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1. UVOD



Seéerna bolest (lat. diabetes mellitus) je kroni¢na bolest uzrokovana naslijedenim ili
steCenim nedostatkom u proizvodnji inzulina iz B-stanica Langerhansovih otoci¢a gusterace,
smanjenom osjetljivos¢u tkiva na proizvedeni inzulin ili oboje. Nemogucnost proizvodnje
inzulina ili neucinkovita primjena inzulina dovodi do porasta razine glukoze u krvi, odnosno

do hiperglikemije (1,2,3).

Najces¢i simptomi Se¢erne bolesti su ucestalo mokrenje, pojacana zed ili glad, mutan
vid, umor i gubitak tezine. Kod oboljele osobe se ne moraju javljati svi simptomi, niti se
simptomi moraju javljati kod svakog bolesnika. Brzo prepoznavanje simptoma, dijagnoza i

lijeCenje moZe smanjiti razvoj komplikacija Secerne bolesti (4).

Secerna bolest predstavlja jedan od vodeéih javnozdravstvenih problema suvremenog
druStva. Razlog tome je promjena Zivotnih navika suvremenih ljudi koje ukljuuju smanjenu
tjelesnu aktivnost, konzumiranje visokokalori¢ne hrane §to dovodi do porasta broja pretilih
osoba. Procjenjuje se da trenutno u svijetu 415 milijuna ljudi u dobi od 20 do 79 godina Zivi
sa Secernom boles¢u, a polovica nema postavljenu dijagnozu, te ne prima lijeCenje (5).
Ocekuje se da ¢e broj oboljelih tijekom godina rasti i to osobito u zemljama u razvoju kao
posljedica rasta broja stanovniStva, starenja, sjedilackog nacina Zivota i prehrane. Do 2025.
vecina ljudi sa Sefernom bolesti u razvijenim zemljama imat ¢e 65 godina ili viSe, a u
zemljama u razvoju vecina oboljelih ¢e biti u dobnoj skupini od 45 do 64 godine tj. u radno
sposobnim godinama. Oko 5 milijuna osoba u svijetu godiSnje umre zbog posljedica Se¢erne
bolesti (1). Prema podacima iz Crodiabb registra iz 2015. godine 260 092 osoba u dobi od 20
do 79 godine u Hrvatskoj bolovalo je od Secerne bolesti, Sto bi znacilo da je prevalencija
SeCerne bolesti u Hrvatskoj tada iznosila 8,34%. Taj postotak ima tendenciju rasta tijekom

godina. U Republici Hrvatskoj Secerna bolest se nalazi medu 10 vode¢ih uzroka smrti (5).

Na svjetskoj razini, preko 670 milijardi dolara godiSnje iznose troskovi zdravstvene
zaStite vezane uz Secernu bolest. U Hrvatskoj 11,5% proracuna Hrvatskog zavoda za
zdravstveno osiguranje (HZZO), odnosno 2,5 milijardi kuna godiSnje odlazi za pokrivanje
troskova lijecenja Sec¢erne bolesti ili njezinih posljedica. Od ovog iznosa 86% Ccine troskovi
lijecenja komplikacija Secerne bolesti — retinopatije, nefropatije i kardiomiopatije (5). Na
sjednici Vlade Republike Hrvatske odrzanoj 24. lipnja 2015. godine usvojen je Nacionalni
program zdravstvene zaStite osoba sa Se¢ernom bolesti 2015.-2020. Svrha toga programa je

povecati broj dijagnoza u ranoj fazi bolesti, smanjiti broj komplikacija Se¢erne bolesti 1



adekvatno pratiti ishod trudnoéa kod pacijentica koje imaju dijagnosticiranu Secernu bolest

(6,7).
Secerna bolest se dijagnosticira na nekoliko na¢ina:

» kada osoba ima izmjerenu glukozu nataste > 7,0 mmol/L

» kada je razina glukoze u krvi 2 sata nakon uzimanja 75 grama glukoze oralno (OGTT) >
11,1 mmol/L

» kada je razina glukoze u krvi > 11,1 mmol/L izmjerena neovisno o jelu kod osoba koji
imaju tipicne simptome Secerne bolesti

» kada je Hemoglobin Alc (HbAlc) > 6,5%.
Preporucuje se mjerenja ponoviti najmanje 2 puta kako bi se potvrdila dijagnoza (8).

Lije¢enje $ecerne bolesti ovisi o tipu bolesti. Secerna bolest tipa 1 lije¢i se iskljugivo
inzulinom, dok kod tipa 2 ljjeciti se moze nefarmakoloskim i1 farmakoloskim mjerama.
Nefarmakoloske mjere ukljucuju tjelovjezbu 1 primjerenu dijetu, dok farmakoloske mjere
uklju¢uju oralne hipoglikemike 1 inzulin. Oralni hipoglikemici uklju¢uju vise skupina
lijekova: derivate sulfonilureje, kratkodjeluju¢e sekretagoge, bigvanide, tiazolidindione,
inhibitore glukozidaze i antagoniste glukagon slicnog peptida (GLP, eng. Glucagon-like
peptide) (9). Basic Information Sheet (BIS) prijave prikupljene 2015. godine za 34 070 osoba
pokazuju sljedece podatke: vecina bolesnika za lijeCenje SeCerne bolesti koristila je oralne
hipoglikemike njih 76%, 13% je koristilo kombinaciju oralnih hipoglikemika i inzulina, 11%
th se ljjecilo isklju¢ivo inzulinom, a manje od 1% nefarmakoloskim mjerama. Kod tih
pacijenata izmjereni HbAlc je bio manji od 6,5% u 26,78% slu€ajeva, izmedu 6,5% 17,5% u
33,26% slucajeva 1 vec¢i od 7,5% u 39,96% slucajeva. 1z tih podataka moZemo zakljuciti da je
viSe od tre¢ine bolesnika imalo loSu regulaciju glikemije. Prosje¢ne vrijednosti bile su
(aritmeticka sredina + standardna devijacija) HbAlc 7,46% =+ 1,51, glikemije nataste 8,61
mmol/L + 3,02 te postprandijalne glikemije 9,37 mmol/L + 3,35 (10).

Secernu bolest mozemo klasificirati u 4 skupine:

1. Seéerna bolest tipa 1

2. Seéerna bolest tipa 2

3. Drugi tipovi Secerne bolesti uzrokovani endokrinopatijama, pankreatitisom, lijekovima
1 ostalo

4. Gestacijski dijabetes (8).



1.1.  Secerna bolest tipa 1

Seéerna bolest tipa 1 poznata i kao dijabetes ovisan o inzulinu obuhvaéa oko 5%
oboljelih. Mozemo je podijeliti u dvije podgrupe: autoimunu i idiopatsku. Kod autoimune
SeCerne bolesti imunoloski sustav napada [-stanice Langerhansovih otoci¢a zbog cCega
gusteraca tih osoba ne proizvodi dovoljno inzulina. Smatra se da je nastanak autoimunog tipa
rezultat interakcije genske predispozicije za razvitak Seéerne bolesti, autoantigena i raznih
okoliSnih ¢imbenika, medutim ta interakcija joS nije dovoljno razjasnjena. Neki od gena koji
se povezuju su geni glavnog kompleksa histokompatibilnosti (MHC, engl. Major
Histocompatibility Complex) i to ljudski leukocitni antigen-DR3 (HLA-DR3, engl. Human
Leukocyte Antigen-DR3), HLA-DQB1*0201 i HLA-DR4, HLA-DQB1*0302. Oni su
pronadeni u viSe od 90% oboljelih, kao 1 neki geni koji ne pripadaju tom kompleksu, a
ukljuceni su u proizvodnju i promet inzulina. U autoantigene se ubrajaju dekarboksilaza
glutaminske kiseline, inzulin, protein vezan uz inzulinom i druge bjelancevine f—stanica. Te
bjelancevine se mogu oslobadati u normalnom procesu ili zbog osSte¢enja P—stanica Sto

posljedi¢no aktivira autoimuni odgovor. Kod idiopatskog tipa nema dokaza o autoimunosti

).

Ovaj tip pogada uglavnom osobe mlade Zivotne dobi, iako se moze razviti kod svih
ljudi neovisno o dobi. Kod osoba s ovim oblikom dijabetesa nuzno je primanje injekcije
inzulina svaki dan kako bi kontrolirali razinu glukoze u krvi 1 kako bi sprijecili nastanak
dijabeticke ketoacidoze (DKA). Ketoacidoza je akutna metabolicka komplikacija Secerne
bolesti. Stanice radi manjka inzulina ne dobivaju dovoljnu koli¢inu glukoze da zadovolji
potrebu tijela za energijom. Zbog toga tijelo po¢ne razgradivati masti, ¢ijjom se razgradnjom u
uvjetima nedostatka glukoze proizvode ketonska tijela. 1z ketona nastaju ketokiseline koje su
toksi¢ne za organizam. Dijabeticka ketoacidoza moZe dovesti do kome pa i do smrtnog ishoda

9,11).

1.2.  Secerna bolest tipa 2

Seéerna bolest tipa 2, dijabetes neovisan o inzulinu, obuhvaéa najmanje 90% svih
sluajeva bolesti. Kod ovog tipa se pojavljuje inzulinska rezistencija, periferna tkiva postaju
neosjetljiva na proizvedeni inzulin. Zbog toga gusteraca u pocetku proizvodi dodatni inzulin,
ali tijekom vremena ne moze vise proizvoditi dovoljno inzulina kako bi odrzala normalnu

razinu glukoze u krvi. Tijekom vremena proizvodnja inzulina krece opadati Sto dodatno

4



pogorsava hiperglikemiju. Ovaj tip bolesti se moze pojaviti u bilo kojoj dobi, a Cesto je
povezan s vanjskim c¢imbenicima kao $to su prekomjerna tezina, nepravilna prehrana,
nedostatna tjelovjezba. Pronadeni su i dokazi da je genetika odgovorna za povecani rizik za
razvitak Seerne bolesti tipa 2, no za razliku od SeCerne bolesti tipa 1 to nije povezano s
genima HLA regije. Neke osobe s ovim tipom bolesti mogu odrzavati normalnu razinu
glukoze s pravilnom prehranom i tjelovjezbom, medutim uglavnom se koriste razne vrste
oralnih hipoglikemika, najc¢es¢e metformin, koji se po potrebi mogu kombinirati medusobno

ili s inzulinom (9,12).

1.3.  Gestacijski dijabetes

Kod trudnica kod kojih nije dijagnosticirana Secerna bolest prije trudnoce, a kojima su
za vrijeme trudnoCe izmjerene visoke razine glukoze u krvi kaZzemo kako boluju od
gestacijskog dijabetesa. Prema podatcima Centra za kontrolu i prevenciju bolesti iz 2014.
godine prevalencija gestacijskog dijabetesa iznosila je 9,2%. Kod ovoga tipa bolesti tijelo
zene ne moze proizvesti i iskoristiti dovoljnu koli¢inu inzulina koje je potrebno tijelu u

trudno¢i. Zbog toga se glukoza nakuplja u krvi u visokim razinama (13,14).

1.4. Komplikacije Se¢erne bolesti

Kroni¢na hiperglikemija moZe dovesti do brojnih komplikacija i oSte¢enja gotovo svih
tkiva 1 organa u tijelu oboljele osobe. U vecini drzava s visokim dohotkom Secerna bolest je
vode¢i uzrok kardiovaskularnih bolesti, sljepoce, zatajenja bubrega i amputacije donjih
ekstremiteta. Uz to osobe oboljele od SeCerne bolesti imaju veéi rizik od razvoja raznih
infekcija. Komplikacije mozemo podijeliti u dvije skupine: mikrovaskularne i

makrovaskularne komplikacije (3,15).

U mikrovaskularne komplikacije ubrajamo retinopatiju, nefropatiju i neuropatiju. One
nastaju u stanicama i tkivima koja ne mogu ograniiti transport glukoze za vrijeme
hiperglikemije. Razvitak mikrovaskularnih komplikacija ovisi o jacini 1 trajanju

hiperglikemije (16).

Dijabeticka retinopatija najceS¢a je mikrovaskularna komplikacija Secerne bolesti.
Najcesce zahvaca retinu, no moze zahvatiti i druge strukture. Dolazi do retinalne ishemije i
proliferativne retinopatije. Takoder moZe nastati makularni edem i makulopatija koji su

glavni uzroci gubitka vida. Uglavnom se pojavljuje unutar 20 godina od dijagnoze kod
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SeCerne bolesti tipa 1, dok kod Secerne bolesti tipa 2 rani simptomi retinopatije se mogu

pojaviti i godinama prije postavljene dijagnoze (8,16)

Dijabeticka neuropatija je skup heterogenih poremecéaja. Dolazi do oste¢enja krvnih
zila koje opskrbljuju periferne zivce §to rezultira njihovom ishemijom. NajceS¢a neuropatija
je kroni¢na senzomotoricka distalna simetrina polineuropatija. Pacijenti mogu osjecati
zarenje, trnjenje, bol i ukocenost. Posljedica neuropatije moze biti i nastanak ulceracija na

stopalu 1 u kona¢nici amputacija (16).

U makrovaskularne komplikacije ubrajamo koronarnu arterijsku bolest, perifernu
arterijsku bolest i cerebrovaskularne komplikacije. Pacijenti koji boluju od Secerne bolesti
imaju 5 puta veCu Sansu za razvitak kardiovaskularnih bolesti. Temeljni patofizioloski
mehanizam nastanka makrovaskularnih komplikacija je ateroskleroza. Ateroskleroza nastaje
kao posljedica kroni¢ne upale te ozljede stijenke perifernih ili koronarnih arterija. U osoba sa
SeCernom boles¢u viSe je Cimbenika koji pogoduju nastanku 1 kasnijoj progresiji
aterosklerotske bolesti kao S§to su hiperglikemija, hiperlipidemija, hipertenzija,
hiperkoagulabilnost, pojacana adhezija trombocita, poviSena razina plazminogen aktiviraju¢eg

faktora 1 te smanjeno stvaranje dusikovog oksida (16,17).

1.5. Dijabeticka nefropatija

Dijabeticka nefropatija je klinicki sindrom karakteriziran sljede¢im:

» Trajna albuminurija (>300 mg/dan ili >200 pg/min) koja se potvrduje s najmanje 2
mjerenja u razmaku od 3 do 6 mjeseci
» Progresivni pad glomerularne filtracije (GF)

» Poviseni arterijski krvni tlak (18).

Dijagnoza se postavlja kad je utvrdena proteinurija u bolesnika sa Se¢ernom boles¢u u
odsutnosti nekog drugog uzorka proteinurije kao S§to je naprimjer infekcija. Potvrduje se
mjerenjem albuminurije/proteinurije, mjerenjem glomerularne filtracije 1 mjerenjem krvnog
tlaka (18,19). Poveznica izmedu proteinurije i Secerne bolesti prepoznata je ve¢ krajem 18.
stolje¢a. Do 1950-ih, bolesti bubrega bile su poznata uobifajena komplikacija dijabetesa.
Trenutno je dijabetiCka nefropatija vode¢i uzrok kronicne bolesti bubrega u zapadnim
zemljama. IstraZivanja su pokazala da 30-40% pacijenata u Sjedinjenim Americkim

Drzavama su u terminalnoj fazi bolesti bubrega kao posljedica Se¢erne bolesti (18,20). Neki



od faktora povezani s razvojem dijabeticke nefropatije su: glikemija, trajanje bolesti,
hipertenzija, hiperfiltracija, genetika 1 prehrana, osobito unos proteina. Bolest je
karakterizirana zadebljanjem bazalne membrane glomerula, ekspanzijom mezangija i
sklerozom glomerula. Ove promjene dovode do glomerularne hipertenzije i progresivnog
pada glomerularne filtracije. Bolesnici s dijagnosticiranom sistemskom hipertenzijom imaju
veée Sanse za razvitak dijabetiCke nefropatije kod oba tipa Secerne bolesti, jer hipertenzija
ubrzava napredovanje ovih promjena. Bolest se najces¢e manifestira kad se razvije nefrotski

sindrom ili zatajenje bubrega (19).
Postoji 5 stadija dijabetiCke nefropatije:

1. Hiperfunkcija bubrega, albuminurija je odsutna, GF povecana
Klini¢ka latencija, albuminurija je odsutna, GF normalana
Mikroalbuminurija, albuminurija je prisutna (30-300 mg/dan), GF normalana

Jasna dijabetiCka nefropatija, albuminurija je prisutna (30-300 mg/dan), GF snizena

M

Kroni¢no zatajenje bubrega, albuminurija je masivna (>300mg/dan), GF jako snizena

(19).

Glomerularna filtracija je povecana u oba tipa Sec¢erne bolesti. Kao posljedicu povisenog
tlaka u glomerulu koji nastaje zbog vazodilatacije aferentne i vazokonstrikcije eferentne
arteriole nastaje hiperfiltracija 1 hiperperfuzija. Kod dijabeti¢ara je nefrin, protein koji je
odgovoran za propustljivost glomerularne membrane, u manjku zbog cega se poveca
propustljivost membrane. Nastala proteinurija moZe potaknuti ekspresiju upalnih molekula
kao $to je angiotenzinogen, koji se poslije pretvara u angiotenzin II. Posljedi¢no se povecava
ekspresija receptora za angiotenzin II zbog ¢ega u dijabeticara u stanju hiperglikemije unato¢
niskoj koncentraciji renina u plazmi, blokada sustava renin-angiotenzin uzrokuje znacajni
porast protoka plazme kroz bubrege. U dijabeticara je povecana aktivnost Na-kotransportera
glukoze zbog Cega se poveca reapsorpcija natrija u proksimalnom tubulu a kao posljedica
dolazi do povecanja GF i hiperfiltracije. Takoder je potaknuta reapsorpcija Na u distalnim
tubulima 1 aktiviranje natrijevog prolaza u sabirnim kanalima bubrega zbog visoke
koncentracije angiotenzina II. Navedene promjene dovode do retencije natrija, zadrzavanja

tekucine, hipervolemije i porasta krvnog tlaka (19).

Kod pacijenata kod kojih je utvrdena dijabeticka nefropatija izuzetno je bitna stroga

kontrola glikemije. Dobra kontrola moZe smanjiti glomerularnu hiperfiltraciju i albuminuriju
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te usporiti progresiju kroni¢ne bolesti bubrega. Takoder je vazna kontrola krvnog tlaka. U
lijeCenju su prvi izbor inhibitori angiotenzin konvertiraju¢eg enzima (ACE inhibitor, eng.
angiotensin-converting-enzyme inhibitor) i blokatori angiotenzinskih receptora (ARB, eng.
Angiotensin receptor blockers) zbog toga Sto djeluju zastitno na bubreg. Osim S$to snizavaju
sistemski arterijski tlak, snizuju i glomerularni tlak zbog dilatacije eferentnih arteriola,
smanjuju proteinuriju i ponistavaju ucinak angiotenzina II na sistemskoj i lokalnoj razini.
Koristan uc¢inak ovih lijekova moze se oc¢ekivati u pocetnoj i srednje izrazenoj dijabetickoj
nefropatiji, dok kod uznapredovane bolesti nije dokazana velika korisnost. Kod pacijenata s
dijabetickom nefropatijom preporucuje se ispravljanje anemije i dislipidemije, kako bi se

smanjili simptomi bolesti, sprije€ile daljnje komplikacije i pobolj$ala kvaliteta zivota (19,20).

1.6. Sigma 1 receptori

Sigma receptori (oRi) su relativno nova skupina receptora izvorno otkrivena u
sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS) sisavaca 1976. godine (21). oRi su u podetku
identificirani kao podtipovi opijatnih receptora, medutim daljnja istrazivanja odbacila su tu
tvrdnju. Ovi receptori s prosjecnim ili visokim afinitetom vezu Sirok spektar kemijskih
spojeva vrlo razli¢itih strukturnih klasa i razliCitih terapijskih 1 farmakoloskih svojstava.
Danas se smatra da oRs moze posredovati imunosupresivne, antipsihoticne i
neuroprotektivne ucinke mnogih lijekova. Sigma receptore dijelimo u dva podtipa sigma-1
(c1R) i sigma-2 (62R) receptore. PredloZen je 1 tre¢i podtip receptora, no on jo$ nije istrazen i
definiran na odgovaraju¢i nacin. Podtipovi se razlikuju prema molekulskim teZinama 1
razli¢itoj selektivnosti prema lijekovima. 1R je za razliku od 62R uspjesno kloniran i vise je
istrazen. 61R je uspjeSno kloniran 1996. godine, nakon §to je prociScen iz jetre zamorceta. 1z
mozga Stakora je kloniran 1998. godine. Receptori klonirani iz zamorceta, ljudi, miSeva i
Stakora pokazuju 90-95% sli¢nosti. 1R su pronadeni u SZS-u, jetri, bubrezima, pluc¢ima,
endokrinim, imunolo$kim i reproduktivnim tkivima. 61R je transmembranski protein od 29
kDa. Gen za ¢1R nalazi se na kromosomu 9p13 kod ljudi, dok se kod glodavaca se nalazi na
2. kromosomu. Endogeni ligand za ovaj receptor jo§ nije sa sigurno$¢u odreden, ali

pretpostavlja se da bi to mogao biti dimetiltriptamin (DMT) (21,22).

Smatra se da 61R moze modulirati niz neurotransmiterskih sustava, ukljucujuci
glutamatni, noradrenergicne, serotoninske i dopaminergic¢ne, s naglaskom na glutamatni
sustav. Provedeno je viSe neurokemijskih i elektrofizioloskih studija kako bi se ustvrdila

funkcija oRs (21). Na stani¢noj razini djelovanje posredovano clR moZe biti akutno i
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kroni¢no. Akutno djelovanje ukljucuje sigma-1 translokaciju receptora i modulaciju ionskih
kanala kao $to su Ca? i K* kanali, N-metil-D-aspartatni (NMDA) receptori, inositol 1,4,5-
trifosfat (IP3) receptori. Kroni¢nim djelovanjem c1R smatra se autoregulacija samog 1R, cak
i bez egzogenih liganda. U kroni¢na djelovanja jo§ spada poticanje stani¢ne diferencijacije,
rekonstitucija lipidnih mikrodomena (u kultiviranim stanicama) i bihevioralna senzibilizacija

(23).

1.7. Uloga sigma 1 receptora u bubregu

Dosadasnja istrazivanja, koriStenjem imunohistokemije i Western blot-a pokazala su
da su 1R najizraZeniji u bubreZznom korteksu, ali da su prisutni i u meduli 1 papili. Receptori
su bili najizrazeniji u stanicama proksimalnog tubula, a ne postoje dokazi da se nalaze u

glomerulima (24).

olR ima Siroki spektar liganda koje moze vezati za sebe. Tako su dekstrometorfan, (+)
pentazocin, imipramin, fluvoksamin, fluoksetin, dehidroepiandrosteron-sulfat (DHEA-sulfat)
dokazani agonisti c1R (23). Provedena su predtestiranja s fluvoksaminom, agonistom visokog
afiniteta o1R, kod Stakora koji boluju u renalne ishemicne reperfuzijske ozljede (IRI). IRI je
glavni uzrok gubitka presatka nakon transplantacije bubrega. Endotelna disfunkcija, gubitak
peritubularnih kapilara i povecana reaktivnost na vazokonstrikcijske agense su poznate
znacCajke tubularnog oStecenja tijekom progresije IRI. Svi ovi procesi doprinose smanjenoj
proizvodnji 1 smanjenoj reakciji na duSikov oksid (NO). Tretiranje Stakora s DHEA ili s
fluvoksaminom poboljSalo je prezivljenje, funkciju, strukturu bubrega i upalni odgovor nakon
renalne ishemijske reperfuzijske ozljede. U ljudskim proksimalnim tubularnim epitelnim
stanicama stimulacija fluvoksaminom ili oksidacijskim stresom uzrokovala je translokaciju
clR iz endoplazmatskog retikuluma u citosol 1 jezgru. Stimulacija fluvoksamina u tim
stanicama takoder je aktivirala proizvodnju duSikovog oksida. Sli¢no tome, u postishemi¢nom
bubregu Stakora aktivacija 61R fluvoksaminom je potaknula signalni put sintaze Akt-dusikov
oksid, $to je rezultiralo proizvodnjom dusikovog oksida. Istodobno, istraZivanja su pokazala
brzu peritubularnu vazodilataciju nakon lije€enja fluvoksaminom, a koja je blokirana
antagonistom G1R ili razli¢itim blokatorima sintaze duSikovog oksida. Time je dokazano da
su u ovom modelu ishemijsko-reperfuzijske ozljede S$takora, agonisti 1R poboljSali
prezivljavanje i1 funkciju bubrega aktivacijom signalizacije dusikovog oksida posredovanog

Akt-om u bubregu. Ovo istrazivanje je od velikog znacaja jer pokazuje da aktivacija 1R


https://sh.wikipedia.org/wiki/NMDA

moze

pruziti

terapijsku

mogucnost

kod

ovakvih

stanja

(24).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Dosadasnja istrazivanja uloge sigma receptora u bubregu uglavnom su se fokusirala na
istrazivanje IRI pri ¢emu je utvrdeno da je njihov u¢inak ve¢inom posredovan modulacijom
signalnog puta NO. S obzirom na vaznost ovog signalnog puta u patogenezi dijabeticke
nefropatije za pretpostaviti je da i sigma receptori imaju vaznu ulogu u patogenezi ovoga
stanja. Stoga je cilj ovog diplomskog rada bio istraziti izrazaj sigma 1 receptora u bubregu u

Stakorskom modelu Secerne bolesti tipa 1.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Eksperimentalne Zivotinje

U ovom istrazivanju koriSteni su muzjaci Sprague-Dawley Stakora osigurani od strane
sekcije za laboratorijske zivotinje Sveucilista u Splitu. U istrazivanje je uklju¢eno 22 Stakora
koji su tezili oko 200 grama. Drzani su u kontroliranim uvjetima gdje je temperatura bila

22°C + 1°, a Stakori su bili izloZeni ciklusu svjetla i tame 12/12 sati.

3.2 Model Seéerne bolesti u Stakora

Stakorima je dana intraperitonealna injekcija 55 mg/kg streptozotocina (STZ) koji je
otopljen u citratnom puferu (pH 4.5) kako bi se inducirala eéerna bolest tipa I. Stakori koji su
koristeni kao kontrola dobili su Cisti citratni pufer na isti nac¢in. Pokusne zivotinje hranjene su
uobiCajenom laboratorijskom hranom ad libitum (4RF21GLP, Mucedola, Settimo Milanese,
Italija). Glukometrom (OneTouch Vita instrument, LifeScan, High Wycombe, UK) smo 4.
dan nakon injekcije izmjerili razinu glukoze kako bi procijenili indukciju Secerne bolesti.
Stakori ukljuéeni u pokus imali su koncentraciju glukoze >16.5 mmol/L. Dijabeti¢ni $takori
podijeljeni su u dvije skupine, s odgovaraju¢im kontrolnim skupinama, ovisno o tome koliko

je vremena proslo od injekcije STZ-a (2 tjedna ili 2 mjeseca).

3.3. Priprema tkiva za bojanja

Zivotinje su anestezirane izofluranom (Forane, Abbott Laboratories, Queenborough,
UK) i perfundirane kroz uzlaznu aortu s fizioloSkom otopinom, a zatim s Zambonijevim
fiksativom. Dobiveni uzorci bubrega su dehidrirani etanolom i uklopljeni u parafin.
Parafinske blokove smo zatim rezali mikrotomom (Leica RM2155, Pittsburgh, PA, SAD) u
rezove debljine 5-um. Nakon toga rezovi su deparafinizirani u ksilenu, rehidrirani etanolom,
isprani destiliranom vodom i zagrijavani u natrijevom citratnom puferu (pH 7) tijekom 12

minuta. Na kraju postupka rezovi su ohladeni do sobne temperature.

3.4.Imunofluorescencijsko bojanje

Nakon hladenja rezovi su inkubirani s primarnim antitijelima i ostavljeni u vlaznoj
komori preko no¢i. Kao primarno protutijelo koristen je kozji anti-sigma 1 receptor (S18)
(sc-22,948; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) razrijeden 1:75. Rezovi su prvo

isprani s PBS-om, a zatim je na njih primijenjeno sekundarno antitijelo. Kao sekundarno
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protutijelo koriSten je magareci anti-kozji igG-konjugiran s fluoroforom Alexa Fluor (AF) 488
(ab150129, Abcam, Cambridge, Velika Britanija) razrijeden 1:400. Nakon jednog sata
inkubacije rezovi su ponovno isprani s PBS-om i jezgre su obojene s 4'6-diamidin-2'-
fenilindol dihidrokloridom (DAPI). Rezovi su pregledani pomo¢u mikroskopa BX51
(Olympus, Tokio, Japan), pri povecanju objektiva 10 puta i fotografirani digitalnim
fotoaparatom DP71 (Olympus, Tokio, Japan). Snimljeno je 10 slika nepreklapajuc¢ih polja i
obradeno u Image] softveru (National Institutes of Health, Bethesda, MD, SAD).
Imunoreaktivni proksimalni tubuli su izbrojani i njthov broj je izraZzen po povrsini
analiziranog podrucja. Nakon toga, takoder je izmjeren postotak clR imunoreaktivne
povrsine reza, koriStenjem ImagelJ, na 8-bitnim mikrofotografijama (metoda trokutastog
praga). Podaci su usporedeni izmedu kontrolnih 1 dijabeti¢nih skupina, kao 1 razli€itih uzrasta

unutar iste skupine.

Za odredivanje statistiCkih razlika izmedu viSe skupina koriStena je jednosmjerna
analiza varijance (ANOVA), nakon cega je slijedio Tukey-ev test za viSestruke usporedbe
(GraphPad Software, La Jolla, CA, SAD). Podaci su prikazani kao srednja vrijednost +

standardna devijacija. StatistiCka znacajnost je postavljena na P <0,05.
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4. REZULTATI
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4.1. Periodic acid-Schiff (PAS) histolosko bojanje rezova bubrega Stakora u modelu
Secerne bolesti tipa 1

Reprezentativne mikrofotografije rezova bubrega Stakora obojene PAS-tehnikom
prikazane su na Slici 1. U bubrezima Stakora 2 tjedna nakon pocetka pokusa (stari 10 tjedana)
vide se jos§ potpuno nerazvijeni tubuli sa Sirokim lumenom (Slika 1A i B), dok su tubuli u
bubrezima Stakora 2 mjeseca nakon pocetka pokusa (u dobi od 4 mjeseca) potpuno razvijeni
(Slika 1C i D). U rezovima bubrega Stakora 2 mjeseca nakon indukcije Se¢erne bolesti (dml -
2m; Slika 1D) uoc€ljive su patoloske promjene karakteristicne za Secernu bolest u vidu
ekspanzije mezangija, tubularne skleroze, nakupljanja hijalinog materijala u stijenkama

krvnih zila 1 vakuolizacije stanica distalnih tubula.

4.2. Broj sigma 1 imunoreaktivnih distalnih tubula u dijabetickoj i kontrolnoj skupini

Izbrojali smo sve imunoreaktivne distalne tubule u obje skupine i usporedili ih. Uo¢ili
smo da se broj imunoreaktivnih tubula znaCajno smanjio s vremenom u kontrolnim
skupinama (P<0,001; Slika 2E). Nasuprot tome, broj sigma 1 imunoreaktivnih tubula u
bubrezima dijabeti¢nih Stakora znacajno se povecao s vremenom (P<0,001; Slika 2E). Razlike
izmedu dviju skupina iste dobi takoder su bile izrazene. Broj sigma 1 imunoreaktivnih
distalnih tubula bio je znacajno nizi u skupini dijabeti¢nih Stakora, u usporedbi s kontrolnom
skupinom S$takora 2 tjedna nakon indukcije Secerne bolesti tip 1 (P<0,01: slika 2E). Najveci
broj sigma 1 pozitivnih distalnih tubula otkriven je u Stakora sa Secernom bolesti 2 mjeseca
nakon indukcije bolesti, §to je znaCajno viSe nego u odgovarajucoj kontrolnoj skupini
(P<0,001; Slika 2D i E); u kojoj je opaZen najmanji broj imunoreaktivnih distalnih tubula
(Slika 2B i E).

4.3. Povrsina sigma 1 imunoreaktivnosti u dijabetickoj i kontrolnoj skupini

Analizirali smo povrSinu sigma 1 imunoreaktivnosti u histoloSkim rezovima bubrega
Stakora. Utvrdena je znacajna razlika izmedu dvije skupine dijabeti¢nih Stakora (P<0,01; Slika
2F), ali ne i izmedu dvije kontrolne skupine. PovrSina podrucja sigma 1 imunoreaktivnosti
bila je najviSa u bubrezima dijabeti¢nih Stakora 2 mjeseca nakon indukcije Secerne bolesti, Sto
je bilo znaajno viSe u odnosu na odgovarajuu kontrolnu skupinu, kao i u usporedbi s

dijabeticnim Stakorima 2 tjedna nakon injekcije STZ (oba P<0,01; Slika 2D i F).
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Znacajna razlika je uocena izmedu kontrolnih Stakora i dijabeti¢nih Stakora 2 mjeseca
nakon indukcije Secerne bolesti, za razliku od skupina Stakora zrtvovanih 2 tjedna nakon
indukcije. Najveca povrsina je zabiljezena u skupini dijabeticnih Stakora 2 mjeseca nakon
injekcije STZ-a, a najmanja povrSina zabiljezena je u skupini kontrolnih Stakora 2 mjeseca

nakon indukcije Se¢erne bolesti.

4.4. Kolokalizacija sigma 1 receptora i ¢imbenika rasta i transformacije p (TGFp) u
bubregu dijabeti¢nih Stakora

Na histoloskim rezovima bubrega Stakora 2 mjeseca nakon indukcije Secerne bolesti
tipa 1, obojene imunohistokemijski protutijelima protiv 61R 1 TGFf vidljiv je jaki izrazaj
usporedno i1 61R 1 proupalnog ¢imbenika TGFf u vakuoliziranim stanicama distalnih tubula
(Slika 3).
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Slika 1. Periodic acid-Schiff (PAS) histolosko bojanje rezova bubrega Stakora u

modelu Seéerne bolesti tipa 1

A-D — reprezentativne mikrofotografije rezova bubrega Stakora. ¢ — kontrolna skupina;
dml — dijabeticna skupina; 2tj — 2 tjedna nakon pocetka pokusa; 2m — 2 mjeseca nakon
pocetka pokusa. U rezovima bubrega Stakora 2 mjeseca nakon indukcije Secerne bolesti
(dml1-2m) vide se patoloske promjene u vidu ekspanzije mezangija (em), tubularne
skleroze (ts), nakupljanja hijalinog materijala u stijenkama krvnih zila (strjelica) i1
vakuolizacije stanica distalnih tubula (vrh strjelice); g — glomerul; pt — proksimalni tubul;

dt — distalni tubul.
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o1R pozitivnih tubula % o1R imunoreaktivne
po jedinici povrsine povrsine
fidid
20,00 1 _kk g 0,40 - ke
mE 0,35 -
15,00 - 0,30 -
0,25 -
10,00 - Oc 0,20 - Oc
mdm1 0,15 - Edm1
5,00 0,10 -
0,05 -
0,00 T 0,00 T
2tj 2m 2tj 2m

Slika 2. Izrazaj sigma 1 receptora u bubregu Stakora u modelu Secerne bolesti tipa 1

A-D - reprezentativne mikrofotografije rezova bubrega Stakora, obojene
imunohistokemijski protutijelima protiv 1R (zeleno). E — rezultati analize broja c1R-
imunoreaktivnih distalnih tubula po jedinici povrSine tkivnih rezova. F — rezultati analize

postotka c1R-imunoreaktivne povrSine tkivnih rezova. ¢ — kontrolna skupina; dml —

20



dijabeti¢na skupina; 2tj — 2 tjedna nakon pocetka pokusa; 2m — 2 mjeseca nakon pocetka
pokusa. ** — P<0,01; *** — P<0,001 u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu; ## -

P<0,01; ### — P<0,001 u odnosu na istu skupinu 2 tjedna nakon pocetka pokusa.

Slika 3. Kolokalizacija sigma 1 receptora i ¢imbenika rasta i transformacije 8

(TGFp) u bubregu dijabeti¢nih Stakora

A i B — reprezentativne mikrofotografije rezova bubrega Stakora 2 mjeseca nakon
indukcije Secerne bolesti tipa 1, obojene imunohistokemijski protutijelima protiv 1R
(crveno) 1 TGFpB (zeleno). U vakuoliziranim stanicama distalnih tubula vidljiv je jaki
izrazaj usporedno i 61R (vrSak strjelice) i proupalnog ¢imbenika TGFP (strjelica). Modro

— jezgre stanica.
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5. RASPRAVA
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Istrazili smo izrazaj 1R u bubrezima dijabeti¢nih Stakora 2 tjedna i 2 mjeseca nakon $to
smo im inducirali Se¢ernu bolest injekcijom STZ-a otopljenom u citratnom puferu. U
istrazivanju smo koristili Sprague-Dawley Stakore. Parafinske rezove bubrega Stakora smo
obojili imunofluorescencijski, zatim uslikali na mikroskopu, a dobivene mikrofotografije
obradili u Imagel] softveru. Naknadno smo napravili i PAS histolosko bojanje. Svrha
istrazivanja je bila utvrditi promjene izrazaja 1R u bubrezima, koje bi posredno ukazivale na
njihovu eventualnu ulogu u patogenezi dijabeticke nefropatije. Sigma receptori vezu Sirok
spektar kemijskih spojeva vrlo razliCitih strukturnih klasa 1 razliCitih terapijskih i
farmakoloskih svojstava. Sigma receptori su izvorno otkriveni u SZS-u, ali ih nalazimo i u
razli¢itim drugim tkivima, ukljucuju¢i bubreg (21). Dosadasnja istraZivanja ukazuju na
najve¢i izrazaj olR u bubreznoj kori, posebice u stanicama proksimalnog tubula (24).
Dosadasnja istrazivanja uloge ocR u bubregu uglavnom su se fokusirala na istrazivanje IRI, pri
¢emu je utvrdeno da je njihov u¢inak vec¢inom posredovan modulacijom signalnog puta NO

(24).

Usporedbom broja 61R imunoreaktivnih distalnih tubula utvrdili smo znacajno smanjenje
broja pozitivnih distalnih tubula s vremenom u kontrolnim skupinama. Za razliku od toga broj
pozitivnih 1R distalnih tubula se znacajno povecao s vremenom u dijabeti¢noj skupini. Dva
2 tjedna nakon injekcije STZ-a broj pozitivnih distalnih tubula je bio nizi u dijabeticnoj
skupini, dok je broj imunoreaktivnih distalnih tubula znacajno porastao i bio ve¢i u usporedbi
s kontrolnom skupinom 2 mjeseca nakon indukcije SeCerne bolesti. Najveéi broj
imunoreaktivnih distalnih tubula u bubrezima Stakora uocen je u dijabeticnoj skupini 2

mjeseca od indukcije bolesti, a najmanji broj kod pripadajuce kontrolne skupine.

Za razliku od broja imunoreaktivnih distalnih tubula, povrSina 61R imunoreaktivnosti nije
se razlikovala u dijabeti¢ne, u odnosu na kontrolnu skupinu 2 tjedna nakon indukcije Sec¢erne
bolesti, ali je znacajno porasla 2 mjeseca nakon injekcije STZ-a, kada je zabiljezena i najveca

vrijednost.

PAS bojanjem uoceno je da kod Stakora 2 tjedna nakon indukcije Secerne bolesti i njihove
odgovarajuce kontrolne skupine odnosno kod Stakora starih 10 tjedana distalni tubuli nisu jo§
potpuno razvijeni, te imaju Sirok lumen. Za razliku od toga kod kontrolne skupine 2 mjeseca
nakon indukcije Se¢erne bolesti vide se potpuno razvijeni tubuli. U skupini Stakora 2 mjeseca
nakon indukcije Secerne bolesti vidljive su patoloske promjene karakteristine za Secernu

bolest: ekspanzija mezangija, tubularna skleroza, nakupljanje hijalinog materijala u
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stijenkama krvnih Zzila i vakuolizacija stanica distalnih tubula. S obzirom na ove rezultate,
visoki broj distalnih tubula imunoreaktivnih na 1R u kontrolne skupine kod mladih Zivotinja,
mogao bi ukazivati na ulogu ovih receptora u postnatalnom sazrijevanju distalnih tubula.
Budu¢i da se u novije vrijeme utvrdilo da je u¢inak 1R u bubreznoj ishemiji ve¢inom
posredovan modulacijom signalnog puta NO, navedeni visoki izrazaj 1R mogao bi se

povezati s poznatom ulogom NO u postnatalnom razvoju tubula i glomerula (25).

S obzirom na vaznost signalnog puta NO u patogenezi dijabeticke nefropatije za
pretpostaviti je da 1 sigma receptori imaju vaznu ulogu u patogenezi ovoga stanja (26,27,28).
S navedenim su u suglasju nasi rezultati, koji ukazuju na znacajno povecanje izrazaja c1R u
distalnim tubulima dijabeti¢nih Stakora 2 mjeseca nakon indukcije Se¢erne bolesti. Za uociti je
da je najve¢i izrazaj olR zabiljeZen u distalnim tubulima, a koje strukture su u naSem
istrazivanju bile najjade osteéene. Stovise, rezultati naSeg istrazivanja pokazali su
kolokalizaciju c1R i upalnog ¢imbenika rasta TGFP upravo u vakuoliziranim stanicama

distalnih tubula dijabeticnih Stakora 2 mjeseca nakon indukcije Sec¢erne bolesti.
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6. ZAKLJUCAK
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Na temelju rezultata mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

1. olR najjace su izraZeni u distalnim tubulima bubrega Stakora.

2. Jaki izrazaj 61R u distalnim tubulima zdravih mladih Stakora ukazuje na njihovu
ulogu u postnatalnom razvoju ovih struktura.

3. Porast izrazaja o1R u distalnim tubulima dijabeti¢nih Stakora ukazuje na njihovu

ulogu u patogenezi dijabeticke nefropatije.
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8. SAZETAK
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Sigma receptori su izvorno otkriveni u zivéanom sustavu, ali ih nalazimo i u razli¢itim
drugim tkivima, uklju¢ujuéi bubreg. DosadaSnja istrazivanja ukazuju na renoprotektivno
djelovanje 61R koje je vec¢inom posredovano modulacijom signalnog puta dusikovog oksida.
S obzirom na vaznost ovog signalnog puta u patogenezi dijabeticke nefropatije za

pretpostaviti je da i 61R imaju vaznu ulogu u patogenezi ovoga stanja.

Svrha istrazivanja je bila utvrditi promjene izrazaja 1R u bubrezima, koje bi posredno

ukazivale na njihovu eventualnu ulogu u patogenezi dijabeticke nefropatije.

Istrazivanje je provedeno na Sprague Dawley Stakorima. Model Sec¢erne bolesti tipa 1
izazvan je injekcijom streptozotocin (55 mg/kg). U pokus su ukljuceni Stakori kojima je 4.
dan nakon indukcije Secerne bolesti izmjerena koncentracija glukoze u krvi >16.5 mmol/L.
Nakon 2 tjedna odnosno 2 mjeseca zivotinje su eutanazirane te je uzet uzorak tkiva bubrega.
Tkivo je pripremljeno te su napravljeni parafinski rezovi, te obojeni imunofluorescencijski i
histoloskom tehnikom PAS. Obojeni rezovi fotografirani su te su dobivene mikrofotografije
analizirane koriStenjem ImagelJ. Za statisticku analizu koriStena je jednosmjerna analiza
varijance (ANOVA) i Tukey-ev test za viSestruke usporedbe (GraphPad Software, La Jolla,
CA, SAD).

Kod dijabeti¢ne skupine Stakora 2 mjeseca nakon injekcije STZ-a vidljive su patoloske
promjene u bubregu. Te promjene su: ekspanzija mezangija, tubularna skleroza, nakupljanje
hijalinog materijala u stijenkama krvnih zila 1 vakuolizacije stanica distalnih tubula.
Analiziran je broj 1R imunoreaktivnih distalnih tubula i uoceno da u kontrolnim skupinama
broj pozitivnih distalnih tubula opada s vremenom, dok u dijabeticnim skupinama raste (oba
P<0,001). Broj pozitivnih tubula bio je zna€ajno nizi u dijabeti¢noj skupini 2 tjedna nakon
injekcije STZ-a u usporedbi s odgovaraju¢om kontrolnom skupinom (P<0,01); dok je broj
o1R pozitivnih tubula bio statisticki znacajno veci u dijabeticnoj skupini 2 mjeseca nakon
indukcije Secerne bolesti u usporedbi s odgovaraju¢om kontrolnom skupinom (P<0,001).
PovrSina 1R imunoreaktivnosti bila je statistiCki znacajno veca u dijabeticnoj skupini 2
mjeseca nakon indukcije Secere bolesti u usporedbi s kontrolnom skupinom, ali i u usporedbi
s dijabeticnom skupinom 2 tjedna nakon indukcije Secerne bolesti (oba P<0,01). U
vakuoliziranim stanicama distalnih tubula dijabeti¢nih Stakora 2 mjeseca nakon injekcije

STZ-a uocena je kolokalizaciju 61R i upalnog ¢imbenika rasta TGFp.
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Nasim istrazivanjem utvrdili smo najjaci izrazaj 1R u stanicama distalnih tubula
bubrega Stakora. Dinamika izrazaja ovih receptora posredno ukazuje na njihovu ulogu u
postnatalnom sazrijevanju bubrega Stakora te u razvoju dijabeticke nefropatije, posebice

ostecenja distalnih tubula.
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9. SUMMARY
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Sigma receptors are originally detected in the nervous system, but they are also found
in various other tissues, including the kidney. Previous studies indicate the renoprotective
activity of olR, which is mostly mediated by modulation of the nitric oxide signaling
pathway. Considering the importance of this signaling pathway in the pathogenesis of diabetic
nephropathy, it could be assumed that 61R have an important role in the pathogenesis of this

condition.

The purpose of the study was to investigate changes in the expression of 1R in the

kidneys, which could indicate their possible role in the pathogenesis of diabetic nephropathy.

The research was carried out on Sprague Dawley rats. The type 1 diabetes mellitus
was induced by the injection of streptozotocin (55 mg/kg). Rats with blood glucose level
>16.5 mmol/L on the 4th day following the induction of diabetes were included in the
experiment. The animals were sacrificed 2 weeks or 2 months after diabetes induction and a
kidney tissue sample was harvested. The tissue was embedded in paraffin and 5 pm thick
section were made, and stained with histological technique PAS and immunofluorescence
method. Stained sections were photographed, and the resulting images were analyzed using
Imagel. For statistical analysis, a one-way variance analysis (ANOVA) and a Tukey test for

multiple comparisons were used (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

In the kidney of the diabetic group of rats 2 months after injection of STZ,
pathological changes characteristic for diabetes nephropathy were apperent, including: the
expansion of mesangium, tubular sclerosis, the accumulation of hyaline material in the walls
of the blood vessels and the vacuolization of distal tubule cells. The number of 1R
immunoreactive distal tubules in the control gruops decreased with time, while in diabetic
groups it increased (both P<0.001). The number of immunoreactive tubules was significantly
lower in the diabetic group 2 weeks after STZ injection when compared to the corresponding
control group (P<0.01); while the number of 1R positive tubules was significantly higher in
the diabetic group 2 months after the induction of diabetes in comparison to the corresponding
control group (P<0.001). The area of 61R immunoreactivity was significantly higher in the
diabetic group 2 months after the induction of diabetes compared to the control group, but
also in comparison with the diabetic group 2 weeks after the induction of diabetes (both
P<0.01). In vacuolated distal tubule cells of diabetic rats 2 months after injection of STZ,

colocalization of 61R and inflammatory growth factor TGF} was observed.

35



Our research has shown the strongest expression 61R in the distal tubules in kidney of
the rats. The dynamics of the expression of these receptors indicate their role in postnatal
etiology of kidney maturation and in the development of diabetic nephropathy, in particular in

the damage of distal tubules.
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Integrirani preddiplomski i diplomski studij Farmacija

2009. - 2013. Cetvrta gimnazija Marko Maruli¢, Split

2001. - 2009. Osnovna Skola Dobri, Split

RADNO ISKUSTVO:

oZujak 2018.- rujan 2018. Strucno osposobljavanje u Ljekarni Splitsko-dalmatinske

zupanije, Ljekarna ,,Dobri®.

AKTIVNOSTI NA FAKULTETU

2017. -Nagrada za znanstveni rad "Antioksidacijska svojstva 1 sastav ekstrakta zelenog Caja u

ovisnosti nacinu pripreme" na 6. Simpoziju studenata farmacije 1 biokemije ,,FARMEBS®.

ZNANJA 1 VJESTINE:
-engleski jezik (B2),
-vozacka dozvola B kategorije

-rad u programima Microsoft Office 1 Esculap 2000
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