapijska opcija.

Zahvaljujuci napretku IT tehnologije i molekularne biologije, danas se razvijaju novi pristupi u
istrazivanju T2D koji su usmjereni na identifikaciju specificnih metaboli¢kih puteva i fenotipova
koji bi mogli podrzati personalizirano lijeCenje ovih bolesnika i to putem povezivanja podataka iz
genomike i osobnih i klinickih podataka o bolesnicima primjenom ,,data-driven” pristupa,
odnosno modeliranja podataka (McCarthy, 2017; Ahlqvist i sur., 2018; Wesolowska-Andersen i
sur., 2022). Neke od novijih tehnologija, kao §to je sekvenciranje DNA ili RNA na razini jedne
stanice, zajendo s naprednim kompjuterskim tehnikama za obradu podataka, pokazuju do sada
neslu¢ene moguénosti pruzanja uvida u povezanost patologije na razini pojedinih tkiva i organa s
klinickom ekspresijom bolesti (Wu M i sur., 2021).Odvajanje starijih pacijenata s T2D u
diskretne fenotipske podskupine (klastere), kao $to je ucinjeno u ovom doktorskom radu, mogao
bi biti nacin za smanjenje kompleksnosti ovih bolesnika i stratifikaciju rizika za negativne ishode
te bi se mogao koristiti i kao model za personalizirani pristup lijeCenju. U prospektivnom
pracenju, ti definirani klasteri bi mogli pokazati koji klaster dovodi do kojih ishoda 1 kojom
brzinom. To bi u konacnici bilo vazno za bolju i raniju prevenciju mogucih komplikacija.
Raspodjela osoba s jedinstvenom dijagnozom T2D u spontano okupljene podskupine, a
primjenom klinickih, sociodemografskih i upalnih obiljeZja, omogucila bi 1 povezivanje genskih
polimorfizama gena za citokine s postojanjem odredenih fenotipova, §to bi pridonijelu otkrivanju
1 razumijevanju specificnih patogenetskih puteva. Ovaj istraZivacki pristup posebno bi mogao biti
koristan obiteljskim lijecnicama koji se svakodnevno u svome radu suocavaju s problemom

kompleksnosti ove skupine pacijenata.
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7. ZAKLJUCCI

1. Ambulantni pacijenti u op¢oj/obiteljskoj medicini, stariji od 50 godina ili vise, oboljeli od T2D
pokazuju sklonost multimorbiditetu i razvoju metabolickog sindroma, KV komorbiditeta (KAB,
KBS) i nekardiovaskularnih komorbiditeta (misi¢no-koStane bolesti i anksiozni poremecaji) te

stanja krhkosti.

2. U vecine ispitanika usko je podrucje vrijednosti citokina IL-17A, Sto ukazuje na njegovu nisku
varijabilnost (IQR 0,21 — 3,21; grani¢ne vrijednosti 1,42 (izmedu prve i druge kvartile), 1,71

(izmedu druge i trece kvartile), odnosno 2,92 (izmedu trece i Cetvrte kvartile)

3. Vrijednosti IL-37 su pokazale veliku varijabilnost, krecuci se od jedva mjerljivih (0,14 pg/mL)
do 258,80 pg/mL (uz izuzetak jedne ekstremne vrijednosti od 1788,4 pg/mL). Ipak, za veéinu
ispitanika, vrijednosti 1L-37 su oscilirale izmedu 3,40 i 38,0 pg/mL, a bile su iskrivljene oko
srednje vrijednosti od 13,40 pg/mL (izmedu 1. i 2. kvartile iznosile su 3,40, izmedu 2. i 3.
kvartile 13,40, aizmedu 3. i 4. kvartile 38,00 )

4. Vrijednosti IL-37 rastu linearno prema vrijednostima kvartila 1L-17A, dok vrijednosti IL-17A
blaze rastu prema kvartilima I1L-37. Citokini IL-17A i IL-37 bili su pozitivnho povezani jedan s
drugim, s tim da su vrijednosti IL-37 bile puno viSe ovisne o Stupnjevima porasta citokina IL-
17A u usporedbi s citokinom IL-17A, ¢ije su vrijednosti bile manje ovisne 0 stupnjevima porasta
citokina IL-37.

5. Cimbenici koje su se pokazali zna¢ajno povezani s varijacijama u vrjednostima IL-17A bili su
oni koje ukazuju na upalu, poremecaj lipida i neka komorbiditetna stanja, ukljucujudi
osteoporozu, osteoartritis i urogenitalne bolesti. Prilikom procjene povezanosti ¢imbenika
pokazatelja upale s razinama IL-17A potrebno je uzeti u obzir spol i dob. Prilikom procjene
povezanosti komorbiditetnih stanja u obzir treba uzeti i status krhkosti. Status krhkosti moze

modificirati u¢inak nekih antidijabetickih lijekova na IL-17A.

6. Prisutnost KVB (KAB) i MS je pozitivno povezano s cirkuliraju¢im razinama IL-37, dok
stanje krhkosti smanjuje taj utjecaj, kao i utjecaj povecane upale na IL-37. Neki lijekovi su
negativno povezani s cirkuliraju¢im razinama IL-37 i stanje pred-krhkosti/krhkosti modificira

njihov ucinak na IL-37.
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7. Dobru diskriminatornu sposobnost citokin IL-17A je pokazao u razlikovanju bolesnika s T2D
prema tome imaju li ili ne normalnu tjelesnu masu (BMI<25/>25 kg/m2). Za istu, ne-pretilu
podskupinu bolesnika, u smislu njenog prepoznavanja, je i IL-37 pokazao najbolju
diskriminirajucu sposobnost. Klinicku primjenu toga nalaza ipak ograni¢ava ¢injenica da za ne-
pretile bolesnika s dijabetesom tipa 2 nije mogucée sa sigurno$¢u reéi radi li se o relativno
zdravim osobama s T2D (koje nisu pretile) ili dijabetickim bolesnicima sa krhkosti tipa

pothranjenosti.

8. Bolesnici s dijagnozom T2D, posebno oni starije dobi, ne mogu se uniformno gledati, zbog
velikih medusobnih razlika s obzirom na antropometrijske mjere, komorbiditetna stanja,
metaboli¢ke parametre, stupanj upale te razvijenost stanja krhkosti. Da bi se moglo zakljucivati o
dijagnostickoj vrijednosti rutinskog mjerenja koncentracije u krvi citokina IL-17A i IL-37,
potrebno je definirati podskupine (fenotipove) bolesnika s T2D, a na temelju spontanog
okupljanja u podskupine parametara koji opisuju obiljezja tih bolesnika. To je moguce
zahvaljuju¢i dostupnosti novih metoda za obradu veceg broja podataka, kao Sto je metoda

klasteriranja.

9. Skup upalnih markera pokazao se kao bolji nego bilo koji pojedinacni, za razlikovanje medu

fenotipovima bolesnika s T2D.
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9. SAZETAK

Ciljevi istrazivanja: Odrediti raspon vrijednosti citokina IL-17A i IL-37 u osoba starije dobi s
T2D i utvrditi obiljezja ispitanika s kojima su ti citokini povezani te i Optimalne grani¢ne
vrijednosti tih citokina i njihovu razdjelnu mo¢ za vaskularne komplikacije i druga nepovoljna
stanja povezana s T2D te je usporediti s onom standardnih upalnih biljega. Dodatni cilj bio je
utvrditi optimalni broj i obiljezja fenotipskih podskupina koje se mogu prepoznati u ispitanika

koriStenjem klinickih i sociodemografskih podataka i upalnih markera.
Nacrt istraZivanja: presjecna studija

Ispitanici i metode: Ispitanici su bili oba spola, s dijagnozom T2D, stari 50 i vise godina koji su
samostalno mogli dolaziti svome izabranom lijecniku obiteljske medicine, uz neke isklju¢ne

¢imbenike. Bilo je ukupno 170 ispitanika, izabranih konzekutivnom metoom probira. Istrazivanje
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je provedeno tijekom cetiri mjeseca, 2020. godine, u Cetiri ordinacije obiteljske medicine, u
kojima su lije¢nici prihvatili sudjelovanje u istrazivanju. Visestruki regresijski modeli koriSteni
su za procjenu povezanosti upalnih markera s drugim varijablama. Za utvrdivanje fenotipova,

koriStena je klaster metoda primjenom algoritma k-srednjih vrijednosti.

Rezultati: Citokin IL-17A je pokazao malu varijabilnost (IQR 0,21 — 3,21 pg/mL), dok je
varijabilnost IL-37 bila veca, ali izrazito iskrivljena i u vecine ispitanika je pokazivala niske
vrijednosti (IQR 3,40 i 38,0 pg/mL). Citokini IL-17A i IL-37 su bili pozitivnho povezani jedan s
drugim, s tim da su vrijednosti IL-37 bile viSe ovisne o stupnjevima porasta IL-17A, nego §to je
to bio slucaj s IL-17A s obzirom na porast IL-37. Gerijatrijski sindrom krhkosti pokazao se kao
najvazniji modificirajué¢i Cimbenik u povezanosti pojedinih ¢imbenika s varijacijama u
vrijednostima IL-17A i IL-37. Bolesnici s T2D mogu se razvrstati u podskupine (fenotipove) na
temelju spontanog okupljanja (klasteriranja) sociodemografskih i klini¢kih obiljezja koji opisuju
te bolesnike, skupa s pripadaju¢im vrijednostima citokina IL-17A i IL-37. Tako definirani
fenotipovi mogli bi se koristiti u praksi za razlikovanje bolesnika s T2D prema stupnju rizika za
nastanak KV komplikacija i nepovoljnih ishoda. Prepoznavanje fenotipova je potrebno zbog
velikih medusobnih razlika tih bolesnika s obzirom na antropometrijske mjere, komorbiditetna

stanja, metabolicke parametre, stupanj upale te razvijenost stanja krhkosti.

Zakljucak: Rezultati mogu pomo¢i u boljem razumijevanju faza kroni¢ne upale povezane s
razvojem oS$teCenja organa i vaskularnih komplikacija u osoba s dijagnozom T2D i opéenito sa
stanjima povecanog KV rizika, §to je od potencijalno prakti¢ne vaznosti, zbog toga §to su T2D i
KVB glavni uzroci morbiditeta 1 mortaliteta u populaciji osoba starije dobi. Od velike vaznosti je
U buduéim istrazivanjima istaknuti tehnike klasteriranja, kako bi se iskoristio dijagnosticki
potencijal novih upalnih markera IL-17A i IL-37 u kompleksnim kroni¢nim bolestima kao $to je
T2D.

Kljucéne rije¢i: dijabetes tipa 2; starenje; kroni¢na upala; IL-17A; IL-37; kompleksne kroni¢ne

bolesti; pacijenti primarne zdravstvene zastite; skriveni fenotipovi; tehnike klasteriranja
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10. SUMMARY

Aims and Objectives: This study aimed to identify the range values of cytokines IL-17A and IL-
37, in patients with T2D and to determine the characteristics of subjects, in which these
cytokines were associated. Also the aim was to determine the discriminating power associated
with vascular complications and target organ damage, compared to the standard set of
inflammatory markers. Another aim was to identify the hidden phenotypes of patients with T2D,
with variables indicating the sociodemographic and clinical contexts and set of inflammatory

markers.
Study Design: Cross-Sectional Study

Subjects and Methods: Individuals of both gender, diagnosed with T2D, old 50 years and more,
were recruited for the study. They were all mobile patients who could independently visit their
family physicians with some exclusion criteria. The final number of participants was 170, chosen
by the consecutive screening method. The study was conducted in 2020 for four months, in four

PC practices, in which doctors accepted to participate in the study. Multiple regression models
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were used to assess associations of inflammatory markers with other variables. The k-means

algorithm was used to determine the phenotypes.

Results: Cytokine IL-17A showed little variability (IQR 0.21 - 3.21 pg/mL), while the variability
of 1L-37 was higher, but extremely skewed and showed low values in most of individuals (IQR
3.40 and 38.0 pg/mL). The cytokines IL-17A and IL-37 were positively correlated with each
other. IL-37 values have been more dependent of the degree of increase in IL-17A than in case of
IL-17A with regard to the increase in IL- 37. The geriatric frailty syndrome proved to be the most
important modifying factor in the association of individual factors with variations in IL-17A and
IL-37 values. Patients with T2D can be classified into subgroups (phenotypes) based on the
spontaneous gathering (clustering) of sociodemographic and clinical characteristics that describe
these patients, together with the corresponding values of cytokines IL-17A and IL-37. The
phenotypes defined in this way could be used in everday practice to differentiate patients with
T2D according to the degree of risk for CV complications and adverse outcomes. Recognition of
phenotypes is necessary due to the great mutual differences of these patients with regard to
anthropometric measures, comorbid conditions, metabolic parameters, degree of inflammation

and the development of the state of fraility.

Conclusion: The results of this study may help in better understanding of phases of chronic
inflammatory response, associated with the development of organ damage and vascular
complications in individuals diagnosed with T2D and in general with conditions of increased CV
risk, which is of potentially practical importance, because T2D and CVD are the main causes of
morbidity and mortality in to the population of elderly people. There is a great importance in
future research to emphasize clustering techniques, in order to use the diagnostic potential of the

new inflammatory markers IL-17A and IL-37 in complex chronic disease.

Keywords: diabetes type 2; aging; chronic inflammation; IL-17A; IL-37; complex chronic

diseases; primary care patients; hidden phenotyping; clustering techniques
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bioznanosti Sveucilista J.J Strossmayera u Osijeku, SveuciliS§ta u Dubrovniku i Instituta Ruder
Boskovi¢ u Zagrebu upisao je 2018. Od 2020. zaposlen je u Ordinaciji ope medicine Zvonimir

Bosni¢, koja je ugovoreni partner Hrvatskog zavoda za zdravstveno osiguranje. Iste godine
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zapoceo je i specijalisticko usavrsavanje iz obiteljske medicine pod mentorstvom prof. dr. sc.
Ljiljane Trtice Majnari¢ i komentorstvom Blazenke Sari¢, spec. obiteljske medicine. Od 2021.
zaposlen je kao vanjski suradnik na Medicinskom fakultetu u Osijeku pri Katedri za obiteljsku
medicinu. Tijekom specijalistiCkog usavrSavanja pohadao je i polozio pred ispitnom komisijom
,, Poslijediplomski tec€aj iz ultrazvuka abdomena®“ na Medicinskom fakultetu u Zagrebu, tecaj
,Ultrazvuk Stitnjace 1 povrSinskih struktura glave i vrata® pri Hrvatskom lije¢nickom zboru
(HLZ) 1 Hrvatskom senoloskom drustvu; ,,Tecaj kardiopulmonalne reanimacije” u organizaciji
HLZ Slavonski Brod te Poslijediplomski specijalisticki studij iz obiteljske medicine na
Medicinskom fakultetu u Rijeci. Pohadao je i polozio 10. te¢aj trajne medicinske edukacije iz
dermatoskopije ,, Uvod u dermatoskopiju i 7. teCaj trajne medicine dokumentacije iz podrucja
dermatoskopije ,, Napredni tecaj dermatoskopije” pri Klinickom bolnickom centru Sestre
Milosrdnice, Klinici za kozne i spolne bolesti, Referentnom centru za dermatoskopiju MZ-a RH i

Referentnom centru za melanom MZ-a RH.

Clan je Hrvatske lije¢ni¢ke komore od 2017., Hrvatskog lije¢ni¢kog zbora od 2018. te EGPRN

mreze istrazivaca ( eng. European General Practice Research Network) od 2022.

Autor je i koautor vise znanstvenih radova objavljenih u bazama WoS (Web of Science), Scopus
1 Medline. Aktivno je sudjelovao s usmenim prezentacijama na domac¢im i medunarodnim
skupovima iz podrucja obiteljske medicine. Autor je i koautor viSe kongresnih priopéenja u

zborniku radova.
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Relationship Between Appearance Satisfaction and Self-Esteem Among High School Students
in Eastern Croatia. Archives of Psychiatry Research. 2022, 58(2):243-254.

Originalni znanstveni rad citiran u drugim bazama podataka
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151



10.

11.

12.

Yildirim Pinar, Trtica Majnari¢ Ljiljana, Bosnic Zvonimir, Volari¢, Nikola. Complexity and
Non-Linearity of Cardiovascular Risk Factors in Older Patients With Multimorbidity and
Reduced Renal Function. Journal of Integrative Cardiology Open Access. DOI:
10.31487/j.JICOA.2020.02.04.

Zvonimir Bosni¢*, Marko Miski¢, Karolina Veselski, Domagoj Vuci¢, Ljiljana Trtica
Majnari¢. Assessment of Nutritional Status of Elderly People in a Practice of Family Medicine
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occlusive disease in patient with comorbidity in primary health care. Is Leriche syndrome
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Miskovi¢ A, Marini¢ N, Bosni¢ Z, Veselski K, Vuci¢ D, Paji¢ Mati¢ 1. The Correlation
between Iron Deficiency and Recurrent Aphthous Stomatitis: A Literature Review.
Southeastern European Medical Journal. 2022, 6, 105-112.

Kongresna priopcenja- usmena prezentacija na medunarodnom skupu

Bosnic Z, Hadzibegovic I. Etiology and clinical outcomes of cardiac tamponade in a regional
hospital with no on site cardiac surgery. International Medical Students' Congress Novi Sad
IMSCNS, Srbija, 2015. Abstract Book ( usmeno kongresno priopéenje, medunarodna
recenzija).

Leko N, Bukal N, Bosnic Z, Kovacevic M, Leko NJ, Jelakovic B. Endemska nefropatija NAK
u hrvatskom zari$tu nekada i sada, postoji li uopée hrvatsko endemsko zarisSte? 7th Croatian
symposium on Renal Replacement Therapy, DiaTransplant 2018. Abstract Book (usmeno
kongresno priopc¢enje, medunarodna recenzija).

Zvonimir Bosni¢, Ljiljana Trtica Majnari¢. Uloga obiteljskog lije¢nika u palijativnoj
medicini. Poslijediplomski te€aj stalnog medicinskog usavrSavanja I. kategorije: ,, Osnove
Palijativne medicine*, Osijek, 2021.

Zvonimir Bosni¢, Mirjana Markutovi¢, Blazenka Sarié, Domagoj Vuci¢, Bozena Coha,
Ljiljana Trtica Majnari¢. Severe difficulties in early recognition and monitoring of
Monoclonal gammopathy of undetermined significance ( MGUS) in family medicine practice:
Do we know enough? DNOOM 2021. Abstract Book (usmeno kongresno priopéenje,
medunarodna recenzija).

Zvonimir Bosni¢, Maja Mileti¢, Blazenka Sari¢. Melanoma of nail unit. DNOOM 2022.
Abstract Book (usmeno kongresno priopéenje, medunarodna recenzija).

Dragan Slijepéevi¢, Maja Mileti¢, Zvonimir Bosnié¢, Blazenka Sari¢. Difficulties in
identifying and monitoring a patient with pancreatic cysts in a family medicine practice.
DNOOM 2022. Abstract Book (usmeno kongresno priopéenje, medunarodna recenzija).

Maja Mileti¢, Zvonimir Bosni¢, Domagoj Vuci¢, Blazenka Sarig, Ljiljana Trtica Majnaric.

Chronic urticaria as a presenting sign of cholagiocarcinoma- case report from family medicine
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practice. DNOOM 2022. Abstract Book (usmeno kongresno priopéenje, medunarodna
recenzija).

8. Zvonimir Bosni¢, Ljiljana Trtica Majnari¢. Uloga obiteljskog lije¢nika u palijativnoj
medicini. Poslijediplomski tecaj stalnog medicinskog usavrSavanja I. kategorije: ,,Osnove
Palijjativne medicine, Osijek, 2021.  Abstract Book (usmeno kongresno priopéenje,
medunarodna recenzija).

9. Dragan Slijepcevi¢, Maja Mileti¢, Zvonimir Bosni¢. Medical response to a major incident-
hm, what next. 6. Kongres hitne medicine s medunarodnim sudjelovanjem, Vodice, 2022.
Abstract Book (usmeno kongresno priopéenje, medunarodna recenzija).

10. Ljiljana Majnaric, Zvonimir Bosnic, Mario Stefanic. Phenotypic subtypes of older patients
with diabetes - Are all patients diagnosed with diabetes type 2 the same? EGPRN, Istanbul,

2022. Abstract Book (usmeno kongresno priopéenje, medunarodna recenzija).

Kongresni saZetak u zborniku radova:

1. Bosni¢ Zvonimir, Marko Miski¢, Karolina Veselski, Domagoj Vuci¢, Ljiljana Trtica
Majnari¢. Assesment of nutritional status of elderly people in a practice of family medicine in
relation to MNA test, comorbidity and chronic therapy. Book of Abstracts of the 12th
International Scientific and Professional Conference With food to health Osijek, Republika

Hrvatska, 2019. str. 10-10 (poster, medunarodna recenzija, sazetak, ostalo).

2. Jankovic D, Colakovic M, Bosnic Z, Brki¢ S, Turk T. Interventional radiology in the treatment
of malignant biliary obstruction. Interantional medical student?s congress in Sarajevo, Bosna i

Hercegovina, 2016. Abstract Book ( poster, medunarodna recenzija, sazetak, ostalo).

3. Dunja Stolnik, Ivon Mati¢, Tea Panduri¢, Tereza Solocki-Mati¢, Stjepan Kel¢i¢, Zvonimir
Bosni¢, Sanja Beki¢, Ljiljana Trtica Majnari¢. Analgetici u obiteljskoj medicine: Tko, §to i
zaSto? 10. Kongres Drustva nastavnika opée/obiteljske medicine (DNOOM), Zagreb, ozujak 09-

12, 2019, ( poster, medunarodna recenzija, sazetak, ostalo).

3. Kovacevic M, Bosnic Z, Bukal N, Leko N, Leko NJ, Stefanovic 1. Nasa iskustva lije¢enja
plazmaferezom u centru za dijalizu OB “Dr Josip Bencevi¢”. 7th Croatian symposium on Renal

Replacement Therapy, DiaTransplant 2018. (poster, medunarodna recenzija, sazetak, ostalo).
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4. Ivon Mati¢, Dunja Stolnik, Zvonimir Bosni¢, Mila Vasilj-Mihaljevi¢, Sanja Beki¢, Ljiljana
Trtica Majnari¢. Izvori “evidence based medicine” informacija medu studentima 6. Godine
medicine. 10. Kongres Drustva nastavnika opce/obiteljske medicine (DNOOM), Zagreb, 2019 (

poster, medunarodna recenzija, sazetak, ostalo).

5. Domagoj Vucic, Marijana Kovacevic, Zvonimir Bosni¢, Karolina Veselski, Matej Tomas,
Martina Juzbasic. Takotsubo cardiomyopathy presenting with ST elevation in patient with an end
stage renal disease on haemodialyis program:case report. International Translational Medicine
Congress of Students and Young Physicians - Abstract Book, Osijek: University of Osijek,

Faculty of Medicine, 2020. ( poster, medunarodna recenzija, sazetak, ostalo)

6. Karolina Veselski, Zvonimir Bosni¢, Domagoj Vuci¢, Matej Tomas, Martina Juzba$i¢. A
Review on Platelet Activating Factor Inhibitor Lexipafant: Could Lexipafant be a Standard in the
Treatment of Sepsis? International Translational Medicine Congress of Students and Young
Physicians - Abstract Book, Osijek: University of Osijek, Faculty of Medicine, 2020. ( poster,

medunarodna recenzija, sazetak, ostalo).

7. Zvonimir Bosni¢, Ljiljana Trtica Majnari¢. Diferencijalna dijagnoza kroni¢nog kaslja u
starijih osoba u ambulanti obiteljske medicine. Tecaj trajne edukacije 1. kategorije. Hrvatsko
drustvo za alergologiju 1 klini¢ku imunologiju, HLZ, Medicinski fakultet Osijek, 2020. ( poster,

sazetak, ostalo).

8. Zvonimir Bosnié¢, Karolina Veselski, Domagoj Vuci¢, Ljiljana Trtica Majnari¢. Stanje
uhranjenosti i kroni¢ne respiratorne bolesti u starijih osoba s komorbiditetom u ambulanti
obiteljske medicine. Tecaj trajne edukacije 1. kategorije. Hrvatsko druStvo za alergologiju i

klinicku imunologiju, HLZ, Medicinski fakultet Osijek, 2020. ( poster, saZetak, ostalo).

9. Filip Cikoja, Christian Kurina, Laura Ivanovi¢- Marti¢, Tena Zovki¢, Ana Bardak, Zvonimir
Bosni¢. Progressive weight loss in uncommon condition of aquired central diabetes insipidus
(CDI): case report. International Translational Medicine Congress of Students and Young
Physicians - Abstract Book, Osijek: University of Osijek, Faculty of Medicine, 2022. ( poster,

medunarodna recenzija, sazetak, ostalo).

Okrugli stol- organizacija
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Tecaj trajne edukacije 1. kategorije. Kroni¢ne respiratorne bolesti na sucelju primarne i
sekundarne zastite. Hrvatsko druStvo za alergologiju i klinicku imunologiju, HLZ, Medicinski

fakultet Osijek. Clan organizacijskog odbora, predavaé. Osijek ( 27.-28.3.2020).

Tedaj trajne medicinske izobrazbe ,,Skola ORL u ambulanti obiteljske medicine i hitne medicine
u organizaciji Odjela za bolesti uha, grla i nosa OB Slavonski Brod, Sluzbe za opéu/ obiteljsku
medicinu Dom zdravlja Slavonski Brod, Zavoda za HMP Slavonski Brod, Hrvatskog lije¢nickog

zbora, Slavonski Brod. Clan organizacijskog odbora, predavag. Slavonski Brod 21.03. 2020.

Potvrda Medicinskog fakulteta u Osijeku, Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku,
Laboratorija za neurobiologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku i Studentske sekcije za

neuroznanost - glavni koordinator aktivnosti povodom 16. Tjedna mozga za grad Slavonski Brod

Sudjelovanje na domaéem ili medunarodnom skupu bez priopcéenja

Certificate of participaion in the 7th Annual International Medical Students Meeting, heald at

Faculty of Medicine of the University of Lisbon 2016.

Potvrda o sudjelovanju na 5. brodskom simpoziju o alkoholizmu, kockanju i modernim
ovisnostima. Moderne ovisnosti u kontesktu zaStite mentalnog zdravlja. Te€aj 1. kategorije,

Slavonski Brod 2017. Katedra za javno zdravstvo, Medicinski fakultet Osijek.

Potvrda o sudjelovanju na Poslijediplomskom te€aju trajnog medicinskog usavrSavanja 1.
kategorije Primarne i sekundarne bolesto glomerula 2018. Zavod za nefrologiju i dijalizu KB
Dubrava, Klinicka jedinica za nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju KB Dubrava,

Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu.

Potvrdnica o sudjelovanju na 6. Simpoziju- Odabran teme iz dijalize 2018. Hrvatsko drustvo za
nefrologiju, dijalizu i transplantaciju, Poliklinika za internu medicinu i dijalizu B.Braun Avitum
Zagreb, Zavod za nefrologiju Klinike za unutranje bolesti KB Merkur, Zavod za nefrologiju i

dijalizu Klinike za unutarnje bolesti KBC Sestre milosrdnice Zagreb.

Epidemiologija arterijske hipertenzije i unos kuhinjske soli u Hrvatskoj (EH-UH 2). Projekt
Hrvatske zaklade za znanost (IP-06-2016). Bojan Jelakovi¢, Vesna Bajer, Maja Banadinovic,
Lovorka Bilajac, Krunoslav Capak, Edina Cati¢ Cuti, Aleksandar Dzakula, Lana Gellineo, Ante
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Ivanci¢, Ana Jelakovi¢, Tamara Knezevi¢, Branimir Krtali¢, Goran Lazi¢, Ninoslav Leko,
Mihaela Marinovi¢ Glavi¢, Borna Milic¢i¢, Davorka Raki¢, Marijana Sari¢, Ana Stupin, Marko
Stupin, Vanja Vasiljev-Marchesi, Ranko Stevanovié¢. Istrazivacki tim i suradnici projekta po
regijama koje su do sada ukljuceni. Koordinatori: Ninoslav Leko, Marijana Sari¢, Josip
Samardzi¢. Suradnici: Mirta Abramovi¢ Bari¢, Mirjana Blazevi¢, Zvonimir Bosni¢, Nikolina
Bukal, Danijela Daus — Sebedak, Spomenka Junacko, Maria D. Krizanovi¢, Vesna Matijevié,

Anica Peri¢, Sanja Samardzi¢, Darija Stvorié, Ines Zeli¢

Studijski boravak u laboratoriju (do 1 mjesec)

Certificate of International Federation of Medical Students” Associations, Laboratory of
neurogenetics, Research Centre Montreal, Institut Univeristariae en sante mentale de Montreal,
Canada, in period of 31st July — 31st August 2015, under supervision prof. Lan Xiong, for
successfully completed research exchange project entitled ” Genetic studies of large consaginous

pedigree with major psychiatric disorder from Pakistan

Ostalo

Certificate of Completion, Rave EDC Essentials for Investigators with Data Entry, eLearning

course. Oct 2018. — u sklopu istrazivanja stimulatora eritropoezeu bolesnika na hemodijalizi
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