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POPIS OZNAKA | KRATICA (prema redoslijedu pojavljivanja u tekstu)

IGT poremecaj tolerancije glukoze (engl. Impaired glucose tolerance)

OGTT oralni test opterecenja glukozom (engl. Oral glucose tolerance test)

mmol/L milimol po litri

IFG poremecaj glikemije nataste (engl. Impaired fasting glucose)

ADA Americko dijabetolosko drustvo (engl. American Diabetes Association)

WHO Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)

IDF Medunarodna dijabetoloska federacija (engl. International Diabetes Federation)

HbAlc glikirani hemoglobin Alc

T2DM dijabetes melitus tip 2 / se¢erna bolest tip 2

ITM indeks tjelesne mase

HIV virus humane imunodeficijencije (engl. Human Immunodeficiency Virus)

ASCVD aterosklerotska kardiovaskularna bolest (engl. Atherosclerotic cardiovascular
disease)

MASLD steatoti¢ka bolest jetre povezana s metabolickim poremecajem (engl. Metabolic

Dysfunction-Associated Steatotic Liver Disease)

NEFA / FFA neesterificirane masne kiseline (engl. Non-esterified fatty acids / Free fatty

acids)

GLUT4 transporter glukoze tipa (engl. Glucose Transporter Type) 4

IRS 1 protein inzulinskog receptor-substrata (engl. Insulin receptor substrate) 1

PI3K fosfatidilinozitol 3-kinaza

PIP3 fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfat

PIP2 fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat

PKB protein kinaza B

GSK30/p protein kinaza sintaze glikogena (engl. Glycogen synthase kinase) 3 o/f

SHC protein homologan Src-u i kolagenu (engl. Src homology and collagen adaptor
protein)

MAPK mitogen-aktivirana protein kinaza

ERK ekstracelularnim signalom regulirana kinaza

TNF tumor-nekrotiziraju¢i faktor

GLP-1 glukagonu slican peptid (engl. Glucagon-like peptide) 1

GIP inzulinotropni polipeptid ovisan o glukozi (engl. Glucose-dependent

insulinotropic polypeptide)
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Americka agencija za hranu i lijekove (engl. U.S. Food and Drug
Administration)

inhibitori kotransportera natrija i glukoze (engl. Sodium-glucose co-transporter
inhibitors) 2

model procjene homeostaze za inzulinsku rezistenciju (engl. Homeostatic Model
Assessment of Insulin Resistance)

krajnji produkti uznapredovale glikacije (engl. Advanced glycation end
products)

reaktivni kisikovi spojevi (engl. Reactive oxygen species)
autofluorescencija tkiva koze (engl. Skin autofluorescence)

receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije (engl. Receptor for
advanced glycation end-products)

nuklearni transkripcijski faktor kappa B (engl. Nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells)

c-Jun N-terminalna kinaza

endokanabinoidni sustav (engl. Endocannabinoid system)
endokanabinoidni receptor 1

endokanabinoidni receptor 2
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receptori spregnuti s G proteinom (engl. G protein-coupled receptors)
receptori aktivirani proliferatorom peroksisoma (engl. The peroxisome

proliferator—activated receptors)
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retinoid X receptor
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Response Element)
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mediteranska prehrana (engl. Mediterranean diet)
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Europsko kardiolosko drustvo (engl. The European Society of Cardiology)



1. UvOD
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1.1. Definicija predijabetesa i dijagnosticki kriteriji

Predijabetes je kroni¢no reverzibilno metabolicko stanje obiljezeno poremecajem
metabolizma ugljikohidrata, pri ¢emu razine glikemije ne dosezu vrijednosti potrebne za
postavljanje dijagnoze dijabetesa (1, 2).

Pojam poremecaj tolerancije glukoze (engl. Impaired glucose tolerance, IGT) uveden
je u klinicku praksu u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) krajem 1970-ih i odnosio se
na metabolic¢ko stanje u kojem je vrijednost glikemije dva sata nakon testa oralnog optere¢enja
glukozom (engl. Oral glucose tolerance test, OGTT) iznosila izmedu 7,8 i 11,1 mmol/L, dok
su vrijednosti glikemije nataste bile ispod dijagnostickog praga za postavljanje dijagnoze
dijabetesa prema tadasnjim smjernicama (3). Pojam poremecéaj glikemije nataste (engl.
Impaired fasting glucose, IFG) u klinicku praksu je uveden 1997. godine i tada je definiran kao
vrijednost glikemije nataste izmedu 6,1 i 6,9 mmol/L. U osoba koje su zadovoljavale ove
dijagnosticke kriterije zabiljezen je povecan rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti (4).

U reviziji dijagnostickih kriterija iz 2003. godine, prema preporuci Americkog
dijabetoloskog drustva (engl. American Diabetes Association, ADA) smanjena je donja granica
raspona glikemije nataste za definiciju IFG-a s dotadasnjih 6,1 mmol/L na 5,6 mmol/L (5).
Unato¢ tome, Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation, WHO) i
Medunarodna dijabetoloSka federacija (engl. Internation Diabetes Federation, IDF) zadrzale
su u svojim smjernicama preporuku da se IFG definira vrijednostima glikemije nataste izmedu
6,11 6,9 mmol/L (6), zbog Cega i danas postoji bitna razlika u dijagnostickim kriterijima za
postavljanje dijagnoze IFG-a medu vode¢im svjetskim stru¢nim udruzenjima.

Od 1980-ih godina, glikirani hemoglobin Alc (HbAlc) predstavlja kljuéni biomarker u
pracenju kontrole glikemije u osoba s postavljenom dijagnozom dijabetesa. Razvoj i
implementacija programa za standardizaciju mjerenja HbAlc, doveli su do povecanja
pouzdanosti 1 usporedivosti rezultata medu laboratorijima Sirom svijeta, Sto je u konacnici
omogucilo i Siroku primjenu HbAlc kao jednog od dijagnostickih Kriterija za postavljanje
dijagnoze dijabetesa (7). Medunarodni stru¢ni odbor preporucio je kako se osobe s
vrijednostima HbA1c iznad gornje granice normale, ali ispod dijagnostickog praga za
postavljanje dijagnoze dijabetesa, smatraju skupinom populacije s visokim rizikom za razvoj
dijabetesa melitusa tip 2 (T2DM) te kako je to ciljana skupina u kojoj bi trebalo provoditi
ucinkovite intervencije radi prevencije ili odgode nastanka bolesti. Ova ciljana skupina s tzv.

,»graniénom hiperglikemijom* definirana je vrijednostima HbAlc izmedu 6,0 i 6,4%. Prema
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smjernicama ADA-e iz 2010. godine preporuceno je snizavanje donje granice dijagnosti¢kog
raspona HbAlc za postavljanje dijagnoze predijabetesa na 5,7%, s ciljem pravovremenog
identificiranja osoba s poremecenim metabolizmom glukoze i onih s povecanim
kardiovaskularnim rizikom (8). Medutim, WHO za sada nije sluzbeno preporucila primjenu
HbA1c medu testovima za postavljanje dijagnoze predijabetesa (7).

Odredivanje vrijednosti glukoze u klinickoj praksi odlikuje se niskom cijenom i Sirokom
dostupnoscu, no interpretacija rezultata ograni¢ena je izrazenom dnevnom varijabilnoscu i
nuznim osmosatnim gladovanjem pred uzorkovanje krvi. Nadalje, na rezultat mjerenja utje¢u
brojni ¢imbenici poput unosa hrane, tjelesne aktivnosti, akutne bolesti (infekcije), razine stresa,
kao i1 sama laboratorijska obrada uzorka, $to zahtijeva strogu preanaliticku kontrolu (1, 9).
Dodatno, kod odredivanja vrijednosti glukoze u sklopu OGTT-a vazna je odgovarajuca
prethodna prehrana, buduéi da restrikcija ugljikohidrata nekoliko dana pred provodenje testa
moze dovesti do lazno poviSenih postprandijalnih vrijednosti i posljedi¢no lazno pozitivnog
nalaza (1, 10). Nasuprot tome, odredivanje HbA1c omogucuje prakti¢niju i stabilniju procjenu
kroni¢ne izlozenosti hiperglikemiji tijekom prethodnih priblizno 120 dana, bez potrebe za
prethodnim gladovanjem i uz manju podloznost utjecaju gore navedenih akutnih ¢imbenika i
kratkoro¢nih promjena. Ipak, kao neizravni pokazatelj glikemije, HbAlc moze biti znac¢ajno
izmijenjen u stanjima koja utje¢u na koncentraciju hemoglobina ili Zivotni vijek eritrocita,
ukljucujuéi anemiju, hemoglobinopatije, nadomjestanje bubrezne funkcije hemodijalizom,
lijeCenje eritropoetinom te odredene genetske varijante, zbog Cega klinicku primjenu
odredivanja HbA ¢ treba tumaditi u Sirem klinickom kontekstu (1).

Prema posljednjim smjernicama ADA-e predijabetes se definira prisutno$¢u povisenih
vrijednosti glikemije nataste (5,6-6,9 mmol/L) i/ili poremecaja tolerancije glukoze u OGTT-u
(7,8-11,0 mmol/L 2 sata nakon unosa glukoze) i/ili povisenim vrijednostima glikiranog
hemoglobina (5,7-6,4 %) (1), dok se aktualne smjernice za postavljanje dijagnoze predijabetesa
od strane WHO-a temelje na procjeni IGT i/ili IFG. lako se oba stru¢na udruzenja slazu oko
referentnih vrijednosti u slucaju IGT-a, ADA preporucuje nizi prag vrijednosti za definiranje
IFG-a u usporedbi sa smjernicama WHO-a (1, 7, 11). Izmjena dijagnostickih kriterija
predlozena od strane ADA-e rezultirala je porastom prevalencije predijabetesa na globalnoj
razini. Jedno od obrazloZenja za ovu izmjenu bilo je nastojanje da se unutar populacije s
predijabetesom postigne veéa uravnotezenost U zastupljenosti osoba s IFG-om i IGT-om.
Medutim, navedena je promjena istodobno otvorila opseznu 1 jo§ uvijek otvorenu stru¢nu

raspravu, osobito imajuci u vidu ¢injenicu da WHO nije prihvatila navedene izmjene sugerirane
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od strane ADA-e. Slijedom toga, u literaturi postoje opre¢na stajaliSta o metodoloskoj i
klini¢koj opravdanosti snizavanja grani¢nih vrijednosti IFG-a u procjeni rizika buducega
razvoja T2DM (1).

IFG definiran prema ADA-inim kriterijima danas predstavlja najzastupljeniji oblik
disglikemije. Ipak, upravo je snizavanje granic¢ne vrijednosti za postavljanje dijagnoze IFG-a
predmet kontinuiranih prijepora u znanstvenoj zajednici, ponajprije zbog zapazanja da je stopa
progresije prema T2DM u osoba s dominantno inzulinskom rezistencijom jetre, koja je obiljezje
IFG-a, niza nego u osoba u kojih prevladava inzulinska rezistencija skeletne muskulature,
karakteristi¢na za IGT. U tom je kontekstu iznesena pretpostavka da inzulinska rezistencija
skeletnih misi¢a predstavlja primarni poremecéaj u razvoju T2DM. Medutim, premda je
inzulinska rezistencija skeletne muskulature nedvojbeno vazan ¢imbenik rizika, istodobno
postoje argumenti kako je u srediStu patofiziologije hiperglikemije u sklopu T2DM zapravo
jetrena, a ne miSi¢na inzulinska rezistencija. Dodatno, funkcija -stanica narusena je ve¢ u fazi
IFG-a, pri ¢emu se stupanj disfunkcije progresivno pogorSava s porastom koncentracije glukoze
u plazmi nataste. U tom se smislu IFG moze promatrati kao rani metabolicki pokazatelj pocetne
progresije rizika, koja s vremenom moze voditi prema IGT-u i, kona¢no, prema razvoju T2DM
(12).

Upravo zbog €injenice da se dijagnosticki kriteriji 1 terminologija vezana uz predijabetes
znatno razlikuju medu razli¢itim svjetskim stru¢nim organizacijama, nuzan je oprez prilikom
tumacenja i prikazivanja podataka o globalnoj prevalenciji i incidenciji predijabetesa (11).
Vazno je istaknuti da zasad ne postoji jedinstvena definicija predijabetesa koja bi bila
univerzalno prihvacena u istrazivackoj i zdravstvenoj zajednici (12). Dijagnosticki kriteriji za
postavljanje dijagnoze predijabetesa, koji proizlaze iz rezultata epidemioloskih, patofizioloSkih
i intervencijskih istrazivanja, koja su utvrdila povezanost s vjerojatno$¢u razvoja T2DM i

povecan rizik za razvoj kardiovaskularnih komplikacija, prikazani su u Tablici 1.
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Tablica 1 Kriteriji za postavljanje dijagnoze predijabetesa sukladno smjernicama ADA-e
odnosno WHO-a (1,2,7).

Parametar ADA WHO
HbAlc (%) 57-64 /
glikemija nataste (mmol/L) 5,6-6,9 6,1-6,9
glikemija u OGTT-u — nakon 2h (mmol/L) 7,8-11,0 7,8-11,0

Kratice: ADA — Americka dijabetoloska organizacija (engl. American Diabetes Association);
WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation); HbAlc —
glikirani hemoglobin Alc; OGTT — oralni test opterecenja glukozom (engl. Oral glucose
tolerance test)

Vrijednosti IFG-a i IGT-a ne moraju nuzno istodobno biti patoloske u istog bolesnika
da bi se postavila dijagnoza predijabetesa. Prema smjernicama ADA-e, za postavljanje
dijagnoze dovoljno je odstupanje u barem jednom od navedenih testova, $to znaci da ¢e u nekih
bolesnika predijabetes biti prepoznat na temelju izoliranog IFG-a, a u drugih na temelju
izoliranog 1GT-a. Iako globalno rjede koristen u probiru predijabetesa u klinickoj praksi,
HbAlc je prakti€an i stabilan pokazatelj dugoro¢nije glikemijske izloZenosti, no ne identificira
nuzno istu populaciju kao IFG ili IGT te ima ograni¢enja povezana s etni¢kim, rasnim 1 spolnim
razlikama, uz ranije spomenutu ograni¢enu primjenu u stanjima koja mijenjaju zivotni vijek
eritrocita ili proces glikacije hemoglobina (1, 11, 13-14).

Objasnjenje ¢injenice da WHO nije uvrstila HbAlc kao jedan od testova u sklopu
probira u postavljanju dijagnoze predijabetesa, osim gore navedenog, moze se pronaéi i U
Cinjenici da je HbAlc ograni¢eno dostupan u slabije razvijenim zemljama kao i u tome §to u
odredenoj mjeri ovisi o etni¢koj i rasnoj pripadnosti (2, 11, 15). Velike studije usmjerene na
prevenciju dijabetesa, ukljuuju¢i veliku multicentri¢nu studiju ,, Diabetes Prevention
Program * i follow-up studiju ,, Diabetes Prevention Program Outcomes Study “, nisu Koristile
HbA1c kao jedan od kriterija pri ukljucenju ispitanika, no treba napomenuti kako u vrijeme
pokretanja spomenutog istrazivanja HbAlc jo§ nije bio standardizirana mjera za procjenu
glukoregulacije. Unato¢ tome, naknadne analize podataka dobivenih u sklopu navedenih
studija, pokazale su da je inicijalna vrijednost HbA lc¢ bila snazan i neovisan prediktor rizika za
razvoj T2DM-a (16, 17).

Oslanjanje isklju¢ivo na IFG za postavljanje dijagnoze predijabetesa dovelo bi do
propusta u prepoznavanju velikog broja osoba s visokim rizikom, koje imaju izolirani IGT, a

koji se moze dijagnosticirati isklju¢ivo na temelju odredivanja vrijednosti glukoze u plazmi
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tijekom OGTT-a. Time bi se potencijalno propustilo rano razdoblje kada su potencijalne
mogucénosti za (ne)farmakoloske intervencije najucinkovitije (18).

Rezultati sustavnog pregleda i metaanalize Sathisha i sur. upucuju na to da ucinak
konvencionalnih intervencija usmjerenih na promjenu zZivotnog stila na incidenciju T2DM nije
jednak medu razlicitim fenotipovima predijabetesa. Statisticki znacajno smanjenje rizika
zabiljezeno je u osoba s izoliranim IGT-om te u onih s istodobno prisutnim IFG-om uz IGT,
dok takav ucinak nije potvrden u osoba s izoliranim IFG-om. Uocene razlike u smanjenju rizika
vjerojatno se ponajprije mogu objasniti razlikama u patofizioloSkim obiljezjima pojedinih
fenotipova predijabetesa. Naime, osobe s izoliranim IFG-om Kkarakterizira smanjeno rano
luc¢enje inzulina uz istodobno povecanu inzulinsku rezistenciju jetre, dok je fenotip izoliranog
IGT-a obiljezen smanjenim ranim i kasnim lu¢enjem inzulina te pojacanom inzulinskom
rezistencijom skeletnih miSi¢a. Fenotip IFG + IGT obuhva¢a kombinaciju navedenih
patofizioloskih poremecaja. Navedene razlike izmedu osoba s IGT-om i i-IFG-om upucuju na
moguénost da za ucinkovito sprjeCavanje progresije u T2DM mogu biti potrebni razli¢iti
terapijski pristupi (19).

Prema trenutno globalno prihvaéenoj definiciji, IGT se moze dijagnosticirati isklju¢ivo
mjerenjem koncentracije glukoze u plazmi dva sata nakon oralnog opterecenja
standardiziranom koli¢inom glukoze, pri ¢emu se vrijednosti izmedu 7,8 i 11,0 mmol/L
smatraju dijagnostickima za IGT (20). Stoga postoji Snazna znanstvena i javnozdravstvena
osnova za preporuku koristenja OGTT-a u probiru i dijagnosticiranju predijabetesa, osobito u
srednje i nisko razvijenim zemljama. Osim ve¢ spomenutih ograni¢enja koristenja HbAlc,
provodenje OGTT-a od strane educiranog nemedicinskog osoblja predstavlja ekonomski
isplativiju opciju. Pravodobno prepoznavanje osoba s IGT-om otvara prostor za prevenciju ili
odgodu razvoja T2DM-a, posebice s obzirom na to da rana uspostava odgovarajuce regulacije
glikemije dokazano pridonosi smanjenju dugorocnog rizika od mikrovaskularnih i/ili
makrovaskularnih komplikacija te ukupne smrtnosti (21, 22).

Preporuke ADA-e redovito se azuriraju u skladu s najnovijim znanstvenim spoznajama
te se smatraju Siroko prihvac¢enima na globalnoj razini u odnosu na ostale relevantne izvore. S
obzirom na postojanje razli¢itih dijagnostickih kriterija za postavljanje dijagnoze predijabetesa,
ne iznenaduje Cinjenica da se brojnost populacije oboljele od predijabetesa znatno razlikuje

ovisno o izvoru (11).
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1.2. Epidemiologija predijabetesa

Postoji djelomi¢no preklapanje izmedu populacija oboljelih od predijabetesa
obuhvacenim pojedinim dijagnostickim testom; samo 20 do 25 % osoba s IGT-om istovremeno
zadovoljava i dijagnosti¢ke kriterije za IFG, dok izmedu 30 i 45 % osoba s IFG-om zadovoljava
i dijagnosticke kriterije za IGT (23). Procjene prevalencije predijabetesa u odrasloj populaciji
u dobi izmedu 20 do 79 godina pokazuju znacajne regionalne razlike, ali jasne rastuce globalne
trendove.

U 2024. godini, oko 634,8 milijuna odraslih osoba u svijetu (oko 12,0 % odrasle
populacije izmedu 20 i 79 godina) imalo je IGT, pri ¢emu je dobno standardizirana prevalencija
bila najvisa u Jugoisto¢noj Aziji, a najniza u Europi. U istoj godini, oko 487,7 milijuna odraslih
osoba u svijetu (oko 9,2 % odrasle populacije) imalo je IFG, pri ¢emu je dobno standardizirana
prevalencija bila najviSa u regijama Sjeverne Amerike i Kariba, a najniza u Europi. Predvida se
da ¢e do 2050. godine broj odraslih s IGT-om porasti na 846,5 milijuna, $to predstavlja oko
12,9 % odrasle populacije, dok ¢e broj odraslih s IFG-om porasti na 647,5 milijuna, odnosno
oko 9,8 % odrasle populacije na globalnoj razini (24). Regionalne procjene prevalencije IGT-a

i IFG-a u odrasloj populaciji izmedu 20 i 79 godina za 2024. godinu prikazane su na Slici 1.
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o Azija i Australija
IGT: 397M (13,6%)
| IFG: 289M (9,9%)

Bliski istok i

Sjeverna Afrika

IGT: 50M (11%)
IFG: 36M (8%)

Slika 1. Regionalne procjene prevalencije IGT-a i IFG-a u odrasloj populaciji izmedu 20 i 79
godina za 2024. godinu prikazane ukupnim brojem i postotkom odraslih osoba koji prema
vrijednosti IGT-a i IFG-a zadovoljavaju kriterije za dijagnozu predijabetesa. IGT je definiran
kao vrijednost glukoze u plazmi dva sata nakon oralnog optere¢enja glukozom izmedu 7,8 i
11,0 mmol/L. IFG je definiran kao glukoza nataste u plazmi izmedu 6,1 i 6,9 mmol/L. Kratice:
M — milijun; IFG — poremecaj glukoze nataste (engl. Impaired fasting glucose); IGT —
poremecaj tolerancije glukoze (engl. Impaired glucose tolerance). Napravljeno u
https://BioRender.com.

Neovisno o dijagnostickom kriteriju, biljeZi se znafajan porast prevalencije
predijabetesa u posljednjih nekoliko godina. Ukoliko pogledamo podatke za 2021. godinu,
sukladno izvjeStaju IDF-a objavljenom u 10. izdanju DijabetoloSskog atlasa, u odrasloj
populaciji izmedu 20 i 79 godina starosti prevalencija IGT-a iznosila je 9,1 %, dok je
prevalencija IFG-a bila 5,8 % (25). Dodatno, u gore navedenim podatcima kao referentne
vrijednosti IFG-a i IGT-a u postavljanju dijagnoze predijabetesa uzete su one prema
preporukama WHO-a, a ne prema nesto ,,strozim* preporukama ADA-e, tako da je stvaran broj
oboljelih od predijabetesa vjerojatno bio i veci (23, 24).

Globalne procjene prevalencije predijabetesa temeljenog na odredivanju HbAlc

trenutatno ne postoje, dijelom zbog ograniene primjene ovog pokazatelja u mnogim
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zemljama, $to je posljedica njegove relativno visoke cijene, nedostupnosti u svim podrucjima
svijeta, te smanjene pouzdanosti u odredenim populacijama (2).

Unato¢ znacajnim pomacima U ukupnom broju zemalja koje su objavile izvorne podatke
o prevalenciji IGT-a i IFG-a, $to je smanjilo potrebu za ekstrapolacijom podataka u odnosu na
prethodno izdanje Dijabetoloskog atlasa, i dalje se radi o0 manje od polovice — priblizno 40%
od ukupnog broja zemalja. Prevalencija IGT-a i IFG-a razmatrana je zasebno (rijetke su zemlje
i dijabetoloska udruzenja uopée izvjestavali o zajednickoj prevalenciji) te nije bilo mogucnosti
pouzdano izra¢unati globalnu prevalenciju predijabetesa (uz IGT i IFG, temeljenu i na izracunu
HbALc) jer su takvi udruzeni podaci dostupni tek za mali broj zemalja (24).

Prema klasifikaciji Svjetske banke za 2024. godinu, dobno standardizirana prevalencija
IGT-a bila je najvisa u zemljama sa srednjim dohotkom (12,3%), a najniza u zemljama sa
visokim dohotkom (10,4%). Kada je rije¢ o IFG-u, najveca prevalencija takoder je zabiljezena
u zemljama sa srednjim dohotkom (9,5%), dok su zemlje s niskim dohotkom imale nizu stopu
prevalencije (6,7%). Ocekuje se da ¢e prevalencija i IGT-a i IFG-a porasti u svim kategorijama
dohotka populacije prema klasifikaciji Svjetske banke, pri cemu se najveéi relativni porast broja
osoba s predijabetesom oéekuje u zemljama s niskim dohotkom. Procjenjuje se da ¢e ukupan
broj osoba s IGT-om u zemljama s niskim dohotkom porasti za 130% do 2045. godine, u
usporedbi s porastom od 38% u zemljama sa srednjim dohotkom i 8% u zemljama s visokim
dohotkom. U slucaju IFG-a procjenjuje se porast prevalencije od 122% u zemljama s niskim
dohotkom, 41% u zemljama sa srednjim i 6% u zemljama s visokim dohotkom (23, 26).

Prema podatcima IDF-a za europsku regiju u 2024. godini, u skupini odraslih osoba od
20 do 79 godina, IGT imalo je oko 45,9 milijuna osoba (6,2 %), dok je IFG imalo oko 39,7
milijuna osoba (5,3%). Do 2050. godine predvida se porast prevalencije IGT-a na 6,2 % te IFG-
a na 5,7 %, Dodatno, procjenjuje je kako je u 2024. godini bilo oko 22 milijuna osoba koje
boluju od Secerne bolesti medutim ista nije dijagnosticirana niti pra¢ena od strane zdravstvenog
sustava. S obzirom na visoku prevalenciju i velik broj oboljelih, predijabetes predstavlja
znacajan javnozdravstveni problem u europskoj regiji te vazan ¢imbenik rizika za razvoj T2DM
i njezinih komplikacija koje znacajno opterecuju zdravstvene sustave, povecavaju troskove
zdravstvene skrbi te negativno utjeu na kvalitetu zivota i smrtnost stanovniStva (26).

Prevalencija IGT-ai IFG-a sli¢na je medu muskarcima i Zenama. IGT je ¢e$¢i u urbanim
nego u ruralnim podru¢jima, dok prevalencija IFG-a nije pokazivala razlike s obzirom na mjesto
stanovanja (23). Poznato je kako je viSa stopa urbanizacije povezana i s ve¢om prevalencijom

pretilosti i T2DM-a. Ve¢i udio sjedilackog nacdina zivota i prihvaéanje ,,zapadnjackih®
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prehrambenih obrazaca moze objasniti povezanost urbanizacije s loSijim cjelokupnim
kardiometabolickim zdravljem populacije (23, 27).

Brojne epidemioloske studije pokazuju da je prevalencija predijabetesa i rizik za razvoj
T2DM-a visi u pojedinim rasnim i etnickim skupinama, ukljucujuéi osobe africkog, americko-
indijanskog, juznoazijskog i latinoamerickog podrijetla, u usporedbi s bijelom populacijom.
(11, 28).

Na ucestalost predijabetesa utjece slozena kombinacija ¢imbenika kao §to su ocekivani
zivotni vijek, socioekonomski status, dostupnost zdravstvenih usluga, razina obrazovanja,
izloZenost bolestima i javnozdravstvenim kampanjama te regionalna stopa pretilosti (29, 30).
Daljnjom urbanizacijom populacije diljem svijeta postaju imucnije, imaju bolji pristup
raznovrsnijoj prehrani, zdravstvenoj skrbi i obrazovanju te dulje zive. Buduéi daljnji razvoj
naj¢esc¢e podrazumijeva i modifikaciju tradicionalnog u ,,zapadnjacki stil zivota oéekuje se
daljnji porast globalne prevalencije predijabetesa, prije svega u slabije razvijenim zemljama i

zemljama u razvoju (11).
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1.3. Probir i dugoro¢ni ishodi bolesnika s predijabetesom

Probir na predijabetes i T2DM preporucuje se provoditi na temelju procjene ¢imbenika
rizika ili primjenom validiranih kalkulatora rizika, osobito u asimptomatskih odraslih osoba s
prekomjernom tjelesnom masom (ITM izmedu 25 i 30 kg/m?) ili pretiloséu (ITM > 30 kg/m?)
koje imaju dodatne ¢imbenike rizika. Medu najvaznijima su pozitivna obiteljska anamneza,
arterijska hipertenzija, dislipidemija, kardiovaskularna bolest, sindrom policisti¢nih jajnika,
tjelesna neaktivnost te stanja povezana s inzulinskom rezistencijom. U osoba bez navedenih
¢imbenika rizika probir se preporucuje zapoceti u dobi od 35 godina, uz ponavljanje najmanje
svake tri godine ako su nalazi uredni, odnosno ¢es¢e u sluc¢aju promjene rizi¢nog profila. Za
probir se mogu koristiti mjerenja IGT-a, IFG-a ili HbAlc. U djece i adolescenata probir se
razmatra nakon pocetka puberteta ili nakon navrSene desete godine Zivota u prisutnosti
prekomjerne tjelesne mase ili pretilosti te dodatnih ¢imbenika rizika, dok posebnu pozornost
zahtijevaju osobe iz visokorizi¢nih skupina, ukljuujuéi one s gestacijskim dijabetesom u
anamnezi, HIV infekcijom ili izlozenosc¢u lijekovima (npr. terapija glukokortikoidima) koji
povecavaju rizik za poremecaje glikemije (1).

U klinickoj praksi razvijeni su brojni bodovni sustavi za procjenu rizika razvoja
poremecaja metabolizma glukoze, medu kojima je jedan od najcesce koriStenih Finski bodovni
sustav (engl. Finnish Diabetes Risk Score, FINDRISC). Spomenuti upitnik validiran je u vise
zemalja te se pokazao pouzdanim alatom za probir i prepoznavanje osoba s povecanim
desetogodis$njim rizikom za razvoj predijabetesa i T2DM-a. Rijec je o jednostavnom, brzom i
lako primjenjivom alatu u svakodnevnoj klini¢koj praksi koji procjenjuje rizik na temelju
nekoliko ¢imbenika, ukljucuju¢i dob, ITM, razinu tjelesne aktivnosti, unos voca 1 povr¢a,
anamnezu arterijske hipertenzije, prethodno utvrdenu hiperglikemiju te obiteljsku anamnezu
Secerne bolesti. Na temelju ostvarenog broja bodova ispitanici se svrstavaju u pet kategorija
rizika za razvoj T2DM-a tijekom sljedecih deset godina: nizak, blago povisen, umjeren, visok
i vrlo visok rizik (31-33).

Recentna meta-analiza Richtera i sur. pokazala je da je kumulativna incidencija T2DM-
a tijekom petogodisnjeg razdoblja iznosila 39 % u osoba s IGT-om te izmedu 18 % (prema
kriterijima ADA-e) i 26 % (prema kriterijima WHO-a) u osoba s IFG-om. Ista studija takoder
je pokazala da je prisutnost IGT-a i IFG-a, ovisno o primijenjenim dijagnostickim kriterijima,
povezana s Cetiri do pet puta ve¢im rizikom od razvoja T2DM-a u usporedbi sa stanjem

normoglikemije (34). Rizik progresije razlikuje se medu pojedinim fenotipskim oblicima
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predijabetesa. Najveca incidencija zabiljezena je u osoba s kombiniranim IFG-om i IGT-om,
zatim u onih s izoliranim IGT-om, dok izolirani IFG nosi najmanji rizik progresije u T2DM,
bez znacajnih geografskih razlika u navedenim obrascima (34).

Velika multicentri¢na studija na razini Europske Unije ,, IMI DIRECT* (engl. Innovative
Medicines Initiative - Diabetes Research on Patient Stratification Consortium), pokazala je da
osobe koje ispunjavaju dva od triju (bilo koja dva od IFG, IGT ili povisenih vrijednosti HbA1c)
dijagnostickih kriterija za poremecaj glukoregulacije imaju visu stopu napredovanja prema
T2DM-u od osoba koje ispunjavaju samo jedan kriterij, dok je u osoba koje ispunjavaju sva tri
kriterija ta stopa jo$ visa (35).

U klinickom razmatranju dugoro¢nih ishoda u bolesnika s predijabetesom, vazno je
istaknuti da regresija glikemije u referentne (normoglikemijske) vrijednosti predstavlja klinicki
znacajan ishod, bududi je povezan sa smanjenim rizikom od razvoja T2DM-a i pojave kroni¢nih
mikrovaskularnih i makrovaskularnih komplikacija (36). Vise prospektivnih kohortnih studija
pokazalo je da se u znacajnog udjela bolesnika s predijabetesom u periodu pra¢enja ponovno
uspostavlja normoglikemija, pri ¢emu su stope regresije na normalne vrijednosti glikemije ¢esto
¢ak i vece od stopa progresije prema T2DM-u (37, 38). Iako se opcenito U znac¢ajnom udjelu
osoba s predijabetesom ostvaruje regresija u stanje normoglikemije, udio pojedinaca u kojih
vrijednosti glukoze ostaju u dijagnostickim kriterijma za predijabetes znatno varira medu
razli¢itim populacijama (39, 40).

Dijagnoza predijabetesa definirana prema IFG-u ili 1IGT-u, ali ne prema HbAlc,
povezana je s povecanim rizikom od smrtnosti od svih uzroka u rasponu od 8 do 25% u odnosu
na kontrole. Ova se razlika moze djelomi¢no objasniti ograni¢enim brojem istrazivanja koja
koriste HbAlc kao kriterij za postavljanje dijagnoze predijabetesa, te Cinjenicom da poviSene
vrijednosti HbAlc vjerojatno predstavljaju manje precizan indikator hiperglikemije u osoba s
blago poviSenim razinama glukoze, nego $to je to slucaj kod osoba s manifestnim T2DM (41,
42). Za usporedbu, nedavne studije pokazale su da je rizik od smrtnosti od svih uzroka u osoba
s T2DM-om bio izmedu 60 i 100% veci u odnosu na osobe bez dijabetesa (41). Ukupna veli¢ina
ucinka bila je veca za predijabetes definiran prema IGT-u nego za predijabetes definiran prema
IFG-u ili prema HbAlc, Sto upuéuje na potencijalno vecu vrijednost OGTT-a u identifikaciji
bolesnika s predijabetesom s visokim rizikom (42).

Predijabetes definiran prema kriterijima IFG-a, IGT-a ili HbAlc takoder je pokazao

pozitivhu povezanost s rizikom od kardiovaskularne smrtnosti te s pojavom razli¢itih
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kardiovaskularnih ishoda, ukljucujuc¢i koronarnu bolest srca, mozdani udar, sré¢ano zatajenje i
fibrilaciju atrija (42).

Meta-analize opservacijskih studija pokazale su da bolesnici srednje Zivotne dobi s
predijabetesom imaju povecan rizik od aterosklerotskih kardiovaskularnih bolesti (engl.
Atherosclerotic cardiovascular disease, ASCVD) i sr¢anog zatajenja, neovisno o progresiji
poremecaja metabolizma glukoze u manifestni T2DM (43, 44).

Predijabetes se Cesto pojavljuje udruzen s nizom metaboli¢kih i kardiovaskularnih
Cimbenika rizika, ukljuujuéi pretilost, arterijsku hipertenziju, dislipidemiju, inzulinsku
rezistenciju, o$teCenu bubreznu funkciju, albuminuriju, steatoticku bolest jetre povezanu s
metaboli¢kim poremecajem (engl. Metabolic Dysfunction-Associated Steatotic Liver Disease,
MASLD), ishemijsku bolest srca i kroni¢no sr¢ano zatajenje. Visoka stopa pridruzenih brojnih
komorbiditeta u osoba s predijabetesom znacajno povecava rizik za razvoj kroni¢nih bolesti i
stopu prijevremenog mortaliteta (45).

Dokazi za jasnu povezanost predijabetesa s klasicnim dijabetickim mikrovaskularnim
komplikacijama, osobito retinopatijom viseg stupnja, manje su konzistentni nego za manifestni
T2DM (46, 47). S druge strane, sve je vise dokaza koji upucuju na veéu ucestalost perifernih
(48, 49) i autonomnih (50) neuropatskih promjena ve¢ u fazi predijabetesa.

Takoder je utvrdena povecana incidencija nekoliko vrsta malignih bolesti u osoba s
predijabetesom, primjerice rak jetre, hepatocelularni karcinom i rak dojke (42). U bolesnika s
predijabetesom postoji veéi rizik od razvoja demencije (ukljucuju¢i demenciju svih uzroka,
Alzheimerovu i vaskularnu demenciju) u odnosu na osobe bez poremecaja metabolizma
glukoze (51). Nasuprot tome, nije utvrdena znacajna povezanost izmedu predijabetesa i
kognitivnog oSteéenja ili depresivnih simptoma, iako su za osobe s T2DM-om zabiljezeni
povecani rizici za razvoj oba navedena stanja (52, 53). Moguce je da je za razvoj depresivnih
simptoma ili klinicke depresije potrebna izrazenija hiperglikemija od one koja se uocava u
bolesnika s predijabetesom, dok su razlike u podacima koji se odnose na demenciju i kognitivno
oStecenje slozenije za tumacenje. Ipak, valja napomenuti da su dostupne meta-analize temeljene
na ograni¢enom broju primarnih studija (42).

Snaga povezanosti izmedu predijabetesa i razlicitih klinickih ishoda znacajno varira
ovisno o koristenom alatu (test) za postavljanje dijagnoze predijabetesa, pri ¢emu se najjace
povezanosti uo¢avaju za predijabetes definiran prema vrijednostima HbAlc (izmedu 5,7 i 6,4
%), dok su najslabije povezanosti zabiljeZzene za predijabetes definiran prema vrijednostima

glukoze nataste izmedu 5,6 i 6,9 mmol/L (54). Definicija predijabetesa prema ADA-inim
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kriterijima, koja se temelji na IFG-u, pokazuje visoku osjetljivost te obuhvaéa veé¢i udio
populacije (prevalencija oko 56 %). Nasuprot tome, predijabetes definiran isklju¢ivo prema
vrijednosti HbAlc pokazuje vecu specifi¢nost, obuhvaca manji broj osoba (prevalencija je oko
18 %), ali one imaju veci rizik od nepovoljnih ishoda (55). Dijagnosticiranje predijabetesa
temeljeno na vrijednostima HbALlc pokazalo je ja¢u povezanost s pojavom komplikacija, a
povecani rizik za razvoj komplikacija u tako definiranoj populaciji neovisan je o naknadnoj
progresiji u T2DM (56).

Rezultati 30-godisnjeg pracenja pokazali su da intervencije usmjerene na promjenu
zivotnog stila u osoba s poremecenim metabolizmom glukoze znacajno odgadaju razvoj
T2DM-a. Uz smanjenje incidencije bolesti, zabiljezeno je i zna¢ajno smanjenje ucestalosti
kardiovaskularnih dogadaja, mikrovaskularnih komplikacija te kardiovaskularne i ukupne
smrtnosti. Sudionici koji su bili uklju¢eni u intervencijske programe imali su i dulji o¢ekivani
zivotni vijek u usporedbi s kontrolnom skupinom. Dobiveni rezultati potvrduju da dugorocne
koristi promjena zivotnog stila nadilaze samu kontrolu glikemije te ukljucuju smanjenje
najvaznijih komplikacija T2DM-a i poboljsanje ukupnog prezivljenja. Navedeni nalazi pruzaju
snaznu potporu daljnjoj provedbi i Sirenju preventivnih programa temeljenih na promicanju
zdravih zivotnih navika, osobito medu osobama s predijabetesom i visokim rizikom za razvoj
T2DM-a (40).
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1.4. Etiologija i patofiziologija predijabetesa

Visoka, ali nepotpuna podudarnost T2DM-a medu jednojajcanim blizancima upucuje
na snaznu ulogu nasljednih Cimbenika, dok nepotpuna konkordancija potvrduje vaznost
okolis$nih i epigenetskih ¢imbenika (57). U skladu s tim zapaZanjima, brojne genetske studije
identificirale su razli¢ite genske lokuse povezane s funkcijom B-stanica gusterace, skeletnih
miSica 1 masnog tkiva (58, 59). Medutim, do sada poznate specifi¢ne genetske varijante
objasnjavaju manje od 20% ukupnog rizika za razvoj T2DM-a (60).

Razli¢iti demografski ¢imbenici, poput dobi, spola, etni¢ke pripadnosti i porijekla mogu
doprinijeti pove¢anom riziku za razvoj predijabetesa (61). Nadalje, brojni okolisni ¢imbenici i
nacin zivota mogu potaknuti progresiju od normoglikemije prema predijabetesu i T2DM-u, pri
¢emu rano dijagnosticiranje i intervencija dokazano mogu modificirati taj tijek (62). Osim toga,
intestinalna disbioza — abnormalni sastav crijevne mikrobiote — modificira otpustanje
kratkolancanih slobodnih masnih kiselina, proteina, vitamina i zu¢nih kiselina u cirkulaciju, $to
takoder moze pridonijeti razvoju inzulinske rezistencije, odnosnu razvoju predijabetesa i
progresiji u T2DM (63).

Inicijalne promjene u razvoju inzulinske rezistencije ogledaju su u promjenama sastava
masnog tkiva — dolazi do infiltracije makrofaga u masno tkivo $to doprinosi njegovoj
disfunkciji. Disfunkcionalno masno tkivo karakterizira razvoj lokalne upale, inzulinska
rezistencija 1 naruSena lipogeneza, pri ¢emu prevladava luCenje neesterificiranth masnih
kiselina (engl. Non-esterified fatty acids / Free fatty acids, NEFA / FFA) i pro-upalnih adipokina
u odnosu na luenje anti-upalnih, inzulinsensibiliziraju¢ih, adipokina (64). Smanjenje
cirkulirajucih razina adiponektina, adipokina kojeg fizioloski proizvodi zrelo potkoZzno masno
tkivo, koje je prisutno desetlje¢ima prije postavljanja dijagnoze T2DM-a, dodatno doprinosi
disfunkciji masnog tkiva u pocetnim stadijima disregulacije metabolizma glukoze (65). S
vremenom, ove promjene dovode do razvoja sistemske inzulinske rezistencije, (supklinicke)
tinjajuce upale niskog stupnja i ektopi¢ne akumulacije lipida, karakterizirane visceralnom
adipozno$éu i MASLD-om (64).

U fizioloskim uvjetima, normalne razine glikemije postizu se ravnotezom izmedu ulaska
glukoze u krvotok i njezina unosa u stanice. Regulacija glikemije i inzulinskog signaliziranja
ukljucuje precizno uskladenu hormonsku mreZzu koja fizioloSki odrzava homeostazu glukoze.
Povecanje koncentracije glukoze u plazmi poti€e izlu€ivanje inzulina iz B-stanica gusterace te

istodobno inhibira lu¢enje glukagona iz a-stanica. Inzulin potic¢e unos glukoze u stanice, osobito
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u stanice skeletnog misi¢a i masnog tkiva, povecanjem sinteze i translokacije transportera
glukoze tipa 4 (engl. Glucose Transporter Type 4, GLUT4) — najvaznijeg transportera za unos
glukoze u stanice perifernih tkiva. Istodobno smanjuje endogenu proizvodnju glukoze u jetri
inhibicijom glukoneogeneze i stimulacijom sinteze glikogena (64).

Tijekom razdoblja gladovanja razina glikemije odrzava se smanjenim lu¢enjem
inzulina, ¢ime se ogranic¢ava unos glukoze u skeletne misice i masno tkivo. Ovakvo smanjenje
perifernog iskoristavanja glukoze, u kombinaciji s povisenim koncentracijama glukagona iz a-
stanica gusterace (jedan od primarnih okidaca za pojacano lucenje glukagona je hipoglikemija),
u pocetku potice glikogenolizu u jetri, a zatim 1 glukoneogenezu, odnosno sintezu glukoze iz
ne-ugljikohidratnih prekursora. Neka istrazivanja isti¢u i vaznu ulogu povecane lipolize u
masnom tkivu, koja je posljedica hipoinzulinemije i pojacanog lucenja glukokortikoida kao
odgovor na hipoglikemiju. Ovaj proces rezultira porastom koncentracije NEFA, koje alostericki
stimuliraju glukoneogenezu, te glicerola, koji sluzi kao izravni supstrat za sintezu glukoze u
jetri (64).

Na molekularnoj razini, vezanje molekule inzulina na njegov receptor pokrece kaskadni
slijed u kojem fosforilacija proteina inzulinskog receptor-substrata (engl. Insulin receptor
substrate, IRS) 1 aktivira fosfatidilinozitol 3-kinazu (PI13K). Taj enzim je katalizator u procesu
stvaranja fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfata (PIP3), na nacin da fosforilizira fosfatidilinozitol-
4,5-bisfosfat (PIP2), sto dovodi do aktivacije protein kinaze B (PKB) i posljedi¢nih
metabolickih u¢inaka. Aktivirana PKB inhibira djelovanje proteina kinaze sintaze glikogena
(engl. Glycogen synthase kinase 3 alpha/beta, GSK3a/pB), ¢ime se uklanja inhibicija sintaze
glikogena i potice sinteza glikogena iz glukoza-6-fosfata. Promitogeni ucinci inzulina u vidu
rasta, proliferacije i diferencijacije stanica uglavnom su posredovani putem drugog sustava
unutarstani¢nih singalnih molekula — tirozin kinaze nazvane protein homologan Src-u i
kolagenu (engl. Src homology and collagen adaptor protein, SHC) i aktivacije signalnog puta
Ras (engl. Rat sarcoma) — MAPK (mitogen aktivirana protein kinaza) — ERK (ekstracelularnim
signalom regulirana kinaza). Inzulinska rezistencija prvenstveno utje¢e na unutarstani¢nu
signalizaciju ovisnu o PI3K putu (64, 66, 67).

U predijabetesu dolazi do postupnog porasta razine glikemije unato¢ povecanoj sekreciji
inzulina u uvjetima inzulinske rezistencije. U tom kontekstu, u bolesnika s predijabetesom cesta
je nedostatna sekrecija inzulina u fazi brzog inzulinskog odgovora, uz povecanu sekreciju

inzulina u kasnijoj fazi kako bi nadvladale raniju hiperglikemiju. Ovaj pretjerani stimulans -
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stanica postupno dovodi do njihove dekompenzacije i progresije stupnja hiperglikemije (68,
69).

Nekoliko kohortnih studija koje su ukljucivale ispitanike s poremecajem metabolizma
glukoze utvrdilo je kako su osobe koje kasnije nisu razvile T2DM pokazivale samo postupni
pad inzulinske osjetljivosti ciljnih perifernih tkiva uz ocuvanu funkciju B-stanica gusterace, dok
su osobe koje su razvile T2DM imale znacajno smanjenu inzulinsku osjetljivost znatno ranije
u odnosu na vrijeme postavljanja dijagnoze dijabetesa. Ovo smanjenje osjetljivosti ciljnih
perifernih tkiva na inzulin pratilo je kontinuirano povecanje glikemije nataste i glikemije u
OGTT-u, iako unutar normoglikemijskog raspona (70, 71, 72). U velikoj kohortnoj studiji ,,UK
Whitehall 11 koja je ukljucivala bolesnike s predijabetesom, otprilike 6 godina prije
postavljanja dijagnoze T2DM-a zabiljezen je nagli porast glikemije u OGTT-u, nakon Cega je,
otprilike 2 godine prije postavljanja dijagnoze, uslijedio sli¢an nagli porast glikemije nataSte
(70).

Odrazavaju¢i relativne uloge inzulinske rezistencije 1 disfunkcije B-stanica, razliciti su
modeli koriSteni za objasnjenje disfunkcije f-stanica u predijabetesu i T2DM-u. Najsire
prihvaceni model pretpostavlja da postoji kompenzatorna (sekundarna) hiperinzulinemija kao
odgovor na pretilost 1 inzulinsku rezistenciju povezanu s pretiloS¢u, koja, u prisutnosti
nepovoljnih genskih varijanti u genima uklju¢enima u biologiju B-stanica gusterace i sekreciju
inzulina, dovodi do razvoja predijabetesa i T2DM-a. Alternativni pristup sugerira da je primarni
poremecaj hiperinzulinemija, uzrokovana prekomjernom stimulacijom od strane okoliSnih 1
genetskih ¢imbenika, pri ¢emu pretilost i inzulinska rezistencija nastaju sekundarno, a razvoj
T2DM-a slijedi nakon iscrpljivanja fizioloskih rezervi B-stanica gusterace. Konaé¢no, primarna
disfunkcija B-stanica, koja dovodi do (relativne) hipoinzulinemije, moZe uzrokovati povisene
razine cirkuliraju¢e glukoze i NEFA, uz inzulinsku rezistenciju ili bez nje (73). Ovaj model
moze pomoci u objasnjenju klastera bolesnika s dijagnozom predijabetesa i T2DM-a povezanih
s nedostatkom inzulina (74, 75).

Ovisno 0 primarno zahvacenom ciljnom tkivu razlikuju se dva osnovna fenotipa
inzulinske rezistencije - IFG i IGT (2). Kod izoliranog IFG-a, povecanje koncentracije glukoze
na taste posljedica je povecane endogene (jetrene) proizvodnje glukoze, koja je uzrokovana
jetrenom inzulinskom rezistencijom i prekomjernim otpustanjem NEFA iz masnog tkiva.
Jetrena inzulinska rezistencija ukljucuje osStecenje supresije glukoneogeneze i1 oSteCenje
stimulacije sinteze glikogena. PoviSena dostupnost NEFA na stani¢noj razini alostericki

aktivira glukoneogenezu, dok glicerol sluzi kao supstrat za de novo sintezu glukoze, dodatno
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povecavajuéi glukoneogenezu i proizvodnju glukoze (64). U jetri, kao i u drugim tkivima
osjetljivim na inzulin, NEFA stimuliraju B-oksidaciju, povecavaju oksidativni stres, poti¢u
ektopi¢nu pohranu triglicerida, aktiviraju ceramidom inducirane upalne putove (67, 76) i
inhibiraju inzulinsko unutarstani¢no signaliziranje, $to dodatno doprinosi razvoju jetrene
inzulinske rezistencije (66, 67, 76, 77).

Kod izoliranog IGT-a, povecanje postprandijalne glikemije ($to se u dijagnostickim
testovima otkriva ponajprije kao abnormalna vrijednost glikemije dva sata nakon oralnog
optere¢enja glukozom u OGTT-u) primarno je posljedica oste¢enog perifernog iskoristavanja
glukoze, prvenstveno u skeletnim misi¢ima, uz umjerene promjene u jetrenoj inzulinskoj
osjetljivosti, zajedno s oste¢enjem i rane i kasne faze sekrecije inzulina (2, 35). Ova inzulinska
rezistencija skeletnih misi¢a karakterizirana je smanjenim (inzulinom) potpomognutim
transportom glukoze, fosforilacijom 1 skladiStenjem glikogena. Osim rijetkih mutacija u
inzulinskom signalnom putu, stani¢na inzulinska rezistencija prvenstveno je posljedica lipidnih
metabolita NEFA, poput specificnih diacilglicerola i ceramida, koji imaju lipotoksicno
djelovanje. Medutim, odredene aminokiseline (posebno razgranatih lanaca) i ¢ak sama glukoza
(glukotoksi¢nost) takoder mogu inhibirati inzulinsko signaliziranje (66, 67, 76, 77). Vazno je
napomenuti da povecana apsorpcija glukoze u crijevima (68) i naruSena fizioloska sekrecija
inkretina uz smanjenu prandijalnu sekreciju inzulina (78), doprinose postprandijalnim
oscilacijama glukoze.

Tijekom napredovanja predijabetesa, drugi patofizioloski mehanizmi kroni¢ne
inzulinske rezistencije ukljuuju glukotoksi¢nost, abnormalnu funkciju mitohondrija 1
poremecenu medutkivnu komunikaciju, $to kulminira u supklini¢noj sustavnoj upali uz
povecéano lucenje visoko osjetljivog C-reaktivnog proteina i drugih pro-upalnih citokina (npr.
interleukina 6 (IL-6) i tumor-nekrotizirajuceg faktora (TNF), koji mogu inhibirati inzulinski
signalni put i ometati proksimalnu transdukciju inzulinskog signala, doprinoseci razvoju
inzulinske rezistencije (2, 67, 76, 77).

Zanimljivo je da, usprkos dobro poznatom ucinku agonista receptora za glukagonu
slican peptid (engl. Glucagon-like peptide) 1 i inzulinotropni polipeptid ovisan o glukozi (engl.
Glucose-dependent insulinotropic polypeptide, GIP) na snizavanje glikemije, u predijabetesu i
T2DM-u nisu utvrdene znacajnije promjene cirkuliraju¢ih koncentracija ovih crijevnih peptida
(2). Ipak, treba spomenuti i da postoje istrazivanja koja govore o nizim odgovorima plazmatskih

razina GLP-1 nakon optere¢enja glukozom u osoba s kombiniranim IGT-om i IFG-om, u
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usporedbi s osobama s normalnom tolerancijom glukoze, izoliranim IFG-om ili izoliranim IGT-
om (79).
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1.5. Terapijski pristup u osoba s predijabetesom

Primarni cilj u lije¢enju predijabetesa jest odgoditi ili sprijeciti razvoj T2DM-a (2). U
lijeCenju predijabetesa ¢vrsti dokaze proizlaze iz studija koje su ispitivale u¢inke promjene
zivotnog stila i farmakoloskih intervencija, medutim ucinci intervencija promjene zivotnog stila
uvelike ovise o fenotipu predijabetesa. Brojna istrazivanja pokazala su da konvencionalne
intervencije promjene zivotnog stila usporavaju progresiju u T2DM ili ¢ak dovode do regresije
u stanje normoglikemije u osoba s IGT-om, bez obzira na prisutnost istodobno i IFG-a, dok u
osoba s izoliranim IFG-om ucinci nisu bili statisticki znacajni (19, 80-82).

Meta-analize randomiziranih kontroliranih studija koje su ispitivale u¢inke intervencija
promjena zivotnog stila u bolesnika s predijabetesom pokazale su da su ispitanici kod kojih su
provodene takve intervencije imali izmedu 35 i 47% nizu incidenciju razvoja T2DM-a u
usporedbi s kontrolnim skupinama (19, 83-86). Najucinkovitiji pristupi promjeni Zivotnog stila
u prevenciji predijabetesa i razvoja T2DM-a ukljucuju povecanje razine tjelesne aktivnosti,
poboljsanje kvalitete prehrane — primjerice smanjenje unosa masti i povecanje unosa vlakana
— te poticanje gubitka tjelesne mase u osoba s prekomjernom tjelesnom masom ili pretilos¢u
(83, 86). Intenzivnije intervencije dovode do veéeg smanjenja rizika razvoja T2DM-a; takvi
programi obuhvacaju ucestalije pracenje ispitanika, dulje trajanje pojedinog susreta ispitanika
i istrazivaca, individualizirano savjetovanje i edukaciju te aktivno sudjelovanje osposobljenih
struénjaka u provedbi programa (83). Intervencije promjene zivotnog stila narocito su korisne
u odredenim podskupinama u bolesnika s predijabetesom. Razli¢ita istrazivanja ukazuju na
vecCe smanjenje rizika progresije u T2DM u starijih osoba (>50 godina) u odnosu na mlade
sudionike, kao i u osoba s pretiloS¢u u usporedbi s onima normalne ili prekomjerne tjelesne
mase (36, 87).

Iako su intervencije promjene zivotnog stila ucinkovito smanjivale rizik progresije u
T2DM u osoba s izoliranim IGT-om, nije uo¢ena jasno izrazena korist u populaciji s izoliranim
IFG-om (19). Objasnjenje relativnog nedostatka odgovora na intenzivne intervencije promjene
zivotnog stila kod osoba s izoliranim IFG-om nije potpuno jasno i moZe biti povezano s
razlikama u patofiziologiji razli¢itih fenotipa predijabetesa. Dok osobe s IGT-om imaju
izrazenu inzulinsku rezistenciju u misSi¢ima uz samo blagu jetrenu inzulinsku rezistenciju,
osobe s IFG-om pokazuju teSku inzulinsku rezistenciju jetre, uz smanjenu supresiju
glikogenolize te smanjenu ucinkovitost sinteze glikogena, uz normalnu ili gotovo normalnu

osjetljivost skeletnin misica na inzulin (88). Mnoge osobe s izoliranim IFG-om takoder
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pokazuju obiljezja metabolickog sindroma s inzulinskom rezistencijom, Sto je povezano s
povecanim ektopicnim masnim tkivom, osobito nakupljanjem masnog tkiva u jetri. U takvih
bolesnika moze biti potrebno stroze kalorijsko ograni¢enje kako bi se postiglo smanjenje
tjelesne mase i usporila progresija IFG-a u T2DM (89). S druge strane, izolirani IGT izraZenije
je povezan s inzulinskom rezistencijom u skeletnim misi¢ima, uz smanjenu funkciju -stanica
gusterace (88, 90). Stoga, tjelovjezba za smanjenje inzulinske rezistencije misi¢a i primjena
metformina koji primarno smanjuje jetrenu glukoneogenezu mogu biti uc¢inkovitiji u osoba s
IGT-om nego u osoba s IFG-om (88).

Od ranije su poznate razlike u dobnim i spolnim profilima osoba s IFG-om i IGT-om
(88). Iako postoji jasna povezanost izmedu dobi i poveéane ucestalosti IGT-a, ucestalost IFG-
a bila je sli¢na u svim dobnim skupinama (23). S obzirom na vecu zdravstvenu osvijeStenost
kod starijih osoba, osobe s IGT-om vjerojatnije ¢e se pridrzavati i pozitivno reagirati na savjete
o promjeni Zivotnog stila (2). U pojedinaca s IFG-om ¢esto je dostatno poticanje na usvajanje
zdravih zivotnih navika uz istovremenu kontrolu ostalih rizi¢nih ¢imbenika, osobito povisenog
krvnog tlaka, radi smanjenja kardiovaskularnog rizika. Stoga bi OGTT trebao biti koristen u
probiru osoba s IGT-om za uklju¢ivanje u strukturirane programe prevencije T2DM-a, dok su
potrebna daljnja istraZivanja za identifikaciju ucinkovitih intervencija koje pouzdano
usporavaju progresiju [IFG-a u T2DM (2).

Sveukupno, dostupni dokazi sugeriraju da promjena zivotnog stila ima najvecu korist U
starijih osoba, osoba s pretilos¢u te onih u kojih je predijabetes karakteriziran prvenstveno
razvojem IGT-om (91).

Intervencije promjene Zivotnog stila takoder su proucavane zbog njihove uloge u
induciranju regresije u stanje normoglikemije u osoba s predijabetesom. U literaturi se koristi
vise definicija regresije u normoglikemiju — ukljucujuéi postizanje razina glukoze nataste <5,6
ili <6,1 mmol/L, i/ili vrijednosti glukoze dva sata nakon optere¢enja glukozom u OGTT-u <7,8
mmol/L, i/ili HbAlc <5,7 % na kraju intervencije. Meta-analize ukazuju da sudjelovanje u
programima usmjerenima na prehranu i tjelesnu aktivnost povecava vjerojatnost regresije u
normoglikemiju u usporedbi s kontrolnim skupinama (36). Randomizirane kontrolirane studije
takoder su pokazale da sudionici koji su sudjelovali u intervencijama promjene Zivotnog stila i
u kojih je zabiljezena regresija u stanje normoglikemije imaju nizu incidenciju T2DM-a i manju
ucestalost mikrovaskularnin komplikacija u usporedbi s onima u kojih i dalje perzistira

poremecaj metabolizma glukoze (92, 93).
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Iako su neke studije pokazale povoljne u¢inke farmakoterapije u prevenciji progresije
predijabetesa u T2DM, treba imati na umu da predijabetes nije univerzalno prepoznat kao
bolest. U tom kontekstu farmakoloske i kirurS§ke intervencije u mnogim zemljama nisu
odobrene, a njihova isplativost predmet je brojnih farmakoekonomskih rasprava (2).

lako je dokazano da metformin usporava progresiju predijabetesa u T2DM, Agencija za
hranu i lijekove SAD-a (engl. U.S. Food and Drug Administration, FDA) nije odobrila njegovu
primjenu u klinickoj praksi. Trenutno se metformin Koristi izvan indikacije (,,off-label*) u SAD-
u i brojnim drugim zemljama za ovu namjenu (94). U studijama ,,US-DPP* (engl. United States-
Diabetes Prevention Program) i ,,DPPOS* (engl. Diabetes Prevention Program Outcomes
Study) ucinkovitost metformina bila je veca u osoba s ITM > 35 kg/m?, u osoba s IGT-om uz
IFG, u osoba mladih od 45 godina, te U Zena s prethodnim gestacijskim dijabetesom (95,96).
Sukladno tome, ADA u svojim smjernicama preporucuje razmotriti primjenu metformina za
prevenciju T2DM-a u odraslih osoba s visokim rizikom, ukljuéuju¢i osobe s ITM > 35 kg/mz,
povisenom glikemijom nataste (> 6,0 mmol/l), povisenim HbAlc (> 6,0 %) te s anamnezom
gestacijskog dijabetesa (97). Metformin i dalje ostaje jeftin i Siroko dostupan lijek za prevenciju
razvoja T2DM-a u bolesnike s predijabetesom u kojih postoji navedeni rizi¢ni ¢imbenici (98).

U skupini tiazolidindiona, troglitazon je koristen u sklopu rane intervencije u bolesnika
s predijabetesom i pokazao se uéinkovit u prevenciji razvoja T2DM-a; medutim, njegova
primjena je prekinuta prije kraja studije zbog hepatotoksi¢nih uc¢inaka (99). Nadalje, studije su
pokazale kako je pioglitazon potencijalno koristan u ocuvanju funkciju B-stanica gusterace,
sli¢no kao $to je uoceno kod troglitazona. Nadalje, pioglitazon je povezan s nizom ucéestalo$¢u
razvoja T2DM-a i ve¢om stopom regresije u stanje normoglikemije u usporedbi s placebom,
poglavito u osoba s IGT-om, medutim kao nuspojava se istice povecanje tjelesne mase (100,
101). S druge strane, u ,,BPRP* (engl. Beijing Prediabetes Reversion Program) studiji,
pioglitazon nije pokazao razliku u usporedbi s promjenama zivotnog stila u Stopi regresije u
stanje normoglikemije, $to upucuje na moguée meduetnicke razlike u odgovorima na lijeCenje
lijekovima iz ove skupine (102). Jo$ jedan predstavnik iz skupine tiazolidindiona, rosiglitazon,
je povezan s nizom ucestalo$¢u progresije predijabetesa u T2DM neovisno o tome jesu li
pacijenti imali izolirani IFG, IGT, ili oba poremecaja metabolizma glukoze (103).

U jednom klini¢kom istrazivanju, u skupini bolesnika s predijabetesom koja je primala
akarbozu zabiljezena je znacajno niza stopa razvoja T2DM-a u usporedbi s kontrolnom

skupinom (104). Nadalje, rezultati drugog istrazivanja demonstrirali su da terapija akarbozom
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nije samo smanjila rizik za razvoj T2DM-a, ve¢ je i doprinijela povecanju stope regresije U
stanje normoglikemiju u osoba s IGT-om (105).

Uc¢inak inhibitora natrij-glukoznog kotransportera (engl. Sodium-glucose co-
transporter inhibitors, SGLT2i) 2 u osoba s predijabetesom obuhva¢a smanjenje rizika od
razvoja T2DM-a, redukciju tjelesne mase uz ostvarivanje dobro poznatih renoprotektivnih i
kardioprotektibnih uc¢inaka. Posebice su znacajni benefiti u bolesnika s postoje¢im kardio-
renalnim komorbiditetima. Dosadasnji klinicki podaci ukazuju na poboljSanje glikemijskih
parametara i smanjenu incidenciju mikrovaskularnih i makrovaskularnih komplikacija.
Medutim, usprkos ovim nalazima, a s obzirom na broj studija i snagu dokaza, postoji potreba
za daljnjim istrazivanjima i razvojem strukturiranih smjernica za klinicku primjenu SGLT2i u
osoba s predijabetesom (106).

Rezultati velikih randomiziranih kontroliranih istraZivanja pokazali su da agonisti GLP-
1 receptora, poput liraglutida 1 semaglutida, uz znacajan gubitak tjelesne mase ucinkovito
usporavaju progresiju predijabetesa u T2DM te poveéavaju vjerojatnost regresije u stanje
normoglikemije. U velikoj studiji koja je ispitivala ucinke liraglutida u bolesnika s pretiloscu,
primjena liraglutida rezultirala je znacajnim poboljSanjem glikemijskih parametara, ukljucujuci
smanjenje HbAlc, glukoze nataste te inzulinske rezistencije, uz povisenje razine C-peptida, u
usporedbi s placebom. Ovi pozitivni uéinci doveli su do nize prevalencije predijabetesa i
smanjene stope razvoja T2DM-a u pretilih ispitanika (107). U studiji koja je ispitivala u¢inak
semaglutida na mrSavljenje u odraslih osoba s prekomjernom tjelesnom masom ili pretiloscu,
gotovo polovica ispitanika je inicijalno zadovoljavala kriterije za postavljanje dijagnoze
predijabetesa. Medu tim ispitanicima, u 84% ispitanika koji su primali semaglutid zabiljeZena
je regresija u stanje normoglikemije i sniZenje vrijednosti HbAlc, u odnosu na 48% ispitanika
u kontrolnoj skupini (108).

U istrazivanju U Kojem se ispitivao ucinak tirzepatida, dualnog agonista GIP i GLP-1
receptora u odraslih osoba s prekomjernom tjelesnom masom ili pretilos¢u, nakon 3 godine
pracenja u skupini bolesnika s predijabetesom, stopa razvoja T2DM-a bila je znacajno niza u
skupini ispitanika koji su primali tirzepatid u usporedbi s kontrolnom skupinom. Takoder,
regresija u stanje normoglikemije bila je ucestalija u skupini ispitanika lijeCenih tirzepatidom
(109).

U sustavnom pregledu Wang i sur. razmatrali su u¢inke agonista GLP-1 receptora u
osam randomiziranih kontroliranih istrazivanja (Sest studija s liraglutidom, jedna sa

eksenatidom i jedna sa semaglutidom). Sve studije ukljucivale su osobe s predijabetesom
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(prema HbALc ili IGT-u u OGTT-u). Pet od tih studija pokazalo je da agonisti GLP-1 receptora
znacajno povecavaju vjerojatnost regresije u stanje normoglikemiju u usporedbi s placebom. U
tri studije, ispitanici koji su primali agoniste GLP-1 receptora imali su manju vjerojatnost
razvoja T2DM-a nego ispitanici u kontrolnoj skupini (110). Unato¢ ohrabruju¢im rezultatima
potvrdenima u randomiziranim kontroliranim studijama, u¢inak na gubitak tjelesne mase
nestaje nakon prestanka lijeCenja. S obzirom na visoke troskove, isplativost primjene agonista
GLP-1 receptora, dualnih GLP1 — GIP receptor agonista i drugih lijekova protiv pretilosti u
prevenciji progresije predijabetesa u T2DM i dalje je predmet rasprave u znanstvenih
krugovima (111).

Empirijsko nadomjestanje vitamina D moze pomoc¢i u smanjenju rizika od razvoja
T2DM-a u odraslih osoba s predijabetesom. Nadalje, prema rezultatima Pittasa i sur. primjena
suplementacije vitamina D povecava i vjerojatnost regresije u stanje normoglikemije za 30% u
usporedbi s kontrolnom skupinom (112).

Trenutno je barijatska kirurgija najucinkovitiji nacin lijeCenja pretilosti i Cesto se
razmatra u bolesnika koji odbijaju ili zbog raznih razloga nisu kandidati za farmakoterapiju. U
osoba s predijabetesom (temeljenom na vrijednosti HbA1c) u kojih je primijenjeno kirur§ko
lijeCenje pretilosti, sukladno studiji Borges-Canha i sur. postojala je znacajna stopa regresije U
stanje normoglikemije — 82% ispitanika nakon jedne godine pracenja, te 66% ispitanika nakon
tri godine pracenja. U tre¢oj godini pracenja, veca stopa remisija zabiljezena je u muskaraca, u
ispitanika mlade Zivotne dobi, te u ispitanika u kojih je provedena operacija ,,gastric sleeve® u
usporedbi s operacijom ,,Roux-en-Y* Zelu¢ane premosnice (113). S druge strane, kada se
detaljnije gledaju parametri glukoregulacije, u ispitanika s predijabetesom u kojih je provedena
operacija Roux-en-Y Zelu¢ane premosnice doslo je do znacajnog pada razine inzulina nataste,
smanjenja HbAlc te poboljsanja indeksa inzulinske rezistencije HOMA-IR (engl. Homeostatic
Model Assessment of Insulin Resistance), sto je zabiljeZeno 1 dvije godine nakon provedenog
zahvata (114).

Sumarno, dostupni dokazi i1 trenutne klinicke smjernice uglavnom preporucuju
promjene zivotnog stila u odnosu na farmakoterapiju kao primarni pristup u lijeCenju osoba s
predijabetesom. Sustavni pregled literature Mousavija i sur. pokazao je da je pristup temeljen
na promjeni zivotnom stilu uc¢inkovitiji u odnosu na primjenu metformina, smanjujuci
ucestalost razvoja T2DM-a za dodatnih 25% u odnosu na iskljuc¢ivo metformin (115). Nadalje,
meta-analiza u sklopu sustavnog pregleda Hawa i sur. pokazala je da u¢inci promjena Zivotnog

stila traju dulje od ucinaka lijekova; nakon prosjecno 7,2 godine od zavrSetka intervencije, U
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skupini ispitanika u kojih su provodene promjene Zivotnog stila rizika od progresije u T2DM
bio je manji za 28%, dok ucinci farmakoterapije nestaju ili znacajno slabe nakon prekida
primjene lijeka (116).

lako farmakoloske intervencije mogu biti u€inkovite u smanjenju rizika od progresije
predijabetesa u Sec¢ernu bolest tipa 2, njihova primjena Cesto je povezana s dodatnim
financijskim optere¢enjem za bolesnike i zdravstvene sustave. Osim toga, kao i svaki oblik
farmakoloskog lijecenja, mogu biti pracene pojavom nuspojava razli¢itog intenziteta, Sto moze
utjecati na suradljivost bolesnika i dugoro¢nu uspjesnost lijeGenja. Nasuprot tome, intervencije
usmjerene na promjenu Zzivotnih navika, ukljucujuéi zdravu prehranu, povecanje tjelesne
aktivnosti i smanjenje tjelesne mase, povezane su s minimalnim rizikom od $tetnih ucinaka te
istodobno donose brojne dodatne zdravstvene koristi. Zbog povoljnog omjera ucinkovitosti i
sigurnosti te ogranic¢enih dokaza koji podupiru rutinsku farmakoterapiju u svih osoba s
predijabetesom, farmakoloSko lijecenje nije prihvaceno kao standardni pristup u svim
zemljama, pri ¢emu se promjena Zivotnog stila i dalje smatra temeljnom strategijom prevencije
Secerne bolesti tipa 2. Unato¢ sve vecem interesu za primjenu farmakoterapije u osoba s
predijabetesom, rezultati klinickih i1 farmakoekonomskih analiza upucuju na potrebu pazljive
procjene omjera koristi i troSkova takvog pristupa, zbog cega aktualne klini¢ke smjernice i1 dalje

promjenu zivotnog stila preporucuju kao primarnu strategiju lije¢enja (117, 118).
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1.6. Krajnji produkti glikacije

Prvi dokaz o nastanku krajnjih produkata glikacije (engl. Advanced glycation end
products, AGES) iznio je Louis Maillard poc¢etkom 20. stolje¢a, opisavsi neenzimske reakcije
glikacije koje su temelj tamnjenja namirnica tijekom kuhanja i obrade — izlaganja visokim
temperaturama. Neenzimske reakcije izmedu terminalnih amino skupina aminokiselina ili
boc¢nih amino skupina lizina i arginina u proteinima te karbonilnih skupina redukcijskih Secera
(npr. glukoze, riboze i trioza) dovode do stvaranja Schiffovih baza. Pod povecanim
oksidativnim stresom te se baze dalje oksidiraju i preoblikuju u vrlo reaktivne 1,2-dikarbonilne
spojeve. Ti 1,2-dikarbonilni spojevi potom reagiraju s amino skupinama proteina, stvarajuci
medumolekulske i unutarmolekulske popre¢ne veze. Slozeni niz reakcija koji vodi do nastanka
ovih spojeva obicno se naziva i Maillardovim reakcijama. Proteini povezani takvim popre¢nim
vezama — ukljucujudi receptorske proteine i enzime — gube svoju normalnu fiziolosku
funkciju. Takve modifikacije proteina u ljudskog organizmu i zavr$ni produkti koji nastaju
njihovom razgradnjom zajednicki se nazivaju Krajnji produkti uznapredovale glikacije — AGEs.
(119,120).

Glavni egzogeni izvori AGEs-a obuhvacdaju termicki obradene namirnice bogate
koje su pokazale porast razina AGEs-a u plazmi nakon konzumacije hrane bogate ovim
spojevima, intestinalna apsorpcija AGEs-a, kao i njihov unos putem pluénih alveola, imaju tek
manji znacaj. Samo oko 10% AGEs-a unesenim prehranom se apsorbira iz crijeva, od ¢ega se
jedna trecina izlucuje urinom unutar 48 sati. Ipak, dokazano je da egzogeni AGEs-i posjeduju
proinflamatorne i prooksidativne ucinke, a dijetetsko ograni¢enje unosa hrane bogate AGEs-
ima povezano je sa zna¢ajnim smanjenjem upalnih procesa (121-123). Cimbenici koji utje¢u
na sadrzaj AGEs-a u hrani ovise o sadrzaju proteina, masti i Secera te o vrstama primijenjenih
metoda obrade i kuhanja, pretezno o temperaturi i trajanju pripreme. Dulje izlaganje visokim
temperaturama, kao §to su one koje se koriste u obradi mlije¢nih i mesnih proizvoda i tehnikama
kuhanja poput pe€enja i przenja, poveéava proizvodnju AGEs-a u hrani (124).

Postoji rasprava o relativnoj vaznosti AGEs-a u odredenim vrstama hrane, s obzirom na
ograni¢enu probavu i apsorpciju putem gastrointestinalnog trakta, osobito AGEs-a visoke
molekularne tezine, dok se Cini da bubrezi ucinkovito izlu¢uju AGEs-e niske molekularne
tezine koji se nalaze u hrani. Unato¢ tome, smanjeni unos egzogenih AGEs-a prehranom

povezan je sa smanjenjem upale i poboljsanjem vaskularne funkcije u odredenim skupinama
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bolesnika, primjerice u ljudi s kroni¢nim bubreZznim zatajenjem (125). Medutim, nasuprot tome,
postoje studije koje nisu pokazale znacajne ucinke kratkotrajne konzumacije ,,low-AGEs* dijete
na upalne i kardiovaskularne profile rizika u osoba s prekomjernom tjelesnom masom (126).

Tek Sest desetlje¢a nakon inicijalnih Maillardovih zapazanja uslijedila je identifikacija
AGEs-a in vivo. Naime, hiperglikemija moze inducirati glikaciju razli¢itih strukturnih i
funkcionalnih proteina, ukljucujuci proteine plazme i kolagen. Neenzimska modifikacija
proteina plazme, poput albumina, fibrinogena i globulina, moze rezultirati raznim Stetnim
ucincima, obuhvacajuc¢i promjene u vezanju lijekova u plazmi, aktivaciju trombocita, stvaranje
reaktivnih kisikovih spojeva (engl. Reactive oxygen species, ROS), narusen proces fibrinolize
te poremecaj u regulaciji imunoloskog sustava. S druge strane, strukturno oSteé¢enje kolagena
mijenja diferencijaciju osteoblasta, §to posljedi¢no dovodi do pregradnje kostiju i krhkosti
skeleta. Stvaranje AGEs-a tada je prepoznato kao sastavni dio normalnog procesa starenja,
najizraznije u tkivima koja sadrze dugovjecne proteine, poput kolagena u izvanstani¢nom
matriksu, kristalina o¢ne lece i proteina bazalne membrane bubrega (127, 128).

U fizioloskim uvjetima uspostavljena je ravnoteza izmedu prooksidativnih i
antioksidativnih sustava. Medutim, tijekom procesa starenja navedena se ravnoteza pomice
prema prooksidativnim faktorima, Sto rezultira poviSenom razinom ROS-a i1 posljedi¢nom
pojacanom oksidacijom proteina, lipida i1 nukleinskih kiselina. ITako se oStec¢eni proteini
uobicajeno razgraduju djelovanjem 20S proteasoma unutar ubikvitin-proteasomskog sustava,
AGEs-i mogu inhibirati njegovu aktivnost zbog svoje strukturne kompleksnosti. Ova inhibicija
dovodi do akumulacije oksidiranih i o$te¢enih proteina, $to poti¢e njihovu daljnju modifikaciju.
Stovise, poveéane razine ROS-a ubrzavaju nastanak AGEs-a, a povisene koncentracije AGEs-
a rezultiraju promjenama u izvanstani¢nim proteinima poput kolagena i elastina, te aktiviraju
specifi¢ne unutarstani¢ne signalne puteve (123).

Vecina AGEs-a nije strukturno karakterizirana te se detektiraju po karakteristi¢noj
fluorescenciji  (129). Nakupljanje AGEs-a mozZe se neinvazivno procijeniti mjerenjem
autofluorescencije u tkivu koze (engl. Skin autoflorescence, SAF) (130). SAF je validirana
neinvazivna metoda koja korelira s akumulacijom odredenih fluorescentnih AGEs-a u kozi, ali
ne predstavlja izravno mjerenje svih AGEs spojeva (131). SAF se povecava s godinama i
povisen je kod osoba s T2DM-om u usporedbi sa zdravim osobama iste dobi (132, 133).
Nadalje, od ranije je poznato kako je stupanj akumulacije AGEs-a povezan s progresijom
T2DM-a i ubrzanim razvojem pridruzenih kroni¢nih komplikacija poput retinopatije i
neuropatije (134, 135).
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Receptori za AGEs (engl. Receptor for advanced glycation end-products, RAGES)
pripadaju  klasi  transmembranskih,  multifunkcionalnih  proteina iz  superobitelji
imunoglobulina. RAGEsS se pojavljuju u nekoliko izoformi, a opéenito sadrze ekstracelularne
V, C1i C2 domene, transmembranski segment i citoplazmatsku domenu. Na RAGES se vezu
brojni endogeni ligandi — ukljucuju¢i AGEs-e — putem svojih ekstracelularnih i
citoplazmatskih domena (136). Vezanje liganda na ekstracelularne domene pokrec¢e kaskadu
unutarstani¢nih signalnih dogadaja koja dovodi do poveéanog stvaranja ROS-a i upalnih
citokina, $to rezultira proliferacijom stanica, apoptozom i daljnjom up-regulacijom RAGEs-a.
Ekstracelularna domena RAGEs-a veze AGEs-e, a ta interakcija pokrece prijenos signala
aktivacijom razlicitih kinaza, poput mitogen-aktiviranih protein kinaza (MAPK), Janus kinaze
(JAK) i fosfatidilinozitol-3-kinaze (PI3K). To dovodi do daljnje aktivacije nizvodnih putova,
ukljuéujuci prekomjernu ekspresiju nuklearnog transkripcijskog faktora kappa B (engl. Nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-kB) — transkripcijskog faktora koji
inducira ekspresiju proupalnih gena i pospjeSuje stvaranje upalnih citokina (IL-1, IL-6 i
TNF-a). Posljedica je povecan oksidativni stres (povisena proizvodnja ROS-a i reaktivnih
dusikovih spojeva) te inducirana stani¢na apoptoza (136-138).

AGEs-i mogu stvarati popre¢ne veze izmedu proteina u stijenkama krvnih zila, $to
dovodi do povecéane krutosti krvnih Zila i posljediéno povisenog arterijskog tlaka (139,140).
AGEs-i moduliraju inicijalne korake u aterogenezi pokrecuéi upalno-proliferativni proces.
Interakcija AGEs-a s endotelnim stanicama, kao i s ostalim stani¢nim elementima nakupljenim
unutar aterosklerotskog plaka, poput mononuklearnih fagocita i stanica glatkih miSica, jedan je
od mehanizama koji dovode do endotelne disfunkcije. Specificno, interakcija AGEs-a s
komponentama stijenke krvne zile povecava vaskularnu permeabilnost, ekspresiju
prokoagulantnih endotelnih molekula te proizvodnju ROS-a, $to rezultira poviSenom
endotelnom ekspresijom adhezijskih molekula leukocita - glikoproteina smjestenih na povrsini
endotelnih stanica koji posreduju u adheziji leukocita na stijenke krvnih zila i njihovoj migraciji
u tkiva tijekom upalnih procesa ili ozljeda. Sve navedeno doprinosi napredovanju ateroskleroze
i doprinosi disfunkciji endotela krvnih zila (141).

AGEs-i mogu doprinijeti patofizioloskim procesima u sklopu T2DM-a poticanjem
kroni¢ne upale i oksidativnog stresa (142). Kroni¢na upala niskog stupnja povezana s pretilos¢u
moze biti jedna od mehanicisti¢kih veza izmedu AGEs-a i razvoja inzulinske rezistencije (143,
144). Upala poti¢e inzulinsku rezistenciju moduliranjem unutarstani¢nih putova, koji

interfiriraju sa unutarstanicnim glasnicima u putu djelovanja inzulina. Poznato je kako
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aktivacija c-Jun N-terminalne kinaze (JNK) narusava signalizaciju inzulina poticanjem
fosforilacije supstrata inzulinskog receptora (145). Sli¢no tome, pokazano je da aktivacija
signalnog puta inhibitora kB kinaze/nuklearnog faktora kB (IKK/NF-«xB) inhibira signalizaciju
inzulina (146). Osim upale, aktivacija osi AGEs-RAGEs takoder potice stvaranje ROS-a, koji
je povezan s razvojem inzulinske rezistencije (147). U skeletnim misi¢ima, tkivu klju¢nom za
kontrolu homeostaze glukoze, AGEs-i smanjuju ekspresiju GLUT4 receptora i poti¢u aktivaciju
proupalnih putova (148).

AGEs-i takoder mogu utjecati na funkciju B-stanica gusterae povecanjem upale i
oksidativnog stresa, ¢cime dodatno doprinose stanju hiperglikemije (149,150). AGEs-i imaju
citotoksi¢ni ucinak na [-stanice i induciraju apoptozu, proces koji je dodatno ubrzan
poveéanom proizvodnjom ROS-a. Studije koje su koristile primarne B-stanice i stani¢ne linije
pokazuju da inhibicija RAGEs-a ili antioksidativni tretman sprjeavaju toksi¢ni ucéinak
induciran AGEs-ima (151). Nadalje, pokazano je da AGEs-i ometaju izlu¢ivanje inzulina iz
[-stanica izravnim utjecajem na transkripcijske ¢imbenike mehanizmom Koji ovisi o inhibiciji
faktora PDX1 (engl. pancreatic and duodenal homeobox 1) induciranoj FOXO-1 (engl.
Forkhead box protein O-1) (152).

AGEs-i, osim dobro poznate uloge u promicanju inzulinske rezistencije, takoder imaju
ulogu u patofiziologiji pretilosti, §to je naznaeno njihovom sposobno$¢u da induciraju
povecanje tjelesne mase u odraslih (153). Obzirom na sredi$nju ulogu inzulina u reguliranju
energetske ravnoteZe, smatra se da je inzulinska rezistencija jedan od klju€nih mehanizama
kojima AGEs-i ometaju kontrolu energetske ravnoteze u hipotalamusu (154, 155). Drugim
rije¢ima, smanjena osjetljivost na inzulin moze biti na¢in na koji AGES-i utjeCu na
funkcioniranje hipotalamusa u regulaciji unosa energije.

Uz to, AGEs-i mogu aktivirati i proupalne signalne putove, kao $to su JNK i IKK/NF-
kB, Kkoji su povezani s inzulinskom i leptinskom rezistencijom u hipotalamusu, do koje dolazi
zbog prehrane bogate mastima, Sto posljedi¢no dovodi do disfunkcije hipotalamusa. Dakle,
upala predstavlja jo§ jedan moguci mehanizam putem kojeg AGEs-i narusavaju energetsku

ravnotezu, §to rezultira povecanjem tjelesne mase (156-158).
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1.7. Endokanabinoidni sustav

Naziv "kanabinoidi" obuhvacéa spojeve koji se nalaze u biljci Cannabis Sativa, iz
porodice konopljovki (lat. Cannabaceae) jednoj od prvih kultiviranih biljaka uopc¢e. Povijest
uporabe ove biljke duboko je isprepletena s povijeS¢u CovjeCanstva, Uz brojne arheoloske i
paleobotanicke dokaze koji potvrduju prisutnost i uporabu konoplje unatrag vise od jedanaest
tisu¢a godina u SrediSnjoj Aziji. Od samih pocetaka Siroka rasprostranjenost ove biljke vezana
je uz migracije nomadskih naroda prvenstveno zbog primjene u dobivanju vlakana za uZzad,
tekstila i papira, te kao izvor hrane i ulja. Rani zapisi iz drevne Kine, Indije, Egipta, Grcke i
Rimskog Carstva, ukazuju na medicinsku primjenu ove biljke kroz povijest. Kanabis, biljka iz
iste porodice, ali s ve¢im udjelom psihoaktivnog tetrahidrokanabinola (THC) od konoplje, se
koristio u raznim kulturama diljem svijeta za ublazavanje boli, naro€ito reumatske, ublazavanje
simptoma upale, mu¢nine, tjeskobe, pobolj$anje apetita i sna, kao anestetik i U lijeCenju
depresije. Ove raznolike primjene svjedoc¢e o dugoj tradiciji medicinske primjene preparata ove
biljke znatno prije modernih znanstvenih otkrica. Kljuéna prekretnica u znanstvenom
razumijevanju uc¢inaka ove biljke dogodila se 1964. godine, kada su izraelski znanstvenici
Raphael Mechoulam i Yehiel Gaoni identificirali i strukturirali THC, glavni psihoaktivni
fitokanabinoid. Glavni i najistrazivaniji fitokanabinoidi su A9-tetrahidrokanabinol (A9-THC) i
kanabidiol (CBD). Spoj A9-THC nalazi se u visokom udjelu u kanabisu i odgovoran je za
njegova psihoaktivna, ali i intoksiciraju¢a svojstva — nakon konzumacije izaziva osjecaj
relaksacije i euforije, uz inhibiciju odnosno izmjenu psihomotornih i kognitivnih procesa. Taj
obrazac ucinaka predstavlja osnovu za zlouporabu u okviru rekreacijskih droga (hasi§ i
marihuana). S druge strane, spoj CBD, za koji se dugo smatralo da uopée nema psihoaktivne
ucinke, prikladno je nazvati ,neintoksicirajuc¢i* fitokanabinoid, budu¢i se ipak pokazalo da
moze modulirati simptome nekolicine neuropsihijatrijskih oboljenja. Otkri¢e i1 detaljnije
karakteriziranje u¢inaka THC-a posluzilo je kao temelj za daljnja istrazivanja novog endogenog
sustava, danas poznatog kao endokanabinoidni sustav (engl. Endocannabinoid system, ECS).
Godine 1988. godine americki farmakolog William A. Devane i suradnici karakterizirali su prvi
kanabinoidni receptor (CB:R) u mozgu Stakora, a zatim je 1993. godine karakteriziran i drugi
endokanabinoidni receptor, CB2R, koji se nalazi uglavnom na krvnim stanicama i imunoloskim
tkivima (159-165).

Nakon otkric¢a receptora putem kojih ECS ostvaruje ve¢inu svojih ucinaka, istrazivane

su endogene tvari koje bi mogle djelovati kao ligandi i aktivirati navedene receptore. Endogeni

30



Doktorski rad Marko Grahovac

agonisti kanabinoidnih receptora tada su klasificirani kao "endokanabinoidi” (eCB) (166). Prvi
identificirani endogeni ligand kanabinoidnih receptora dobio je ime anandamid, izvedeno od
sanskrtske (sanskrt — drevni indijski jezik) rijeci "Ananda" koja oznacava "radost, blazenstvo,
uzitak". Taj spoj, kemijskog naziva arahidonoiletanolamid (AEA), otkriven je 1992. godine
(167). Nedugo zatim, otkriven je i drugi endokanabinoid, 2-arahidonoilglicerol (2-AG) (168).
Osim navedenih, u skupinu endokanabinoida ubrajaju se i spojevi kao S$to su 2-
arahidonilglliceril eter (noladin eter), N-arahidonoildopamin te O-arahidonoiletanolamin
(virodhamin) (166). Potjecu od lipida izvedenih iz arahidonske kiseline vezanih za glicerol -
diacilglicerol (DAG) ili amine (N-acil amidi) (169). lako i AEA i 2-AG sadrze arahidonsku
kiselinu (AA), njihovi putevi sinteze i razgradnje gotovo su potpuno razli€iti i posredovani su
razli¢itim enzimima (170).

AEA se uglavnom sintetizira iz membranskih lipida, kao $to su fosfatidiletanolamin 1
fosfatidilkolin, koji se pomoc¢u N-acil-transferaze (NAT) pretvaraju u N-acil-
fosfatidiletanolamin (NAPE), iz kojeg se dalje proizvodi AEA pomocu N-arahidonoil-
fosfatidiletanolamin fosfolipaze tipa D (NAPE-PLD). Razgradnja AEA odvija se pretezno
hidrolizom pomoc¢u amidne hidrolaze masnih kiselina (engl. Fatty Acid Amide Hydrolase,
FAAH) 1, za koju je dokazano da hidrolizira AEA u AA i etanolamin (EtNH2). S druge strane,
2-AG se uglavnom proizvodi hidrolizom fosfatidilinozitola pomocu fosfolipaze C (PLC) kako
bi se stvorio DAG, koji se zatim kasnije pretvara u 2-AG pomocu a ili p DAG lipaza. Spoj 2-
AG se brzo hidrolizira u masne kiseline, kao $to je AA, i glicerol, pomocu nekoliko enzima,
posebno serinske hidrolaze, monoacilglicerol lipaze (MAGL) (166, 170). Osim toga, 2-AG brzo
degradiraju i drugi enzimi, ukljucujuéi citokrom P450, cikooksigenazu-2, lipoksigenazu te
proteine s o/p hidrolaznim domenama ABHD6 1 ABHD12 (171).

Razlikuju se tri klase receptora vezanih uz ECS:

o receptori spregnuti s G-proteinima (engl. G protein-coupled receptors, GPCR),
kao $to su CB1R i CB2R, GPCR18, GPCR55, GPCR119;

e nuklearni receptori, kao $to su receptori aktivirani proliferatorom peroksisoma
(engl. The peroxisome proliferator—activated receptors, PPAR);

e ionski kanali, kao S§to je prolazni receptorski potencijalni kationski kanal
podfamilije V (engl. Transient Receptor Potential Vanilloid, TRPV) 112 (166).

Ligandna aktivacija CB:R i CB2R dovodi do inhibicije adenilat ciklaze i smanjenja
stani¢ne koncentracije ciklickog adenozin monofosfata (cAMP). Promjene u intracelularnoj

razini cAMP-a utjecu na proteinsku kinazu A (PKA) i posljedi¢no na fosforilacijsko stanje niza
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ciljnih proteina, Sto dovodi do znacajnih promjena u stani¢noj aktivnosti. cAMP modulira
funkciju brojnih ionskih kanala, ukljuc¢ujuéi naponski ovisne K+ i Ca2+ kanale; stoga
CBI1R/CB2R posredovana signalizacija na neuronskoj razini utjeCe na elektri¢nu aktivnost
neurona i otpustanje neurotransmitera, te op¢enito na stani¢nu funkciju (172, 173). Osim toga,
aktivacija ovih receptora ima i imunomodulatorni u¢inak. CB1R i CB2R izraZeni su u ljudskim
pluénim makrofagima, a njihova aktivacija inducira fosforilaciju kinaza ERK1/2 i povecanu
proizvodnju ROS-a. Aktivacija kanabinoidnih receptora takoder selektivno inhibira otpustanje
angiogenih 1 limfangiogenih faktora, S§to moze utjecati na makrofagima posredovano
vaskularno preoblikovanje u tumoru te podrzavati stanje kroni¢ne upale (174). Kanabinoidi
takoder mogu aktivirati receptor-aktivirane proliferatore peroksisoma (PPAR), osobito
izoforme PPARa i PPARS, koje su obilato prisutne u oksidativnim tkivima i reguliraju gene
povezane s transportom supstrata, oksidacijom i oksidativnom fosforilacijom. Nakon
aktivacije, PPAR-i se translociraju u jezgru, heterodimeriziraju s retinoid X receptorom (engl.
Retinoid X Receptor - RXR) i vezu se za element odgovora na aktivatore peroksisoma (engl.
Peroxisome Proliferator Response Element — PPRE) kako bi regulirali transkripciju ciljnih gena
(175).

Razli¢ita tkiva pokazuju razliCitu lokalizaciju ovih receptora. CBi1R jedan je od
najbrojnijih GPCR-ova u sredi$njem zivéanom sustavu, s najve¢om koncentracijom u bazalnim
ganglijima, malom mozgu, hipokampusu i korteksu velikog mozga. Prisutan je i u perifernom
zivéanom sustavu te u razli¢itim perifernim organima (166, 176). Ova distribucija korelira s
poznatim ucincima kanabinoida, kao §to su oStecenja kognitivnih funkcija, pamcenja, ucenja i
motori¢ke koordinacije. Osim toga, CB1R je pronaden u razli¢itim cirkuliraju¢im imunoloskim
stanicama. Iako u manjim koli¢inama, CB1R je prisutan i na periferiji, posebice u nadbubreznoj
zlijezdi, srcu, plu¢ima, prostati, jetri, maternici, jajnicima, testisima, sjemenovodu, koStanoj
srzi, timusu 1 krajnicima (166, 177). Za razliku od CB1R, CB2R je u visokoj mjeri izraZzen u
perifernim stanicama i organima povezanim s imunoloskom funkcijom, uklju¢uju¢i makrofage,
limfocite B, prirodne stanice ubojice (NK stanice), slezenu, krajnike i timus. Takoder je prisutan
u gastrointestinalnom traktu, jetri, plu¢ima i reproduktivnim organima (166, 178). Brojne
studije ukazuju na imunolosku ulogu CB2R receptora, pri ¢emu aktivacija tog receptora eCB-
ima moze dovesti do supresije ili pojacane proizvodnje proupalnih tvari, ovisno o prirodi
proupalnog podrazaja i vrsti liganda (179). Clanovi PPAR obitelji nuklearnih hormonskih
receptora su transkripcijski faktori koji imaju ulogu u regulaciji metabolizma lipida,

mitohondrijske biogeneze, energetske homeostaze i imunoloskih funkcija. Studije su pokazale
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da se eCB-i i lijekovi dizajnirani kao njihovi agonisti, mogu vezati na ove receptore i modulirati
neuroinflamatorni i neurodegenerativni uc¢inak (180, 181). Aktivacijom PPAR receptora, eCB-
I utjeCu na razlicite fizioloSke i patoloske procese, ukljucujuéi metabolizam lipida, energetsku
ravnotezu, ponasanje vezano uz hranjenje, neuroprotekciju, epilepsiju, cirkadijalne ritmove,
upalu, ovisnost i kognitivne funkcije (182). Utvrdeno je da AEA moze aktivirati PPARy i na
taj nacin potaknuti nizvodnu signalizaciju (183). PPARa je pak visoko izrazen u organima i
tkivima koja imaju visoku stopu katabolizma masnih kiselina za proizvodnju energije, kao Sto
su jetra, smede masno tkivo, endokrino tkivo, gastrointestinalni trakt, sr¢ani misi¢ i skeletni
miSi¢. U manjoj mjeri, PPARa se takoder nalazi u bubrezima, nadbubreznim Zlijezdama,
endotelnim stanicama i stanicama imunoloskog sustava (184).

Djelovanje eCB-a je kompleksno zbog njihove lipofilne prirode i vazne znacajke da su
njihovi prekursori prisutni u lipidnim membranama te se sintetiziraju prema potrebi. Stovise,
oni su nespecifi¢ni medijatori jer aktiviraju velik broj receptora i mogu se preklapati s drugim
signalnim putovima i metaboli¢kim procesima. AEA se ponasa kao parcijalni agonist za CB1R
I CB2R receptore, a takoder se veze za TRPV1 i GPRS55. Budu¢i da 2-AG moze aktivirati CB1R
i CB2R te pritom posti¢i maksimalni ucinak, okarakteriziran je kao puni agonist. Osim
kanabinoidnih receptora, 2-AG modulira nuklearne receptore masnih kiselina - PPARa i
PPARY, GABAA receptor, adenozinski A3 receptor, TRPV1 i GPR55 (170).

Disregulacija ECS-a zabiljezena je u stanjima kao S§to su pretilost i inzulinska
rezistencija, djelujuci kroz niz medusobno povezanih mehanizama. U podlozi ovih procesa
najcesce se spominje pretjerana aktivacija ECS-a, koja je u pretilih osoba obiljezena povisenim
razinama eCB i aktivacijom odgovarajucih receptora u visceralnom masnom tkivu, skeletnim
misi¢ima 1 jetri, $to je povezano s nastankom inzulinske rezistencije. Ovi uinci posredovani su
prvenstveno aktivacijom CB1R u kljuénim metaboli¢kim tkivima: u jetri njihova stimulacija
potice lipogenezu i razvoj steatoze, u skeletnim miSi¢ima smanjuje unos glukoze, dok u
gusteraci utjece na sekreciju inzulina iz B-stanica (185, 186). Ova situacija moze biti pogorSana
ukoliko stimulacija CB1R, a sto je to pokazano u animalnim studijama, inhibira proizvodnju
adiponektina, klju¢nog hormona koji povecava osjetljivost na inzulin 1 djeluje protuupalno
(187, 188).

U masnim tkivima, neravnoteza izmedu aktivnosti ECS-a u visceralnom i potkoznom
masnom tkivu moze dovesti do prekomjernog nakupljanja masnoca u visceralnim podru¢jima.
S obzirom na ulogu intra-abdominalne masnoce u razvijanju inzulinske rezistencije i aterogene

upale, ovo stanje moze poticati razvoj T2DM-a i ateroskleroze. PPAR-y posreduje akumulaciju
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masti u adipocitima kroz nekoliko kompleksnih molekularnih mehanizama. Prvo, aktivacija
lipoprotein lipaze osigurava adipocitima egzogene masne Kiseline za sintezu triacilglicerola,
dok inhibicija adenilat ciklaze sprjecava lipolizu i stimulira sintezu triacilglicerola. Dodatno,
inhibicija 5'-AMP-aktivirane protein kinaze (AMPK) inhibira oksidaciju masnih kiselina, a
pojacani unos glukoze omogucava stanicama dostupnost supstrata za sintezu de novo masnih
kiselina putem sintaze masnih kiselina (FAS) te produkciju glicerola potrebnog za biosinteza
triacilglicerola. Medutim, da bi se izbjegla pretjerana akumulacija lipida, ovi mehanizmi
normalno su pod kontorlom autokrine regulacije u zrelim adipocitima. Leptin smanjuje razine
eCB, PPAR-y ostvaruje negativnu povratnu spregu na CBiR i razine eCB-a (vjerojatno
poveéanjem ekspresije masne kiseline amidne hidrolaze — FAAH), dok PPAR-6 negativno
regulira izrazaj CB1R. Inzulin takoder moze smanjiti razine eCB, $to se oCituje poveéanom
FAAH ekspresijom i smanjenim plazmatskim razina eCB u stanju hiperinzulinemije. AEA
aktivira TRPV1 kanale prisutne u pre-adipocitima koji inhibiraju adipogenezu, dok 2-AG, koji
ne aktivira TRPV1, moze imati drugacije uloge tijekom diferencijacije. Ta receptorska
specifi¢nost objasnjava diferencijalnu regulaciju AEA i 2-AG tijekom adipogeneze (186).

Animalne studije upucuju na zaklju€ak da u tkivima koja iskoriStavaju glukozu
endogene razine eCB mogu biti dovoljno visoke za tonsku aktivaciju CB1R, ali ne CB2R. Takva
selektivna aktivacija smanjuje iskoriStavanje glukoze u tim tkivima, §to bi moglo biti povoljno
za endokannabinoid-posredovani unos glukoe u adipocitima, namijenjenu de novo sintezi
triacilglicerola. Ovi u¢inci eCB-a mogu proizlaziti iz smanjenja oslobadanja insulina iz beta
stanica pankreasa, inhibicije insulinske osjetljivosti na razini ne-adipoznog tkiva koje koristi
glukozu, ili kombinacije oba mehanizma. Na taj nacin, ECS moze predstavljati vazan
metabolicki regulator koji preusmjerava glukozni metabolizam prema akumulaciji energije u
masnom tkivu, §to ima znacajne implikacije za razumijevanje metabolicke homeostatze i
patogeneze metabolickih poremecaja (186, 189).

Istrazivanja provedena u posljednja dva desetlje¢a ukazala su na vaznu ulogu ECS-a u
razvoju pretilosti 1 njezinim Stetnim ucincima na metabolizam glukoze 1 lipida, ¢ime moze
doprinositi razvoju inzulinske rezistencije i T2DM-a (185). Unutar sredi$njeg zivéanog sustava,
aktivacija CB1R pojacava unos hrane moduliraju¢i aktivnost hipotalamic¢kih neurona i
posljedicno, otpustanje oreksigenih i anoreksigenih neuropeptida. Nadalje, signalizacija preko
CB1R utjee na neuralne krugove nagradivanja i pojac¢anja u mezolimbi¢kom sustavu, §to
dovodi do preferiranja ukusne hrane. CB1R je takoder prisutan u perifernim organima vaznim

za kontrolu metabolizma i aktivira anabolicke putove, pogodujuci pohrani energije. U bijelim
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adipocitima, aktivacija CB1R povecava de novo sintezu masnih kiselina, poja¢ava nakupljanje
triglicerida i smanjuje lipolizu. Stovise, CB1R poveéava jetrenu lipogenezu i poti¢e oksidativni
metabolizam putem oslabljene mitohondrijske oksidativne fosforilacije u skeletnim misi¢ima
(185, 190, 191). U abdominalnoj pretilosti, tonus ECS-a je opcenito poviSen u sredi$njem
zivéanom sustavu kao i u perifernim tkivima, $to je indicirano visokim razinama eCB-a i/ili
prekomjernom ekspresijom CB1R. Toéni temeljni mehanizmi nisu jasni; medutim, eCB-i su
lipidni medijatori, a na njihovu biosintezu moze izravno utjecati unos masti hranom. Ovaj
hiperaktivni ECS moZe doprinijeti daljnjem nakupljanju masti pojacavajué¢i unos hrane, kao i
pogodujuci lipogenezi i smanjujuci potro$nju energije u perifernim organima (190, 192). S
obzirom da je visceralna pretilost glavni odrednik inzulinske rezistencije, ne iznenaduje da
prekomjerna aktivnost ECS-a pogoduje razvoju metabolickih abnormalnosti povezanih s
pretilos¢u (185).

U jetri aktivacija jetrenih CB1R moze smanjiti sustavnu osjetljivost na inzulin neovisno
o tjelesnoj masi. Naime, misevi koji eksprimiraju CB1R isklju¢ivo na hepatocitima ostaju
mrsavi kada se hrane prehranom bogatom mastima, ali razvijaju jetrenu i sistemsku inzulinsku
rezistenciju, dok misevi sa specificnom delecijom CB1R u hepatocitima postaju pretili, ali
ostaju osjetljivi na inzulin (193). Nekoliko mehanizama moze biti u pozadini ovih nalaza:
aktivacija jetrenih CB1R smanjuje klirens inzulina smanjenjem jetrene ekspresije enzima koji
razgraduje inzulin te inhibira signalizaciju inzulina putem IRS1 1 Akt2, §to rezultira pove¢anom
proizvodnjom glukoze u jetri prvenstveno zbog povecane glikogenolize (193). Nadalje,
aktivacija CB1R inducira stres endoplazmatskog retikuluma §to rezultira povisenim jetrenim
razinama ceramida dugog lanca koji zauzvrat inhibiraju signalizaciju inzulina (194).
Sveukupno, ovi podaci pruzaju snazne dokaze da poremecen tonus ECS-a, zbog stanja koja
dovode do pretilosti, poput prehrane bogate mastima, moze tada doprinijeti daljnjem
nakupljanju masti i inzulinskoj rezistenciji putem prekomjerne aktivnosti CB:R, te tako
pogodovati razvoju T2DM-a (185). Relativno malo se zna o ulozi CB2R u kontroli metaboli¢kih
procesa; medutim, nedavne studije sugeriraju da CB2R mogu utjecati na upalne aspekte
pretilosti i T2DM-a. Agonisti CB2R mogu pojacati upalu povezanu s pretilo$¢u, inzulinsku
rezistenciju i steatozu jetre (195).

Nedavne studije istrazile su moguénost da ECS moZe pogodovati razvoju T2DM-a
inducirajuci apoptozu B-stanica. Zucker-ovi dijabeticki modeli (ZDF), Stakori homozigoti za
nefunkcionalne receptore leptina (ZDF/Gmi fa/fa), su vrijedan Zivotinjski model jer razvijaju

spontani dijabetes s progresijom i patofiziologijom slicnom humanom T2DM-u. Naime, mladi
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ZDF S§takori su otporni na inzulin uz stanje normoglikemije, dok stariji ZDF Stakori razvijaju
hiperglikemiju zbog progresivnog zatajenja B-stanica. U ovom modelu, ibipinabant, globalni
antagonist CB1R, usporava gubitak -stanica neovisno o njegovim u¢incima na tjelesnu tezinu
(196). Nadalje, periferno ograni¢eni antagonist receptora CB1 JD5037 odgada progresiju
T2DM-a 1 gubitak funkcije B-stanica, potvrduju¢i da EC djelujuéi kroz periferne CB1R mogu
doprinijeti disfunkciji B-stanica (197).

Kod ljudi, prekomjerna aktivacija ECS-a povezana je s pove¢anom proizvodnjom TNF-
o u visceralnom masnom tkivu, §to dodatno potencira aktivaciju ECS-a i podrzava stanje
kroni¢ne upale (186). Sveukupno, hiperaktivacija ECS-a pogoduje stanju inzulinske
rezistencije i kroni¢ne upale niskog stupnja, ¢ime se zatvara zacarani krug koji povezuje
pretilost, metaboli¢ki sindrom i progresiju metabolickih poremecéaja karakteristi¢nih za
predijabetes prema T2DM-u (185, 186). Utjecaj poviSenih razina eCB u kontekstu oksidativnog

stresa, kroni¢ne upale, te kardiometabolickih u¢inaka, prikazan je na Slici 2.
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Slika 2. Mogu¢i mehanicisticki slijed u kojem predijabetes i poremecéena glukoregulacija, uz
promjene u ECS-u i nakupljanje AGEs/RAGEs, poticu oksidativni stres i kroni¢nu upalu, Sto
pridonosi inzulinskoj rezistenciji, endotelnoj disfunkciji 1 povec¢anom kardiometabolickom
riziku, dok veéa adherencija mediteranskoj prehrani moze modulirati razine anandamida.
Kratice: AEA — anandamid; AGEs — krajnji produkti uznapredovale glikacije (engl. Advanced
glycation end products); RAGEs — receptori za krajnje produkte uznapredovale glikacije (engl.
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Advanced glycation end products receptors); ROS — reaktivni kisikovi spojevi (engl. Reactive
oxygen species); KM — kardiometabolicki. Napravljeno u https://BioRender.com.

Osim uloge u patofiziologiji metabolickih poremecaja, prekomjerna aktivacija ECS-a,
osobito preko CB:1R, moze potaknuti oksidativni stres, upalu i smanjenu bioraspolozivost
dusikova oksida, ¢ime izravno pridonosi razvoju endotelne disfunkcije. OSte¢en endotel zatim
gubi vazoprotektivnu ulogu te potiCe vazokonstrikciju, adheziju leukocita, trombozu i
aterosklerotske promjene. Na taj se nacin pretjerana aktivacija ECS-a i endotelna disfunkcija
medusobno povezuju u zacarani krug koji pogoduje razvoju i progresiji kardiovaskularnih
bolesti (198). Ipak, patoloska hiperaktivacija ECS-a ne moze se izjednaciti s u¢incima pojedinih
kanabinoida, buduéi da je suplementacija CBD u randomiziranim klini¢kim ispitivanjima
pokazala povoljan ucinak na snizenje arterijskog tlaka u bolesnika s arterijskom hipertenzijom
(199, 200).

Klini¢ka ispitivanja na pretilim pacijentima i pacijentima s T2DM-om dokazala su
ucéinkovitost globalnog inverznog agonista CB:1R, rimonabanta, u smanjenju tjelesne mase i
opsega struka te u poboljSanju kontrole lipida i glukoze. Na temelju ovih obecéavajucih
podataka, rimonabant je inicijalno licenciran u vise od 50 zemalja diljem svijeta za lijecenje
pretilosti. Medutim, lijek je naknadno povucen s trZista zbog povecanog rizika od psihijatrijskih
nuspojava, poput anksioznosti, depresije i suicidalnih ideja, te je terapijski razvoj ove klase
spojeva prekinut (201). U novije vrijeme, razvijeni su periferno ogranic¢eni antagonisti CB1R
koji slabije prolaze kroz krvno-mozdanu barijeru i stoga su liSeni centralno posredovanih
psihijatrijskih nuspojava, kako bi se procijenilo zadrzava li inhibicija perifernih CB:R
metabolicku korist globalne blokade CB1R (185). Studija Tama i sur. pokazala je da je lije¢enje
miSeva s pretiloS¢u izazvanom prehranom periferno ogranienim neutralnim antagonistom
CB1R AMG6545 poboljsalo toleranciju glukoze, osjetljivost na inzulin, profil lipida u plazmi,
iako je bio manje ucinkovit od rimonabanta u smanjenju tjelesne mase i nije utjecao na
kalorijski unos (202). Naknadne studije su pokazale da je vrlo potentan, selektivan, inverzni
agonist CB1R, JD5037, jos ucinkovitiji u poboljSanju metabolickih parametara u modelima
pretilosti/dijabetesa kod glodavaca 1 ima hipofagi¢ne ucinke preokretanjem rezistencije na
leptin (203), utjeCe na inzulinsku rezistenciju jetre izazvanu pretilos¢u (194) i poboljsava

funkciju B-stanica u ZDF Stakora (204).
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1.8. Mediteranska dijeta

Mediteranska prehrana (engl. Mediterranean diet, MD), pojam koji je skovao americki
fiziolog Ancel Benjamin Keys jo$ sredinom 20. stolje¢a (205), jedan je od najproucavanijih i
najpoznatijih prehrambenih obrazaca u svijetu. Podrijetlo tradicionalnog obrasca MD-e dolazi
iz civilizacija sa prostora koji okruzuju Sredozemno more, tako da je ovaj obrazac usko povezan
s druStvenim ponasanjima i stilovima zivota stanovnika te regije (206). MD povijesno je
povezana s niskom stopom kroni¢nih bolesti 1 visokom oc¢ekivanom zivotnom dobi odraslih
(207).

Tradicionalni obrazac MD-e karakterizira:

e visok unos maslinovog ulja (posebno djevicanskog i ekstra djevicanskog
maslinovog ulja) koji se koristi kao glavni izvor masti;

e umjeren unos mlijenih proizvoda (uglavnom sir i jogurt);

e visok unos hrane biljnog porijekla (voce, povrce, kruh i druge zitarice
(minimalno rafinirane), krumpir, grah, oraSasti plodovi i sjemenke);

e ribai perad u malim do umjerenim koli¢inama;

e crveno meso u malim koli¢inama,;

e vino u umjerenim koli¢inama, konzumirano uz obroke;

e opcenito minimalno preradena, sezonski svjeZa i lokalno uzgojena hrana;

e niska potroS$nja mesnih preradevina, slatkiSa 1 mlije¢nih proizvoda koji sadrze
visok udio masnoca (narocito zasi¢enih masnih kiselina) i dodanog Secera (206,
207, 208).

Jedna od prvih i najutjecajnijih epidemioloskih studija koja je sustavno istrazila
povezanost prehrambenih navika, Zivotnog stila 1 kardiovaskularnog rizika bila je Studija
sedam zemalja, koju su u razdoblju od 1958. do 1983. godine proveli Ancel Keys i suradnici.
Istrazivanje je obuhvatilo priblizno 13 000 nasumi¢no odabranih muskaraca srednje zivotne
dobi, izmedu 40 1 55 godina, iz Sjedinjenih Americkih Drzava, Japana, Italije, Grcke,
Nizozemske, Finske 1 tadaSnje Jugoslavije. Analizirani su prehrambeni 1 Zivotni ¢imbenici te
incidencija koronarne bolesti srca. Rezultati su pokazali da je u mediteranskim podrucjima,
osobito u Gr¢koj 1 juznoj Italiji, gdje je prehrana bila bogata povréem, Zitaricama, vocem,
mahunarkama i ribom, u€estalost koronarne bolesti srca bila znatno niza nego u zemljama poput
Sjedinjenih Americkih DrZava 1 Finske. Iako je Keys isticao klju¢nu ulogu prehrane u nastanku

koronarne bolesti srca, naglasavao je da prehrana ne djeluje izolirano. StanovniStvo
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mediteranskih regija bilo je tjelesno aktivnije, njegovalo je snaznije obiteljske i drustvene veze
te zivjelo sporijim 1 manje stresnim zivotnim ritmom. Stoga se niska ucestalost
kardiovaskularnih bolesti u tim podru¢jima moze pripisati sinergijskom djelovanju
prehrambenih obrazaca i Sirih zivotnih navika, pri ¢emu je prehrana ipak prepoznata kao jedan
od najvaznijih ¢imbenika (205, 209).

Od tada je objavljeno nekoliko prospektivnih kohortnih studija na tu temu. Jedna od
najvecih studija bila je prospektivna kohortna studija ,,Nurses' Health Study“ koja je ukljucivala
74.886 zena koje su pracene u periodu od 20 godina. Ova je studija sugerira kako je veca
adherencija MD-i povezana s manjim rizikom od incidencije koronarne bolesti srca manjim
rizikom od mozdanog udara (210). Naknadna analiza navedenih podataka, u studiji Sotos-
Prieta i sur., koja je dodatno ukljucila i kohortu ispitanika muskog spola iz studije ,,Health
Professional Follow-up Study*, pokazala je ukupni manji rizik od kardiovaskularnih bolesti
tijekom dugogodisnjeg perioda praenja, kako za Zene tako i za muskarce (211). Stovise,
rezultati metaanaliza sugeriraju kako su osobe koje se hrane po principima MD-e, u usporedbi
s kontrolnom prehranom, imale bolju kontrolu antropometrijskih, metaboli¢kih i upalnih
parametara rizika. Konkretno, nedvojbeni su dokazi koji podupiru veéu uc¢inkovitost MD-e u
smanjenju tjelesne tezine, ITM 1 opsega struka, sniZavanju ukupnog kolesterola, povecanju
HDL-kolesterola i smanjenju razina upalnih parametara kao §to su C-reaktivni protein (CRP) i
interleukin 6 (IL-6), u usporedbi s kontrolnim dijetama (212).

U studiji ,,MEDITA®, jednostruko centraliziranom randomiziranom ispitivanju, 215
muskaraca i Zena s novodijagnosticiranim T2DM-om randomizirano je u dvije skupine: jedna
skupina kod kojih je reZim ishrane odgovarao obrascima MD-¢e te druga u kojoj je koriStena
prehranu s niskim ukupnim udjelom masti, uz ukupno pracenje od 8 godina. Tijekom tog
razdoblja, primjena MD-e dovela je do povoljnih promjena u kontroli glikemije i faktorima
rizika za koronarne bolesti te je odgodila potrebu za antidijabetickom farmakoterapijom (213,
214).

Studija ,,PREDIMED* ($p. ,,Prevencion con Dieta Mediterranea“), ukljucivala je
muskarce i Zene srednje Zivotne dobi bez anamneze kardiovaskularnih bolesti, ali su temeljem
rizinih ¢imbenika pripadali u skupinu s povisenim Kkardiovaskularnim rizikom. Kiriteriji
ukljucivanja obuhvacali su prisutnost T2DM-a ili najmanje tri glavna ¢imbenika rizika
povezana s razvojem metabolickog sindroma, medu kojima su bili puSenje, arterijska
hipertenzija, poviSene vrijednosti LDL-kolesterola, snizene vrijednosti HDL-Kolesterola,

prekomjerna tjelesna masa ili pretilost te pozitivna obiteljska anamneza koronarne bolesti srca.

39



Doktorski rad Marko Grahovac

Ispitanici su randomizirani u tri intervencijske skupine: skupinu koja se hranila mediteranskom
prehranom obogac¢enom ekstra djevicanskim maslinovim uljem, skupinu koja se hranila
mediteranskom prehranom obogac¢enom dnevnim unosom mijesanih orasastih plodova te
kontrolnu skupinu kojoj je preporucena prehrana s niskim udjelom masti. Tijekom intervencije
nije bilo propisano ograni¢enje ukupnog energetskog unosa, niti je dodatno poticana tjelesna
aktivnost. Rezultati studije pokazali su da provodenja MD-e obogaéena ekstra djevicanskim
maslinovim uljem ili orasastim plodovima u osoba s visokim kardiovaskularnim rizikom
znacajno smanjuje incidenciju velikih kardiovaskularnih dogadaja u usporedbi s kontrolnom
prehranom (215).

Dokazi iz brojnih drugih prospektivnih studija upuc¢uju na to da je vec¢a adherencija MD-
i obrnuto proporcionalna s rizikom od razvoja T2DM-a (216). U naknadnom izvje$¢u studije
LATTICA®, koja je uklju¢ivala 3042 sudionika, srednja i visoka stopa, u usporedbi s niskom
stopom pridrZzavanja MD-i, bili su povezani s nizom 10-godi$njom incidencijom postavljanja
dijagnoze T2DM-a, uz znacajno snizenje markera upalnih procesa te povecanjem ukupnog
antioksidacijskog kapaciteta organizma (217). Dodatno, MD je povezana s boljom kontrolom
glikemije medu pacijentima s T2DM-om i predijabetesom u usporedbi s kontrolnim dijetama,

ukljucujudi i dijete s nizim udjelom masti (218).
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2.1. Glavni ciljevi istrazivanja

1.

Usporediti plazmatske koncentracije AEA i 2-AG u osoba s predijabetesom i zdravih
kontrola.

Utvrditi povezanost koncentracija AEA 1 2-AG s razinama akumulacije AGEs i
pokazateljima kardiovaskularnog rizika u osoba s predijabetesom.

Procijeniti povezanost stupnja adherencije mediteranskoj prehrani s plazmatskim

koncentracijama AEA i 2-AG u ukupnoj studijskoj populaciji.

2.2. Sporedni ciljevi istrazivanja

1.

3.

Ispitati povezanost plazmatskih koncentracija AEA i 2-AG s antropometrijskim
parametrima.

Analizirati povezanost plazmatskih koncentracija AEA i 2-AG s razinama glukoze
nataste 1 lipidnim statusom.

Ispitati odnos plazmatskih koncentracija AEA i 2-AG s vrijednostima arterijskog tlaka.

2.3. Hipoteze istrazivanja

1.

Osobe s predijabetesom imaju vise plazmatske koncentracije AEA i 2-AG u usporedbi
sa zdravim kontrolama.

Postoji razlika u koncentracijama AEA i 2-AG izmedu musSkaraca i Zena, kako u
ukupnom uzorku ispitanika tako i u skupini osoba s predijabetesom.

Vrijednosti AEA i 2-AG razlikuju se unutar skupine osoba s predijabetesom ovisno o
vrijednostima sistolickog arterijskog tlaka i indeksa tjelesne mase.

Vise plazmatske koncentracije AEA povezane su s veCom akumulacijom AGEs i
visom AGE Reader-procijenjenom kategorijom kardiovaskularnog rizika u osoba s
predijabetesom.

Veca adherencija mediteranskoj prehrani povezana je s nizim plazmatskim

koncentracijama AEA i 2-AG u ukupnoj studijskoj populaciji.
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Istrazivanje je osmi$ljeno u suradnji Centra za dijabetes, endokrinologiju i bolesti
metabolizma Klini¢kog bolni¢kog centra Split te Katedre za patofiziologiju Medicinskog
fakulteta u Splitu, a provedeno je u Laboratoriju za kardiometabolicka istrazivanja na
Medicinskom fakultetu u Splitu.

Istrazivanje je odobreno od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Splitu,
2. prosinca 2024. godine (Klasa: 029-01/24-02/0001; Ur.br.: 2181-198-03-04-24-0111) te je
provedeno u skladu s etickim nacelima HelsinSke deklaracije. Istraziva¢i su svakog od
ispitanika ponaosob temeljito upoznali s ciljevima i postupcima istrazivanja, nakon Cega je
svaki sudionik dao svoj pisani pristanak za sudjelovanje.

Ovo istrazivanje dizajnirano je kao presjecna studija.

3.1. Ispitanici

Ispitanici su regrutirani preko Centra za dijabetes, endokrinologiju i bolesti metabolizma
Klini¢kog bolnickog centra Split. U istrazivanju je sudjelovalo ukupno 178 osoba podijeljenih
u dvije skupine, ukljucujuéi 92 pacijenta s dijagnosticiranim predijabetesom te 86 zdravih
kontrolnih ispitanika, uskladenih prema dobi 1 spolu.

Kriterij ukljuenja u studiju bila je potvrdena dijagnoza predijabetesa, temeljem
najnovijih preporuka Americkog dijabetickog udruZenja. Ti kriteriji ukljucuju:

e vrijednost glukoze nataste u rasponu od 5,6 do 6,9 mmol/L ili vrijednosti HbA1lc izmedu

5,7 % 16,4 %, ili razina glukoze u plazmi dva sata nakon oralnog opterecenja glukozom

izmedu 7,8 i 11,0 mmol/L (1).

Iz studije su iskljuceni ispitanici koji su zadovoljavali bilo koji od postavljenih kriterija
iskljucenja:

¢ ranije postavljena dijagnoza dijabetesa tip 1 ili 2

e kroni¢ne bolesti srca, bubrega ili jetre

e anamneza infarkta miokarda ili ishemijskog mozdanog udara
e Dbolest perifernih arterija

e sekundarna arterijsku hipertenziju

e aktivna maligna bolest

e akutna infekcija

e autoimuna bolest
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e Kkoristenje dodataka prehrani ili proizvoda s kanabisom (uklju¢ujuéi rekreativnu uporabu
marihuane)
e aktualna terapija kortikosteroidima
e drugi poremecaji koji mogu znacajno utjecati na glukoregulaciju, poput Cushingova
sindroma, akromegalije ili feokromocitoma.
Jednak protokol uz identi¢ne kriterije iskljuenja primijenjen je i na ispitanike u kontrolnoj
skupini. Za svakog ispitanika u kontrolnoj skupini odredena je glukoze nataste, glukoza dva
sata nakon oralnog opterec¢enja glukozom te HbAlc kako bi iskljucili moguénost postojanja

poremecaja metabolizma glukoze.

3.2. Postupci

Tijekom inicijalnog pregleda, za svakog su sudionika prikupljeni klini¢ki podaci kroz
detaljnu anamnezu i pregled medicinske dokumentacije.

Tjelesna masa i visina mjerene su koriStenjem kalibrirane vage s integriranim
stadiometrom (Seca, Birmingham, UK). Na temelju tih vrijednosti izra¢unat je ITM kao omjer
tjelesne mase 1 kvadrata visine (izrazen u kg/m?). Opseg struka i opseg bokova izmjeren je
mjernom vrpcom s tocnos¢u od 0,1 cm — opseg struk mjeren je na sredini izmedu vrha zdjeli¢ne
kosti (lat. crista iliaca) i donjeg ruba rebara, dok je opseg bokova odreden na najSirem dijelu
glutealne regije. Nakon toga izraCunat je i omjer opsega struka i opsega bokova (engl. Waist-
to-hip ratio, WHR).

Arterijski tlak mjeren je uz pomocu uredaja za mjerenje arterijskog tlaka OMRON M3
Comfort (Omron Healthcare Co., Ltd., Kyoto, Japan), u skladu s vazeim smjernicama
Europskog kardioloskog drustva (engl. The European Society of Cardiology, ESC) (219).

Akumulacija AGEs u tkivu koZe procijenjena je neinvazivhom metodom
autofluorescencije, mjerenjem na desnoj podlaktici ispitanika, pomoc¢u uredaja AGE Reader
(DiagnOptics Technologies BV, Groningen, Nizozemska). Ova metoda pokazuje visoku
korelaciju s koncentracijom AGEs u tkivu koze potvrdenom biopsijom koze (130). Obzirom na
to da koli¢ina melanina u koZi moZe utjecati na rezultate mjerenja, u istrazivanje su ukljuceni
isklju¢ivo sudionici s Fitzpatrick tipovima koze I do III. Za svakog su ispitanika provedena tri
mjerenja, a u daljnjim analizama je koristen njihov prosjek. Na temelju dobivenih kvantitativnih
vrijednosti, 1 nakon upisanog broja godina za pojedinog ispitanika, uredaj je pomocu vlastitog

softvera klasificirao ispitanike u jednu od Cetiri kategorije kardiovaskularnog rizika, koje su za
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potrebe analize objedinjene u dvije skupine: ,,nizak/umjeren rizik* i visok/vrlo visok rizik®.
Intraindividualni koeficijent varijacije za ovu metodu iznosi manje od 5%.

Uzorci venske krvi prikupljeni su iz kubitalne vene svakog pojedinog ispitanika
koristenjem sterilnih igala za jednokratnu upotrebu. Iz svakog uzorka analizirani su: kompletna
krvna slika, lipidni profil, jetreni enzimi, glukoza nataste, HbAlc, urea, kreatinin 1 elektroliti.
Dio uzorka bio je alikvotiran i pohranjen na —80 °C radi naknadnog odredivanja biomarkera.
Plazmatske koncentracije AEA 1 2-AG odredene su kompetitivnom imunoenzimskom
metodom (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA). Nakon odmrzavanja, uzorci
su drzani na ledu kako bi se smanjila enzimska razgradnja. Prije analize, plazma je bila
prediluirana fosfatnim puferom (PBS, pH 7,2), u omjeru 1:4 za AEA i 1:5 za 2-AG, prema
uputama proizvodaca. Kvantifikacija je izvrSena primjenom komercijalno dostupnih ELISA
kompleta (Abbexa, Cambridge, UK), a apsorbancija je mjerena ELISA analizatorom Elisys
Duo (Human Diagnostics Worldwide).

Koeficijenti varijacije unutar serije iznosili su manje od 10 % za AEA, a izmedu serija
manje od 12 % za 2-AG, §to potvrduje visoku preciznost i pouzdanost metode. Laboratorijski
tehnicari koji su provodili ELISA testove, kao i statisti¢ari zaduzeni za naknadnu analizu
podataka, bili su zaslijepljeni u pogledu grupne pripadnosti pojedinog sudionika.

Svaki sudionik ispunio je validirani upitnik o adherenciji mediteranskoj dijeti (engl.
,,Mediterranean Diet Serving Score*, MDSS) (220). MDSS se sastoji od 14 stavki i procjenjuje
uskladenost s mediteranskim nac¢inom prehrane prema najnovijim smjernicama mediteranske
prehrambene piramide. Sudionici su izvjeStavali o svojim uobiCajenim prehrambenim
navikama tijekom protekle godine, ¢ime se procjenjivala dugorocna uskladenost s
mediteranskom prehranom. Upitnik ocjenjuje ucestalost konzumacije razli¢itih namirnica i
skupina hrane, pri ¢emu se 3 boda dodjeljuju za namirnice koje se jedu svaki obrok (kao §to su
voce, povrée, zitarice 1 maslinovo ulje), 2 boda za one koje se konzumiraju dnevno (mlijecni
proizvodi i orasasti plodovi), te 1 bod za tjedne namirnice (bijelo i crveno meso, riba, krumpir,
mahunarke, jaja, slastice 1 vino). Ukupan zbroj od 14 ili viSe bodova ukazuje na dobru

uskladenost sa smjernicma mediteranskog nacin prehrane.
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Hodogram istrazivanja shematski je prikazan na Slici 3.
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Slika 3. Hodogram istraZivanja. Kratice: AGEs — krajnji produkti glikacije (engl. Advanced
glycation end products); MDSS - upitnik o adherenciji mediteranskoj dijeti (engl.
Mediterranean Diet Serving Score)

3.3. Statisticka analiza podataka

Sve statisti¢ke analize provedene su koriStenjem programa SPSS Statistics verzije 30.0
(IBM Corp., Armonk, NY, SAD) i GraphPad Prism verzije 10.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, SAD). Za sve usporedbe P-vrijednost manja od 0,05 smatrana je statisticki
znacajnom. Normalnost distribucije podataka procijenjena je Shapiro-Wilkovim testom.

Kontinuirane varijable s normalnom distribucijom prikazane su kao aritmeti¢ka sredina
+ standardna devijacija (SD), dok su varijable koje nisu slijedile normalnu distribuciju
prikazane kao medijan s interkvartilnim rasponom (IQR). Kategorijske varijable prikazane su
kao broj i postotak.

Za usporedbu dviju neovisnih skupina koristen je Studentov t-test za kontinuirane
varijable s normalnom distribucijom, Mann-Whitneyjev U test za kontinuirane varijable koje
nisu slijedile normalnu distribuciju te hi-kvadrat (y?) test za kategorijske varijable.

Za usporedbu vise od dviju neovisnih skupina kontinuiranih varijabli koje nisu slijedile
normalnu distribuciju koristen je Kruskal-Wallisov test. U podskupnim analizama ispitanici s

predijabetesom razvrstani su prema tercilima vrijednosti sistolickog arterijskog tlaka i tercilima
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vrijednosti indeksa tjelesne mase, a razlike u plazmatskim koncentracijama AEA i 2-AG
izmedu navedenih tercila analizirane su Kruskal-Wallisovim testom. Budu¢i da globalne
usporedbe medu tercilima nisu dosegnule statisticku znacajnost, dodatne post-hoc usporedbe
nisu provedene.

Dodatno, u skupini ispitanika s predijabetesom provedena je podjela prema medijanu
vrijednosti indeksa tjelesne mase, a razlike u plazmatskim koncentracijama AEA i 2-AG
izmedu skupina s nizim i viSim indeksom tjelesne mase analizirane su Mann-Whitneyjevim U
testom.

Spolne razlike u plazmatskim koncentracijama AEA i 2-AG analizirane su Mann-
Whitneyjevim U testom u ukupnoj studijskoj populaciji te zasebno u podskupini ispitanika s
predijabetesom.

Povezanost izmedu plazmatskih koncentracija endokanabinoida i kontinuiranih
klini¢kih ili biokemijskih parametara procijenjena je Spearmanovom rang-Korelacijskom
analizom.

Kardiovaskularni rizik procijenjen AGE Reader algoritmom grupiran je u dvije
kategorije. Skupina nizeg kardiovaskularnog rizika ukljucivala je ispitanike klasificirane kao
,hema kardiovaskularnog rizika® ili ,,ograniceni kardiovaskularni rizik*, dok je skupina viseg
kardiovaskularnog rizika ukljucivala ispitanike klasificirane kao ,,povecani kardiovaskularni
rizik* ili ,,znaCajno povecani kardiovaskularni rizik*. Razlike u plazmatskim koncentracijama
AEA i 2-AG izmedu navedenih kategorija kardiovaskularnog rizika analizirane su Mann-
Whitneyjevim U testom. Razlike u udjelu ispitanika s vi§im kardiovaskularnim rizikom izmedu
skupine s predijabetesom i kontrolne skupine analizirane su hi-kvadrat testom.

Adherencija mediteranskoj prehrani procijenjena je pomoc¢u MDSS upitnika. Ukupan
zbroj od 14 ili viSe bodova definiran je kao dobra adherencija mediteranskoj prehrani, dok je
zbroj manji od 14 bodova definiran kao nedovoljna adherencija. Razlike u plazmatskim
koncentracijama AEA i 2-AG izmedu ispitanika s dobrom i nedovoljnom adherencijom
mediteranskoj prehrani analizirane su Mann-Whitneyjevim U testom u ukupnoj studijskoj
populaciji. Isti test koristen je i za usporedbu plazmatskih koncentracija AEA i 2-AG prema
adherenciji pojedinim skupinama namirnica obuhva¢enima MDSS upitnikom. Povezanost
ukupnog MDSS =zbroja s plazmatskim koncentracijama AEA 1 2-AG procijenjena je
Spearmanovom rang-korelacijskom analizom.

Kako bi se u ukupnoj studijskoj populaciji ispitala neovisna povezanost predijabetesa i

vrijednosti AGEs-a s plazmatskim koncentracijama AEA, provedena je viSestruka linearna
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regresijska analiza. U multivarijatni model ukljuceni su predijabetes, vrijednosti AGEs, dob,
spol, indeks tjelesne mase i koncentracija glukoze nataste. Rezultati regresijske analize
prikazani su kao regresijski koeficijent B s 95 % intervalom pouzdanosti, standardnom

pogreskom i pripadaju¢om P-vrijednoscu.

3.4. Izracun veli¢ine uzorka

Veli¢ina uzorka odredena je koriStenjem statistickog softvera MedCalc (verzija 20.113;
MedCalc Software, Ostend, Belgija), temeljem preliminarnih podataka dobivenih iz pilot-
istrazivanja koje je ukljuc¢ivalo 10 bolesnika s predijabetesom i 10 zdravih ispitanika.

Procjena potrebne veli¢ine uzorka temeljila se na glavnom ishodu — serumskoj
koncentraciji endokanabinoida. KoriStenjem Studentovog t-testa za usporedbu srednjih
vrijednosti izmedu dviju neovisnih skupina (pacijenata s predijabetesom i zdravih kontrola), uz
pretpostavljenu alfa pogresku od 5% 1 snagu istrazivanja od 80 %, izraunato je da je za
adekvatnu statisticku mo¢ potrebno ukljuciti najmanje 70 ispitanika u svakoj skupini kako bi

se osigurala dovoljna statisticka valjanost glavnog istrazivanja.
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U istrazivanje je ukljueno ukupno 178 ispitanika, od toga 92 ispitanika s postavljenom
dijagnozom predijabetesa i 86 ispitanika u kontrolnoj skupini, bez znacajne razlike u dobi
ispitanika izmedu skupina. Analizom je utvrdeno da su ispitanici s predijabetesom imali
statisti¢ki znacajno viSe razine glikemije nataste (P = 0,024), HbAlc (P = 0,031), ITM (P =
0,032) te sistolickog i dijastolickog krvnog tlaka (P < 0,001 za oba) u usporedbi s kontrolnom
skupinom. Razine ukupnog kolesterola (P=0,038) i triglicerida (0,022) bile su niZe u ispitanika
u kontrolnoj skupini. Nadalje, znacajno veéi udio ispitanika s predijabetesom klasificiran je u
kategoriju povecanog ili znacajno povecanog kardiovaskularnog rizika prema AGE Reader

algoritmu u usporedbi s kontrolnom skupinom (44,6 % naspram 26,7 %, P = 0,013).
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Preostale karakteristike ispitanika nisu se statisticki znacajno razlikovale izmedu promatranih

skupina. Osnovne karakteristike ispitanika prikazane su u Tablici 2.

Tablica 2 Osnovne karakteristike ispitanika koji su sudjelovali u istrazivanju.

Parametar Predijabetes Kontrole p*
(N=92) (N=86)

Dob (godine) 54,2 £ 8,3 56,6 £ 9,1 0,067 *
Muski spol, n (%) 38 (41,3) 39 (45,3) 0,694 **
ITM (kg/m?) 30,4 +38 26,4+29 0,032 *
WHR 0,99+0,31 0,96 £ 0,32 0,684 *
SBP (mmHg) 134,8 +11,9 123,2+9,4 <0,001 *
DBP (mmHg) 84,9 + 10,2 78376 <0,001 *
Glikemija nataSte (mmol/L) 58+0,6 51+0,7 0,024 *
HbAlc (%) 59+04 55+0,3 0,031 *
Ukupni kolesterol (mmol/L) 57+09 52+1]1 0,038 *
LDL-C (mmol/L) 35+0,7 33+11 0,142 *
HDL-C (mmol/L) 1,6+0,5 14+04 0,234 *
Trigliceridi (mmol/L) 15+£0,9 1,2+0,3 0,022 *
AST (U/L) 255+7,8 241 +84 0,494 *
ALT (U/L) 26,2+9,3 22,3+9,1 0,382 *
Kreatinin (umol/L) 78 +15 75+ 15 0,765 *
AGEs 24+05 22+04 0,104 *

Podatci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija ili cijeli broj (postotak).
Kratice: ITM — indeks tjelesne mase; WHR — omjer opsega struka i bokova (engl. waist to hip
ratio); SBP — sistolicki arterijski tlak (engl. systolic blood pressure); DBP — dijastolicki
arterijski tlak (engl. diastolic blood pressure); HbAlc — glikirani hemoglobin Alc; LDL-C
lipoprotein niske gustuce (engl. low-density lipoprotein); HDL — lipoprotein visoke gustoce
(engl. high-density lipoprotein); AST - aspartat aminotransferaza; ALT - alanin
aminotransferaza; AGEs — krajnji produkti glikacije (engl. advanced glycation end products).
*t-test za nezavisne uzroke. **hi-kvadrat test.
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U ispitanika s predijabetesom zabiljeZene su viSe razine AEA u plazmi u usporedbi s
kontrolama podudarnima po dobi i spolu (47,2 (31,1 — 64,0) ng/mL u odnosu na 34,2 (23,6 —
44,8) ng/mL; P = 0,004; (Slika 4A). Nije utvrdena razlika izmedu ispitanika s predijabetesom
i kontrola u razinama 2-AG u plazmi (25,5 = 9,2 ng/mL u odnosu na 26,9 + 11,4 ng/mL; P =

0,520; (Slika 4B).
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Slika 4. Usporedba razina endokanabinoida u plazmi izmedu ispitanika s predijabetesom i
zdravih kontrola (A) AEA; (B) 2-AG. Kratice: AEA: anandamid; 2-AG: 2-arahidonoilglicerol.
*Qvisno o distribuciji koristen Mann—Whitney U test ili studentov t-test.
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Univarijatna analiza pokazala je pozitivnu korelaciju izmedu plazmatskih koncentracija
AEA i vrijednosti AGEs-a u ispitanika s predijabetesom (r = 0,357; P = 0,002) (Slika 5A). Ovaj
rezultat dodatno je potkrijepljen opazanjem da su ispitanici s predijabetesom u visoj kategoriji
kardiovaskularnog rizika procijenjenoj AGE Reader algoritmom imali viSe plazmatske
koncentracije AEA u odnosu na ispitanike nize kategorije rizika (50,0 (38,2-53,0) ng/mL
naspram 30,9 (19,4-41,5) ng/mL; P = 0,011) (Slika 5B).

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u plazmatskim koncentracijama 2-AG izmedu
ispitanika s predijabetesom u viSoj 1 nizoj kategoriji kardiovaskularnog rizika procijenjenoj
AGE Reader algoritmom (11,4 (6,9-25,2) ng/mL naspram 17,9 (8,5-41,8) ng/mL; P = 0,158);
(Slika 5D). Takoder, nije utvrdena korelacija izmedu plazmatskih koncentracija 2-AG i
vrijednosti AGEs-a u ispitanika s predijabetesom (r = 0,056; P = 0,659) (Slika 5C).

Skupina ispitanika s nizom kategorijom kardiovaskularnog rizika procijenjenom AGE
Reader algoritmom ukljucivala je ispitanike klasificirane kao “nema kardiovaskularnog rizika”
ili “ograniceni kardiovaskularni rizik”, dok je skupina s viSom kategorijom rizika ukljucivala
ispitanike klasificirane kao “povecani kardiovaskularni rizik” ili “znacajno povecéani

kardiovaskularni rizik”, sukladno originalnoj stratifikaciji AGE Reader algoritma.
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Slika 5. Povezanost plazmatskih koncentracija AEA i 2-AG s vrijednostima AGEs-a i
kategorijom kardiovaskularnog rizika procijenjenom AGE Reader algoritmom: (A) korelacija
izmedu koncentracije AEA u plazmi i vrijednosti AGEs-a; (B) koncentracija AEA u plazmi
stratificirana prema kategorijama kardiovaskularnog rizika procijenjenima AGE Reader
algoritmom; (C) korelacija izmedu koncentracije 2-AG u plazmi i vrijednosti AGEs-a; (D)
usporedba koncentracije 2-AG u plazmi izmedu skupina s vi§im i nizim kardiovaskularnim
rizikom procijenjenim AGE Reader algoritmom. *Spearmanova rang-korelacijska analiza za
panele A i C; Mann-Whitneyjev U test za panele B i D. Kratice: AEA — anandamid; 2-AG — 2-
arahidonoilglicerol; AGEs — krajnji produkti glikacije engl. (advanced glycation end products).
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Kako bi se istrazila povezanost izmedu koncentracije AEA i 2-AG s vrijednosti
sistolickog arterijskog tlaka odnosno ITM u ispitanika s predijabetesom, kreirali smo tri
razli¢ite skupine prema tercilama vrijednosti sistolickog tlaka odnosno ITM. Kruskal—
Wallisovim testom ispitane su razlike u vrijednostima AEA i 2-AG izmedu pojedinih
podskupina te nije utvrdena statisticki znacajna razlika. Konkretno, za AEA (Slika 6A i 6B)
nisu zabiljezene razlike ovisno o tercilima sistolickog tlaka (P = 0,812) niti ovisno o tercilima
ITM (P = 0,579). Sli¢no tome, vrijednosti 2-AG (Slika 7A i 7B) nisu se razlikovale izmedu
tercila sistolickog tlaka (P = 0,413) niti izmedu tercila ITM (P = 0,579).
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Slika 6. Povezanost izmedu koncentracije AEA s tercilama vrijednosti sistolickog tlaka (6A)
odnosno ITM (6B) u ispitanika s predijabetesom. *Kruskal-Wallisov test. Kratice: AEA —
anandamid.
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Slika 7. Povezanost izmedu koncentracije 2-AG s tercilama vrijednosti sistolickog tlaka (7A)
odnosno ITM (7B) u ispitanika s predijabetesom. *Kruskal-Wallisov test. Kratice: 2-AG — 2-
arahidonoilglicerol.
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Nije utvrdena statisticki zna¢ajna razlika u koncentracijama AEA (34,54 [20,36-51,0]
vs. 43,28 [23,16-51,98]; P = 0,586) (Slika 8A) i 2-AG (13,23 [7,04-22,9] vs. 12,3 [7,7-46,03];
P = 0,586) (Slika 8B) izmedu muskaraca i zena u ukupnom uzorku ispitanika, ukljuc¢ujuci

ispitanike s predijabetesom i zdrave kontrole.
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Slika 8. Razlike izmedu koncentracije AEA (8A) i 2-AG (8B) po spolu u svih ispitanika.
*Mann-Whitney test. Kratice: AEA — anandamid, 2-AG — 2-arahidonoilglicerol.
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Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u koncentracijama AEA (34,72 [22,22-55,95]
vs. 38,96 [18,8-51,0]; P = 0,615) (Slika 9A) 1 2-AG (7,5 [4,98-37,93] vs. 27,09 [7,93-47,75]; P

= 0,545) (Slika 9B) izmedu muskaraca i zena u skupini ispitanika s predijabetesom.
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Slika 9. Razlike izmedu koncentracije AEA (9A) i 2-AG (9B) po spolu u ispitanika s
predijabetesom. *Mann-Whitney test. Kratice: AEA - anandamid, 2-AG - 2-
arahidonoilglicerol.
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Kako bi se istrazila povezanost izmedu koncentracije AEA i 2-AG s vrijednosti ITM-a
u ispitanika s predijabetesom, kreirali smo dvije skupine prema medijanu vrijednosti ITM-a.
Mann-Whitneyevim testom ispitane su razlike u vrijednostima AEA i 2-AG izmedu pojedinih
podskupina te nije utvrdena statisticki znacajna razlika. Konkretno, nije utvrdena statisticki
znaCajna razlika u koncentracijama AEA (40,54 [23,34-51,88] vs. 31,36 [19,31-50,79]; P =
0,615) (Slika 10A) niti 2-AG (11,43 [7,84-20,25] vs. 17,21 [7,12-44,66]; P = 0,292) (Slika
10B) u skupini ispitanika s predijabetesom ovisno o ITM-u.
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Slika 10. Razlike izmedu koncentracije AEA (10A) i 2-AG (10B) prema skupinama ITM-a u
ispitanika s predijabetesom. *Mann-Whitney test. Kratice: AEA — anandamid, 2-AG — 2-
arahidonoilglicerol; ITM — indeks tjelesne mase
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Analizom je utvrdeno da su ispitanici koji su se pridrzavali mediteranske dijete imali
statisticki znacajno nize razine AEA u plazmi u usporedbi s onima koji se nisu pridrzavali (38,0
(20,3-51,9vs. 47,5 (27,7-51,8); P = 0,038), dok za 2-AG takva povezanost nije uo¢ena. Nadalje,
nije identificirana povezanost izmedu pridrzavanja pojedinim skupinama namirnica
mediteranske dijete i plazmatskih koncentracija niti AEA niti 2-AG. Usporedba plazmatskih
koncentracija endokanabinoida u odnosu na pridrzavanje pojedinacnim skupinama namirnica i

mediteranskoj dijeti unutar svih ispitanika istrazivanja prikazana je u Tablici 3.
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Tablica 3 Usporedba plazmatskih koncentracija endokanabinoida u odnosu na pridrzavanje

pojedina¢nim skupinama namirnica i mediteranskoj dijeti opcéenito u svih ispitanika (n = 178).

AEA (ng/mL) 2-AG (ng/mL)
Parametar  Adherentni Neadherentni  P* Adherentni  Neadherentni  P*

Zitarice 35,0 35,7 0,423 31,6 30,8 0,723
(18,3-61,1)  (21,1-55,1) (23,0-41,1) (24,1-39,9)

Krumpir 37,5 38,5 0,627 19,0 15,3 0,063
(19,0-65,1) (22,0-61,1) (13,7-29,7) (12,5-23,0)

Maslinovo 40,2 41,0 0,765 31,0 29,9 0,114
ulje (20,2-68,2) (23,2-62,3) (22,0-40,6) (23,5-39,0)

Orasasti 42,3 42,9 0,274 19,2 20,3 0,456
plodovi (22,3-70,3) (25,3-65,0) (10,0-29,0) (12,5-28,4)

Voce 38,3 37,8 0,857 27,6 26,8 0,534
(20,3-63,0) (24,3-60,1) (18,1-36,6) (19,7 -36,0)

Povrée 41,1 41,4 0,539 32,5 31,9 0,798
(18,1-65,00 (21,0-58,1) (25,7-38,6) (26,5-37,9)

Mlije¢ni 36,5 38,5 0,092 21,4 22,5 0,555
proizvodi (15,1-58,2) (19,0-54,2) (12,0-30,9) (13,1-31,5)

Mahunarke 39,2 38,4 0,102 27,4 26,2 0,364
(175-64,1) (22,5-59,6) (22,0-33,2) (22,1-32,0)

Jaja 43,6 43,3 0,788 19,1 18,6 0,277
(23,0-72,6) (26,6 —66,5) (11,2-29,00 (11,9-27,8)

Riba 37,5 36,8 0,234 21,9 22,4 0,355
(16,0-615) (21,7-57,7) (13,6 -30,5)  (15,1-29,9)

Bijelo meso 442 44,0 0,698 444 43,5 0,243
(24,2-64,2) (25,3-62,3) (37,0-51,3) (37,5-50,4)

Crveno meso 42,7 449 0,082 28,7 29,2 0,756
(24,3-73,3) (27,3-67,0) (22,5-35,8) (24,1-36,0)

Slatkisi 39,3 39,8 0,586 25,7 26,0 0,819
(21,3-62,4) (24,6 -62,1) (12,5-34,00 (21,9-34)5)

Vino 41,5 43,4 0,094 32,1 31,5 0,745
(18,6 - 64,00 (26,0-57,1) (26,8 -40,8) (27,4 —39,9)

Adherencija 38,0 47,5 0,038 18,2 21,5 0,653
MD (20,3-51,9) (27,7-51,8) (12,8-30,8) (16,2 -27,9)

Podatci su prikazani kao medijan (IQR). *Mann—Whitney U test; fprema rezultatu MDSS
(engl. The Mediterranean Diet Serving Score) upitnika. Kratice: AEA — anandamid, 2-AG — 2-
arahidonoilglicerol; MD — Mediteranska prehrana (engl. Mediterranean diet).
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Analiza korelacije plazmatskih koncentracija AEA i 2-AG s relevantnim klini¢kim i
biokemijskim parametrima detaljno je prikazana u Tablici 4. Univarijatna analiza pokazala je
pozitivnu korelaciju dobi s koncentracijom AEA u plazmi (P < 0,001), dok sli¢na povezanost s
razinama 2-AG nije uocena (P = 0,180). Postojala je pozitivna korelacija ITM (P = 0,002), a
negativna korelacija dijastolickog tlaka (P = 0,009) i HDL-C (P < 0,001), s razinom 2-AG u
plazmi. Nadalje, postojala je pozitivna korelacija HDL-C (P = 0,005), te negativna korelacija
dijastolickog tlaka (P = 0,013) i glikemije nataste (P < 0,001), s koncentracijom AEA u plazmi.
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Tablica 4 Analiza korelacije plazmatskih razina endokanabinoida s odabranim klini¢kim i

laboratorijskim karakteristikama u ukupnoj studijskoj populaciji (n = 178).

AEA (ng/mL) 2-AG (ng/mL)
Parametar Korelacijski P Korelacijski P
koeficijent r * koeficijent r *
Dob (godine) 0,304 <0,001 -0,101 0,180
ITM (kg/m?) 0,147 0,050 0,231 0,002
WHR 0,065 0,389 0,124 0,099
SBP (mmHg) 0,065 0,389 0,064 0,396
DBP (mmHg) —0,185 0,013 —0,195 0,009
Glikemija nataste —0,323 <0,001 —0,085 0,259
(mmol/L)
Ukupni kolesterol 0,034 0,652 —0,094 0,212
(mmol/L)
LDL-C (mmol/L) —0,095 0,207 0,016 0,832
HDL-C (mmol/L) 0,211 0,005 —0,341 <0,001
Trigliceridi (mmol/L) 0,114 0,130 0,056 0,458
Kreatinin (umol/L) 0,214 0,004 —0,105 0,163
MDSS (bodovi) —0,203 0,007 0,062 0,437

*Spearmanova korelacijska analiza. Kratice: AEA —anandamid; 2-AG — 2-arahidonoilglicerol;
ITM — indeks tjelesne mase; WHR — omjer opsega struka i bokova (engl. waist to hip ratio);
SBP — sistoli¢ki arterijski tlak (engl. systolic blood pressure); DBP — dijastoli¢ki arterijski tlak
(engl. diastolic blood pressure); LDL-C lipoprotein niske gustu¢e (engl. low-density
lipoprotein); HDL — lipoprotein visoke gusto¢e (engl. high-density lipoprotein); MDSS —
upitnik o adherenciji MD (engl. The Mediterranean Diet Serving Score).
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Kako bi se utvrdila neovisna povezanost predijabetesa i razina AGEs s plazmatskim

koncentracijama AEA, primijenjena je viSestruka linearna regresijska analiza. Multivarijatna

analiza potvrdila je da su i predijabetes i vrijednosti AGEs pozitivno povezani s koncentracijom

AEA u plazmi, neovisno o dobi, spolu, ITM i razinama glikemije nataste. Multivarijatna analiza

izabranih parametara povezanih s razinama AEA u plazmi prikazana je u Tablici 5.

Tablica 5 Multivarijatna analiza izabranih parametara povezanih s razinama AEA u plazmi.

Parametar B (95% CD) + SE P
Predijabetes (vs. kontrole) 11,9 (3,7-20,1) 4,1 0,005
AGEs 0,25 (0,09 - 0,41) 0,08 0,003
Dob (godine) 0,31 (0,09 —0,53) 0,11 0,007
Spol (muski vs. Zenski) -1,4 (-8,8-6,0) 3,7 0,712
ITM (kg/m?) 0,06 (-0,26 —0,38) 0,16 0,702
Glikemija nataSte (mmol/L) -0,88 (-3,9-2,1) 15 0,561

tmultipla linearna regresijska analiza; SE — standardna pogreska. Kratice: AEA — anandamid;
AGE - krajnji produkti glikacije (engl. advanced glycation end products); ITM — indeks

tjelesne mase.
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Rezultati provedenog istrazivanja ukazuju na to da ispitanici s predijabetesom imaju
vise razine AEA u plazmi u usporedbi s ispitanicima u kontrolnoj skupini uskladenima prema
dobi i spolu. Ovakvi rezultati u skladu su s ranijim istrazivanjima koja upuc¢uju na to da ECS

moze biti disreguliran u razli¢itim metaboli¢kim bolestima.

Pregledni rad Nogueirasa i sur. istice ulogu ECS-a u regulaciji metabolizma glukoze i
energije, pri ¢emu se posebno istice ¢injenica kako AEA moze modulirati lucenje inzulina te
osjetljivost tkiva na inzulin. Nadalje, Klini¢ki i eksperimentalni podaci dobiveni na Zivotinjskim
modelima snazno upucuju na to da blokada CB1R ima povoljne uc¢inke na metabolizam glukoze
i poboljsanje inzulinske osjetljivosti (221). ECS ima ulogu u modulaciji komunikacije izmedu
srediSnjeg ziv€anog sustava i perifernih organa te uskladuje funkcionalnu aktivnost tkiva
ukljuéenih u regulaciju metabolizma lipida i glukoze (222). Aktivacija kanabinoidnih CB1R u
perifernim tkivima, osobito u jetri, masnom tkivu i skeletnim misi¢ima, povezuje se s
poremecajem metabolicke homeostaze, koji se ocituje smanjenom osjetljivos¢éu na inzulin,
pojacanom jetrenom glukoneogenezom i lipogenezom. Posebno je aktivacija jetrenih CB1R
povezana s razvojem pretilosti 1 inzulinske rezistencije, pri cemu doprinosi naruSenoj regulaciji
metabolizma glukoze i lipida, pove¢anom unosu i pohrani energije te pojacanom razinom
oksidativnog stresa i proinflamatornim ucinkom (223). PoviSene razine AEA u stanju
predijabetesa mogu predstavljati odraz kompenzacijskih mehanizama organizma koji se
aktiviraju kao odgovor na razvoj inzulinske rezistencije, s ciljem privremenog ocuvanja
metaboli¢ke ravnoteze i homeostaze glukoze (221). Nadalje, navedeni rezultat u skladu je s
prethodnim istrazivanjima koja ukazuju na povezanost poviSenih koncentracija AEA s
disfunkcijom koronarne cirkulacije u osoba s pretilos¢u (224), stanjem usko povezanim s
predijabetesom putem niza medusobno isprepletenih mehanizama, ukljucujuéi povecéano
nakupljanje visceralnog masnog tkiva, razvoj inzulinske rezistencije, poremecaje u
metabolizmu glukoze te druge povezane metabolicke i vaskularne promjene (225). Sli¢no tome,
poviSene razine AEA uocene su 1 u tkivu mreznice u pacijenata s razvijenom dijabetickom
retinopatijom, Sto upucuje na mogucénost da AEA predstavlja potencijalni biomarker koji

povezuje metabolicke poremecaje s vaskularnim komplikacijama dijabetesa (226).

Rezultati Cetiriju multicentri¢nih i multinacionalnih ,,RIO* (engl. Rimonabant in
Obesity) studija konzistentno potvrduju da farmakoloska blokada CB:R rimonabantom dovodi
ne samo do klinicki znaCajnog smanjenja tjelesne mase i opsega struka, nego i do istodobnog
poboljsanja niza kardiometaboli¢kih rizi¢nih ¢imbenika. U studiji ,,RIO-Lipids®, u populaciji

prekomjerno uhranjenih i pretilih bolesnika s dislipidemijom, primjena rimonabanta rezultirala
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je dodatnim prosjecnim gubitkom tjelesne mase i smanjenjem opsega struka u odnosu na
placebo, uz istodobno znacajno snizenje triglicerida, porast HDL kolesterola, kao i pretvorba
LDL cestica u manje aterogene subfrakcije lipoproteina. Istovremeno je zabiljezen porast
koncentracije adiponektina, koji je samo djelomi¢no objasnjen gubitkom tjelesne mase, Sto
upucuje na izravne metaboli¢ke ué¢inke CB1R blokade u masnom tkivu (227). Sli¢an obrazac
zapazen je i u ostalim ,,RIO* studijama, u kojima je rimonabant, u usporedbi s placebom, doveo
do poboljsanja inzulinske osjetljivosti, snizenja koncentracija inzulina i glukoze nataste te
smanjenja HbAlc u pretilih bolesnika s visokim metabolickim rizikom, osobito u skupini s
T2DM-om. Uz to su zabiljeZena umjerena sniZenja arterijskog tlaka 1 smanjenje prevalencije
metaboli¢kog sindroma, §to dodatno podupire koncept visceralne pretilosti kao centralnog
terapijskog cilja (228-230). Ukupno gledano, skupina RIO studija pruza snazan dokaz da
farmakoloska inhibicija ECS-a mozZe istodobno djelovati na tjelesnu masu, visceralnu mast i
klju¢ne kardiometaboli¢ke parametre. Medutim, klinicku primjenjivost ovakvog pristupa
ogranicila je pojava psihijatrijskih nuspojava (depresija, anksioznost), koje su u ,,RIO-Lipids*
s trziSta od strane najvecih svjetskih regulatornih agencija (FDA, EMA). Navedeno naglaSava

potrebu za razvojem sigurnijih, selektivnijih modulatora ECS-a.

S druge strane, u provedenom istrazivanju, razine 2-AG nisu Se razlikovale izmedu
ispitanika s predijabetesom i kontrolne skupine. To je u skladu s nalazima drugih istrazivanja
koja upucuju na razliitu fiziolosku regulaciju AEA-a i 2-AG-a te njihove razli¢ite uloge u
kardiometabolickim bolestima (231, 232). Ova divergentna opazanja vjerojatno proizlaze iz
temeljnih razlika u putevima biosinteze i razgradnje endokanabinoida - AEA se pretezito
hidrolizira putem enzima FAAH-e, dok se 2-AG uglavnom metabolizira uz pomo¢ MAGL-a
(166, 170). Varijacije u tkivno specifi¢noj ekspresiji enzima, dostupnosti supstrata i lokalnim
metabolickim zahtjevima mogu rezultirati razli¢itim cirkuliraju¢im razinama. Nadalje, AEA 1
2-AG razlikuju se prema svojim afinitetima i u¢inkovitosti na CB1R i CB2R (170), §to se moze
odraziti u njihovim razli¢itim fizioloSkim i patofizioloskim ulogama. To naglasava potrebu da
se svaki endokanabinoidni ligand razmatra zasebno pri tumacenju njegova doprinosa ukupnoj

metabolickoj regulaciji u organizmu.

U ovom istrazivanju nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u koncentracijama AEA-
a1 2-AG-a izmedu muskaraca i Zena, iako je zabiljezen trend visih vrijednosti oba eCB u Zena.
Ovi se nalazi mogu djelomi¢no usporediti s rezultatima Matte i sur., koji su u populaciji

ispitanika s metaboli¢kim sindromom pokazali izostanak spolnih razlika u koncentracijama 2-
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AG-a. Navedeni autori pritom isticu da menopauza predstavlja jedan od ¢imbenika koji moze
modulirati cirkuliraju¢e koncentracije 2-AG-a. Nasuprot tomu, koncentracije AEA-a u istoj su
studiji bile viSe u zena nego u muskaraca, a spolne razlike u koncentraciji AEA-a opisane su i
u ranijim istrazivanjima (233). Stoga na$i rezultati sugeriraju da su spolne razlike u
cirkuliraju¢im eCB-ima u metaboli¢ki rizi¢nim populacijama vjerojatno suptilne i pod
utjecajem vise bioloskih i metabolickih ¢imbenika, zbog cega ne moraju biti dosljedno

potvrdene u svim ispitivanim uzorcima.

Kumulativni podaci iz literature upucuju na to da povisSene koncentracije AEA i1
pojacana aktivnost ECS-a pridonose razvoju i progresiji inzulinske rezistencije. Annuzzi i sur.
izvijestili su o poviSenim razinama AEA u potkoznom masnom tkivu pretilih bolesnika s
T2DM-om, uz istodobno povecanje ekspresije leptinskog mRNA 1 koncentracija slobodnih
masnih kiselina, §to upucuje na potencijalnu interakciju lipotoksi¢nih i endokanabinoidnih
signala u adipocitima (234). U skladu s time, u mi§jem modelu Liu i sur. pokazali su da
AEA-posredovana aktivacija hepaticnog CB1R dovodi do intolerancije glukoze; u¢inak koji
izostaje u CB1-knockout zivotinja; ¢ime se dodatno podupire uloga CB1R signalizacije u
razvoju metabolicke disfunkcije (235). Na klini¢koj razini, osmotjedno randomizirano
kontrolirano ispitivanje pokazalo je da prelazak sa zapadnjackog na izokalori¢ni mediteranski
obrazac prehrane sniZava jutarnje koncentracije AEA 1 poboljSava HOMA-IR, implicirajuci
protektivnu ulogu mononezasi¢enih masnih kiselina 1 polifenola u modulaciji hiperaktivnosti
ECS-a (236). Komplementarno, recentni mehanicistic¢ki podatci pokazuju da 2-AG-inducirano
CB1R signaliziranje u monocitima poti¢e ekspresiju rezistina, iniciraju¢i upalni odgovor u
masnom tkivu i posljedi¢nu progresiju inzulinske rezistencije. Farmakoloska blokada CB:R
reverzibilno poniStava taj ucinak, ¢ime se funkcionalna os 2-AG/CB1-rezistin potvrduje kao

relevantna meta za eventualne buduce intervencije (237).

Zajednicki, ovi rezultati sugeriraju da modulacija ECS-a promjenom prehrambenih
navika moze prigusiti nizvodne proinflamatorne medijatore poput rezistina. Ipak, potrebno je
dodatno razjasniti u kojoj je mjeri taj mehanizam zastupljen u osoba s predijabetesom te moze
li visoka adherencija mediteranskoj prehrani istodobno sniziti razine endokanabinoidnih

liganada, rezistina i ukupnog optere¢enja AGES spojevima.

U ispitanika s predijabetesom plazmatske koncentracije AEA pozitivno su korelirale s
vrijednostima AGEs-a, koji predstavljaju pokazatelj kumulativnog metaboli¢kog stresa i

dugotrajnije izlozenosti glikacijskim i oksidativnim procesima (238). Sukladno tome,
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multivarijatna analiza potvrdila je da su predijabetes i vrijednosti AGES neovisno povezani s
razinama AEA u plazmi, i nakon prilagodbe za potencijalne ¢imbenike zamjene, ukljucujuci
dob, spol, ITM i koncentraciju glukoze u plazmi nataste. Nadalje, u bolesnika s veéim
kardiovaskularnim rizikom procijenjenim AGE Reader algoritmom utvrdene su poviSene razine
AEA u plazmi u usporedbi s ispitanicima nizeg rizika. Rajesh i sur. sugeriraju da pretjerana
aktivacija ECS-a i CB1R moze imati klju¢nu ulogu u patogenezi dijabeticke kardiomiopatije,
medu ostalim tako $to potice ekspresiju, nakupljanje i/ili signalizaciju RAGEs-a i samih AGEs-

a, ¢ime se dodatno pojacavaju upalni i fibrogeni procesi u tkivu miokarda (239).

Povisene razine razli¢itih AGEs-a utvrdene su u serumu i tkivima bolesnika s
dijabetesom. Brojna su istrazivanja prethodno pokazala povezanost izmedu pojacane
produkcije AGEs-a i razvoja kroni¢nih komplikacija dijabetesa, §to upucuje na njihovu ulogu
ne samo kao potencijalnih bioloSkih markera, ve¢ i kao prediktora nepovoljnih klini¢kih ishoda
(240,241). lako je prognosticka vrijednost razine AGEs-a za procjenu kardiovaskularnog rizika
i s dijabetesom povezanih komplikacija dobro dokumentirana u osoba s ve¢ dijagnosticiranim
T2DM-om, i dalje nedostaje ¢vrstih dokaza koji bi potvrdili njithovu prognosti¢ku vrijednost u
kontekstu predijabetesa. Sustavni pregled i metaanaliza koju su proveli Lu i sur. pokazali su da
je visok unos egzogenih AGEs-ova (pretezito putem prehrane bogate AGEs-ovima nastalim
tijekom termicke obrade hrane na visokim temperaturama 1 pri niskoj vlaznosti, kao $to su
pecenje na Zaru, przenje i pecenje u pecnici) povezan s povisenim koncentracijama glukoze u
plazmi nataSte, povefanim razinama inzulina te izraZenijom inzulinskom rezistencijom.
Navedeni parametri predstavljaju klju¢ne pokazatelje predijabetesa i povecanog rizika za razvoj
T2DM-a (242). Nadalje, Birukov i sur. proveli su istrazivanje koje upucéuje na to da povisene
razine AGEs-a, izmjerene metodom kozne autofluorescencije mogu doprinositi poveéanju
vaskularne krutosti neovisno o dobi i drugim kardiometaboli¢kim ¢imbenicima rizika. Ovaj
ucinak nije ograni¢en samo na bolesnike s dijabetesom, ve¢ je zabiljezen i u uvjetima
normoglikemije i predijabetesa, Sto sugerira da nakupljanje AGEs-a moze imati vaznu ulogu u
ranoj fazi kardiovaskularnih poremecaja, prije klinicke manifestacije T2DM-a (243). S druge
strane, u sklopu ,,SALIA* studije istrazivan je odnos izmedu koncentracija AGEs-a u plazmi i
poremecaja glikemije nataSte. Rezultati nisu pokazali znacajne razlike u razinama AGEs-a
izmedu ispitanika s normalnom glukozom nataste i onih s o§te¢enom glikemijom nataste, §to
sugerira da cirkulirajuéi AGES-i mozda nemaju snaznu povezanost s ranijim stadijima
poremecaja metabolizma glukoze. Ovi nalazi upucuju na moguénost da se klinicki relevantna

akumulacija AGEs-a javlja u kasnijim fazama disglikemije ili da su za ranu detekciju
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metaboli¢kih promjena informativniji drugi biomarkeri (244). Zajednic¢ki promatrani, ovi nalazi
podupiru sve veéi broj dokaza koji sugeriraju da disregulacija ECS-a, osobito AEA-
signalizacije, moze imati vaznu ulogu u ranoj metabolickoj disfunkciji. Prethodna su
istrazivanja pokazala da AEA moze modulirati inzulinsku osjetljivost, upalne procese i
endotelnu funkciju, $to su kljuéne komponente patofiziologije predijabetesa, pretilosti i
ateroskleroze (245, 246).

Izostanak povezanosti izmedu 2-AG-a i predijabetesa, kao i izmedu 2-AG-a i razina
AGEs-a, moze odrazavati razli¢ite metaboli¢ke putove i afinitet za endokanabinoidne receptore
izmedu AEA-a i 2-AG-a, kao i razlike u njihovoj tkivno specifi¢noj sintezi i razgradnji (187,
247).

Bolja adherencija MD-i bila je povezana s nizim razinama AEA-a u plazmi, dok takva
povezanost nije utvrdena ni za koncentracije 2-AG ni za stupanj pridrzavanja preporuc¢enog
unosa pojedinacnih skupina namirnica. Ovakvi rezultati sugeriraju da ukupni prehrambeni
obrazac, a ne izolirana konzumacija pojedinih namirnica, moze imati specifican modulirajuci
ucinak na AEA-signalizaciju unutar ECS-a. Vjerojatno je da upravo sinergijsko djelovanje
polifenola, jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina, prehrambenih vlakana i omega-3 masnih
kiselina predstavlja temelj ovakve modulacije. Stoga se ¢ini da cjelokupni prehrambeni obrasci
imaju snaznije bioloSke ucinke na regulaciju ECS-a i opterecenje AGEs-a od pojedina¢nih
prehrambenih komponenti, $to naglaSava translacijsku vaznost holistickih prehrambenih
intervencija. Takav pristup, usmjeren na integrirani utjecaj razli¢itih nutrijenata i njihovih
medusobnih interakcija, potencijalno je u€inkovitiji u modulaciji rizicnih metabolickih putova
i prevenciji kardiometaboli¢kih komplikacija. Ovakvi rezultati sukladni su nalazima
randomiziranog kontroliranog ispitivanja koje su proveli Rossi i sur., a koje je pokazalo da
osmotjedna intervencija poja¢anim pridrZzavanjem mediteranskom nacinu prehrane dovodi do
znacajnog smanjenja cirkuliraju¢ih koncentracija AEA-a, neovisno o promjenama tjelesne
mase (248). MD, obiljezena visokim unosom jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina,
prehrambenih vlakana i polifenola, povezuje se sa snizenjem endokanabinoidnog tonusa te s
posljedi¢no protektivnim kardiovaskularnim djelovanjem (215, 249). Navedeni nutrijenti mogu
djelovati putem promjene profila masnih kiselina u plazmi i tkivima, smanjenja oksidativnog
stresa te modulacije sastava i funkcionalne aktivnosti crijevne mikrobiote (236, 250).
Povezanost mediteranskog prehrambenog obrasca s razinama AEA-a, ali ne i s razinama 2-AG-
a, u skladu je s nalazima pokusnih istrazivanja na zivotinjama koja ukazuju na diferencijalnu

regulaciju ovih endokanabinoida sastavom masnih kiselina u prehrani. Eksperimentalni podaci

71



Doktorski rad Marko Grahovac

sugeriraju da razli¢iti profili unosa masnih kiselina selektivno utjecu na sintezu i1 razgradnju
AEA-a i 2-AG-a, §to moze objasniti specificnu osjetljivost AEA-a na promjene prehrambenog
obrasca, dok 2-AG ostaje relativno manje podlozan takvim nutritivnim modulacijama (251).
Nadalje, omega-3 visestruko nezasi¢ene masne kiseline, koje su u mediteranskoj prehrani
zastupljene u relativno visokim koli¢inama, dodatno reduciraju aktivnost ECS-a i intenzitet

upalnih procesa, ¢ime dodatno pojacavaju njezine povoljne ucinke na vaskularnu funkciju
(252).

Zajedni¢ki promatrani, rezultati provedenog istrazivanja isti¢u potencijal AEA-a kao
biomarkera koji povezuje metabolicku disfunkciju s vaskularnim rizikom u populaciji s
predijabetesom. UocCena povezanost izmedu AEA-a i AGEs-ova upuéuje na vaznu ulogu
endokanabinoidne signalizacije u ranim fazama kardiometaboli¢ke bolesti, otvarajuci
mogucnost za nove pristupe u stratifikaciji rizika i ciljanom terapijskom djelovanju. Posebno je
znacajno $to ovi nalazi pozicioniraju AEA kao potencijalni rani marker metabolickog stresa i
povisenog vaskularnog rizika u predijabetesu. Osjetljivost razine AEA-a na patofizioloske
promjene koje vjerojatno prethode manifestnom T2DM-u sugerira da bi pracenje koncentracija
AEA-a u plazmi moglo unaprijediti ranu detekciju i procjenu rizika, te omoguditi
individualizirane preventivne intervencije. Ipak, nuzna su dodatna longitudinalna ispitivanja na
veéim populacijama kako bi se potvrdila stvarno prognosticka vrijednost AEA-a kao

biomarkera i primjenjivost u rutinskoj klini¢koj praksi.

Provedeno istrazivanje medu prvima je koje ispituje povezanost cirkuliraju¢ih
endokanabinoida i AGEs-a u populaciji s predijabetesom. Unutarnju valjanost nalaza
povecavaju jasno definirana, po dobi i spolu uparena kontrolna skupina, strogi kriteriji
iskljucenja te uporaba validiranog upitnika u procjeni adherencije ispitanika mediteranskom
tipu prehrane (Mediterranean Diet Serving Score, MDSS). Nadalje, zasljepljivanje
laboratorijskog osoblja i analitiCara podataka u pogledu skupinske pripadnosti sudionika
minimiziralo je rizik pristranosti mjerenja te osiguralo objektivnu interpretaciju laboratorijskih

nalaza.

Istodobno, potrebno je istaknuti ograni¢enja provedenog istrazivanja. lako je veliina
uzorka osigurala dovoljnu snagu za primarne analize, ona moze ograni¢iti mogucnost
poopcavanja zakljucaka na Siru populaciju. Ukljucivanje iskljucivo ispitanika bijele rase suzava
primjenjivost nalaza na druge etnicke/rasne skupine s potencijalno razli¢itim

endokanabinoidnim profilima i metaboli¢kim obiljezjima.
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OgraniCenje ovog istrazivanja jest i1 izostanak detaljnih mjera tjelesnog sastava, poput
bioimpedancijski procijenjene mase i postotka masnog tkiva. lako su ITM i WHR S§iroko
koristeni i informativni pokazatelji adipoziteta, sve vise dokaza ukazuje na dodatnu vrijednost
precizne procjene tjelesnog sastava u stratifikaciji metabolickog rizika. Buduca istrazivanja
koja ¢e ukljuciti izravnu evaluaciju koli¢ine i distribucije masnog tkiva mogla bi produbiti uvid
u odnose izmedu adipoziteta, aktivnosti ECS-a i akumulacije AGEs-a u predijabetesu. Nadalje,
procjena kardiovaskularnog rizika u ovom istrazivanju temeljila se isklju¢ivo na AGE Reader
algoritmu, a ne na klasi¢nim klini¢kim modelima procjene kardiovaskularnog rizika ili pra¢enju
kardiovaskularnih dogadaja. Dodatno, nisu prikupljeni detaljni podatci o pojedinim Zivotnim
navikama (npr. puSenje, konzumacija alkohola (osim vina), kvaliteta sna,...) ni o popratnoj

farmakoterapiji, $to je moglo utjecati na ishode.

Zakljuéno, monocentri¢ni dizajn istrazivanja moze biti uzrok pristranosti povezane s
institucionalnim praksama te regionalnim Zzivotnim i prehrambenim navikama. Takoder,
presjecni dizajn istrazivanja onemogucuje uspostavu kauzalnih odnosa izmedu plazmatskih
razina AEA-a, predijabetesa i optereCenja AGEs-a. Stoga su potrebna longitudinalna
istrazivanja, s ukljuivanjem objektivnih mjera tjelesnog sastava i detaljnih podataka o
ponasajnim ¢imbenicima, kako bi se razjasnile vremenske dinamike 1 kauzalni putovi koji

povezuju adipozitet, aktivnost ECS-a i akumulaciju AGEs-a u predijabetesu.
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1. U ispitanika s predijabetesom zabiljeZene su viSe razine AEA u plazmi u usporedbi s
kontrolama podudarnima po dobi i spolu.

2. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika razine 2-AG u plazmi izmedu ispitanika s
predijabetesom i kontrola.

3. Znacajno veci udio ispitanika s predijabetesom klasificiran je u kategoriju pove¢anog
kardiovaskularnog rizika temeljenog na mjerenju AGEs u usporedbi s kontrolnom
skupinom.

4. U ispitanika s predijabetesom u kojih postoji veéi kardiovaskularni rizik procijenjen na
temelju AGEs prisutne su viSe razine AEA u plazmi u odnosu na skupinu ispitanika s
nizim rizikom.

5. Nije pronadena povezanost izmedu razina 2-AG u plazmi 1 Kkategorija
kardiovaskularnog rizika temeljenim na AGEs u ispitanika s predijabetesom.

6. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u koncentracijama AEA i 2-AG u muskaraca
iu Zena.

7. Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u koncentracijama AEA i 2-AG u ovisnosti 0
vrijednosti sistoli¢kog arterijskog tlaka i ITM u ispitanika s predijabetesom.

8. Veca adherencija mediteranskoj prehrani u ukupnoj studijskoj populaciji bila je
povezana s nizim plazmatskim koncentracijama AEA, dok takva povezanost nije

utvrdena za 2-AG.

75



7. SAZETAK



Doktorski rad Marko Grahovac

Uvod: Predijabetes, prijelazno stanje izmedu normoglikemije i Secerne bolesti tipa 2,
predstavlja sve znacajniji javnozdravstveni i klinicki izazov, osobito u kontekstu rastuce
globalne prevalencije metaboli¢kih poremecaja. U podlozi patofiziologije predijabetesa nalaze
se brojni medusobno isprepleteni mehanizmi, medu kojima se osobito izdvajaju pojacana
akumulacija krajnjih produkata glikacije (AGEs) te poremecaji u aktivnosti endokanabinoidnog
sustava (ECS), koji su povezani s razvojem upale, oksidacijskog stresa i inzulinske rezistencije.
lako je mediteranski tip prehrane prepoznat kao jedan od najucinkovitijih prehrambenih
obrazaca u oCuvanju kardiometabolickoga zdravlja, dosadaSnja su istrazivanja utjecaj prehrane
na ECS i akumulaciju AGEs uglavnom razmatrala odvojeno. Slijedom navedenoga, cilj je
ovoga istrazivanja pridonijeti boljem razumijevanju medudjelovanja endokanabinoidnog
sustava i akumulacije AGEs te uloge adherencije mediteranskom tipu prehrane u populaciji

osoba s predijabetesom.

Ispitanici i postupci: Provedeno je presjeCno istrazivanje na 178 ispitanika: 92 s
predijabetesom i 86 zdravih kontrola, uskladenih prema dobi i spolu. Predijabetes je definiran
prema posljednjim smjernicama Americkog dijabeti¢kog drustva. Uz prikupljanje standardnih
anamnestickih podataka, ucinjena su antropometrijska mjerenja, mjerenje arterijskog tlaka,
odredivanje akumulacije AGEs koZznom autofluorescencijom, laboratorijska obrada uzoraka
venske krvi, odredivanje plazmatskih koncentracija anandamida (AEA) i 2-arahidonoil
glicerola (2-AG) te procjena adherencije mediteranskoj prehrani ispunjavanjem

standardiziranog upitnika.

Rezultati: U bolesnika s predijabetesom zabiljezene su znacajno vise plazmatske koncentracije
AEA nego u zdravih kontrola podudarnih po dobi i spolu (47,2 (31,1-64,0) ng/mL vs. 34,2
(23,6-44,8) ng/mL; P = 0,004), dok se koncentracije 2-AG nisu razlikovale medu skupinama.
U skupini s predijabetesom AEA je pozitivno korelirao s vrijednostima AGEs-a (r = 0,357; P =
0,002), a ispitanici u visoj AGE Reader-procijenjenoj kategoriji kardiovaskularnog rizika imali
su vise razine AEA od ispitanika nize kategorije rizika. Adherencija mediteranskoj prehrani
bila je povezana s nizim koncentracijama AEA (38,0 (20,3-51,9) ng/mL vs. 47,5 (27,7-51,8)
ng/mL; P = 0,038), dok za 2-AG takva povezanost nije utvrdena.

Zakljucak: Rezultati ovog istrazivanja upucuju na to da je razina AEA, za razliku od 2-AG,
povezana s predijabetesom, viSim kardiovaskularnim rizikom procijenjenim na temelju AGEs
te obrascima prehrane. Navedeni nalaz sugerira mogucu ulogu AEA kao biomarkera ranih

metaboli¢kih i kardiovaskularnih poremecaja u bolesnika s predijabetesom.
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PhD Thesis Title: Association of Endocannabinoids, Advanced Glycation End Products,
and Adherence to the Mediterranean Diet in Prediabetes

Introduction: Prediabetes, a transitional state between normoglycemia and type 2 diabetes
mellitus, is an increasingly important public health and clinical challenge, particularly in the
context of the growing global prevalence of metabolic disorders. Prediabetes pathophysiology
involves numerous interrelated mechanisms, among which increased accumulation of advanced
glycation end products (AGEs) and disturbances in endocannabinoid system (ECS) activity
stand out and are associated with inflammation, oxidative stress, and insulin resistance.
Although the Mediterranean diet is recognized as one of the most effective dietary patterns for
preserving cardiometabolic health, previous studies have mostly examined the effects of diet
on the ECS and AGE accumulation separately. Accordingly, this study aimed to improve
understanding of the interplay between the endocannabinoid system and AGE accumulation, as
well as the role of adherence to the Mediterranean dietary pattern in individuals with

prediabetes.

Subjects and methods: A cross-sectional study was conducted in 178 participants: 92 with
prediabetes and 86 healthy controls matched for age and sex. Prediabetes was defined according
to the latest guidelines of the American Diabetes Association. In addition to the collection of
standard medical history data, anthropometric measurements, blood pressure measurement,
assessment of AGE accumulation by skin autofluorescence, laboratory analysis of venous blood
samples, determination of plasma concentrations of anandamide (AEA) and 2-
arachidonoylglycerol (2-AG), and assessment of adherence to the Mediterranean diet using a

standardized questionnaire were performed.

Results: Patients with prediabetes had significantly higher plasma AEA concentrations than
age- and sex-matched healthy controls (47.2 (31.1-64.0) ng/mL vs. 34.2 (23.6-44.8) ng/mL; P
=0.004), whereas 2-AG concentrations did not differ between groups. In the prediabetes group,
AEA positively correlated with AGE values (r =0.357; P =0.002), and participants in the higher
AGE Reader-assessed cardiovascular risk category had higher AEA levels than those in the
lower risk category. Adherence to the Mediterranean diet was associated with lower AEA
concentrations (38.0 (20.3-51.9) ng/mL vs. 47.5 (27.7-51.8) ng/mL; P = 0.038), whereas no

such association was found for 2-AG.

Conclusion: The results of this study indicate that AEA levels, unlike 2-AG, are associated

with prediabetes, higher cardiovascular risk estimated on the basis of AGEs, and dietary

79



Doktorski rad Marko Grahovac

patterns. This finding suggests a possible role of AEA as a biomarker of early metabolic and

cardiovascular disturbances in patients with prediabetes.
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