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1.1. Bubreg

Bubreg je parni organ slozene grade i funkcije. Oblika je zrna graha, crvenosmed, mase
115—-170 g, duljine otprilike 11 cm, Sirine 5 — 8 cm 1 debljine 3 cm (1). lako bubrezi ¢ine samo
0,4 % tjelesne mase, primaju ¢ak 20 % sréanoga minutnog volumena (2). Kontinuirano filtriraju

krvnuplazmu te tako odrzavaju homeostazu vode i elektrolita te acidobaznu ravnotezu (3).

1.1.1. Anatomija bubrega

Bubrezi su smjesteni retroperitonealno, izmedu 12. torakalnoga i 3. lumbalnoga
kraljeska, s time da je desni bubreg, zbog polozaja jetre, smjeSten nesto nize. Bubreg ima
prednju (lat. facies anterior) i straznju stranu (lat. facies posterior), gornji (lat. extremitas
superior) 1 donji pol (lat.extremitas inferior) te lateralni (lat. margo lateralis) 1 medijalni rub
(lat. margo medialis). Lateralni je rub u cijelosti konveksan, dok je medijalni konveksan na
krajevima, a u srediSnjemje dijelu konkavan. U podrucju konkavnoga dijela medijalnoga ruba
okomita je pukotina, hilus (lat. hilum renale). Unutar hilusa smjesteni su: bubrezna nakapnica
(lat. pelvis renalis), krvne zile te zivci. Krvne su Zile smjeStene sprijeda, i to bubrezna vena
ispred bubrezne arterije, a iza njih je bubrezna nakapnica. BubreZzna je nakapnica proSirenje
mokrac¢ovoda, a nastaje spajanjem dvaju ili triju velikih bubreznih vréeva (lat. calices renales
majores) od kojih svaki nastaje spajanjem dvaju ili triju malih bubreznih vréeva (lat. calices
renales minores) (1,4).

Povrsinu bubrega oblaze tanka vezivna ovojnica — bubrezna kapsula. Svaki je bubreg sa svojom
kapsulom obavijen slojem perirenalnoga masnog tkiva. I1znad sloja masnoga tkiva nalazi se
bubrezna (Gerotina) fascija koja dijeli retroperitonealni prostor u tri odjeljka: straznji
pararenalni, intermedijarni perirenalni i prednji pararenalni. S prednje strane bubreg je joS$

prekriven slojem peritoneuma, a sa straznje se nalazi pararenalno masno tkivo (5).

Na presjeku bubrega razlikujemo dva dijela: vanjski dio, odnosno koru (lat. cortex) te
unutrasnji dio, srz (lat. medulla). Dio se kore u obliku izdanaka (lat. columnae renales) proteze
medu bubreZnim piramidama prema bubreZnom sinusu. Od baze piramida u koru se pruzaju
usporedni srzni tracei (lat. radii medulares) (6,7). SrZ se sastoji od pet do jedanaest bubreznih
piramida (lat. pyramides renales) koje se vrlo lako uocavaju jer su svjetlije od okolnoga

bubreznog parenhima. Vrhovi piramida usmjereni su prema bubreznom sinusu, a njihove su
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baze okrenute prema kori. Vrhove piramida ¢ine bubreZzne papile (lat. papillae renales) na
kojima se otvaraju brojni mali otvori izvodnih kanali¢a bubrega koji su okruzeni malim

bubreznim vréevima (1,7).

gornji pol

medijalni rub

lateralni rub

bubrezna arterija
bubrezna vena

prednja strana

mokracovod

donji pol

Slika 1. Vanjski izgled desnoga bubrega. Podruc¢je hilusa oznaceno je viti¢astom

zagradom. Izradeno pomocu programa BioRender.

1.1.2. Histologija bubrega

Osnovna je funkcionalna jedinica bubrega nefron. U svakom je bubregu od jedan do
cetiri milijjuna nefrona koji se sastoje od bubreZnoga tjeleSca, proksimalnoga zavijenog
kanali¢a, Henleove petlje, distalnoga zavijenog kanali¢a te sabirnih cjevCica. Spajanjem
sabirnih cjevCica nastaju sabirne cijevi (Bellinijevi papilarni kanali¢i) koje tvore bubrezne
papile te se otvaraju na vrhovima piramida. U ljudskom je bubregu 4 —18 papila (3). Henleova
petlja gradena je od ravnih dijelova (lat. pars recta) proksimalnoga i distalnoga kanali¢a te
intermedijarnoga kanali¢a te ima silazni (lat. pars descedens) 1 uzlazni (lat. pars ascedens) dio.
S obzirom na duljinu 1 smjeStaj Henleove petlje, postoje dva tipa nefrona: kortikalni i

jukstamedularni nefron (7).

12



kora bubrega

bubreZna papila

bubreine piramide . .
mali bubrezni vréevi

Slika 2. Koronarni presjek bubrega s prikazanom unutraSnjom gradom. Izradeno pomoc¢u

programa BioRender.

1.1.2.1. Bubrezno tjelesce

Bubrezno tjeleSce sastavljeno je od glomerula, klupka krvnih kapilara koje je okruzeno
Bowmanovom c¢ahurom (engl. Bowman’s capsule, BC). Bowmanova cahura gradena je od
unutrasnjega ili visceralnoga lista te vanjskoga, odnosno parijetalnoga lista. Medu listovima
nalazi se Bowmanov (urinarni) prostor u kojemu se nalazi glomerularni filtrat. Visceralni list
¢ine podociti, epitelne stanice gradene od velikoga stanicnog tijela (lat. perikaryon) te primarnih
1 sekundarnih citoplazmatskih izdanaka. Stani¢no tijelo podocita prominira u Bowmanov
prostor. Sekundarni izdanci, nozice, medusobno se spajaju te tvore filtracijske proreze Sirine 35
— 50 nm. Dno filtracijskoga proreza ¢ini dijafragma. Podociti svojim noZicama obuhvacaju
glomerularne kapilare te su u izravnom kontaktu s glomerularnom bazalnom membranom
(GBM) (6).

Glomerularna bazalna membrana sastavljena je od bazalne membrane podocita i bazalne
membrane endotelnih stanica glomerularnih kapilara. Cine je tri sloja: lamina rara interna,
lamina densa i lamina rara externa. Debljina GBM-a veca je od debljine drugih kapilarnih

bazalnih membrana te iznosi 250 do 350 nm. S unutra$nje strane, prema lumenu kapilara,
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GBM je obloZen endotelnim stanicama. Endotel glomerularnih kapilara fenestriran je te se

sastoji od velikih zaravnjenih stanica s porama ¢iji je promjer od 50 do 100 nm (8).

Endotelne stanice s GBM-om i podocitima ¢ine glomerularnu filtracijsku barijeru. Ona
predstavlja selektivan filter koji sprjecava prolazak odredenih molekula iz krvi u bubrezni
tubularni sustav. Primjerice, velike molekule (krvne stanice, trombociti, albumini), kao i
negativno nabijene molekule, ostaju u glomerularnim kapilarama te se eferentnom arteriolom
vracaju iz glomerula u venski sustav (9). Parijetalni list BC-a sastoji se od jednoslojnoga
ploCastog  epitela s primarnim cilijama i ¢vrstim medustani¢nim spojevima. Te stanice

nazivamo glomerularne parijetalne epitelne stanice (engl. parietal epithelial cells, PEC) (10).

Bubrezno tjelesce sadrzi dva pola — urinarni 1 vaskularni koji su smjesteni jedan nasuprot
drugome. Na urinarnom je polu polaziste proksimalnoga zavijenog kanali¢a (lat. pars
convoluta). U tom podrucju epitel parijetalnoga lista BC-a prelazi u jednoslojni kubicni ili niski
cilindri¢ni. Na vaskularnom polu aferentna arteriola ulazi u bubrezno tjeleSce, a eferentna
arteriola izlazi. Tu jednoslojni plocasti epitel parijetalnog lista BC-a postaje visceralni list s
podocitima (6—8). Neposredno uz vaskularni pol, na mjestu gdje se na njega prislanja ravni dio
(lat. pars recta) distalnoga kanaliCa, nalazi se macula densa (MD). Ona je dio
jukstaglomerularnoga aparata (JGA) koji je klju¢an u regulaciji bubreznoga protoka krvi i
brzine glomerularne filtracije. Stanice MD-e prate koncentraciju natrijevih iona u tubularnoj
tekucini te na temelju toga reguliraju tonus arteriola. Uz stanice MD-e, dio su JGA-a
ekstraglomerularne mezangijske stanice koje su smjeStene u podru¢ju vaskularnog pola te
jukstaglomerularne stanice koje lu€e renin. Jukstaglomerularne stanice se zbog svoje

granulirane citoplazme nazivaju 1 zrnatim stanicama (8,11).

Intraglomerularne mezangijske stanice podupiru glomerularne kapilare te tako
odrzavaju glomerularnu strukturu (12). Uz to imaju kontraktilnu i fagocitnu ulogu. Sposobnost
kontrakcije mezangijskih stanica omogucava mijenjanje promjera glomerularnih kapilara ¢ime
se regulira brzina glomerularne filtracije. Mezangijske stanice sa svojim ekstracelularnim

matriksom ¢ine mezangij (13).
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1.1.2.2. Sustav kanalic¢a

Epitel proksimalnih zavijenih kanali¢a kubican je te je prekriven ¢etkastom prevlakom
gusto smjestenih mikrovila. Granice medu pojedinim epitelnim stanicama nisu jasno vidljive.
Njihove se citoplazme intenzivno bojaju kiselim (acidofilnim) bojama te se doimaju zrnatim
(6). Upravo zbog epitela koji prominira u lumen kanalica, te Cetkaste prevlake na njegovoj

povrsini, lumen je proksimalnoga zavijenog kanali¢a nepravilan (7).

Distalni zavijeni kanali¢i neSto su manjega promjera, ali je njihov lumen S§iri i pravilan.
Epitel je nizi, zaravnjen, bez Cetkastoga obruba na povrsini, uz jasnu granicu medu susjednim

stanicama. Jezgre epitelnih stanica imaju diskoidan oblik (8).

Kortikalne sabirne cjevcice oblozene su jednoslojnim kubi¢nim epitelom, dok su one
smjeStene unutar srzi bubrega oblozene jednoslojnim cilindricnim epitelom (6). Jednoslojni
kubicni epitel kortikalnih sabirnih cjevcica sadrzi glavne i interkalirane stanice. Glavne stanice
imaju svjetlu citoplazmu i okrugle jezgre, a interkalirane stanice tamnije su obojenih citoplazmi.

Cilindri¢ni je epitel medularnih sabirnih cjevcica sastavljen samo od glavnih stanica (8).

1.1.3. Bubrezni krvotok

Bubreg je krvlju opskrbljen bubreznom arterijom koja u bubreg ulazi u hilusu. Ona se
dalje grana na interlobarne arterije od kojih se odvajaju arkuatne arterije. Od arkuatnih nastaju
interlobularne arterije, a od njih grananjem nastaju aferentne arteriole koje ulaze u glomerul
gdje tvore kapilarnu mrezu. Iz glomerularnih kapilara krv ulazi u eferentne arteriole koje ju
odvode u peritubularnu kapilarnu mrezu, a zatim krv ulazi u venski sustav i1 odlazi iz bubrega.
Eferentne arteriole putem posebne peritubularne kapilarne mreze (vasa recta) opskrbljuju

krvlju jukstamedularne nefrone (14).
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1.1.4. Funkcije bubrega

Uloga je bubrega odrZati ravnoteZu elektrolita i vode u tijelu $to ostvaruju regulacijom
izlu¢ivanja metabolickih produkata, elektrolita i vode urinom. Tako odrzavaju acidobazni status
1 stalan volumen krvi te reguliraju arterijski krvni tlak. Bubrezi imaju i endokrinu funkciju —

proizvode hormone eritropoetin, renin te kalcitriol (2).

1.2. Koneksini i paneksini

Koneksini su transmembranski proteini koji formiraju kanale, takozvane tijesne spojeve
(engl. gap junction) izmedu susjednih stanica (15—17). Omogucavaju prijenos malih molekula
kao Sto su sekundarni glasnici i ioni te se smatraju klju¢nim ¢imbenikom u medustani¢noj

komunikaciji (16,18).

Paneksini su obitelj proteina koji strukturno i funkcionalno nalikuju na koneksine.
Medutim, za razliku od koneksina, ne formiraju spojeve izmedu pojedinih stanica, ve¢ tvore

transmembranske kanale (19).

1.2.1. Koneksini

Brojna istrazivanja na ljudima i glodavcima pokazala su da postoji vise od 20 izoformi
koneksina koje imaju znacajnu homologiju medu razli¢itim vrstama. Naziv svake izoforme
odreden je na temelju njezine molekularne mase (npr. izoforma Cx40 oznafava koneksin s

molekularnom masom od 40 kDa) (12,16).

Koneksin je graden od cetiri transmembranske domene povezane dvjema
izvanstani¢nim te jednom unutarstanicnom petljom. Uz to, unutar citoplazme su N 1 C zavrSeci
od kojih je C-kraj bitan za propusnost kanala (16,20). Poluzivot koneksina kratak je u usporedbi
s drugim membranskim proteinima te iznosi 3 — 5 sati. Njihova je brza izmjena jako bitna za

ucinkovit medustanicni prijenos informacija tijesnim spojevima (20,21).

Svaki tijesni spoj sastavljen je od ukupno dvanaest koneksina: po Sest koneksina pripada
jednoj od dviju povezanih stanica te takvu strukturu zovemo konekson. Osim §to grade tijesne

spojeve, koneksoni mogu tvoriti hemikanale preko kojih se odvija signalizacija izmedu stanice
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1 njezinoga izvanstani¢nog okoli$a, odnosno neizravna komunikacija medu stanicama. Tako se
iz stanice oslobadaju parakrini glasnici kao §to su adenozin trifosfat (ATP), nikotinamid adenin
dinukleotid (NAD+), prostaglandin E2 i glutamat (12,17). Tek spajanjem dvaju koneksona,
pomocu izvanstani¢nih petlji, nastaje tijesni spoj, kanal koji izravno povezuje citoplazme dviju
stanica te omogucava prolaz molekulama molekularne mase do 1 kDa (16-18). Izravna
komunikacija tijesnim spojevima jako je dinamiCna jer se ne gubi vrijeme na transportne

mehanizme ili interakcije izmedu liganda i receptora (17).

Koneksini se mogu fosforilirati pomocu kinaza i fosfataza na ostatcima tirozina ili
serina/treonina. Fosforilacija moze utjecati na provodljivost kanala te regulirati njihovo
zatvaranje. Kakav ¢e u konacnici biti ucinak fosforilacije, ovisi o izoformi koneksina te o vrsti
stanice u kojoj je koneksin izrazen (21). Ovisno o tome jesu li gradeni od istih ili razlicitih
izoformi koneksina, koneksoni mogu biti homomerni ili heteromerni. Ako se povezu dva
identi¢na koneksona (homomerna ili heteromerna), kanal koji formiraju jest homotipni.
Heterotipni kanali nastaju izmedu dvaju razli¢itih koneksona (homomernih ili heteromernih).
Prema tome, samo su homomerni homotipni kanali homogeni, a svi ostali kanali su heterogeni

(16,22,23).

Tijesni su spojevi ubikvitarni, prisutni su u gotovo svim vrstama stanica uz izuzetak
eritrocita, trombocita, zrelih popre¢noprugastih miSiénih vlakana i spermatozoida. Takoder,
reguliraju izmjenu raznih molekula medu stanicama koje povezuju. Stoga je sasvim razumljivo
dakoneksini, kao njihove gradevne jedinice, imaju vaznu ulogu u brojnim fizioloSkim procesima
poput stani¢noga rasta, proliferacije, angiogeneze, ali i nesto specifi¢nijim kao $to su rast kostiju,

razvoj mati¢nih stanica, sr¢ana morfogeneza i neuronalna migracija (12).
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Slika 3. Konekson je graden od Sest jednakih ili razli¢itih koneksina. Spajanjem dvaju
identi¢nih homomernih ili heteromernih koneksona nastaje homotipni kanal, dok heterotipni
kanali nastaju spajanjem razli¢itih (homomernih ili heteromernih) koneksona. Izradeno pomocu

programa BioRender.

1.2.1.1. Koneksini u bubrezima

U bubrezima je prisutno devet razli¢itih izoformi koneksina, i to Cx26, Cx30.3, Cx31,
Cx32, Cx37, Cx40, Cx43, Cx45 1 Cx46 (16,17,24). Najzastupljeniji su Cx40, Cx43 i Cx45 te je
veliki broj istraZivanja usmjeren na otkrivanje njihove uloge, lokalizacije i izrazaja u bubrezima

razlicitih vrsta glodavaca, ali i ljudi (16,25).

Cx40 prisutan je najve¢im dijelom u endotelnim stanicama, i to u bubreznoj vaskulaturi
1 glomerulima. IzraZzen je i u mezangijskim stanicama glomerula i jukstaglomerularnim
stanicama (16). Njegova uloga u regulaciji krvnoga tlaka opisana je u brojnim istrazivanjima i
smatra se najvaznijim bubreznim koneksinom za odrZavanje stabilnoga krvnog tlaka (2,26).
Knock out miSevi za Cx40, osim S§to imaju poviSen krvni tlak, pokazali su poremeéaj
autoregulacije bubreznoga krvotoka. Budu¢i da kod njih poviSen krvni tlak nije potisnuo lucenje

renina negativnom povratnom spregom, krvni se tlak nije odrzao u normalnim granicama (2).

U endotelnim stanicama bubrezne vaskulature, uz Cx40, prisutan je i Cx43, ali za razliku

od njega, unutar glomerula nalazi se samo u podocitima. Nadalje, Cx43 dokazan je i u
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proksimalnim kanali¢ima (16). Cx43 sudjeluje u odrzavanju normalnih vrijednosti arterijskoga
krvnog tlaka. Na miSevima je uoceno da globalna zamjena Cx43 s Cx32 dovodi do blazega
smanjenja vrijednosti arterijskoga krvnog tlaka, $to je povezano s poremecajem u funkcioniranju
negativne povratne sprege izluCivanja renina putem mehanizma bubreznih baroreceptora.
Nadalje, delecija endotelnoga Cx43 u miSeva dovodi do normotenzije, pa €ak i hipotenzije, dok

misevi s globalnom delecijom Cx43 umiru in utero (26).

Izrazaj Cx45 opisan je u stanicama glatke muskulature aferentne i eferentne arteriole
bubrega, intraglomerularnim 1 ekstraglomerularnim  mezangijskim  stanicama,
jukstaglomerularnim stanicama, podocitima te u distalnim kanali¢ima (16,27). Cx45 takoder
sudjeluje u regulaciji krvnoga tlaka, Sto je dokazano u istrazivanju na genetski modificiranim
miSevima sa smanjenim izrazajem Cx45 u JGA-u. Kod tih je miSeva opisan porast krvnoga tlaka

uz povecanje aktivnosti renina u plazmi (2).

No, bez obzira na brojne studije u kojima se opisuje njihova lokalizacija unutar bubrega,
podatci nisu jednoznacni te jo§ uvijek nisu definirane ni sve njihove uloge na razini bubrega
(16).

1.2.2. Paneksini

Paneksinski kanali odnosno paneksoni nastaju oligomerizacijom Sest do osam
paneksina. Paneksini se sastoje od Cetiri transmembranske domene, dvije izvanstani¢ne 1 jedne
unutarstani¢ne petlje te N 1 C kraja (19,28,29). Nalik su koneksonima te su propusni samo za
molekule manje od 1 kDa (ioni, ATP, inozitol trifostat — IP3, glutamat). Regulirajuci otpustanje
ATP-a i drugih nukleotida iz stanica, sudjeluju u autokrinoj i parakrinoj signalizaciji medu
stanicama (28). Paneksinski kanali mogu se aktivirati razliitim mehanizmima, primjerice
mehanic¢kim stresom, visokim unutarstanicnim koncentracijama kalcija, aktivacijom
purinergickih 1 al-adrenergickih receptora, cak 1 djelovanjem inzulina (28,30,31).
Posttranslacijski se modificiraju N-glikozilacijom koja regulira stani¢nu lokalizaciju kanala
(28).

Njihovu obitelj ¢ine samo tri ¢lana: Panx1, Panx2 i Panx3. Naziv su dobili prema redoslijedu

kojim su otkriveni (19).
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Panx1 je najznacajniji predstavnik skupine paneksina. IzraZen je u brojnim tkivima i
organima na epitelnim, endotelnim, stromalnim i imunosnim stanicama te na neuronima.
ZauzimasrediSnje mjesto u brojnim fizioloSkim 1 patoloskim procesima ukljucujuéi unos
glukoze u stanicu, uklanjanje apoptotskih stanica, ishemijsko-reperfuzijsku ozljedu,
neuropatsku bol 1 metastaziranje (31).

Za razliku od njega, Panx2 nalazi se samo u neuronima, prvenstveno sredi$njega zivéanoga
sustava,a Panx3 u kozi, hrskavici, kostima, mozgu i bubrezima (31,32). Njihova je uloga

usmjerena na neuronalni razvoj, odnosno na razvoj koze i kostura (31)

panekson

5 . ATP
IP3

HOW oH glutamat
NH ioni

2

Slika 4. Paneksinski su kanali gradeni od Sest do osam paneksina. Paneksoni nalikuju
koneksonima te su propusni samo za molekule manje od 1 kDa. Izradeno pomocu programa

BioRender.

1.2.2.1. Paneksini u bubrezima

U bubrezima je opisana prisutnost dvaju ¢lanova obitelji paneksina, Panx1 i Panx3 (2).
Panx1 je najvise izrazen na endotelu bubrezne vaskulature i u tubularnim segmentima (2,31).
Medutim, opisan je i u stanicama glatke muskulature (28). Iako njegova uloga u bubrezima jos
nije to¢no definirana, razna istrazivanja upuéuju na njegovu vaznost u regulaciji krvnoga tlaka

(31,33). Budu¢i da su kanali Panx1 u tubularnim segmentima smjesteni na apikalnoj membrani
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te reguliraju oslobadanje ATP-a, vrlo vjerojatno sudjeluju u transportu elektrolita (2).

Pojedina istrazivanja povezuju Panx1 sa Se¢ernom bolesti i posljedicnim oSte¢enjima bubrega
(32). Akutna ozljeda bubrega jedna je od komplikacija Se¢erne bolesti, a ako se ne lijeci,
napreduje do kroni¢noga oSte¢enja bubrega. Rezultati eksperimentalnih studija ukazuju na
klju¢nu ulogu Panx1 u razvoju akutne ozljede bubrega. Panx1 sudjeluje u ¢itavom procesu
nastanka bubreznoga oSte¢enja tako §to pogorSava upalni proces. Inhibiranje njegovih kanala

rezultira ublazavanjem nastalih oSte¢enja (32).

Prisutnost Panx3 dokazana je u endotelnim stanicama bubreznih arteriola i glomerula te
¢itavim JGA-om. Upravo zbog prisutnosti Panx3 unutar JGA-a, vrlo je vjerojatno da sudjeluje

u regulaciji krvnoga tlaka (2).

1.3. Seéerna bolest

Secerna bolest (lat. diabetes mellitus, DM) kroniéni je metaboli¢ki poremecaj
karakteriziran dugotrajnom hiperglikemijom, koji dovodi do poremecaja u metabolizmu
ugljikohidrata, masti i1 proteina te uzrokuje oStecenja brojnih tkiva 1 organa (34). Prema
procjenama broj osoba oboljelih od DM-a do 2045. godine porast ¢e na 693 milijuna, §to je

povecanje za vise od 50 % u usporedbi s 2017. godinom (35).

Americko dijabetolosko udruzenje (engl. American Diabetes Association, ADA) klasificiralo
je DM u Cetiri skupine:

1) Secerna bolest tipa 1 (DM1)

2) Sec¢erna bolest tipa 2 (DM2)

3) gestacijska Se¢erna bolest (engl. gestation diabetes mellitus, GDM)

4) posebni tipovi Secerne bolesti (36).

1.3.1. Seéerna bolest tipa 1
Seéerna bolest tipa 1 autoimuna je bolest koja se pojavljuje u genetski predisponiranih

osoba, najvjerojatnije kao posljedica djelovanja ¢cimbenika iz okoli$a (34,37). Virusi se smatraju

jednim od mogucih okidaca za razvoj bolesti (37,38).
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Postoji snazna povezanost izmedu DMI1 i1 HLA-sustava (engl. human leukocyte
antigen), i to gena DQA i DQB. Aleli HLA-DR/DQ mogu biti predisponirajuci za razvoj bolesti
ili pak djelovati protektivno (36). Posljedi¢no, neke od oboljelih osoba uz DM1 imaju visoku
ucestalost drugih autoimunih bolesti kao $to su Hashimotov tireoiditis, Addisonova bolest,
perniciozna anemija te vitiligo jer se i njihovo nasljedivanje povezuje s HLA sustavom (39).
Budu¢i da je bolest autoimuna, u krvi osoba oboljelih od DM1 mogu se naci autoprotutijela
usmjerena na razne autoantigene u gusteraci: Langerhansovi otoCici (engl. islet cell autoantigen
— ICA), dekarboksilaza glutaminske kiseline (engl. glutamic acid decarboxylase — GAD),
inzulin, tirozin-fosfataza IA-2 1 [A-2f (36).

Secerna bolest tipa 1 obiéno zapodinje u djetinjstvu i tijekom adolescencije, odnosno u
ranoj odrasloj dobi (37). Karakteristika je DM1 imunolosko, stanicama posredovano ostecenje
beta-stanica Langerhansovih otoCi¢a u gusteraci. Aktivirani CD4 i CD8 T limfociti uniStavaju
beta-stanice uz makrofage koji pridonose oStecenju. S vremenom se proizvodnja inzulina

smanjuje sve do unistenja beta-stanica 1 apsolutnoga manjka inzulina (34,37).

U oboljelih najces¢i simptomi koji se pojavljuju ukljuuju polidipsiju, poliuriju 1

polifagiju. Osobe s dijagnozom DM1 gube na teZini, osje¢aju umor i slabost (39).

Ovoj skupini pripada i latentna autoimuna Secerna bolest odraslih (engl. latent
autoimmune diabetes in adults, LADA) kod koje oSteCenje beta-stanica u guSteraci napreduje
sporije te se moze zamijeniti za DM2 (34,38). Mali postotak osoba oboljelih od DM1 ima trajni
nedostatak inzulina, ali bez dokazanoga autoimunog osStecenja beta-stanica gusterace (36). Te

osobe uglavnom potjecu iz Azije i Afrike (36,38).
Lijecenje osoba oboljelih od DM1 svodi se na dozivotnu terapiju inzulinom (39).
1.3.2. Seéerna bolest tipa 2
Seéerna bolest tipa 2 najéeséi je oblik DM-a, s 90 — 95 % oboljelih (36). Za nju je

karakteristicna inzulinska rezistencija, odnosno kombinacija relativnoga manjka inzulina 1

neosjetljivosti stanica na inzulin (34,37).
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Bolest je genetska: velik broj gena sudjeluje u njezinoj patogenezi, od kojih dio jo$ uvijek
nije otkriven. Produkti nekih od poznatih gena sudjeluju u regulaciji luc¢enja inzulina,
djelovanju inzulina unutar stanica, proizvodnji inzulinskih receptora ili reguliraju proizvodnju
enzima koji su bitni u ovim procesima (39). Uz gene je vrlo vazan utjecaj i okolisnih ¢imbenika
kao S$to su sjedilacki nacin Zivota i prehrana bogata mastima i jednostavnim Secerima (40).
Seéerna bolest tipa 2 povezana je s debljinom, iako otprilike 15 % bijelaca s tim tipom DM-a
nije pretilo (34). Bolest je ucestalija nakon 40-e godine, ali se u posljednje vrijeme pojavljuje u

mladih ljudi zbog porasta broja pretilih osoba u tim dobnim skupinama (38).

U pocetku simptomi nisu previse specifi¢ni te ih se cesto zanemaruje. Bolesnici se mogu
tuziti na zamagljen vid 1 sporije cijeljenje rana. Osjecaju trnce u Sakama 1 stopalima te imaju

cesce infekcije mokraénoga mjehura i koze, dok su Zene sklonije vaginalnim infekcijama (37).

U prvoj je liniji lijeCenja promjena nacina zivota koja ukljucuje regulaciju tjelesne
tezine, pravilnu prehranu 1 tjelesnu aktivnost. Ako se uz sve navedene mjere ne postigne
kontrola bolesti, primjenjuju se lijekovi. Od lijekova se primjenjuju razliCite vrste oralnih

hipoglikemika te inzulinski pripravci (37).

1.3.3. Gestacijska Secerna bolest

Dijagnoza GDM-a postavlja se u Zena kod kojih u trudno¢i postoje povisene vrijednosti
glukoze u krvi, a koje nemaju prethodno dijagnosticiran DM (38). Za ovaj oblik DM-a
karakteristicno je pojavljivanje tijekom trudnoce zbog fizioloske inzulinske rezistencije
potaknute djelovanjem humanoga placentalnog laktogena u Zena koje imaju genetsku sklonost

za disfunkciju beta-stanica (34).
Gestacijska Secerna bolest povecava rizik od smrtnoga ishoda za majku 1 dijete te je

povezana s kongenitalnim malformacijama, intrauterinim zastojem rasta, makrosomijom,

prijevremenim porodom i mrtvorodenosti (37-39).
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1.3.4. Posebni tipovi Secerne bolesti

U posljednju skupinu ubrajaju se monogenski oblici DM-a, DM uzrokovan lijekovima
i kemikalijama te DM nastao zbog poremecaja egzokrinoga dijela gusterace (cisti¢na fibroza,

pankreatitis) (36).

Monogenskom obliku DM-a pripada MODY (engl. Maturity Onset Diabetes of the
Young). To je heterogena skupina autosomno dominantnih poremecaja uzrokovana mutacijama
najmanje trinaest razli¢itih gena (34,36). Vecina je mutiranih gena bitna za razvoj, funkciju i
diferencijaciju beta-stanica gusSterace. Produkti pojedinih mutiranih gena djeluju kao senzori za
glukozu, a opisana je i mutacija inzulinskoga gena (34). Najces¢i tip je MODY3, s otprilike 70
% oboljelih (37). U skupinu monogenskih ubraja se i neonatalni oblik DM-a koji se pojavljuje

prije navrSenih Sest mjeseci Zivota, a moze biti prolazan ili trajan (34).

1.3.5. Dijagnoza Secerne bolesti

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World Health Organization, WHO) kriteriji
za dijagnozu DM-a jesu:

1. vrijednost glukoze u plazmi, u bilo kojem mjerenju, veca je ili jednaka 11,1 mmol/L

2. vrijednost glukoze u plazmi nataste (engl. fasting plasma glucose, FPG) veca je ili jednaka 7
mmol/L

3. vrijednost glukoze u plazmi veca je ili jednaka 11,1 mmol/L dva sata nakon uzimanja 75 g
glukoze rastopljene u vodi, u testu oralnoga opterec¢enja glukozom (engl. oral glucose tolerance
test, OGTT)

4. vrijednost glikoziliranoga hemoglobina (HgbAlc) veca je ili jednaka 6,5 %, odnosno 48
mmol/mol (34,37).

U Stakorskim modelima DM-a za procjenu tolerancije glukoze uglavnom se koristi
intraperitonealni test tolerancije glukoze (engl. intraperitoneal glucose tolerance test, IPGTT)

umjesto OGTT-a (41).
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1.3.6. Komplikacije Se¢erne bolesti

Komplikacije koje susre¢emo u oboljelih od DM-a mogu se podijeliti na akutne i
kroni¢ne. Skupini akutnih komplikacija pripadaju dijabeticka ketoacidoza, hiperglikemijsko

hiperosmolarno stanje, hipoglikemija 1 laktacidoza (42).

Dijabeticka ketoacidoza 1 hiperglikemijsko hiperosmolarno stanje nastaju kada postoji
neravnoteza izmedu inzulina i kontraregulatornih hormona kao $to su kateholamini, kortizol,
glukagon i1 hormon rasta. Razine inzulina u apsolutnom su ili relativnom manjku u odnosu na
povisene razine navedenih hormona. Kao akutne komplikacije pojavljuju se u oboljelih od DM 1
1 DM2 (42). Kod dijabeticke ketoacidoze nastupa karakteristican trijas: hiperglikemija, ketoza
i metabolicka acidoza (43). Hiperglikemijsko hiperosmolarno stanje karakterizirano je

hiperglikemijom uz poviSenu serumsku osmolarnost, ali bez znakova acidoze i ketoze (42).

Hipoglikemija je naj¢es¢a akutna komplikacija te je glavni ogranic¢avajuc¢i ¢imbenik u
kontroli razine glukoze u oboljelih od DM-a. Moze uzrokovati ishemijska i neuroloska
ostecenja te aritmije (44). Americko dijabetolosSko udruzenje definiralo je hipoglikemiju kao
bilo koju vrijednost glukoze izmjerenu u plazmi koja je niza od 3,9 mmol/l (42). Karakteristi¢ni
simptomi hipoglikemije ukljucuju znojenje, palpitacije, tahikardiju, bljedilo i drhtavicu te

smetnje vida i govora, smetenost, vrtoglavicu i glavobolju (45).

Laktacidoza se pojavljuje u svim stanjima u kojima dolazi do smanjene perfuzije tkiva
i organa s posljedi¢nom hipoksijom. Nastaje u stanjima Soka, sepse, intoksikacije lijekovima, u
osoba oboljelih od malignih bolesti te kod teSke astme zbog miSi¢ne hiperaktivnosti. Rizik
nastanka laktacidoze, koji je povezan s terapijom metforminom, izrazito je nizak s tek 0,03 —

0,06 na 1000 oboljelih od DM-a godisnje (46).

Secerna bolest uzrokuje oste¢enja velikih i malih krvnih Zila. Iako su o§teéenja izrazena
na makrovaskularnom sustavu, i to na koronarnim i cerebrovaskularnim arterijama, glavni uzrok
smrtnosti u osoba s DM-om — oSte¢enja mikrovaskulature — ipak su ceSc¢a (35). U skupinu
mikrovaskularnih komplikaciji ubrajaju se dijabeticka retinopatija, neuropatija i nefropatija
(35,37). Mehanizam nastanka oSte¢enja krvnih zila jo§ uvijek nije detaljno objasnjen, ali je
poznato da visoke razine glukoze povecavaju proizvodnju slobodnih kisikovih radikala koji,

mijenjajuci nizvodne signalne puteve, dovode do ostecenja vaskulature (35).
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Dijabeticka retinopatija vode¢i je uzrok sljepo¢e u mnogim razvijenim zemljama te
predstavlja znacajan drustveni problem jer pogada upravo radno sposobnu populaciju ljudi
(izmedu 20. 1 74. godine Zivota). Pojavljuje su u otprilike tre¢ine oboljelih od DM-a te je
povezana s povecanim rizikom od cerebrovaskularnog inzulta, koronarne bolesti i zatajenja srca

(47).

Dijabeticka neuropatija dovodi do osSte¢enja perifernoga i autonomnoga Zziv€anog
sustava. NajceS¢e se manifestira u obliku distalne simetri¢ne polineuropatije s izrazenim
senzorickim tegobama, a napredovanjem bolesti javljaju se 1 motori¢ki simptomi. Autonomna

disfunkcija odrazava se prvenstveno na gastrointestinalnom i genitourinarnom sustavu (48).

1.3.6.1. Dijabeticka nefropatija

U razvijenim zemljama dijabeticka nefropatija (DN) vode¢i je uzrok terminalnoga stadija
kroni¢ne bolesti bubrega (KBB) te je najce$¢i razlog za transplantaciju bubrega (37).
Napredovanje DN-a odvija se od pocetne faze glomerularne hipertrofije i hiperfiltracije nakon
kojeg se javlja upala glomerula i tubulointersticijskoga podruc¢ja. Postupno se apoptozom
smanjuje broj stanica, nakupljaju se proteini ekstracelularnoga matriksa (engl. extracellular
matrix, ECM), nastupa zatajenje bubrega praceno progresivnom glomerulosklerozom i
tubulointersticijskom fibrozom (49,50). Napredovanje DN-a klinicki se ocituje rastu¢om
albuminurijom uz postupno smanjenje stope glomerularne filtracije (engl. glomerular filtration
rate, GFR) (50). Treba uzeti u obzir da albuminuriju, koja se ¢esto koristi za procjenu progresije

bolesti, nemaju svi bolesnici s DN-om i zatajenjem bubrezne funkcije (51).

Zlatni je standard za postavljanje konac¢ne dijagnoze DN-a biopsija bubrega koja u
oboljelih od DM-a nije indicirana jer je neopravdan rizik samoga postupka (52). Zato se
dijagnoza postavlja na temelju dvaju klini¢kih kriterija — albuminurije 1 procijenjene stope
glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration rate, e€GFR). Vrijednost eGFR-a
odreduje se na temelju koncentracije kreatinina u serumu, a u obzir se uzimaju dob, spol i rasa
(35). Prema Cockcroft-Gaultovoj jednadzbi iz 1976. godine umjesto rase uzimala se u obzir
tezina bolesnika. Medutim, danas se primjenjuje samo u svrhu prilagodbe doze lijekova jer nije
toliko precizna u odredivanju eGFR-a ¢ije su vrijednosti blizu normalnih granica (53).

Ako je potreban precizniji izratun eGFR-a u osoba s poremecajem u proizvodnji ili

metaboliziranju kreatinina, u jednadzbi se uz kreatinin koristi vrijednost cistatina C. To su
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prvenstveno osobe s izrazito visokom ili niskom miSi¢énom masom, s amputiranim udovima, na
prehrani bogatoj proteinima ili one koje koriste lijekove koji ometaju tubularnu sekreciju

kreatinina (54).

U vecine oboljelih od DN-a eGFR je sniZen te iznosi manje od 60 ml/min/1,73 m? (55).
Mikroalbuminurija je definirana kada je koli¢ina albumina u urinu ve¢a od 30 mg u 24 sata,
odnosno kada je omjer albumina 1 kreatinina (engl. albumin to creatinine ratio, ACR) u urinu
veci od 30 mg/g (52,55).

Medutim, u klini¢koj praksi dijagnosticiranje DN-a temel;ji se na isklju¢ivanju drugih mogucih
uzroka albuminurije te je za postavljanje dijagnoze potrebno zadovoljiti barem kriterij

mikroalbuminurije, i to u onih osoba koje posljednjih pet godina boluju od DM-a (52).

Lezije koje se mogu vidjeti u bubrezima oboljelih od DN-a: zadebljanje GBM-a 1

prosirenje mezangija (9).

Prema patoloskoj klasifikaciji DN moZemo podijeliti u etiri stadija od kojih svaki ima
karakteristicnu histoloSku sliku glomerula:

I —izolirano zadebljanje GBM-a dokazano elektronskim mikroskopom

IIa — blago prosirenje mezangija vidljivo u viSe od 25 % promatranoga mezangija

IIb — teSko proSirenje mezangija vidljivo u vise od 25 % promatranoga mezangija

IIT — nodularna skleroza uz tipi€ne Kimmelstiel-Wilsonove lezije (fokalne okrugle ili
ovalne lezije unutar mezangija gradene od hijalinoga acelularnog materijala)

IV — globalna glomeruloskleroza ve¢a od 50 % (56,57).

Budu¢i da nema nikakve razlike u histoloSkoj slici DN-a, u oboljelih od DM1 i DM2,
inzulin zasigurno nije znacajan ¢imbenik koji pridonosi opisanim patoloskim promjenama u

bubrezima (58).

Osim glomerula u DN-u, oSte¢enjem su zahvacena i ekstraglomerularna podrucja. U
tubulointersticiju susreCemo atrofiju tubula, upalu intersticija i tubulointersticijsku fibrozu.
Upravo se stupanj tubulointersticijske fibroze, a ne brojnost i vrsta glomerularnih lezija, smatra
glavnim prediktivnim ¢imbenikom za progresivno opadanje bubrezne funkcije (51,59). Na
krvnim zilama vidljiva je arterioskleroza te hijalinoza aferentne i eferentne arteriole. Hijalinoza

eferentne arteriole karakteristi¢na je za DN te ga razlikuje od hipertenzivne nefropatije (51,56).
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Nije sporno da DN pokazuje patolosku raznolikost te utjece na sve strukture u bubrezima. Zato

je kljucno prepoznavanje tih lezija za prevenciju i sprje¢avanje napredovanja DN-a (51).

Stakorski model koji u potpunosti prikazuje sve opisane patoloske promjene
karakteristi¢éne za DN jo$ uvijek nije dostupan. Dostupni modeli, kao $to su streptozotocinom
(STZ) izazvan DM1 te modeli DM2, na temelju uocenih ranih glomerularnih lezija
(zadebljavanje GBM, prosirenje mezangija), mogu biti korisni u proucavanju ranih stadija DN-
a. Medutim, njihovo je ogranicenje u tome $to ne prikazuju uznapredovale patoloske promjene

u bubrezima Stakora kao Sto su Kimmelstiel-Wilsonove lezije (59).

Hiperglikemija pokrec¢e proizvodnju slobodnih kisikovih radikala §to je karakteristicno
za sve mikrovaskularne komplikacije DM-a (35). Kod DN-a slobodni kisikovi radikali nastali
aktivacijom protein kinaze C (PKC) dovode do disfunkcije endotela (58). Upravo glomerularna
endotelna disfunkcija dovodi do oStecenja glomerularne filtracijske barijere i pojave
mikroalbuminurije, $to je ujedno i rani klinicki pokazatelj DN-a (60). Disfunkcija endotela
uzrokuje smanjenu sintezu duSikova monoksida te se povezuje s proSirenjem mezangija i
oStecenjima podocita (58,60). OStec¢eni podociti potaknuti su na proizvodnju proteaza, citokina

kao 1 proteina ECM. Svi ti procesi pridonose zadebljavanju GBM-a (61).

U glomerulima, uz podocite, epitelnim stanicama pripadaju i glomerularne PEC-e koje
oblaZu unutrasnju povrSinu parijetalnog lista BC-a (10). Holderied 1 suradnici dokazali su da
kod bolesnika s DN-om dolazi do njihove aktivacije i posljedi¢noga povecanja proizvodnje

proteina ECM. Tako PEC na istovjetan na¢in dovodi do zadebljavanja BC-a (58).

1.3.7. Koneksini i paneksini u Sefernoj bolesti

Koneksini sudjeluju u patogenezi DM 1 i DM2 te u patogenezi njenih makrovaskularnih
1 mikrovaskularnih komplikacija (17). Njihova je uloga vidljiva na razini brojnih stanica koje
su vazne za nastanak i razvoj] DM-a, ukljucujuéi beta-stanice guSteraCe, endotelne 1 glatke

miSi¢ne stanice krvnih zila te hepatocite (21).

U DM-u je naruSen precizan mehanizam medustani¢ne komunikacije §to se odrazava na
promjenama u izrazaju, lokalizaciji ili funkeiji koneksina (17,18). Visoke koncentracije glukoze

dovode do smanjene komunikacije izmedu endotelnih i1 glatkih miSi¢nih stanica u krvnim
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zilama (21). U bubrezima dijabeticnih miSeva uoceno je da eferentna arteriola ima smanjeni
izrazaj Cx43 u endotelnim stanicama, $to bi moglo utjecati na povecanje intraglomerularnoga
kapilarnog tlaka 1 oStecenja kapilara u DM-u (16,62). U glomerularnim mezangijskim
stanicama pod utjecajem visoke koncentracije glukoze dolazi do smanjenja izrazaja Cx43, §to je
povezano s hipertrofijom i starenjem tih stanica (63). Uz starenje povezuje se i smanjen izraZaj
Cx43 u stanicama kortikalnih kanalica u dijabeti¢nih Stakora na modelu DM1 (64). U
dijabeti¢nih Stakora na modelu DM2 dokazan je poremecaj medustani¢ne komunikacije na
razini JGA-a, uz povecanu fosforilaciju Cx43 i smanjenu proizvodnju Cx40 i Cx43, a posebno
Cx37 u stanicama koje luce renin (65). Na bioptatima bubrega oboljelih od DM2 uocen je
smanjen izrazaj Cx43 u podocitima. Takvo smanjenje izrazaja povezano je s pogorSanjem DN-
a, odnosno smanjenjem bubrezne funkcije (66). Pod utjecajem visoke koncentracije glukoze na
Stakorskim mikrovaskularnim endotelnim stanicama opisan je smanjeni izrazaj Cx43, uz
posljedicno smanjenje aktivnosti tijesnih spojeva 1 uz poremecaj medustanicne komunikacije

(67).

Na mi§jem modelu dokazano je da gubitak Cx36 u beta-stanicama Langerhansovih
otoci¢a dovodi do poremecaja u izlu€ivanju inzulina, uz nemogucénost njegovoga pulsiraju¢ega
su na citotoksi¢ne u¢inke STZ-a, njihove se beta-stanice lako uniStavaju te vrlo brzo nastupa

eksperimentalni DM1 (21).

Paneksini se takoder povezuju s patogenezom DM-a. Panxl je vaZan ¢imbenik u
nastanku inzulinske rezistencije. Potvrdeno je da miSevi na prehrani s visokim udjelom masti
(engl. highfat diet, HFD), s genetskim nedostatkom Panx1 u adipocitima, razvijaju inzulinsku
rezistenciju. Uz to je dokazano da je izrazaj Panx1 poveéan u visceralnom masnom tkivu
pretilih osoba te je povezan sa stupnjem inzulinske rezistencije. Inhibicijom Panx1 kanala
smanjuje se, o inzulinu ovisan, unos glukoze u stanice te se pogorSava inzulinska rezistencija
(30). Panx1 prisutan je u beta-stanicama gusterace u kojima djeluje kao dodatni mehanizam
otpustanja ATP-a izvan stanice tijekom egzocitoze inzulina. Tako se povecava oslobadanje
inzulina, $to bi se moglo iskoristiti i u terapijskom pristupu oboljelima od DM-a (68).

Panx2 takoder je prisutan u beta-stanicama gusterace. U istrazivanju na mi§jem modelu DM1
dokazano je da njegov nedostatak doprinosi uniStavanju beta-stanica te smanjuje oslobadanje

inzulina (69).
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1.4. Kronicna bolest bubrega

Kroni¢na bolest bubrega obiljezena je ireverzibilnim oSte¢enjem nefrona, prisutna je u
otprilike 14 % svjetske populacije te je jedan od vaznijih globalnih javnozdravstvenih problema
(70,71). Kidney Disease: Improving Global Outcomes organizacija (KDIGO) donijela je 2012.
godine smjernice u kojima je KBB definiran kao ostecenje strukture ili funkcije bubrega koje
traje duze od tri mjeseca. U parametre strukturnoga oste¢enja bubrega spadaju albuminurija,
patoloski nalaz sedimenta urina, poremecaj elektrolita, bubrezna oSteéenja otkrivena
histoloskim pregledom bubrega, strukturni poremecaji bubrega otkriveni nekom od
dijagnostickih pretraga te transplantacija bubrega u povijesti bolesti. Poremecaj bubrezne
funkcije moze se uociti na temelju vrijednosti eGFR-a koji je u KBB-u manja od 60

mL/min/1,73 m? (72).

Razlic¢ite bolesti dovode do razvoja KBB-a. U razvijenim su zemljama najznacajnije
DM, arterijska hipertenzija i glomerulonefritis. Medu ostalima su uzrocima razni ishemijski 1
imunoloski ¢imbenici te toksi¢na oSte¢enja bubrega (54,73). Nasljedne bolesti, kao Sto je
policisti¢na bolest bubrega 1 Alportov sindrom te kongenitalne malformacije, takoder se mogu

svrstati u ¢eS¢e uzrocnike KBB-a (70).

U KBB-u osteenjem moze biti zahvacen bilo koji dio nefrona — glomeruli, tubuli,
intersticijsko podrucje te krvne zile. Svi patoloSki mehanizmi koji dovode do oStecenja tih
struktura poticu stanje kronicne upale (73). U glomerulima transformirajuci ¢cimbenik rasta 1
(engl. transforming growth factor p1, TGF- Bl) dovodi do pretvorbe mezangijskih stanica u
nezrele mezangioblaste koji proizvode proteine ECM-a te tako pridonose proSirenju mezangija
i glomerulosklerozi (74). Hiperglikemija djeluje izravno na stanice proksimalnih kanali¢a koje
potice na sekreciju TGF-B1. To dovodi do epitelno-mezenhimalne tranzicije (EMT) tubularnih
stanica u miofibroblaste (28). Uz to, razli¢iti kemokini privlace upalne stanice u bubrezni
intersticij te pokrecu interakciju s intersticijskim miofibroblastima (74). Miofibroblasti, putem
povecane proizvodnje ECM-a, pridonose nastanku tubulointersticijske fibroze uz posljedi¢no

smanjenje bubrezne funkcije (73).

Kroni¢na bolest bubrega dugotrajna je bolest koja postupno napreduje od blazega
smanjenja GFR-a pa sve do potpunoga zatajenja bubrezne funkcije (75). Preporuka je da se

KBB klasificira na temelju njezinoga uzroka, veli¢ine GFR-a 1 albuminurije (72).
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Uzrok KBB ponekad je teSko odrediti pa se uglavnom definira prema prisutnosti ili
odsutnosti sistemske bolesti, odnosno prema anatomskoj lokalizaciji bubreznoga oste¢enja. U
sistemske bolesti pripadaju Sec¢erna bolest, autoimuni poremecaji, kroni¢ne infekcije, maligne
bolesti te genetske bolesti koje zahvacaju i druge organe. Prema anatomskoj lokalizaciji
dijelimo ih na glomerularne, tubulointersticijske, vaskularne te cisticne/kongenitalne bolesti

(54).

Prema veli¢ini eGFR-a postoji pet kategorija koje su gotovo jednake prethodnoj podjeli
KBB-a na stupnjeve. Jedina je razlika u podjeli nekadasnjega stupnja tri, podijeljenoga na dvije

potkategorije (72).

Kategorije prema eGFR-u su:

G1 — uredan ili poveéan eGFR (> 90 ml/min/1,73 m?)

G2 - blago smanjenje eGFR (60 — 89 ml/min/1,73 m?)

G3a — blago do umjereno smanjenje eGFR-a (45 — 59 ml/min/1,73 m?)
G3b — umjereno do teSko smanjenje eGFR-a (30 — 44 ml/min/1,73 m?)
G4 — teSko smanjenje eGFR-a (15 — 29 ml/min/1,73 m?)

G5 - zatajenje bubrega (eGFR < 15 ml/min/1,73 m?) (70,74).

Albuminurija je podijeljena u tri kategorije, ovisno o vrijednostima albumina u 24-satnom
urinu:

Al — <30 mg/dan

A2 — 30-300 mg/dan

A3 — >300 mg/dan (72).

Smjernice savjetuju da se svake godine obavi probir na KBB-u kod oboljelih od Se¢erne
bolesti i hipertenzije. Probir ukljucuje odredivanje serumskoga kreatinina, procjenu GFR-a na
temelju vrijednosti serumskoga kreatinina, mjerenje ACR-a te analizu urina. Budu¢i da ACR
ima vecu osjetljivost za otkrivanje albuminurije niskoga stupnja, sve se vise koristi u pocetnoj
dijagnostickoj obradi od analize 24-satnoga urina. Uz to uvijek postoji velika mogucnost

neadekvatnoga prikupljanja 24-satnog uzorka urina (53).
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S obzirom na vrijednosti ACR-a, albuminuriju mozemo svrstati u tri kategorije:
Al — ACR <30 mg/g

A2 — ACR 30-300 mg/g

A3 — ACR>300 mg/g (72).

U pocetnoj fazi KBB je asimptomatski, tek u rijetkih se javljaju simptomi kao $to je
hematurija, pjenusavi urin (znak albuminurije), nokturija ili oligurija (54). S napredovanjem
bolesti, simptomi su sve izraZeniji, a oboljeli se tuze na umor, mucninu i povracanje, gubitak

.....

(54,74,75).

Najcesca je komplikacija KBB-a anemija (54). Nastaje prvenstveno zbog smanjenoga
lucenja eritropoetina, dok manjak Zeljeza, vitamina B12 i folne kiseline takoder pridonose
njenom razvoju (70,74). Zbog poremecenoga metabolizma vitamina D, kalcija 1 fosfata,

nastaje bolest kostiju (74).

Terapijski pristup oboljelima od KBB-a svodi se na usporavanje napredovanja bolesti

uz lijecenje komplikacija (70).

1.5. Metabolicki sindrom

Metaboli¢ki sindrom (MS) ili sindrom X prvi put je opisao Reaven 1988. godine kao
skup ¢imbenika rizika za kardiovaskularne bolesti (76,77). Svjetska zdravstvena organizacija
1999. godine definirala je MS kao skup metabolickih poremecaja koji je karakteriziran
inzulinskom rezistencijom koja se ocituje poremecenom tolerancijom glukoze (engl. impaired
glucose tolerance, IGT), poremecajem glukoze nataste (engl. impaired fasting glucose, IFG) ili
DM2 uz prisutnost barem dvaju od sljede¢ih poremecaja: abdominalni tip pretilosti,
hipertenzija, dislipidemija s poviSenim vrijednostima triglicerida (engl. triacylglycerol, TAG) 1
snizenim vrijednostima HDL (engl. high density lipoprotein) kolesterola te mikroalbuminurija
(78,79).

Uz WHO, definiciju MS-a postavili su EGIR (engl. European Group for the study of
Insuline Resistance), NCEP:ATPIII (engl. the National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel III), AACE (engl. the American Association of Clinical Endocrinology),
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AHA/NHLBI (engl. the American Heart Association/National Heart, Lung and Blood Institute)
1 IDF (engl. International Diabetes Federation) (77-80).

Prema definiciji IDF-a iz 2005. godine za postavljanje dijagnoze kljucna je prisutnost
abdominalnoga tipa pretilosti uz bilo koja dva preostala kriterija: hiperglikemija nataste,
hipertenzija ili dislipidemija (vrijednosti TAG-a, odnosno HDL kolesterola). Za definiranje
abdominalne pretilosti, prema IDF-u, bitno je uzeti u obzir etnicku pripadnost oboljeloga, tako
da za Europljane opseg struka mora biti ve¢i od 94 cm, a za Azijate ve¢i od 90 cm (81). Za
pripadnice Zenskoga spola opseg struka mora biti ve¢i od 80 cm, neovisno o pripadajucoj
populaciji. Ako opseg struka nije poznat, abdominalni tip pretilosti moze se procijeniti na
temelju BMI-ja koji onda mora biti 30 1 ve¢i (79). Upravo je u tome razlika prema AHA/NHLBI
definiciji MS-a koja ne uzima u obzir populacijske razlike prilikom mjerenja opsega struka.
Takoder, za tu definiciji nije potrebno zadovoljiti kriterij abdominalne pretilosti, nego se

uzimaju u obzir bilo koje tri spomenute sastavnice MS-a (78,82).

Svim definicijama MS-a zajednicko je prepoznavanje sastavnica, i to 1) pretilosti,
abdominalnoga tipa pretilosti, odnosno pokazatelja inzulinske rezistencije, 2) poremecenoga
metabolizma glukoze, 3) hipertenzije i 4) dislipidemije. Razlike su u na¢inu kako se pojedine
sastavnice klinicki odreduju, a u nekim definicijama klju¢no je postojanje odredene sastavnice
kako bi se zadovoljila definicija MS-a (77). Da bi se postigla usuglasenost medu razli¢itim
definicijama, 2009. godine doneseni su objedinjeni kriteriji za dijagnozu MS-a na temelju vec
ranije spomenutih definicija IDF-a i AHA/NHLBI-ja. Tako za postavljanje dijagnoze treba
zadovoljiti bilo koja tri kriterija — povecan opseg struka (uz prilagodbu izmjerenih vrijednosti
za odredenu populaciju), povecane vrijednosti TAG-a, smanjene vrijednosti HDL kolesterola,

hipertenzija te poviSene vrijednosti glukoze nataste (79).
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Tablica 1. Definicije metabolickog sindroma

WHO NCEP/ IDF OBJEDINJENA
(1999.) ATPIII (2005.) DEFINICIJA
(2001.) (2009.)
DIJAGNOSTICKI | IFG/IGT/DM2 uz2 | hajmanje 3 od pretilost uz 2 najmanje 3 od
KRITERLJ preostala kriterija navedenih preostala navedenih kriterija
kriterija kriterija
pretilost omjer opseg struka opseg struka opseg struka
struk/bokovi >102cm M >94 cm M specificno za
>09M >88cmZ >90 cm (Azijati | Odredenu
>0,857 M) populaciju i
ili >80 cm Z etnicku skupinu
BMI > 30 kg/m?
hiperglikemija DM2 DM2 DM2 FPG
FPG > 6,1 mmol/L FPG FPG >5,6
2h OGTT >6,1 >56 mmol/L
> 7,7 mmol/L mmol/L mmol/L
ili lijecena
dislipidemija HDL HDL HDL HDL
< 0,91 mmol/L M <1 mmol/L M <1 mmol/L Mv < 1 mmol/L Mv
<1 mmol/L Z <1,3mmol/LZ | <1,3 mmol/L Z <1,3mmol/LZ
TAG TAG TAG TAG
> 1,7 mmol/L > 1,69 mmol/L | >1,7 mmol/L > 1,7 mmol/L
ili lijecena ili lijecena ili lijecena
hipertenzija > 140/90 mmHg > 130/85 mmHg | > 130/85 mmHg > 130/85 mmHg
ili lijeCena ili lijeCena
do.dat.r.li mikroalbuminurija / / /
kriteri] >20 pg/min
ACR >30 mg/g

M — muskarci, Z — Zene. Prilagodeno prema (77).

Inzulinska rezistencija bitan je ¢cimbenik u patofiziologiji MS-a. To je stanje u kojem je
smanjeno djelovanje inzulina u perifernim tkivima (80). Zbog toga beta-stanice guSterace
pocinju luciti sve viSe inzulina kako bi se vrijednosti glukoze odrzale u normalnim granicama.
Nastaje hiperinzulinemija koja s vremenom ne uspijeva odrzati normoglikemiju te se javlja IFG,
IGT (predijabetes) te u kona¢nici DM (83).

Inzulinska je rezistencija ¢esto povezana s abdominalnim tipom pretilosti. Osobe ne moraju
nuzno biti pretile, ali su sklone nakupljanju visceralne masti (83). Visceralno masno tkivo

razlikuje se od potkoznoga masnog tkiva po razli¢itom izrazaju gena (77). U istraZivanju na
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pretilim osobama dokazano je da je visceralna mast povezana s razvojem ateroskleroze,
dislipidemije i inzulinske rezistencije, dok povezanost potkoznoga masnog tkiva nije bila
znacajna nakon prilagodbe rezultata s indeksom tjelesne mase (engl. body mass index, BMI)
(84). Upravo je zbog povecanja broja pretilih osoba incidencija MS-a u stalnom porastu, tako
da u razvijenim zemljama iznosi otprilike 30 % (77,85). Metaboli¢ki sindrom izravno je
povezan s razvojem KBB-a. Medutim, svaki od navedenih metaboli¢kih poremecaja u sklopu
MS-a neovisan je ¢imbenik koji pridonosi ote¢enju bubrega (75,86). Sto je veéi broj prisutnih
poremecaja, to je mogucénost napredovanja bubreznoga ostecenja i pogorsanja funkcije bubrega

veca (76).

U razvoju MS-a ukljuceni su brojni patofizioloski procesi kao §to je kroni¢na upala,
oksidativni stres, inzulinska rezistencija, ishemija, endotelna disfunkcija i povecana
proizvodnja profibrotickih ¢cimbenika. Svi oni pridonose oSte¢enju bubrega kod KBB-a (75,87).
Kroni¢na upala povezana je s poviSenim razinama proupalnih ¢imbenika kao $to su C-reaktivni
protein (CRP), tumor nekrotiziraju¢i ¢imbenik alfa (engl. tumor necrosis factor alpha, TNF-a,),
interleukin-6 (IL-6) te inhibitor aktivatora plazminogena-1 (engl. plasminogen activator
inhibitor-1, PAI-1), uz smanjene razine protuupalnih ¢imbenika (88). Kod MS-a neki su od
vidljivih znakova poremecaja funkcije bubrega mikroalbuminurija, proteinurija te smanjenje
GFR-a (75). Patohistoloski pregled bubrega u bolesnika s MS-om pokazao je vecu ucestalost
tubularne atrofije, intersticijske fibroze, arterijske skleroze te globalne i segmentalne
glomeruloskleroze u odnosu na bubrege osoba bez dokazanoga MS-a (75,76,87). OStecenje
bubrega povezano s MS-om nalikuje ranom stadiju DN-a koji je karakteriziran zadebljanjem
GBM-a (56,81). Nadalje, uz spomenuto zadebljanje na razini glomerula, vrlo vjerojatno dolazi

1 do zadebljavanja BC-a (58).

Postoje razni zivotinjski modeli koji se koriste za istrazivanje MS-a, a temelje se na
prehrani s visokim udjelom masti ili visokim udjelom ugljikohidrata, odnosno njihovom
kombinacijom (85). Od ugljikohidrata za indukciju MS-a prvenstveno se koriste fruktoza i
saharoza. Prehrana s visokim udjelom fruktoze (engl. high fructose diet, HFrD) u glodavaca
dovodi do inzulinske rezistencije i poremecaja tolerancije glukoze, a uz to povisuje vrijednosti
arterijskoga krvnog tlaka i uzrokuje dislipidemiju. Iako neka istrazivanja opisuju da dovodi do
pretilosti, to joS uvijek nije potvrdeno. Buduci da je saharoza disaharid sastavljen od fruktoze i
glukoze, dovodi do nastanka svih navedenih sastavnica MS-a na gotovo istovjetan nacin kao i

sama fruktoza. U glodavaca se HFD prehrana moze povezati s vefinom metabolickih
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poremecaja koji su u sklopu MS-a. Medutim, takva prehrana ne dovodi do razvoja svih
komplikacija MS-a te je dosta jednostavnija od prehrane koja u ljudi poti¢e razvoj MS-a. Zato
se sve viSe za indukciju MS-a koristi kombinacija prehrane s visokim udjelom masti 1 visokim
udjelom Secera (engl. highfat high sugar diet, HFHSD). Kao izvor masti najvise se koristi
svinjska mast, govedi loj, maslinovo ili kokosovo ulje, a od Secera fruktoza ili saharoza. U
modelu prehrane s visokim udjelom masti i fruktoze (engl. high fat high fructose diet, HFHFrD)
postotak fruktoze varira izmedu 10 % 1 60 % dok je postotak masti od 20 % do 60 %. Postotak

saharoze u kombiniranom modelu moze biti od 10 % do 30 %, a masti od 20 % do 40 % (89).

Terapijski pristup osobama s MS-om svodi se na promjenu nacina zivota s izmjenom
prehrambenih navika i pove¢anom tjelesnom aktivnoscu, dok se kod nekih dodatno primjenjuju
i farmakoloske mjere (83). Farmakoloski pristup uglavnom se temelji na nekoliko lijekova koji
se mogu koristiti sami ili u kombinaciji, a ukljucuju lijekove kao Sto su statini, fibrati, diuretici,
blokatori renin angiotenzinskoga sustava, lijekovi protiv pretilosti, metformin i agonisti

glukagon slicnoga peptida-1 (engl. glucagon-like-peptide-1, GLP-1) (78,90).

1.5.1. Koneksini i paneksini u metabolickom sindromu

Koneksini sudjeluju u patogenezi nekih sastavnica MS-a. Dokazano je da homozigotna
mutacija Cx50 stiti hipertenzivne muZzjake Stakora od inzulinske rezistencije te dovodi do
smanjenja visceralnoga masnog tkiva. Heterozigotna je mutacija povezana s povecanim
vrijednostima TAG-a i smanjenim vrijednostima kolesterola (HDL, ukupni i LDL, engl. low

density lipoprotein) (91).

Paneksini su takoder bitan faktor u razvoju MS-a. Osim ve¢ spomenute povezanosti
izmedu Panx1 1 inzulinske rezistencije te pretilosti (30), dokazano je da Panx1 ima vaznu ulogu

u regulaciji vaskularnoga tonusa 1 krvnoga tlaka (92).

1.6. Terapijske mogucnosti u lijeCenju Secerne bolesti i metabolickoga sindroma

Glavni je cilj lijeCenja DM-a uklanjanje smetnji te sprjeCavanje razvoja akutnih i
kroni¢nih komplikacija bolesti. To se postize kombinacijom pravilne prehrane i tjelesne
aktivnosti kod svih bolesnika, a u pojedinih je ipak potrebna terapija peroralnim lijekovima ili

inzulinom (93).
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Lije¢enje MS-a usmjereno je na regulaciju pretilosti kao klju¢noga metabolickog
poremecaja. Pravilna je prehrana, uz odrzavanje redovite tjelesne aktivnosti, najbitnije za
smanjenje tjelesne teZine. Ako su prisutne i druge sastavnice MS-a, primjenjuju se lijekovi, 1 to

antihipertenzivi, hipolipemici ili hipoglikemici (80).

1.6.1. Polinezasicene masne Kiseline

Masne su kiseline karboksilne kiseline s razli¢itom duljinom ugljikovodi¢noga
(alifatskog) lanca koje sudjeluju u formiranju stanicnih membrana, u sintezi ATP-a, prijenosu

signala i u skladiStenju energije (94).

Prema broju dvostrukih veza izmedu dva ugljikova atoma dijele se na:
1) zasi¢ene (engl. saturated fatty acids, SFA) — nemaju dvostruku vezu
2) mononezasi¢ene (engl. monounsaturated fatty acids, MUFA) — imaju jednu dvostruku vezu

3) polinezasi¢ene (engl. polyunsaturated fatty acids, PUFA) — imaju vise od jedne dvostruke
veze (94,95).

Nadalje, mogu se klasificirati na temelju duljine ugljikovodi¢noga lanca te polozaja prve
dvostruke veze na metilnom kraju (96). S obzirom na smjestaj prve dvostruke veze izmedu
ugljikovih atoma na metilnom kraju ugljikovodi¢noga lanca, PUFA-e se dijele u dvije skupine;
omega-3 (n-3) i omega-6 (n-6) masne kiseline (95,97). Dvostruka veza u omega-3 PUFA
smjestena je izmedu tre¢ega i Cetvrtoga atoma ugljika od metilnoga kraja, a u omega-6 izmedu
Sestoga 1 sedmoga ugljikovog atoma (98). Alfa linolenska (ALA), eikozapentaenska (EPA) i
dokozaheksaenska kiselina (DHA) ubrajaju se u skupinu n-3 PUFA, dok skupini n-6 PUFA
pripadaju linolna (LA), arahidonska (AA) 1 dokozapentaenska kiselina (DPA) (99). Iako postoje
strukturne slicnosti medu njima, njihovi se bioloski ucinci uglavnom razlikuju (95). Nadalje,
izmedu ¢lanova skupine omega-3 i njihovih analoga iz skupine omega-6 masnih kiselina postoji

natjecanje za razlicite enzime (94).

Sve SFA 1 MUFA mogu se sintetizirati de novo, dok se moguc¢nost sinteze PUFA-i
razlikuju ovisno o pojedinom predstavniku skupine. ALA (n-3) i LA (n-6) imaju osamnaest
ugljikovih atoma. Esencijalne su za ljudsku prehranu jer se ne mogu sintetizirati, nego se moraju
unijeti hranom biljnoga podrijetla (sjemenke, oraSasti plodovi 1 ulja). Vec¢ina biljnih ulja 1

sjemenki (suncokret, soja, kukuruz, repa, konoplja, mak) sadrzi visok udio LA-e s tek malim
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udjelom ALA-e. Glavni su izvori ALA-e lanene i chia sjemenke, orasi te zeleno lisnato povrce.
AA, EPA i DHA mogu se u organizam unijeti konzumiranjem mesa (AA), odnosno plodova
mora (EPA 1 DHA), ali se mogu 1 sintetizirati iz svojih osamnaest ugljikovih atoma dugackih
parnjaka pomocu elongaza i desaturaza. Upravo je zbog ogranic¢enih izvora u hrani, unos n-3

PUFA u odnosu na n-6 PUFA uglavnom nedostatan (94,96,98).

Ucinci su PUFA-i pleiotropni — djeluju izravno na funkciju endotela i proizvodnju
citokina, a mogu utjecati na antioksidativnu enzimatsku aktivnost i ukupni antioksidativni status

(100,101).

Unos n-3 PUFA-i1 smanjuje rizik od razvoja kardiovaskularnih bolesti i zloudnih
tumora. Njihovo blagotvorno djelovanje ocCituje se u nekim kroni¢nim metabolickim bolestima
kao Sto su DM, pretilost 1 osteoporoza te u kroni¢nim upalnim bolestima kao Sto su atopijski
dermatitis 1 psorijaza (96,98). Smanjenjem rizika od kardiovaskularnih bolesti ujedno se
smanjuje 1 glavni uzrok smrti u oboljelih od DM-a s KBB-om (101). Na temelju zapazanja
brojnih istraZivanja dokazano je da n-3 PUFA-e imaju brojne zastitne uloge u oboljelih od DM-
a—smanjuju inzulinsku rezistenciju, dovode do gubitka tezine kod pretilih te sprjeCavaju razvoj
pridruZzenih komplikacija kao Sto su aritmije i arterijska hipertenzija (100,102). Osim toga,
blagotvorno djeluju na njihovu bubreznu funkciju $to se klini¢ki ocituje smanjenjem
albuminurije 1 wublaZzavanjem strukturnih oSte¢enja bubrega, glomeruloskleroze i
tubulointersticijske fibroze (101,103). U pozadini svih nabrojenih u¢inaka n-3 PUFA-i stoji
ublazavanje upale, regulacija imunosnoga odgovora i angiogeneze te smanjenje oksidativnoga

stresa (96,101).

Za razliku od n-3 PUFA, nema puno podataka o utjecaju prehrane bogate n-6 PUFA-
ama na DM (100). Proupalna svojstva n-6 PUFA-a ukljucuju proizvodnju medijatora upale kao
Sto su prostaglandini i leukotrieni. Oni nastaju od AA-e djelovanjem enzima ciklooksigenaze i
lipooksigenaze te su klju¢ni u upalnim procesima (97,99,100). Akutni upalni odgovor dio je
obrane organizma te ima zastitnu ulogu od raznih infekcija i ozljeda. Medutim, ako je upalni
odgovor neprimjeren, prekomjeran 1 dugotrajan, moze nastati nekontrolirano oStecenje tkiva,
patoloska stanja te bolesti. Tako se stvaraju idealni uvjeti za razvoj tumora, ateroskleroze 1
kardiovaskularne bolesti (96,104). N-6 PUFA-e dovode do povecanja oksidacijskoga stresa
zbog postojanja dvostruke veze izmedu Sestoga i sedmoga atoma ugljika od metilnoga kraja.

Poznato je da ta veza moze sudjelovati u stvaranju slobodnih kisikovih radikala (100). Takoder,
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suprotno djelovanju n-3 PUFA-a, poticu razvoj inzulinske rezistencije, djeluju protrombotski,
a povezuju se s kroni¢nom boli, kognitivnim ostecenjima i vazokonstrikcijom (96,97,99,102).
Bez obzira na njihove relativno nepovoljne u¢inke, pojedina su istrazivanja opisala blagotvorno
djelovanje n-6 PUFA-a (100,104). Tako se njihov ucinak na lipidnom profilu ocitovao
smanjenjem vrijednosti LDL-a uz povecanje vrijednosti HDL kolesterola (100). Nadalje,
istrazivanja su pokazala da se AA i LA mogu povezati i sa smanjenjem upale te da njihov

povecani unos prehranom ne povecava koncentraciju brojnih upalnih ¢imbenika (104).

Poznato je da ravnoteza izmedu DHA-e 1 AA-e, kao glavnih predstavnica n-3 1 n-6
PUFA-a,utje¢e na svojstva membranskih proteina i1 signalnih puteva (105). Za prevenciju
kroni¢nih i autoimunih bolesti preporucuje se prehrana u kojoj je omjer izmedu n-6 i n-3 PUFA-
a manji od Cetiri. Nazalost, zbog prekomjernoga unosa n-6 PUFA-a u razvijenim zemljama

Europe i u SAD-u prosjecan omjer je dosta veci, oko 15 (99,106).

Brojna su istrazivanja koja pokazuju da prehrana bogata PUFA-ama utjece na
medustani¢nu komunikaciju. Dugotrajnija suplementacija s DHA-om u kulturi astrocita dovodi
do povecanja kapaciteta spajanja tijesnim spojevima (105). Takoder, u in vivo istrazivanju na
hipertenzivnim Stakorima dokazano je da prehrana obogacena n-3 PUFA-ama utjece na izrazaj
u Cx43 u aorti (107), odnosno u srcu Stakora u modelima DM2 (108) i dijabeticke
kardiomiopatije (109). Nadalje, utvrdeno je da AA onemogucava oslobadanje ATP-a putem
Panx1 kanala iz stanica mikroglije nakon ozljede Zivca te tako inhibira njihovu migraciju na

mjesto oStec¢enja (110).

1.6.2. Metformin

Metformin je lijek izbora za peroralno lije¢enje oboljelih od DM2. Kod bolesnika s MS-
om, koji su pretili te imaju poremecenu toleranciju glukoze, odnosno visoke koncentracije
glukoze nataSte, korist je metformina u prevenciji nastanka DM2 (50,83,85). Primjenjuje se u
terapiji sindroma policisti¢nih jajnika i GDM-a (111). Uz to, opisano je njegovo antitumorsko

1 neuroprotektivno djelovanje, kao i u¢inak protiv starenja (112).

Metformin pripada skupini bigvanida. Uz fenformin, koji je joS jedan pripadnik
bigvanidne skupine, razvio se od derivata gvanidina zvanoga galegin. Njega nalazimo u vrsti

francuskoga jorgovana Galega officinalis (113).
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Regulaciju povisenih vrijednosti glukoze u krvi ostvaruje smanjenjem glukoneogeneze
u jetri te inhibiranjem apsorpcije glukoze u crijevima (114). Takoder, povecava stani¢nu
osjetljivost na inzulin putem GLUT4 (engl. glucose transporter 4) posredovanoga unosa i
iskoriStavanja glukoze u perifernim tkivima (50,85,114). Dokazano je da potice otpusStanje
GLP-1 te tako poboljSava sekreciju inzulina 1 sniZava razinu glukoze (115). Terapija
metforminom smanjuje razinu TAG 1 LDL kolesterola te potice gubitak tezine u pretilih osoba

(50).

Pri lije€enju DM2 koristi se metformin kao monoterapija ili u kombinaciji s drugim
hipoglikemicima te inzulinom. Optimalna oralna doza metformina za vec¢inu oboljelih iznosi 2
g dnevno (111), dok je maksimalna preporuc¢ena dnevna doza 3 g (113).

U literaturi postoje podatci o eksperimentalnoj primjeni metformina kod Stakora u vrlo Sirokom

rasponu dnevnih doza — od 10 do 500 mg/kg ili ¢ak 1 vise (85,114,116,117).

Farmakokinetika metformina bitan je ¢imbenik za procjenu ucinkovitosti lijeka, ali i za
njegovu sigurnost (118). Prosjec¢na oralna bioraspolozivost metformina iznosi otprilike 60 %.
Buduéi da se ne metabolizira, izlucuje se nepromijenjen, izluuje se urinom prvenstveno
aktivnom tubularnom sekrecijom te manjim dijelom glomerularnom filtracijom (50,118).
Metformin je hidrofilna baza pa je ograniCena njegova pasivna difuzija kroz stani¢ne
membrane. Stoga su mu za membranski prijelaz potrebni prijenosnici (113). U tankom crijevu
apsorpcija metformina posredovana je plazmamembranskim monoaminskim transporterom
(PMAT), koji je smjesten na luminalnoj strani enterocita (111). Uz njega vrlo vaznu ulogu imaju
organski kationski transporteri (engl. organic cation transporter, OCT), posebno OCT2, koji
sudjeluju u bubreznoj apsorpciji metformina, a smjeSteni su na bazolateralnoj membrani
proksimalnih zavijenih kanali¢a. Metformin se izlu€uje u urin putem prijenosnika MATE1 i
MATE2 (engl. multidrugand toxin extrusion) (111). U bubrezima pretilih miSeva, koji su
hranjeni HFD-om, te na bioptatima bubrega pretilih osoba s bolesti minimalnih promjena (engl.
minimal change disease) uocen je povecan izrazaj OCT2 1 OCT3 u odnosu na kontrolne skupine
(119). Na stakorskim modelima utvrdeno je da izrazaj OCT2 ovisi o spolu te je zbog djelovanja
testosterona veéi u muzjaka nego u zZenki (118,119). Vrijeme poluzivota metformina iznosi
otprilike pet sati, 1 to nakon primjene viSestrukih doza u bolesnika s dobrom bubreznom

funkcijom (113).

Metformin usmjerava metabolizam na anaerobne uvjete — smanjuje aktivnost enzima

piruvat karboksilaze koji poti¢e daljnje metaboliziranje piruvata u procesu glukoneogeneze

40



(46). Tako dovodi do povecane pretvorbe piruvata u laktat, $to u konacnici rezultira pove¢anom
proizvodnjom mlije¢ne kiseline (50). Upravo je zbog rizika od razvoja laktacidoze njegova
primjena kontraindicirana u uznapredovalim fazama KBB-a, kada je vrijednost eGFR-a manja
od 30 mL/min/1,73 m? (120). Rizik je time znatno smanjen, ali treba uzeti u obzir da se moze
povecati u slucajevima sistemske hipoksije, insuficijencije jetre ili predoziranja metforminom
(46,121). Ipak, primjenom metformina u terapijskim dozama smanjena je incidencija
laktacidoze te iznosi manje od tri slucaja na 100 000 oboljelih od DM-a koji su na terapiji
metforminom godisnje (111).

Od nuspojava treba istaknuti gastrointestinalne smetnje (mucnina, povracanje 1 proljev) koje se
pojavljuju u otprilike 30 % osoba koje su na terapiji metforminom. Neke rjede nuspojave

ukljucuju slabost, malaksalost, glavobolju, nelagodu u prsistu 1 rinitis (112).

Veliki broj klinickih istraZivanja pokazao je da metformin ima blagotvorno djelovanje
na brojnim organima pri razliitim oSteéenjima i bolestima (121). Njegova je primjena
povezana sa smanjenom smrtnoS¢u u bolesnika s umjerenim 1 teSkim stadijem KBB-a,
kongestivnim zatajenjem srca te kroni¢nim zatajenjem jetre (122). Metformin smanjuje rast,
prezivljavanje te metastaziranje tumorskih stanica, Sto je dokazano u karcinomu dojke, pluca,
bubrega, jetre, debeloga crijeva, endometrija i guSterace (115). U osoba oboljelih od DM-a ne
samo da regulira poviSene vrijednosti glukoze ve¢ i smanjuje ucestalost makrovaskularnih
komplikacija kao $to su infarkt miokarda, cerebrovaskularni inzult i bolesti perifernih krvnih
zila (50). Istrazivanje na velikoj populaciji oboljelih od DM2 iz Velike Britanije (n = 469 688)
pokazalo je da koriStenje metformina znacajno smanjuje rizik razvoja sljepoce, amputacije i
teSkoga zatajenja bubrega (123). U Stakorskom modelu DM2 izazvanom HFD-om, uz niske
doze STZ-a, dokazano je da metformin poboljSava nastale bubrezne lezije (proSirenje
Bowmanovoga prostora, vakuolarnu degeneraciju, dilataciju tubula) te smanjuje debljinu
GBM-a (114). Metformin je kod miSeva s MS-om i oSte¢enom funkcijom bubrega sprijecio
nastanak glomerularnih lezija kao Sto su oSteCenje podocita, proSirenje mezangija 1
glomeruloskleroza, §to se klinicki oc¢itovalo smanjenjem mikroalbuminurije (88). Metformin
ublazava stupanj tubulointersticijske fibroze smanjuju¢i proizvodnju proteina ECM 1 depozita
kolagena. To je dokazano na razliitim in vitro 1 Zivotinjskim modelima kroni¢noga oSte¢enja
bubrega (unilateralna ureteralna opstrukcija — UUQ, ishemijsko-reperfuzijska ozljeda) (121). U
mehanizme koji se smatraju pozadinom njegovoga zastitnog djelovanja u bubrezima ubrajaju se
smanjenje oksidativnoga stresa i upale te ublazavanje stresa endoplazmatskoga retikuluma (ER)

(88,114,115).
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Metformin utjece na medustani¢nu komunikaciju mijenjajuéi izrazaj koneksina. In vitro
u sr¢anim stanicama hiperglikemija je dovela do smanjenja izrazaja Cx43, dok je terapija
metforminom uspjela povratiti izrazaj Cx43 na normalnu razinu (124). Metformin je takoder

ublazio smanjenje izrazaja Cx43 u modelu atrijske fibrilacije (125).

1.6.3. Liraglutid

Liraglutid je dodatna terapija druge linije za lijecenje oboljelih od DM2 te se primjenjuje
u obliku supkutanih injekcija jednom dnevno (126). Agonist je GLP-1. Glukagonu slican
peptid-1 jest inkretinski hormon koji luce intestinalne L-stanice i alfa-stanice gusSterace (127).
Vrijeme poluZzivota vrlo mu je kratko (ti2 1-2 min) zbog brze enzimatske razgradnje dipeptidil-
peptidazom 4 (DPP-4) (71,128). Liraglutid je modificiran GLP-1 pa je, za razliku od njega,
metabolicki stabilniji te se cvrS¢e veze za proteine plazme. To ga €ini otpornijim na razgradnju
DPP-4 pa mu je vrijeme poluzivota u odnosu na GLP-1 produljeno (ti2 11-13 h) (71,129,130).
U in vitro uvjetima (tehnika ravnotezne dijalize) 99 % liraglutida vezano je za glavni protein
plazme, albumin. Posljedi¢no, volumen distribucije relativno mu je mali (11-24,7 L) te je
uglavnom raspodijeljen intravaskularno i u izvanstani¢nom prostoru (131). Nakon supkutane
primjene polagano se apsorbira te mu vrijeme do maksimalne koncentracije u plazmi (tmax)
iznosi otprilike 12 sati. Bioraspolozivost liraglutida iznosi otprilike 55 % (131,132). Brzina
eliminacije smanjena je prvenstveno zbog usporenoga metabolizma i glomerularne filtracije
(131).
Glukagonu sli¢an peptid-1 i njegovi agonisti ostvaruju svoje ucinke vezujuéi se za GLP-1
receptore (GLP-1R). Osim u gusteraci, GLP-1R nalazi se i u drugim organima kao $to su
bubrezi, srce i plu¢a (71). U bubrezima GLP-1R smjesten je unutar kore, uglavnom u
krvozilnom sustavu, dok su neka istrazivanja opisala njihovu prisutnost i u proksimalnim

kanali¢ima (133).

Lijecenje liraglutidom zapocinje dozom od 0,6 mg dnevno koja se primjenjuje tjedan
dana. Nakon toga dnevna doza povecava se s 1,2 mg do 1,8 mg. Nizom pocetnom dozom
smanjuju se moguce gastrointestinalne nuspojave lijeka (131). Dnevna doza liraglutida u
eksperimentalnim uvjetima za Stakore manja je te iznosi od 0,1 do 0,4 mg/kg te se moze

primijeniti jedan ili dva puta dnevno (130).
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U oboljelih od DM-a liraglutid regulira poviSene vrijednosti glukoze tako $to potice, o
glukozi ovisnu, sekreciju inzulina, inhibira sekreciju glukagona, smanjuje inzulinsku
rezistenciju 1 apetit uz posljedi¢ni gubitak tezine (83,129,133). Uz to, liraglutid usporava
zelucano praznjenje djelujuci na motilitet (127,130,132). Sekrecija inzulina ovisna o glukozi
oznacava izlu¢ivanje inzulina samo u slucajevima kad su vrijednosti glukoze povisene, tako da
nema rizika od hipoglikemije. Ta se sekrecija odvija putem aktivacije ciklickoga adenozin
monofosfata (cCAMP). Aktivacija cAMP-a djeluje putem protein kinaze A (PKA) na povecanje
unutarstani¢ne koncentracije kalcija, Sto pak uzrokuje egzocitozu inzulina. Protein kinaza A
vazna je 1 za funkciju ER-a jer njezinom aktivacijom liraglutid ublazava ER-stres (83) Sto
doprinosi smanjenju inzulinske rezistencije i ublazava endotelnu disfunkciju u oboljelih od
DM-a (134). Time se znatno usporava progresija DN-a te se odgada zavrs$ni stadij KBB-a
(eGFR < 15 ml/min/1,73 m?) (135).

Osim $to kontrolira glikemiju, liraglutid poti¢e gubitak teZine u pretilih osoba (126),
regulira povisene vrijednosti arterijskoga krvnoga tlaka te ima povoljan ucinak na lipidni profil
(136,137). Upravo se zbog takvoga blagotvornog djelovanja na pojedine sastavnice MS danas
koristi u terapiji oboljelih od MS (83).

Od ces¢ih nuspojava treba istaknuti gastrointestinalne smetnje kao $to su mucnina, povracanje
1 proljev koji su ovisni o dozi liraglutida te se obi¢no pojavljuju u prvim tjednima lijeCenja

(138).

Pojedina istrazivanja pokazuju da bi ucinkovitost terapije liraglutidom mogla ovisiti o
spolu (129). Od 417 bolesnika s DM2, koji su lijeceni liraglutidom, 54 % postiglo je kontrolu
glikemije, s tim da su Zene imale povecane izglede u odnosu na muskarce (126). Prema
rezultatima retrospektivne studije, u¢inak liraglutida na smanjenje tjelesne tezine bio je znacajno
veci kod Zena nego kod muskaraca, 1 to pri svim ispitivanim dozama do 3 mg (129). Medutim,
istrazivanje na Sesnaest muSkaraca i jednako toliko zena dokazalo je da spol nema nikakav

utjecaj na farmakokinetiku liraglutida, kada se u obzir uzme tjelesna tezina (132).

Agonisti GLP-1 Stite brojne organe od razli¢itih oSteCenja — u mozgu smanjuju
mogucnost neuronske smrti nakon subarahnoidalnoga krvarenja, u srcu ublazavaju oStecenje
miokarda nastalo nakon reperfuzijske ozljede, sStite jetru od ishemijsko-reperfuzijske ozljede
dok u plu¢ima ublazavaju akutno oSte¢enje endotela (139). Kardiovaskularni ¢imbenici rizika,

kao Sto su arterijska hipertenzija, pretilost i hiperlipidemija, znatno su umanjeni upotrebom
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GLP-1 agonista. Oni takoder modificiraju upalni odgovor, smanjujuci razinu pojedinih upalnih
¢imbenika te Stite endotelne stanice od oStecenja (136,139).
Agonisti GLP-1 vazni su lijekovi koji ublaZavaju oStecenja bubrega povezana s DM-om i

pretilosti kao jednom od glavnih sastavnica MS-a (139).

U oboljelih od DM-a terapija liraglutidom djeluje blagotvorno na razli¢ita patoloska
oSteCenja glomerula (proSirenje mezangija, zadebljanje GBM-a, oSte¢enje podocita,
glomeruloskleroza), a uz to ucinak liraglutida vidi se i u tubulointersticijskom podrucju
(128,133,140).

Mehanizmi kojima liraglutid ublazava stupanj tubulointersticijske fibroze ukljucuju supresiju
TGF-B 1 njegovih signalnih puteva, uz smanjenje EMT stanica kanali¢a (133). Poznato je da
TGF-Blima klju¢nu ulogu u razvoju fibroze bubrega te je jedan od pokretaca EMT-a. Na misjem
UUO modelu detaljno je objasnjen antifibrozni u¢inak liraglutida. Taj je model jedan od najvise
koriStenih modela za bubreznu fibrozu koji dovodi do atrofije kanali¢a i nakupljanja ECM

proteinskih depozita te uzrokuje intersticijsku fibrozu (71).

Na Stakorskom modelu DM2 dokazano je da liraglutid ublazava proSirenje mezangija,
smanjuje zadebljanje GBM-a i fuziju nozica podocita, §to se klini¢ki o€itovalo smanjenjem
albuminurije 1 serumskoga kreatinina. Navedene su glomerularne promjene takoder bile
povezane sa supresijom TGF-B1, uz smanjen izrazaj fibronektina i kolagena IV (128).
Smanjenje albuminurije dokazano je 1 u oboljelih od DM2. U LEADER studiji (engl.
Liraglutide Effect and Action in Diabetes: Evaluation of Cardiovascular Outcome Results)
razina albuminurije sniZzena je nakon primjene liraglutida u bolesnika ¢ija je bubrezna funkcija
joS uvijek odrzana u normalnim granicama, ali i u onih s umjerenim smanjenjem eGFR-a (30 —
60 mL/min/1,73 m?) (55).

Kod HFD stakora s MS-om (poremecaj tolerancije glukoze, pretilost, hiperlipidemija), koji su
lijeceni liraglutidom, uocCeno je smanjenje veli¢ine glomerula te ublazavanje stupnja
glomeruloskleroze i tubulointersticijske fibroze, $to je bilo povezano sa smanjenom razinom
TGF-B1 i IL-6 (140). Neki su od dodatnih mehanizama kojima liraglutid postize blagotvorno

djelovanje u bubrezima — smanjenje oksidativnoga stresa i poticanje natriureze (133).
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Nedavno je opisan utjecaj liraglutida na medustani¢nu komunikaciju (141,142). Dva su
istrazivanja opisala njegov ucinak na izrazaj koneksina, i to u srcu. Kod pretilih miSeva,
hranjenih HFD-om, liraglutid je obnovio smanjeni izraZaj kardijalnoga Cx43 (142). Nadalje, u

Stakora s DM2 takoder je uspio normalizirati smanjeni izrazaj Cx43 (141).
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2. HIPOTEZE ISTRAZIVANJA



1. Seéerna bolest tipa 1 i suplementacija s razli¢itim omjerom izmedu n-6 i n-3 PUFA-a

moduliraju izrazaj koneksina i paneksina u bubrezima dijabeti¢nih Stakora.

2. Prehrana s visokim udjelom masti i SeCera te terapija metforminom ili liraglutidom

moduliraju izrazaj koneksina i paneksina u bubrezima pretilih Stakora.

3. Dugotrajna prehrana s visokim udjelom masti i Se¢era dovodi do patohistoloskih promjena

u bubrezima pretilih Stakora.

4. Ucinci metformina i liraglutida u bubrezima ovise o spolu.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA



Cilj istrazivanja bio je odrediti lokalizaciju 1 distribuciju Cx40, Cx43, Cx45 i Panx1 u
bubrezima Stakora. Koriste¢i model DM1 induciranoga STZ-a, istrazen je utjecaj DM-a na
bubreznu imunoekspresiju navedenih koneksina i paneksina. S obzirom na rastu¢i broj studija
o pozitivnom ucinku PUFA bogate prehrane, istrazen je utjecaj suplementacije s razli¢itim
omjerima izmedu omega-6 1 omega-3 masnih kiselina na izrazaj Cx40, Cx43, Cx45 i Panx1 u

bubrezima dijabeti¢nih Stakora.

Takoder, cilj je bio istraziti i utjecaj dugotrajne prehrane s visokim udjelom masti i
Secera na imunoekspresiju Cx45 i Panx1, kao i uCinak lijekova metformina i liraglutida na
bubrezni izrazaj Cx45 i Panx1 u Stakora hranjenih HFHSD-om. Istrazen je utjecaj dugotrajne
prehrane u Cijem je sastavu visok udio masti i SeCera na promjene u histoloskoj gradi bubrega
te je istrazeno postoji li povezanost izmedu patoloskih promjena u tkivu bubrega i izrazaja

navedenih ¢imbenika.
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4. MATERIJALI I METODE



4.1. Pokusne Zivotinje za model Seéerne bolesti tipa 1

Prvi dio istrazivanja dio je znanstveno-istrazivackog projekta ,,Nutritivna modulacija
metabolizma dokozaheksaenske kiseline kod dijabeticke dislipidemije” (HRZZ-1P-2014-09-
8992) uz suglasnost Ministarstva poljoprivrede 1 Sumarstva RH 1 Nacionalnog bioetickog
povjerenstva RH (Klasa 01-13/15-08/8, Ur. br.: 100-01/15-2). Animalni eksperimenti

provedeni su u Institutu za medicinska istrazivanja u Zagrebu.

U prvom dijelu istrazivanja koristeno je 25 Wistar Stakora muskoga spola u starosti 10
do 12 tjedana, tezine 350 do 410 g iz Jedinice za laboratorijske Zivotinje Instituta za medicinska
istrazivanja u Zagrebu. Laboratorijski uvjeti bili su kontrolirani — temperatura je odrZzavana na

22° C uz 12-satnu izmjenu svjetlosti i tame dok je pristup hrani i vodi bio slobodan.

Standardna laboratorijska hrana za Stakore sadrzavala je 20 % sirovih proteina, 5 %
sirove masti 1 5 % sirovih vlakana. Takav sastav hrane izmijenjen je razli¢itim mjeSavinama
suncokretovoga, lanenoga i ribljega ulja, kako bi se dobili razli¢iti n-6/n-3 omjeri (1, 7 1 60)

(143,144).

Stakori su nasumi¢no podijeljeni u Getiri skupine, ovisno o vrsti hrane koju su dobivali:
C — kontrolna skupina Stakora (n = 7) na prehrani s n-6/n-3 omjerom = 7 (dodatak 2 %
suncokretovoga i 0,5 % lanenoga ulja); STZ — dijabeti¢na skupina Stakora (n = 6) na prehrani s
n-6/n-3 omjerom =~ 7 (dodatak 2 % suncokretovoga i 0,5 % lanenoga ulja); STZ + N6 —
dijabeticna skupina Stakora (n = 6) na prehrani s n-6/n-3 omjerom =~ 60 (dodatak 2,5 %
suncokretovog ulja); STZ + N3 — dijabeti¢na skupina Stakora (n = 6) na prehrani s n-6/n-3
omjerom ~ 1 (dodatak 2,5 % ribljega ulja sa 16 % EPA i 19 % DHA).

Nakon prilagodbe u trajanju od dva tjedna i no¢noga gladovanja, DM je induciran kod
Stakora iz skupine STZ, STZ + N6 i STZ + N3 intraperitonealnom aplikacijom STZ u dozi od
55 mg/kg. Streptozotocin je bio otopljen u puferu natrijevoga citrata (pH 4,5). Stakorima iz
kontrolne skupine intraperitonealno je aplicirana otopina Cistoga citratnog pufera. Kako bi se
smanjila Stetnost davanja STZ-a, prva dva dana nakon njegovoga apliciranja, Stakori su dobivali
10 % otopine saharoze.

Vrijednosti glukoze u plazmi izmjerene su glukometrom Accu-Check Go. Svi Stakori ¢ija je
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vrijednost glukoze u plazmi bila iznad 16,5 mmol/L smatrali su se dijabeti¢nim.

Stakori su anestezirani intraperitonealnom injekcijom Narketan/Xylapan (Narketan 80
mg/kg, Xylapan 12mg/kg; Vétoquinol, Bern, Svicarska) 30 dana nakon primjene STZ/citratnoga
pufera, te su usmrceni iskrvarenjem. Odmah nakon Zrtvovanja, Stakorima su odstranjeni

bubrezi, koji su potom fiksirani u 4 % puferiranom formalinu.

4.2. Pokusne Zivotinje za model metabolickoga sindroma

Drugi dio istrazivanja dio je suradnje i istrazivanja Cedars-Sinai Medical Center’s
International Research and Innovation in Medicine Program, the Association for Regional
Cooperation in the Fields of Health, Science and Technology (RECOOP HST Association), uz
sudjelovanje Cedars-Sinai Medical Center — RECOOP Research Centers (CRRCs). Animalni
eksperimenti provedeni su na Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Szegedu, uz odobrenje
mjerodavnoga Etickog povjerenstva (IV/3796/2015) 1 uz suradnju Medicinskoga fakulteta u

Osijeku 1 Semmelweis University, Budapest.

U istrazivanju je koriSteno 48 Sprague-Dawley Stakora oba spola iz Nastambe za
Zivotinje Sveudilidta u Segedu, Madarska. Starost $takora bila je 44 tjedna. Stakori su bili
smjesteni u polipropilenskim kavezima u kojima je povrsina poda bila 1800 cm?. U svakom su
kavezu bila smjeStena Cetiri Stakora, a uvjeti u kojima su boravili odrzavani su u odredenom
rasponu (temperatura 20 — 23°C, vlaznost 40 — 60 %). Izmjena svjetlosti i tame odvijala se u

12-satnim intervalima.

Stakori su nasumiéno rasporedeni u osam skupina, i to po &etiri od svakoga spola: Ctrl
—kontrolna skupina Stakora (Zenke: n =5, muzjaci: n = 6); HFHSD — skupina nelijecenih Stakora
na prehrani s visokim udjelom masti 1 Secera (Zenke: n = 5, muzjaci: n = 5); HFHSD + Metf. -
skupina Stakora lije¢enih metforminom na prehrani s visokim udjelom masti i Secera (Zenke: n
= 6, muzjaci: n =8); HFHSD + Lir. — skupina Stakora lije¢enih liraglutidom na prehrani s
visokim udjelom masti i Secera (Zenke: n = 5, muzjaci: n = 8).

Kontrolna skupina Stakora hranjena je ad libitum standardnom hranom (1324, Standard diet,
Altromin Spezialfutter GmbH & Co Lage, Njemacka) koja je sadrzavala 65 % ugljikohidrata (5
% disaharida, 39 % polisaharida), 11 % masti i 24 % proteina. Preostale tri skupine Stakora

hranjene su hranom s visokim udjelom masti 1 Se€era (C1011, Carbohydrate & fat-rich diet,
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Altromin Spezialfutter GmbH & Co Lage, Njemacka) u kojoj je bilo 56 % ugljikohidrata (18 %
disaharida, 36 % polisaharida), 28 % masti i 16 % proteina.

Lije¢enje takora zapo&elo je Sest tjedana nakon poéetka HFHSD-a. Stakori iz skupine
HFHSD + Metf. dobivali su 50 mg/kg metformina na dan, dok su $takori iz HFHSD + Lir.
skupine dobivali dnevnu dozu od 0,3 mg/kg liraglutida. Doza metformina odredena je prema
istrazivanju Narasimhana i suradnika koji su primjenjivali dozu od 50 mg/kg za lijeCenje Stakora
metforminom u trajanju od 30 dana (117). Oba su lijeka bila otopljena u posebnom puferu (0,5
mg dinatrij hidrogen fosfat dihidrata, 4,7 mg propilen glikola i 1,8 mg fenola u 1 mL vodene
otopine uz pH 8,5). Kontrolna skupina dobivala je svakodnevno 0,1 mL pufera. Metformin i

liraglutid primjenjivani su supkutano tijekom cetrnaest tjedana.

Intraperitonealni test tolerancije na glukozu napravljen je u 18. tjednu od pocetka
lijecenja. Svakom je Stakoru intraperitonealno aplicirana otopina 25 % glukoze u dozi od 2
mg/kg. Razina glukoze u krvi odredena je prije 1 dva sata nakon injekcije glukoze. Uzorci krvi
dobiveni su iz repne vene te je razina glukoze odredena pomocu glukometra (OneTouch

UltraMini, Milpitas, SAD).

Triacilgliceroli su odredivani iz uzoraka seruma dobivenih nataSte, standardnim
klinickim laboratorijskim metodama u SrediSnjem klinickom laboratoriju SveuciliSta

Semmelweis.

Stakori su Zrtvovani u 19. tjednu u dubokoj anesteziji izofluranom (Forane; Baxter
Healthcare Corp. Deerfield, SAD). Potom je u¢injena sréana punkcija kojom se prikupio sadrzaj
cjelokupne krvi te su pripremljeni uzorci seruma koji su pohranjeni na — 20° C za daljnja
mjerenja. Nakon §to su odstranjeni bubrezi, uklonjena im je okolna mast te su odmah izvagani
analitickom vagom (ENTRIS64-1S, Sartorius AG, Goettingen, Njemacka). Bubrezi su zatim

fiksirani u puferiranom 4 % paraformaldehidu.

4.3. Obrada bubrega za daljnju analizu

Nastavak istrazivanja na prikupljenim tkivima proveden je u Laboratoriju za
neurokardiologiju Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta

Sveucilista u Splitu.
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Uzorci bubrega ispirani su u fosfatnom puferu (engl. Phosphate buffered saline, PBS;
pH 7,2) na temperaturi od 4° C tijekom 24 sata. U tom razdoblju izvr$eno je deset izmjena PBS-
a. Nakon ispiranja bubrezi su podvrgnuti procesu dehidracije. Prilikom svake inkubacije s
otopinama rastu¢ega postotka etanola ucinjene su tri izmjene alkohola. Najprije su inkubirani u
otopinama s 25 % etanola u vremenu od 90 minuta. Nakon toga bubrezi su inkubirani u
otopinama s 50 % etanola, takoder tijekom 90 minuta. Zatim su preko no¢i na temperaturi od 4°
C uzorci inkubirani u otopini sa 70 % etanola. Sljedeceg je dana uslijedila inkubacija bubrega u
otopini s 96 % etanola u trajanju od 120 minuta. Konacna dehidracija u otopini sa 100 % etanola
izvrSena je tijekom noc¢i na temperaturi od 4° C. Dan nakon ucinjena je inkubacija uzoraka
bubrega u ksilolu, tri puta po 30 minuta, na sobnoj temperaturi. Nakon toga su uzorci uronjeni
u tekuci parafin na temperaturi od 60° C i u trajanju od 120 minuta tijekom kojih su ucinjene tri
izmjene parafina. Potom su uklopljeni u kalupe te je uslijedilo brzo hladenje tako dobivenih
parafinskih blokova. Pomoc¢u mikrotoma parafinski blokovi su rezani na rezove debljine 5 um.
Tako dobiveni rezovi poravnavali su se koriStenjem vodene kupelji koja je bila zagrijana na

temperaturu od 45° C, nakon ¢ega su postavljeni na predmetna stakalca.

4.4. Priprema tkiva za imunohistokemiju, imunofluorescenciju te histoloSke metode

Poslije deparafinizacije u ksilenu 1 rehidracije u otopinama etanola padajucih
koncentracija, rezovi su zagrijani na 95° C, 12 minuta u citratnom puferu (pH 6,0) te su potom
isprani PBS-om. Kad su se ohladili na sobnu temperaturu, inkubirani su s primarnim
protutijelima (Tablica 2.). Inkubacija primarnim protutijelima provedena je tijekom no¢i na
sobnoj temperaturi u vlaznoj komori. Za detekciju primarnih protutijela koriStena su
odgovaraju¢a sekundarna protutijela (Tablica 2.), s kojima je inkubacija trajala tijekom jednoga
sata na sobnoj temperaturi. Potom su rezovi ispirani PBS-om, osusSeni na zraku i pokriveni

stakalcima, uz koristenje medija za uklapanje (Immu-Mount, Shandon, Pittsburgh, PA, USA).

U istrazivanju na Stakorskom modelu DM1 primijenjeno je i dvostruko bojanje
lektinima (Tablica 2.). Nakon inkubacije i ispiranja primarnih protutijela na rezovima je
primijenjen jedan od fluoresceinom konjugiranih lektina (Dolichos Biflorus Agglutinin — DBA
ili Lotus Tetragonolobus Lectin — LTL). Lektini su inkubirani dva sata na sobnoj temperaturi te
su potom isprani u PBS-u. Za prikaz jezgri koristeno je DAPI (engl. 4’ 6-diamidino-2-
phenylindole) bojanje. U kontrolnom bojanju izostavljena su primarna protutijela, Sto je

rezultiralo odsutnos¢u bojanja u tkivu.
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Tablica 2. Popis koriStenih primarnih i sekundarnih protutijela i lektina.

Lectin (LTL)

protutijela kataloski | domadin | razrjedenje proizvodac
broj
Anti- ab213688 1:100
Cx40/GJAS kuni¢
) Abcam plc. 330
primarna | Anti-Connexin sc- _ 1:100 Cambridge, CB4
protutijela | 45/GJA7/Cx45 135474 kuni¢ OFL, UK
Anti-Connexin ab87645 1:300
43 / GJAL koza
Anti-Pannexin- ABN242 1:300 Merck KGaA,
1/PANX1 kunié Darmstadt,
Germany
AlexaFluor®488 | 711-545-
Affini Pure 152
Donkey Anti-
Rabbit IgG
(H+L)
Rhodamine 705-295- Jacklion Imrﬁuno
esearc
sekundarna RedTl‘f—X (RRX) 003 magarac 1:400 Laboratories, Inc.,
protutijela AffiniPure ) Baltimore, PA,
Donkey Anti- USA
GoatIgG(H+L)
Rhodamine 711-295-
Red™-X (RRX) 152
AffiniPure
Donkey Anti-
Rabbit IgG
(H+L)
Fluorescein FL-1031 - 1:400
labeled
Dolichos
Biflorus Vector
Agglutinin Laboratories Ltd.
lektini (DBA) Peterborough,
United Kingdom
Fluorescein FL-1321 - 1:400
labelled Lotus
Tetragonolobus




U istraZivanju na Stakorima hranjenim HFHSD-om primijenjene su i standardne
histoloske metode bojanja tkiva. Nakon deparafinizacije rezovi su obojeni fosfovolframskom
kiselinom 1 hematoksilinom (PTAH), perjodnom kiselinom i Schiffovim reagensom (PAS) ili

trikromnim bojanjem po Malloryju.

4.5. Analiza slika i kvantifikacija

Svi su rezovi bubrega pregledani koriStenjem mikroskopa (BX61, Olympus, Tokyo,
Japan) 1 fotografirani pomoc¢u hladene digitalne kamere (DP71, Olympus, Tokyo, Japan).
Snimljene su nepreklapajuce fotografije ¢itave kore bubrega pri povecanju objektiva od 40 X i
10 x (kona¢no povecanje 400 x 1 100 x) uz stalnu vremensku ekspoziciju. Budu¢i da su rezovi
bili oznaceni Siframa (kombinacija slova i brojeva), ispitiva¢ koji je provodio snimanje nije
znao kojoj skupini rezovi pripadaju.
Svim je fotografijama jednoga reza bubrega dodijeljen broj od 1 i nadalje, ovisno o njithovom

broju. Odabir fotografija izvrSen je pomocu programa Research Randomizer.

4.5.1. Imunohistokemijska analiza

U istrazivanju na Stakorskom modelu DM 1 nasumic¢no je odabrano deset fotografija po

rezu bubrega za daljnju analizu.

Za istrazivanje na Stakorima na dugotrajnoj HFHSD nasumicno je izabrano deset
fotografija po rezu za analizu izrazaja Panx1, odnosno njih sedam do osam za analizu izrazaja

Cx45.

Imunofluorescencija u obliku sitnih zrnaca interpretirana je kao pozitivni izrazaj

koneksina 1 paneksina (zelena zrnca Cx40, Cx43 1 Panx1; crvena zrnca Cx45).

Racunalni program ImagelJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) koriSten
je za kvantitativnu analizu slika. Prije samoga postupka analize, mikrofotografije su obradene
koriStenjem medijan filtera uz Sirinu od dva piksela. Rezultirajuce fotografije konvertirane su u
8-bitne te je primijenjen algoritam ,Triangle” za odredivanje grani¢noga praga
imunofluorescencije. To je napravljeno kako bi se Sto viSe izolirao signal fluorescentne boje od

autofluorescencije bubreznoga tkiva te kako bi se preciznije izvrSila analiza. Analizom je
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zatim izmjeren postotak povrSine zahvac¢en imunofluorescencijom za sva bojanja osim za
Panx1l u Stakora hranjenih HFHSD-om, gdje je analiza napravljena brojenjem zrnaca u

glomerulima i tubulima.

4.5.2. Patohistoloska analiza

Za istrazivanje na Stakorima na dugotrajnoj HFHSD-i izabrano je dvadeset fotografija
(povecanje objektiva 40 x) obojenih PAS-bojanjem. Dodatni uvjet za odabir fotografije bio je
da je na njoj prikazan barem jedan glomerul.

Zatim je na tim glomerulima analizirana debljina BC-a te je odreden stupanj glomerularnoga
oSte¢enja. Debljina BC-a izmjerena je u podru¢ju najmanje Sest razlicitih tocaka koje su
nasumicno odabrane pomoc¢u mreznoga alata sa slu¢ajnim pomakom u raCunalnom programu
Image-J. Tocno mjesto mjerenja bilo je sjeciSte okomitih i vodoravnih linija mreznoga alata s

vanjskom membranom BC-a.

Glomerularno oStecenje ocijenjeno je kao:
0 — bez skleroze

1 — minimalna skleroza (< 25 %)

2 — blaga skleroza (25 — 50 %)

3 — umjerena skleroza (50 — 75 %)

4 — teska skleroza (> 75 %) (145).

Za svakoga Stakora glomerularni je zbroj odreden formulom:
(0xn0)+ (1 xnl)+(2%xn2)+ (3 xn3)+ (4 xn4)/n0+nl +n2+n3+n4.

Element nx predstavlja broj glomerula koji su jednako ocijenjeni (146,147).

Stupanj tubulointersticijske fibroze analiziran je na svim fotografijama presjeka kore

bubrega (povecanje objektiva 10 x) obojenih trikromnim bojanjem po Malloryju.

57



Tubulointersticijska fibroza ocijenjena je kao:
0 — bez fibroze

1 — manje od 10 %

2 — 10 —= 25%

3 -25-75%

4 — vise od 75 % fibroznih lezija (145,146).

Mitohondriji su analizirani na 17 do 21 odabranih fotografija po rezu bubrega obojenom
PTAH-om. Fotografije su snimljene pri povecanju objektiva od 40 X. Analizom je kvantificiran
postotak povrsine svakoga reza obuhva¢enoga mitohondrijima, koriStenjem racunalnoga

programa ImagelJ.

4.6. Statisticke analize

Za statisticke analize koriSten je racunalni program PAST 3.22 (148). Rezultati su
izrazeni kao aritmetiCka sredina i standardna devijacija (AS £+ SD). Normalnost raspodjele
podataka procijenjena je Shapiro-Wilkovim testom.

U istrazivanju na Stakorskom modelu DM1 broj jedinki po skupini (N) bio je od 5 do 7.
ANOVA s Welchovom korekcijom za nejednake varijance koriStena je za utvrdivanje znacajnih
razlika medu skupinama. Razlike medu pojedinim skupinama ispitane su T-testom s
Welchovom korekcijom za nejednake varijance. Podatci za izrazaj Cx43 i Panx1 transformirani

su logaritamski prije analize zbog odstupanja od normalne raspodjele.

Za izraCunavanje veli¢ine uzorka u istrazivanju na Stakorima hranjenim HFHSD-om
koriStena je Meadova jednadzba resursa (149,150) za jednosmjernu usporedbu skupina (izmedu
jedinki). Izracunata minimalna potrebna veli¢ina pokusne skupine bila je n = 4. Kako bi se
usporedili podatci izmedu pokusnih skupina, koriSten je Kruskal-Wallisov test, a zatim Mann-

Whitneyev test za usporedbu izmedu pojedinih skupina.

Statisti¢ka znaCajnost postavljena je na P < 0,05.
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5. REZULTATI



5.1. Lokalizacija Cx40, Cx43, Cx45 i Panx1 u bubrezima dijabeti¢nih Stakora

Najvedi izrazaj svih Cetiriju ispitivanih proteina uocen je u proksimalnim kanali¢ima,
S§to je potvrdeno dodatnim bojanjem LTL biljegom proksimalnih kanali¢a, i to u rezovima

bubrega kontrolne skupine Stakora.

5.2. Utjecaj Se€erne bolesti tipa 1 i prehrane bogate polinezasicenim masnim

kiselinama na izrazaj Cx40, Cx43, Cx45 i Panx1 u bubrezima §takora

Eksperimentalni DM1 doveo je do znacajnoga smanjenja izrazaja Cx40 u bubrezima
dijabeti¢nih Stakora u usporedbi s kontrolnom skupinom (C, P <0,05; Slika 5.). Dodatak DHA -
e i EPA-e u prehrani (STZ + N3) nije doveo do promjene izrazaja Cx40 u bubrezima
dijabeti¢nih Stakora u usporedbi sa STZ skupinom. U skupini STZ + N3 izrazaj Cx40 bio je
znacajno manji u odnosu na skupinu C (P < 0,01). Nadalje, promjena izrazaja Cx40 u Stakora

na prehrani s visokim omjerom n-6/n-3 (STZ + N6) nije bila znacajna u odnosu na kontrolu.

Utvrdeno je znaCajno smanjenje izrazaja Cx43 u bubrezima dijabeticnih Stakora u
usporedbi s kontrolnom skupinom (P < 0,01; Slika 6.). Prehrana obogac¢ena PUFA-ama, uz
visokiomjer n-6/n-3 (STZ + N6) te dodatak DHA-e i EPA-e (STZ + N3) uzrokovala je povecanje
izraZaja Cx43 na razinu izrazaja u kontrolnoj skupini (P <0,01 1 P <0,001, u usporedbi sa STZ

skupinom).

Utjecaj DM 1 na izrazaj Cx45 u bubrezima Stakora nije bio znacajan (Slika 7.). Medutim,
DMI1 uz prehranu s visokim omjerom n-6/n-3 (STZ + N6) rezultirao je znacajnim smanjenjem

izrazaja Cx45 u usporedbi s C i STZ skupinom (P < 0,01 i P <0,05).

Uoceno je znacajno povecanje izrazaja Panx1 u bubrezima dijabeti¢nih Stakora (STZ) u
odnosu na kontrolnu skupinu (C; P <0,05; Slika 8.). Prehrana s visokim omjerom n-6/n-3 (STZ
+ N6) smanjila je izrazaj Panx1 na razinu izrazaja u C skupini (P < 0,01 u usporedbi sa STZ-

om). Ipak, dodatak DHA-e i EPA-e (STZ + N3) nije imao takav ucinak.
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Slika 5. Izrazaj koneksina 40 (Cx40) u bubrezima pokusnih S$takora. Reprezentativne
mikrofotografije pokazuju imunoekspresiju Cx40 u bubreZnoj kori pokusnih Stakora. C —
kontrolna skupina, STZ — dijabeti¢na skupina, STZ + N6 — dijabeti¢na skupina hranjena n-6/n-
3 omjerom od 60 1 STZ + N3 — dijabeti¢na skupina hranjena n-6/n-3 omjerom od 1 (16 % EPA-
e 119 % DHA-e); red a — originalne fotografije; red b — fotografije s pragom. Graf — postotak
granicne povrsine (postotak povrSine) Cx40 mjeren je na mikrofotografijama bubrezne kore u
cetirima eksperimentalnim skupinama zivotinja. Mjerilo = 20 um (odnosi se na sve). * P <0,05,

** P <0,01 izmedu navedenih skupina.
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Slika 6. Izrazaj koneksina 43 (Cx43) u bubrezima pokusnih Stakora. Reprezentativne
mikrofotografije pokazuju imunoekspresiju Cx43 u bubreznoj kori pokusnih Stakora. C —
kontrolna skupina, STZ — dijabeticna skupina, STZ + N6 — dijabeti¢na skupina hranjena n—6/n—
3 omjerom od 60 i STZ + N3 — dijabeti¢na skupina hranjena n—6/n—3 omjerom od 1 (16 % EPA-
e 119 % DHA-e); red a — originalne fotografije; red b — fotografije s pragom. Graf — postotak
grani¢ne povrsine (postotak povrSine) Cx43 mjeren je na mikrofotografijama bubrezne kore u
cetirima eksperimentalnim skupinama Zivotinja. Mjerilo = 20 um (odnosi se na sve). ** P <

0,01, *** P < 0,001 izmedu navedenih skupina.
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Slika 7. Izrazaj koneksina 45 (Cx45) u bubrezima pokusnih Stakora. Reprezentativne
mikrofotografije pokazuju imunoekspresiju Cx45 u bubreZnoj kori pokusnih Stakora. C —
kontrolna skupina, STZ — dijabeti¢na skupina, STZ + N6 — dijabeti¢na skupina hranjena n—6/n—
3 omjerom od 60 1 STZ + N3 — dijabeti¢na skupina hranjena n—6/n—3 omjerom od 1 (16 % EPA-
e 119 % DHA-e); red a — originalne fotografije; red b — fotografije s pragom. Graf — postotak
grani¢ne povrSine (postotak povrsine) Cx45 mjeren je na mikrofotografijama bubrezne kore u
Cetirima eksperimentalnim skupinama Zivotinja. Mjerilo = 20 pm (odnosi se na sve). * P <0,05,

** P <0,01 izmedu navedenih skupina.
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Slika 8. Izrazaj paneksina 1 (Panxl) u bubrezima pokusnih Stakora. Reprezentativne
mikrofotografije pokazuju imunoekspresiju Panxl u bubreznoj kori pokusnih Stakora. C —
kontrolna skupina, STZ — dijabeti¢na skupina, STZ + N6 — dijabeti¢na skupina hranjena n—6/n—
3 omjerom od 60 i STZ + N3 — dijabeti¢na skupina hranjena n—6/n—-3 omjerom od 1 (16 % EPA-
e 119 % DHA-e); red a — originalne fotografije; red b — fotografije s pragom. Graf — postotak
grani¢ne povrsine (postotak povrSine) Panx1 mjeren je na mikrofotografijama bubrezne kore u
Cetirima eksperimentalnim skupinama zZivotinja. Mjerilo = 20 um (odnosi se na sve). * P < 0,05,

** P <0,01 izmedu navedenih skupina.
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5.3. Biokemijski parametri i mase bubrega Stakora na dugotrajnoj prehrani s

visokim udjelom masti i Sefera

Biokemijski parametri i mase bubrega Stakora prikazani su u Tablici 3.

U zenki iz skupine HFHSD + Lir. uocena je nesto ve¢a ukupna masa bubrega (apsolutno
i relativno prema tjelesnoj masi). Medutim, navedene razlike nisu bile znacajne (u usporedbi s
C, Kruskal-Wallis test P = 0,0874). Suprotno tome, primije¢ena je znacajno niza ukupna masa
bubrega u muzjaka iz skupine HFHSD + Lir. (P = 0,0239 u usporedbi s Ctrl. i P = 0,0181 u
usporedbi s HFHSD-om), s time da nije bilo znacajne razlike u bubreznoj masi muZzjaka Stakora

izrazeno kao postotak tjelesne mase.

Uocen je poremecaj u kontroli glukoze u krvi svih Zenki Stakora (ukljucujuci skupinu
Ctrl.). Zenke §$takora nisu mogle postiéi normalnu razinu glukoze u krvi dva sata nakon
intraperitonealnoga apliciranja 2 mg/kg glukoze. Zenke §takora u Ctrl. skupini imale su 342,33
+ 147,35 % pocetne vrijednosti glukoze dva sata nakon injiciranja glukoze, dok su Zenke Stakora
u nelije¢enoj HFHSD skupini imale 622,03 + 232,68 % pocetne razine glukoze. Te su
vrijednosti bile neSto nize u skupinama HFHSD + Metf. i HFHSD + Lir. Medutim, ove razlike
nisu se znacajno razlikovale. Suprotno zenkama, muzjaci Stakora u Ctrl. skupini postigli su
normalnu razinu glukoze u krvi dva sata nakon intraperitonealne injekcije glukoze (146,37 +
5,30 % pocetne vrijednosti glukoze u krvi). Prehrana s visokim udjelom masti i Se¢era u muzjaka
rezultirala je poviSenom vrijednos¢u glukoze u krvi dva sata nakon aplikacije glukoze (P =
0,0518 u odnosu na Ctrl.). Navedene se vrijednosti glukoze nisu uspjele regulirati terapijom
metforminom ili liraglutidom (Ctrl. prema HFHSD + Metf. P = 0,0142; Ctrl. prema HFHSD +
Lir. P =0,0085).
Nadalje, primijecen je porast serumskih TAG-ova u Zenki Stakora iz skupina HFHSD 1 HFHSD
+ Metf., iako te razlike nisu postigle znacajnu vrijednost. Medutim, u Zenki Stakora iz skupine
HFHSD + Lir. uocene su znacajno nize vrijednosti serumskih TAG-ova u usporedbi sa
skupinama HFHSD (P = 0,0481) i HFHSD + Metf. (P = 0,0348). U skladu s tim, u muzjaka iz
skupina HFHSD i HFHSD + Metf. vrijednosti TAG-a u serumu bile su znacajno vece u
usporedbi s Ctrl. skupinom (P =0,0439 1P =0,0053), dok TAG-ovi u serumu Stakora iz skupine
HFHSD + Lir nisu bili povecani.
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Tablica 3. Biokemijski parametri i mase bubrega.

PARAMETAR
SREDNJA VRIJEDNOST + SD
(JEDINICA)
ukupna ukupna 2h IPGTT 2h IPGTT triacilgliceroli
masa masa (mg/dl) (% pocetne (mm)
bubrega (g) bubrega razine)
(% tjelesne
mase)
Zenke Ctrl. 2,04 £0,20 0,55 +0,03 242,75 + 34233 £ 0,90 £ 0,25
128,24 147,35
HFHSD 2,33 +£0,65 0,52 £0,08 419,80 = 622,03 £ 1,48 £ 0,75
134,93 232,68
HFHSD+Metf. 2,33+0,28 0,56 = 0,05 291,67 + 408,79 + 1,21 £ 0,48
103,84 153,02
HFHSD+Lir. 2,42+ 0,19 0,69+ 0,10 366,20 + 479,50 = 0,68
133,64 226,60 0,33%%
Zenke 0,1434 0,0874 0,2809 0,1364 0,0454
- P
muZjaci Ctrl. 3,96 £ 0,39 0,66 = 0,07 98,00 + 3,56 146,37 £ 5,30 0,52 + 0,08
HFHSD 3,62 +0,22 0,55+ 0,07 195,00 + 247,43 + 0,91 +0,24"
97,86" 106,23*
HFHSD+Metf. 3,82+ 0,37 0,58 £0,07 192,83 + 289,90 += 1,00 £ 0,34"
59,90" 88,57"
HFHSD+Lir. 3,49 £ 0,58 £0,07 22325+ 276,58 0,73 £ 0,26
0,57"8 107,66 106,94*
muzjaci 0,0335 0,1336 0,0209 0,0171 0,0059
-P

Kruskal-Wallisov test nakon kojeg slijedi Man-Whitney test. P < 0,05 u usporedbi s: * Ctrl.; # HFHSD; $
HFHSD + Metf.

5.4. Utjecaj metformina i liraglutida na debljinu Bowmanove ¢ahure u

bubrezima Stakora hranjenih prehranom s visokim udjelom masti i Secera

Prehrana s visokim udjelom masti i Se¢era znacajno je povecala debljinu BC-a u Stakora
oba spola, bez obzira na primijenjenu terapiju, i to u Zenki (Ctrl. u odnosu na HFHSD, P =
0,0122; Ctrl. u odnosu na HFHSD + Metf., P = 0,0081 1 Ctrl. u odnosu na HFHSD + Lir., P =
0,0122) te u muzjaka Stakora (Ctrl. u odnosu na HFHSD, P =0,0081; Ctrl. u odnosu na HFHSD
+ Metf., P = 0,0024 i Ctrl. u odnosu na HFHSD + Lir., P = 0,0024; Slika 9.).

Metformin 1 liraglutid nisu imali zna¢ajan utjecaj na debljinu BC-a kod Zenki Stakora
hranjenih  HFHSD. Medutim, kod muZjaka S$takori hranjeni HFHSD-om te lijeCeni
metforminom imali su najdeblji BC. U toj je skupini debljina BC-a bila znacajno veca u
usporedbi sa svim ostalim HFHSD skupinama muskoga spola (P = 0,0104 u odnosu na HFHSD
1 P =0,0009 u odnosu na HFHSD + Lir.).
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Slika 9. Rezovi bubrega obojeni periodi¢nom kiselinom po Schiffu (PAS). Reprezentativne
mikrofotografije rezova bubrega obojenih PAS-om. Uvecanje objektiva: 40 x. BC, Bowmanova
Cahura; vrhovi strelica oznac¢avaju zadebljanje BC; Ctrl., kontrolna skupina; HFHSD, skupina
na prehrani s visokim udjelom masti i Se¢era; HFHSD + Metf., skupina hranjena HFHSD-om
na terapiji metforminom; HFHSD + Lir., skupina hranjena HFHSD na terapiji liraglutidom; Z,
zenke; M, muzjaci. # — P < 0,05, ## — P < 0,01 statisti¢ki znacajna razlika izmedu naznacenih
skupina Zenki; * — P < 0,05, ** — P < 0,01, *** — P < 0,001 statisticki znacajna razlika izmedu
naznacenih skupina muzjaka (Kruskal-Wallis ANOVA, nakon ¢ega slijedi Mann-Whitney test).

Grafovi pokazuju srednju vrijednost + SD. Mjerilo = 20 um.

5.5. Utjecaj metformina i liraglutida na stupanj glomeruloskleroze u bubrezima

Stakora hranjenih prehranom s visokim udjelom masti i Se¢era

Osim u zenki Stakora lijeCenih liraglutidom, nije zabiljeZzena znacajna razlika u
glomerularnom zbroju medu skupinama.
U navedenoj je skupini primijeceno znacajno smanjenje glomerularnoga zbroja u usporedbi sa
svim ostalim skupinama zenskoga spola (P = 0,0157 u odnosu na Ctrl; P = 0,0119 u odnosu na

HFHSD i P = 0,0080 u odnosu na HFHSD + Metf).

5.6. Utjecaj metformina i liraglutida na stupanj tubulointersticijske fibroze u

bubrezima S§takora hranjenih prehranom s visokim udjelom masti i Secera

Prehrana s visokim udjelom masti i Se¢era uzrokovala je tubulointersticijsku fibrozu u
bubrezima Stakora oba spola — u muzjaka (Ctrl. u odnosu na HFHSD, P = 0,0081) i Zenki (Ctrl.
u odnosu na HFHSD, P = 0,0119; Slika 10.).

Terapija metforminom uz HFHSD takoder je znacajno povecala stupanj fibroze u
bubrezima muzjaka i Zenki Stakora u usporedbi s kontrolnim skupinama (Ctrl. u odnosu na
HFHSD + Metf.; u muzjaka P = 0,0024 i u zenki P = 0,0074). Nadalje, u zenki Stakora
metformin je uz HFHSD cak znacajno povecao postotak fibroznih lezija u usporedbi sa
skupinom HFHSD (P = 0,0075).

Suprotno tome, liraglutid je uz HFHSD znacajno smanjio stupanj tubulointersticijske fibroze u

muzjaka Stakora (P = 0,0063 u odnosu na HFHSD i P = 0,0009 u odnosu na HFHSD + Metf.).
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Slika 10. Promjene u stupnju tubulointersticijske fibroze povezane s lijekovima.
Reprezentativne mikrofotografije rezova bubrega obojenih trikromnim bojanjem po Malloryju.
Uvecanje objektiva: 40 x. T/I, tubulointersticijski; vrhovi strelica oznacavaju T/I fibrozu; Ctrl.,
kontrolna skupina; HFHSD, skupina na prehrani s visokim udjelom masti i Se¢era; HFHSD +
Metf., skupina hranjena HFHSD na terapiji metforminom; HFHSD + Lir., skupina hranjena
HFHSD-om na terapiji liraglutidom; Z, Zenke; M, muZjaci. # — P <0,05, ##— P < 0,01 statisticki
znacajna razlika izmedu naznacenih skupina zenki; ** — P < 0,01, *** — P < 0,001 statisticki
znacajna razlika izmedu naznacenih skupina muzjaka (Kruskal-Wallis ANOVA, nakon cega

slijedi Mann-Whitney test). Grafovi pokazuju srednju vrijednost + SD. Mjerilo = 20 pm.
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5.7. Utjecaj metformina i liraglutida na mitohondrije u bubrezima Stakora

hranjenih prehranom s visokim udjelom masti i Seera

Prehrana s visokim udjelom masti i Se€era nije uzrokovala zna¢ajne promjene u postotku

podrucja obuhvacenoga mitohondrijima (Slika 11.).

Medutim, terapija metforminom u Stakora oba spola koji su hranjeni HFHSD-om
znacajno je povecala postotak povrSine histoloskih presjeka bubrega obuhvaéenog
mitohondrijima — u zenki (P = 0,0081 u odnosu na Ctrl.; P =0,0081 u odnosu na HFHSD) te u
muzjaka Stakora (P = 0,0104 u odnosu na HFHSD).

Jednak je uc¢inak utvrden i za liraglutid — u zenki (P = 0,0122 u odnosu na Ctrl.; P =0,0122 u
odnosu na HFHSD) te u muzjaka (P = 0,0168 u odnosu na Ctrl.; P = 0,0043 u odnosu na
HFHSD).

U¢inci metformina 1 liraglutida o€ito nisu ovisili o spolu Stakora.
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Slika 11. Promjene u brojnosti mitohondrija povezana s lijekovima. Reprezentativne
mikrofotografije rezova bubrega obojenih fosfovolframskom kiselinom i hematoksilinom
(PTAH). Uvecanje objektiva: 40 x. Ctrl., kontrolna skupina; HFHSD, skupina na prehrani s
visokim udjelom masti 1 Se¢era; HFHSD + Metf., skupina hranjena HFHSD-om na terapiji
metforminom; HFHSD + Lir., skupina hranjena HFHSD-om na terapiji liraglutidom; Z, Zenke;
M, muZzjaci. # - P < 0,05, ## — P <0,01 statisticki znacajna razlika izmedu naznacenih skupina
zenki; * — P < 0,05, ** — P < 0,01 statisti¢cki znacajna razlika izmedu naznacenih skupina
muzjaka (Kruskal-Wallis ANOVA, nakon ¢ega slijedi Mann-Whitney test). Grafovi pokazuju
srednju vrijednost +£ SD. Mjerilo = 20 pm.
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5.8. Lokalizacija i izrazaj Cx45 i Panx1 u bubrezima Stakora na dugotrajnoj

prehrani s visokim udjelom masti i Seera

Uoceno je da izrazaj Cx45 prevladava u proksimalnim kanali¢ima s relativno niskom

ekspresijom u glomerulima (Slika 12.).

U Zenki Stakora liraglutid je, uz HFHSD, zna¢ajno povecao izrazaj Cx45 u usporedbi s
Ctrl. i HFHSD skupinom (Ctrl., P = 0,0122; HFHSD, P = 0,0216). U muzjaka je izrazaj Cx45
u skupini HFHSD + Metf. znacajno povecan u odnosu na Ctrl. skupinu (P = 0,0239).
Medutim, nije bilo razlike u izrazaju Cx45 izmedu $takora iz Ctrl. i HFHSD skupina za oba
spola. [zrazaj Cx45 bio je znacajno veci u muzjaka iz skupine HFHSD + Lir. u usporedbi s Ctrl.

(P =0,0168) i HFHSD skupinom (P = 0,0103).

Tijekom ovoga istrazivanja zapazeno je da je Panxl prvenstveno bio izraZzen u
glomerulima. Osim u glomerulima, izraZen je u tubulima s prevladavanjem izrazaja u distalnom

zavijenom kanali¢u. Unutar intersticija i na endotelu krvnih Zila izrazaj Panx1 vrlo je nizak.

U glomerulima je izrazaj Panx1 bio znacajno ve¢i u muzjaka lije¢enih metforminom u
usporedbi s Ctrl. skupinom (P = 0,0188; Slika 13.). U glomerulima Zenki Stakora izrazaj Panx1
bio je najveéi u skupini HFHSD + Lir. (P = 0,0114 u odnosu na Ctrl; P = 0,0204 u odnosu na
HFHSD i P =0,0077 u odnosu na HFHSD + Metf).

U tubulima je izrazaj Panx1 bio zna€ajno povecan u zenki na terapiji metforminom (P = 0,0080
u odnosu na Ctrl. i P =0,0081 u odnosu na HFHSD + Lir.). Tubularni izrazaj Panx1 u muzjaka
bio je znacajno vec¢i u svim skupinama koje su hranjene HFHSD-om u usporedbi s Ctrl.

skupinom (HFHSD, P = 0,0358; HFHSD + Metf.; P = 0,0081 i HFHSD + Lir.; P = 0,0280).
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Slika 12. Izrazaj koneksina 45 (Cx45) u bubrezima pokusnih Stakora. Reprezentativne
mikrofotografije rezova bubrega obojenih Cx45-imunohistokemijom. Uvecanje objektiva: 40
x, Ctrl., kontrolna skupina; HFHSD, skupina na prehrani s visokim udjelom masti 1 Secera;
HFHSD + Metf., skupina hranjena HFHSD-om na terapiji metforminom; HFHSD + Lir.,
skupina hranjena HFHSD-om na terapiji liraglutidom; Z, Zenke; M, muZjaci. # — P < 0,05
statisticki znacajna razlika izmedu naznacenih skupina zenki; * — P < 0,05 statisticki znacajna
razlika izmedu naznaCenih skupina muZzjaka (Kruskal-Wallis ANOVA, nakon cega slijedi

Mann-Whitney test). Grafovi pokazuju srednju vrijednost = SD. Mjerilo = 20 pm.
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Slika 13. Izrazaj paneksina 1 (Panxl) u bubrezima pokusnih Stakora. Reprezentativne
mikrofotografije rezova bubrega obojenih Panx1-imunohistokemijom. Uvecanje objektiva: 40
x. Ctrl., kontrolna skupina; HFHSD, skupina na prehrani s visokim udjelom masti i Secera;
HFHSD + Metf., skupina hranjena HFHSD-om na terapiji metforminom; HFHSD + Lir.,
skupina hranjena HFHSD-om na terapiji liraglutidom; 7, zenke; M, muzjaci. # — P < 0,05, ##
— P < 0,01 statisticki znacajna razlika izmedu navedenih skupina Zenki; * — P < 0,05; ** — P <
0,01 statisticki znacajna razlika izmedu naznacenih skupina muzjaka (Kruskal-Wallis ANOVA,
nakon ¢ega slijedi Mann-Whitney test). Grafovi pokazuju srednju vrijednost = SD. Mjerilo =

20 pm.
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6. RASPRAVA



Svrha ovoga istrazivanja bila je prikazati izrazaj razli¢itih koneksina i paneksina 1 u
bubreznoj kori Stakora na modelu DM1 te onih na dugotrajnom HFHSD-u. Na DM1 modelu
prikazan je utjecaj prehrane s razli¢itim omjerom izmedu omega-6 i omega-3 PUFA-a. Na
Stakorima hranjenim HFHSD-om pokazana je ucinkovitost terapije metforminom ili
liraglutidom na bubreznu patologiju, uz poseban osvrt na razlike u ucinkovitosti lijekova s

obzirom na spol Stakora.

Prema rezultatima dosadasnjih istrazivanja, prehrana koja je obogacena mastima i
Secerima kljucna je za izazivanje MS-a (85,89). Budu¢i da se MS prvenstveno pojavljuje u
starijih osoba nakon viSegodiSnjih utjecaja ¢imbenika okolisa (151), u drugom je dijelu
istrazivanja koriSten dugotrajni HFHSD kao model kojim bi se u starih Stakora izazvali
metabolicki poremecaji karakteristi¢ni za MS. Mati¢ i suradnici u svom su istrazivanju prikazali
da istovjetan HFHSD dovodi do pretilosti u Stakora oba spola, ali ne utjeCe na promjenu razine
glukoze u krvi (152). Nadalje, Seikrit 1 suradnici potvrdili su da istovjetan HFHSD model za
MS uzrokuje povecanje opsega struka kao znak visceralne pretilosti, no bez znacajnih
odstupanja u vrijednostima serumskoga kolesterola. lako ovaj HFHSD model MS-a nije utjecao
na razinu glukoze u krvi, uzrokovao je poremecaj tolerancije glukoze $to je dokazano testom
tolerancije glukoze i testom inzulinske osjetljivosti (151). Vrlo je vjerojatno da sama prehrana
u ovom modelu nije bila dovoljna da bi se izazvao poremecaj glukoze nataste te bi uz dugotrajni

HFHSD trebalo ukljucitii niske doze STZ-a.

6.1. Izrazaj koneksina i paneksina 1 u bubrezima dijabeti¢nih Stakora i Stakora

hranjenih prehranom s visokim udjelom masti i Secera

Glavne izoforme koneksina koje su prisutne u bubrezima su Cx40, Cx43 i Cx45 s tim
da je Cx43 najvise proucavan od svih (24). U ovom je istrazivanju na DM1 modelu dokazano
da je izrazaj Cx43 znacajno smanjen u dijabeti¢nih Stakora, $to je u skladu s rezultatima
istraZivanja na Stakorima s ranim stadijem DM1. U tom je istrazivanju koriStena Western blot
analiza koja je pokazala znacajno smanjenje izrazaja Cx43 u bubreznom tkivu dijabeti¢nih
Stakora u usporedbi s njihovim nedijabeti¢nim kontrolama (64). Zeng i suradnici takoder su
primjenom Western blot analize utvrdili da DM1 znacajno smanjuje izrazaj Cx43 u bubreznom
tkivu Stakora (24). U prilog tome, u istrazivanju na kulturi stanica opisano je da su razine mRNA
1 proteina Cx43 znacajno smanjene u glomerularnim mezangijskim stanicama Stakora koje su

bile izlozene visokim koncentracijama glukoze (63). Medutim, Hills 1 suradnici su u svom
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istraZivanju pokazali drukcije rezultate. U bioptiCkom materijalu bubrega, dobivenom od
pacijenata s DN-om, dokazali su znacajno povecanje tubularnoga izrazaja Cx43 (153). Razlicit
tip DM-a (tip 1 u odnosu na tip 2) mogao bi objasniti razlike u rezultatima prikazanih
istrazivanja jer je u svima s istovjetnim rezultatima koristen model DM1, a Hills i suradnici
nisu naveli koji su tip DM-a imali bolesnici s DN-om. Zbog vece prevalencije DM2 vrlo
vjerojatno su bolesnici s DN-om imali upravo tip 2 DM-a. Podatci iz literature takoder podupiru
navedeno objasnjenje. Na pretilim Stakorima s DM2 Western blot analiza nije otkrila znacajnu
promjenu u razini izrazaja Cx43 u bubrezima (65). Medutim, u istrazivanju na bioptickim
uzorcima bubrega bolesnika s DM2 i DN utvrdeno je smanjenje izrazaja Cx43 u podocitima
(66). Stoga visoke koncentracije glukoze vrlo vjerojatno razli¢ito utjecu na izrazaj koneksina
(povecanje ili smanjenje izrazaja), S§to je u ovisnosti ne samo o tipu DM-a nego 1 o vrsti stanica
u kojoj su koneksini izrazeni. U ovom je istrazivanju na DMI modelu dokazana
imunoreaktivnost Cx43 u stanicama proksimalnih zavijenih kanali¢a Stakora. Jasno je da sve
stanice u fizioloSkim uvjetima ne izrazavaju jednake izoforme koneksina niti DM mijenja u
svim vrstama stanica razinu izrazaja koneksina na istovjetan nacin (12,17). Smanjenje izrazaja
Cx43 zabiljezeno je u glomerularnim mezangijskim stanicama, podocitima (63,66) te stanicama
proksimalnih zavijenih kanali¢a, a povecanje izraZaja u stanicama sabirnih cjevc€ica i1 kanali¢a
(bez navodenja jesu li proksimalni ili distalni) (15,153). Uz vrstu stanica sigurno i vrsno
specificne razlike utjeCu na opisane suprotne ucinke visokih koncentracija glukoze na izrazaj

koneksina. Za potvrdu su svakako potrebna nova istrazivanja.

Visoka koncentracija glukoze sprjeCava medustanicnu komunikaciju koja se odvija
tijesnim spojevima (16), utjeCe na sintezu proteina (154) te moze mijenjati transkripciju i
translaciju gena koji kodiraju koneksine (63). Medutim, joS$ nije sasvim jasno definirano kako
visoka koncentracija glukoze utjece na sintezu koneksina. Hiperglikemija moze dovesti do
smanjenja njihove sinteze jer uzrokuje smanjenje sinteze mRNA i proteina (67). S druge strane,
moguce je da se u stanjima s visokom koncentracijom glukoze poveéa sinteza koneksina, §to bi
bila kompenzacija za hiperglikemijom naruSenu medustani¢nu komunikaciju. Tako bi veci broj
koneksina bio na raspolaganju za formiranje tijesnih spojeva, ali se sdm proces formiranja, zbog
hiperglikemijom uzrokovanoga gubitka medustani¢ne adhezivnosti, ne bi mogao pravilno

izvrsiti (16,153,154).

U manjem je broju istrazivanja prikazan utjecaj DM-a na izrazaj Cx40 i Cx45 u

bubrezima. Zeng 1 suradnici opisali su, uz Cx43, i promjenu izrazaja Cx40 1 Cx45 na modelu
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DMI1. U Stakora s DN-om dokazali su znacajno smanjenje izrazaja Cx40 (24). Taj je nalaz
usporediv s rezultatima ovoga istrazivanja gdje je pokazano znacajno smanjenje izrazaja Cx40
u Stakora s DM1. U njihovom je istrazivanju izrazaj Cx45 takoder bio znacajno smanjen u
dijabeticnih Stakora (24). Rezultati ovog istrazivanja nisu pokazali promjenu u razini izrazaja

Cx45 u bubrezima Stakora s DM1 niti u bubrezima Stakora hranjenth HFHSD-om.

Razlicite izoforme koneksina mogu biti koeksprimirane u istoj stanici. Poznato je da su
Cx40 i Cx43 Cesto zajedno izraZzeni u stanicama kardiovaskularnoga sustava te da sudjeluju u
formiranju heteromernih/heterotipnih kanala. Ovisno o tome koji je od ta dva koneksina
dominantno izraZen u stanici, mijenjaju se i svojstva tijesnoga spoja. Najvazniji ¢cimbenik koji
utjeCe na to koji je koneksin zastupljeniji, odnosno kakav je omjer izrazaja Cx40 1 Cx43,
stani¢no je okruzenje (155). Time bi se moglo objasniti zasto pojedina istrazivanja na razli¢itim

vrstama Zivotinja 1 modelima DM-a pokazuju druk¢ije rezultate imunoekspresije koneksina.

Paneksinski kanali vazni su u razli¢itim metabolickim poremecajima, ukljucuju¢i DM
(31,156). Nazalost, jos je uvijek mali broj istrazivanja koja opisuju povezanost izmedu izrazaja
Panx1 i DM-a. Pretilost je jedan od glavnih ¢imbenika za razvoj inzulinske rezistencije 1 DM-
a. Uz to je 1 glavna sastavnica MS-a. Dokazano je da je izraZaj Panx1 u visceralnom masnom
tkivu pretilih osoba povecan te da korelira sa stupnjem inzulinske rezistencije 1 vrijednostima
glukoze nataste (30). U membranama sinaptosoma roznice u oboljelih od DM2 utvrden je
povecani izrazaj Panx1 (33). Navedeni su nalazi usporedivi s rezultatima ovoga istrazivanja gdje
je uoceno znacajno povecanje izrazaja Panxl u kanali¢ima bubrega dijabeti¢nih Stakora te
muzjaka Stakora hranjenih HFHSD-om, $to bi moglo ukazivati na njegovu ulogu u razli¢itim
mehanizmima koji su povezani s navedenim metabolickim poremecajima, poput upale,
endotelne disfunkcije i fibroze (87). Proupalni su uc¢inci Panx1 ve¢ jako dobro poznati (32), a
pojedina nesto novija istrazivanja ukazala su na njegove profibroti¢ne u¢inke (28). Uloga Panx1
u bubrezima jo§ uvijek nije u potpunosti jasna. Poznato je da sudjeluje u patofiziologiji
inzulinske rezistencije te je vazan za regulaciju krvnoga tlaka (31).

Ocito je da visoka koncentracija glukoze utjece na razinu izrazaja Panx1 u razli¢itim tkivima i
vrstama stanica. U ovom je istraZivanju po prvi put opisan utjecaj DM1 i HFHSD-a na
imunoekspresiju Panx1 u bubrezima. Zanimljivo, najveéa razina izrazaja Panx1 u Stakora s
DM1 zabiljeZena je u stanicama distalnih zavijenih kanali¢a u kojima se Panx1 rijetko susrece.
To bi moglo biti povezano s izrazenom vakuolizacijom stanica distalnih zavijenih kanali¢a 1

oStecenjima koja su primijeCena u DM1 modelima (143,157) gdje je vjerojatno doslo do
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povecane propusnosti staniéne membrane. U ovom istraZzivanju na Stakorima hranjenim
HFHSD-om najve¢i izrazaj Panx1 opisan je u glomerulima, a tek potom u stanicama distalnih

zavijenih kanalica.

6.2. Utjecaj prehrane bogate polinezasicenim masnim Kkiselinama te terapije
metforminom i liraglutidom na izraZaj koneksina i paneksina 1 u bubrezima

Stakora

Prema dosadasnjim podatcima iz literature malo se zna o utjecaju prehrane bogate
PUFA-ama na izrazaj koneksina u oboljelih od DM-a. Opisan je samo uc¢inak n-3 PUFA-a na
izrazaj miokardnoga Cx43, koji je u navedenim istrazivanjima pridonio poboljSanju sréane
funkcije (108,109). U ovom su istrazivanju prvi put prikazane promjene bubrezne
imunoekspresije koneksina u ovisnosti o suplementaciji PUFA-a u prehrani dijabeticnih

Stakora.

Rezultati ovoga istrazivanja na modelu DM1 dokazali su da dodatak n-3 PUFA-a u
prehrani Stakora uzrokuje znacajno povecanje bubreznoga izrazaja Cx43 u dijabeti¢nih Zivotinja.
Ovi se rezultati djelomi¢no slazu s nalazima istrazivanja Zhukovske i1 suradnika u kojem su
uocene znacajne promjene u razini izrazaja Cx43 u miokardu dijabeti¢nih Stakora Cija je
prehrana bila obogac¢ena n-3 PUFA-ama. Medutim, u njihovom istraZivanju, u kojem je takoder
koristen DM1 model, dobrobit prehrane bogate n-3 PUFA-ama povezana je sa smanjenjem
povisSenih razina izraZaja Cx43 (109). Prema tome, ocito je da postoji neslaganje oko toga kako
n-3 PUFA-e utjecu na razinu Cx43 u razli¢itim tkivima. Takoder, razli¢it u¢inak n-3 PUFA-a
na izrazaj Cx43 uocava se i u istim tkivima. U Stakora s DM2 razina izraZaja Cx43 u miokardu
povecana je u usporedbi s nedijabeti¢nim zivotinjama. Budu¢i da je prehrana obogaéena n-3
PUFA-ama dovela do joS znaCajnijega povecanja izrazaja Cx43, njeni su blagotvorni ucinci
objasnjeni povec¢anjem omjera izmedu fosforiliranoga i ukupnoga Cx43. Nadalje, u istome
istrazivanju dodatak n-3 PUFA-a u prehrani povecao je razinu ukupnoga i fosforiliranoga Cx43
u miokardu u usporedbi s dijabetinim Zzivotinjama (108). Dobro je poznato da PUFA-e
mijenjaju izrazaj, distribuciju i posttranslacijsku modifikaciju koneksina, ali tocan mehanizam

jos uvijek nije poznat (95).

Smatra se da PUFA-e smanjuju kardiovaskularni rizik te imaju blagotvorne ucinke na

pojedine metaboliCke poremecaje poput DM-a (95,101,158). Bubrezna se funkcija u osoba
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oboljelih od DM-a poboljSava zbog smanjenja patoloskih strukturnih promjena, ukljucujuci
glomerulosklerozu i tubularnu fibrozu (103). Povoljni ucinci suplementacije PUFA-ama
dokazani su u bolesnika oboljelih od DM-a (101) te na raznim Zivotinjskim modelima DM-a
(102,103,106). Pacijenti s DM2 te visokim udjelom ukupnih i n-3 PUFA-a u eritrocitima imali
su znacajno manji rizik smanjenja bubrezne funkcije u ispitivanom razdoblju od Cetiri godine
(101). Repicino ulje, koje sadrzi n-3 PUFA-e, sprijecilo je razvoj DN-a u Stakora s DM1 (103),
dok je prehrana s niskim omjerom n-6/n-3 produljila prezivljenje nepretilih dijabeti¢nih (engl.

non-obese diabetic, NOD) miSeva u modelu DM1 (106).

Iako u vedini istrazivanja nije dokazan utjecaj n-6 PUFA-i na izrazaj koneksina
(105,159), ovo je istrazivanje na DM1 Stakorskom modelu pokazalo povezanost s izrazajem
Cx43 1 Cx45 u bubrezima Stakora. Ucinak suplementacije n-6 PUFA-ama, odnosno prehrane s
visokim n-6/n-3 omjerom, na izrazaj Cx43 usporediv je s u¢inkom n-3 PUFA-a jer su obje
dovele do znacajnoga povecanja njegovoga izrazaja u odnosu na dijabeti¢nu skupinu Stakora.
Stoga bi se moglo zakljuciti da suplementacija n-6 PUFA-ama moze djelovati protektivno na
bubrege, slicno djelovanju n-3 PUFA-i. U prilog tome, Puebla i suradnici opisali su povoljan
uc¢inak LA-e, jedne od n-6 PUFA-i, te su ga povezali s povecanjem razine izrazaja Cx43 u

epitelnim stanicama Zeluca (160).

Sto se tite Cx45, u ovom istrazivanju na dijabeti¢nim S$takorima uodeno je da
suplementacija s n-6 PUFA-ama dovodi do znacajnoga smanjenja njegovog izrazaja, i to u
usporedbi s kontrolnom i dijabeticnom skupinom. Budu¢i da nije bilo znacajne razlike izmedu
tth dviju skupina, moze se zakljuciti da n-6 PUFA-e nemaju blagotvoran ucinak, ve¢ i
pogorsavaju bubreznu funkciju u Stakora s DM1.

U pokusu sa stakorima hranjenim HFHSD-om ovdje se dokazalo da je izrazaj Cx45 ovisan o
spolu i primijenjenoj terapiji — u muzjaka Stakora lijeCenih metforminom razina izrazaja Cx45
bila je najveca, dok je u zenki liraglutid imao jednak u¢inak. Ve¢ u nekim ranijim istraZivanjima
opisano je da lijekovi mijenjaju izrazaj koneksina u kardiovaskularnom sustavu (124,142).
Metformin i liraglutid povecali su razinu izrazaja Cx43 — metformin in vitro u sréanim stanicama
(124) te liraglutid u sr¢anim stanicama pretilih miSeva s MS-om koji je bio izazvan s HFD-om
(142). Razlike u spolu mogle bi biti posljedica sporije tubularne eliminacije liraglutida kod
jedinki zenskoga spola (129), $to bi pak moglo dovesti do produljenoga ucinka liraglutida u
bubrezima. Povecanje tubularnoga izrazaja Cx45 u kanali¢ima Stakora lijecenih liraglutidom

koji su hranjeni HFHSD-om moglo bi se barem djelomi¢no objasniti sposobnoscu liraglutida
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da uspostavi poremecenu homeostazu ER-a. Naime, HFD uzrokuje ER-stres te utjeCe na
presavijanje i promet proteina, uklju¢ujuéi koneksine, §to dovodi do nakupljanja pogresno
savijenih proteina. Taj proces u kona¢nici moZze uzrokovati apoptozu i stanicnu smrt (102,161).
Nadalje, ER-stres moze pokrenuti mehanizme neapoptotske stanicne smrti koji su
karakterizirani pojacanom autofagijom (162). Brojna istrazivanja dokazala su da liraglutid 1
drugi GLP-1-analozi imaju povoljan u¢inak na ER-stres u razli¢itim tkivima i modelima
(102,134,163—166). Terapija liraglutidom, dovodec¢i do poboljsanja ostecCene funkcije ER-a,
mogla bi djelovati protektivno te omoguditi pravilno presavijanje koneksina $to bi rezultiralo
nizom stopom onih koji su nepravilno presavijeni i tako predvideni za razgradnju autofagijom.
Metformin, koji takoder dovodi do povecanja izrazaja Cx45, vrlo vjerojatno ima slicno
djelovanje. Dokazano je da smanjuje ER-stres te inhibira putove autofagije u mononuklearnim
stanicama periferne krvi pacijenata oboljelih od DM2 (167). Kao potvrda gore navedenom,
Kawakami 1 suradnici pokazali su da ER-stres potice autofagiju u stanicama proksimalnih
kanali¢a (162). Upravo se u tim stanicama dokazalo povecanje izrazaja Cx45 nakon primjene
metformina 1 liraglutida, Sto upucuje na to da bi ovi lijekovi mogli smanjiti razinu ER-stresa te

autofagiju koneksina.

Osim povezanosti suplementacije n-6 PUFA-ama s izraZzajem koneksina, dokazan je i
njen utjecaj na izrazaj paneksina. U relativno novijem istraZivanju prikazano je da metaboliti
n-6 PUFA-i ublaZzavaju cerebralnu ishemijsko-reperfuzijsku ozljedu tako $to inhibiraju Panx1-
kanale (168). U ovom istrazivanju dokazano je da Stakori s visokim omjerom n-6/n-3 PUFA-iu
prehrani imaju smanjeni izrazaj Panx1 u odnosu na dijabeti¢nu skupinu Zivotinja, §to bi moglo
ukazivati na povoljan uc¢inak n-6 PUFA-i. Medutim, svakako su potrebna daljnja istrazivanja
koja bi objasnila sva uo¢ena neslaganja oko djelovanja n-6 PUFA-i u oboljelih od DM-a.

Do sada se tek manji broj istrazivanja bavio proucavanjem uc¢inaka n-6 PUFA-i u prehrani
oboljelih od DM-a. U istrazivanju Kopal i suradnika dodatak n-6 PUFA-i u prehrani Stakora s
DMI1 doveo je do povecanja oksidativnoga stresa te je tako potvrden njihov prooksidativan
ucinak (100). Ne samo da n-6 PUFA-e pridonose oksidacijskom oStecenju (100), vec
povecavaju inzulinsku rezistenciju i rizik od pretilosti. Svi ti ¢imbenici zajedno sudjeluju u
patogenezi DM-a (97). S druge strane, pojedina istrazivanja opisala su i povoljne ucinke
prehrane obogacene n-6 PUFA-ama (94,160,169). Uzimajuéi u obzir njihove proupalne,
protrombotske 1 prooksidativne ucinke (100), potreban je oprez pri donoSenju zakljuaka o

njihovom eventualno korisnom djelovanju u oboljelih od DM-a.
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6.3. PatohistoloSke promjene u bubrezima Stakora hranjenih prehranom s visokim

udjelom masti i SeCera uz terapiju metforminom i liraglutidom

Najznacajnija patoloska promjena koja je pronadena u bubrezima Stakora hranjenih s
HFHSD-om bila je izraZzena tubulointersticijska fibroza, jedna od promjena koje su
karakteristi¢ne i za MS. Za MS karakteristi¢no je oStecenje glomerula koje ukljucuje proSirenje
mezangijskoga matriksa, oSte¢enje podocita i glomerulosklerozu (88). Uz ostecenje glomerula,
MS utjece i na druge dijelove nefrona uzrokujuc¢i tubularnu atrofiju i intersticijsku fibrozu (76).
U zenki HFHSD Stakora niti jedan od primijenjenih lijekova nije poboljSao tubulointersticijsku
fibrozu, dapace lijecenje metforminom c¢ak ju je i pogorsalo. Suprotno tome, u HFHSD-u
muzjaka lijecenje liraglutidom znacajno je umanjilo tubulointersticijsku fibrozu. Ova su
saznanja u skladu s onima iz drugih istrazivanja koja su pokazala blagotvorne ucinke liraglutida
u sprjecavanju napredovanja tubulointersticijske fibroze kod Stakora hranjenih HFD-om (140),
u Stakorskom DM2 modelu (128) te u mi§jem UUO modelu bubrezne fibroze (71). Medutim,
pogorSanje tubulointersticijske fibroze uoceno kod HFHSD S§takora Zenskoga spola lijeCenih
metforminom posve je neocekivano. Vrlo je vjerojatno da terapija metforminom nije bila

dovoljna da ublazi uznapredovala oStec¢enja uzrokovana dugotrajnim HFHSD-om.

Prikazani nalazi tubulointersticijske fibroze mogu se povezati s rezultatima promjene
izrazaja Cx45 1 Panx1 koji su zabiljeZeni u istraZivanju na Stakorima hranjenih s HFHSD-om.
Usporedujuci ih s promjenama izrazaja Cx45 u ovisnosti o primijenjenoj terapiji, moze se
zaklju¢iti da bi povecanje izrazaja Cx45 moglo biti povezano s poboljSanjem
tubulointersticijske fibroze jer nije pronaden porast izrazaja Cx45 u nelijecenih Zivotinja
hranjenih HFHSD-om. Takoder, kako je najveci izrazaj Cx45 u ovom istraZivanju zabiljeZen
upravo u stanicama proksimalnih zavijenih kanali¢a, za koje se zna da imaju vaznu ulogu u
razvoju tubulointersticijske fibroze (170), vrlo je vjerojatno da su promjene izrazaja Cx45

povezane s napredovanjem i pogorsanjem tubulointersticijske fibroze.

Znacajan porast tubularnoga izrazaja Panx1 zabiljezen je u zenki Stakora hranjenih
HFHSD-om 1 lijeCenih metforminom, S§to bi moglo biti povezano s uocenom
tubulointersticijskom fibrozom jer je upravo u toj skupini Zivotinja ista bila najizrazenija. lako
jos uvijek nema podataka koji povezuju Panx1 s bubreznom fibrozom, nekoliko je istrazivanja

dokazalo povezanost Panx1 s razvojem fibroze u miokardu (28,171).
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Panx1 je potencijalni biljeg ranoga oStecenja bubrega te bi mogao biti terapijski cilj
za ublazavanje akutnoga oSte¢enja bubrega. Inhibiranje Panx1 kanala u miSeva s akutnom

ozljedom bubrega imalo je blagotvoran ucinak (32).

Najznacajnija promjena koja je pronadena u glomerulima bilo je zadebljanje BC-a §to
je bilo vidljivo u svim skupinama Stakora koji su hranjeni HFHSD-om. Terapija lijekovima nije
dovela do poboljsanja. Stovise, metformin je uz HFHSD uzrokovao pogoranje te doveo do
veceg zadebljavanja BC-a, prvenstveno u muzjaka Stakora. Upravo u toj skupini zivotinja uocen
je povecan izrazaj Panxl u glomerulima pa se moze pretpostaviti da bi mogla postojati
povezanost izmedu procesa zadebljavanja BC-a i izrazaja Panxl u bubreznom tkivu. To
potvrduje 1nalaz istrazivanja u kojem je dokazano da Panx1 kanali otpustanjem ATP-a tijekom
src¢anoga oStecenja aktiviraju fibroblaste koji proizvode kolagen i proteine ECM te tako dovode
do fibroze (171). Ovaj bi mehanizam mogao biti odgovoran za aktivaciju glomerularnih PEC-

a 1 njihovu proizvodnju proteina ECM 1 lu¢enja kolagena §to uzrokuje zadebljanje BC-a.

Stupanj glomerularne skleroze odreden na temelju glomerularnoga PAS-zbroja nije se
znacajno razlikovao medu skupinama, osim u skupini Zenki hranjenth HFHSD-om koje su
lijecene liraglutidom. Kod njih je primije¢eno znacajno smanjenje glomerularnoga PAS-zbroja
u odnosu na sve skupine zenskoga spola, pa cak 1 u usporedbi s kontrolnim Zivotinjama. Ovaj
nalaz vrlo se vjerojatno mozZe povezati s poznatim ucinkom liraglutida koji dovodi do
poboljsanja glomerularnih promjena koje se normalno susrecu tijekom starenja (172). Opisane
promjene u glomerulima bile su diskretne, a jedini vidljivi znak oStecenja glomerula bilo je
zadebljanje BC-a pa se vrlo lako moze razumjeti zasto ova vrsta oste¢enja nije do sada opisana.
U prilog tome, nisu primijeene znacajne promjene ukupne bubreZne mase uzrokovane
HFHSD-om, a izrazene kao postotak tjelesne mase. Medutim, pronadena je nesto veca ukupna
masa bubrega u zenki Stakora lijecenih liraglutidom te manja ukupna masa bubrega u muzjaka
lijecenih liraglutidom. Prethodna istrazivanja na Stakorima, koja opisuju osteéenje bubrega
povezana s pretilosti, pokazala su da terapija liraglutidom ima povoljan uc¢inak na fibroti¢ne
lezije (140).

Spolne razlike u djelovanju liraglutida mogu se objasniti razli¢itim metaboliziranjem lijekova
u jedinki muskoga i zenskoga spola. Budu¢i da je kod muskog spola primije¢ena povecana
brzina eliminacije liraglutida (129), skrac¢eno je vrijeme koje je na raspolaganju liraglutidu da

postigne svoj puni terapijski ucinak.
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Kako se patofizioloski procesi u MS-u i DN-u preklapaju, tako su patohistoloske
promjene u bubrezima oboljelih od MS-a sli¢ne promjenama koje su opisane u DN-u (81). U
ranoj fazi DN-a zadebljanje GBM-a vidljivo je elektronskim mikroskopom (56). Takoder je
dokazano da metaboli¢ke promjene u DN-u dovode do zadebljanja BC-a (58). Iako u literaturi
jo§ uvijek nema podataka, ove se promjene vrlo vjerojatno pojavljuju u MS-u. Rezultati ovoga
istrazivanja prvi su koji pokazuju zadebljanje BC-a u ovisnosti o HFHSD-u. Stovise, uo¢eno je
da debljina BC-a ovisi o spolu, ali 1 o vrsti primijenjene terapije. Tako je metformin uz HFHSD
znacajno povecao debljinu BC-a u muzjaka Stakora u usporedbi sa svim ostalim skupinama
muzjaka. Za spol specifican uc¢inak metformina ve¢ je utvrden u istrazivanju u kojem je
metformin sprijecio razvoj neuropatske boli, ali samo kod miSeva muskoga spola (116). Opisane
spolne razlike u djelovanju metformina mogu biti povezane s razlic¢itom razinom izrazaja OCT2
u proksimalnim zavijenim kanali¢ima ¢iji je izrazaj veéi u muzjaka nego u zenki Stakora
(118,119). Budu¢i da bubrezni OCT2 posreduje u izlu¢ivanju metformina urinom, veci izrazaj
OCT2 u jedinki muskoga spola povecava bubreznu eliminaciju metformina te smanjuje njegovu
razinu u plazmi. To rezultira ve¢om koncentracijom metformina u bubreZznom tkivu u odnosu
na koncentraciju u plazmi te dovodi do nakupljanja metformina u bubrezima muzjaka (118).
Dodatni su ¢imbenici koji tome pridonose: usporena tubularna sekrecija metformina te
produljeno vrijeme izlaganja zbog bazolateralne lokalizacije OCT2 (119). Povecana
koncentracija metformina u bubreznom tkivu svakako moZe pogorSati bubrezno oSteCenje u
muZzjaka. Uz to, izrazaj OCT2 znatno je ve¢i u pretilih miSeva koji su hranjeni HFD-om (119)
pa HFHSD ima dodatan ucinak na oSte¢enje bubrega u muzjaka Stakora na terapiji

metforminom.

Nisu svi rezultati ovoga istraZivanja na Stakorima hranjenim HFHSD-om specifi¢ni za
spol. U proksimalnim zavijenim kanali¢ima Stakora oba spola hranjenih HFHSD-om, koji su
bili na terapiji metforminom i liraglutidom, utvrden je porast u broju mitohondrija od priblizno
50 %. Ovi su rezultati u skladu s rezultatima brojnih istrazivanja koja povezuju metformin i
liraglutid s biogenezom, funkcijom mitohondrija te smanjenjem oksidativnoga stresa u

mitohondrijima razli¢itih organa (173—-178).

Prehrana i lijekovi koji se koriste u lijeCenju DM-a i MS-a svakako imaju barem
djelomican terapijski ucinak. Usprkos Cinjenici Sto metformin i liraglutid uz dobru regulaciju
povisenih koncentracija glukoze imaju i niz drugih pozitivnih ucinaka, treba uzeti u obzir i

njihova potencijalna nepovoljna djelovanja. Koneksini i paneksini kljuni su proteini u
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medustani¢noj komunikaciji koja je narusena u osoba oboljelih od DM-a, ali i u onih s MS-om.
Osim toga, povezani su s napredovanjem raznih komplikacija navedenih metabolickih
poremecaja, ukljucuju¢i DN te KBB. Stoga bi zasigurno mogli imati zna¢ajnu ulogu u ranom
otkrivanju smanjenja bubrezne funkcije ili biti cilj nekih novih terapijskih moguénosti za

oboljele.
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7. ZAKLJUCCI



Cx40, Cx43, Cx45 1 Panx1 najvise su izrazeni u stanicama proksimalnih zavijenih
kanalica.

Model Secerne bolesti tipa 1 dovodi do promjene u izrazaja Cx40, Cx43 i Panx1 u
bubrezima Stakora.

Razli¢it omjer izmedu omega-6 i omega-3 viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina u
prehrani mijenja izrazaj Cx43, Cx45 i Panx1 u bubrezima dijabeti¢nih Stakora.
Dugotrajna prehrana hranom s visokim udjelom masti 1 Se¢era dovodi do
zadebljavanja Bowmanove ¢ahure i tubulointersticijske fibroze u bubrezima Stakora.
Terapija metforminom i liraglutidom mijenja izrazaj Cx45 i Panx1 u bubrezima
Stakora.

. U¢inak lijekova metformina i liraglutida ovisan je o spolu.
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9. SAZETAK



Metabolicki poremecaji kao §to su pretilost, SeCerna bolest (DM) 1 metabolicki sindrom
(MS) utjeCu na medustani¢nu komunikaciju u brojnim tkivima i organima pa tako i u
bubrezima. To moZe rezultirati promjenama u izrazaju koneksina i paneksina jer su oni klju¢ni
za komunikaciju medu stanicama. Suplementacija polinezasiCenim masnim kiselinama
(PUFA) moze ublaZiti bubrezna oStecenja uzrokovana DM-om S§to bi se moglo odraziti na
stani¢noj razini mijenjanjem izrazaja koneksina, odnosno paneksina. Metformin i liraglutid
lijekovi su koji se koriste za lijeCenje oboljelih od DM-a, a zbog svojih pozitivnih metabolickih
ucinaka mogu se primijeniti i u terapiji MS-a. Uz to, brojna su istrazivanja pokazala da oba

lijeka djeluju protektivno na funkciju bubrega.

U istrazivanju na DM 1 modelu muzjaci Wistar Stakora podijeljeni su u Cetiri grupe na
temelju omjera izmedu n-6 i n-3 PUFA-ama u prehrani. Stakori u kontrolnoj (C) i dijabeti¢noj
(STZ) skupini imali su omjer 7, u STZ+N6 skupini 60, a u skupini (STZ+N3) koja je dobivala
16 % EPA-e 119 % DHA-e, omjer je bio 1. Za odredivanje izrazaja Cx40, Cx43, Cx54 i Panx1
u kori bubrega koriStena je imunohistokemija. U drugom dijelu istrazivanja Sprague-Dawley
Stakori oba spola podijeljeni su u Cetiri skupine: standardna prehrana, prehrana s visokim udjelom
masti i Se¢era (HFHSD), HFHSD uz terapiju metforminom i HFHSD uz terapiju liraglutidom.
LijeCenje je trajalo Cetrnaest tjedana. Histoloske metode koriStene su za procjenu patoloskih

promjena u bubrezima, a imunohistokemija za odredivanje izrazaja Cx45 i Panx]1.

Seéerna bolest tipa 1 dovela je do znatajnoga smanjenja izrazaja Cx40 i Cx43, dok je
izrazaj Panx1 bio znacajno povecan (P < 0,05 — P <0,01). Prehrana s razli¢itim omjerom n-6 i
n-3 PUFA-ama znacajno je utjecala na promjenu izraZaja Cx i Panx1. Visoki omjer n-6 i n-3
PUFA-i u prehrani uzrokovao je smanjenje izrazaja Cx45 i Panx1 (P < 0,05 — P < 0,01).
Prehrana s niskim n-6 i n-3 omjerom dovela je do povecanja izrazaja Cx43 u dijabeti¢nih Stakora
(P <0,01 — P <0,001). Prehrana s visokim udjelom masti i Secera nije dovela do promjene
izrazaja Cx45u bubrezima Stakora, dok je izrazaj Panx1 bio znacajno povecan u tubularnim
stanicama muzjaka hranjenih HFHSD-om (P < 0,05). Liraglutid je uz HFHSD u zenki doveo
do povecanja glomerularne ekspresije Panxl (P < 0,05 — P < 0,01), odnosno tubularne
ekspresije Panx1 u muzjaka Stakora (P < 0,05). U Stakora oba spola liraglutid je uz HFHSD
uzrokovao povecanje izrazaja Cx45 (P < 0,05). Terapija metforminom uz HFHSD u Stakora
oba spola dovela je do povecanja tubularnoga izrazaja Panx1 (P < 0,01 za zenke i P < 0,01 — P

< 0,05 za muzjake) dok je izrazaj Cx45 bio povecan samo u muzjaka (P < 0,05). Prehrana s
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visokim udjelom masti i Se¢era uzrokovala je zadebljavanje Bowmanove ¢ahure (BC) koju
terapija metforminom ili liraglutidom nije uspjela ublaziti. Ucinci terapije na zadebljavanje
BC-a, stupanj tubulointersticijske fibroze i izraZaja Cx45 1 Panx1 bili su ovisni o spolu, dok je
do povecéanja broja mitohondrija u proksimalnim kanali¢ima doslo u oba sluc¢aja neovisno o

spolu.

Hiperglikemijom oSte¢ena komunikacija na stani¢noj razini moze se poboljSati
prehranom u kojoj su zastupljene PUFA-e §to ukazuje na njihov povoljan ucinak i mogucu
dodatnu terapijsku moguénost u lije¢enju DM-a. Uc¢inci metformina 1 liraglutida na bubrezima
Stakora hranjenih HFHSD-om uglavnom su ovisni o spolu te nisu nuzno blagotvorni. Buduc¢i
da oba lijeka dovode do promjena u izrazaju Cx45 1 Panx1, njihovo se djelovanje moze povezati

s utjecajem na razini medustani¢ne komunikacije.
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10. SUMMARY



Metabolic disorders such as obesity, diabetes mellitus (DM) and metabolic syndrome
(MS) impair intercellular communication in various organs and tissues, including the kidneys.
Because connexins and panexins are essential proteins for cell-to-cell communication, their
expression may be altered. Dietary supplementation with polyunsaturated fatty acids (PUFA)
may be beneficial for patients with diabetic nephropathy (DN). Metformin and liraglutide,
commonly prescribed drugs for DM and MS, also have a protective effect on renal function.
Presumably, their effect at the cellular level could be reflected in altered expression of

connexins and pannexins.

In the DM 1 model study, male rats were divided into four groups based on the ratio of
n-6 and n-3 in the diet. Rats in the control group (C) and diabetic group (STZ) had a ratio of 7,
in the STZ + N6 group of 60, and in the group (STZ + N3) that received 16 % EPA and 19 %
DHA, the ratio was 1. Immunohistochemistry was used to determine the expression of Cx40,
Cx43, Cx45 and Panxl in the renal cortex. In the other study of the MS model, rats of both
sexes were divided into four groups: standard diet, high fat and high sugar diet (HFHSD),
HFHSD with metformin therapy and HFHSD with liraglutide therapy. The treatment lasted 14
weeks. Histological methods were used to assess the pathological changes in the kidneys, and

immunohistochemistry was used to determine the expression of Cx45 and Panxl1.

DMI1 caused a significant decrease in Cx40 and Cx43 expression, whereas Panxl
expression was significantly increased (p < 0,05 —p <0,01). Different ratios of dietary n-6/n-3-
PUFA significantly altered connexin and Panxl expression. A high n-6/n-3-PUFA ratio
decreased the expression of Cx45 and Panx1 (p < 0,05 —p <0,01). A low n-6/n-3 PUFA ratio
increased Cx43 expression in diabetic rats (p < 0,01 — p < 0,001). HFHSD did not alter Cx45
expression, whereas Panx1 expression was significantly increased in male rat tubule cells under
HFHSD (p < 0,05). Liraglutide and HFHSD in female rats increased glomerular expression of
Panx1 and tubular expression of Panxl in male rats. In rats of both sexes, liraglutide and
HFHSD caused an increase in Cx45 expression. Metformin and HFHSD increased tubular
expression of Panxl in rats of both sexes, whereas Cx45 expression was increased only in male
rats. HFHSD caused Bowman's capsule (BC) thickening in both sexes. The effects of therapy
on BC thickening, the extent of tubulointerstitial fibrosis and the expression of Cx45 and Panx1
were sex-dependent, whereas the increase in mitochondrial number in proximal tubules was

independent of therapy.
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At DM, impaired intercellular communication can be improved by dietary
supplementation with PUFAs, indicating their beneficial effects and a possible option for the
treatment of DM. The effects of metformin and liraglutide in the kidneys of HFHSD rats are
largely sex-dependent and not necessarily beneficial. Because both drugs alter the expression

of Cx45 and Panx1, their effects could impact on the cell-cell communication.

109



11. ZIVOTOPIS



Osobni podatci

Ime i prezime: Martina Lueti¢
Adresa: StarCeviceva 13, Split
Mobitel: 091 165 65 25
E-posta: mluetic@mefst.hr
Datum rodenja: 12. 4. 1990.

Drzavljanstvo: hrvatsko

Obrazovanje
2017. — danas
2009. -2015.
2005. —20009.

Radno iskustvo

2018. — danas
2016. —2018.
2015. -2016.

Sveuciliste u Splitu, Medicinski fakultet

Poslijediplomski studij ,,Biologija novotvorina“

Sveuciliste u Splitu, Medicinski fakultet
Integrirani preddiplomski i diplomski studij ,,Medicina“

V. gimnazija ,,Vladimir Nazor®, Split

Specijalizantica patologije i citologije

Klini¢ki bolnicki centar Split

Doktorica medicine

Dom zdravlja Splitsko-dalmatinske Zupanije

Doktorica medicine, pripravnica

Klini¢ki bolnicki centar Split


mailto:mluetic@mefst.hr

Nastavne aktivnosti

2018. — danas Vanjski suradnik na Katedri za patologiju, Medicinski fakultet,

Split

Profesionalno usavrsavanje

One Roche Oncology, Split, 3.2019.
MEDIP, Tuheljske toplice, 3.2019.

10th Arkadi M. Rywlin International Pathology Slide Seminar Symposium in Anatomic
Pathology, Split, 5.2018.

Clanstva u stru¢nim udruZenjima

Hrvatsko drustvo za patologiju 1 sudsku medicinu
Hrvatska lijecnicka komora

Hrvatski lijecnicki zbor

Strani jezici

engleski jezik — govor, razumijevanje — C2*, pisanje — C1*

talijanski jezik — govor, razumijevanje i pisanje — B2*

njemacki jezik — govor, razumijevanje — A1*, pisanje — A2*

* Zajednicki europski referentni okvir za jezike

Priznanja i nagrade

Pohvalnica dekana za izvrsne rezultate postignute tijekom studija

Rektorova nagrada za akademsku godinu 2012./2013. za izvanredne rezultate postignute
tijekom studija

Dekanova nagrada za akademsku godinu 2011./2012. za izvanredne rezultate postignute
tijekom studija

Nagrada Splitsko-dalmatinske Zupanije za prosjek ocjena 5,0 u akademskoj godini
2011./2012.

Stipendija Sveucilista u Splitu i Nacionalne zaklade za potporu uc¢enickom i studentskom

standardu tijekom cijelog studija

112



Publikacije

1. Lueti¢ M, Kretzschmar G, Grobe M, Jerc¢i¢ L, Bota I, Ivi¢ V, 1 sur. Sex-specific
effects of metformin and liraglutide on renal pathology and expression of connexin
45 and pannexin 1 following long-term high-fat high-sugar diet. Acta Histochem.
2021;123(8):151817.

2. Lueti¢ M, Uljevi¢ MV, Masek T, Benzon B, Vukojevi¢ K, Filipovi¢ N. PUFAs
supplementation affects the renal expression of pannexin 1 and connexins in diabetic
kidney of rats. Histochem Cell Biol. 2020;153(3):165-75.

3. Milat M, Muli¢ R. Epidemioloske karakteristike tetanusa u Hrvatskoj.

Lije¢ Vjesn. 2016;138(7-8):188—94.

113



	1. UVOD
	1.1. Bubreg
	1.1.1. Anatomija bubrega
	1.1.2. Histologija bubrega
	1.1.2.1. Bubrežno tjelešce
	1.1.2.2. Sustav kanalića

	1.1.3. Bubrežni krvotok
	1.1.4. Funkcije bubrega

	1.2. Koneksini i paneksini
	1.2.1. Koneksini
	1.2.1.1. Koneksini u bubrezima

	1.2.2. Paneksini
	1.2.2.1. Paneksini u bubrezima


	1.3. Šećerna bolest
	1.3.1. Šećerna bolest tipa 1
	1.3.2. Šećerna bolest tipa 2
	1.3.3. Gestacijska šećerna bolest
	1.3.4. Posebni tipovi šećerne bolesti
	1.3.5. Dijagnoza šećerne bolesti
	1.3.6. Komplikacije šećerne bolesti
	1.3.6.1. Dijabetička nefropatija

	1.3.7. Koneksini i paneksini u šećernoj bolesti

	1.4. Kronična bolest bubrega
	1.5. Metabolički sindrom
	1.5.1. Koneksini i paneksini u metaboličkom sindromu

	1.6. Terapijske mogućnosti u liječenju šećerne bolesti i metaboličkoga sindroma
	1.6.1. Polinezasićene masne kiseline
	1.6.2. Metformin
	1.6.3.  Liraglutid


	2. HIPOTEZE ISTRAŽIVANJA
	3. CILJEVI ISTRAŽIVANJA
	4. MATERIJALI I METODE
	4.1. Pokusne životinje za model šećerne bolesti tipa 1
	4.2. Pokusne životinje za model metaboličkoga sindroma
	4.3. Obrada bubrega za daljnju analizu
	4.4. Priprema tkiva za imunohistokemiju, imunofluorescenciju te histološke metode
	4.5. Analiza slika i kvantifikacija
	4.5.1. Imunohistokemijska analiza
	4.5.2. Patohistološka analiza

	4.6. Statističke analize

	5. REZULTATI
	5.1. Lokalizacija Cx40, Cx43, Cx45 i Panx1 u bubrezima dijabetičnih štakora
	5.2. Utjecaj šećerne bolesti tipa 1 i prehrane bogate polinezasićenim masnim kiselinama na izražaj Cx40, Cx43, Cx45 i Panx1 u bubrezima štakora
	5.3. Biokemijski parametri i mase bubrega štakora na dugotrajnoj prehrani s visokim  udjelom masti i šećera
	5.4. Utjecaj metformina i liraglutida na debljinu Bowmanove čahure u bubrezima                         štakora hranjenih prehranom s visokim udjelom masti i šećera
	5.5. Utjecaj metformina i liraglutida na stupanj glomeruloskleroze u bubrezima štakora  hranjenih prehranom s visokim udjelom masti i šećera
	5.6. Utjecaj metformina i liraglutida na stupanj tubulointersticijske fibroze u bubrezima                 štakora hranjenih prehranom s visokim udjelom masti i šećera
	5.7. Utjecaj metformina i liraglutida na mitohondrije u bubrezima štakora hranjenih  prehranom s visokim udjelom masti i šećera
	5.8. Lokalizacija i izražaj Cx45 i Panx1 u bubrezima štakora na dugotrajnoj prehrani s  visokim udjelom masti i šećera

	6. RASPRAVA
	6.1. Izražaj koneksina i paneksina 1 u bubrezima dijabetičnih štakora i štakora hranjenih prehranom s visokim udjelom masti i šećera
	6.2. Utjecaj prehrane bogate polinezasićenim masnim kiselinama te terapije metforminom i liraglutidom na izražaj koneksina i paneksina 1 u bubrezima štakora
	6.3. Patohistološke promjene u bubrezima štakora hranjenih prehranom s visokim udjelom masti i šećera uz terapiju metforminom i liraglutidom

	7. ZAKLJUČCI
	8. LITERATURA
	9. SAŽETAK
	10.  SUMMARY
	11.  ŽIVOTOPIS
	Osobni podatci
	Obrazovanje
	Radno iskustvo
	Nastavne aktivnosti
	Profesionalno usavršavanje
	Članstva u stručnim udruženjima
	Strani jezici
	Priznanja i nagrade
	Publikacije


