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1. UVOD

1. METABOLICKI SINDROM

1.1.1. Definicija metabolickog sindroma

Metabolicki sindrom (MS) ukljucuje abdominalni tip debljine, hiperglikemiju, dislipidemiju 1
hipertenziju, poremecaje koji su vezani uz inzulinsku rezistenciju, a predstavljaju rizik za
kardiovaskularne bolesti (1). U zemljama Europske Unije prevalencija metabolickog
sindroma krece se izmedu 20% do 30% odrasle populacije (2), u Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama iznosila je 34,6% (po kriterijima NCEP), odnosno 39% (po kriterijima IDF) (3).
Prevalencija metabolickog sindroma u Hrvatskoj sli¢na je onoj u zemljama zapadne Europe
(2). Broj osoba s metabolickim sindromom u svijetu je u porastu zbog mijenjanja
prehrambenih navika, sjedilackog nacina zivota i starenja populacije (4). MS se intenzivno
istrazuje, a vazni ¢imbenici njegova nastanka i razvoja njegovih komplikacija su inzulinska

rezistencija, patoloSka pretilost, kroni¢na upala 1 oksidativni stres (5).

1.1.2. Kriteriji za postavljanje dijagnoze metabolickog sindroma

Do sada je predloZeno viSe definicija za dijagnozu MS, od kojih je u prakticnoj uporabi
najviSe ona Ameri¢kog nacionalnog programa edukacije o kolesterolu (US National
Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III, kratica NCEP-ATP III) (6) i
definicija Medunarodne federacije za dijabetes (International Diabetes Federation, Kratica

IDF) (7).

Kriteriji za dijagnozu metaboli¢kog sindroma po NCEP-ATP llI

sredi$nja pretilost: opseg struka = 102 cm (muskarci), = 88 cm (Zene)

vrijednost triglicerida = 1.7 mmol/L (150 mg/dl)

snizena vrijednosti HDL-kolesterola: HDL-C < 1,04 mmol/L (muskarci), < 1,29 mmol/L (zene)
krvni tlak = 130/85 mmHg

glukoza nataste = 6.1 mmol/L (110 mg/dl)



Kriteriji za dijagnozu metaboli¢kog sindroma po IDF
e srediSnja pretilost: opseg struka = 94 cm (muskarci), = 80 cm (Zzene)
+ najmanije 2 sljedeca kriterija:

vrijednost triglicerida = 1.7 mmol/L (150 mg/dl)

snizena vrijednosti HDL-kolesterola: HDL-C < 0,9 mmol/L (mu$karci), < 1,1 mmol/L (zene)
krvni tlak = 130/85 mmHg ili medikamentozna terapija krvnog tlaka

glukoza nataste = 6.1 mmol ili od ranije dijagnosticirana Secerna bolest tipa Il ili oSte¢ena
tolerancija glukoze.

Rjede koristene definicije MS su ona Svjetske zdravstvene organizacije (8) 1 Europske
skupine za istrazivanje inzulinske rezistencije (engl. European Group for the Study of insulin
Resistance, kratica EGIR) (9 ). Definicija American Heart Assotiation (AHA) predstavlja
osuvremenjenu definiciju NCEP-ATP III (10).

1.13. Inzulinska rezistencija

1.1.3.1. Definicija inzulinske rezistencije

Inzulinska rezistencija zna¢i smanjenu osjetljivost stanica na inzulin, §to dovodi do smanjene

djelotvornosti inzulina u organizmu i posljedicne kompenzatorne hiperinzulinemije (5).

1.1.3.2. Prijenos inzulinskog signala

Inzulin se veze na alfa jedinicu inzulinskog receptora, nakon cega slijedi fosforilacija
tirozinskih skupina na beta-podjedinici. Proteinska kinaza fosforilira supstrat inzulinskog
receptora-1 (engl. insulin receptor substrate, kratica IRS), nakon toga slijedi aktivacija
fosfatidil inozitol 3 kinaze (PI-3K), koja fosforilira fosfatidil inozitol bifosfat (PIP;) u
fosfatidil inozitol trifosfat (PIP;). PIP; se veZze za stanicnu membranu i povezuje s
fosfoinozitol-ovisnom kinazom-1 (engl. phosphoinositol-dependent kinase-1, kratica PDK-1),
nakon cega slijedi fosforilacija i1 aktivacija protein kinaze B (PKB) ili Akt. Aktivirana PKB
fosforilacijom viSe ciljnih proteina inicira brojne ucinke inzulina. Na kraju dolazi do
translokacije prijenosnog sustava za glukozu 4 (engl. glucose transporter 4, kratica GLUT 4)

iz intracitoplazmatskih spremiSta na povrSinu stanice, §to omogucuje ulazak glukoze u



stanicu. Paralelni put aktivacije, koji predstavlja nadopunu ranije opisanom putu, a odvija se
mimo IRS, predstavlja tirozinska fosforilacija proto-onkogena Cbl koji je povezan s
prilagodbenom bjelancevinom CAP (kratica od engl. c-Cbl-associated protein). Oni aktiviraju
daljnji prijenos koji zavrSava aktivacijom GLUT-4 transportera (11,12). Aktivirana PKB
fosforilacijom viSe ciljnih proteina inicira brojne ucinke inzulina. Na kraju dolazi do
translokacije prijenosnog sustava za glukozu 4 (engl. glucose transporter 4, kratica GLUT 4)
iz intracitoplazmatskih spremisSta na povrSinu stanice, S§to omogucuje ulazak glukoze u
stanicu. Paralelni put aktivacije, koji predstavlja nadopunu ranije opisanom putu, a odvija se
mimo IRS, predstavlja tirozinska fosforilacija proto-onkogena Cbl koji je povezan s
prilagodbenom bjelan¢evinom CAP (kratica od engl. c-Cbl-associated protein). Oni aktiviraju
daljnji prijenos koji zavrSava aktivacijom GLUT-4 transportera (11, 12). Osim opisanoga
puta prijenosa signala za unos glukoze, postoje putevi kojima se inzulinski signal prenosi u
svthu ostvarivanja ostalih stanicnih ucinaka, a to su sinteza glikogena, inhibicija
glukoneogeneze i glikogenolize, stimulacija unosa masnih kiselina, inhibicija lipolize, sinteza
proteina, stani¢ni rast i proliferacija (5,11). Izmedu puteva prijenosa inzulinskog signala za
razli¢ite u€inke inzulina postoje brojne interakcije.

Slika 1 prikazuje pojednostavljenu shemu prijenosa inzulinskog signala.

VEZITWAMIE IMZULA WA o PODSEDIMIC W FOSE ORILACIIA TIRDZINSKIN OSTATAKA
RECEPTORA HA O PODJE DINICT REC EPTORA

UNOS GLUNOGZE U STAMICU

SUPSTRAT INFULINSK OC FOSFORILACIIA SUPSTRATA ( .
REC EPTORA IHFULIHS HO G RECEPTORA

R YOS S ONR LA LRILADY G
FLPFTRATA PIUL NG00 PR CEFTOEA

= /

UMUTARSTAMICMI UCING IMZULIMNS

UNOS GLUKDZFE, SINTEZA GLIKOGEMA, INMIBICIJA GLIKOGENOLIZE | GLUKONEOGENEZE,
SINTEZA LIPIDA | INHIBICIIA LIPOLIZE, SINTEZA PROTEINA, MITOGE NI UCINAK

OETWARUIU SE DJELOWVANJEM BROJHIN PROTEINSKIH KINAZA | FOSFATAZA, A
IHZULINSKA REZISTENCLIA MOZE HASTATI UCIHKOM HNA PRAKTICK! SVAKU RAZINU
SIGHNALNOG PUTA INZULINA

Slika 1. pojednostavljena shema prijenosa inzulinskog signala



1.1.3.3. Uzroci i mehanizmi nastanka inzulinske rezistencije

Prekomjeran unos nezdrave hrane i nedostatna tjelesna aktivnost uz prirodenu predispoziciju
koja je uzrokovana nasljednim ¢imbenicima (5,11,13) i utjecajem okoliSa tijekom
intrauterinog razvoja na gensku ekspresiju, kao $to je puSenje, uzimanje lijekova, premala ili
prevelika tjelesna masa pri rodenju (14) dovode do abdominalne pretilosti s patoloskim
nakupljanjem masno¢a. Abdominalna pretilost povezana je s povecanim oslobadanjem
slobodnih masnih kiselina, kroni¢cnom upalom i poviSenjem razine oksidativnog stresa, koji u
tkivima ovisnima o inzulinu uzrokuju inzulinsku rezistenciju ometajuci djelovanje inzulina na
raznim razinama (5,15). U osoba s inzulinskom rezistencijom smanjen je broj inzulinskih
receptora u miSi¢nim 1 masnim stanicama, promijenjena je ekspresija GLUT 4 transportera
glukoze, inhibiran je prijenos signala od receptora prema sustavu za unos glukoze u stanice,
smanjena je aktivnost tirozin-kinaze inzulinskog receptora i smanjena aktivnost glikogen-

sintetaze (11). Mehanizmi inzulinske rezistencije nisu u potpunosti razjasnjeni.

Ometanje prijenosa inzulinskog signala na razliite naine 1 na razli¢itim razinama mozZe biti
uzrok inzulinske rezistencije u sklopu metabolickog sindroma. Ranije se pridavalo veliko
znafenje smanjenju broja inzulinskih receptora, a danas se smatra da je puno znacajniji
postreceptorski poremecaj u prijenosu inzulinskog signala (11,16). Slobodne masne kiseline,
akumulirane masnoce u stanicama, proupalne tvari, reaktivni kisikovi spojevi (engl. reactive
oxygen species, kratica ROS), reaktivni duSikovi spojevi (engl. reactive nitrogen species,
kratica RNS), uznapredovali produkti glikacije (engl. advanced glycation end products,
kratica AGEs), produkti mikroba, od kojih se najveca vaznost pripisuje lipopolisaharidima te
endoplazmatski stres interferiraju s prijenosom inzulinskog signala djeluju¢i na razlicite

dijelove njegova prijenosnog sustava (17, 18).

Slobodne masne kiseline aktiviraju protein kinazu C, serinsku kinazu koja povecava serinsku
fosforilaciju IRS-1 (19). Metabolitima lipida koji se nakupljaju u miSi¢ima osoba s
metabolickim sindromom pripisuje se vazna uloga u razvoju inzulinske rezistencije,
ustanovljeno je da je diacilglicerol potentan aktivator protein kinaze C (19), a ceramidi
ometaju s inzulinom stimuliranu aktivaciju PKB/Akt (20). Proupalni citokini povecavaju
inzulinsku rezistenciju ometajuci prijenos signala na nivou IRS i ostalim dijelovima prijenosa

inzulinskog signala, a djelovanjem na gensku ekspresiju za proizvodnju proupalnih citokina



poveéavaju upalu u drugim stanicama. Cimbenik nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor,
kratica TNF) i interleukin-1f (IL-1B) preko mehanizma vezanja za stani¢ne receptore
aktiviraju stresne kinaze, kao Sto su Jun-N-terminalna kinaza (engl. Jun N-terminal kinase,
kratica JNK) i IkB kinazu (IKK) (18). Aktivacijom JNK poticu fosforilaciju serinskih
ostataka IRS-1, a aktivacijom IKK, oslobadaju aktivirajuci protein - nuklearni ¢imbenik kB
(engl. nuclear factor kB, kratica NFkB), koji ulazi u stani¢nu jezgru i tamo aktivira gensku
ekspresiju za sintezu brojnih proupalnih citokina. TNF potice lipolizu u adipocitima (15). Na
taj nacin citokini dalje povecavaju inzulinsku rezistenciju i doprinose daljnoj kroni¢noj upali i

oksidativnom stresu.

ROS-i i RNS-i djeluju na ,,intrinzi¢ne* kinaze, to jest one, koje sudjeluju u prijenosu
inzulinskog signala, kao Sto su kinaza p70S6, ERK i ,ekstrinzicne, koje ne sudjeluju u
prijenosu inzulinskog signala, ali ga mogu ometati, fosforiliraju¢i proteine koji sudjeluju u
njemu. U ,.ekstrinzicne* kinaze ubrajaju se mitogenima aktivirane proteinske kinaze (engl.
Mitogen-activated protein kinases, kratica MAPK) od kojih je najbolje proucen ucinak JNK.
Proteinske kinaze na IRS-1 fosforiliraju serinske ostatke, ometajuci i smanjujuéi inzulinom
stimuliranu fosforilaciju tirozinskih ostataka. Nadalje, pretpostavlja se da pojacana serinska
fosforilacija dovodi do otpustanja IRS-1 iz njegovih spremiSta u stani¢noj unutra$njosti i

njegove konacne proteasomske degradacije (17).

1.1.4. Abdominalna pretilost i patolosko nakupljanje masnoéa

MS je karakteriziran povecanim nakupljanjem masnoga tkiva u podrucju trupa (abdominalna

ili androidna pretilost) i ektopi¢nim odlaganjem masnoca u druge organe i tkiva (21-24).

1.1.4.1. Nakupljanje masnoc¢a u metabolickom sindromu

U osoba s MS masnoce se pojacano nakupljaju u abdominalnom potkoznom masnom tkivu i
intraperitonealno (oko omentuma, crijeva i bubrega) (25). Takoder se nakupljaju unutar

prsne Supljine (intratorakalno), oko srca (perikardijalno i epikardijalno masno tkivo) (23, 25),



u plu¢ima, kostanoj srzi 1 adventiciji krvnih Zila (26). Masnoc¢e se mogu nakupljati i ektopicno

.....

Nasljedni ¢imbenici (13) 1 ,,programiranje” genske ekspresije tijekom inrauterinog razvoja
(13,27) predstavljaju podlogu za razvoj inzulinske rezistencije te sklonost odlaganju masnoc¢a
u visceralna tkiva, koja su rezistentna na inzulin (13). Nezdrave zivotne navike, kao $to su
prekomjeran unos energenata i nedostatna tjelesna aktivnost pogorSavaju inzulinsku
rezistenciju 1 povecavaju nakupljanje visceralnih masnoc¢a. Villjanen i1 sur. smatraju da je
rezistencija masnog, ali ne i drugih tkiva, predodredena rodenjem, naime, redukcijom tjelesne
mase smanjuje se inzulinska rezistencija cijeloga tijela, miSi¢a i jetre ali ne i ona masnoga

tkiva (21, 28).

1.1.4.2. Karakteristike masnoga tkiva u metabolickom sindromu

Metabolicki aktivno masno tkivo u intraabdominalnom, intermuskularnom, epikardijalnom 1
perivaskularnom prostoru je slabije osjetljivo na inzulinom posredovanu inhibiciju lipolize i
jace otpusta slobodne masne kiseline. Neki autori misle da ono fizioloSki sluzi kao izvor brzo
dostupne energije za funkciju organa koje okruzuje, (21, 24), a preko mehanizma otpustanja
masnih kiselina u jetru sluzi i kao izvor ketona za mozak (21). Za duboko potkoZzno masno
tkivo (preperitonelano masno tkivo) se pretpostavlja da sluzi kao izvor energije za funkciju
trbusnih misica (21,29). Adipociti u u osoba s inzulinskom rezistencijom 1 Se¢ernom boles¢u
tipa II ve¢i su u u odnosu na adipocite osoba bez inzulinske rezistencije (30,31). Zbog slabijeg
vezivnog tkiva, adipociti u visceralnim odjeljcima masnoga tkiva skloniji su rupturi, kojoj

slijedi infiltracija makrofaga i pogorSanje upale (25).

Perfuzija masnog tkiva smanjena je u pretilih osoba (32). Smanjena perfuzija masnoga tkiva
moze barem djelomi¢no biti posljedica povecanja adipocita koje nije kompenzirano
primjerenom angiogenezom (33). Promjer adipocita (140-180 mikrometara) je veci nego
difuzijska udaljenost kisika, $to ogranic¢ava izmjenu kisika izmedu krvi i citoplazme adipocita.
Hipoksija moze inhibirati diferencijaciju adipocita i ekspresiju adiponektina, promovirati
stvaranje slobodnih kisikovih radikala i upalu (34). Hipoperfuziju i hipoksiju u masnom tkivu

povezuju s poremecajem produkcije adipocitokina u pretilih osoba (35).



1.1.4.3. Potkozno masno tkivo i metaboli¢ki sindrom

Razli¢iti odjeljci potkoznog masnog tkiva razlikuju se u metaboli¢koj 1 upalnoj aktivnosti.
Smatra se da potkozno masno tkivo na bokovima ima zastitnu ulogu u smislu preuzimanja
neesterificiranih masnih kiselina iz cirkulacije (32 , 41). Potkoznom femoralnom i glutealnom
masnom tkivu pripisuje se zastitna uloga, prema rezultatima epidemioloskih (42) i klinickih
(43) istrazivanja. Za potkozno abdominalno masno tkivo ne postoji konac¢an stav, prema
nekim istrazivanjima pokazalo se povezanim s kardiovaskularnim rizicnim ¢imbenicima, ali
manje od visceralnog (44, 45). Masa potkoznog masnog tkiva je u adipoznih osoba oko 10
puta veca od mase visceralnog masnog tkiva (47), najveci je izvor slobodnih masnih kiselina
u organizmu (48). Neki autori pripisuju mu odredenu zastitnu ulogu (49), a Goel i sur. su u
istrazivanju provedenom u Indijaca nasli veéu povezanost subkutanog abdominalnog masnog

tkiva s metabolickim sindromom u odnosu na visceralno masno tkivo (46).

PovrSinsko 1 duboko potkozno abdominalno masno tkivo iskazuju razlike u u lucenju
adipocitokina, oslobadanju masnih kiselina 1 rezisteniciji na inzulin; dok povrSinsko
abdominalno potkoZno masno tkivo sluzi primarno kao organ za pohranu masnoca, duboko

abdominalno potkoZno masno tkivo pokazuje sli¢nosti s visceralnim masnim tkivom (21, 29).

1.1.4.4. Ektopi¢no odlaganje masnoca

S porastom tjelesne mase 1 tijekom starenja, adipociti mogu doseci granicu svojih kapaciteta
za pohranu masti, §to vodi ektopicnoj pohrani masnoca unutar neadipoznih organa, kao §to su
skeletni miSi¢i, jetra i guSteraca. Ova tkiva normalno sadrze samo male koli¢ine masti ¢ija
uloga nije dugotrajna pohrana lipida, nego izvor energije u periodima nedostane opskrbe
glukozom. Sve je viSe dokaza da ektopi¢na pohrana masti moze voditi oste¢enoj funkciji tkiva
(50). Ektopi¢no nakupljanje masnoca u srcu i gusteraci povezuje se s oStecenjem organa koje
se manifestira sr¢anom lipotoksi¢noS¢u 1 Secernom boles¢u tipa II) (50). Miosteatoza
(nakupljanje masti u miSi¢ima) povezuje se s inzulinskom rezistencijom i Se¢ernom boles¢u

tipa IT (51).



1.1.4.5. Metode mjerenja masnoga tkiva

Postoje brojni nacini procjene koli¢ine masnoga tkiva. Opseg struka je Siroko koriStena
antropometrijska mjera u klinickoj praksi zbog jednostavnosti. Pokazao se kao vazan
pokazatelj metabolickog sindroma (52) i prediktivan pokazatelj rizika za kardiovaskularne
bolesti te dijabetes tipa Il (53-55). U odnosu na ultrazvuéne metode (56-58) i mjerenje
masnoga tkiva raunalnom tomografijom (58) ima manju tocnost i ponovljivost. Pomanjkanje
opsega struka kao mjere za abdominalnu pretilost je u nemoguénosti posebnog mjerenja

visceralnog 1 supkutanog abdominalnog masnog tkiva.

Omjer opsega struka i bokova predstavlja omjer izmedu abdominalnog i gluteofemoralnog
masnog tkiva. lako neka istrazivanja upucuju na njegovu slabiju povezanost s
kardiovaskularnim rizikom u odnosu na opseg struka (54 ), druge studije su pokazale da su
opseg struka, omjer opsega struka i bokova te indeks tjelesne mase pokazali sli¢nu
prediktivnu vrijednost za razvoj dijabetes tipa II (55). Pomanjkanje omjera struka i bokova
kao pokazatelja odnosa koli¢ine centralne i periferne masnoce, je u tomu, $to opseg bokova,

osim o koli¢ini masnog tkiva, ovisi i o Sirini zdjelice te koli¢ini zdjelicnog misi¢ja (59 ).

Ultrazvu¢ne metode procjene koli¢ine masnoga tkiva su jednostavne za primjenu i pouzdane.
Postoji viSe ultrazvu¢nih metoda procjene masnoga tkiva; intraabdominalna debljina (engl.
intraabdominal thickness), udaljenost izmedu linee albe i prednje stijenke aorte je prvi
sonografski indeks koji je koriSten u istrazivanjima kao mjera abdominalnog adipoziteta (56).
Od drugih ultrasonografskih pokazatelja masnoga tkiva mjeri se preperitonealno masno tkivo,
mezenterijalno masno tkivo, potkozno masno tkivo, te epikardijalno masno tkivo. U literaturi
su opisani i razli¢iti indeksi, izvedeni iz rezultata mjerenja masnog tkiva (56). Ostale metode
mjerenja masnog tkiva su raCunalna tomografija (44,56), magnetska rezonancija (56),
denzitometrija (60) 1 bioelektricna impedancija (61). Mjerenje debljine potkoZnog masnog

tkiva kaliperom se pokazalo kao jednostavna 1 vrlo pouzdana metoda ( 62).

Racunalnom tomografijom i magnetskom rezonancijom mozZe se izmjeriti volumen raznih
odjeljaka masnoga tkiva, no loSa strana navedenih metoda je skupoca, a raCunalna tomografija

je povezana uz znatno zracenje (56).



1.1.5. Kroni¢na upala u metabolickom sindromu

1.1.5.1. Povijesni pregled povezanosti upale i metaboli¢kog sindroma

Jo§ g. 1876. Ebstein opazio je povoljan ucinak salicilata na simptome Secerne bolesti, a 1901.
Williamson smanjenje izlu¢ivanja krvnog Secera mokracom u bolesnika oboljelih od Secerne
bolesti tipa II nakon lijecenja visokim dozama salicilata (5-7,5 g dnevno). G. 1957. Reid i sur.
su opazili da bolesnik sa Se¢ernom bolesc¢u, dok je bio lijeen visokim dozama salicilata zbog
reumatske groznice, nije trebao primati inzulin radi regulacije glikemije. Autori su navedeno
pokusali tumaciti u¢inkom acitilsalicilne kiseline na poveéanje lucenja endogenog inzulina.
Kasnija istrazivanja ukazala su na povezanost povisenih razina brojnih ¢imbenika upale, kao
Sto su CRP, IL-6, inhibitora aktivatora plazminogena, sijalinske kiseline i leukocita sa

Sec¢ernom bolescu tipa II (18).

Danas je poznato da kroni¢na upala povezana s pretiloS¢u ima odluc¢ujucu ulogu u nastanku

poremecaja metabolizma i razvoja kroni¢nih bolesti povezanih s MS.

1.1.5.2. Mehanizmi aktivacije kroni¢ne upale u metabolickom sindromu

Prekomjerno uzimanje hrane bogate koncentriranim ugljikohidratima i zasi¢enim masnim
kiselinama te nedostatak tjelesne aktivnosti vodi nastanku kroni¢ne upale. Adipociti,
aktivirani makrofazi i druge stanice, u prvom redu hepatociti, lu¢e brojne bioaktivne tvari, kao
Sto su: leptin, adiponektin, rezistin, Cimbenik nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor,
kratica TNF), interleukin-6 (IL-6), monocitni kemoatraktivni protein (engl. monocyte
chemoattractant protein-1, kratica MCP-1), inhibitor aktivatora plazminogena (engl.
plasminogen activator inhibitor-1, kratica PAI-1), angiotenzinogen, visfatin (63), serumski
amiloid A (SAA) i druge (18,64,65). Leptin i adiponektin  smatraju se primarnim
adipokinima, jer se sintetiziraju isklju¢ivo u adipocitima (64,65), kao i visfatin (66). TNF, IL-
6, MCP-1 i PAI-1 se sintetiziraju kako u adipocitima, tako i u makrofazima, ali koliko to¢no
ih proizvode jedni ili drugi, jo§ nije utvrdeno. Rezistin u ljudi proizvode makrofazi (65-67).
Na lucenje proupalnih tvari u stanicama djeluju brojni ¢imbenici vezani uz upalu, oksidativni

stres 1 akumulaciju masnoca.
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Brojni ¢imbenici koji uzrokuju stanje kroni¢ne upale, istovremeno povecavaju inzulinsku
rezistenciju. Proupalni citokini, slobodne masne kiseline, uznapredovali produkti glikozilacije
1 bakterijski proizvodi, kao S§to su lipopolisaharidi, djeluju preko vezivanja za stanicne
receptore, kao §to su TLR (7oll-like receptor), receptori za proizvode uznapredovale glikacije
(engl. receptors for advanced glycation products, kratica RAGE) 1 citokinske receptore, kao
Sto su receptori za TNR, IL-1 i ostale (18,25). TLR-i su receptori za prepoznavanje patogena
u sustavu prirodene imunosti, koji prepoznaju i vezu antigene bakterijskog podrijetla, kao Sto
je endotoksin, odnosno lipopolisaharid, a vezu i slobodne masne kiseline (18,68,69). Osim na
adipocitima, hepatocitima i miocitima, nalaze se i na drugim stanicama, prije svega stanicama

sustava prirodene i adoptivne imunosti (68).

Nakon vezivanja proupalnih tvari na stanicne receptore slijedi aktivacija kinaza, kao §to su
mitogenima aktivirane proteinske kinaze (engl. mitogen-activated protein kinases, kratica
MAPK), medu kojima se kao najvaznije opisuju c-Jun N-terminal kinaza (engl. c-Jun N-
terminal kinase, kratica JNK), p38 MAPK 1 ERK (kratica od engl. extracellular signal-
related kinase). Neke od stani¢nih kinaza, kao $to su JNK, IkB kinaza (IKK) i proteinska
kinaza C (PKC) inhibiraju djelovanje inzulina u¢inkom na serinsku fosforilaciju supstrata
inzulinskog receptora, a istovremeno iskazuju snazan uc¢inak na aktivaciju proupalnih gena,
preko aktivacije kompleksa aktivatorskog proteina-1 (engl. activator protein-1, kratica AP-1)

i nuklearnog ¢imbenika kapa-B (engl. nuclear factor kappa-B, kratica NF-kB) (25 Monteiro).

Unutarstanicni stresori, kao §to su ROS-i, RNS-i, akumulirani lipidi (ceramidi, diacilglicerol i

drugi) te endoplazmatski stres aktiviraju stresne kinaze unutar stanice (17,18,64).

Nakon aktivacije koja se odvija preko receptora ili unutar stanice, inhibitor beta podjedinice
nuklearnog ¢imbenika kapa-B (engl. inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta,
kratica IKKp) fosforilira inhibitorni protein nuklearnog ¢imbenika kapa-B (engl. inhibitor of
nuclear factor kappa BNF-xB, 1IkB, kratica IkBa), slijedi odvajanje nuklearnog ¢imbenika
kapa-B (engl. nuclear factor kappa-B, kratica NF-kB) od inhibitornog proteina i njegova
translokacija u jezgru, gdje aktivira brojne ciljne gene, €iji proizvodi induciraju inzulinsku
rezistenciju 1/ili povecavaju kroni¢nu upalu (18,70). Na slici 2 prikazani su mehanizmi

prijenosa signala za aktivaciju kroni¢ne upale i inzulinske rezistencije.


http://en.wikipedia.org/wiki/Enzyme_inhibitor
http://en.wikipedia.org/wiki/NF-κB#Inhibition
http://en.wikipedia.org/wiki/IκBα
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Slika 2. moguci stani¢ni mehanizmi aktivacije prenoSenja upalnog signala: izvan stanice slobodne masne
kiseline, citokini, uznapredovali proizvodi neenzimske glikozilacije i lipopolisaharidi se vezu na stani¢ne receptore,
koji prenose podrazaj na stresne kinaze IKK( i JNK. Na stresne kinaze djeluju i unutarstani¢ni stresni ¢imbenici,
kao $to su ROS-i, RNS-i, stres endoplazmatske mreZice i akumulirani lipidi (ceramidi). IKKR fosforilira inhibitorni
protein IkBa i oslobada NF-kB, koji se translocira u jezgru i aktivira velik broj gena za proizvodnju citokina Kkoji
povecavaju upalu i inzulinsku rezistenciju. Na sliCan nacin, aktivacijom stresne kinaze JNK, serinskom
fosforilacijom supstrata inzulinskog receptora povecava se inzulinska rezistencija. Aktivnost IKKB i/ili NF-kB
inhibiraju statini, acetilsalicilna kiselina i tiazolidinedioni (TZDs). TNFR — receptor za TNF, RAGE - receptor za
uznapredovale produkte glikozilacije, TLR — foll like receptor IL-1 R — receptor za interleukin-1. PKCs protein
kinaze C, ER stress — stres endoplazmateke mrezice, ROS — reaktivni kisikovi spojevi. NF-kB — nuklearni
¢imbenik kapa — B, IkBa - inhibitor beta podjedinice nuklearnog ¢imbenika kapa-B. Preuzeto iz ¢lanka Shoelson
SE, Lee Y, Goldfine B. Inflammation and insulin resistance. J Clin Invest. 2006 Jul 3;116(7): 1769-80, uz
dopustenje autora.

Pokazalo se da 1 samo uzimanje pojedinacnih obroka, bogatih glukozom ili zasi¢enim
masno¢ama, neovisno od akumulacije lipida u stanicama inducira aktivaciju oksidativnog
stresa, povecanje vezivanja aktivatora gena, kao Sto je NF-kB, povecanje lucenja proupalnih

citokina, kao §to su TNF i interleukin-13 (IL-1B) u mononuklearnim stanicama (71,72).
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Uzimanje masne hrane povecalo je ekspresiju Toll-like receptora-4 (TLR-4) na
mononuklearnim stanicama i razinu lipopolisaharida u krvi (72). Uzimanje zasi¢enih
masnoc¢a uzrokuje jac¢i upalni uc¢inak u odnosu na drugu hranu, a masnoj hrani pripisuju i
utjecaj na povecanu premeabilnost crijevne stijenke, Sto dodatno povecava razinu upale (72).
Cani 1 sur. su u pokusima na miSevima ustanovili da visokomasna hrana povecava crijevnu
permeabilnost za bakterijske antigene, kao Sto su LPS i povisuje njihovu razinu u plazmi, a
primjena probiotika uz promjenu crijevne flore smanjuje crijevnu permeabilnost, uz
smanjenje endotoksemije i kroni¢ne upale (73). Proupalne tvari iskazuju lokalni u¢inak, npr.
na endotel krvnih Zila gdje povecavaju i Zilnu permeabilnost, a lu¢enjem tvari, kao §to je
MCP-1 privlaée makrofage (18) 1 povecavaju sintezu adhezijskih molekula. Proupalne tvari

djeluju 1 sustavno, povecavajuci kroni¢nu upalu, inzulinsku rezistenciju i oksidativni stres. Na

slici 3. prikazani su potencijalni mehanizmi aktivacije upale u masnom tkivu.
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Slika 3. potencijalni mehanizmi aktivacije upale u masnom tkivu. Prekomjeran unos hrane i debljina uzrokuju
akumulaciju lipida u stanicama i aktivaciju JNK i NF-kB, koji, uz vjerojatno druge mehanizme dovode do
povecanja luéenja proupalnih citokina, kao $to su TNF, IL-6, leptin i rezistin,endotelnih adhezivnih molekula i
kemokina, kao Sto je MCP-1. Pod utjecajem MCP-1 monociti migriraju u masno tkivo, diferenciraju se u
makrofage i proizvode proupalne citokine i kemokine, kojima povecavaju otpustanje slobodnih masnih kiselina iz
adipocita, povec¢avaju upalu u adipocitima. Adipociti i makrofazi uzrokuju i sustavno kroni¢no upalno stanje. CCX
— kemokini, CCR — kemokinski receptori, ICAM (medustani€na adhezijska molekula (engl. Intercellular Adhesion
Molecule), VCAM - Zilna stani¢na adhezijska molekula (engl. vascular cell adhesion molecule). Preuzeto iz
¢lanka Shoelson SE, Lee Y, Goldfine B. Inflammation and insulin resistance. J Clin Invest. 2006 Jul 3;116(7):
1769-80, uz dopustenje autora.
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1.1.5.3. Proizvodi ciljnih gena NFxB

NF«B aktivira tranckripciju velikog broja ciljnih gena, a medu najvaznijim proizvodima gena
koje NF-«xB aktivira navode se: TNF, interleukin-6 (IL-6), C-reaktivni protein (CRP),
adiponektin, interleukin-1 o 1 B (IL-loo 1 IL-1pB), interleukin-10 (IL-10), leptin, rezistin,

visfatin, angiotenzin (64).

TNF je proupalni citokin, koji sintetiziraju ve¢inom monociti i makrofazi i ima srediSnju
ulogu u upalim 1 autoimunim poremecajima. Razina TNF poviSena je u masnom tkivu i
serumu pretilih osoba, redukcija tjelesne mase povezana je sa smanjenjem ekspresije TNF

(74). Primjena tvari koje blokiraju TNF u kratkom vremenskom periodu rezultirala je
smanjenjem sustavnih pokazatelja upale, ali nije smanjila inzulinsku rezistenciju (75). S druge
strane, primjena antagonista TNF u lijecenju tezih upalnih bolesti, kao $to je reumatoidni
artritis, poboljSala je inzulinsku senzitivnost (76). TNF je glavni ¢imbenik koji potice

oslobadanje slobodnih masnih kiselina iz masnog tkiva u krvotok ( 77).

IL-6 je proupalni citokin koji sudjeluje u regulaciiji humoralne i stani¢ne imunosti te igra
srediSnju ulogu u upali 1 oSteenju tkiva. Pripisuje mu se 1 vazna uloga u inzulinskoj
rezistenciji vezanoj uz pretilost 78) te patogenezi koronarne sréane bolesti (79). Razina IL-6 u
bolesnika sa Se¢ernom bolesc¢u tipa II je poviSena (78 ). IL-6 u odredenim uvjetima iskazuje 1
protuupalnu aktivnost; misi¢i tijekom aktivnosti sintetiziraju i otpuStaju IL-6, koji poboljSava
uc¢inak inzulina odmah tijekom ranog oporavka nakon tjelesne aktivnosti (79). Lucenje

miokina IL-6 proporcionalno je s mi§icnom masom 1 duljinom vjezbanja (80).

CRP je reaktant akutne faze upale, proizvodi se pretezito u jetri, a njegovu sintezu potice IL-
6. Korelira s inzulinskom rezistencijom (18). Bolesnici s visokim koncentracijama CRP su
skloniji razvoju koronarne sr¢ane bolesti (81), SeCerne boleti tipa II 1 zlo¢udnih tumora, kao
Sto je karcinom debelog crijeva (81). Njegova razina povezana je s koli¢inom visceralnog
masnog tkiva i ostalim pokazateljima metabolickog sindroma, smatra se da djeluje 1 kao
izravni patogeni ¢imbenik. CRP iskazuje multiple u¢inke; vezanje komplementa, povecanje
ekspresije adehezivnih molekula i smanjenu ekspresiju sintaze endotelnog dusikova oksida,

stimulira ekspresiju inhibitora aktivatora plazminogena i inducira oksidativni stres (82).
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Adiponektin je vazan autokrini/parakrini ¢imbenik koji modulira diferencijaciju preadipocita
u zrele adipocite. Kao endokrini ¢imbenik djeluje u metabolizmu cijelog tijela preko uc¢inaka
na ciljne organe — povecéava inzulinsku osjetljivost, smanjuje koli¢inu visceralnog masnog
tkiva, snizuje serumske trigliceride i povisuje HDL-kolesterol. Svoj ucinak ostvaruje
mijenjajuc¢i razine i aktivnost klju¢nih enzima (lipoproteinske lipaze i jetrene lipaze)
odgovornih za katabolizam lipoproteina bogatih trigliceridima i HDL. Na taj nacin utjece na
aterosklerozu utjecu¢i na ravnotezu aterogenih i antiaterogenih lipoproteina u serumu i
moduliraju¢i stani¢ne procese koji su upleteni u stvaranje pjenastih stanica (83). Razina
adiponektina u krvi niza je u pretilih osoba u odnosu na mrSave. Proupalni ¢imbenici, kao
S§to su TNF i IL-6 smanjuju produkciju adiponektina (83,84). Smatra se da hormoni §titnjace
mogu utjecati na proizvodnju adiponektina, u bolesnika s hipotireozom su ustanovljene vise
vrijednosti adiponektina (85). Razina adiponektina u serumu raste u bolesnika s renalnom

insuficijencijom (86).

Interleukini-1 o i B (IL-1a i IL-1B) su proupalni citokini koji se vezu za receptore za IL-1,

povecavaju upalu i1 inzulinsku rezistenciju (64).

Interleukin-10 ( IL-10) je protuupalni ¢imbenik koji se stvara u imunosnim stanicama koje se

nalaze u masnom tkivu, njegovo djelovanje poboljSava ucinak inzulina u adipocitima (64).

Leptin je hormon koji srediSnje regulira tjelesnu masu, a povezuje prehrambeni status s
neuroendokrinom i imunom funkcijom. Stvara se ponajviSe u masnom tkivu, njegova
cirkulirajuca koli¢ina proporcionalna je s koli¢inom masnog tkiva, ulazak leptina u sredisnji
ziv€ani sustav proprocionalnan je koncentraciji leptina u serumu. U hipotalamusu djeluje kao
¢imbenik sitosti, uzrokuju¢i smanjenje unosa hrane i povecanje potroSnje energije, sudjelujuci
tako u regulaciji unosa hrane, tjelesne mase i koli¢ine masnoga tkiva. Razina leptina
pozitivno korelira s razinom inzulina, a negativnho s razinom glukokortikoda. Akutna
infekcija, sepsa i Sirok spektar upalnih posrednika povisuju sintezu leptina, medutim, kroni¢na
stimulacija s proupalnim citokinima uzrokuje njegovu supresiju. Leptin je takoder ukljucen u
proliferaciju T 4 Ilimfocita, lucenje citokina, reprodukciju, angiogenezu, regulaciju

hipotalamo-pituitarno-adrenalne osi 1 sintezu glukokortikoida (64,84).

Rezistin je proupalni citokin, koji luCe stanice masnoga tkiva i imune stanice, a osim

proupalnog djelovanja, pripisuje mu se i u¢inak na inzulinsku rezistenciju (64,84).
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Visfatin je adipokin, koji luce adipociti visceralog masnog tkiva i koji smanjuje inzulinsku
rezistenciju. Nekompetitivno se veze na inzulinski receptor, Sto rezultira snizenjem
koncentracije glukoze u krvi (63), a djelovanjem na drugi receptor, odnosno receptore

iskazuje proupalno djelovanje (64).

Angiotenzin se stvara u jetri i visceralnom masnom tkivu, iskazuje proupalno i prooksidativno
djelovanje, poti¢e oslobadanje proaterogenih adipocitokina, interleukina-6 i inhibitora-1
aktivatora plazminogena (87). Djelovanjem na supstrat inzulinskog receptora povecava

inzulinsku rezistenciju (88), a aktivacijom oksidaze NADPH povecava oksidativni stres (89).
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1.2. Oksidativni stres

1.2.1. Molekularni Kisik i oksidativna fosforilacija

Svi aerobni organizmi za Zivot trebaju kisik. Molekularni kisik je idealan krajnji primatelj
elektrona zato Sto je jak oksidirajuci agens. Kisik 1 pri normalnim koncentracijama, zbog
oksidativnih reakcija moze dovesti do oStec¢enja stanica. Godine 1954. Gerschman i sur. su
pokazali da je oSteCenje stanica uzrokovano nastajanjem reaktivnih kisikovih spojeva (engl.
reactive oxygen species, kratica ROS) (90). Tijekom redukcije kisika nastaju potencijalno
Stetne medutvari (engl. intermediates). Mitohondriji generiraju stani¢nu energiju kroz ciklus
limunske kiseline i1 pridruzeni elektronski transportni lanac na unutarnjoj strani mitohondrija.
Reducirajuci ekvivalenti (nikotin adenin dinukleotid - NADH i flavin adenin dinukleotid -
FADH?2) nastaju uz ciklus limunske kiseline, a reoksidiraju se preko elektronskog
transportnog lanca 1 povezanu translokaciju protona kroz mitohondrijsku unutarnju
membranu, stvaraju¢i transmembranski elektrokemijski gradijent. Navedeni gradijent
osigurava elektrokemijski potencijal, koji omogucuje protok protona kroz kompleks adenozin
trifosfat (ATP) sintaze, koji je potreban za sintezu adenozin trifosfata (ATP) iz adenozin

difosfata (ADP) i fosfata (P) (91).

1.2.2. Reaktivni kisikovi i duSikovi spojevi

Reaktivni kisikovi spojevi (engl. reactive oxygen species, ROS) nastaju jednovalentnom
redukcijom O, (92). Reaktivni duSikovi spojevi (engl. reactive nitrogen species, kratica RNS)
nastaju zajedno s ROS-ima, neki autori ih navode zajedno kao ROS/RNS (17).

U skupinu ROS-a ubrajaju se slobodni radikali kisika i reaktivni kisikovi spojevi koji nisu
radikali (engl. non-radical ROS). (93). Slobodni radikali su atomi ili molekule koje sadrze
jedan ili viSe nesparenih elektrona. Primjer takvih radikala su hidroksi radikal (HO") i
superoksidni anion (O;). Da bi formirali stabilne elektronske parove oni pokrecu lancane
reakcije kojima daju ili oduzimaju elektrone drugim molekulama S§to ih ¢ini visoko
reaktivnima (92). U reaktivne kisikove spojevi koji nisu radikali ubrajamo: hidrogen
(vodikov) peroksid (H,0,), hidroksilni anion (OH"), kisik (O,) i hipoklornu kiselinu (HOCI)
(93).
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1.2.3. Mjesta i mehanizmi stvaranja reaktivnih spojeva

1.2.3.1. Mitohondriji

Glavno mjesto stvaranja slobodnih radikala u stanici je unutarnja membrana mitohondrija,
gdje se odvija prijenos elektrona s NADPH i FADH; na O, preko niza reduciranih nosaca u
respiracijskom lancu. Potpunom redukcijom O; s Cetiri elektrona nastaju dvije molekule vode
koje su bezopasni produkt te reakcije. Postupnom redukcijom O, i pojedina¢nim prijenosom
elektrona nastaju slobodni radikali (91). U veéini reakcija dolazi do potpune redukcije
kisika, tako da nastaje voda. U otprilike 0,2-2% elektrona koji prolaze transportnim lancem
kisik se prerano 1 nepotpuno reducira te nastaje superoksidni radikal (O,¢) (17,91).
Superoksid, koji nastaje u unutarnjem matriksu mitohondrija ne moZe lako prije¢i kroz
vanjsku mitohondrijsku membranu u citosol, tako da u matriksu djelovanjem enzima mangan-
superoksid-dismutaze (Mn-SOD), a u intermembranskom prostoru djelovanjem enzima bakar-
cink-superoksid dismutaze (CuZn-SOD) nastaje nastaje vodikov peroksid (H»O,), koji

znacajno doprinosi oksidativnom o$tecenju (94).
20, +2H" — H,0,+0;

Konacna detoksikacija H,O, u H>O odvija se djelovanjem glutation peroksidaze, $to
predstavlja glavni mehanizam eliminacije u mitohondrijima (pri niZim koncentracijama
H,0,) ili katalaze (pri viSim koncentracijama H,0,), koja se nalazi pretezito u peroksisomima
(94).

2H,0, ———» 2H,0+ O,

Osim §to moZe biti detoksificiran u u mitohondrijima, vodikov peroksid moze difundirati
preko mitohondrijske membrane u citoplazmu (94). Umyjesto dismutacije u vodikov peroksid
1 kisik, superoksid (i u prisutnosti SOD), moZe reagirati s dusikovim monoksidom (NO), tako
da nastaje peroksinitrit, koji je snazan oksidans (17). Vodikov peroksid, Fentonovom ili
Haber-Weissovom reakcijom s prijelaznim metalima moZe generirati nastanak hidroksilnih

radikala (95), §to dovodi do daljnjih lan¢anih oksidativnih reakcija (17, 94).

Fe* + H,0, — Fe** OH- + OH™ (Fentonova reakcija)
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Fe* +02¢——Fe** +02 (Haber-Weissova reakcija, prvi dio je redukcija
Fe®, potom slijedi Fentonova reakcija), konadan rezultat je

02— +H202—02 + -OH+OH—-

Nastali hidroksilni radikali su visokoreaktivni spojevi, kratka vijeka i znacajno doprinose

lokalnom ostecenju stani¢nih struktura (94).

1.2.3.2. Nikotin adenin dinukleotid fosfat oksidaza

Ranije se mislilo da je svrha NADPH oksidaze (engl. NADPH oxidase, kratica NOX)
isklju¢ivo stvaranje ROS-a u svrhu ubijanja patogenih organizama. Kasnije se ustanovilo da
postoje homolozi fagocitne NOX, koji vrSe i druge funkcije, kao §to su posttranslacijsko
procesiranje proteina, prijenos stani¢nih signala, regulacija genske ekspresije 1 diferencijacije
stanice (96) te regulacija vaskularnog tonusa (89). Najjaci stimulator oksidaze NADPH je
angiotenzin II (17,89), medu drugim vaZnim stimulatorima navode se ¢imbenik nekroze
tumora (engl. tumor necrosis factor, kratica TNF) 1 stres endoplazmatske mreZice (17) te

akumulirani lipidi u stanicama (18).

1.2.3.3. Mijeloperoksidaza

Mijeloperoksidaza, hem protein, koji luce fagociti katalizira reakciju vodikova peroksida 1
kloridnog aniona, a kao rezultat reakcije nastaje hipoklorna kiselina, koja dalje reagira sa
superoksidom, s posljedi€énim nastankom hidroksilnog radikala (97). Takoder, oksidira tirozin
u tirozilne radikale, rabe¢i vodikov peroksid kao oksidirajuci agens (98). Hipoklorna kiselina i
tirozilni radikali su citotoksi¢ne tvari, a fagociti ih rabe radi ubijanja bakterija i drugih

patogena (99).
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1.2.3.4. Ksantin oksidoreduktaza

Sustav enzima oksidoreduktaze ksantina (XOD) katalizira nastanak ksantina iz hipoksantina i
mokraéne kiseline iz ksantina. U sisavaca postoje dva oblika: ksantin dehidrogenaza i ksantin
oksidaza. Ksantin dehidrogenaza katalizira reakciju nastanka mokraéne kiseline uz NAD" i

vodu kao supstrate.

ksantin + NAD" + H-O =mokraéna kiselina + NADH + H*

Ksantin dehidrogenaza ima veci afinitet za NAD+ u odnosu na kisik, tako da je rezultat
njezina djelovanja nije vodikov peroksid, nego NADH. Takav slijed dogadaja odvija se u
nazocnosti velike koli¢ine NAD+. Medutim, kada je NAD+ konvertiran u NADH, ksantin
dehidrogenaza ¢e djelovati kao NADH oksidaza, prenosit ¢e elektrone s NADH na FAD, s
posljedi¢nim nastankom superoksida. Navedeni u€inak ksantin dehidrogenaze je znacajan 1
iznosi 40% aktivnosti navedenoga enzima vezane uz metabolizam ksantina (100). Ksantin
dehidrogenaza moze reverzibilno ili ireverzibilno biti konvertirana u ksantin oksidazu, ¢iji su
supstrati ksantin, voda 1 molekularni kisik, a kao proizvod njezine reakcije nastaju mokra¢na

kiselina, vodikov peroksid 1 vodikov superoksid ( 100,101).

Hipoksija, interleukin-1, interleukin-6, TNF, lipopolisaharidi 1 steroidi povecavaju
transkripcijsku aktivnost gena ksantin oksidoreduktaze (100). Aktivnost ksantin oksidaze je
poviSena u uvjetima hipoksije, kao Sto je ishemija udova, veci kirurSki zahvat, koronarna
sr¢ana bolest 1 popustanje srca (101). Fruktoza, Cije se povecano uzimanje povezuje s
nastankom masne jetre (11). U koronarnim arterijama bolesnika s ishemijskom sréanom

boles¢u, nadena je povecana aktivnost ksantin oksidaze (97).

1.2.3.5. Sintaze duSikova oksida

Sintaze dusikova oksida (engl. nitric oxide synthases, kratica NOSs), su enzimi koji
u fizioloskim uvjetima prenose elektrone sa supstrata L-arginina, rezultat reakcije su L-
citrulin 1 dusikov monoksid (NO), koji je posrednik vazodilatacije krvnih zila. Kao kofaktor u

navedenoj reakciji sluzi 5,6,7,8 tetrahidrobiopterin (BH,4). Ukoliko nema dostatne koliCine
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BH, ili L-arginina, umjesto dusikova oksida stvarat ¢e se superoksid. Superoksid reakcijom s
dusikovim oksidom stvara peroksinitrit, koji oksidira BH4, §to dodatno smanjuje njegovu
raspolozivost za sintezu dusSikova oksida (97). Razlikujemo konstitutivne oblike sintaza NO,
kao $to su endotelna i neuronalna NOS te inducibilne oblike, koji se nalaze u upalnim
stanicama, ali i u adipocitima te miSi¢nim stanicama. Njihovu aktivnost poticu razliite
proupalne tvari, a aktivnost NOS je posredovana aktivacijom aktivatorskog proteina-1,
posredstvom proteinskih kinaza, kao §to su MAPK (engl mitogen activated protein kinase)

17).

1.2.3.6. Endoplazmatska mreZica

Endoplazmatska mrezica je vazan izvor ROS-a. U hrapavoj endoplazmatskoj mrezici, izmedu
ostalih posttranslacijskih modifikacija tijekom sinteze proteina, odvija se proces, “savijanja”
proteina (engl. protein folding). Tijekom tog procesa uz stvaranje disulfidnih veza proteini
poprimaju tercijarnu i kvartarnu strukturu, koja ¢e omoguciti njthovu normalnu funkciju. U
tom procesu sudjeluju oksidoreduktaze endoplazmatske mreZice, ¢ijim djelovanjem nastaju
reaktivni kisikovi spojevi. Procjenjuje se da kona¢na sinteza proteina u njoj doprinosi 25%

ukupnog stvaranja ROS-a u stanici (17).

1.2.3.7. Ostali izvori ROS-a u stanici

Lipooksigenaze (95) i citokrom P 450, koji je vazan izvor ROS-a, povezan s nealkoholnom
bolesc¢u jetre (102) su takoder vazni izvori ROS-a. Peroksisomi su, uslijed oksidativnih

procesa, koji se u njima odvijaju takoder znacajno mjesto sinteze ROS-a (103).
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1.2.4. Funkcijski u€inci reaktivnih spojeva

ROS-i i RNS-i imaju vaznu ulogu u fizioloSkim i patoloskim zbivanjima u stanicama,
sudjeluju u indukciji ili inhibiciji razlicitih signalnih puteva (djelovanjem na proteinske
kinaze, fosfataze, proteaze, transkripcijske faktore), genskoj ekspresiji indukciji ili inhibiciji
proliferacije stanice te u proces stani¢ne smrti (17,97,103), vaskularnom tonusu (17, 99).
Imuni sustav rabi smrtonosne ucinke oksidansa proizvode¢i ROS kao sredi$nji dio svoga

mehanizma za ubijanje patogena: s aktiviranim fagocitima proizvodeci i ROS 1 RNS (99).

1.2.5. Mehanizmi zaStite od Stetnih ucinaka reaktivnih spojeva

Radi zastite od toksi¢nih ucinaka ROS-a i RNS-a, stanice su razvile slozen zastitni sustav
koji obuhvaca brojne enzimske i neenzimske mehanizme. Prvu linijju ¢ine preventivni
antioksidansi, koji spre¢avaju inicijaciju lancane reakcije reaktivnih spojeva tako da izravno
uklanjaju reaktivne spojeve ili djeluju na nain da sprecavaju reakciju metalnih iona s
peroksidima i tako zaustavljaju stvaranje hidroksilnih radikala (17). U tu skupinu spadaju
proteini, kao Sto su ceruloplazmin, albumin, transferin, haptoglobin, hemopeksin, mioglobin,
mioglobin, feritin. Prva tri spomenuta proteina sekvestriraju Zeljezne i1 bakrene ione,

sprecavajuci reakcije u kojima nastaje hidroksilni radikal (104).

Drugu liniju obrane predstavljaju antioksidansi koji uklanjaju ili prekidaju lanac reakcija
slobodnih radikala. U prvoj su skupini enzimi peroksidaza, glutation reduktaza, superoksid
dismutaza i katalaza. Drugoj skupini pripadaju neenzimski antioksidansi kao §to su glutation,
vitamin C, vitamin E, razni flavonoidi 1 karotenoidi. Oni djeluju tako da se vezu sa slobodnim
radikalima i na taj naCin sprecavaju oSteCenje stanica (103). Glutation smatraju najvaznijim i
najjacim antioksidansom u tijelu, a djeluje putem vise mehanizama: kofaktor je glutation
peroksidaze i glutation transferaze, izravno ¢isti hidroksilne radikale 1 ,,singlet kisik (engl.
singlet oxygen), reducira oksidirani vitamin C i vitamin E. U stani¢noj jezgri sudjeluje u
popravku DNA (105). I cestice HDL-kolesterola iskazuju antioksidativna, protuupalna i
antiaterogena svojstva (106).

Tercijarnu obranu koja popravlja ili uklanja tkivo oSte¢eno oksidativnim stresom Cine razli¢iti
enzimski sustavi koji uklanjaju ili popravljaju DNA 1 proteine koji su oste¢eni ROS-ima.

Proteine popravljaju disulfidne reduktaze, nepopravljivo osteceni proteini se razgraduju, a
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nadomjes¢uju ih novosintetizirani. Lipidna oSteCenja popravljaju enzimi kao Sto su
fosfolipaza A2, glutation peroksidaze, glutation transferaza i drugi (107). Postoji viSe oblika
popravka DNA. Oksidirana oste¢enja baza DNA odstranjuju se dvama osnovnim tipovima
aktivnosti: popravak ekscizijom baze (engl. base excision repair kratica BER), koja
odstranjuje pojedinacna oSte¢enja djelovanjem glikozilaza, koje prepoznaju i odstranjuju
ostecene baze, a polimeraze ulazu (engl. attach) novu bazu. Ligaze spajaju novoulozene baze
sa susjednim bazama na DNA. Drugi, kompleksniji mehanizam je odstranjivanje oStecenja
nukleotida, koji popravlja osStecenja koja broje vise od jedne baze (engl. nucleotide excision
repair NER) (108, 109). Dvostruke lomove lanaca DNA popravlja DNA ligaza, mehanizmom
nehomogenog spajanja krajeva (engl. non-homogenous end-joining, kratica NHEJ) i
mehanizmom homologne rekombinacije (109). Kada stanica pretrpi previse ostecenja, dolazi

do apoptoze ili nekroze stanice (110).

1.2.6. Oksidativni stres

Kada stvaranje i ucinak reaktivnih kisikovih i1 duSikovih spojeva nadvlada obrambene
mehanizme organizma nastaje oksidativni stres, koji na razliite na¢ine moZe poremetiti
metabolizam 1 oStetiti bioloSki vazne molekule. Rezultat oksidativnog oStecenja stani¢nih
struktura oc€ituje se u povecanoj lipoperoksidaciji (LPO), denaturaciji enzima i mutagenom
oSte¢enju nukleinskih kiselina (103). Ovo stani¢no oSte¢enje moZe doprinositi razvoju bolesti

i smatra se jednim od uzroka starenja (111).

Reaktivni kisikovi i dusikovi spojevi mogu biti endogeni, koji nastaju tijekom metabolickih 1
drugih biokemijskih reakcija i egzogeni, koji nastaju utjecajem ultraljubicastoga zracenja,

duhanskog dima, azbesta i drugih karcinogenih tvari (112).
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1.2.7. Stani¢na oSte¢enja izazvana reaktivnim spojevima

1.2.7.1. Oksidativno oStecenje lipida

Slobodni radikali (osobito OH') jako su reaktivni i mogu ostetiti stanicne membrane
poticanjem sloZene lanCane reakcije oksidacije ili razgradnje viSestruko nezasi¢enih masnih
kiselina koje su osobito osjetljive na oksidativha oSte¢enja. Oksidacija zapocinje tako da
slobodni radikal (najcescée hidroksilni ili peroksinitritni) oduzima atom vodika s a-metilenskog
atoma ugljika viSestruko nezasi¢ene masne kiseline pri ¢emu nastaje alkilni odnosno lipidni
radikal, koji tezi stabilizaciji reorganizacijom molekule, s rezultiraju¢im nastajanjem diena, koji
brzo reagiraju s kisikom. Slijedi nastanak hidroperoksilnog radikala, koji moze Siriti lanac
oksidacije uzimanjem elektrona s druge polinezasi¢ene masne kiseline, stvarajuci drugi lipidni
slobodni radikal 1 molekulu lipidnog hidroperoksida. Reakcija se nastavlja sve dok se lanac ne
dokonca, bilo kombinacijom dvaju radikala koji formiraju neradikalni produkt ili dovrSenja
propagacije u prisutnosti vodika ili donora elektrona. Terminacija se moze dogoditi i kao
rezultat oduzimanja vodika od vitamina E ili drugoga lipidnog antioksidansa. Vitamin E se
naziva naziva 1 ,,antioksidansom koji prekida lanac* (engl. chain-breaking antioksidant) jer
donira atom vodika lipidnom radikalu). Lipidna peroksidacija moze biti inhibirana i redukcijom
lipidnih peroksida u odgovarajuce alkohole, djelovanjem enzima iz skupine selenoperoksidaza,
kao §to je glutation peroksidaza. Sto je veéi stupanj nezasiéenosti masne kiseline, to je ona
podloznija oksidativnom oStecenju. Ukoliko taj pocetni korak peroksidacije nije kontroliran
sustavom antioksidacijske obrane, moze zapoceti lancana reakcija koja dovodi do oStecenja
okolnih molekula, a na kraju i smrti stanice (113-115).

Pri raspadu LPO u bioloSkim sustavima nastaje Citav niz sekundarnih produkata. U prvom
redu je to Citav niz aldehida kao Sto su npr. malondialdehid (MDA) 1 4-hidroksinonenal (4-
HNE). Reaktivni aldehidi nisu ROS-i, oni se nazivaju drugim glasnicima, jer i na mjestima
udaljenima od njihova nastanka ostvaruju znacajne bioloske uc¢inke zbog snaznog reagiranja s
makromolekulama, kao $to su nukleinske kiseline i bjelancevine. Malondialdehid (MDA) je
visokoreaktivan aldehid koji pokazuje afinitet prema deoksigvanozinu, deoksiadenozinu i
deoksicitidinu, stvaraju¢i kovalentne spojeve s DNA (engl. DNA adducts) (116). 4-HNE
ostecuje proteine, Sto u mnogim slucajevima rezultira oSte¢enjem njihove funkcije. Njegov

Stetan ucinak povezuje se s razvojem dijabetesa, ateroskleroze i Alzheimerove bolesti (114).
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Oksidacijom fosfolipida nastaju izoprostani, od kojih se kao vrlo znaCajan opisuje 8-
izoprostan PGF,, (8-iso PGF,,), ¢ija je razina povisena u oksidativnom stresu i za nj se smatra
da djeluje kao posrednicki ¢imbenik u raznim bolestima vezanim uz oksidativni stres (113).
Lipoproteini niske gustoce (engl. low density lipopoproteins, kratica LDL) su takoder
podlozni oksidaciji, posebno su peroksidaciji podlozne nezasi¢ene masnoce u sastavu LDL.
Oksidirani LDL je jace aterogen u odnosu na neoksidirani (113). Lipidna peroksidacija se

povezuje s razvojem ateroskleroze (113, 117) i malignih bolesti (113).

1.2.7.2. Oksidativno oSte¢enje proteina

Ne-kovalentne veze trodimenzionalne strukture proteina su slabe i zato podlozne
oksidacijskom stresu. I male promjene u trodimenzionalnoj strukturi proteinske molekule 1/ili
jednoj aminokiselini mogu dovesti do znacajnih promjena u funkciji proteina (118).
Oksidacijskim oSte¢enjem moze se modificirati aminokiselina na odredenom mjestu u
proteinskom lancu, moze do¢i do cijepanja peptidnog lanca i povecanja osjetljivosti na
proteoliti¢ke enzime (119). Karbonilne skupine nastaju izravnom oksidacijom postrani¢nih
lanaca bjelancevina, posebice aminokiselinskih ostataka prolina, arginina, lizina i tirozina.
Osim toga, karbonilne skupine mogu biti spojene s proteinima sekundarnom reakcijom
aldehida (MDA, HNE-4, i akrolein) s nukleofilnim postrani¢nim lancima (120).

Razina produkata oksidacije proteina, kao §to su 3-nitrotirozin i karbonilne skupine su
poviSene u mnogih bolesti koje se povezuju s oksidativnim stresom, kao $to su Alzeimerova

bolest, dijabetes tipa II, amiotrofi¢na lateralna skleroza, Crohnova bolest i dr. (120).

1.2.7.3. Oksidativno oSte¢enje DNA

Stani¢ni genom je stalno izlozen egzogenim oSteCenjima i reaktivnim kisikovim spojevima
koji se stvaraju tijekom metabolizma. DNA je osjetljivija na oksidacijski stres od drugih
makromolekula. Zbog toga su razvijeni zaStitni mehanizmi; histoni i ostale kromatinske
strukture smanjuju izlozenost DNA utjecaju reaktivnih spojeva (121,122). U stanici postoje
enzimski i1 neenzimski sustavi antioksidativne obrane, a nastala oSteCenja DNA stalno se

popravljaju nizom mehanizama. Nepoporavljena ostecenja DNA mogu rezultirati mutacijama
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kao Sto su supstitucija baza, delecija 1 modifikacija lanca, Sto vodi nastanku zlo¢udne
preobrazbe — karcinogeneze (108,116,123).

ROS-i razli¢itim mehanizmima uzrokuju oste¢enja DNA: induciraju oSteCenja na bazama i
Secerima, uzrokuju jednostruke i dvostruke lomove lanaca, stvaraju abazi¢ne regije i poprecne
spojeve izmedu DNA 1 proteina (108,123). Kisikovi radikali mogu izravno izazivati oSte¢enja
na DNA, a neizravno mogu oksidirati proteinske ili lipidne molekule, koji generiraju
posrednike koji reagiraju s DNA, stvarajuci kovalentne sveze (engl. adducts). Jedan od
mehanizama neizravnog ostecenja je djelovanje lipidnih peroksida nastalih djelovanjem
slobodnih radikala tijekom oksidativnog stresa. Oni ulaze u jezgru gdje stupaju u reakciju s

Fe” ionima pri ¢emu nastaje alkoksilni radikal koji napada DNA (124).

Reaktivni spojevi mogu ostetiti membrane u stanicama, ¢emu slijedi poviSenje koncentracije
kalcijevih iona koji ulaze u jezgru, gdje mogu aktivirati nukleaze, koje onda uzrokuju lomove
DNA lanaca (125). Ostec¢enju DNA doprinosi i oStecenje enzima koji se nalaze u kromatinu,

kao Sto su enzimi zaduzeni za sintezu i popravak DNA (126).

Najznacajnji  produkt oSteCenja DNA je 8-okso-2-deoksigvanozin (engl. §8-oxo-2-
deoxyguanosine, kratica 8-oxodG), €ija je razina poviSena u ostarjelim organizmima i
stanicama, a povezuje se s brojnim patoloskim stanjima, kao $to su neurodegenerativne
bolesti, sréane bolesti i karcinogeneza (122). Najvazniji slobodni radikal koji uzrokuje
oste¢enje DNA je hidroksilni radikal, koji moze nastati razli¢itim mehanizmima, od kojih se
kao posebno znac¢ajan navodi Fentonova reakcija vodikova peroksida (koji difundira u jezgru)
i iona metala. Hidroksilni radikal oSte¢uje DNA lance, uzrokuju¢i nastanak razlicitih
oksidativnih produkata. Reakcijom hidroksilnog radikala s gvaninom nastaje 8-
hidroksigvanin (engl. 8- hydroxyguanine, kratica 8-OHGua), odnosno njegov nukleozidni
oblik 8-hidroksi-2-deoksigvanozin. Keto-enolnom tautomerizacijom nastaje njegov oksidirani
oblik 8-okso-7,8-dihidro-2 deoksigvanozin (engl. 8-oxo-7,8-dihydro-2-deoxyguanosine,
kratica 8-OHdG). U znanstvenoj litaraturi 8-oxodG i1 8-OHdAG oznacavaju isti spoj.
Ostecenje je promutageno i smatra se moguc¢im biomarkerom karcinogeneze (112). 8-oxodG
pokazuje sklonost spajanju s adenozinom, S§to uzrokuje transverzijsku mutaciju (engl.
transversion mutation) koja oznauje transverziju purinsko/pirimidinskog para baza u
pirimidinsko/purinski par. Navedena mutacija opazena je u mutiranim onkogenima i tumor-

supresorskim genima, kao $to je gen proteina za supresiju tumora p53 (116). Odredivanje 8-
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OHdG moze biti kvantitativno 1 izvodi se u uzorcima urina, organa i leukocitnoj DNA, kao

biomarker oksidativnog stresa, starenja i karcinogeneze (112).

Iako i druge nukleobaze DNA reagiraju na sli¢an nacin s hidroksilnim radikalom, 8-oxodG je
najceS¢e osteCenje DNA, jer relativno lako nastaje, Sto se tumaci njegovim najniZzim
ionizacijskim potencijalom (127). Hidroksiadenin (8-OH-Ade) nastaje rjede od 8-OhdG i
smatra se manje mutagenim od 8-OHdG (108).

Neki RNS-i, kao $to je peroksinitrit stvaraju 8-nitrogvanin (8-NG), koji se brzo odvaja od
DNA, stvaraju¢i potencijalno mutagena apurinicna mjesta. RNS-ima se pripisuje veliko

znacenje u ostecenju DNA tijekom infekcije bakterijom Helicobacter pylori (128).

Malondialdehid (MDA) stvara kovalentne sveze (engl. adducts) s bazama DNA
(deoksiadenozinom, deoksigvanozinom 1 deoksicitozinom). Kao posljedica stvaranja
kovalentnih veza nastaju supstitucije parova baza. Najbolje je proucen kovalentni spoj izmedu
MDA 1 deoksigvanozina — MG, koji inducira transverznu (purinsko/pirimidinskog para u
pirimidinsko purinski) i tranzicijsku zamjenu (purinsko/pirimidinski u purinsko/pirimidnski)

parova baza (116).

Kovalentni spojevi s DNA posebice naruSavaju zavojit oblik molekule DNA vodeci
mogucénosti nastanka poremecaja translacije sekvencije DNA. Kada se DNA replicira, baza s
perzistiraju¢im nepopravljenim kovalentnim spojem mozZe biti pogreSno procitana, uzrokujuci
mutaciju u kritiénim genima, kao §to su onkogeni 1 tumorski supresorski geni. (123).

ROS-i i RNS-i mogu ostetiti prekursore u sintezi DNA, tako da se 1 oksidirani nukleotidi
mogu ugradivati u DNA. 8-oksogvanin iz oksidiranih nukleotida odstranjuje enzim 8-okso-
dGTP pirofosfohidrolaza (engl. 8-oxo-dGTP pyrophosphohydrolase) (122).

Telomere su krajnji segmenti eukariotskih kromosoma, karakterizirani ponavljajué¢im
sekvencijama DNA (TTAGGG, T — timin, A-adenin, G-gvanin) koje Stite kromosom od
pregradnje i razgradnje. Broj telomernih ponavljaju¢ih sekvencija i duljina telomera smanjuju
se svakom stani¢nom diobom, a s godinama skracuje se njihova duljina (115,129).
Skrac¢ivanje telomera uzrokuju i oksidativni stres te pogreSke u replikaciji kromosoma,
odnosno telomera (129). Telomere su posebno osjetljive na oksidativno oSte€enje, jer sadrze
velik udio gvanina (130). Kriti¢no skracivanje telomera predisponira stanice za senescenciju i

apoptozu putem aktivacije p53. Rijetke (mutantne) stanice, u kojima se ne aktivira adekvatan
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odgovor na osSte¢enje DNA (npr. zbog poremecaja funkcije p53) nastavljaju se dijeliti unatoc
disfunkcijskim telomerama, uzrokujuéi nestabilnost genoma (129). Modifikacije baza DNA
ukljucujuéi transverzije G u T (gvanina u timin) pokazale su se kao najces¢e mutacije u p53
supresorskom genu (123).

Oste¢enje DNA kroz dulje vrijeme vodi nastanku ozbiljnih poremecaja kao Sto su ometanje
provodenja signala, arest ili indukcija transkripicije, pogreske u replikaciji i genomska

nestabilnost, $to sve vodi nastanku zlo¢udnih bolesti (112).

1.2.7.4. Mutacije genoma

Nepopravljena oStecenja DNA rezultiraju mutacijama, a mutacije gena proteina koji
suprimiraju tumore koji sudjeluju u aptoptozi, kao sto su p53, p19, ARF, Rb, PTEN, TRAIL,
CD 95/fas mogu dovesti do prezivljavanja maligno promijenjenih stanica. Mutacijom mogu
biti aktivirani brojni onkogeni, od kojih se kao najvazniji navode Bcl-2, MDM2 IAPs, NF-
kB, Akt, PI3K). Mutacije u genima koji reguliraju apoptoti¢ne puteve prijenosa su ceste u
vecini malignih bolesti (123,131), a mutacija gena za p53 je najces¢a u zlo¢udnim tumorima
ljudi (123). Mutacija u Ras genu nadena je u gotovo Cetvrtini svih tumora. Zamjena gvanina s
8-oksogvaninom u kodonu 61 Ras gena uzrokuje mutirani Ras protein, ¢ija aktivacija
uzrokuje hiperaktivaciju mitogenog ERK (kratica od engl. extracellular signal-regulated

kinase) puta (122).

1.2.8. Stani¢na senescencija i adaptivni odgovor na oSteenje DNA

Kada proizvodnja i u¢inak ROS-a nadvladaju obrambene mehanizme i mehanizme popravka
DNA, u stanicama koje se dijele dolazi do aktivacije odgovora DNA na oStecenje (engl. DNA
damage response, kratica DDR), kojemu je svrha sprijeciti daljnju diobu stanice i njezinu
zlo¢udnu preobrazbu (110,132).

Kao odgovor na stani¢ne stresove koji dovode do oSte¢enja DNA, aktivira se protein p53 koji,
ovisno o jacini osteCenja DNA, aktivacijom razli¢itih ciljnih gena, ¢ija je uloga sprecavanje

daljnjega pogorSanja oSte¢enja DNA 1 zaStita od zlo¢udne promjene, dovodi stanice u stanje
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ostarjelosti ili senescencije (engl. senescence) ili posreduje stanicnu apoptozu (110). Smatra
se da vrlo visoka doza ROS-a inducira smrt stanica, umjerena inducira sensecenciju, dok su
niske doze bez ucinka ili su ¢ak mitogene (110, 133). Aktivacija p 53 proteina moze voditi i
privremenom zastoju u stani¢noj diobi, koji traje dok se oStecenje ne popravi (132).

Stani¢na senescencija (engl. cellular senescence) je posljedica kompleksnog genskog izrazaja
koji stanice koje proliferiraju dovodi do permanentnog aresta stani¢nog ciklusa u G1 fazi, a
nastaje kao odgovor na stres koji ih dovodi u rizik od zlo¢udne promjene. U senescentnim
stanicama povecana je genska ekspresija gena povezanih s upalom (interleukin-1p,
interleukin-6 1 ostalih), takve stanice oslobadaju brojne proupalne citokine, ¢cimbenike rasta i
razgradne proteaze koje ometaju funkciju susjednih stanica koje nisu u stanju senescencije
(110,134). Proizvodnja proupalnih citokina i kemokina je neophodna za indukciju i
odrZavanje senescencije, koja sprecava malignu transformaciju premalignih stanica, a takoder
se smatra da je odgovorna za odstranjivanje tumorskih stanica mehanizmom aktivacije stanica
imunog sustava (135).

Senescentne stanice ostaju zivuce (vijabilne), ali energijski metabolizam (koji je
karakteriziran pove¢anom beta-oksidacijom masnih kiselina uz reduciranu glikolizu i sintezu
masnoc¢a) usmjeren je na spreavanje njihove maligne transformacije. Takoder je inhibirana 1
sinteza proteina. Navedene promjene su povezane s oStecenom funkcijom stanice (110).
Senescencija endotelnih stanica povezana je s brzim pogorSanjem arterijske hipertenzije 1
napredovanjem kardiovaskularnih bolesti (110). U hepatocita je stani¢na senescencijja
povezana s razvojem ciroze jetre (136). Senescencija alveolarnih stanica povezana je s
pluénim emfizemom (137). Postmitoticke stanice kao $to su neuroni, kardiomiociti, stanice
skeletne muskulature 1 adipociti ne podlijezu senescenciji. U njih dolazi do adaptivnog
odgovora na stres kako bi se osigurale vitalne funkcije od vaznosti za cjelokupni organizam; u
stanicama sréanog miSi¢a dolazi do patoloSkog remodeliranja s posljedicnom sréanom
ventrikularnom disfunkcijom 1 sr€anim zatajivanjem, u stanicama skeletnih miSi¢a nastaje
smanjen porast mase 1 povecana degradacija proteina, u perifernom supkutanom adipoznom
tkivu je inhibirana adipogeneza, dok se u visceralnom masnom tkivu nakupljaju masnoce. U
zivéanim stanicama dolazi do pokretanja stani¢nog ciklusa, ¢emu slijedi stani¢na smrt, $to se
povezuje s neurodegenerativnim bolestima (110).

Aktivacija zaStitnih mehanizama od tumora pogoduje pogorSanju kroni¢ne upale, ubrzanom
razvoju bolesti i starenju organizma. Senescencija stanica koje se dijele i adaptivne promjene
u postmitoti¢nim stanicama povezuju se s poremecajem funkcija organa, razvojem kroni¢nih

bolesti i konacno smrti organizma. Prema Erolu, navedene promjene u stanicama mogu
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izazvati sve promjene karakteristicne za metabolicki sindrom, autor ih je nazvao
metabolickom sindromu slicnom boles¢u® (engl. metabolic syndrome-like disease) (110).

Premda starost sama po sebi ne znai bolest, ona predstavlja sklonost obolijevanju od
kroni¢nih bolesti. Sa starenjem nastaju povecanje inzulinske rezistencije, pogorSanje kroni¢ne
upale 1 oksidativnog stresa (138), slabi sposobnost popravka ostecenja DNA (109,139). U

starijoj dobi rastu incidencija obolijevanja i smrtnost od kroni¢nih bolesti (109,140).

1.2.9. Stani¢na apoptoza

Protein koji suprimira tumore p53 posreduje apoptozu izravno aktivirajuéi transkripciju vise
gena koji programiraju stani¢nu smrt. On aktivira gene iz porodice Bcl-2 i Bax, IGF-BP3,
DRS5, Fas i Apaf. Svoje djelovanje u apoptozi iskazuje i supresijom antiapoptoticnih gena kao
Sto su Map4 1 survivin (engl. survivine), izravnim apoptogeni¢nim ucinkom na
mithohondrije, kamo se translocira i interreagira s Bcl-cl 1 Bcl-2 proteinima te indukcijom
permeabilizacije mitohondrija. Smanjen ucinak p53 vodi prezivljavanju stanica s oSte¢enjem

DNA, stvaraju¢i predispoziciju za razvoj tumora (123).

1.3.  Povezanost metabolickog sindroma i oksidativnog stresa

Oksidativni stres sudjeluje u razvoju metabolickog sindroma i njegovih komplikacija, kao §to
su kardiovaskularne bolesti, cerebrovaskularne bolesti, Se¢erna bolest tipa Il i druge (141).

U osoba s metabolickim sindromom poviSena je aktivnost enzimskih sustava koji proizvode
ROS-e, kao sto su NADPH-oksidaza (89), ksantin-oksidaza (100), mijeloperoksidaza (141),
povecana je proizvodnja i u mitohondrijima (91). ROS-1 1 RNS-i djelovanjem na stresom
aktivirane kinaze (engl. stress activated kinases) uzrokuju inzulinsku rezistenciju, a
aktivacijom gena koji kodiraju sintezu proupalnih tvari pogorSavaju kroni¢nu upalu niskog
intenziteta (17,18).

Pokazatelji oksidativnog stresa poviSeni su u osoba s metaboli¢kim sindromom, a takoder je
ustanovljena povezanost pokazatelja masnoga tkiva (44,142) i inzulinske rezistencije (141,

142) s pokazateljima oksidativnog stresa. Pokazatelji oksidacije lipida kao §to su totalni
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peroksidi u plazmi (143) reaktivni aldehidi (144), lipidni peroksidi (143), izoprostani (141,
145), pokazatelji oSteéenja proteina kao Sto su karbonilirani proteini i nitrotirozin (120)
poviseni su u osoba s metabolickim sindromom, do¢im su sniZzene razine antioksidativnih
vitamina C 1 E (142) i sustavni pokazatelji antioksidativne zastite, kao Sto su totalni
antioksidativni kapacitet (141, 143), totalni antioksidativni status (144), razina reduciranog
glutationa (146), odnos reduciranog i oksidiranog glutationa (147,148). Visceralni adipozitet i
steatoza jetre bili su povezani s porastom koncentracije MDA, a inzulinska rezistencija je bila
povezana s koncentracijom oksidiranog LDL-kolesterola i izoprostana (142). Koncentracija
HDL- kolesterola u osoba s metabolickim sindromom je niza, u njih su cestice HDL
,disfunkcionalne®; manje su veli¢ine i slabijih protuupalnih te antioksidativnih moguénosti,
niza je koncentracija podskupine HDL-3, koja iskazuje protuupalna i antioksidativna svojstva
(106). U osoba s metabolickim sindromom, ¢ak i bez poviSene razine triglicerida, HDL3
Cestice u jezgri imaju povecan sadrzaj triglicerida, §to se povezuje s poremecajem njihove
funkcije (149 ).

Prema podacima iz pregledane literature, vec¢ina rezultata istrazivanja povezanosti oSte¢enja
jezgrene DNA (engl. nuclear DNA, kratica nDNA) i1 metabolickog sindroma ukazuje na
njihovu povezanost. IzraZenije oSte¢enje DNA ustanovljeno je u osoba s metabolickim
sindromom (143), koronarnom sr¢anom boleS¢u (150,151). U osoba s dijabetesom tipa II
ustanovljeno je jace opc¢e 1 oksidativno oSte¢enje DNA (152-154). Za razliku od navedenih

rezultata, Seet 1 sur. nisu nasli poveznost metabolickog sindroma i oSte¢enja DNA (155).

Istrazivanja koja su ispitivala pokazatelje oksidativnog oStecenja lipida u inace zdravih ljudi s
karakteristikama metabolickog sindroma imala su suprotne rezultate. Prema nekima,
pokazatelji oksidativnog oSteCenja lipida nisu bili znaajno razli¢iti izmedu ispitanika s
metabolickim sindromom i kontrolne skupine (156), odnosno razlike su bile minimalne (155),
doc¢im su prema drugima bili zna¢ajno poviSeni u ispitanika s metaboli¢kim sindromom (145).
Tomasello 1 sur. nalaze vece ostecenje DNA 1 pokazatelja upale povezano s ve¢om koli¢inom
masnoga tkiva (157), dok Seet i sur. ne nalaze povezanost oSte¢enja DNA s metabolickim

sindromom (155).
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14. Bolesti povezane s metaboli¢ckim sindromom

1.4.1. Arterijska hipertenzija

Patogeneza esencijalne arterijske hipertenzije vrlo je slozena, vise od 50 gena ukljuceno je u
regulaciju krvnog tlaka (97). Reninsko-angiotenzinski sustav (RAS) igra krucijalnu ulogu u
regulaciji krvnog tlaka djeluju¢i na tonus krvnih zila (87). Velika vaznost pridaje se
angiotenzinu II (AT II) u razvoju kako arterijske hipertenzije, tako 1 ateroskleroze (97). AT 1I
stimulira NADPH oksidazu, a vodikov superoksid i1 vodikov peroksid su glavne signalne
molekule u prijenosu angiotenzinskog uc¢inka na glatke misi¢ne stanice stijenke krvnih zila
(89). I samo mehanicko rastezanje krvne zile uzrokuje aktivaciju NADPH oksidaze te
povecava oksidativni stres u njezinoj stijenci (97). Povecana koli¢ina ROS-a smanjuje
koli¢inu raspolozivog duSikova oksida, tako da nastaje toksicni peroksinitrit, koji pak,
dodatno, oksidiraju¢i tetrahidrobiopterin, smanjuje sintezu dusikova oksida (158). Oksidativni
stres 1 endotelna disfunkcija doprinose razvoju ateroskleroze (97,158). Endotelna disfunkcija
je uzrok arterijske hipertenzije 1 djelomi¢no je posredovana oksidativnim stresom (141).
Ravnoteza izmedu oksidansa i1 antioksidansa je vazan ¢imbenik u regulaciji krvog tlaka. ROS-
povezani su s poviSenim krvnim tlakom (17,141). LijeCenje arterijske hipertenzije s
blokatorima AT 1 receptora nije samo snizilo krvni tlak, nego je i1 smanjilo razinu

malondialdehida (MDA) te smanjilo endotelnu disfunkciju (159).

1.4.2. Zatajivanje srca

Oksidativni stres i ROS-i podrijetlom od NADPH oksidaze posebice su vazni u bolesnika sa
zatajivanjem srca. U bolesnika s dekompenziranom ishemi¢nom 1 dilatativnom
kardiomiopatijom ustanovljena je poviSena razina ROS-a podrijetlom od NADPH oksidaze i
poviSena razina TNF—a (97). Povecano stvaranje ROS-a moZe smanjiti dostupnost
dusikova oksida 1 ostetiti dijastoli¢ku funkciju srca (97). PoviSena razina peroksinitrita moze

dovesti do oStecenja sistolicke funkcije srca (160).



32

1.4.3. Koronarna bolest

Koronarna bolest je ¢eS¢a u bolesnika s metabolickim sindromom (141). Rizi¢ni ¢imbenici za
koronarnu bolest, kao Sto su arterijska hipertenzija, ateroskleroza, SeCerna bolest i
hiperkolesterolemija povezani su s poviSenim oksidativnim stresom u stijenci krvnih zila
(158). Povisena razina oksidativnog stresa povezana je s tezinom koronarne bolesti,
proizvodnja ROS-a je znacajno viSa u nestabilnoj u odnosu na stabilnu anginu pektoris,

smatra se da ROS-1 mogu utjecati na stabilnost plaka (161).

Ishemija u srcu dovodi do konverzije ksantin dehidrogenaze u ksantin oksidazu, ¢ijim
djelovanjem nastaju velike koli¢ine ROS-a i RNS-a (100,103). I ostali enzimski sustavi, kao
Sto su NADPH oksidaze 1 sintaza duSikova oksida doprinose povisenju razine oksidativnog

stresa (103).

Razina oksidativnog osSte¢enja DNA u limfocitima periferne krvi bila je visa u bolesnika s
akutnim koronarnim sindromom u odnosu na bolesnike sa stabilnom anginom pektoris (150).
Razina oksidativnog oSte¢enja DNA u cirkuliraju¢im progenitorskim endotelnim stanicama
bila je visa u bolesnika s koronarnom boles¢u u odnosu na zdrave ispitanike, takoder je bila
viSa u bolesnika s infarktom miokarda u odnosu na bolesnike sa stabilnim anginom pektoris.
Duljina telomera bila je kra¢a u stanica bolesnika s infarktom miokarda u odnosu na bolesnike

sa stabilnom anginom pektoris (151).

1.4.4. Secerna bolest tipa II

Inzulinska rezistencija, kroni¢na upala i oksidativni stres povezani su s nastankom Secerne
bolesti 1 njenim komplikacijama. Rezultati brojnih istraZivanja navode na cinjenicu da
dugotrajno izlaganje povecanim koncentracijama glukoze i/ili masnih kiselina povezanih s
povecanim stvaranjem ROS-a i RNS-a dovodi do njihova oSte¢enja (103). Beta-stanice imaju
relativno nisku razinu detoksificirajucih i redoks-reguliraju¢ih enzima, kao Sto su superoksid
dismutaza, glutation peroksidaza, katalaza i tioredoksin (91,103). Prekomjeran unos glukoze i

slobodnih masnih kiselina dovodi do osSte¢enja mitohondrija u beta stanicama gusterace.
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Povecano opterecenje glukozom stimulira i NADPH oksidaze. Navedenim mehanizmima

dodatno se povecava proizvodnja reaktivnih spojeva (91).

Brownlee opisuje Cetiri mehanizma kojima hiperglikemija uzrokuje komplikacije Secerne
bolesti: aktivacija poliolskog puta, povecano stvaranje uznapredovalih proizvoda glikozilacije
(engl. advanced glycation end-products, kratica AGE), aktivacija protein kinaze C i aktivacija
heksozaminskog puta. Hiperglikemija aktivira sve navedene mehanizme, a blokada
proizvodnje ROS-a ili interferiranje u njihove signalne puteve snizava aktivnost svih Cetiriju

puteva aktivacije (162).

U bolesnika sa Seernom bolecu povecana je oksidacija lipida, proteina (141) 1 DNA (141,
152-154). Mehanizmi koji vode poviSenju razine OS u bolesnika sa Secernom boles¢u su
autooksidacija glukoze, nastanak uznapredovalih proizvoda glikozilacije (engl. advanced
glycation end-products, kratica AGE) 1 poliolski put (163). Uznapredovali produkti
glikozilacije, djelujuci na stani¢ne receptore za AGE (engl. receptors for advanced glycation
end-products, kratica RAGE), preko kojih oni poticu daljnje stvaranje reaktivnih spojeva, a

aktivacijom aktivacijskog ¢imbenika NF«B potic¢u lucenje proupalnih tvari (18,163).

Oksidativni stres 1 kroni¢na upala u osoba s dijabetesom tipa II povezani su s endotelnom
disfunkcijom, ubrzanom aterosklerozom 1 posljedi¢nim oSte¢enjem niza organa (163).
Asimetricni dimetil arginin (engl. asymmetric dimethyl arginine, ADMA) je endogeni
kompetitivni inhibitor sintaze duSikova oksida, nastaje katabolizmom ubikvitarnih
bjelancevina koje sadrze metilirane argininske ostatke. Njegova razina poviSena je u
bolesnika sa Seernom bolecu. PoviSena serumska razina homocisteina, koja je poviSena u
osoba s metabolickim sindromom izravno inhibira enzim koji razgraduje ADMA,
dimetilarginin dimetilaminohidrolazu (DDAH) (164). Aktivacija poliolskog puta dovodi do
smanjenja koli¢ine reduciranoga NADPH, §to smanjuje koli¢inu glutationa u stanici i sintezu

dusikova oksida (163).
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1.4.5. Neurodegenerativne bolesti

Neurodegenerativne bolesti kao S§to su Alzhemierova, Parkinsonova, Huntington-Leeova,
lateralna amiotrofi¢na skleroza, multipla skleroza i druge, povezane su s kroni¢cnom upalom i
oksidativnim stresom koji sudjeluju u oste¢ivanju i smrti stanica ziv€anog sustava (165).

Senescencija glijalnih stanica i poremecaj njihove funkcije takoder se povezuje s oksidativnim

stresom i razvojem neurodegeneratvnih bolesti (110).

1.4.6. Metaboli¢ki sindrom i karcinogeneza

S poremecajima vezanim uz metabolicki sindrom povezuje se veca ucestalost i slabija

prognoza brojnih zlo¢udnih bolesti.

U osoba s ve¢im indeksom tjelesne mase ustanovljena je veca smrtnost od svih vrsta
zlo¢udnih boleti ukupno, kao 1 od pojedina¢nih tumora, kao Sto su rak jednjaka, debelog
crijeva, jetre, Zunog mjehura, gusterace i bubrega, kao i od non-Hodkginova limfoma te
multiplog mijeloma (166). Podaci o povezanosti debljine i1 raka prostate se razlikuju (167).
Vjerojatnost raka debeloga crijeva povezana je s indeksom tjelesne mase i opsegom struka
(168), dijabetesom (169,170), omjerom IGF (engl. insulin-like growth factor, kratica IGF) i
proteina koji vezuje IGF-3 (engl. insulin-like growth factor binding protein-3, kratica
IGFBP-1), razinom C-peptida u serumu, a negativno s razinom IGFBP-1 (171). Karcinom
dojke ¢es¢i je u adipoznih Zena, $to se tumaci veCom razinom estrogena. Povecana incidencija
karcinoma jednjaka, endometrija i karcinoma Zuc¢nih vodova takoder je ¢esc¢a u pretilih osoba.
Seéerna bolest tipa II pokazala se kao prediktor smrtnosti, neovisan o debljini, od raka
debelog crijeva, gusterace i dojke u Zena, a u muskaraca od raka jetre i mokra¢nog mjehura
(167).

Mehanizmi, za koje se pretpostavlja da pogoduju nastanku i rastu tumora u osoba s
metabolickim sindromom predmet su istrazivanja. Metabolicki sindrom je upalno stanje
povezano s povecanim oksidativnim stresom. Karcinogeneza moze biti uzrokovana izravnim
djelovanjem ROS-a i RNS-a na DNA, neizravno preko proizvoda ostec¢enja lipida, kao §to su
reaktivni aldehidi. ROS-i mogu povecati ekspresiju transkripcijskih ¢imbenika, kao Sto su c-

fos 1 c-jun (172).
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Osim povecanog mutagenog oSteCenja DNA, s razvojem zlo¢udnih tumora povezuje se i
poviSena razina inzulina i inzulinu sli¢nih ¢imbenika rasta te drugih hormona. Smatra se da je
hiperinzulinemija u osoba s metaboli¢kim sindromom povezana s poveéanim rizikom
obolijevanja i smrtnosti od zloc¢udnih bolesti. Vazna uloga u prijenosu signala za rast
tumorskih stanica pridaje se djelovanju inzulina i inzulinu sli¢nih ¢imbenika rasta (engl.
insulin-like growth factor, kratica IGF), koje ostvaruju vezivanjem na inzulinske receptore i
receptore za IGF. Pored navedenih receptora, postoje i tzv. hibridni receptori, koji se sastoje
od jedne podjedinice za inzulinski receptor i druge podjedinice za IGF, na koje se vezu
pretezito IGF-1 i IGF-2. Uc¢inak IGF na rast odnosi se na poticanje sinteze proteina,
proliferacije i diferencijacije stanica te redukciju apoptoze (167). Inzulin i inzulinu sli¢ni
¢imbenici rasta te njihovi receptori slicne su molekularne strukture. Inzulin vezivanjem za
podtip ,,A“ inzulinskog receptora aktivacijom MAPK posreduje mitogeni ucinak, a
vezivanjem za podtip ,.B“ receptora aktivacijom protein kinaze B (AKT) posreduje
metabolicki 1 antiapoptoti¢ni u€inak. Inzulin ostvaruje i slabije izraZzen mitogen i metabolicki
ucinak na receptor za inzulinu slican ¢imbenik rasta 1 (engl. insulin-like growth factor 1
receptor, kratica IGF-1R). Inzulinu slican ¢imbenik rasta -1 (engl. insulin-like growth factor-
1, kratica IGF-1) svoj u¢inak ostvaruje preko IGF-1R 1 ,,hibridnih* receptora, za koje se veze
znatno ja¢im afinitetom u odnosu na inzulin (167,173). U jetri se proizvodi 75% IGF-1, a
hiperinzulinemija povecava njegovu proizvodnju (167). IGF-2, koji je u ljudi najvazniji

fetalni ¢cimbenik rasta takoder je izrazen u jetri (167,174).

Slika 4. prikazuje shemu vezanja inzulina, IGF-1 i IGF-2 na stani¢ne receptore.
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Slika 4. Vezanje inzulina i inzulinu sli¢ih ¢imbenika rasta na stani¢ne receptore. IGF-1 i IGF-2. Inzulin primarno
djeluje preko inzulinskih receptora (IR-A i IR-B), a sa smanjenim afinitetom i na receptor za IGF-1R. IGF-1 djeluje
na receptor za IGF-1 (IGF-1R) i ,hibridne” receptore IGF-1R/IR-A te IGF-1R/IR-B. IGF-2 se vezuje na IR-AIGF-1 i
IGF-1R/IR-A ,hibridni* receptor. Vezanje inzulina i IGF-2 na IR-A preteZito rezultira mitogenim uc¢inkom a
aktivacijom receptora IR-B inicira metaboli¢ko signaliziranje. IGF-1 i IGF-2 djelovanjem na IGF-1R i IGF1R/IR-A
,hibridni“ receptor pretezito aktiviraju mitogeni signalni put. Aktivacija ,hibridnog“ receptora IGF-1R/IR-B rezultira
pretezito metaboli¢kim u€inkom. Prikazano uz dopustenje izdavaca. (Reprinted from Endocrine Practice, Vol 16
Gallagher EJ, Fierz Y, Ferguson RD, Leroith D, The pathway from diabetes and obesity to cancer, on the route to
targeted therapy. 864-73, 2010, with permission from the American Association of Clinical Endocrinologists)

IGF-1 i receptor za IGF-1 (IGF-1 R) su neophodni za normalan rast i funkciju stanice, a
receptori za IGF-1 i inzulin jafe su izrazeni u tumorskim stanicama. Gen za IGF-2 je u
zdravih stanica ,,utisnut™ (engl. imprinted), tako da je izrazen samo alel naslijeden od majke.
Gubitak ,,utisnutosti* alela gena za IGF-2 rezultira u njegovoj prekomjernoj izrazenosti, koja
je nadena u stanicama sluznice osoba s karcinomom debelog crijeva (174). Pojacana
ekspresija 1 uinak ¢imbenika rasta te njihovih receptora potiCu rast i razmnoZavanje
tumorskih stanica. IGF ometa apoptozu inhibicijom p53, a takoder inducira angiogenezu.
Inzulin povisuje koncentraciju IGF-1, a neke zlo¢udne stanice mogu i same proizvoditi IGF-1
(174). Tumorski supresorski protein adenozin monofosfat protein kinaza (AMPK) izravnim
ucinkom na mTOR (kratica od engl. mammalian target of rapamycin). i posrednim uc¢inkom,
stimulacijom aktivacije TSC (kratica od engl. fuberous sclerosis complex) kompleksa

inhibira mitogeni ucinak Cimbenika rasta. PTEN (kratica od engl. phosphates and tensin
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homolog deleted on chromosome) inhibira PI3K, a takoder i mitogeni ucinak, koji se prenosi
aktivacijom MAPK (kratica od engl. mitogen activated protein kinases).
Slika 5. prikazuje prijenos signala inzulina i inzulinu sli¢nih ¢imbenika rasta za metabolicke,

antiapoptoti¢ne 1 mitogene ucinke.
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Slika 5. Pojednostavljen prikaz prijenosa signala za metaboli¢ki, apoptoti¢ni i proliferativni u¢inak. Inzulin, IGF-1,
IGF-2 vezu se na receptor. Slijedi aktivacija fosfatidil inozitol kinaze (PI3K) i protein kinaze B (AKT). Jedan od
puteva prijenosa signala AKT je inaktivacija apoptoze. Drugi put je fosforilacija TSC ( kratica od engl. tuberous
sclerosis complex), $to odstranjuje inhibiciju mTOR (kratica od engl. mammalian target of rapamycin). mTOR
aktivira sintezu proteina. Tumorski supresor PTEN (kratica od engl. phosphates and tensin homolog deleted on
chromosome) inhibira PI3K. Manjak energije uzrokuje ekspresiju supresorskog gena LKB1 (kratica od engl. liver
kinase B-1) i manjak adenozin monofosfata (AMP), §to aktivira adenozin monofosfat protein kinazu (AMPK), koja
inhibira sintezu proteina izravno preko inhibicije mTOR ili neizravno preko aktivacije TSC (kratica od engl.
tuberous sclerosis complex) kompleksa. Hipoksija uzrokuje ekspresiju tumorskog supresorskog gena REDD1
(kratica od engl. regulated in development and DNA damage responses 1), koji aktivira TSC kompleks. Treci put
je aktivacija signala za stani€nu proliferaciju preko aktivacije MAPK (kratica od engl. mitogen activated protein
kinases). PTEN inhibira i ovaj signalni put. Pove¢ana koncentracija i u€inak inzulina te inzulinu sli¢nih ¢imbenika
rasta, kao i poremecaj funkcije tumor-supresorskih gena, koji moze biti uzrokovan njihovim mutacijama
pogodovat ¢e nastanku i proliferaciji tumorskih stanica. Metformin i tjelovjezba stimuliraju AMPK.

Prilagodeno prema Gallagher i sur.
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Proteini koji vezu Cimbenike rasta (engl. insulin-like growth factor binding proteins, kratica
IGFBP) produzuju poluzivot IGF-1 i IGF-2 u plazmi §tite¢i ih od degradacije, ali 1 smanjujuéi
njihovo vezivanje za receptore. Do sada ih je otkriveno Sest. Smatra se da IGFBP 3 iskazuje
protutumorsko djelovanje. p53 povisuje koncentraciju IGFBP-3, ¢ija je koncentracija od svih
IGFBP-a najviSa, a poviSena razina inzulina i IGF-1 je snizuju. PoviSena koncentracija
inzulina u plazmi takoder snizuje razinu IGFBP-1, kojemu se pripisuje antitumorski uc¢inak
(174). Estrogeni induciraju ekspresiju receptora za IGF-1 u stanicama karcinoma dojke s
pozitivnim estrogenim receptorima. U adipoznih Zena, zbog vefe mase masnoga tkiva,
povecana je razina aromataze, koja povecava sintezu estrogena. Debljina, hiperinzulinemija 1
povisena koncentracija IGF-1 smanjuju razinu globulina koji vezuje spolne hormone (engl.
sex hormone-binding globulin kratica SHBG), povecéavajuéi razinu slobodnog estrogena i
njegov ucinak. Aktivacija IGF-1R 1 receptora za estrogene sinergisticki djeluju na aktivaciju
mitogenima aktiviranih proteinskih kinaza (engl. mitogen-activated protein kinases, kratica
MAPK). Leptin, inzulin, TNF-a i IL-6, koji su poviSeni u osoba s metabolickim sindromom,

induciraju aromatazu (168).

1.5. Nealkoholna masna jetra

Nealkoholna masna jetra (engl. Non-alcoholic fatty liver disease kratica NAFLD) je najcesca
kroni¢na jetrena bolest u zapadnim zemljama, ¢ija prevalencija raste Sirom svijeta. NAFLD
se smatra jetrenom manifestacijom MS, neki autori predlazu da se NAFLD uvrsti u kriterije
za dijagnostiku MS (175, 176).

Procjenjuje se da danas izmedu 17 i 33% odraslih osoba ima masnu jetru (177). U veéini
slucajeva radi se o jednostavnoj masnoj jetri. U 10 do 20% bolesnika s NAFLD nalazi se
nealkoholni steatohepatits (engl. non-alcoholic steatohepatitis, kratica NASH) koji je
karakteriziran s oSte¢enjem hepatocita 1 upalom (177). Nealkoholni steatohepatitis moze
voditi fibrozi i 1 cirozi jetre, jetrenoj insuficijenciji te hepatocelularnom karcinomu. Ciroza
se, prema razli¢itim statistikama, razvija izmedu 5 do 20% sluc¢ajeva NASH (178). Oko 70%
pacijenata s kriptogenom cirozom jetre imaju klini¢ke karakteristike koje upu¢uju na NASH
(179). Nakupljanje masnoca u jetri nastaje ponajvise zbog prekomjerna dotoka masnih
kiselina u jetru, kao rezultat periferne inzulinske rezistencije, preteZito iz masnog tkiva (81%

nataste, 61% postprandijalno), ali i zbog povecane jetrene de novo sinteze masnih kiselina i
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smanjena eksporta masnih kiselina uslijed nedostatne sinteze lipoproteina (7% nataste 1 9%
postprandijalno). Slobodne masne kiseline podrijetlom iz hrane ¢ine 10% prinosa nataste i
26% postprandijalno (180).

Inzulinska rezistencija i1 poviSene slobodne masne kiseline utjecu na oksidaciju masnih
kiselina uzrokujuéi stvaranje slobodnih radikala u hepatocitima (177). Smatra se da NASH
nastaje mehanizmom ,,dvaju udara®“ (engl. two hits); prvi dogadaj je jetrena akumulacija
triglicerida, uzrokovana inzulinskom rezistencijom, a drugi je stvaranje slobodnih radikala i
oslobadanje proupalnih tvari (177 ).

Masna jetra povezana je s kronicnom upalom, u kojoj ulogu imaju, kako stanice jetrenog
parenhima, tako i imune stanice (68,182). Jetra, izmedu brojnih ostalih funkcija djeluje i kao
vazan sastavni dio sustava prirodene imunosti, a u sklopu metaboli¢kog sindroma ima vaznu
ulogu u nastanku 1 odrZavanju kroni¢nog upalnog stanja. U jetri se odvija biosinteza od 80%
do 90% proteina sustava urodene imunosti, uklju¢uju¢i komponente komplementa i proteine
odgovora akutne faze (68).

U jetri se osim hepatocita, stanica zu¢nog epitela, sinusoidalnih stanica nalaze i stanice
imunosnog sustava, od kojih su najbrojnije Kupfferove stanice i limfociti. Medu limfocitima
su najbrojnije stanice ,,prirodne ubojice* (engl. natural kille cells, kratica NK-cells) 1 ,,T-
stanice prirodne ubojice (engl. natural killer T cells, kratica NKT-cells), dok B limfociti ¢ine
manji dio limfocita. NKT stanice se nalaze u jetri u znatno vecem broju nego u ostalim
tkivima 1 organima (64,68). NKT stanice imaju ulogu u odrzavanju ravnoteze izmedu
proupalnih i protuupalnih tvari (68,183), a smanjenje njihova broja povezuje se s nastankom
masne jetre (68). U imunosnom odgovoru akutne faze sudjeluju kako hepatociti, tako i stanice
imunog sustava (68,182).

Nakupljanje masnoca u jetri, cirkulirajuée masne kiseline podrijetlom iz masnoga tkiva,
hrane, produkti crijevnih bakterija, ugljikohidrati, kao 1 citokini podrijetlom iz masnoga tkiva,
kao §to je TNF poticu aktivaciju aktivaciju proupalnih gena u hepatocitima (64) i stanicama
sustava prirodene imunosti u jetri (68).

Povecan unos fruktoze (koja je sastojak glukozno-fruktoznog sirupa, Siroko koriStenoga
sredstva za zasladivanje napitaka) istice se kao jedan od vaznih uzroka nastanka NAFLD. Kao
mogu¢i mehanizmi kojima povecan unos fruktoze uzrokuje NAFLD navode se povecana
aktivnost fruktokinaze i deplecija adenozintrifosfata (ATP) (184), povecana proizvodnja
triglicerida, pogorSanje upale 1 povecanje lipidne peroksidacije (185). Za razliku od glukoze,
koja postprandijalno ulazi pretezito u miSiéno tkivo, gotovo sva resorbirana fruktoza

metabolizira se u jetri, jer jetra sadrzi fruktokinazu, koju nemaju druga tkiva (11). Fruktoza
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moze u jetri biti metabolizirana u glukozu, od koje se sintetiziraju glikogen i trigliceridi. U
metabolizmu fruktoze u jetri ne postoji povratna inhibicija fosfofruktokinaze

citratom i ATP, tako da je fruktoza u odnosu na glukozu znatno veéi izvor glicerol-3-fosfata i
acetil-Co-A za jetrenu lipogenezu. Fruktoza ne stimulira lu¢enje inzulina i1 leptina, koji su
supresori apetita, pa se smatra da prehrana bogata fruktozom uzrokuje i veci porast tjelesne
mase (186). Povecana ekspresija 11-beta hidroksisteroid dehidrogenaze u jetri takoder se
dovodi u svezu s nastankom nealkoholne masne jetre (187).

Smatra se da i poremecaj mikrocirkulacije u jetri, koji nastaje zbog suzenja mikrovaskularnih
prostora uslijed hipertrofije hepatocita ispunjenih lipidima uzrokuje pogorSanje upale i

oksidativnog stresa (188).

Nealkoholna masna jetra nije samo odraz poremecaja metabolizma i kroni¢nog upalnog stanja
u sklopu MS, nego je vazZan aktivni sudionik u njegovu razvoju i znacajno utjece na sustavna
zbivanja. Rezultati nekih istrazivanja navode na zakljucak da bi steatoza jetre mogla biti prvi
(189), odnosno najbolji (190) pokazatelj povezan s kardiometabolickim rizikom. Prema
rezultatima Fabbrini i sur., sadrzaj triglicerida u jetri je bolji pokazatelj poremecaja
metabolizma vezanih uz pretilost od koli¢ine visceralnoga masnoga tkiva (191). Speliotes 1
sur. su u svom istrazivanju s ispitanicima iz Framingham Heart study nasli povezanost masne
jetre, neovisnu od visceralne masnoce s pokazateljima metabolizma glukoze (prevalencijom
dijabetesa tipa II, oStecene tolerancije glukoze i inzulinske rezistencije), metabolizma lipida
(HDL-kolesterol, trigliceridi) i razine adiponektina (192). D'Adamo 1 sur. su na temelju
rezultata istrazivanja provedenoga u skupini pretilih adolescenata zakljucili da masna jetra
ima srediSnju ulogu u ranim zbivanjima vezanima uz patogenezu inzulinske rezistencije
(193). Pokazatelji masne jetre su se pokazali kao znacajni prognosticki ¢imbenici za razvoj
bolesti. Drugi autori su nasli da je visceralno masno tkivo jae povezano s ¢imbenicima
metabolickog rizika u pretilih muSkaraca (194). Koli¢ina visceralnog masnoga tkiva, a ne
masnoca u jetri bila je jedini snazan neovisan prediktor smrtnosti od svih uzroka (195). Kim i
sur. su nasli neovisnu povezanost visceralnog masnog tkiva i pokazatelja koli¢ine masti u jetri
s metabolickim sindromom, ustanovili su bolju povezanost visceralnog masnog tkiva s
metabolickim sindromom u mrSavih ispitanika a bolju povezanost masne jetre s metabolickim

sindromom u pretilih ispitanika (196).
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1.6. Skeletni miSiéi i metaboli¢ki sindrom

.....

Inzulinska rezistencija skeletnih misica rezultat je slozena medudjelovanja izmedu misi¢a i
drugih tkiva, medu kojima su najvaznija masno tkivo i jetra, a uzrokuju je povecan dotok
slobodnih masnih kiselina, proupalni spojevi i oksidativni stres (197).

Tijekom ,,bazalnih* uvjeta, izmedu obroka 50% glukoze metabolizira se u mozgu, koji je
inzulin-neovisan organ, oko 25% u splanhni¢kom podrucju (jetra i gastrointestinalna tkiva),
preostalih 25% u tkivima ovisnima o inzulinu, ponajvise u misi¢ima (198). Poslije obroka,
porast glukoze u plazmi poti¢e oslobadanje inzulina iz pankreaticnih beta stanica, 75%
glukoze preuzimaju misi¢i, dok se mali dio (5 do 15%) metabolizira u adipocitima (11). U
postapsorptivhom peridu, misi¢i veéinu svojih energijskih potreba podmiruju oksidacijom
masnih kiselina (199).

Povecana lipoliza dovodi do povecanja dotoka slobodnih masnih kiselina u miSiéna tkiva.
Slobodne masne kiseline 1 proupalne tvari koje lu€e adipociti, makrofazi, hepatociti 1 ostale
stanice aktiviraju stresom aktivirane kinaze (engl. stress activated kinases). Navedene kinaze
kataliziraju fosforilaciju serinskih ostataka na supstratu inzulinskog receptora-1  (engl.
insulin receptor substrate-1, kratica IRS-1), inhibirajuci njegovu aktivnost i preusmjeravajuci
ga prema proteasomskoj degradaciji. Osim djelovanja na IRS-1, stani¢ne kinaze mogu ometati

prijenos inzulinskog signala na svim ostalim razinama (200).

Povecan dotok masnih kiselina dovodi do njihova pove¢ana unosa u misi¢e i reesterifikacije
u trigliceride. Patolosko ektopi¢no nakupljanje lipida u misi¢ima (lipotoksi¢nost) povezano je
s inzulinskom rezistencijom (200). U novije vrijeme smatra se da trigliceridi nakupljeni u
misi¢ima nisu uzrok inzulinske rezistencije, ve¢ se njezinim uzrokom smatraju metaboliti
lipida, kao Sto su diacilglicerol, ceramidi, dugolan¢ane masne kiseline—koenzim A (engl.
long-chain fatty acyl- CoAs, kratica LCFA-CoA) 1 acilkarnitin, produkti nepotpune
oksidacije masnih kiselina (197) te lipidni peroksidi (201). Njihova koli¢ina korelira sa
sadrzajem triglicerida u misi¢ima (202), oni takoder aktiviraju stani¢ne kinaze i ometaju

prijenos inzulinskog signala (197).
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Petersen i sur. smatraju da je miSi¢na inzulinska rezistencija inicijalni dogadaj u razvoju
metabolickog sindroma i da prethodi akumulaciji masnoca u jetri i visceralnom masnom
tkivu. Na osnovu rezultata pokusa s mladim, mrSavim i tjelesno neaktivnim ispitanicima
zakljucili su da se u miSi¢ima osoba s miSi¢nom inzulinskom rezistencijom smanjuje sinteza
glikogena, a glukoza se preusmjerava u jetru za de novo lipogenezu. Autori takoder smatraju

da razvoj masne jetre prati nakupljanje masnoca u visceralnom masnom tkivu (203).

1.6.2. Upala i oksidativni stres u skeletnim misi¢ima

Inzulinska rezistencija skeletnih misi¢a povezana je s kroni¢nom upalom; misiéno tkivo
osoba s inzulinskom rezistencijom infiltrirano je makrofazima (197,204), u njemu se nalazi
poviSena razina proupalnih molekula, kao $to su TNF, IL-6, inducibilna sintaza duSi¢nog
oksida, fibrinogen, CRP, inhibitor aktivatora plazminogena i sijalinska kiselina (205).
Kroni¢nu upalu u misi¢ima poticu slobodne masne kiseline i proupalne tvari podrijetlom iz
adipocita, makrofaga, hepatocita i ostalih stanica te akumulirani lipidi u miocitima. Proupalne
tvari sintetiziraju se i u miocitima (197). Oksidativni stres osobina je metabolickog sindroma,
Secerna bolest tipa II, pretilost i metaboli¢ki sindrom povezani su s poviSenim sadrZajem
ROS-a u misi¢ima (200), smatra se da ROS-1 utjecu na inzulinsku rezistenciju u miSi¢ima
(200,206).

Seéerna bolest tipa II, pretilost i metaboli¢ki sindrom zna¢ajno su povezani s povisenim

miSi¢nim sadrZajem reaktivnih kisikovih spojeva (199,200).

1.6.3. Miokini

U novije vrijeme smatra se da 1 miSi¢no tkivo funkcionira kao endokrini organ, u kojemu se
stvaraju citokini 1 peptidi koji se nazivaju miokinima. Na njihovu sintezu utjeCe misi¢na
aktivnost. Miokini djeluju endokrino 1 parakrino te utje€u na stvaranje sustavnog
protuupalnog okruzenja i iskazuju specificni endokrini u€inak na visceralno masno tkivo.
Smatra se da miokini mogu djelovati i lokalno unutar misi¢a iskazujuéi u€inak na signale u
putovima vezanim uz oksidaciju masnoca i preuzimanju glukoze (207,208).

Broj otkrivenih miokina se povecava, od kojih su najznacajniji sljedeci:
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Cimbenik nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor, kratica TNF), interleukini (IL), kao
Sto su IL-6, IL-1, IL-8, IL-10, IL-15 i monocitni kemotakti¢ki protein (engl. monocyte
chemotactic protein, kratica MCP-1), BDNF (kratica od engl. brain-derived neurotrophic
factor). Proupalno djelovanje iskazuju TNF, IL-1, miostatin, a protuupalno djelovanje i
pozitivan uc¢inak na inzulinsku rezistenciju iskazuju IL-10 IL 15, BDNF (205).

IL-6 u razli¢itim okolnostima iskazuje proupalna odnosno protuupalna djelovanja; od
proupalnih uc¢inaka pripisuje mu se vazna uloga u inzulinskoj rezistenciji vezanoj uz pretilost
(64) 1 patogenezi koronarne srcane bolesti (188). Misi¢i tijekom aktivnosti sintetiziraju i
otpustaju IL-6, koji poboljSava ucinak inzulina odmah tijekom ranog oporavka nakon tjelesne
aktivnosti (209). Lucenje miokina IL-6 je proporcionalno s miSiécnom masom i duljinom
vjezbanja (210).

Proupalni miokin miostatin pove¢ano se lu¢i iz neaktivnih miSi¢a (211,212), a tjelesna
aktivnost smanjuje njegovu sintezu (211). Miostatin smanjuje sintezu proteina, a povecava
njihovu razgradnju. MiSevi s inaktiviranim genom za miostatin, odnosno misevi tretirani
antagonistom miostatina imali su vefu miSiénu masu i slabije izrazene karakteristike
metabolickog sindroma (212).

BDNF (kratica od engl. brain-derived neurotrophic factor) luci se u aktivnim misi¢ima, a
pripisuje mu se klju¢na uloga u regulaciji prezivljavanja, rastu i odrZzavanju Ziv€anih stanica, a
u miSi¢nim stanicama povecava oksidaciju masnoca. Njegova razina je niska u osoba s
neurodegenerativnim bolestima, depresijom, debljinim i Se¢ernom boles¢u tipa II. MiSi¢na
aktivnost povisuje serumsku razinu BNDF podrijetlom iz mozga, ali ne miSi¢a, tako da se
smatra da je djelovanje BNDF nastaloga u miSi¢ima autokrino 1 parakrino (207,208). BNDF
je aktivator adenozin-monofosfat kinaze (AMPK) 1 povecava oksidaciju masnih kiselina u
misi¢ima (208).

IL-15 iskazuje anabolicki ucinak na skeletni miSi¢ in vitro i in vivo te moze djelovati na
smanjenje masnog tkiva (207), Nielsen i sur. su pokazali da je njegova koncentracija

povezana sa smanjenjem visceralnog, ali ne 1 potkoznog masnog tkiva (213).
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1.6.4. Povoljan uéinak miSi¢ne aktivnosti na inzulinsku rezistenciju i metabolicki
sindrom

Tjelesna aktivnost u miSi¢ima poboljSava osjetljivost miSi¢nog tkiva na inzulin 16 sati 1 dulje
nakon njena prestanka. Tijekom miSi¢ne aktivnosti i neposredno nakon njezina prestanka

unos glukoze u misi¢ je neovisan o inzulinu, u drugoj fazi on je povecan uz inzulinsku
aktivnost (214). Misi¢na aktivnost stimulira AMPK, koja preko vise mehanizama povecava
unos glukoze u stanice: pretpostavlja se supresija fosforilacije serinskih ostataka na supstratu
inzulinskog receptora-1 (engl. insulin receptor substrate-1, kratica IRS-1), povecanje

aktivnosti enzima za unos glukoze, kao $to su GLUT-4 i heksokinaza, povecanjem njihove
genske transkripcije. AMPK fosforilira IRS-1 na mjestu Ser-789 i posljedicno aktivira
fosfatidil inozitol-3 kinazu (215). MiSi¢na aktivnost povecava sintezu glikogena u misi¢ima i
smanjuje sintezu lipida u jetri (216).

Do smanjenja inzulinske rezistencije tjelesnom aktivnos¢u dovodi i poboljSanje lipidnog
sastava u miSi¢ima u smislu manje koli¢ine Stetnih metabolita lipida, kao Sto su veé

spomenuti diacilglicerol, ceramidi, dugolancani masno kiselinski koenzim A 1 acilkarnitinski
produkti nepotpune oksidacije masnih kiselina (202) te lipidni peroksidi (217).

Osobe koje se bave sportovima izdrZljivosti, kao §to su trkaci maratona imaju povecan sadrzaj
triacilglicerola u misi¢ima, koji sluzi kao izvor energije za misice tijekom njihove aktivnosti,
ali triacilglicerol u njima nije povezan s inzulinskom rezistencijom. Neprestano troSenje i
obnavljanje njegovih zaliha u miSi¢ima osoba koje se bave sportovima izdrZljivosti sprecava,
odnosno smanjuje nastanak lipidnih peroksida koji su povezani s inzulinskom rezistencijom i
oksidativnim stresom (217).

Pretpostavlja se da uslijed manjka tjelesne aktivnosti i nedostatna proizvodnja miokina
uzrokuje disfunkciju drugih tkiva i organa, kao 1 povecan rizik od sr€anoZilnih bolesti, raka te

demencije (207).

1.6.5. Povezanost miSiéne mase s metaboli¢kim sindromom

Osim povezanosti miSi¢ne aktivnosti 1 metabolizma, neki autori navode povoljan utjecaj mase
misi¢nog tkiva na MS. Prema rezultatima Adelaide Male Ageing Study, miSi¢na masa i snaga

su se pokazali kao znacajni zastitni ¢cimbenici za nastanak metaboli¢kog sindroma, neovisni od
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inzulinske rezistencije i nakupljanja abdominalne masti (218). Srikathan i Karlamangla su
ustanovili obrnutu povezanost izmedu miSi¢éne mase i inzulinske rezistencije, prevalencije
predijabetesa te razine preddijabeticke glikemije u velikom reprezentativhom uzorku koji je
obuhvacao oba spola i sve dobne skupine ispitanika. Navedeno istrazivanje nije ustanovilo
kauzalnu povezanost miSi¢ne mase i navedenih osobina MS (219). MiSi¢na masa je negativno
korelirala s pokazateljima kroni¢ne upale (220), razinom mokraéne kiseline (221 ) i
triglicerida, a pozitivno s razinom HDL kolesterola (222).

Sarkopenija povezana s debljinom (engl. sarcopenic obesty) oznafuje smanjenje misi¢ne mase i
snage uz povecanu koli¢inu masnoga tkiva. U starijih osoba smanjuje se miSi¢na snaga, dolazi
do promjena kvalitete miSi¢nog sastava (kompozicije), kao $to su smanjivanje broja i veli¢ine
miSi¢nih vlakana, smanjivanje kontraktilnosti preostalih misiénih vlakana te poremecaj
inervacije mi$ic¢a (223). Vise ¢imbenika uzrokuje nastanak sarkopenije u starosti, od kojih su
najvazniji kroni¢na upala, inzulinska rezistencija, miSi¢éna neaktivnost, hormonske promjene

(223, 224) 1 oksidativni stres (224).

1.6.6. Miosteatoza

Miosteatoza oznacuje ektopicno nakupljanje masnoca u misi¢ima, kako izmedu misi¢nih
fascija, tako 1 unutar misi¢nog sincicija. Miostatoza se povezuje s inzulinskom rezistencijom i
Se¢ernom bolescu tipa II (24). Weiss 1 sur. su u ne-pretilim adolescentima ustanovili
povezanost povecane koli¢ine intramiocelularne masnoce s oSte¢enom tolerancijom glukoze i

inzulinskom rezistencijom (225).

1.7.  Zbirni prikaz medusobnog utjecaja organa i tkiva te upale, oksidativnog stresa i
inzulinske rezistencije u metabolickom sindromu.

Uslijed nezdrava nacina zivota, koji je karakteriziran prekomjernim unosom nezdrave hrane i
nedostatnom tjelesnom aktivno$¢u, u predisponiranih osoba u miSi¢nom tkivu, masnom
tkivu 1 jetri nakupljaju se masnoce, razvijaju se upala, inzulinska rezistencija i oksidativni
stres. MiSi¢no tkivo, masno tkivo i jetra medusobno utjecu jedni na druge, lu¢enjem razli¢ith

tvari, kao Sto su slobodne masne kiseline, citokini, upalni posrednici, metaboliti reaktivnih
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kisikovih spojeva, a upala, inzulinska rezistencija i oksidativni stres takoder su povezana
stanja. Rezultat navedenih zbivanja je razvoj metabolickog sindroma i njegovih posljedica.

Slika 5. pojednostavljeno prikazuje meduodnos masnog, misi¢nog tkiva i jetre te upale,

inzulinske rezistencije i oksidativnog stresa u razvoju MS.
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Slika 6. Zbirni prikaz povezanosti nakupljanja masnoca, kroni¢ne upale i oksidativnog stresa u
nastanku metaboli¢kog sindroma i njegovih posljedica. Modificirano prema Olefsky JM, Glass CK.

Macrophages, Inflammation, and Insulin Resistance. Annu Rev Physiol. 2010;72:219-46. Prikazano uz

dopustenje autora.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA I HIPOTEZA

2.1. Cilj istrazivanja

Glavni cilj

Istraziti razlike u oksidativnom oStecenju jezgrene deoksiribonukleinske kiseline (DNA)

izmedu ispitanika s metaboli¢kim sindromom i ispitanika kontrolne skupine.

Sporedni ciljevi

Istraziti razlike u laboratorijskim nalazima, antropometrijskim mjerama, rezultatima
ultrazvuénih mjerenja i1 indeksa izvedenih iz mjerenih vrijednosti izmedu ispitanika s
metabolickim sindromom 1 kontrolne skupine. Odrediti one pokazatelje prema kojima

se te dvije skupine statisticki znacajno razlikuju.

Istraziti povezanost indeksa masne jetre s metabolickim sindromom i

oksidativnim stresom.

Istraziti povezanost udjela miSi¢ne mase s metabolickim sindromom i

oksidativnim stresom.
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2.2. Hipoteza istrazivanja

Glavna hipoteza

Ispitanici s metabolickim sindromom razlikuju se od zdravih ljudi (kontrolna skupina) u

razini opceg i specificnog oksidativnog oStecenja jezgrene DNA.

Sporedne hipoteze

Ispitanici s metabolickim sindromom 1 ispitanici bez metaboli¢kog sindroma razlikuju se u

vrijednostima pokazatelja metaboli¢kog sindroma i oksidativnog stresa.

Indeks masne jetre povezan je s metabolickim sindromom 1 oksidativnim stresom.

Udio miSi¢ne mase povezan je s metabolickim sindromom 1 oksidativnim stresom.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI

3.1. Ispitanici

Ispitivanjem su bili obuhvaceni muskarci u dobi od 32 do 58 godina (radno aktivna
populacija), nepusaci, koji nisu bolovali ni od kakvih kroni¢nih bolesti osim arterijske
hipertenzije i/ili dijabetesa tipa II. U istrazivanje je bilo ukljuc¢eno 69 konsekutivnih ispitanika
koji su dolazili na pregled u internisticku ambulantu, a koji su zadovoljavali kriterije za MS
po kriterijima Ameri¢kog nacionalnog programa edukacije o kolesterolu (NCEP ATP III,
2001) za MS. Kiriteriji za neukljucivanje u studiju bili su zlo¢udne bolesti, popustanje srca,
nedavni kirurSki zahvati, upalne bolesti, kao $to su infekcije, autoimune bolesti, bolesti
srediSnjeg Ziv€anog sustava, bubrega i jetre. Kontrolnu skupinu ¢inilo je 59 osoba koje nisu
zadovoljavale kriterije za MS, bez znacajnih razlika u odnosu na pripadnike ispitivane
skupine. Prilikom pregleda na osnovu biokemijskih nalaza i kriterija NCEP-ATP III utvrdili
smo pripada li ispitanik u skupinu ispitanika s MS ili u kontrolnu skupinu. Prema kriterijima
NCEP-ATP III, dijagnoza MS u muskaraca postavlja se ako ispitanik zadovoljava 3 od 5
navedenih kriterija: opseg struka iznad 102 cm, razina glukoze nataSte iznad 6,1 mmol/l;
serumski trigliceridi iznad 1,7 mmol/l; serumski HDL kolesterol ispod 1,04 mmol/l; krvni tlak
iznad 130/85 mm (6). Istrazivanje je odobrilo eticko povjerenstvo poliklinike ,,Sunce®, u
njemu je bilo osigurano postivanje temeljnih etickih i1 bioetickih principa. Svi ispitanici su dali

dragovoljni pristanak za sudjelovanje, koji su potvrdili potpisivanjem informirane suglasnosti.

3.2. Postupci

Od svakog ispitanika venepunkcijom je bio uzet uzorak krvi, iz kojega su se odredile
hematoloske 1 biokemijske pretrage, malondialdehid 1 glutation te ispitivanje opceg 1
oksidativnog oste¢enja DNA (Comet test). Takoder su se obavila antropometrijska i

ultrazvucéna mjerenja.
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3.2.1. Hematoloske i biokemijske pretrage

Broj ukupnih leukocita, neutrofila i podaci opéeg biokemijskog nalaza (HDL kolesterol,
trigliceridi, mokraéna kiselina, alanin transaminaza (ALT), gama-glutamil-transferaza (GGT),
C-reaktivni protein (CRP) i fibrinogen) bili su odredeni u laboratoriju Poliklinike Sunce. Broj
leukocita i neutrofila odreden je na automatskom protocnom citometru Beckman Coulter HIX
(Brea, Ca, SAD). Op¢e biokemijske pretrage odredivale su se na automatskom analizatoru
Olympus (Tokyo, Japan) uz uporabu test reagencija tvrtke Herbos Dijagnostika d.o.o. (Sisak,

Hrvatska) ili tvrtke Siemens Healthcare Diagnostics (Miinchen, Njemacka).

3.2.2.Malondialdehid i glutation

U uzorcima plazme bili su odredeni parametar oksidativnog ostecenja lipida (malondialdehid)
1 antioksidans glutation. Koncentracija malondialdehida odredena je metodom reakcije s
tiobarbiturnom kiselinom uz uporabu tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (engl.
high performance liquid chromatography, HPLC) s fluorescencijskim detektorskim uredajem
podeSenom na na Aex 527 nm i Aem 551 nm (226). Koncentracija glutationa izmjerena je

Ellmanovom metodom sa spektrofotometrom podeSenim na 412 nm (227).

3.3. Opceioksidativno oSteCenje jezgrene DNA

U limfocitima periferne krvi u suradnji sa znanstvenicima s Instituta za medicinska
istrazivanja 1 medicinu rada bio je izmjeren stupanj oStecenja DNA 1 stupanj oksidativnog
oste¢enja DNA (8-oksodG) pomocu elektroforeze izvedene na pojedina¢nim stanicama (engl.
single cell electrophoresis) ili Comet testa. Primarno oSte¢enje DNA bilo je procijenjeno
alkalnim Comet testom, koji detektira jednostruke lomove lanaca (engl. single strand breaks)
1 mjesta osjetljiva na luzine (engl. alkali labile sites). Test je bio izveden prema Singhu i sur. s
manjim modifikacijama (228). Stakalca obradena s 0,1 mmola otopine vodikova peroksida
sluzila su kao kontrola. Na brusena stakalca nanesen je sloj 1%-tne agaroze normalnog talista,
NMP (od engl. normal melting point) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, SAD). Nakon

hladenja, visak agaroze pazljivo je ostrugan, a stakalca su susena na sobnoj temperaturi. Na
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tako pripremljena stakalca dodano je 300 uL 0,6 % NMP agaroze. Nakon deset minuta na 0
°C, dodan je sloj od 8 pL pune krvi pomijesane s 100 uL 0,5 % agaroze niskog talista, LMP
(od engl. low melting point). Uzorci su neposredno nakon izrade preparata uronjeni u hladnu
otopinu za lizu stani¢nih membrana (2,5 M NaCl, 100 mM Na,EDTA, pH 10, 10 mM Tris-
HCI, 1 % Na-sarkozinat (Sigma), 1% Triton X-100 (Sigma) i 10 % DMSO (Kemika), te
ostavljeni 24 h na + 4 °C. Denaturacija proteina i odmatanje DNA provedeni su na 4 °C u
puferu za denaturaciju (1 mM Na,EDTA i 300 mM NaOH) (pH 13,0) u trajanju od dvadeset
minuta. Horizontalna elektroforeza u svjeZzem hladnom puferu za denaturaciju provedena je
na 300 mA 1 25 V kroz dvadeset minuta.

Uzorci su isprani u puferu za neutralizaciju (0,4 M Tris-HCI, pH 7,5, Sigma) tri puta po pet
minuta.

Po zavrSenoj neutralizaciji, uzorci su rehidrirani 70%-tnim etanolom (deset minuta), te zatim
96%-tnim etanolom (10 minuta). Osuseni uzorci spremljeni su u kutije za pohranu preparata
do analize. Neposredno prije analiziranja, stakalca sa suhim gelovima su rehidrirana pola sata
puferom za neutralizaciju, a zatim su bila bojana s 50 pL etidij-bromida (20 pgmL™, Sigma)
po stakalcu. Svi uzorci bili su analizirani pod epifluorescentnim mikroskopom povecanja
250x (Zeiss, Njemacka) s ekscitacijskim filtrom izmedu 515 i 560 nm, spojenim s crno-
bijelom CCD (kratica od charged-couple device) kamerom (Cohu Inc, San Diego, SAD).
Duljina 1 intenzitet repa izmjereni su automatski pomocu racunalnog sustava analize slike
(engl. image analysis software). Analizirane DNA odabirane su slu¢ajno, na istoj dubini gela.
Analizirano je 100 Cometa po stakalcu.

Oksidativno oStecenje DNA bilo je izmjereno uporabom Comet testa s enzimom humana
hidroksigvanin glikozilaza 1 (engl. human hydroxyguanine glycosylase 1, kratica hOGG1), u
skladu s protokolom po Smith 1 sur. (229). hOGGI1 enzim (Trevigen, MD, USA) je
razrijeden u Flare reakcijskom puferu (v/v 1:1000) s inkubacijom u vlaznoj komori na 37 °C
tijekom 10 minuta. Denaturacija je izvedena na 4 °C u puferu za elektroforezu (1,5 M NaCl, 1
mM Na,EDTA, pH 12,1) tijekom petnaest minuta. Elektroforeza je trajala dvadeset minuta na

0,7 V/cm, 300 mA. Duljina i intenzitet repa izmereni su jednako kao u alkalnom Comet testu.
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3.4. Antropometrijska mjerenja, indeks masne jetre

Ultrazvu¢nim uredajem ,,Philips® (Eindhoven, Nizozemska) bili su izmjereni: debljina
epikardijalnog masnog tkiva, ,,intraabdominalna debljina® (engl.intraabdominal thickness),
debljina trbuSnog potkoznog masnog tkiva. Debljina epikardijalnog masnog tkiva odgovara
anehogenom prostoru izmedu vanjskog zida lijeve klijetke i visceralnog lista perikarda.
Izmjerena je na slobodnom zidu desne klijetke srca, u projekeiji ,,kratke osi, na kraju sistole
uz uporabu kardioloSke sonde od 2-4 MHz. Intraabdominalna debljina, koja predstavlja
udaljenost izmedu linee albe 1 aorte u trbuhu bila je izmjerena konveksnom sondom od 2-5
MHz. Debljinu sloja potkoznog trbusnog masnog tkiva na sredi$njoj toc¢ki izmedu ksifoidnog
nastavka prsne kosti i pupka izmjerili smo linearnom sondom od 5-12 MHz. Krojackim
metrom izmjerni su opsezi struka i bokova. Opseg struka bio je mjeren na sredini izmedu
najnizeg rebra i cristae iliacae. Opseg bokova bio je mjeren preko najSireg dijela glutealne
regije. Iz ovih dvaju mjerenja izraunali smo omjer struka i bokova te omjer bokova i struka.
Visinomjerom i elektronickom vagom ,,Omron“ (Kyoto, Japan) bile su izmjerene tjelesna
visina 1 masa. Iz vrijednosti tjelesne visine 1 mase izracunali smo indeks tjelesne mase po

formuli:

Indeks tjelesne mase (kg/m”) = masa u kg/tjelesna visina u metrima®

Iz vrijednosti triglicerida, gama-glutamiltransferaze, indeksa tjelesne mase i opsega struka

izracunali smo indeks masne jetre prema formuli Bedognija i suradnika (230 Bedogni).

FLI - indeks masne jetre (engl. fatty liver index)

e — baza prirodnih logaritama

In — prirodni logaritam

triglycerides — koncentracija triglicerida u mg/dL

waist circumference — opseg struka u cm

BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index)

GGT - gama-glutamil transferaza u jedinicama aktivnosti po litri.

Metodom bioelektri¢ne impedancije — uredajem ,,Omron* (Kyoto, Japan) izmjerili smo udio

suhe miSi¢ne mase.
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3.5. Statisti¢ka analiza

Podaci u provedenoj studiji prikazani su kao aritmeti¢ka sredina (;c), standardna devijacija
(SD), te minimum, prvi kvartil (Q1), medijan, tre¢i kvartil (Q3) 1 maksimum. Podaci su
graficki prikazani kombinacijom dot-plot 1 box-and-whisker postupaka, Sto se smatra
optimalnim prikazom za veli¢inu uzorka studije. Prednost je postupka §to prikazuje sve
pojedinacne ispitanike (dot-plot), uz istodobni prikaz strukture podataka (box-and-whisker).
Usporedba varijabli izmedu skupine ispitanika s metabolickim sindromom i kontrolne skupine
obavljena je multivarijatnim permutacijskim testom za dvije skupine, a to je neparametrijska
zamjena za Hotellingov T-test. Permutacijski testovi smatraju se optimalnom statistickom
metodom za usporedbu dviju skupina pri veéem broju varijabli jer sprijecavaju lazno
pozitivne rezultate, daju pouzdane zakljucke i onda kada podaci odstupaju od Gaussove
distribucije te imaju izuzetno visoku snagu. Svi primijenjeni testovi bili su dvosmjerni, a P <
0,05 smatran je statisticki znaCajnim. Informacijska bitnost varijabli odredena je algoritmima
rekurzivnog particioniranja (RP) (231). To su metode koje sluze za izgradnju klasifikacijskih i
regresijskih modela, a primjenjuju se u eksploratorne, deskriptivne i prediktivne svrhe. RP je
koristan postupak za rjeSavanje cijelog niza problema, ponajvise zbog sposobnosti opisa
kompleksnih 1 nelinearnih interakcija. U provedenoj studiji izgraden je klasifikacijski model
za razlikovanje ispitanika kontrolne skupine od osoba s metabolickim sindromom. Budu¢i da
je naglasak cjelokupnog istraZivanja na izgradnji klasifikacijskog modela, analiza snage
studije je tomu prilagodena. Naime, rekurzivno particioniranje daje vrlo pouzdane rezultate
kada je broj ispitanika pet do deset puta ve¢i od broja varijabli. Budu¢i da studija ukljucuje
126 ispitanika broj varijabli je ograni¢en na dvadeset, to jest Sest puta manje od broja
ispitanika, Sto odgovara zahtjevima za rekurzivno particioniranje. Koristene su dvije metode
RP-a, SimpleCART i RepTree. Razlog koristenja dviju metoda je u tome Sto ponekad mogu
dati razlicite rezultate, Sto moze poboljSati uvid u strukturu podataka. Uc¢inkovitost varijabli
izdvojenih postupcima rekurzivnog particioniranja dodatno je opisana uporabom ROC
analize. Deskriptivna statistika, permutacijski testovi i ROC analiza obavljeni su pomocu
programskog jezika R (verzija 2.14), javno dostupnog programa za statisticku i1 graficku

analizu podataka (http://www.R-project.org/). Analiza pomo¢u RP-a obavljena je pomocu

programa Weka (verzija 3.6.5).


http://www.r-project.org/
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4. REZULTATI

Provedena studija, sa statisticke tocke gledista, usporedba je dviju skupina po vise
varijabli 1 zbog toga pripada kategoriji multivarijatnih studija. Analiza je provedena u

Cetiri koraka:

1. deskriptivna statistika — podaci za kontrolne ispitanike i bolesnike s MetS opisani su

kao aritmeticka sredina (; ), standardna devijacija (SD), minimum (min), prvi kvartil
(Q1), medijan, tre¢i kvartil (Q3), te maksimum. Dobivene vrijednosti prikazane su u

tablicama xy 1 xy.

2. usporedba varijabli izmedu kontrolne skupine i bolesnika s MetS. Usporedba je
obavljena tako da je prvo pomocu multivarijatnog permutacijskog testa za dvije
skupine izracCunata sveukupna P vrijednost za matricu podataka. Dobivena P
vrijednost od 0,02 upucuje da razlika medu ciljnim skupinama doista postoji, te da se
isplati analizirati razliku u pojedinaénim varijablama. Usporedba je obavljena
uporabom pojedinanih permutacijskih testova. Razlika je utvrdena za cetrnaest
varijabli, $to je prikazano u tablici xy. Rezultati su takoder prikazani graficki .

kombinacijom box-and-whisker metode s pojedinaCnim mjerenjima.

3. Svrha multivarijatne analize bila je dvostruka: (1) prona¢i optimalnu varijablu ili
kombinaciju varijabli za diskriminaciju kontrolnih ispitanika i ispitanika s MetS; (b)
analizirati meduodnos varijabli, odnosno dobiti uvid u strukturu podataka.
Multivarijatna analiza provedena je uporabom klasifikacijskih programa RepTree i
SimpleCART. Rezultat analize s oba programa moze se prikazati kao stablo odluke
Sto znatno olakSava interpretaciju rezultata. Programi koriste razliCite algoritme za

konstrukciju stabla odluke i dva su kuta gledanja na isti problem.

4. ROC analiza provedena je s ciljem utvrdivanja optimalne vrijednosti indeksa masne
jetre (FLI), koji je multivarijatna anliza izdvojila kao jedini i vrlo u€inkoviti parametar

za diskriminaciju kontrolnih ispitanika i ispitanika s MetS.
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4.1 Deskriptivna statistika i multivarijatni permutacijski test za dvije skupine

Rezultati deskriptivne statistike i multivarijatnog permutacijskog testa za dvije skupine
prikazani su u tablicama xy, xy i xy. Permutacijski test izdvojio je sljedece varijable kao
statisticki signifikantno razliite izmedu kontrolne skupine i skupine s MetS: opseg struka
(cm), omjer opsega struka i bokova, omjer opsega bokova i opsega struka, postotak suhe
miSi¢ne mase, debljina epikardijalnog masnog tkiva (cm), intraabdominalna debljina (cm),
HDL-kolesterol (mmol/L), trigliceridi (mmol/L), C-reakrivni protein (mg/L), alanin
transaminaza (U/L), gama-glutamil transferaza (U/L), mokraéna kiselina (um/L), ukupan broj
leukocita (10°/L), te indeks masne jetre. Nismo nasli znacajne razlike izmedu dviju skupina u
vrijednostima fibrinogena 1 broja neutrofila u krvi. Skupine se nisu razlikovale niti u duljini i
intenzitetu repa, mjerenima alkalnim i hOGG1 Comet testom, S$to znaci da nema razlika kako
u op¢em, tako ni u oksidativnom oste¢enju DNA. Vrijednost malondialdehida je bila neSto
viSa, a vrijednost reduciranog glutationa nesto niza u ispitanika s metaboli¢kim sindromom,

medutim razlike nisu dosegle statisticku znacajnost.

U tablicama 1. 1 2. prikazani su rezultati deskriptivne statistike za ispitanike kontrolne skupine

1 ispitanike s metabolickim sindromom.

U tablici 3. prikazani su rezultati multivarijatnog permutacijskog testa.

Podaci iz deskriptivne statistike prikazani su 1 graficki — kombinacijom tockastog dijagrama
(engl. dot-plot) 1 grafikona okvira s ru¢icama (engl. box-and-whisker plot) prikaza.
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Tablica 1. Deskriptivna statistika analiziranih parametara za kontrolne ispitanike.

Parametar N X Medijan Minimum Maksimum Qi Q3 SD

Dob 59 | 46,88 46 37,00 58,00 44,00 51,00 5,02
(godine)

truk
z’;:;g”“ a 59 | 88,90 89,00 71,00 108,00 | 84,00 | 9500 | 829
Omjer opsega struka i bokova 59| 0,88 0,89 0,76 0,99 0,83 091 | 0,05
Omjer opsega bokova i struka 59| 1,14 1,13 1,01 1,31 1,10 120 | 0,07
Postotak suhe misiéne mase
) 55 | 37,17 36,90 30,60 4500 | 3500| 3930| 3,30
Debiljina epikardijalnog masnog
tkivo 52 | 4,09 3,65 1,50 8,50 300 | 49 | 147
(mm)
Debljina abdominalno potkoznog 56 | 1,31 1,31 0,17 2,59 0,82 1,82 | 0,64
masnog tkiva (cm)
I inal ljina (/i
ntrabdominaina debljina (linea 56 | 3,75 3,65 0,60 864 | 269| 472| 1,57
alba - aorta) (cm)
HDL- kolesterol

olestero 58 | 1,58 1,55 1,06 2,50 1,33 1,75 | 0,33
(mmol/L)
Trigliceridi 59 | 1,14 0,96 0,490 3,24 0,79 1,34 | 055
(mmol/L)
— — s
C-reativni protein (CRP) 55 | 1,18 0,80 0,100 530 | 040 1,20 | 1,24
(mg/L)
Alanin transaminaza (ALT
) (ALT) 59 | 24,14 21,00 7,00 53,00 | 16,00 | 31,00| 9,82
Gama-glutamil transferaza (GGT
) glutami 7 (GGT) 59 | 2342 19,00 9,00 750 | 16,00 | 27,00 | 12,33
Mokraéna kiseli
okracna kiselina s6 | 3929 | 297,00 152,00 401,50 | 273,50 | 336,50 | 48,59
(umol/L) 8
—
Tnnogen 58 | 3,46 3,26 2,38 7,02 298| 360| 0,84
(g/L)
Leukociti
10’/) 57| 5,75 5,80 3,50 8,80 520 640| 1,19
Neutrofili
10°/0) 56 | 3,22 3,20 1,20 5,10 270 | 380 | 093
Indeks masne jetre
(engl. tatty livee index} {FLI) 58 | 30,23 25,41 1,67 68,53 | 17,40 | 43,90 | 17,53
al':;"'c"metteSt'd”"'"a repa 35 | 16,92 15,80 12,80 2830 | 1517 | 17,58 | 341
Alkalni Comet test - intenzitet repa
) : intenzitet rep 35| 2,23 1,71 0,31 8,10 0,93 331| 1,76
hOGG1Comet test - dulji
i omet test - dlina repa 29 | 14,95 14,37 11,22 2323 | 13,85 | 1616 | 2,48
hOGG1Comet test - intenzitet repa
) intenzitet rep 29| 1,98 1,48 0,17 6,84 0,96 263 | 1,51
Glutation 35 | 4,38 4,02 3,11 10,17 3,93 4,55 1,23
(umol/L)
Malondialdehid
alondialdent 36 | 2,26 1,85 0,45 7,61 127 | 302| 146

(umol/L)
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Tablica 2. Deskriptivna statistika analiziranih parametara za ispitanike s metaboliCkim

sindromom.
Parametar N )_C Medija | Minimum | Max Q1 Q3 SD

Dob 69 | 4745 | 4300 32,00 62 44| 51,00 553
(godine)

8‘;ffg struka 69 | 111,49 | 108,00 94,00 | 162,00 | 105,00 | 116,00 | 10,84
Omjer opsega struka i bokova 69| 098] 097 08| 119| 095| 1,01| 006
Omjer opsega bokova i struka 69| 102| 1,03 084 | 118| 099 105| 006
f,;:)“’tak suhe miSiéne mase 63| 31,15| 31,30 1520 | 37,40 | 2050 | 32,70 | 3,22
gggi"a epikardijalnog masnog thivo | o, | ;24| g9 400 | 1250| 640| 880| 1,76
Ezggigatﬁ}’v‘;“‘(‘g‘;?l“" potkoznog 63| 181 | 1,68 063| 326| 130| 230| o064
z‘;‘;;aj‘zg‘r’t‘;‘)“:ﬂ:f debljina (linea 1 63| 733|700 300| 1590 | 580| 876| 247
(}III?HE(;I}‘L")I‘*“"“" 68| 123| 1,19 061| 240| 106| 138| 029
(Tr;ifllgfmer;di 69| 298| 2,45 065| 904| 173| 382| 185
(Cn'lrg‘;aL‘)iV“i protein (CRP) 68| 347| 295 060 | 1630 | 135| 415| 317
ﬁ}?{‘;“ transaminaza (ALT) 69 | 51,77 | 39,00 12,00 | 209,00 | 31,00 | 61,00 | 35,11
%,‘i‘f‘g'“‘amil transferaza (GGT) 69 | 61,16 | 47,00 13,00 | 236,00 | 32,00 | 77,00 | 43,94
?:ﬁ:jlj‘ﬁ‘)‘a kiselina 69 | 393,98 | 390,00 | 220,00 | 614,00 | 342,00 | 441,00 | 82,05
fgi/er)i“"ge“ 68| 341| 340 214 | 560| 294| 367| 065
H},‘;}‘f)ciﬁ 67| 719| 6,80 370 | 12,10 620| 820| 1,76
ﬁf,‘i};‘)’ﬁ“ 67| 396| 370 130 | 860| 290 | 470 148
g‘fgelksf ;“tt’;sﬁ‘v’gf‘ifdex) LD 69| 87,83 | 9397 | 3827 | 9997 | 8473 | 97,10 | 14,08
zﬁ;“;mi Comet test - duljina repa 36| 16,22 | 15,39 1347 | 2417 | 1464 | 1733 | 247
?qlbk)alni Comet test - intenzitet repa 36 1.90 1,69 0,38 4.977 1,02 262 110
?fISGIC”me’ test - duljina repa 32| 15,00 | 14,20 12,04 | 3054 | 1313 | 1583 | 3.46
?,,(/Z)GGIC""’” test - intenzitet repa 32| 251 | 127 014 | 2784 | 087| 247| 478
ﬁ;ﬁ%’;’ 36| 413| 4,07 380 | 482| 393| 423 025
Malondialdehid 38| 349 | 2,64 068 | 1922| 197| 403| 316

(nmol/L)
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Multivarijatni permutacijski test za dvije skupine

Tablica 3. Rezultati multivarijatnog permutacijskog testa za dvije skupine.

Parametar Kontrola (n = 59) MetS (n=69 ) P
Dob (godine) 46,9 +5,09 (n=159) 47,4 +£5,65 (n=69) 0,337
Opseg struka (cm) 88,90 £ 8,30 (n =59) 111,49 £ 10,84 (n= 0,001
69)
Omjer opsega struka i bokova 0,88 £ 0,05 (n=159) 0,98 + 0,06 (n = 69) 0,001
Omjer opsega bokova i struka 1,14 £ 0,07 (n=159) 1,02 + 0,06 (n = 69) 0,001
Postotak suhe miSiéne mase (%) 37,17+ 3,30 (n=55) 31,15+ 3,22 (n= 63) 0,001
Debljina epikardijalnog masnog tkivo (mm) 4,09+ 1,47 (n=52) 7,71 £ 1,76 (n=62) 0,001
Debljina abdominalno potkoZnog 1,31 £ 0,64 (n=56) 1,81 £0,64 (n=63) 0,001
masnog tkiva (cm)
Debljina intraabdominalnog masnog tkiva 3,75+ 1,57 (n=56) 7,33 £2,47 (n=063) 0,001
(linea alba — aorta) (cm)
HDL- kolesterol (mmol/L) 1,58 £0,33 (n=58) 1,23 £ 0,29 (n = 69) 0,001
Trigliceridi (mmol/L) 1,14+ 0,55 (n =59) 2,98+ 1,85 (n=69) 0,001
C-reativni protein (CRP) (mg/L) 1,18 £ 1,24 (n = 55) 3,47+3,17 (n=68) 0,001
Alanin transaminaza (ALT) (U/L) 24.14+9,82 (n=59) | 51,77 +£35,11 (n=69) 0,001
Gama-glutamil transferaza (GGT) (U/L) 23,42+ 12,33 (n=59) | 61,16 43,94 (n = 69) 0,003
Mokraéna kiselina (umol/L) 302,08 £48,59 (n= 393,98 £ 82,05 (n= 0,001
56) 69)
Fibrinogen (g/L) 3,46 £ 0,84 (n=58) 3,41 £0,65 (n=68) 0,573
Leukociti (10°/L) 5,75+ 1,19 (n=57) 7,19 £ 1,76 (n=67) 0,007
Neutrofili (10°/L) 3,22 +£0,93 (n=56) 3,96 £ 1,48 (n=67) 0,149
Indeks masne jetre (engl. fatty liver index) 30,23 £17,53 (n=58) | 87,83 £ 14,08 (n=69) 0.001
(FLI)
Alkalni Comet test - duljina repa (um) 16,87 + 3,37 (n = 36) 16,22 £ 2,47 (n=36) 0.994
Alkalni Comet test - intenzitet repa (%) 2,22+ 1,74 (n = 36) 1,90 + 1,10 (n = 36) 0.829
hOGG1Comet test - duljina repa (um) 15,31+ 3,13 (n = 30) 15,00 + 3,46 (n = 32) 0.379
hOGG1Comet test - intenzitet repa (%) 2,25+ 2,10 (n = 30) 2,51 +4,78 (n=32) 0.556
Glutation (umol/L) 4,38+ 1,22 (n=35) 4,13 £0,25 (n=36) 0.105
Malondialdehid (umol/L) 2,26 + 1,46 (n=36) 3,49 £ 3,16 (n=38) 0.282
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Graficki prikaz deskriptivne statistike kombinacijom to¢kastog dijagrama i grafikona
okvira s ru¢icama.
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Slika 7. Usporedba dobi (godine) za kontrolne i MS ispitanike (p = 0,337).
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Slika 8. Usporedba opsega struka (cm) za kontrolne i MS ispitanike (P = 0,001).
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Slika 9. Usporedba omjera opsega struka i bokova za kontrolne i MS ispitanike
(P =0,001).
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Slika 10. Usporedba opsega bokova i struka za kontrolne i MS ispitanike (P =
0,001).
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Slika 11. Usporedba udjela (postotka) suhe misSi¢ne mase za kontrolne i MS

ispitanike (P = 0,001).
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Slika 12. Usporedba debljine epikardijalnog masnog tkiva (mm) za kontrolne i MS

ispitanike (P = 0,001).
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Slika 13. Usporedba debljine abdominalnog potkoZznog masnog tkiva (cm) za
kontrolne i MS ispitanike (P = 0,001).
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Slika 14. Usporedba debljine intraabdominalnog masnog tkiva (cm) za kontrolne i
MS ispitanike (P = 0,001).
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Slika 15. Usporedba HDL-kolesterola (mmol/L) za kontrolne i MS ispitanike (P =

triglicerid (mmolL)

Slika 16. Usporedba triglicerida (mmol/L) za kontrolne i MS ispitanike (P = 0,001).
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Slika 17. Usporedba C-reaktivnog proteina (mgl/L) za kontrolne i MS ispitanike (P =
0,001).
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Slika 18. Usporedba alanin transaminaze (U/L) za kontrolne i MS ispitanike (P =
0,001).
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Slika 19. Usporedba gama-glutamil transferaze (U/L) za kontrolne 1 MS ispitanike

(P =0,003).
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Slika 20. Usporedba mokracéne kiseline (umol/L) za kontrolne 1 MS ispitanike (P =

0,001).
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Slika 21. Usporedba fibrinogena (g/L) za kontrolne i MS ispitanike (P = 0,573).

leukociti{10°/L)

Slika 22. Usporedba leukocita (109/L) za kontrolne i MS ispitanike (P = 0,007).
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Slika 23. Usporedba neutrofila (109/L) za kontrolne i MS ispitanike (P = 0,1493).
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Slika 24. Usporedba indeksa masne jetre za kontrolne i MS ispitanike (P = 0,001).
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Slika 25. Usporedba alkalnog Comet testa (duljina repa - pm) za kontrolne i MS
ispitanike (P = 0,994).

alkcalni Comet test - interiktet repa (%)
4

kontrala MetS
akupine

Slika 26. Usporedba alkalnog Comet testa (intezitet repa - %) za kontrolne i MS
ispitanike (P = 0,829).
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Slika 27. Usporedba hOGG1Comet testa (duljina repa - um) za kontrolne i MS
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Slika 28. Usporedba hOGG1Comet testa (intezitet repa - %) za kontrolne i MS
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Slika 29. Usporedba glutationa (umol/L) za kontrolne i MS ispitanike (P = 0,105).
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Slika 30. Usporedba malondialdehida (umol/L) za kontrolne i MS ispitanike (P =
0,282).



4.2 Multivarijatna analiza

Multivarijatna analiza provedena je uporabom klasifikacijskih programa SimpleCART
i RepTree. Rezultati analize za SimpleCART prikazani su u tablici 4. i slici 30., dok su
rezultati za RepTree prikazani u tablici 5. i slici 31. Oba programa izdvajaju indeks masne
jetre (engl. fatty liver index, kratica FLI) kao najbolji i jedini pokazatelj. Minimalne razlike u

vrijednosti FLI potje¢u od Cinjenice §to koriste razliite algoritme za odredivanje kriterijske

vrijednosti.
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Tablica 4. Rezultati analize uporabom SimpleCART Kklasifikacijskog programa.

AKO JE FLI < 70.56 ONDA KLASIFICIRATI KAO= kontrola (42.5/4)
AKO JE FLI >= 70.56 ONDA KLASIFICIRATI KAO = MetS (42.5/0.5)

[23/3]
[20/0]

Sveukupna klasifikacija

Korektno klasificirani slucéajevi

120 (93.75%)

Nekorektno klasificirani slucajevi
8 (6.25%)

Leave-one-out unakrsna validacija

Nekorektno klasificirani slucéajevi

120 (93.75%)

Nekorektno klasificirani slucajevi
8 (6.25%)

=== Matrica konfuzije ===

=== Matrica konfuzije ===

a b <-- razvrstani kao a b <-- razvrstani kao
58 1 | a = kontrola 58 1 | a = kontrola
7 62 | b = MetS 7 62 | b = MetS

<7056

Slika 31. Rezultat analize uporabom SimpleCART klasifikacijskih programa, pri ¢emu je
vrijednost indeksa masne jetre od 70,56 izdvojena kao optimalna vrijednost za diskriminaciju
ispitanika kontrolne skupine i ispitanika s MS.

A6

netboidd
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Tablica 5. Rezultati analize uporabom RepTree klasifikacijskog programa.

AKO JE FLI < 67.82 ONDA KLASIFICIRATI KAO = kontrola (43.51/5) [21/2]
AKO JE FLI >= 67.82 ONDA KLASIFICIRATI KAO = MetS (41.49/0.49) [22/1]

Sveukupna klasifikacija Leave-one-out unakrsna validacija
Korekteno klasificirani slucajevi Korekteno klasificirani slucajevi
119 (92.9688 %) 118 (92.1875 %)
Nekorektno klasificirani slucajevi Nekorektno klasificirani slucajevi
9 (7.0313 %) 10 (7.8125 %)
=== Matrica konfuzije === === Matrica konfuzije ===
a b <-- classified as a b <-- classified as
57 2 | a = kontrola 56 3 | a = kontrola
7 62 | b = MetS 7 62 | b = MetS
mrs

<6732 =672

Slika 32. Rezultat analize uporabom Reptree klasifikacijskih programa, pri éemu je vrijednost indeksa
masne jetre od 67,82 izdvojena kao optimalna vrijednost za diskriminaciju kontrolnih ispitanika |
ispitanika s MS.
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4.3. ROC analiza

Analiza pomocéu permutacijskog testa (tablica xy) izdvojila je Cetrnaest varijabli koje se
statistiCki signifikantno razlikuju izmedu kontrolnih bolesnika 1 bolesnika s MetS.
Multivarijatna analiza pomoc¢u RepTree i SimpleCART klasifikatorskih programa upucuje na
indeks masne jetre (FLI) kao najbolji diskriminacijski ¢imbenik za razlikovanje navedenih
skupina. Zbog visokog informacijskog sadrzaja FLI gotovo savrSeno razdvaja dvije ciljne
klase ispitanika, dodavanje novih varijabli prakticki niSta ne poboljSava ucinkovitost

klasifikacije.

FLI je zbog toga dodatno analiziran pomo¢u ROC analize kako bi se utvrdila njegova
prakti¢na vrijednost u razlikovanju normalnog i patoloSskog nalaza. Naime, ta nam analiza
kazuje koja je optimalna vrijednost FLI (zvana kriterij) za najbolje razlikovanje po nacelu

senzitivnost i specific¢nost.

Osnovna vrijednost koju izraCunava ROC analiza je ROC krivulja i takozvana povrsina ispod
ROC krivulje (AUC — prema engleskom izvorniku Area Under the Curve). AUC se moze
kretati u rasponu od 0,5 do 1, ili izraZzeno kao postotak od 50-100%. PovrSina se racuna na
grafikonu na kojem x-os predstavlja specificnost (od 0 do 1), a y-os senzitivnost (od 0 do 1).
Povrsinu ispod ROC krivulje treba tumaciti kao vjerojatnost da ¢e optimalna vrijednost
varijable (kriterija) istodobno pravilno razvrstati dva slu¢ajno odabrana entiteta, i to po jednog
iz svake skupine. Potpuno slu€ajan rezultat je AUC od 0,5 (50%), a kvaliteta kriterija se
odreduje po tome koliko je doti¢ni kriterij ve¢i od navedene vrijednosti. Idealan kriterij AUC

bi bio 1 ili 100%.

Vecina programa za ROC analizu kao kriterij odabire onu tocku na ROC krivulji koja je
najmanje udaljena od gornjeg lijevog kuta grafikona ROC krivulje. Idealna situacija za
primjenu ROC analize je onda, kada su ispitivane skupine otprilike podjednako velike i kada
veli¢ina svake skupine nadmasuje broj od 50. Oba su uvjeta u provedenoj studiji ispunjena i

stoga se rezultati provedene ROC analize mogu smatrati relevantnima.

Uz vrijednost FLI od 68,53 kao optimalnog kriterija za razdvajanje kontrolnih ispitanika i
osoba s MetS dobiva se povrsina ispod ROC krivulje od 0,985 ili 98,5%, Sto ukazuje da se
radi o gotovo savrSenom prediktoru. Senzitivnost FLI u predikciji MS iznosi 89,86%, a

specifi¢nost 100%.
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Optimalna vrijednost FLI minimalno se razlikuje izmedu ROC analize (68,53) 1
klasifikacijskog programa SimpleCART (70,56). Razlika proistjece iz toga Sto ROC analiza
trazi vrijednost FLI koja optimizira kompromis izmedu senzitivnosti i specifi¢nosti, dok

SimpleCART trazi vrijednost FLI koja optimizira postotak to¢no klasificiranih ispitanika.

Detalji analize opisani su u tablicama 6. 1 7. te slici 32.

Slika 33. ROC krivulja za parametar indeks masne jetre (FLI). FLi ima povrSinu ispod ROC

krivulje od 98,5%, a koja je oznacena sivom bojom.
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Tablica 6. Rezultat ROC analize za indeks masne jetre (FLI) kao prediktora metabolickog

sindroma..
Optimalni kriterij 68,53
Povrs$ina 0,985
ispod ROC krivulje (AUC)
95% granice pouzdanosti od 0,946 do 0.998
P vrijednost <0.001
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Tablica 7. Vrijednosti FLI koriStene za odredivanje ROC krivulje, te njihova osjetljivost i

specificnost s 95% granicama pouzdanosti. Optimalna vrijednost (kriterij) oznaéena je

zvjezdicom *.
Kriterij | Senzitivnost 95% granice Specifi¢nost 95% granice
(FLI) pouzdanosti pouzdanosti
za osjetljivost za specificnost

>=1,67 100,00 94,8 - 100,0 0,00 0,0-6,2
>38,07 100,00 94,8 - 100,0 70,69 57,3-81,9
>38,27 98,55 92,2 - 100,0 70,69 57,3-81,9
>44.76 98,55 92,2 - 100,0 79,31 66,6 - 88,8
>44.81 97,10 89,9 - 99,6 79,31 66,6 - 88,8
>45,31 97,10 89,9 - 99,6 81,03 68,6 - 90,1
>47,48 95,65 87,8 -99,1 81,03 68,6 - 90,1
>51,78 95,65 87,8 -99,1 84,48 72,6 - 92,7
>56,38 94,20 85,8-98,4 84,48 72,6 - 92,7
>57,75 94,20 85,8-98,4 89,66 78,8 - 96,1
>58,18 92,75 83,9-97,6 89,66 78,8 - 96,1
>59,21 92,75 83,9-97,6 94,83 85,6 - 98,9
>60,17 91,30 82,0 - 96,7 94,83 85,6 - 98,9
>65,1 91,30 82,0-96,7 98,28 90,8 - 100,0
>65,35 89.86 80,2 -95.,8 98,28 90,8 - 100,0
>68,53 * 89,86 80,2 - 95,8 100,00 93,8 - 100,0
>99,97 0,00 0,0-5,2 100,00 93,8 - 100,0
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5. RASPRAVA

Metabolicki sindrom (MS) predstavlja sve znacajniji zdravstveni problem Sirom svijeta. Broj
osoba s MS povecava se u gotovo svim zemljama svijeta, bez obzira na stupanj razvijenosti.
Radi se o sloZzenom poremecaju mijene tvari, u ¢ijem nastanku i razvoju sudjeluju patolosko
nakupljanje masnoca, kroni¢na upala 1 oksidativni stres. Smatra se da poviSen oksidativni
stres igra srediSnju ulogu u MS i njegovim sastavnim dijelovima, te moze biti objedinjujuci

¢imbenik u progresiji bolesti.

Oksidativni stres oSteCuje sve stani¢ne strukture i1 smatra se jednim od uzroka starenja
organizma (109, 115). Osobe s metaboli¢kim sindromom izloZene su jacem oksidativnom
stresu 1 imaju veci rizik obolijjevanja od kardiovaskularnih, cerebrovaskularnih,
neurodegenerativnih i malignih bolesti (17,141). U posljednje vrijeme Sirom svijeta je
proveden velik broj istraZivanja o povezanosti oksidativnog stresa s MS. Unato¢ napretku u
istrazivaCkom radu, preostaju bitne poteSkoce definiranja 1 kvantifikacije oksidativnog stresa
u bioloskim sustavima (17). Pitanje treba li oksidativni stres definirati kao stanje povecanja
inteziteta prooksidativnih procesa, stanje neravnoteze izmedu prooksidativnih procesa i
antioksidativne zastite ili kao stanje oksidativnog oStecenja makromolekula, kao Sto su lipidi,
proteini 1 DNA, jo§ uvijek je nerazrijeSeno. Daljnje poteSkoce u istrazivanju oksidativnog
stresa predstavljaju razli¢iti mehanizmi stvaranja reaktivnih spojeva i njihova ucinka na
razli¢ite strukture i procese u organizmu, razliciti pokazatelji oksidativnog stresa te metode

njihova odredivanja (17).

Jedno od neodgovorenih pitanja glede oksidativnog stresa i razvoja MS sindroma jest nastaje
li oksidativno oStecenje molekula kao $to su lipidi, proteini i nukleinske kiseline, prije pojave
MS, istovremeno s njim ili nakon $to je MS trajao neko vrijeme.

U ovom istrazivanju zeljeli smo ustanoviti postoje li razlike u pokazateljima oksidativnog
ispitanika s MS srednje Zivotne dobi, radno sposobnih, bez kroni¢nih bolesti (osim arterijske
hipertenzije 1 Secerne bolesti tipa II), koje predstavljaju kriterije za dijagnozu MS 1 ispitanika
kontrolne skupine. Takoder smo u nasih ispitanika, izmedu ispitivanih pokazatelja Zeljeli na¢i

najbolji pokazatelj MS.
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Izmedu dviju skupina ispitanika ustanovili smo razlike u antropometrijskim, biokemijskim i
hematoloSkim parametrima (osim u broju neutrofila i koncentraciji fibrinogena). Nismo nasli
razlike izmedu ispitivanih skupina u oStec¢enju jezgrene DNA i razinama pokazatelja lipidne

peroksidacije malondialdehida i antioksidansa glutationa.

5.1. Oksidativno oSteCenje jezgrene DNA

Ovo je prvo istrazivanje koje je bilo provedeno na definiranoj skupini ispitanika s MS u
kojemu je ispitivanje oksidativnog oStecenja jezgrene DNA bilo ucinjeno Comet testom uz
enzim ljudskog podrijetla, 8-hidroksigvanin DNA glikozilaza (hOGG1), koji mjeri specifi¢na

oksidativna ostecenja jezgrene DNA.

Dosadasnja istrazivanja su s alkalnim Comet testom ustanovila oSte¢enja DNA u ispitanika s
MS (143), koronarnom sr¢anom bolesc¢u (150) 1 Se¢ernom bolescu tipa II (154). Song i sur.
nasli su razlike u razini oSte¢enja DNA izmedu zdravih ispitanika, ispitanika s oSte¢enom
tolerancijom glukoze, te novootkrivenih ispitanika sa Se¢ernom boles¢u (Song). Vece
specifi¢no oksidativno oSte¢enje DNA nasli su Tomasello i sur. s Comet testom uz primjenu
enzima formamidopirimidin glikozilaze u mladih ispitanica (25-35 g.) normalne tjelesne
mase, ali s udjelom masnoga tkiva veé¢im od 30% (engl. normal weight obese, NWO), u
odnosu na ispitanice koje su imale <30% masnoga tkiva (157). Blasiak i sur. su primjenom
Comet testa s enzimom formamidopirimidin glikozilazom (FPG) nasli vece oksidativno
oSte¢enje 1 smanjenu ucinkovitost njegova popravka u bolesnika s DM2 (152).

Prema rezultatima studije Al Aubaidya, oksidativho oSte¢enje DNA, mjereno razinom 8§-
hidroksideoksigvanozina (8-OhdG) u serumu je bilo znacajno viSe u osoba sa Secernom
boles¢u tipa II u odnosu na osobe s poviSenom razinom glukoze u krvi nataSte 1 zdravih
ispitanika. Takoder, osobe s povisSenom razinom glukoze nataste imale su znafajno visu
razinu 8-OhdG u odnosu na zdrave ispitanike (153). Simon 1 sur. su CBMN (kratica od engl.
Cytokinesis-block micronuclei) testom ustanovili vec¢e oSte¢enje DNA u bolesnika s MetS 1
koronarnom boles¢u u odnosu na zdrave ispitanike (232). Za razliku od navedenih rezultata,
Seet i sur., nisu, u inafe zdravih ispitanika mlade i1 srednje dobi, nasli povezanost

oksidativnog oSte¢enja DNA s MetS, mjere¢i razinu 8-OHdG u urinu kao pokazatel]
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oksidativnog oSte¢enja (155). Anderson i sur. primjenom su alkalnog Comet testa nasli cak 1
nesto manje oSteenje DNA u bolesnika sa Se¢ernom bolesc¢u tipa 1 i tipa II u odnosu na
zdrave ispitanike. Autori su pretpostavili da je razlog tomu jaca aktivacija zaStitnih
mehanizama, koji, osim zastite 1 popravka DNA, §tite 1 popravljaju druga stani¢na oStecenja,

tako da je krajnji rezultat manje oste¢enje DNA u stanici izloZenoj stresu (233).

U naSoj studiji, nismo naSli statisticki znaCajne razlike u razini ostecenja DNA izmedu
ispitanika s MS 1 zdravih pojedinaca. Mogu¢ razlog ovih rezultata moze biti dobra funkcija
sustava antioksidativne zaStite i mehanizama popravaka oSte¢enja DNA. Drugi razlog moze
biti da sustavna razina oksidativnog stresa nije dostatna da u znaCajnoj mjeri oSteti
makromolekule, kao §to su DNA, lipidi i proteini. Znacajno oksidativno ostecenje DNA u
naSih ispitanika moglo bi nastati u buducnosti, uslijed porasta razine oksidativnog stresa i
smanjivanja ucinkovitosti mehanizama obrane 1 popravka DNA tijekom starenja organizma

i/ili njihova slabljenja nakon duljeg trajanja metaboli¢kog sindroma.

Opcéenito se smatra da se sposobnost popravka osteCenja DNA umanjuje tijekom procesa
starenja, te da je jedan od razloga starenja nakupljanje DNA oStecenja. Na primjer, Piperakis 1
sur. ustanovili su da se s godinama smanjuje sposobnost popravka oSteenja DNA, a
povecava njezino oSte¢enje; u djece (5-10 godina) sposobnost je popravka DNA bila bolja u
odnosu na odrasle (40-50 godina), a naslabija je bila u starih (60-70 godina) ispitanika (139).
Prema vecini drugih istrazivanja, u¢inkovitost svih oblika popravka jezgrene DNA smanjuje
se s godinama (109). Suprotne rezultate objavio je Humphreys, u ¢ijem su istraZivanju
oksidativno oSte¢enje DNA, otpornost prema oksidativnom stresu i popravak oSte¢enja DNA
pokazivali tendenciju porasta od mlade prema starijoj dobi (234). U vrlo starih osoba, kao Sto
su devedesetogodiSnjaci, bio je ustanovljen znaajno nizi stupanj oksidativnog oStecenja
DNA uz manju prevalenciju MS u odnosu na ispitanike starosti izmedu 60 1 74 godina. Autori
su pretpostavili bolju antioksidativnu zastitu u 90-godiSnjaka, koja im je omogucila da dozive
visoku dob bez razvoja smrtonosnih bolesti (235). Sli¢no su pretpostavili Humphreys i sur. za
najstarije ispitanike (75-82 g.) u svom istrazivanju (234). Demirbag i Al-Aubaidy su u svojim
studijama objavili statisticki znaCajno poviSenu razinu DNA oSteCenja u ispitanika s
metaboli¢kim sindromom u usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanika. No, u njihovim
studijama prosjecna starost ispitanika bila je znacajno visa od nasih ispitanika (>10 godina).
Osim toga, moguce je da su oStecenja DNA mogla nastati zbog duljeg trajanja MS u odnosu

na naSe ispitanike. Ispitanici Seeta i sur., koji nisu nasli povezanost oste¢enja DNA s MS bili
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su nesto mladi od nasSih ispitanika (155). Stoga, moguce je da su dob ispitanika i trajanje
poremecaja bitni faktori koji odreduju razinu oste¢enja DNA i drugih makromolekula.

Iza 64. godine zivota znacajno raste incidencija obolijevanja od kroni¢nih bolesti, kao §to su
kardiovaskularne, cerebrovaskularne, zlo¢udne, neurodegenerativne i druge bolesti (Baklai¢),
Sto moze biti povezano sa slabijom mogucnos¢éu popravka ostecenja DNA u dobi od 60-70
godina u odnosu na mlade dobne skupine (139). Stoga je logi¢no pretpostaviti da je u
ispitanika s oSte¢enjem DNA povecan rizik nastanka navedenih kroni¢nih bolesti, kako u
odnosu na ispitanike njihove dobi bez metabolickog sindroma, tako i u odnosu na osobe
mlade dobi s metabolickim sindromom, ali bez znacajnijeg oSteCenja DNA. Takoder
pretpostavljamo da vecéa sklonost razvoju kroni¢nih bolesti, povezana sa slabljenjem
mehanizama zastite i popravka DNA nastaje u kasnijoj Zivotnoj dobi od one koju su imali

nasi ispitanici.

Prema pregledanoj literaturi, prijeporno je prethodi li oSte¢enje DNA promjenama
karakteristiénim za MS, nastaje li istovremeno s njima ili nastaje nakon njih. Tomasello i sur.
su na temelju rezultata svoga istraZivanja provedenog na mladim ispitanicama (25-35 g.)
zakljucili da bi oSteenje DNA, vezano uz povecanje masnoga tkiva moglo nastati prije
razvoja MS (157). Seet 1 sur. u ispitanika oba spola, neSto mladih od naSih, nisu nasli
povezanost oksidativnog oSte¢enja DNA, mjerenog razinom 8-OHdG u urinu sMS (155).
Razlike izmedu naSih rezultata i rezultata studije Tomasello 1 sur. mogu se objasniti razlikama
u metabolizmu izmedu spolova, koje su povezane s u¢inkom hormona, s obzirom da estrogeni
smanjuju inzulinsku rezistenciju (236) te djeluju protuupalno (237) i antioksidativno (238-
240). Prema podacima iz literature, u Zena je ustanovljeno manje oksidativno oSte¢enje DNA
u odnosu na musSkarce (Slyskova), Sto se tumaci utjecajem estrogena na aktivaciju
»antioksidativnih® gena (239,240). Moguce je da povecanje koli¢ine masnoga tkiva u zena
prati veci porast oksidativnog ostecenja DNA u odnosu na jednako povecanje masnog tkiva u
muskaraca, na $to bi mogli upucivati rezultati istrazivanja Paulsena 1 sur., koji su nasli znatno
nizu ekspresiju glasnicke RNA za 11-beta-hidroskisteroid-dehidrogenazu (11-B-HSD1) u
masnom tkivu mrSavih zZena u odnosu na mr§ave muskarce, dok izmedu pretilih Zena i pretilih
muskaraca nije bilo razlika (242). Povecan ucinak kortizola u masnom tkivu mogao bi

smanyjiti zaStitni uc¢inak estrogena njihovom inaktivacijom, mehanizmom sulfonacije (241).
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5.2. Laboratorijski pokazatelji oksidativnog stresa i metabolickog sindroma

U naSoj studiji, razine malondialdehida (MDA), kao pokazatelja peroksidacije lipida i
reduciranoga glutationa (GSH), kao glavnog antioksidansa u organizmu nisu se znacajno
razlikovale izmedu dviju skupina. U razinama MDA i1 GSH postojao je trend razlika izmedu
skupina, te stoga pretpostavljamo da bi u buduénosti razlike mogle postati znacajne, nakon
duljeg trajanja metabolickog sindroma, uz povecanje stvaranja ROS-a i RNS-a te iscrpljenje
zaStitnih mehanizama. Razlog tomu moze biti jo§ nedostatno stvaranje reaktivnih kisikovih i
dusikovih spojeva, S§to bi uzrokovalo znaCajno oksidativno oSteéenje lipida i/ili
kompenzatorno povecanje aktivnosti mehanizama zaStite od oksidativnog stresa (engl.
upregulation), koje nastaje kao odgovor na povecano stvaranje reaktivnih spojeva (243,244)

te spreCava znacajniju peroksidaciju lipida.

U vecini istraZivanja ustanovljena je veca razina MDA u plazmi ispitanika s metaboli¢kim
sindromom (144,245). U naSem istraZivanju, razina reduciranog glutationa u plazmi bila je
nesto niza u skupini ispitanika s metabolickim sindromom, ali razlika izmedu dviju skupina
nije dosegla statisticku znacajnost. U naSem istrazivanju nismo mjerili oksidirani glutation
(GSSG). Odnos reduciranog 1 oksidiranog glutationa mogao bi dati uvid u ravnotezu
oksidirajucih 1 reduciraju¢ih reakcija u plazmi. Prosjecna dob nasih ispitanika je priblizno 45
godina, dob poslije koje se, prema rezultatima istrazivanja Jonesa i sur., odnos GSH/GSSG
pomice prema strani oksidiranog glutationa, §to bi moglo znaciti slabljenje antioksidativnih
mogucénosti toga redoks-sustava nakon navrSenih 45 godina Zivota. Ravnoteza drugog tiolsko-
disulfidnog redukcijsko-oksidacijskog sustava, cisteinsko-cistinskog sustava pomice se prema
oksidiranom stanju linearno tijekom cijeloga Zivota (148). U plazmi postoji vise redukcijsko-
oksidacijskih sustava, koji razliCito reagiraju na kemijska i fizioloSka dogadanja, tako da se
ravnoteza izmedu reakcija oksidacije i redukcije ne moze promatrati kroz jedan individualni
redoks sustav (246). Opcenito, smatra se da starenjem organizma slabe sustavi antioksidativne

zastite.

Ispitanici s metabolickim sindromom u nasem istrazivanju imali su viSe vrijednosti gama-
glutamiltransferaze (GGT) i1 razine mokraéne kiseline u plazmi u odnosu na ispitanike
kontrolne skupine. Povezanost mokraéne kiseline i MS poznata je dugo vremena (247).

Reakcijom u kojoj nastaje mokracna kiselina, nastaju reaktivni kisikovi spojevi (100).
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Mokra¢na kiselina ima antioksidativna svojstva, u smislu uklanjanja (engl. scavenging)
slobodnih radikala (248,249), ali svojstva antioksidansa iskazuje isklju¢ivo u hidrofilnom
okruzenju, ekstracelularno (250). U odredenim okolnostima, kao S§to je ateroskleroti¢no
prooksidativno okruzenje, molekula mokraéne kiseline u reakciji s intracelularnim

oksidansima iskazuje znacajan prooksidativni u¢inak (250,251).

Povisena aktivnost GGT u nasih ispitanika s metaboli¢kim sindromom znak je poveéane
izloZenosti oksidativnom stresu (252). Oksidativni stres putem slozenih mehanizama inducira
ekspresiju gena za sitenzu GGT (252). GGT ima vaznu ulogu u antioksidativnoj zaStiti
stanica, jer omogucéuje unos glutationa u stanicu (253). Manjak GGT uzrokuje poveéanu
osjetljivost stanica na oksidativno ostecenje (253,254). Osim toga, GGT u prisutnosti iona
metala, kao Sto je Zeljezo, generira reaktivne kisikove spojeve (255,256), a u aterosklerotskim
plakovima katalizira oksidaciju LDL-kolesterola (256). GGT se, prema tome, smatra
pokazateljem oksidativnog stresa, ali i cimbenikom koji izaziva oksidativni stres.

Prema rezultatima studije CARDIA, vrijednosti GGT povezane su s kasnijim porastom razine
pokazatelja oksidacije lipida izoprostana, na temelju ¢ega su autori zakljucili da razina
aktivnosti GGT moZe sluziti kao neizravan pokazatelj rizika oksidativnog oStecenja u
buduénosti (257). U nasih ispitanika s metaboli¢kim sindromom, vise vrijednosti GGT mogu
upucivati na rizik nastanka oksidativnog oStecenja lipida u buduénosti. Razina GGT je
takoder bila povezana s brojnim ¢imenicima rizika za metaboli¢ki sindrom 1 kardiovaskularne

bolesti (256).

Alanin transaminaza ili alanin aminotransferaza (ALT) laboratorijski je pokazatelj masne
jetre, a medu ,jetrenim“ enzimima (GGT, alkalna fosfataza, transaminaze) smatra se
najspecifiénijim za masnu jetru (258,259). ALT aktivnost u ovom istraZivanju bila je znacajno
viSa u ispitanika s metaboli¢kim sindromom. No, sli¢no istrazivanju Bedognija i sur., indeks
masne jetre bio je znacajnije povezan s ultrazvucnim nalazom masne jetre u odnosu na ALT
(231), te je stoga bolji pokazatelj metaboli¢kog sindroma nego ALT.

Iako nismo odredivali visokoosjetljivi CRP (engl. high-sensitive C-reactive protein, hs-CRP),
ustanovili smo znacajnu razliku u vrijednosti CRP-a izmedu dviju skupina. Srednja vrijednost
CRP-a u nasih ispitanika s metabolickim sindromom iznosila je 3,47 mg/L, Sto se smatra
vrijednoS¢u koja ukazuje na upalu niskog intenziteta (260) te oznaCava umjeren rizik za
razvoj kardiovaskularnih bolesti. Prema AHA smjernicama (American Heart Association),

vrijednost CRP-a koja oznacava povecan rizik za kardiovaskularne bolesti je >3 mg/L (261).
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Budu¢i da je CRP bio odreden standardnom metodom, koja se ne opisuje kao pogodna za
procjenu rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti (260,262), vrijednost naSih rezultata je
manja u odnosu na rezultate koji bi bili dobiveni odredivanjem hs-CRP. U istrazivanju
Stefanske i sur. hs-CRP bio je dobar pokazatelj metabolickog sindroma, vrijednost koja je
razdvajala ispitanike s metabolickim sindromom od ispitanika kontrolne skupine iznosila je
2,52 ng/L, (263). Medutim, prema rezultatima analize metodom ROC, njegova pouzdanost i
specificnost kao pokazatelja koji definira metabolicki sindrom bile su slabije no Sto su bile za

FLI u nasem istrazivanju.

Vrijednosti triglicerida u plazmi bile su signifikantno viSe, a vrijednosti HDL-kolesterola u
plazmi signifikantno nize u ispitanika s metabolickim sindromom u odnosu na ispitanike
kontrolne skupine. PoviSena vrijednost triglicerida u skupini ispitanika s metabolickim
sindromom bila je 2,98 mmol/L, §to je prema kriterijima ameri¢kog nacionalnog programa
edukacije o kolesterolu (engl. National Cholesetrol Education Program, NCEP) razina koja

je povezana s umjerenim rizikom za razvoj kardiovaskularne bolesti (6).

Prosjecna vrijednost ukupnog HDL-kolesterola u nasih ispitanika s metabolickim sindromom
iznosila je 1,23 mmol/L, §to po kriterijima NCEP pripada u srednju skupinu rizika (6). Kako
smo odredivali jedino ukupan HDL-kolesterol, opcenito mozemo re¢i da ispitanici s
metaboli¢kim sindromom imaju veci rizik nastanka kardiovaskularnih bolesti u odnosu na
ispitanike kontrolne skupine. S obzirom da smo ustanovili prosje¢nu razinu ukupnog HDL-
kolesterola, koja je po NCEP klasificirana kao pokazatelj umjerena rizika za kardiovaskularne
bolesti, kao 1 to da nismo ustanovili znacajno oksidativno osteenje DNA 1 lipida, za bolju
procjenu kardiovaskularnog rizika nasih ispitanika, kao i utvrdivanje razlika antioksidativnih 1
antiaterogenih svojstava HDL-kolesterola izmedu dviju skupina, valjalo bi odrediti razinu
»zastitne* HDL-3 subpopulacije, te protuupalnu i antioksidivnu aktivnost HDL-kolesterola —
odredivanjem aktivnosti enzima u sastavu HDL, kao $to su paraoksonaza 1 (PON1), PON3,

lecitin-kolesterol aciltransferaza i glutation peroksidaza.

Srednja razina fibrinogena u ispitanika s metabolickim sindromom 1 ispitanika kontrolne
skupine nije se razlikovala. Ma i sur. u svom istrazivanju ustanovili su da sli¢ne vrijednosti
fibrinogena predstavljaju povecani rizik od nastanka infarkta miokarda (264). Iako je u
literaturi opisana znacajna varijabilnost u vrijednostima fibrinogena, posebice u svezi s

godi$njim dobima, koja bi mogla otezati interpretaciju vrijednosti fibrinogena kao ¢imbenika
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rizika za kardiovaskularne bolesti (265), ne mozemo naci zadovoljavaju¢e objaSnjenje za
nepostojanje razlike u razini fibrinogena izmedu dviju skupina, a posebice nije jasno zasto su

relativno visoke vrijednosti fibrinogena nadene u ispitanika kontrolne skupine.

Ukupan broj leukocita, no ne i neutrofila, bio je znacajno visi u skupini s metabolickim
sindromom. Broj neutrofilnih leukocita bio je neSto visi u ispitanika s metabolickim
sindromom, no razlika nije bila statisti¢ki znacajna. Moguce je da bi razlika postala znacajna
uz dulje trajanje metabolickog sindroma. Brojne epidemioloSke studije ustanovile su
povezanost broja leukocita i neutrofila s pove¢anim kardiovaskularnim i cerebrovaskularnim
rizikom. Ve¢i broj leukocita povezuje se s povecanim brojem komponenata metabolickog
sindroma (266,267), povisenim rizikom od koronarne bolesti (268,269), ishemi¢ne mozdane
kapi (Lee) i razvoja zlo¢udnih bolesti (270,271). Prema rezultatima epidemioloskog
istrazivanja NHANES II Mortality Study, vrijednosti ukupnog broja leukocita ispod kojih je
ustanovljen manji rizik smrtnosti od koronarne sréane bolesti bile su <6.1x10°/L, a povecan
rizik bio je povezan s brojem leukocita > 7.6 x10°/L. Sli¢ne vrijednosti kardiovaskularnog
rizika ustanovljene su i u drugim studijama, kao na primjer za ve¢i rizik od infarkta miokarda
(broj leukocita <6x10°/L bio je povezan s manjim rizikom od akutnog infarkta miokarda, a
broj leukocita povezan s veéim rizikom bio je iznad >9x10°/L) (272). Nasi ispitanici s
metabolickim sindromom bi prema broju leukocita mogli imati ve¢i rizik za razvoj
kardiovaskularnih bolesti, do¢im bi odsutnost znacajne razlike izmedu broja neutrofilnih
granulocita u ispitanika s metabolickim sindromom mogla govoriti protiv povecana rizika,
¢ime bi se mozda neutralizirao utjecaj povecanog broja leukocita na rizik nastanka

kardiovaskularne bolesti.

5.3. Antropometrijski pokazatelji masnoga tkiva

Svi ispitivani rezultati mjerenja debljine visceralnog masnog tkiva, debljina potkoZznog
abdominalnog masnog tkiva, opseg struka i omjer opsega struka i bokova razlikovali su se
izmedu dviju skupina ispitanika, ali je njihova povezanost s metaboli€¢kim sindromom bila

manja od one indeksa masne jetre.
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Srednja vrijednost epikardijalnog masnog tkiva bitno se razlikovala izmedu dviju skupina
ispitanika, a vrijednosti su slicne onima u opisanoj literaturi (273). Povecana debljina

epikardijalnog masnog tkiva ukazuje na rizik pojave kardiovaskularnih bolesti.

Intraabdominalna debljina (engl. intraabdominal thickness), tj. udaljenost izmedu linee albe i
prednje stijenke aorte prvi je sonografski indeks koji je koriSten u istrazivanjima kao mjera
abdominalnog adipoziteta (56). Prosje¢na vrijednost intraabdominalne debljine u nasih
ispitanika s metabolickim sindromom usporediva je s prijelomnom vrijednosc¢u (engl. cut-off)
za umjeren rizik od kardiovaskularnih bolesti iz istrazivanja Leite i sur., u kojoj je debljina od

>9 cm bila povezana s visokim kardiovaskularnim rizikom (57).

Debljina potkoznog abdominalnog masnog tkiva bila je veca u ispitanika s metabolickim
sindromom, §to je u skladu s rezultatima istrazivanja koja su nasla vec¢u koli¢inu potkoznog
masnog tkiva u ispitanika s metabolickim sindromom (44,49,274). Opseg struka i omjer
opsega struka 1 bokova takoder su bili znatno veci u ispitanika s metaboli¢kim sindromom.
Ultrazvuéni pokazatelji u literaturi navode se kao pouzdaniji i reproducibilniji pokazatelji

masnog tkiva nego opseg struka (56).

5.4. Indeks masne jetre

Daljnjom statistickom analizom svih varijjabli u cilju nalaZzenja najboljeg pokazatelja
metaboli¢kog sindroma, uporabom klasifikacijskih testova, kao §to su Simple CART 1
RepTree ustanovili smo indeks masne jetre (engl. fatty liver index, kratica FLI) kao jedini
neovisni prediktor MS, to jest jedini pokazatelj ¢ija vrijednost moze pouzdano razlikovati
osobe s MS od onih bez njega. Bedogni 1 sur. osmislili su indeks masne jetre kao matematicki
pokazatelj, ¢ija vrijednost od <60 upucuje na masnu jetru dijagnosticiranu ultrazvukom s
osjetljivoséu od 61% 1 specificnoséu od 86%, a vrijednost <30 je iskljucuje s osjetljvoscu od
87% te specificnoscu od 64% (230).

U nasih ispitanika s MS, vrijednosti FLI izraCunate uz oba testa slicne su 1 neSto su vise od
vrijednosti za koju su Bedogni i suradnici izracunali da sa statisticki zna¢ajnom vjerojatnoscu
ukazuje na ultrazvu¢ni nalaz masne jetre. Prosjecna vrijednost FLI u naSih ispitanika bez MS

odgovara vrijednosti indeksa masne jetre za koji su Bedogni i sur. ustanovili da je s velikom
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vjerojatnosc¢u iskljucuje (230). U cilju provjere dijagnosticke uporabljivosti indeksa masne
jetre koja se temelji na osjetljivosti 1 specifi¢nosti indeksa masne jetre izvrsili smo ROC
(skracenica od engl. receiver operating curve) analizu. Podruc¢je unutar krivulje (engl. area
under curve, kratica AUC) je iznosilo 0,985 s 95% intervalom pouzdanosti izmedu 0,946 i
0,998, sto odgovara kriterijima za izvrstan test. To znaci da FLI kao matematic¢ki pokazatelj

koji detektira masnu jetru s vrlo velikom pouzdano$¢u ukazuje na metabolicki sindrom.

Lerchbaum i sur. nedavno su proveli ispitivanje FLI kao pokazatelja MS u ispitanica sa
sindromom policisti¢nih jajnika. Vrijednost FLI koja definira prisutnost MS u Zena s
policistiénim jajnicima iskazala je gotovo jednaku pouzdanost (AUC 0,96) onoj iz naSeg
istrazivanja (AUC 0,985), dok je vrijednost AUC koja definira MetS u ispitanica koje nemaju
policisti¢ne jajnike bila nesto slabija (0,87). Vrijednosti FLI koje razlikuju ispitanice s MS od
ispitanica bez MS bile su znatno znatno nize od vrijednosti FLI koje su definirale MS u naSem
istrazivanju, kako u skupini ispitanica s policisticnim jajnicima (FLI=34,6), tako i u skupini

ispitanica koje nisu imale policisti¢ne jajnike (FLI=25) (275).

Jedan ocit razlog nizega FLI koji definira MS u Zena je manja vrijednost opsega struka kao
kriterija za dijagnozu MS. Kako je opseg struka sastavni dio formule za FLI, tako ¢e i FLI u
zena s MS biti nizi. Jedan od drugih pretpostavljenih razloga nizega FLI u Zena kao
razlikovnog kriterija za MS mogla bi biti veca razina upale 1 oksidativnog stresa u Zena u
odnosu na muskarce s usporedivom koli¢inom masnoc¢a u jetri. Prema epidemioloSkom
istrazivanju Balkau i sur., Zene su imale ve¢i rizik od razvoja dijabetesa tipa Il u odnosu na
muskarce s usporedivim indeksom masne jetre (276). Barem jedan razlog tomu bi mogla biti
pojacana inaktivacija estrogena, stimulirana kortizolom (241), ¢ija je razina poviSena u

masnoj jetri (277).

Usporedivu pouzdanost u razlucivanju ispitanika s MS od kontrola, u drugim su
istrazivanjima iskazali pokazatelji MetS, kao §to su produkt akumulacije lipida (engl. lipid
accumulation product, kratica LAP), matematicki pokazatelj izveden iz opsega struka i
koncentracije triglicerida u serumu te omjer triglicerida/ HDL-kolesterola, koje su autori
naveli kao surogatne pokazatelje abdominalnog masnog tkiva, odnosno inzulinske rezistencije

(278,279).
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FLI nije kvantitativni pokazatelj masne jetre, tako da ne mozemo potvrditi da su stupanj
masne infiltracije jetre ili postotak masnoca u jetrenom parenhimu povezani s metabolickim
sindromom na jednak nacin kao FLI. Prema rezultatima ROC analize, u nasem istrazivanju je
FLI bio jace povezan s metabolickim sindromom (AUC 0,985), nego Sto je bio povezan s
ultrazvuénim nalazom masne jetre u istrazivanju autora koji su ga osmislili (AUC 0,85) (230).
FLI je koncipiran kao surogatni pokazatelj masne jetre, racunski pokazatelj koji je povezan s
ultrazvucénim nalazom svijetle, odnosno masne jetre. Ultrazvucna pretraga ima ograni¢enja u
dijagnostici masne jetre, kao Sto su subjektivnost izvodaca pretrage, smanjena osjetljivost u
morbidno pretilih osoba i nemoguénost detekcije masne jetre kada je jetrena infiltracija
masno¢ama niska. Ultrazvuk ne mjeri koli¢inu masnog tkiva u jetri i ne moze detektirati
masnu jetru, ako masnoca u jetri nije iznad 30%, a kriterij za masnu jetru je sadrzaj masnoca u
jetri od >5% (179, 280). Osim ultrasonografije, kao metode dijagnosticiranja masne jetre su
najviSe u uporabi racunalna tomografija i metode magnetske rezonancije. Osjetljivost
ultrazvuka usprediva je s racunalnom tomografijom i iznosi 83%, ukoliko jetreni parenhim
sadrzi visSe od 33% masnocéa (280). Najvecu osjetljivost imaju magnetska rezonancija i
magnetska rezonancija spektroskopija, koja mjeri koli¢inu triglicerida u jetri, ali su navedene
metode skupe 280). Bozkurt 1 sur. su na maloj podskupini (17 ispitanica s gestacijskim
dijabetesom, 8 ispitanica s oSte¢enom tolerancijom glukoze) ustanovili zna¢ajnu korelaciju
FLI 1 sadrzaja jetrenih masnoca, mjerenith magnetskom rezonancijom — spektroskopijom
(engl. magnetic resonance spectroscopy) (281). lako je korelacija bila jaka, na temelju

njihovih rezultata ne moZemo tvrditi da je FLI pokazatelj koli¢ine masnoca u jetri

»Zlatni standard®, biopsija jetre invazivna je metoda i jedina koja moZe dati pouzdane podatke
o upali u jetri, no njome se odreduje koli¢ina masnoca u samo jednom dijelu jetre, Sto moze
dati netocan nalaz, obzirom da razni dijelovi jetre mogu biti nejednako infiltrirani masno¢ama
(179,280). Racunanje FLI 1 ultrazvucni pregled, iako su manje pouzdane metode detekcije u
odnosu na racunalnu tomografiju 1 magnetsku rezonanciju, uporabljive su dijagnosticke
metode u svakodnevoj praksi i epidemioloskim istrazivanjima.

Povezanost MS 1 FLI temelji se 1 na tomu da su pokazatelji koji su sastavni dijelovi formule
pomocu koje se racuna FLI poznati pokazatelji metaboli¢kog sindroma, a opseg struka i
koncentracija triglicerida u plazmi su dva od pet dijagnostickih kriterija za metabolicki
sindrom. Svi pokazatelji pojedinacno; opseg struka, trigliceridi, GGT (navedeno u drugim
odlomcima), indeks tjelesne mase (282), poznati su prediktori za metabolicki sindrom,

kardiovaskularne bolesti i Secernu bolest tipa II. Kozakova i sur. ustanovili su da vrijednost
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FLI >60, predstavlja neovisan ¢imbenik rizika za ranu aterosklerozu. Kada su u statistickoj
analizi FLI zamijenili s pojedina¢nim komponentama (vrijednostima koje ulaze u formulu za
njegov izracun), nasli su znacajnu povezanost s GGT, koja je takoder pokazatelj masne jetre,

ali nije kriterij za dijagnozu metabolickog sindroma (283).

FLI nije samo pokazatelj steatoze jetre, ve¢ je i prognosticki ¢imbenik nastanka brojnih
bolesti. FLI je bio povezan s inzulinskom rezistencijom, omjerom debljine medije i intime
karotidne arterije (engl. intima-media thickness, kratica IMT) te rizikom razvoja
kardiovaskularnih bolesti (284). Calori i sur. nasSli su povezanost FLI s inzulinskom
rezistencijom, neovisnu povezanost sa smrtnoscu od svih bolesti zajedno, kardiovaskularnih,
zlo¢udnih bolesti i smrtnoS¢u vezanu uz bolesti jetre. Kada je u analizu bila ukljucena
inzulinska rezistencija, FLI je bio neovisno povezan samo sa smrtnoS¢u od bolesti jetre.
Autori su zakljucili da je rizik povezanosti FLI sa smrtnos¢u od ostalih, ne-jetrenih bolesti bio
usko vezan uz inzulinsku rezistenciju (285). Slicna povezanost nealkoholne masne jetre sa
smrtno$¢u od jetrenih bolesti (286) i1 kardiovaskularnih bolesti (287) ustanovljena je

radiolos$kim, odnosno metodama prikazivanja (engl. imaging).

5.5. Udio miSi¢ne mase

Udio miSi¢ne mase bio je manji u ispitanika s MS, ali je bio slabije povezan s metabolickim
sindromom u odnosu na FLI. Na temelju na$ih rezultata mozemo re¢i da ve¢i udio misi¢ne
mase predstavlja povoljniji tjelesni sastav (engl. body composition), s manjim udjelom
masnoga tkiva (kojega dio ¢ini i metaboli¢ki aktivno masno tkivo).

Uloga misi¢a u metabolizmu i povezanost miSi¢a s metabolickim sindromom sloZene su 1
ovise 1 o drugim ¢imbenicima, kao §to su tjelesna aktivnost (208), miSi¢na snaga (218, 288)
te sastav i kvaliteta miSica (51). U dosadasnjim istrazivanjima, miSi¢nom tkivu pridavao se
manji znacaj u odnosu na masno tkivo. Ciljevi buducih istrazivanja mogli bi biti usmjereni na

ulogu miSi¢a u razvoju MS 1 bolesti povezanih s njim.
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5.6. Osobine oksidativnog stresa i oksidativnog oSte¢enja makromolekula u naSem

istrazivanju

Iako nismo nasli razlike izmedu dviju skupina u ispitivanim pokazateljima oksidativnog
oSte¢enja DNA 1 lipida, kao ni razlike u razini antioksidansa u plazmi, to ne znaci da
oksidativni stres ne sudjeluje u nastanku metabolickog sindroma. Uz upalu i akumulaciju
masnoca u odjeljcima masnoga tkiva, te ektopi¢no nakupljanje masnoca u jetri, povecana je
aktivnost prooksidativnih procesa, koja se manifestira s viSom razinom mokraéne kiseline i

povecéana aktivnoS¢u GGT u skupini ispitanika s MS.

Pretpostavljamo da u ranom stadiju metabolickog sindroma ne nastaje znacajno oksidativno
ostecenje lipida, proteina i nukleinskih kiselina, mogucée zbog jo§ nedostatnog stvaranja
reaktivnih spojeva koji bi ga uzrokovali i/ili dobre funkcije obrambenih mehanizama koji
sprecavaju njihov nastanak. U naSih ispitanika, na poviSenje aktivosti zaStitnih mehanizama
od oksidativnog oSte¢enja ukazuje poviSena aktivnost GGT, a da su obrambeni sustavi
dostatno ucinkoviti da sprijeCe oksidativnho oSte¢enje, moglo bi kazivati nepostojanje
znacajnih razlika u razini reduciranog glutationa (GSH) izmedu dviju skupina. Naznaku
buducega znacajnijega oksidativnog oStecenja lipida daju naslutiti kroz trend viSe prosjecne
vrijednosti MDH u ispitanika s MS i poviSena aktivnost GGT, kojoj se pridaje prediktivna
vrijednost za buduce poviSenje pokazatelja oksidacije lipida (257).

Prema podacima iz literature, jo§ nema kona¢nog odgovora u kojem vremenu nastaje
oksidativno oSte¢enje makromolekula, kao §to su DNA, lipidi i proteini u odnosu na nastanak
metaboli¢kog sindroma. Takoder nije razjaSnjeno razvija li se oSte¢enje DNA paralelno s
nastankom oSte¢enja drugih molekula (lipidi, proteini) ili nastaje nakon njega. Sjogren 1 sur.
nisu nasli poviSene pokazatelje peroksidacije lipida u inaCe zdravih 63-godiSnjaka s
metaboli¢kim sindromom (156). Helmersson i sur. nasli su viSu razinu pokazatelja
oksidativnog osStecenja lipida — izoprostana F, jedino u bolesnika sa Se¢ernom boles¢u tipa I,
¢ije je trajanje bilo dulje od sedam godina te su zakljucili da je upala rani dogadaj u
patogenezi dijabetesa, dok se oksidativno osSte¢enje vjerojatno javlja kasnije (289). Suprotno
navedenim rezultatima, Gopaul i sur. nasli su poviSene vrijednosti Fr-izoprostana u plazmi
ispitanika u stadiju predijabetesa (oSte¢ene tolerancije glukoze) i ranog dijabetesa tipa II , §to
ih je navelo na zakljuc¢ak da oksidativno oStec¢enje prethodi razvoju dijabetesa (290). Meigs i

sur. su u okviru framinghamske studije nasli povezanost produkta oksidacije fosfolipida, 8-
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epi-prostaglandina-2a u urinu i inzulinske rezistencije, kako u ispitanika s MS, tako i u onih
bez njega (145). Kelishadi i sur. nasli su povezanost razine MDA u serumu i opsega struka u

studiji s ispitanicima od 10-18 godina (291).

Seet 1 sur. su, u inace zdravih ispitanika, s karakteristikama MS, prosjecne srednje starosne
dobi, izmedu brojnih pokazatelja oksidacije lipida u plazmi i urinu nasli minimalne promjene
u pokazateljima oksidativnog osStecenja lipida, a nikakvu povezanost oksidativnog oste¢enja
DNA (mjerenog razinom 8-hidroksigvanina u wurinu) s Kkarakteristikama MetS.
Visokoosjetljivi CRP bio je najbolje povezan s brojem komponenata MetS i inzulinskom
rezistencijom. U zena su nasli povezanost GGT 1 razine mokraéne kiseline s brojem
komponenata metabolickog sindroma 1 inzulinskom rezistencijom te razine 7f-
hidroksikolesterola s inzulinskom rezistencijom. U muSkaraca su nasli povezanost omjera 2,3-
dinor-F;-izoprostana i kreatinina s inzulinskom rezistencijom. Nisu znali to¢an uzrok razlika,

ali su pretpostavili da su razlike u hormonskom i metaboli¢kom profila izmedu spolova (155).

U istraZivanju provedenom na mladim Zenama, u skupini pretilih ispitanica i ispitanica
normalne tjelesne mase, ali s udjelom masnoc¢a >30% nadena je znacajno visa razina lipidnih
peroksida, a niza razina reduciranog glutationa i neproteinskog antioksidativnog kapaciteta,
uz povisene pokazatelje upale u odnosu na ispitanice normalne tjelesne mase 1 s udjelom
masnoc¢a manjim od 30% (291). U drugom istrazivanju s istim ispitanicama ustanovljen je

vedi stupanj oksidativnog i opceg oSte¢enja DNA u odnosu na kontrolnu skupinu (157).

Prema rezultatima naSeg istraZivanja, oksidativno osStecenje makromolekula (DNA 1 lipida) ne
nastaje paralelno s nastankom metaboli¢kog sindroma. Pretpostavljamo da bi u buduénosti
oSte¢enje lipida moglo nastati prije oSte¢enja DNA, a razlog tomu mogla bi biti bolja
zasticenost DNA uz bolje mehanizme njezina popravka u odnosu na druge makromolekule
(lipide i proteine).

Oksidativni stres oStecuje sve stani¢ne strukture - lipide, proteine i nukleinske kiseline.
Povecanje stvaranja reaktivnih spojeva aktivira obrambene mehanizme i1 mehanizme
popravaka od oksidativnog oSteCenja. Njihova funkcija povecava se (engl. upregulation) s
povecanjem razine oksidativnog stresa (243,244). Nepopravljivo oSteCeni proteini 1 lipidi
mogu biti nadomjeSteni sintezom de novo, ¢emu je preduvjet neoSteCena DNA. Teska

oSte¢enja DNA ugrozavaju funkciju stanice. Stoga je jezgrena DNA, kao krucijalna molekula
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stanice posebno zastiCena vezanjem uz histone (121,122), a razvijeni su i sloZeni mehanizmi

njezina popravka (108-110).

Moguc¢i razlozi razlika rezultata istrazivanja koja su ispitivala povezanost oksidativnog stresa,
oksidativnog osSte¢enja stani¢nih struktura i MS su brojni:
- Razliciti pokazatelji oksidativnog stresa,
- Razlike u metodama njihova odredivanja, broju ispitanika, statistickoj obradi
rezultata 1 njihovoj interpretaciji,
- Nepostojanje podataka o trajanju metabolickog sindroma, 1
- Nepoznavanje svih ¢imbenika koji djeluju na razlike u metabolizmu izmedu

muskaraca i zena.

Patoloska akumulacija masnoc¢a, kroni¢na upala niska intenziteta i povecano stvaranje
reaktivnih spojeva karakteristika je ranijih stadija MS, dok je oksidativno oSte¢enje molekula
kao sto su lipidi i DNA odsutno. FLI je najpouzdaniji pokazatelj MS. S obzirom da FLI nije
kvantitativni pokazatelj masne jetre, ve¢ surogatni matematicki pokazatelj kojemu su autori
koji su ga osmislili namijenili ulogu detekcije masne jetre, ne mozemo re¢i da je masna jetra
znacajnije povezana s MS od pokazatelja nakupljanja masnoga tkiva. Ipak, nase istraZivanje
potvrdilo je nealkoholnu masnu jetru kao hepaticku komponentu MS 1 jednu od negovih
najranijih manifestacija. I drugi pokazatelji masne jetre, kao Sto su ALT 1 GGT, bili su visi u
skupini ispitanika s MetS, ali nisu bolji pokazatelji od FLI. Masna jetra je prediktivni
¢imbenik za razvoj ateroskleroze, kardiovaskularnih te zlo¢udnih bolesti. Stoga bi u
klinickom radu s osobama koje imaju MS bilo korisno detektirati masnu jetru, a uspjeh

lije€enja MS pratiti pokazateljima masne jetre. FLI 1 ehosonografija jetre su u klinickoj praksi

5.7. Ogranicenja istraZivanja

U ovom istrazivanju nije bilo ispitivano oSteCenje mitohondrijske DNA. Koli¢ina
mitohondrijske DNA je vrlo mala u odnosu na jezgrenu DNA i Comet test ne moze mjeriti

njezina ostecenja (294). Ostecenje mitohondrijske DNA dovodi do ostecenja i disfunkcije
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mithondrija, §to uzrokuje povecanje stvaranje ROS-a i pogorSava oksidativni stres (295).
Mitohondrijska DNA podloznija je oSteenju u odnosu na jezgrenu DNA zbog blizine
stvaranja reaktivnih kisikovih spojeva, slabijih sustava zaStite i popravka (295), stoga bi
oStecenje mithohondrijske DNA moglo nastati ranije od oStec¢enja jezgrene DNA.

Nismo odredivali proizvode oksidativnog oSte¢enja proteina, kao $to su karbonilirani proteini
1 nitrotirozin.

Od pokazatelja oksidativnog oSte¢enja lipida, mjerili smo samo malondialdehid. Uz vise
pokazatelja oksidativnog oStecenja lipida, kao i pokazatelje oSte¢enja proteina, imali bismo
bolju sliku oSecenja molekula u osoba s MS u ranom stadiju. Osim toga, nije bilo ucinjeno
odredivanje inzulinske rezistencije, koja je temeljna odrednica MS.

Istrazivanje je bilo provedeno na malom broju ispitanika, a ispitanici su bili iskljucivo
muskog spola, tako da se nasi rezultati mogu odnositi isklju¢ivo na muskarce. Za potvrdivanje
indeksa masne jetre kao pokazatelja koji razlucuje osobe s MS od onih koji ga nemaju bio bi

potreban veéi uzorak u sklopu epidemioloskog ispitivanja.

5.8. Moguci ciljevi bududih istraZzivanja

Usporedbom naSih rezultata i rezultata drugih autora pretpostavili smo da je odsutnost
znacajnijeg oksidativnog oStecenja makromolekula u ispitanika s MS povezana s jo§ dobrim
op¢im zdravstvenim stanjem naSih ispitanika 1 adekvatno funkcioniraju¢im mehanizmima
antioksidativne zaStite. Stoga bi cilj buduc¢ih istrazivanja bio na¢i mogucée razlike u
oksidativnom oste¢enju DNA, lipida i proteina izmedu starijih i mladih ispitanika s
metabolickim sindromom kako bi se ustanovilo u kojoj Zivotnoj dobi razlike u oksidativnom
osteCenju izmedu osoba s metabolickim sindromom 1 onith bez njega postaju vece, te
ustanoviti da li su razlike uvjetovane starenjem ili duljinom trajanja MS. Zadatak buducih
istrazivanja bio bi ustanoviti koji ¢imbenici utje€u na nastanak oksidativnog oStecenja.

Postavlja se pitanje postoji li 1 kakav je redoslijed nastanka oksidativnih oStecenja stani¢nih
struktura. Prema podacima iz pregledane literature, malo je istrazivanja bilo provedeno s
ciljem utvrdivanja nastaje li oStecenje DNA paralelno s oStecenjem drugih molekula, ili
nastaje nakon njih. Rezultati istraZivanja se razlikuju (155,157). Takoder bi, s obzirom na
razlike u metabolizmu izmedu muskoga i Zenskoga spola, bilo potrebno ciljano istraziti

utjecaj spola na upalu, oksidativni stres i oksidativno oSte¢enje vezane uz MS. Sljedece bitno



93

pitanje je kada nastaje znacajnije oStecenje mitohondrijske DNA u odnosu na oStecenje
jezgrene DNA, lipida i proteina.

Kako u sustavnoj razini nismo ustanovili znac¢ajno oksidativno oSte¢enje makromolekula u
ispitanika s MS, ali smo ustanovili najvece razlike u FLI, kao surogatnom pokazatelju masne
jetre 1 odjeljcima visceralnog i potkoznog abdominalnog tkiva, bilo bi vrijedno istraziti razine
lokalnog oksidativnog oSteenja DNA i lipida u jetri i masnim tkivima, te ustanoviti njihovu

povezanost s MS 1 istraziti moguce razlike medu spolovima.
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. ZAKLJUCAK

Nije utvrdena razlika u oksidativnom oStecenju jezgrene DNA izmedu ispitanika srednje
zivotne dobi s relativno kratkim trajanjem metabolickog sindroma 1 ispitanika kontrolne

skupine.

U ranom stadiju metabolickog sindroma nije utvrdena znacajna razlika u razinama
pokazatelja oksidativnog ostecenja lipida izmedu ispitanika s metabolickim sindromom i

ispitanika kontrolne skupine.

Za indeks masne jetre utvrdeno je da je najbolji pokazatelj metabolickog sindroma u

ranom stadiju bolesti.

Funkcija antioksidativne zastite, procijenjena razinom reduciranog glutationa u plazmi

bila je odrzana u ranim stadijima metabolickog sindroma.

Za razinu mokracéne kiseline 1 aktivnost gama-glutamil transferaze utvrdeno je da su su

dobri i jednostavno primjenjivi pokazatelji metabolickog sindroma u ranom stadiju.
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8. SAZETAK

Oksidativni stres sudjeluje u nastanku metabolickog sindroma 1 razvoju njegovih
komplikacija. Cilj naSeg istrazivanja bio je ustanoviti postoji li znacajnije oksidativno
ostecenje DNA i lipida u ispitanika srednje zivotne dobi s metabolickim sindromom. Takoder

smo Zeljeli na¢i najbolji rani pokazatelj metabolickog sindroma.

Usporedili smo pokazatelje opéeg i1 oksidativnog oSte¢enja DNA, malondialdehid kao
pokazatelj peroksidacije lipida, reducirani glutation kao pokazatelj antioksidativnog statusa,
antropometrijske, biokemijske 1 hematoloske pokazatelje izmedu skupine ispitanika s
metabolickim sindromom (69 ispitanika) i kontrolne skupine (59 ispitanika). Metodama
rekurzivnog particioniranja, uporabom klasifikacijskih algoritama REPTree i Simple CART

zeljeli smo izdvojiti najbolji pokazatelj metabolickog sindroma.

Dvije skupine znacajno su se razlikovale u svim antropometrijskim, op¢im biokemijskim 1
hematoloSkim pokazateljima, osim u broju neutrofilnih granulocita i razini fibrinogena.

Pokazatelji osteCenja DNA, razine malondialdehida 1 glutationa nisu se znacajno razlikovali
izmedu dviju skupina. Dva razli¢ita postupka rekurzivnog particioniranja izdvojila su indeks
masne jetre kao najbolji pokazatelj koji razdvaja ispitanike s metaboli¢kim sindromom od
ispitanika kontrolne skupine (Weka REPTree 67,82, SimpleCART 70,56). ROC analiza
ustanovila je visoku pouzdanost indeksa masne jetre kao pokazatelja koji definira metabolicki

sindrom.

U ispitanika srednje Zivotne dobi s metabolickim sindromom nismo nasli znakove oSte¢enja
jezgrene DNA 1 lipida. IstraZivanje je ukazalo na indeks masne jetre kao najbolji pokazatel;

metabolickog sindroma.
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9. SUMMARY

COMPARISON OF THE METABOLIC SYNDROME DETERMINANTS: THE ROLE
OF THE OXIDATIVE DNA DAMAGE

Oxidative stress is involved in the genesis of the metabolic syndrome and its complications.
The aim of our study was to examine significant oxidative damage of DNA and lipids in
middle-aged subjects with metabolic syndrome. Also, we intended to find the best early

indicator of metabolic syndrome.

We compared markers of primary and specific oxidative damage of DNA, malondialdehyde
as marker of lipid peroxidation, and reduced glutathione as marker of antioxidative status,
anthropometric, biochemical and hematological parameters between subjects with metabolic
syndrome (n=69) and healthy controls (n=59). We used methods of recursive partitioning,
Weka REPTree and SimpleCART algorithms to identify the most reliable predictor of

metabolic syndrome.

Our study has shown a significant difference between healthy individuals and MetS patients
in anthropometric, biochemical, and hematological parameters (save for fibrinogen and
neutrophils). Oxidative damage parameters of DNA, levels of malondialdehyde and
glutathione did not differ between the groups. Two different methods of recursive
partitioning signed out fatty liver indeks as the best parameter for discriminating between
healthy and metabolic syndrome subjects (Weka REPTree 67,82, SimpleCART 70,56). This
finding was confirmed by the receiver-operating curve (ROC) analysis as the best

discriminating value for metabolic syndrome.

The signs of oxidative damage of DNA and lipids were absent in middle-aged subjects with
metabolic syndrome. Our study has indicated the fatty liver index as the best indicator of the

metabolic syndrome.
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Strucna usavr§avanja:

1995. Krankenhaus der Elisabethinen, Linz, odjel hematologije — 3
mjeseca
1999. poslijediplomski tecaj ,,Suvremena dijabetologija“ Sveuc. klinika
,Vuk Vrhovac®, Zagreb
2001. edukacija iz dijalize u trajanju 6 mjeseci, KBC Rebro, Zagreb
2003. Klini¢ki centar Ljubljana — klini¢ki odjel za intenzivnu internu
medicinu - 2 mjeseca
2005S. poslijediplomski tecaj iz ultrazvuka abdominalnih organa
MATERINSKI JEZIK
- Hrvatski jezik
OSTALI JEZICI

- Engleski, njemacki, slovenski.

OSTALE AKTIVNOSTI

- planinarenje, tjelovjezba, plivanje, pisanje kratkih literarnih tekstova.



