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UvoD
1. UvOD

1.1. Se¢erna bolest ( lat. diabetes mellitus)

Se¢erna bolest slozen je endokrinoloski poremecaj. Obiljezena je kroni¢nom
hiperglikemijom koju prate poviSene koncentracije kolesterola i triglicerida u krvi (1). Porast
kolesterola, triglicerida 1 slobodnih masnih kiselina odraz je pojacane lipolize, a inhibirane
lipogeneze. Seéerna bolest razvija se kao posljedica ludenja autoantitijela na pojedine
komponente B-stanica, molekulu inzulina ili zbog inzulinske rezistencije. Uslijed nemoguénosti
inzulina da pravilno djeluje i smanjenog broja inzulinskih receptora, remeti se transport glukoze
u miSi¢ne stanice, adipocite 1 jetru. Zbog toga raste koncentracija glukoze u krvi, a gusteraca
lu¢enjem vece koli¢ine inzulina nastoji pojacati ulazak glukoze u stanice. Manjak aktivnog
polipeptidnog hormona inzulina izlu¢enog iz B-stanica gusterace popracen je poremecajem u
metabolizmu ugljikohidrata, masti i proteina. Na genetickoj razini uz osnovni molekularni
poremecaj u lu¢enju inzulina i inzulinskoj rezistenciji, za predispoziciju Sec¢erne bolesti vrlo su
vazni i epigeneticki ¢cimbenici poput okolisa, tjelesne aktivnosti i debljine. Debljina kao stanje
prekomjernog nakupljanja masnog tkiva smatra se rizicnim ¢imbenikom za razvoj metabolickih
poremecaja kao $to su inzulinska rezistencija i dislipidemija. S obzirom na patofiziologiju 1

tijek Secerne bolesti, razlikujemo tip 1 1 tip 2 (2).

U vrijeme dijagnoze oko 50 % B-stanica izgubilo je funkciju no gusteraca ostaje funkcionalna
1 proizvodi smanjene koli¢ine inzulina. Kod djece i adolescenata kao jedan od ucestalijih
endokrinoloskih poremecaja dominira Se¢erna bolest tipa 1, a kod odraslih pretezno se
pojavljuje tip 2. Tip 2 Secerne bolesti najucestaliji je 1 90 — 95 % oboljelih pripada toj skupini
(3). U Sec¢ernoj bolesti moze biti apsolutni ili relativni nedostatak inzulina, dakle smanjene
koncentracije inzulina, ali to nije i ne mora biti pravilo. S obzirom na krivulju odgovora inzulina
tijekom OGGT testa, definirana su tri tipa Se¢erne bolesti. Kod prvog tipa moze se uociti da
inzulin raste razmjerno glukozi, drugi tip daje nerazmjeran porast inzulina s glukozom, a u
tre¢em tipu u potpunosti izostaje povecanje inzulina. Visak glukoze u krvi na poc€etku gusteraca
uspijeva djelomi¢no kompenzirati i tu pocetnu fazu nazivamo oste¢enom tolerancijom glukoze.
Secernoj bolesti tipa 2 prethodi predijabetes koji odlikuju tri oblika poremecaja homeostaze
glukoze. Iznimno je vazno uociti fazu predijabetesa kako bismo sprijecili nastanak Secerne 1
posljedi¢no kardiovaskularne bolesti. Dugoro¢na hiperglikemija uzrokuje ostec¢enje krvnih zila
i vitalnih organa. To dovodi do brojnih komplikacija poput retinopatije, nefropatije, neuropatije,

dijabetickog stopala i posljedicno amputacije donjih ekstremiteta (4).
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1.2. Predijabetes

Predijabetes je dio metabolickog sindroma koji predstavlja prijelazni stupanj izmedu
normalnih vrijednosti glukoze i dijabetesa, ali ispod vrijednosti klini¢ki izrazenog dijabetesa.
Cesto se pojavljuje bez ikakvih simptoma, a smetnje se javljaju 8 do 12 godina prije postavljanja
dijagnoze. Svaki tre¢i stanovnik boluje od predijabetesa, Sto dvostruko poveéava rizik od
kardiovaskularnih bolesti u odnosu na opéu populaciju (5). Godisnja progresija predijabetesa u

Secernu bolest prema novim kriterijima iznosi 2 % (6).

Ocituje se u dvama glavnim oblicima, usko povezanima s pretilo$¢u ili kao kombinacija istih:

0,

% oStecena tolerancija glukoze nataste (PG-NT)
% oStecena tolerancija glukoze postprandijalno (OTG-PP)

*

% kombinirano oste¢enje tolerancije glukoze (PG-NT + OTG-PP)

S obzirom na to da je predijabetes povezan s metabolickim sindromom, rizi¢ni ¢imbenik za
razvoj Secerne bolesti tipa 2 predstavljaju oba oblika predijabetesa, no najveci rizik pojavljuje
se kod kombiniranog oblika. Nije utvrden precizan mehanizam koji u pretilosti dovodi do
razvoja predijabetesa 1 metabolickog sindroma. Pretpostavlja se da inzulinska rezistencija
predstavlja istu metaboli¢ku podlogu, a da dodatan rizi¢ni ¢imbenik predstavljaju asepti¢ne
upale izazvane nagomilavanjem visceralnih adipocita. Endotelna disfunkcija, pocetni znak
razvoja kardiovaskularnih bolesti, izravno je povezana s postprandijalnom hiperglikemijom
koja je generator oksidativnog stresa i slobodnih radikala. Promjenom prooksidativne ravnoteze
uslijed oksidativnog stresa stvaraju se bioloSka oStec¢enja, a kao rezultat nastaju oSteceni
molekularni  proizvodi  koji  predstavljaju biljege oksidativnog stresa. Inducirana
hiperglikemijom, promjena u redoks statusu moZze se uociti prije same dijagnoze dijabetesa. To
upucuje da umjereno povisena glukoza ima utjecaj na patoloske procese. Epidemiju dijabetesa
svakako bi pomogli usporiti rano uocavanje predijabetesa specificnim biomarkerima te njegovo
rano lijecenje. Niska razina adiponektina moze biti nezavisni metabolicki ¢cimbenik koji ukazuje
na poviseni rizik nastanaka predijabetesa. Djelovanjem na jetru, misSi¢no tkivo i endotel utjece
na inzulinsku osjetljivost te metabolizam glukoze i lipida. Budu¢i da ApN posjeduje antiupalna
1 antiaterogena svojstva te da moze utjecati na nastanak Secerne bolesti, korisnom bi se mogla

smatrati primjena lijekova s u¢inkom na povisenje razine ApN-a ve¢ u predijabetesu (7).
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1.3. Klasifikacija Secerne bolesti

Svrha je klasifikacije SeCerne bolesti odredivanje terapije. Udruzenje NDDG 1979.
godine objavljuje opcéeprihvacenu i sustavnu klasifikaciju Se€erne bolesti. Potvrdio ju je SZO
1980. godine. U klasifikaciji Svjetska zdravstvena organizacija korigira preporuke u publikaciji
iz 1985. godine te zatim 1999. godine donosi novu i aktualnu klasifikaciju (8). Posljednja
revizija objavljena je 2006. godine. Obuhvaca granice tzv. normalne tolerancije glukoze,
kriterije za postavljanje dijagnoze Secerne bolesti te kriterije koji definiraju poremecaje glukoze

smjestene u ,,sivoj* zoni izmedu normoglikemije i dijabetesa (9).

Tablica 1. Etioloska klasifikacija glikemicnih poremecaja (27).

Tip 1 (destrukcija B stanica, obi¢no dovodi do potpunog nedostatka inzulina )
Autoimuni

Idiopatski
Tip 2 (‘rangiran od predominantno inzulinske rezistencije sa relativnim nedostatkom
inzulina do predominantno sekretornim defektom sa ili bez inzulinske rezistencije )
Ostali specifi¢ni tipovi

Genetski defekti B-stani¢ne funkcije

Genetski defekti u djelovanju inzulina

Bolesti egzokrinog pankreasa

Endokrinopatije

Dijabetes induciran lijekovima ili kemijskim subst.(npr.kortizon, BBs, tiazidi, anti-
Depresivi i sl.)

Infekcije

Rijetke forme imunoloski posredovanog dijabetesa

Ostali genetski sindromi udruzeni sa dijabetesom (npr.Down sy,

Friedreichsova ataksija, Klinefertov sy, Wolframov sy i sl.)

Gestacijski dijabetes
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1.3.1. Glukometabolic¢ka klasifikacija Se¢erne bolesti

Zbog neophodne standardizacije glukoznih smjernica, plazma je preporuceni primarni
uzorak. Glukometaboli¢ka klasifikacija Se€erne bolesti uspostavljena je prema preporukama
Svjetske zdravstvene organizacije. Temelji se na mjerenju koncentracije glukoze nataste i
postprandijalne glikemije nakon 2 sata. Svjetska zdravstvena organizacija i NNDG uveli su
novi termin, IGT, kategoriju izmedu normalne glukozne tolerancije 1 dijabetesa. Normalni FPG
zahtijeva sposobnost odgovaraju¢e bazalne inzulinske sekrecije 1 odgovaraju¢u hepati¢nu
inzulinsku osjetljivost koja kontrolira hepati¢no otpustanje glukoze. Ekspertna grupa iz SZO-a
preporucuje grani¢nu vrijednost od 6,1 mmol/L, donijeto 1999. godine na SZO konzultacijama

(11).

Tablica 2. Kriteriji za glukometabolicku klasifikaciju prema SZO-u i ADA-I1(27).

Glukometabolicka izvor Klasifikacijski kriterij
Kategorija (mmol/L /mg/dL/)
Normalna glukozna | WHO FPG < 6,1 (110) + 2 h PG < 7,8 ( 140)
regulacija (NGR) ADA (1997) FPG < 6,1 (110)

ADA (2003) FPG < 5,6 (100)
Ostecena tolerancija | WHO FPG>6,1 (110)1<7,0 (126)1
glukoze naste (IFG) +2 h PG < 7,8 (140)
Povisena glikemija | ADA (1997) FPG>6,1 (110)i< 7,0 (126)
naste ADA (2003) FPG>5,6 (100) i < 7,0 (126)
Ostecena tolerancija | WHO FPG < 7,0 (126),
glukoze (IGT) +2hPG>7,.8i<11,1(200)
Ostecena glukozna | WHO IFGili IGT
homeostaza (IGH)
Diabetes mellitus WHO FPG>7,0 (1261li2 h PG> 11,1 (200)
(DM) ADA (1997) FPG > 7,0 (126)

ADA (2003) FPG > 17,0 (126)

*FPG — glikemija natasSte; $SZO — Svjetska zdravstvena organizacija; $ADA — Americko
udruzenje za dijabetes, §PG — postprandijalna glikemija.



UvoD

1.4. Epidemiologija dijabetesa u Republici Hrvatskoj

Se¢erna bolest predstavlja globalni epidemiologki problem. Prema dostupnim
podacima oko 463 milijuna ljudi ima Secernu bolest, a njih viSe od pola nema ustanovljenu
dijagnozu i ne prima lijeCenje. Za dobnu skupinu od 20 do 79 godina starosti, prema procjeni
Medunarodne dijabeticke federacije u svijetu je za 2015. godinu prevalencija iznosila 8.8 %, a
u Europi 9.1 %. U istoj dobnoj skupini prevalencija Sec¢erne bolesti u Republici Hrvatskoj
iznosila je 6.8 % za istu godinu. Broj osoba koji boluje od Se¢erne bolesti u dobi od 20 do 79
godina na podrucju Europe iznosi 59 milijuna. Unutar europske regije Se¢erna bolest najéesca
je u Turskoj i zemljama isto¢ne Europe, a Hrvatska se nalazi u sredinin. Odraslih, 46.5 % osoba
koji boluju od Secerne bolesti jo§ uvijek nema postavljenu dijagnozu te se prema procjenama
o¢ekuje porast broja osoba s intolerancijom glukoze na 418 milijuna do 2025. godine. Dijabetes
tip 2 predstavlja rastu¢i problem sa ubrzanim povecanjem prevalencije uslijed povecane
pretilosti i veceg broja starijih ljudi. Smatrao se ranije problemom odraslih, no danas se sve
cesce dijagnosticira kod mlade populacije i djece. Procjenjuje se da ¢e globalna incidencija tipa
2 Secerne bolesti kod djece u sljede¢ih 15 godina povecati za 50 % S ciljem utvrdivanja
prevalencije, incidencije, mortaliteta te akutnih i kroni¢nih komplikacija Se¢erne bolesti
2000. godine osnovan je nacionalni registar osoba sa SeCernom bolesti. ldeja njegovog
osnivanja bila je smanjenje troSkova zdravstvene zastite, davanje viSe vaznosti planiranju
preventivnih aktivnosti te poboljsanje skrbi oboljelih. Razmjena podataka s bazom Centralnog
zdravstvenog informacijskog sustava ostvarena je 2011. godine, a 2013. godine nacionalni
registar postao je dio redovitih izvjes¢a CroDiab registra. U Hrvatskoj ima vise od 170 000
oboljelih od 18 do 65 godina, od ¢ega se procjenjuje da 1/3 jos uvijek nema otkrivenu Secernu
bolest. U odrasloj populaciji od 2009. do 2014. godine prevalencija se povecéala na 7,9 %, §to
znaCi da je broj osoba s dijagnozom Secerne bolesti porastao na 254 tisuce. Prema CroDiab
registru u Hrvatskoj je 2018. godine registrirano 303 992 punoljetne osobe s dijagnozom
Sec¢erne bolesti. U 2018. godini s 5,4 % Secerna bolest se smjestila na 4. uzrok smrti u Hrvatskoj.
U 2019. godini CroDiab registar i Centralni zdravstveni informacijski sustav zabiljezili su 315
298 osoba s dijagnozom Secerne bolesti. Najznacajniji rizicni ¢imbenici iz lipidnog statusa za
razvoj kroni¢nih komplikacija bolesti bili su ukupni kolesterol 6,27 = 7,07 mmol/L, HDL-
kolesterol 1,30 + 0,37 mmol/L, LDL-kolesterol 3,36 + 3,54 mmol/L i trigliceridi 2,33 + 3,98
mmol/L. Za 2019. godinu prevalencija Se¢erne bolesti od 20 do 79 godina iznosila je 8,54 %.
Postavljenu dijagnozu prema prijasnjim istrazivanjima ima 60 % oboljelih pa se stvaran broj

procjenjuje na 500 tisuca (12).
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1.5. Inzulin i hormonska regulacija glukoze u krvi

Inzulin je mala dvolancana bjelancevina. Po kemijskoj je gradi polipeptidni hormon
izgraden od 51 aminokiseline. Sastoji se od dvaju lanaca aminokiselina, A (30) 1 B (21),

povezana s dvama disulfidnim mostovima (4).

Tijekom evolucije molekula je visoko konzervirana. Inzulinske molekule rado stvaraju dimere
I heksamere. Dimeri nastaju u vodenim otopinama preko vodikovih veza C-krajeva lanaca B, a
heksameri u prisutnosti cinkovih iona te vrlo sporo difundiraju u krv, stoga su sporo djelotvorni.
Biosintezom na mRNA sintetizira se jedinstveni lanac u komadu, stvaraju¢i inzulinski
preprohormon te se potom u endoplazmatskom retikulumu odjeljuje signalni slijed.
Mikrosomalne oksidaze prevode ga u proinzulin koji se sastoji od 3 domene, lanaca A i B te
polipeptida C. Razgraduje se u Golgijevom aparatu cijepanjem na aktivni inzulin i polipeptid
C. Inzulin se potom zapakiran u zrncima s proinzulinom i polipeptidom C egzocitozom izlucuje
u krvotok. Odnos peptida C i inzulina je 1 : 1, izlucuje se 5/6 inzulina i 1/6 proinzulina. Inzulin
se izluCuje kada raste koncentracija glukoze u krvi. Sve reakcije odvijaju se za samo jednu
minutu. Glukoza ulazi olakSsanom difuzijom u f-stanice neovisno o inzulinu. Uslijed porasta
ATP-a dolazi do depolarizacije ko¢enjem kalijevih kanala. Povecava se utok kalcija kroz kanale
regulirane naponom te kalcij stimulira egzocitozu sekrecijskih zrnaca s inzulinom. Inzulin se u

plazmi prenosi nevezan s poluvremenom od 6 minuta (13).

Nataste je normalna koncentracija glukoze 4,5 do 5,5 mmol/L u krvi. Lucenje inzulina tada je
najmanje, odnosno prisutna je bazalna sekrecija. Akutna glikemija dovodi do porasta
koncentracije inzulina do 10 puta. Nakon pocetnog vrhunca, lu¢enje se opet povecava i dostize
jos visi plato za 2 do 3 sata. Nakon normalizacije glukoze, normalizira se i lu¢enje inzulina za
3 do 5 minuta. Odstranjuje se vezanjem s receptorima u ciljnom tkivu i razgradnjom uglavnom
u jetri, a manje u bubrezima i ostalom tkivu. Kontrolna funkcija inzulina u nadzoru nad
glikemijom brzo se ukljucuje, ali i brzo iskljucuje (13). Inzulin na porast glukoze u krvi ima

dvije faze:
I. faza: brza, odrzava otpustanje pohranjenog hormona
Il. faza: kasnija, odrzava i kontinuirano oslobada pohranjeni hormon i njegovu sintezu.

Taj odgovor na koncentraciju glukoze u krvi poremecen je u Se¢ernoj bolesti. U bolesnika sa
Sec¢ernom bolesti tipa 2 nedostaje prva faza, a u bolesnika sa Se¢ernom bolesti tipa 1 nedostaju

obje faze (14).
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1.6. PatofizioloSka obiljeZja dijabetesa tipa 2

Tip 2 predstavlja kroni¢ni 1 progresivni metabolicki sindrom. Hiperglikemija se na pocetku
bolesti ocCituje kod veceg opterecenja glukozom, ali napretkom bolesti postaje sve izrazenija i
prisutna nataste (15). Uzrokovana je inzulinskom rezistencijom, odnosno nemoguénoscu ulaska
glukoze u miSi¢ne stanice i adipocite ili nedostatnom funkcijom gusterace. Razvoju inzulinske
rezistencije prethode dva mehanizma. Prvi je mogu¢i nacin razvitka inzulinske rezistencije
hipertrofija adipocita. Tim procesom ubrzava se bazalna i katekolaminima inducirana lipoliza
te se povecava koncentracija slobodnih masnih kiselina. To moze uzrokovati izravnu inzulinsku
rezistenciju ili oStetiti B-stanice guSterace. Drugi put nastanka ostvaruje se tijekom upale. Tada
postoji smanjen unos glukoze u adipocite. Najces¢i je razlog inzulinske rezistencije visceralna
pretilost. Visceralno masno tkivo promatra se kao izrazito aktivan endokrini organ Koji
sintetizira citokine i hormone. Ti citokini nazivaju se adipokini. Adipokini su skupina s vise od
600 bioaktivnih molekula. Vazni su za regulaciju razlicitih bioloskih procesa ¢ije se djelovanje
ocituje na masno tkivo, ali i udaljene organe. Masno tkivo, osobito visceralno imunoloski je
dinamicno. Izmedu imunih 1 metabolickih stanica odvijaju se signalni putovi u svim glavnim
metabolickim organima. Signalni putovi BMP4 i WNT utjecu na sposobnost diferencijacije i
regrutacije prekursorskih stanica u adipocite. Disregulacija tih putova povezana je s oSteCenom
adipogenezom, a rezultat su toga disfunkcionalni adipociti sa smanjenim sadrzajem GLUT4
receptora. Meduovisna dinamika upucuje da je metabolicka upala patoloski temelj za
metaboli¢ku disfunkciju izazvanu pretiloscu. Citokini, IL-6, leptin, adiponektin, rezistin, TNFa
i PAI-1 ubrajaju se u vaznije citokine i njihovo djelovanje povezano je. TNFa iz visceralnog
masnog tkiva i makrofaga stimulira IL-6 koji poti¢e stvaranje reaktanata akutne faze kao $to su
CRP, fibrinogen i PAI 1. Tim mehanizmom aktivira se proces upale. Oslobodeni TNFa iz
visceralnog masnog tkiva poti¢e smanjeno preuzimanje glukoze u misi¢ne stanice te dovodi do
povecane sinteze triglicerida i glukoneogeneze u jetri. Slobodne masne kiseline i TNFa
uzrokuju inzulinsku rezistenciju potiskujuéi postreceptorski prijenos signala s inzulinskih
receptora (17). Periferna tkiva pokazuju smanjenu osjetljivost na inzulin, a rezultat je toga teze
iskoriStavanje glukoze. Zbog toga zapocCinje glukoneogeneza u jetri uzrokujuc¢i hiperglikemiju.
Hiperglikemija potom potice hiperinzulinemiju kako bi se odrzala fizioloska koncentracija
glukoze u krvi, a s druge strane glukoza djeluje glukotoksi¢no na tkiva.Visceralno masno tkivo
nije jedini rizi¢ni ¢imbenik. Genski ¢imbenici jaki su, poligenski, a vec¢ina ih jo$ nije poznata.
Malena porodajna tezina, pretilost 1 fizicka inaktivnost mogu biti predispozicija razvoju

inzulinske rezistencije (18).
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1.6.1. Inzulinska rezistencija u miSi¢cima i metabolizam glukoze

Kao posljedica multiplog postreceptorskog defekta nastaje inzulinska rezistencija.
Osobe koje nemaju Sec¢ernu bolest mogu imati rezistenciju na skladiStenje glukoze u misice,
stoga ona nije ograni¢ena na osobe sa Se¢ernom bolesti tipa 2. Odlikuje ju smanjena aktivacija
inzulinskoga receptorskog supstrata 1 (IRS-1), fosfatidil inozitol 3-kinaze (PI3-kinaza),
neodgovarajuca translokacija glukoznog transportera GLUT 4 i smanjena sinteza glikogena.
Inzulinskoj rezistenciji pridonosi lipotoksi¢nost jer nakupljanje triglicerida u miocitima korelira
sa smanjenim u¢inkom inzulina. Hiperglikemija i poviSena razina neesterificiranih masnih
kiselina smanjuju utilizaciju i skladiStenje glukoze u misi¢ima. Na B podjedinici inzulinskog
receptora, smanjenja je aktivnost tirozin-kinaze pa se smatra da promjena u vezanju inzulina ne

postoji, a aktivnost je reverzibilna ako se smanji tjelesna tezina (18).

1.6.2. Inzulinska rezistencija u jetri i metabolizam glukoze

Nemoguénost inzulina u suprimiranju stvaranja i otpuStanja glukoze te stvaranje
lipoproteina vrlo male gusto¢e (VLDL) obiljezje je inzulinske rezistencije koja se javlja u jetri.
Glukoneogenezu u jetri potiCe poviSena razina neesterificiranih masnih kiselina stimulirajuci
oksidaciju masnih kiselina do acetil-koenzima A te enzim piruvat karboksilazu. Time se
uspostavlja pojacana sinteza glukoze iz piruvata. Na smanjenje ucinaka inzulina u jetri kao

vazan ¢imbenik djeluje i nakupljanje triglicerida (18).
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1.7. Laboratorijska medicina u dijagnostici Secerne bolesti

Na globalnom i nacionalnom planu kvalitetna i harmonizirana laboratorijska
dijagnostika prepoznata je kao vazan ¢imbenik zdravstvene zaStite za oboljele od Secerne
bolesti. Program ,,Globalna kampanja IFCC* o Secernoj bolesti pokrenut je 2003. godine.
Objedinjuje aktivnosti za unapredenje kvalitetne laboratorijske dijagnostike vezane za Se¢ernu
bolest. Ameri¢ko udruzenje za kliniCku kemiju u suradnji s Americkim dijabetoloskim
udruzenjem izdalo je 2011. godine opSirne smjernice i preporuke za laboratorijsku dijagnostiku

u Secernoj bolesti. Ubrzo su postale globalno prihva¢enim standardom.

Dijagnosticki kriteriji razlikuju se ako se glukoza mjeri u punoj krvi ili plazmi. U punoj Krvi
vrijednosti su nize 10 do 15 % u odnosu na one u plazmi. Znacajan problem laboratorijskog
mjerenja glukoze u punoj krvi predstavljaju predanaliticke varijacije. U uzorcima pune krvi
gubitak glukoze koji nastaje kontinuiranim procesom glikolize invitro iznosi 5 do 7 %, $to je
0,5 mmol/L glukoze/satu u punoj krvi. Upravo zbog mogucénosti brze separacije plazma je, a
ne serum preporuceni uzorak za laboratorijsko mjerenje koncentracije glukoze. Najlaksi i
najcesce koristen test za postavljanje dijagnoze dijabetesa je odredivanje nivoa glukoze u krvi
nataste. Seéerna bolest potvrduje se mjerenjem koncentracije glukoze u venskoj plazmi 8 do 12
sati nakon gladovanja. Osoba ne bi trebala imati poviSenu tjelesnu temperaturu te bi prije
davanja uzorka krvi trebala izbjegavati intenzivnu fizicku aktivnost (9). Referentne vrijednosti

glukoze u krvi su od 4,4 do 6,4 mmol/L.
Ako osoba u najmanje 2 neovisna mjerenja ima:

I. vrijednost glukoze u krvi izmjerenu nakon 2 sata manju od 7,8 mmol/L, moguénost da se

radi o poremecaju tolerancije na glukozu i Secernoj bolesti iskljucena je.

Il. vrijednost glukoze u krvi izmjerenu nakon 2 sata vecu od 7,8 mmol/L, ali manju od 11,1
mmol/L, izmjerena vrijednost nije normalna i obiljeZzava se kao poremecena tolerancija na
glukozu (IGT). Na temelju nje ne mozemo postaviti dijagnozu Secerne bolesti. to stanje
povecava rizik od nastanka makroangiopatije i mikroangiopatije, pa je potrebno poduzeti

korekcije navika 1 uvesti zdrave Zivotne stilove.

1. vrijednost glukoze u krvi izmjerenu nakon 2 sata vecu od 11,1 mmol/L, dijabetes je

potvrden (20).
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1.8. Adiponektin

Humani adiponektin je 244-aminokiselinski protein koji proizvodi apM1 cDNA. Poznat
je jos i pod alternativnim nazivima AdipoQ, Acrp30 i GBP28. Gen koji kodira adiponektin
otkriven je 1995. godine. Nalazi se na 3927-om kromosomu i sadrzi tri eksona i dva introna.
Regulacija sinteze i sekrecije adiponektina odvija se u nekoliko mehanizama. Gen za
adiponektin stimuliraju inzulin, IGF-1 i hipoglikemijski lijekovi koji poti¢u sekreciju
adiponektina iz adipocita. Preko PPAR superobitelji nuklearnih receptora aktivacija se prenosi
u jezgru adipocita. Prvo se adiponektin stvara kao monomer, a potom slijede posttranslacijske
faze sazrijevanja. Procesima glikozilacije, sijalinizacije i hidroksilacije stvaraju se trimeri,
heksameri i multimeri (21). Adiponektin uglavnom izlu¢uje bijelo masno tkivo. U serumu je
prisutan u koncentraciji izmedu 2 do 20 pg/mL §to ¢ini 0,01 % ukupnih proteina u serumu (16).
Multimerni je protein koji pokazuje strukturnu homologiju s komponentom komplementa C1q,
kolagenom VIII i X. Na temelju primarne aminokiselinske sekvence i njezinih pojedina¢nih
domena, on je najsli¢niji s Clq ¢lanom obitelji proteina ovisne o komplementima. Medutim,
RTG loptaste domene utvrdio je homologiju s TNFa. Time se objasnjava njegova uloga u upali.

Sastoji se od 4 strukturno razli¢ite domene:

a) aminoterminalni signalni peptid

b) varijabilna domena

¢) kolagenska regija koja se sastoji od 22 Gly-X-Y ponavljanja (CAPN)

d) karboksilna terminalna loptasta domena (gAPN) koja se veze na AdipoR (21).

S razli¢itim bioloskim svojstvima javlja se u 5 izoformi. Globularni adiponektin (gAPN),
adiponektin pune duljine (FAPN), adiponektin male molekularne mase, adiponektin srednje
molekularne mase i adiponektin velike molekularne mase. Osim punog oblika s 4 domene,
postoji i manji oblik veli¢ine oko 18 kDa. Cijepanjem kolagenske domene punog oblika
leukocitnom esterazom nastaje manji oblik adiponektina poznat kao globularni adiponektin.
Cini oko 1 % ukupne koncentracije adiponektina. Njegova uloga nije u potpunosti shvaéena,
no neka istrazivanja pokazala su da ima ulogu u oksidaciji slobodnih masnih kiselina. Utvrdeno
je da su izoforme adiponektina stabilne u cirkulaciji (T12 15 h) i da najvjerojatnije in vivo ne
dolazi do transformacije tih oligomernih formi. Smatra se da je adiponektin visoke molekulske
mase bioloski najaktivnija forma uklju¢ena u homeostazu glukoze koja u najvecoj mjeri

povecava osjetljivost perifernog tkiva na djelovanje inzulina (22).
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1.8.1. Adiponektinski receptori AdipoR1/AdipoR2

Humani AdipoRI gen smjesten je na kromosomu 1 (q32.1). Kodira 37 kDa velik protein
duzine 375 aminokiselina. Humani AdipoR2 gen nalazi se na kromosomu 12 (p13.33). On
kodira 43 kDa velik protein koji sadrzi 386 aminokiselina. Adiponektinski receptori ukljucuju
dva nekonvencionalna heptahelicka receptora koja su vezana i aktivirana adiponektinom. To su
adiponektinski receptor 1 (AdipoR1, PAQRZ1) i adiponektinski receptor 2 (AdipoR2, PAQR?2).
Clanovi su obitelji progesteronskih i adipoQ receptora (PAQR). Postoji visoka homologija
izmedu AdipoR1 i AdipoR2 receptora. Dijele strukturnu sli¢nost u sekvenci proteina od 66,7

% na razini aminokiselina (23).

AdipoR1 i AdipoR2 transmembranski su receptori kojima je C-terminalna domena smjestena
izvan stani¢ne membrane, a N-terminalna intracelularno. AdipoR1 ima visoki afinitet za gAPN.
AMP-aktiviranih protein kinaza stimulira B-oksidaciju masnih kiselina, $to smanjuje koli¢inu
triglicerida prije svega u skeletnoj muskulaturi i time smanjuje inzulinsku rezistenciju.
AdipoR2 je uglavnom eksprimiran u jetri. Povecanjem ekspresije PPAR-y, adiponektin
popravlja inzulinsku osjetljivost povecavajuci potrosnju energije. Ima srednji afinitet za obje
ApN izoforme te smanjuje stvaranje glukoze u jetri, poti¢e oksidaciju masnih kiselina, smanjuje
talozenje triglicerida i pojacava stvaranje HDL Cestica. Odnos AdipoR1 i AdipoR2 receptora
reguliran je nakupljanjem masnog tkiva i tjelovjezbom. Smanjen izrazaj receptora na stanicama

dovodi do smanjene osjetljivosti na adiponektin i razvoja inzulinske rezistencije (24).
1.8.2. Signalni proteini u signalnim putovima stimuliranim adiponektinom

Adiponektin posreduje aktivaciju brojnih nizvodnih signala. Signalne molekule
aktivirane adiponektinom ukljuc¢uju: AMPK, p38-MAPK, PPARa i NF-kB. Glavna je nizvodna
komponenta signalizacije adiponektina AMPK kinaza. Djeluje kao senzor stani¢ne energije u
tijelu i normalno se aktivira kada dode do povecanja unutarstanicnog AMP/ATP omjera. Ti
aktiviraju¢i signali prenose se adiponektinskim receptorima koji ukljucuju dva receptora

transmembranske domene 7TM, AdipoRI i AdipoR2 (25).
1.8.3. APPL1 protein

Humani Appll gen smjesten je u regiji 3p14.3-21.1 i kodira 709-aminokiselina velik APPL1
protein. Adapter je protein s viSe funkcionalnih domena. Visoko hidrofilan APPLI sastoji se

od visestrukih strukturnih i funkcionalnih domena, ukljuc¢ujuéi: BAR, PH, PTB i zavojnicu CC.
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Prvi je identificirani protein koji izravno komunicira s adiponektinskim receptorima (25). Dok
stimuliranjem AdipoR1 receptora adiponektinom, COOH-terminalna domena AdipoR1 djeluje
u interakciji s adiponektinom, unutarstanicna NH2-terminalna domena AdipoR1 stupa u
interakciju s fosfotirozin vezujuéom domenom (PTB) adaptorskog proteina APPL. lzravno se
veze na unutarstanicne domene AdipoR11 AdipoR2 preko C-terminala PTB i CC domena. Tako
posreduje na djelovanje adiponektina u regulaciji energetskog metabolizma i osjetljivosti na
inzulin. Uloga APPL1 u aktivaciji IRS1/2 povezana je s inzulinskom osjetljivosti. IRS1/2 mora
stvoriti kompleks s APPL1 kako bi se spojio s citoplazmatskom domenom inzulinskog
receptora koji moze regulirati inzulinsku osjeljivost kroz signalni put inzulinske rezistencije

(26).
1.8.4. APPL2 protein

Protein APPL2 je izoforma APPLL. Dijeli 54 % homologije u aminokiselinskom slijedu s
APPLI proteinom. Slicno kao APPL1, APPL2 ima N-terminalnu BAR domenu, srediSnju PH
domenu i C-terminalnu PTB domenu. Vazan je za stani¢nu proliferaciju i embrionalni razvoj.
U signalizaciji adiponektina predstavlja negativni regulator vezu¢i se na unutarstani¢nu
domenu AdipoR1 protiv APPL1. Time blokira signalizaciju adiponektina u miSi¢nim
stanicama. Prekomjerna ekspresija APPL2 sinergisti¢ki blokira adiponektin na aktiviranu
inzulinom Akt aktivaciju. To ukazuje da APPL izoforme funkcioniraju kao dvostruki regulatori
u signalizaciji adiponektina (26). Adiponektin u punoj duljini i globularna domena pokrecu
AMPK fosforilaciju, $to dovodi do njezine aktivacije u skeletnim miSi¢ima. Kod pacijenata s
dijabetesom tipa 2 ili pretilih osoba fosforilacija AMPK-a kao odgovor na adiponektin zna¢ajno
je smanjena. Kad se adiponektin veze na svoj receptor, aktiviraju¢i AMP kinazu poti¢e unos
glukoze u misi¢e unutarstani¢nom translokacijom GLUT4 transportera. Adiponektin smanjuje
lipogenezu u jetri i povecava B-oksidaciju AdipoR1 posredovanom aktivacijom AMP protein
kinaze. Kao senzor stani¢ne energije, AMPK inhibira de novo lipogenezu fosforiliranjem
enzima acetil CoA karboksilaze-1. Potaknuto smanjenje aktivnosti ACC-1, smanjuje
proizvodnju malonil CoA, ¢ime se olakSava inhibicija aktivnosti karnitin palmitoil -transferaze-
1 i pojacava transport masnih kiselina u mitohondrije kako bi se podvrgnule 3-oksidaciji. Takva
oslabljena signalizacija moze uzrokovati rezistenciju na adiponektin. Drugi klju¢ni put u
metabolickoj regulaciji je PPAR-a. U skeletnim miSi¢ima adiponektin drasticno povecava
ekspresiju i aktivnost PPAR-o. On zauzvrat regulira acetil CoA oksidazu, poti¢uci na taj nacin
oksidaciju masnih kiselina i potro$nju energije. Pokazalo se i da adiponektin poveéava unos

glukoze u jetri putem PPAR-a, poboljsavajuci tako osjetljivost jetre na inzulin (25).
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CILJEVI ISTRAZIVANJA

2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je ispitati dijagnosticku vrijednost adiponektina kao novog, potencijalnog

I ranog pokazatelja dijabetesa tipa 2 te procijeniti rizik za njegov nastanak.
Specificni ciljevi rada:

1. Ispitati postoji li statisticki znac¢ajna razlika u koncentraciji adiponektina izmedu kontrolnih

ispitanika i pacijenata s dijabetesom tipa 2.
2. Ispitati postoji li statisticki znacajna razlika u koncentraciji kolesterola i triglicerida izmedu
kontrolnih ispitanika i pacijenata s dijabetesom tipa 2.

3. Ispitati postoji li statisticki znaCajna razlika u koncentraciji CRP-a izmedu kontrolnih

ispitanika i pacijenata s dijabetesom tipa 2.

4. Ispitati povezanost izmjerene koncentracije adiponektina s varijablama: glukoza, kolesterol,
trigliceridi, CRP, godine.

5. Ispitati povezanost:

a) kolesterola s trigliceridima, glukozom i CRP-om

b) triglicerida s glukozom i CRP-om

¢) glukoze s CRP-om

6. Ispitati dijagnosti¢ku vrijednost odredivanja adiponektina raCunajudi:
a) osjetljivost

b) specificnost

7. Izracunati omjer izgleda za nastanka dijabetesa tipa 2.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ustroj studije

Studija je ustrojena kao presjecno istraZivanje.

3.2. Ispitanici

U istrazivanje su bile ukljucene dvije skupine ispitanika:

1. Pacijenti (N = 30) s dokazanim dijabetesom tipa 2 sa Zavoda za endokrinologiju. Pacijenti
su starosne dobi 17 — 75 godina. Medijan godina iznosi 59,50 (52,35 — 64,83).

2. Kontrolni ispitanici (N = 30) zaprimljeni na Zavodu za klinicko laboratorijsku dijagnostiku
Klini¢kog bolnickog centra Osijek. Kontrolni ispitanici starosne su dobi 14 — 74 godine.
Medijan godina iznosi 41,00 (35,18 — 44,83).

Odabir pacijenata i kontrolnih ispitanika odobren je 4. srpnja 2019. godine na temelju misljenja
i suglasnosti Eti¢kog povjerenstva Sveucilista J. J. Strossmayera u Osijeku Medicinskog

fakulteta Osijek (KLASA: 602-04/19-08/04;URBROJ: 2158-61-07-19-113).

£0,0% spol

E Musko
M Zensko

50,0%

40,0%

30,0%

Postotak

20,0%

10,0%

pacijenti kontrole

Skupina

Slika 1. Raspodjela pacijenata i kontrolnih ispitanika prema spolu
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3.3. Statisticke metode

Statisticki program IBM® SPSS® Statistics 26.0 primijenjen je za statistiCku obradu
podataka. Deskriptivna statistika posluzila je za prikaz podataka. Normalnost raspodjele
ispitana je Kolmogorov-Smirnovljevim i Shapiro — Wilkovim testom. Podatci koji slijede
normalnu raspodjelu prikazuju se kao srednje vrijednosti i pripadaju¢e standardne devijacije
(SD), a podatci koji ne slijede normalnu raspodjelu prikazuju se kao medijani uz odgovarajuce
interkvartilne raspone (IQR). Razlika izmedu ispitivanih skupina testirana je odgovaraju¢im
parametrijskim ili neparametrijskim testom (t-test ili Mann — Whitneyjev U test). Omjer izgleda
(engl. odds ratio, OR) racunao se u svrhu procjene rizika. P < 0,05 predstavlja razinu
znacajnosti koja je koriStena za ocjenu znacajnosti dobivenih rezultata. Statisticki program
MedCalcl, verzija 12.4.0.0. (MedCalc Software, Mariakerke, Belgium) takoder je primijenjen
za statistiCku obradu podataka. ROC analiza u statistickom programu MedCalc posluZila je za
usporedbu specifi¢nosti i osjetljivosti adiponektina prema drugim analiziranim varijablama u

dijagnosticiranju dijabetesa tipa 2.

Osjetljivost 1 specifi¢nost izra¢unate su pomocu sljedec¢ih formula:

stvarno pozitivni
stvarno pozitivni + lazno negativni

osjetljivost =

(%)

stvarno negativni

specifi¢nost = (%)

stvarno negativni + laZno pozitivni

Za izracun omjera izgleda koristila se sljede¢a formula:

bolesni i izloZeni/ zdravi i izloZeni

jer izgleda (OR) =
omjer izgleda (OR) bolesni i neizloZeni/ zdravi i neizloZeni
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Tablica 3. Tumacenje koeficijenta povezanosti prema Coltonu(28).

Koeficijent korelacije Povezanost
r=0do+0,25 nema povezanosti
r=0,26 do+ 0,50 slaba povezanost
r=0,51 do+0,75 umjerena do dobra povezanost
r=0,76 do+ 1 vrlo dobra do izvrsna povezanost
r=+1 matematicka povezanost

3.4. Analiti¢ke metode

Tablica 4. Analiticke metode i popis ucinjenih pretraga (orginal autora rada)

Pretrage Metoda Proizvodaé .
Uredaj
reagensa
GUK enzimatska metoda s heksokinazom (HK) | Beckman Coulter
Adiponektin | imunoturbidimetrijska metoda Randox
Kolesterol | enzimatska metoda s kolesterol Beckman Coulter | Beckman
oksidazom-PAP (CHO-PAP) Coulter
AUG80
Trigliceridi | enzimatska metoda s glicerofosfat Beckman Coulter
oksidazom-PAP (GPO-PAP)
CRP imunoturbidimetrijska metoda Beckman Coulter

*GUK - glukoza u krvi; +CRP — c-reaktivni protein.
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3.5. Upute za pripremu ispitanika prije odredivanja lipidnog statusa

Koncentracija lipida i lipoproteina u plazmi promjenjiva je i na nju utje€u obroci, pusenje,
konzumiranje alkohola, promjena polozaja tijela te razliciti oblici stresa. Pocetno stanje i razvoj
bolesti moZe se ocijeniti samo na temelju analize uzoraka koji su izvadeni u standardiziranim
uvjetima. Katkad se analize moraju ponavljati vise puta kako bi se mogla utvrditi dijagnoza.

Uzorci se uzimaju pod sljede¢im predanalitickim uvjetima:

1. Bolesnik mora biti 12 sati nataSte.

2. Prije ispitivanja bolesnik mora 2 tjedna biti na normalnoj, zdravoj prehrani i odrzavati

konstantnu tjelesnu tezinu.

3. Bolesnik ne smije biti izlozen nikakvoj terapiji za snizavanje koncentracije lipida u

krvi, osim kada se ona kontrolira.

4. Staza vene i polozaj tijela utjecu na koncentraciju lipoproteina kao i drugih velikih
Cestica. Koncentracije kolesterola u plazmi pri stajanju mogu biti za ¢ak 10 % vise

nego pri lezanju, a koncentracije triglicerida mogu se jos vise mijenjati.

5. Koncentracije lipida mogu se promijeniti u stresu, zato testove lipidnog statusa treba

odgoditi 3 mjeseca nakon infarkta miokarda, vece operacije ili teSke bolesti.

Tablica 5. Preporucene koncentracije lipida u krvi (29).

Vrsta lipida Spol Koncentracija
(mmol/L)
Ukupni kolesterol < 5,00
HDL-kolesterol Muski > 1,00
Zenski >1,20
LDL-kolesterol < 3,00
Trigliceridi <1,70

*HDL — lipoprotein visoke gustoce; TLDL — lipoprotein niske gustoce
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3.5.1. Priprema uzorka

U pravilu krv bolesnika treba uzeti ujutro izmedu 7 1 10 sati, dok je bolesnik odmoran 1 prije
nego Sto je podvrgnut terapijskim i1 dijagnostickim postupcima. Vazna je Cinjenica da se
referentne vrijednosti dobivaju iz uzoraka krvi uzetih ujutro. Uzorak krvi uzima se u
standardizirane epruvete s podtlakom. Nakon uzorkovanja uzorci su upisani u laboratorijski
informacijski sustav (LIS) kako bi im se dodijelio jedinstveni barkod kojim se oznadava
epruveta. Tako se smanjuje mogucénost zamjene uzorka te omogucava sigurna identifikacija
uzorka tijekom analize. Epruveta s crvenim ¢epom Koristila se za sve biokemijske pretrage u
serumu. Centrifugiranje uzoraka krvi bez antikoagulansa provodilo se najmanje 30 minuta

nakon uzorkovanja tijekom 10 minuta na 3500 o/minuti.

Tablica 6. Uzorkovanje (orginal autora rada)

EPRUVETA PRETRAGA NAPOMENA

Adiponektin obavezna visina i tezina na uputnici
Glukoza pacijent mora biti nataste

Kolesterol 12 sati prije uzimanja uzorka Krvi:

. Trigliceridi e ne uzimati hranu, piti alkohol, kavu
i 9 ni pusiti (voda je dopustena)
R CRP nije potrebna nikakva posebna priprema

pacijenta za ovu analizu
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3.6. Mjerenje koncentracije glukoze

Princip metode odredivanja glukoze u krvi: Glukoza se fosforilira hekokinazom (HK) u
prisutnosti adenozin trifosfata (ATP) i magnezijevih iona kako bi nastao glukoza-6-fosfat
(G-6-P) i adenozin-difosfat (ADP). Specifi¢no se enzimom glukoza-6-fosfat dehidrogenazom
(G6P-DH) oksidira G-6-P do 6-fosfoglukonata uz istodobnu redukciju nikotinamid adenin
dinukleotida (NAD+) na nikotinamid adenin dinukleotid (NADH). Promjena apsorpcije na
340/380 nm proporcionalna je koli¢ini glukoze prisutne u uzorku (30).

HK, Mg2+
Glukoza + ATP —> G-6-P + ADP

G6P-DH

G-6-P + NAD+

v

6-Phosphogluconate + NADH + H+

Uzorak: serum
Reagensi

Kona¢ne koncentracije reaktivnih sastojaka u testu:

PIPES-pufer (pH 7.6) 24.0 mmol/L
NAD+ >1.32 mmol/L
Heksokinaza >(0.59 KU/L

ATP > 2.0 mmol/L

Mg2+ 2.37 mmol/L
G6P-DH >1.58 KU/L

Konzervansi (30).

Referentne vrijednosti:

Muskarci i Zene: 4,4-6,4 mmol/L
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AD' PONECT'N ADPN INSTRUMENT SETTINGS FOR
( ) AUA400/480/600/640/680/2700/5400/5800
IMMUNOTURBIDIMETRIC ASSAY
AN COULTENAD Sobssontousaansos  TETNAME son
SAMPLE TYPE SER
FOR FULL PRODUCT DETAILS PLEASE REFER TO SAMPLE VOLUME 2L
KIT INSERT, DILUENT VOLUME 00 pL
REAGENT VOLUME (R1) 140 pL
INTENDED USE DILUENT VOLUME 00 pL
An Adiponectin test system Is a device Intended for the REAGENT VOLUME (R2) 70 L
q In vitro deter of adiponectin concentration In ~ DILUENT VOLUME 00 uL
human serum or plasma. This product Is suitable for use on the WAVELENGTH MAIN 570 nm
Backman Coulter AU 400, AU480, AU 600, AU 640, AU 680, WAVELENGTH 5UB .
AU 2700, AU 5400 and AU 5800 analysers. METHOD FIXED
REACTION +
Cat. No. POINT | FIRST 12
AO 2799 RI.  Assay Buffer 4% 65mlL LAST 2
Ax464tests  R2 Antibody-Latex Reagent 4x335mL  POINT2 :::g .
AO2999 RI.  Assay Buffer 2x158mL  LINEARITY :‘g’ .
2x112tests  R2L  An -Latex t 2xB84mL :
e NO LAG TIME NO
SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION MINIMUM OD v 20
Serum or K; EDTA plasma are recommended. MAXIMUM OD H 25
Serum Is stable for 8 days, plasma Is stable for 3 days when REAGENT O.D. LUMIT
stored at +2 to +8°C. For longer storage, the specimen can be FIRST L -20
stored at 5 -70°C. H 25
LAST L <20
STABILITY AND PREPARATION OF REAGENTS H 5
RI. Assay Buffer DYNAMIC RANGE L 0.50
Contents ready for use. The reagent is stable up to the H 400
expiry date when stored at +2 to +8°C in the absence of ~ CORRELATION FACTOR A 10
contamination. B 00
ON BOARD STABILITY PERIOD 28
R2. Antibody-Latex Reagent
Contents ready for use. The reagent is stable up to the * Data entered by operator
expiry date when stored at +2 to +8°C In the absence of CALIBRATION
A—— CALIBRATION TYPE 5AB
MATERIALS PROVIDED g AN
Adiponectin Buffer R| PROCESS
Adiponectin Latex Reagent R2 Factor/ Factor/
MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED oty e °ﬁz'm‘“"']" °g iswooo'.l "
Randox Adiponectin Control Level 2 (Cat. No. AO 2601) POINT2  LotSpecifcValue  [20000]  [2.5000]
Randox Adiponectin Control Level 3 (Cat. No. AO 2802) POINT 3 Lot Specific Value [-Z:MI [1:5&0]
Randox Adiponectin Calibrators (Cat. No. AO 2800) POINT 4 Lot Specific Value (-2.0000) [2.5000)
POINTS Lot Specific Value  [-2.0000)  [2.5000)
| POINT CALIBRATION POINT
MB TYPE FACTOR .
CALIBRATOR STABILITY PERIOD 8
DATA CHECKS
DATA CHECK -~ | YES
CHECK POINT | 1]
CHECK POINT 2 15
CHECK POINT 3 27
LIMIT « | 04
LIMIT - 2 2
LIMIT - 3 0.1
FIRST POINT I
LAST POINT 15
DATA CHECK - 2 NO
DATA CHECK - 3 NO
* Data entered by operator
Randox Laboratories Limited, 55 Diamond Road, Crumlin, County Antrim, BT29 4QY. United Kingdom
T 444.(0) 20 9442 2413 F 444 (0) 28 9445 2912 E applications@@randox com | www randox.com PAGE | OF 2

Slika 2. Materijali koristeni za odredivanje adiponektina str.1 (orginal autora rada)
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RAN D@X AU 400 AO 2799 c €

CALIBRATION
Randox Adiponectin Calibrator should be used to calibrate this
assay.

QUALITY CONTROL

Randox Adiponectin Controls Levels 2 and 3 are recommended for
daily quality control. Two levels of controls should be assayed at
least once a day. Values obtained should fall within a specified
range. If these values fall outside the range and repetition excludes
error, the following steps should be taken:

I. Check instrument settings and light source.

2. Check cleanliness of all equipment in use.

3. Check water. Contaminants, i.e. bacterial growth, may

4

5. Check expiry date of kit and contents.

6. Contact Randox Laboratories C Technical Services,
Northern Ireland +44 (0) 28 9445 1070 or
USA +1 304 728 2890

SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS
The following performance characteristics were obtained using
an AU series analyser,

ASSAY RANGE
The range of this assay is between 0.50 pg/mL and 40.0 pg/mL.

Please note that this range may vary depending on the lot-specific
values of the calibrators in use.

PROZONE

Antigen excess affects are not noted until Adiponectin levels
approaching 178 ug/mL. High samples should be diluted in 0.9%
(w/v) NaCl prior to analysis so as to lie in the range.

PRECISION

Intra assay ‘
Level | Level 2

Mean (pg/ml) 44 109

SD 0.048 0.063

CV(%) N 060

n 10 10

CORRELATION

This method (Y) was compared with another commercially
available method (X) and the following linear regression equation
obtained:

Y = 1.008 X - 0.689
and a correlation coefficient of r = 0.998

24 patient samples were analysed spanning the range 3.3 1o 24.9
pg/ml.

13 Nov 14 mi

Randox Laboratories Limited, 55 Diamond Road, Crumbin, County Antrim, BT29 4QY. United Kingdom
T +44.(0) 28 9442 2413 F 444 (0) 28 9445 2912 E applications@randox com | www randox com PAGE 2 0F 2

Slika 3. Materijali koristeni za odredivanje adiponektina str.2 (orginal autora rada)

23



ISPITANICI | METODE

3.6.1. Mjerenje koncentracije adiponektina

Princip metode odredivanja adiponektina u serumu: Dodaje se uzorak u kivetu i pomijesa se s
reakcijskim puferom R1. Nakon kratke inkubacije, test reagens R2, koji je suspenzija
mikrocestica obloZenih antitijelom visoko specificnim za adiponektin, dodaje se u kivetu i
mijeSa. Prisutnost adiponektina u uzorku izaziva agregaciju imunoloskih cestica. U kojoj je
mjeri nastao agregat mikrocestica kvantificira se koli¢inom rasprsivanja svjetlosti mjereno kao

apsorpcija kemijskim analizatorom.

Uzorak: serum

Reagens1 (assay buffer): 140 pL

Reagens 2 (Antibody-Latex Reagent): 70 uL
Volumen uzorka: 2 pLL

Glavna valna duljina: 570 nm

Tip reakcije: Endpoint

Smijer: porast apsorbance

Referentni raspon testa:
Zene >4 mg/L

Muski > 3.5mg/L

24



3.6.2. Mjerenje koncentracije kolesterola

ISPITANICI | METODE

Princip metode odredivanja kolesterola: Esteri kolesterola u serumu hidroliziraju se kolesterol

esterazom (CHE). Proizvedeni slobodni kolesterol oksidira se kolesterolom oksidazom (CHO)

u kolest-4-en-3-on uz istodobnu proizvodnju vodikovog peroksida (H203), koji se oksidativno

povezuje s 4-aminoantipirinom i fenolom uz prisutnost peroksidaze da bi se dobila crvena boja.

Nastala crvena kinoniminska boja mjeri se spektrofotometrijski na 540/600 nm kao povecéanje

apsorpcije (31).

CHE

Kolesterol ester

CHO

v

Kolesterol + O

Peroksidaza

2H,0> + 4-aminoantipirin

v

Uzorak: serum

Reagensi

Konac¢ne koncentracije reaktivnih sastojaka:

Fosfatni pufer (pH 6.5)

Kolesterol esteraza (Candida/Pancreatic)

4-Aminoantipirin

Kolesterol oksidaza (Brevibacterium)
Fenol

Peroksidaza (Horseradish)

Konzervansi (31).

v

Kolesterol + Masne kiseline

Kolest-4-en-3-one + H,O»

Crvena boja + 4H,0>

103 mmol/L

> 0.2 kKU/L (3.3 pkat/L)
0.31 mmol/L

> 0.2 kU/L (3.3 pkat/L)
5.2 mmol/L

>10.0 kU/L (166.7 pkat/L)

Referentne vrijednosti:

Muskarci i zene: (preporuka < 5,0 mmol/L)
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ISPITANICI | METODE

Princip metode odredivanja triglicerida: Trigliceridi u uzorku hidroliziraju se kombinacijom

mikrobnih lipaza daju¢i glicerol 1 masne kiseline. Povecanje apsorpcije na 660/800 nm

proporcionalno je sadrzaju triglicerida u uzorku (32).

Lipaza
Trigliceridi + 3 H,0O >
GK, Mg2+
Glicerol + ATP >
Peroksidaza
Glicerol-3-fosfat + O2 —>

GPO

2 H.02 + MADB + 4AAP

Reagensi

Konacne koncentracije reaktivnih sastojaka:
PIPES pufer (pH 7.5)

Lipaza (Pseudomonas)

Glicerol kinaza (Bacillus stearothermophilus)
Glicerol fosfat oksidaza (Pseudomonas)
Askorbat oksidaza (Curcubita species)
Peroksidaza (Horseradish)

ATP

4-Aminoantipirin

Magnezijev acetat

MADB

Konzervansi (32).

[
»

Glicerol + 3 Masne Kiseline
Glicerol-3-fosfat + ADP

H,O, + dihidroksiaceton fosfat

Plava boja + OH™ + H,0O

50 mmol/L

> 1.5 kU/L (25 pkat/L)

>0.5 kU/L (8.3 pkat/L)

> 1.5 kU/L (25 pkat/L)

> 1.5 kU/L (25 pkat/L)
>0.98 kU/L (16.3 pkat/L)

1.4 mmol/L

0.50 mmol/L

4.6 mmol/L

0.25 mmol/L

Referentne vrijednosti

Muskarci i Zzene: < 1,7 mmol/L
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ISPITANICI | METODE

3.6.4. Mjerenje koncentracije C-reaktivnog proteina

Princip metode: Imuni kompleksi formirani u otopini raspr$uju svjetlost srazmjerno njihovoj

veliini, obliku 1 koncentraciji. Turbidimetri mjere smanjenje upadnog svjetla zbog refleksije,
apsorpcije ili rasprSenja. U ovom postupku, mjerenje brzine smanjenja intenziteta svjetlosti koja
se prenosi (povecanje apsorpcije) kroz Cestice suspendirane u otopini rezultat je kompleksa
formiranih tijekom imunoloske reakcije izmedu CRP-a pacijentovog seruma i zecjih anti-CRP

protutijela kojim su obloZene Cestice lateksa (33).

Uzorak: serum
Reagensi
Konac¢ne koncentracije reaktivnih sastojaka:

Glicinski pufer 100 mmol/L
Lateks oblozen anti-CRP antitijelima < 0.5 %

Konzervansi (33).

Referentne vrijednosti:

Muskarci i Zene: <5 mg/L
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4. REZULTATI

REZULTATI

Ispitanici su bili podijeljeni u dvije skupine, pacijente i kontrolne ispitanike. Uklju¢ni kriterij

za skupinu pacijenata bila je postavljena dijagnoza dijabetesa tipa 2, dok je za kontrolne

ispitanike bio da nemaju utvrdenu dijagnozu dijabetesa tipa 2. Pacijente (N = 30) ¢ine osobe s

dokazanim dijabetesom tipa 2 sa Zavoda za endokrinologiju. Pacijenti su starosne dobi 17 — 75

godina. Medijan godina iznosi 59,50 (52,35 — 64,83). Kontrolne ispitanike (N = 30) ¢ine osobe

zaprimljene na Zavodu za klinicko laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog centra

Osijek. Kontrolni ispitanici starosne su dobi 14 — 74 godine. Medijan godina kontrolnih
ispitanika iznosi 41,00 (35,18 — 44,83).

Tablica 7. Izmjerene koncentracije varijabli za pacijente

Pacijent Spol | Godina rod. | Adiponektin | Kolesterol | Trigliceridi | Glukoza CRP
[mg/L] [mmol/L] [mmol/L] | [mmol/L] [mg/L]

P1 M 1950. 2,20 6,74 2,70 8,5 43
P2 M 1989. 3,90 8,31 3,94 6,7 5,6
P3 7 1986. 4,10 6,62 3,12 7,2 6,3
P4 M 1955. 4,40 5,78 2,89 7,5 4,9
P5 7 1966. 4,50 5,74 1,98 6,8 7.1
P6 M 1968. 4,60 7,50 4,12 9,2 8,8
P7 Z 2003. 6,50 7,20 3,94 7.1 6,4
P8 M 1971. 6,70 6,31 2,68 6,1 5,0
P9 M 1971. 7,40 5,50 2,21 8,3 6,3
P10 7 1980. 1,60 5,34 2,88 9,9 6,7
P11 M 1959. 3,10 6,62 321 7,9 7,2
P12 M 1946. 8,10 5,15 2,87 6,2 8,3
P13 7 1989. 3,80 7,41 2,55 7,8 75
P14 7 1964. 2,40 5,64 3,23 9,7 6,3
P15 7 1958.. 3,60 5,73 3,89 9,5 7,0
P16 M 1953. 4,50 6,12 4,12 6,6 5,5
P17 7z 1956. 2,80 5,98 3,67 5,9 6,2
P18 M 1957. 3,30 5,15 2,32 7.4 8,9
P19 7 1966. 4,10 7,24 3,45 6,3 7.3
P20 M 1971. 2,40 8,17 4,12 9,9 6,9
P21 7 1948. 6,50 6,23 3,23 8,6 9,7
P22 7z 1972. 5,20 5,58 3,42 9,5 10,2
P23 M 1949. 3,70 6,07 2,98 7,5 8,4
P24 M 1951. 5,40 5,92 3,31 8,1 4,9
P25 M 1962. 6,40 6,15 3,28 6,9 3.8
P26 M 1956. 5,20 7,31 3,52 7.2 7.4
P27 7 1964. 7,20 5,97 2,43 7,7 6,9
P28 Z 1955. 5,30 6,55 3,32 8,3 5,2
P29 7 1949. 2,40 5,64 2,87 6,4 4.8
P30 7 1945. 1,90 7,02 3,98 7.1 7.3
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Tablica 8. Izmjerene koncentracije varijabli za kontrolne ispitanike

REZULTATI

Kontrole Spol | Godina | Adiponektin | Kolesterol | Trigliceridi | Glukoza CRP
rod. [mg/L] [mmol/L] [mmol/L] [mmol/L] | [mg/L]
K1 7 | 1985. 9,80 5,11 2,10 42 0,5
K2 Z | 1979. 10,10 6,24 1,20 45 1,2
K3 7 | 2006. 11,90 4,21 1,77 4.9 2,3
K4 7 | 1965. 12,50 5,21 2,03 5,5 1,5
K5 7 | 1977. 13,10 4,99 1,66 5,3 3,2
K6 7 | 1975. 14,20 6,06 1,27 6,0 34
K7 7 | 1953. 14,70 4,78 1,21 4,0 41
K8 7 | 1987. 15,00 3,35 1,29 45 37
K9 7 | 1995. 15,10 3,98 1,12 3,9 0,9
K10 Z | 1990. 15,40 4,12 0,78 41 2,0
K11 7 | 1946. 29,50 5,76 2,14 4.4 2,4
K12 M | 1978. 8,90 3,52 0,98 43 1,2
K13 7 | 1965. 19,20 4,89 1,12 5,5 34
K14 M | 1984 14,30 5,04 1,21 5,7 0,9
K15 M | 1987. 17,80 3,99 0,77 5,2 2,1
K16 M | 1971 15,60 4,34 1,51 4.8 3,2
K17 M | 1986. 17,30 5,43 0,87 39 41
K18 M | 1966. 16,40 5,55 1,14 5,4 1,5
K19 M | 1958. 10,50 4,87 1,23 6,1 3.2
K20 M | 1976. 11,40 5,23 1,32 5,7 4.4
K21 7 | 1986. 12,40 4,67 1,15 5,2 2,3
K22 M | 1979. 9,80 4,89 1,32 54 3,7
K23 M | 1982 10,30 451 0,98 43 2,6
K24 M | 1980. 17,30 5,04 1,44 4.6 1,9
K25 M | 1978. 14,20 4,34 0,97 4,0 3,2
K26 M | 1991. 13,20 5,44 1,12 4.9 2.3
K27 M | 1969. 11,30 421 0,88 42 0,8
K28 7 | 1988. 10,40 3,73 0,68 41 1,1
K29 7 | 1984. 14,10 5,15 1,17 5,1 34
K30 Z | 1969. 15,20 4,78 0,98 4,9 2,9

Na cijelom uzoraku dobivene vrijednosti

testirane su Kolmogorov-Smirnovljevim testom.

Analiza podataka Kolmogorov — Smirnovljevim testom pokazala je da isti ne slijede normalnu

razdiobu pa su sumarni statisticki podatci prikazani kao medijan podataka s interkvartilnim

rasponom, a za daljnju obradu su koriSteni neparametrijski statisticki testovi.

29



REZULTATI

4.1. Testiranje statistiCke znacajnosti u razlici koncentracija izmjerenih varijabli izmedu
pacijenata i kontrolnih ispitanika

Usporedba dvije neovisne skupine ispitanika, pacijenata i kontrola provedena je
Mann — Whitneyjev U testom (tablica 9 do tablica 12).

Tablica 9. Mann — Whitneyjev U test za adiponektin izmedu skupina

Skupina p*

pacijenti ] kontrole \ ukupno
Medijan (interkvartilni raspon)

4,25 (3,10 -5,40) \ 14,15 (11,30 — 15,40) | 8,50 (4,25 — 14,15) | P<0,001

adiponektin [mg/L]

* Mann — Whitneyjev U test

Analizom Mann — Whitneyjeva U testa, adiponektin je pokazao statisticki znacajnu razliku u
koncentraciji izmedu grupe pacijenata s dijabetesom tipa 2 i kontrolnih ispitanika. Pacijenti s
dijabetesom tipa 2 imaju nize koncentracije adiponektina usporedno s kontrolnim ispitanicima

Sto je vidljivo iz tablice 9.

Tablica 10. Mann — Whitneyjev U test za kolesterol i trigliceride izmedu skupina

Skupina p*
pacijenti ’ kontrole \ ukupno
Medijan (interkvartilni raspon)
kolesterol [mmol/L] |6,14 (5,73 —7,02) | 4,88 (4,21 -5,21) | 5,53 (4,88 -6,19) | P <0,001
trigliceridi [mmol/L] | 3,23 (2,87 —-3,67) | 1,19 (,98 — 1,32) |2,12 (1,19 —3,23) | P <0,001

* Mann — Whitneyjev U test

Utvrdena je znacajna razlika u koncentraciji kolesterola izmedu dviju skupina ispitanika.
Pacijenti imaju vise koncentracije ukupnog kolesterola u odnosu na kontrolne ispitanike
(tablica 10).

Postoji znac¢ajna razlika za trigliceride izmedu skupina. Koncentracija u skupini pacijenta je

vi$a U odnosu na ispitanike bez dijabetesa (tablica 10.).
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Tablica 11. Mann — Whitneyjev U test za glukozu i CRP izmedu skupina

Skupina p*
pacijenti ‘ kontrole ‘ ukupno
Medijan (interkvartilni raspon)
glukoza [mmol/L] 7,50 (6,80 — 8,50) 4,85 (4,20 — 5,40) 6,05 (4,85 — 7,50) | P<0,001

CRP [mg/L] 6,80 (5,50 — 7,40) 2,35 (1,50 — 3,40) 4,20 (2,35 — 6,80) | P<0,001

* Mann — Whitneyjev U test

Varijabla glukoza pokazala je znacajnu statisti¢ku razliku koncentracije izmedu skupina
ispitanika. Njezina koncentracija u skupini pacijenata izvan je gornje granice referentnog
intervala dok je u skupini kontrolnih ispitanika unutar referentnog intervala (tablica 11).
Nadalje, za CRP utvrdena je znacajna razlika u koncentraciji izmedu pacijenta i kontrolnih

ispitanike S$to je detaljno prikazano u tablici 11.

Tablica 12. Mann — Whitney U test za adiponektin i godine

Dob kategorije p*

0 — 60 godina ‘ 61 1 vise \ ukupno
Medijan (interkvartilni raspon)

10,85 (6,40 — 14,30) ‘4,45 (3,10 - 6,50) 8,50 (4,25 — 14,15) 10,002

adiponektin [mg/L]

* Mann — Whitneyjev U test

Statisti¢ki znac¢aja razlika utvrdena je i po dobnim kategorijama. Za ispitanike od 0 — 60
godina adiponektin je prisutan u znatno vi$oj koncentraciji dok je u kategoriji 61 i vise

godina prisutna niska ili koncentracija unutar referentnog intervala (tablica 12).
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Tablica 13. Vrijednosti korelacija adiponektina s kolesterolom, TG, glukozom i CRP-om te
ostalih ispitivanih varijabli medusobno

adiponektin | kolesterol | trigliceridi glukoza CRP
[mg/L] [mmol/L] [mmol/L] | [mmol/L] | [mg/L]
adiponektin [mg/L] |r 1,000 -0,660™" -0,774™ -0,7777 | -0,712™
p 0,000 0,000 0,000 0,000
N 60 60 60 60 60
kolesterol [mmol/L] | r 1,000 0,800™ 0,705" | 0,668™
p 0,000 0,000 0,000
N 60 60 60 60
trigliceridi [mmol/L] | r 1,000 0,798 | 0,761™
p 0,000 0,000
N 60 60 60
glukoza [mmol/L] r 1,000 0,796
Y 0,000
N 60 60
CRP [mg/L] r 1,000
P
N 60

* r — Spearmanov koeficijent korelacije ranga; fp — statisticka razina znac¢ajnosti; {N — broj
ispitanika; §CRP — c-reaktivni protein; |[mg/L — miligram po litri; fmmol/L — milimol po litri.
Analizom Kkorelacije ispitana je povezanost izmedu cirkulirajuéeg adiponektina i ostalih
varijabli udruzenih s dijabetesom tipa 2. Za ispitivanje povezanosti rezultata koriSten je

Spearmanov koeficijent korelacije.

Za povezanost adiponektina i glukoze utvrdena je negativna visoka povezanost. Analizirajuci
vezu adiponektina i triglicerida takoder je utvrdena negativna visoka povezanost. Izmedu
varijabli adiponektina i kolesterola korelacijom ranga utvrdena je negativna, umjerena do dobra
povezanost (tablica 13). Izmedu varijabli kolesterola i triglicerda, triglicerida i glukoze,
triglicerida i CRP-a te glukoze i CRP-a utvrdena je visoka pozitivna korelacija. Za varijable
kolesterol i glukoza, kolesterol i CRP postoji umjereno do dobru povezanost na ¢ije vrijendosti

upucuje tablica 13.
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4.2. Regresijska analiza adiponektina s glukozom, CRP-om, kolesterolom, TG i dobi

R? Linear = 0,553
30,00
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100
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Slika 2. Regresijski pravac izmedu varijabli adiponektin i glukoza

Usporedba jednostavnom linearnom regresijom rezultata koncentracija adiponektina i glukoze
izmjerenih u serumu: tocke predstavljaju mjerenja, puna crta predstavlja regresijski pravac.
Adiponektin i glukoza su u obrnutom odnosu. Negativan koeficijent smjera, odnosno
koeficijent regresije ukazuje da porastom adiponektina pada koncentracija glukoze i obratno

Sto je vidljivo na regresijskom pravcu (slika 2).
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R? Linear = 0,466
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Slika 3. Regresijski pravac izmedu varijabli adiponektin i CRP

Usporedba jednostavnom linearnom regresijom rezultata koncentracija adiponektina i CRP-a
izmjerenih u serumu: tocke predstavljaju mjerenja, puna crta predstavlja regresijski pravac.
Adiponektin i CRP su u obrnutom odnosu. Negativan koeficijent smjera, odnosno koeficijent
regresije ukazuje da porastom adiponektina pada koncentracija CRP-a i obratno §to je vidljivo
na regresijskom pravcu (slika 3).
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RZ Linear = 0,334
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Slika 4. Regresijski pravac izmedu varijabli adiponektin i kolesterol

Usporedba jednostavnom linearnom regresijom rezultata koncentracija adiponektina i
kolesterola izmjerenih u serumu: tocke predstavljaju mjerenja, puna crta predstavlja regresijski
pravac. Adiponektin i kolesterol su u obrnutom odnosu. Negativan koeficijent smjera, odnosno
koeficijent regresije ukazuje da porastom adiponektina pada koncentracija kolesterola i obratno

Sto je vidljivo na regresijskom pravcu (slika 4).
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R? Linear = 0,561
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Slika 5. Regresijski pravac izmedu varijabli adiponektin i trigliceridi

Usporedba jednostavnom linearnom regresijom rezultata koncentracija adiponektina i
triglicerida izmjerenih u serumu: tocke predstavljaju mjerenja, puna crta predstavlja regresijski
pravac. Adiponektin i trigliceridi su u obrnutom odnosu. Negativan koeficijent smjera, odnosno
koeficijent regresije ukazuje da porastom adiponektina pada koncentracija triglicerida i obratno
Sto je vidljivo vidljivo na regresijskom pravcu (slika 5).
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R Linear = 0,088
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Slika 6. Regresijski pravac izmedu varijabli adiponektin i dob ispitanika

Usporedba jednostavnom linearnom regresijom rezultata koncentracija adiponektina i dobi
ispitanika: toCke predstavljaju mjerenja, puna crta predstavlja regresijski pravac. Adiponektin i
starosna dob su u obrnutom odnosu. Negativan koeficijent smjera, odnosno koeficijent regresije
ukazuje da adiponektin raste prema mladoj dobnoj skupini, a koncentracija mu se znacajno

smanjuje prema dobnoj kategoriji 61 i vise godina (slika 6).
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4.3. Regresijska analiza tradicionalno odredivanih varijabli u dijabetesu
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Slika 7. Regresijski pravac izmedu varijabli glukoza i CRP

Usporedba jednostavnom linearnom regresijom rezultata koncentracija glukoze i CRP-a

izmjerenih u serumu: tocke predstavljaju mjerenja, puna crta predstavlja regresijski pravac.

Pozitivan koeficijent smjera, odnosno koeficijent regresije ukazuje da porastom koncentracije

glukoze raste i C-reaktivni protein sto je vidljivo vidljivo na regresijskom pravcu (slika 7).
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R Linear = 0,374
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Slika 8. Regresijski pravac izmedu varijabli CRP i kolesterol

Usporedba jednostavnom linearnom regresijom rezultata koncentracija CRP-a i kolesterola
izmjerenih u serumu: tocke predstavljaju mjerenja, puna crta predstavlja regresijski pravac.
Pozitivan koeficijent smjera, odnosno koeficijent regresije ukazuje da porastom koncentracije

CRP-a raste i koncentracija kolesterola sto je vidljivo na regresijskom pravcu (slika 8).
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R Linear = 0,411
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Slika 9. Regresijski pravac izmedu varijabli glukoza i kolesterol

Usporedba jednostavnom linearnom regresijom rezultata koncentracija glukoze i kolesterola
izmjerenih u serumu: tocke predstavljaju mjerenja, puna crta predstavlja regresijski pravac.
Pozitivan koeficijent smjera, odnosno koeficijent regresije ukazuje da porastom koncentracije
glukoze raste i koncentracija kolesterola sto je vidljivo vidljivo na regresijskom pravcu
(slika 9).
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R Linear = 0,574
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Slika 10. Regresijski pravac izmedu varijabli CRP i trigliceridi

Usporedba jednostavnom linearnom regresijom rezultata koncentracija CRP-a i triglicerida
izmjerenih u serumu: tocke predstavljaju mjerenja, puna crta predstavlja regresijski pravac.
Pozitivan koeficijent smjera, odnosno koeficijent regresije ukazuje da porastom koncentracije

C-reaktivnog proteina raste i koncentracija triglicrida $to je vidljivo vidljivo na regresijskom
pravcu (slika 10).
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Slika 11. Regresijski pravac izmedu varijabli trigliceridi i glukoza

Usporedba jednostavnom linearnom regresijom rezultata koncentracija triglicerida i glukoze
izmjerenih u serumu: tocke predstavljaju mjerenja, puna crta predstavlja regresijski pravac.
Pozitivan koeficijent smjera, odnosno koeficijent regresije ukazuje da porastom koncentracije

triglicerida raste i glukoza $to je vidljivo vidljivo na regresijskom pravcu (slika 11).

42



REZULTATI

R? Linear = 0,624
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Slika 12. Regresijski pravac izmedu varijabli trigliceridi i kolesterol

Usporedba jednostavnom linearnom regresijom rezultata koncentracija triglicerida i kolesterola
izmjerenih u serumu: tocke predstavljaju mjerenja, puna crta predstavlja regresijski pravac.
Pozitivan koeficijent smjera, odnosno koeficijent regresije ukazuje da porastom koncentracije

triglicerida raste i koncentracija kolesterola $to je vidljivo na regresijskom pravcu (slika 12).
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Slika 13. Prediktivni kapacitet adiponektina za detekciju dijabetesa tipa 2 koriste¢i glukozu kao
referentni kriterij

Na ROC krivulji, adiponektin prema glukozi pokazuje visoku osjetljivost te osrednju
specifi¢nost.

Tablica 14. ROC analiza osjetljivosti i specificnosti adiponektina koristec¢i glukozu kao
referentni kriterij

Osjetljivost Specificnost AUC 95 % CI Grani¢na vrijednost P
% %

Adiponektin [mg/L] 90,91 67,35 0,865 0,75-0,94 >6,3 P<0,001

*AUC (Area Under the Curve) — povrsina ispod krivulje; TP — statisticka razina znac¢ajnosti

Statisticki procijenjenja najbolja grani¢na vrijednost za otkrivanje dijabetesa tipa 2 za glukozu
iznosi > 6,3 za koju je pripadajuca osjetljivost i specifi¢nost adiponektina prikazana u tablici
14.
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Slika 14. Prediktivni kapacitet adiponektina za detekciju dijabetesa tipa 2 koriste¢i CRP kao
referentni kriterij

Na ROC krivulji, adiponektin prema C-reaktivhom proteinu pokazuje visoku osjetljivost te

nisku specifi¢nost.

Tablica 15. ROC analiza osjetljivosti i specificnosti adiponektina koriste¢i CRP kao referentni
kriterij

Osjetljivost ~ Specificnost AUC 95 % CI Granicna vrijednost P
% %

Adiponektin [mg/L] 100,00 61,22 0,803 0,68-0,81 >41 P<0,001

*AUC (Area Under the Curve) — povrsina ispod krivulje; TP —statisticka razina znacajnosti

Statisticki procijenjenja najbolja grani¢na vrijednost za otkrivanje dijabetesa tipa 2 za CRP
iznosi > 4,1 za koju je pripadajuca osjetljivost i specificnost adiponektina prikazana u tablici
15.
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REZULTATI
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Slika 15. Prediktivni kapacitet adiponektina za detekciju dijabetesa tipa 2 koriste¢i kolesterol

kao referentni kriterij

Na ROC krivulji adiponektin prema kolesterolu pokazuje nisku osjetljivost i nisku
specifi¢nost.

Tablica 16. ROC analiza osjetljivosti i specificnosti adiponektina koristec¢i kolesterol kao
referentni kriterij

Osjetljivost  Specificnost AUC  95% CI  Grani¢na vrijednost P
% %

Adiponektin [mg/L] 81,82 61,22 0,739 0,61-0,84 >558 P<0,001

Statisticki procijenjenja najbolja grani¢na vrijednost za otkrivanje dijabetesa tipa 2 za kolesterol
iznosi > 5 58, za koju je pripadajuca osjetljivost i specifi¢nost adiponektina prikazana u tablici
16.
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REZULTATI

trigliceridi [mmol/L]
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Slika 16. Prediktivni kapacitet adiponektina za detekciju dijabetesa tipa 2 koristeci trigliceride
kao referentni kriterij

Na ROC krivulji adiponektin prema triglicedridima pokazuje visoku osjetljivost i osrednju
specifi¢nost.

Tablica 17. ROC analiza osjetljivosti i specificnosti adiponektina koristeci trigliceride kao
referentni kriterij

Osjetljivost  Specificnost AUC  95% CI  Grani¢na vrijednost P
% %

Adiponektin [mg/L] 100,00 6531 0,798 067-089  >221 P<0,001

*AUC (Area Under the Curve)-povrsina ispod krivulje; TP-statisticka razina zna¢ajnosti.

Statisticki procijenjenja najbolja grani¢na vrijednost za otkrivanje dijabetesa tipa 2 za
trigliceridi iznosila je > 2,2 za koju je pripadajuca osjetljivost i specifiénost adiponektina

prikazana u tablici 17.
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4.4. Procjena rizika

Tablica 18. Grupiranje ispitanika na temelju koncentracije adiponektina i glukoze u krvi

Glukoza (6,9)

[mmol/L]
Zdravi | Bolesni | Ukupno
adiponektin Visok |Broj 27 22 49
[mg/L]

(%) s glukozom (6,9) [mmol/L] | 93,1% | 71,0% | 81,7%

Nizak |Broj 2 9 11

(%) s glukozom (6,9) [mmol/L] 6,9% 29,0% | 18,3%

Ukupno Broj 29 31 60
(%) s glukozom (6,9) [mmol/L] | 100,0% | 100,0% | 100,0%

*Niske koncentracije adiponektina ukazuju na patoloske procese.

Temeljem koncentracije adiponektina i glukoze u krvi utvrden je broj bolesnih i izloZenih
niskim koncentracijama adiponektina, broj zdravih i izlozenih niskim koncentracijama
adiponektina, broj bolesnih i neizlozenih niskim koncentracijama adiponektina te broj zdravih

i neizlozenih niskim koncentracijama adiponektina detaljno prikazan u tablici 18.
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Tablica 19. Omjer izgleda

REZULTATI

95% Interval

pouzdanosti
Vrijednost | Niza Visa
Omijer izgleda za adiponektin (Zdravi / Bolesni) 5,52 1,080 28,253
Za kohortnu glukozu (6,9) [mmol/L] = Ref 3,031 0,844 10,887
Za kohortnu glukozu (6,9) [mmol/L] = Pat 0,549 0,362 0,833
N 60

*N- broj ispitanika; fRef-referentno; }Pat-patolosko

IzraCunati omjer izgleda za nastanak dijabetesa tipa 2 veci je kod ispitanika s niskom

koncentracijom adiponektina (tablica 19).
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RASPRAVA

5. RASPRAVA

Temelj diplomskog rada bio je naglasiti vaznost adiponektina te pokazati kako mijenjanje
molekularnih mehanizama u metaboli¢kom sindromu moze dovesti do razvoja dijabetesa tipa
2. Ova presjecna studija pokazuje potencijalni klini¢cki znafaj mjerenja adiponektina u
dijagnostici dijabetesa tipa 2. IstraZivanje je bilo podijeljeno u dva segmenta. U prvom
segmentu promatran je odnos adiponektina, novog biomarkera dijabetesa tipa 2 s lipidinim
profilom i CRP-om. U drugom segmentu promatrano je u kakvom je odnosu glukoza, kao jedan
od tradicionalnih markera dijabetesa, s lipidnim profilom i CRP-om. Nasi rezultati potvrduju i
prosiruju nekoliko studija koje su pokazale zastitnu ulogu visoke razine adiponektina s nizim
rizikom od dijabetesa tipa 2 1 povezanost niske razine adiponektina s ¢imbenicima rizika za
dijabetes tipa 2. Razina adiponektina u serumu znacajno je niza u slu¢ajevima (N = 30), nego u
kontrolama (N = 30). U naSem istrazivanju utvrdena je znacajna, negativna korelacija
koncentracije serumskog adiponektina s koncentracijom glukoze, triglicerida, kolesterola i C-
reaktivnog proteina. 1z toga proizlazi da su adiponektin, glukoza, trigliceridi i kolesterol
medusobno snazno povezani prediktori metabolickih promjena, odnosno dijabetes tipa 2. S
obzirom na utvrdenu visoku pozitivnu korelaciju glukoze i CRP-a zakljucuje se da je upala
temelj za metabolicku disregulaciju i razvoj dijabetesa. Vazna razlika za napomenuti je da je
utvrdena pozitivna povezanost izmedu varijabli glukoze i CRP-a u odnosu na slucaj s
adiponektinom gdje su adiponektin i C-reaktivni protein negativno povezani. Nase otkri¢e da
razine adiponektina u serumu mogu biti negativno povezane s razinama CRP-a ukazuje na
potencijalna protuupalna svojstva adiponektina. Protuupalni ucinci adiponektina mogu se
posredno ocitovati njegovim ucincima na kontrolu glikemije 1 lipida u krvi. Sve znacajne
varijable koji se prate u dijagnostici dijabetesa pokazuju znacajnu medusobnu povezanost.
Gledajuc¢i povezanosti utvrdili smo koje varijable pokazuju najvisu dijagnosti¢ku korisnost. 1z
lipidnog statusa trigliceridi ukazuju na najvecu razinu povezanosti s glukozom. 1z toga se
zakljuCuje da su trigliceridi raniji prediktori metaboli¢kih promjena u odnosu na ukupni
kolesterol, stoga je njihova dijagnosticka korist ve¢a u usporedbi s ukupnim kolesterolom.
Adiponektin, hormon masnog tkiva i trigliceridi pokazuju najve¢u povezanost s glukozom. S
tim u vezi zakljuuje se kako je njihova dijagnosticka korisnost najveca uz glukozu u

dijagnostici dijabetesa tipa 2 u usporedbi s ostalim analiziranim varijablama.

Adiponektin generalno pokazuje snazan prediktivni kapacitet prema svima promatranim
varijablama. S obzirom na to da je glukoza vrlo promjenjiv parametar i na njega utje¢e mnogo

¢imbenika, najteZe je pronaci optimalnu grani¢nu vrijednost. Gledajuci prediktivni kapaciteta
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adiponektina prema glukozi uoc¢ena je visoka osjetljivost te osrednja specificnost. Sli¢na
situacija je i s CRP-om, kolesterolom i trigliceridima. Svi odnosi pokazuju izuzetno visoku
osjetljivost. Pomicanjem granice moze se podesiti specificnost i osjetljivost tako da odgovaraju
dijagnostickom problemu. U nasem sluCaju prednost ¢emo dati osjetljivijem i manje
specificnom testu jer je lazno negativna dijagnoza dijabetesa ozbiljniji propust nego lazno
pozitivna dijagnoza dijabetesa tipa 2. Visoka osjetljivost u odnosu na nizu specificnost novog
biomarkera ne predstavlja znacajan nedostatak. Nabila A. Abdella i Olusegun A. Mojiminiyi u
radu ,,Klini¢ka primjena mjerenja adiponektina u dijabetesu tipa 2: probir, dijagnostika i biljeg
kontrole dijabetesa“ (Clinical Applications of Adiponectin Measurements in Type 2 Diabetes
Mellitus: Screening, Diagnosis, and Marker of Diabetes Control) bavili su se predikcijom
adiponektina. Kao referentne dijagnosticke kriterije koristili su glukozu prema ADA-i i HbAlc.
Na grani¢noj tocki od 7,5 pg/mL, dijagnosticka osjetljivost iznosila je 88 %, a specifi¢nost
adiponektina 51 % (27). Usporedujuci ta istrazivanja i povezujuéi ih s nasim rezultatima,
zakljuCuje se da su vrijednosti specificnosti i osjetljivosti adiponektina kao prediktora

dijabetesa tipa 2 vrlo sli¢ne.

Za procjenu rizika razvoja dijabetesa tipa 2 ispitanici su grupirani na temelju koncentracije
glukoze i adiponektina. Za kriterij prema kojem su razdvojeni patoloske od referentnih nalaza
uzeta je glukozu s vrijednosti 6,9 mmol/L. Razlog tomu je §to se prema smjernicama SZO-a i
ADA-e dijabetes potvrduje na > 7 mmol/L glukoze u krvi nataSte. Rezultati koje smo dobili
vrlo su znacajni i smatram da su donijeli novi doprinos na polju istrazivanja dijabetesa tipa 2 i
adiponektina. Omjer izgleda za nastanak dijabetesa tipa 2 je 5,52 puta ve¢i ako se koncentracija
glukoze kre¢e do 6,9 mmol/L, a prisutna je istovremeno normalna koncentracija adiponektina
ili koncentracija adiponektina ispod referentnih vrijednosti. 1z ovog istrazivanja i dobivenih
rezultata zakljucuje se da rane i male promjene glikemije dugoro¢no stvaraju visok rizik za

razvoj dijabetesa tipa 2 iz predijabetesa.
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ZAKLJUCAK

6. ZAKLJUCAK
Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Postoji statistiCki znacajna razlika u koncentraciji adiponektina u skupini kontrolnih

ispitanika i pacijenata s dijabetesom tipa 2.

2. Postoji statisti¢ki znacajna razlika u koncentraciji kolesterola i triglicerida izmedu skupina

kontrolnih ispitanika i pacijenata s dijabetesom tipa 2.

3. Postoji statisticki znacajna razlika u koncentraciji C-reaktivnog proteina izmedu skupina

kontrolnih ispitanika i pacijenata s dijabetesom tipa 2.

4. Adiponektin pokazuje:
a) Visoku negativnu korelaciju s glukozom.
b) Visoku negativnu korelaciju s trigliceridima.
c) Umjerenu do dobru negativnu korelaciju s C-reaktivnim proteinom i kolesterolom.

d) Statisticki znacajnu negativnu korelaciju s dobi ispitanika.

5. Kolesterol pokazuje:
a) Visoku pozitivnu korelaciju s trigliceridima.
b) Umjereno do dobru pozitivnu korelaciju s glukozom.

c) Umjereno do dobru pozitivnu korelaciju s C-reaktivnim proteinom.
Trigliceridi pokazuju:

a) Visoku pozitivnu korelaciju s glukozom.

b) Visoku pozitivnu korelaciju s C-reaktivnim proteinom.
Glukoza pokazuje:

a) Visoku pozitivnu korelaciju s C-reaktivnim proteinom.
6. Adiponektin ima visoku osjetljivost te osrednju specificnost.
7. Rizik za nastanak dijabetesa tipa 2 je 5,52 puta vec¢i kod ispitanika s niskom koncentracijom

adiponektina.

52



SAZETAK

7. SAZETAK

Ciljevi istrazivanja: Cilj istraZivanja je ispitati dijagnosticku vrijednost adiponektina, novog
potencijalnog i ranog pokazatelja dijabetesa tipa 2 te procijeniti rizik za njegov nastnak. Prvi
cilj presjecnom studijom bio je ispitati postoji li statisticki znacajna razlika u koncentraciji
adiponektina u skupini kontrolnih ispitanika i pacijenata s dijabetesom tipa 2. Ispitivalo se i
postoji li statisticki znacajna razlika u koncentraciji kolesterola, triglicerida i CRP-a izmedu
skupina kontrolnih ispitanika i pacijenata. Nadalje, ispitalo se u kakvom je korelacijskom
odnosu adiponektin s glukozom, kolesterolom, trigliceridima, CRP-om i dobi ispitanika. Odnos
I povezanost promatao se i za kolesterol s TG, glukozom i CRP-om. Istim principom statisticki
se racunao i korelacijski koeficijent za povezanost triglicerida s glukozom i CRP-om te glukoze
I CRP-a. Dijagnosticka vrijednost adiponektina ispitala se ROC analizom, racunajuéi
osjetljivost i specifi¢nost. Statisti¢ka procjena rizika za nastanak dijabetesa tipa 2 temeljila se

na izraCunu omjera izgleda.

Ispitanici i metode: Pacijenti (N=30) s dokazanim dijabetesom tipa 2 sa Zavoda za
endokrinologiju. Kontrolni ispitanici (N=30) zaprimljeni na Zavodu za klinicko laboratorijsku
dijagnostiku Klinickog bolnickog centra Osijek. Za odredivanje glukoze koristila se enzimatska
metoda s HK . Za odredivanje adiponektina i CRP-a koristila se imunoturbidimetrijska metoda.
Za odredivanje kolesterola upotrebljena je enzimatska metoda s CHO-PAP. Odredivanje

triglicerida ucinjeno je enzimskom metodom s GPO-PAP.

Rezultati: Koncentracija adiponektina, kolesterola, triglicerida, glukoze i CRP-a izmedu
skupina je znacajno razlic¢ita (p<0,001). Adiponektin pokazuje negativan odnos s glukozom,
kolesterolom, TG i CRP-om.

Zakljucak: lzgled za nastanak dijabetesa tipa 2 je 5,52 puta veéa kod ispitanika s niskom

koncentracijom adiponektina.

Kljuéne rijeci: adiponektin, dijabetes tipa 2, trigliceridi, kolesterol, glukoza, CRP.
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8. SUMMARY

Diagnostic value of adiponectin determination in risk assessment for type2 diabetes.

Objectives: The objective of the study was to examine the diagnostic value of adiponectin, a
new potential and early indicator of type 2 diabetes, and to assess the risk for its occurrence.
The first objective of the cross-sectional study was to examine that there was a statistically
significant difference in adiponectin concentration in the group of control subjects and patients
with type 2 diabetes. Furthermore, the exam is taken in correlation of adiponectin with glucose,
cholesterol, triglycerides, CRP and | get the examiner. Relationship and association observed
for cholesterol with TG, glucose and CRP. The correlation coefficient for the association of
triglycerides with glucose and CRP and glucose and CRP is statistically calculated by the same
principle. The diagnostic value of adiponectin is examined by ROC analysis, computational
sensitivity and accuracy. Statistical assessment of the risk of developing type 2 diabetes is based

on odds ratio.

Materials and methods: Patients (N = 30) with proven type 2 diabetes from the Department
of Endocrinology. Control subjects (N = 30) were imprisoned in the Department of Clinical
Laboratory Diagnostics of the Clinical Hospital Center Osijek. The enzymatic method with HK
is used to determine glucose. An immunoturbidimetric method was used to determine
adiponectin and CRP. An enzymatic method with CHO-PAP is used to determine cholesterol.

Determination of triglycerides is actually an enzymatic method with GPO-PAP.

Results: The concentration of adiponectin, cholesterol, triglycerides, glucose and CRP between
the groups was different (p <0.001). Adiponectin shows a negative relationship with glucose,
cholesterol, TG and CRP.

Conclusion: The probability of developing type 2 diabetes is 5.52 times higher in subjects with

low adiponectin concentrations.

Key words: adiponectin, type 2 diabetes, triglycerides, cholesterol, glucose, CRP.
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