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1. UvVOD



Seéerna bolest (lat. diabetes mellitus) je kroniéna bolest koju karakterizira poremeéaj
metabolizma ugljikohidrata, masti i bjelancevina, uzrokovan nedovoljnim lu¢enjem inzulina iz
beta stanica Langerhansovih otoc¢ia gusterace ili smanjena osjetljivost tkiva na inzulin. Za
SeCernu bolest je karakteristicna kroni¢na hiperglikemija, odnosno povisena koncentracija
glukoze u krvi. Kroni¢no povecanje glukoze u krvi uzrokuje brojne komplikacije u organizmu
oboljelih te dolazi do oStecenja veline tkiva Sto povecava rizik za razvoj brojnih akutnih i

kroni¢nih bolesti (1, 2).

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World health organization, WHO)
Secerna bolest predstavlja sve vazniji javnozdravstveni problem zbog sve vefeg broja osoba
oboljelih od Secerne bolesti u cijelom svijetu. Naime, 1980. godine u svijetu je bilo 4,7%
oboljelih od Secerne bolesti, a 2014. godine taj postotak se povecao na 8,5% svjetskog
stanovnistva. U 2012. godini je od posljedica Se¢erne bolesti preminulo 1,5 milijun ljudi.
Seéerna bolest je bila u podlozi jo§ dodatnih 2,2 milijuna smrtnih slu¢ajeva zbog povecéanog

rizika za razvoj kardiovaskularnih i ostalih bolesti (3).

Medunarodna dijabeticka federacija (International Diabetes Federation, IDF) je iznijela
podatak za 2015. godinu gdje navodi da u svijetu 415 milijuna ljudi boluje od Se¢erne bolesti
Sto znaci da svaka jedanaesta odrasla osoba boluje od Secerne bolesti. Procjena je i da ¢e do
2040. godine broj oboljelih porasti na 642 milijuna, a 46,5% odraslih oboljelih od Secerne
bolesti jos uvijek ni nema sluzbenu dijagnozu. Takoder se pokazalo da polovica onih kojima je
dijagnosticirana bolest ne prima prikladnu terapiju ili je se ne pridrzava, odnosno nije postignut
zeljeni terapijski cilj. Lijecenje SeCerne bolesti 1 njenih komplikacija ¢ini 12% svjetskih

troskova za zdravstvo odnosno 673 milijarde dolara (4).

[ako se simptomi Seferne bolesti ne moraju javiti kod svih pojedinaca, najcesci
simptomi Secerne bolesti su ucestalo mokrenje ili poliurija, poveéani apetit ili polifagija,

pojacana zed ili polidipsija te gubitak tjelesne tezine i umor (5).

Ciljne vrijednosti HbAlc 1 glukoze u krvi koje se nastoje posti¢i u regulaciji kronicne
hiperglikemije su 2016. odredene hrvatskim smjernicama. Preporuka je da se vrijednosti
glikiranog hemoglobina (HbAIc) spuste ispod ili oko 7%. Preporuca se i postizanje znacajnije
snizenih vrijednosti HbAlc od 6% do 6,5% ako se to moze posti¢i bez znatne hipoglikemije u
osoba mlade Zivotne dobi, kraceg trajanja Sec¢erne bolesti, duzeg ocekivanog zivotnog vijeka 1
bez prisutnih znatnih kardiovaskularnih bolesti. Ciljne vrijednosti glikiranog hemoglobina od

7,5 do 8,0% se nastoje posti¢i kod osoba u starijoj Zivotnoj dobi, onih sklonih hipoglikemijskim
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epizodama te kod osoba koje imaju razvijene mikrovaskularne ili makrovaskularne
komplikacije, odnosno kod onih osoba koji imaju prisutne razlicite komorbiditete te ako bolest
traje duze vrijeme. Cilj je da se prosjeCna koncentracija glukoze u plazmi odrzava u
vrijednostima od priblizno 8,3 do 8,9 mmol/L, odnosno bilo bi najbolje kada bi koncentracija
glukoze u plazmi nataste ili pretprandijalno iznosila od 3,9 do 7,2 mmol/L, a postprandijalno

do 7,8 mmol/L (6).

Secerna bolest se etioloski moze podijeliti u &etiri velike skupine:

1. Se¢erna bolest tip 1 — imunoloSki posredovana 1 idiopatska, ovisna o inzulinu,
2. Se¢erna bolest tip 2 — neovisna o inzulinu
3. Secerna bolest tip 3 —radi se o drugim uzrocima kao su pankreatitis, druge bolesti koje

nisu povezane s disfunkcijom gusterace, uzrokovana lijekovima.
4. Sec¢erna bolest tip 4 — gestacijski dijabetes, povecana razina glukoze u krvi koja se prvi

put pojavljuje u trudno¢i (2).

1.1. Seéerna bolest tip 1

Secerna bolest tip 1 ili Seéerna bolest ovisna o inzulinu (engl. diabetes mellitus type 1,
DM1; insulin-dependent diabetes mellitus, IDDM) obuhvac¢a 5-10 % oboljelih. Moze se
pojaviti u bilo kojoj Zivotnoj dobi, ali ipak se najceSce razvija tijekom djetinjstva, a njeni
simptomi se pojavljuju u adolescenciji. Dijeli se na imunosnu i idiopatsku Sec¢ernu bolest.
Imunosna Secerna bolest tip 1 je naj¢es¢i oblik Se¢erne bolesti tip 1. Za imunosni oblik je
znacajno to da joj prethodi faza kada nisu prisutni nikakvi simptomi odnosno inzulitis. Tada T
stanice imunoloSkog sustava napadaju i uniStavaju beta stanice gusterace pa dolazi do teSkog
ili potpunog nedostatka inzulina. Protutijela na stanice otocica, enzim - dekarboksilazu

glutaminske kiseline (GAD), inzulin i tirozin — fosfatazu ¢esto su prisutna u krvi oboljelih (1,

2).

Geneticki je utvrdena i povezanost s HLA (engl. Human Leucocyte Antigens) lokusom
za imunosni tip no za pocetak autoimunog odgovora vazni su brojni drugi ¢imbenici. Osobe su
vrlo Cesto sklone i ostalim autoimunim bolestima kao S$to su Addisonova bolest, Hashimotov

tireoiditis, Gravesova bolest, vitiligo, celijakija, miastenija gravis (2).



Nadomjesno lije¢enje inzulinom je nuzno za osobe s dijabetesom tipa 1 zbog nastanka
dijabeticke ketoacidoze (1). Ketoacidoza u djecjoj dobi nastaje naglo zbog potpunog nedostatka
inzulina, a u starijih osoba dijelom je satuvana funkcija - stanica te je time sprjecena
ketoacidoza tijekom duljeg vremenskog perioda. Ketoacidoza nastaje zbog prekomjerne

razgradnje masnih kiselina te nastanka razine ketokiselina koja je toksi¢na za organizam (2).

1.2.  Secerna bolest tip 2

Secerna bolest tip 2 ili $eéerna bolest neovisna o inzulinu (engl. diabetes mellitus type
2; DM2; non-insulin-dependent diabetes mellitus, NIDDM) karakterizirana je neosjetljivoscu
perifernih tkiva na djelovanje inzulina. Na pocetku B-stanice uspijevaju regulirati povisenu
razinu glukoze u krvi pa je tada razina inzulina u krvi normalna ili nesto viSa od normalne.
Kako bolest napreduje lu€enje inzulina vise ne moze zadovoljiti potrebe organizma te dolazi
do porasta razine glukoze u krvi. Bolest je povezana s vise faktora kao Sto je dob, tjelesna masa,
fizicka neaktivnost i neadekvatna prehrana, ali moze biti i genetski uvjetovana §to jo$ nije u
potpunosti razjasnjeno. Metabolicki sindrom je Cesti komorbiditet bolesnika sa Secernom
bolesti koji uz centralni oblik pretilosti ukljucuje i hiperglikemiju, hipertenziju i dislipidemiju
(2). Studije su pokazale i razlicitu prevalenciju Secerne bolesti tip 2 medu etnickim skupinama
kod osoba bez prekomjerne tjelesne tezine i pretilosti Sto bi buduca istrazivanja trebala

razjasniti (7).

Smanjeno je djelovanje inzulina i na masti pa je Cesto razina triglicerida 1 slobodnih
masnih kiselina viSa od preporucene, a snizena je razina lipoproteina visoke gustoce (HDL).
Neke osobe kojima je dijagnosticirana Secerna bolest tip 2 mogu imati sporo razvijajuci tip 1
ili latentni autoimuni dijabetes odraslih (LADA), pa nakon nekog vremena bude potrebno
uvodenje inzulina u terapiju. U osoba sa Se¢ernom bolesti tip 2 rijetko se razvija ketoacidoza,
ali moZe nastati u nekim stanjima kada je organizam pod stresom, kod infekcija ili kada se
upotrebljavaju lijekovi koji povecavaju rezistentnost kao Sto su kortikosteroidi. Osobama s
ovim oblikom Secerne bolesti uglavnom nije potrebna terapija inzulinom, nego samo oralnim

antidijabeticima (1).

Secerna bolest ¢esto uz promjenu Zivotnog stila s vremenom zahtijeva i primjenu vise

lijekova. Potrebno je djelovati na oSte¢eni metabolizam glukoze kao §to je luc¢enje inzulina,



pojacana perifernu inzulinsku rezistenciju i pove¢ana glukoneogenezu u jetri. Za to se koriste
razli¢iti oralni hipoglikemici, ali zlatni standard je jo§ uvijek metformin, lijek iz skupine
bigvanida. Njegovo djelovanje se jo$ uvijek istrazuje, ali je poznato da suprimira

glukoneogenezu u jetri (8).

1.3. Komplikacije Secerne bolesti

Visoka razina glukoze u krvi moZe uzrokovati kroni¢ne komplikacije. Nastanak novih
komplikacija 1 napredovanje postoje¢ith mogu biti prevenirani dobrom kontrolom bolesti
odnosno glukoze, krvnog tlaka i kolesterola. Kronicne komplikacije mozemo podijeliti na
mikrovaskularne i makrovaskularne. U mikrovaskularne komplikacije ubrajamo retinopatiju,
nefropatiju i neuropatiju, a u makrovaskularne koronarnu arterijsku bolest, perifernu arterijsku

bolest, te cerebrovaskularne komplikacije (9).

Dijabeticka nefropatija uzrokovana je hiperglikemijom koja dovodi do oSte¢enja malih
krvnih zila Sto dovodi do slabije opskrbe bubrega krvlju te zatajenja. Dolazi do zadebljanja i
skleroze bazalne membrane glomerula. Glomeruli se oSteCuju 1 propustaju proteine u urin.

Jedan od najranijih znakova nefropatije je mikroalbuminurija (>30 mg/dan ili 20 pg/min) (9).

Zbog ishemije zivaca radi oSte¢enja mikrocirkulacije te direktnog ucinka hiperglikemije
na neurone i poremecenog stani¢nog metabolizma dolazi do razvoja dijabeticne neuropatije,
koja moze uzrokovati razvoj tezih infekcija 1 rezultirati amputacijama. Simetricna
polineuropatija zahvaca Sake i stopala te se pri tom javljaju klinicki simptomi kao parestezije,
dizestezije ili bezbolni gubitak osjeta. Simptomi razvoja autonomne neuropatije su erektilna
disfunkcija, problemi s probavom, ortostatska hipotenzija, neurogeni mjehur i tahikardija u

mirovanju (10).

Dijabeticka retinopatija je jedan od naj¢es¢ih uzroka oftalmoloskih problema. Glaukom,
katarakta i drugi poremecaji oka javljaju se ranije i ¢eS¢e kod osoba s dijabetesom. Osobama
oboljelima od dijabetesa tip 1 preporucuje se pregled kod oftalmologa pet godina nakon

dijagnoze, a onima s dijabetesom tip 2 odmah pri dijagnozi (10).

Osobe oboljele od dijabetesa imaju visi rizik od prosje¢nog za razvoj kardiovaskularnih

bolesti. Zapravo, dvije od tri osobe s dijabetesom umiru od bolesti srca ili mozdanog udara.



Zbog povisene glukoze, kolesterola i krvnog tlaka dolazi do oStec¢enja srca i krvnih zila.
Zacepljene krvne zile mogu dovesti do sr¢anog udara, mozdanog udara, periferne arterijske
bolesti i drugih problema. Boljom kontrolom Secerne bolesti smanjuje se rizik za razvoj

kardiovaskularnih bolesti (10-12).

Kako bi se odgodile ili prevenirale moguée komplikacije Secerne bolesti nuzno je
kontrolirati razinu glukoze u krvi. Medutim, potrebno je uzeti u obzir koristi i rizike intenzivnije

kontrole razine glukoze u krvi (13).

1.4. Dijabeticka kardiomiopatija

Zatajenje srca je Cesto kod osoba oboljelih od dijabetesa tip 2 s incidencijom dva 1 pol
puta veCom nego u zdravih osoba (14). Ishemijska sr¢ana bolest 1 hipertenzija povezani su sa

zatajenjem srca u 65% i 75% oboljelih (15).

Medutim, neki pacijenti imaju simptome zatajenja srca bez koronarne, hipertenzivne,
valvularne, kongenitalne, toksicne ili virusne etiologije, zbog Cega je potrebno uzeti u obzir

pojam dijabeticke kardiomiopatije (16).

Ovisno radi li se dominantno o hipertrofiji kardiomiocita ili apoptozi razlikujemo dva
razli¢ita fenotipa, odnosno zatajenje srca s ocuvanom ejekcijskom frakcijom i smanjenom
dijastolickom funkcijom, koje je zabiljezeno kao ceS¢e kod osoba s dijabetesom tip 2, te

zatajenje srca sa smanjenom ejekcijskom frakcijom lijevog ventrikula (17).

Jedan od najranijih znakova dijabeticke kardiomiopatije je povecanje krutosti miokarda
(18). Kod asimptomatskih pacijenata s dijabetesom tip 2 krutost miokarda je povezana s
povec¢anom smrtnosti (19). Metaanaliza od 10 studija koje su obuhvatile 178.929 sudionika,
koji su vecinski imali Se¢ernu bolest tip 2, potvrdila je da je pove¢anje HbAlc u krvi povezano

s ve¢im rizikom za zatajenje srca (20).

Ipak, patofiziologija bolesti ostaje kompleksna jer brojni ¢imbenici mogu utjecati na
njen razvoj. Hiperglikemija, rezistencija na inzulin i hiperinzulinemijom potaknuta inzulinska
rezistencija 1 metabolicki poremecaji koji povecavaju disfunkciju mitohondrija, oksidativni
stres, zavrSni produkti uznapredovale glikacije (AGE), oSteena mitohondrijska regulacija

kalcijevih 1ona, upala, aktivacija renin-angiotenzin-aldosteronskog sustava (RAAS),



autonomna neuropatija, apoptoza kardiomiocita, kao i mikrovaskularna disfunkcija dovode do
krutosti, hipertrofije i fibroze srca, §to rezultira dijastoliCkom i sistolickom disfunkcijom te

zatajenjem srca (21).

Za razliku od onoga $to se opaza kod dijabetesa tip 2, klinicki podaci pokazuju da kod
dijabetesa tipl ne dolazi do nakupljanja lipida u srcu. Stoga, ovi rezultati upucuju na to da kod
tih bolesnika lipotoksi¢nost vjerojatno nije jedan od faktora za razvoj kardiomiopatije kao u
bolesnika s dijabetesom tip 2 (22). I kod bolesnika s dijabetesom tip 1 takoder postoji veza
izmedu hiperglikemije 1 krutosti miokarda (23). Medutim, potrebna su daljnja istrazivanja da
bi se razumjele potencijalne razlike u fenotipu 1 mehanizmu nastanka dijabeticke

kardiomiopatije izmedu dijabetesa tip 1 i tip 2 (24).

Razvoj fibroze miokarda ukljucuje taloZzenje kolagena i njegovo umrezavanje, sr¢anu
intersticijsku fibrozu, progresivno nestajanje miSi¢nih fibrila, perivaskularnu fibrozu,
zadebljana 1 sklerozu malih koronarnih zila, kao i1 koronarnu mikrovaskularnu sklerozu i
mikroaneurizme (25). Aktivacija RAAS 1 simpatikusa, vezanje AGE na receptore na stani¢noj
povrsini, hiperinzulinemija i1 hiperglikemija zajedno dovode do aktivacije transformirajuceg
¢imbenika rasta Bl Sto dovodi do degradacije izvanstani¢nog matriksa (26). Koncentracija
nekih biomarkera sinteze kolagena, ukljuuju¢i upalne citokine, ¢imbenika rasta vezivnog

tkiva, metaloproteinaze i galektina-3 povecana je kod fibroze miokarda (27).

Temelj patofizioloSkih dogadaja ¢ini nekoliko proteina i signalnih putova (vidi sliku 1).
Ipak, formalna definicija za dijabetiCku kardiomiopatiju kao zasebni klini¢ki entitet ostaje
dvojbena zbog nedostatka prihvac¢enih dijagnostickih kriterija i informacija o bolesti u njenoj
ranoj fazi. Trenutno ne postoje specifi¢na histoloska svojstva, biokemijski markeri ili klinicka
manifestacija za kona¢nu dijagnozu dijabeticke kardiomiopatije. Takoder, nema prospektivnih
klini¢kih studija koje pokazuju da hiperglikemija ili hiperinzulinemija povecavaju rizik za
razvoj dijabeticke kardiomiopatije u odsutnosti drugih ¢imbenika rizika, kao Sto su pretilost,

koronarna bolest srca 1 hipertenzija (24).
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Slika 1. Signalni putovi i molekularni proteini uklju¢eni u nastanak dijabeticke
kardiomiopatije = uzrokovane hiperglikemijom i inzulinskom rezistencijom.
Povec¢ana razina protein kinaze C (PKC), mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK),
nuklearnog faktora kB (NFxB), kotransportera natrij-glukoza tip 2 (SGLT2), O-vezanog N-
acetilglukozamina (O-GIcNAc), signalizacija putem proteina modulatora odgovora cikli¢kog
adenozin 5'-monofosfat (CREM), disregulacija mikroRNA (miRNA) i egzsosoma i smanjenje
AMP-aktivirane protein kinaze (AMPK), receptora za aktivator proliferacije peroksisoma-
gamma (PPAR-y) i nuklearnog faktora eritroid 2-povezan faktor 2 (Nrf2) inducira sréanu
inzulinsku rezistenciju, abnormalnosti subcelularnih komponenti, metabolicke poremecaje i
strukturne promjena, Sto rezultira dijabetickom kardiomiopatijom. Preuzeto i modificirano od:
Jia G, Hill M, Sowers J. Diabetic Cardiomyopathy. Circulation Research. 2018;122(4):624-
638.



1.5. Taninska Kiselina

Taninsku kiselinu nalazimo u liS¢u, korijenju, voc¢u i kori mnogih biljaka. Radi se o
hidrofilnom polifenolnom spoju visoke molekularne mase. Taninska kiselina sadrzi glukozu
vezanu na galoil estere (vidi sliku 2) (28). Nalazi se u brojnim namirnicama kao $to je voce,

crveno vino, mahunarke i ljekovito bilje (29).

HO OH

O
HO HO

Slika 2. Kemijska struktura taninske kiseline. Izvor: Zhang H, Cui H, Yao S, Zhang K, Tao
H, Meng H. Ionic liquid-stabilized non-spherical gold nanofluids synthesized using a one-step

method. Nanoscale Research Letters. 2012;7(1):583.

Taninska kiselina posjeduje antioksidativno djelovanje, odnosno S§titi stanice od stresa
uzrokovanog nastankom slobodnih radikala (30). Taninska kiselina takoder djeluje 1
antiinflamatorno (31) te se pokazalo da taninska moze biti potencijalno terapijsko sredstvo za
atopijski dermatitis djelujuci putem indukcije PPAR-y (32). Posjeduje i antikancerogeno (33),
antimikrobno (34) te kelirajue (35) djelovanje. Dokazano je da taninska kiselina mozZe
sprijeciti vezanje virusa gripe tip A 1 humanog papiloma virusa pri relativno niskim

koncentracijama (36).

Osim toga, taninska kiselina posjeduje i antidijabeticke ucinke djelovanjem na

postprandijalno smanjenje glukoze u krvi (37) te inducira transport glukoze putem aktivacije



inzulinom uvjetovanih signalnih putova u adipocitima 1 inhibicijom adipocitne diferencijacije

(38).

Medutim, taninska kiselina moze djelovati i prooksidativno vezuci se za DNA (30) te
djeluje citotoksi¢no na odredene stanice (39). Pokazalo se da moZe smanjiti oksidativni stres i
porast glukoze u krvi, ali da ne utjece na poboljSanje patoloske slike masnih stanica u testisima
(40). Nasuprot tomu, biokemijski 1 histopatoloski rezultati su pokazali da primjena taninske
kiseline ima pozitivan u¢inak na negativne posljedice ishemije u tkivu mozga (41). Vjeruje se
da antioksidativni 1 prooksidativni ucinci taninske kiseline ovise o njenoj koncentraciji 1 tipu

stanica (42, 43).

1.6. Koneksini

Kod ljudi razlicite izoforme transmembranskih proteina koneksina (Cx) kodira 21
razli¢iti gen. Oni tvore koneksone, odnosno hemikanale ako se nalaze na stanicnoj membrani i
propusne veze (engl. gap junctions) izmedu dvije stanice (44). Propusne veze formiraju vodenu
poru koja izravno povezuje citoplazme susjednih stanica, a propusnu vezu ¢ine dva hemikanala
gdje svaka kontaktna stanica osigurava jedan. Hemikanali se sastoje od Sest koneksina (Cx)
organiziranih oko srediSnje pore koji, ako ne sudjeluju u formiranju propusne veze,
komuniciraju s ekstracelularnom teku¢inom i time osiguravaju parakrino i autokrino djelovanje.
Hemikanali 1 propusne veze omogucéuju razmjenu iona i malih molekula, poput ATP-a, glukoze,

NAD +, sekundarnih glasnika (npr. cAMP, cGMP), nukleotida, malih peptida i siRNA (45, 46).

U usporedbi s ve¢inom transmembranskih proteina, koneksini imaju kratak poluzivot
(<5 sati), Sto zahtijeva njihovu brzu sintezu, transport i degradaciju kako bi se odrzala
odgovarajuéa razina propusnih veza 1 hemikanala na stani¢noj membrani (45). Vaznu ulogu
kao modulatori funkcionalnog stanja propusne veze i hemikanala imaju unutarstanicni i
izvanstani¢ni ioni kalcija (Ca*"), pH te fosforilacija (47-49). Medutim, sve ve¢i je interes za

proucavanjem uloge oksidoredukcijskog potencijala kao modulatora koneksina (Cx) (50).

Do sinteze koneksina dolazi na endoplazmatskom retikulumu. Nakon toga slijedi
njihovo spajajnje u koneksone u trans-Golgijevom aparatu i prenoSenje do stanicne membrane

gdje formiraju propusne veze (vidi sliku 3) (51).

10



Izvanstanicni

: prostor

\ &

/ Zatvoren f=———=Oworen : |
Ca? [

’ niskipHE= Q@; """"" i

eV ,

NEISPRAVNO )

SPOIJENI
&5

PROTEASOM

MIKROTUBULI

SPAJANIJE
KONEKSINA

SPAJANJE
KON

Slika 2. Proces sinteze i razgradnje koneksina. 1. Ravnotezno stanje izmedu otvorene i
zatvorene konformacije hemikanala. 2. SmjeStaj koneksina u stanicnoj membrani. 3. Pogled na
rastuci broj propusnih veza. Preuzeto i modificirano od: Desplantez T, Dupont E, Severs NJ,
Weingart R. Gap junction channels and cardiac impulse propagation. J Membr Biol.

2007;218:13-28.

1.6.1. Koneksin 43 (Cx43)

Koneksini se klasificiraju prema njihovoj molekulskoj masi. Za srce su znacajne tri
izoforme, to¢nije Cx43, Cx40 i Cx45. Cx43 je glavna izoforma u srcu i prisutna je u
ventrikularnim kardiomiocitima, ali 1 u atriju, fibroblastima i endotelnim stanicama. Cx40 se
ve¢inom nalazi u atriju i u koronarnim endotelnim stanicama, koje takoder izraZzavaju i Cx37.
Cx45 je izrazen u provodnom sustavu srca u fizioloSkim uvjetima (52). Vaznost Cx43 kao
proteina koji sudjeluje u formiranju propusnih veza je opisana i karakterizirana u nekoliko
modela u fizioloSkim 1 patofizioloskim uvjetima. Medutim, osim dobro opisane lokalizacije

Cx43 na podrucju prijelaznih ploca (disci intercalares), Cx43 takoder je prisutan u drugim
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odjeljcima. Na stani¢noj membrani, Cx43 je lokaliziran i periferno od podrucja propusnih veza
poslozenih u obliku plaka gdje sudjeluje u medumolekulskim interakcijama i prijenosu natrija
(53, 54). Nedavna studija pokazuje prisutnost Cx43 unutar egzosoma, izvanstani¢nih vezikula
koje formiraju i oslobodaju razlicite vrste stanica, uklju¢ujuéi stani¢ne linije srca. Oni sudjeluju
u medustani¢noj komunikaciji na ve¢im udaljenostima. Unutar egzosoma, Cx43 tvori
hemikanale i1 sudjeluje u interakciji izmedu egzosoma i ciljne stanice (55). Istrazivanja su
za razvoj te se pokazalo da embriji miSa s homozigotnim nedostatkom Cx43 umiru pri rodenju

(57).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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S obzirom na rastu¢u primjenu taninske kiseline te generalno antioksidansa u lije¢enju
brojnih bolesti, odlucili smo se provesti ovo istrazivanje da bi nadopunili dosadasnja saznanja
o njenom djelovanju na zivotinjski i ljudski organizam. Veéi broj provedenih istrazivanja
pokazao je povoljan uc¢inak taninske kiseline, dok je manji broj pokazao njen negativan uc¢inak
te se vjeruje da ucinci taninske kiseline ovise o njenoj koncentraciji i tipu stanica. Cilj ovog
diplomskog rada je pokazati njen potencijalan pozitivan ili negativan u¢inak na sréani misi¢
hiperglikemi¢nih Stakora i izrazaj koneksina 43 u srcu u koncentraciji koja je ve¢ pokazala

povoljne ucinke.
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3. MATERIJAL I METODE
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3.1. Eksperimentalne Zivotinje

Ovo istrazivanje je odobrilo Ministarstvo poljoprivrede Republike Hrvatske, Uprava za
veterinarstvo i1 nacionalno Eticko povjerenstvo (broj odobrenja EP 13/2015). Dio sredstava
potrebnih za provodenje ovog istrazivanja dolazi od projekta Nutritivna modulacija
metabolizma dokozaheksaenske kiseline kod dijabeticke dislipidemije (HRZZ 8992). Dvanaest
muskih Stakora soja Wistar, na kojima je provedeno istrazivanje, je bilo smjeSteno u
polikarbonatne kaveze kroz dvadeset tjedana. Istrazivanje je provedeno u kontroliranim
uvjetima gdje je temperatura iznosila 22 + 1 °C te se izmjena ciklusa svijetla/tame provodila
svakih 12 sati. Kada je istrazivanje zapocelo svi Stakori su izvagani. Njihova tezina je bili

priblizno jednaka, odnosno iznosila je 220 + 10 g.

3.2. Model Secerne bolesti u stakora

Stakori su podijeljeni u tri grupe po etiri $takora nakon podetna dva tjedna prilagodbe.
Nasumi¢no su podijeljeni ovisno o otopini koji su konzumirali. Otopine su pripremane
svakodnevno. Kontrolna skupina je bila prva, a kao napitak su dobivali ¢istu vodu. Za drugu
skupinu je pripravljena 30%-tna vodena otopina saharoze, a treca skupina je konzumirala
takoder 30%-tnu vodenu otopinu saharoze i 0,1% taninsku kiselinu. Doza koja je koriStena u
ovom istrazivanju je naj¢eSc¢e koriStena i u istrazivanjima je pokazala povoljne u¢inke (58).
Stakori su konzumirali hranu ad libitum, sastojala se od 18% bjelanéevina i 5% masti. Stakori
su svaki tjedan u 8:00 sati ujutro vagani, a koncentracija glukoze u krvi im je mjerena pomocu

Accu-Chek Go aparata uvijek u isto vrijeme (59).

3.3. Priprema tkiva za bojanja

Nakon §to je proSlo dvadeset tjedana Stakori su eutanizirani opom anestezijom
(Narketan®, 80 mg/kg + Xylapan®, 12 mg/kg, Vétoquinol, Bern, Svicarska). Srca su uklonjena
1 stavljena u Zambonijev fiksativ (4% paraformaldehid i 0.20% pikrinska kiselina u 0,1 M
fosfatnom puferu (PBS), pH 7,4). Nakon ispiranja u fosfatnom puferu (PBS), tkiva su

dehidrirana u otopinama etanola rastu¢ih koncentracija i uklopljena u parafin. Parafinski
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blokovi rezani su na debljinu od 5 um, koristenjem mikrotoma (Leica RM2155, Pittsburg, PA,
SAD) te su potom postavljena na predmetna stakalca. Zatim je obavljena deparafinizacija
rezova tkiva u ksilenu, rehidracija u otopinama etanola padaju¢ih koncentracija te kratko
ispiranje u destiliranoj vodi. Nakon toga rezovi tkiva su grijani u citrathom puferu (pH 7)
dvanaest minuta, nakon ¢ega je slijedilo hladenje na sobnu temperaturu. Potom se pristupilo

histoloskom ili imunohistokemijskom bojanju.

3.4. Trikromno bojanje po Mallory-ju

Uzorci su inkubirani tijekom pet minuta u hematoksilinu. Potom je slijedilo ispranje u
vodi iz slavine, a zatim inkubiranje u kiselom fuksinu. Kiseli fuksin je ispiran viSe puta u
destiliranoj vodi. Nakon ispiranja uzorci su diferencirani u 1% fosfomolibdenskoj kiselini
tijekom jedne minute te su ponovno isprani u destiliranoj vodi i stavljeni da se inkubiraju
tijekom petnaest minuta u anilinsko modrilo. Uzorci su se jo$ jednom isprali u destiliranoj vodi
pa je slijedila diferencijacija tijekom jedne do pet minuta u octenoj kiselini. Diferencirani uzorci

su se dehidrirali u etanolu 1 ksilenu.

3.5. Imunofluorescencijska bojanja

Bojanje je izvrSeno primarnim protutijelom koze. To je protutijelo protiv koneksina 43
(Anti-Connexin 43 / GJAl antibody - C-terminal; ab87645; Abcam, Cambridge, Velika
Britanija) koje je koriSteno u razrjedenju 1:200. Uzorci su potom inkubirani tijekom no¢i u
vlaznim komorama. Nakon toga su isprani u PBS-u, te inkubirani tijekom jednog sata u mraku
sa sekundarnim protutijelom protiv imunoglobulina koze konjugiranog s alexa fluorom 488
(Donkey Anti-Goat IgG H&L; ab150129; Abcam plc. 330 Cambridge, CB4 OFL, Velika
britanija), a koriSteno razrjedenje je 1:400. Potom su uzorci ponovno isprani u PBS-u pa je
slijedilo bojanje jezgri s DAPI (4'6-diamidino-2-fenilindol dihidroklorid) te ispiranje
destiliranom vodom. Stakalca su nakon ispiranja ostavljena da se osuSe na zraku pa pokrivena

pokrovnim stakalcem.
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3.6. Analiza mikrofotografija i kvantifikacija

Uzorci su, nakon trikromnog bojanja po Mallory-u, mikroskopirani i fotografirani
svjetlosnim mikroskopom pod povecanjem 10x. Fotografirano je u prosjeku dvadeset slika
svakog srca. Mikrofotografije su analizirane programom Adobe Photoshop 7 (Adobe, SAD) te
Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, SAD). U programu Adobe Photoshop 7
saturacija i kontrast namjesteni su na 15, a zatim je u programu Image J odabran alat za kanale
pa su mikrofotografije napravljene kompozitnima, a plavi kanal je odabran za daljnju analizu u
programu Adobe Photoshop 7. Treshold level je namjeSten na 22, a crna povrSina je oznacavala

povrsinu srca zahvac¢enu morfoloSkim promjenama te je njen postotak izracunat.

Nakon imunofluorescencijskog bojanja uzorci su fotografirani mikroskopom (BX61,
Olympus, Tokyo, Japan) s hladenom digitalnom kamerom (DP71, Olympus, Tokyo, Japan) pri
povecanju od 40x. Fotografirano je u prosjeku dvadeset slika svakog srca. Za analizu
mikrofotografija koriSten je programom Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
SAD). Koristena je triangle treshold metoda gdje je crna povrSina predstavljala
imunoreaktivnost koneksina 43 pa je izraCunat postotak povrSine prekrivene

imunofluorescencijom.

3.7. Statisticka analiza podataka

Program GraphPad Prism 5 (McIntosh, CA, SAD) je upotrijebljen za statisticku analizu.
Za provjeru znacajne razlike izmedu skupina koriSten je test za linearni trend, a kao statisticki

znacajnu razliku postavili smo p < 0,05.
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4. REZULTATI

19



4.1. Razine glukoze u krvi i tjelesne mase §takora nakon dvadeset tjedana istrazivanja

Tablica 1. Razine glukoze u krvi (mmol/L) $takora nakon dvadesetog tjedna istrazivanja.
K — kontrolna skupina koja je konzumirala vodu; Sah — skupina Stakora koja je konzumirala
30%-tnu vodenu otopinu saharoze; Sah+TK — skupina Stakora koja je konzumirala 30%-tnu
vodenu otopinu saharoze i 0,1% taninsku kiselinu. SV — srednja vrijednost glukoze u krvi; SD

— standardna devijacija

K Sah Sah+TK
SV 7,23 11,88 10,25
SD 0,17 1,27 4,54

Tablica 2. Tjelesne teZine Stakora (g) nakon dvadesetog tjedna istraZivanja. K — kontrolna
skupina koja je konzumirala vodu; Sah — skupina Stakora koja je konzumirala 30%-tnu vodenu
otopinu saharoze; Sah+TK — skupina Stakora koja je konzumirala 30%-tnu vodenu otopinu

saharoze i 0,1% taninsku kiselinu. SV — srednja vrijednost glukoze u krvi; SD — standardna

devijacija
K Sah Sah+TK
SV 311,83 296,65 274,75
SD 13,56 12,71 16,05

Rezultati su pokazali da je Sah skupina imala znacajno vecu (p<0,05) prosjecnu
koncentraciju glukoze u krvi u usporedbi s K skupinom. Koncentracija glukoze u krvi Sah+TK
skupine se nije statistiCki znacajno razlikovala u odnosu na K i Sah skupinu (tablica 1).
Prosje¢na vrijednost tjelesne tezine skupine Sah+TK bila je statisti¢ki znac¢ajno (p<0,05) niZa

u odnosu na K skupinu (tablica 2).
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4.2. Morfoloske promjene u srcu $takora uzrokovane kroni¢énom hiperglikemijom i

primjenom taninske Kkiseline

Slika 4. Reprezentativni prikaz morfoloSkih promjena u srcu Stakora uzrokovanih
kroni¢nom hiperglikemijom i primjenom taninske kiseline. Histoloski rezovi srca obojani
trikromnim bojanjem po Mallory-ju. Lijevo se nalaze mikrofotografije pri pove¢anu objektiva
10x, a desno se nalaze istovjetne mikrofotografije koje su obradene programom Adobe
photoshop 7 1 ImagelJ za daljnju analizu. K — kontrolna skupina koja je konzumirala vodu; Sah
— skupina Stakora koja je konzumirala 30%-tnu vodenu otopinu saharoze; Sah+TK — skupina

Stakora koja je konzumirala 30%-tnu vodenu otopinu saharoze i 0,1% taninsku kiselinu.
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Slika 5. Grafi¢ki prikaz morfoloSkih promjena u srcu Stakora uzrokovanih kroni¢cnom
hiperglikemijom i primjenom taninske Kkiseline. K — kontrolna skupina koja je konzumirala
vodu; Sah — skupina Stakora koja je konzumirala 30%-tnu vodenu otopinu saharoze; Sah+TK
— skupina Stakora koja je konzumirala 30%-tnu vodenu otopinu saharoze i 0,1% taninsku
kiselinu. Rezultati su prikazani kao postotak analizirane povrSine s vidljivim morfoloskim

promjenama.

Na histoloskim presjecima srca Stakora obojanih postupkom trikromnog bojanja po
Mallory-ju vide se morfoloske promjene na miSi¢u srca u skupinama Sah i Sah+TK, koje
pokazuju da je doslo do njegovog oStecenja. U skupini Sah+TK vidi se jo$ jace oStecenje s
vidljivim sklerotiénim promjenama (slika 4). Analizom je utvrdeno statisticki znacajno

povecanje povrsine zahvacene sklerozom medu skupinama (p<0,05;slika 5).
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4.3. Promjene izrazaja koneksina 43 u srcu Stakora uzrokovane kroni¢énom

hiperglikemijom i primjenom taninske kiseline

Sah+TK

Slika 6. Reprezentativni prikaz promjene izrazaja koneksina 43 u srcu uzrokovane
kroni¢nom hiperglikemijom i primjenom taninske kiseline. Lijevo se nalaze histoloski
rezovi srca obojani imunofluorescencijskim bojanjem pri povecanju objektiva 40x, a desno a
desno se nalaze istovjetne mikrofotografije koje su obradene programom Imagel za daljnju
analizu. K — kontrolna skupina koja je konzumirala vodu; Sah — skupina Stakora koja je
konzumirala 30%-tnu vodenu otopinu saharoze; Sah+TK — skupina Stakora koja je konzumirala
30%-tnu vodenu otopinu saharoze i 0,1% taninsku kiselinu. Primjer srca Stakora sa smanjenim
izrazajem koneksina 43 unutar skupine Sah+TK (a). Primjer srca Stakora s povecanim izraZajem

koneksina 43 unutar skupine Sah+TK (b).
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Slika 7. Graficki prikaz promjene izrazaja koneksina 43 u srcu Stakora uzrokovane
kroni¢nom hiperglikemijom i primjenom taninske kiseline. K — kontrolna skupina koja je
konzumirala vodu; Sah — skupina Stakora koja je konzumirala 30%-tnu vodenu otopinu
saharoze; Sah+TK — skupina Stakora koja je konzumirala 30%-tnu vodenu otopinu saharoze i
0,1% taninsku kiselinu. Rezultati su prikazani kao postotak analizirane povrSine prekrivene

imunofluorescencijom.

Na histoloskim rezovima srca Stakora vidi se jaka imunoreaktivnost koneksina 43 na
podrucju prijelaznih ploca. Ja¢a imunoreaktivnost koneksina 43 se uocava u skupini K u odnosu
na skupinu Sah. Imunoreaktivnost koneksina 43 u skupini Sah+TK je varijabilna, odnosno
polovica Zivotinja pokazuje jaku imunoreaktivnost koneksina 43, sli¢nu kontrolnoj skupini, a
plovica vrlo nisku (slika 6). Stoga, nije uoCena statisticki znacajna razlika u promjeni izrazaja

koneksina 43 u skupini Sah+TK u odnosu na ostale skupine (slika 7).
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5. RASPRAVA
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Istrazili smo utjecaj taninske kiseline na sréani misi¢ 1 izrazaj koneksina 43 u
hiperglikemi¢nih Stakora. KoriSten je soj Stakora Wistar. Kroni¢nu hiperglikemiju smo izazvali
konzumiranjem 30%-tne vodene otopine saharoze tijekom dvadeset tjedana. Stakori su imali
klasicne simptome Secerne bolesti tip 2, odnosno uocena je statisticki znacajno povecana
koncentracija glukoze u krvi Sah skupine i blago smanjena tjelesna tezina u skupini Sah, nego

u skupini K (2).

Nadalje, u skupini Sah+TK zabiljezen je blagi pad koncentracije glukoze u krvi i
tjelesne mase u usporedbi sa Sah skupinom (tablica 1), ali statisti¢ki znacajan pad tjelesne teZine
u usporedbi s K skupinom (tablica 2). Navedeno je u skladu s istrazivanjem koje je pokazalo
da taninska kiselina smanjuje postprandijalnu koncentraciju glukoze u krvi (37) i s
istrazivanjem koje je dokazalo da taninska kiselina potie transport glukoze u adipocite te

uzrokuje pad tjelesne tezine inhibicijom adipocitne diferencijacije (38).

Patohistoloski nalaz srca pokazuje da je konzumiranje 30%-tne vodene otopine saharoze
tijekom dvadeset tjedana dovelo do znacajnih morfoloSkih promjena koje ukazuju na
uznapredovalo oStecenje sr¢anog misica u skupini Sah i skupini Sah+TK u odnosu na K skupinu
(Slika 5). Dodatakom taninske kiseline izazvana su jo§ znacajnija oSteCenja, sa znakovima

skleroze.

U istrazivanju Sen i sur. (2015) zivotinje su podijeljene u tri skupine od osam Zivotinja.
Prvoj skupini je dan 10% etanol intraperitonealno, drugoj skupini inducirano je zacepljenje
srednje cerebralne arterije i dan im je 10% etanol intraperitonealno, dok je tre¢oj skupini
inducirano zacepljenje srednje cerebralne arterije te je tretirana s 10 mg/kg taninske kiseline u
10% -tnom etanolu intraperitonealno. Stakori su Zrtvovani 24 h kasnije, a ispitivano je tkivo
mozga, biokemijski i histopatoloski. Usporeduju¢i ishemijsku skupinu bez tretmana s
ishemijskom skupinom tretiranom taninskom kiselinom, razina superoksid dismutaze (SOD)
bila je veca, malondialdehida (MDA) niZa, a nuklearnog respiracijskog faktora-1 (NRF-1) veca
u skupini tretiranoj s taninskom kiselinom. Histopatolosko ispitivanje pokazalo je bolje
rezultate u skupini tretiranoj taninskom kiselinom u odnosu na onu koja nije tretirana. Time je
u ovom istrazivanju pokazano da primjena taninske kiseline ima pozitivno djelovanje na
negativne ucinke ishemije u tkivu mozga (41). Medutim, taninska kiselina je u ovom
istrazivanju dana jednokratno te je potrebna dulja primjena da bi se vidjeli njeni u€inci tijekom
kroni¢ne primjene kao §to je provedeno u naSem istrazivanju. Pokazali smo njen negativni

uc¢inak na tkivo srca tijekom dulje primjene.
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U istrazivanju Akomolafe i sur. (2014) pretretman cisplatinu taninskom kiselinom
tijegkom sedam dana, prema mikrofotografijama, izazvao je znatno oSteCenje glomerula i
zavijenih kanali¢a kod Zivotinja koje su dobile 40 mg/kg taninske kiseline (60). 1z toga se moze
zakljuciti da taninska kiselina djeluje negativno na tkivo bubrega Sto je pokazano u nasem

istrazivanju na misicu srca.

Nadalje, u istrazivanju Turgut Cosan i sur. (2015) stakorima kojima je farmakoloski
uzrokovana hipertenzija dana je taninska kiselina intraperitonealno, u dozi od 50 mg/kg,
tijekom 15 dana. Sama taninska kiselina uzrokovala je pad aktivnosti katalaze u sr¢anom
mis$icu, a u kombinaciji s hipertenzijom dodatak taninske kiseline doveo je do znacajnog pada
aktivnosti katalaze u hemolizatu, Sto je u skladu s naSim istraZzivanjem kojim smo pokazali

negativan uc¢inak taninske kiseline na sré¢ani misSi¢ u kombinaciji s hiperglikemijom (61).

Masek 1 sur. (2016) su svojim istrazivanjem utvrdili da dodatak taninske kiseline nije
poboljsao patolosku sliku testisa kod istog modela Stakora koriStenog u naSem istrazivanju (40).
To pokazuje da taninska kiselina iako nije imala negativan ucinak na tkivo testisa nije ni

djelovala povoljno, §to je takoder u skladu s tvrdnjom da njeno djelovanje ovisi o tipu stanica.

Koneksini tvore koneksone, odnosno hemikanale ako se nalaze na stani¢noj membrani
1 propusne veze (engl. gap junctions) izmedu dvije stanice te omogucuju razmjenu iona i malih
molekula, poput ATP-a, glukoze, NAD +, sekundarnih glasnika (npr. cAMP, cGMP),
nukleotida, malih peptida i siRNA (44-46). Za srce su znacajne tri izoforme, tocnije Cx43, Cx40

1 Cx45 (52). Njihov znacaj i razmjestaj se i dalje istrazuje.

Cx43 je glavna izoforma u srcu (52). Lokalizacija Cx43 na podrucju prijelaznih ploca
(disci intercalares) je dobro poznata, dok se njegova prisutnost u drugim stani¢énim odjeljcima
joS uvijek istrazuje (55, 56). Nasim istraZzivanjem smo dokazali njegovu prisutnost na podrucju
prijelaznih ploca, dok je na drugim podruc¢jima njegova imunoreaktivnost bila vrlo slabo ili
nikako izrazena (slika 6). Medutim, moramo naglasiti da postoji moguénost da metoda koja je
koriStena u istraZivanju nije dovoljno osjetljiva da bi na drugim podruc¢jima dokazali njegovu
prisutnost. Nedavno istrazivanje je pokazalo da su transportom doksorubicina unutar
ekstracelularnih vezikula, koje sadrze Cx43, sacuvana antitumorska svojstva doksorubicina, ali
se i djelomi¢no ublaZila kardiotoksi¢nost lijeka (62). Na osnovu toga se moze se zakljuciti da
izvanstanicne vezikule koje sadrze Cx43 u vecoj mjeri komuniciraju s tumorskim stanicama
umjesto sa stanicama srca. Postoji moguénost da tkiva sa smanjenim razinama slobodnog Cx43,

kao $to je 1 pokazano naSim istraZivanjem na tkivu srca, u manjoj mjeri komuniciraju s
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vezikulama koje sadrze Cx43. Soares i sur. (2015) su pokazali sli¢nu ulogu Cx43 u egzosomima
(55). Medutim, drugo istrazivanje je pokazalo zastitnu ulogu Cx43 u mitohondrijima na
negativne ucinke doksorubicina (63). Stoga, daljnja istrazivanja su potrebna da bi se dokazala
uloga Cx43 te istrazio znacaj njegovog moguéeg prerazmjestaja u tkivu kod razli¢itih
patoloskih stanja kao S$to je Secerna bolest (64). Time bi se razjasnila njegova uloga u

medustani¢noj komunikaciji.

Nasim istrazivanjem nije pokazana znacajna razlika u izraZzaju Cx43 u skupini s
povisenom razinom glukoze u krvi koja je tretirana taninskom kiselinom u odnosu na druge

skupine (slika 7). Stoga ne moZemo izvuci zakljucak o u€inku taninske kiseline na razinu Cx43.

Unatoc¢ tomu, taninska kiselina je uzrokovala znacajne skleroti¢ne promjene u tkivu srca
Sto se moze povezati s njenim drugim u¢incima na tkivo srca, neovisno o njenom djelovanju na

razinu Cx43 u srcu.

Pokazano je da taninska kiselina tvori vodikove i hidrofobne veze s molekulama
kolagena te inhibira enzim koji razgraduje kolagen i time uzrokuje njegovu stabilizaciju (65).
S obzirom da je kod Secerne bolesti ¢esS¢i oblik restrikcijska kardiomiopatja (17), ovakvo
djelovanje taninske kiseline na srce pogorSalo bi morfoloske promjene nastale samom
hiperglikemijom. Navedeno je u skladu sa skleroticnim promjenama, odnosno nakupljanjem
kolagena koje se moze vidjeti na mikrofotografijama skupine tretirane taninskom kiselinom
(slika 4). Medutim, treba uzeti u obzir kompleksnu patofiziologiju nastanka dijabeticke
kardiomiopatije te jo$ uvijek neistrazeno djelovanje taninske kiseline u fizioloSkim i patoloskim

uvjetima.
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6. ZAKLJUCAK
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Na temelju rezultata mogu se donijeti sljede¢i zakljucci:

1. Ostecenje srca uzrokovano visokom koncentracijom glukoze u krvi i primjenom

taninske kiseline u dozi od 0,1% se znacajno razlikuje medu skupinama.

2. Taninska kiselina zajedno s hiperglikemijom u dozi od 0,1% ne uzrokuje zna¢ajan pad

ni porast koneksina 43 u srcu.

3. Dodatna istraZivanja su potrebna da bi se utvrdila uloga koneksina 43 na drugim

podru¢jima, osim prijelaznih ploca.

4. Potrebno je jos istrazivanja da bi se utvrdila druga djelovanja taninske kiseline, neovisna

o njenom antioksidativnom uc¢inku.
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Naslov: Utjecaj taninske kiseline na sr¢ani misi¢ hiperglikemi¢nih Stakora

Cilj: Cilj ovog diplomskog je pokazati potencijalni pozitivni ili negativni u¢inak taninske
kiseline na srcani misi¢ hiperglikemi¢nih Stakora i ekspresiju koneksina 43 upotrebom

koncentracije koja je ve¢ pokazala korisne ucinke.

Materijal i metode: U ovom je istrazivanju dvanaest muskih Wistar Stakora podijeljeno u tri
skupine na temelju napitaka koje su konzumirali. U svakoj skupini bila su po Cetiri Stakora, a
ispitivanje je trajalo dvadeset tjedana. Prva skupina, odnosno kontrolna skupina konzumirala je
¢istu vodu za pic¢e, a druga skupina 30%-tnu vodenu otopinu saharoze. Treca skupina
konzumirala je 30%-tnu vodenu otopinu saharoze i 0,1% taninsku kiselinu. Mjerena im je
tezina, a koncentracije glukoze u plazmi odredivane su s glukometrom. Zivotinje su
eutanazirane te njihova srca su uklonjena. Tkivo je pripremljeno i zatim obojeno trikromnim
bojanjem po Mallory-ju. Takoder je napravljeno imunofluorescencijsko bojanje pa su slikane
mikrofotografije. Analizirane su pomoc¢u Adobe Photoshop 7 i Image J (National Institutes of
Health, Bethesda, MD, SAD) programa. GraphPad Prism 5 (McIntosh, CA, USA) koristen je

za statistiCku analizu.

Rezultati: Nakon 20 tjedana eksperimenta, razina glukoze u krvi u skupini koja je konzumirala
30%-tnu vodenu otopinu saharoze znacajno je povecana u usporedbi s kontrolnom skupinom
(p <0,05). Razine glukoze u krvi u skupini Stakora koje su dodatno konzumirale tanninsku
kiselinu (0,1%) manje su povecane. Takoder je doSlo do znacajnog smanjenja tezine (p <0,05)
u toj skupini. Nakon analize ustanovili smo da se oSteCenje srca uzrokovano visokom
koncentracijom glukoze u krvi i taninskom kiselinom znacajno razlikuje medu skupinama (p
<0,05). Taninska kiselina nije uzrokovala znacajno smanjenje ili povecanje ekspresije
konjeksina 43 u srcu zbog velike varijabilnosti u skupini tretiranoj taninskom kiselinom (p

<0,05).

Zakljucak: Zakljucili smo da se oStecenje sr€anog misi¢a znacajno razlikuje medu skupinama.
Taninska kiselina zajedno s hiperglikemijom u dozi od 0,1% ne uzrokuje znac¢ajno smanjenje
ili povecanje ekspresije koneksina 43 u srcu. Dodatne studije su potrebne za odredivanje uloge
koneksina 43 u drugim dijelovima srca te su potrebna daljnja istrazivanja za odredivanje drugih

djelovanja taninske kiseline, neovisnih o njenom antioksidativnom u¢inku.
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Diploma Thesis Title: The effect of tannic acid on the cardiac muscle of hyperglycemic rats.

Objectives: The aim of this thesis is to demonstrate the potential positive or negative effect of
the tannic acid on the cardiac muscle of hyperglycemic rats and the expression of the connexins

43 using a concentration that has already shown beneficial effects.

Material and Methods: In this trial twelve male Wistar rats were divided into three groups
based on beverages they were consuming. There were four rats in each group and Trial lasted
twenty weeks. The control group consumed clean drinking water and the second group
consumed 30% aqueous sucrose solution. Third group consumed 30% aqueous solution of
sucrose and 0,1% tannic acid. They were weighed on electronic balance and their glucose
concentrations in plasma were determined with glucometer at the same time. Animals were
euthanized and their hearts were removed. The tissue was prepared and then stained by
Mallory's trichrome stain. Tissues were also analysed with immunohistochemistry and then
microphotographies were taken. Microphotographies were analyzed by Adobe photoshop 7 and
Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). GraphPad Prism 5 (Mclntosh,

CA, USA) was used for statistical analysis.

Results: After 20 weeks of experiment blood glucose levels of group that had consumed 30%
aqueous solution of sucrose significantly increased compared to the control group (p <0,05).
Blood glucose levels in the group of rats that additionally consumed tannic acid (0,1%) blood
increased less. Also there was significant weight reduction (p <0,05) in that group. After
analysis we found that damages of the heart caused by high blood glucose concentration and
consumation of tannic acid were significantly different among the groups (p <0.05). Tannic
acid did not caused statistically significant (p <0,05) reduction or increase in the expression of

connexins 43 in the heart because of great variability in group that consumed tannic acid.

Conclusion: We concluded that heart muscle damage is significantly different among the
groups. Tanic acid together with hyperglycemia in a dose of 0.1% does not cause a significant
decrease or increase in the expression of connexin 43 in the heart muscle. Additional studies
are needed to determine the role of connexin 43 in other parts of the cardiac muscle and further
research is needed to determine the other effects of tannic acid regardless of its antioxidant

effect.
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