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POVZETEK

Sladkorna bolezen (SB) je kroni¢na presnovna motnja, ki jo opredeljuje stalno povecana vrednost
glukoze v krvi, imenovana hiperglikemija. Bolezen je povezana s kroni¢nimi zapleti na tarénih
organih, kot so o¢i, ledvice, zZivci, srce in ozilje. SB je velika javnozdravstvena teZava, saj za to

boleznijo zboli vse vec ljudi.

Diabeti¢na nefropatija (DN — izraz, ki ga bolj uporabljamo za biopsijsko dokazano prizadetost
ledvic zaradi SB) ali diabeti¢na ledvicna bolezen je kroni¢ni zaplet pri SB. Proteinurija, poviSan
krvni tlak in postopen upad ledvi¢ne funkcije ob visoki sréno-zilni obolevnosti in umrljivosti so
glavne znacilnosti razvite diabeti¢ne nefropatije pri SB. Okoli 30 do 50% bolnikov razvije klini¢no

oc¢itno DN, vendar ne vemo, kateri bolniki jo bodo razvili in kateri ne.

Pravimo, da je DLB vecvzroc¢na bolezen in do zdaj so ugotovili, da je v patogenezo okvare ledvice
vkljuéenih ve¢ genov. Studije o genskem polimorfizmu pri DLB izvajamo z namenom, da bi
odkrili gene, ki bi sluzili kot biomarkerji, in bi na podlagi teh odkritij lahko razvijali terapevtske
smernice, s katerimi bi lahko zavrli ali preprecili komplikacije sladkorne bolezni, kot je DLB.
Poleg genov v razvoju bolezni igrajo pomembno vlogo tudi dejavniki okolja. Znano je, da so ti

genski polimorfizmi pri DLB tudi razlicno razporejeni glede na etni¢no pripadnost.

Namen naSe retrospektivne asociacijske raziskave je bil poiskati povezavo med izbranimi

kandidatnimi geni in DLB pri Slovencih s SB2, ki so del kavkaske populacije.

V raziskavo smo vkljucili 651 bolnikov s SB2, ki so imeli bolezen Ze najmanj 10 let. Preiskovanci
so bili slovenskega rodu in so ob vstopu v $tudijo izpolnili vprasalnik z anamnesti¢nimi podatki.
Odvzeti so bili vzorci krvi za molekularno-genetske in biokemijske preiskave ter vzorci prvega
jutranjega urina. Za ocenitev ledvi¢ne funkcije smo uporabili MDRD enacbo in s-cistatin. Na ta
nacin smo dobili dve skupini bolnikov, in sicer 276 bolnikov z DLB in 375 bolnikov brez DLB, ki

so sluzili kot kontrola.

Testirali smo naslednje polimorfizme: polimorfizma rs4340 in rs4341 v genu za angiotenzinsko
konvertazo (AK), polimorfizma rs699 in rs4762 v genu za angiotenzinogen (AGT), polimorfizme
rs275651, rs931490, rs5182 in rs5186 v genu za receptor tipa 1 za angiotenzin II (AGTRI),
polimorfizme rs3087459, rs5370, 1s1476046 v genu za endotelin 1 (EDN1), polimorfizem rs3802278
v genu za 5-lipoksigenazo-aktivirajo¢i proteini (ALOXS5AP) in polimorfizem rs12762303 v genu za
arahidonat 5-lipoksigenazo (ALOXS).

Raziskavo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko decembra 2011,

preiskovanci pa so ob vstopu v raziskavo dali pismeno privolitev.

Med demografskimi in biokemi¢nimi kazalniki je bila statisticno pomembna razlika ugotovljena v

trajanju povisanega krvnega pritiska (p = 0,02), posebej sistolicne vrednosti (p < 0,001), v anamnezi



prebolelih sr¢no-zilnih dogodkov, v prisotnosti diabeticne retinopatije (DR) in diabeticne noge (DN)
v skupini preiskovancev z DLB. Biokemijske preiskave krvi so pokazale statisticno pomembno
vi§je ravni glikoliziranega hemoglobina (HbA, glikemije na teSce, trigliceridov in cistatina C v
serumu v skupini bolnikov s SB2 in z DLB v primerjavi s kontrolno skupino. Cistatin C je bil boljsi
oznacevalec okvare ledvi¢ne funkcije kot oGF (MDRD enacba ml/l) in je bil statisticno visji pri

bolnikih s SB2 in z DLB (p < 0,001).

Rezultati niso pokazali statisti¢cno pomembne povezave med polimorfizmi rs4340 in rs4341 v genu
za angiotenzinsko konvertazo (AK), polimorfizmi rs699 in rs4762 v genu za angiotenzinogen
(AGT), polimorfizmi rs275651, 1s931490, rs5182 in rs5186 v genu za receptor tipa 1 za
angiotenzin Il (AGTR1), polimorfizmi rs3087459, rs5370, rs1476046 v genu za endotelin 1
(EDNT1) in polimorfizmu rs12762303 v genu za arahidonat 5-lipoksigenazo (ALOXS5) in DLB.

Nasprotno pa smo ugotovili statisticno pomembno povezavo med polimorfizmom rs3802278 v
genu za S-lipoksigenazo-aktivirajoci proteini (ALOX5AP) in DLB. Rezultati logisti¢ne regresije so
pokazali, da imajo posamezniki z genotipom CC 3,14-krat vecjo verjetnost za pojav DLB, v
primerjavi s posamezniki z genotipom TT. Torej je genotip CC polimorfizma rs3803278 v genu za

ALOX5A4P mozni dejavnik tveganja za pojav DLB.

Na podlagi molekularnogenetskih raziskav izbranih polimorfizmov lahko trdimo, da smo med
Slovenci s SB2 na$li povezavo med polimorfizmom rs3803278 gena ALOXSAP in DLB. Ta
polimorfizem bi lahko v prihodnosti sluzil kot genetski marker pri DLB, vendar je za dokaz nase

hipoteze potrebnih Se ve¢ Studij, mogoce na ve¢ preiskovancih.

Kljuéne besede: sladkorna bolezen, diabeti¢na ledvi¢na bolezen, genski polimorfizmi



ABSTRACT

Role of selected gene polymorphisms in the development of diabetic kidney
disease in patients with type 2 diabetes mellitus

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a chronic metabolic disease characterised by prolonged hyper-
glycaemia. It is associated with several complications and damage to target organs, such as eyes,
kidneys, nerves, heart and vessels. The number of patients with T2DM is increasing, and it is becoming

a major public health problem.

Diabetic nephropathy (DN) is one of the microvascular complications of T2DM. The main
characteristics of established diabetic nephropathy are proteinuria, high blood pressure and a
gradual decline in renal function, together with increased morbidity and mortality due to cardiovascular
complications. 30-50% of patients with T2DM will develop clinically evident DN, however, it is

not possible to predict at present which patients are at higher risk.

DN is a multifactorial disease with environmental and genetic factors involved in its pathogenesis.
Multiple genes are involved in developing DN and its distribution depends, amongst other things,
on ethnicity. The main purpose of recognising different genes is to find the ones which can identify
groups of patients with T2DM who are more likely to develop DN. This can be used as a marker
for screening patients with T2DM and focusing on those groups which would benefit from

intensive intervention to prevent or slow down complications, such as DN.

The main purpose of our retrospective study was to establish a connection between the selected

groups of genes in Slovenian patients with T2DM and DN.

We selected 651 Slovenian patients with T2DM of at least 10 years duration. All patients had blood
tests for genetic and biochemical markers and had their first morning urine sample tested as well.
The glomerular filtration rate was estimated using the MDRD equation and cystatin C. We divided
patients into two groups: 276 patients had confirmed DN and 375 patients were without clinical

signs of DN, the latter acting as the control group.

We tested for the following gene polymorphisms: polymorphisms rs4340 and rs4341 in the gene
for angiotensin-converting enzyme (ACE), polymorphisms rs699 and 4762 in the gene for angio-
tensinogen, polymorphisms rs275651, 1s931490, rs5182 and rs5186 in the gene for angiotensin 11
receptor type 1 (AGTR1), polymorphisms rs3087459, rs5370, rs1476046 in the gene for endothelin
1, polymorphism rs3802278 in the gene for 5-lipoxygenase-activating protein (ALOXS5AP), and
polymorphism rs12762303 in the gene for arachidonate 5-lipoxygenase (ALOXY).

The study was approved by the National Medical Ethics Committee in December 2011. All patients

were informed and a written consent was obtained for their participation in the study.



There were important statistic differences in demographic and biochemical factors between the two
groups of patients. Patients with DN had a higher blood pressure (p = 0.02), particularly systolic
blood pressure (p < 0.001). They were more likely to have a history of cardiovascular diseases,
diabetic retinopathy and diabetic foot. Patients with DN had higher levels of glycated haemoglobin
(HbAlc), fasting blood glucose, triglycerides and cystatin C in the serum compared to the control

group. Cystatin C in the serum was better for the estimation of renal function than the MDRD equation.

No connection was found between DN and polymorphisms rs4340 and rs4341 in the gene for
angiotensin-converting enzyme (ACE), polymorphisms rs699 and rs4762 in the gene for angio-
tensinogen, polymorphisms rs275651, 1s931490, rs5182 and rs5186 in the gene for angiotensin 11
receptor type 1 (AGTRI1), polymorphisms rs3087459, rs5370, rs1476046 in the gene for endothelin
1 and polymorphism rs12762303 in the gene for arachidonate 5-lipoxygenase (ALOX5).

There was, however, a statistically important difference between polymorphism rs3802278 in the
gene for 5-lipoxygenase-activating protein (ALOXSAP) in patients with DN (p = 0.004). The C
allele rs3802278 polymorphism was statistically more frequently distributed in patients with T2DM
and DN (p = 0.006) than in the control group.

We concluded that the CC genotype of the ALOXAPS gene (rs3803278) was associated with a
3.14-fold increased risk of DN in patients with T2DM (95% CI = 1.18-8.35 p = 0.02).

We can confidently say that we found a connection between the selected genetic polymorphism
(rs3802278 on the gene ALOX5AP) in Slovenian patients with T2DM and DN. This could serve as
a genetic marker for DN in the future, however, we need more studies on a larger population to

confirm our hypothesis.

Key words: diabetes mellitus, diabetic nephropathy, gene polymorphisms

616.379-008.64:616.61:577.2.088.6(043.3)

Razlaga:
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616.61 Diabeti¢na nefropatija

577.2.088.6 Molekularna genetika, polimorfizem genov
(043.3) Doktorske disertacije



SEZNAM KRAJSAV

- SB sladkorna bolezen

- SBI sladkorna bolezen tipa 1

- SB2 sladkorna bolezen tipa 2

- DN diabeti¢na nefropatija

- DLB diabeti¢na ledvi¢na bolezen

- DNev diabeti¢na nevropatija

- DR diabeti¢na retinopatija

- TNF tumor nekrotizirajoc¢i faktor

- KLB kroni¢na ledvi¢na bolezen

- KLO kroni¢na ledvi¢na odpoved

- GF glomerulna filtracija

- AGE Advanced glycation end products (glikolizirajo¢i kon¢ni produkti)
- ROS reactive oxygen species

- RNS reactive nitrogen species

- GLP-1 glucagon-like peptide-1

- cAMP cikli¢ni adenozin monofosfat

- AK encim angiotenzinska konvertaza

- SNP polimorfizem enega samega nukleotida
- S70 sréno zilna obolenja

- GWAS genome- wide associaton study (genomska presecna Studija)
- IL interlevkin

- TGF transformirajoci rastni dejavnik

- RAAS renin angioten-aldosteronski sistem
- AGT angiotenzinogen

- AGTRI1 angiotenzinski receptor 1

- AGTR2  angiotenzinski receptor 2

- IT™ indeks telesne mase

- oGF ocistek glomerulne filtracije
- oDP ocena dnevne proteinurije

- EDNI1 endotelin 1 gen

- ETI1 endotelin 1

- ETA endotelin receptor A

- ETB endotelin receptor B

- ALOXS5  arahidonat 5-lipoksigenaza

- ALOXSAP arahidonat 5-lipoksigenaza aktivirajoci protein
- 5-LO 5-lipoksigenaza

- LT leukotrien



1. UvoD

Sladkorna bolezen (SB) je kroni¢na presnovna motnja, ki jo opredeljuje stalno povecana vrednost
glukoze v krvi, imenovana hiperglikemija. Bolezen je povezana s kroni¢nimi zapleti na tarénih
organih, kot so o¢€i, ledvice, Zivci, srce in ozilje. V grobem delimo sladkorno bolezen na tip 1 (SB1)
in tip 2. Sladkorna bolezen tipa 2 (SB2) je pogostejsa in je povezana z zmanjSano obcutljivostjo na

inzulin. Pojavi se ob nezadostnem uravnavanju hiperinzulinemije.

Diabeti¢na nefropatija (DN) je izraz, ki ga bolj uporabljamo za biopsijsko dokazano prizadetost
ledvic zaradi SB, diabeti¢na ledvi¢na bolezen (DLB) pa je kroni¢ni zaplet pri obeh oblikah SB.
Proteinurija, povisan krvni tlak ter postopen upad ledvicne funkcije ob visoki sréno-zilni obolevnosti
(SZ0) in umrljivosti so glavne znaéilnosti razvite DN pri SB1 in SB2. Okoli 30 do 50% bolnikov
razvije klini¢no ocitno DN, vendar ne vemo, kateri bolniki jo bodo razvili in kateri ne. V preteklosti je
veljalo prepricanje, da je tveganje za ledvi¢ne zaplete pri SB2 veliko manjSe v primerjavi s SBI.
Velik porast bolnikov s SB2 in kon¢no ledvi¢no odpovedjo (KLO) od osemdesetih let prejSnjega
stoletja naprej je to mnenje ovrglo. Obstaja veliko dokazov, ki potrjujejo, da je tveganje za DN in
napredovanje v KLO enako v obeh skupinah (1). Stevilo bolnikov s SB2 narai¢a, zato so v razvitem

svetu tudi prevzeli vodilni delez med novimi bolniki s KLLO, ki preidejo na dializno zdravljenje.

V razvoju DN so pomembni spremenjeni presnovni procesi v bazalni membrani in mezangiju
glomerulov ob spremenjeni hemodinamiki v glomerulnih kapilarah (2). Kroni¢na ledvi¢na okvara
je vecfaktorska bolezen in je posledica SB, zviSanega krvnega pritiska, ateroskleroze, ishemicne
bolezni ledvic, debelosti, kajenja in tudi drugih pridruzenih bolezni ledvic. Prvi znak DN je stalno
prisotno povecano izlocanje albuminov v urinu ali albuminurija. Razvije se pri 2-5% bolnikov s
SB letno (3). Pri bolnikih s SB2 je albuminurija le redko reverzibilna. Pri bolnikih s SB1 pa
albuminurija v 20 do 40% napreduje v proteinurijo (4, 5). Bolniki s proteinurijo pa v 10 do 50%
razvijejo KLO, pri ¢emer je potrebno nadomestno dializno zdravljenje ali transplantacija ledvic (6,
7, 8). Pri teh bolnikih je izrazito velika sréno-Zilna obolevnost (SZO) in kar 40-50% jih zaradi teh

dogodkov tudi umre (9).

Z nezadrzno rastjo Stevila bolnikov s SB2 izrazito narasca tudi Stevilo bolnikov z DN. V Veliki
Britaniji je Cetrtina bolnikov, ki zac¢nejo z dializnim zdravljenjem, bolnikov s SB, v ZDA pa kar

44.2% bolnikov (10).

V Sloveniji ima vsak enajsti odrasli prebivalec SB2, 30-40% bolnikov s SB pa ima KLB.
Ocenjujemo, da imamo v Sloveniji ve¢ kot 50.000 bolnikov s SB2, ki imajo KLB (10).

Danes $e ne znamo napovedati, kateri bolniki s SB2 bodo dejansko razvili DN in kateri ne.

Povisan krvni sladkor, trajanje SB, poviSan krvni pritisk, povisane mascobe v krvi in diabeticna

retinopatija (DR) so dejavniki tveganja za nastanek DN (8§, 11).



Tveganje za razvoj DN ni linearno povezano s trajanjem SB1, kjer je DN bolje raziskana. Raziskave
so pokazale tudi izrazito kopic¢enje bolnikov z DN v druzinah. Ob o€itni raznovrstnosti nastopa in
napredovanja DN tako pri SB1 kot SB2 si postavljamo vprasanje o morebitnem genetskem vplivu

na razvoj bolezni (12, 13, 14).

Komponente renin-angiotenzin-aldosteronskega sistema (RAAS) in kalikrein-kininskega sistema

imajo Stevilne uéinke na arterije (8, 12).

V RAAS ima kljuéno vlogo angiotenzinogen, ki ga renin pretvori v angiotenzin I, slednjega pa
encim angiotenzinska konvertaza (AK) pretvori v aktivno u¢inkovino angiotenzin II, ki deluje na
sréno-zilni sistem prek receptorja tipa 1 angiotenzina II (slika 1: RAAS SISTEM IN NJEGOV
FIZIOLOSKI VPLIV)

ANGIOTENZINOGEN l

RENIN -_—

ANGIOTENZIN ‘
ENCIM

PRORENIN N

VAZOKONSTRIKCIJA
SEKRECIJA
ALDOSTERONA
NEVROTRANSMITERIJI
PROVNETNI
MEDIATORIJI

ANGIOTENZIN ‘—>

/
KONVERTAZA
ANGIOTENZIN

I

AT RECEPTOR
2

AMINOPEPTIDAZA
A
ANGIOTENZIN 111
AMINOP]IE\IPTIDAZA ~ ﬂ
ANGIOTENZIN 1V AT RECEPTOR
INAKTIVNI
PEPTID

Slika 1: RAAS sistem in njegov fizioloski vpliv (Prirejeno: Gard R. Int J Mol Epidermiol Genet 2010;
12: 145-157.)
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Angiotenzin II ima centralno vlogo tudi v hemodinamski regulaciji glomerulov. Hiperglikemija in
mehanski pritisk, povzrocen z glomerulno hipertenzijo, pripeljeta do ledvicne okvare (DN). Irever-
zibilno so okvarjeni podociti, ki imajo pri zdravem ¢loveku specificno vlogo v regulaciji intraglo-

merulnega renin-angiotenzinskega sistema (15).

Zaviranje renin-angiotenzinskega sistema je uspe$na metoda zmanjSanja nastanka glomeruloskleroze
in s tem kon¢ne odpovedi ledvic. V ta namen danes uporabljamo inhibitorje AK in antagoniste
receptorja za angiotenzin 1 kot zdravilo, s katerimi posku$amo vplivati na nivo angiotenzina Il v

serumu (15).

Genetski dejavniki vplivajo na koncentracijo angiotenzinogena (genski polimorfizem angiotenzi-
nogena), na aktivnost AK (polimorfizem insercija/delecija gena za AK) in na izloCanje aldosterona

(7, 14).

Polimorfizem insercija/delecija gena za AK je v ¢loveski populaciji sorazmerno pogost in velika
izraznost tega alela poveca tveganje zapletov SB. Polimorfizem AK gena ne vpliva toliko na krvni
pritisk ali nivo angiotenzina II. Raziskave nakazujejo, da ima na izraznost tega polimorfizma vpliv
kalikrein-kininski sistem (15). Proucevali so vpliv odsotnosti receptorja 1 bradikinina in receptorja 2
bradikinina na misji populaciji s SB in ugotovili, da odsotnost obeh receptorjev za bradikinin
poveca albuminurijo pri miSih, pospesi glomerulosklerozo, povzro€i debelitev glomerulne bazalne
membrane, zmanjsa prevodnost po Zivcu in poveca izgubo kostnih mineralov. Tako so znanstveniki
prisli do zakljucka, da pomanjkanje bradikinin 1 receptorja in bradikinin 2 receptorja pri misih vodi
do pojava komplikacij SB. Ta povecana pojavnost ledviéne bolezni pri diabeti¢nih misih je
posledica povecanega oksidativnega stresa, okvare mitohondrijev in prevlade fibrogenih genov,
med katerimi je tudi endotelin 1. Oba receptorja bradikinina imata zasc¢itno vlogo pri razvoju DN in to

prek mehanizma zmanjSevanja oksidativnega stresa (13, 14, 15).

Klini¢ne raziskave kazejo, da na potek ateroskleroze vpliva lipooksigenazna pot (16, 17, 18, 19). V
tej poti so udelezeni Stevilni proteini, kot npr. FLAP (aktivirajoci protein 5-lipooksigenaze (16, 17).
Protein FLAP kodira gen ALOXS5AP, klju¢no vlogo pri sintezi levkotrienov pa imata ALOXS5AP in
ALOXS (16, 17, 18, 19).

Endotelin 1 je vazoaktivni peptid, ki ga izloCa zilna endotelna celica in povzroca krcenje gladke
miSice v zili. Na ta nacin prispeva k tonusu zile. Deluje prek dveh podtipov receptorjev, endotelin
receptorja A (ET (A)) in endotelin receptorja B (ET(B)). Pri zdravem ¢loveku endotelin stimulira
diurezo in natriurezo prek ET(B) v sredici ledvice. Pri bolni ledvici pa endotelin 1 povzroca
vazokonstrikcijo, proliferacijo mezangijskih celic, pomnozitev ekstracelularnega matriksa in vnetje
prek ET(A). Regulacija spro$¢anja endotelina je prizadeta v procesu ateroskleroze in tudi v okviru
prizadetosti majhnih zil pri DN. Endotelin lahko s svojim vazokonstrikcijskim, proliferativnim,

profibroti¢nim in vnetnim u¢inkom prispeva k razvoju ledvi¢ne okvare pri bolnikih s SB2 in pri tej
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skupini bolnikov najdemo tudi povecano koncentracijo endotelina 1 v plazmi (20, 21, 22). Vpliv
genskih polimorfizmov encimov, ki regulirajo funkcijo endotelina in vplivajo na razvoj ledvicne

bolezni, je dokaj neraziskan.

Dejavnike tveganja za razvoj DN lahko razdelimo na okoljske in genske, v realnosti pa noben

okoljski dejavnik tveganja ni neodvisen od vpliva genskih dejavnikov tveganja.

Namen nase raziskave je ugotoviti povezavo med izbranimi kandidatnimi geni in diabeti¢no

ledvi¢no boleznijo pri bolnikih s SB2 v slovenski populaciji.

1.1 SLADKORNA BOLEZEN

Sladkorna bolezen (SB) je kroni¢na metabolna bolezen, ki nastane zaradi pomanjkanja izlo¢anja
inzulina ali njegovega pomanjkljivega delovanja ali obojega. Proizvajajo ga beta celice trebusne
slinavke. Motena je prebava ogljikovih hidratov, masc¢ob in beljakovin (2). Tip SB1 je od inzulina
odvisna sladkorna bolezen, ki se lahko pojavi Ze v otros§tvu in puberteti oziroma do 30. leta starosti.
Gre za avtoimunsko bolezen, zdravljenje pa je potrebno do konca Zivljenja z inzulinom. Ta tip SB
ima priblizno 10% bolnikov; 90% bolnikov pa ima SB2, pri kateri ne gre za pomanjkanje inzulina,
ampak nastane zaradi zmanjSane obcutljivosti tkiv na inzulin in istoCasno zmanjSanje izloCanja
inzulina, ki se lahko s starostjo povecuje. To obliko SB lahko zdravimo z dieto ali z antidia-beti¢nimi
zdravili, socasno pa je treba zdraviti tudi tezave, ki se pojavljajo vzporedno (poviSane vrednosti masc¢ob

v krvi, zvecan krvni tlak), oziroma zmanj$ati telesno tezo, Ce je ta prevelika, ter opustiti kajenje.

K nastanku in slabsanju bolezni pripomorejo neustrezne zivljenjske okolis¢ine (neprimerna prehrana,

prevelika telesna teza, premalo gibanja in stres).

SB je velika javnozdravstvena tezava, saj za to boleznijo zboli vse ve¢ ¢edalje mlajsih ljudi. S St.
Vincentsko deklaracijo smo ze leta 1989 dobili temelje za obvladovanje te bolezni, postavljeni so

bili cilji za obvladovanje te bolezni tako na ravni posameznika kot celotne druzbe (23).

V drzavah evropske unije breme SB v povprec¢ju pomeni deset odstotkov vseh zdravstvenih izdatkov.
Leta 2010 je bilo na svetu 285 milijonov posameznikov s to boleznijo, kar je 6,4% prebivalcev od
20. do 79. leta starosti, in kar 7,8% ljudi z moteno toleranco za glukozo (MTG), ki je patolosko stanje
tolerance za glukozo med normalnim in diabeti¢énim podro¢jem. Projekcije za leto 2030 kaZejo na
porast te bolezni, saj naj bi kar 7,7% ljudi na svetu imelo SB in 8,4% MTG (23). V Evropi je bilo leta
2010 8,9% ljudi s SB, do leta 2030 pa bo ta Stevilka narasla na 9,8% (23). Na podlagi ankete, ki jo
je naredil Institut za varovanje zdravja Republike Slovenije leta 2007, je bilo v Sloveniji priblizno

125 tiso€ bolnikov s prepoznano sladkormo boleznijo, kar pomeni 6,25% celotnega prebivalstva (23).

Med bolniki s SB je kar 80% predebelih. Za nastanek SB je poleg vedenjskih dejavnikov tveganja
pomembna tudi vloga dednosti. V druzinah s SB je tveganje, da potomec zboli za to bolezen, kar

40% vecje kot pri druzinah, kjer SB ne poznajo (24).
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Kroni¢na hiperglikemija je posledica SB in povzroca kroni¢no okvaro, motnjo ali celo odpoved
delovanja razli¢nih organov, posebno o¢i, ledvic, Zivcev, srca in ozilja. Urejena glikemija je cilj
vsakega zdravljenja SB. Dolgorocno presnovno urejenost ugotavljamo z vrednostjo glikoliziranega
hemoglobina (HbAlc), ki predstavlja retrogradni podatek o urejenosti SB v zadnjih dveh do treh
mesecih in ima tudi napovedno vrednost za kroni¢ne zaplete SB. Priporo¢ena ciljna vrednost HbAlc je
6,5% po smernicah International Diabetes Federation (IDF). Za urejenost SB sta pomembna $e dva
podatka, in sicer krvni sladkor na tesce in krvni sladkor dve uri po obroku. V Evropi je po drzavah
sladkorna bolezen razlicno dobro urejena (23). V Sloveniji ima 65% bolnikov s SB brez
inzulinskega zdravljenja slabo urejeno glikemijo in 75% bolnikov v skupini z inzulinskim
zdravljenjem. Vzroke za tako stanje v Sloveniji lahko i§¢emo v preredkih kontrolah pri diabetologih
in/ali premajhnemu Stevilu diabetologov ter neucinkoviti samo-kontroli, kar lahko pripiSemo slabi

ozavesc¢enosti bolnikov oziroma premajhnemu Stevilu edukatorjev.

Za Pomursko regijo velja, da so bolniki s SB2 slabo urejeni, da so stari v povprecju 63 let, bolezen
v povpredju traja 7,6 let in imajo indeks telesne mase (ITM) 31,9 kg/m®. V 7,6% jih zdravimo samo
z dieto, 50% jih potrebuje inzulin, v 15,9% pa potrebujemo kombinacijo zdravljenja z peroralnimi

antidiabetiki in inzulinom (23).

Sodobno zdravljenje SB je sicer zboljsalo kakovost zivljenja bolnikov in podaljsalo njihovo zivljenjsko
dobo. Bolniki danes umirajo predvsem zaradi kroni¢nih zapletov. Sem sodijo spremembe na
velikih zilah (makroangiopatija) in na malih zilah (mikroangiopatija). Makroangiopatija (predvsem
ateroskleroza) je pri SB pogostej$a, ni pa specificna. Ateroskleroza se lahko pojavi tudi pred
pojavom SB2. Na podlagi tega lahko sklepamo, da na obe bolezni vplivajo tako okoljski kot dedni
dejavniki, med njimi sta najpogostejSa skupna dejavnika tveganja zviSana vrednosti holesterola in

zviSan krvni pritisk.

Aterosklerotiéna SZO so pri bolnikih s SB 3 do petkrat pogostej$a kot pri osebah brez nje. Njihova
pogostnost je v primerjavi z napredovanimi mikroangiopati¢nimi zapleti desetkrat vecja, 75%
bolnikov s SB umre zaradi ishemicne bolezni srca (25), prizadeto je vecje Stevilo koronarnih zil in

spremembe se pojavijo priblizno 15 let prej kot pri populaciji, ki SB nima (26).

Mehanizmi vpliva SB na hitrejsi razvoj ateroskleroze do danes niso povsem razjasnjeni. Hiperglikemija
pospesi oksidativno reakcijo v zilni steni, zmanjSana je aktivacija endotelijske sintetaze duSikovega
oksida (eNOS), manjsa je tvorba in dostopnost biolosko aktivnega duSikovega oksida (NO) in
povecCana tvorba ROS (angl. reactive oxygen species — reaktivne kisikove vrste). Govorimo o
oksidativnem in nitroznem stresu. PoveCan oksidativni stres verjetno predstavlja glavno pot v
razvoju diabeti¢ne angiopatije (27). Pri tem procesu pride do porasta vnetnih citokinov (IL 6, IL 18
in TNF alfa) v serumu in s tem do nestabilnosti ateroskleroti¢nih leh ter posledicno do sré¢no-zilnih

dogodkov (28).
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Diabeticna retinopatija (DR) je mikroangiopatija na mreznici bolnika s SB ter se pri bolnikih
pojavlja po petih do desetih letih trajanja SB1 in jo pogostokrat najdemo Ze pri ugotovljeni SB2. Je
najpogostejsi kroni¢ni zaplet SB in najpogostejsi vzrok slepote med delovnim prebivalstvom, kot
tudi pomemben vzrok slepote med starostniki. Ima jo 20% vseh bolnikov s SB. Prevalenca
proliferativne oblike bolezni je pogostejsa pri SB1 (29, 30). Tudi ta kronic¢ni zaplet SB nastane
zaradi oksidativnega stresa, neencimske glikacije strukturnih beljakovin in spro§c¢anja vnetnih media-
torjev, kot je tumor nekrotizirajo¢i faktor (TNF). Poznamo dve obliki te bolezni. Za proliferativno
obliko retinopatije je znacilno, da pride do obseznih krvavitev v mreznico ali steklovino. Posledica
tega procesa je brazgotinjenje in vlek mreznice ter posledi¢ni odstop mreznice. Pri neproliferativni
obliki bolezni, ki je pogostejSa pri SB tipa 2, pa so spremembe opazne v mreznici, vidimo vijugaste

vene, pik¢aste krvavitve in trde ali redke mehke eksudate (2).

VzdrZevanje stalne normoglikemije je preventiva razvoja DR. Fotokuagolacija mreznice z laserjem
je simptomatski ukrep, ki preprecuje krvavitve, ob¢asno pa se oftalmologi posluzujejo tudi vitrektomije

(31, 32).

Diabeti¢na nevropatija (DNev) je pogost kroni¢ni zaplet SB. Hiperglikemija je ponovno pobudnik
patoloskih procesov v ziv¢nih celicah, saj obstaja pribitek sorbitola v celicah. ZniZana je aktivnost
Na/K ATPaze, s ¢imer pride do znizanja prevajanja akcijskega potenciala nevronov. Morfolosko
gre za segmentno demielinizacijo in propad nevronov (2). Poznamo razvito klini¢no sliko bolezni
in subklini¢no sliko, kjer bolnik Se nima tezav, z objektivnimi preiskovanimi metodami pa ze

najdemo motnje v prevodnosti motori¢nih in senzori¢nih zZivcev.

Diabeticna noga je kombinacija makroangiopatije in nevropatije. Priblizno 25% bolnikov se vsaj
enkrat v Zivljenju sooci s tem problemom (2), ki v konéni fazi lahko vodi tudi do amputacije prstov
ali noge. Lo¢imo nevropatsko, ishemi¢no obliko in kombinacijo obeh. Pri tipu SB1 prevladuje

nevropati¢na oblika bolezni, pri tipu SB2 pa ishemi¢na oblika bolezni.

1.2 DIABETICNA NEFROPATIJA ALI DIABETICNA LEDVICNA BOLEZEN

Diabeti¢na nefropatija (DN) je izraz, ki smo ga zgodovinsko ohranili za okvaro ledvic pri SB, kjer

smo bolezen dokazali z biopsijo ledvic, sicer pa uporabljamo izraz diabeti¢na ledvi¢na bolezen (DLB).

Gre za kroni¢no specificno okvaro ledvic pri SB2. Bolniki s SB2 sodijo med posameznike s
poveCanim tveganjem za KLB in najpogostejSa med njimi je DLB. KLB je pogost zaplet, ki
pomembno vpliva na obolevnost in prezivetje bolnikov s SB2, ter predstavlja veliko socialno in
ekonomsko breme. Oznacuje tudi bolnike s povecanim sré¢no-zilnim tveganjem, zato je pomembno
tudi presajanje bolnikov za KLB, da lahko nato z ustreznim ukrepanjem upocasnimo napredovanje

ledvi¢ne okvare (10, 33, 34, 35).
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KLB je kroni¢na bolezen, za katero je znacilno, da traja ve¢ kot tri mesece. Gre za strukturno okvaro
ledvice, ki se klini¢no lahko pojavlja s proteinurijo/albuminurijo, eritrociturijo in tudi s slikovnimi
spremembami na ultrazvoku ledvic in racunalni$ki tomografiji, lahko pa jo dokazujemo z biopsijo
organa. KLB oznauje tudi zmanj$ana glomerulna filtracija (GF), in sicer pod 60 ml/min/1,73 m’. V
Sloveniji smo v letu 2009 ocenili, da ima vsak deseti odrasli bolnik KLLB, to je ve¢ kot 165.000
ljudi (33).

Za dokaz DLB je pomembno trajanje SB, preiskava seca, s-kreatinin in ocena GF v ¢asovnem

obdobju, ultrazvok ledvic, prisotnost in urejenost krvnega pritiska in pregled oCesnega ozadja.

Histoloska slika pri okvari ledvic pokaze zadebeljeno bazalno membrano, ki je lahko tudi desetkrat
debelejsa kot pri zdravem ¢loveku. Zadebeljeno bazalno membrano najdemo na glomerulnih in na
drugih ledvi¢nih zilah, pomnozi se tudi mezangijski matriks, v katerega se odlagajo glikirane
beljakovine in pride do hialinizacije glomerula. Kon¢ni stadij je propad nefrona in razmnozitev

veziva v ledviénem intersticiju (2).

Patofiziolosko gre za presnovne motnje v bazalni membrani in mezangiju glomerulov, spremenjena
je znotrajledvicna hemodinamika, posledica je vecja prepustnost bazalne membrane. Hiperglikemija s
hipervolemijo poveca pretok skozi ledvice, pride do dilatacije aferentne arteriole in zoZenja eferentne
arteriole. Posledica tega je poveCanje pritiska v glomerulnih kapilarah in povecana GF. Povecana

prepustnost bazalne membrane in glomerulne hiperfiltracije povzrocata vecje izlocanje beljakovin (2).

Pri bolnikih s SB sta zve¢ana glikacija in tvorba kolagena, upocasnjena pa je njegova razgradnja.
Bistveni sestavni deli bazalne membrane in mezangija so kolagen, glikozaminoglikani, laminin in
fibronektin. Zgoraj nasteti procesi povzrocijo zadebelitev bazalne membrane, pomnozi se mezangijski

matriks in spremeni se naboj bazalne membrane, s Cimer se poveca prepustnost bazalne membrane (2).

Vidimo, da je patofiziologija DLB zapletena in na razvoj bolezni vpliva ve¢ faktorjev. Nekoc je
prevladovalo mnenje, da ima dobro urejena SB manj zapletov bolezni, kot je DLB, vendar danes s
Studijami dokazujejo, da se pri 30% bolnikov s SB1 in 25-40% bolnikov s SB2 lahko razvije

kroni¢na okvara ledvic kljub dobro urejeni glikemiji (36).

Razlike obstajajo tudi med etni¢nimi skupinami, kar potrjuje razlicen vpliv genetike pri razvoju
bolezni pri razli¢nih narodih (38,39). Afroameri¢ani z DLB imajo petkrat vecjo verjetnost, da jim
tekom zivljenja odpovedo ledvice in se soocijo z nadomestnim dializnim zdravljenjem, prav tako
so bolj ogrozeni Ameri¢ani in Spanci (13, 37, 38). V Aziji multicentriéne $tudije kaZejo na kar 40-

odstotno prevalenco albuminurije pri bolnikih s SB2 in druzinsko obremenjenost (39).

Danes v patofiziologiji okvare ledvic pri SB znanstveniki govorijo o tako imenovanih glikolizirajocih
konénih produktih (AGE), ki nastanejo pri neencimskih reakcijah glukoze z amino skupinami
beljakovin, lipoproteinov in nukleinskih kislin. Ti krozeci produkti lahko delujejo prek receptorjev

ali pa tudi ne in spremenijo sestavo bazalne membrane, tako da povecajo izraznost kolagena tipa IV
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in s tem membranski naboj ter prepustnost membrane. Ce gre za mehanizem, ki je odvisen od
receptorjev, lahko ti kon¢ni produkti delujejo na makrofage, monocite, endotelne celice, podocite,
tubularne epitelne celice in gladke miSi¢ne celice. Na ta na¢in pride tudi do sprozenja vnetne reakcije
(40, 41) in sproscanja Stevilnih citokinov, rastnih faktorjev (TGF- beta 1), interlevkin-1beta, interlevkin-

6, TNF itd.

Pri SB1 in SB2 so ob okvari ledvic nasli pove¢ano koncentracijo teh glikolizirajo¢ih kon¢nih produktov

(42).

Hiperglikemija je povezana tudi z moteno regulacijo nastanka reaktivnih kisikovih in dusikovih
spojin (angl. reactive oxygen species ROS; reactive nitrogen species RNS); govorimo o oksidativnem in
nitroznem stresu (43). PoveCan oksidativni stres verjetno predstavlja glavno pot v razvoju diabeti¢ne
angiopatije (44, 45). ROS in RNS dokazano vplivajo na strukturo in funkcijo Zilnega endotelija.
Posledice endotelijske disfunkcije so zmanjSana aktivacija eNOS, manjsa tvorba in dostopnost

biolosko aktivnega dusikovega oksida (NO) in povecana tvorba ROS.

Superoksidne radikale izlo¢ijo mitohondrijski in citosolni antioksidantni obrambni mehanizmi, ki
pa so pri sladkornem bolniku poskodovani, zaradi ¢esar pride do oksidacije lipidov v membranah,
DNA, beljakovinah in ogljikovih hidratih. Posledica teh sprememb je motnja v sestavi in delovanju

celi¢nih sestavin.

Nov predmet proucevanja v farmakoterapiji DLB je Na/glukoza kotransporter 2 (SGLT-2), ki ureja
resorpcijo glukoze v ledvicah. Hiperglikemija in hiperinzulinemija vodita do povecane izrazenosti
SGLT-2, kar vodi do povecane resorpcije glukoze v krvi in poslabsanja hiperglikemije ter slabse
urejenosti krvnega pritiska (46). Z uporabo zaviralca tega transportnega mehanizma v ledvici so se

zacele izvajati Studije, ki proucujejo zasc¢itnisko vloge slednjega pri nastanku DLB (47, 48).

Tudi inkretin je pokazal svojo zascitnisko vlogo pri razvoju DLB. Gre za hormon glucagon-like
peptide-1 (GLP-1), ki sprozi izloCanje inzulina iz beta celic trebusne slinavke. Ima tudi antioksidantni
ucinek na razlicna tkiva. Receptorje za ta hormon najdemo v trebusni slinavki, mozganih, srcu,
pljucih, ¢revesu in ledvicah. Mehanizem delovanja je prek vezave na receptor in povecanja nastajanja
cikli¢nega adenozin monofosfata (cAMP), ki aktivira protein kinazo A. Po tej poti se poveca
sekrecija inzulina in zmanjsa delovanje ledvicne NADPH oksidaze. Posledica tega je zmanjSanje
oksidativnega stresa. Uporaba GLP-1R agonistov zmanj$a albuminurijo in razrast mezangija ter

zmanj$a koli¢ino superoksidov v glomerulu in tako varuje ledvice (49, 50).

Pri SB2, za razliko od SB1, ob odkritju bolezni ne vemo, koliko ¢asa dejansko ze traja bolezen in
ali so ze prisotni znaki mikro- ali makroangiopatije, zato ob odkritju bolezni najprej opravimo
obicajno analizo urina in precipitacijski test za proteinurijo ter ocenimo glomerulno filtracijo (0GF)

na podlagi doloc¢itve koncentracije serumskega kreatinina po standardizirani laboratorijski metodi.
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S presejanjem najprej pregledujemo nakljuéni vzorec urina s testnimi listi¢i in s sulfosalicilno
kislino. Ce je testni listi¢ za proteinurijo 0, nadaljujemo s preiskavo jutranjih vzorcev urina, in &e je
ta pozitiven v dveh vzorcih jutranjega urina od treh v zadnjih treh mesecih, lahko govorimo o

diabeti¢ni ledvi¢ni bolezni, ki pomembno vpliva na obolevnost in preZivetje bolnika s SB 2 (33, 34).

Kaj je normoalbuminurija? To je razmerje med koncentracijama albumina in kreatinina v urinu
do 3g/mol v dveh od treh vzorcev urina, zbranih v obdobju enega tedna do treh mesecev. Na

testnem listicu dobimo rezultat negativno ali sled proteinov (51).

Zmerno zvisana albuminurija, prej mikroalbuminurija, je razmerje med koncentracijama albumina in
kreatinina od 3 do 30 g/mol v dveh od treh vzorcih urina, zbranih v obdobju enega tedna do treh
mesecev. Vrednosti proti zgornji meji intervala lahko sezZejo Ze v podrocje proteinurije. Na testnem

listicu dobimo rezultat sled proteinov ali + (51).

Visoko zvisana albuminurija, prej makroalbuminurija, je razmerje med koncentracijama albumina
in kreatinina 30 g/mol in ve¢ v dveh od treh vzorcih urina, zbranih v obdobju enega tedna do treh
mesecev. Vse vrednosti zagotovo sezejo v podrocje bolezenske proteinurije. Na testnem listicu

dobimo rezultat + ali veé+ (51).

Albuminurija se lahko poveca tudi ob vecjem fizicnem naporu, ob okuzbi, povecani telesni
temperaturi, akutnem poslabsanju srénega popusScanja, hudi hiperglikemiji in pomembno zvisanem

krvnem pritisku (52).

KLB oznaduje okvara funkcije ali strukture ledvice. To pomeni, da je oGF pod 60 ml/min/1,73 m*
in/ali so prisotne bolezenske nenormalnosti ali so prisotni oznacevalci ledvicne okvare
(nenormalnost urina ali krvi ali slikovne nenormalnosti ledvic) ali pa pride do presaditve ledvic.
Poznamo vec¢ stopenj KLB (Tabela 1).

Tabela 1: Klasifikacija KLB (Slovenske smernice za klinicno obravnavo sladkorne bolezni tipa 2,
leto 2016)

STOPNJA OPIS GF (ml/min/1,73m?)
1 Ledvi¢na okvara z normalno ali povisano GF >90

2 Ledvi¢na okvara z blago ali znizano GF 60- 89

3a Zmerno znizana GF 45-59

3b Zmerno znizana GF 30-44

4 Hudo znizana GF 15-29

5 LEDVICNA ODPOVED <15 ali dializa

GF - glomerulna filtracija

Osnovno nacelo za oceno GF je dolocitev oCistka neke snovi, to je prostornine plazme, ki se v
doloceni ¢asovni enoti ocisti te snovi z izloCanjem v sec, ali preprosto povedano pomeni zmoznost
ledvice, da odstrani doloc¢eno snov iz plazme in jo izlo¢i s seCem. V vsakdanji klini¢ni praksi za
oceno GF najpogosteje uporabljamo serumsko koncentracijo kreatinina. Danes se je uveljavila enacba
MDRD (angl. Modification of Diet in Renal Disease), ki od laboratorijskih meritev vkljucuje le

vrednost serumskega kreatinina. GF je podana na standardizirano telesno povrsino 1,73 m” Na
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izratun vplivajo spol, starost, miSi¢na masa, prehrana in zdravila. V zadnjem Casu se vse bolj
uporablja tudi novi oznacevalec ledvi¢ne funkcije, in sicer serumski cistatin C. Izlo¢a se z GF.
Serumska koncentracija odraza hitrost GF in je neodvisna od spola in starosti, saj so vrednosti od

prvega leta starosti naprej prakti¢no enake (52, 53).

Z ustreznim ukrepanjem lahko upocasnimo napredovanje ledvicne okvare, zato presejalne teste
opravimo enkrat na leto in sledimo Slovenskim smernicam za klini¢no obravnavo sladkorne bolezni

tipa 2, ki so bile posodobljene leta 2016 (51).

DLB je manj verjetna, ko bolnik nima DR, ko je GF majhna ali se hitro zmanjSuje, ko se
proteinurija hitro slabsa ali pa je prisoten nefrotski sindrom. Hipertenzijo tezko zdravimo, prisoten
je aktiven sediment v urinu in prisotni so tudi simptomi in znaki za druge sistemske bolezni. Proti
DLB govori tudi zmanjSanje GF za ve¢ kot 30% po uvedbi zdravljenja z ACE inhibitorji ali

antagonisti angiotenzinskih receptorjev (51).

Velik problem pri DLB je, da tretjina bolnikov nima ne proteinurije in ne albuminurije, ledvi¢na
bolezen sama po sebi pa je vecfaktorska, in je lahko posledica SB, zviSanega krvnega pritiska,

ateroskleroze, ishemicne bolezni ledvic, debelosti in kajenja.

Biopsija ledvic nam lahko v zapletenih okolis¢inah pomaga pri postavitvi diagnoze ledvi¢ne okvare,

histoloSke spremembe so znacilne in so razdeljene v §tiri velike skupine od I-IV (54).

Za prepreCevanje zapletov SB je zelo pomembna njena urejenost. Eno od meril urejenosti je
glikiran hemoglobin (HbA I¢). Studije v devetdesetih letih so Ze pokazale, da urejenost HbAlc pod
7% pri SB1 pomembno zmanjs$a zaplete bolezni, in sicer za 34% pri bolnikih, ki so vstopali v
Studijo brez DR ali albuminurije, in za 43% pri bolnikih z Ze znano DR, z ali brez albuminurije in
normalno GF (55). Tudi po 22-ih letih sledenja bolnikov s SB1 lahko povemo, da je dobra

urejenost bolezni zelo pomembna za preprecevanje komplikacij in preprecevanje hipoglikemij (56).
Do podobnih zakljuckov lahko pridemo tudi pri bolnikih s SB2.

Japonski znanstveniki so sedem let sledili 110-im bolnikom s SB2 in HbAlc pod 7,1% ali HbAlc
9,4%. V skupini z bolj urejenim sladkorjem so samo v 7,7 odstotkih dokazali albuminurijo in,
nasprotno, v skupini s slabo urejeno boleznijo v 28 odstotkih (57). Do podobnih ugotovitev so
prisli tudi britanski znanstveniki (58). V Studiji ADVANCE so pet let sledili okrog 11.000-im
bolnikom. Ena skupina bolnikov je imela HbA1C 6,5%, druga pa 7,3%. Ugotovili so, da med
skupinama ni bilo statistiéno pomembnih razlik glede SZO ali izboljianja DR, vendar je bilo v prvi
skupini pri napredovanju albuminurije in poslabSanju ledvi¢ne funkcije manj zapletov, in sicer za
21%. Rezultati so ostali podobni, tudi ¢e so Cas sledenja podaljSali za dve leti (57, 59). Ob
stremljenju za urejenem krvnim sladkorjem se je treba izogibati pogostim hipoglikemijam, zlasti
pri DLB, kjer je GF Ze zmanjSana, saj pri teh bolnikih vidimo podaljSano delovanje inzulina,

zmanjSana je glukoneogeneza in Ze lahko kaZejo znake podhranjenosti. Postavimo si lahko tudi
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vprasanje, ali je HbAlc res zadostno merilo za kontrolo urejenosti SB, ¢e vemo, da je ta lahko
lazno nizji pri KLB, saj je 120-dnevni cikel eritrocitov krajsi, prav tako na vrednost HbAlc vpliva
Se anemija, motnje v acido-baznem ravnotezju in zmanjSana proizvodnja eritropoetina (60).
Obstajajo Se razli¢ne druge moznosti kontrole sladkorja v krvi, kot je recimo serumski fruktozamin,
v novejsem Casu pa znanstveniki govorijo o glikiranem albuminu, na katerega anemija ali nizja GF

ne vplivata, vendar Se ni opravljenih dovolj studij, da bi ga uporabljali v klini¢ni praksi (61).
Dobro urejena glikemija zmanjsuje Zilne zaplete in ledvi¢no bolezen pri SB.

Za urejanje SB uporabljamo poleg inzulina Stevilna antiglikemi¢na zdravila, ki tako varujejo tudi

ledvice oziroma preprecujejo razvoj DLB.

JLiver lipogenesis . . .
Metformin J-Gluconeogenesis Thiazolidinediones

“nsulin sensitivity

Sulfonylureas

TGlucose utilization N J
“Fatty acid storage [

T Insulin sensitivity 2 Insulin secretio
nsull cretion

J-Oxidative stress &
Endothelial Protection

GLP-1 agonists weight loss —-I Improved Glycemic Control I-——  Carbohydrate absorption a-glucosidases

{ Glucagon release

™ Insulin secretion

‘ | DPP4-inhibitors I
? Anti-inflammatory effect

Slika 2: Razli¢no delovanje antiglikemi¢nih zdravil in njihova zasc¢itna vloga pri obolenju ledvic
(Kinaan M, Ding H, Triggle CR. Metformin: An old drug for the treatment of diabetes but a new
drug for the protection of the endothelium, Med Princ Pract. 2015).

J uric acid
T Sodium loss

SGLT-2 inhibitors

J Glucose reabsorption in
Proximal tubule

METFORMIN je zdravilo, ki je bilo odkrito leta 1958 in se ga je nekoC na Siroko uporabljalo
zaradi njegovega hipoglikemi¢nega ucinka in u¢inka na endotelij, steatoti¢na jetra in pri debelosti.
Zaradi suma, da povzrofa laktoacidozo, nekaj Casa ni bilo v mnozi¢ni uporabi. Z novejSimi
Studijami pa so dokazali, da se laktat, ki nastane pri delovanju zdravila v jetrih prek Corijevega
cikla, pretvori nazaj v glukozo (62) in sam po sebi ne povzroca zdravju ogrozajoce laktatne
acidoze. Zdravilo je vamno pri stabilni majhni do srednji veliki ledvicni okvari (GF>45
ml/min/1,73m’) , ne smemo pa ga uporabljati pri GF < 30 ml/min/1,73m’ , poloviéni odmerek pa
rabimo pri GF med 30 in 45 ml/min/1,73m* (63). Pozorni moramo biti pri predpisovanju zdravila
tudi pri stanjih, kjer gre za bolezensko zvisanje laktata, kot so sepsa, akutna ledvi¢na odpoved, Sok

in sréni infarkt, ter pri uporabi rtg kontrastnih sredstev.
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DRUGA GENERACIJA ZDRAVIL SULFONILSECNINE

To je zdravilo, ki se veze na ATP-obcutljive K+ kanalcke beta celic trebusne slinavke in odpre Ca
kanalcke istih celic, ter povzro¢i povecano izlocanja inzulina (64). Prva generacija zdravil te
skupine je rada povzrocala hipoglikemijo, pri dolgotrajni uporabi pa hiponatremijo in povecala
sréno zilno tveganje. Tudi pri drugi generaciji (glyburide, glipizide) zdravil pogosto opazimo
hipoglikemijo (65). Glipizid se v jetrih razgradi v neaktivne presnovke in ga pri ledvi¢ni okvari ni

treba prilagajati, kar pa ne velja za glyburid.

TIAZOLIDINI so zdravila, ki zmanj$ajo mas¢obne kisline in glukozo v krvi ter povec¢ajo obcutljivost
tkiv na inzulin (66). Izlo¢ajo se prek jeter, zato odmerka zdravil pri bolezni ledvic ni treba prilagajati.

Do zdaj je bilo narejenih relativno malo $tudij, ki bi dokazovale renoprotektivni uc¢inek zdravil.

AKARBOZA je saharoza, ki se v tankem ¢revesu veZe na mesto, kjer se absorbirajo ogljikovi
hidrati, zato se zmanjSa prehod glukoze iz hrane v kri. Zdravilo ima manjSi vpliv na HbAlc,

povzroéa pa flatulenco in ga je treba prilagoditi pri GF < 30 ml/min/1,73m* (67, 68, 69).

ZAVIRALCI DIPEPTIDIL PEPTIDAZE (DPP-4) ALI GLIPTINI

So relativno novo zdravilo za urejanje SB in so na trziS¢u od leta 2006. Njihova naloga je, da
onemogocijo delovanje inkretinov in Zelod¢nih peptidov. Posledica tega je poviSan nivo inkretinov,
ki vodi do vecje sekrecije inzulina in zmanjsuje izloCanje glukagona (70). Ta zdravila ne povzrocajo
pogosto hipoglikemije, treba pa jih je prilagajati ledvi¢ni funkciji. DPP-4 peptid najdemo v
epitelnih celicah proksimalnih tubulih ledvic, endotelnih celicah in tudi v levkocitih. Njihova
stimulacija sprozi vnetni odziv, inhibicija pa ga zavre, zato so postali vir raziskovanj, saj bi
zaviranje spro$§canja tega peptida lahko imelo zascitno vlogo v razvoju DLB. Do danes opravljene
Studije pa dajejo nasprotujoCe si rezultate. Glede na podatke v Studiji MARLINA-T2 se z
linagliptinom statisticno zmanj$a vrednost HbAlc za 0,6% v 24-ih tednih, vendar ni opaziti vpliva

na albuminurijo (68). SAVOR Studija s saksagliptinom pa govori o ravno obratnem ucinku, in sicer

o za$¢itnem ucinku na ledvice in manjSem vplivu na nivo glukoze v krvi (69).

AGONISTI RECEPTORIJEV ZA GLP-1

GLP-1 je inkretin in neuropeptid, ki se izlo¢a v Crevesju in hipotalamusu kot odgovor na prisotnost
hranil. Poveca izloCanje inzulina, vzpodbuja rast beta celic v trebusni slinavki in zavira njihov
razpad, zmanjSa praznjenje Zelodca in s tem povecuje obcutek sitosti, pri Cemer je rezultat izguba
telesne teze (70). Fujita in sodelavci so dokazali, da so GLP-1 receptorji prisotni v glomerulnih
kapilarah pri misih, ne pa v tubulih, zato so imele misi, ki so imele pomanjkanje teh receptorjev,
vecjo izlo¢anje albuminov v urinu, ve¢jo koncentracijo oznacevalcev oksidativnega stresa in vecje
spremembe mezangija kot pa misi, ki so ta receptor imele. Klini¢no je bilo najve¢ studij opravljenih z
liraglutidom in dokazali so, da pomembno vpliva na zmanjSanje albuminurije (71), premalo pa je

Studij, ki bi govorile v prid varnosti uporabe zdravila pri srednji do hudi okvari ledvic.
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INHIBITORIJI SGLT-2 (canagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin)

So nova zdravila, ki zavirajo reabsorpcijo glukoze v proksimalnih delih tubulov ledvice in posledica
tega je osmotska diureza — glikuzurija. Na ta na¢in lahko uravnavamo nivo glukoze v krvi, pride do
zmanjsanja telesne teze, zmanjSamo nivo mascobe in se¢ne kisline v krvi in zmanjsa se oksidativni
stres. Zaradi zmanjSane reabsorpcije Na v proksimalnih tubulih ledvice pride do povecanja koncen-
tracije Na v makuli densi in s tem do vasomodulacije v aferentnem zilju. Pride do zmanjSanja
hiperfiltracije. Slaba stran delovanja teh zdravil je vecja nevarnost dehidracije in genitouretralnih
vnetij, zlasti s kandido zaradi glikozurije. Novejse klini¢ne $tudije potrjujejo njihovo zas¢itno viogo
pri razvoju DLB in njihov pozitiven vpliv na sré¢no-zilne dogodke (72). Zdravila lahko varno
uporabljamo pri srednji ledviéni okvari, prepovedana pa so pri kon¢ni odpovedi ledvic ali pri tezji

ledvicéni okvari.

INZULIN

Danes renoprotektivna vloga tega hormona Se ni razciS€ena, 60% se ga ocisti z GF in 40% prek
peritubularnega zilja. Ob ledvi¢ni okvari se zmanjSa ocCistek inzulina in tudi pretok krvi skozi
ledvice. Obcutljivost na inzulin je zmanjSana in tvorba endogenega inzulina je zmanjSana kot
posledica metabolne acidoze in povecanega izloanja parathormona. Vse to vpliva tudi na dnevne
doze inzulina, pri zgodnejsi okvari ledvic pride do vecje rezistence na inzulin in s tem do porasta
glukoze v krvi in povecanih potreb po inzulinu, v poznejsi fazi bolezni ledvic pa pride do manjsega
ocistka inzulina in posledi¢no do hipoglikemije, tako da je potrebno odmerke inzulina dnevno

prilagajati (73).

UREJANJE KRVNEGA PRITISKA

Arterijska hipertenzija je pomemben in pogost dejavnik tveganja za Zilne zaplete pri bolnikih s SB
2. Cilj zdravljenja je ¢im daljSe in kakovostno Zivljenje. Naravni potek DLB vodi od albuminurije
do proteinurije, od povisane GF pa do konéne ledviéne odpovedi (GF < 15 ml/min/1,73m?), ko
potrebujemo dializno zdravljenje. Ob vseh teh prehodih se sreCamo z vedno bolj neurejenim
krvnim pritiskom, ki je izziv naSega zdravljenja. Okrog 65% bolnikov s SB, ki so odvisni od
inzulina in imajo makroalbuminurijo, ima visok krvni pritisk, celo 58% bolnikov s SB2 in brez
znakov albuminurije pa ima visok krvni pritisk. Ta Stevilka pa pri poslabSanju albuminurije in

zmanjSanjem delovanju ledvic naraste na okrog 90% (74, 75).

Priporocen ciljni krvni tlak je za vecino bolnikov 140/85 mmHg ali manj, tudi po slovenskih
smernicah, obnovljenih v letu 2016 (51). Ciljni krvni tlak pri posebnih skupinah, kot so bolniki s
stalno proteinurijo, je pod 130 mmHg, ob pogoju da lahko redno spremljamo ledvi¢no delovanje.
Pri bolnikih, starej$ih od 80 let, ki so v dobri psihofizi¢ni kondiciji in imajo sistoli¢ni tlak 160
mmHg ali veé, priporo¢amo znizanje sistolicnega krvnega tlaka na med 140 in 150 mmHg, ¢e to
dobro prenasajo, ¢e pa so v slabsi psihofizi¢ni kondiciji pa ciljni krvni tlak dolo¢amo individualno.

Zdravili izbora za zdravljenje krvnega pritiska sta zaviralec angiotenzinske konvertaze ali antagonist
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angiotenzinskih receptorjev. Obe zdravili sta v dosedanjih Studijah pokazali, da zmanjsata izlocanje
albumina v urinu in upocasnita DLB pri SB 1 in SB2, ne zmanj$ata pa smrtnost pri bolnikih (76).
Uporabljamo lahko zdravila iz vseh skupin antitihipertenzivov, vklju¢no z diuretiki, dolgo
delujocimi antagonisti kalcijevih kanalCkov in novejSimi vazodilatativnimi blokatorji beta, ki ne

vplivajo pomembno na urejenost glikemije in zaznavanje hipoglikemije (51).

Kombinacije AK zaviralca in antagonista angiotenzinskih receptorjev za rutinsko zdravljenje
arterijske hipertenzije ne priporo¢amo, ker lahko kombinacija zdravil povzroca hiperkaliemijo in
zmanj$anje GF (76). Prav tako ne priporo¢amo zdravljenja z direktnim zaviralcem renina
(aliskirenom), ¢eprav zmanjSuje albuminurijo pri bolniku s SB in zniZuje krvni pritisk, ker ima vec
stranskih uéinkov, kot je hiperkaliemija, in ne vpliva na SZO pri teh bolnikih. To je dokazala

Studija ALTITUDE, objavljena leta 2012.

Ciljni krvni tlak pogosto dosezemo Sele s kombinacijo ve¢ kot dveh antihipertenzivnih zdravil, in
sicer najpogosteje s kombinacijo zaviralca AK in diuretika ali antagonistom angiotenzinskih

receptorjev in diuretikom ter zaviralca angiotenzinske konvertaze in kalcijevega antagonista.

UREJANJE MASCOB V KRVI

Hiperlipidemija je pogost spremljevalec SB. Povecan holesterol v krvi ne vpliva samo na razvoj
ateroskleroze, ampak pospesuje tudi glomerulosklerozo pri KLB. Statini so najpogostejse zdravilo
za znizanje holesterola v krvi in urejanje hiperlipidemije pri SB. Pomembno zmanjsajo LDL
holesterol pri bolnikih z DLB in pri bolnikih s KLB, zmanj3ajo SZO pri obeh skupinah bolnikov,
ne izboljsajo pa ledvicne okvare pri obeh skupinah bolnikov (77, 78). Klini¢ne Studije dokazujejo,
da se bolnikom na dializi z jemanjem statinov sréno-zilna smrtnost ne zmanjSa, vendar se z
zdravilom nadaljuje, ¢e pri KLB pride do dokon¢ne odpovedi ledvic in je potrebno nadomestno

zdravljenje z dializo. Statini so relativno varna zdravila tudi pri okvari funkcije ledvic.

Fenofibrati kot zdravilo za znizevanje holesterola imajo pri bolnikih s SB2 tudi vpliv na zmanj$ano

izloCanje albumina v urinu. Zmanj$ajo vnetje in proizvodnjo kolagena I v mezangijskih celicah (79, 80).

1.3 GENSKI POLIMORFIZMI IN DLB

Aleli so razli¢ne oblike dolo¢ene DNA sekvence na dolo¢eni kromosomski lokaciji (lokusu). Ce so
aleli tako pogosti, da jih najdemo v ve¢ kot enemu odstotku populacije, govorimo o genetskemu
polimorfizmu. Nekateri aleli predstavljajo spremembo v sekvenci DNA, ki lezi v intronih in na
funkcijo gena nimajo vpliva, nekatere spremembe v zaporedju pa se nahajajo v kodirajocih zaporedjih

in imajo lahko za posledico sintezo razlicnih proteinov, ki lahko vodijo do razli¢nih fenotipov (81).

SNP (polimorfizem enega samega nukleotida) pomeni, da se dva Cloveska osebka na dolocenem

mestu v genomu razlikujeta v enem samem nukleotidu (81).
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ASOCIACIISKE STUDIJE i&ejo skupno pojavljanje dveh dednih lastnosti ali znagilnosti z ve&jo
pogostostjo, kot bi bilo pricakovati na podlagi verjetnosti. Asociacija znotraj populacije pa iSce
specifi¢ni alel, ki je obicajno najden v ve¢jem odstotku med bolnimi; pri tem je pomembna izbira
kontrolnih skupin; ¢e gre dejansko za asociacijo, se bo obic¢ajno pojavila z enim specifi¢nim alelom

za celotno preuc¢evano populacijo (81).

V genetski epidemiologiji so znane tako imenovane Studije zdruzevanja genomov (angl. genome-
wide association study — GWAS), ki v Studiji genoma opazujejo genetske razli¢ice pri razli¢nih
posameznikih in jih povezujejo z dolocenimi lastnostmi (boleznimi). V Studijo so zajeti ljudje z
boleznijo in ljudje brez bolezni, ki sluzijo za kontrolo. Vsaka oseba da vzorec DNA, iz katere se z
uporabo SNP bere na milijone genskih variant. Ce je pri bolnikih s to boleznijo pogosteja vrsta
enega alela, velja, da je varianta povezana z boleznijo. GWA Studije preucujejo celoten genom, v
nasprotju z metodami, ki jih poznamo v genetiki in specificno testirajo majhno Stevilo vnaprej
doloc¢enih genskih regij (kandidatne gene). GWA S§tudije identificirajo SNP in druge variante v

DNA, povezane z boleznijo, vendar same ne morejo dolociti, kateri geni so vzrocni (82, §83).

Vemo, da je DLB vecfaktorska bolezen. Razli¢ne Studije po vsem svetu so ugotovile, da je v pato-
genezo okvare ledvic vkljuéenih ve¢ genov. Studije o genskem polimorfizmu pri DLB izvajamo z
namenom, da bi odkrili gene, ki bi sluzili kot biooznacevalci, in bi na podlagi teh odkritjih lahko
razvijali terapevtske smernice, s katerimi bi lahko zavrli ali preprecili komplikacije SB, kot je
DLB. Poleg genov v razvoju bolezni igrajo pomembno vlogo tudi dejavniki okolja. Znano je, da so

ti genski polimorfizmi pri DLB tudi razlicno razporejeni glede na etni¢no pripadnost.

Obstajajo stiri velike skupine genskih razlicic, ki jih povezujejo z DLB, in sicer genske razlicice
vnetnih citokinov, ekstracelularnega matriksa, geni, vkljuceni v oksidativni stres in delovanje endotela,

geni, vkljuceni v delovanje ledvic, in pa genske razli¢ice v metabolizmu glukoze in lipidov.

Vnetni citokini sodelujejo v patogenezi DLB. Poznamo razli¢ne genske polimorfizme, ki kodirajo
te citokine. Citokini delujejo na ve¢ razli¢nih tipov celic, tako da sprozajo razli¢ne bioloske
procese. So velika in razli¢na skupina molekul. Razlikujemo 37 razli¢nih interlevkinov, dejavnike
tumorske nekroze (TNF), interferone, transformirajoCe rastne dejavnike (TGF) in kemokine.
Njihova posebna vloga je pri regulaciji vnetnega in imunoloskega odgovora. Med najbolj proucene
spadata interlevkin (IL) -1beta alel 2 (C/T polimorfizem) in IL-1RN (IL-1 receptor antagonist gen).
IL-6 gen (polimorfizem C/G) je odgovoren za napredovanje DLB in makroalbuminurijo pri

Japoncih s SB 2 (84, 85,86).

Gen za TNF je na kromosomu 6p in je podvrzen genskim spremembam. -308G/A v genu za TNF-
alfa naj bi bil povezan s poveCanim tveganjem za nastanek DLB pri bolnikih s SB2, vendar so si

rezultati v Studijah nasprotujoci in so odvisni od etni¢ne pripadnosti posameznika (87, 88).
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Obstajajo tudi genske razliCice v sestavi zunajceli¢nega matriksa. Kolagen tipa IV je pomembna
beljakovina v strukturi $tevilnih tkiv v telesu in je tudi del bazalne membrane. Dva polimorfizma
rs614282 in rs679062 kazeta statisti¢no znacilno povezanost z DLB (89, 90), vendar so si tudi tu
rezultati nasprotujoCi. Laminini so glikoproteini zunajcelicnega matriksa in nekolagenski del
bazalne membrane in so vkljueni v Stevilne bioloske procese, kot so celicna diferenciacija,
migracija in oprijem celic (86). Ewens in sodelavci (2005) so nasli povezavo na LAMA4 genu in
LAMACI genu, ki kodira ta glikoprotein in DLB (89). Podobne, a tudi nasprotujo¢e povezave so
nasli znanstveniki tudi pri genu, ki kodira metaloproteinazo 9. To je encim, ki razgrajuje kolagen

IV in V in tudi druge sestavine zunajceli¢nega matriksa (91).

Najbolj proucene razliCice genov oksidativnega stresa sta endotelna sintaza dusSikovega oksida
(NOS) gen in superoksid dismutaza 2 (MnSOD/SOD2). Pri NOS sta najbolj raziskana
polimorfizma G894T (rs1799983) in T786C (1rs2070744). Polimorfizem G894T je pogosto povezan

z DLB in z ve¢jim tveganjem za napredovanje DLB (86).

Katalaza je encim, ki §Citi celice pred oksidativnimi poskodbami ROS sistema tako, da cepi
vodikov peroksid v vodo in kisik. Poznamo dva genska polimorfizma gena (CAT), in sicer
rs560807 in rs1049982, ki sta povezana z vec¢jim tveganjem za nastanek DLB pri SB 1 (86).
Podobno velja tudi za superoksidno dismutazo, ki §cCiti celico pred oksidativnimi poskodbami s
cepljenjem prostih radikalov. Polimorfizem Valin/alanin (rs4880) v genu za MnSOD je povezan z
vecjo verjetnost za nastanek DLB pri SB1 (94). Ta razli¢ica nastopa pogosteje pri Japoncih in

Korejcih (85%-90%) kot pri prebivalcih severne Evrope (50%).
Pomembnost RAAS sistema pri uravnavanju hemodinamike v ledvici smo omenili Ze v uvodu.

Encim AK s svojim delovanjem povzroca konstrikcijo zil in na ta nacin dviguje krvni pritisk.
Polimorfizem v genu, ki kodira ta encim, je povezan z nivojem tega encima v krvi. Najbolj
proucevan polimorfizem tega gena je insercija/delecija (I/D). Poznamo tri genotipe: II, ID in DD.
Genotip DD tega gena je povezan z DLB pri SB1 in SB2. Meta-analize so pokazale, da imajo
nosilci genotipa II kar 22% manjSo verjetnost, da zbolijo za DLB kot pa nosilci genotipa DD (95),
vendar tudi na tem podrocju znanstveniki ne dobijo enakih rezultatov. Ta trditev naj ne bi veljala za

belce (96).

V renin-angiotenzinskem sistemu ima klju¢no vlogo angiotenzinogen (AGT), ki ga encim AK prek
angiotenzina I pretvori v aktivno ucinkovino angiotenzin II. Ta deluje na sréno-zilni sistem prek
receptorja tipa 1 angiotenzina Il (AGTR1) Poznamo Se angiotenzin receptor tipa 2 (AGTR2). Meta-
analize, ki jih je opravljal Mooyaart leta 2011, niso nasle povezave med polimorfizmom rs699 v
genu za AGT in rs5186 v genu za AGTRI in DLB (97). V nasprotju s to ugotovitvijo pa so nedavne
Studije pokazale, da obstaja povezava med DLB in polimorfizmom v genu za AGTR2 predvsem pri

zenski populaciji (98).
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Na DLB vplivajo tudi genski polimorfizmi, ki sodelujejo pri metabolizmu lipidov in glukoze.
Adiponektin je citokin s protivnetnimi znacilnostmi in uravnava inzulinsko odpornost in dislipidemijo.
Alel A na intronul (rs182052) gena za adiponektin je povezan z DBL pri Americanih afriskega
rodu (99). Nasprotne pa so ugotovitve za polimorfizem rs17300539.

(G > A), in sicer naj bi G alel imel zasc¢itno vlogo pri razvoju DLB, kar pa ne velja za prebivalce

Finske (99).

Apolipoprotein E je ena glavnih sestavin plazemskih lipoproteinov in ima mnogo bioloskih funkcij.
Polimorfizem apoproteina E vpliva na sestavo serumskih lipidov in tako na patogenezo ateroskleroze

ter razvoj DN. E4 alel naj bi imel zas¢itno vlogo pri razvoju DLB (20, 21).

Encim aldozna reduktaza pretvarja glukozo v sorbitol in gen, ki ga kodira, ima vsaj dva

polimorfizma, ki sta predmet Stevilni $tudij v povezavi z DLB pri SB 1 in SB 2 (101).

Vidimo, da so Stevilni geni povezani z patogenezo DLB, in Stevilni polimorfizmi v teh genih

vplivajo na razvoj in napredovanje DLB (102)

Hyperglycemia
{+ Dyslipidemia, hypertension)

Activation of pathogenatic Loss of protective
pathways —thw -

Genetic variants pathways
Aldose reductase l ED.EEI.-'HIC effects ’ Insulin acticon
AGE production Ervironment NEGF
Protein kinase © Treatments gl
Inflammation Anti-inflam factars
RS | Adiponectin

Cellular death

Abnormal growth
Fibrosis

Lass of structure and function
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Slika 3: Vloga genetike in epigenetike v patogenezi zapletov sladkorne bolezni (Genetics of cardio-
vascular and renal complication in diabetes. J Diabetes Investigation 2016).
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2. NAMEN IN HIPOTEZA RAZISKAVE

Namen nase asociacijske raziskave je bil preveriti naslednje trditve:

1.

Polimorfizma rs4340 in rs4341 v genu za angiotenzinsko konvertazo (4K) sta povezana z DLB

pri bolnikih s SB2.

Polimorfizma rs699 in rs4762 v genu za angiotenzinogen (AGT) sta povezana z DLB pri bolnikih

s SB2.

Polimorfizmi rs275651, rs931490, rs5182 in rs5186 v genu za receptor tipa 1 za angiotenzin II
(AGTRI) so povezani z DLB pri bolnikih s SB2.

Polimorfizmi rs3087459, 1rs5370, rs1476046 v genu za endotelin 1 (EDNI) so povezani z DLB
pri bolnikih s SB2.

Polimorfizem rs3802278 v genu za ALOX5AP in polimorfizem rs12762303 v genu za ALOXS5
sta povezana z DLB pri bolnikih s SB2.

Hipoteza je naslednja:

Polimorfizmi testiranih genov so povezani z diabeti¢no ledvi¢no boleznijo pri bolnikih s sladkorno

boleznijo tipa 2.

26



3. PREISKOVANCI IN METODE RAZISKAVE

Vsi preiskovanci, ki so sodelovali v raziskavi, so bili seznanjeni s potekom in namenom raziskave.
Strinjali so se z odvzemom krvi za genetske in biokemijske preiskave ter z ultrazvoéno preiskavo,
kar so potrdili s svojim podpisom. Raziskavo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko

etiko na redni seji 13. decembra 2011(Stevilka odlocbe: 105/11).

3.1 PREISKOVANCI

V retrospektivno asociacijsko raziskavo smo vkljucili 651 preiskovancev s SB2, ki so imeli bolezen
ze najmanj deset let. Bolniki so bili vodeni v diabeti¢nih ambulantah v Splo$ni bolni$nici Murska
Sobota, Splosni bolnisnici Slovenj Gradec in v Univerzitetnem klinicnem centru Maribor. Preiskovanci
so bili slovenskega rodu in niso bili v sorodu. Ob vkljucitvi v raziskavo so vsi preiskovanci podali
anamnesticne podatke o predhodnih boleznih, kajenju in jemanju zdravil. Odvzeti so jim bili vzorci
krvi za molekularno-genetske in biokemijske preiskave in oddali so vzorce urina. Odvzeta jim je
bila venska kri iz kubitalne vene, in sicer 10 ml v epruvete Na-EDTA. Doloceni so bili glikemija na
tes¢e, HbAlc (%), skupni holesterol, HDL, LDL, trigliceridi, serumski kreatinin, S-se¢nina, S-
cistatin in S-hemoglobin. Preiskovanci so bili ob odvzemu krvi tes¢i. Od klini¢nih podatkov so bili
zbrani podatki o spolu in starosti, telesni tezi in visini, izraCunan je bil indeks telesne mase (ITM)
ter izmerjena sistolicni in diastoli¢ni krvni pritisk. Vsi omenjeni podatki so bili vpisani v enotni
vpra$alnik. Bolniki so opravili pregled oesnega ozadja za izkljucitev diabeti¢ne retinopatije (DR)
in meritve glezenjskega indeksa za izkljuCevanje periferne arterijske bolezni ter so bili pregledani v
ambulanti za diabetino nogo za izkljucevanje diabeticne nevropatije (DNeur). Vsi vkljuceni
bolniki so v razmaku enega meseca trikrat oddali prvi jutranji urin in glede na prisotnost stalne
albuminurije smo jih razporedili v dve skupini, skupino z diabeti¢no nefropatijo (DN) in skupino
brez nje, ki je sluzila kot kontrola. Za ocenitev ledvicne funkcije smo uporabili ena¢cbo MDRD in s-
cistatin. Na ta nacin smo dobili dve skupini bolnikov, in sicer 276 bolnikov z DN in 375 bolnikov
brez DN, ki so sluzili kot kontrola. Opravili smo tudi ultrazvok trebuha zaradi strukturne ocene

ledvic.

1z raziskave so bili izklju€eni bolniki z Ze znano ledvi¢no boleznijo, bolniki s srénim popuscanjem
NYHA III-1V, bolniki z akutno okuzbo se€il, z znanimi ledvi¢nimi kamni in bolniki, ki so prekomerno

uzivali alkohol.

3.2 BIOKEMICNE IN URINSKE LABORATORIJSKE PREISKAVE

Ob vkljucitvi v raziskavo smo odvzeli kri za ze navedene biokemic¢ne preiskave.

O¢istek glomerulne filtracije (0GF) je bil izra¢unan po revidirani enadbi MDRD: oGF (ml/min/1,73m?)
= 175 X (koncentracija s-kreatinina(mikrog/1)/88,4)™"'>* X (starost) **® X (0,742 za Zenske) (33,
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34). Standardna laboratorijska metoda za merjenje koncentracije s-kreatinina je bila predpogoj za

tocnejse izracunavanje oGF po formuli. Dolo¢ili smo ga trikrat v razmaku enega meseca.

Albuminurijo oziroma proteinurijo smo najprej dolocali s testnimi listi¢i naklju¢nega vzorca
urina, in ko je bil pri preiskavi urina s testnim listicem izsledek proteinurije 0, smo dolocili kon-
centracijo albumina in kreatinina v srednjem curku drugega jutranjega vzorca urina. Preiskovanci
so dobili pisna navodila, na kaj morajo biti pozorni pri zbiranju in oddaji vzorca jutranjega urina.
Ko je bilo razmerje med koncentracijama albumina in kreatinina pod 3g/mol, smo to opredelili kot
normoalbuminurijo, ko pa je bilo to razmerje 3 g/mol pa do 300 g/mol, smo to opredelili kot zmerno
zvisano albuminurijo (mikroalbuminurijo). Ce je bilo razmerje med koncentracijo albumina in
kreatinina 30 g/mol in ve¢, pa smo to opredelili kot visoko zvisano albuminurijo (makroalbu-
minurijo). Razmerje albumina in kreatinina v urinu smo dolocali v treh vzorcih urina v razmaku
enega meseca. Razmerja albumin/kreatinin nismo dolocali, ¢e so preiskovanci imeli znake okuzbe,

povisano telesno temperaturo, visok krvni pritisk ali znake srénega popuscanja.

Ko je bil pri preiskavi urina s testnim listicem izsledek 1 ali ve¢, smo dolo¢ili koncentracijo
proteinov in kreatinina v srednjem curku drugega jutranjega vzorca urina. Laboratorijske izsledke
smo podali kot koli¢nik U-proteini/kreatinin v g/mol in izracunali oceno dnevne proteinurije (0DP)

po enacbi:
oDP (g/dan/1,73m%) = U-proteini(g/l) X 8,8 mmol/dan/1,73m” : U-kreatinin(mmol/l).

Vrednost oDP nad 0,150 g/dan/1,73m2 je bila bolezenska, in ¢e je bila tak$na vrednost izmerjena v

dveh vzorcih jutranjega urina od treh, smo to proglasili kot stalno proteinurijo.

Biokemijske preiskave in ostale urinske laboratorijske preiskave so bile izvedene po standardnem

biokemijskem postopku v testiranem bolnisnicnem laboratoriju.

3.3 MOLEKULARNOGENETSKA ANALIZA

DNA smo izolirali v raziskovalnem laboratoriju Instituta za histologijo in embriologijo v Ljubljani.
Izolacija genomske DNA je potekala v aparatu QIAcube (Qiagen GmbH, Hilden, Nemdija) po
protokolu "V3". Postopek za izolacijo DNA iz 200 pl krvi smo izvedli s pomocjo QIAamp DNA Blood
Mini Kita (250) (Qiagen GmbH, Hilden, Nemcija), v katerega je vkljucenih pet razlicnih reagentov
(pufer AL, 96% etanol, pufer AW1, pufer AW2, pufer AE) in ustrezna koli¢ina proteaze (Qiagen
GmbH, Hilden, Nem¢ija) (285 ul/200 pl krvi). Izolirano DNA smo do uporabe shranili na -24 °C.

Polimorfizem rs4340 v genu za AK smo dolo¢ili s pomoc¢jo verizne reakcije s polimerazo (PCR).
Reakcijska mesanica za PCR (10 ml) je vsebovala 0,5 mM dNTP (Gibco), 10 mM TRIS HCI pufer
(Gibco), 3 mM MgCl2, 0,2 mM zacetne oligonukleotide (5¢-CTT ACT TGA ATT CCA AGA
GCA CCC-3¢, 5¢-TCC CAG AGG GAA TAT ATG CGT TGG-3¢), 500 ng genomske DNA ter 1

enoto encima Taq DNA polimeraze (Gibco). Reakcija PCR je vsebovala 30 ciklov enominutne
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denaturacije pri 94 °C, enominutnega pripenjanja oligonukleotidov pri 60 °C in dvominutne sinteze
DNA pri 72 °C. Produkte PCR smo loc¢ili na 2-odstotnem agaroznem gelu. S kompetitivno alelno
specificno verizno reakcijo s polimerazo smo analizirali polimorfizem rs4341v genu 4K,
polimorfizma rs699 in rs4762 v genu za AGT, polimorfizme rs275651, rs931490, rs5182 in rs5186
v genu za AGTRI in polimorfizme rs1476046, rs5370, rs3087459 v genu za EDNI. Za pripravo Sul
reakcijske mesanice smo uporabili naslednje reagente: 2x KASPar Reaction Mix v 3 (KTaq
polimeraza DNA, pasivno referen¢no barvilo ROX, 1,8 mM MgCl2, dva oligonukleotida, ki sta na
5" koncu oznac¢ena s fluorescen¢nima barviloma FAM in HEX in katerih nukleotidno zaporedje je
komplementarno zaporedju »repov« na alelno specificnih oligonukleotidnih zadetnikih; dva
oligonukleotida, ki imata na 3" koncu duSilno barvilo in katerih zaporedje je komplementarno
zaporedju oligo-nukleotidov s fluoresceini ter zaporedju »repov« alelno specifi¢nih oligonukleotidnih
zacetnikov): 2,5 ul; Assay Mix (mesSanica treh neoznacenih oligonukleotidnih zacetnikov: dva alelno
specifi¢na oligonukleotidna zacetnika, ki imata na 5” koncu neoznacen »rep« in skupni proti-smiselni
oligonukleotidni zacetnik): 0,07 pl, MgCI2 (50 mM): 0,05 ul; H20: 1,38 pl; genomska DNA: 1 pl.
PomnoZevanje je potekalo v aparaturi StepOne (Applied Biosystems) pod naslednjimi pogoji:
aktivacija encima Taq polimeraze 15 minut pri 94 °C, sledilo je deset ciklov pomnozevanja v dveh
stopnjah: denaturacija 20 sekund pri 94 °C, prileganje zacetnih oligonukleotidov in podaljSe-vanje
verige DNA 60 sekund pri 61 °C (temperatura se je pri naslednjih ciklih postopno zniZevala, vsak
cikel za 0,6 °C do 55 °C »touchdown« PCR); ter dodatnih 26 ciklov: denaturacija deset sekund pri

94 °C, prileganje zacetnih oligonukleotidov in podaljSevanje verige DNA 60 sekund pri 55 °C.

Izbrani genski polimorfizem rs38022789 v genu za ALOX5AP in polimorfizem rs12762303 v genu
ALOXS5 smo analizirali z metodo PCR v realnem ¢asu. Uporabljali smo vnaprej izdelan komplet
kemikalij TagMan SNP Genotyping assay (C 25474290 10 in C 27830265 10) (Applied Biosystem
by Life Technologies, ZDA), pri cemer smo sledili protokolu, priporo¢enem s strani proizvajalca.
Reakcijska meSanica (5 pl) je vsebovala (1x) univerzalno reakcijsko mesanico TagMan Universal
Master Mix, (1x) meSanico oligonukleotidnih zacetnikov in s fluorescentnimi barvili (VIC/FAM)
oznaceni sondi, specifi¢ni za detekcijo genskega polimorfizma SNP Genotyping Assay, 1,88 pl H,0
in 0,5 ul DNA. Reakcija pomnoZevanja je potekala v aparatu StepOne™ (48-well) Real-Time PCR
Systems pod naslednjimi pogoji: 1. korak: branja zacetne fluorescence (angl. »Pre — PCR Read«): 30
sekund pri 60 °C; 2. korak: qPCR pomnoZevanje: predenaturacija: deset minut pri 95 °C; 35 ciklov
(15 sekund pri 95 °C — denaturacija in 60 sekund pri 60 °C (faza prileganja specifi¢nih zacetnih
oligonukletidov in sonde); 3. korak: branje konc¢ne (generirane) fluorescence (angl. »Post — PCR
Read« : 30 sekund pri 60 °C (3). V vsaki seriji smo na opti¢no plos¢ico nanesli tudi po tri kontrolne
vzorce z znanim genotipom (homozigotni vzorec za en alel, heterozigotni vzorec in homozigotni

vzorec za drug alel) ter negativno kontrolo.
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3.4 STATISTICNA ANALIZA PODATKOV

Normalno porazdelitev spremenljivk smo preverili s Kolmogorov-Smirnovim testom. Normalno
porazdeljene kontinuirane spremenljivke smo prikazali v obliki povprecja + standardni odklon,
vrednosti preostalih spremenljivk, ki niso bile normalno porazdeljene, pa kot vrednosti mediane
(medkvartilni interval). Numeri¢ne vrednosti spremenljivk med preiskovanci z DN in kontrolno
skupino (brez DN) smo primerjali s Studentovim testom t, ¢e so bile normalno porazdeljene in z
Mann-Whitneyevim testom ali Kruskal-Wallisovim testom, ¢e so bile spremenljivke asimetri¢no
porazdeljene. Za primerjavo vrednosti kategori¢nih spremenljivk, statisti¢éno vrednotenje razlik v
frekvencah alelov in genotipov med obema preiskovanima skupinama pa smo uporabili test hi-
kvadrat. S pomocjo testa hi-kvadrat smo preverili, ali se genotipi v obeh skupinah porazdeljujejo v
skladu s Hardy-Weinbergovim ravnotezjem. Naredili smo logisti¢no regresijsko analizo. Izracunali
smo razmerje obetov (OR) in 95-odstotni interval zaupanja. Neodvisne spremenljivke so tiste, ki so
se pokazale za statisticno pomembne v univariatni analizi. Pri preizkuSanju domnev smo kot
statisticno pomembno upostevali vrednost p, manjSo od 0,05. Statisticno analizo smo naredili s

pomocjo racunalniSkega programa SPSS verzija 20 (SPSS Inc. Illinois).
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4. REZULTATI

Doktorska disertacija je sestavljena iz trinajstih asociacijskih raziskav v Sestih genih:

1.

2.

5.

6.

polimorfizma rs4340 in rs4341 v genu za angiotenzinsko konvertazo (4K)
polimorfizma rs699 in rs4762 v genu za angiotenzinogen (4AGT),

polimorfizmi rs275651, rs931490, rs5182 in rs5186 v genu za receptor tipa 1 za angiotenzin II

(AGTRI),
polimorfizmi rs3087459, rs5370, rs1476046 v genu za endotelin 1 (EDNI),
polimorfizem rs3802278 v genu za 5-lipoksigenazo-aktivirajoci proteini (ALOX5AP)

polimorfizem rs12762303 v genu za arahidonat 5-lipoksigenazo (4ALOX35)

pri bolnikih s SB2, pri ¢emer smo ugotavljali povezavo z razvojem diabeti¢ne ledvicne bolezni.

4.1 KLINICNE IN BIOKEMIJSKE ZNACILNOSTI PREISKOVANCEV

Demografski, klini¢ni in biokemicni podatki 651-ih preiskovancev s SB2, ki so bili vkljuceni v

naso raziskavo, so prikazani v tabeli 2. Med preiskovanci je bilo 375 bolnikov brez znakov DLB, ki

so nam sluzili kot kontrolna skupina, preostalih 276 bolnikov pa je imelo znake DLB po Slovenskih

smernicah za klini¢no obravnavo sladkorne bolezni tipa 2 (51, 103).
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Tabela 2: Klini¢ne in biokemijske znacilnosti preiskovancev vkljucenih v raziskavo

Bolniki s SB2

Bolniki s SB2 in

inz DLB brezDLB  Pryrednost
Stevilo vkljucenih preiskovancev 276 375
moski spol 59,1% 52,4% 0,1
starost (leta) 64,75 £ 9,15 63,75 £ 8,0 0,13
trajanje SB (leta) 14,0 (10,0-19,0) 13,5 (11,0-18,3) 0,84
trajanje visokega krvnega tlaka (leta) 12,23 £ 9,88 10,52 + 8,22 0,02
sistoli¢ni krvni tlak [mm Hg] 155,27 £ 18,92 149,84 + 19,63 <0,001
diastoli¢ni krvni tlak [mm Hg] 84,87 £ 11,63 84,06 + 11,42 0,36
indeks telesne mase 31,3 +4,68 30,77 £ 5,0 0,23
kadilci (%) 6,6% 8,9% 0,31
sréno zilne bolezni 20,0% 12,2% 0,007
anamneza sré¢no zilnih bolezni 41,3% 58,7% 0,91
diabeti¢na retinopatija 37,8% 24,6% <0,001
trajanje diabeticne retinopatije (leta) 3,94 +3,11 6,54 + 7,03 0,23
diabeti¢na nevropatija 9,1% 6,0% 0,38
diabeti¢na noga 15,5% 8,1% 0,03
S-HbAlc [%]' 7,98 + 1,38 7,65+ 1,14 0,001
glikemija na tesc¢e [mmol/1] 9,03 +2,76 8,51 £2,53 0,01
S-Hb [g/1] 139,39 + 14,91 139,40 + 12,96 0,99
S-urea [mmol/1] 7,35+3,73 6,25+ 1,91 <0,001
S-kreatinine [umol/1] 81,0 (66,0-103,0) 76,0 (64,0-89,8) 0,002
moski spol 92,0 (71,5-107,0)* 82,5 (69,0-95,0)* 0,006
zenski spol 70,5 (55,8-88,3) ** 70,0 (59,0-81,0) ** 0,7
0oGFR [MDRD, ml/min] 72,6 + 19,74 75,22 £ 15,16 0,22
moski spol 71,97 £ 19,45* 77,66 + 14,33%* 0,002*
zenski spol 74,31 +£20,72%* 72,45 £ 15,69** 0,13**
S-cistatin C [mg/1] 0,8 (0,7-1,1) 0,7 (0,6-0,9) <0,001
celotni holesterol [mmol/1] 4,62 +1,17 4,55 +0,99 0,42
holesterol HDL [mmol/I] 1,23 £0,35 1,26 £ 0,36 0,29
holesterol LDL [mmol/1] 2,59+ 0,95 2,57+ 0,80 0,73
trigliceridi [mmol/1] 1,6 (1,1-2,5) 1,5 (1,0-2,3) 0,04
U-albumin/kreatinin [g/mol] - vzorec, 1 9,4 (4,5-33,6) 1,0 (0,6-1,6) <0,001
U-albumin/kreatinin [g/mol] - vzorec, 2 10,6 (4,5-33,9) 1,0 (0,7-1,7) <0,001
U-albumin/kreatinin [g/mol] - vzorec, 3 9,5 (4,3-33,9) 1,1 (0,7-1,8) <0,001

Vrednosti spremenljivk so prikazane kot povprecje = standardni odklon ali kot mediana (medkvartilini interval)
oGRF - ocistek glomerulne filtracije, HDL - high-density lipoprotein, LDL - low-density lipoprotein,
S - serum, Hb - hemoglobin, HbAlc - glikiran hemoglobin, U - urin, Hb - hemoglobin

*primerjava moskih z DLB in moskih brez DLB; **primerjava zensk z DLB in Zensk brez DLB

Iz tabele 2 je razvidno, da med bolniki s SB2 in z DLB ter kontrolno skupino ni bilo statisticno
pomembnih razlik v starosti, spolu, trajanju SB, indeksu telesne mase, diastolicnem krvnem pritisku

in kadilskem statusu.

Statisticno pomembna razlika je bila ugotovljena pri naslednjih spremenljivkah, in sicer trajanju
povisanega krvnega tlaka (p = 0,02), posebej sistolicne vrednosti (p < 0,001), anamnezi prebolelih
sréno-zilnih dogodkov, prisotnosti DR in diabeti¢ne noge. Biokemijske preiskave krvi so pokazale
statisticno pomembno visje ravni HbA 1, glikemije na tesce, trigliceridov in cistatina C v serumu v

skupini bolnikov s SB2 in z DLB v primerjavi s kontrolno skupino.
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Razlike v kazalnikih, ki opredeljujejo ledvi¢no okvaro (serumski kreatinin, cistatin C) in razmerje
albumin/kreatinin v treh vzorcih jutranjega urina, nam dokazujejo pravilni izbor primerov, saj se
statisticno razlikujejo (p < 0,001) od kontrolne skupine, ki nima DLB. Cistatin C je bil boljsi
oznacevalec okvare ledvicne funkcije kot oGF (MDRD enacba ml/l) in je bil statisticno visji pri

bolnikih s SB2 in DLB (p < 0,001) (tabela 2).

4.2 GENSKA ANALIZA PREISKOVANCEV

V tem delu so prikazani rezultati raziskovanja izbranih polimorfizmov v kandidatnih genih za
DLB. V vsako raziskavo je bilo vklju¢enih 276 bolnikov z DLB in 375 bolnikov, ki niso imeli

znakov DLB, vsi pa so imeli SB2 Ze vsaj 10 let.

4.2.1 POLIMORFIZMA rs4340 in rs 4341, V GENU ZA AK

Razporeditev genotipov in alelov polimorfizma rs4340 in rs4341 v genu za AK je prikazana v tabeli 3.

Tabela 3: Razporeditev genotipov in alelov polimorfizma rs4340 in rs4341 v genu za AK pri
preiskovancih s SB2 in z DLB (primeri) ter preiskovancih s SB2 in brez znakov DLB (kontrole)

Genotip Primeri (276) Kontrole (375) p-vrednost
154340

DD 78 (28,3) 115 (30,7)

ID 129 (46,7) 169 (45,0) 0,8
11 69 (25) 91 (24,3)

alel D (%) 285 (51,6) 399 (53,2) 0,06
alel I (%) 267 (48,4) 351 (46,8)

HWE 0,3 0,07

154341

CcC 56 (20,3) 79 (21,0)

CG 144 (52,2) 178 (47,4) 0,45
GG 76 (27,5) 118 (31,5)

alel C (%) 256 (46,4) 336 (44,8)

alel G (%) 296 (53,6) 414 (55,2) 0,6
HWE 0,42 0,44

HWE - Hardy-Weinbergovo ravnovesje

Primerjava bolnikov z DLB s kontrolno skupino brez DLB ni pokazala statisticno pomembnih
razlik v razporeditvi genotipov in alelov polimorfizmov rs4340 in rs4341 v genu za AK.
Razporeditev genotipov pri bolnikih s SB2 in z DLB ter v kontrolni skupini preiskovancev brez

DLB in s SB2 je bila v Hardy-Weinbergovem ravnovesju.

Povezavo genotipov polimorfizmov rs4340 in rs4341 v genu za AK s tveganjem za pojav DLB

prikazuje tabela 4.
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Tabela 4: Povezava genotipov polimorfizmov rs4340 in rs4341 v genu za AK z DLB pri preisko-
vancih s SB2

Genotip Primeri (276) Kontrole (375) *OR, 95% Cl/p-vrednost

rs4340
DD 78 (28,3) 115 (30,7) 0,80 (0,29 —2,25)/0,7
ID 129 (46,7) 169 (45,0) 1,32 (0,49 — 3,53)/0,6
II 69 (25) 91 (24,3) referenca
rs4341
CC 56 (20,3) 79 (21,0) 1,00 (0,27 — 3,76)/0,99
CG 144 (52,2) 178 (47,4) 0,76 (0,26 — 2,19)/0,61
GG 76 (27,5) 118 (31,5) referenca

"OR - razmerje obetov, prilagojeno na trajanje hipertenzije, sistoli¢ni krvni tlak, prisotnost sréno-Zilnih
bolezni, DR, diabeti¢ne noge, vrednosti HbAlc, glukoze na tes¢e, serumske vrednosti uree, kreatinina,
cistatina, razmerje albumin/kreatinin, CI - interval zaupanja

Rezultati logisticne regresije so pokazali, da ni statisticho pomembne povezave med testiranima

polimorfizmoma in DLB.

4.2.2 POLIMORFIZMI rs699 in rs4762 V GENU ZA ANGIOTENZINOGEN (AGT)
Razporeditev genotipov in alelov polimorfizmov rs699 in rs4762 v genu za angiotenzinogen (AGT)
je prikazana v tabeli 5.

Tabela 5: Razporeditev genotipov in alelov polimorfizmov rs699 in rs4762 v genu za angioten-

zinogen (AGT) pri preiskovancih s SB2 in z DLB (primeri) ter preiskovancih s SB2 in brez znakov
DLB (kontrole)

Primeri (276) Kontrole (375) p-vrednost
rs699
GG 57 (20,6) 88 (23.,4)
GA 144 (52,2) 180 (48,1) 0,56
AA 75 (27,2) 107 (28.,5)
alel G (%) 258 (46,7) 356 (47,5) 0.8
alel A (%) 294 (53,3) 394 (52,5) ’
HWE 0,43 0,47
rs4762
GG 204 (73.9) 264 (70,4)
GA 64 (23,2) 103 (27,5) 0,41
AA 8(2,9 8 (2,1
alel G (%) 472 (85,5) 631 (84,1) 0.5
alel A (%) 80 (14,5) 119 (15,9) ’
HWE 0,28 0,58

HWE - Hardy-Weinbergovo ravnovesje

Primerjava bolnikov z DLB s kontrolno skupino brez DLB ni pokazala statisticno pomembnih
razlik v razporeditvi genotipov in alelov polimorfizmov rs699 in rs4762 v genu za AGT. Razporeditev
genotipov pri bolnikih s SB2 in z DLB ter v kontrolni skupini preiskovancev brez DLB in s SB2

(kontrola) je bila v Hardy-Weinbergovem ravnovesju.

Povezavo genotipov polimorfizmov rs699 in rs4762 v genu za AGT s tveganjem za pojav DLB

prikazuje tabela 6.
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Tabela 6: Povezava genotipov polimorfizmov rs699 in rs4762 v genu za AGT z DLB pri preisko-
vancih s SB2

genotip primeri (276) kontrole (375) *OR, 95% CI/p-vrednost

rs699
GG 57 (20,6) 88 (23,4) 1,12 (0,42 — 2,95)/0,82
GA 144 (52,2) 180 (48,1) 1,65 (0,74 — 3,66)/0,22
AA 75 (27,2) 107 (28,5) referenca
rs4762
GG 204 (73.,9) 264 (70,4) 0,94 (0,45 - 1,96)/0,86
GA 64 (23,2) 103 (27,5) 0,14 (0,01 —2,25)/0,16
AA 8(2,9) 8(2,1) referenca

OR - razmerje obetov, prilagojeno na trajanje hipertenzije, sistoli¢ni krvni tlak, prisotnost sréno-zilnih
bolezni, DR, diabeti¢ne noge, vrednosti HbA lc, glukoze na tesée, serumske vrednosti uree, kreatinina,
cistatina, razmerje albumin/kreatinin, CI - interval zaupanja

Rezultati logisti¢ne regresije so pokazali, da ni statisticno pomembne povezave med testiranimi

polimorfizmi in DLB.

4.2.3 POLIMORFIZMI rs275651, rs931490, rs5186 in rs5182 V GENU ZA RECEPTOR
1 ZA ANGIOTENZIN 11 (AGTR1)

Razporeditev genotipov in alelov polimorfizmov rs275651, rs931490, rs5182, in rs5186 v genu za

AGTRI je prikazana v tabeli 7.
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Tabela 7: Razporeditev genotipov in alelov polimorfizmov rs275651, rs931490, rs5182, in rs5186
v genu za AGTRI pri preiskovancih s SB2 in z DLB (primeri) ter preiskovancih s SB2 in brez
znakov DLB (kontrole)

Primeri (276) Kontrole (375) p-vrednost
rs275651
AA 13 (4,7) 8(2,1)
AT 83 (30,1) 108 (28,8) 0,16
TT 180 (65,2) 259 (69,1)
alel A (%) 109 (19,7) 124 (16,5) 0.15
alel T (%) 443 (80,3) 626 (83,5) ’
HWE 0,40 0,40
rs931490
AA 177 (64,1) 251 (66.,9)
GA 86 (31,2) 117 (31,2) 0,11
GG 13 (4,7) 7(1.9)
alel A (%) 440 (79,7) 619 (82,5) 0.22
alel G (%) 112 (20,3) 131 (17,5) ’
HWE 0,54 0,11
rs5182
TT 58 (21,0) 60 (16,0)
TC 142 (51,4) 202 (53,9) 0,25
CC 76 (27.5) 113 (30,1)
alel T (%) 258 (46,7) 322 (42,9) 0.19
alel C (%) 294 (53,3) 428 (57,1) ’
HWE 0,58 0,05
rs5186
CC 22 (7,9) 32 (8,4)
CA 110 (39,7) 167 (44,6) 0,40
AA 144 (52,3) 176 (47,0)
alel C (%) 154 (27,9) 231 (30,8) 0.8
alel A (%) 398 (72,1) 519 (69,2) ’
HWE 0,88 0,39

HWE- Hardy-Weinbergovo ravnovesje

Primerjava bolnikov z DLB s kontrolno skupino brez DLB ni pokazala statisticno pomembnih
razlik v razporeditvi genotipov in alelov polimorfizmov rs275651, rs931490, rs5186 in rs5182 v
genu za AGTRI. Razporeditev genotipov pri bolnikih s SB2 in z DLB ter v kontrolni skupini

preiskovancev brez DLB in s SB2 (kontrola) je bila v Hardy-Weinbergovem ravnoteZju.

Povezavo genotipov polimorfizmov polimorfizmov rs275651, rs931490, rs5182 in rs5186 v genu

za AGTRI s tveganjem za pojav DLB prikazuje tabela 8.
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Tabela 8: Povezava genotipov polimorfizmov 15275651, rs931490, rs5182 in rs5186 v genu za
AGTRI z DLB pri preiskovancih s SB2

Genotip Primeri (276) Kontrole (375) *OR, 95% Cl/p-vrednost

rs275651 AA 13 (4,7) 8(2,1) 1,64 (0,23 —11,71)/0,82
AT 83 (30,1) 108 (28,8) 1,38 (0,69 — 2,76)/0,36
TT 180 (65,2) 259 (69,1) referenca
rs931490 AA 177 (64,1) 251 (66,9) referenca
GA 86 (31,2) 117 (31,2) 1,17 (0,58 — 2,36)/0,65
GG 13 (4,7) 7(1,9) 1,57 (0,22 — 11,24)/0,65
rs5182 TT 58 (21,0) 60 (16,0) referenca
TC 142 (51,4) 202 (53.,9) 0,89 (0,38 — 2,08)/0,79
CC 76 (27,5) 113 (30,1) 0,88 (0,31 —2,47)/0,81
rs5186 CC 22 (7,9) 32 (8,4) 2,10 (0,55 — 7,40)/0,29
CA 110 (39,7) 167 (44,6) 0,76 (0,39 — 1,49)/0,43
AA 144 (52,3) 176 (47,0) referenca

OR - razmerje obetov, prilagojeno na trajanje hipertenzije, sistoli¢ni krvni tlak, prisotnost sréno-zilnih
bolezni, DR, diabeti¢ne noge, vrednosti HbA lc, glukoze na tesée, serumske vrednosti uree, kreatinina,
cistatina, razmerje albumin/kreatinin, CI - interval zaupanja

Rezultati logisti¢ne regresije so pokazali, da ni statisticno pomembne povezave med testiranimi

polimorfizmi in DLB.

4.2.4 POLIMORFIZMI rs3087459, rs5370, rs1476046 V GENU ZA ENDOTELIN 1 (EDN1)
Razporeditev genotipov in alelov polimorfizmov rs3087459, rs5370 in rs1476046 v genu za EDN1

je prikazana v tabeli 9.

Tabela 9: Razporeditev genotipov in alelov polimorfizmov rs3087459, rs5370 in rs1476046 v
genu za EDN] pri preiskovancih s SB2 in z DLB (primeri) ter preiskovancih s SB2 in brez znakov
DLB

Primeri (276) Kontrole (375) p-vrednost
rs3087459
CcC 6(2,2) 13 (3,4)
AC 81 (29,3) 110 (29,3) 0,6
AA 189 (68.,5) 252 (67,3)
alel C (%) 93 (16,8) 136 (18,1) 0.6
alel A (%) 459 (83,2) 614 (81,9) ’
HWE 0,4 0,8
rs5370
TT 12 (4,3) 22 (5,9)
TG 116 (42,1) 139 (37,1) 0,4
GG 148 (53,6) 214 (57,0)
alel T (%) 140 (25.,4) 183 (24,4) 0.7
alel G (%) 412 (74,6) 567 (75,6) ’
HWE 0,07 0,9
rs1476046
AA 12 (4,3) 28 (7,5)
GA 116 (42,1) 137 (36,5) 0,1
GG 148 (53,6) 210 (56,0)
alel A (%) 140 (25.,4) 193 (25,7) 0.9
alel G (%) 412 (74,6) 557 (74,3) ’
HWE 0,07 0,4

HWE- Hardy-Weinbergovo ravnovesje
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Primerjava bolnikov z DLB s kontrolno skupino brez DLB ni pokazala statisticno pomembnih
razlik v razporeditvi genotipov in alelov polimorfizmov rs3087459, rs5370 in rs1476046 v genu za
EDNI. Razporeditev genotipov pri bolnikih s SB2 in z DLB ter v kontrolni skupini preiskovancev
brez DLB in s SB2 je bila v Hardy-Weinbergovem ravnovesju.

Povezavo genotipov polimorfizmov polimorfizmov rs3087459, rs5370in rs1476046 v genu za

EDNI s tveganjem za pojav DLB prikazuje tabela 10.

Tabela 10: Povezava genotipov polimorfizmov rs3087459, rs5370in rs1476046 v genu za EDNI z
DLB pri preiskovancih s SB2

Genotipi  Primeri (276) Kontrole (375) OR, 95% CI/p-vrednost

rs3087459 CcC 6(2,2) 13 (3,4) 0,66 (0,10 — 1,02)/0,7
AC 81 (29,3) 110 (29,3) 0,75 (0,39 — 1,45)/0,4
AA 189 (68.,5) 252 (67,3) referenca

rs5370 TT 12 (4,3) 22 (5,9) 2,26 (1,28 —2,37)/0,2
TG 116 (42,1) 139 (37,1) 2,78 (1,26 —2,96)/0,4
GG 148 (53,6) 214 (57,0) referenca

rs1476046 AA 12 (4,3) 28 (7,5) 0,34 (0,27 — 0,65)/0,2
GA 116 (42,1) 137 (36,5) 0,53 (0,51 — 1,58)/0,6
GG 148 (53,6) 210 (56,0) referenca

OR - razmerje obetov, prilagojeno na trajanje hipertenzije, sistoli¢ni krvni tlak, prisotnost sréno-zilnih
bolezni, DR, diabeti¢ne noge, vrednosti HbAlc, glukoze na tesce, serumske vrednosti uree, kreatinina,
cistatina, razmerje albumin/kreatinin, CI - interval zaupanja

Rezultati logisti¢ne regresije so pokazali, da ni statisticno pomembne povezave med testiranimi

polimorfizmi in DLB.

4.2.5 POLIMORFIZEM rs3802278 V GENU ZA ALOX5AP IN POLIMORFIZEM
rs12762303 V GENU ZA ALOX5

Razporeditev genotipov in alelov polimorfizma rs3803278 v genu za ALOX5AP in polimorfizma
rs12762303 v genu za ALOXS je prikazana v tabeli 11.

Tabela 11: Razporeditev genotipov in alelov polimorfizma rs3803278 v genu za ALOX5AP in
polimorfizma rs12762303 v genu za ALOXS5 pri preiskovancih s SB2 in z DLB (primeri) ter
preiskovancih s SB2 in brez znakov DLB (kontrole)

Primeri (276) Kontrole (375) p-vrednost
rs12762303
TT 177 (64,0) 264 (70,5)
TC 93 (33,7) 106 (28,3) 0,2
CC 6(2,3) 5(1,2)
alel T (%) 447 (81) 634 (84,5) 0.1
alel C (%) 105 (19) 116 (15,5) ’
HWE 0,1 0,1
rs3803278
TT 145 (53,0) 224 (59,8)
TC 101 (36,3) 135 (35.,9) 0,004
CC 30 (10,7) 16 (4,3)
alel T (%) 391 (70,8) 583 (77,7) 0.006
alel C (%) 161 (29,2) 167 (22,3) ’
HWE 0,06 0,4

HWE - Hardy-Weinbergovo ravnovesje



V razporeditvi genotipov polimorfizma rs12762303 v genu za ALOX5 ni bila ugotovljena statisticno
pomembna razlika med skupino bolnikov s SB2 in z DLB in skupino bolnikov s SB2 brez DLB.
Razporeditev genotipov v populaciji bolnikov s SB2 in z DLB ter v kontrolni skupini je bila v

Hardy-Weinbergovem ravnovesju.

Nasprotno pa polimorfizem rs3803278 v genu za ALOX5AP kaze statisticno znacilno razliko v
razporeditvi genotipov (p = 0,004) in alelov (p = 0,006). Pri bolnikih s SB2 in z DLB smo nasli
genotip TT v 53%, genotip TC v 36,3% in genotip CC v 10,7%. Pri bolnikih s SB2 in brez znakov
za DLB pa smo nasli genotip TT v 59,8%, genotip TC v 35,9% in genotip CC v 4,3%. Razporeditev
genotipov v populaciji bolnikov s SB2 in z DLB ter v kontrolni skupini je bila v Hardy-Weinbergovem

ravnovesju.

Povezavo genotipov polimorfizma rs12762303 v genu za ALOX5 in polimorfizma rs3803278 v
genu za ALOX5AP s tveganjem za pojav DLB prikazuje tabela 12.

Tabela 12: Povezava polimorfizma rs12762303 v genu za ALOXS in polimorfizma rs3803278 v
genu za ALOX5AP z DLB pri preiskovancih s SB2

Genotip Primeri (276) Kontrole (375) OR, 95% Cl/p-vrednost

rs12762303 TT 177 (64,0) 264 (70,5) reference
TC 93 (33,7) 106 (28,3) 1,56 (0,95 — 2,54)/0,1
CC 6(2,3) 5(1,2) 5,52 (1,59 — 10,54)/0,1
rs3803278 TT 145 (53,0) 224 (59,8) reference
TC 101 (36,3) 135 (35,9) 1,16 (0,70 — 1,91)/0,6
CC 30 (10,7) 16 (4,3) 3,14 (1,18 — 8,35)/0,02

OR - razmerje obetov, prilagojeno na trajanje hipertenzije, sistoli¢ni krvni tlak, prisotnost sréno-zilnih
bolezni, DR, diabeti¢ne noge, vrednosti HbAlc, glukoze na tes¢e, serumske vrednosti uree, kreatinina,
cistatina, razmerje albumin/kreatinin, CI - interval zaupanja

Rezultati logisticne regresije so pokazali, da ni statisticno pomembne povezave med polimorfizmom

rs12762303 in DLB.

Rezultati logisticne regresije za rs3803278 so pokazali, da imajo posamezniki z genotipom CC
3,14-krat vecjo verjetnost za pojav DLB, v primerjavi s posamezniki z genotipom TT. Torej je

genotip CC polimorfizma rs3803278 v genu za ALOX5AP mozni dejavnik tveganja za pojav DLB.
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5. RAZPRAVA

5.1 KLINICNE IN BIOKEMIJSKE ZNACILNOSTI BOLNIKOV S SB2 IN DIABETICNO
LEDVICNO BOLEZNIJO

V naso retrospektivno asociacijsko Studijo smo vkljucili bolnike s SB2, stare med 18 in 80 let. Vsi
preiskovanci so imeli SB2 najmanj deset let. Razdelili smo jih v dve skupini glede na prisotnost
znakov za DLB po Slovenskih smernicah (103), in sicer v skupino s prisotno DLB, ki je sluzila kot
primer in v kateri je bilo 276 oseb, in skupino brez znakov DLB, ki je sluzila kot kontrolna skupina
in v kateri je bilo 375 oseb. Povprec¢na starost bolnikov v skupini z DLB je bila 64,75 +/- 9,15 in se
statisticno ni razlikovala od kontrolne skupine, kjer je bila povpre¢na starost 63,75 +/- 8,0 let (p =
0,13). Statisticno znacilne razlike ni bilo opaziti niti pri razporeditvi spola vklju¢enih bolnikov v
obeh skupinah, vkljucenih je bilo ve¢ moskih. Povprec¢no trajanje SB je bilo 14,5 let in se
statisticno med skupinama ni razlikovalo (p = 0,84). Vsi vkljuceni bolniki so imeli prekomerno
telesno tezo, saj je bil ITM v obeh skupinah ve¢ kot 30 in se statisti¢no ni razlikoval. Od 6-9%

sodelujocih v raziskavi je bilo kadilcev in so bili statisticno neznacilno razporejeni v obe skupini.

Zgoraj navedeni podatki nam dokazujejo, da imajo bolniki s SB2 nezdrav zivljenjski stil, v kar nas
preprica prekomerna telesna teza. Presenetljivo je med njimi majhen delez kadilcev, ¢eprav so
epidemioloske Studije potrdile povezavo med kajenjem in srénim infarktom pri moskem in
zenskem spolu (25, 26, 35, 104). Kajenje je neodvisen dejavnik tveganja za sréno-zilno umljivost

pri bolnikih s SB tipa 2 (105).

Trajanje SB v nasi §tudiji nima vpliva na razvoj DLB, kar pa je vprasljiv zaklju¢ek. Cas dolo¢anja
zacCetka SB2 je netoCen, saj ob postavitvi diagnoze v glavnem ne vemo, kako dolgo bolezen Ze
traja, drugi problem pa je, da tretjina bolnikov z DLB na zaCetku bolezni sploh nima ne

albuminurije ne proteinurije in ne zmanj$anega oGF (1, 3, 5,9, 11).

Kroni¢na ledvicna bolezen je pogost zaplet pri SB2 in pomembno vpliva na obolevnost ter
prezivetje bolnikov, ker oznacuje tudi bolnike z visokim sréno-zilnim tveganjem. Ti bolniki imajo
3- do 5-krat ve¢jo smrtnost kot bolniki brez kroni¢ne ledvicne okvare (3, 9). Do podobnih
zakljuckov smo prisli tudi pri nasi raziskavi. Vsi sodelujoci so imeli v anamnezi podatke o Ze
prebolelih SZO (sréni infarkt, mozganska kap, tranzitorna ishemi¢na bolezen moZgan, angina
pektoris, periferna okluzivna bolezen zil) in ta pogostnost dogodkov je bila statisticno vi§ja v

skupini bolnikov z DLB.

Hiperglikemija, trajanje SB, arterijska hipertenzija in hiperlipidemija so napovedni dejavniki

tveganja za nastanek DLB, njeno verjetnost pa napovedujeta DR in diabeti¢na nevropatija (8, 11).

Pri nas$i skupini bolnikov s SB2 in z DLB smo ugotovili statisticno visje vrednosti sistolicnega

krvnega pritiska (p < 0,001), bolniki v tej skupini so imeli visok krvni pritisk v povprecju ze
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dvanajst let, v kontrolni skupini pa deset let. Slabsa urejenost krvnega pritiska in dalj$e trajanje
krvnega pritiska v anamnezi so lahko vzrok tudi za ve&jo SZO v skupini z DLB v nasi $tudiji.
Velja, da je med bolniki s SB2 dvakrat ve¢ hipertonikov kot pri zdravi populaciji in da se z
zvisanjem krvnega pritiska za 10 mmHg tveganje za SZO poveéa za 15% (25, 26, 60, 106), zato

obstaja velik interes za ureditev krvnega pritiska pri bolnikih s SB2.

Vedjo verjetnost DLB napovedujeta DR (34, 35) in DNev, kar smo opazili tudi v nasi raziskavi. V
skupini bolnikov z DLB je bilo statisti¢no vecja prisotnost DR (p < 0,001) in prisotnost diabeti¢ne

noge (p = 0,03).

Za prepreCevanje zapletov SB je zelo pomembna njena urejenost. Dve od meril urejenosti sta
glikiran hemoglobin (HbAlc) in glikemija na teS¢e (55, 56, 57, 58,59). Pri nasih bolnikih z DLB
sta bili ti dve merili urejenosti SB statisti¢no visji kot pri kontrolni skupini, HbAlc: p = 0,001,
glikemija na tesce pa p = 0,01, torej so imeli bolniki z okvaro ledvic slabse urejen krvni sladkor.
Taks$na ugotovitev nas lahko ponovno pripelje do zakljucka, da lahko dobro urejena hiperglikemija

zmanjs$a kroni¢ne zaplete na tar¢nih organih, kot so o¢i, ledvice, zivci, srce in ozilje (60, 73, 74).

Ob vkljucitvi v raziskavo pri obeh opazovanih skupinah ni bilo statisticno pomembnih razlik med
vrednostmi celotnega holesterola, HDL in LDL, kar pa ni veljalo za vrednost trigliceridov, ki je
bila vecja pri bolnikih z DLB (tabela 2). Odgovor na tako biokemic¢no sliko lipidnega statusa obeh
skupin je lahko intenzivno zdravljenje obeh skupin s statini in manjs$i poudarek na spremembi
zivljenjskega stila, s poudarkom na izgubo telesne teze in vecdnevne fizicne aktivnosti. Urejenost

mascob v krvi prav tako vpliva na razvoj kroni¢nih zapletov SB (77, 78, 79).

Stopnjo ledvicne okvare opredelimo s serumsko koncentracijo kreatinina ali cistatina C in ocenjeno
GF po enacbi »Modification of Diet in Renal Disease« (MDRD) (33, 34, 52, 53). Pri oceni ledvi¢ne
okvare upostevamo tudi razmerje med koncentracijo albumina in kreatinina v urinu in glede na
izrazeno vrednost v (g/mol) nato govorimo o normoalbuminuriji oziroma zmerno ali zelo zviSani

albuminuriji (8, 33, 35, 53).

V nasi raziskavi so bili vsi biokemicni in laboratorijski parametri, ki oznacujejo kroni¢no ledvicne
okvaro (s-kreatinin, s-cistatin, razmerje albumin/kreatinin v urinu) statisticno znacilno vis§ji pri
skupini bolnikov s DLB, p < 0,001. Enacba MDRD, s katero izrazamo oceno glomerulne filtracije
in je v klini¢ni praksi najbolj uporabljena laboratorijska metoda za oceno ledvi¢ne funkcije, se v
na$i Studiji ni izkazala kot statisticno zanesljiv parameter okvare ledvic (tabela 2), saj ni bilo
statisti¢no opazne razlike med obema skupinama bolnikov p = 0,22. Kot boljSi oznacevalec okvare
ledvicne funkcije se je izkazal serumski cistatin, saj je bil statisticno visji v skupini bolnikov s SB2

in z DLB kot pa v kontrolni skupini (p < 0,001).

Mozna razlaga za takSen rezultat bi lahko bila starost bolnikov, saj smo v Studijo vkljucevali tudi

bolnike, ki so bili stari nad 75 let, in spol (ve¢ji procent moske populacije) ter [ITM.
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Tudi zadnje Studije kaZejo na to, da bi bil boljsi oznacevalec za okvaro ledvi¢ne funkcije cistatin v

serumu (52, 53).

Rezultat nase raziskave je, da ima nasa kohorta bolnikov s SB2 nezdrav zivljenjski slog, kar se
kaze v ITM. Nasi bolniki s SB2 imajo dolgotrajno hipertenzijo in slabo urejen predvsem sistolicni
krvni pritisk. Ti bolniki imajo tudi ve&jo SZO. KLB oznacuje tudi prisotnost DR in diabeti¢ne
noge. Za skupino bolnikov z DLB je znacilna slab$a urejenost glikemije in neurejenost
hipertrigliceridemije. Za oceno okvare ledvicne funkcije pa se je v nasi raziskavi bolje kot enacba

MDRD izkazal cistatin C.

Vse nastete ugotovitve, do katerih smo prisli v nasi raziskavi, se ujemajo z rezultati Ze omenjenih

Studijj (5, 11, 25, 26, 35, 102, 106, 107).

Trajanje SB v nasi $tudiji ne predstavlja tveganja za razvoj DLB, kar pa ni v skladu s sprejetimi
da bolezen traja vsaj deset let, pri tem pa nismo to¢no vedeli, kdaj se je SB zacela, smo pa

upostevali Cas, kdaj je bil bolnik registriran kot bolnik s SB2.

5.2 GENSKI POLIMORFIZMI IN DIABETICNA LEDVICNA BOLEZEN

5.2.1 Povezava med polimorfizmoma rs4340 (insercija/delecija) in rs4341 v genu za
angiotenzinsko konvertazo in diabetic¢no levi¢no boleznijo

V raziskavi smo ugotavljali povezavo med polimorfizmoma rs4340 in rs4341 gena za angiotenzinsko

konvertazo in DLB. V raziskavi nismo ugotovili povezave med testiranima polimorfizmoma in DLB.

Neurejen krvni pritisk vodi do kroni¢ne ledvi¢ne okvare in poslabsuje Ze prisotno DLB. Glede na te
ugotovitve in dober ucinek zdravljenja z zaviralci AK in antagonisti angiotenzinskih receptorjev (6,
7,9, 60, 61, 74, 76, 77) so se znanstveniki usmerili na prou¢evanje RAAS sistema in genskega
polimorfizma z namenom, da Se izbolj$ajo terapevtske moznosti zdravljenja visokega krvnega

pritiska (15, 107, 108, 109, 110) in s tem upocasnijo napredovanje bolezni.

Encim AK cepi angiotenzin I v aktivni oktapeptidni angiotenzin II, ki poveca izloCanje aldosterona

ter s tem dvigne krvni pritisk in zmanj$a izlo¢anje renina.

Gen za AK, ki kodira encim AK, ima lahko insercijo (I) alela ali delecijo (D) alela in s tem tri
mogoce genotipe II, ID in DD. Polimorfizem insercija/delecija (rs4340) gena AK je zaporedje 287-
ih baznih parov v 16. intronu AK gena na kromosomu 17q 23 in ga pogosto opisemo tudi z rs4340.
Polimorfizem rs4340 AK je povezan z aktivnostjo encima AK v krvi in v tkivih. Pri homozigotih II
so nasli nizji nivo cirkulirajocega encima AK v plazmi, ta je bil za 30% do 60% visji pri ID
heterozigotih in DD homozigotih (111). Glede na to, da je polimorfizem rs4340 gena za AK
povezan s koncentracijo encima v plazmi, je mozno, da bi bil prek te aktivnost vpleten v nastanek

okvare ledvic pri SB2.
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Obstaja velika raznolikost v razporeditvi alelov polimorfizma rs4340 gena AK znotraj etni¢nih
skupin Sirom sveta in iz tega izhajajo tudi nasprotujoci si rezultati raziskav o njegovi vlogi pri DLB
(112, 113). Pozitivno povezavo med polimorfizmom rs4340 AK gena in DLB so nasli v Aziji
(Japonska, juzna Indija) (113, 114), do nasprotnih ugotovitev pa so prisli v Iranu (115) in Maleziji
(116). Zhong in sodelavci so leta 2015 z meta-analizo pri§li do zakljucka, da sta alel D in genotip
DD polimorfizma gena AK povezana s tveganjem za razvoj DLB pri bolnikih s SB2, najbolj pri
prebivalcih Azije (117). Do podobnih ugotovitev je prisel tudi Al-Rubeaan s sodelavci (2013) v
Studijah, ki jih je izvajal med Arabci (118). Manjse Stevilo meta-analiz polimorfizma rs4340 gena
AK je narejeno med Evropejci. Skupina raziskovalcev, zbranih pod Liujevim okriljem, je z meta-
analizo odkrila, da ni povezave med genskim polimorfizmom rs4340 in razvojem DLB pri SB2 pri
kavkaski populaciji (119). Slovenci smo del te kavkasSke populacije in mi smo z naso raziskavo
prisli do enakih zakljuckov, torej da ni povezave med DLB in polimorfizmom rs4340 insercija/

delecija gena za AK.

Polimorfizem rs4341 (insercija/delecija gena za AK) je bil do zdaj predmet raziskovanj v
malostevilnih $tudijah. Najbolj je bil proucevan v povezavi z visokim krvnim pritiskom ali z
aterosklerozo. Povezavo med omenjenim polimorfizmom 4341 in debelino intime na karotidnih
arterijah pri preiskovancih s SB2 niso nasli (120). Spanski raziskovalci so leta 2010 raziskovali, ali
obstaja povezava med ishemicno mozgansko okvaro in polimorfizmom rs4341 insercija/delecija
gena za AK. Merili so tudi nivo encima AK v serumu. Povezave med D alelom, nivojem AK v
serumu in mozgansko kapjo med Spanci niso nali (121). Polimorfizem rs4340 je bil predmet
raziskav leta 2010 tudi med otroci v ZDA, ki so imeli prekomerno telesno tezo in visok krvni
pritisk. Ugotovili so, da imajo nosilci D alela visji ITM in visji krvni pritisk kot otroci z normalno

telesno tezo (122).

Do zdaj ni bilo narejenih raziskav polimorfizma rs4341 insercija/delecija v genu AK in DLB pri
SB2. V nasi retrospektivni asociacijski $tudiji smo iskali povezavo z DLB. Pri nobeni skupini

nismo nasli povecane pogostosti kakSnega alela ali genotipa polimorfizma rs4340 ali rs4341.

Pomanjkljivost naSe raziskave je razmeroma majhno Stevilo preiskovancev, zato je tudi moc Studije
manjsa. Prav tako smo bili omejeni glede podatkov o zZivljenjskem stilu in dieti, s katerimi bi lahko

izkljucevali vpliv okolja na gene.

V prihodnosti je treba nacrtovati vecje Studije, s katerimi bi lahko potrdili ali zavrgli tezo, da
genotip DD slabse odgovarja na terapijo z angiotenzinskimi zaviralci, da pa genotip Il zmanjSuje
izlo¢anje albuminov ter na ta nacin §¢iti delovanje ledvic pri bolnikih s SB2 (123). Alelu D predpisujejo
dodatno vlogo pri pojavu slabse urejenega krvnega pritiska (113) in z analizo njegove vloge bi
eventualno lahko pripomogli k tarnemu zdravljenju visokega krvnega pritiska z angiotenzinskimi

zaviralci pri bolnikih s SB v vsakodnevni klini¢ni praksi.
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5.2.2 Povezava med polimorfizmoma rs699 in rs4762 v genu za angiotenzinogen
(AGT) in diabeti¢no levi¢no boleznijo

V nasi asociacijski $tudiji smo se osredotocili na dva polimorfizma AGT gena kot mozna oznacevalca

za razvoj DLB.

Pri polimorfizmu rs699 gre za zamenjavo T v C, kar ima za posledico menjavo metionina (M) v
treonin (T) na 268 kodonu (M268T ali M235T). Ta razli¢ica genskega polimorfizma za ATG gen je

povezana z vi§jim nivojem angiotenzina v plazmi in vi§jim krvnim pritiskom (121, 122).

Pri polimorfizmu rs4762 pa gre za zamenjavo C v T in posledi¢no menjavo treonina v metionin na
kodonu 207 (T207M ali T174M). Ta polimorfizem ni povezan s povec¢ano koncentracijo plazemskega

angiotenzina in z visokim krvnim pritiskom (125, 126).

Povezave omenjenih dveh polimorfizmov rs699 in rs4762 pri nasih preiskovancih s SB2 in z DLB

nismo nasli.

Angiotenzin (AGT) gen je lociran na dolgem kraku kromosoma 1 (1q42-43). Sestoji iz petih eksonov
in §tirih intronov (124). AGT spada v skupino plazemskih globulinov, ki se sintetizirajo v jetrih in
se v kaskadni verigi RAAS sistema razcepijo do angiotenzina (1-7), ki ima vazodilatatorno, anti-

proliferativno in apoptoti¢no vlogo (110).

Vloga polimorfizma rs699 je bila proucevana v Stevilnih Studijah po svetu. Iskali so povezanost
med SB in kroni¢nimi komplikacijami te bolezni. Samo dve §tudiji, objavljeni leta 2003 in 2011,
sta nasli povezavo med tem polimorfizmom, inzulinsko rezistenco in krvnim pritiskom (125, 126,
127). Sistemati¢ni pregled 73-ih raziskav tega polimorfizma nam pove, da rs699 ni dejavnik

tveganja za SB niti ni povezan z DR ali diabeti¢no nevropatijo (128).

Pri dolocenih populacijah pa je alel T in/ali genotip TT polimorfizma rs699 lahko povezan z DLB,
in sicer med prebivalci Indije (128, 129), Pakistana (130), Tunizije (131), Tajvana (132), Japonske
(133), Kitajske (134) in Turcije (135). Ta polimorfizem je bil povezan s kon¢no ledvicno odpovedjo
pri Kitajcih (136).

V primerjavi s temi Studijami pa poznamo velike meta-analize, ki povezave med rs699 in DLB niso
ugotovile (86, 97, 137, 138). Nasi rezultati so skladni s temi ugotovitvami, saj v nasi populaciji
nismo nasli povezave med rs699 in DLB. Do podobnih ugotovitev so prisli tudi raziskovalci na

Poljskem (139) in v Nemciji (140).

Polimorfizem rs4762 gena AGT ni bil vkljuen v mnoge meta-analize in je bil predmet proucevanja
le v manjsih Studijah, ki pa niso nasle povezave ne z DLB ne s kon¢no ledvi¢no odpovedjo (129,

131, 136), izjema je bila na Tajskem izvedena $tudija, ki pa je to povezavo potrdila (132).

V nasi populaciji nismo ugotovili povezave med polimorfizmom rs4762 gena AGT in DLB.
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Nase ugotovitve (odsotnost povezave med polimorfizmoma AGT gena in DLB) so lahko delno
posledica rasne in etni¢ne pripadnosti, lahko pa so tudi posledica nepravilne razporeditve preiskovancev
v skupino z DLB, saj smo v to skupino uvrscali bolnike na podlagi biokemic¢nih in laboratorijskih

izvidov (51, 103), ne pa z biopsijo ledvic kot zlati standard.

5.2.3 Povezava med polimorfizmi rs275651, rs931490, rs5182 in rs5186 v genu za
receptor tipa 1 za angiotenzin Il in diabeti¢ne ledvi¢ne bolezni

V na$i retrospektivni asociacijski Studiji, ki je vkljuevala 651 preiskovancev s SB2, nismo

ugotovili povezave rs5182, rs5186, rs275651, rs931490 polimorfizmov v genu za AGTRI in DLB.

O RAAS sistemu in njegovi fizioloski ter patofizioloski vlogi pri urejanju krvnega pritiska smo do
zdaj ze mnogo povedali (15, 109, 110). Dolgo ze vemo, da lahko zdravljenje z zaviralci AK in
antagonisti angiotenzinskih receptorjev upocasni napredovanje DLB in zmanjSa izlocanje albuminov

v urinu (6, 7, 9,60, 75, 76).

Genetski polimorfizmi posameznih ¢lenov v sistemu RAAS lahko vplivajo na upocasnitev
kroni¢nih zapletov SB, zato se njihovemu proucevanju danes posveca veliko pozornosti (13, 22,
24, 27, 86, 89, 95, 96, 97, 98, 100, 102). Med najbolj raziskanimi so polimorfizmi encima AK,
angiotenzinogena (AGT) in receptorja tipa 1 za angiotenzin II (AGTR1) (108, 111, 127, 128).

Angiotenzin Il ima s svojim vazokonstrikcijskim uc¢inkom ter zaradi zadrZevanja vode in natrija
centralno vlogo v RAAS sistemu. Ta ucinek angiotenzina Il je povezan z dvema receptorjema
angiotenzina II, in sicer z receptorjem tipa 1 (AGTR1) in tipa 2 (AGRT2). Mnogo literature danes
AGTRI opredeljuje kot rizi¢ni dejavnik pri razvoju hipertenzije. AGTR1 receptorje najdemo vecinoma
v gladki misiéi zil, srcu, nadledvi¢ni Zlezi in ledvici (141, 142), AGTR2 receptorje pa v maternici,
mozganih in v skorji nadledvi¢ne zleze. Oba tipa receptorjev pa najdemo v skorji nadledviéne zleze

in ledvici.

V nasi $tudiji smo se odlo¢ili, da bomo proucili vpliv polimorfizmov gena za AGTRI. Najdemo ga
na kromosomu 3q21-25 in ima 55 Kb parov. AGTRI1 je sestavljen iz petih eksonov in zadnji, peti,

predstavlja podrocje kodiranja. Opisanih je pet razli¢ic transkripcije (143).

Najbolj proucen polimorfizem AGTRI1 je rs5186, imenovan tudi A1166C. Polimorfizem rs5182
tega gena je bil najbolj raziskan v povezavi z aterosklerozo kardiovaskularnih bolezni pri razli¢nih
etnicnih skupinah in DLB. Manjse Stevilo raziskav pa je bilo narejenih na polimorfizmih rs275651
in 1s931490 v genu za AGTR1, in sicer ve¢inoma pri bolnikih s hipertenzijo, plju¢nim edemom in

debelostjo (144, 145, 147).

Hipertenzija prispeva k vegji incidenci SZO in k razvoju DLB (74). Tudi pri nasi skupini preiskovancev

z DLB je izstopal slabo urejen sistoli¢ni krvni pritisk in vsi so imeli anamnezo o prebolelih SZO.
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Dva polimorfizma rs275651 in rs5182 gena AGTRI sta bila predmet raziskave pri mehiski
populaciji z in brez hipertenzije. Opazili so vec¢jo frekvenco pojavljanja alela C in genotipa CC pri

bolnikih s pove¢anim krvnim pritiskom (147).

Pogostost alela C in genotipa CC polimorfizma rs5182 in pogostnost alela A in genotipa TT
polimorfizma rs275651 ni pokazala statisticno pomembnih razlik v pojavnosti pri nasi skupini

preiskovancev s SB2, niti pri skupini z znaki DLB, niti pri skupini, ki je sluzila kot kontrola.

Sladkorna bolezen in debelost sta neodvisna dejavnika tveganja za razvoj hipertenzije. Obe stanji
pa vodita do endotelne disfunkcije, vnetnega odgovora prek sistema citokinov in interlevkinov ter

do oksidativnega in nitroznega stresa (148, 149).

Tudi vsi nasi preiskovanci, ne glede na to, ali so bili v skupini z DLB ali so pripadali kontrolni
skupini, so bili predebeli, z ITM ve¢ kot 30. Pri nobeni skupini nismo nasli povecane pogostosti
kaksnega alela ali genotipa prouc¢evanih polimorfizmov (rs275651, rs931490, rs5182 in rs5186) in
niti 1275651, ki ga najbolj povezujejo z debelostjo (144).

Kot smo ze ugotovili, obstajajo etni¢ne razlike pri proucevanju razlicnih polimorfizmov v razvoju
DLB pri bolnikih s SB2; ¢e primerjamo na primer Azijo in Evropo, razlike obstajajo celo med
populacijo iste drzave. Taki kontroverzni podatki so povezani tudi s polimorfizmom rs5186 AGTRI
gena kot dejavnikom tveganja za razvoj DLB pri SB2. V veliki $tudiji, izvedeni med kavkasko
populacijo, kateri pripadamo tudi Slovenci, so ugotovili, da polimorfizem rs5186 predstavlja
dejavnik tveganja, ki vodi do poslabsanja ledvi¢ne bolezni vse do KLO in je dober oznacevalec za
njeno napoved (147). Prisotnost polimorfizma rs5186 v genu za AGTRI pri SB2 pomeni tudi vecje
tveganje za albuminurijo pri Evropejcih moskega spola (151). Japonci so v svojih raziskavah za isti
genski polimorfizem prisli do podobnih zakljuckov, ki pa veljajo samo za zenski spol (152). Dve
Studiji iz Indije sta proucevali vlogo rs5186 pri SB2 in kroni¢ne komplikacije te bolezni ter prisli
do ugotovitve, da obstaja povezava med alelom C tega polimorfizma in DLB (153). Tudi v Tuniziji
so raziskovalci med bolniki s SB2 odkrili povezanost med genotipom CC in alelom C
polimorfizma rs5186 in DLB (154). Dve meta-analizi podpirata domnevo, da genotip CC tega
polimorfizma poveca tveganje za DLB pri SB2 (156, 157).

V nasi Studiji frekvenca genotipov in alelov polimorfizma rs5186 ni bila statisticno znacilno
razlicna med obema skupinama preiskovancev. Pogostost genotipov pri nasi skupini preiskovancev
z DLB je bila naslednja: genotip CC 7,9%, 39,7% genotip CA in 52,3% genotip AA. Do podobnih

rezultatov so prisli tudi iranski raziskovalci (157).

Stevilne $tudije so prouéevale genski polimorfizem RAAS sistema v povezavi s konéno odpovedjo

ledvic (158). AGTRI gen je neodvisno povezan z napredovanjem ledviéne bolezni in SZO (136, 159).
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Nas negativen rezultat je lahko v posledica etni¢ne in rasne raznolikosti, o kateri smo ze govorili
(20, 157), lahko pa tudi posledica poligenske okvare ledvic, saj so rezultati $tudij, ki se ukvarjajo z

identifikacijo genov ali genskih regij v povezavi z DLB, nedosledne in si med seboj nasprotujoce (160).

5.2.4 Povezava med polimorfizmi rs3087459, rs5370, rs1476046 v genu za
endotelin 1 in diabeti¢no ledvi¢no boleznijo

V nasi retrospektivni asociacijski Studiji nismo uspeli dokazati povezanosti polimorfizmov rs3087459,

rs5370 in rs1476046 gena za endotelin 1 (EDNI) z diabeti¢no ledvi¢no boleznijo.

Endotelinski sistem je sestavljen iz treh endotelinskih izomer (ET-1, ET-2, ET-3) in dveh podtipov
proteinskih receptorjev, ETA in ETB. Endotelin 1 (ET-1) je peptid, sestavljen iz 29-ih aminokislin,
in deluje kot intracelularna signalna molekula v Stevilnih organih in tkivih. ET1 je znan kot eden
najmocnejSih vazokonstriktorjev, stimulira vnetje in pospeSuje oksidativne reakcije. V ledvici
endotelinski sistem krmili ledvicno hemodinamiko, hemostazo vode in soli ter acidobazno
ravnotezje. Pomembno vlogo ima pri proliferaciji ledvicnih celic, zunajceli¢nega matriksa in vnetju
(161). Obstajajo Stevilni dokazi, da je ET sistem povezan s patogenezo in poslabsanjem DLB. Pri
SB2 je aktiviran endotelinski sistem v ledvici, ki vodi do celi¢ne proliferacije, intersticijskega
vnetja, fibroze in kon¢no do glomeruloskleroze (162). Ti bolniki imajo tudi povisan cirkulirajoci
ET-1, ki odraza tudi nivo albuminurije in resnost okvare ledvic (163, 164). Pomembno je, da je
nekaj $tudij na eksperimentalnih modelih prikazalo pozitiven protektiven ucinek antagonistov ET
receptorjev na razvoj DLB (166, 167). Do podobnih zaklju¢kov so prisle tudi klini¢ne Studije (167,
168, 169). ET-1 ima prav tako pomembno vlogo v patogenezi DR (170, 171) in antagonisti ET

receptorjev prav tako upocasnijo razvoj bolezni.

ET-1gen (EDNI1) se nahaja na kromosomu 6p23-p24 ter je sestavljen iz pet eksonov in Stirih

intronov. Sestavljen je iz 6838-ih baznih parov (169).

Polimorfizma rs3087459 (A>C) in rs1476046 (G>A) najdemo na intronu gena EDNI, polimorfizem
rs5370 (G>T) pa na eksonu 5 gena EDN1 (173).

EDNI je bil spoznan kot mocan kandidatni gen pri kardiovaskularnih boleznih in boleznih ledvic.
Razli¢ni polimorfizmi gena EDNI so bili povezani z hipertenzijo (174, 175), srénim popuscanjem
(176), ishemic¢no boleznijo srca (177, 178), s hipertrofijo levega ventrikla (179), endotelno disfunkcijo
(180) in napredovanjem ateroskleroze (181). Polimorfizmi gena EDN1 so bili povezani $e z upadanjem
ledvi¢ne funkcije pri kroni¢nih glomerulonefritisih (182) in pri kon¢ni ledvi¢ni odpovedi zaradi

visokega krvnega pritiska (183).

Ledvice so zelo obcutljive na endotelin-1 in komponente endotelinskega sistema so prisotne v
celotnem nefronu in ledvicnem zilju. Endotelin-1 proizvajajo glomerulne epitelne in mezangijske

celice, pa tudi tubolarne celice in celo lokalni makrofagi (21, 22, 184, 185).
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ETA receptorji povzrocajo vazokonstrikcijo, celicno proliferacijo, fibrozo in propad podocitov,
medtem ko ETB povzrocajo vazodilatacijo, zavirajo vnetje in proliferacijo celic ter zavirajo fibrozne

procese (185).
Glede na zgoraj povedano se domneva, da ET-1 vpliva na napredovanje KLB.

Pri bolnikih s SB in z DLB je nenehno aktiviran endotelni sistem, kar dokazujejo povisan nivo
cirkulirajo¢ega endotelina 1 (163), povisana koncentracija endotelina 1 v ledvicah (164) in povecana

aktivacija receptorja ETA v ledvici in sistemsko (168).

EDNI gen predstavlja mocan kandidatni gen za kroni¢ne zaplete SB2. Najbolj raziskan med njimi
je rs5730, kjer gre za menjavo aminokisline liz/asn na kodonu 198, ki verjetno vpliva na pretvorbo
pre-endotelina v zrelo aktivno obliko (174).Ta polimorfizem je povezan z visokim krvnim

pritiskom in debelostjo pri Evropejcih in Japoncih (174).

Vloga polimorfizmov rs3087459 in rs1476046, ki sta locirana na intronu gena EDNI, $e ni Cisto

razjasnjena.

Pri Kitajcih s SB2 je polimorfizem rs1476046 povezan s povisano koncentracijo proendotelina-1 in

DLB (186) in tudi z endotelno disfunkcijo pri debelih predpubertetnikih (187).

Polimorfizem rs3087459 so raziskovali pri bolnikih z ishemi¢no boleznijo srca (188), do zdaj pa ni

bilo Se nobenih $tudij v povezavi s SB2 in z DLB.

Do razlike v rezultatih naSe Studije in drugih genetskih asociacijskih §tudij lahko delno pride zaradi
razlicne definicije fenotipa ali razlicnega vpliva okolja in genov preucevane populacije, pa tudi

zaradi malega ali premajhnega Stevila preiskovancev (189).

Stevilo preiskovancev v nadi $tudiji je bilo relativno majhno in vsi so prihajali iz relativno
homogene genske skupnosti s stabilnim okoljskim vplivom. Mo¢ $tudije je bil dolgo trajanje SB2

pri bolnikih z DLB in kontrolni skupini, na zalost pa nismo merili plazemskega nivoja ET-1.

5.2.5 Povezava med polimorfizmom rs3802278 v genu za ALOX5AP in
polimorfizmom rs12762303 v genu za ALOX5 in diabeti¢no ledvi¢no boleznijo

V asociacijski genski raziskavi, v katero smo vkljucili 276 preiskovancev s SB2 in z DLB ter 375
preiskovancev s SB2 brez znakov DLB, ki so sluzili kot kontrolna skupina, smo ugotavljali
povezanost med polimorfizmom rs3802278 gena za ALOX5AP in polimorfizmom rs12762303 gena
za ALOXS in DLB.

Ugotovili smo da je polimorfizem rs3803278 gena ALOX5AP povezan z DLB pri nasih preiskovancih,
medtem ko povezave polimorfizma rs12762303 gena ALOX5 z DLB pri nasih preiskovancih nismo
nasli. Studija, ki smo jo izvedli, je po naem vedenju prva, s katero je bila ugotovljena povezava

med polimorfizmom rs3803278 gena ALOX5AP in DLB pri kavkaski populaciji preiskovancev s SB2.
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Yashida s sodelavci (2009) je v svoji raziskavi pri Japoncih priSel do enakih zakljuckov. Ugotovil
je, da je polimorfizem rs3803278 (alel C) gena ALOX5AP povezan s KLB pri bolnikih, ki imajo
SB2 (190).

Na podlagi do zdaj povedanega vemo, da je kroni¢na okvara ledvic pri bolnikih s SB2 multifaktorska
bolezen in nastane kot posledica SB, arterijske hipertenzije, ateroskleroze, ishemi¢ne bolezni ledvic,

debelosti in kajenja, lahko pa so pridruzene tudi druge ledvi¢ne bolezni.

Ateroskleroza je kroni¢na vnetna bolezen (191). Pri SB2 je proces ateroskleroze pospesen. Vidimo,
da ti bolniki za SZO zbolevajo 15 let prej kot bolniki, ki SB nimajo (192). Vnetni proces je
stimuliran prek lipooksigenazne poti, levkotrieni pa so moderatorji tega vnetja. Proizvodnjo
levkotrienov katalizira encim 5-lipoksigenaza (5-LO), ki ga kodira gen ALOX5 v sodelovanju z
lipoksigenazo-aktivirajo¢im proteinom, ki pa ga kodira gen ALOXAP, znan tudi pod imenom FLAP

gen. Tako pride do nastanka skupine levkotrienov, ki nato stimulirajo vnetne procese (193).

Stevilne $tudije poroajo o povezanosti polimorfizma ALOXSAP z aterosklerozo karotid, miokardnim
infarktom in ishemi¢no boleznijo mozgan (16, 17, 18), malo pa je znanega o mozni povezavi
polimorfizma rs3802278 gena ALOX5AP in polimorfizma rs12762303 gena ALOXS5 pri SB2 in
nastanku DLB.

V modelih na misih, kjer je bila okvara ledvic povzroCena z streptozotocinom je Valdivielso s
sodelavci (2003) ugotovil, da zaviranje 5-lipokigenaze-aktivirajocega encima (FLAP/ALOXS5AP)
zmanjsa proteinurijo pri diabeti¢nih miskah (193). Ta ugotovitev je privedla do zakljucka, da ima
FLAP gen vpliv na aktivacijo lipoksigenazne poti in s tem na tvorbo levkotrienov, ki stimulirajo

vnetje pri aterosklerozi.

Disfunkcija endotela je najbolj zgodnji dogodek pri nastanku mikroangiopatije ledvic, ki se
kliniéno manifestira s proteinurijo (197, 198). K endotelni disfunkciji v ledvici prispevajo Se
oksidativni in nitrozni stres (eNOS/NO), aktivacija sistema RAAS, proizvodnja endotelina -1,
zilnega endotelijskega rastnega dejavnika (angl. VEGF) in aktivacija vnetne poti FLAP/5-LO.
Kon¢éni uéinek je vazokonstrikcija zilja v ledvici (199). Podoben vzorec endotelne disfunkcije je

opisan tudi na mozganskem ozilju (199).

Humane genetske Studije nakazujejo povezavo med genotipi in aleli levkotrienske vnetne poti in
klini¢nimi ali subklinicnimi znaki ateroskleroze. Razli¢ni proteini te 5-LO vnetne poti so izrazeni v

misjih in Cloveskih ateroskleroti¢nih lehah (16).

Statisticno znacilno povezavo so nasli raziskovalci med ALOXS (rs12762303) in koronarno
boleznijo pri kavkaski populaciji v Evropi in podobno povezavo ALOXS z nalaganjem kalcija v

koronarkah, niso pa dokazali povezave z aterosklerozo karotid pri preiskovancih s SB2 (16, 17).
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V sled dokazane povezave polimorfizma rs3803278 gena ALOX5AP in DLB pri bolnikih s SB2 v
nasi populaciji so prisli do podobne ugotovitve tudi Kitajci, ki so ugotovili povezavo izbranega

polimorfizma z aterosklerozo karotid (200) tako kot nasi raziskovalci na kavkaski populaciji (17).

Med Slovenci s SB2 smo nasli povezavo polimorfizma rs3803278 gena ALOX5AP in DLB. Ta
polimorfizem bi lahko v prihodnosti sluzil kot genetski oznacevalec pri DLB, vendar je za dokaz

naSe hipoteze potrebnih Se vec¢ $tudij na ve¢jem Stevilu preiskovancih.

5.3 POMANIJKUIVOSTI RAZISKAVE

V asociacijskih raziskavah iS¢emo povezavo posameznega genskega oznacevalca (SNP) s
fenotipom, ki ga pa navadno opredelimo raziskovalci sami. Povezave posameznih genov, ki

vplivajo na fenotip, ne moremo izniciti, prav tako ne moremo izlo¢iti vplivov okolja.

V nasi raziskavi smo opredelili fenotip kot DLB na podlagi oGF in albuminurije (10, 33, 34, 51,
103), ki sta splo$no sprejeta parametra za opredelitev ledvicne okvare pri bolnikih s SB2. Nismo se
posluzevali biopsije ledvic kot zlatega standarda, ker bi bilo Stevilo sodelujocih v preiskavi v tem
primeru verjetno manjse, in tako nismo mogli izlo€iti niti moznih drugih vzrokov ledvi¢nih okvar pri

bolnikih s SB (3, 142) niti vpliva razli¢nih patohistoloskih stopenj diabeti¢ne glomerulopatije (2, 50).
Tudi razli¢ne meritve lahko vplivajo na nase rezultate.

Ocena glomerulne filtracije je bila podana na podlagi enacbe MDRD, na katero imajo poleg labo-
ratorijskih napak vpliv tudi starost, spol, ITM in nacin prehranjevanja (34, 103). Za bolj objektivno
oceno delovanja ledvic smo se zato posluzevali Se drugega oznacevalca ledvi¢ne funkcije, in sicer

s-cistatina C.

Analiza albuminurije je bila narejena iz drugega jutranjega vzorca urina, in da bi se izognili napa-
kam, so preiskovanci dobili natan¢na navodila za oddajo vzorca, pred tem pa so bili e pregledani,

da smo izkljuéili okuzbo, sréno popuscanje in vpliv visokega krvnega pritiska na oddane vzorce.
Na rezultate raziskave vpliva tudi izbira in §tevilo preiskovancev (198).

Upostevati je treba, da si preiskovanci niso v sorodu, ker sicer prisotnost posameznih polimorfizmov ne
bi odrazala stanja v populaciji. Temu vplivu smo se poskusali izogniti tako, da so bolniki pred
zacetkom raziskave izpolnili vprasalnik. ZaZeleno je, da so preiskovanci v obeh skupinah priblizno
iste starosti ter enakomerno razdeljeni po spolu in si medsebojno podobni, razen v fenotipu, ki ga

opazujemo, kar pa smo z naso raziskavo dosegli.

Vemo, da na razvoj DLB ne vpliva samo en gen, da je to multifakorska bolezen in da na razvoj

bolezni vpliva tudi okolje (slika 4).
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Slika 4: Genski dejavniki in dejavniki okolja, ki vplivajo na razvoj DLB (Slika je prirejena po:
Shiro Maeda. Do inflammatory cytokine genes confer susceptibility to diabetic nephropathy?
Kidney International 2008; 74: 413-415).

Odlocili smo se, da bomo raziskovali polimorfizme izbranih kandidatnih genov glede na poznavanje
patogeneze DLB v skladu s hipotezo, da obstaja povezava med polimorfizmi izbranih kandidatnih
genov in DLB. Ponovljivost tak$nih Studij, ki iSCejo gene ali genske regije, povezane z DLB, je
vprasljiva (97, 160), saj lahko ob ponovitvah raziskave pride do nasprotujocih se rezultatov glede

na kriterije vkljucitve preiskovancev.

V patogenezo DLB je vpleten tudi epigenetski molekularni mehanizem, kot je DNA metilacija,
kromatin histonska modifikacija, novejSe transkripcije nekodirane RNA (205, 206), kar pa jo z

taksno zasnovo raziskave ne proucujemo lahko pa vplivajo na dobljene rezultate.

Poznamo $e drugi tip genskih asociacijskih $tudij. Imenujemo jih presecne raziskave genoma (GWAS).
S takimi Studijami testiramo veliko polimorfizmov in genov. Rezultati so neodvisni od hipoteze,
pomembni sta statistiCna vrednost (p) in obcutljivost signala (202, 203, 204, 206). Prednost teh
raziskav je, da zajemajo vecje Stevilo preiskovancev in vecje Stevilo polimorfizmov, pri ¢emer je

zmanjs$ana pristranskost raziskovalcev.
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Studije GWAS so bile narejene na populaciji bolnikov s SB2 z namenom identificirati kandidatne
gene. Odkritih je preko 80.000 SNP (202). Raziskovalci najve¢ uporabljajo bazo/biobanko
podatkov, imenovano GoKin D (angl. Genetics of Kidneys in Diabetes), ki ima zbranih ve¢ kot 2,4
milijona SNP-jev (203). Vemo, da v pogostosti dolocenih kandidatnih genov za DLB obstajajo
razlike znotraj etni¢nih skupin, zato pridejo v postev take genomske presecne Studije, da lahko

primerjamo to gensko variabilnost znotraj dolocenega fenotipa.

Stevilo preiskovancev v §tudijah GWAS lahko naraste tudi na 200.000 posameznikov, ¢e prou-
¢ujemo alel z malo pogostostjo (MAF) ali ¢e imamo polimorfizem z majhnim OR. Pomanjkljivost teh
Studij je, da ima eventualni polimorfizem, ki je povezan z iskanim fenotipom, pri cemer je OR
majhen (> 1,33, redkeje je nad 3), majhno napovedno vrednost, prav tako tezje definiramo zanesljivo
fenotip (DLB) (82, 203). Za analizo genskih prese¢nih Studij potrebujemo Stevilne statisti¢ne teste,

ki so lahko izvor lazno pozitivnih rezultatov in obratno (82, 83, 205, 206).

Presecne genomske Studije se ve¢inoma izvajajo pod okriljem velikih konzorcijev, v drzavah, ki
imajo velik proracun za raziskave (ZDA, Kanada, Japonska, Kitajska, Velika Britanija, Nemcija,

Francija) zato te ne zajemajo Stevilnih drugih regij v Evropi, kot npr. Slovenije.

Nasa asociacijska raziskava ni del raziskave GWAS, je pa majhen mozaik v genski raziskavi
Slovencev, ki so del kavkaske populacije, narejene z namenom, da najdemo morebitno povezavo
izbranih polimorfizmov z DLB pri bolnikih s SB2 in poiS¢emo pogostost moznih oznacevalcev v

nasi populaciji.
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6. ZAKLJUCKI

V naSi asociacijski Studiji, ki je zajela 651 preiskovancev s SB2, smo pri§li do naslednjih

zakljuckov:

e Preiskovanci obeh skupin (DLB, kontrolna skupina brez DLB) so bili predebeli, saj so imeli

ITM vec kot 30.

e Preiskovanci obeh skupin so imeli neurejen krvni pritisk, preiskovanci z DLB pa zlasti povisane

sistolicne vrednosti.
e Preiskovanci obeh skupin so imeli neurejen lipidni status, zlasti vrednosti trigliceridov.
e Preiskovanci obeh skupin so imeli poviSan glikoliziran hemoglobin in glukozo na tesce.

Vsa zgoraj nasteta dejstva govorijo o tem, da imamo slabo izobraZene bolnike v smislu, kaj pomeni
zdrav Zivljenjski slog in kaj njim pomenita urejen krvni pritisk in urejena glikemija. Stanje bi lahko
popravili s pogostej$imi obiski diabeti¢nih dispanzerjev ali referenénih ambulant. Bolniki z znaki
DLB bi mogoce z dvojno kontrolo pri diabetologu in nefrologu dosegli Zelene cilje pocasnejSega

napredovanja kronicne ledvicne okvare. VpraSanje je le, ali imamo na razpolago dovolj specialistov.

e Ugotovili smo, da je s-cistatin C boljsi pokazatelj ledvicne funkcije kot oGF, izraCunan na

podlagi enacbe MDRD.

Slovenske smernice za klinicno obravnavo sladkorne bolezni tipa 2 iz leta 2016 Ze priporocajo
uporabo cistatina C v primerih, ko je izracun MDRD vprasljiv, zlasti v obmoc¢ju starosti pod 18 in
nad 75 let, v nosecnosti, ob malnutriciji ali debelosti, pri boleznih skeletnih miSic, pri para- ali
tetraplegiji, ob vegetarijanski prehrani, ob hitrih spremembah ledvicnega delovanja in jemanju

nekaterih zdravil.

e Ugotovili smo tudi, da je prisotnost diabeti¢ne retinopatije in diabeticne noge dober pokazatelj

prisotnosti DLB.

Ugotavljali smo tudi povezanosti izbranih polimorfizmov z diabeti¢no ledvi¢no boleznijo pri nasih

preiskovancih in prisli do naslednjih spoznanj:
e polimorfizma rs4340 in rs4341 gena za AK nista povezana z DLB
e polimorfizma rs699 in rs4762 gena za angiotenzinogen nista povezana z DLB

e polimorfizmi rs275651, rs931490, rs5182 in rs5186 gena receptorja tipa 1 za angiotenzin II

niso povezani z DLB
e polimorfizmi rs3087459, rs5370 in rs1476046 gena za endotelin 1 niso povezani z DLB.

e polimorfizem rs12762303 gena ALOXS ni povezan z DLB
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e polimorfizem rs3802278 gena ALOXS5AP je povezan z DLB.

To je prva asociacijska Studija doslej, ki povezuje rs3803278 gena ALOXSAP z DLB pri kavkaski
populaciji s SB2. Alel C (p = 0,006) se pojavlja pogosteje pri bolnikih z DLB. S pomoc¢jo
logisti¢ne regresije smo ugotovili, da imajo nosilci genotipa CC 3,14-krat vecjo verjetnost, da

zbolijo za DLB kot nosilci genotipa TT.

Glede na dobljene rezultate bi bil lahko polimorfizem rs3803278 genski oznacevalec za diabeti¢no

ledvi¢no okvaro pri kavkaski populaciji, kateri pripadamo tudi Slovenci.

Za uporabo tega odkritja v klini¢ni praksi z namenom zgodnjega odkrivanja DLB bi prisle v postev

dodatne genetske raziskave, ki bi imele vecjo mo¢ z vkljucitvijo veCjega Stevila preiskovancev.
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9. PRILOGE

9.1 ZIVLIENJEPIS

Rodila sem se 14. 4. 1960 v delavski druzini mami Eli in o&etu Stefanu Serugi.

Osnovno Solo sem obiskovala v Murski Soboti, prav tako srednjo Solo — Gimnazijo Jusa Kramarja.
Na Medicinsko fakulteto v Ljubljani sem se vpisala v Solskem letu 1978/79 in diplomirala junija
1985. Staz sem opravljala v Splosni BolniSnici M. Sobota in nato v mati¢ni ustanovi dobila
specializacijo iz interne medicine. Specialisticni izpit sem opravila aprila 1991. Nekaj let sem
delala na podroc¢ju nefrologije in dialize. Moja zelja je bila podrocje gastroenterologije in ta se mi
je po nekaj letih izpolnila. Magistrsko nalogo sem zagovarjala leta 1994 na Medicinski fakulteti v
Ljubljani, in sicer s podro&ja gastroenteologije, pod mentorstvom profesorja 1. Krizmana. Ze
naslednje leto sem pricela trimese¢no izpolnjevanje na podrocju ultrazvoka na univerzi Thomasa
Jeffersona v Filadelfiji, pod vodstvom profesorja Goldberga, in tecaj tudi uspesno zakljucila. Leta
1994 sem ze obiskala prvi svetovni kongres gastroenterologov v Los Angelesu, kjer sem sodelovala
s svojim posterjem, ki je nosil naslov »The Stomach Cancer in Slovenia — An Epidemiology
Study«. Naslednje leto smo s sodelavci nastopili na evropskem sreCanju gastroenterologov v
Berlinu s temo rak na debelem crevesu in danki. Od svoje prve zaposlitve naprej sem sodelovala v
Drustvu za boj proti raku Pomurja in ga eno mandatno dobo tudi vodila. V tem ¢asu smo uspes$no
izbojevali borbo za ustanovitev ambulante za bolezni dojk in za svoje delo sem leta 1998 prejela
srebrno plaketo Zveze slovenskih druStev za boj proti raku. Zaradi Zelje po Siritvi znanja iz
endoskopije sem se v letu 1997 dva meseca izpopolnjevala Se pri profesorju Soehendri v
Univerzitetni bolnici Hamburg — Eppendorf v letu 1997. Domov sem prinesla metodo ustavljanja
krvavitev iz varic poziralnika s pomocjo Sestih podvez. O prvih lastnih izku$njah sem porocala na
slovenskem zdruzenju gastroenterologov leta 1998 in z vecjo Studijo sodelovala Se na 2. kongresu
Zdruzenja internistov SZD leta 2005. S Studijskega potovanja v Nemciji sem prinesla domov tudi
novo metodo hranjenja prek perkutane endoskopske stome, ki je danes uveljavljena metoda
hranjenja pri bolnikih z nevroloskimi boleznimi, ki ne morejo pozirati. Po vrnitvi iz Amerike sem
leta 1996 sodelovala tudi na 1. podiplomskem tecaju iz abdominalne ultrazvocne diagnostike in
terapije na temo ultrazvok vranice. Leta 2011 nam je po dolgem ¢asu ponovno uspelo organizirati
UZ solo abdomna, kjer sem sodelovala s temo portalna hipertenzija. Kot ¢lan upravnega odbora
Sekcije za ultrazvok pri SZD sem si prizadevala za ustanovitev UZ Sole abdomna, ki bi sluzila kot
dodatno znanje za interniste in gastroenterologe, vendar ideja ni zazivela. V nasi bolni$nici smo
organizirali tec¢aj ultrazvoka leta 2016 pod okriljem WINFOCUS-a z namenom izobraziti mlade

specialiste za hitro diagnostiko urgentnih stanj z uporabo ultrazvoka.

Od leta 1995-2000 sem bila tajnik Pomurskega zdravniskega drustva. V tem ¢asu smo organizirali

135. letno skupscino Slovenskega zdravniskega drustva.
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Podrocje portalne hipertenzije in primarni tumorji jeter so mi bili v letih 2001 izziv, zato sem
dodatno znanje poiskala pri profesor Bolondiju v Bologni, kamor sem se pozneje veckrat vracala in

posiljala mlajSe kolege po dodatno znanje.

Leta 2003 sem bila prvi¢ izvoljena v naziv asistentke za interno medicino na Medicinski fakulteti v
Ljubljani in tri leta pozneje sem mandat uspesno ponovila. Leto dni pred izvolitvijo v naziv
asistenta za interno medicino sem zacela opravljati tudi vlogo glavnega mentorja za specializacijo

iz interne medicine in to opravljam $e danes s kriti¢énimi pripombami na potek specializacije.

Danes §irim svoje znane s podroc¢ja paliativne medicine in to vejo medicine vgrajujem v vsakdanje
delo v nasi bolnisnici in v Sloveniji. Znanje s tega podro¢ja medicine sem si nabirala leta 2009 pri

prof. F. Ferrisu v San Diegu, kjer sem prezivela en mesec.

Sodelovala sem pri izvedbi 2. Slovenskega kongresa o uporabi ultrazvoka, ki je bil marca 2009 v

Mariboru.

Ves Cas svoje poklicne poti zdravnika sem sodelovala tudi pri izobraZzevanju prebivalcev domace
regije prek lokalnega radia in lokalnih casopisov in neposredno prek predavanj za krajevne
skupnosti ali za ciljne skupine bolnikov. Tako in v tem smislu sta v soavtorstvu nastali tudi dve
knjigi z naslovom Dieta pri boleznih jeter, Zolca in vnetju trebusne slinavke in Prehrana pri
boleznih prebavil, in sicer leta 1998 in 1999. Ves Cas svoje poklicne poti sem si prizadevala
dokazovati, da je mogocCe ustvarjati in nekaj doprinesti k slovenski medicini tudi z drugega
skrajnega kota Slovenije, iz periferne bolnisnice M. Sobota. Vedno sem iskale izzive tudi na drugih
podrocjih medicine, tako smo leta 2006 uvedli intragastricni balon kot pomo¢ za hujsanje, vendar
se metoda kot taka ni prijela, ker ni bilo pla¢nika s strani zavarovalnice. Pet let sem opravljala
funkcijo vodje gastroenterologije in hepatologije v Splosni bolnisnici M. Sobota, vse do prihoda
mlajSe generacije, bila sem vodja pilotskega projekta paliativna oskrba bolnika. Naslov primarij mi
je bil dodeljen v mesecu juliju 2009, junija leta 2011 mi je bila priznana Se specializacija na podlagi
dela za podrocje gastroenterologije. Trenutno sem dejavna na podrodju paliativne medicine, saj
skupaj s slovenskim zdruzenjem za paliativno medicino, katerega ustanovitelj sem, orjemo ledino v
nasi drzavi. Opravljam tudi funkcijo regijskega predstavnika ZdravniSke zbornice Slovenije, in
sicer Ze drugi mandat. Sem c¢lan zdruZenja za klini¢no prehrano, ultrazvo¢ne sekcije ter zdruzenja

gastroenterologov Slovenije in zdruZenja za paliativno medicino.

9.2 ZAHVALA

Moje doktorsko delo presega delo, znanje in zmozZnosti posameznika, zato se zahvaljujem vsem,
vidnim in nevidnim posameznikom, ki so sodelovali z mano pri posameznih fazah raziskave.
Sodelovalo je veliko posameznikov in na listu papirja bi zmanjkalo prostora, da bi nastela vsakega

posebej, zato se iskreno zahvaljujem osebju diabetoloSkega dispanzerja SB M. Sobota, osebju
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biokemicnega in urinskega laboratorija SB M. Sobota, osebju endoskopskega odseka SB M. Sobota

in laboratoriju za molekularno genetiko Instituta za histologijo in embriologijo UKC Ljubljana.

Zahvaljujem se mentorjema, red. prof. dr. Danijelu Petrovicu, dr. med, in izr. prof. dr. Robertu
Ekartu, dr. med, za strokovno svetovanje in usmerjanje, predvsem pa za potrpezljivost in spodbudo
pri izvedbi doktorske naloge. Ne morem mimo kolegice asist. dr. Ines Cilensek, dipl. fiziot., dr. vet.

med. za moralno vzpodbudo in svetovanje, predvsem takrat, ko je Sel voz po poti navzdol.
Zahvaljujem se vsem bolnikom, ki so sodelovali v raziskavi in pridno hodili na kontrolne preglede.

Posebna zahvala hceri Ana Eli in teti Majdi, ki sta me spodbujali in prenasali slabo voljo tekom

doktorskega Studija.

Delo posve¢am ogetu STEFANU SERUGI, ki je ob pri¢akovanju mojega zakljutka doktorskega

Studija zal preminil.
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9.3 1IZJAVA DOKTORSKEGA KANDIDATA

UNIVERZA V MARIBORU

IZJAVA DOKTORSKEGA KANDIDATA

e
Podpisani-a jAjA & E”'U 9 /'L . vpisna Stevilka

izjavljam,

,(fq je doktorska 3iserfocijc z naslovom /QD/7 ﬁ(/ (Z %Z A/{/ / z/ éf/(/ S% / /%
OLIMORF(2({oU PE WASTAREU DIABETICOE IZE)/eVE
NOLEZL Pel 7505,,0! KIH s g 2
¢ rezultat lastnega raziskovalnega dela,

e da so rezultati korektno navedeniin
e da nisem kiSil-a avtorskih pravic in intelektualne lastnine drugih.

Podpis dokforskef—e kandidata-ke:
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