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Sazetak

Ispitivanje stepena globalne metilacije DNK kod bolesnika sa tipom 2 dijabetes
melitusa: povezanost sa biomarkerima oksidativnog stresa, inflamacije i dislipidemije

Hroni¢ne komplikacije tipa 2 dijabetes melitusa (T2DM) nastaju interakcijom oksidativnog
stresa, inflamacije i dislipidemije. Globalna metilacija DNK predstavlja rani epigenetski marker
ovih promena koji integriSe genetske i faktore sredine, ¢ine¢i molekularnu osnovu metabolicke
memorije. Cilj disertacije bio je uvodenje UHPLC-DAD metode za kvantifikaciju 5-metilcitozina
(5mC) u DNK izolovanoj iz mononuklearnih ¢elija periferne krvi, ispitivanje udela 5mC, redoks
statusa, inflamacije i lipoproteinskog profila kod pacijenata sa T2DM i zdravih ispitanika, te
evaluacija njihove povezanosti i utvrdivanje kardiometabolickih faktora rizika koji uticu na
nivo 5mC. U studiju preseka uklju¢eno je 107 pacijenata sa T2DM i 56 zdravih ispitanika.
Parametri su odredeni standardnim i adaptiranim metodama dok je za integraciju mehanizama
primenjena analiza glavnih komponenti. Kod pacijenata je utvrden niZi stepen globalne
hipometilacije uz izraZen redoks disbalans, proinflamatorno stanje i specifican aterogeni
lipoproteinski profil. Utvrdene su znacajne korelacije izmedu 5mC i inflamatornih, redoks i
lipidnih parametara, koje su varirale zavisno od prisutne komplikacije. Potvrdeno je da je
prooksidativno mikrookruZenje nezavisni prediktor hipometilacije DNK, pri c¢emu se
prooksidativno-antioksidativni balans izdvojio kao najznacajniji redoks marker. lako globalna
metilacija samostalno pokazuje ogranicenu dijagnosticku tacnost u predvidanju komplikacija
(izuzev kod identifikacije dijabetesnog stopala), integracija u panel sa redoks markerima
poboljSava prediktivnu vrednost. Rezultati ukazuju da je globalna hipometilacija DNK rana
stabilna karakteristika T2DM, primarno uslovljena sistemskim oksidativnim stresom Ccije
odredivanje doprinosi preciznijoj evaluaciji kardiometabolic¢kog rizika.

Kljucne reci: stepen globalne metilacije DNK, tip 2 dijabetes melitusa, oksidativni stress,
inflamacija, dislipidemija, UHPLC-DAD metoda

Naucna oblast: Medicinske nauke - Farmacija

UZa naucna oblast: Medicinska biohemija






Abstract

Examination of global DNA methylation levels in patients with type 2 diabetes mellitus:
association with biomarkers of oxidative stress, inflammation, and dyslipidemia

Chronic complications of type 2 diabetes mellitus (T2DM) arise from the interplay of oxidative
stress, inflammation, and dyslipidemia. Global DNA methylation is an early epigenetic marker
of these changes and the molecular basis of metabolic memory. This dissertation aimed to
introduce a UHPLC-DAD method for quantifying 5-methylcytosine (5mC) in DNA from
peripheral blood mononuclear cells, investigate 5mC levels, redox status, inflammation, and
lipoprotein profiles in T2ZDM patients and healthy controls, and identify cardiometabolic factors
affecting 5mC. The cross-sectional study included 107 T2DM patients and 56 healthy subjects.
Parameters were determined using standard methods; principal component analysis
integrated the pathophysiological mechanisms. T2DM patients exhibited significant global DNA
hypomethylation, alongside a pronounced redox imbalance, a proinflammatory state, and an
atherogenic lipoprotein profile. Significant correlations between 5mC and clinical parameters
varied depending on the complication. A pro-oxidative microenvironment is an independent
predictor of DNA hypomethylation, with prooxidant-antioxidant balance as the most significant
redox marker. Although global methylation alone shows modest diagnostic accuracy (except
for diabetic foot syndrome) for prediction of complications, its integration into a panel with
redox markers significantly improves predictive value. The results indicate that global DNA
hypomethylation is an early, stable hallmark of T2DM primarily driven by systemic oxidative
stress, whose assessment contributes to a more precise cardiometabolic risk evaluation.

Keywords: type 2 diabetes mellitus, global DNA methylation, oxidative stress, inflammation,
dyslipidemia, UHLPC-DAD method

Scientific field: Medical Sciences - Pharmacy

Specific scientific field: Medical Biochemistry
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1.UVOD

Tip 2 dijabetes melitusa (T2DM) predstavlja kompleksan, heterogen metabolicki
poremecaj, Cija je osnovna karakteristika perzistentna hiperglikemija, nastala kao rezultat
dinamickog preplitanja insulinske rezistencije i progresivnog deficita sekretorne funkcije (3-
¢elija pankreasa (1). U inicijalnoj fazi patogeneze periferna tkiva, prvenstveno skeletni misic¢i i
jetra, pokazuju smanjenu osetljivost na dejstvo insulina $to ima za posledicu kompenzatornu
hiperinsulinemiju. Medutim, insulinska rezistencija uz hroni¢nu izloZenost hiperglikemiji vodi
ka progresivnom iscrpljivanju funkcionalnog kapaciteta pankreasa, pretvarajuci reverzibilni
metabolicki disbalans u progresivno oboljenje sa ozbiljnim vaskularnim posledicama (2).

Tradicionalna kategorizacija dijabetesa na tip 1 (T1DM) i T2DM pokazala se
nedovoljnom za objasnjenje izraZene fenotipske varijabilnosti unutar populacije pacijenata. Na
primer, latentni autoimunski dijabetes kod odraslih (engl. latent autoimmune diabetes in adults,
LADA) cesto ostaje neprepoznat i pogresno se klasifikuje kao T2DM. U nastojanju da se
personalizuje dijagnosticki pristup, Ahlqvist i saradnici predlozili su novu Klasifikaciju
zasnovanu na klaster analizi Sest klju¢nih varijabli: starosti u trenutku postavljanja dijagnoze
dijabetesa, indeksa telesne mase (ITM), udela glikohemoglobina (HbA1c), prisustva antitela na
dekarboksilazu glutaminske kiseline (engl. glutamic acid decarboxylase antibodies, GADA), kao
i upotrebu savremenih indeksa HOMA2-B (engl. homeostasis model assessment 2 - beta-cell
function) i HOMAZ2-IR (engl. homeostasis model assessment 2 of insulin resistance) za procenu
funkcije B-¢elija pankreasa i stepena insulinske rezistencije (3). Prema ovom modelu, teski
autoimunski dijabetes (engl. severe autoimmune diabetes, SAID) karakteriSe se prisustvom
GADA antitela i ranim gubitkom insulinske sekrecije. Slicno njemu, teski insulin-deficitni
dijabetes (engl. severe insulin-deficient diabetes, SIDD) ima profil izraZene insuficijencije (-Celija
i visokih vrednosti HbA1c, ali nema autoimunsku osnovu i nosi izrazito povisSen rizik od rane
dijabetesne retinopatije (DR). Pored ova dva fenotipa dijabetesa, postoji teSki insulin-
rezistentni dijabetes (engl. severe insulin-resistant diabetes, SIRD), u kojem dominiraju izrazita
tkivna rezistencija na insulin i gojaznost, a koji je u snaznoj korelaciji sa najviSom incidencijom
dijabetesne nefropatije (DNF) i nealkoholne masne bolesti jetre (engl. metabolic dysfunction-
associated steatotic liver disease, MASLD). Preostala dva klastera odlikuju se blazim klinickim
tokom: blagi dijabetes povezan sa gojaznoS¢u (engl. mild obesity-related diabetes, MOD)
predstavlja metabolicki poremecaj udruZen sa povisSenim ITM, ali bez prisustva ekstremne
insulinske rezistencije, dok je blagi dijabetes povezan sa starenjem (engl. mild age-related
diabetes, MARD) najucestaliji fenotip, koji se tipi¢no dijagnostikuje u starijem Zivotnom dobu, a
odlikuje se relativno sporom progresijom i blazom klinickom slikom (4).

lako ovaj model klasifikacije olakSava predvidanje toka bolesti, jo§ uvek nije dobio Siru
primenu u svakodnevnoj klini¢koj praksi. Glavni razlog leZi u ¢injenici da se klinicka slika
pacijenata menja tokom vremena. Kako parametri poput telesne mase i glikemijske kontrole
variraju pod uticajem terapije i stila Zivota, pacijenti u toku lecenja mogu prelaziti iz jednog
klastera u drugi (5). Pored ogranicenja u smislu varijabilnosti klinicke slike, modelu je potrebna
i dodatna potvrda kroz istraZivanja na razlic¢itim etni¢kim grupama, s obzirom na to da je model
razvijen na specifi¢noj severnoevropskoj populaciji (3). Medutim, danas je dobro potvrdeno da
je sagledavanje T2DM iskljuivo kao glikemijskog poremecaja nedovoljno za objaSnjenje
njegove kompleksne patogeneze. Ova metabolicka bolest je sada prepoznata kao stanje
hronicne, sistemske inflamacije niskog stepena i trajno naruSene redoks ravnoteZe, cesto
pracene poremecajem u metabolizmu lipoproteina, ¢iji sinergisticki efekti stvaraju zacarani
krug patoloSkih procesa koji viemenom uzrokuju endotelnu disfunkciju (6).



Posebno mesto u razumevanju razvoja i progresije T2DM zauzimaju epigenetske
modifikacije, prvenstveno metilacija dezoksiribonukleinske kieseline (DNK). Ovi procesi
funkcioniSu kao molekularni most koji povezuje genetsku predispoziciju sa uticajima spoljasnje
sredine (ishrana, stil Zivota, stres) i daju objasnjenje za fenomen tzv. nedostajuce heritabilnosti
dijabetesa. Naime, poznate genetske varijacije objaSnjavaju samo manji deo ukupnog naslednog
rizika za razvoj T2DM, dok se preostali deo rizika koji nedostaje ostvaruje upravo kroz ove
stecene, epigenetske uticaje sredine na ekspresiju gena (7). Za razliku od stabilnog genoma,
epigenom je podloZan promenama pod uticajem metabolickog stresa. Te promene rezultuju
molekularnim reprogramiranjem ekspresije gena, ¢ime se tkiva odrZavaju u stanju hroni¢ne
inflamacije i podstice se progresivna fibroza (8).

Dodatan klinicki izazov leZi u tome S$to je rani tok T2DM uglavnom subklinicki i
asimptomatski, zbog Cega se kod znacajnog broja pacijenata dijagnoza postavlja tek u fazi kada
su mikrovaskularna i makrovaskularna oStecenja ve¢ uznapredovala (9,10). lako su
tradicionalni parametri poput glikemije naste i HbAic nezamenljivi u rutinskoj praksi, oni ne
poseduju dovoljnu osetljivost za detekciju ranog oStecenja tkiva (11). Iz tog razloga namece se
potreba za prelaskom na multimarkerski pristup, koji bi integrisao pracenje epigenetskog
statusa, redoks ravnoteze i profila inflamacije. U ovoj disertaciji primenjen je takav
sveobuhvatni pristup, koji pruza potencijalno bolji uvid u ,molekularni potpis“ kumulativnih
metabolickih oStecenja, otvarajuci put ka ranoj stratifikaciji rizika i proaktivnoj prevenciji
ireverzibilnih komplikacija bolesti.



1.1. Epidemioloski podaci i faktori rizika za razvoj tipa 2 dijabetes melitusa

Dominantna forma dijabetesa je T2DM, koji obuhvata 90-95% svih klinickih slucajeva i
pozicionira se kao jedan od najznacajnijih uzroka prevremene smrtnosti na globalnom nivou
(2). Usled kontinuiranog porasta incidencije, Medunarodna federacija za dijabetes (engl.
International Diabetes Federation, IDF) i Svetska zdravstvena organizacija (SZ0) klasifikovale
su T2DM kao pandemiju nezaraznog tipa (2,12). Globalna rasprostranjenost ove pandemije
pokazuje izraZenu geografsku i socio-ekonomsku heterogenost (Slika 1). NajbrZi porast
prevalencije beleZi se u zemljama u razvoju i zonama brze urbanizacije, gde je stanovnistvo
izloZeno udruZenom uticaju gojaznosti, sedentarnog nacina Zivota i zagadenja vazduha (13).
Podaci Nacionalne ankete o zdravlju i ishrani Sjedinjenih Americ¢kih Drzava (engl. National
Health and Nutrition Examination Survey, NHANES) iz 2024. godine ilustruju razmere ovih
problema. Naime, 11,3% odrasle populacije ima dijagnostikovan dijabetes, dok ¢ak 46,5% ima
stanje predijabetesa (14). Pored toga, ucestalost obolevanja znacajno varira u zavisnosti od
etnicke pripadnosti, pola i statusa obrazovanja. NajviSe stope beleZe se kod muskaraca
hispanskog porekla i u populacijama sa niZim stepenom obrazovanja, Sto ukazuje na to da
socijalne determinante znacajno moduliSu zdravstveni rizik (14).

W <4%

W 4-<5%

MW 5-<7%
7-<9%

W 9<12%

MW =12%
No estimates

Slika 1. Prevalencija T2DM u svetu, standardizovana prema uzrastu stanovnistva

Preuzeto iz: Duncan BB, Magliano DJ, Boyko EJ. IDF Diabetes Atlas 11th edition 2025: global
prevalencije and projections for 2050. Nephrol Dial Transplant. 2025;41(1):7-9.

[ako se dijagnoza T2DM tradicionalno vezuje za srednje i starije Zivotno doba, sa pikom
obolevanja izmedu 40. i 59. godine, savremeni epidemioloski podaci ukazuju na zabrinjavajuce
pomeranje starosne granice ka mladim odraslim osobama, pa ¢ak i deci (15). Ova promena
klinicke demografije prvenstveno je posledica sve ranije pojave gojaznosti u opstoj populaciji
(15,16). Dodatan Kklinicki izazov predstavlja procena da je pribliZzno 45% obolelih
nedijagnostikovano, Sto ukazuje na to da oboljenje biva i godinama neprepoznato, ostavljajuci
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pacijente izloZene tihom, ali progresivnom oStecenju tkiva usled hiperglikemije mnogo pre
formalnog postavljanja dijagnoze (17). U tom kontekstu, predijabetes, koji globalno pogada oko
352 miliona ljudi, predstavlja kriticnu tacku za preventivne intervencije, s obzirom na to da kod
5 do 10% ovih pacijenata godiSnje progredira u manifestni T2DM (4,5). Prema najnovijim
projekcijama IDF-a, do 2050. broj obolelih dosti¢i ¢e 853 miliona (18).

U skladu sa globalnim epidemioloSkim tokovima, Republika Srbija belezi visoku
prevalenciju T2DM, od koga boluje oko 8,1% opste populacije (19). U poslednjoj deceniji
ukupna stopa mortaliteta u zemlji porasla je za 3,2%, a dijabetes je prepoznat kao jedan od
klju¢nih pokretacta ovog trenda, zauzimajuéi cetvrto mesto na listi vodecih uzroka smrti
(19,20). Ovako visok mortalitet primarno je posledica makrovaskularnih komplikacija, pre
svega kardiovaskularnih bolesti (KVB). Procenjuje se da pacijenti sa T2DM imaju 60% vedi rizik
za razvoj KVB, 73% za akutni infarkt miokarda i ¢ak 84% veci rizik za nastanak srcane
insuficijencije u poredenju sa opstom populacijom (18).

Etiologija T2DM je izrazito poligenska i zasniva se na kompleksnoj interakciji genoma i
faktora sredine, pri cemu genetska osnova objasnjava izmedu 30% i 70% varijabilnosti rizika
za nastanak bolesti (21). Dosadasnje studije asocijacije na nivou celog genoma (engl. genome-
wide associations study, GWAS) identifikovale su preko 100 rizi¢nih lokusa, ukljuc¢ujuci gene
poput TCF7L2 (engl. transcription factor 7-like 2), GCK (engl. glucokinase), KCNJ11 (engl.
potassium inwardly rectifying channel subfamily ] member 11) i PPARG (engl. peroxisome
proliferator-activated receptor gamma), od kojih je ve¢ina povezana sa funkcijom B-celija ili
sekrecijom insulina (22-24). Ipak, s obzirom na to da identifikovani genetski polimorfizmi ne
mogu u potpunosti da objasne pandemijske razmere T2DM, definisan je koncept nedostajuce
heritabilnosti. Kao Sto je ranije napomenuto, ovaj fenomen objasnjen je efektima faktora
sredine poput ishrane, nivoa fizicke aktivnosti i izloZenosti toksinima na genom, koji moduliSu
genetski rizik uticajem na ekspresiju gena. U tom procesu, klju¢nu ulogu imaju epigenetske
modifikacije, cije delovanje omogucava da isti genotip rezultuje razliCitim fenotipskim
ishodima, buduci da one deluju kao molekularni posrednici koji prevode uticaje faktora sredine
i nacina Zivota u trajne promene genske ekspresije (13). Dokaz za ovaj fenomen pruZzaju studije
na monozigotnim blizancima koje su pokazale da, uprkos identi¢noj genetskoj osnovi, jedan
blizanac moZe razviti T2DM, dok drugi ostaje zdrav, $to se pripisuje razlikama u epigenetskom
profilu koje nastaju kao posledica razli¢itog kumulativnog uticaja faktora sredine i Zivotnog
stila (25).

U klinic¢koj praksi faktori rizika za razvoj T2DM tradicionalno se dele na nepromenljive
(genetska predispozicija, starost, etnicka pripadnost) i promenljive (gojaznost, stil Zivota,
pusenje). Gojaznost, definisana kao ITM > 30 kg/m?, predstavlja najvazniji promenljivi faktor
rizika (26). Kohortna studija koju su sproveli Narayan i saradnici pokazala je da rizik od razvoja
dijabetesa drasti¢no raste sa pove¢anjem telesne mase: od 7,6% kod pothranjenih do ¢ak 70,3%
kod ekstremno gojaznih muskaraca, odnosno od 12,2% do 74,4% kod ekstremno gojaznih Zena,
pri ¢emu su narocito ugroZene mlade starosne grupe (27). Visok rizik koji nosi gojaznost
objasnjava se metabolickom aktivnos¢u visceralnog masnog tkiva. Adipozno tkivo abdomena
danas se posmatra kao aktivan endokrini organ, koji pojacano sekretuje proinflamatorne
citokine i adipokine, ¢ime direktno indukuje insulinsku rezistenciju i odrzava stanje sistemske
inflamacije (26). U skladu sa tim, prema kriterijumima IDF-a, obim struka ve¢i od 94 cm kod
muskaraca i 80 cm kod Zena predstavlja centralnu komponentu metabolickog sindroma, koja
viSestruko uvecava rizik od endotelnog oStecenja i fatalnih kardiovaskularnih dogadaja (28).
Sam metabolicki sindrom definiSe se kao konstelacija medusobno povezanih
kardiometabolickih poremecaja, primarno centralne gojaznosti, aterogene dislipidemije,
hipertenzije i insulinske rezistencije (29). Istovremeno prisustvo ovih faktora znacajno
povecava rizik od razvoja manifestnog T2DM, zbog Cega se pravovremeno prepoznavanje i
tretman metabolickog sindroma smatraju klju¢nim merama prevencije (29).
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1.2. Etiopatogeneza tipa 2 dijabetes melitusa

Patogeneza T2DM zasniva se na kompleksnom poremecaju homeostaze glukoze, koji je
primarno determinisan insulinskom rezistencijom i progresivnim gubitkom funkcije (-celija.
Insulinska rezistencija se definiSe kao neadekvatan bioloski odgovor ciljnih tkiva na fizioloSke
koncentracije insulina, Sto je poremecaj koji godinama, pa ¢ak i decenijama prethodi klinickoj
manifestaciji bolesti (30). Genetska osnova insulinske rezistencije obuhvata i polimorfizme
gena koji kodiraju sintezu GLUT4 transportera (engl. glucose transporter type 4), Cime se stvara
predispozicija za neadekvatan transport glukoze u Celiju (31).

U fizioloskim uslovima glikemiju u uskim granicama odrzZava antagonisticko delovanje
insulina i glukagona. Insulin sniZava koncentraciju glukoze u krvi, tako $to stimuliSe njeno
preuzimanje u tkiva i podstiCe proces glikogeneze, dok istovremeno inhibira endogenu
produkciju glukoze supresijom glikogenolize i glukoneogeneze. Nasuprot tome, glukagon
povecava koncentraciju glukoze u krvi stimulisanjem procesa glikogenolize i glukoneogeneze
u jetri, uz istovremenu inhibiciju glikogeneze (32). U odrZavanju ove hormonske ravnoteze
izmedu insulina i glukagona ucestvuju drugi hormoni kao $to su hormon rasta, glukagonu slican
peptid-1 (engl. glucagon-like peptide-1, GLP-1), kortizol i kateholamini (32).

Insulin ostvaruje svoje efekte vezivanjem za ekstracelularnu a-subjedinicu insulinskog
receptora, Sto dovodi do aktivacije domena sa aktivno$cu tirozin-kinaze i autofosforilacije
intracelularne B-subjedinice. Autofosforilacija insulinskog receptora regrutuje supstrate
insulinskog receptora IRS-1 (engl. insulin receptor substrate 1) i IRS-2 (engl. insulin receptor
substrate 2), Sto aktivira PI3K/Akt (engl. phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B) i
MAPK/ERK (engl. mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase)
signalne puteve. Aktivacija PI3K/Akt signalnog puta uzrokuje translokaciju vezikula sa GLUT4
transporterima iz citoplazme na Celijsku membranu, ¢ime se omogucava preuzimanje glukoze
u miSi¢ne Celije i adipocite (33). Sa druge strane, aktivacija MAPK/ERK signalnog puta regulise
transkripciju gena, rast i diferencijaciju celija (34). Medutim, u uslovima hroni¢ne
hiperglikemije i hiperprodukcije reaktivnih kiseonikovih jedinjenja (engl. reactive oxygen
species, ROS) aktiviraju se proinflamatorne kinaze JNK (engl. c-Jun N-terminal kinase) i IKK-3
(engl. inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta), koje fosforiliSu IRS-1 na serinskim
ostacima. Ova aberantna fosforilacija blokira nishodnu insulinsku signalizaciju, $to dodatno
produbljuje insulinsku rezistenciju (22).

Smanjen fizioloSki odgovor na insulin manifestuje se kroz specificne, blisko povezane
mesto postprandijalnog preuzimanja priblizno 70% ukupne koli¢ine glukoze, izuzetno su
osetljivi na rani razvoj insulinske rezistencije. U uslovima kontinuiranog kalorijskog suficita,
unutar miSiénih celija se akumulira diacilglicerol (engl. diacylglycerol, DAG), koji aktivira
protein kinazu C-0 (engl. protein kinase C-theta, PKC-8). Ova kinaza inhibira tirozin-kinaznu
aktivnost insulinskog receptora, spreCavajuci translokaciju GLUT4 transportera na membranu.
Zbog toga se smanjuje preuzimanje glukoze i kompromituje kapacitet za stvaranje glikogenskih
depoa (35). Usled ovih promena i smanjenog preuzimanja glukoze u periferna tkiva, jetra je
izloZena prekomernom metabolickom opterecenju glukozom i slobodnim masnim kiselinama
(SMK). Iako hepatociti postaju rezistentni na insulinsku supresiju glukoneogeneze, $to vodi ka
hiperglikemiji naSte, oni paradoksalno zadrzavaju sposobnost de novo lipogeneze pod uticajem
kompenzatorne hiperinsulinemije. Ovakav patoloski disbalans dovodi do akumulacije
triglicerida u jetri i posledicnog razvoja MASLD (36). Patolosku sliku dodatno pogorsava
disfunkcija adipoznog tkiva. Kada adipociti postanu rezistentni na antilipoliticko dejstvo
insulina usled izostanka inhibicije hormon-senzitivne lipaze, oni gube sposobnost da zadrze
deponovane masti i pocinju nekontrolisano da oslobadaju SMK u sistemsku cirkulaciju. Ovaj
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proces, poznat kao lipotoksi¢nost ometa insulinsku signalizaciju u miSi¢ima i jetri, dodatno
produbljujuci insulinsku rezistenciju u ovim tkivima. Pored toga, hipertroficni adipociti postaju
infiltrirani makrofagama (proinflamatorni M1 fenotip) i pocinju da luce proinflamatorne
citokine, kao Sto su TNF-a (engl. tumor necrosis factor-alpha) i interleukin-6 (engl. interleukin-
6, IL-6). Ovi medijatori deluju i parakrino i endokrino, sistemski produbljujuci stanje hronicne
inflamacije niskog stepena koje predstavlja osnovu progresije T2DM (30,37).
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1.3. Mikrovaskularne komplikacije tipa 2 dijabetes melitusa

1.3.1. Klinicki profili mikrovaskularnih komplikacija

Hroni¢na hiperglikemija je primarni pokreta¢ mikrovaskularnih oStecenja, koja
predominantno zahvataju krvne sudove u tkivima koja nisu zavisna od delovanja insulina. Ova
oSteCenja se manifestuju kao DR, DNF i dijabetesna neuropatija (DN), koje umnogome
naruSavaju kvalitet Zivota pacijenata i znacajno doprinose visokoj stopi morbiditeta i
mortaliteta (38).

Najc¢eS¢i uzrok gubitka vida kod radno sposobnog stanovnistva je DR, koju karakterisSe
selektivni gubitak pericita i zadebljanje bazalne membrane kapilara retine (39). U ranim
stadijumima neproliferativne faze dolazi do povecane vaskularne permeabilnosti i formiranja
mikroaneurizmi, bez primetnih simptoma. Daljom progresijom DR razvija se okluzija kapilara
i ishemija retine, a osnovu daljeg oStecenja ¢ini odgovor tkiva na nastalu hipoksiju, u vidu
poremecaja u regulaciji faktora indukovnog hipoksijom (engl. hypoxia-inducible factor 1-alpha
subunit, HIF-1a). U fizioloSkim uslovima, HIF-la se veoma brzo razgraduje, medutim u
uslovima tkivne hipoksije, ovaj transkripcioni faktor se stabilizuje i akumulira u ¢eliji, gde se
vezuje za HRE (engl. hypoxia-response element) regione promotora gena za vaskularni
endotelni faktor rasta (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) i indukuje njegovu
prekomernu ekspresiju (40). Ovaj proces inicira proliferativnu fazu, koju odlikuje patolosko
formiranje novih fragilnih krvnih sudova, koji su skloni rupturama, Sto uzrokuje krvarenja u
staklastom telu i trakcionu ablaciju retine (41). Terapija rane DR usmerena je na striktnu
metabolicku kontrolu, kako bi se usporila progresija oSte¢enja, dok se u proliferativnoj fazi
terapijski fokus pomera ka uklanjanju abnormalne vaskularizacije farmakoloSkom primenom
VEGF inhibitora ili laserskom fotokoagulacijom, dok je u najteZim slucajevima neophodna
vitrektomija (42). S obzirom na to da su nastala oStecenja ireverzibilna, a terapija najefikasnija
u ranoj fazi, prevencija i redovni oftalmoloski pregledi, najpre u trenutku postavljanja dijagnoze
T2DM, a zatim na 1 do 2 godine u odsustvu simptoma DR, odnosno ¢eS¢e ukoliko se ustanove
abnormalnosti, predstavljaju imperativ klini¢ke prakse (43).

Kod pacijenata sa T2DM moZe se razviti progresivno oSte¢enje bubreZnih krvnih sudova,
koje vodi ka postepenom smanjenju brzine glomerularne filtracije (engl. glomerular filtration
rate, GFR) i terminalnoj bubreZnoj insuficijenciji (44). Procenjuje se da izmedu 20% i 50%
pacijenata razvije DNF tokom Zivota (45). U ranoj fazi dolazi do asimptomatskog zadebljanja
bazalne membrane i hipertrofije bubrega. OSteCenje glomerularne membrane najpre se
manifestuje kao mikroalbuminurija, koja nije samo marker bubreZne disfunkcije, ve¢ i
nezavisni prediktor kardiovaskularnog rizika (46). Progresija DNF pracena je prekomernom
aktivacijom renin-angiotenzin-aldosteron sistema, $to povecava intraglomerularni pritisak,
dok akumulacija krajnjih produkata uznapredovale glikacije (engl. advanced glycation end-
products, AGE) i aktivacija citokina, prvenstveno transformiSuéeg faktora rasta beta (engl.
transforming growth factor-beta, TGF-f3), indukuju transformaciju mezangijalnih celija u
miofibroblaste. To rezultira ekspanzijom mezangijalnog matriksa i progresivnom
glomerulosklerozom (47). Shodno tome, rutinska terapija DNF pored glikemijske regulacije
obavezno ukljucuje inhibitore angiotenzin-konvertuju¢eg enzima (engl. angiotensin-converting
enzyme inhibitors, ACEI) ili blokatore angiotenzinskih receptora (engl. angiotensin II receptor
blocker, ARB) radi ocuvanja bubreZne funkcije (44). Uvodenje SGLT2 (engl. sodium-glucose
transport protein 2) inhibitora i agonista GLP-1 receptora znacajno je unapredilo terapiju
dijabetesa kod pacijenata sa DNF, jer primena ovih lekova usporava pad GFR i usporava gubitak
bubreZne funkcije (48,49).



Najucestalija mikrovaskularna komplikacija je DN, koja se detektuje kod viSe od
polovine pacijenata sa dijabetesom (50). Ovaj heterogeni entitet obuhvata periferno-senzornu
neuropatiju, pracenu parestezijama i neuropatskim bolom, kao i autonomnu neuropatiju koja
kompromituje funkciju kardiovaskularnog i gastrointestinalnog sistema kroz ortostatsku
hipotenziju i gastroparezu (51,52). U osnovi ove komplikacije nalaze se progresivna
degeneracija nerava, gubitak aksona i mikroangiopatija (53). U ranoj fazi se povremeno javljaju
simptomi poput osecaja blagog trnjenja, bola ili Zarenja u ekstremitetima, koji vremenom sa
razvojem oSteCenja napreduju, CeSCe se javljaju i duZe traju i prelaze u intenzivan,
onesposobljavaju¢i bol. U krajnjem stadijumu DN bol biva zamenjem potpunim gubitkom
senzibiliteta i ose¢ajem utrnulosti (50). Terapijski fokus usmeren je na postizanje optimalne
metabolicke kontrole i simptomatsku kontrolu bola, uz preporuke za skrining kod pacijenata
bez potvrdene DN jednom godiSnje (54). Kulminaciju ovog mikrovaskularnog i neuroloSkog
poremecaja predstavlja sindrom dijabetesnog stopala (DS), koji najCeS¢e nastaje udruZenim
delovanjem neuropatije i periferne arterijske bolesti. Gubitak zastitnog senzibiliteta, uz
autonomnu disfunkciju i perifernu ishemiju, stvara pogodne uslove za infekcije i nastanak
hroni¢nih ulkusa i gangrene, ¢ine¢i dijabetes vode¢im uzrokom netraumatskih amputacija
(55,56). Studije pokazuju da se DS dijagnostikuje kod viSe od 4 miliona osoba godiSnje, a da oko
25% pacijenata sa T2DM razvije najmanje jedan ulcer u poredenju sa opstom populacijom (57).
PetogodiSnja stopa preZivljavanja nakon inicijalne dijagnoze ulceracija iznosi 56%, a
najozbiljnije komplikacije obuhvataju sepsu, gangrenu, osteomijelitis i posledi¢nu amputaciju
(58). Terapija je usmerena na uklanjanje nekroticnog tkiva, antibiotsku terapiju infekcije i
povecanje perfuzije primenom hiperbari¢ne komore, koja ima za cilj da poveca snabdevanje
rane kiseonikom i istovremeno stimuliSe imunski odgovor posredovan leukocitima,
angiogenezu, zarastanje rane i smanjivanje edema (59).

1.3.2. Mehanizmi éelijskog osteéenja

Razvoj mikrovaskularnih komplikacija u T2DM na molekularnom nivou predstavlja
kompleksan proces koji proistiCe iz hronitnog narusavanja homeostaze glukoze i prateceg
sistemskog inflamatornog odgovora. Za razliku od tkiva koja poseduju insulin-zavisne
mehanizme regulacije, ¢elije retinalnog endotela, mezangijalne ¢elije bubrega i Svanove éelije
perifernih nerava preuzimaju glukozu putem transportera niskog afiniteta - GLUT1 (engl.
glucose transporter type 1) i GLUT3 (engl. glucose transporter type 3), Sto ih ¢ini direktno
izloZenim fluktuacijama glikemije u ekstracelularnom prostoru. U uslovima perzistentne
hiperglikemije ove celije su izloZene stalnom influksu glukoze, Sto dovodi do zasi¢enja
glikolitickog puta i aktivacije alternativnih, citotoksi¢nih puteva: poliolskog puta,
heksozaminskog puta, puta PKC i puta stvaranja AGE produkata (60).

1.3.2.1. Oksidativni stres: molekularni inicijator éelijskog oStecenja

Oksidativni stres se definiSe kao stanje naruSene homeostaze, koje nastaje kada
produkcija ROS i reaktivnih azotovih jedinjenja (engl. reactive nitrogen species, RNS) nadmasi
kapacitete antioksidativnih odbrambenih sistema (61). lako ROS u fizioloSkim koncentracijama
sluZze kao signalni molekuli, njihova nekontrolisana produkcija predstavlja centralni
mehanizam oStecenja koji povezuje hroni¢nu hiperglikemiju sa svim mikrovaskularnim
komplikacijama (62).



Molekularni mehanizam nastanka oksidativnog stresa u T2DM primarno je diktiran
intenzivnim metabolizmom glukoze. U fizioloSkim uslovima, piruvat nastao u procesu glikolize
metaboliSe se u acetil-koenzim A, koji se dalje oksiduje u ciklusu limunske kiseline, pri ¢emu se
u ovom procesu generiSu redukovane forme donora elektrona: nikotinamid-adenin-
dinukleotid (engl. nicotinamide adenine dinucleotide, NADH) i flavin-adenin-dinukleotid (engl.
flavoprotein adenine dinucleotide, FADHz), koji su potrebni za dalji proces oksidativne
fosforilacije u mitohondrijama (63). Tokom stvaranja adenozin trifosfata (engl. adenosine
triphosphate, ATP), respiratorni lanac generiSe manje kolicine ROS, koje uspesno neutraliSu
enzimi poput superoksid-dismutaze (engl. superoxide dismutase, SOD), katalaze i glutation-
peroksidaze (engl. glutathione peroxidase, GPx) (64,65).

U uslovima hroni¢ne hiperglikemije nekontrolisani influks glukoze u endotelne,
mezangijalne i Svanove éelije dovodi do prekomernog opterecenja mitohondrija i porasta
produkcije superoksidnog anjona. Ovaj inicijalni slobodni radikal oSte¢uje mitohondrijalnu i
jedarnu DNK, usled Cega se aktivira nuklearni reparatorni enzim PARP-1 (engl. poly(ADP-
ribose) polymerase 1), koji zatim inhibira gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu, klju¢ni enzim
glikolize (62). Usled zastoja u glikolizi akumuliraju se rani intermedijeri glikolitickog puta,
gliceraldehid-3-fosfat i fruktoza-6-fosfat, koji se preusmeravaju u Cetiri citotoksi¢na puta (Slika
3). Prvi od njih je poliolski put, u kojem se visak glukoze, katalitickim dejstvom aldoza-
reduktaze, konvertuje u sorbitol. Ova reakcija trosi velike koli¢ine redukovanog nikotinamid
adenin dinukleotid fosfata (engl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH),
kofaktora koji je neophodan za obnavljanje najvaznijeg Celijskog antioksidansa - redukovanog
glutationa (66). Time se naruSava antioksidativna odbrana ¢elije. Paralelno sa ovim procesom,
preusmeravanje fruktoza-6-fosfata u heksozaminski put vodi ka akumulaciji UDP-N-
acetilglukozamina (engl. uridine diphosphate N-acetylglucosamine), Ccije vezivanje za
transkripcione faktore pojacava ekspresiju TGF-f i inhibitora aktivatora plazminogena-1 (engl.
plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1), Sto promoviSe fibrozu i doprinosi disfunkciji endotela
(67,68). Treci Stetni mehanizam pokrece se akumulacijom gliceraldehid-3-fosfata, koji indukuje
de novo sintezu DAG. Ovaj intermedijer aktivira razliCite izoforme PKC, Sto rezultuje
prekomernom ekspresijom VEGF i endotelina-1 i naruSavanjem vaskularnog integriteta
(69,70). Konacno, preusmeravanje ovih intermedijera podstice i ubrzano formiranje AGE
produkata, koji ¢ine ¢etvrti kljucni put ¢elijskog oStecenja (71).
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Preuzeto iz Li Y, Liu Y, Liu S, et al. Diabetic vascular diseases: molecular mechanisms and
therapeutic strategies. Signal Transduct Target Ther. 2023;8:152.

1.3.2.2. Krajnji produkti uznapredovale glikacije

Kao posledica preusmeravanja glikolitickog na alternativne metabolicke puteve
akumuliraju se AGE jedinjenja, koja predstavljaju centralne medijatore vaskularnog oStecenja.
Ova izuzetno heterogena grupa molekula nastaje neenzimskom reakcijom izmedu karbonilnih
grupa redukujucih Secera (glukoze, fruktoze, galaktoze) i slobodnih amino-grupa proteina,
lipidaili nukleinskih kiselina (72). Proces, poznat kao Majarova reakcija, zapocCinje formiranjem
nestabilnih Sifovih baza, koje kroz Amadorijevo premestanje prelaze u stabilnije ketoamine, a
dalja kaskada oksidacije, dehidracije i polimerizacije vodi ka nastanku ireverzibilnih AGE
jedinjenja (72). U zavisnosti od njihovih fizicko-hemijskih karakteristika, AGE se klasifikuju na
fluorescirajuce, poput metilglioksal-lizin dimera i pentozidina i nefluorescirajuce, u koje se
ubrajaju karboksietil-lizin, karboksimetil-lizin i pirolin (72). Iako je formiranje AGE u osnovi
fizioloSki proces koji prati biolosko starenje organizma, u T2DM njihova endogena sinteza je
znatno intenzivnija (73). Pored endogenog porekla, znacajan udeo u ukupnom cirkuliSu¢em
pulu ¢ine egzogeni izvori, prvenstveno duvanski dim i unos termicki obradene hrane bogate
lipidima i proteinima (74,75). Dosadasnja istrazivanja potvrdila su da je akumulacija AGE
produkata usko povezana sa ve¢im rizikom od progresije T2DM i razvoja komplikacija (76,77).

Patoloski efekti ovih produkata ostvaruju se na dva nacina: putem direktne strukturne
modifikacije proteina i kao posledica aktivacije specificnih receptora (Slika 4). Prvi mehanizam

11



podrazumeva strukturnu modifikaciju ekstracelularnog matriksa, gde AGE formiraju ukrStene
veze izmedu kolagena i laminina, izuzetno otporne na proteoliticku digestiju (78). Ovaj proces
vremenom dovodi do zadebljanja bazalne membrane u vaskularnim endotelnim ¢elijama,
smanjujuci elasti¢nost vaskularnog zida, Sto je osnovni mehanizam vaskularne disfunkcije u
mikrovaskularnim komplikacijama (78). Pored strukturnih proteina, AGE mogu da modifikuju
i funkcionalne cirkuliSuce proteine, ¢cime se produbljuje protrombogeni status pacijenata sa
T2DM (79). Naime, glikacija fibrinogena rezultuje poja¢anom sklono$¢u ka stvaranju tromba.
Dodatni protrombogeni efekti proizilaze iz Cinjenice da glikozilovane Cestice lipoproteina niske
gustine (engl. low-density lipoprotein, LDL) drasticno smanjuju produkciju tkivnog aktivatora
plazminogena (engl. tissue plasminogen activator, tPA) u endotelu, ¢ime se inhibira fibrinoliza
(79,80). Glikacija a-kristalina u oku dovodi do progresivnog gubitka prozirnosti sociva i
povecane disperzije svetlosti, Sto predstavlja primarni mehanizam u patogenezi dijabetesne
katarakte (81). Istovremeno, modifikacija intracelularnih proteina uzrokuje njihovo nepravilno
savijanje u endoplazmatskom retikulumu, Sto moZe indukovati apoptozu vaskularnih celija i
neurona, dok vezivanje AGE za komplekse respiratornog lanca direktno redukuje sintezu ATP-
a i doprinosi disfunkciji mitohondrija (82-84). Mitohondrijalna disfunkcija pracena je
hiperprodukcijom superoksidnog anjona, Sto iscrpljuje antioksidativne enzime SOD i katalazu
i pogoduje daljem razvoju oksidativnog stresa, ali i produkciji AGE jedinjenja, ¢ine¢i ova dva
procesa usko povezanim (82,85,86).
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Slika 4. Patofizioloski mehanizmi citotoksicnog dejstva AGE na vaskularni endotel

Preuzeto iz: Snelson, M.; Lucut, E.; Coughlan, M.T. The Role of AGE-RAGE Signalling as a
Modulator of Gut Permeability in Diabetes. Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 1766.
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Drugi mehanizam kojim AGE produkti ostvaruju prokoagulantne i proinflamatorne
efekte na Celijskom nivou posredovan je vezivanjem za specificni receptor RAGE (engl.
receptors for advanced glycation end products) (73). Ovaj transmembranski receptor pripada
superfamiliji imunoglobulina i moZe da prepozna razliCite ligande; pored AGE produkata, RAGE
moZe da veZe Sirok spektar molekula povezanih sa ¢elijskim oStecenjem i inflamacijom, poput
amiloida (3, S100 proteina, kao i HMGB1 proteina Saperona (engl. high-mobility group box 1).
Interakcija izmedu AGE i RAGE na povrsini endotelnih ¢éelija i makrofaga predstavlja okidac za
aktivaciju niza inflamatornih kinaznih puteva - MAPK/ERK, AMPK (engl. adenosine
monophosphate-activated protein kinase) i JAK/STAT (engl. janus kinase/signal transducer and
activator of transcription) (87). Ipak, centralni dogadaj u ovoj signalnoj transdukciji je
oslobadanje i translokacija nuklearnog faktora kappa B (engl. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells, NF-kB) u jedro, gde stimuliSe ekspresiju gena koji kodiraju sintezu
proinflamatornih citokina (IL-6, TNF-a, TGF-8) i adhezionih molekula poput VCAM-1 (engl.
vascular cell adhesion molecule-1), koji ¢ine okosnicu vaskularnog inflamatornog procesa. Ovaj
proces funkcioniSe po principu pozitivne povratne sprege. S obzirom na to da se u okviru
promotorskog regiona gena za RAGE nalazi vezujuce mesto za NF-xB, inicijalni inflamatorni
odgovor direktno stimuliSe de novo sintezu i ugradivanje novih RAGE receptora u celijsku
membranu, ¢ime akutni metabolicki stres prelazi u hroni¢nu inflamaciju (88). Pored toga, RAGE
signalizacija potencira aktivnost NADPH-oksidaze, dodatno produbljujuci stanje oksidativnog
stresa (89).

Osim membranski vezanog oblika, RAGE receptor postoji i u solubilnim izoformama u
cirkulaciji. Ovaj cirkuliSu¢i pul obuhvata endogeno sekretovani RAGE, nastao alternativnim
splajsovanjem informacione ribonukleinske Kiseline (iRNK), kao i proteoliticki otcepljen,
solubilni RAGE, koji nastaje dejstvom specificnih metaloproteinaza na membranski receptor
(90). Solubilne izoforme RAGE receptora imaju svojstvo ,receptora mamaca“ (engl. decoy
receptors), koji deluju kao kompetitivni inhibitori AGE, tj. vezuju cirkuliSu¢e AGE produkte i na
taj naCin sprecavaju njihovu interakciju sa receptorima na povrsini ¢elije (91). Upravo zbog ove
protektivne uloge, savremena istraZzivanja ukazuju da se sniZeni nivoi solubilnih formi RAGE,
kao i naruSen odnos koncentracija ukupnih AGE i solubilnih RAGE u plazmi, mogu smatrati
osetljivim markerom i nezavisnim faktorom rizika za razvoj vaskularnog oStecenja (92,93).

Svi ovi procesi ostavljaju ,metaboli¢ki potpis“ na nivou epigenoma, koji moZe da
perzistira i nakon normalizacije glikemije, Sto predstavlja osnovu fenomena metabolicke
memorije, po kome prolazne epizode hiperglikemije mogu imati Stetne posledice i godinama
nakon normalizacije koncentracije glukoze u krvi (94). Da bi se ovi patoloski procesi
detektovali u subklinickoj fazi, od velikog znacaja moZe biti odredivanje biomarkera u krvi koji
reflektuju efekte na nivou tkiva. U tom smislu, odredivanje AGE produkata i parametara redoks
statusa moze omoguciti ranu identifikaciju i sprovodenje preventivnih mera u cilju sprec¢avanja
daljeg oSteCenja i progresije T2DM.

1.3.2.3. Hronic¢na inflamacija niskog stepena

Kod gojaznih osoba, posebno sa visceralnim tipom gojaznosti, insulinskom
rezistencijom i T2DM, disfunkcija adipoznog tkiva je u osnovi hroni¢ne inflamacije niskog
stepena. Hipertrofija adipocita indukuje lokalnu hipoksiju, Sto dovodi do infiltracije makrofaga,
B i T limfocita i posledi¢ne aktivacije inflamatornih signalnih puteva (95). Ovim procesom se
narusava ravnoteza izmedu sekrecije proinflamatornih i antiinflamatornih adipokina, u korist
leptina i citokina poput TNF-a, IL-1 (engl. interleukin-1p), IL-6, dok se sekrecija protektivnog
adiponektina i antiinflamatornog IL-10 (engl. interleukin-10) znacajno smanjuje (96,97).
Nastalo mikrookruzenje uzrokuje polarizaciju makrofaga iz antiinflamatornog M2 u
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proinflamatorni M1 fenotip. Ove makrofage postaju predominantni izvor proinflamatornih
citokina i hemokina i regrutuju nove monocite iz cirkulacije, ¢cime se odrzava inflamatorno
stanje. Sekretovani citokini remete insulinsku signalizaciju i promoviSu apoptozu kroz
aktivaciju klju¢nih inflamatornih puteva. Naime, TNF-a aktivira JNK, koja vrsi aberantnu
fosforilaciju IRS-11IRS-2, ¢cime se blokira normalna transmisija signala sa insulinskog receptora
(37). Istovremeno, aktivacija IKKf (engl. inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit
B)/NF-xB signalnog puta dovodi do degradacije IkB inhibitora (engl. inhibitor of nuclear factor
kappa-B) i translokacije NF-kB u jedro, gde se indukuje dalja ekspresija gena za TNF-a, IL-1f i
IL-18 (engl. interleukin-18), ¢ime se formira pozitivna povratna sprega (98). Osim toga, NF-kB
indukuje i ekspresiju gena za inducibilnu azot-monoksid sintazu i sledstvenu produkciju azot-
monoksida. Azot-monoksid u reakciji sa superoksidnim anjonom formira izrazito reaktivni
peroksinitritni radikal, koji nitracijom tirozinskih ostataka vrsi posttranslacionu inhibiciju IRS-
1 i dodatno pogorsava insulinsku rezistenciju (99).

Kriticni mehanizam koji povezuje inflamaciju sa oStecenjem [(-Celija pankreasa je
aktivacija NLRP3 inflamazoma (engl. NOD-like receptor family, pyrin domain-containing 3). Ovaj
multiproteinski kompleks, sastavljen od NLRP3 senzora, ASC (engl. apoptosis-associated speck-
like protein containing a CARD) adaptera i prokaspaze 1, aktivira se pod uticajem razli¢itih
faktora kao Sto su efluks jona kalijuma, lipopolisaharidi (LPS) preko TLR-4 (engl. toll-like
receptor 4) receptora, kao i ROS posredstvom TXNIP (engl. thioredoxin-interacting protein)
(100). U uslovima hiperglikemije i oksidativnog stresa ROS uzrokuju oslobadanje TXNIP
proteina iz kompleksa sa redoks proteinom tioredoksinom. Slobodan TXNIP moze direktno da
se veze za NLRP3 senzor i inicira formiranje i aktivaciju inflamazoma (101). Pored uloge u
aktivaciji inflamazoma, novije studije su pokazale da je hipometilacija TXNIP gena povezana sa
T2DM nezavisno od koncentracije proinflamatornih citokina i udruZena sa vecim
koncentracijama glukoze naste i udelom HbA1c (102,103).

Aktivacija NLRP3 kompleksa rezultuje proteolitickim sazrevanjem prekursora IL-1f i
IL-18. Aktivna forma IL-18 promoviSe apoptozu, Sto vodi ka ireverzibilnom gubitku
funkcionalne mase (3-Celija (104). Inflamatorni odgovor se amplifikuje i aktivacijom JAK/STAT
signalnog puta, nakon vezivanja citokina za odgovarajuce receptore (87). Svi ovi putevi igraju
sustinsku ulogu u razvoju mikrovaskularnih komplikacija. Aktivacija NF-kB signalnog puta i
NLRP3 inflamazoma podstice akumulaciju fibronektina i kolagena u glomerulima, $to dovodi
do zadebljanja bazalne membrane i razvoja glomeruloskleroze (95). Aktivnost kaspaze-3 u
kozi, posredovana aktivacijom NF-kB puta, odgovorna je za oteZano zarastanje ulceracija kod
DS (105), dok u retini ovaj put zajedno sa hiperprodukcijom ROS odrzava proapoptotsku
signalizaciju u pericitima ve¢ u ranim fazama retinopatije (106).

Novije studije naglasavaju da izmenjen sastav mikrobioma kod gojaznih osoba indukuje
stanje metabolicke endotoksemije (107). Povecana intestinalna permeabilnost izazvana
ishranom bogatom mastima omogucava prodor LPS-a u cirkulaciju, gde se on vezuje za TLR4 i
CD14 (engl. cluster of differentiation 14) receptore, iznova aktivirajuci inflamatorne kaskade
koje doprinose odrZavanju hroni¢ne inflamacije (108).

S obzirom na to da cirkuliSuéi citokini imaju primenu kao biomarkeri hronicne
inflamacije, a da njihovi poviSeni nivoi uz sniZen adiponektin koreliraju sa izrazito visokim
rizikom za razvoj bolesti, dijagnosticka evaluacija biomarkera inflamatornog miljea je od
izuzetnog znacaja (109,110). U fokusu ovog istraZivanja su C-reaktivni protein visoke
osetljivosti (engl. high-sensitivity C-reactive protein, hsCRP) i kompozitni inflamatorni indeksi.
Budu¢i da njihova primena i prognosticki kapacitet jo§ uvek nisu dovoljno istrazeni u
specificnom kontekstu mikrovaskularnih komplikacija T2DM, to pruZa c¢vrsto naucno
opravdanje za njihovu detaljnu evaluaciju u okviru ove disertacije.
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1.4. Makrovaskularne komplikacije tipa 2 dijabetes melitusa

1.4.1. Klinicki profil makrovaskularnih komplikacija

Dok mikrovaskularna oSte¢enja uticu na funkciju specificnih organa, makrovaskularne
komplikacije dijabetesa zahvataju velike krvne sudove i manifestuju se primarno kao
koronarna bolest srca, cerebrovaskularne bolesti i periferna arterijska bolest (51). U osnovi
ovih komplikacija je ubrzan proces ateroskleroze koji dovodi do suZavanja i okluzije krvnih
sudova (51). U poredenju sa opstom populacijom, pacijenti sa T2DM izloZeni su 2 do 4 puta
vecem riziku od KVB, pri ¢emu je taj rizik posebno naglasen kod Zena (111,112). Upravo KVB
predstavljaju vode¢i uzrok morbiditeta i mortaliteta u populaciji pacijenata sa T2DM,
obuhvataju¢i preko 70% smrtnih ishoda koji su direktna posledica koronarnih ili
cerebrovaskularnih dogadaja (54,113). Savremena nauc¢na saznanja ukazuju da, pored
tradicionalnih faktora rizika, specificne genetske varijante i epigenetske modifikacije znacajno
doprinose ukupnom kardiovaskularnom riziku (114).

TeZina kardiovaskularnog rizika u T2DM jasno se ogleda u aktuelnim klinickim
smernicama koje T2DM Kklasifikuju kao ekvivalent koronarne bolesti srca, imajuci u vidu da
pacijenti sa dijabetesom, ¢ak i bez prethodno dokumentovane istorije koronarne ishemije,
imaju identican rizik od infarkta miokarda i sr¢anog zastoja kao i pacijenti bez dijabetesa, a koji
su doziveli infarkt miokarda (115). Primena kompjuterizovane tomografije pokazala je da
subklinicka koronarna bolest postoji kod 77% asimptomatskih pacijenata sa T2DM, Sto
naglasava potrebu za ranim skriningom (116). Sa druge strane, cerebrovaskularne bolesti u
ishemijskoj i hemoragijskoj formi, uzrokuju mozdani udar i fatalne ishode kod preko sedam
miliona ljudi godiSnje na globalnom nivou (117). Dijabetes trostruko uvecava rizik od
moZdanog udara, uz ponovo izraZeniju osetljivost Zenske populacije (114). lako dugorocne
epidemioloske studije beleZe porast apsolutnog broja cerebrovaskularnih smrtnih ishoda,
primetan je pad starosno standardizovane stope mortaliteta, zahvaljujuci zna¢ajnom napretku
u prevenciji i terapijskim protokolima (118). Genetska osnova ovog rizika rasvetljena je u
GWAS studijama, koje su identifikovale 32 genska lokusa povezana sa moZdanim udarom, pri
¢emu stopa heritabilnosti varira u zavisnosti od tipa mozdanog udara (119). U tom kontekstu,
posebno se izdvajaju geni povezani sa atrijalnom fibrilacijom, poput PITXZ (engl. paired-like
homeodomain 2) i ZFHX3 (engl. zinc finger homeobox 3), koji su identifikovani kao nezavisni
faktori rizika za ishemijski mozdani udar kod belaca (120,121).

Tre¢a manifestacija makrovaskularnih komplikacija - periferna arterijska bolest
prisutna je kod pribliZzno 30% pacijenata sa T2DM starijih od 65 godina, a najcesce se javlja kod
starijih od 50 godina (122). Pravovremena dijagnoza Cesto je oteZana prisustvom pridruzene
neuropatije i gubitka senzibiliteta u donjim ekstremitetima, naj¢eS¢e prstima stopala, Sto
maskira tipicne simptome poput intermitentnih klaudikacija (123). Neotkrivena periferna
arterijska bolest nosi izuzetno visok rizik od nastanka ishemijskih ulceracija i posledi¢nih
netraumatskih amputacija donjih ekstremiteta. Zbog toga se preporucuje obavezan skrining
merenjem pedobrahijalnog indeksa (engl. ankle-brachial index, ABI) kod svih pacijenata starijih
od 50 godina, uz reevaluaciju na svakih 5 godina ukoliko su inicijalni nalazi u fizioloskim
granicama (124).

Prevencija i terapija makrovaskularnih oStecenja podrazumeva striktnu glikemijsku
kontrolu, tretman aterogene dislipidemije, terapiju arterijske hipertenzije i modifikaciju
zivotnog stila (115). Ciljne vrednosti krvnog pritiska su precizno definisane: < 140/90 mmHg
za umeren, odnosno < 130/80 mmHg za visoki kardiovaskularni rizik, uz preferencijalnu
upotrebu ACEI ili ARB kod pacijenata sa proteinurijom (115). U cilju stabilizacije
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aterosklerotskog plaka i redukcije rizika od kardiovaskularnih dogadaja, preporucena je rana
primena statina kod pacijenata starijih od 40 godina (54).

1.4.2. Dislipidemija u tipu 2 dijabetes melitusa

Dijabetesna dislipidemija je najznacajniji faktor rizika za razvoj KVB kod pacijenata sa
T2DM (125). Razlog leZi u proaterogenoj trijadi, koju obrazuju specificne kvantitativne i
kvalitativne promene u lipoproteinskom profilu: hipertrigliceridemija, snizena koncentracija
HDL-holesterola (engl. high-density lipoprotein-cholesterol, HDL-h) i prisustvo malih, gustih
LDL cestica (engl. small dense low-density lipoprotein, sdLDL) (126). Patogeneza ovog
poremecaja zapocinje u adipoznom tkivu, gde usled insulinske rezistencije izostaje inhibicija
hormon-senzitivne lipaze, zbog Cega se intenzivira lipoliza i dolazi do nekontrolisanog
oslobadanja SMK u cirkulaciju (127). Ovaj patoloski priliv SMK u jetru stimuliSe prekomernu
sintezu VLDL Cestica (engl. very low-density lipoproteins, VLDL), prvenstveno VLDL1 subfrakcija
bogatih trigliceridima (127). Produkcija VLDL Ccestica je amplifikovana sinergistickim
delovanjem hiperinsulinemije, koja preko SREBP1c (engl. sterol regulatory element-binding
protein 1c) transkripcionog faktora stimuliSe lipogenezu i hiperglikemiju, koja putem ChREBP
(engl. carbohydrate response element-binding protein) faktora dodatno podsti¢e biosintezu
triglicerida u jetri (36). Istovremeno, defektna insulinska signalizacija onemogucava supresiju
sekrecije VLDL cestica, dok kompromitovana aktivnost insulin-zavisne lipoproteinske lipaze
drasti¢no usporava njihov klirens iz cirkulacije, Sto se manifestuje kao hipertrigliceridemija
(128,129). Prekomeran broj VLDL cestica u cirkulaciji pokrec¢e kaskadu proaterogenih
promena, primarno kroz indukciju aktivnosti holesterol-estar transfernog proteina (engl.
cholesteryl ester transfer protein, CETP). Ovaj enzim redistribuira lipide, prebacujudi trigliceride
iz VLDL u HDL i LDL cCestice, dok istovremeno iz njih preuzima holesterol-estre, pri cemu se
stvaraju visoko aterogeni VLDL remnanti bogati holesterolom (130). Iako koncentracija LDL-
holesterola (engl. LDL-cholesterol, LDL-h) kod pacijenata sa T2DM moZe ostati u granicama
preporucenih vrednosti, kvalitativni sastav ovih Cestica je izrazito proaterogen (131). Pod
kombinovanim delovanjem CETP-a i hepati¢ne lipaze nastaju male, guste LDL Ccestice
osiromasene holesterolom, koje su prepoznate kao Kkljuc¢ni prediktor koronarne bolesti srca
(132). Zbog smanjenog afiniteta za LDL receptore, sdLDL se produZeno zadrzavaju u plazmi i
lako penetriraju u subendotelni prostor, gde podleZu oksidativnoj modifikaciji pod dejstvom
ROS. Makrofage zatim nekontrolisano fagocituju oksidativno modifikovane LDL Cestice (engl.
oxidized low-density lipoprotein, oxLDL) putem receptora hvataca (engl. scavenger receptors)
(133). Neregulisana akumulacija holesterola transformiSe makrofage u penaste celije, Sto
predstavlja inicijalnu fazu u formiranju aterosklerotskog plaka. Pored toga, oxLDL ispoljavaju
proinflamatorne, imunogene i citotoksi¢ne efekte, stimuliSu¢i dalju infiltraciju monocita u
subendotelni prostor i inhibiraju¢i njihovu pokretljivost, ¢ime se ubrzava progresija vaskularne
lezije (134).

Tre¢a komponenta dijabetesne dislipidemije je pad koncentracije HDL-h i gubitak
ateroprotektivnih svojstava HDL Ccestica, pri ¢emu nastaje tzv. disfunkcionalni HDL.
Koncentracija HDL-h obrnuto je srazmerna riziku za razvoj T2DM, s obzirom na to da ove
Cestice fizioloSki pospeSuju sekreciju insulina i preuzimanje glukoze u skeletne miSice
(135,136). Ipak, glavni kardioprotektivni mehanizam HDL Ccestica je reverzni transport
holesterola, u kojem nascentne HDL cestice putem interakcije apolipoproteina A-I (apoA-I) sa
ABCA1 transporterom (engl. ATP-binding cassette subfamily A member 1), preuzimaju
holesterol iz perifernih ¢elija. Mutacije u genu za ABCA1 naruSavaju ovaj proces i znacajno
povecavaju rizik od T2DM (137). Preuzeti holesterol se zatim esterifikuje posredstvom lecitin-
holesterol aciltransferaze (engl. lecithin-cholesterol acyltransferase, LCAT), Sto omogucava
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remodelovanje i sazrevanje HDL Cestica, iz manjih HDL3 u ve¢e HDL2 subfrakcije. Zrele HDL
Cestice direktnim ili indirektnim putem transportuju holesterol u jetru radi bilijarne ekskrecije
(138). Pored toga, HDL ima vaZna antioksidativna, antiinflamatorna i antitrombotska svojstva,
koja su posredovana apoA-I i protektivnim enzimima poput paraoksonaze-1 (engl.
paraoxonase-1, PON1), GPx i acetilhidrolaze faktora aktivacije trombocita (engl. platelet-
activating factor acetylhydrolase, PAF-AH), koji efikasno uklanjaju oksidovane fosfolipide iz LDL
Cestica i Stite endotelnu funkciju (139,140). Medutim, pod sinergistickim efektima
hiperglikemije, hroni¢ne inflamacije i oksidativnog stresa u uslovima T2DM, fizioloski pul HDL
subfrakcija (HDL2b, HDL2a, HDL3a, HDL3bi HDL3c) podleze znacajnim strukturnim
promenama, Sto se posledi¢no odraZava i na njihovu smanjenu funkcionalnost (141). Kao Sto je
prethodno objasnjeno, povecana aktivnost CETP-a obogacuje HDL Cestice trigliceridima, uz
istovremeno smanjenje sadrzaja holesterol-estara, ¢ineci ih idealnim supstratom za hepati¢nu
lipazu, Cija je aktivnost dodatno indukovana insulinskom rezistencijom. Pojacana hidroliza
triglicerida ubrzava katabolizam HDL-a i disocijaciju apoA-I, Sto destabilizuje Cesticu i ubrzava
njeno uklanjanje iz cirkulacije (142-144). Kompleksan patoloski lipoproteinski profil dodatno
pogorsava smanjena funkcija lipoproteinske lipaze, Sto ogranicava de novo sintezu nascentnih
HDL Cestica i dodatno kompromituje reverzni transport holesterola (145).

Poseban znacaj u patoloskoj transformaciji HDL-a ima proces neenzimske glikacije.
Formiranje AGE produkata glikacijom apoA-I remeti efluks holesterola iz perifernih tkiva i
reverzni transport holesterola (146,147). Pored toga, glikacijom apoA-I blokira se njegovo
vezivanje za LCAT, ¢ime se onemogucava normalno sazrevanje HDL cCestice (148,149).

lako je regulacija koncentracije glukoze osnova terapije T2DM, kod znacajnog broja
pacijenata vaskularna oStecenja nastavljaju da progrediraju uprkos postizanju dobre
metabolicke kontrole. Ovaj fenomen, u literaturi poznat kao metabolicka memorija, ukazuje na
to da rane epizode hiperglikemije ostavljaju trajne Stetne posledice u ¢elijama (150). Danas je
poznato da molekularnu osnovu ove dugoro¢ne memorije Cine epigenetske modifikacije, koje
menjaju obrazac ekspresije gena. Zbog toga je proucavanje epigenetskih mehanizama postalo
nezaobilazan korak u potpunom razumevanju patofiziologije T2DM i pronalaZenju novih
terapijskih resenja.
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1.5. Metilacija DNK

1.5.1. Epigenetske modifikacije u tipu 2 dijabetes melitusa

Genom eukariotskih ¢elija organizovan je u kompleksnu makromolekulsku strukturu -
hromatin, ¢iji je primarni nivo organizacije nukleozom. On se sastoji od segmenta DNK duzine
pribliZzno 146 baznih parova (engl. base pair, bp), namotanog oko proteinskog oktamera,
sastavljenog od po dva molekula histona H2A, H2B, H3 i H4. Stabilnost ove strukture dodatno
osigurava histon H1, koji fiksira ulazne i izlazne niti DNK, omoguc¢avajudi formiranje viSeg nivoa
hromatinske organizacije, ¢ime se postiZe kondenzacija genetskog materijala u nuklearni
prostor. Ovakva organizacija istovremeno ima i regulatornu funkciju ograni¢avanjem pristupa

transkripcionim faktorima i RNK polimerazi Il (151).

Epigenetske modifikacije predstavljaju mitoti¢ki i/ili mejoti¢ki nasledne promene u
ekspresiji gena koje nisu uzrokovane izmenama u primarnoj sekvenci nukleotida (152). Ovi
procesi su dinamicni i reverzibilni, a predstavljaju mehanizam adaptacije genoma na razlicite
stimuluse iz okoline, uklju¢ujuci metaboli¢ke faktore, nutritivne i inflamatorne signale (153).
Upravo epigenetske modifikacije, koje obuhvataju modifikacije histona, nekodiraju¢e RNK i
metilaciju DNK, koordini$u diferencijalnu ekspresiju gena, ¢ime se definise specifi¢an fenotip
Celije unutar istog organizma (154). Kovalentne modifikacije koje se odvijaju na N-terminalnim
krajevima histona, poput acetilacije, fosforilacije, krotonilacije, metilacije i ubikvitinacije
direktno menjaju fizicko-hemijska svojstva hromatina (155). Na primer, acetilacija lizinskih
ostataka, katalizovana histon-acetiltransferazama, neutraliSe pozitivno naelektrisanje histona,
smanjujuc¢i afinitet prema negativno naelektrisanom molekulu DNK. Ovaj proces uzrokuje
tranziciju iz transkripciono neaktivnog heterohromatina u aktivhu euhromatinsku formu
(156).

Sa druge strane, nekodiraju¢e RNK (engl. non-coding RNAs, ncRNAs) obuhvataju
heterogenu grupu funkcionalnih molekula koji se ne translatuju u proteine, ve¢ imaju uglavnom
regulatornu ulogu (157). Kratki, nekodiraju¢i RNK molekuli - mikroRNK (miRNK, engl. miRNA),
duZine 21-23 nukleotida, primarno ostvaruju posttranskripcionu represiju vezivanjem za 3'
netranslatovane regione ciljnih iRNK, $to rezultuje njihovom degradacijom ili prekidom
translacije. Pored njih, u kompleksnim procesima regulacije genske ekspresije vaznu ulogu
imaju i duge nekodiraju¢e RNK (engl. long non-coding RNA, IncRNK) koje se vezuju za hromatin
i regrutuju razli¢ite regulatorne proteine, kao i cirkularne RNK (engl. circular RNA, circRNK),
koje svoje dejstvo ostvaruju uglavnom vezivanjem miRNK, ¢ime sprecavaju njihovu interakciju
sa ciljnim iRNK molekulima (157).
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1.5.2. Mehanizam metilacije DNK

Metilacija DNK je izuzetno stabilna epigenetska modifikacija, klju¢na za odrzavanje
stabilnosti genoma, inaktivaciju X-hromozoma i genomski imprinting (158). Biohemijski,
metilacija DNK predstavlja reakciju kovalentne adicije metil-grupe na peti C-atom citozinskog
prstena, ¢ime se formira 5-metilcitozin (5mC) (158). Donor metil-grupe u ovoj reakciji je S-
adenozil-L-metionin (SAM), kljucni intermedijer u ciklusu metionina. Ova reakcija se kod sisara
odigrava primarno u okviru citozin-fosfat-guanin dinukleotida (engl. cytosine-phosphate-
guanine, CpG) u lancu DNK (159). Iako je 60-80% CpG dinukleotida u genomu metilovano,
specifi¢ni regioni poznati kao CpG ostrvca, dominantno zastupljeni u promotorskim regionima
gena, obitno ostaju nemetilovani (160). Hipermetilacija ovih ostrvaca u promotorima gena
dovodi do supresije transkripcije na dva nacina: metil-grupe sterno ometaju vezivanje
transkripcionih faktora za DNK, dok istovremeno privlace proteinske komplekse koji indukuju
kondenzaciju hromatina u transkripciono neaktivni heterohromatin (161). Sa druge strane,
metilacija CpG u telu gena moZe imati suprotan efekat, odnosno stimulisati transkripcionu
elongaciju i uticati na proces spajanja egzona RNK u primarnom transkriptu, poznat kao
splajsovanje gena (159,161). Pretpostavlja se da odsustvo metilacije u regionima CpG ostrvaca
moZe predstavljati mehanizam zastite od mutacija, kao $to je deaminacija 5mC u timin (162).

Metilacija DNK inhibira proces transkripcije gena na dva nacina: direktno - inhibicijom
vezivanja transkripcionih faktora i indirektno - regrutacijom proteina koji se vezuju za
metilovane CpG (engl. methyl-CpG-binding domain proteins, MBD), kao Sto su MeCP2 (engl.
methyl-CpG binding protein 2), MBD1 (engl. methyl-CpG-binding domain protein 1) i MBD2 (engl.
methyl-CpG-binding domain protein 2) (163). Ovi proteini se specificno vezuju za 5mC i
regrutuju histon-deacetilaze i druge proteine sa kojima formiraju transkripciono neaktivan
kompleks (164,165). Pored MBD familije proteina, u represiji transkripcije ucestvuju i
transkripcioni faktori sa strukturom cinkovih prstiju - ZBTB4 (engl. zinc finger and BTB
domain-containing 4) i ZBTB33 (engl. zinc finger and BTB domain-containing 33), koji za razliku
od MBD proteina mogu prepoznati i odredene nemetilovane sekvence DNK (166). Promene u
ekspresiji ovih proteina povezane su sa razli¢itim tipovima kancera, Sto naglasava njihov znacaj
u regulaciji ekspresije gena (167).

Proces metilacije DNK koordiniSu enzimi DNK metiltransferaze (engl. DNA
methyltransferases, DNMT), koji obuhvataju nekoliko izoformi: DNMT1, DNMT2, DNMT3A,
DNMT3B i DNMTS3L (Slika 5). Ovi enzimi imaju zajednicki C-terminalni kataliticki domen, sa
izuzetkom DNMT3L proteina, koji za razliku od ostalih enzima ne poseduje PWWP (engl.
Proline-Tryptophan-Tryptophan-Prolin) segment i kataliticku aktivnost, ve¢ primarnu funkciju
ostvaruje kao kofaktor DNMT3A i DNMT3B enzima (168).

Unutar ove familije, DNMT1 ima klju¢nu ulogu u odrZavanju ve¢ formiranih metilacionih
obrazaca tokom replikacije DNK, ¢ime se osigurava prenosSenje epigenetskog potpisa tokom
mitoticke deobe (169,170). Ovaj enzim ispoljava visok afinitet prema hemimetilovanoj DNK, a
regulaciju njegove aktivnosti omogucava interakcija sa E3 ubikvitin ligazom (engl. ubiquitin-
protein ligase) UHRF1 (engl. ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1), koja prepoznaje
novosintetisani lanac i regrutuje DNMT1 radi simetricnog uspostavljanja 5mC (171,172).
DNMT1 sadrZi nekoliko klju¢nih regulatornih domena (Slika 5): DMAP1-vezuju¢i domen (engl.
DNA methyltransferase-associated protein 1), PCNA-vezuju¢i domen (engl. proliferating cell
nuclear antigen) i domen za ciljanje replikacionih ZariSta (engl. replication foci-targeting
sequence, RFTS), koji usmeravaju enzim ka replikacionom ZariStu i olakSavaju njegovo
vezivanje; CXXC domen (engl. zinc finger CXXC domain) omogucava prepoznavanje ciljnih
nemetilovanih CpG mesta, dok BAH domeni (engl. bromo-adjacent homology domain, BAH)
doprinose strukturnoj stabilnosti i protein-protein interakcijama unutar hromatina (173).
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Za razliku od ostalih enzima, DNMT2 nema regulatorni domen, zbog cega iako
strukturno pripada DNMT familiji enzima ovaj enzim funkcionalno predstavlja RNK
metiltranferazu, koja katalizuje metilaciju transportnih RNK, ¢ime doprinosi stabilnosti i zastiti
od degradacije ovih molekula (174).

Regulatory domain Catalytic domain
' NLS o Methyltransferase I
DNMT1 VL EEHEES win B I B I e
PCNA Lysine/Glycine
binding domain repeat
DNMT2 NI TN NN
N‘LS
DNMT3A N - pwwp H ADD HEHN NN F ¢
Cys rich
NLS
DNMT3A2 n—PwweH AoD HEN N NENF ¢
NLS Cys rich
DNMT3B n—pwwrpH a0 HEN N NENF ¢
Cys rich

DNMT3L v—ADD T HNNNREF ¢

Cysrich  Inactive

Slika 5. Dominantni strukturni domeni i funkcionalna organizacija DNMT enzima

Preuzeto iz: Kim, D.J. The Role of the DNA Methyltransferase Family and the Therapeutic
Potential of DNMT Inhibitors in Tumor Treatment. Curr. Oncol. 2025, 32, 88.

Nasuprot funkciji odrzavanja metilacije, DNMT3A i DNMT3B enzimi su odgovorni za de
novo metilaciju, kojom se uspostavljaju novi epigenetski obrasci tokom ranog embrionalnog
razvoja i Celijske diferencijacije (175). Ovi enzimi, zahvaljuju¢i PWWP domenu, prepoznaju
specificna mesta na histonu, poput H3K36me3 (engl. histone H3 lysine 36 trimethylation), ¢cime
se njihova aktivnost usmerava ka tatno odredenim regionima hromatina (176). Deficijencija
ovih enzima dovodi do teSkih razvojnih defekata i embrionalne smrti, dok se specifi¢ne
mutacije povezuju sa sindromima imunodeficijencije i malignim oboljenjima (177).

Kod pacijenata sa T2DM promene u ekspresiji ili aktivnosti DNMT enzima predstavljaju
vazan epigenetski Cinilac koji doprinosi razvoju hroni¢ne inflamacije. Naime, patoloSka
aktivnost ovih enzima dovodi do hipermetilacije i posledi¢nog utiSavanja gena klju¢nih za
odrzavanje mitohondrijalne funkcije (178). Gubitak ovih protektivnih mehanizama rezultuje
teSkom mitohondrijalnom disfunkcijom i oslobadanjem mitohondrijalne DNK (engl.
mitochondrial DNA, mtDNK) u citoplazmu, gde ona biva prepoznata kao signal opasnosti koji
aktivira cGAS/STING (engl. cyclic GMP-AMP synthase/stimulator of interferon genes) signalni
put. Vezivanje citosolne mtDNK za cGAS enzim katalizuje konverziju ATP-ai guanozin trifosfata
(engl. guanosine triphosphate, GTP) u cikli¢ni guanozin monofosfat-adenozin monofosfat (engl.
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cyclic guanosine monophosphate-adenosine monophosphate, cGAMP) molekul, koji ima funkciju
sekundarnog glasnika i vezuje se za transmembranski STING protein, smeSten na
endoplazmatskom retikulumu. Aktivacija STING receptora uzrokuje njegove konformacione
promene i posreduje u regrutovanju i aktivaciji kinaze TBK1 (engl. TANK-binding kinase 1).
Aktivirana TBK1 zatim fosforiliSe transkripcioni faktor IRF3 (engl. interferon regulatory factor
3), koji nakon fosforilacije formira dimere i translocira se u jedro, gde se vezuje za promotorske
regione gena i pokrece transkripciju interferona tipa I. Paralelno sa ovim procesom, STING
aktivira i NF-kB signalnu kaskadu, S$to za posledicu ima masivnu produkciju klju¢nih
proinflamatornih citokina TNF-a, IL-6 1 IL-1f3 (179).

Inhibitori DNMT enzima, poput 5-azacitidina i decitabina su citozinski analozi koji se
inkorporiraju u DNK i ireverzibilno inhibiraju DNMT, dovodeci do pasivne demetilacije tokom
replikacije. Ovi lekovi su trenutno odobreni za primenu u terapiji mijelodisplasti¢nog sindroma
i akutne mijeloidne leukemije, gde reaktivacijom tumor supresorskih gena suprimiraju malignu
proliferaciju (180). U novije vreme, intenzivno se istraZzuju potencijalni benefiti terapijske
primene ovih inhibitora u kontekstu T2DM. Istrazivanja su usmerena na ispitivanje moguénosti
reverzije patoloSke hipermetilacije promotora klju¢nih gena u insulinskoj signalizaciji, Sto bi
potencijalno poboljSalo funkciju B-Celija pankreasa i osetljivost na insulin. Pretklinicka
istrazivanja su pokazala da DNMT inhibitori demetilacijom promotorskih regiona omogucavaju
ponovnu aktivaciju transkripcionih faktora neophodnih za sekreciju insulina, poput PDX1
(engl. pancreatic and duodenal homeobox 1) i MAFA (engl. MAF BZIP transcription factor A), ¢ija
je ekspresija Cesto suprimirana usled hroni¢ne glukotoksi¢nosti (181). Pored regenerativnog
efekta na pankreas, eksperimentalni podaci ukazuju na potencijal DNMT inhibitora u
ublaZavanju metabolickog pamc¢enja, mehanizmom uklanjanja stabilnih epigenetskih markera
u vaskularnim i perifernim tkivima, ¢ime bi se smanjila sistemska inflamacija i rizik od
hroni¢nih komplikacija dijabetesa, medutim, ovi efekti se i dalje intenzivno istrazuju (182).

1.5.3 Mehanizam demetilacije DNK

Demetilacija DNK je proces suprotan metilaciji i odvija se pasivnim i aktivnim putem.
Pasivna demetilacija nastaje kao posledica smanjene aktivnosti DNMT1/UHRF1 kompleksa
tokom replikacije, usled smanjene koncentracije ili aktivnosti DNMT1 (183,184). Ovaj vid
gubitka metilacije dovodi se u vezu sa globalnom hipometilacijom genoma tokom starenja, a
usko je povezan i sa kancerogenezom (185,186). Nasuprot tome, aktivna demetilacija je
enzimski proces katalizovan TET dioksigenazama (engl. ten-eleven translocation methylcytosine
dioxygenases, TET), koje kod sisara postoje u tri izoforme: TET1, TET2 i TET3. Ovi enzimi
sukcesivno oksiduju 5mC u 5-hidroksimetilcitozin (5hmC), 5-formilcitozin (5fC) i 5-
karboksicitozin (5caC) (Slika 6). Zavrsni korak u ovom procesu je popravka isecanjem baza
(engl. base excision repair, BER), pri cemu timin DNK glikozilaza (engl. thymine DNA glycosylase,
TDG) prepoznaje i uklanja modifikovanu bazu i zamenjuje je nemodifikovanim citozinom (187).
Aktivna demetilacija se u manjoj meri odvija i kao posledica deaminacije 5mC u timin ili 5hmC
u 5-hidroksimetiluracil, Sto takode aktivira BER sistem (188,189). lako se prvobitno smatralo
da je 5hmC samo prelazna baza u procesu demetilacije, novije studije su potvrdile njeno
postojanje kao stabilne epigenetske modifikacije u genomu (190).

Za kataliticku aktivnost TET enzima neophodno je prisustvo dvovalentnog gvozda i
molekularnog kiseonika kao kofaktora, dok je a-ketoglutarat kosupstrat u reakciji. Kataliticki
domen ovih enzima smesSten je na C-terminalnom kraju i sastoji se od dvostrukog [-heliksa
(engl. double-stranded [3-helix, DSBH), domena bogatog cisteinom (engl. cysteine rich domain,
CRD) i mesta za vezivanje kofaktora (191). Enzimi TET1 i TET3 imaju N-terminalni CXXC
domen sa strukturom cinkovih prstiju koji direktno vezuje CpG mesta, dok TET2 enzim ne
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poseduje ovaj domen. Smatra se da je to posledica evolutivne hromozomske inverzije, kojom je
CXXC region izdvojen u poseban gen poznat kao IDAX (engl. inhibition of the Dvl and Axin
complex). Shodno tome, modifikacije posredovane TET2 enzimom preteZno su lokalizovane u
telima gena i egzonima, a ne u promotorskim regionima (192). Ekspresija i bioloSka funkcija
TET enzima u velikoj meri zavise od tipa Celije i njenog razvojnog stadijuma. Dok su TET1
enzimi primarno ukljueni u odrZavanje pluripotentnosti i regulaciju transkripcije u
embrionalnim i progenitorskim c¢elijama, TET2 enzimi su prevashodno eksprimirani u
somatskim celijama, gde su kljucni za stabilnost epigenoma hematopoetskih i imunskih celija.
Kod razli¢itih maligniteta krvi, uocene su ceste mutacije sa gubitkom funkcije (engl. loss-of-
function) u genu za TET2, $to ukazuje na esencijalnu ulogu TET2 enzima u o¢uvanju integriteta
genoma hematopoetskih celija (193). Sa druge strane, TET3 enzimi imaju vaZnu ulogu u
epigenetskom reprogramiranju tokom ranog embrionalnog razvoja, kao i u razvoju nervnog
sistema (183).
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Slika 6. Mehanizam aktivne demetilacije DNK posredovan TET enzimima.

Preuzeto i prilagodeno iz Wu X, Zhang Y. TET-mediated active DNA demethylation: mechanism,
function and beyond. Nat Rev Genet. 2017;18(9):517-534

Aktuelna istraZivanja ukazuju da promene u aktivnosti TET enzima i posledi¢ni
poremecaj procesa aktivne demetilacije predstavljaju vaznu kariku koja doprinosi progresiji
T2DM i razvoju komplikacija. S obzirom na to da je za kataliticku aktivnost ovih dioksigenaza
neophodno prisustvo molekularnog kiseonika, dvovalentnog gvoZzda i o-ketoglutarata,
fluktuacije u koncentraciji ovih metaboli¢kih intermedijera mogu bitno da uti¢u na funkciju TET
enzima (191). U uslovima hroni¢ne hiperglikemije, ROS direktno indukuju oksidaciju
katalitickog Fe2* u inaktivni Fe3* oblik, ¢ime se kompromituje funkcija TET enzima (194).
Istovremeno, metabolicki disbalans izazvan insulinskom rezistencijom remeti normalan tok
ciklusa limunske kiseline, Sto dovodi do smanjene raspoloZivosti a-ketoglutarata i patoloske
akumulacije njegovih kompetitivnih inhibitora, poput sukcinata i fumarata (195).
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1.5.4. Promena obrazaca metilacije DNK u tipu 2 dijabetes melitusa

Promene obrazaca metilacije DNK u T2DM predstavljaju proces adaptacije genoma na
hroni¢no izmenjeno metabolicko okruZenje, pri ¢emu se ovi poremecaji odrazavaju na
epigenetski profil razlicitih tipova Celija. Analizom epigenoma gojaznih osoba i pacijenata sa
T2DM, utvrdeno je postojanje slicnih promena u obrascima metilacije, posebno na nivou
imunskih ¢elija, $to potvrduje da je hroni¢na inflamacija niskog stepena klju¢na veza izmedu
ovih poremecaja (196). Aktivaciju T-c¢elijskog odgovora reguliSe gen UBASH3B (engl. ubiquitin
associated and SH3 domain containing B), ¢ija hipermetilacija i posledicno utiSavanje imaju
vaZznu ulogu u prekomernoj aktivaciji T-limfocita i odrzavanju inflamacije (197). Dodatno, kod
gojaznih osoba postoji poremecaj u regulaciji makrofaga, koji se objasnjava prekomernom
ekspresijom DNMT3B enzima i posledicnom dominacijom proinflamatornog M1 fenotipa u
adipoznom tkivu (198). Sli¢no tome, pokazano je da je prekomerna ekspresija DNMT3A enzima
povezana sa insulinskom rezistencijom u adipocitima, te da su ovi efekti posredovani
hipermetilacijom gena FGF21 (engl. fibroblast growth factor 21). Ovo utiSavanje inhibira
ekspresiju FGF21 proteina koji u¢estvuje u regulaciji insulinske signalizacije (199).

S obzirom na to da je insulinska rezistencija centralni poremecaj u T2DM, promene u
i endokrinom delu pankreasa. Smanjena sinteza i sekrecija insulina delom je uzrokovana
hipermetilacijom gena za insulin i gena PDX1, $to zajedno sa hipermetilacijom gena PPARGC1A
(engl. peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) i posledicnom
redukcijom ekspresije PGC-1la proteina (engl. peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator 1 alpha), remeti insulinsku signalizaciju i oksidativnu fosforilaciju (200). Uz
to, promene u metilaciji gena GPX7 i GSTT1 (engl. glutathione S-transferase theta 1) koji su
odgovorni za sintezu odgovaraju¢ih antioksidativnih enzima usko su povezane sa
akumulacijom ROS produkata i progresivnim oStecenjem [3-Celija usled oksidativnog stresa
(200,201).

Sa druge strane, kod pacijenata sa T2DM potvrdena je karakteristi¢cna hipometilacija
gena MOGAT1 (engl. monoacylglycerol O-acyltransferase 1), GRB10 (engl. growth factor
receptor-bound protein 10), ABCC3 (engl. ATP-binding cassette sub-family C member 3) i PRDM16
(engl. PR domain containing 16), Sto se povezuje sa Cestim deficitom folata (202). Ovi geni
kodiraju sintezu proteina koji sudeluju u regulaciji homeostaze glukoze i metabolizma lipida,
insulinskoj signalizaciji i diferencijaciji adipocita, te promene u njihovoj metilaciji uticu na
razvoj metabolicke disfunkcije. Hipometilacija gena MOGATI i PRDM16 u Kkorelaciji je sa
hipermetilacija gena PPARG i PPARGC1A, koji kodiraju PPARy (engl. peroxisome proliferator-
activated receptor gamma) i PGC-1la, povezana je sa mitohondrijalnom disfunkcijom i
smanjenom oksidativnom fosforilacijom, Sto je posebno izraZeno kod fizicki neaktivnih osoba
(205). Dodatno, hipometilacija DAPK3 gena (engl. death-associated protein kinase 3) u T2DM
dovodi do povecane ekspresije ovog proteina, koji kao kalcijum/kalmodulin-zavisna kinaza
fosforiliSe kljutne komponente MAPK signalnog puta, Sto rezultuje njegovom aberantnom
aktivacijom i posledi¢cnom inhibicijom insulinske signalizacije (206). Konacno, analiza CpG
mesta izolovanih iz adipoznog tkiva otkrila je Sirok spektar diferencijalno metilovanih CpG
mesta u genima kao Sto su IL18, SIRTZ (engl. sirtuin 2) i HDAC4 (engl. histone deacetylase 4), koji
su povezani sa insulinskom rezistencijom i disregulacijom adipokina (207-210).
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1.5.5. Molekularni mehanizmi metabolicke memorije

U patofizioloSkoj osnovi T2DM nalaze se medusobno povezani procesi oksidativnog
stresa, hroni¢ne inflamacije i aterogene dislipidemije, koje pokreée hroni¢na hiperglikemija, a
koji vremenom vode ka metabolickom kolapsu, prema prethodno detaljno opisanim
mehanizmima. Ova interaktivna kaskada procesa, u kojoj jedan poremecaj utiCe na
amplifikaciju ostalih, na molekularnom nivou manifestuje se kroz stabilne modifikacije
hromatina koje ¢ine osnovu koncepta metabolicke memorije. Fenomen metaboli¢cke memorije
opisuje perzistentnost Stetnih efekata nastalih tokom znacajnih fluktuacija glikemije, koji
opstaju i napreduju i nakon naknadne normalizacije koncentracije glukoze u krvi (94). Ovaj
konceptje inicijalno formulisan na osnovu dugogodiSnjeg pracenja pacijenata sa T1DM u okviru
studije DCCT (engl. Diabetes Control and Complications Trial), kao i kroz njenu ekstenziju - EDIC
studiju (engl. Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications). Glavni nalaz ovih
studija ukazao je na postojanje tzv. efekta nasleda, a proizilazi iz ¢injenice da je grupa pacijenata
koja je u inicijalnoj fazi bila podvrgnuta intenzivnoj glikemijskoj kontroli zadrzala znacajno nizi
rizik od razvoja mikrovaskularnih i makrovaskularnih komplikacija decenijama kasnije, ¢ak i
nakon Sto se udeo HbAi1c kod pacijenata izjednacio sa kontrolnom grupom (211,212). Sli¢ni
rezultati dobijeni su i kod pacijenata sa T2DM u okviru studije UKPDS (engl. United Kingdom
Prospective Diabetes Study), u kojoj je potvrdeno da rana intervencija i striktna glikemijska
kontrola u pocetnim fazama bolesti imaju dugorocan protektivni efekat na kardiovaskularni
sistem (213). Savremena interpretacija ovog koncepta prevazilazi okvir hiperglikemije i
obuhvata kumulativna tkivna oStecenja indukovana i drugim hroni¢nim poremecajima u
metabolizmu, poput hiperlipidemije i oksidativnog stresa (94).

Aktuelna istrazivanja identifikuju epigenetske modifikacije kao fundamentalni
mehanizam odgovoran za odrZavanje metaboli¢cke memorije. Prolazne epizode hiperglikemije
generiSu stabilne epigenetske otiske na genomu, koji odrzavaju hroni¢no proinflamatorno
stanje, nezavisno od trenutne koncentracije glukoze u krvi (214,215). Jedan od primarnih
pokretaca ovog procesa je povecana produkcija ROS u mitohondrijama, koja dovodi do trajne
aktivacije proinflamatornih signalnih puteva, prvenstveno putem transkripcionog faktora NF-
kB. Hiperglikemija indukuje specificne modifikacije na histonima, kao $to je pove¢ana metilacija
histona H3 na cetvrtom lizinskom ostatku (H3K4me1l), sto je direktno povezano sa trajnom
aktivacijom promotora gena za p65 subjedinicu NF-kB. Ovu modifikaciju katalizuje histon-
metiltransferaza Set7, ¢ija poviSena aktivnost perzistira i nakon normalizacije nivoa glukoze,
¢ime se obezbeduje neprekidna transkripcija inflamatornih medijatora (214).

Pored histonskih modifikacija, metilacija DNK predstavlja klju¢nu komponentu
dugorocnog epigenetskog pamcenja. Hiperglikemijski stres izaziva specificne promene u
obrascima metilacije na promotorima gena uklju¢enih u antioksidativnu zastitu i vaskularnu
homeostazu, Sto dovodi do njihovog trajnog utiSavanja. Sli¢ni efekti primeceni su i kod
izloZenosti visokim koncentracijama SMK, gde lipidni stres dugorocno menja ekspresiju
regulatora metabolizma holesterola kroz stabilno epigenetsko programiranje (216). Poseban
znacaj ima intrauterina izloZenost metabolickim poremecajima, pri ¢emu ishrana bogata
mastima tokom trudnoce ili gestacijski dijabetes rezultuju stabilnim alteracijama u metilaciji
DNK fetusa. Ove promene predisponiraju potomstvo za razvoj MASLD, metabolickog sindroma
i insulinske rezistencije u kasnijem Zivotu, Sto ukazuje na to da se metabolicka memorija mozZe
prenositi i intergeneracijski (217).
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Slika 7. Reprogramiranje razlicitih ¢elija pod uticajem hronicne hiperglikemije i
inflamacije
Preuzeto iz Dong H, Sun Y, Nie L, Cui A, Zhao P, Leung WK, Wang Q. Metabolic memory:
mechanisms and diseases. Signal Transduct Target Ther. 2024,;9(1):38.

U osnovi perzistentnosti metabolicke memorije leZi metabolicko reprogramiranje celije,
gde fluktuacije u nivou intracelularnih metabolita direktno moduliSu aktivnost enzima koji
odrZavaju epigenom (Slika 7). Metaboliti kao $to su SAM, acetil-koenzim A i a-ketoglutarat sluze
kao supstrati ili kofaktori u reakcijama koje katalizuju DNMT, histon-acetiltransferaza i TET
enzimi (218). Promena koncentracije ovih intermedijera u uslovima hiperglikemije direktno
menja kinetiku epigenetskih modifikacija, transformisSuci kratkotrajni metabolicki stimulus u
dugorocni bioloski signal. Ovakav mehanizam omogucava ¢elijama ne samo brz adaptivni
odgovor na stres, veC i trajno ocuvanje tog odgovora, Sto objasnjava zaSto kasno uvodenje
intenzivne terapije Cesto ne moZe u potpunosti da zaustavi progresiju komplikacija dijabetesa,
ukoliko su patoloski epigenetski obrasci ve¢ uspostavljeni (219).
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1.5.6. Savremeni metodoloski pristupi u ispitivanju metilacije DNK

Razvoj analitickih tehnika omogucio je bolje razumevanje znacaja epigenetskih
modifikacija u razvoju i progresiji T2DM. U zavisnosti od nivoa rezolucije i primarnog cilja
istrazivanja, ovi pristupi se klasifikuju na tehnike za odredivanje stepena globalne metilacije
genoma i metode za identifikaciju diferencijalne metilacije unutar specifi¢cnih genskih regiona
ili pojedinac¢nih nukleotida (162). Dok globalna metilacija pruza kumulativni uvid u epigenetski
status pojedinca, diferencijalna analiza omogucava precizno mapiranje promena koje direktno
modifikuju transkripcionu aktivnost specifi¢nih gena (208).

1.5.6.1. Odredivanje stepena globalne metilacije DNK

Kvantifikacija globalne metilacije zasniva se na odredivanju procentualnog udela 5mC u
odnosu na ukupni sadrzaj citozina u genomu. Te¢na hromatografija visokih performansi (engl.
high-performance liquid chromatography) sa UV detekcijom (HPLC-UV) predstavlja referentnu
metodu koja podrazumeva potpunu enzimsku ili hemijsku hidrolizu DNK do slobodnih
nukleotida, nukleozida ili baza pre hromatografskog razdvajanja dezoksicitidina (dC) i 5mC
(220). U okviru ove disertacije uvedena je UHPLC-DAD metoda (engl. ultra-high performance
liquid chromatography - diode array detector) za analizu metilacije DNK izolovane iz
mononuklearnih Celija periferne krvi (engl. peripheral blood mononuclear cells, PBMC). Izbor
PBMC kao bioloSkog materijala opravdan je njihovom dostupno$S¢u putem minimalno
invazivnih procedura i visokim stepenom korelacije njihovog epigenetskog statusa sa
promenama u teZe dostupnim ciljnim tkivima (221).

lako te¢na hromatografija spregnuta sa tandem masenom spektrometrijom (engl. liquid
chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS) ima vrhunsku preciznost i zahteva
minimalnu koli¢inu polaznog materijala, $to je narocito vazno za detekciju 5hmC koji je
prisutan u tragovima, njenu Siru rutinsku primenu ogranicavaju visoki troskovi specijalizovane
laboratorijske opreme i potreba za visoko obufenim kadrom (222). Sa druge strane,
komercijalni ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) testovi predstavljaju brZzu
alternativu zasnovanu na imunodetekciji, ali se zbog izrazene varijabilnosti ¢esée koriste za
preliminarna istrazivanja nego za apsolutnu kvantifikaciju (223). Alternativni pristupi
ukljuCuju LUMA (engl. luminometric methylation assay) metodu koja koristi izoSizomere -
restrikcione enzime koji prepoznaju istu ciljnu DNK sekvencu, ali se razlikuju po osetljivosti na
metilaciju. Oba Sizoizomera - Hpall (engl. Haemophilus parainfluenzae II) i Mspl (engl.
Moraxella species I) prepoznaju citozin-citozin-guanin-guanin (CCGG) motiv, medutim, dok
Hpall sece isklju¢ivo nemetilovanu DNK, Mspl sec¢e navedenu sekvencu nezavisno od njenog
statusa metilacije. Kvantifikacijom i poredenjem njihove enzimske aktivnosti omogucava se
indirektna procena metilacije unutar CCGG motiva (224). Pored toga, primenjuju se i testovi
zasnovani na odredivanju metilacije repetitivnih elemenata poput LINE-1 (engl. long
interspersed nuclear element-1), koji sluze kao surogat marker za procenu globalnog statusa
metilacije genoma (225).

1.5.6.2. Metode za analizu diferencijalne metilacije

Vecina protokola za ispitivanje specificnih genskih regiona oslanja se na prethodnu
bisulfitnu konverziju, koja predstavlja zlatni standard za pripremu uzorka za odredivanje
metilacionog statusa na nivou pojedinac¢ne baze (226). Ovaj hemijski tretman dovodi do
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deaminacije nemetilovanog citozina u uracil, koji se tokom amplifikacije PCR (engl. polymerase
chain reaction) tehnikom ocitava kao timin, dok metilovani citozin ostaje intaktan (227).

U domenu sekvenciranja, WGBS (engl. whole-genome bisulfite sequencing) omogucava
uvid u kompletan epigenom, dok se RRBS (engl. reduced representation bisulfite sequencing)
tehnika fokusira na regione bogate CpG ostrvcima, ¢ime se optimizuju troSkovi i vreme analize
(228). Za analizu specificnih lokusa primenjuju se tehnike poput kvantitativnog metilaciono-
specificnog PCR-a (engl. quantitative methylation-specific PCR, qMSP) (229). Kao klju¢na
metoda za analizu metilacije pojedinacnih CpG mesta istiCe se pirosekvenciranje, metoda
sekvenciranja DNK u realnom vremenu zasnovana na detekciji svetlosnog signala koji nastaje
kao posledica enzimske reakcije indukovane oslobadanjem pirofosfata u trenutku
inkorporacije nukleotida u rastudi lanac. Zahvaljuju¢i visokoj rezoluciji i reproducibilnosti,
pirosekvenciranje se smatra zlatnim standardom za analizu metilacije ciljanih genomskih
regiona. Primenjuje se nakon bisulfitne konverzije DNK, kojom se nemetilovani citozini
prevode u uracil i ocitavaju kao timini, dok metilovani ostaju nepromenjeni, omogucavajuci
tako preciznu kvantifikaciju stepena metilacije na nivou svakog pojedina¢nog CpG mesta,
izraZenu kao procenat metilovanog citozina u odnosu na ukupan citozin detektovan na datoj
poziciji (230).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Sveobuhvatno sagledavanje razvoja i progresije T2DM ukazuje na to da vaskularne
komplikacije nisu samo proizvod trenutnih metabolickih poremecaja, ve¢ rezultat
akumuliranog i epigenetski memorisanog stresa. U tom kontekstu, globalna metilacija DNK u
cirkuliSu¢im imunskim ¢elijama namece se kao potencijalno najrelevantniji biomarker, koji
integriSe efekte dugotrajne hiperglikemije, proaterogene dislipidemije i naruSenog redoks
balansa. lako su pojedinacni faktori rizika detaljno izuceni, nedostaju jasni dokazi o tome kako
njihova sinergija modifikuje ukupni epigenetski status i doprinosi perzistenciji metabolicke
memorije kod pacijenata sa razli¢itim stepenom vaskularnih oSte¢enja. Upravo ta potreba za
detaljnim uvidom u povezanost izmedu biomarkera redoks statusa, markera inflamacije,
dislipidemije i epigenetskih markera ¢ini osnovu istrazivackog pristupa ove disertacije.

Na temelju izloZenih nau¢nih saznanja i uoc¢enih nedostataka u literaturi, definisani su
ciljevi ovog istrazivanja:

e Uvodenje i optimizacija UHPLC-DAD metode za odredivanje stepena globalne
metilacije DNK u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi;

e Ispitati razliku u stepenu globalne metilacije DNK kod pacijenata sa T2DM i
kontrolne grupe;

e [spitati razlike u koncentraciji biomarkera redoks statusa, dislipidemije i inflamacije
kod pacijenata sa T2DM i kontrolne grupe;

e Ispitati razlike u stepenu globalne metilacije DNK i koncentraciji biomarkera redoks
statusa, dislipidemije i inflamacije u odnosu na prisustvo hroni¢nih komplikacija;

e Ispitati vezu izmedu biomarkera redoks statusa, dislipidemije i inflamacije sa
stepenom globalne metilacije DNK;

e Utvrditi kardiometabolic¢ke faktore rizika koji uticu na stepen globalne metilacije
DNK kod pacijenata sa T2DM.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Ucesnici u studiji

Ova studija preseka dizajnirana je kao multicentri¢no istrazivanje, realizovano kroz
saradnju sa tri zdravstvene ustanove: Klinicko-bolnickim centrom ,Zvezdara“ Klinicko-
bolnickim centrom ,Dr DragiSa MiSovi¢ - Dedinje” i OpStom bolnicom u PoZarevcu. Osnovni
kriterijum za ukljuc¢ivanje ispitanika bila je prethodno potvrdena dijagnoza T2DM, postavljena
u skladu sa smernicama Nacionalnog vodica dobre klinicke prakse za dijagnostikovanje i
lecenje dijabetes melitusa (20). U cilju formiranja homogene kohorte i eliminacije faktora koji
bi mogli znacajno uticati na ispitivane biomarkere, kriterijumi za isklju¢ivanje iz studije bili su
prisustvo autoimunskih, malignih ili hematoloSkih oboljenja, teSke bubrezne insuficijencije
(GFR < 30 mL/min/1,73 m?), akutnih ili hroni¢nih oboljenja jetre, kao i prisustvo bilo kakve
akutne inflamatorne bolesti u periodu od Cetiri nedelje pre uzorkovanja krvi. U istrazivanje su
ukljuceni iskljucivo pacijenti bez dokumentovane anamneze ili aktuelne potvrde COVID-19
infekcije. Ovakav rigorozan pristup bio je neophodan kako bi se eliminisali potencijalni efekti
post-kovid sindroma na sistemsku inflamaciju, oksidativni stres i mikrovaskularni integritet, s
obzirom na to da su pacijenti sa dijabetesom prepoznati kao posebno osetljivi na perzistentne
komplikacije nakon virusne infekcije (231). Finalnom analizom obuhvaceno je 107 pacijenata,
prosecne starosti 62,0 + 11,3 godina. Kontrolna grupa (KG) formirana je od 56 zdravih
dobrovoljaca koji su regrutovani na Univerzitetu u Beogradu - Farmaceutskom fakultetu.
Demografski podaci su prikupljeni putem upitnika, dok su podaci o klinickim parametrima
obezbedeni od strane nadleZnih lekara. Demografski parametri obuhvatili su: starost, pol,
trajanje T2DM, telesnu visinu, navike u konzumiranju cigareta i alkohola, nivo fizicke aktivnosti
i reZim ishrane. Od klinickih parametara ubeleZeni su: vrednosti sistolnog i dijastolnog krvnog
pritiska, obim struka, licna i porodi¢na anamneza, podaci o propisanoj terapiji, kao i prisustvo
specificnih hroni¢nih komplikacija dijabetesa. Klinicke definicije primenjene u studiji
podrazumevale su definisanje hipertenzije na osnovu vrednosti sistolnog pritiska = 130 mmHg
i/ili dijastolnog pritiska = 80 mmHg, izmerenih u najmanje dva navrata ili na osnovu
dokumentovane primene antihipertenzivne terapije. Nutritivni status i gojaznost procenjeni su
izracunavanjem ITM, kao odnosa telesne mase izraZene u kilogramima i kvadrata telesne visine
izraZene u metrima. U skladu sa vaZe¢im preporukama SZ0, vrednost ITM = 30 kg/m? kori$¢ena
je kao kriterijum za gojaznost. Prisustvo anemije definisano je na osnovu koncentracije
hemoglobina < 120 g/L.

[strazivanje je planirano i sprovedeno u saglasnosti sa etickim principima Helsinske
deklaracije. Svi ucesnici u istrazivanju, kako pacijenti sa T2DM tako i zdravi dobrovoljci, bili su
detaljno upoznati sa ciljevima i protokolom studije, a svaki ispitanik je potpisao obrazac
informisanog pristanka za ucesc¢e i odobrio koriS¢enje bioloSkog materijala u istrazivacke
svrhe. IstraZivanje je odobreno od strane nadleznih Eti¢ckih odbora svih ukljucenih
zdravstvenih ustanova: Klinicko-bolnickog centra ,Zvezdara“ (odluka od 15.10.2020), Klinicko-
bolnic¢kog centra ,Dr Dragisa MiSovi¢ — Dedinje“ (odluka br.01-5656/24 od 24.04.2019) i OpsSte
bolnice u PoZarevcu (odluka br. 7190/2020 od 30.12.2020), kao i Etickog komiteta za
biomedicinska istraZivanja Farmaceutskog fakulteta (odluka br. 2566/3 od 19.11.2024.).
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3.2. Bioloski materijal

Uzorkovanje venske krvi obavljeno je u jutarnjim asovima, nakon no¢nog gladovanja
od najmanje 8 do 12 sati. Za prikupljanje uzoraka koriS¢eni su standardizovani komercijalni
vakutejneri bez antikoagulansa za dobijanje seruma, kao i vakutejneri sa K2EDTA (engl.
dipotassium ethylenediaminetetraacetic acid) antikoagulansom, koji su namenski koriS¢eni za
analizu krvne slike, odredivanje nivoa HbA1c, izolovanje plazme i ekstrakciju PBMC.

Nakon primarne obrade uzoraka koja je podrazumevala centrifugiranje prema
standardnim laboratorijskim protokolima, izdvojeni serum i plazma su alikvotirani u epruvete
manjih zapremina. Ovaj postupak je sproveden kako bi se izbegli ponavljani ciklusi
zamrzavanja i odmrzavanja koji bi mogli narusiti stabilnost osetljivih biomarkera. I1zolovanje
PBMC frakcije sprovedeno je neposredno nakon uzorkovanja krvi radi maksimalnog o¢uvanja
Celijskog integriteta i epigenetskog profila. Pripremljeni alikvoti seruma, plazme i PBMC peleta
uskladiSteni su u zamrzivaCima na temperaturi od -80 °C do momenta izvodenja analiza.
Odredivanje rutinskih biohemijskih i hematoloskih parametara izvrseno je u biohemijskim
laboratorijama zdravstvenih ustanova, dok su specijalizovane analize redoks statusa,
lipoproteinskog profila i epigenetskih modifikacija realizovane u istrazivackim laboratorijama
Katedre za medicinsku biohemiju Univerziteta u Beogradu - Farmaceutskog fakulteta i Katedre
za biohemiju Univerziteta u Beogradu - Hemijskog fakulteta.
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3.3. Biomarkeri metabolicke kontrole

Odredivanje koncentracije glukoze i udela HbAic predstavljalo je osnovu za procenu
metabolicke kontrole ispitanika. Koncentracija glukoze u serumu odredena je
standardizovanom enzimskom metodom sa heksokinazom na automatskom biohemijskom
analizatoru Dimension RxL Max (Siemens, Erlangen, Nemacka). Za kvantifikaciju udela HbA1c
primenjena je imunoturbidimetrijska metoda na analizatoru Innova Star istog proizvodaca. Sva
navedena biohemijska odredivanja sprovedena su uz strogo poStovanje laboratorijskih
protokola i principa dobre laboratorijske prakse.

3.3.1. Odredivanje koncentracije krajnjih produkata uznapredovale glikacije

Nivo AGE jedinjenja u serumu kvantifikovan je optimizovanom spektrofluorimetrijskom
metodom, na osnovu protokola koji su prvobitno opisali Kalousova i saradnici (232). Analiticki
princip ove metode zasniva se na intrinzicnom svojstvu specifi¢nih cirkuliSu¢ih AGE molekula,
poput pentozidina i kroslina, da emituju karakteristicnu fluorescenciju pri odredenim talasnim
duZinama, $to omogucava njihovu direktnu i brzu detekciju u kompleksnom bioloSkom
matriksu seruma bez potrebe za obeleZavanjem specifi¢cnim fluoroforama.

Procedura pripreme uzoraka obuhvatala je razblaZivanje 20 pL seruma sa 980 uL
fosfatnog pufera (engl. phosphate-buffered saline, PBS) pH 7,4 ¢ime je postignut faktor
razblaZenja od 1:50. Nakon temeljne homogenizacije uzoraka na vorteks meSalici, 300 pL
pripremljenog radnog rastvora preneto je u mikrotitarske ploCe sa 96 bunara, sa crnim
zidovima i ravnim prozirnim dnom, koje su specificno dizajnirane za fluorimetrijska merenja
kako bi se minimizovalo rasipanje svetlosti i interferencija izmedu susednih uzoraka. Intenzitet
emitovane fluorescencije meren je koriS¢enjem mikrotitarskog spektrofluorimetra Appliskan
(Instrumentation Laboratory, Milano, Italija) sa softverskim paketom Skanlt Software 2.3 RE.
Merenja su izvedena pri ekscitacionoj talasnoj duZini od 355 nm i emisionoj talasnoj duZini od
460 nm. Radi kontrole osnovnog signala i oduzimanja pozadinske fluorescencije, kao slepa
proba koriSc¢en je Cist PBS. Svi bioloSki uzorci analizirani su u triplikatu, a prosetna vrednost
uzeta je kao konacan rezultat za svakog pacijenta radi osiguravanja visoke reproducibilnosti
metode. Dobijeni rezultati su izrazeni u arbitrarnim jedinicama fluorescencije po mililitru
seruma (AU/mL). Kako bi se eliminisao potencijalni uticaj individualnih varijacija u
proteinskom sastavu seruma na ukupnu koli¢inu vezanih AGE produkata, rezultati su dodatno
korigovani u odnosu na ukupnu koncentraciju proteina u serumu i prikazani kao AU/g proteina.
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3.4. Biomarkeri redoks statusa

Parametri redoks statusa odredeni su primenom spektrofotometrijskih metoda na
automatskom biohemijskom analizatoru ILAB 300 Plus (Instrumentation Laboratory, Milano,
[talija) ili na mikrotitarskom spektrofotometru SPECTROstar Nano (BMG Labtech, Ortenberg,
Nemacka), uz KkoriS¢enje standardizovanih i optimizovanih protokola. Analizirani su
biomarkeri oksidativnog oSte¢enja: produkti uznapredovale oksidacije proteina (engl.
advanced oxidation protein products, AOPP), totalni oksidativni status (engl. total oxidant status,
TOS), prooksidativno-antioksidativni balans (engl. prooxidant-antioxidant balance, PAB),
ishemijom modifikovani albumin (engl. ischemia-modified albumin, IMA) i malondialdehid
(engl. malondialdehyde, MDA), kao i biomarkeri antioksidativne zasStite: PON1, SOD, totalni
antioksidativni status (engl. total antioxidant status, TAS) i ukupne sulfhidrilne grupe (engl.
sulfhydryl groups, SH-grupe).

3.4.1. Odredivanje prooksidativnih biomarkera

Za kvantifikaciju koncentracije AOPP, kao osetljivog biomarkera hroni¢nog oksidativnog
stresa, primenjena je adaptirana spektrofotometrijska metoda prema Witko-Sarsatu i
saradnicima (233). Biohemijski princip metode zasniva se na sposobnosti cirkuliSu¢ih AOPP da
u prisustvu glacijalne sircetne kiseline indukuju oksidaciju kalijum-jodida, Sto dovodi do
generisanja stabilnog obojenog kompleksa, ¢ija se apsorbancija meri na talasnoj duZini od 340
nm. Kao slepa proba koris¢en je PBS. Finalna koncentracija izracunata je uz pomoc¢ regresione
jednacine kalibracione krive formirane serijskim razblaZenjima hloramina T, a rezultati su
izraZeni u umol/L, Sto se odnosi na ekvivalent hloramina T.

Ukupni nivo oksidativnog opterecenja seruma procenjen je odredivanjem TOS vrednosti
prema metodi koju je razvio Erel (234). Metoda se zasniva na sposobnosti prisutnih oksidanasa
(prvenstveno vodonik-peroksida i lipidnih hidroperoksida) da u kiseloj sredini oksiduju fero
jon iz o-dianizidnog kompleksa u feri jon. Feri jon zatim sa ksilenil-oranZom gradi obojeni
kompleks sa apsorpcionim maksimumom na 560 nm. Kvantifikacija je izvrSena na osnovu
kalibracione krive konstruisane merenjem apsorbancije vodenih rastvora vodonik-peroksida
poznatih koncentracija (opseg 10 do 200 umol/L).

Integrativna procena redoks ravnoteZe izvrSena je odredivanjem PAB vrednosti. Ova
metoda omogucava simultano merenje prooksidativnog kapaciteta, koji reprezentuje vodonik-
peroksid, i antioksidativnog kapaciteta, koji reprezentuje mokraé¢na kiselina, u istom uzorku
(235). U prisustvu vodonik-peroksida i peroksidaze, hromogen 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin
(TMB) oksiduje se u plavo obojeni kompleks, dok u reakciji sa mokra¢nom kiselinom, ili drugim
donorima elektrona, formira bezbojni proizvod. Intenzitet obojenja korelira sa odnosom
prooksidanasa i antioksidanasa u uzorku. Rezultati su izracunati pomocu kalibracione Krive,
formirane na osnovu merenja serije standardnih rastvora sa razli¢itim, unapred definisanim
odnosima vodonik-peroksida i mokraéne kiseline. S obzirom da PAB ne meri koncentraciju
specificnog molekula, ve¢ ukupnu reaktivnost seruma u odnosu na standard, ovaj integrativni
kapacitet izraZzava se u arbitrarnim jedinicama (U/L).

Vrednosti IMA odredene su kolorimetrijskom metodom prema Bar-Oru i saradnicima
(236). Metoda se zasniva na Cinjenici da albumin nakon izlaganja oksidativnom stresu i ishemiji
gubi sposobnost vezivanja jona prelaznih metala na svom N-terminalnom kraju. Nakon
inkubacije seruma sa rastvorom kobalt-(II)-hlorida dodaje se ditiotreitol, koji sa preostalim,
nevezanim jonima kobalta formira obojeni kompleks. Apsorbancija se meri na talasnoj duZini
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od 470 nm, a rezultati se izrazavaju u AU, pri ¢emu veca vrednost apsorbancije ukazuje na visi
nivo IMA, odnosno manje vezanog kobalta.

Stepen lipidne peroksidacije procenjen je merenjem koncentracije MDA
spektrofotometrijskom metodom po Esterbaueru (237). Reakcija se zasniva na zagrevanju
uzorka u kiseloj sredini u prisustvu tiobarbiturne kiseline (engl. thiobarbituric acid, TBA), pri
¢emu nastaje ruzicasto obojeni kompleks, €ija se apsorbancija meri na talasnoj duZzini od 535
nm. Kao standard je koriS¢en rastvor MDA u TBA-reagensu, koji je dobijen rastvaranjem TBA i
hlorovodonicne kiseline u destilovanoj vodi. Koncentracija MDA je izracunata upotrebom
kalibracione krive dobijene serijskim razblaZenjima standarda u opsegu od 1 do 10 mmol/L.

3.4.2. Odredivanje antioksidativnih biomarkera

Aktivnost enzima PON1 odredena je modifikovanom metodom koju su opisali Richter i
saradnici (238). Ovaj enzim katalizuje hidrolizu supstrata paraoksona do p-nitrofenola u
alkalnoj sredini. Brzina formiranja produkta pracena je kontinuiranim merenjem promene
apsorbancije na talasnoj duZini od 405 nm. Reakcija je izvodena uz dodatak natrijum-hlorida
kao aktivatora enzima, a aktivnost je izrazena u internacionalnim jedinicama po litru (IU/L).

Procena antioksidativne zastite obuhvatala je odredivanje TAS, ¢ija je vrednost dobijena
primenom modifikovane metode po Erelu (239). Antioksidansi prisutni u serumu redukuju i
obezbojavaju stabilni, smaragdnozeleni Kkatjonski radikal ABTS (2,2'-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonat)). Stepen obezbojavanja, meren spektrofotometrijski na talasnoj
duZzini od 660 nm, srazmeran je ukupnom antioksidativnom kapacitetu uzorka. Kalibraciona
kriva je konstruisana koris¢enjem serijskih razblaZenja sintetskog analoga vitamina E, Trolox-
auopsegu od 0,125 do 2 mmol/L), a rezultati su izraZeni u pumol/L Trolox ekvivalenata.

Sadrzaj ukupnih SH-grupa odreden je primenom Ellmanove metode (240). U alkalnoj
sredini (pH 9,0), Elmanov reagens - 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoeva kiselina (DTNB) reaguje sa
slobodnim tiolnim grupama iz uzorka, pri ¢emu nastaje Zuto obojeni 5-tio-2-nitrobenzoat.
Intenzitet apsorbancije na talasnoj duZzini od 412 nm direktno je proporcionalan koncentraciji
SH-grupa, koja se izracunava pomoc¢u prethodno konstruisane kalibracione krive.

Aktivnost enzima SOD u serumu odredena je adaptiranom metodom koju su inicijalno
opisali Misra i Fridovich (241). Metoda se zasniva na sposobnosti SOD da inhibira spontanu,
autooksidaciju adrenalina u alkalnoj sredini, koja je zavisna od superoksidnog anjona na pH
10,2. Oksidacijom adrenalina nastaje adrenohrom sa maksimumom apsorbancije na 480 nm.
Prisustvo SOD u uzorku ubrzava dismutaciju superoksida, uklanjajuci ga iz reakcione smese i
time usporavajuci formiranje adrenohroma. Promena apsorbancije pra¢ena je kontinuirano
tokom 3 minuta. Jedna internacionalna jedinica definisana je kao koli¢ina enzima koja uzrokuje
50% inhibicije autooksidacije adrenalina u definisanim uslovima. U cilju optimizacije testa,
koriS¢ena je koncentracija adrenalina koja u kontrolnoj probi, bez SOD, daje promenu
apsorbancije od 0,025/min. Aktivnost enzima u uzorku (X) izra¢unata je primenom sledece
proporcije:

0,0125 : 11U = [0,025 - (AAanalize/min)] : X

Konacna aktivnost SOD, izraZena u IU/L, dobijena je mnoZenjem vrednosti X sa faktorom
razblaZenja uzorka i prevodenjem na zapreminu od jednog litra.
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3.5. Biomarkeri inflamacije

Kvantifikacija hsCRP, kao indikatora hroni¢ne inflamacije niskog stepena, sprovedena je
primenom standardne imunoturbidimetrijske metode visoke osetljivosti na automatskom
biohemijskom analizatoru Dimension RxL Max (Siemens, Erlangen, Nemacka). Parametri
kompletne krvne slike odredeni su na automatskom hematoloSkom analizatoru Sysmex XN-
1000 (Sysmex, Kobe, Japan). Za diferencijalnu analizu leukocita i brojanje retikulocita
primenjena je fluorescentna protocna citometrija dok je broj eritrocita i trombocita odreden
metodom impedance sa hidrodinamickim fokusiranjem. Koncentracija hemoglobina izmerena
je primenom metode sa natrijum lauril-sulfatom.

Na osnovu dobijenih vrednosti apsolutnog broja leukocita, specifi¢nih leukocitarnih
subpopulacija i ukupnog broja trombocita, izracunat je panel kompozitnih inflamatornih
indeksa koji zavise od ravnoteZe izmedu urodenog i adaptivnog imunskog odgovora, ¢ime se
obezbeduje sveobuhvatnija procena sistemskog inflamatornog statusa. Ovi izvedeni parametri
obuhvataju: odnos broja neutrofila i limfocita (engl. neutrophil-to-lymphocyte ratio, NLR),
odnos broja neutrofila i ukupnog broja leukocita (engl. neutrophil-to-white blood cell ratio,
NWR), kao i odnos broja monocita i limfocita (engl. monocyte-to-lymphocyte ratio, MLR).
Dodatno, izraCunati su i odnos broja monocita i ukupnog broja leukocita (engl. monocyte-to-
white blood cell ratio, MWR), odnos broja limfocita i ukupnog broja leukocita (engl. ymphocyte-
to-white blood cell ratio, LWR), te odnos broja trombocita i limfocita (engl. platelet-to-
lymphocyte ratio, PLR). Pored ovih odnosa, u analizu su ukljuceni i sloZeniji kompozitni indeksi:
indeks sistemskog inflamatornog odgovora (engl. systemic inflammation response index, SIRI),
sistemski imuno-inflamatorni indeks (engl. systemic immune-inflammation index, SII) i
sveobuhvatna imuno-inflamatorna vrednost (engl. pan-immune-inflammation value, PIV).
Vrednosti ovih sloZenih indeksa izracunate su primenom sledec¢ih formula, pri ¢emu parametri
predstavljaju apsolutni broj odgovarajucih krvnih ¢elija:

broj neutrofila - broj monocita

SIRI =
broj limfocita
I = broj trombocita - broj neutrofila
B broj limfocita
PIV — broj neutrofila - broj trombocita - broj monocita

broj limfocita
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3.6. Biomarkeri dislipidemije

Koncentracije parametara lipidnog statusa u serumu koje obuhvataju ukupni holesterol (engl.
total cholesterol, TC), trigliceride (engl. triglycerides, TG) i HDL-h, odredene su rutinskim
enzimskim metodama na automatskom biohemijskom analizatoru AU480 (Beckman Coulter,
Brea, Kalifornija). Za odredivanje koncentracije TC koriS¢ena je metoda sa holesterol-
oksidazom, za odredivanje koncentracije TG metoda sa glicerol-3-fosfat-oksidazom dok je HDL-
h odreden direktnom enzimskom metodom bez prethodnog taloZenja. Koncentracija LDL-h
izraCunata je primenom Friedewald-ove jednacine, u slucajevima kada koncentracija TG nije
prelazila 4,52 mmol/L: LDL-h = TC - HDL-h - TG/2,2. Koncentracija non-HDL-holesterola (engl.
non-high-density lipoprotein cholesterol, non-HDL-h) izracunata je iz razlike ukupnog i HDL-h
(242).

3.6.1. Odredivanje aktivnosti LCAT i CETP enzima

Aktivnost LCAT i CETP odredena je primenom modifikovane metode, prema protokolu
koji su opisali Asztalos i saradnici (243). Metoda se zasniva na pracenju kinetike esterifikacije
holesterola i njegovog transfera izmedu lipoproteinskih Cestica tokom kontrolisane inkubacije.

Aktivnost LCAT procenjena je na osnovu brzine esterifikacije slobodnog holesterola
(engl. free cholesterol, FC) u uzorcima plazme. Princip se zasniva na kvantifikaciji razlike u
koncentraciji FC pre i nakon inkubacije uzoraka na temperaturi od 37 °C, tokom 2 sata. S
obzirom na to da LCAT katalizuje prenos masne kiseline sa lecitina na FC, smanjenje
koncentracije FC u plazmi korelira sa porastom koncentracije holesterol-estara (engl.
cholesteryl esters, CE), Sto predstavlja meru enzimske aktivnosti. Koncentracija FC odredena je
na automatskom analizatoru Mindray BS2Z00E (Mindray Bio-Medical Electronics Co., SenZen,
Kina) uz upotrebu komercijalnih reagenasa (Bioanalytica, Beograd, Srbija).

Za evaluaciju aktivnosti CETP, koji posreduje u transferu CE od HDL cCestica ka
lipoproteinskim cesticama bogatim apolipoprotein B (apoB) proteinom (VLDL i LDL), bilo je
neophodno najpre izdvojiti HDL frakciju tehnikom precipitacije. Postupak je obuhvatio sledece
korake: u 200 pL plazme dodato je 400 pL precipitirajuceg reagensa (BioSystems, Barcelona,
Spain), nakon cega je smeSa homogenizovana na vorteks mesalici i inkubirana 10 minuta na
sobnoj temperaturi. Nakon toga uzorci su centrifugirani na 10 000 g u trajanju od 5 minuta,
¢ime je postignuto taloZenje Cestica koje sadrze apoB, dok se HDL frakcija izdvojila u
supernatantu. U izolovanom supernatantu merene su koncentracije FC i TC pre i posle
dvocasovne inkubacije. Stepen transporta CE, posredstvom CETP, definisan je kao razlika
izmedu ukupne stope smanjenja FC i porasta CE unutar HDL frakcije u jedinici vremena. Sve
izmerene koncentracije FC i TC u HDL frakciji korigovane su faktorom razblaZenja od 3,5.

Finalne aktivnosti LCAT i CETP izracunate su primenom sledecih jednacina:

Aktivnost LCAT (umol/L/h)
LCAT = (FCpre inkubacije - FCposle inkubacije) x 500

Aktivnost CETP (umol/L/h)

(TC u HDLposle ink.— FC u HDLposle ink.)—(TC u HDLpre ink.— FC u HDLpre ink.)
2

CETP:LCAT-[ ]x 1000
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3.6.2. Odredivanje raspodele HDL i LDL subrakcija

Lipoproteinske LDL i HDL subfrakcije su analizirane primenom vertikalne elektroforeze
na nedenaturiSu¢em poliakrilamidnom gradijent gelu, sa opsegom koncentracije akrilamida od
3% do 31%. Metoda se zasniva na modifikaciji protokola koji su postavili Rainwater i saradnici
(244,245). Razdvajanje lipoproteinskih subfrakcija na gradijentnom gelu zasniva se na
razlikama u veliCini, obliku i povrSinskom naelektrisanju cestica. Primenom jednosmerne struje
pod konstantnim naponom cestice migriraju kroz pore gela, Cija se veli¢ina progresivno
smanjuje, sve dok ne dostignu tacku u kojoj veli¢ina pore gela onemoguéava dalju migraciju
Cestice na osnovu njenog precnika.

Za formiranje gradijenta koriScen je sistem za izlivanje Hoefer SE 675 i dve peristalticke
pumpe Masterflex L/S (Cole Parmer Instrumental Company, Vernon Hils, SAD). Gradijent je
formiran  kontrolisanim meSanjem dva rastvora monomera u TRIS puferu
(tris(hidroksimetil)aminometan, pH 8,3). Prvi rastvor je sadrZao 3% akrilamida (28,8 g/L
akrilamida i 1,2 g/L bis-akrilamida), dok je drugi rastvor sadrzao 31% akrilamida (292,5 g/L
akrilamida i 17,05 g/L bis-akrilamida). Polimerizacija je inicirana ex tempore, dodatkom
amonijum-persulfata i tetrametilen-diamina. Specificnost protokola ogleda se u formiranju 13
segmenata gradijenta, nakon Cega se u dno nosaca kasetnih plo¢a (dimenzija 16 x 18 cm,
debljina 1,5 mm) upumpava 70% glicerol. Polimerizacija gelova odvijala se tokom 12 do 16
¢asova na sobnoj temperaturi.

Elektroforeza je izvodena u kadi Hoefer SE 600 Ruby (Amersham Pharmacia Biotech, Be,
Austrija) na konstantnoj temperaturi od 8 °C, kako bi se sprecila termi¢ka denaturacija
lipoproteina. Koris¢en je elektrodni TRIS-boratni pufer (90 mmol/L TRIS, 80 mmol/L borna
kiselina, 2,7 mmol/L NazEDTA, pH 8,35). ReZim rada obuhvatio je pocetnu fazu aktivacije gela
na 290V, u trajanju od 50 minuta, nakon Cega je usledila viSestepena separacija koja je zavrSena
razdvajanjem na 300 V u trajanju od 20 ¢asova. Pre nanoSenja, uzorci su obojeni bromfenol
plavim, a uporedo je analiziran i standard humane plazme. Nakon zavrSetka elektroforeze,
gelovi su fiksirani u 10% rastvoru trihlorsircetne kiseline. Lipoproteinske frakcije su selektivno
obojene Sudan Black B bojom (Merck, Darmstat, Nemacka), dok su proteinski standardi obojeni
Coomassie Brilliant Blue G-250 bojom (Sigma, Sent Luis, SAD). Za odredivanje dijametara
Cestica koriS¢ena je kalibraciona smeSa proteina velike molekulske mase (GE Healthcare,
Cikago, SAD), koja obuhvata tireoglobulin (17 nm), feritin (12,2 nm), laktat dehidrogenazu (8,4
nm) i albumin (7,1 nm), kao i karboksilovane polistirenske Cestice pre¢nika od 40 nm.

Digitalna obrada gelova izvrSena je skeniranjem na uredaju Image Scanner III
(Amersham Pharmacia Biotech, Be¢, Austrija) i denzitometrijskom analizom elektroforegrama
u softveru Image Quant, verzija 5.2 (Molecular Dynamics, Sunnyvale, Kalifornija, SAD). Ova
analiza omogucila je odredivanje dijametara lipoproteinskih cestica i relativnih udela ¢etiri LDL
subfrakcije: LDL1(27,2-28,5 nm), LDLII (25,5-27,2 nm), LDLIII (24,2-25,5 nm) i LDL IV (22,0-
24,2 nm) i pet HDL subfrakcija: HDL2b (9,7-12,0 nm), HDL2a (8,8-9,7 nm), HDL3a (8,2-8,8
nm), HDL3b (7,8-8,2 nm) i HDL3c (7,2-7,8 nm). VeliCina Cestica je izracunata na osnovu
regresione jednacine prirodnog logaritma dijametra standardnih proteina u funkciji njihove
relativne migracione udaljenosti u odnosu na albumin. Relativni udeo svake analizirane
subfrakcije izraZen je kao procenat ukupne povrsine ispod krive (engl. area under the curve,
AUC) odgovarajuce lipoproteinske klase na denzitogramu. Udeo sdLDL Cestica izraCunat je kao
zbir relativnih udela LDL III i LDL IV subfrakcija.
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3.7. Odredivanje stepena globalne metilacije DNK

Odredivanje stepena globalne metilacije DNK (udela 5mC) predstavljalo je znacajan
analiticki izazov, usled ogranicCene koliCine genetskog materijala izolovanog iz PBMC-a, oteZane
rastvorljivosti precipitirane genomske DNK i uticaja integriteta uzorka na samu
hromatografsku analizu. Svi enzimski hidrolizati su pripremani neposredno pred
hromatografsko analiziranje kako bi se minimizovala degradacija slobodnih nukleozida. Za
hromatografiju je koriS¢en UHPLC sistem UltiMate™ 3000 Basic Automated System spregnut sa
DAD detektorom (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD). Hromatografski uslovi su
optimizovani u laboratoriji Katedre za biohemiju Hemijskog fakulteta, a metoda je bazirana na
radu Crescentija i saradnika (246). Celokupan analiti¢ki proces obuhvatao je 5 sukcesivnih faza:
izolovanje PBMC frakcije, ekstrakciju genomske DNK, proveru integriteta i kvantifikaciju DNK,
enzimsku hidrolizu DNK do slobodnih nukleozida, koriS¢enjem komercijalnog enzimskog
kompleksa DNA Degradase Plus™ (Zymo Research, Irvajn, SAD) i finalnu UHPLC-DAD analizu.

lako se enzimskom hidrolizom DNK genetski materijal razlaZze do nivoa slobodnih
dezoksinukleozida, te se hromatografski zapravo kvantifikuju 2'-deoksicitidin i 5-metil-2'-
dezoksicitidin, u daljem tekstu ove disertacije koristice se opSteprihvaceni termin 5-
metilcitozin (5mC), radi doslednosti i uskladenosti sa standardnom nomenklaturom.

3.7.1. Izolovanje PBMC iz leukocitnog sloja

Frakcija PBMC izolovana je iz leukocitnog sloja (engl. buffy coat), metodom
centrifugiranja na gradijentu gustine, koriS¢enjem Ficoll-Paque™ PLUS rastvora (GE
Healthcare, Upsala, Svedska). Prvobitno je puna venska krv centrifugirana 10 minuta na 1800
g, ¢ime je postignuto razdvajanje krvi na tri sloja: gornji sloj plazme, srednji belicasti sloj koji
sadrzi leukocite i trombocite i donji sloj eritrocita. Nakon paZljivog uklanjanja plazme,
leukocitni sloj je Pasterovom pipetom paZzljivo prebacen u epruvetu sa 2 mL PBS pufera.
Dobijena suspenzija je, uz maksimalnu paznju radi oCuvanja integriteta gradijenta, naneta na
Ficoll-Paque™ PLUS rastvor i centrifugirana 30 min na 700 g, koriS¢enjem rotora sa pokretnim
uglovima bez kocenja centrifuge Eppendorf 5804R (Eppendorf, Hamburg, Nemacka).

Mononuklearne celije se nakon centrifugiranja pozicioniraju u srednjem sloju, u vidu
tankog, belicastog prstena na interfazi izmedu plazme i fikola (Slika 8). Ove cCelije paZljivo su
sakupljene, prenete u manje epruvete i podvrgnute seriji ispiranja. Svaki ciklus ispiranja
sastojao se od resuspendovanja Celijskog taloga u PBS puferu, centrifugiranja u trajanju od 8
min na 800 g na Mini Spin centrifugi (Eppendorf, Hamburg, Nemacka) i naknadnog pazljivog
odlivanja supernatanta. Ovi ciklusi su ponavljani sve do dobijanja vizuelno c¢isto belog taloga. U
slucajevima gde je uoceno prisustvo rezidualnih eritrocita, uveden je dodatni korak lize
pomocu amonija¢nog pufera (NH4Cl, KHCO3, EDTA). Dobijeni preciSceni pelet PBMC je potom
zamrznut i cuvan na temperaturi od -80 °C do momenta ekstrakcije DNK.
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Slika 8 - Sematski prikaz izolovanja PBMC na gustinskom gradijentu Ficoll-Paque PLUS

Preuzeto iz: Bharadwaj M, Mifsud NA, McCluskey ]. Detection and characterisation of
alloreactive T cells. Methods Mol Biol. 2012;882:309-37

3.7.2. Ekstrakcija genomske DNK

Genomska DNK je ekstrahovana upotrebom komercijalnog seta FlexiGene DNA Kit
(Qiagen, Hilden, Nemacka), uz primenu uputstva optimizovanog za 500 pL leukocitnog sloja.
Pre samog procesa lize, pelet PBMC je odmrznut inkubacijom na 37 °C uz blago meSanje u
termomesacu, nakon Cega je pripremljen radni rastvor proteaze K u FG2 (engl. FlexiGene 2)
puferu. Liza Ccelijskih membrana postignuta je dodavanjem 1250 pL FG1 pufera i
centrifugiranjem u trajanju od 20 sekundi na 10 000 g. Dobijeni pelet jedara je resuspendovan
u 500 pL smeSe FG2 pufera i proteaze K (10 pL rekonstituisane proteaze na 1 mL uzorka) i
odmah homogenizovan na vorteks mesalici, kako bi se osigurala kompletna denaturacija
proteina. U slucajevima nepotpune vizuelne homogenizacije, dodavano je dodatnih 30 pL FG2
pufera, u skladu sa uputstvom proizvodaca. Nakon inkubacije uzoraka u trajanju od 10 minuta
na 65 °C, genomska DNK je precipitirana dodatkom 500 pL 100% izopropanola sve do pojave
karakteristi¢nih belic¢astih niti. Precipitirana DNK je zatim isprana 70% etanolom i suSena na
vazduhu radi potpunog uklanjanja rezidualnog alkohola, koji bi mogao interferirati sa daljim
analizama. U poslednjem koraku ekstrakcije genomska DNK je rastvorena u 200 pL FG3 pufera
uz sporu hidraciju i inkubaciju od 2 sata na 65 °C.

3.7.3. Provera integriteta i kvantifikacija DNK

Za preciznu kvantifikaciju genomske DNK koris¢en je spektrofotometar SPECTROstar
Nano (BMG LABTECH, Ortenberg, Nemacka) u kombinaciji sa LVis plocom koja je posebno
dizajnirana za kvantifikaciju nukleinskih kiselina u minimalnim zapreminama uzorka. Kao
slepa proba koriS¢en je FG3 pufer, a svi uzorci su analizirani u duplikatu. Kvantifikacija i
procena cistoce izolovane DNK postignuta je merenjem apsorbancije na cetiri klju¢ne talasne
duzine. Apsorbancija na 260 nm koriS¢ena je za procenu koncentracije DNK, dok je merenje
apsorbancije na 230 nm sluZilo za detekciju kontaminanata, organskih rastvaraca i soli, a na
280 nm za detekciju kontaminacije proteinima i aminokiselinama. Kako bi se eliminisao uticaj
nespecificnog rasipanja svetlosti usled eventualnog prisustva cestica i zamucenja uzorka, od
svih izmerenih vrednosti oduzimana je pozadinska apsorbancija oc¢itana na 340 nm.
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Stepen cistoCe izolovane DNK procenjivan je na osnovu specificnih odnosa ovih
apsorbancija. Odnos A260/Az2s0 koriS¢en je kao indikator proteinske kontaminacije, pri ¢emu su
kao optimalne prihvatane vrednosti od priblizno 1,8. Istovremeno, odnos Az60/A230 sluzio je za
procenu kontaminacije reagensima za izolovanje DNK, sa ciljnom vrednos¢u od oko 2,2. Za dalju
enzimsku hidrolizu i hromatografsku analizu selektovani su iskljucivo uzorci koji su pokazali
adekvatan stepen Cistoce i sadrzali minimalnu ukupnu koli¢inu od 6 pg DNK.

3.7.4. Enzimska hidroliza DNK

Imajuci u vidu da se podaci i preporuke u literaturi o optimalnom odnosu enzima za
hidrolizu DNK i supstrata znacajno razlikuju u zavisnosti od bioloSkog matriksa i Zeljenog
stepena digestije, deo eksperimentalne faze bio je posvecen standardizaciji ovog analitickog
koraka (247). Svi hidrolizati su pripremani ex tempore, neposredno pre hromatografskog
razdvajanja, kako bi se maksimalno oc¢uvao integritet nukleozida. Standardna reakciona smesa
ukupne zapremine 25 pL sastojala se od 12 pL rastvora DNK (koncentracije 500 ng/uL), 2,5 pL
desetostruko koncentrovanog reakcionog pufera, 1 pL enzimske smeSe i 9,5 pL duplo
destilovane vode (ddH,0). Ova reakciona smesa je inkubirana u trajanju od 2 sata na
temperaturi od 37 °C, nakon cega je usledila obavezna termicka inaktivacija enzima na 70 °C
tokom 20 minuta, ¢ime je zaustavljena dalja kataliticka aktivnost.

UspesSnost enzimske degradacije genomske DNK i optimizacija uslova hidrolize
kontinuirano su proveravani metodom elektroforeze na 1% agaroznom gelu u TAE puferu (40
mmol/L TRIS-acetat, 1 mmol/L EDTA, pH 8,24). U svrhu detaljne procene kvaliteta uzorka i
efikasnosti hidrolize u zavisnosti od koncentracije enzima, temperature i vremena inkubacije,
na gel su paralelno nanoSeni kontrolni uzorci (netretirana genomska DNK), tretirani uzorci
(enzimski hidrolizati dobijeni preparatom DNA Degradase Plus) i referentni molekularni
marker GeneRuler™ (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD). Pre samog nanos$enja, uzorcima
je dodat odgovarajudi pufer za oteZavanje i pracenje migracije, koji sadrzi 0,25% bromfenol-
plavog, 0,25% ksilen-cijanola i 30% glicerola.

Elektroforetsko razdvajanje je izvodeno u sistemu Submarine Mini-gel Electrophoresis
Unit (Hoeffer, Voltam, SAD), uz upotrebu ispravljaca EPS 300 pri konstantnom naponu od 80 V.
Proces elektroforeze je prekidan u trenutku kada je boja bromfenol-plavo migrirala do
pribliZno dve tre¢ine ukupne duZine gela. Vizualizacija razdvojenih DNK fragmenata postignuta
je inkubacijom gela u rastvoru etidijum-bromida (0,5 pg/mL) u trajanju od 20 minuta, nakon
cega je sprovedeno obezbojavanje gela u puferu tokom narednih 20 minuta, radi smanjenja
pozadinskog zracenja. Gelovi su analizirani na UV transiluminatoru (Vilber-Lourmat, KolezZjen,
Fransuska) pri talasnoj duZini od 312 nm, a digitalno dokumentovanje rezultata obavljeno je
kamerom Nikon Coolpix P340, uz primenu specijalizovanog filtera Deep yellow 15.

Relativna kvantifikacija stepena degradacije genomske DNK sprovedena je preciznom
denzitometrijskom analizom digitalizovanih slika gela, koriS¢enjem skenera visoke rezolucije
Image Scanner Il (Amersham Pharmacia Biotech, Be¢, Austrija). Obrada podataka i ekstrakcija
denzitometrijskih parametara postignuta je koriS¢enjem softverskog paketa Image Quant,
verzija 5.2 (Molecular Dynamics, Sanivejl, SAD). Odsustvo traka visoke molekulske mase na
denzitogramu predstavljalo je potvrdu potpune i uspesSne enzimske hidrolize genomske DNK,
Sto je bio preduslov za prelazak na UHPLC-DAD analizu.
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3.7.5. UHLPC-DAD metoda

Nukleozidi 5mC i dC kvantifikovani su metodom reverzno-fazne hromatografije na
UHPLC-DAD sistemu. Separacija je zasnovana na njihovoj razli¢itoj hidrofobnosti i afinitetu
prema stacionarnoj fazi. Za hromatografsko razdvajanje koriS¢ena je analiticka kolona ZORBAX
Eclipse Plus C18 (95 A, 5 um, 4,6 x 150 mm) sa odgovaraju¢om zastitnom pretkolonom ZORBAX
Eclipse XDB-C18 (5 um, 4,6 x 12,5 mm; Agilent Technologies, Santa Klara, SAD), ¢ija primena je
osigurala produZen vek trajanja analiticke kolone i dodatnu zastitu od nakupljanja necistoca iz
bioloSkog matriksa. Kao mobilna faza koriS¢ena je smesSa metanola i vode. Separacija je
izvedena primenom razvijenog programa gradijentne elucije pri konstantnom protoku od 1
mL/min, dok je temperatura kolone odrzavana na 30 °C. ReZim elucije zapoceo je izokratskom
fazom sa 5% metanola tokom prvih 10 minuta analize, nakon Cega je usledio linearan gradijent
do 100% metanola u periodu od 10. do 15. minuta. Ispiranje kolone 100% metanolom trajalo
je narednih 10 minuta (do 25. minuta analize). Povratak na inicijalni sastav mobilne faze od 5%
metanola postignut je izmedu 25. i 30. minuta, dok je preostalo vreme do isteka ukupnog
trajanja analize od 60 minuta iskoriS¢eno za reekvilibraciju kolone.

Koncentracije analita odredene su na osnovu Kkalibracionih Kkrivih konstruisanih
koris¢enjem komercijalnih standarda u opsegu od 0,078 do 5 ng/uL za 5mC i od 0,313 do 20
ng/uL za dC. Obrada podataka i integracija dobijenih pikova sprovedeni su upotrebom softvera
Chromeleon™ Chromatography Data System, verzija 7.2.4.8179 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Masacusets, SAD). Stepen globalne metilacije DNK izraZen je kao procentualni udeo
5mC u ukupnom sadrzaju citozina prema sledecoj jednacini:

c(5mcC)

0fy = ——~— 7
5mC, % c(5mC)+c(dC)

x100
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3.8. Odredivanje biohemijskih parametara

Serumske koncentracije parametara bubreZne funkcije odredene su na automatskom
biohemijskom analizatoru Dimension RxL Max (Siemens, Erlangen, Nemacka), uz upotrebu
komercijalnih reagenasa. Koncentracija uree odredena je enzimskom metodom sa ureazom,
koncentracija mokra¢ne kiseline enzimskom metodom sa urikazom, a koncentracija kreatinina
Jaffé-ovom metodom. Koncentracija ukupnih proteina u serumu odredena je biuretskom
metodom, a albumina metodom sa bromkrezol zelenim. Za izracunavanje procenjene brzine
glomerulske filtracije (engl. estimated glomerular filtration rate, eGFR) koriS¢ena je MDRD
(engl. Modification of Diet in Renal Disease, MDRD) jednacina.
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3.9. Statisticka obrada podataka

Tip distribucije kontinuiranih varijabli procenjen je primenom Shapiro-Wilk testa.
Podaci koji prate normalnu raspodelu prikazani su kao srednje vrednosti sa pripadaju¢im
standardnim devijacijama, dok su varijable koje znacajno odstupaju od normalne distribucije
predstavljene kao medijane sa interkvartilnim rasponom. Kategoricke varijable su iskazane
kroz apsolutne i relativne frekvencije.

Za ispitivanje statisticke znacajnosti razlika izmedu posmatranih grupa koris¢en je
Studentov t-test za nezavisne uzorke u sluc¢aju normalno distribuiranih podataka, odnosno
Mann-Whitney U test za neparametarske varijable. Za komparaciju parametarskih podataka
izmedu tri nezavisne grupe primenjena je jednofaktorska analiza varijanse (engl. analysis of
variance, ANOVA) sa Tukey post hoc testom, dok je za neparametarske podatke u ovu svrhu
koriS¢en Kruskal-Wallisov test. Za naknadna viSestruka poredenja izmedu grupa koriS¢en je
Mann-Whitney U test uz Bonferronijevu korekciju p vrednosti. Analiza povezanosti
kategorickih podataka sprovedena je primenom Chi-kvadrat (x?) testa ili Fisherovog testa, u
zavisnosti od ocekivanih frekvenciji u tabelama kontingencije. Za evaluaciju korelacije izmedu
kontinuiranih varijabli primenjena je Spearmanova korelaciona analiza.

Analiza povezanosti ispitivanih parametara izvrSena je primenom multiple linearne
regresione analize i binarne logisticke regresione analize. Dijagnosticka tacCnost i
diskriminaciona sposobnost kreiranih modela procenjene su metodom analize ROC krive (engl.
Receiver Operating Characteristic). PovrSina ispod krive interpretirana je prema Hosmer-
Lemeshow kriterijumima, gde vrednosti AUC izmedu 0,5 i 0,7 ukazuju na slabu, vrednosti od
0,7 do 0,8 na prihvatljivu, vrednosti od 0,8 do 0,9 na odli¢nu, dok vrednosti vece od ili jednake
0,9 oznacavaju izuzetnu diskriminacionu sposobnost modela.

U cilju redukcije dimenzionalnosti skupa podataka i reSavanja potencijalnog problema
multikolinearnosti, primenjena je analiza glavnih komponenti (engl. principal component
analysis, PCA) sa varimaks (engl. varimax) rotacijom i normalizacijom. Ekstrahovani su faktori
sa sopstvenom vrednos$¢u (engl. eigenvalue) vecom od 1, pri ¢emu su u finalne komponente
ukljucene iskljucivo varijable sa faktorskim opterecenjem iznad 0,5. Ovako generisani faktori
su zatim implementirani kao prediktori u binarnoj logistickoj regresionoj analizi kako bi se
ispitala njihova nezavisna povezanost sa hipometilacijom genomske DNK, koja je u ovoj studiji
definisana kao vrednost procentualnog udela 5-metilcitozina ispod 25. percentila raspodele
kod pacijenata sa T2DM (5mC < 3,40%).

Celokupna statisticka obrada podataka realizovana je u softverskom paketu PASW
Statistics, verzija 18 (PASW Statistics, Cikago, SAD). Kao grani¢na vrednost statisticke
znacajnosti prihvacen je nivo verovatnoce od p < 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Optimizacija UHPLC-DAD metode za odredivanje stepena globalne metilacije DNK

S obzirom na to da je globalna metilacija DNK marker podloZan preanalitickim
varijacijama, posebno u kontekstu enzimske hidrolize, prvi deo istrazivanja bio je fokusiran na
evaluaciju integriteta i Cistoe izolovane genomske DNK, optimizaciju eksperimentalnog
protokola kao i postavljanje hromatografskih uslova u cilju brze i efikasne separacije 5mC i dC,
kao i razdvajanja 5mC i 5hmC.

4.1.1. Evaluacija integriteta i Cistoce izolovane genomske DNK

Pre same enzimske hidrolize, integritet i kvalitet genomske DNK (gDNK), izolovane iz
PBMC uzoraka, provereni su metodom elektroforeze na 1% agaroznom gelu. Kao referentni
standard za procenu velic¢ine fragmenata koriS¢en je komercijalni GeneRuler marker u vidu tzv.
lestvica, koji predstavlja standardizovanu smeSu DNK molekula poznatih molekulskih masa
(250-10000 bp). Vizualizacijom gelova, za uzorak obeleZen kao gDNK identifikovana je jasna i
intenzivna traka u zoni razdvajanja frakcija visoke molekulske mase. U slucaju parcijalne
degradacije uzorka usled nasumi¢nog pucanja lanaca, umesto jedne oStre trake na gelu bi se
uocCio karakteristi¢an vertikalni trag, odnosno degradacioni razmaz (engl. smear), koji bi se
prostirao ka zonama niZe molekulske mase. Odsustvo ovakvog razmaza u navedenim zonama
niske molekulske mase (Slika 9) na dobijenom elektroforegramu potvrduje oCuvanje intaktne
strukture genomske DNK, kao i odsustvo kontaminacije RNK.

zona frakcija niske
molekulske mase

—

zona frakcija visoke
molekulske mase

} genomska DNK

markeri

Slika 9. Provera integriteta genomske DNK i efikasnosti enzimske hidrolize metodom
elektroforeze na 1% agaroznom gelu
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Spektrofotometrijskom analizom izvrSena je provera cistofe i kvantifikacija DNK.
Utvrden je prosecan prinos DNK od 307,4 ng/uL, ¢ime je osigurana adekvatna koli¢ina uzorka
za izvodenje svih analiza u duplikatu. Evaluacija CistoCe sprovedena je merenjem apsorbancija
na 230 nm, 260 nm i 280 nm, na osnovu kojih su izra¢unati relevantni odnosi. Izracunate
vrednosti odnosa A260/Az280 bile su iznad 1,7, ¢ime je iskljuteno prisustvo proteinske
kontaminacije koja bi mogla interferirati sa enzimskom aktivno$¢u u narednim koracima.
Dodatno, vrednosti odnosa Aze60/A230 vece od 2,0 potvrdile su odsustvo rezidualnih soli i fenola
poreklom iz koriS¢enih reagenasa tokom procesa izolacije. Dobijeni parametri potvrduju
odli¢nu Cistocu i kvalitet uzoraka za dalju epigenetsku analizu.

4.1.2. Optimizacija uslova enzimske hidrolize genomske DNK

U inicijalnoj fazi istrazivanja sprovedena je detaljna optimizacija procesa enzimske
hidrolize gDNK primenom komercijalnog enzimskog kompleksa DNA Degradase Plus. Primarni
cilj optimizacije bio je postizanje potpune degradacije DNK do pojedina¢nih nukleozida, s
obzirom na to je nekompletna hidroliza Cest preanaliticki uzrok neta¢ne kvantifikacije i
potcenjivanja stepena globalne metilacije. Parametri Ciji je uticaj ispitan obuhvatili su
koncentraciju enzima, optimalnu temperaturu inkubacije, trajanje inkubacije i inicijalnu
koli¢inu uzorka.

Efikasnost hidrolize prvo je testirana variranjem udela enzima u odnosu na koli¢inu
supstrata. Ispitana su tri razli¢ita odnosa: 1 U/pg DNK, 5 U/ug DNKi 10 U/pg DNK, pri cemu je
inkubacija u svim eksperimentima sprovedena tokom 2 sata na temperaturi od 37 °C.
Kompletna enzimska hidroliza genetskog materijala potvrdena je elektroforezom na
agaroznom gelu uz koriS¢enje GeneRuler markera kao kontrole, na osnovu kojeg su vizuelno
definisane zone visoke i niske molekulske mase. Elektroforegram prikazan na Slici 10 potvrduje
da je minimalna aktivnost enzima od 5 U/ug genomske DNK neophodna za potpunu hidrolizu.
Potpuno odsustvo traka ili razmaza u zonama uzoraka tretiranih sa 5 U/pugi 10 U/pg pokazuju
potpunu hidrolizu do nivoa pojedina¢nih nukleozida, ¢cime se eliminiSe prisustvo rezidualnih
fragmenata koji bi doveli do neta¢ne kvantifikacije 5mC. Osim toga, prisustvo parcijalno
hidrolizovanih fragmenata DNK mozZe dovesti do nakupljanja makromolekula na stacionarnoj
fazi i posledi¢ne opstrukcije analiticke kolone tokom hromatografskog razdvajanja. Sa druge
strane, degradacioni razmaz u zoni uzorka tretiranog sa 1 U/ug genomske DNK potvrduje
prisustvo parcijalno hidrolizovanih fragmenata, $to pokazuje da je pri niZoj enzimskoj
aktivnosti hidroliza nepotpuna.
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zona frakcija niske

molekulske mase — degradacioni razmaz

potpuna hidroliza DNK

zona frakcija visoke potpuna hidroliza DNK

molekulske mase

} genomska DNK

markeri 10U/pg SU/pug 1U/pug g DNK

Slika 10. Elektroforegram hidrolizata DNK pri razli¢itim odnosima enzima i supstrata

U slede¢em koraku, dobijeni rezultati potvrdeni su UHPLC-DAD analizom, poredenjem
hromatograma dobijenih primenom 5 U/pg i 10 U/ug DNK (Slika 11). Kako su oba protokola
rezultovala potpunom hidrolizom uz identican profil nukleozida (dC, 5m(, dG, dT, dA) za dalji
rad je odabran odnos od 5 U/pg kao ekonomski opravdaniji pristup, bez gubitka na preciznosti
analize.

Panel A Panel B
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Slika 11. Uporedni prikaz hromatograma hidrolizata DNK, dobijenih razlic¢itim odnosima
enzima i DNK

Panel A: Eksperiment sa 5 U/ug DNK; Panel B: Eksperiment sa 10 U/ug DNK; dC - deoksicitidin;
5mC - 5-metilcitidin; dG - deoksiguanozin; dT - deoksitimidin; dA - deoksiadenozin
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Nakon utvrdenja optimalne koli¢ine enzima ispitan je uticaj trajanja inkubacije na 37 °C
u slede¢im vremenskim intervalima: 1 sat, 2 sata i preko no¢i (viSe od 12 sati). Elektroforegram
prikazan na Slici 12 pokazuje da se kompletna hidroliza postiZze ve¢ nakon jednog sata
inkubacije. Ipak, radi osiguranja potpune stabilnosti reakcije kod realnih uzoraka, kao
optimalno vreme inkubacije usvojeno je trajanje od 2 sata.

zona frakcija niske

molekulske mase - potpuna hidroliza DNK

potpuna hidroliza DNK

zona frakcija visoke potpuna hidroliza DNK

molekulske mase

}genomska DNK

markeri >12h 2h 1h

Slika 12. Elektroforegram hidrolizata DNK dobijenih razlicitim trajanjem inkubacije

Dodatno, potvrdeno je i da variranje reakcione zapremine (10 pL, 25 pL i 40 pL) koje je
neophodno zbog tehnickih zahteva UHPLC sistema ne utic¢e negativno na efikasnost enzimske
hidrolize gDNK (Slika 13). UspeSnost procesa ponovo je evaluirana elektroforezom na
agaroznom gelu, uz koris¢enje GeneRuler markera za vizuelno definisanje zona visoke i niske
molekulske mase. Elektroforegram prikazan na Slici 13 pokazuje potpuno odsustvo traka ili
razmaza u navedenim referentnim zonama za sve tri ispitivane reakcione zapremine. Ovakav
rezultat vizuelno potvrduje da je u svim slucajevima ostvarena potpuna hidroliza DNK do
pojedina¢nih nukleozida, ¢ime se osigurava pouzdanost i ta¢nost naknadne hromatografske
analize.
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Slika 13. Evaluacija efikasnosti enzimske hidrolize u zavisnosti od ukupne zapremine
reakcione smese

Na samom kraju optimizacije protokola za hidrolizu bilo je potrebno definisati polaznu
kolicinu DNK koja bi obezbedila adekvatnu osetljivost detekcije, posebno kada je re¢ o 5mC.
lako se u literaturi vrlo Cesto navodi upotreba 1 pg DNK za analizu metilacije DNK,
hromatografska analiza (Slika 14, Panel A) je potvrdila da ova kolicina DNK ne daje dovoljno
jak signal pri primenjenoj zapremini injektovanja (10-20 uL) za detekciju 5mC. Zbog toga je
inicijalna koli¢ina uzorka poveéana na 6 pg DNK, Sto odgovara koncentraciji od 75 ng/uL u
finalnom hidrolizatu. Ovakva modifikacija omogucila je odli¢nu rezoluciju i osetljivost
neophodnu za preciznu kvantifikaciju svih prisutnih nukleozida (Slika 14, Panel B).
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Slika 14. Hromatogrami dobijeni hidrolizom 1 ug DNK (Panel A) i 6 ug DNK (Panel B)

dC - dezoksicitidin; 5mC - 5-metildezoksicitidin; dG - dezoksiguanozin; dT - dezoksitimidin; dA -
dezoksiadenozin
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Na osnovu sprovedenih eksperimenata, usvojeni su finalni optimalni uslovi hidrolize:
primena 5 U enzima po 1 pg DNK, uz inkubaciju od 2 h na 37 °C i polaznu koli¢inu od 6 pg DNK
po uzorku.

4.1.3. Analiticka validacija metode

Hromatografski uslovi su optimizovani u cilju postizanja maksimalne rezolucije pikova
5mC i dC, uz istovremeno skracivanje trajanja analitickog ciklusa. Validacija metode
sprovedena je u skladu sa vaZe¢im smernicama Medunarodnog saveta za harmonizaciju
tehnickih zahteva za lekove za humanu upotrebu (engl. International Council for Harmonisation
of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use, ICH), obuhvatajuci ispitivanje
linearnosti, selektivnosti, specifi¢nosti i preciznosti. Za potrebe kvantifikacije pripremljene su
odgovarajuce kalibracione krive, koriS¢enjem sedam serijskih razblaZenja komercijalnih
standarda 2'-deoksicitidina Cisto¢e 299% (Sigma-Aldrich, Sent Luis, SAD) i 2'-deoksi-5-
metilcitidina ¢isto¢e 98% (J&K Scientific, Peking, Kina). Koncentracioni opsezi su definisani na
osnovu fizioloSkog udela nukleozida u humanoj genomskoj DNK, pri ¢emu dC ¢ini pribliZno
20% genoma, dok 5mC obuhvata izmedu 3% i 6% ukupnog sadrZaja citozina, Sto odgovara
udelu od oko 1% u ukupnoj DNK (248,249).

Linearna zavisnost za dC potvrdena je u opsegu od 0,313 do 20 ng/uL (y = 0,6355x -
0,0522; R? = 0,9998), a za 5mC u opsegu od 0,078 do 5 ng/pL (y = 0,7304x - 0,0191; R? =
0,9992). Visoke vrednosti koeficijenta determinacije (R* > 0,999) za oba analita ukazuju na
linearnost metode unutar ispitivanog radnog opsega (Slika 15).
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Slika 15. Kalibracione krive za odredivanje koncentracije dC (A) i 5mC (B)
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Selektivnost optimizovane UHPLC-DAD metode potvrdena je analizom smeSe standarda
svih relevantnih deoksiribonukleozida, prema redosledu eluiranja: 5mC, 5hm(, dC, dG, dT i dA.
Primenjeni hromatografski uslovi omogucdili su jasnu rezoluciju i preciznu identifikaciju svih
komponenti unutar jednog ciklusa analize, u skladu sa prikazom na Slici 16. Potvrdeno je
potpuno razdvajanje modifikovanih baza od osnovnih nukleozida, bez pojave koelucije.
Specifi¢nost je dodatno potvrdena i analizom spektralne Cisto¢e pikova pomo¢u DAD detektora.
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Slika 16. Reprezentativni hromatogram smese standarda

Redosled eluiranja: deoksicitidin (dC), 5-hidroksimetil-2'"-deoksicitidin (5hmC), 5-metil-2'-
deoksicitidin (5mC), deoksiguanozin (dG), deoksitimidin (dT) i deoksiadenozin (dA).

Preciznost optimizovane metode procenjena je odredivanjem koeficijenta varijacije (CV,
%) za retenciona vremena (tr) i povrsine pikova dC i 5mC. Ispitivanje je obuhvatilo ponovljivost
unutar istog dana (engl. intra-day precision) i izmedu razliCitih dana analize (engl. inter-day
precision). Analizom 6 uzastopnih injektovanja smeSe standarda koncentracije 0,625 ng/pL za
5mCi 2 ng/uL za dC utvrdena je izuzetna stabilnost sistema. Za dC, CV za tr iznosio je 0,42%,
dok je za povrsinu pika iznosio 1,15%. Za 5mC dobijene su vrednosti CV od 0,58% za tri 1,42%
za AUC. Prilikom evaluacije tokom 3 uzastopna dana, prosecni CV za AUC iznosio je 2,34% za
dC, odnosno 2,81% za 5mC. Sve izraCunate vrednosti CV bile su niZze od 5%, Sto potvrduje
izuzetnu ponovljivost i primenljivost metode za rutinsku primenu.
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Osetljivost metode evaluirana je kroz odredivanje limita detekcije (engl. limit of
detection, LOD) i limita kvantifikacije (engl. limit of quantification, LOQ). Parametri su izracunati
na osnovu standardne devijacije odgovora i nagiba kalibracione krive. Za dC LOD iznosio je
0,089 ng/uL, dok je LOQ iznosio 0,270 ng/uL. Za 5mC utvrden je izuzetno nizak LOD od 0,002
ng/pL i LOQ od 0,007 ng/pL. Visoka osetljivost detekcije 5mC bila je od klju¢nog znacaja zbog
njegove niske zastupljenosti u odnosu na osnovne nukleozide. Analizom slepe probe potvrdeno
je odsustvo interferencija, dok je odnos signal-Sum (engl. signal/noise, S/N) za najniZu tacku
kalibracije iznosio 27, Sto znacajno premasuje zahtevani kriterijum (10:1) neophodan za
pouzdanu kvantifikaciju.

4.1.4. Analiza stepena globalne metilacije DNK u realnom uzorku

Primenljivost metode verifikovana je analizom realnog uzorka genomske DNK,
izolovane iz PBMC zdravog ispitanika. Na Slici 17 prikazan je reprezentativni hromatogram
dobijen hidrolizom 6 pg DNK. Jasno definisana morfologija i ostrina pikova 5mC i dC ukazuju
na potpunu enzimsku digestiju i odsustvo interferencija matriksa. Stabilnost bazne linije tokom
gradijentnog ispiranja kolone potvrduje efikasnu regeneraciju stacionarne faze, Sto metodu ¢ini
pogodnom za analizu velikog broja uzoraka.

100 dA
=
= 00 ]
E
< a0

70

60

50.-

40 ] dcC

0]

dG dT
20]
10
5mC
0] ﬁu

=20 4

=304

min

404
0.0 50 10.0 15.0 20.0 250 27.2

Slika 17. Hromatogram nukleozida dobijenih potpunom enzimskom hidrolizom realnog
uzorka genomske DNK
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4.2. Demografske i klinicke karakteristike ispitanika

Osnovne demografske karakteristike i distribucija faktora rizika kod pacijenata sa T2DM
i zdravih ispitanika u KG prikazani su u Tabeli 1. Studijom je obuhva¢eno ukupno 163 ispitanika,
od Cega je grupu sa T2DM Ccinilo 107 pacijenata prosecne starosti 62,0 + 11,3 godine, dok je
kontrolnu grupu c¢inilo 56 zdravih dobrovoljaca prosecne starosti 52,6 + 9,3 godine.

Tabela 1. Demografske i klinicke karakteristike ispitanika

Parametar KG T2DM p
Starost, godine 52,6 +9,3 62,0+11,3 < 0,001
Pol, m/z 20/36 60/47 <0,05
ITM, kg/m? 25,6 +3,6 31,5+6,8 < 0,001
Gojaznost, % 7,1 49,5 < 0,001
Obim struka, cm 852+12,1 106,6 + 17,1 <0.001
Sistolni pritisak, mmHg 122 + 20,3 134 £ 20,7 < 0,001
Dijastolni pritisak, mmHg 80,5+10,8 80,5+11,7 0,990
Hipertenzija, % 35,7 88,7 < 0,001
Pusenje, % 54 38,3 < 0,001

Podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i kao apsolutne ili relativne
frekvencije. Kontinuirani podaci su poredeni Studentovim t-testom, a kategoricki podaci Chi-
kvadrat testom.

Analiza demografskih podataka otkrila je znacajne razlike u starosnoj dobi i polnoj
strukturi izmedu grupa (p < 0,05), pri ¢emu je u T2DM grupi zabeleZena veca zastupljenost
muskaraca (56,1%) i starijih ispitanika. Pacijenti sa T2DM imali su znacajno visi ITM u
poredenju sa KG. Takode, u ovoj grupi je evidentirana znacajno veéa ucestalost hipertenzije
(88,7%) i vecCe vrednosti sistolnog krvnog pritiska, dok nije bilo razlike u vrednostima
dijastolnog pritiska. U grupi pacijenata bilo je 49,5% gojaznih i 38,3% pusaca, Sto je bila znatno
veca zastupljenost u odnosu na KG.
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U Tabeli 2 dat je prikaz ispitanih biohemijskih i hematoloskih parametara. Prosecne
koncentracije uree, kreatinina i mokra¢ne kiseline u serumu pacijenata sa T2DM bile su
znacajno viSe, a vrednost eGFR znacajno niZa nego u KG. Nije bilo znacajne razlike u
koncentraciji ukupnih proteina izmedu ispitivanih grupa (p = 0,148), dok je razlika u
koncentraciji albumina bila na granici statisticke znacajnosti, uz primetan trend ka nizim
vrednostima kod pacijenata sa T2DM (p = 0,058). Kada je re¢ o hematoloSkim parametrima,
pacijenti sa T2DM imali su znacajno veci broj leukocita, neutrofila i monocita u odnosu na KG,
dok nije bilo znacajne razlike u broju eritrocita, koncentraciji hemoglobina i vrednostima
hematokrita izmedu ispitivanih grupa, kao ni u broju limfocita, eozinofila, bazofila i trombocita.

Tabela 2. Biohemijski i hematoloski parametri u ispitivanim grupama

Parametar KG T2DM P
Biohemijski parametri

Urea, mmol /L 514 +1,22 6,76 + 2,24 < 0,001
Kreatinin, pmol /L# 71,5 (62,0-81,5) 82,0 (67,0-104,0) < 0,01
eGFR, mL/min/1,73 m2# 98,2 (89,5-105,4) 88,3 (63,1-98,4) <0,001
Mokraéna kiselina, pmol/L# 302 (255-351) 338 (272-402) <0,05
Ukupni proteini, g/L 72,1 +4,3 70,8+5,9 0,148
Albumin, g/L# 44,0 (42,0-46,0) 43,0 (41,0-45,0) 0,058
Hematoloski parametri

Eritrociti, x 1012/L # 4,40 (4,15-4,80) 4,60 (4,20-4,90) 0,137
Hemoglobin, g/L 133,84 £ 16,56 133,69 + 18,58 0,962
Hematokrit, L/L# 0,40 (0,37-0,44) 0,42 (0,38-0,44) 0,270
Leukociti, x 109/L# 6,50 (5,80-8,20) 7,80 (6,50-9,90) <0,01
Neutrofili, x 10%/L# 3,89 (3,20-5,19) 4,65 (3,56-6,14) < 0,05
Limfociti, x 10°/L# 2,17 (1,85-2,62) 2,17 (1,66-2,55) 0,317
Monociti, x 10°/L# 0,35 (0,29-0,43) 0,54 (0,39-0,69) < 0,001
Eozinofili, x 109/L# 0,16 (0,10-0,25) 0,17 (0,11-0,28) 0,503
Bazofili, x 109/L# 0,04 (0,03-0,05) 0,05 (0,04-0,06) 0,151
Trombociti, x10°/L# 250 (204-283) 255 (203-309) 0,512

Podaci su prikazani kao srednje vrednosti * standardne devijacije i poredeni Studentovim t-
testom. #Podaci koji ne prate normalnu raspodelu prikazani su kao medijane (interkvartilni
rasponi) i poredeni Mann-Whitney U testom.
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4.2.1. Terapijski modaliteti i hroni¢ne komplikacije

Medijana trajanja bolesti u T2DM grupi iznosila je 10 godina (interkvartilni raspon: 3-
15 godina). Vecina pacijenata (63,6%) je bila na terapiji oralnim antidijabeticima, a okosnicu
terapije Cinio je metformin. Takode, viSe od polovine pacijenata (54,7%) bilo je na insulinskoj
terapiji, bilo samostalno ili u kombinaciji sa oralnim hipoglikemijskim agensima (Slika 18). U
okviru pratece farmakoterapije, 62,3% pacijenata primenjivalo je antihipertenzive, pri ¢emu su
najzastupljeniji bili ACEI (39,0%), a 8% pacijenata je koristilo ARB. Kod 17,9% ispitanika
zabeleZena je primena statina.

SGLT2 inhibitori h 8,6

ppp4 inhibitori [ 24
Derivati sulfoniluree _ 23,8

Frekvencija, %

[«
[E=N
[e=]
[\
[e=]
w
(=]
S
o
vl
o
[e))
[e=]

Slika 18. Distribucija modaliteta hipoglikemijske terapije u grupi pacijenata sa T2ZDM

Insulin je primenjivan kao monoterapija ili u kombinaciji sa oralnim hipoglikemijskim agensima
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Prevalencija hroni¢nih komplikacija kod pacijenata sa T2DM bila je izrazito visoka, pri
¢emu je kod cak 72,9% ispitanika potvrden najmanje jedan oblik vaskularnog oStecenja.
Makrovaskularne komplikacije su zabeleZene kod 44,9% pacijenata, dok su mikrovaskularne
komplikacije bile jo$ ucestalije (56,1%). NajteZi oblik vaskularnog oSte¢enja u vidu
istovremenog prisustva makrovaskularnih i mikrovaskularnih komplikacija zabeleZen je kod
gotovo trecine pacijenata (Slika 19).
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Slika 19. Prevalencija hroni¢nih komplikacija kod pacijenata sa T2DM

Medu mikrovaskularnim oStecenjima, najucestalija je bila neuropatija, detektovana kod
47,7% pacijenata (N = 51). Ucestalost nefropatije iznosila je 15,9% (N = 17), a retinopatije 7,5%
(N = 8) (Slika 20). Posebno je znacajan podatak da je 13,1% pacijenata imalo istovremeno
prisutno viSe od jednog tipa mikrovaskularnih komplikacija. U¢estalost sindroma dijabetesnog
stopala u ispitivanoj grupi iznosila je 23,4% (N=25).
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Slika 20. Zastupljenost specificnih mikrovaskularnih komplikacija u T2DM grupi
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4.3. Parametari metabolicke kontrole

Analiza parametara metabolicke kontrole (Tabela 3) pokazala je da su pacijenti imali
znacajno viSe koncentracije glukoze u serumu u poredenju sa KG. Ocekivano, pacijenti sa T2DM
imali su znacajno viSi udeo HbA1c u odnosu na ispitanike u KG. Neadekvatnu metabolicku
kontrolu (HbA1c > 7%) imalo je 94,9% pacijenata. Pored evaluacije standardnih parametara
glikemije, analizirani su i AGE produkti u serumu, ali nije bilo znacajne razlike u odnosu na KG.

Tabela 3. Parametri metabolicke kontrole u ispitivanim grupama

Parametar KG T2DM P
Glukoza, mmol/L 523+0,61 10,60 + 4,08 < 0,001
HbAic, % 3,37+1,12 9,92 +1,89 < 0,001
AGE, U/mL# 5,82 (4,89-7,71) 5,44 (4,56-6,73) 0,139
AGE, AU/gt 8,09 (6,76-10,36) 7,50 (6,19-8,88) 0,109

Podaci su prikazani kao srednje vrednosti * standardne devijacije i poredeni Studentovim t-
testom. #Podaci koji ne prate normalnu raspodelu prikazani su kao medijane (interkvartilni
rasponi) i poredeni Mann-Whitney U testom.
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4.4. Lipidni profil ispitanika

Detaljna evaluacija lipidnog profila kod svih ispitanika je obuhvatila ispitivanje lipidnog
statusa, ukljucujuéi rutinske parametare i aktivnost LCAT i CETP, kao i dodatnu analizu LDL i
HDL subfrakcija u plazmi.

4.4.1. Lipidni status i aktivnost LCAT i CETP

Uporedna analiza parametara lipidnog statusa (Tabela 4) pokazala je znacajno nize
koncentracije HDL-h, a viSe koncentracije TG kod pacijenata sa T2DM. Koncentracije TC, LDL-h
i non-HDL-h u grupi pacijenata su bile znacajno niZe nego u KG. Nije bilo razlike u aktivnosti
LCAT i CETP izmedu ispitivanih grupa.

Tabela 4. Parametri lipidnog statusa u ispitivanim grupama

Parametar KG T2DM P

TC, mmol/L 6,17 £ 1,14 4,61 +1,21 < 0,001
LDL-h, mmol/L 3,88+1,01 2,64 +£0,99 < 0,001
HDL-h, mmol/L 1,65+ 0,39 1,06 £ 0,39 < 0,001
TG, mmol/L# 1,19 (0,97-1,55) 1,75 (1,10-2,68) < 0,001
Non-HDL-h, mmol/L 4,52 +1,22 3,55+1,25 < 0,001
LCAT, umol/L/h#* 70,4 (56,5-90,3) 65,2 (44,5-95,1) 0,300
CETP, pmol/L/h# 203 (151-253) 157 (107-266) 0,107

Podaci su prikazani kao srednje vrednosti * standardne devijacije i poredeni Studentovim t-
testom. #Podaci koji ne prate normalnu raspodelu su prikazani kao medijane (interkvartilni
rasponi) i poredeni Mann-Whitney U testom.

Dodatnom analizom lipidnog statusa u T2DM grupi, utvrdili smo da je terapijski cilj za
LDL-h (< 1,4 mmol/L) ostvarilo svega 10,3% pacijenata (250). Koncentracije TG > 1,7 mmol/L
zabeleZene su kod polovine pacijenata, Sto je znacajno veca ucestalost nego u KG (50,0% u
T2DM naspram 19,6% u KG; XZ =37,82; p<0,001).
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4.4.2. Analiza LDL i HDL subrakcija

U Tabeli 5 dat je uporedni prikaz veliCine i raspodele LDL subfrakcija u ispitivanim
grupama. Nije bilo razlike u prose¢nim vrednostima LDL dijametra izmedu posmatranih grupa.
Pacijenti su imali znac¢ajno visi relativni udeo LDL I i LDL II subfrakcija, a niZi udeo LDL III, LDL
[V i sdLDL cestica od ispitanika u KG.

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

Parametar KG T2DM p

LDL dijametar, nm 26,30 (25,60-26,70) 26,00 (25,30-26,90) 0,460
LDLI, % 21,20 (18,25-24,45) 23,70 (19,65-30,27) <0,01
LDLII, % 26,00 (23,55-29,35) 29,45 (25,82-35,98) <0,001
LDL III, % 22,30 (20,50-24,40) 19,90 (16,02-24,60) <0,01
LDL 1V, % 29,20 (24,75-33,45) 22,70 (18,32-27,12) <0,001
sdLDL, % 51,80 (48,35-55,40) 43,65 (35,82-51,27) <0,001

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

Kada je re¢ o HDL Cesticama, prosecni dijametar je bio znacajno niZi u grupi pacijenata
sa T2DM (Tabela 6). Osim toga, pacijenti su imali znacajno niZi udeo velikih, protektivnih
HDL2b subfrakcija (p < 0,001), dok je udeo manjih, gu§¢ih HDL Cestica, prvenstveno HDL3a i
HDL3b bio znacajno visi. Nasuprot tome, relativni udeo HDL3c subfrakcija bio je znacajno nizi
u grupi pacijenata u odnosu na KG.

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

Parametar KG T2DM P

HDL dijametar, nm 10,3 (9,40-10,9) 9,00 (8,60-9,40) <0,001
HDL2b, % 46,5 (42,5-51,0) 40,1 (33,3-44,9) <0,001
HDL2a, % 20,6 (19,2-22,1) 23,7 (21,24-26,5) <0,001
HDL3a, % 14,2 (13,5-14,7) 17,5 (14,93-21,2) < 0,001
HDL3b, % 8,05 (7,30-9,18) 9,52 (7,06-13,5) < 0,05
HDL3c, % 9,97 (7,57-12,4) 8,61 (6,18-11,1) < 0,05

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

Redoks status kod svih ispitanika procenjen je odredivanjem prooksidativnih i
antioksidativnih biomarkera. Uporedan prikaz rezultata u ispitivanim grupama dat je u Tabeli
7. Pacijenti su imali znacajno viSe vrednosti gotovo svih prooksidativnih parametara (TOS, PAB,
IMA i AOPP), dok je koncentracija MDA bila niZa nego u KG. Sa druge strane, antioksidativni
parametri (PON1, TAS i SH-grupe) bili su znacajno niZi kod pacijenata, dok se aktivnost SOD
nije znacajno razlikovala izmedu grupa.

Tabela 7. Parametri redoks statusa u ispitivanim grupama

Parametar KG T2DM P

Prooksidativni biomarkeri

TOS, umol/L 4,5 (4,0-6,0) 6,60 (4,7-8,0) <0,001
PAB, U/L 74,2 (60,3-84,1) 88,33 (67,6-127) <0,001
IMA, AU 0,28 (0,20-0,33) 0,55 (0,47-0,62) <0,001
MDA, umol/L 2,71 (2,26-3,08) 1,68 (1,46-1,99) <0,001
AOPP, umol/L 19,2 (18,3-27,4) 48,9 (36,6-58,9) <0,001

Antioksidativni biomarkeri

PON1, U/L 365 (233-928) 251 (148-503) <0,001
TAS, umol/L 1290 (1217-1385) 962 (714-1120) < 0,001
SH-grupe, mmol /L 0,35 (0,31-0,39) 0,25 (0,19-0,31) < 0,001
SOD, U/L 133 (124-141) 136 (126-142) 0,162

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

U Tabeli 8 dat je uporedni prikaz koncentracije hsCRP i vrednosti inflamatornih indeksa
kod pacijenata sa T2DM i u KG. Vrednosti NWR i PLR indeksa se nisu znacajno razlikovale
izmedu posmatranih grupa. Nasuprot tome, LWR indeks u grupi sa T2DM bio je znacajno niZi u
odnosu na KG. Koncentracije hsCRP i vrednosti svih ostalih inflamatornih indeksa bile su
znacajno viSe u grupi pacijenata nego u KG.

Tabela 8. Inflamatorni biomarkeri u ispitivanim grupama

Parametar KG T2DM P
hsCRP, mg/L 0,30 (0,10-0,85) 5,80 (1,85-13,6) <0,001
NLR 1,95 (1,35-2,17) 2,19 (1,63-2,93) < 0,05
NWR 0,60 (0,53-0,63) 0,60 (0,54-0,67) 0,407
MLR 0,16 (0,13-0,20) 0,24 (0,20-0,31) <0,001
MWR 0,05 (0,04-0,06) 0,06 (0,05-0,08) < 0,001
LWR 0,31 (0,29-0,38) 0,28 (0,23-0,34) <0,001
PLR 106,90 (89,75-139) 111,00 (91,1-151) 0,326
SII 448 (344-609) 511 (382-783) < 0,05
SIRI 0,56 (0,43-0,88) 1,09 (0,75-1,83) <0,001
PIV 137 (102-239) 261 (166-489) < 0,001

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

NLR - odnos broja neutrofila i limfocita; NWR - odnos broja neutrofila i ukupnog broja leukocita;
MLR - odnos broja monocita i limfocita; MWR - odnos broja monocita i ukupnog broja leukocita;
LWR - odnos broja limfocita i ukupnog broja leukocita; PLR - odnos broja trombocita i limfocita;
SII - sistemski imuno-inflamatorni indeks; SIRI - indeks sistemskog inflamatornog odgovora; PIV -
sveobuhvatna imuno-inflamatorna vrednost.
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4.7. Stepen globalne metilacije DNK u ispitivanim grupama

Centralni deo ovog istrazivanja obuhvatio je kvantifikaciju stepena globalne metilacije
DNK u ispitivanim grupama. Deskriptivna analiza otkrila je specificne obrasce distribucije
unutar ispitivanih grupa, sumirano u Tabeli 9.

Tabela 9. Deskriptivni parametri distribucije stepena globalne metilacije

5mC, % KG T2DM
Srednja vrednost + SD 4,00 £ 0,68 3,55+0,31
Medijana (interkvatrilni raspon) 3,86 (3,59-4,05) 3,54 (3,31-3,67)
Minimum 3,47 2,90
Maksimum 6,63 4,92

U KG vrednosti udela 5mC kretale su se u rasponu od 3,47 % do 6,63 % (medijana: 3,86
%; interkvartilni raspon: 3,59-4,05%), dok je prose¢na vrednost udela 5mCiznosila 4,00 + 0,68
%. Graficki prikaz udela 5mC u celokupnoj studijskoj populaciji, koja obuhvata KG i sve
pacijente, dat je na Slici 21.
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Slika 21. Histogram raspodele vrednosti stepena globalne metilacije u celokupnoj
populaciji ispitanika
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Nasuprot tome, u T2DM grupi stepen globalne metilacije DNK kretao se u uZzem i nizem
rasponu, od 2,90% do 4,92%. Prose¢na vrednost udela 5mC iznosila je 3,55 + 0,31%, sa
medijanom 3,54% (interkvartilni raspon: 3,31-3,67%) (Slika 22).

25=

Frekvencija, n

4,00
5mC, %

Slika 22. Histogram raspodele vrednosti stepena globalne metilacije u grupi pacijenata

Poredenjem ovih deskriptivnih parametara utvrdeno je da pacijenti sa T2DM imaju
ujednaceniji profil metilacije DNK sa nizim prose¢nim vrednostima i medijanom, dok zdravi
ispitanici ispoljavaju vecu varijaciju i tendenciju ka ve¢em stepenu globalne metilacije DNK.
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Pacijenti su imali znacajno niZe vrednosti stepena globalne metilacije u odnosu na KG (p
< 0,05). S obzirom na to da starost i pol ispitanika uti¢u na gubitak metilacije u genomu, kako
bismo ispitali nezavisan uticaj T2DM na epigenetski status, primenjena je korekcija za starost i
pol ispitanika. Ovim je potvrdeno da uocena globalna hipometilacija DNK nije posledica
demografskih razlika izmedu grupa, poput starosti ili polne strukture, ve¢ je povezana sa
prisustvom T2DM (Slika 23).

6 p<0.001

5mC, %
|
|

|
KG T2DM

Slika 23. Stepen globalne metilacije DNK u kontrolnoj grupi i kod pacijenata sa T2DM

Podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni Studentovim t-
testom
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4.8. Varijabilnost globalne metilacije DNK u ispitivanim grupama

U daljem toku istraZivanja sprovedena je detaljna analiza stepena globalne metilacije
DNK unutar specificnih podgrupa pacijenata sa T2DM, kako bi se ispitao potencijalni uticaj
demografskih i klini¢kih varijabli na epigenetski status ispitanika. Pacijenti su stratifikovani u
odnosu na pol, antropometrijske karakteristike (poviSen ITM i prisustvo gojaznosti), trajanje
bolesti duze od 10 godina, pusacki status, prisustvo hipertenzije i stepen metaboli¢ke kontrole
procenjen na osnovu granicne vrednosti HbAic od 8%, Sto je manje striktan terapijski cilj koji
vazi za starije pacijente i one sa pridruZenim komorbiditetima.
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Rezultati prikazani u Tabeli 10 pokazuju da se stepen globalne metilacije DNK znacajno
razlikovao u odnosu na trajanje bolesti duZe od 10 godina, dok nije bilo razlike u odnosu na pol,
ITM, pusSenje, hipertenziju i neadekvatnu metaboli¢ku kontrolu kod pacijenata sa T2ZDM.

Tabela 10. Stepen globalne metilacije DNK u odnosu na demografske i klinicke

karakteristike
Kategorija N 5mC, % P
Pol
Muski 60 3,56+0,27
5 0,912
Zenski 47 3,56 +0,35
ITM, kg/m?
<25 54 3,53+0,33
0,246
>25 53 3,60 +0,29
Trajanje T2DM, godine
<10 69 3,62 +0,33
< 0,05
>10 38 3,48 £ 0,24
Pusenje
Ne 66 3,53+0,28
0,090
Da 41 3,64 +0,34
Hipertenzija
Ne 12 3,55+0,49
0,884
Da 95 3,56 +0,28
HbAlc, %
<8 24 3,48 £ 0,26
0,176
>8 83 3,58+0,31

Podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni Studentovim t
testom.
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Zatim smo ispitali varijaciju stepena globalne metilacije DNK u odnosu na podelu
pacijenata na preporucene koncentracije serumskih lipidnih parametara (Tabela 11). Pacijenti
su podeljeni u odnosu na grani¢ne vrednosti i terapijske ciljeve preporuCene u aktuelnim
smernicama Evropskog kardioloSkog drustva (engl. European Society of Cardiology, ESC) i
Evropskog drusStva za aterosklerozu (engl. European Atherosclerosis Society, EAS) za procenu
kardiovaskularnog rizika (250). U skladu sa tim, primenjene su grani¢ne koncentracije TG od
1,7 mmol/L, LDL-h od 1,8 mmol/L i striktnija granica od 1,4 mmol/L, HDL-h od 1,0 mmol/L i
non-HDL-h od 2,6 mmol/L. Ova analiza je pokazala da se nivo metilacije DNK nije znacajno
razlikovao izmedu pacijenata stratifikovanih na osnovu navedenih grani¢nih vrednosti
serumskih lipidnih parametara.

Tabela 11. Stepen globalne metilacije DNK u odnosu na lipidni status

Kategorija N 5mC, % p
TG, mmol/L
<17 57 3,54 +0,31
0,396
>1,7 50 3,59 +£0,31

LDL-h, mmol/L

<1,8 33 3,58+ 0,37

0,640
>1,8 74 3,55+0,28
LDL-h, mmol/L
<1,4 23 3,56+ 0,30

0,991
>1,4 84 3,56 +0,31
HDL-h, mmol/L
>1 57 3,55+0,29

0,748
<1 50 3,57 +0,33
Non-HDL-h, mmol/L
<26 33 3,61+0,36

0,305
>2,6 74 3,54+0,28

Podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni Studentovim t
testom.
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Sli¢an trend uocen je i prilikom analize stepena globalne metilacije DNK u zavisnosti od
primenjenih terapijskih rezima (Tabela 12). Terapija oralnim antidijabeticima generalno, kao i
primena metformina, insulina i novijih klasa lekova poput SGLT2 inhibitora, nije znacajno
uticala na stepen globalne metilacije DNK. UoCen je trend ka visim vrednostima globalne
metilacije DNK kod pacijenata na terapiji derivatima sulfoniluree (p = 0,076). Sa druge strane,
trend ka niZim vrednostima primecen kod pacijenata na terapiji inhibitorima DPP4 (p = 0,079)
verovatnije predstavlja posledicu izuzetno malog uzorka u ovoj grupi, nego Sto odrazava efekat
terapije.

Tabela 12. Stepen globalne metilacije DNK u odnosu na hipoglikemijsku terapiju

Kategorija N 5mC, % p

Oralni antidijabetici

Ne 39 3,51+0,24

0,213
Da 68 3,59 +0,34
Metformin
Ne 53 3,52+0,31

0,248
Da 54 3,59 +0,31
Insulin
Ne 49 3,54 + 0,30

0,491
Da 58 3,58 +0,31
Derivati sulfoniluree
Ne 75 3,53+0,29

0,143
Da 32 3,63+0,34
SGLT?2 inhibitori
Ne 96 3,55+0,30

0,374
Da 9 3,65+ 0,39
DPP4 inhibitori
Ne 105 3,57 +0,31

0,079
Da 2 3,18+ 0,32

Podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni Studentovim t
testom.
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4.9. Korelaciona analiza stepena globalne metilacije DNK

U daljem toku istraZivanja ispitana je korelacija stepena globalne metilacije DNK sa
demografskim i klinickim karakteristikama, kao i sa laboratorijskim parametrima. Rezultati
prikazani u Tabeli 13 pokazuju da starost, obim struka, ITM i vrednosti sistolnog i dijastolnog
pritiska nisu korelirali sa stepenom globalne metilacije u ispitivanim grupama.

Tabela 13. Korelacije stepena globalne metilacije DNK sa demografskim i klinickim

parametrima
Parametar KG T2DM

p p P p
Starost, godine -0,113 0,475 -0,050 0,608
Obim struka, cm 0,032 0,847 -0,033 0,780
ITM, kg/m?* -0,044 0,792 0,066 0,519
Stistolni pritisak, mmHg 0,062 0,707 -0,165 0,096
Dijastolni pritisak, mmHg -0,044 0,789 -0,082 0,413

Prikazani podaci su dobijeni primenom Spearmanove korelacione analize.

Rezultati korelacione analize sa parametarima metabolicke kontrole (Tabela 14)
pokazali su da udeo 5mC znacajno raste sa porastom udela HbA1c u KG, dok u grupi pacijenata
nije bilo znacajnih korelacije.

Tabela 14. Korelacija stepena globalne metilacije DNK sa parametrima metabolicke

kontrole
Parametar KG T2DM
p p p p
Glukoza, mmol/L -0,225 0,151 0,039 0,733
HbA1,, % 0,709 < 0,05 0,084 0,406
AGE, AU/mL -0,065 0,712 0,055 0,574
AGE, AU/g -0,028 0,873 -0,039 0,726

Prikazani podaci su dobijeni primenom Spearmanove korelacione analize.
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Tabela 15 prikazuje rezultate ispitivanja korelacije stepena globalne metilacije DNK i
parametara redoks statusa. U KG udeo 5mC je negativno korelirao sa vrednostima TOS. U grupi
sa T2DM utvrdena je pozitivna korelacija udela 5mC sa vrednostima TOS i TAS, kao i sa

koncentracijama AOPP, a negativna sa vrednostima PAB.

Tabela 15. Korelacija stepena globalne metilacije DNK sa parametrima redoks statusa

Parametar KG T2DM
p p p p

AOPP, umol/L -0,125 0,429 0,235 <0,05
MDA, pmol/L -0,064 0,686 -0,039 0,699
TOS, umol/L -0,313 <0,05 0,324 <0,001
PAB, U/L -0,058 0,715 -0,326 <0,001
IMA, AU 0,005 0,975 -0,152 0,119
SOD, U/mL 0,045 0,779 0,162 0,098
SH-grupe, mmol /L 0,047 0,769 0,151 0,127
TAS, umol/L -0,063 0,692 0,246 <0,05
PON1, U/L 0,033 0,837 -0,050 0,608

Prikazani podaci su dobijeni primenom Spearmanove korelacione analize.
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U daljem koraku, analizirana je korelacija udela 5mC sa panelom inflamatornih markera,
a rezultati su prikazani u Tabeli 16. U kontrolnoj grupi nije zabeleZena znacajna korelacija
izmedu navedenih parametara. Nasuprot tome, u grupi pacijenata sa T2DM utvrdena je
znacajna negativna korelacija udela 5mC sa koncentracijama hsCRP i vrednostima PLR indeksa,
dok sa ostalim parametrima nije bilo znacajnih korelacija.

Tabela 16. Korelacija stepena globalne metilacije DNK sa parametrima inflamacije

Parametar KG T2DM
Y p p p

hsCRP, mg/L 0,131 0,407 -0,206 < 0,05
NLR 0,013 0,937 0,013 0,897
PLR 0,130 0,413 -0,228 <0,05
NWR -0,022 0,888 -0,039 0,691
MLR -0,001 0,997 0,012 0,900
MWR -0,042 0,791 0,038 0,704
LWR -0,050 0,754 -0,034 0,734
SII 0,086 0,587 -0,151 0,124
SIRI 0,059 0,710 0,077 0,432
PIV 0,079 0,617 -0,074 0,451

Prikazani podaci su dobijeni primenom Spearmanove korelacione analize.
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Naredni korak bio je analiza korelacija izmedu stepena globalne metilacije DNK i
parametara lipidnog statusa (Tabela 17). U kontrolnoj grupi zabeleZena je znacajna negativna
korelacija izmedu nivoa 5mC i aktivnosti CETP enzima, dok je kod pacijenata sa T2ZDM utvrdena

znacajna pozitivna korelacija nivoa 5mC sa koncentracijom TG.

Tabela 17. Korelacija stepena globalne metilacije DNK sa parametrima lipidnog profila

Parametar KG T2DM
p p P p

TC, mmol/L -0,180 0,255 0,080 0,430
LDL-h, mmol/L -0,210 0,200 0,085 0,410
HDL-h, mmol/L 0,025 0,879 -0,026 0,803
TG, mmol/L -0,139 0,378 0,220 < 0,05
non-HDL h, mmol/L -0,152 0,336 0,138 0,184
LCAT, umol/L/h -0,282 0,071 0,100 0,318
CETP, umol/L/h -0,408 <0,01 0,102 0,310

Prikazani podaci su dobijeni primenom Spearmanove korelacione analize.
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Nadalje, ispitana je korelacija udela 5mC sa veli¢inom i relativnim udelima LDL i HDL
subrakcija, a uporedni prikaz rezultata u analiziranim grupama dat je u Tabeli 18. U KG je
utvrdena pozitivna korelacija udela 5SmC sa relativnim udelima HDL2b i LDL IV subfrakcija, dok
kod pacijenata sa T2DM nije bilo znacajnih korelacija.

Tabela 18. Korelacija stepena globalne metilacije DNK sa LDL i HDL subfrakcijama

Parametar KG T2DM
P p P p

LDL dijametar, nm 0,179 0,283 0,164 0,094
LDLI, % -0,027 0,874 0,021 0,827
LDLII, % -0,278 0,091 0,136 0,166
LDL III, % -0,078 0,641 -0,073 0,457
LDL IV, % 0,385 < 0,05 -0,090 0,357
sdLDL, % 0,164 0,326 -0,120 0,220
HDL dijametar, nm 0,300 0,067 -0,089 0,364
HDLZ2a, % -0,294 0,073 0,091 0,356
HDL2b, % 0,340 < 0,05 -0,172 0,077
HDL3a, % -0,003 0,986 0,081 0,411
HDL3b, % -0,165 0,322 0,110 0,261
HDL3c, % -0,069 0,682 0,016 0,871

Prikazani podaci su dobijeni primenom Spearmanove korelacione analize.

Na Slici 24 prikazane su znacCajne korelacije stepena globalne metilacije DNK sa
ispitivanim laboratorijskim parametrima u grupi pacijenata sa T2DM. Sumirano, utvrdili smo
znacajne negativne korelacije udela 5mC sa koncentracijama hsCRP i PLR indeksom, a pozitivne
korelacije sa koncentracijama AOPP, vrednostima TOS, TAS, kao i sa koncentracijama TG (Slika
24).
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Slika 24. Znacajne korelacije 5mC i laboratorijskih parametara
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4.10. Analiza laboratorijskih parametara u odnosu na prisustvo kardiovaskularnih
bolesti

U daljem toku istraZivanja analizirani su laboratorijski parametari uzimajuci u obzir
prisustvo kardiovaskularnih bolesti kod pacijenata sa T2DM.

4.10.1. Parametri metabolicke kontrole

Tabela 19 prikazuje parametre metabolicke kontrole u odnosu na prisustvo KVB.
Koncentracija glukoze i udeo HbA1c bili su visi kod pacijenata bez KVB i kod pacijenata sa KVB
u poredenju sa KG. Nasuprot tome, vrednosti AGE se nisu znacajno razlikovale izmedu
posmatranih grupa.

Tabela 19. Parametri metabolicke kontrole u odnosu na prisustvo KVB

Parametar KG Pacijenti bez KVB  Pacijenti sa KVB P

Glukoza, mmol/L 5,20 (4,80-5,60) 9,25 (8,05-13,2)*** 10,78 (7,50-13,4)*** < 0,001

HbAuc, % 3,22 (2,62-4,09) 10,2 (8,60-11,0)™*** 9,95 (8,30-10,8)***  <0,001
AGE, U/mL 5,82 (4,91-7,71) 5,23 (4,36-6,30) 5,52 (4,81-7,12) 0,175
AGE, AU/g 8,09 (6,81-10,3) 7,15 (6,12-8,79) 7,84 (6,87-8,98) 0,185

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom.

@Znacajno razlicito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (*** p < 0,001).
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4.10.2. Parametri redoks statusa

U Tabeli 20 je dat prikaz parametara redoks statusa u ispitivanim grupama. Vrednosti
TOS, AOPP, PAB i IMA bile su viSe u obe grupe pacijenata u poredenju sa KG. Nasuprot tome,
koncentracije MDA bile su niZe kod obe grupe pacijenata u odnosu na KG. Pored toga, vrednosti
TOS bile su viSe kod pacijenata sa KVB u poredenju sa pacijentima bez ove komplikacije. Nije
bilo razlike u aktivnosti SOD izmedu analiziranih grupa. Vrednosti antioksidativnih parametara
TAS i SH-grupa i aktivnosti PON1 bile su znacajno niZe u obe grupe pacijenata u odnosu na KG,
dok izmedu pacijenata sa i bez KVB nisu uocene razlike u vrednostima ovih parametara.

Tabela 20. Parametri redoks statusa u odnosu na prisustvo KVB

Parametar KG Pacijenti bez KVB Pacijenti sa KVB P
TOS, pmol/L 4,5 (4,0-6,0) 6,3 (4,0-7,4) 7,0 (5,3-9,6)***bx <0,001
AOPP, pmol/L 14 54 (182-27,3) 23’25’3*** (343~ 48,40 (39,8-62,0)** <0,001

MDA, pmol/L 2,71 (2,26-3,08) 1,59 (1,44-1,82)™** 1,78 (1,52-2,02)™**  <0,001
PAB, U/L 74,2 (60,3-84,1) 85,9 (65,2-133)™* 89,1 (71,6-116)>* <0,001
IMA, AU 0,28 (0,20-0,33) 0,54 (0,47-0,61)*** 0,57 (0,48-0,61)™**  <0,001

TAS, umol/L 1290 (1217-1384) 935 (673-1083)™** 1002 (863-1134)*** < 0,001

SOD,U/mL 133 (124-141) 137 (124-142) 136,50 (124-143) 0,314
SH-grupe, _ _ Axkkok _ Akkk

e 0,35 (0,31-0,39) 0,26 (0,16-0,30) 0,25 (0,19-0,32) <0,001
PON1,U/L 365 (233-927) 236 (177-518)% 259 (134-426)%* <0,001

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom.

@ Znacajno razlicito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

b Znacajno razli¢ito od pacijenata bez KVB na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05).
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4.10.3. Parametri inflamacije

U Tabeli 21 dat je komparativni prikaz parametara inflamacije kod analiziranih grupa.
Koncentracije hsCRP bile su znacajno poviSene u obe grupe pacijenata u odnosu na KG, pri ¢emu
su viSe koncentracije zabeleZene kod pacijenata sa KVB. Sli¢no tome, vrednosti MLR, MWR, SIRI
i PIV indeksa bile su viSe kako kod pacijenata bez KVB, tako i kod pacijenata sa KVB u poredenju
sa KG. Parametri NLR i SII pokazali su viSe vrednosti samo u grupi pacijenata sa KVB u odnosu
na KG, dok je LWR bio nizi isklju¢ivo u ovoj grupi. Vrednosti PLR i NWR se nisu znacajno
razlikovale izmedu posmatranih grupa.

Tabela 21. Parametri inflamacije u odnosu na prisustvo KVB

Parametar KG Pacijenti bez KVB Pacijenti sa KVB P
hsCRP, mg/L. 0,30 (0,10-0,85) 4,70 (1,65-12,3)**** 6,35 (2,00-18,4)**** <0,001
NLR 1,95 (1,35-2,17) 2,04 (1,48-2,92) 2,32 (1,76-2,95)%** <0,05
PLR 107 (89,7-139) 108 (89,7-140) 114 (92,1-170) 0,521
NWR 0,60 (0,53-0,63) 0,59 (0,52-0,67) 0,62 (0,56-0,67) 0,247
MLR 0,16 (0,13-0,20) 0,23 (0,18-0,30)*** 0,24 (0,20-0,31)**** < 0,001
MWR 0,05 (0,04-0,06) 0,07 (0,05-0,08)**** 0,06 (0,06-0,08)***  <0,001
LWR 0,31 (0,29-0,38) 0,29 (0,23-0,35) 0,27 (0,22-0,32)***  <0,01
SII 448 (343-608) 475 (344-772) 530 (402-844)%* <0,05
SIRI 0,56 (0,43-0,88) 1,05 (0,67-1,55)*** 1,16 (0,84-2,06)**** < 0,001
PIV 137 (101-239) 235 (151-459)%**x* 287 (194-530)%*** <0,001

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom.

a Znacajno razlic¢ito od KG: *p < 0,05; *p < 0,01;

Fokk
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4.10.4. Parametri dislipidemije

Tabela 22 prikazuje lipidni profil pacijenata u zavisnosti od KVB statusa. Koncentracije
TC, LDL-h, HDL-h i non-HDL-h bile su niZe u obe grupe pacijenata u poredenju sa KG, pri cemu
su najniZe vrednosti navedenih parametara zabeleZene kod pacijenata sa KVB. Nasuprot tome,
koncentracije TG bile su viSe u obe grupe pacijenata u odnosu na KG, bez uocene razlike izmedu
samih grupa pacijenata. Nismo utvrdili razliku u aktivnosti LCAT i CETP izmedu tri posmatrane

grupe.

Tabela 22. Parametri lipidnog profila u odnosu na prisustvo KVB

Parametar KG Pacijenti bez KVB Pacijenti sa KVB P

TC, mmol/L 6,12 (5,29-7,01) 5,00 (3,90-5,80)**** 4,40 (3,40-5,25)**** <0,001
LDL-h, mmol/L 3,83 (3,20-4,61) 2,75 (2,00-3,65)**** 2,40 (1,80-3,20)*** <0,001
HDL-h, mmol/L 1,60 (1,30-1,90) 1,06 (0,83-1,35)**** 0,93 (0,72-1,10)***  <0,001
TG, mmol/L 1,19 (0,98-1,54) 1,70 (1,10-2,70)** 1,85 (1,25-2,60)****  <0,001
non-HDL-h, 4,45 (3,80-5,46) 3,61 (3,05-4,66)*** 3,36 (2,53-4,21)**** <0,001
mmol/L

LCAT, umol/L/h 69,5 (55,5-90,2) 63,7 (41,6-92,8) 67,7 (45,7-96,5) 0,801
CETP, umol/L/h 201 (140-251) 156 (95-255) 166 (115-276) 0,492

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallis-ovim testom.

@ Znacajno razlicito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

Analiza LDL i HDL subfrakcija (Tabela 23) pokazala je da obe grupe pacijenata imaju
znacajno veci udeo LDL II, a manji udeo LDL IV i ukupnih sdLDL ¢estica u odnosu na KG. Pored
toga, u grupi pacijenata sa KVB zabeleZen je veci udeo LDL I, a manji udeo LDL III subfrakcija u
poredenju sa KG. Kada je re¢ o HDL subfrakcijama, kod obe grupe pacijenata utvrdene su
znacajne razlike u HDL dijametru, kao i u udelima HDL2b i HDL3a subfrakcija u odnosu na KG.
Udeo HDL2a subfrakcija bio je znacajno visi kod obe grupe pacijenata, dok je udeo HDL3b bio
visi iskljuc¢ivo kod pacijenata sa KVB u odnosu na KG. Nisu uoCene znacajne razlike u
vrednostima LDL dijametra i udelu HDL3c cestica izmedu ispitivanih grupa. Takode,
medusobnim poredenjem grupe pacijenata sa i bez KVB nisu utvrdene znacajne razlike u
distribuciji analiziranih subfrakcija lipoproteina.
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Tabela 23. Velicina i raspodela LDL i HDL subfrakcija u odnosu na prisustvo KVB

Parametar

KG

Pacijenti bez KVB

Pacijenti sa KVB

p

LDL dijametar, nm
LDLI, %

LDLII, %

LDL III, %

LDL IV, %

sdLDL, %

HDL dijametar, nm
HDL2b, %

HDLZ2a, %

HDL3a, %

HDL3b, %

HDL3c, %

26,3 (25,6-26,7)
21,2 (18,3-24,5)
26,0 (23,6-29,4)
22,3 (20,5-24,4)
29,2 (24,8-33,5)
51,8 (48,4-55,4)
10,3 (9,40-10,9)
46,5 (42,5-51,0)
20,6 (19,2-22,1)
14,2 (13,5-14,7)
8,05 (7,30-9,18)

9,97 (7,57-12,4)

26,0 (25,2-27,0)
22,0 (19,6-30,8)
29,2 (26,1-34,7)*
21,4 (16,2-25,1)
22,4 (19,6-25,2)2%**
44,4 (36,3-51,4)**
9,20 (8,60-9,70)2***
41,5 (33,9-45,2)*
23,3 (21,3-26,6)2***
16,9 (14,8-20,0)2%**
8,34 (6,85-13,5)

8,56 (6,24-10,7)

26,0 (25,5-26,7)
24,9 (19,6-30,1)**
30,7 (26,0-36,8)**
19,3 (15,1-23,8)***
23,2 (17,6-28,2)***
41,6 (34,5-50,1)%**
8,90 (8,55-9,25)%***
36,7 (31,5-43,6)***
23,8 (21,0-25,7)*
18,7 (15,9-21,6)
10,1 (7,25-13,6)%**

8,76 (6,00-11,7)

0,724

< 0,05

<0,01

<0,01

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

< 0,05

0,111

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom.

@ Znacajno razlicito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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4.10.5. Korelaciona analiza i dijagnosti¢ki znacaj biomarkera kod pacijenata sa KVB

U daljem toku analize sproveli smo korelacionu analizu ispitivanih parametara u grupi
pacijenata sa T2DM koji imaju KVB. Rezultati su prikazani u Tabeli 24. Utvrdena je znacajna
pozitivna korelacija inflamatornih indeksa SII i PIV sa vrednostima PAB, kao i pozitivna
korelacija koncentracija glukoze sa koncentracijama MDA. Pored toga, utvrdena je i znacajna
pozitivna korelacija koncentracija TG sa vrednostima TOS, te relativnih udela HDLZ2a
subfrakcija sa TAS vrednostima. U ovoj grupi zabeleZena je i znacajna negativna korelacija PLR
indeksa sa aktivnos¢u LCAT enzima i udelom LDL III subfrakcija.

Tabela 24. Znacajne korelacije ispitivanih parametara kod pacijenata sa KVB

PatofiziolosSka osovina Korelacioni par P p
Inflamacija i redoks status SIli PAB 0,507 < 0,001
PIViPAB 0,489 <0,001
Lipidni profil i redoks status TGiTOS 0,555 < 0,001
HDL2ai TAS 0,560 < 0,001
Inflamacija i lipidni status PLRiLDLIII -0,458 < 0,01
PLRiLCAT -0,439 <0,01
Metabolicka kontrola i redoks status glukoza i MDA 0,496 < 0,01

Prikazani su rezultati Spearmanove korelacione analize.
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U daljem koraku ispitali smo dijagnosticku tac¢nost analiziranih laboratorijskih
parametara da predvide prisustvo KVB. U cilju ispitivanja dijagnostickog potencijala, u ROC
analizu su inicijalno ukljuceni svi ispitivani biomarkeri, medutim, tabelarno su prikazani samo
parametri koji su pokazali prihvatljivu diskriminativnu mo¢, odnosno ¢ija je AUC iznosila vise
od 0,5, Sto predstavlja metodoloski prag za klinicku relevantnost testa. Standardni parametri
lipidnog statusa nisu prikazani u ovom modelu s obzirom na to da nisu ispunili navedeni
kriterijum. Rezultati (Tabela 25) su pokazali da najve¢u AUC ima hsCRP pri cut-off vrednosti
1,1 mg/L. Prihvatljivu diskriminativnu mo¢ imali su i AOPP (AUC > 0,7), dok je AUC za TOS bila
na samoj granici (AUC = 0,696). Najslabiju diskriminativnu sposobnost od izdvojenih markera
imali su PAB i SIl indeks (AUC = 0,613).

Tabela 25. Dijagnosticka tacnost parametara oksidativnog stresa i inflamacije

Parametar AUC Cut-off Osetljivost, %  Specifi¢cnost, %
hsCRP, mg/L 0,753 1,1 95,7 49,1
AOPP, pmol/L 0,722 41,9 75,0 69,0
TOS, umol/L 0,696 51 81,2 50,5
SIRI 0,687 0,83 77,1 55,8
PIV 0,671 206 74,5 53,2
NLR 0,622 2,18 57,4 65,8
PAB, pmol/L 0,613 75,3 69,6 52,2
SII 0,613 380 85,1 34,2

Prikazani su rezultati ROC analize. Odgovarajuée cut-off vrednosti izabrane su primenom
Youdenovog indeksa.
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4.11. Analiza laboratorijskih parametara u odnosu na prisustvo dijabetesne nefropatije

Stratifikacija pacijenata prema prisustvu DNF ukazala je na znacajne razlike u
parametrima metabolicke kontrole, redoks statusa i lipidnog profila.

4.11.1. Parametri metabolicke kontrole

Analiza parametara metabolicke kontrole (Tabela 26) pokazala je znacajno viSe
koncentracije glukoze i udela HbA1c kod pacijenata sa i bez DNF u poredenju sa KG. Pored toga,
u grupi pacijenata sa DNF zabeleZen je trend viSih vrednosti AGE (AU/g) u odnosu na pacijente
bez ove komplikacije, iako nije dostignuta statisticka znacajnost (p = 0,068).

Tabela 26. Parametri metabolicke kontrole u odnosu na prisustvo DNF

Parametar KG Pacijenti bez DNF Pacijenti sa DNF p

Glukoza, mmol/L 5,20 (4,80-5,60) 9,50 (7,60-13,2)*** 9,69 (7,50-14,4)™** <0,001

HbA1c, % 3,22 (2,63-4,09) 9,85 (8,58-11,0)*** 10,3 (8,45-10,8)™** < 0,001
AGE, U/mL 5,82 (4,91-7,71) 5,40 (4,54-6,59) 6,04 (5,18-7,52) 0,106
AGE, AU/g 8,09 (6,81-10,3) 7,26 (6,12-8,71) 9,37 (7,64-11,4) <0,05

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom.

EZ 2

a Znacajno razlic¢ito od KG: **p < 0,001 na osnovu Mann-Whitney U testa.
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4.11.2. Parametri redoks statusa

U daljem toku analize, ispitivanje parametara oksidativnog stresa (Tabela 27) pokazalo
je da su najviSe vrednosti AOPP, PAB i IMA, uz istovremeno najniZe vrednosti TAS i SH-grupe,
zabeleZene u grupi pacijenata sa DNF. Koncentracije MDA bile su znac¢ajno niZe kod obe grupe

pacijenata u poredenju sa KG.

Tabela 27. Parametri redoks statusa u odnosu na prisustvo DNF

Parametar KG Pacijenti bez DNF Pacijenti sa DNF p

TOS, pmol/L 4,50 (4,00-6,00) 6,60 (4,70-7,90)*** 6,50 (5,10-9,50)** <0,001
AOPP, umol/L 19,2 (18,3-27,4) 48,7 (33,6-57,9)*** 51,6 (41,9-68,5)***  <0,001
MDA, umol/L 2,71 (2,26-3,08) 1,65 (1,44-1,99)**** 1,81 (1,68-1,99)***  <0,001
PAB, U/L 74,2 (60,3-84,1) 85,9 (67,7-124)** 103 (74,6-165)** <0,001
IMA, AU 0,28 (0,20-0,33) 0,55 (0,47-0,62)**** 0,58 (0,53-0,61)****  <0,001
TAS, umol/L 1290 (1217-1385) 963 (732-1112)*** 925 (590-1140)** < 0,001
SOD, U/mL 133 (124-141) 138 (127-143) 131 (122-136) 0,059
SH-grupe, 0,35 (0,31-0,39) 0,26 (0,16-0,31)>** 0,25 (0,21-0,30)***  <0,001
mmol/L

PON1, U/L 365 (233-928) 248 (153-521)2** 311 (139-353)%* <0,001

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallis-ovim testom.

"Znacajno razlicito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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4.11.3. Parametri inflamacije

Naredni korak obuhvatio je ispitivanje parametara sistemske inflamacije (Tabela 28).
Koncentracije hsCRP, kao i vrednosti kompozitnih indeksa MLR, MWR, SIRI i PIV bile su
znacajno viSe u obe grupe pacijenata u poredenju sa KG. S druge strane, vrednosti LWR bile su
znacajno niZe samo kod pacijenata bez DNF u odnosu na KG. Poredenjem grupa pacijenata sa i
bez DNF nije utvrdena statisticki znacajna razlika ni u jednom od navedenih inflamatornih
markera.

Tabela 28. Parametri inflamacije u odnosu na prisustvo DNF

Parametar KG Pacijenti bez DNF Pacijenti sa DNF p

hsCRP, mg/L 0,30 (0,10-0,85) 5,60 (1,80-12,4)** 7,50 (1,90-15,0)***  <0,001

NLR 1,95 (1,35-2,17) 2,18 (1,64-2,93) 2,17 (1,48-2,92) 0,051
PLR 107 (89,8-139) 113 (91,6-148) 104,8 (87,1-148) 0,494
NWR 0,60 (0,53-0,63) 0,61 (0,54-0,67) 0,58 (0,53-0,65) 0,538
MLR 0,16 (0,13-0,20) 0,23 (0,20-0,30)*** 0,26 (0,18-0,33)>**  <0,001
MWR 0,05 (0,04-0,06) 0,06 (0,06-0,08)*** 0,07 (0,05-0,09)>* <0,001
LWR 0,31(0,29-0,38) 0,28 (0,23-0,33)** 0,28 (0,21-0,34) <0,01
SII 448 (344-609) 503 (380-789) 522 (385-734) 0,135
SIRI 0,56 (0,43-0,88) 1,08 (0,75-1,76)*** 1,11 (0,76-2,05)***  <0,001
PIV 137 (102-239) 255 (151-485)*** 272 (203-489)** <0,001

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom.

a Znacajno razlicito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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4.11.4. Parametri dislipidemije

U daljem toku istraZivanja, analiziran je lipidni profil ispitivanih grupa (Tabela 29).
ZabeleZene su znacajno niZe koncentracije TC, LDL-h, HDL-h i non-HDL-h kod obe grupe
pacijenata u poredenju sa KG. Pored toga, koncentracije TG bile su znacajno viSe u obe grupe
pacijenata u odnosu na koncentracije u KG. Razlike u aktivnostima LCAT i CETP izmedu
analiziranih grupa nisu bile znacajne. Takode, nije bilo razlike u ispitivanim lipidnim

parametrima izmedu grupa pacijenata bez i sa DNF.

Tabela 29. Parametri lipidnog profila u odnosu na prisustvo DNF

Parametar KG Pacijenti bez DNF Pacijenti sa DNF P

TC, mmol/L 6,12 (5,29-7,01) 4,50 (3,80-5,50)**** 4,40 (3,85-5,50)**** <0,001
LDL-h, mmol/L 3,83 (3,20-4,61) 2,60 (1,90-3,45)**** 2,30 (2,05-3,20)*** < 0,001
HDL-h, mmol/L 1,60 (1,30-1,90) 1,02 (0,82-1,21)*** 0,89 (0,69-0,96)**** < 0,001
TG, mmol /L 1,19 (0,98-1,54) 1,70 (1,10-2,60)>** 2,40 (1,45-2,95)>*  <0,001
non-HDL-h, 4,45 (3,80-5,46) 3,54 (2,72-4,28)**** 3,67 (2,61-4,21)***  <0,001
mmol/L

LCAT, umol/L/h 69,5 (55,5-90,2) 66,5 (46,0-99,7) 57,6 (35,3-78,2) 0,159
CETP, umol/L/h 201 (140-251) 167 (104-279) 120 (102-210) 0,211

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom.

a Znacajno razlicito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (**p < 0,01; ***p < 0,001).
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Radi sveobuhvatnog sagledavanja lipidnog profila, u nastavku su analizirane subfrakcije
LDL i HDL Cestica (Tabela 30). U odnosu na KG, kod obe grupe pacijenata zabeleZen je znacajno
manji HDL dijametar, nizi udeo HDL2b i viSi udeo HDL3a subfrakcija. Sa druge strane, znacajne
promene u distribuciji LDL subfrakcija (visi udeo LDL I i LDL II, a nizi udeo LDL III, LDL IV i
sdLDL Cestica), kao i viSi udeo HDLZ2a subfrakcija, utvrdene su samo u grupi pacijenata bez DNF
u poredenju sa KG. Nismo utvrdili statisticki znacajnu razliku u analiziranim parametrima

izmedu samih grupa pacijenata sa i bez DNF.

Tabela 30. Velicina i raspodela LDL i HDL subfrakcija u odnosu na prisustvo DNF

Parametar KG Pacijenti bez DNF Pacijenti sa DNF P

LDL 26,3 (25,6-26,7) 26,0 (25,4-27,1) 25,6 (25,0-26,3) 0,081
dijametar, nm

LDLI, % 21,2 (18,2-24,4) 23,7 (19,8-31,0)%* 23,3 (19,2-26,9) < 0,05
LDLII, % 26,0 (23,5-29,3) 30,5 (26,0-36,0)**** 27,0 (25,0-33,0) < 0,001
LDL III, % 22,3(20,5-24,4) 19,6 (15,2-24,8)%* 22,0 (19,3-23,6) < 0,05
LDL IV, % 29,2 (24,7-33,4) 22,3 (18,3-25,4)**** 24,4 (15,9-30,6) < 0,001
sdLDL, % 51,8 (48,4-55,4) 43,0 (34,7-50,5)**** 48,9 (41,6-56,0) < 0,001
HDL 10,3 (9,40-10,9) 9,00 (8,55-9,40)**** 8,80 (8,60-9,40)***  <0,001
dijametar, nm

HDL2b, % 46,5 (42,5-51,0) 40,1 (32,9-45,1)**** 40,1 (35,2-43,7)** < 0,001
HDL2a, % 20,6 (19,2-22,1) 23,7 (21,3-26,6)**** 22,6 (20,3-25,6) < 0,001
HDL3a, % 14,2 (13,5-14,7) 17,3 (14,9-21,1)**** 17,9 (16,5-21,3)**** < 0,001
HDL3b, % 8,05 (7,30-9,18) 9,61 (7,13-13,7) 8,95 (6,95-10,8) 0,059
HDL3c, % 9,97 (7,57-12,4) 8,75 (6,24-10,8) 7,24 (4,50-13,4) 0,122

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallis-ovim testom.

a Znacajno razlicito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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4.11.5. Korelaciona analiza i dijagnostic¢ki znacaj biomarkera kod pacijenata sa DNF

Korelaciona analiza u grupi pacijenata sa DNF (Tabela 31) pokazala je znacajnu
pozitivnu korelaciju izmedu aktivnosti PON1 i koncentracije HDL-h, kao i koncentracije SH-
grupa sa veliCinom HDL ¢estica. Utvrdena je i znacajna pozitivna korelacija koncentracije MDA
sa koncentracijom LDL-h i dijametrom LDL ¢estica, dok su TOS vrednosti pozitivno korelirale
sa koncentracijama TG. Takode, uoCena je znacajna negativna korelacija izmedu vrednosti PAB
i aktivnosti CETP. Dodatno, koncentracija glukoze je pozitivno korelirala sa vrednostima
sistemskog inflamatornog indeksa SII.

Tabela 31. Znacajne korelacije ispitivanih parametara kod pacijenata sa DNF

PatofiziolosSka osovina Korelacioni par P p
Redoks status i lipidni profil PON1i HDL-h 0,799 < 0,001
MDA i LDL-h 0,749 <0,01
TOSiTG 0,713 <0,01
PABi CETP -0,692 <0,01
MDA i LDL dijametar 0,629 < 0,01
SH-grupe i HDL dijametar 0,622 < 0,01
Metabolicka kontrola i Glukoza i SII 0,714 < 0,01
inflamacija

Prikazani su rezultati Spearmanove korelacione analize.
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U cilju procene dijagnosticke tacnosti, sprovedena je ROC analiza. Radi evaluacije
dijagnostickog znacaja, inicijalna ROC analiza obuhvatila je celokupan panel posmatranih
biomarkera. U cilju jasnijeg prikaza, tabelarno su izdvojeni samo oni pokazatelji koji imaju
klini¢ki znacajnu diskriminativnu mo¢, definisanu vrednos¢u AUC > 0,5 (Tabela 32). Rezultati
su pokazali da klinicki prihvatljivu vrednost AUC ima AOPP (AUC > 0,7) uz osetljivost od 88,2%,
ali nedovoljnu specificnost. Pored AOPP, analizom je utvrdeno da je hsCRP imao granitno
prihvatljivu vrednost AUC, dok su ostali parametri imali umerenu diskriminacionu sposobnost.
NajniZa AUC zabeleZena je za SOD.

Tabela 32. Dijagnosticka tacnost parametara oksidativnog stresa i inflamacije

Parametar AUC Cut-off Osetljivost, % Specificnost, %
AOPP, umol/L 0,717 35,9 88,2 55,2
hsCRP, mg/L 0,699 1,3 88,2 42,8
PAB, U/L 0,658 93,8 70,6 71,3
PIV 0,642 148 93,8 36,4
TAS, umol/L 0,640 947 58,8 72,9
SIRI 0,611 1,1 58,8 65,5
SOD, IU/L 0,609 134 70,6 56,2

Prikazani su rezultati ROC analize. Odgovarajuée cut-off vrednosti izabrane su primenom
Youdenovog indeksa.
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4.12. Analiza laboratorijskih parametara u odnosu na prisustvo dijabetesne retinopatije

4.12.1. Parametri metabolicke kontrole

Analiza parametara metabolicke kontrole (Tabela 33) pokazala je znacajno viSe
koncentracije glukoze i udela HbA1c u obe grupe pacijenata u odnosu na KG, dok se vrednosti
izmedu ove dve grupe pacijenata nisu razlikovale. Sa druge strane, vrednosti AGE su bile
znacajno viSe u grupi pacijenata sa DR u poredenju sa pacijentima bez ove mikrovaskularne
komplikacije (p < 0,05).

Tabela 33. Parametari metabolicke kontrole u odnosu na prisustvo DR

Parametar KG Pacijenti bez DR Pacijenti sa DR P

Glukoza, mmol/L 5,20 (4,80-5,60) 9,75 (7,50-13,4)** 8,60 (8,10-11,0)*** < 0,001

HbAuc, % 3,22 (2,63-4,09) 9,95 (8,60-10,8)>** 10,85 (8,05-11,1)>** <0,001
AGE, U/mL 5,82 (4,91-7,71) 5,41 (4,54-6,59) 7,73 (5,77-9,48)°*  <0,05
AGE, AU/g 8,09 (6,81-10,3) 7,28 (6,12-8,73) 10,33 (8,39-13,0)>*  <0,05

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom.
4 Znacajno razlic¢ito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (***p < 0,001).

b Znacajno razli¢ito od pacijenata bez DR na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05)
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4.12.2 Parametri redoks statusa

Analiza redoks statusa (Tabela 34) pokazala je znacajno viSe vrednosti prooksidativnih
markera (TOS, AOPP, PAB, IMA), a niZe vrednosti parametara antioksidativne zastite (SH-
grupe, PON1) kod obe grupe pacijenata u poredenju sa KG. UocCeni su i znacajno niZi nivoi TAS
iskljucivo u grupi pacijenata bez DR u poredenju sa KG, dok se u grupi pacijenata sa DR ove
vrednosti nisu znacajno razlikovale u odnosu na zdrave ispitanike.

Tabela 34. Parametri redoks statusa u odnosu na prisustvo DR

Parametar KG Pacijenti bez DR Pacijenti sa DR P

TOS, pmol/L 4,50 (4,00-6,00) 6,55 (4,50-8,00)** 7,05 (5,85-8,40)** <0,01
AOPP, umol/L 19,2 (18,3-27,4) 48,5 (34,3-58,5)**** 57,0 (44,8-73,7)**** <0,001
MDA, umol/L 2,71 (2,26-3,08) 1,68 (1,47-1,99)**** 1,65 (1,40-1,84)*** <0,001
PAB, U/L 74,2 (60,3-84,1) 88,7 (67,8-131)2** 94,9 (58,5-106)%** <0,01
IMA, AU 0,28 (0,20-0,33) 0,56 (0,47-0,62)**** 0,52 (0,50-0,58)**** <0,001
TAS, umol/L 1290 (1217-1385) 950 (673-1120)**** 1078 (1000-1113) <0,001
SOD, U/mL 133 (124-141) 136 (123-142) 139 (130-147) 0,198
SH-grupe, 0,35 (0,31-0,39) 0,26 (0,18-0,31)**** 0,22 (0,20-0,32)***  <0,001
mmol/L

PON1, U/L 365 (233-928) 256 (153-487)%** 152 (120-473)** <0,01

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallis-ovim testom.

a Znacajno razlicito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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4.12.3 Parametri inflamacije

Naredni korak obuhvatio je ispitivanje parametara hroni¢ne inflamacije (Tabela 35).
Koncentracije hsCRP i MLR, MWR i SIRI vrednosti bile su znacajno vise kod obe grupe
pacijenata u poredenju sa KG. Pored toga, znacajno niZe vrednosti LWR i znacajno viSe
vrednosti PIV zabeleZene su iskljucivo u grupi pacijenata bez DR u odnosu na KG. Vrednosti

inflamatornih parametara nisu se razlikovale izmedu grupe sa i bez DR.

Tabela 35. Parametri inflamacije u odnosu na prisustvo DR

Parametar KG Pacijenti bez DR Pacijenti sa DR p
hsCRP, mg/L 0,30 (0,10-0,85) 6,00 (1,85-14,5)*** 2,65 (1,55-6,70)** <0,001
NLR 1,95 (1,35-2,17) 2,18 (1,58-2,97) 2,17 (1,83-2,76) 0,055
PLR 107 (89,8-139) 110 (91,0-151) 108,9 (93,5-125) 0,617
NWR 0,60 (0,53-0,63) 0,61 (0,54-0,67) 0,58 (0,55-0,60) 0,411
MLR 0,16 (0,13-0,20) 0,24 (0,20-0,30)*** 0,25 (0,21-0,33)*** < 0,001
MWR 0,05 (0,04-0,06) 0,07 (0,05-0,08)*** 0,07 (0,06-0,08)** <0,001
LWR 0,31 (0,29-0,38) 0,28 (0,23-0,34)*** 0,28 (0,22-0,30) <0,01
SII 448 (344-609) 512 (377-798) 400 (391-627) 0,117
SIRI 0,56 (0,43-0,88) 1,08 (0,73-1,82)**** 1,23 (0,95-1,62)*** <0,001
PIV 137 (102-239) 260 (170-495)%**x* 254 (143-441) <0,001

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom.

a Znacajno razlicito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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4.12.4. Parametri dislipidemije

U daljem toku istraZivanja, analiziran je lipidni status pacijenata u odnosu na prisustvo
DR (Tabela 36). U poredenju sa KG, kod obe grupe pacijenata zabeleZene su znacajno nize
koncentracije HDL-h i viSe koncentracije TG. Sa druge strane, znacajno niZe koncentracije TC,
LDL-h i non-HDL-h uocene su iskljuc¢ivo u grupi pacijenata bez DR u odnosu na KG. Nismo
utvrdili razliku u aktivnosti LCAT i CETP izmedu posmatranih grupa, kao ni razlike u
analiziranim lipidnim parametrima izmedu pacijenata sa i bez DR.

Tabela 36. Parametri lipidnog profila u odnosu na prisustvo DR

Parametar KG Pacijenti bez DR Pacijenti sa DR p

TC, mmol/L 6,12 (5,29-7,01) 4,45 (3,70-5,50)**** 4,85 (4,40-6,10) <0,001
LDL-h, mmol/L 3,83 (3,20-4,61) 2,60 (1,90-3,30)**** 2,65 (2,10-3,70) <0,001
HDL-h, mmol/L 1,60 (1,30-1,90) 0,99 (0,82-1,20)**** 0,96 (0,66-1,39)*** <0,001
TG, mmol/L 1,19 (0,98-1,54) 1,70 (1,10-2,60)>* 2,50 (1,30-3,80)** <0,01
non-HDL-h, 4,45 (3,80-5,46) 3,54 (2,66-4,25)**** 3,82 (3,38-4,38) <0,001
mmol/L

LCAT, umol/L/h 69,5 (55,6-90,3) 66,5 (44,5-95,9) 57,6 (24,5-62,4) 0,179
CETP, umol/L/h 202 (140-251) 167 (106-275) 119 (53,3-130) 0,089

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallis-ovim testom.

a Znacajno razlicito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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Analiza lipoproteinskih subfrakcija (Tabela 37) pokazala je da je u poredenju sa KG, kod
obe grupe pacijenata zabeleZen znacajno manji HDL dijametar, niZi udeo LDL IV i HDL2b, a visi
udeo HDL3a subfrakcija. S druge strane, kod pacijenata sa DR u odnosu na KG utvrdene su
znacajne promene u distribuciji ostalih subfrakcija, visi udeo LDL I, LDL II i HDL2a, kao i nizi
udeo LDL III i sdLDL cestica. Za razliku od distribucije subfrakcija, nije utvrdena znacajna

razlika u LDL dijametru izmedu posmatranih grupa.

Tabela 37. Veli¢ina i raspodela LDL i HDL subfrakcija u odnosu na prisustvo DR

Parametar KG Pacijenti bez DR Pacijenti sa DR p

LDL dijametar, 26,3 (25,6-26,7) 26,0 (25,3-26,9) 25,9 (25,3-27,0) 0,700
nm

LDLI, % 21,2 (18,3-24,5) 23,7 (19,6-30,8)** 24,4 (20,9-26,9) < 0,05
LDLII, % 26,0 (23,6-29,4) 30,3 (25,8-36,0)**** 28,5 (26,3-33,8) < 0,01
LDL III, % 22,3 (20,5-24,4) 19,9 (15,6-24,6)** 22,2 (19,7-26,5) < 0,05
LDL IV, % 29,2 (24,8-33,5) 22,7 (18,4-27,5)**** 22,6 (16,6-25,2)** <0,001
sdLDL, % 51,8 (48,4-55,4) 43,6 (34,9-51,4)™** 43,8 (37,5-51,1) < 0,001
HDL dijametar, 10,3 (9,40-10,90) 9,00 (8,60-9,40)**** 8,75 (8,45-9,65)*** < 0,001
nm

HDL2b, % 46,5 (42,5-51,0) 40,1 (33,6-44,9)**** 36,8 (29,7-42,3)** <0,001
HDL2a, % 20,6 (19,2-22,1) 23,7 (21,3-26,4)**** 22,1 (20,9-27,0) < 0,001
HDL3a, % 14,2 (13,5-14,7) 17,5 (14,9-21,3)*** 17,9 (16,0-19,8)** <0,001
HDL3b, % 8,05(7,30-9,18) 9,45 (7,07-13,6) 10,1 (7,80-14,3) 0,052
HDL3c, % 997 (7,57-12,4) 8,56 (6,20-11,0) 9,78 (5,69-14,2) 0,098

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom

a Znacajno razlicito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001)
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4.12.5. Korelaciona analiza i dijagnosti¢ki znacaj biomarkera kod pacijenata sa DR

U narednom koraku ispitali smo postojanje znacajnih korelacija izmedu analiziranih
parametara kod pacijenata sa DR (Tabela 38). Utvrdena je znacajna pozitivna korelacija TAS
vrednosti i udela HDL2a subfrakcija, a negativna izmedu aktivnosti SOD i udela HDL3a cestica.
Koncentracija AOPP pozitivno je korelirala sa koncentracijom TG. Vrednosti indeksa MWR su
bile u pozitivnoj korelaciji sa vrednostima TAS i udelom HDL2a subfrakcija, a u negativnoj sa
koncentracijom MDA. Pored toga, uocena je znacajna negativna korelacija vrednosti AGE
(AU/g) i udela HDL3c subfrakcija.

Tabela 38. Znacajne korelacije ispitivanih parametara kod pacijenata sa DR

PatofiziolosSka osovina Korelacioni par P P
Redoks status i lipidni profil TAS i HDL2a 0,929 < 0,001
SODiHDL3a -0,833 <0,05
AOPPiTG 0,826 < 0,05
Inflamacija i redoks status MWR i TAS 0,857 <0,01
MWR i MDA -0,850 <0,01
Inflamacija i lipidni profil MWR i HDL2a 0,881 <0,01
Metabolicka kontrola i lipidi AGE (AU/g) i HDL3c -0,857 < 0,05

Prikazani su rezultati Spearmanove korelacione analize.

Na kraju, ispitali smo i dijagnosticku ta¢nost analiziranih parametara u grupi sa DR, a
rezultati su prikazani u Tabeli 39. Utvrdili smo da najvecu i prihvatljivu AUC ima AOPP (AUC >

0,7).

Tabela 39. Dijagnosticka tacnost parametara oksidativnog stresa i inflamacije
Parametar AUC Cut-off Osetljivost, % Specifi¢nost, %
AOPP, umol/L 0,754 40,7 87,5 57,1
TOS, pmol/L 0,664 5,10 100 42,8
SIRI 0,644 1,10 75,0 64,9
MWR 0,623 0,059 87,5 47,7

Prikazani su rezultati ROC analize. Odgovarajuée cut-off vrednosti izabrane su primenom

Youdenovog indeksa.
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4.13. Analiza laboratorijskih parametara u odnosu na prisustvo dijabetesne neuropatije

U daljem toku istraZivanja, analizirani su parametri kod pacijenata stratifikovanih
prema prisustvu DN.

4.13.1. Parametri metabolicke kontrole

Analiza parametara metabolicke kontrole (Tabela 40) pokazala je znacCajno viSe
koncentracije glukoze i HbA1c kod obe grupe pacijenata u poredenju sa KG. [ako je inicijalna
analiza ukazala na varijacije u vrednostima AGE (U/mL), nakon post hoc analize nisu potvrdene
znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa.

Tabela 40. Parametri metabolicke kontrole u odnosu na prisustvo DN

Parametar KG Pacijenti bez DN Pacijenti sa DN P

Glukoza, mmol/L 5,20 (4,80-5,60) 10,10 (7,70-13,4)*** 9,00 (7,55-12,5)**** < 0,001

HbAuc, % 3,22 (2,63-4,09) 10,20 (9,15-11,5)*** 9,10 (7,85-10,7)>*** < 0,001
AGE, U/mL 5,82 (4,91-7,71) 5,08 (4,34-6,32) 5,86 (4,89-7,34) <0,05
AGE, AU/g 8,09 (6,81-10,3) 7,14 (5,85-8,85) 7,99 (6,71-8,90) 0,123

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom.

a Znacajno razlic¢ito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (***p < 0,001).
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4.13.2. Parametri redoks statusa

Naredni korak bio je ispitivanje parametara redoks statusa, a uporedni prikaz rezultata
dat je u Tabeli 41. Vrednosti prooksidativnih markera TOS, AOPP i IMA bile su znacajno vise,
dok su vrednosti antioksidativnih parametara TAS, SH-grupa i PON1, kao i koncentracije MDA
bile znacajno niZe kod obe grupe pacijenata u poredenju sa KG. Kada je re¢ o PAB vrednostima,
u grupi pacijenata sa DN bile su znacajno ve¢e u odnosu na KG. Iako se podaci nisu znacajno
razlikovali izmedu grupa sa i bez DN, uocen je trend viSih vrednosti prooksidativnih, a niZih
vrednosti antioksidativnih markera u grupi sa DN. Aktivnosti SOD se nisu znac¢ajno razlikovale

izmedu grupa.

Tabela 41. Parametri redoks statusa u odnosu na prisustvo DN

Parametar KG Pacijenti bez DN Pacijenti sa DN P

TOS, umol/L 4,50 (4,00-6,00) 6,50 (5,25-7,55)**** 6,80 (4,20-9,05)***  <0,01
AOPP, ymol/L 19,2 (18,3-27,4) 48,2 (36,0-57,5)*** 50,6 (36,6-61,0)>*** < 0,001
MDA, umol/L 2,71 (2,26-3,08) 1,68 (1,47-1,96)**** 1,74 (1,44-1,99)**** < 0,001
PAB, U/L 74,2 (60,3-84,1) 83,3 (63,9-106) 99,6 (69,6-155)**** < 0,001
IMA, AU 0,28 (0,20-0,33) 0,56 (0,46-0,61)**** 0,55 (0,48-0,62)**** < 0,001
TAS, pmol/L 1290 (1217-1385) 972 (660-1140)**** 959 (732-1083)**** < 0,001
SOD, U/mL 133 (124-141) 136 (127-143) 136,5 (123-142) 0,352
anr;lgorl‘/lEe' 0,35 (0,31-0,39) 0,24 (0,17-0,30)*** 0,27 (0,19-0,33)*** < 0,001
PON1, U/L 365 (233-928) 234 (147-501)** 270 (149-476)%** <0,01

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom.

a Znacajno razlic¢ito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (**p < 0,01; ***p < 0,001).
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4.13.3. Parametri inflamacije

Daljom analizom inflamatornih markera (Tabela 42) utvrdene su znacajno viSe
koncentracije hsCRP, kao i vrednosti indeksa MLR, MWR, SIRI i PIV kod pacijenata sa i bez DN
u poredenju sa KG. Nasuprot tome, vrednosti indeksa LWR bile su znacajno niZe kod obe grupe
pacijenata u odnosu na KG. Poredenjem grupa pacijenata sa i bez DN, nije utvrdena znacajna

razlika ni za jedan od analiziranih parametara.

Tabela 42. Parametri inflamacije u odnosu na prisustvo DN

Parametar KG Pacijenti bez DN Pacijenti sa DN P
hsCRP, mg/L 0,30 (0,10-0,85) 5,60 (1,65-12,6)**** 6,35 (1,95-17,4)**** <0,001
NLR 1,95 (1,35-2,17) 2,18 (1,60-2,91) 2,12 (1,63-2,97) 0,055
PLR 107 (89,8-139) 105 (90,8-136) 123 (92,2-167) 0,146
NWR 0,60 (0,53-0,63) 0,61 (0,53-0,66) 0,59 (0,54-0,67) 0,762
MLR 0,16 (0,13-0,20) 0,24 (0,19-0,32)**** 0,25 (0,20-0,30)**** < 0,001
MWR 0,05 (0,04-0,06) 0,07 (0,06-0,09)**** 0,06 (0,06-0,08)**** < 0,001
LWR 0,31 (0,29-0,38) 0,28 (0,23-0,33)** 0,28 (0,21-0,34)** <0,01
SII 448 (344-609) 476 (376-747) 522 (393-927) 0,072
SIRI 0,56 (0,43-0,88) 1,07 (0,74-1,82)7*** 1,11 (0,76-1,79)**** < 0,001
PIV 137 (102-239) 243 (147-470)3*** 289 (166-518)3*** <0,001

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallis-ovim testom.

a Znacajno razlicito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (* p < 0,05; ***p < 0,001).
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4.13.4. Parametri dislipidemije

Kada je rec o analizi lipidnog profila u odnosu na prisustvo DN (Tabela 43), zabeleZene
su znacajno nize koncentracije TC, LDL-h, HDL-h i non-HDL-h kod svih pacijenata u poredenju
sa KG. Suprotno, koncentracije TG bile su znacajno viSe u obe grupe pacijenata u odnosu na KG.
Analizom enzimske aktivnosti utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti CETP medu ispitivanim
grupama, pri ¢emu su najniZe vrednosti zabeleZene u grupi pacijenata sa DN. Sa druge strane,
nije utvrdena znacajna razlika u aktivnosti LCAT.

Tabela 43. Parametri lipidnog profila u odnosu na prisustvo DN

Parametar KG Pacijenti bez DN Pacijenti sa DN P

TC, mmol/L 6,12 (5,29-7,01) 4,20 (3,80-5,20)**** 5,05 (3,70-5,60)**** <0,001
LDL-h, mmol/L 3,83 (3,20-4,61) 2,40 (2,00-3,30)**** 2,80 (1,75-3,60)*** <0,001
HDL-h, mmol/L 1,60 (1,30-1,90) 0,92 (0,82-1,16)**** 1,06 (0,80-1,28)**** < 0,001
TG, mmol /L 1,19 (0,98-1,54) 1,80 (1,10-2,70)>** 1,70 (1,10-2,60)>**  <0,001
non-HDL-h, 4,45 (3,80-5,46) 3,27 (2,89-4,21)**** 3,90 (2,31-4,40)***  <0,001
mmol/L

LCAT, umol/L/h 69,5 (55,6-90,3) 77,3 (43,3-103) 59,9 (42,4-85,7) 0,149
CETP, umol/L/h 202 (140-251) 201 (111-292) 141 (79,9-210) <0,05

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom.

a Znacajno razlicito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (**p < 0,01; ***p < 0,001).
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Analiza distribucije lipoproteinskih subfrakcija (Tabela 44) pokazala je znacajne razlike
medu ispitivanim grupama. Kod obe grupe pacijenata utvrden je znacajno visi udeo LDL II,
HDLZ2a i HDL3a subfrakcija, a znac¢ajno manji HDL dijametar, kao i manji udeo LDL IV, sdLDL i
HDL2b ¢estica u odnosu na KG. Specifi¢no, samo u grupi pacijenata sa DN uocen je znacajno visi
udeo LDL I i nizi udeo LDL III subfrakcija u poredenju sa KG, dok je iskljucivo kod pacijenata
bez DN zabeleZen znacajno visi udeo HDL3b subfrakcija. Poredenjem samih grupa pacijenata,
utvrdeno je da pacijenti sa DN imaju znacajno visi udeo LDL I i HDL2b, a znacajno niZi udeo
HDL3a i HDL3b subfrakcija u odnosu na pacijente bez ove komplikacije.

Tabela 44. Velicina i raspodela LDL i HDL u odnosu na prisustvo DN

Parametar

KG

Pacijenti bez DN

Pacijenti sa DN

p

LDL dijametar, nm
LDLI, %

LDL I, %

LDL III, %

LDL IV, %

sdLDL, %

HDL dijametar, nm
HDL2b, %

HDLZ2a, %

HDL3a, %

HDL3b, %

HDL3c, %

26,3 (25,6-26,7)
21,2 (18,3-24,5)
26,0 (23,6-29,4)
22,3 (20,5-24,4)
29,2 (24,8-33,5)
51,8 (48,4-55,4)
10,3 (9,40-10,9)
46,5 (42,5-51,0)
20,6 (19,2-22,1)
14,2 (13,5-14,7)
8,05 (7,30-9,18)

9,97 (7,57-12,4)

26,0 (25,2-26,7)
21,8 (18,6-27,6)
28,8 (25,7-36,0)*
22,0 (17,1-24,9)
23,7 (18,9-28,8)***
43,6 (34,9-51,4)2*
8,90 (8,50-9,30)**
36,8 (31,0-43,3)2**
23,7 (21,0-26,1)**
19,4 (16,2-23,0)**
10,2 (8,29-13,9)*

8,56 (6,42-11,1)

26,0 (25,3-27,1)

26,9 (21,4-32,8)*P*

30,0 (26,2-36,0)2**
19,0 (15,2-24,1)3**
21,8 (18,3-25,4)%**
43,8 (37,5-51,1)%***
9,15 (8,70-10,1)**
41,9 (35,2-49,1)*b*

23,5 (21,5-26,8)**

16,7 (12,9-19,0)2*xb*x

7,52 (6,05-11,1)°**

8,85 (4,50-11,1)

0,547
<0,01
<0,01
<0,01
< 0,001
< 0,001
< 0,001
<0,001
< 0,001
< 0,001
<0,001

0,101

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom.

a Znacajno razlicito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

b Znacajno razlicito od pacijenata bez DN na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05; **p <

0,01).
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4.13.5. Korelaciona analiza i dijagnostic¢ki znacaj biomarkera kod pacijenata sa DN

U cilju daljeg sagledavanja odnosa izmedu analiziranih parametara, sprovedena je
korelaciona analiza u grupi pacijenata sa DN (Tabela 45). Utvrdena je znacajna pozitivna
korelacija vrednosti TOS i AOPP sa koncentracijom TG. Vrednosti PAB pokazale su znacajnu
pozitivnu korelaciju sa koncentracijama hsCRP, kao i sa relativnim udelom HDL2b subfrakcija.
Pored toga, medu parametrima metabolicke kontrole, udeo HbAic je znacajno pozitivnho
korelirao sa koncentracijom TG i udelom HDL3c subfrakcija. Takode, zabeleZena je znacajna
negativna korelacija izmedu indeksa PLR i udela HDL3c subfrakcija.

Tabela 45. Znacajne korelacije ispitivanih parametara kod pacijenata sa DN

PatofiziolosSka osovina Korelacioni par P P
Redoks status i lipidni profil TOSiTG 0,645 < 0,001
PABiHDL2b 0,523 < 0,001
AOPPiTG 0,491 < 0,001
Inflamacija i redoks status hsCRP i PAB 0,547 < 0,001
Metabolicka kontrola i lipidni profil HbA1ci HDL3c 0,472 <0,01
HbA1ci TG 0,471 <0,01
Inflamacija i lipidni profil PLRiHDL3c -0,424 <0,01

Prikazani su rezultati Spearmanove korelacione analize.
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Rezultati analize dijagnosticke tacnosti (Tabela 46) pokazali su da najvecu AUC u
identifikaciji DN imaju hsCRP i AOPP (AUC > 0,7). Pored ovih parametara, prihvatljiva
diskriminativna sposobnost utvrdena je za TAS (AUC = 0,683), dok su preostali markeri
inflamacije i redoks statusa pokazali slabiju dijagnosticku efikasnost.

Tabela 46. Dijagnosticka tacnost parametara oksidativnog stresa i inflamacije

Marker AUC Cut-off Osetljivost (%) Specificnost (%)
hsCRP, mg/L 0,741 0,80 95,8 43,0
AOPP, pmol/L 0,738 32,8 84,3 62,2
TAS, umol/L 0,683 1120 82,4 60,9
PAB, U/L 0,681 93,0 58,0 77,3
PIV 0,671 274 58,0 70,6
SIRI 0,651 0,65 84,3 40,5
TOS, umol/L 0,612 6,20 64,7 59,6
MWR 0,605 0,058 74,0 52,3

Prikazani su rezultati ROC analize. Odgovarajuce cut-off vrednosti izabrane su primenom

Youdenovog indeksa.
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4.14. Analiza parametara u odnosu na prisustvo dijabetesnog stopala

U okviru sveobuhvatne analize uticaja hroni¢nih komplikacija, posebno je ispitan i
biohemijski profil pacijenata sa dijagnostikovanim DS, kao krajnjim stadijumom
mikrovaskularnih i neuropatskih oStecenja.

4.14.1. Parametri metabolicke kontrole

Evaluacijom parametara metabolicke kontrole (Tabela 47) utvrdene su znacajno vise
koncentracije glukoze i ve¢i udeo HbA1c kod pacijenata sa i bez DS u odnosu na KG. Prilikom
poredenja samih pacijenata, udeo HbAic bio je veci kod pacijenata bez DS u poredenju sa
grupom koja ima ovu komplikaciju. S druge strane, za koncentracije glukoze i vrednosti AGE
nisu utvrdene znacajne razlike izmedu pacijenata sa i bez DS.

Tabela 47. Parametri metabolicke kontrole u odnosu na prisustvo DS

Parametar KG Pacijenti bez DS Pacijenti sa DS P
Glukoza, 5,20 (4,80-5,60) 10,1 (8,20-14,2)**** 8,14 (7,00-10,7)%*** <0,001
mmol/L

HbA1c, % 3,22 (2,63-4,09) 10,2 (9,05-11,1)*** 8,18 (7,23-10,2)***"* < 0,001
AGE, U/mL 5,82 (491-7,71) 5,47 (4,70-6,70) 5,44 (4,36-8,05) 0,366
AGE, AU/g 8,09 (6,81-10,3) 7,36 (6,26-8,79) 7,82 (6,32-11,0) 0,176

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom.

a Znacajno razlic¢ito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (**p < 0,01; ***p < 0,001).

b Znacajno razlicito od pacijenata bez DS na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05).
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4.14.2. Parametri redoks statusa

Analiza parametara redoks statusa (Tabela 48) ukazala je na znacajne razlike medu
ispitivanim grupama. Vrednosti prooksidativnih markera AOPP i IMA bile su znac¢ajno vise, dok
su vrednosti MDA, TAS, SH-grupa i PON1 bile znacajno niZze kod obe grupe pacijenata u
poredenju sa KG. Kada je re¢ o TOS vrednostima i aktivnosti SOD, znacajno viSe vrednosti u
odnosu na KG zabeleZene su iskljucivo kod pacijenata bez DS. Sa druge strane, vrednosti PAB
bile su znacajno viSe samo u grupi pacijenata sa DS u odnosu na KG. Prilikom poredenja samih
grupa pacijenata, kod onih sa DS zabeleZene su znacajno viSe vrednosti PAB, a znacajno niZi
nivoi TAS i aktivnosti SOD u poredenju sa pacijentima bez ove komplikacije. Vrednosti TAS kod
pacijenata sa DS bile su najniZe u odnosu na sve ostale analizirane grupe ispitanika.

Tabela 48. Parametri redoks statusa u odnosu na prisustvo DS

Parametar KG Pacijenti bez DS Pacijenti sa DS P

TOS, pmol/L 4,50 (4,00-6,00) 6,70 (5,40-8,00)** 5,10 (3,40-9,40) <0,001
AOPP, pmol/L 19,2 (18,3-27,4) 49,2 (37,3-60,3)>** 455 (35,9-54,3)%*** <0,001
MDA, pmol/L 2,71 (2,26-3,08) 1,68 (1,47-1,96)™** 1,78 (1,41-1,99)2*** <0,001
PAB, U/L 74,2 (60,3-84,1) 75,6 (62,9-96,4) 155 (106-187)*xPxtx < 0,001
IMA, AU 0,28 (0,20-0,33) 0,55 (0,47-0,61)*** 0,57 (0,50-0,63)%*** <0,001

TAS, pmol/L 1290 (1217-1384) 999 (829-1133)™** 751 (540-950)™**>*  <0,001

SOD, U/mL 133 (124-141) 139 (132-143)** 128 (105-135)P** <0,001
SH-grupe, 0,35 (0,31-0,39) 0,26 (0,19-0,33)#*** 0,22 (0,15-0,29)2*** <0,001
mmol/L

PON1, U/L 365 (233-928) 251 (161-487)** 231 (139-391)** <0,01

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom.

a Znacajno razlic¢ito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

b Znacajno razlicito od pacijenata bez DS na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05; ***p <
0,001).
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4.14.3. Parametri inflamacije

Analizom inflamatornih markera u odnosu na prisustvo DS (Tabela 49) utvrdene su
znacajno vece koncentracije hsCRP, kao i vrednosti indeksa MLR, MWR, SIRI i PIV kod obe grupe
pacijenata u poredenju sa KG. Nasuprot tome, vrednosti indeksa LWR bile su zna¢ajno manje
kod pacijenata sa i bez DS u odnosu na KG. Specifi¢no, znacajno vece vrednosti SII zabeleZene
su isklju¢ivo u grupi pacijenata sa DS u poredenju sa KG. Iako je inicijalni test ukazao na
varijacije u vrednostima NLR, post hoc analiza nije potvrdila postojanje znacajnih razlika
izmedu ispitivanih grupa. Nisu utvrdene znacajne razlike u vrednostima analiziranih
inflamatornih indeksa poredenjem pacijenata sa i bez DS.

Tabela 49. Parametri inflamacije u odnosu na prisustvo DS

Parametar KG Pacijenti bez DS Pacijenti sa DS P
hsCRP, mg/L 0,30 (0,10-0,85) 4,60 (1,60-11,2)**** 7,50 (2,20-42,9)****  <0,001
NLR 1,95 (1,35-2,17) 2,17 (1,56-2,88) 2,62 (1,89-3,44) < 0,05
PLR 107 (89,8-139) 108 (91,0-135) 145 (92,0-194) 0,142
NWR 0,60 (0,53-0,63) 0,60 (0,53-0,65) 0,60 (0,56-0,71) 0,252
MLR 0,16 (0,13-0,20) 0,23 (0,19-0,30)**** 0,26 (0,21-0,31)**** < 0,001
MWR 0,05 (0,04-0,06) 0,07 (0,06-0,08)**** 0,06 (0,05-0,08)** < 0,001
LWR 0,31 (0,29-0,38) 0,28 (0,23-0,34)** 0,25 (0,21-0,32)%** < 0,05
SII 448 (344-609) 479 (377-747) 630 (403-1182)** < 0,001
SIRI 0,56 (0,43-0,88) 0,98 (0,73-1,70)**** 1,41 (0,98-2,49)****  <0,001
PIV 137 (102-239) 244 (158-431)3*** 392 (216-763)%*** <0,001

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom.

a Znacajno razlicito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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4.14.4. Parametri dislipidemije

Analizom lipidnog profila (Tabela 50) utvrdene su znacajno niZe koncentracije TC, LDL-
h, HDL-h i non-HDL-h kod obe grupe pacijenata u odnosu na KG. Znacajno viSe koncentracije
TG zabeleZene su iskljucivo u grupi pacijenata bez DS u poredenju sa KG. Znacajna razlika
utvrdena je u aktivnosti enzima CETP, koja je bila najniZa kod pacijenata sa DS. U post hoc analizi
je potvrdeno da je aktivnost CETP u grupi pacijenata sa DS znacajno niza kako u poredenju sa
KG, tako i u odnosu na pacijente bez ove komplikacije, dok se aktivnost ovog enzima kod
pacijenata bez DS nije znac¢ajno razlikovala od KG.

Tabela 50. Parametri lipidnog profila u odnosu na prisustvo DS

Parametar KG Pacijenti bez DS Pacijenti sa DS P

TC, mmol/L 6,12 (5,29-7,01) 4,40 (3,80-5,50)*** 4,80 (3,65-5,55)%*** < 0,001
LDL-h, mmol/L 3,83 (3,20-4,61) 2,60 (1,95-3,30)**** 2,35 (1,95-3,75)%*** < 0,001
HDL-h, mmol/L 1,60 (1,30-1,90) 0,97 (0,83-1,18)**** 1,10 (0,66-1,50)%*** < 0,001
TG, mmol/L 1,19 (0,98-1,54) 1,90 (1,20-2,70)**** 1,20 (1,00-2,15) < 0,001
non-HDL-h, 4,45 (3,80-5,46) 3,51 (2,92-4,23)**** 3,85 (2,40-4,35)** <0,001
mmol/L

LCAT, pmol/L/h 69,5 (55,5-90,2) 70,3 (45,2-102) 55,9 (34,0-76,4) 0,077
CETP, umol/L/h 202 (140-251) 175 (117-292) 109 (37,3-157)2**P** < 0,01

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom.

a Znacajno razlic¢ito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

b Znacajno razlicito od pacijenata bez DS na osnovu Mann-Whitney U testa (** p < 0,01).
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Analiza distribucije subfrakcija LDL i HDL cestica (Tabela 51) ukazala je na specifi¢ne
razlike medu ispitivanim grupama. Kod obe grupe pacijenata zabeleZen je znacajno visi udeo
LDL I, LDL Il i HDL2a, kao i zna¢ajno manji udeo LDL IV i sdLDL subfrakcija u poredenju sa KG.
I[stovremeno, u obe grupe pacijenata zabeleZen je i zna¢ajno manji HDL dijametar. Specifi¢no,
udeo HDL3b subfrakcija bio je znacajno visi iskljucivo kod pacijenata bez DS, dok je znacajno
nizi udeo HDL3c uocen samo u grupi sa DS u poredenju sa KG. Poredenjem samih grupa
pacijenata, utvrdeno je da oni sa DS imaju znacajno ve¢i HDL dijametar i udeo HDL2b, uz

znacajno manji udeo HDL3a i HDL3b subfrakcija u odnosu na pacijente bez ove komplikacije.

Tabela 51. Velicina i raspodela LDL i HDL subfrakcija u odnosu na prisustvo DS

Parametar KG Pacijenti bez DS Pacijenti sa DS P

LDL 26,3 (25,6-26,7) 26,2 (25,5-27,1) 25,5 (25,2-25,9) 0,086
dijametar, nm

LDLI, % 21,2 (18,3-24,5) 23,2(19,7-30,2)%* 23,8 (19,6-30,5)** < 0,05
LDLII, % 26,0 (23,6-29,4) 28,8 (25,4-36,0)*** 30,8 (28,0-36,2)** < 0,001
LDL III, % 22,3 (20,5-24,4) 21,0 (16,3-24,6) 18,2 (14,5-26,0) < 0,05
LDL 1V, % 29,2 (24,8-33,5) 23,6 (18,1-28,2)%*** 20,7 (18,9-23,4)%*** <0,001
sdLDL, % 51,8 (48,4-55,4) 44,1(36,3-52,7)**** 37,0 (35,3-50,2)3*** <0,001
HDL 10,3 (9,4-10,9) 8,95 (8,5-9,3)%*** 9,70 (8,9-10,9)***P**  <0,001
dijametar, nm

HDL2b, % 46,5 (42,5-51,0) 36,9 (31,5-43,0)>*** 47,5 (38,1-51,9)P** <0,001
HDL2a, % 20,6 (19,2-22,1) 23,8(21,3-26,7)**** 22,8 (21,2-24,6)** < 0,001
HDL3a, % 14,2 (13,5-14,7) 18,5 (16,1-21,6)*** 14,8 (11,9-17,5)"*** <0,001
HDL3b, % 8,05(7,3-9,18) 9,77 (7,67-13,7)*** 6,95 (5,81-10,1)** < 0,001
HDL3c, % 9,97 (7,57-12,4) 8,85 (6,52-11,2) 7,17 (3,87-10,3)%* < 0,05

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i poredeni Kruskal-Wallisovim testom.

a Znacajno razlicito od KG na osnovu Mann-Whitney U testa (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

b Znacajno razlicito od pacijenata bez DS na osnovu Mann-Whitney U testa (**p < 0,01; ***p <

0,001).
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4.14.5. Korelaciona analiza i dijagnostic¢ki znacaj biomarkera kod pacijenata sa DS

U grupi pacijenata sa DS (Tabela 52) utvrdena je znacajna povezanost parametara
inflamacije, redoks statusa i lipidnog profila. Koncentracije hsCRP, kao i vrednosti indeksa SII i
MLR, pozitivno su korelirale sa vrednostima PAB. Pored toga, utvrdena je znacajna pozitivna
korelacija vrednosti indeksa MWR sa koncentracijama TC i LDL-h. Kada je re¢ o povezanosti
redoks statusa i lipidnog profila, zabeleZena je znacCajna negativna korelacija izmedu
koncentracija AOPP i HDL-h, kao i izmedu vrednosti TAS i veli¢ine HDL cCestica.

Tabela 52. Znacajne korelacije ispitivanih parametara kod pacijenata sa DS

Patofizioloska osovina Korelacioni par P p
Inflamacija i redoks status hsCRP i PAB 0,689 < 0,001
SIli PAB 0,637 < 0,001
MLR i PAB 0,629 <0,001
MWR i TC 0,727 <0,001
Inflamacija i lipidni profil
MWR i LDL-h 0,718 < 0,001
Redoks status i lipidni profil AOPP i HDL-h -0,686 < 0,001
TAS i HDL dijametar -0,632 < 0,001

Prikazani su rezultati Spearmanove korelacione analize.
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U Tabeli 53 prikazani su rezultati ROC analize za parametre koji su nakon inicijalne
analize imali AUC > 0,5. Najvecu diskriminacionu sposobnost pokazale su vrednosti PAB sa
izvanrednom dijagnostickom tac¢noS$c¢u. Utvrdena grani¢na vrednost za PAB od 102,46 U/L
omogucava identifikaciju pacijenata sa DS uz osetljivost od 88% i specificnost od 83%.
Kriterijum klinicki prihvatljive diskriminativne moc¢i (AUC > 0,7) ispunili su i TAS, indeks P1V,
koncentracija hsCRP, kao i aktivnost enzima SOD. Za TAS vrednosti < 950 pmol/L zabeleZena je
osetljivost od 76% i specificnost od 77,2%, dok je grani¢na koncentracija hsCRP od 1,9 mg/L
pokazala osetljivost od 88%. Nasuprot tome, AUC za koncentracije AOPP, kao i za indekse SII,
NLR i PLR ostale su ispod poZeljnog praga za dijagnosticku tacnost (AUC > 0,7), uz niZu
osetljivost u poredenju sa ostalim analiziranim parametrima.

Tabela 53. Dijagnosticka tacnost parametara oksidativnog stresa i inflamacije

Parametar AUC Cut-off Osetljivost, % Specificnost, %
PAB, U/L 0,893 102 88,0 83,0
TAS, umol/L 0,800 950 76,0 77,2
hsCRP, mg/L 0,760 1,90 88,0 53,1
SIRI 0,717 1,10 72,0 69,3
SOD, IU/L 0,715 136 84,0 52,9
PIV 0,707 385 56,0 81,3
AOPP, umol/L 0,673 29,0 96,0 47,4
SII 0,657 856 40,0 90,3
NLR 0,628 2,61 52,0 75,4
PLR 0,623 158,3 48,0 87,3

Prikazani su rezultati ROC analize. Odgovarajuée cut-off vrednosti izabrane su primenom
Youdenovog indeksa.
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4.14.6. Poredenje pacijenata bez hroni¢nih komplikacija i pacijenata sa DS

U cilju procene nezavisnog uticaja DS na ispitivane parametre, inicijalna analiza je
ponovljena poredenjem pacijenata sa DS i pacijenata bez hroni¢nih komplikacija (Tabela 54).

Tabela 54. Demografske i klinicke karakteristike pacijenata bez komplikacija i sa DS

Pacijenti bez

Parametar komplikacija Pacijenti sa DS P

Starost, godine 59,2+12,9 66,7 £9,40 < 0,05
Pol, muski/Zenski, % 57,9 /42,1 82,6 /17,4 0,098
ITM, kg/m? 31,7 +5,70 28,7 +4,70 0,116
Trajanje dijabetesa, godine 7,1 £ 5,60 13,7 + 7,80 < 0,05
Gojaznost, % 69,2 45,5 0,293
Hipertenzija, % 88,9 77,3 0,427
PusSenje, % 18,8 40,9 0,178
HbA1, % 9,60 +1,70 7,80 £ 1,30 < 0,05
Glukoza, mmol/L 10,1 + 3,70 9,70 + 2,60 0,665
Eritrociti, x 10*?/L# 4,74 + 0,61 4,04 £ 0,71 < 0,05
Hemoglobin, g/L# 137 £19,7 121 +£10,8 < 0,05
Leukociti, x 10°/L# 7,80 £ 1,80 8,90 + 2,50 0,123
Neutrofili, x 10°/L# 4,00 (3,30-5,30) 5,60 (4,20-6,60) < 0,05
Limfociti, x 10°/L# 2,40 (2,10-2,80) 1,90 (1,60-2,30) <0,05
Monociti, x 10° /L# 0,60 (0,50-0,70) 0,70 (0,50-0,80) 0,331
NLR# 1,60 (1,30-2,10) 2,80 (2,00-4,30) <0,05

Podaci su prikazani kao srednje vrednosti *+ standardne devijacije i kao relativne frekvencije.
Kontinuirani podaci su poredeni Studentovim t-testom, a kategoricki podaci Chi-kvadrat testom.
#Podaci su prikazani kao medijane (interkvartilni rasponi) i poredeni Mann-Whitney U testom.
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Analizom dobijenih rezultata, utvrdeno je da su pacijenti sa DS bili znacajno stariji i da
su imali znatno duZe trajanje dijabetesa u poredenju sa grupom pacijenata bez komplikacija. U
pogledu parametara glikemijske kontrole, uoceno je da su pacijenti sa DS imali znacajno nizZe
vrednosti HbA1c. Kada su u pitanju hematoloski parametri, kod pacijenata sa DS zabeleZen je
znacajano manji broja eritrocita i niza koncentracija hemoglobina. Pored toga, u ovoj grupi je
zabeleZen i znacajno veci broj neutrofila, kao i viSe vrednosti NLR indeksa, dok je broj limfocita
bio znacajno nizi u odnosu na pacijente bez komplikacija.

Analizom parametara redoks statusa (Slika 25) utvrdene su vece vrednosti PAB u grupi
pacijenata sa DS (170 £+ 33,9 U/L) u odnosu na pacijente bez komplikacija (143 + 31,2 U/L).
Pored toga, aktivnost SOD je bila znacajno niZa kod pacijenata sa DS u poredenju sa pacijentima
bez hroni¢nih komplikacija (135 * 13,7 U/L). Sa druge strane, nije bilo razlike u vrednostima
TOS (p =0,397) i SH-grupa (p = 0,123) izmedu ispitivanih grupa.
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Slika 25. Redoks parametri kod pacijenata bez komplikacija i pacijenata sa DS
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Daljom stratifikacijom pacijenata sa DS uoceno je da su vrednosti PAB bile viSe u
podgrupi pacijenata koji su podvrgnuti amputaciji (N = 13; 183 + 26,7 U/L) u poredenju sa
onima koji su leCeni konzervativnim pristupom (N = 10; 155 £ 37,2 U/L; p = 0,050). Pored toga,
pacijenti podvrgnuti amputaciji imali su znacajno niZe koncentracije SH-grupa (medijana: 0,15
mmol/L; interkvartilni raspon: 0,12-0,28 mmol/L) u poredenju sa pacijentima leCenim
konzervativnim pristupom (medijana: 0,29 mmol/L; interkvartilni raspon: 0,26-0,35 mmol/L).
[zmedu navedenih podgrupa nije utvrdena znacajna razlika u vrednostima NLR (p = 0,203).

Povezanost posmatranih biomarkera sa prisustvom DS ispitana je primenom binarne
logisticke regresione analize (Tabela 55). PoviSene vrednosti PAB i NLR bile su znacajno
udruZene sa prisustvom DS u univarijathom modelu, a ova povezanost ostala je statisticki
znacajna i nakon korekcije za starost, pusacki status i nivo HbA1c.

Tabela 55. Binarna logisticka regresiona analiza povezanosti PAB i NLR sa DS

PAB NLR

OR, 95% CI p OR, 95% CI p
Univarijatni model 1,026 (1,005-1,048) <0,05 2,812 (1,206-6,568) <0,05
Korekcija za:
Starost, godine 1,024 (1,003-1,046) <0,05 2,684 (1,106-6,513) <0,05

Trajanje dijabetesa, godine 1,043 (1,008-1,080) <0,05 2,915(0,924-9,196) 0,068
Pusenje 1,035 (1,009-1,062) <0,05 2,621(1,101-6,230) <0,05

HbAic, % 1,057 (1,014-1,102) <0,05 4,632 (1,090-19,677) <0,05

Dijagnosticka tacnost PAB i NLR u identifikaciji DS procenjena je ROC analizom (Slika
26). Utvrdeno je da oba parametra pokazuju prihvatljivu dijagnosticku tacnost. Za cut-off
vrednost PAB od 149 U/L, osetljivost testa je iznosila 82,6%, a specificnost 68,0% (AUC = 0,741;
95% CI: 0,590-0,893; p < 0,01). Za NLR granicnu vrednost od 1,9, osetljivost je iznosila 78,3%,
dok je specificnost bila 64,7% (AUC = 0,760; 95% CI: 0,608-0,911; p < 0,01). Pored toga,
kombinovani model PAB i NLR dodatno je unapredio dijagnosti¢ku tacnost za DS (AUC = 0,790;
95% CI: 0,651-0,930; p < 0,01).
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4.15. Stepen globalne metilacije DNK u zavisnosti od prisustva komplikacija

Nakon analize biomarkera redoks statusa, inflamacije i dislipidemije, koji daju uvid u
metabolicki status pojedinca, dalji tok analize bio je usmeren na okosnicu ovog istraZivanja -
procenu epigenetskog statusa ispitanika. Stoga je analiziran stepen globalne metilacije DNK u
zavisnosti od prisustva specificnih komplikacija. Rezultati su pokazali da je kod pacijenata sa
T2DM prisutan trend globalne hipometilacije, nezavisno od tipa razvijene vaskularne
komplikacije (Tabela 56). ZabeleZen je trend nizih vrednosti kod pacijenata sa KVB, DNF i DN u
poredenju sa pacijentima bez navedenih komplikacija, mada ove razlike nisu dostigle
statisticku znacajnost. Specifican obrazac uocen je prilikom stratifikacije prema prisustvu DR,
gde je znacajno nizZi stepen metilacije DNK u odnosu na KG potvrden je u grupi bez ove
komplikacije, dok kod pacijenata sa DR razlika u odnosu na KG nije bila znacajna. Ovakav
rezultat je najverovatnije posledica malog broja pacijenata sa DR. NajizraZenije smanjenje
stepena globalne metilacije DNK zabeleZeno je u grupi sa DS (Slike 27 i 28). [ako se ova razlika
ne uocava primenom Tukey post hoc testa, verovatno usled uticaja vrednosti iz KG na ukupnu
varijansu, direktnim poredenjem iskljucivo pacijenata sa i bez DS primenom t-testa utvrdena je
znacajna razlika (p < 0,05).

Tabela 56. Stepen globalne metilacije DNK u odnosu na vaskularne komplikacije

Komplikacija KG Pacijenti bez Pacijenti sa P
komplikacije komplikacijom

KVB 4,00 = 0,68 3,57 £ 0,34%*** 3,55 £ (,273%** <0,001

DNF 4,00 + 0,68 3,58 + 0,31%%** 3,45 + 0,30%*** < 0,001

DR 4,00 = 0,68 3,55 £ (,32%%*x* 3,67 £0,16 <0,001

DN 4,00 = 0,68 3,60 £ 0,36%*** 3,52 £ 0,24%%** <0,001

DS 4,00 + 0,68 3,60 * 0,32%%** 3,45 + 0,26%*** < 0,001

Podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije i poredeni ANOVA testom.

a Znacajno razlic¢ito od KG na osnovu Tukey post hoc testa (***p < 0,001).
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Slika 27. Stepen globalne metilacije u zavisnosti od prisustva vaskularnih komplikacija
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Znacajno razlicito od KG: p < 0,001 na osnovu Tukey post hoc testa.
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Slika 28. Stepen globalne metilacije DNK u zavisnosti od prisustva DS

Znacajne razlike na osnovu Studentovog t-testa
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U cilju daljeg sagledavanja klinickog znac¢aja uoCenih epigenetskih promena u odnosu na
prisutne komplikacije, naredni korak u istrazZivanju obuhvatio je ispitivanje korelacije stepena
globalne metilacije DNK sa analiziranim biomarkerima.

Analiza korelacija epigenetskog statusa i ispitivanih parametara kod pacijenata sa KVB
prikazana je u Tabeli 57. Utvrdena je znacajna negativna korelacija izmedu stepena globalne
metilacije DNKi vrednosti PAB. Pored toga, zabeleZene su znacajne pozitivne korelacije stepena
globalne metilacije sa vrednostima parametara redoks statusa, TOS i SH-grupe. Takode,
utvrdena je znacajna pozitivna korelacija stepena metilacije DNK sa parametrima metabolicke
kontrole i lipidnog statusa, odnosno sa udelom HbAic i koncentracijom TG.

Tabela 57. Znacajne korelacije stepena globalne metilacije DNK sa ispitivanim
biomarkerima kod pacijenata sa KVB

PatofizioloSka osovina Korelacioni par P P

Epigenetski status i redoks status ~ 5mCi PAB -0,471 <0,001
5mCiTOS 0,375 < 0,01
5mCi SH-grupe 0,291 < 0,05

Epigenetski status i metabolicka 5mC i HbAi1c 0,365 < 0,05

kontrola

Epigenetski status i lipidni profil 5mCiTG 0,309 < 0,05

Prikazani su rezultati Spearmanove korelacione analize; 5mC - stepen globalne metilacije DNK

Korelaciona analiza globalne metilacije DNK kod pacijenata sa mikrovaskularnim
komplikacijama je ukazala da njena povezanost sa biomarkerima redoks statusa, inflamacije i
dislipidemije varira u zavisnosti od tipa komplikacije. U grupi pacijenata sa DNF, utvrdena je
znacajna negativna korelacija izmedu stepena metilacije DNK i vrednosti PAB (p =-0,487; p <
0,05). Kod pacijenata sa DR nije zabeleZena znacajna korelacija izmedu stepena metilacije DNK
i ispitivanih parametara redoks statusa i inflamacije (p > 0,05).
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U grupi pacijenata sa DN otkriven je veci broj znacajnih korelacija sa ispitivanim
biomarkerima (Tabela 58). U ovoj grupi udeo 5mC je negativno korelirao sa vrednostima veceg
broja inflamatornih indeksa: SII, PLR, NWR, PIV i NLR. Osim toga, kod pacijenata sa DN utvrdena
je i znacajna negativna korelacija izmedu globalne metilacije DNK i vrednosti PAB, kao i
pozitivne korelacije sa vrednostima TOS, veli¢inom LDL cestica i koncentracijom TG.

Tabela 58. Znacajne korelacije stepena globalne metilacije DNK sa ispitivanim
biomarkerima kod pacijenata sa DN

Patofizioloska osovina Korelacioni par [ p
Epigenetski status i inflamacija 5mCi SII -0,386 < 0,01
5mCiPLR -0,353 < 0,05
5mCiNWR -0,343 < 0,05
5mCiPIV -0,325 < 0,05
5mCiNLR -0,284 < 0,05
Epigenetski status i redoks status 5mC i PAB -0,337 < 0,05
5mCiTOS 0,286 < 0,05
Epigenetski status i lipidni profil ~ 5mC i LDL dijametar 0,388 <0,01
5mCiTG 0,322 < 0,05

Prikazani su rezultati Spearmanove korelacione analize; 5mC - stepen globalne metilacije DNK.
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Kod pacijenata sa DS otkriven je najveci broj znacajnih korelacija izmedu statusa
globalne metilacije DNK i biomarkera redoks statusa, inflamacije i dislipidemije (Tabela 59).
Znacajna negativna korelacija utvrdena je izmedu stepena globalne metilacije DNK i vrednosti
PAB, inflamatornih indeksa PLR, SII, NLR, NWR, MLR i PIV, te koncentracije hsCRP. Dodatno, u
ovoj grupi pacijenata stepen globalne metilacije DNK je negativno korelirao sa koncentracijom
MDA, a pozitivno sa koncentracijom TG.

Tabela 59. Znacajne korelacije stepena globalne metilacije DNK sa ispitivanim
biomarkerima kod pacijenata sa DS

Patofizioloska osovina Korelacioni par P p
Epigenetski status i redoks status 5mCiPAB -0,588 <0,01
5mCi MDA -0,399 < 0,05
Epigenetski status i inflamacija 5mCiPLR -0,579 < 0,01
5mC i SII -0,568 <0,01
5mCiNLR -0,485 < 0,05
5mCi NWR -0,481 < 0,05
5mCi MLR -0,460 <0,05
5mCi PIV -0,436 < 0,05
5mCi hsCRP -0,419 <0,05
Epigenetski status i lipidni profil 5mCiTG 0,435 < 0,05

Prikazani su rezultati Spearmanove korelacione analize; 5mC - stepen globalne metilacije DNK.
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Naposletku, izvrSena je analiza dijagnosticke tacnosti globalne metilacije DNK u
detekciji komplikacija T2DM (Tabela 60; Slika 29-31). Najveca vrednost AUC zabeleZena je u
identifikaciji pacijenata sa DS (AUC = 0,630; 95% CI: 0,506-0,753; p = 0,05), uz optimalnu
grani¢nu vrednost 5mcC od 3,51%. [ako je sli¢na vrednost AUC utvrdena i za DNF (AUC = 0,625;
95% CI: 0,461-0,790) ovaj rezultat nije dostigao statisticku znacajnost (p = 0,103), pri cemu je
granic¢na vrednost od 3,40% pokazala specificnost od 80,9% i osetljivost od 58,8%. U slucaju
DN, vrednost AUC iznosila je 0,553 (95% CI: 0,443-0,663; p = 0,351), pri ¢emu je stepen
globalne metilacije DNK ostvario osetljivost od 88,2% pri grani¢noj vrednosti od 3,76%, ali uz
nisku specifi¢nost od 29,1%. Odgovarajuce ROC krive su prikazane na slikama 27-29. Nasuprot
tome, vrednosti AUC za KVB (AUC = 0,511; 95% CI: 0,399-0,622; p = 0,847) i DR (AUC = 0,351;
95% CI: 0,205-0,496; p = 0,162) su bile niske, Sto ukazuje na ograni¢enu dijagnosticku vrednost
globalne metilacije DNK za identifikaciju navedenih komplikacija.

Tabela 60. Dijagnosticka tacnost stepena globalne metilacije DNK u predikciji
mikrovaskularnih i makrovaskularnih komplikacija kod pacijenata sa T2DM

Komplikacija AUC Cut-off Osetljivost, % Specificnost, %
DS 0,630 3,51 64,0 59,3
DNF 0,625 3,40 58,8 80,9
DN 0,553 3,76 88,2 29,1
DR 0,351 3,92 100 7,10
KVB 0,511 3,59 60,4 50,9

Prikazani su rezultati ROC analize. Odgovarajuée cut-off vrednosti izabrane su primenom
Youdenovog indeksa.
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Slika 29. ROC kriva dijagnosticke tacnosti stepena globalne metilacije u

predvidanju DS
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Slika 30. ROC kriva dijagnosticke tacnosti stepena globalne metilacije u
predvidanju DNF
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Slika 31. Dijagnostic¢ka tacnost stepena globalne metilacije u predvidanju DN

U cilju definisanja modela sa najve¢om dijagnostickom ta¢nosS¢u za razlikovanje
pacijenata sa DS od onih bez komplikacija, kreiran je panel biomarkera koji kombinuje
pokazatelje oksidativnog stresa, antioskidativne zastite i epigenetskih promena (Slika 32). Ovaj
panel biomarkera je obuhvatio vrednosti PAB, aktivnost SOD i udeo 5mC.

Rezultati su pokazali da multimarkerski panel ima odli¢nu diskriminativnu sposobnost,
sa vrednoS¢u AUC od 0,868 (95% ClI: 0,790-0,946; p < 0,001; Slika 32). U odnosu na PAB, ¢ija
vrednost AUC iznosi 0,861 (95% CI: 0,780-0,941; p < 0,001), dodatak ostalih biomarkera u
model doprineo je unapredenju njegove dijagnosticke efikasnosti.
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Slika 32. Dijagnosti¢ka tacnost PAB i multimarkerskog modela (PAB + SOD + 5mC) u
predikciji prisustva DS
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Kako bi se sagledala povezanost epigenetskih promena sa opStim metabolickim stanjem,
ispitane su korelacije izmedu stepena globalne metilacije DNKibiomarkera inflamacije i redoks
statusa u ukupnoj studijskoj populaciji (Tabela 61). ZabeleZena je znaCajna negativna korelacija
nivoa 5mC sa proinflamatornim parametrima hsCRP i MLR indeksom, kao i sa biomarkerima
oksidativnog stresa PAB, IMA i AOPP. Nasuprot tome, uoCena je znacajna pozitivna korelacija
izmedu udela 5mC i vrednosti TAS i SH-grupa. Ovakav obrazac jasno ukazuje na to da su
pojacana sistemska inflamacija i naruSena redoks ravnoteza udruZeni sa smanjenjem stepena
globalne metilacije DNK.

Tabela 61. Znacajne korelacije stepena globalne metilacije DNK sa ispitivanim
biomarkerima u ispitivanoj populaciji

Patofizioloska osovina Korelacioni par [ p

Epigenetski status i redoks status 5mCiPAB -0,343 <0,001
5mCiIMA -0,412 < 0,001
5mCi TAS -0,214 < 0,001
5mCiAOPP -0,214 < 0,01
5mCi SH-grupe 0,386 < 0,001

Epigenetski status i inflamacija 5mC i hsCRP -0,388 <0,001
5mCiMLR -0,174 < 0,05

Prikazani su rezultati Spearmanove korelacione analize; 5mC - stepen globalne metilacije DNK.

Da bi se identifikovali potencijalno nezavisni prediktori stepena globalne metilacije
DNK, sprovedena je multipla linearna regresiona analiza uz primenu postupne (engl. stepwise)
selekcije varijabli. Ova analiza je primenjena na celokupan uzorak ispitanika, a ukljucila je
sledece varijable: starost, pol, koncentracije glukoze i hsCRP, vrednosti MLR, PAB, IMA, AOPP,
TAS i SH-grupa. Dobijeni rezultati su pokazali da je starost negativno povezana sa stepenom
globalne metilacije DNK (8 = -0,254; p < 0,01), dok su antioksidativni biomarkeri TAS (8 =
0,342; p<0,001) i SH-grupe (3 = 0,204; p < 0,05) pokazali pozitivnu vezu sa ovim parametrom.
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4.16. Uticaj kardiometabolickih faktora rizika na stepen globalne metilacije DNK

U cilju redukcije broja posmatranih parametara i identifikacije klju¢nih patofizioloSkih
procesa koji uticu na globalnu metilaciju DNK kod pacijenata sa T2DM, sprovedena je PCA
analiza. Kaiser-Meyer-Olkinov (KMO) indeks iznosio je 0,562, ukazujuci da je uzorak prihvatljiv,
a Bartletov test sferi¢nosti potvrdio je adekvatnu primenu ove analize (p = 0,001). Ekstrahovani
faktori, prikazani u Tabeli 62, zajedno su objasnili 58% ukupne varijanse posmatranih

parametara.

Tabela 62. Struktura glavnih komponenti u PCA analizi kod pacijenata sa T2DM

Faktori Ukljucene varijable Opterecenja Variabilnost faktora, %
varijabli (ukupna varijansa: 58%)

Proinflamatorni hsCRP, mg/L 0,774 18
faktor

SOD, U/L -0,689

NLR 0,621

PAB, U/L 0,607

IMA, AU 0,576
Prooksidativni TOS, pmol/L 0,708 12,5
faktor

AOPP, umol/L 0,643

ITM, kg/m? 0,599
Faktor starenja Starost, godine 0,757 10,5

Trajanje dijabetesa, 0,723

godine
Hiperglikemijski AGE, U/mL 0,687 9
faktor

Glukoza, mmol/L -0,544

Pol 0,525
Antioksidativni SH-grupe, mmol/L 0,715 8
faktor

Prikazani su rezultati PCA analize.
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Prvi faktor, oznacen kao ,proinflamatorni faktor”, objasnio je 18% varijanse, a
karakterisala su ga pozitivna opterecenja za hsCRP, NLR, PAB i IMA uz negativno opterecenje
za SOD. Drugi faktor, oznaCen kao ,prooksidativni faktor", je objasnio 12,5% varijanse i
obuhvatio vrednosti TOS, AOPP i ITM. Tre¢i faktor je definisan kao ,faktor starenja" (10,5%
varijanse), a ukljucivao je starost pacijenata i trajanje dijabetesa. Cetvrti faktor je oznacen kao
yhiperglikemijski faktor" (9% varijanse), jer je obuhvatio vrednosti AGE, pol i koncentraciju
glukoze, a peti faktor kao ,antioksidativni faktor” (8% varijanse), jer je uklju¢ivao SH-grupe.

U Tabeli 63 su prikazani rezultati binarne logisticke regresione analize, sprovedene radi
procene nezavisne povezanosti faktora ekstrahovanih u PCA analizi sa pojavom globalne
hipometilacije DNK u T2DM. U tom smislu, globalna hipometilacija DNK je definisana kao udeo
5mC manji od 3,40%, Sto odgovara vrednostima niZim od 25. percentila raspodele 5mC kod
pacijenata sa T2DM. Ova analiza izdvojila je ,prooksidativni faktor” kao jedini nezavisan
prediktor globalne hipometilacije DNK (OR = 2,294; 95%CI:1,097-4,798; p = 0,027). Ostali
faktori nisu pokazali nezavisnu povezanost sa globalnom hipometilacijom DNK u ispitivanoj
grupi pacijenata sa T2DM.

Tabela 63. Prediktori globalne hipometilacije DNK kod pacijenata sa T2DM

Prediktori B (SE) Wald OR (95% CI) p
koeficijent

Proinflamatorni faktor -0,777 (0,476) 3,074 0,460 (0,193-1,096) 0,080

Prooksidativni faktor 0,830 (0,377) 4,863 2,294 (1,097-4,798) < 0,05

Faktor starenja -0,120 (0,346) 0,120 0,887 (0,450-1,749) 0,730

Hiperglikemijski faktor 0,278 (0,410) 0,460 1,321 (0,591-2,949) 0,498

Antioksidativni faktor 0,173 (0,406) 0,181 1,188 (0,537-2,631) 0,671

Prikazani su rezultati binarne logisticke regresione analize.
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5. DISKUSIJA

Globalna pandemija T2DM je jedan od najozbiljnijih javno-zdravstvenih izazova
savremenog doba. Prema podacima IDF-a, procenjuje se da preko 537 miliona odraslih Sirom
sveta Zivi sa ovim poremecajem, uz projekciju porasta na 783 miliona do 2045. godine (2). U
Republici Srbiji prevalencija T2DM je izuzetno visoka i obuhvata pribliZzno 12% odrasle
populacije, pri ¢emu znacajan udeo obolelih ostaje nedijagnostikovan sve do manifestacije
vaskularnih komplikacija (19). Uprkos nesumnjivom napretku u farmakoterapiji poslednjih
decenija, T2DM i dalje ostaje vodeci uzrok netraumatskih amputacija donjih ekstremiteta,
dijalize usled terminalnog stadijuma hroni¢ne bubreZne bolesti i gubitka vida kod radno
sposobnog stanovniStva (54). Deo problema leZi u ogranicenjima tradicionalnih biomarkera
koji se koriste u dijagnostici i pracenju toka bolesti. Parametri poput glukoze i HbA1, iako
nezaobilazni u klini¢koj praksi, ne odrazavaju potpuno intenzitet intracelularnog oksidativnog
stresa niti rane molekularne promene koje se odvijaju na nivou krvnih sudova, zbog cega
njihova prediktivna vrednost za predvidanje razvoja komplikacija nije uvek zadovoljavajuca
(11). U tom kontekstu, globalna metilacija DNK se izdvaja kao biomarker koji moZe prevazici
ove nedostatke, jer objedinjuje genetsku predispoziciju i uticaje faktora sredine u jedinstven
epigenetski otisak, ¢cime odrazava rane promene na molekularnom nivou. IstraZivanje koje su
sproveli El-Osta i saradnici pokazalo je da su promene u stepenu metilacije DNK u korelaciji sa
ekspresijom proinflamatornih gena, Sto 5mC ¢ini potencijalnim biomarkerom za pracenje toka
bolesti i ranu stratifikaciju rizika od vaskularnih komplikacija (251).

Precizna kvantifikacija stepena globalne metilacije DNK predstavlja znacajan analiticki
izazov. Niska zastupljenost 5mC u odnosu na nemetilovane DNK baze, u kombinaciji sa
kompleksnoS$¢u matriksa realnih uzoraka postavlja ozbiljne analiticke zahteve pred istraZivaca
(252). Iako su metode poput ELISA testova Cesto koriS¢ene zbog brzine i ekonomicnosti,
njihova primena ima ograni¢enja u vidu unakrsne reaktivnosti antitela i varijabilnosti u
komercijalnim setovima, $to se ogleda u nekonzistentnim rezultatima u literaturi (252). Lisanti
i saradnici ukazali su da ELISA testovi sistematski precenjuju stepen globalne metilacije DNK
usled neselektivnog vezivanja antitela (225), Sto dodatno opravdava odluku da se u ovoj
disertaciji primeni HPLC metoda, koja je u nau¢noj zajednici prepoznata kao zlatni standard za
odredivanje ovog epigenetskog biomarkera (252). Adaptacija UHPLC-DAD metode, zasnovane
na protokolu Crescentija i saradnika (246) omogucila je skradivanje analitickog ciklusa uz
minimalnu potrosnju uzorka, Sto je od posebnog prakti¢nog znacaja pri radu sa humanim PBMC
uzorcima. Iz originalnog protokola preuzeti su tip kolone i standardi nukleozida, dok su
analiticki uslovi, ukljuCujuéi sastav i gradijent mobilne faze, protok i temperaturu kolone,
razvijeni i optimizovani u okviru ove disertacije. Izbor PBMC kao bioloSkog materijala zasnovan
je na relativno jednostavnom i minimalno invazivnom postupku uzorkovanja, kao i na
dosadasnjim istraZivanjima koja pokazuju dobru korelaciju rezultata u PBMC sa promenama
koje se desavaju na nivou tkiva (221).

Primena enzimskog kompleksa DNA Degradase Plus pokazala se kao analiticki
povoljnija alternativa tradicionalnoj kiseloj hidrolizii Naime, klasicna hidroliza
hlorovodoni¢nom ili mravljom kiselinom nosi rizik od deaminacije citozina i degradacije
labilnih modifikovanih baza, dok enzimski pristup omogucava razlaganje polimernih lanaca
DNK na nukleozide uz ocuvanje hemijskog integriteta 5mC (253). U procesu optimizacije
metode utvrdeno je da inkubacija u trajanju od 2 sata na 37 °C, uz koncentraciju enzima od 5
U/ug obezbeduje potpunu digestiju 6 pg genomske DNK. Iako pojedini autori preporucuju
dvostruko vecu koncentraciju enzima (254), produZetak vremena inkubacije na 2 sata u ovom
protokolu rezultovao je potpunom eliminacijom rezidualnih polinukleotidnih fragmenata, $to
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je verifikovano odsustvom razmaza na agaroznom gelu i stabilnom baznom linijom na
hromatogramima realnih uzoraka (Slika 17).

Poseban analiti¢ki doprinos ovog rada ogleda se u tacnom definisanju minimalne
polazne kolicine DNK neophodne za detekciju putem DAD detektora. Za razliku od
konvencionalnog UV detektora, DAD generiSe potpune spektralne profile u realnom vremenu,
¢ime znacajno povecava specificnost detekcije i kvantifikacije 5mC (255). [ako se u literaturi
navodi Sirok opseg preporucenih koli¢ina uzorka, u ovom istraZivanju je utvrdeno da je za
postizanje adekvatnog odnosa S/N neophodno najmanje 6 pg genomske DNK. Na taj nacin
obezbedeno je da koncentracija 5mC u finalnom hidrolizatu bude pouzdano iznad utvrdene
granice kvantifikacije (LOQ = 0,007 ng/pL), ¢ime se minimizuju sistemske greske u integraciji
pikova. Parametri validacije potvrduju analiticku pouzdanost metode. Koeficijenti
determinacije R? > 0,999 za obe kalibracione krive, sa vrednostima CV za preciznost unutar i
izmedu dana manjim od 5%, ukazuju na izuzetnu stabilnost metode i ponovljivost merenja.
Selektivnost metode potvrdena je jasnim hromatografskim razdvajanjem 5mC od ostalih
nukleozida (dC, dG, dT, dA), ali i od 5hmC. Kisila i saradnici ukazali su da neadekvatno
razdvajanje ova dva analita moZe dovesti do znacajnog precenjivanja stepena metilacije, s
obzirom na to da 5hmC predstavlja stabilan intermedijer u procesu demetilacije sa sopstvenom
bioloSkom ulogom (256). Navedeno naSu metodu ¢ini dodatno pouzdanom u poredenju sa
metodama u literaturi koje ne prave ovu distinkciju. Medutim, usled nedovoljne analiticke
osetljivosti primenjene metode za pouzdanu kvantifikaciju 5hmC u bioloskim uzorcima, u
literaturi se preporucuje upotreba HPLC metode sa masenom detekcijom (257).

[spitivanje stepena globalne metilacije DNK u ovoj disertaciji je dizajnirano i koncipirano
kao studija preseka, a obuhvatilo je 107 pacijenata sa T2DM, koji na reprezentativan nacin
odraZavaju karakteristike ovih pacijenata u nasoj populaciji, Sto se ogleda u predominaciji
osoba starije Zivotne dobi, poviSenog ITM i prisustvom komorbiditeta (Tabela 1). Prose¢na
starost od pribliZzno 60 godina uz prosec¢no trajanje bolesti duze od 10 godina karakteristi¢na
je za period u kome je akumulacija vaskularnih oStec¢enja ve¢ uznapredovala.

Metabolicka kontrola ove grupe pacijenata bila je neadekvatna, sa prosecnim
vrednostima HbAic znatno iznad terapijskoj cilja od 7%. Ovaj nalaz je u saglasnosti sa
rezultatima UKPDS studije, koja je dokumentovala progresivan porast rizika za razvoj
komplikacija sa svakim povec¢anjem udela HbA1ic za 1% (258). Cinjenica da veéina pacijenata
uprkos primenjenoj farmakoterapiji (Slika 18) nije postigla optimalnu metaboli¢ku kontrolu,
ukazuje na perzistentan metabolicki disbalans, sa potencijalnim uticajem na epigenetski status.
Pored hiperglikemije, gojaznost deluje kao snaZan, nezavisan pokreta¢ hronicne inflamacije
niskog stepena koji u sinergiji sa neadekvatnom glikoregulacijom doprinosi iscrpljivanju
metilacionog kapaciteta DNK (197). NaSi podaci dodatno pokazuju da pacijenti sa prisutnim
vaskularnim komplikacijama ¢esto imaju nepovoljniji lipidni profil, koji se karakteriSe
poviSenim Kkoncentracijama TG, uz istovremeno snizen HDL-h, Sto predstavlja Kklasi¢nu
karakteristiku dijabetesne dislipidemije, koja je prepoznata kao centralni dogadaj u patogenezi
endotelne disfunkcije (259). Opisani skup karakteristika (neadekvatna metabolicka kontrola,
visoka prevalencija gojaznosti, viSegodiSnje trajanje bolesti i aterogena dislipidemija), ¢ini ovu
kohortu pogodnom za sveobuhvatnu evaluaciju epigenetskog statusa i faktora koji ga
determiniSu. Utvrdena razlika u starosti i polnoj distribuciji izmedu pacijenata i KG (Tabela 1)
predstavlja Cest izazov u studijama ovakvog dizajna. Kako je proces starenja inherentno
povezan sa progresivnim epigenetskim promenama, pre svega sa globalnom hipometilacijom
DNK (260), demografska neuskladenost u starosnoj strukturi izmedu grupa korigovana je u
statistickim modelima.

Analiza naSe kohorte pokazala je naruSenu renalnu funkciju kod pacijenata sa T2DM
(Tabela 2). Znacajno viSe koncentracije kreatinina, uree i mokrac¢ne kiseline u T2DM grupi, uz
istovremeno sniZenu eGFR, ukazuju na prisustvo DNF u razli¢itim stadijumima njenog
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napredovanja. Posebno je indikativan trend ka niZim koncentracijama albumina u serumu (p =
0,058), koji moZe odrazavati poCetnu mikroalbuminuriju. Vredan paznje je i podatak da je
vecina naSih pacijenata koristila renoprotektivnu terapiju u vidu ACEI i ARB, cije je dejstvo
izmedu ostalog usmereno na odlaganje nastanka i progresije mikroalbuminurije (261). Studije
su potvrdile postojanje veze izmedu renalne disfunkcije i epigenetskih promena, bududi da je
pokazano da hroni¢nu bubreZnu bolest karakteriSe sistemski smanjena bioraspolozivost SAM-
a, glavnog donora metil grupa u procesu metilacije DNK (262). Pored pokazatelja renalne
disfunkcije, analiza hematoloSkih parametara potvrdila je prisustvo hroni¢ne sistemske
inflamacije, s obzirom na to da su pacijenti sa T2DM imali znacajno veci broj leukocita,
neutrofila i monocita, dok se ostali hematoloski parametri nisu znacajno razlikovali.

Analiza primenjenih terapijskih reZima u naSoj kohorti jasno reflektuje preporuke
aktuelnih klini¢kih vodica, gde oralni antidijabetici - a primarno metformin - ¢ine okosnicu
terapije (Slika 18). Znacajan udeo pacijenata na insulinskoj terapiji, samostalno ili u kombinaciji
sa oralnim antidijabeticima, govori u prilog uznapredovalosti bolesti, sa iscrpljenim rezervama
B-c¢elija pankreasa. Ocekivano, ACEI bili su najzastupljenija kardiovaskularna terapija (62,3%),
dok je oko petina pacijenata primenjivala statine.

Izrazito visoka prevalencija hroni¢nih vaskularnih komplikacija (72,9%), sa
dominacijom mikrovaskularnih oblika (56,1%), odrazava kumulativni efekat dugogodiSnje
suboptimalne metabolicke kontrole (Slika 19 i Slika 20). U ispitivanoj grupi pacijenata,
najucestalija pojedinacna komplikacija bila je DN (47,7%). Dodatni pokazatelj sistemske teZine
bolesti jeste istovremeno prisustvo mikrovaskularnih i makrovaskularnih lezija, registrovano
kod viSe od cetvrtine ispitanika (27,9%). Populaciju pacijenata odlikovala je i visoka ucestalost
DS (23,4%), kao uznapredovalog stadijuma progresije T2DM, nastalog udruZenim delovanjem
periferne neuropatije, narusene mikrocirkulacije i tkivne ishemije (55).

lako su pacijenti sa T2DM imali znacajno viSe koncentracije glukoze naste i visi udeo
HbA1c u poredenju sa KG (Tabela 3), vrednosti serumskih AGE produkata se nisu znacajno
razlikovale izmedu grupa. Stavise, nasuprot oéekivanjima, u grupi pacijenata uocen je trend ka
nizim vrednostima AGE. Ovaj nalaz odstupa od rezultata koji su publikovali Kilhovda i saradnici
(263), a njegovo tumacenje zahteva razmatranje nekoliko patofizioloSkih i analitickih ¢inilaca.
Pre svega, spektrofluorimetrijska metoda, koja je primenjena u ovom istrazivanju, detektuje
predominantno fluorescentne AGE produkte, poput pentozidina i kroslina, dok kvantitativno
najzastupljeniji AGE produkti u serumu ne poseduju svojstvo fluorescencije, Sto ogranicava
procenu ukupnog glikacijskog opterecenja (264). Pored analitickih ogranicenja, vrednosti
serumskih AGE produkata odraZavaju dinamicku ravnotezu izmedu njihovog endogenog
nastanka, tkivne distribucije i brzine klirensa. U odmaklim stadijumima T2DM, cirkuliSuc¢i AGE
produkti u znacajnoj meri prelaze iz krvotoka u tkiva, gde se ireverzibilno vezuju za dugoZzivece
proteine ekstracelularnog matriksa, pre svega za kolagen u zidu krvnih sudova (79).
Progresivno deponovanje u tkivima doprinosi njihovom uklanjanju iz seruma, zbog Cega
vrednosti perifernih AGE produkata ne prate uvek stepen sistemskog tkivnog oStec¢enja (265).
Dodatni cinilac koji verovatno doprinosi ovom nalazu jeste efekat primenjene terapije u
ispitivanoj grupi pacijenata. Naime, metformin, kao dominantni lek iz grupe oralnih
antidijabetika koji su pacijenti primenjivali u terapiji, moze da veZe i neutraliSe reaktivna
dikarbonilna jedinjenja, pre svega metilglioksal, koji predstavlja klju¢ni prekursor u biosintezi
fluorescirajuc¢ih AGE produkata (266). Slican antiglikacioni efekat se navodi u literaturiiza ACE
inhibitore, koji su takode bili zastupljeni u terapiji nasih ispitanika (267). Sinergisticko
delovanje ovih lekova moglo je doprineti odrzavanju niZih serumskih koncentracija AGE
produkata, uprkos poviSenom udelu HbAic. Stoga, izostanak poviSenih vrednosti cirkuliSuc¢ih
fluoresciraju¢ih AGE produkata u nasoj kohorti ne iskljucuje prisustvo glikacijskih oStecenja u
ciljnim tkivima, veC je verovatnije posledica analitickih ogranicenja metode, tkivne
redistribucije i terapijskog uticaja.
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Analiza standardnog lipidnog profila nasih pacijenata pokazala je prisustvo klasi¢nog
fenotipa dijabetesne dislipidemije, koji karakteriSu znacajno vise koncentracije TG uz sniZene
koncentracije HDL-h u odnosu na KG (Tabela 4). Istovremeno zabeleZene niZe koncentracije
TC, LDL-h i non-HDL-h ukazuju na tzv. lipidni paradoks, Sto ukazuje da konvencionalni
parametri lipidnog statusa nisu dovoljni za sveobuhvatnu procenu aterogenog rizika u T2DM
(268).]Jedan od klju¢nih uzroka ovog fenomena jeste primena statina, koji mogu znacajno sniziti
serumske koncentracije holesterola. Medutim, terapijski cilj za LDL-h u T2DM je znatno niZi od
preporucenih koncentracija LDL-h kod zdravih osoba, a nasi rezultati pokazuju da je postignut
tek kod 10,3% pacijenata. Takode, treba pomenuti i ¢injenicu da su efekti statina na kvalitativne
karakteristike lipoproteinskih Cestica znatno ograniceniji (269), Sto dodatno naglasava potrebu
za ispitivanjem strukturnih i funkcionalnih promena lipoproteinskih Cestica, koje standardna
evaluacija lipidnog profila ne obuhvata.

U literaturi se navodi da disbalans u aktivnostima LCAT i CETP, klju¢nih enzima u
metabolizmu lipoproteinskih Cestica, Cesto predstavlja osnovu kvalitativnih promena lipidnog
profila (270). Medutim, u naSoj grupi pacijenata sa T2DM nije utvrdena znacajna razlika u
aktivnosti LCAT i CETP u poredenju sa KG (Tabela 4). lako je poznato da u uslovima
hipertrigliceridemije pojacana aktivnost CETP katalizuje ubrzanu razmenu holesterol-estara iz
HDL i LDL cestica u zamenu za TG (271), dok sniZena aktivnost LCAT remeti proces
esterifikacije slobodnog holesterola, ¢ime se inhibira normalno sazrevanje HDL Ccestica i
umanjuje efikasnost reverznog transporta holesterola (272), nasi rezultati ukazuju na odsustvo
ovakvih alteracija, Sto sugeriSe da detektovana dijabetesna dislipidemija nije primarno
posledica izmenjene aktivnosti ovih enzima.

Detaljna analiza LDL subfrakcija nasih pacijenata (Tabela 5) pokazala je profil koji
odstupa od uobicajenog modela dominacije sd LDL cCestica u dijabetesu. Utvrdena je znacajno
niZa procentualna zastupljenost ovih visoko aterogenih Cestica (LDL Il i IV), pra¢ena porastom
udela vecih LDL subfrakcija (LDL 11 II). Ovaj nalaz se moZe objasniti pove¢anom propustljivos¢u
endotela kod pacijenata sa T2DM, Sto moze olaksati prelazak manjih cestica u subendotelni
prostor, te dovesti do posledicnog smanjenja sdLDL u cirkulaciji (273). Sa druge strane, ovakva
povoljnija distribucija LDL subfrakcija, u kombinaciji sa niZim apsolutnim koncentracijama
ukupnog i LDL-h, moZe biti odraz i primenjene farmakoterapije, preteZzno metformina i insulina.
[strazivanja su pokazala da terapija metforminom utice na povecanje veli¢ine LDL Cestica,
najverovatnije putem pojacane aktivacije lipoproteinske lipaze, Sto posledi¢no ubrzava
katabolizam lipoproteina bogatih trigliceridima (274). Pored toga, utvrdeno je da se nivo sdLDL
Cestica kod pacijentkinja sa sindromom policisticnih jajnika smanjuje nakon primene
metformina (275). Takode, ranije je pokazano da insulinska terapija dovodi do povec¢anja LDL
dijametra, uz istovremeno smanjenje udela sdLDL Cestica (276).

Evaluacija HDL subfrakcija (Tabela 6) dodatno je potvrdila poremecaje u strukturi i
funkciji HDL cestica. ZabeleZeno je smanjenje relativnog udela velikih, zrelih HDL2 cestica,
dominantno HDL2b subfrakcija, uz istovremeni porast udela manjih, gus¢ih HDL3 cestica
(HDL3a i 3b) i posleditno smanjenje prosecnog HDL dijametra. lako male HDL cestice u
fizioloSkim uslovima ispoljavaju snazna ateroprotektivna svojstva, u uslovima hiperglikemije,
kao i u proinflamatornom i prooksidativnom okruZenju karakteristicnom za T2DM, one postaju
izrazito podloZne neenzimskoj glikaciji i lipidnoj peroksidaciji. Navedene strukturne
modifikacije rezultuju gubitkom ateroprotektivnog kapaciteta i sledstvenom disfunkcijom HDL
Cestica (277,278). Dominacija disfunkcionalnih, malih HDL cestica znacajno kompromituje
sposobnost organizma da neutraliSe sistemski oksidativni stres, Sto pogoduje akumulaciji ROS
u cirkulaciji.

Analiza parametara redoks statusa potvrdila je prisustvo hroni¢nog oksidativnog stresa
kod pacijenata sa T2DM (Tabela 7). Ovakav profil predstavlja direktnu posledicu dugotrajne
hiperglikemije koja, putem prethodno opisanih alternativnih metabolickih puteva glukoze,
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indukuje prekomernu produkciju ROS. NaruSavanje redoks ravnoteZe u korist prooksidanasa
ogleda se u poviSenim vrednostima sistemskih parametara oksidativnog stresa - PAB, TOS, kao
i specificnih biomarkera oksidativnog oStecenja proteina - AOPP i IMA. Zbog produzenog
bioloskog poluZivota, AOPP se u literaturi ¢esto navodi kao pouzdaniji pokazatelj oksidativnog
oStecenja u odnosu na kratkoZivece lipidne perokside (279). U tom kontekstu moZe se tumaciti
i naizgled paradoksalan nalaz nizih koncentracija MDA u T2DM grupi. Kao izuzetno reaktivan
aldehid, u uslovima izraZzenog i perzistentnog oksidativnog stresa, MDA ubrzano stupa u
reakciju sa proteinima i nukleinskim kiselinama, formirajuci stabilne kovalentne adukte. Usled
navedenog brzog vezivanja u tkivima, detektovana slobodna frakcija MDA u serumu moZe biti
sniZena, posebno u odmaklim stadijumima bolesti (280). Pored toga, relativno povoljniji lipidni
profil pacijenata, praten manjom zastupljenoS¢u sdLDL cestica, ukazuje na ograni¢enu
dostupnost supstrata za formiranje MDA (281).

NaruS$en antioksidativni kapacitet potvrden je niZim vrednostima TAS, kao i smanjenim
koncentracijama ukupnih SH-grupa, koje imaju klju¢nu ulogu u neutralizaciji slobodnih
kiseoni¢nih radikala u sistemskoj cirkulaciji (282). U kontekstu aterogene dislipidemije,
poseban klinicki znacaj ima nalaz smanjene aktivnosti PON1 u T2DM grupi (Tabela 7).
Aktivnost PON1 striktno je uslovljena strukturnim i funkcionalnim integritetom HDL Cestica. U
tom smislu, smanjena aktivnhost PON1 odgovara prethodno opisanim kvalitativnim promenama
u distribuciji HDL cestica i potvrda je njihove disfunkcije. Analizom aktivnosti SOD nije uoCena
znacajna razlika izmedu posmatranih grupa, mada je zabeleZen trend blago viSih vrednosti kod
pacijenata. Ovakvi rezultati su u skladu sa nalazima Bandeira i saradnika (283). Slicno tome,
Herder i saradnici su pokazali da je aktivnost ekstracelularne SOD (ecSOD) povecana u serumu
pacijenata sa dijabetesnom polineuropatijom (284). Navedena tendencija porasta aktivnosti
SOD kod pacijenata sa T2DM najverovatnije predstavlja kompenzatorni odgovor na
hiperprodukciju superoksidnog anjona. Naime, SOD deluje kao prva linija antioksidativne
zaStite, katalizuju¢i dismutaciju superoksidnog anjona u molekularni kiseonik i vodonik-
peroksid. U humanom organizmu prisutne su tri osnovne izoforme ovog enzima: citosolna
bakar-cink zavisna (Cu/Zn-SOD ili SOD1), mitohondrijalna mangan-zavisna (Mn-SOD ili SOD2)
i ekstracelularna (ecSOD ili SOD3). Dok SOD1 i SOD2 primarno ucestvuju u intracelularnoj
neutralizaciji superoksidnog anjona, ecSOD se sekretuje u ekstracelularni prostor i predstavlja
dominantnu izoformu u plazmi, gde Stiti vaskularni endotel od Stetnog delovanja ROS (285).
Ukupna aktivnost SOD detektovana u sistemskoj cirkulaciji stoga pretezno odrazZava funkciju
ekstracelularne izoforme, uz doprinos intracelularnih varijanti oslobodenih tokom normalnog
metabolizma ili usled tkivnog oStec¢enja (286).

Analiza inflamatornih markera u naSoj studiji potvrdila je prisustvo izraZenog
sistemskog proinflamatornog stanja kod pacijenata sa T2ZDM (Tabela 8). Koncentracija hsCRP,
kao i vrednosti inflamatornih indeksa NLR, MLR, MWR, SII, SIRI i PIV bile su znacajno viSe u
grupi pacijenata u poredenju sa KG, ukazujuci na aktivaciju urodenog imunskog odgovora i
hroni¢nu inflamaciju niskog stepena. Relativna limfopenija u sklopu ovog proinflamatornog
okruZenja dodatno je potvrdena znacajno niZim vrednostima LWR kod nasSih pacijenata.
Nasuprot tome, indeksi PLR i NWR nisu se znacajno razlikovali izmedu posmatranih grupa, iako
jeuT2DM grupi zabeleZen trend visih vrednosti PLR. Kompozitni indeksi, kao noviji biomarkeri
inflamacije, sve viSe dobijaju na znacaju kao prakticni alati za procenu sistemske inflamacije i
kardiometabolickog rizika. Njihova glavna prednost ogleda se u jednostavnosti izracunavanja
na osnovu rutinskog nalaza kompletne krvne slike, Sto omoguéava ekonomic¢no pracenje
inflamatornog statusa kod osoba sa metabolickim i kardiovaskularnim poremecajima.
Savremena istrazivanja intenzivno ispituju dijagnosticki i prognosticki znacaj ovih indeksa kod
pacijenata sa T2DM, MASLD i KVB, Sto potvrduje aktuelnost i relevantnost nase studije (287-
289).
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Okosnicu naSeg istraZivanja Cinilo je ispitivanje stepena globalne metilacije DNK, kao
biomarkera klju¢ne epigenetske modifikacije, odgovorne za odrzZavanje stabilnosti i funkcije
genoma (290). Centralni nalaz ovog istrazivanja jeste globalna hipometilacija DNK kod
pacijenata sa T2DM (Tabela 9). Iako je poznato da 5mC ¢ini oko 1% genoma, referentne
vrednosti udela 5mC u humanoj populaciji jo$ uvek nisu standardizovane. Kod zdravih osoba u
nasoj KG udeo 5mC kretao se u rasponu od 3,47% do 6,63%. Pojedini autori, poput Yamaguchi
i saradnika, utvrdili su da je udeo 5mC kod zdravih osoba oko 6% (291), dok Storebjerg i
saradnici navode da vecina literaturnih podataka ukazuje na prose¢nu vrednost kod zdravih
osoba priblizno 5% (292). Udeo 5mC kod naSih pacijenata bio je niZi u poredenju sa KG,
nezavisno od starosti i pola. Ovakvi rezultati su u skladu sa istrazivanjem Yuana i saradnika,
koji su dokumentovali znacajno niZi udeo 5mC kod pacijenata sa T2DM u poredenju sa zdravim
kontrolama (293). Luttmer i saradnici su potvrdili hipometilaciju DNK kod osoba sa visokim
koncentracijama glukoze naste (294), a Thongsroy i saradnici su utvrdili da je stepen globalne
metilacije DNK u negativnoj korelaciji sa udelom HbA1c (295). Ipak, literaturni podaci u ovoj
oblasti nisu konzistentni. Pinzén-Cortés i saradnici nisu detektovali razliku u udelu 5mC izmedu
pacijenata sa T2DM i zdravih osoba (296), Sto se delimi¢no moZe objasniti karakteristikama
njihove kohorte, koju su €inili mladi pacijenti sa boljom metabolickom kontrolom u odnosu na
nasSe ispitanike. lako su sistematskim pregledom literature Muka i saradnici potvrdili
nekonzistentnost dostupnih literaturnih podataka (297), naSi rezultati su u potpunosti u skladu
sa hipotezom da hroni¢na hiperglikemija indukuje progresivan gubitak metil-grupa u genomu.
Navedene diskrepance u literaturi mogu biti posledica primene razlicitih analitickih metoda
poput ELISA, Alu (engl. Arthrobacter luteus, Alu) i LUMA umesto hromatografskog pristupa, kao
i koris¢enja razlic¢itog bioloSkog materijala. Primena HPLC metode, koja se i dalje smatra
zlatnim standardom u ovoj oblasti, dodatno ojacava analiticku pouzdanost dobijenih rezultata.

Uocena globalna hipometilacija (Slika 23) odrazava destabilizaciju epigenoma u T2DM,
koja se objasnjava reaktivacijom transpozabilnih elemenata i genomskom nestabilnoSc¢u, Sto
posledi¢no omogucava ekspresiju proinflamatornih gena koji su u fiziolosSkim uslovima utiSani
metilacijom (298). Detaljnom analizom potvrdeno je da je udeo 5mC ostao uniformno nizi
unutar T2DM grupe bez obzira na pol, ITM, prisustvo gojaznosti i hipertenzije, puSacki status,
suboptimalnu metaboli¢cku kontrolu, kardiovaskularne faktore rizika i primenjene terapijske
modalitete, dok je uocena znacajna razlika u odnosu na trajanje T2DM (Tabele 10-12). Opisana
doslednost epigenetskog profila ukazuje na to globalna hipometilacija predstavlja visoko
konzerviranu karakteristiku T2DM koja ne podleZe varijacijama pod uticajem klinickih faktora
i komorbiditeta. Ovakvi nalazi se mogu posmatrati u kontekstu epigenetske memorije,
fenomena koji objasnjava da jednom uspostavljeni aberantni epigenetski obrasci mogu
perzistirati i nakon postizanja adekvatne glikemijske kontrole (251). Ipak, imaju¢i u vidu dizajn
nase studije, za procenu stepena stabilnosti i potencijalne reverzibilnosti globalnog gubitka
metil-grupa pod uticajem promene stila Zivota i terapijskih intervencija neophodna su
longitudinalna istraZivanja.

Naredni korak u analizi obuhvatio je ispitivanje korelacija klinickih i biohemijskih
parametara sa udelom 5mC. Odsustvo znacajne povezanosti izmedu stepena globalne
metilacije i osnovnih klini¢ckih parametara (starost, ITM, obim struka, krvni pritisak) u obe
ispitivane grupe (Tabela 13) ukazuje na to da globalna metilacija DNK u naSoj kohorti
predstavlja relativno nezavisan entitet. Ovakve nalaze, medutim, neophodno je sagledati uz
jasna metodoloSka ograni¢enja. Dobro je poznato da proces starenja predstavlja jednu od
najvaznijih determinanti epigenetskog statusa, Sto je dokumentovano u brojnim studijama koje
opisuju fenomen epigenetskog starenja (290). Odsustvo ove korelacije u nasoj studiji moze biti
posledica specificne demografske strukture kohorte, relativno uskog raspona godina starosti
ispitanika ili Cinjenice da izraZen patofizioloSki uticaj T2DM maskira blaze efekte fizioloSkog
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starenja na epigenom. U prilog ovakvom tumacenju govore i rezultati Pinzon-Cortésa i
saradnika, koji takode nisu utvrdili korelaciju izmedu udela 5mC i starosti pacijenata (296).

Prilikom analize povezanosti stepena globalne metilacije DNK sa markerima
metabolicke kontrole utvrdena je pozitivna korelacija izmedu udela 5mC i HbA1icu KG, dok je
kod pacijenata sa T2DM ova korelacija izostala (Tabela 14). Sli¢no naSim rezultatima, korelacija
izmedu ovih parametara nije potvrdena ni u istraZivanju Zampieria i saradnika (299), niti u
studiji Yuana i saradnika, koji su, za razliku od nasih nalaza, dokumentovali pozitivnu korelaciju
izmedu koncentracije glukoze i udela 5mC (293). Imajudi u vidu da je broj studija koje se bave
ovom temom i dalje ogranicen, razjasnjenje ove veze zahteva dalja istraZivanja. Jedno od
mogucih objasnjenja izostanka korelacije kod naSih pacijenata sa neadekvatnom metabolickom
kontrolom jeste da epigenetske alteracije u ve¢oj meri odraZavaju metabolicko pamc¢enje nego
aktuelnu metabolicku kontrolu, $to su u svojim istraZivanjima sugerisali i drugi autori (300).

Nasi rezultati izdvojili su oksidativni stres i sistemsku inflamaciju kao klju¢ne faktore
udruZene sa epigenetskim statusom u T2DM. U grupi pacijenata utvrdena je pozitivna
korelacija udela 5mC sa vrednostima AOPP, TOS i TAS, a negativna sa vrednostima PAB (Tabela
15), Sto sugeriSe da naruSena ravnoteza izmedu prooksidanasa i antioksidanasa uti¢e na
epigenetski profil. Ovakvi nalazi su u skladu sa rezultatima istraZivanja koji pokazuju da
prekomerna produkcija ROS moZe da inhibira aktivnost DNMT enzima putem direktne
oksidativne modifikacije, kao i da dovede do oStecenja hromatinske strukture, $to posledi¢no
onemogucava pravilno pozicioniranje i funkcionisanje DNK metilacionog sistema (301). Pored
toga, u stanju oksidativnog stresa iscrpljuju se rezerve SAM, primarnog donora metil-grupa,
¢ime se indirektno inhibira sam proces metilacije (262). Nasuprot supresivnom efektu na
DNMT, ROS mogu delovati stimulativno na aktivnost TET enzima. U uslovima oksidativnog
stresa povecana je dostupnost molekularnog kiseonika, neophodnog kosupstrata za reakcije
koje katalizuju TET enzimi, Sto podstice njihovu aktivnost i posledi¢nu produkciju 5hmcC.
Dodatno, 5hmC moZe nastati i u direktnoj oksidaciji stabilnog 5mC pod dejstvom ROS, Sto
sustinski predstavlja korak u procesu aktivne demetilacije genoma (302).

Posebno treba istaci da je kod pacijenata sa T2DM uocena negativna korelacija udela
5mC sa koncentracijom hsCRP i vrednostima PLR, Sto ukazuje da je niZi stepen globalne
metilacije udruZen sa izrazenijim proinflamatornim stanjem (Tabela 16). Kako metilacija DNK
u fizioloSkim uslovima ima ulogu u epigenetskom utiSavanju gena, globalna hipometilacija
moZe olak3ati aberantnu ekspresiju proinflamatornih citokina koji potom, putem NF-kB
signalne kaskade, dodatno inhibiraju aktivnost DNMT enzima (303). Imaju¢i u vidu da
proinflamatorno okruZenje istovremeno doprinosi daljoj hiperprodukciji ROS, uspostavljaju se
pozitivne povratne sprege koje oblikuju zacarani krug, u kom oksidativni stres i inflamacija
medusobno pojacavaju svoje efekte. Slicnu inverznu povezanost izmedu stepena globalne
metilacije i inflamatornih markera opisali su i Cucoreanu i saradnici (304), naglaSavajuci
postojanje patoloske povratne sprege izmedu epigenetske disregulacije i hroni¢ne inflamacije
niskog stepena.

Analiza korelacija 5mC sa biomarkerima lipidnog statusa kod ispitanika u KG pokazala
je da je visi udeo 5mC povezan sa ve¢im udelom ateroprotektivnih HDL2b cestica (Tabela 18) i
nizom aktivno$¢u CETP (Tabela 17), Sto odrazava regulisan metabolizam lipida u fizioloSkim
uslovima. Nasuprot tome, kod pacijenata sa T2DM ove korelacije nisu bile prisutne. Dobijeni
rezultati su u skladu sa prethodno opisanim kvalitativnim i kvantitativnim poremecajima
lipoproteina kod pacijenata sa T2DM. Treba naglasiti da je u grupi pacijenata sa T2DM udeo
5mC korelirao sa koncentracijom TG, $to se slaze sa rezultatima prethodnih studija (305).
Pored toga, postoje dokazi da je stepen metilacije DNK povezan sa lipidnim sastavom i
koncentracijom lipoproteinskih cestica (306), ali to prevazilazi okvire ovog istraZivanja i
naglaSava potrebu za dodatnim studijama koje bi rasvetlile ulogu metilacije DNK u razvoju
dijabetesne dislipidemije. Dobro je potvrdeno da dijabetesna dislipidemija predstavlja jedan od
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glavnih mehanizama koji leZe u osnovi razvoja KVB. Pacijenti sa T2DM imaju 2 do 4 puta veci
rizik za razvoj KVB, koje se smatraju dominantnim uzrokom mortaliteta u toj populaciji (307).
lako novije studije pokazuju trend smanjenja incidencije KVB kod osoba sa T2DM tokom
poslednje decenije, istraZivanje koje su sproveli Oo i saradnici (308) pokazuje da rizik ostaje
posebno izraZzen kod pacijenata sa trajanjem bolesti duZim od 10 godina i pridruzenom
hipertenzijom, $to u potpunosti odgovara profilu faktora rizika i u€estalosti KVB u grupi nasih
ispitanika sa T2DM (Slika 19).

lako je poznato da neadekvatna metabolicka kontrola primarno uti¢e na rizik od
mikrovaskularnih komplikacija, podaci prospektivnih studija, poput istraZivanja Sarwara i
saradnika, potvrduju da su koncentracije glukoze naSte > 7 mmol/L povezane sa pove¢anim
rizikom od koronarne bolesti srca (309). Dobro je potvrdeno i da udeo HbA1c iznad 5,7%, kojim
se definise predijabetes, predstavlja nezavisan faktor rizika za nastanak KVB (310). Prema
savremenim preporukama, ciljna terapijska vrednost HbA1c za pacijente sa T2DM je niZa od 7%,
mada je ova granica Cesto fleksibilnija kod starijih pacijenata sa dugogodiSnjim dijabetesom i
uznapredovalim komplikacija (311). U nasoj studiji, pacijenati sa KVB imali su znacajno vise
koncentracije glukoze i udela HbA1c u odnosu na KG, dok razlike u poredenju sa pacijentima bez
KVB nisu bile znacajne (Tabela 19). Ovakav nalaz ukazuje na to da u uslovima dugotrajnogilose
regulisanog T2DM tradicionalni markeri nisu dovoljno osetljivi da razlikuju pacijente sa i bez
makrovaskularnih komplikacija. [zostanak znacajne razlike u vrednostima AGE izmedu
pacijenata sa i bez KVB dodatno oslikava kompleksnost ovih procesa i moze biti posledica
prelaska AGE produkata iz cirkulacije u tkiva.

U lipoproteinskom profilu nasih pacijenata sa KVB dominirao je visi udeo LDL I, uz
istovremeno nizi udeo LDL III, LDL IV i sdLDL cestica u poredenju sa KG (Tabela 23). Ovaj
naizgled paradoksalan nalaz smanjenog udela sdLDL cestica kod pacijenata sa KVB odraZava
efekat primenjene farmakoterapije. Pacijenti sa KVB zahtevaju intenzivnu terapiju statinima,
koji smanjuju sintezu holesterola inhibicijom 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A (engl. 3-
hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A, HMG-CoA), povecavaju ekspresiju LDL receptora i
stimuliSu klirens LDL cestica, zbog Cega, pored smanjenja koncentracije LDL-h, dolazi i do
redukcije udela sdLDL cCestica (312). Analiza HDL subfrakcija potvrduje nalaze prethodnih
istrazivanja koji ukazuju na disfunkcionalnost HDL Cestica kod pacijenata sa KVB (278). [ako se
visSa koncentracija HDL-h tradicionalno smatra kardioprotektivnim efektom, velike
prospektivne studije nisu potvrdile uzrocno-posledi¢nu vezu izmedu poviSenog HDL-h i niZeg
kardiovaskularnog rizika. Takode, rezultati randomizovanih klinickih studija, koje su ispitivale
primenu CETP inhibitora i niacina sa ciljem povecanja koncentracije HDL-h, nisu potvrdili
ocekivane kardioprotektivne efekte (312). U ovom istraZivanju je uoCena akumulacija malih
HDL3b cestica kod pacijenata sa KVB, koja ukazuje na poremecaj procesa reverznog transporta
holesterola, sto je potvrdeno i u ranijim studijama (313). Reverzni transport holesterola
podrazumeva preuzimanje holesterola iz perifernih tkiva i makrofaga posredstvom interakcije
apoA-I i ABCA1 transportera na Celijama, njegovu sledstvenu esterifikaciju delovanjem LCAT
enzima, Sto omogucava sazrevanje manjih u ve¢e HDL Cestice, koje zatim direktno ili indirektno,
preko VLDL Cestica i njihovih remanata, transportuju holesterol estere do jetre (138). U
uslovima hipertrigliceridemije (Tabela 22) dolazi do obogac¢ivanja HDL cestica trigliceridima,
Cime one postaju podloZne delovanju hepaticne lipaze. Kao posledica, velike HDL cestice se
ubrzano kataboliSu i konvertuju u manje subfrakcije, Sto prati progresivni gubitak njihovog
antiaterogenog potencijala. U skladu sa odsustvom razlika u odnosu na KG, aktivnosti LCAT i
CETP nisu pokazale znacajne razlike ni izmedu pacijenata sa i bez KVB (Tabela 22). Ovakav
nalaz sugeriSe da u uznapredovalom stadijumu T2DM aktivnost ovih enzima ne predstavlja
kljucni faktor za nastanak vaskularnih komplikacija. Umesto toga, progresija ka manifestnoj
KVB kod ovih pacijenata prevashodno zavisi od interakcije ve¢ prisutne dislipidemije sa
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drugim, dominantnijim patofizioloSkim mehanizmima, dok specificne promene u aktivnosti
LCAT i CETP nisu od primarnog znacaja.

Analiza parametara redoks statusa i inflamatornih biomarkera jasno pozicionira
oksidativni stres i inflamaciju kao vaZzne procese koji doprinose vaskularnom oStecenju u
T2DM. lako je redoks disbalans prisutan kod svih pacijenata sa dijabetesom, znacajno visa
vrednost TOS isklju¢ivo kod pacijenata sa KVB (Tabela 20) izdvaja ovaj parametar kao
potencijalni biomarker, Sto je u saglasnosti sa istrazivanjem Klisi¢ i saradnika, koji su potvrdili
znacaj integracije TOS u statisticke modele za predvidanje kardiovaskularnog rizika (314).
Istovremeno, vrednosti NLR i SII bile su znac¢ajno viSe, a vrednosti LWR i MWR znacajno niZe u
grupi sa KVB u poredenju sa ispitanicima u KG (Tabela 21). U prethodnim studijama, NLR je
istaknut kao znacajan prediktor KVB kod pacijenata sa T2DM, a He i saradnici su utvrdili da su
viSe vrednosti ovog indeksa povezane sa lo$ijim klinickim ishodom (315). U istraZivanju koje
su sproveli Hu i saradnici viSe vrednosti SII indeksa u T2DM bile su povezane sa skoro
dvostruko ve¢im rizikom od smrtnog ishoda usled KVB (316). NiZe vrednosti LWR prethodno
su dovedene u vezu sa loSijim ishodima inflamatornih bolesti, sto dodatno naglasava
nepovoljan inflamatorni profil nasih pacijenata sa KVB (317).

Korelaciona analiza potvrdila je da medusobna povezanost ispitivanih patofizioloskih
procesa doprinosi razvoju KVB u T2DM (Tabela 24). Uocena korelacija izmedu poviSenih
koncentracija glukoze i MDA govori u prilog hipotezi da hiperglikemija potencira proces lipidne
peroksidacije, dok pozitivna korelacija inflamatornih indeksa SII i PIV sa PAB vrednostima
potvrduje interaktivnu ulogu oksidativnog stresa i inflamacije u razvoju KVB. U tom smislu,
aktivan doprinos aterogene dislipidemije moZe se sagledati kroz pozitivnu korelaciju izmedu
koncentracije TG i TOS vrednosti, kao i kroz uoc¢enu povezanost PLR indeksa sa aktivnos$¢u
LCAT i relativnim udelom LDL III subfrakcija (307). Klini¢ki potencijal analiziranih parametara
potvrden je ROC analizom, koja je izdvojila hsCRP, AOPP i TOS kao parametre sa najvecom
diskriminativnom sposobnos$¢u (Tabela 25), ukazujuc¢i na njihovu potencijalnu primenu u
stratifikaciji kardiovaskularnog rizika, Sto je u saglasnosti sa navodima iz novije literature
(318,319).

Pored kardiovaskularnih komplikacija, T2DM nosi i visok rizik od mikrovaskularnih
oStecenja, medu kojima DNF zauzima posebno mesto zbog svojih dalekoseznih klinickih
posledica. Razvoj DNF predstavlja vodeéi uzrok terminalnog stadijuma bubreZne bolesti kod
pacijenata sa T2DM, koja se dijagnostikuje na osnovu ispunjavanja jednog ili vise kriterijuma:
eGFR <60 mL/min/1,73 m?, mikroalbuminurija (30-300 mg/24h) ili albumin/kreatinin odnos
> 3 mg/mmol (320). lako se parametri metaboli¢ke kontrole kod nasih pacijenata sa DNF nisu
znacajno razlikovali u odnosu na pacijente bez ove komplikacije, uoeno povecanje vrednosti
AGE produkata u grupi sa DNF (Tabela 26) u saglasnosti je sa novijim istrazivanjima koja isticu
centralnu ulogu ovih jedinjenja u mikrovaskularnom oste¢enju bubrega (321,322).
Akumulacija AGE produkata i njihovo vezivanje za RAGE receptore u bubreZznom tkivu
rezultuju zadebljanjem i oSteCenjem glomerularne bazalne membrane, mezengijalnom
hipertrofijom i gubitkom podocita (323). Interakcija AGE-RAGE pokrece inflamatorne kaskade,
ukljucujuci JAK-STAT signalni put, Sto dovodi do produkcije faktora rasta poput TGF-f3 i PDGF-
B, koji dalje amplifikuju inflamatorne procese putem NF-kB signalizacije, uzrokujuci
hiperprodukciju ROS i pojacanu ekspresiju RAGE u bubreznom tkivu (324). Visok stepen
ekspresije RAGE na podocitima i mezengijalnim ¢elijama ¢ini ih posebno osetljivim na Stetne
efekte glikacije (325).

U skladu sa navedenim mehanizmima, kod nasih pacijenata sa DNF utvrdene su visoke
vrednosti PAB i TOS, kao i biomarkera oksidativnih oSte¢enja AOPP i IMA, uz izrazito sniZene
vrednosti TAS i koncentracije SH-grupa (Tabela 27). Koncentracija hsCRP nije se razlikovala
izmedu pacijenata sa i bez DNF, $to ukazuje na potrebu za specifi¢nijim markerima inflamacije
u ovom kontekstu. Detaljna analiza hematolo$kih i kompozitnih inflamatornih indeksa (Tabela
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28) pokazala je viSe vrednosti MLR i MWR uz nizZe vrednosti LWR kod pacijenata sa DNF, kao
obrazac Kkoji odraZava C(elijsko remodelovanje u vidu monocitoze i limfocitopenije,
karakteristicno za uznapredovale stadijume mikrovaskularnih komplikacija u kojima
inflamatorni odgovor postaje predominantno lokalizovan i ¢elijski posredovan (324). Detaljnija
analiza subfrakcija lipoproteina (Tabela 29) ukazala je na pomeranje distribucije HDL
subfrakcija ka manjim cesticama kod pacijenata sa DNF, $to je u skladu sa nalazima
karakteristicnim za hroni¢ne bubrezZne bolesti (326,327). S obzirom na to da nisu utvrdene
znacajne razlike u parametrima lipidnog profila izmedu pacijenata sa i bez DNF (Tabela 29 i
Tabela 30), moZe se pretpostaviti da progresija ka DNF zavisi od interakcije dislipidemije sa
drugim patofizioloSkim mehanizmima. U skladu sa prethodnim, kod pacijenata sa DNF
utvrdena je pozitivna korelacija TOS i koncentracije TG, odnosno koncentracije MDA sa
koncentracijom LDL-h i veli¢cinom LDL cestica, Sto ukazuje na visok potencijal za lipidnu
peroksidaciju (Tabela 31). Takode, pozitivna korelacija aktivnosti PON1 sa koncentracijom
HDL-h, kao i koncentracije SH-grupa sa dijametrom HDL Cestica, potvrduje da prethodno
opisane promene u distribuciji HDL Cestica uti¢u na njihov antioksidativni kapacitet. Ovi
rezultati su u skladu sa rezultatima istrazivanja Miljkovi¢ i saradnika, koji su pokazali da je kod
pacijenata sa hroni¢nim bubreznim bolestima smanjena aktivnost PON1 pracena oslabljenom
antioksidativnom funkcijom HDL cestica i povecanom podloznos¢u lipoproteina oksidativnim
modifikacijama (328). Klini¢ki potencijal analiziranih parametara u kontekstu bubreZnog
oStecenja potvrden je ROC analizom (Tabela 32), koja je izdvojila AOPP kao marker sa
izuzetnom diskriminativnom sposobnos¢u u identifikaciji pacijenata sa DNF. Ovaj marker je
ranije prepoznat kao znacajan prediktor progresije IgA nefropatije (329).

[ako analiza pacijenata sa T2DM stratifikovanih prema prisustvu DR nije utvrdila razlike
u koncentraciji glukoze i udelu HbA1c, grupa sa DR imala je znacajno viSe koncentracije AGE
jedinjenja u odnosu na grupu bez DR (Tabela 33). Prethodno opisani mehanizmi aktivacije
RAGE receptora i inflamatornih signalnih puteva, koji stimuliSu hiperprodukciju ROS i faktora
rasta, na analogni nacin doprinose i oStec¢enju retine. Posledi¢no, VEGF i ROS povecavaju
permeabilnost krvno-retinalne barijere i podsticu angiogenezu disfunkcionalnih krvnih
sudova, koji su skloni rupturi, dok aktivacija inflamatornih puteva dodatno stimuliSe apoptozu
pericita, endotelnih Celija i neurona retine (330). Kod obe grupe pacijenata utvrdene su
poviSene vrednosti PAB, TOS, AOPP i IMA (Tabela 34), Sto odrazava stanje pojacanog
oksidativnog stresa u T2DM sa komplikacijama. Izdvaja se nalaz znacajno niZih vrednosti TAS
kod pacijenata bez DR, dok se vrednosti ovog parametra kod pacijenata sa DR nisu razlikovale
u odnosu na KG. Interpretacija ovih rezultata je oteZana zbog malog broja pacijenata sa DR u
nasSem istrazivanju, kao i ¢injenice da vrednosti redoks parametara u serumu ne odrazavaju
uvek pouzdano intenzitet lokalnog oksidativnog stresa. U prilog ovoj tvrdnji govore rezultati
studije koju su sproveli Yilmaz i saradnici, u kojoj su ispitivani TOS i TAS u o¢noj vodici zdravih
osoba sa senilnom kataraktom i kod T2DM pacijenata bez DR, pacijenata sa neproliferativnom
i pacijenata sa proliferativnom DR (331). Autori su pokazali da je TOS bio znacajno visi kod
pacijenata sa T2DM, nezavisno od prisustva DR, dok je TAS bio znacajno nizi kod pacijenata sa
proliferativnom i neproliferativnom DR u odnosu na zdrave ispitanike sa senilnom kataraktom.
Rezultati ove studije ukazuju na aktivaciju specifi¢nih adaptivnih kompenzatornih mehanizama
u kasnijim stadijumima mikrovaskularnog ostecenja, kao odgovor na hroni¢nu produkciju
prooksidanasa i inflamatornih medijatora (332). Analiza biomarkera inflamacije (Tabela 35) je
utvrdila znacajno viSe vrednosti PIV indeksa kod pacijenata bez DR u poredenju sa KG. Za
razliku od naSih rezultata, Candan i sararadnici su ukazali na potencijalnu primenu PIV indeksa
kao markera proliferativne DR (333). Navedeni kontradiktorni nalazi najverovatnije su
posledica ogranicene velic¢ine uzorka, ali mogu da odrazavaju i kompleksnu prirodu imunskog
odgovora, uklju¢uju¢i mogucu iscrpljenost odredenih leukocitnih subpopulacija usled
dugotrajne sistemske inflamacije, cemu dodatno doprinosi visoka ucestalost istovremenog
prisustva viSe hroni¢nih komplikacija u naSoj kohorti. Procena dijagnosticke tacnosti
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biomarkera redoks statusa i inflamacije za predikciju DR izdvojila je TOS kao parametar koji
ima najvecu dijagnosticku osetljivost, sa potencijalom za primenu u skriningu DR (Tabela 39),
Sto bi trebalo potvrditi u budu¢im istrazivanjima. Ukupno uzevsi, nasi rezultati potvrduju
hipotezu koju su postavili Al-Shabrawey i Smith, da bi ispitivanje biomarkera oksidativnhog
stresa kod pacijenata sa T2DM moglo doprineti dijagnostici i prevenciji DR (334).

Nedavne studije su pokazale da dislipidemija, posebno niske koncentracije HDL-h,
korelira sa teZinom DR, Sto sugeriSe da HDL cestice imaju aktivhu ulogu u razvoju ove
komplikacije. S druge strane, neka istrazivanja ukazuju na nelinearni odnos (U-zavisnost), pri
¢emu se rizik od DR povecava i pri niskim i pri visokim koncentracijama HDL-h (335). Analiza
veli¢ine i raspodele HDL subfrakcija ukazala je na trend smanjenja HDL dijametra i udela
velikih, zrelih HDL2b cestica kod pacijenata sa DR (Tabela 37). U skladu sa ovim nalazom bila
je i niZza aktivnost PON1 (Tabela 34). Imajuci u vidu povec¢anu produkciju AGE produkata kod
pacijenata sa DR (Tabela 33), moZe se pretpostaviti da je glikacija HDL cestica povezana sa
inhibicijom aktivnosti PON1, Cije antioksidativno dejstvo ima klju¢nu ulogu u ocuvanju
protektivnog kapaciteta cestica (336). Dodatno, negativna korelacija vrednosti AGE sa udelom
HDL3c subfrakcija (Tabela 38) ukazuje da su najmanje HDL Cestice najpodloZnije neenzimskoj
glikaciji. Ovi rezultati isti¢u potrebu za dodatnim proucavanjem funkcionalnih svojstava HDL
Cestica u DR, uzimajuci u obzir prethodno navedena ogranicenja nase studije.

Na osnovu dobro potvrdene uloge neenzimske glikacije u oSte¢enju neurona i razvoju
DN (337), savremena istrazivanja su usmerena na identifikaciju biomarkera i potencijalnih
terapijskih moguénosti sa ciljem unapredenja predvidanja i prevencije ove komplikacije. U
nasSem istrazivanju, koncentracije AGE produkata u serumu nisu se znacajno razlikovale izmedu
pacijenata sa i bez DN (Tabela 40). Ovaj nalaz je u skladu sa zapaZanjem koje su izneli drugi
autori, da odredivanje fluoresciraju¢ih AGE produkata u serumu ima ograni¢enu sposobnost da
predvidi DN u poredenju sa AGE koji se akumuliraju u tkivima (338). Medu dostupnim
metodama, autofluorescencija koZe istice se kao pouzdana i neinvazivna metoda za procenu
akumulacije AGE produkata, a rezultati epidemioloskih studija pokazuju da visi nivoi AGE u
kozZi koreliraju sa tezinom DN (339).

Kao i u slucaju drugih komplikacija, u grupi pacijenata sa DN potvrdili smo izraZzen
redoks disbalans i poveéanje markera inflamacije (Tabela 41 i Tabela 42). ViSe vrednosti PAB-
a isklju¢ivo u grupi sa DN ukazuju na posebnu osetljivost nervnog tkiva na osStecenje
posredovano ROS, $to se moZe dovesti u vezu sa niZim nivoima glutationa i ostalih komponenti
antioksidativne zastite u perifernim nervima (340). Ispitivanjem promena u lipidnom profilu
ustanovili smo znacajano niZe aktivnosti CETP kod pacijenata sa DN. lako u dostupnoj literaturi
nema podataka o ulozi CETP u razvoju DN, raspoloZivi podaci iz randomizovanih klinickih
studija pokazuju da primena CETP inhibitora u terapiji dislipidemije smanjuje rizik za pojavu
dijabetesa kod pacijenata koji ga ranije nisu imali (341). Sa druge strane, niZa aktivnost CETP u
skladu je sa dominacijom veéih HDL2b Cestica uz istovremeni pad udela manjih HDL3a i HDL3b
subfrakcija u serumu pacijenata sa DN (Tabela 44). Ovakav povoljniji profil HDL subfrakcija
ukazuje na kompenzatorno povecanje kapaciteta procesa reverznog transporta holesterola u
uslovima intenzivnog oksidativnog stresa, Sto je dodatno potvrdeno nalazom pozitivne
korelacije izmedu PAB vrednosti i udela ve¢ih HDL2b cestica (Tabela 45). Rezultati ROC analize
(Tabela 46) izdvojili su hsCRP i AOPP kao markere sa znaCajnim dijagnostickim potencijalom u
identifikaciji DN, potvrdujuci da su oksidativni stres i inflamacija centralni procesi u razvoju
ove komplikacije.

Grupa pacijenata sa DS, koji predstavlja uznapredovalu fazu ishemijsko-neuropatskih
oStecenja, odlikovala se najizraZenijim promenama ispitivanih parametara. Najpre treba
pomenuti uoceni klinicki paradoks u kojem su vrednosti HbAic bile znacajno niZe kod
pacijenata sa DS u odnosu na pacijente bez ove komplikacije (Tabela 47). Ovaj nalaz moZe se
objasniti visokim prevalencijom anemije u grupi sa DS. Naime, u stanjima teske hroni¢ne
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inflamacije i ishemije karakteristicnim za DS, sekrecija proinflamatornih citokina inhibira
produkciju eritropoetina, dok ushodna regulacija hepcidina ometa apsorpciju gvozda (342).
Posledic¢no, dolazi do inhibicije eritropoeze i skrac¢enja Zivotnog veka eritrocita, usled Cega je
vreme izloZenosti hemoglobina procesu neenzimske glikacije znatno krace, Sto rezultuje laZno
sniZenim udelom HbAic (343) U ovom kontekstu, udeo HbAic ne odrazava poboljSanu
metabolicku kontrolu, vec je direktna posledica anemije hroni¢nih bolesti.

U pogledu redoks statusa, kod pacijenata sa DS zabeleZene su najviSe vrednosti PAB uz
istovremeno znacajno smanjenje aktivnosti SOD (Tabela 48), Sto je u skladu sa teZinom tkivnih
oStecenja. Rezultati ranijih istrazivanja ukazuju na centralnu ulogu akumulacije superoksidnog
anjona, usled smanjene aktivnosti SOD, u otezanom zarastanju rana i razvoju ulceracija (344).
Stoga ovaj nalaz dobija dodatni znacaj u kontekstu DS, jer kompromitovan sistem
antioksidativne zastite moZe pojacati oksidativni stres i doprineti poremecaju fizioloSkog
zarastanja rana, ¢ime se povecava rizik od amputacije. Profil inflamatornih biomarkera u skladu
je sa prirodom oStecenja, pri ¢emu viSe vrednosti SII u odnosu na pacijente bez DS (Tabela 49)
odrazavaju dominaciju neutrofila i trombocita, karakteristicnu za pacijente sa visokim rizikom
od amputacije (345). Kao i u sluc¢aju DN, kod pacijenata sa DS uocen je atipican pad aktivnosti
CETP, pracen preraspodelom HDL cestica ka ve¢im subfrakcijama (Tabela 51). Medutim, u
uslovima izraZenog inflamatornog okruzenja i redoks disbalansa, akumulacija ve¢ih HDL
Cestica u cirkulaciji pacijenata sa DS ne odraZava njihovu funkcionalnost, $to potvrduje nalaz
sniZene aktivnost PON1 (Tabela 48). Rezultati ROC analize izdvojili su PAB kao parametar koji
ima najvecu diskriminativnu sposobnost u identifikaciji DS (Tabela 53).

Relevantnost uocenih razlika postala je jasnija nakon Sto je inicijalna analiza ponovljena
poredenjem pacijenata sa DS i pacijenata koji nemaju komplikacije dijabetesa (Slika 25).
Posebno se izdvaja nalaz znacajno viSih vrednosti PAB kod pacijenata koji su podvrgnuti
amputaciji, dok su koncentracije SH-grupa bile znacajno niZe u odnosu sa pacijente kojima je
DS le¢eno konzervativnim pristupom. Ovi rezultati ukazuju na jos intenzivniji oksidativni stres
i slabiji antioksidativni kapacitet kod pacijenata sa tezim oblikom DS, koji doprinose progresiji
oStecenja tkiva i pove¢anom riziku od amputacije. Ova analiza je takode ukazala na znacaj NLR
indeksa u evaluaciji DS. Inflamatorni indeks NLR obuhvata glavne komponente hroni¢nog
inflamatornog odgovora, pri ¢emu poveéan udeo neutrofila ukazuje na aktivan inflamatorni
proces, dok smanjen udeo limfocita odrazava neadekvatnu odbrambenu reakciju imunskog
sistema. PoviSen NLR indeks kod naSih pacijenata sa DS u skladu je sa rezultatima nedavnih
studija kod pacijenata sa perifernom neuropatijom i ulceracijama stopala (346,347). [ako nismo
uocili dodatno povecanje NLR indeksa kod pacijenata koji su podvrgnuti amputaciji, podaci iz
literature sugeriSu da odredivanje ovog markera moZe imati znacaj u predvidanju ishoda ove
komplikacije (348), Sto zahteva potvrdu u budu¢im istrazivanjima sa ve¢im brojem ispitanika.
Vazno je ista¢i da su u ROC analizi PAB i NLR pokazali prihvatljivu dijagnosticku ta¢nost, koja
se dodatno poboljsava njihovim simultanim odredivanjem (Slika 26).

Drugi deo istraZivanja bio je usmeren na analizu epigenetskih promena u odnosu na
prisustvo mikrovaskularnih i makrovaskularnih komplikacija, kao i na ispitivanje povezanosti
stepena globalne metilacije DNK sa biomarkerima redoks statusa, inflamacije i dislipidemije.
Utvrdili smo da globalna hipometilacija DNK predstavlja univerzalni epigenetski nalaz kod
pacijenata sa T2DM, prisutan nezavisno od vrste razvijene komplikacije (Tabela 56). Ovakav
nalaz ukazuje na to da gubitak metil-grupa na nivou celokupnog genoma nije posledica
specificnog ostecenja ciljnog organa, ve¢ odrazava metabolicki disbalans svojstven za T2DM
(349). U prilog ovoj tezi govore istrazivanja Luttmera i saradnika koji su dokumentovali
globalnu hipometilaciju DNK kod osoba sa metaboli¢ckim sindromom i pacijenata sa T2DM u
poredenju sa normoglikemi¢nim ispitanicima (294). Naime, poznato je da se u osnovi
metabolickog sindroma i T2DM nalaze isti patofizioloski procesi, u koje se ubrajaju insulinska
rezistencija, dislipidemija, abdominalna gojaznost i hipertenzija (29). Ipak, podaci o globalnoj
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hipometilaciji DNK u kontekstu T2DM su ograniceni i nekonzistentni, za razliku od kancera gde
je ovaj fenomen dobro potvrden (350).

Kada se razmatraju promene metilacije DNK u odnosu na prisustvo specificnih
komplikacija, uocava se izostanak znacajne razlike izmedu pacijenata sa i bez KVB (Tabela 56).
Niske vrednosti AUC u ROC analizi (Tabela 60) potvrduju da stepen globalne metilacije nema
zadovoljavajucu dijagnosticku tacnost za otkrivanje KVB kod pacijenata sa T2DM. Literaturne
podatke o globalnoj metilaciji DNK u KVB karakteriSe izuzetna heterogenost, Sto dodatno
potvrduje kompleksnost ovih epigenetskih promena. Dok odredene studije povezuju globalnu
hipometilaciju sa poviSenim rizikom od KVB, razvojem ishemijske bolesti srca i infarktom
miokarda, druga istraZivanja beleZe prisustvo globalne hipermetilacije kod pacijenata sa
manifestnom koronarnom arterijskom boleS¢u (351-353). Ovi kontradiktorni nalazi ukazuju
na to da pravac epigenetskih promena zavisi od specificnog patofizioloSkog mehanizma i
stadijuma vaskularnog oStecenja, ali i od pola pacijenata, s obzirom na to da su pojedine studije
pokazale da je sistemska hipometilacija znacajan prediktor rizika iskljuc¢ivo kod muskaraca
(354,355). Dodatni izazov u interpretaciji ovih nalaza predstavlja primena razli¢itih analitickih
metoda za kvantifikaciju globalne metilacije DNK, Sto znacajno otezZava standardizaciju i
direktno poredenje dobijenih rezultata (356). Na osnovu rezultata korelacione analize (Tabela
57) moze se pretpostaviti da su promene u metilaciji DNK kod pacijenata sa KVB u najvecoj
meri posredovane redoks disbalansom.

IzraZenije smanjenje stepena globalne metilacije DNK u odnosu na KG uoceno je kod
pacijenata sa DNF, iako razlika u odnosu na pacijente bez ove komplikacije nije bila statisticki
znacajna (Tabela 56). Moguce objasSnjenje leZi u pretezno tkivno specificnoj prirodi
epigenetskih promena, lokalizovanih u bubreZnom parenhimu, koje se ne reflektuju sa
dovoljnom osetljivo$¢u na epigenetski profil leukocita u perifernoj krvi, ali ne treba zanemariti
ni efekat male veli¢ine uzorka na statisticku znacajnost (357). Rezultati studija sprovedenih na
uzorcima bubreZnog tkiva pacijenata sa DN ukazuju da promene u metilaciji DNK indukuju
ekspresiju gena povezanih sa metabolickim funkcijama i imunskim odgovorom, poput gena za
TNF. PoviSeni nivoi TNF bili su povezani sa poja¢anim oste¢enjem epitela glomerulnih kapilara
i pojavom proteinurije, Sto sugeriSe da varijacije u metilaciji TNF gena mogu imati klju¢nu ulogu
u razvoju DN. Osim toga, u animalnom modelu DNF dokazana je povecana ekspresija DNMT1 i
sledstvena metilacija supresornih proteina koji reguliSu mTOR (engl. mammalian target of
rapamycin) signalni put, Sto je povezano sa pojacanom aktivno$¢u imunskih ¢elija u bubreZznom
tkivu (358).

Stratifikacijom pacijenata u odnosu na prisustvo DR utvrdena je tendencija smanjenja
stepena globalne metilacije DNK iskljuc¢ivo u grupi pacijenata bez ove komplikacije, dok su
vrednosti kod pacijenata sa DR bile bliske vrednostima u KG (Tabela 56). Zanimljivo je da su
ovi naizgled kontradiktorni rezultati u saglasnosti sa istrazivanjima Maghbolija i saradnika, koji
su poredenjem pacijenata sa i bez DR pokazali da je globalna hipermetilacija DNK nezavisan
prediktor za razvoj DR, kao i njeno povecanje tokom progresije ove komplikacije (359). Ovaj
fenomen moZe biti posledica dinamicne prirode epigenetskih modifikacija, koje se mogu javiti
u razli¢itim stadijumima vaskularnih oSte¢enja. U tom smislu, u ranoj fazi uocava se globalna
hipometilacija, dok prelazak u aktivnu fazu angiogeneze i proliferacije, karakteristi¢an za DR,
podrazumeva reaktivaciju veCeg broja signalnih puteva koji rezultuju ciljanom
hipermetilacijom specificnih gena, Sto se manifestuje kao prividna normalizacija globalnog
nivoa metilacije DNKli ¢ak kao njeno povecanje (360). Grupa pacijenata sa DR se izdvojila i po
odsustvu znacajnih korelacija izmedu stepena globalne metilacije DNK i biomarkera redoks
statusa, inflamacije i dislipidemije. U literaturi se navodi da u razvoju DR dominiraju histonske
modifikacije, Sto ukazuje na potrebu za daljim istraZivanjima u cilju razumevanja interakcije
razliCitih epigenetskih mehanizama i prisutnih faktora rizika (361).
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Za razliku od prethodno razmatranih grupa pacijenata sa komplikacijama, u kojima
dominira redoks-epigenetska patofizioloSka osovina, kod pacijenata sa DN stepen globalne
metilacije DNK bio je u inverznoj korelaciji sa vrednostima inflamatornih indeksa (Tabela 58).
Kao $to je ve¢ objaSnjeno, hipometilacija DNK u tesnoj je vezi sa pojacanom ekspresijom
proinflamatornih gena. U tom kontekstu, nalaz povecanih vrednosti inflamatornih indeksa kod
pacijenata sa DN moze se tumaciti kao odraz aktivacije proinflamatornih signalnih puteva usled
smanjenja stepena metilacije DNK. Treba naglasiti da to ne implicira uzro¢no-posledi¢nu vezu,
ve¢ ukazuje na kompleksnu interakciju izmedu epigenetskih mehanizama i inflamatornog
odgovora u razvoju DN. U ovoj grupi pacijenata uocena je i negativna korelacija stepena
globalne metilacije DNK sa dijametrima LDL Cestica, $to ukazuje na potencijalnu aktivaciju gena
koji uticu na intravaskularno remodelovanje ovog lipoproteina ka malim, gustim LDL
Cesticama. Ukupno uzevsi, opisani procesi mogu dovesti do stvaranja mikrookruZenja koje
naruSava neurovaskularni integritet i pogoduje razvoju DN (362). Ovakav koncept podrzan je
u nedavnim studijama koje potvrduju da je sistemska hipometilacija DNK u leukocitima
znacajno izraZenija kod pacijenata sa DN, pri ¢emu stepen gubitka metil-grupa direktno
korelira sa teZinom klinicke slike i duZinom trajanja bolesti (363). Guo i saradnici su utvrdili da
je promena u obrascima metilacije uoena u promotorima gena ukljuc¢enih u imunski odgovor,
regulaciju oksidativnog stresa i rast aksona, ¢ime se kompromituje funkcija Svanovih éelija
(364). Pored toga, Kwiatkowska i saradnici su dokumentovali izraZenu promenu u obrascima
metilacije kod bolne dijabestesne neuropatije (365). Pad stepena globalne metilacije kod ovih
pacijenata stoga odraZzava aktivan proces koji trajno naruSava regenerativni kapacitet
perifernog nervnog sistema.

Najveci stepen smanjenja globalne metilacije DNK utvrden je kod pacijenata sa DS
(Tabela 56). Pored toga, u ovoj grupi pacijenata utvrdena je najsnaznija povezanost izmedu
globalne metilacije DNK sa markerima oksidativnog stresa (MDA, PAB), kao i sa gotovo svim
ispitivanim inflamatornim indeksima (Tabela 59). Ovi nalazi potkrepljuju tezu da u
uznapredovalim stadijumima ishemijsko-neuropatskih oSte¢enja sinergisticko dejstvo
oksidativnog stresa, inflamacije i tkivne hipoksije dodatno suprimira proces metlacije DNK.
Rezultati nedavno publikovane studije ukazuju da pomenuti procesi predstavljaju klju¢ne
faktore koji onemogucavaju fizioloSko zarastanje ulceracija (337). Na celularnom nivou,
oteZana reparacija oSteCenog tkiva kod pacijenata sa DS moZe se objasniti konceptom
metabolicke memorije. Pokazano je da fibroblasti, izolovani iz hroni¢nih rana pacijenata sa DS,
zadrZzavaju obrazac globalne hipometilacije iniciran hiperglikemijom ¢ak i nakon viSenedeljnog
izlaganja normalnim koncentracijama glukoze (366). Ovaj perzistentni epigenetski potpis
karakteriSe se visoko specificnom diferencijalnom metilacijom gena koji promovisu razgradnju
i regeneraciju tkiva. U tom smislu, geni klju¢ni za proliferaciju i zarastanje rana, poput FGF1,
koji je odgovoran za sintezu fibroblastnog faktora rasta, COL4A1 (engl. collagen type IV alpha 1
chain), koji kodira sintezu kolagena tip IV i PLAU (engl. plasminogen activator, urokinase), koji
kodira sintezu aktivatora plazminogena urokinaznog tipa, podleZu supresivnoj hipermetilaciji.
Sa druge strane, geni koji kontroliSu sintezu enzima uklju¢enih u degradaciju tkiva, poput
matriksne metaloproteinaze-9, bivaju aktivirani usled demetilacije posredovane TET enzimima
(367). Posledi¢no, ovakvo opsezno epigenetsko remodelovanje onemogucava angiogenezu i
obnavljanje ekstracelularnog matriksa, predstavljajuc¢i barijeru za oporavak tkiva, koja ne
zavisi od trenutne metabolicke kontrole.

U ovom istraZivanju po prvi put je procenjena dijagnosticka ta¢nost stepena globalne
metilacije DNK za predvidanje komplikacija T2DM. Utvrdili smo da ovaj epigenetski biomarker
pokazuje najvecu dijagnosticku ta¢nost za predikciju DS (AUC = 0,630), pri ¢emu optimalnoj
granic¢noj vrednosti od 3,51% odgovara osetljivost od 64% i specificnost od 59,3% (Tabela 60).
lako stepen globalne metilacije DNK kao samostalni test pokazuje skromne performanse za
klinicku identifikaciju DS, integracija ovog biomarkera u kombinovani model sa parametrima
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redoks statusa, PAB i SOD povecava ukupnu diskriminativnu sposobnost modela (Slika 32). Na
ovaj nacin istice se znacaj multimarkerskog pristupa, koji omogucéava sveobuhvatnu analizu
vecCeg broja biomarkera razlicitih patofizioloskih procesa koji leZe u osnovi razvoja i progresije
kompleksnih poremecaja, kao Sto je T2DM (368). Definisanje multimarkerskih strategija
predstavljaju klju¢ni korak ka personalizovanoj medicini, koja omogucava prilagodavanje
preventivnih i terapijskih intervencija individualnom profilu pacijenta. Aktuelna istrazZivanja
potvrduju da je kombinovanjem epigenetskih, genetskih i metabolickih biomarkera moguce
poboljsati prevenciju, dijagnostiku, pracenje toka bolesti i terapijskog odgovora (369).

Primena PCA analize omogudila je prepoznavanje dominantnih patofizioloSkih
mehanizama Kkroz profilisanje pet klastera kardiometabolickih faktora rizika specificnih za
ispitivanu grupu pacijenata sa T2DM. Izdvajanje ,proinflamatornog faktora“ kao dominantne
komponente, koja integriSe markere sistemske inflamacije (hsCRP, NLR) sa specificnim
pokazateljima oksidativnog stresa (PAB, IMA i SOD) potvrduje da se ovi procesi in vivo ne
odvijaju izolovano, ve¢ medusobno obrazuju pozitivhe povratne sprege, cime se uspostavlja
zaCarani krug. Grupisanje parametara ukupnog oksidativnog opterecenja (TOS, AOPP) zajedno
sa ITM u zaseban ,prooksidativni faktor” bioloski je koherentno, imajuci u vidu da disfunkcija
adipoznog tkiva predstavlja jedan od glavnih izvora sistemske hiperprodukcije ROS i hroni¢nog
oksidativnog stresa (370). Faktori povezani sa starenjem i duZim trajanjem bolesti, kao i sa
hiperglikemijom i antioksidativnom zaStitom, jasno su formirali nezavisne klastere, Sto
potkrepljuje  bioloSku utemeljenost primenjene PCA analize. Primena ovakvog
multimarkerskog pristupa u binarnoj logistickoj regresionoj analizi identifikovala je
»prooksidativni faktor” kao kljucni cinilac koji skoro petostruko povecava rizik od sistemske
hipometilacije DNK (Tabela 63). Kada se ovako integrisani kardiometabolicki faktori rizika
sagledaju u kontekstu epigenetskih modifikacija, proizilazi da oksidativni stres ima klju¢nu
ulogu u smanjenju globalne metilacije DNK u ispitivanom uzorku pacijenata sa T2ZDM.

Sumirajuci rezultate istraZivanja, moZe se zakljuciti da globalna hipometilacija DNK
predstavlja rani i univerzalni epigenetski dogadaj u razvoju i progresiji T2DM, koji je primarno
posredovan efektima hroni¢nog oksidativnog stresa. U odsustvu komplikacija i kod pojedinih
mikrovaskularnih oStecenja dominantna je veza izmedu naruSenog redoks statusa i smanjenja
globalne metilacije DNK. Progresija ka teZim neurovaskularnim i ishemijskim komplikacijama,
poput DN i DS, stvara mikrookruzZenje u kom se sistemska inflamacija i oksidativni stres
medusobno potenciraju, dodatno menjajuci epigenetske obrasce. lako nasi rezultati ukazuju na
ogranicenu prediktivnhu sposobnost stepena globalne metilacije DNK, integracijom ovog
biomarkera sa direktnim pokazateljima redoks disbalansa u multimarkerski panel postiZe se
poboljSana procena rizika za razvoj komplikacija. Na kraju, vazno je ista¢i da su za validaciju
ovih rezultata i njihovu potencijalnu primenu u klinickom kontekstu neophodna dalja
prospektivna istraZivanja na ve¢im kohortama, koja bi pratila dinamiku ispitivanih parametara
tokom duZeg vremenskog perioda.
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6. ZAKLJUCCI

1. Uspesno je uvedena i optimizovana osetljiva, specifi¢na i selektivna UHPLC-DAD metoda
za simultano odredivanje dC i 5mC, ¢ime je omogucena precizna kvantifikacija stepena
globalne metilacije DNK u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi.

2. Utvrdeni su optimalni uslovi enzimske hidrolize genomske DNK (2h, 37 °C, 5U/L) i
najmanja polazna koli¢ina DNK (6 pg) neophodna za analizu globalne metilacije DNK.

3. Pacijenti sa T2DM imaju znacajno niZi stepen globalne metilacije DNK u poredenju sa
zdravim ispitanicima kontrolne grupe, $to ukazuje na ulogu sistemskih epigenetskih
modifikacija u razvoju i progresiji ovog oboljenja.

4. Globalna hipometilacija DNK kod pacijenata T2DM ne zavisi od starosti, pola,
primenjenih terapijskih rezima, metabolicke kontrole i prisustva tradicionalnih faktora
rizika poput gojaznosti, hipertenzije i puSenja.

5. Pacijenati sa T2DM odlikuju se stanjem hroni¢nog oksidativnog stresa, inflamacije niskog
stepena i aterogene dislipidemije. Prisustvo hroni¢nih komplikacija povezano je sa
dodatnim sniZenjem stepena globalne metilacije DNK i izraZenijim poremecajima
biomarkera redoks statusa, dislipidemije i inflamacije u odnosu na pacijente bez
komplikacija.

6. Stepen globalne metilacije DNK pokazuje specificne obrasce povezanosti sa
biomarkerima redoks statusa, inflamacije i dislipidemije u zavisnosti od prisutne
mikrovaskularne komplikacije. Profili pacijenata sa DN i DS bili su sli¢ni, pri ¢emu je
smanjenje stepena globalne metilacije DNK koreliralo sa porastom vrednosti parametara
oksidativnog stresa i inflamacije, a sve je praceno sniZenjem koncentracije triglicerida. U
grupi pacijenata sa DNF niZi nivoi globalne metilacije DNK bili su povezani sa viSim
vrednostima prooksidanasa u serumu, dok je kod pacijenata sa KVB smanjenje metilacije
DNK koreliralo sa porastom ukupnog oksidativnog potencijala plazme i smanjenjem
antioksidativne zaStite. Nasuprot tome, kod pacijenata sa DR nije utvrdena medusobna
povezanost stepena globalne metilacije DNK i biomarkera redoks statusa, inflamacije i
dislipidemije.

7. Stepen globalne metilacije DNK ima najveéu najvecu dijagnosti¢ku ta¢nost za predikciju
komplikacije DS. Integracija ovog epigenetskog biomarkera u multimarkerski panel sa
parametrima redoks statusa povecava ukupnu diskriminativnu sposobnost modela u
odnosu na pojedinacne parametre.

8. Kod pacijenata sa T2DM identifikovano je 5 klastera kardiometabolickih faktora rizika,
od kojih je ,prooksidativni faktor” jedini nezavisni prediktor globalne hipometilacije
DNK.

9. Globalna hipometilacija DNK je rani epigenetski dogadaj u T2DM, posredovan hroni¢nim

oksidativnim stresom, pri ¢emu se epigenetski obrasci dodatno modifikuju sa razvojem
komplikacija.
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