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POPIS OZNAKA I KRATICA

DM Secerna bolest (engl. diabetes mellitus)

DM1 Secerna bolest tipa 1 (engl. diabetes mellitus type I)

DM2 Secerna bolest tipa 2 (engl. diabetes mellitus type II)
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DAN Dijabeticka autonomna neuropatija (engl. diabetic autonomic
neuropathy)

CAN Srcana autonomna neuropatija (engl. cardiac autonomic neuropathy)
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NE Norepinefrin

CGRP Kalcitonin gen vezani peptid (engl. Calcitonine gene related peptide)
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L-DOPA L-3.,4-dihidroksifenilalanin (engl. L-3,4-dihydroxyphenylalanine)

SZS srediS$nji ZivCani sustav
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RAAS renin-angiotenzin-aldosteronski sustav

DNK deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid, DNA)
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Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)
lijeva pretklijetka (engl. left atrium)

desna pretklijetka (engl. right atrium)

lijeva klijetka (engl. left ventricle)

desna klijetka (engl. right ventricle)

Hemalaun i eozin (engl. Hematoxylin and Eosin)
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atrioventrikularni ¢vor

kolin acetil transferaza (engl. choline acetyltransferase)

Humani leukocitni antigeni (engl. human leukocye antigen)
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VEGF
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IGF
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transformirajuci faktor rasta B (engl. transforming growth factor beta)

vaskularni endotelni faktor rasta (engl. vascular endothelial growth

factor)
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reaktivni metaboliti kisika (engl. reactive oxygen species)
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transporter glukoze 1 (eng. glucose transporter 1)

supstrati inzulinskog recptora (engl. insulin receptor substrates, IRS)

(engl. c-Jun N-terminal Kinase)



1. UVOD

Ziv&ani sustav se sastoji od sredi$njeg i perifernog Zivéanog sustava. Sredisnji Zivéani sustav
(SZS) sacinjava mozak (veliki, mali mozak i produljena moZdina) i kraljeZni¢na moZdina.
Funkcijski se dijeli na autonomni (simpatikus i parasimpatikus) i somatski sustav. Aksoni koji
opskrbljuju ciljna tkiva mogu biti eferentna i aferentna. Eferentna vlakna prenose informacije

iz sredista na periferiju, dok aferentna prenose s periferije do SZS-a.
1.1.Simpaticka inervacija srca

Tijela simpatickih preganglijskih neurona su smjeStena u intermediolateralnoj kolumni
kraljeZnicke mozdine od T1-T5 segmenta. Preganglijska simpati¢ka vlakna putuju do truncus
sympathicusa, odnosno paravertebralnih simpatickih ganglija, gdje se prespajaju. Najcesce su
to srednji cervikalni i stelatni ganglij, te kao postsinapticka vlakna direktno Salju informacije
neuritima do srca. Paravertebralni simpaticki gangliji sadrze i tijela simpatickih neurona, ¢iji
aksoni se prespajaju u intrinzicnom pleksusu srca odnosno subepikardijalnim ganglijima (1,

2).
1.2. Parasimpaticka inervacija srca

Parasimpaticka preganglijska eferentna vlakna projekcije su jezgara X. kranijalnoga Zivca.
Tijela parasimpatickih preganglijskih neurona smjeStena su unutar mozdanog debla, poglavito
u nucleus ambiguus, dok je jedan mali dio smjeSten i u nucleus dorsalis nervi vagi.

Preganglijska vlakna idu direktno do srca, gdje se prespajaju u intrinzi¢nim ganglijima (1, 2).
1.3. Osjetna inervacija srca

Aferentna autonomna vlakna Salju informacije o mehanickim, kemijskim i nociceptivnim
podrazajima srca u visa srediSta. Osjetni neuroni srca su pseudounipolarni. Tijela osjetnih
neurona srca su smjeStena u nodoznom gangliju, proksimalno vlakno ide centralno do nucleus
tractus solirarii 1 nucleus dorsalis n. vagi, dok periferno vlakno putuje zajedno sa n. vagusom
do srca i drugih ciljnih tkiva (3). Dijelu aferentnih aksona srca tijela neurona se nalaze u
spinalnim ganglijima, proksimalni nastavak ide do straZznjih rogova kraljeZznicke mozdine C6

do Thé, a distalni dio do srca (4).



1.4. Organizacija inervacije srca

Inervacija srca je autonomna, pod utjecajem je simpatikusa i parasimpatikusa, kao i autonomnih
osjetnih vlakana. Prema novijim istraZivanjima, hijerarhijski je podijeljena srediSnju inervaciju

srca, intratorakalni i intrinzi¢ni sustav (5).
1.4.1. SrediSnja inervacija srca

SrediSnja inervacija srca ukljucuje sastavnice simpaticke, parasimpaticke i osjetne inervacije
koje potjecu iz srediSnjeg Ziv€anog sustava, gdje se nalaze tijela njihovih neurona. Za
simpatikus je to intermediolateralna kolumna, za parasimpatikus jezgre X. mozdanog Zivca u
mozdanom deblu, poglavito nucleus ambiguus, dok je jedan mali dio smjeSten i u nucleus
dorsalis nervi vagi. Tijela neurona osjetne inervacije srca u srediSnjem Zivéanom sustavu su u
jezgrama nucleus tractus solirarii 1 nucleus dorsalis n. vagi u moZdanom deblu 1 straZnjim

rogovima kraljezni¢ne mozdine.
1.4.2. Intratorakalna organizacija autonomne inervacije srca

Prema novijim istraZivanjima precizan rad srca uz kontrolu sredi$njeg Ziv€anog sustava uvelike
uvjetuje koordinacija aktivnosti neurona intratorakalnih ganglija (2). Njihov rad je odgovor na
obradu podataka koje dobiju iz sredi¥njeg Zivéanog sustava (SZS), lokalnih aferentnih vlakana,
kao i1 neurohumoralnom okruZenju cirkuliraju¢ih hormona (6). Intratorakalni autonomni
gangliji sadrZe aferentna i eferentna vlakna, kao i vlakna lokalnog kruznog puta kojima Salju
informacije. Truncus sympathicus, poglavito srednji cervikalni i stelatni ganglij, su
intratoraklno mjesto prekapCanja simpatickih vlakana. Aferentna vlakna intratorakalnih
ganglija prenose informacije o mehanickom 1 kemijskom podrazaju iz klijetki, pretklijetki,
karotidnih arterija i luka aorte do SZS, poglavito hipotalamusa (7). Taj prinos aferentnih
informacija pomaZe odrZavanju funkcije eferentnih vlakana i rada srca kod dugoro¢ne
decentralizacije intratorakalnog sustava (5). Intratorakalni dio inervacije srca ne sadrZi
parasimpatiCku komponentu, nego presinapticka vlakna idu do intrinzicnog pleksusa (2).
Intratorakalna inervacija srca ukljucuje i lokalne kruZne neurone koji uskladuju informacije iz
istog kao i izmedu pojedinih ganglija. Smatra se da je njihova funkcija koordinacija

neurohumoralnih informacija koje utjecu na rad srca (2).



1.4.3. Intrinzi¢ni subepikardijalni gangliji

Intrinzi¢ni sr€ani gangliji sadrZe postsinapticke neurone parasimpatikusa koji su vecinom

smjeSteni oko sinus-atrijskog ¢vora, u straznjem dijelu obje pretklijetke, oko izlaznih dijelova

klijetki, te gornje i donje Suplje vene (1). Intrinzi¢ni gangliji takoder sadrze tijela simpatickih,

interneurona, kao i osjetnih neurona. Oni zajedno tvore mreZu u kojoj dolazi do zavrSne

koordinacije informacija zajedno sa onima iz viSih srediSta, po kojoj simpatikus i

parasimpatikus u konacnici korigiraju aktivnost srca, kako u zdravom stanju, tako i

promijenjenim uvjetima (5).
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MOZDINA
)
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Slika 1. Shematski prikaz inervacije srca. Parasimpaticka vlakna su oznacena crvenom bojom,

¢iji su neuroni smjeSteni u mozdanom deblu, zelena boja oznaCava simpati¢ka vlakna, Ciji su

neuroni smjeSteni u intermediolateralnoj kolumni kraljezni¢ke moZdine, dok plava boja

oznacava pseudounipolarna aferentna vlakna, €iji su neuroni smjesteni u nodoznom i spinalnom

gangliju.



1.4.4. Provodni sustav srca

Provodni sustav srca je inervacijski sustav zaduZen za veoma precizno Sirenje akcijskog
potencijala kardiomiocitima, kako bi ih u to¢no zadano vrijeme potaknuo na kontrakciju. Pod
kontrolom je simpatikusa i parasimpatikusa. Sastoji se od sinus-atrijskog ¢vora (SA ¢vor), koji
je internodalnim vlaknima povezan sa atrioventrikularnim ¢vorom (AV ¢vor). Od AV Cvora
vlakna dolaze Hisovim snopom, koji se dijeli u inetrventrikularnom septumu na lijevu i desnu

granu. Potom se nastavlja u Purkinjeova vlakna koja su rasprSena po subendokradu klijetki (8).
1.4.5. Raspodjela autonomne inervacije u srcu
Raspodjela simpaticke inervacije u srcu

Simpaticka vlakna su brojnija u klijetkama od parasimpatickih vlakana, dok je u pretklijetkama
odnos obrnut. Simpatikus ima predominaciju u prednjoj stijenki, naspram parasimpatikusa (9),
dok je promatrajuci samo simpaticka vlakna, utvrdena veca gusto¢a u prednjoj stijenki klijetki,
naspram straznje (10). Yokoyama je sa suradnicima vizualizirao kako se simpati¢ka vlakna
rasprostiru epikardom, potom se granaju u miokard, te se lociraju ve¢inom oko koronarnih

krvnih Zila (11).
Raspodjela parasimpaticke inervacije u srcu

Parasimpaticka vlakna u srcu, proucavana vec¢inom pomocu ChAT biljega (engl. choline
acetyltransferase) na ljudskim srcima, u prednjoj i straznjoj stijenci desne pretkljetke ¢ine 56%
svih vlakana, dok su najgusce rasporedena u prednjoj stijenci lijeve pretklijetke, potom u sinus-
atrijskom ¢voru (SA c¢vor). Tako su tanja od simpatickih vlakana, dominiraju gusto¢om u
pretklijetkama (12). Studije na klijetkama zeCeva pokazale su da parasimpatickih ChAT
pozitivnih vlakana u kljjetkama ima veoma malo, podjednako u lijevoj 1 desnoj klijetci, te da ih
nesto manje ima apikalno, dok su u najmanjem broju pronadena u bazalnom djelu klijetki.
Znacajno vise ih ima u epikardu u odnosu na miokard (13). Studije na srcima Stakora potvrduju
ove rezultate, kod njih je takoder pronadena veca gusto¢a ChAT pozitivnih vlakana u
pretklijetkama, poglavito desnoj, dok je u klijetkama veoma malen broj ChAT pozitivnih
vlakana (14, 15). ChAT pozitivna vlakna su, naprotiv, veoma brojna u provodnom sustavu srca,

poglavito oko AV ¢vora i SA ¢vora, kao i u intrinzi¢koj inervaciji srca (13, 15).



Raspodjela osjetne inervacije u srcu

Kad je rije¢ o osjetnoj inervaciji srca razlikujemo aferentna vlakna nodoznog ganglija i
aferentna vlakna spinalnih ganglija, no i medu tim vlaknima postoje pojedine razlike u
distribuciji ovisno o njihovim neurokemijskim osobitostima. Osjetna inervacija je vecinom

detektirana pomocu biljega Izolektin B, kalretinin i Neurofilament 200.

Aksoni spinalnih ganglija se u ve¢em broju mogu pronaci u klijetkama nego u pretklijetkama.
Izolektin B (IB4) pozitivna vlakna spinalnih ganglija su podjednako rasporedena u klijetkama i
pretklijetkama, dok Neurofilament 200 pozitivna vlakna spinalnih ganglija dominiraju u lijevoj

strani srca, a kalretinin pozitivna u lijevoj pretklijetci (4).

Aferentna vlakna nodoznog ganglija takoder su pokazala razlike u lokalizaciji ovisno o
neurokemijskim svojstvima. Neurofilament 200 pozitivna vlakna nodoznog ganglija ve¢inom
su lokalizirana u lijevoj klijetci, dok Izolektin B dominira u desnoj strani srca, a kalretinin

pozitivna vlakna se ve¢inom nalaze u klijetkama u odnosu na pretklijetke (16).

Slika 2. Shematski prikaz raspodjele pojednih vrsta vlakana u miokardu; distribucija
parasimpatickh vlakana oznacena je zelenom bojom, simpatickih crvenom bojom, osjetna
vlakna nodoznog ganglija oznacana su Zutom bojom, spinalnih ganglija zelenom bojom; RA

desna pretklijetka, LA lijeva pretklijetka, RV desna klijetka, LV lijeva klijetka.



1.5. Seéerna bolest (engl. diabetes mellitus, DM)

-----

danasnjice, Cija prevalencija biljeZi porast u cijelom svijetu. Prema podacima SZO iz 2016.
godine od nje boluje 422 milijuna ljudi diljem svijeta (17). Karakterizira je hiperglikemija,
pracena poremecajem metabolizma ugljikohidrata, bjelancevina i masti (18). Kriteriji za
dijagnozu Secerne bolesti su vrijednosti glukoze nataste iznad 7,1 mmol/L (nakon 8 sati bez
unosa kalorija) ili slu¢ajan nalaz glukoze u krvi (GUK) iznad 11,1 mmol/L, odnosno 2 sata
poslije testa optereCenja glukozom (OGTT, uzimanje 75 g glukoze) uz prisutne klasicne
simptome, a to su za DM1 poliurija, polidipsija i polifagija, uz gubljenje na teZini i osjecaj
umora, aza DM2 pojava kroni¢nih komplikacija kao $to su retinopatija, neuropatija, nefropatija

1 mikroangiopatija (18, 19).
1.5.1. Tipovi Seferne bolesti
Razlikujemo nekoliko tipova Secerne bolesti prema SZO (19):

1. Seéerna bolest tipa 1 (tip 1, DM1),

2. Secerna bolest tipa 2 (tip 2, DM2),

3. Gestacijski dijabetes,

4. MODY (engl. maturity onset diabetes of the young), heterogena skupina, razliCitih
uzroka bolesti

5. Intolerancija glukoze

1.5.2. Seéerna bolest tipa 1 (DM1)

Pojavljuje se ¢es¢e u mladih ljudi (do 30 godina), autoimuna je bolest, kod koje je glavni
mehanizam nastanka uniStenje B stanica gusSterace koje proizvode inzulin, zbog cega je u
lijeCenju nuzna primjena inzulina, stoga se ovaj tip naziva i inzulin ovisna Sec¢erna bolest (20).
Za nastanak DM, uz okoliSne ¢imbenike, klju¢ni su i1 nasljedni ¢cimbenici. Humani leukocitni
antigeni (engl. human leukocye antigen, HLLA) se smatraju najvaznijim antigenima u
nasljedivanju, posebice razred DR3/ DR4, no postoje joS druge brojne kromosomske regije koje
se dovode u vezu sa nastankom DMI, a tek su predmet istraZivanja (21, 22). U samom
mehanizmu nastanka DM1 sudjeluju protutijela na Langerhansove otocice (engl. islet cell
autoantigen, ICA), protutijela na dekarboksilazu glutaminske kiseline (engl. glutamic acid

decarboxlylase, GAD), protutijela na endogeni inzulin (engl. insulin autoantibody, IAA) (23).



Navedeni faktori dovode do nedovoljne razne inzulina i visokih vrijednosti GUK-a, zbog ¢ega

su kod ovog tipa bolesti prvi znaci poliurija, polidipsija, polifagija, umor i gubitak teZine (19).
1.5.3. Seéerna bolest tipa 2 (DM2)

Seéerna bolest tipa 2 naziva se inzulin neovisna $eéerna bolest. Pojavljuje se tek u odrasloj dobi.
Ranije se dobna granica za nastanak Secerne bolesti tipa 2 drzala iznad 50 godina, no danas se
sve ¢esce pojavljuje i puno ranije, Cak i kod djece i adolescenata, zbog sve ucestalije pretilosti,
sjedilackog nacina Zivota i nepravilne prehrane (24). Smatra se da uz genske Cimbenike
dominiraju pretilost, nedovoljno tjelovjezbe, hiperlipidemija, starija dob. Bolest je
karakterizirana rezistencijom perifernih tkiva na inzulin. Iako u samom pocetku bolesti dolazi
do povecane produkcije inzulina, vremenom se broj inzulinskih receptora na stanicama
smanjuje, te je onemogucen unos glukoze u stanice. Za lijeCenje DM2 se uz oralne
antidijabetike preporu¢a promjena prehrambenih navika i tjelovjeZzba. Cesto se u lije¢enju DM2

koristi i inzulin (18).
1.5.4. Gestacijski dijabetes

Javlja se u trudno¢i 1 najceS¢e spontano prolazi nakon poroda. Otkriva se rutinskom
prenatalnom obradom. Dijetna prehrana se naj¢eSce koristi kao mjera lijeCenja, tek ukoliko
promjene prehrambenih navika ne daju zadovoljavajuée rezultate, zapocCinje se farmakolosko

lijecenje (25).
1.5.5. MODY

Javlja se obicno izmedu 15. i 25. godine, najcesce se opisuje 5 tipova, od kojih je MODY 2

-----

(21).
1.5.6. Intolerancija glukoze

Novija dijagnosticka kategorija, definirana je kao vrijednost GUK-a u OGTT-testu dva sata

nakon opterecenja sa 75 grama glukoze izmedu 7,8 i 11,1 mmol/L (18, 26).
1.6. Komplikacije hiperglikemije

Brojne su komplikacije koje uzrokuje povecana razina glukoze u krvi. Dijelimo ih na akutne i
kroni¢ne. Akutne komplikacije su Zivotno ugroZavajuca hitna stanja koja zahtijevaju Zurno

lijeCenje, a to su dijabeticka ketoacidoza, hiperosmolarno neketoticko stanje, hipoglikemija 1



acidoza mlije¢cnom kiselinom. Kroni¢ne komplikacije su ucestale, veliki su javnozdravstveni
problem u svijetu zbog morbiditeta i mortaliteta koje se s njima povezuju. U kroni¢ne
komplikacije spadaju dijabeticka mikroangiopatija, odnosno dijabeticka retinopatija,
dijabetiCka nefropatija, dijabeticka neuropatija, koje se navode kao njene posljedice, te

dijabeticka makroangiopatija i dijabeticko stopalo kao zasebna komplikacija DM-a (27, 28).

1.6.1. Dijabeti¢ka neuropatija

-----

najceSc¢a neuropatija (29). OsStecenja se javljaju kod osjetnih, motorickih i autonomnih Zivaca.
Procjenjuje se da 25 godina nakon dijagnoze DM-a ¢ak 50% oboljelih ima DN, dok bi taj broj
porastao do 90% ukoliko bi se pribrojali i oni sa subklinickim simptomima (30). Mehanizam
nastanka DN-e nije u potpunosti razjaSnjen. Smatra da je u patogenezu ukljuceno vise razlicitih
mehanizama. Osnovnih pet su sorbitolski put, stvaranje AGE, aktivacija PCK, stvaranje
heksozamina i aktivacija PARP, koji su usko povezani sa stvaranjem oksidativnog stresa i
upalnih faktora. Promjena razine inzulina i aktivnost inzulinskih receptora, oStecenje vasa
nervorum kao i promjene Schwanovih stanica, takoder igraju veliku ulogu u nastanku

dijabeticke neuropatije.

Najcesce spominjani mehanizam nastanka DN-e je sorbitolski put, koji je karakteristiCan za
tkiva koja nisu ovisna o inzulinu, kao $to je i Ziv€ano tkivo. Sorbitolski put ukljucuje nekoliko
koraka kojima bi oSte¢enja mogla nastati. Aldoza reduktaza (AR) kao prvi enzim u
sorbitolskom putu reducira sorbitol iz glukoze. Unato¢ tome Sto sorbitol dehidrogenaza
razgraduje sorbitol, zbog povecanog stvaranja dolazi do nakupljanja sorbitola i fruktoze u
stanicama zbog Cega dolazi do ulaska vode u stanicu, njenog bubrenja i oStecenja. Istodobno
mioinozitol izlazi iz stanice zbog odrZanja osmotske ravnoteze, a time slabi aktivnost Na/K
ATP-aze, Sto oStecuje 1 funkciju aksona, usporavajuci provodnost impulsa (31). Smatra se da
se u navedenim reakcijama dogada jo$ jedan klju¢an korak u oStecenju aksona. Aldoza
reduktaza moZe izravno oksidirati aldehide, ketone, monosaharide i druge supstrate, ali i
iscrpljuje staniéni NADPH koji je potreban za regeneraciju antioksidansa glutationa, ¢ime
dovodi do pojacanog stvaranja reaktivnih metabolita kisika (32). Inhibicija aldoza reduktaze,
kao jednog od klju¢nih medijatora ostecenja perifernih Zivaca, bilo utjecajem na stvaranje
reaktivnih metabolita kisika ili sorbitola, takoder je predmet brojnih istrazivanja. Studije
izvedene na transgeni¢nim miSevima su pokazale da miSevi bez AR nisu imali jednako velika

ostecenja perifernih Zivaca kod Secerne bolesti, kao miSevi sa AR (33). Takoder, kod miseva



koji su lijeCeni inhibitorima AR oStec¢enja perifernih Zivaca su bila manja naspram miSeva sa
aktivnhom AR (33). IstraZivanja inhibitora aldoza reduktaze na eksperimentalnim Zivotinjama
su bila obecavajuca, stoga su provedene brojne klinicke studije, ispitivano je desetak razli€itih
spojeva, no nisu dala dobre rezultate, te se inhibitori AR joS$ uvijek ne koriste u klinickoj praksi

(34, 35).

Kroni¢na oStec¢enja ciljnih tkiva kod DM-a se stvaraju i glikacijom bjelan¢evina, gdje se
glukoza zbog viSkova koji se nalaze u krvi spontano veZe za razne bjelancevine, Cime remeti
brojne enzimske procese. Smatra se da je ovaj proces isprva reverzibilan, no trajanjem
hiperglikemije ireverzibilno se stvaraju veliki glikolizirani kompleksi proteina, produkti
uznapredovale glikacije (engl. advanced glycation end products, AGEs), koji se veZu na
specifi¢ne receptore RAGE (engl. receptor for advanced glycation end products), ¢ime poti¢u
stvaranje upalnih reakcija, vazokonstrikciju te remodeliranje ciljnih tkiva kod Secerne bolesti

(34, 36).

Aktivacija protein kinaze C (PCK) je takoder dobro proucen put nastanka oSte¢enja pod
utjecajem hiperglikemije. Aktivira se pod utjecajem DAG-a (diacilglicerola) koji se tijekom
glikolize stvara iz dihidroksi-aceton fosfata (37). PCK ima nekoliko izoformi koje utjecu na
permeabilnost stanice, sintezu ekstracelularnog matriksa, stanicni rast i apoptozu, aktivaciju i
inhibiciju citokina, angiogenezu (38). Povezuje se sa nastankom retinopatije, nefropatije,
kardiomiopatije i ateroskleroze promjenom funkcije N/K ATP-aze, promjene ekspresije gena
za faktore rasta medu kojima su TGFp (engl. transforming growth factor beta) i VEGF (engl.
vascular endothelial growth factor), stvarajuci hipoksiju i vazokonstrikciju (34). Smatra se da
igra vaznu ulogu i u neuropatiji, poglavito promjenom funkcije Na/K ATP-aze, Sto je dokazano
na Stakorskom modelu dijabetesa (38). Inhibitori PCK-e su na eksperimentalnim modelima DM
pokazali neuroprotektivan ucinak, dok u klinickim istrazivanjima nisu dali znacajne rezultate

(30).

Uridin- 5-difosfat N-acetilglukozamin (GlcNac) je jedan od produkata glikolize. Smatra se da
stvara lipidnu neravnoteZu i potic¢e upalu u perifernim Zivcima, aktivirajuci faktore transkripcije

(34).

Navedeni mehanizmi oSte¢enja kod DM-a vode stvaranju oksidativnog stresa i upalnih reakcija.
Do oksidativnog stresa dolazi kod pojacanog stvaranja reaktivnih metabolita kisika (engl.
reactive oxygen species, ROS). ROS su molekule koje sadrze kisik, a zbog nesparenog

elektrona kojeg sadrze, smatraju se slobodnim radikalima. U promjenjenim uvjetima unutar
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stanice zbog ranije navedenih mehanizama dolazi do pojacanog stvaranja ROS-a, odnosno
manjka antioksidansa. ROS potom oksidiraju DNK, proteine, ugljikohidrate i lipide i stvaraju
oksidativni stres, koji je karakteriziran oSteCenjem mitohondrija, stanice, potom dovodi i do
apoptoze (39, 40). Upravo oksidativna oSe¢enja mitohondrija se navode kao jedan od centralnih
dogadaja u razvoju dijabeticke neuropatije. ROS oSte¢uju mitohondrijsku DNK, ¢ime se
onemogucuje adekvatno odrZzanje funkcije stanice (41). Mitohondrijski posredovana stani¢na
smrt se takoder odvija aktivacijom endonukleaze, oslobadanjima citokroma C, aktivacijom
kaspaze 3, te slabom energetskom opskrbom zbog oslabljene produkcije ATP-a. Redukija
neurotrofina 3 (NT-3) i NGF-a kao neurotrofickih faktora se takoder javlja kod oStecenja
mitohondrija (30). Terapijska uloga antioksidansa je predmet istraZivanja, a uz glutation snazni
stani¢ni antioksidansi su 1 superoksid dizmutaza i katalaza (42). a- lipoi¢na kiselina bi mogla

djelovati na sprijeCavanje oksidativnog stresa, te se istrazuju njene terapijske moguénosti (30).

Oksidativni stres inducira aktivaciju jezgrinog enzima PARP-a (engl. poly(ADP-ribose)
polymerase-1), koji usporava glikolizu, transport elektrona i stvaranje ATP-a. Uz to, ima ulogu
u detekciji oSteCenja DNK, aktivaciji transkripcije upalnih faktora i NF-kB, te se povezuje sa
izazivanjem apoptoze. Smatra se da je aktivacija PARP-a izravno povezana sa oStecenjima
endoltela krvnih Zila, poglavito velikih krvnih Zila kod Secerne bolesti, ali i nastankom
dijabetiCke retinopatije i nefropatije putem oStecenja mikrocirkulacije (43). Uloga aktivacije
PARP-a u razvoju dijabeticke neuropatije nije jo§ do kraja razjasnjena, no dokazano je da
inhibitori PARP-a povoljno djeluju na brzinu provodenja impulsa. Smatra se da je to zbog
utjecaja na endoneuralni protok krvi i razine fosfokreatinina (44, 45). Takoder, blokiranjem
aktivnosti PARP-a, sprjeCava se aktivacija izoformi PCK, AGE i heksozamninskog puta

oStecenja, te ispituju terapijske mogucénosti inhibitora PARP-a (43).

Upalne rakcije takoder stvaraju oSte¢enja u perifernom zivéanom sustavu usljed Sec¢erne bolesti.
Ranije spomenuti JNK i PKC, kao i MPAK (engl. mitogen activated protein
kinase), transkripcijski faktori kao NF-kB, mogu se aktivirati usljed oksidativnog stresa,
poticudi stvaranje upalnih faktora, kao Sto su citokini, interleukini, tumor necrosis factor- o
(TNFa). Izuzev oksidativnog stresa, AGE i aktivacija RAGE, takoder poti¢u stvaranje
medijatora upale, poglavito aktivacijom transkripcijskog faktora NF-«B koji potice ekspresiju
gena za sintezu upalnih faktora. Transkripcijski faktor NF-kB se povezuje i sa poticanjem
apoptoze te suprimiranjem ekspresije gena za sintezu antioksidansa ¢ime pojacava oksidativni
stres (41). Upalna reakcija koja se stvara izaziva niz kaskadnih reakcija u kojima jaca

oksidativni stres 1 potice se apopotoza, no utjeCe i na stvaranje demijelinizacijskih procesa (46).
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Strukturne promjene neurona, kao Sto je glikacija mijelinskih proteina, poticu infiltraciju
monocita, makrofaga i neutrofila i stvaranje novih medijatora upale, dovode do oStecenja

mijelinske ovojnice, edema i promjene provodljivosti stanice (41).

Ostecenja krvnih Zila koji opskrbljuju periferne Zivce takoder mogu uzrokovati DN-u kroz
nekoliko razli¢itih mehanizama. Jedna od prvih promjena koje su pronadene na vasae nervorum
je zadebljanje bazalne membrane. Veca zadeljanja bazalne membrane su dovedena u vezu sa
teZinom oS$tecenja perifernih Zivaca (47, 48). Endotelne stanice kapilara su takoder oStecene,
zbog Cega dolazi do ,,curenja* u mikrocirkulaciji. Zajednicko ovim promjenama je da dovode
do hipoksije perifernih Zivaca (30). Takoder, pronadeno je da dolazi do redukcije faktora koji
utjeCu na formiranje i odrzavanje mikrocirkulacije kao Sto su VEGF (engl. vascular endothelial
growth factor), angiopoietini, IGF (engl. insulin like growth factor), NGF (engl. neural growth
factor) (47). Unato¢ navedenim promjenama, promjena gustoCa mikrocirkulacije nije imala
jednake promjene kroz brojna istraZivanja. Evidentirana je povecana, smanjena i
nepromjenjena gustoca mikrocirkulacije perivernih Zivaca. Smatra se da bi objasnjenje moglo
biti u kompenzatornim mehanizmima, koji na oSte¢enje cirkulacije i hipoksiju reagiraju

poticanjem proliferacije (47).

Schwanove stanice (SS), izuzev uloge u provodenju impulsa, tvore fizicku barijeru prema
izvanstani¢nom okoliSu i stvaraju okoli§ bogat metabolitima za lakSu opskrbu aksona energijom
(34, 49). SS oslobadaju laktate koje aksoni utiliziraju za stvaranje ATP-a (49). Imaju na povrsini
GLUT-1 (eng. glucose transporter 1), protein koji pripada grupi membranskih proteina koji
pomazu transport glukoze kroz membranu. IstaZuje se njegova uloga kod Secerne bolesti i
nastanka neuropatije, no pretpostavka je da bi moglo do¢i do rezistencije ili smanjeng izraZaja
na povrsini zbog ¢ega bi zbog smanjenog unosa glukoze doslo do smanjene proizvodnje laktata,
te bi akson mogao ,,gladovati* (34). Drugi moguc¢i mehanizam nastanka oStecenja je putem
lipidnog metabolizma koji je aktivan u SS-ma. Korak pri kojem bi moglo do¢i do oSteenja je
gomilanje Acetil CoA, koji u odrZanim uvjetima ulaskom u Krebsov ciklus generira stvaranje
NADPH i ATP-a. Kod pove¢anog unosa lipida, moze do¢i do poja¢anog unosa Acetil CoA koji
se pretvara u acil-karnitin, koji bi se zbog gomilanja u SS-ma, mogao ,,potisnuti*“ u akson (34).
Dokazano je da Acil-karniti djeluje toksi¢no na DRG-je (50), no pokazuje jednako djelovanje
i na aksone (50). Takoder, nakupljanje navedenih produkata bi moglo dovesti do nedostatnog
stvaranja energije u stanici. Kod miSeva koji su bili na dijeti bogatoj mastima, dokazano je

oStecenje perifernih Zivaca oksidativim stresom, putem oksidiranog LDL-a, §to bi kod DM2
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zbog hiperlipidemije i metaboli¢kog sindroma mogao biti dodatni uzrok oStecenja perifernih

Zivaca.

Smatra se da je na nastanak neuropatije kod Secerne bolesti vazan i1 ucinak inzulina, koji se se
razlikuje ovisno o tome je li rije¢ o DM1 ili DM2. Kako inzulin ne djeluje izravno na unos
glukoze u perifernim Zivcima, smatra se da je u procesu ostecenja perifernih Zivaca bitan njegov
utjecaj na kaskadne reakcije putem inzulinskih receptora (34). Najvazniji mehanizam kojim
inzulin djeluje je signaliziranje putem tirozin kinaze, koja veZuci se za inzulinski receptor potice
fosforilaciju ciljnih proteina od kojih su najvazniji supstrati inzulinskog reeptora (engl. insulin
receptor substrates, IRS), koji su kljucan medijator u daljnjem prenoSenju signala u stanici (51,
52). Mehanizmi kojima inzulin djeluje na stani¢ne aktivnosti su kompleksni, smatra se da utjece
na rast aksona putem faktora rasta (engl. insulin like growth factor-I, IGF-I), potiCe rast neurita
(53), odrzava adekvatan stanicni rad i funkciju neuralnih mitohondrija (54) 1 prijenos signala u
sinapsama (55). Stoga, moguci nastanak ostecenja kod DM1 bi mogao biti upravo u izostanku
stani¢nog signaliziranja i poticaja sinteze proteina kljucnih za rast i funkciju perifrnih Zivaca
zbog nedostatka inzulina (56). Utvrdivanje povezanosti inzulina sa nastankom neuropatije kod
DM?2 je slozenije zbog viSe €imbenika koji mogu utjecati na oSte¢enja zbog popratnog
metabolickog sindroma, no sve je vise dokaza da i Ziv€ano tkivo razvija rezistenciju na inzulin
mehanizmima istim kao jetra, mi$i¢no i masno tkivo. Rezistencija na inzulin i kod Ziv€anog
tkiva se ocituje pove¢anom aktivnoS¢u JNK-e (engl. c-Jun N-terminal Kinase) i smanjenim
izrazajem inzulinskih receptora (57). Inzulin aktivira JNK-u, koji potom blokira signaliziranje
inzulina, djelujuci kao povratna sprega (58). Uloga JNK-e je viSestruka i nedovoljno istraZena,
no blokiranje prijenosa signala inzulinskih receptora bi mogao biti put nastanka DN-e.
Neovisno radi li se o nedostatku inzulina ili rezistenciji na inzulin, sve je viSe dokaza o vaznosti

njegove uloge u razvoju dijabeticke neuropatije (34, 59).
1.6.1.1. Morfoloske i funkionalne karakterisktike dijabeti¢ke neuropatije

Dijabeticka neuropatija je karakterizirana aksonalnom degeneracijom, demijelinizacijom i
atrofijjom, uz Sto se nadovezuje nemogucnost aksonalne regeneracije, remijelinizacije i
sinaptogeneze (60). ObiljeZja dijabeticke neuropatije su takoder bubrenje dendrita, neadekvatno
grananje dendrita i opadanje broja izdanaka neurita (61). DijabetiCka neuropatija se moze javiti
u obliku dijabeticke poliradikulopatije, dijabeticke mononeuropatija i autonomne neuropatije.
Dijabeticka poliradikulopatija je obi¢no simetri¢na, u klinickoj slici dominiraju motoricki

deficiti, dok je mononeuropatija rijeda, a karakterizira je ispad jednog izoliranog Zivca. Kod
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dijabetickih polineuropatija su Ceste parestezije, gubitak osjeta, hiperestezije i gréevi (62).
Autonomna neuropatija moZze zahvatiti kardiovaskularni, genitourinarni, probavni i metabolicki
sustav (63). Kada je zahvacen kardiovaskularni sustav, dijabeti¢ka autonomna neuropatija se
ocituje poremecajem krvnog tlaka, kardiomiopatijom, fenomenom nijeme sréane ishemije (64),
te poremecajima srcanog ritma i maligne aritmije (65, 66). Unato¢ tezini ovih komplikacija
Secerne bolesti, joS uvijek nisu posve razjaSnjeni mehanizmi promjena u gustoci inervacije i
vrsti Ziv€anih vlakana u dijabeticnim srcima, Sto zahtjeva bolje razumijevanje anatomske

raspodjele i funkcije sr¢anih vlakana.

1.7. Utjecaj SeCerne bolesti na autonomnu inervaciju srca /SAN (Srcana

autonomna neuropatija)

Najozbiljniji oblik dijabeticke neuropatije je sr¢ana autonomna neuropatija, koja se manifestira
promjenama sréanog ritma, ortostatskom hipotenzijom, smanjenom tolerancijom tjelesnog
napora i vjezbanja, tthom ishemijom miokarda zbog oSte¢enja autonomnih osjetnih vlakana,
povecanom stopom iznenadne sréane smrti, kao i vecim brojem komplikacija tijekom
operativnih zahvata i sporijim oporavkom (67, 68). Pregledom dostupne literature nasli smo
velik broj studija koje istrazuju posljedice hiperglikemije na sr¢anom tkivu, medutim ne postoje
studije koje su sustavno pratile kvantitativne promjene unutarnje sastavnice autonomne i
osjetne sréane inervacije u Stakorskom modelu Secerne bolesti tipa I u razdoblju od drugog
tjedna do godinu dana trajanja dijabetesa. Studije koje su do sada napravljene uglavnom su
radene na srcima pokusnih Zivotinja, primjerice svinja (69, 70) Stakora (71-74) i miSeva (75),
analizirajuci pri tom promjenu u inervaciji sréanih zalistaka, poremecaje u prijenosu signalnih
molekula ili analiziraju¢i samo inervaciju srca bez utjecaja patoloskih promjena (2, 5, 76).
Istrazivanja provedena u ljudi koji boluju od diabetesa mellitusa tip I ve¢inom su proucavala
promjenu sr¢ane frekvencije i tlaka, kao posljedicu oSte¢enja autonomne src¢ane inervacije (77,
78), a takoder je uoceno da aksoni u tkivima uzetih iz atrija osoba koje boluju od dijabetesa
kroz razdoblje od 8 i viSe godina imaju znatno viSe degenerativnih promjena u odnosu na

aksone iz atrija odgovarajucih kontrolnih skupina (79).
1.7.1. Promjena simpaticke inervacije srca kod Se¢erne bolesti

Dijabeticka autonomna neuropatija (DAN), kao najviSe istraZivana od svih dijabetickih
neuropatija, uzrok je promjenama sr¢anog ritma kod dijabetesa. Kod kraceg trajanja bolesti
dolazi do simpaticke hiperinervacije i parasimpaticke denervacije, u skladu s ¢im dolazi i do

promjena src¢anog ritma (80). Proucavajuci promjene na elektrokardiografu (EKG) utvrdeno je
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da kod pacijenata sa Sec¢ernom bolesti dolazi do tahikardije, skra¢enja QRS i QT intervala,
smanjenjem amplitude T vala i slabijom repolarizacijom. Navedene promjene nisu specificne
samo za Secernu bolest, moZe ih se pronaci 1 kod drugih patoloskih stanja ili utjecaja lijekova
(triciklicki antidepresivi), stoga se smatra da su ove promjene odraz pojaCane aktivnosti
simpatikusa kod Secerne bolesti (77). U klinickoj se praksi sr¢ana autonomna neuropatija
najceSce dokazuje neinvazivnim parametrima kao $to su Ewingov test, koji ukljucuje promjene
sr€anog ritma pri stajanju, dubokom disanju 1 Valsalvinovom manevru, zatim varijabilno$¢u
sr¢anog ritma (nije specifiCan znak; drugi C¢imbenici takoder utjeCu na promjene) i
turbulencijom sr¢anog ritma. Turbulencija sr€anog ritma je relativno nov parametar u
odredivanju sr¢ane autonomne neuropatije, mjeri se elektrokardiografski, pokazuje osjetljivost
baroreceptora kod pacijenata sa Secernom bolesti (78). Stevens je 1998. g., Zele¢i utvrditi uzrok
nastanka malignih aritmija kod pacijenata sa Sefernom bolesti, izveo istraZivanje sa
radioaktivnim analozima norepinefrina. Utvrdio je da u proksimalnim dijelovima klijetki dolazi
do pojave simpaticke hiperinervacije, dok u distalnim dijelovima dolazi do denervacije (67).
Sli¢ne rezultate daje i studija u kojoj 3. mjeseca nakon indukcije dolazi do denervacije u
distalnim dijelovima klijetki s postedom u proksimalnim djelovima i hiperinervacijom, dok 6
mjeseci nakon indukcije dolazi do izraZene denervacije u klijetkama i distalno i proksimalno.
Takoder dolazi do parasimpaticke denervacije ve¢ u ranim stadijima bolesti, te se smatra da je
prevaga simpatikusa, kao i inhomogena raspodjela inervacije uzrok aritmijama (81, 82).
Istrazivanje provedeno na Zenkama Wistar Stakora, kojima je injekcijom STC induciran
dijabetes, radioimunoesej je pokazao povisenu koncentraciju norepinefrina (NE) u lijevoj i
desnoj klijetci 1. mjesec nakon indukcije i 22. mjeseca nakon indukcije dijabetesa, no u
razdoblju 2. 1 4. mjeseca nakon indukcije bolesti nije bilo znacajne razlike u koncentraciji NE
(83). Sli¢na studija, u kojoj je takoder mjerenje razine NE-a radioimunoesejem, pokazalo da u
pocetnom stadiju DM-a dolazi do porasta NE-a u pretklijetkama Stakora, usporeduje i promjene
razine NE-a u pretklijetkama kontrolnih skupina, gdje je utvrdeno smanjenje razine NE-a
starenjem (84). Srca zeCeva kojima je induciran dijabetes biljeZe povecanu razinu NE-a i
proliferaciju simpatickih vlakana. Neke studije su, naprotiv, dobile oprecne rezultate, tako da
su u pocetnim stadijima bolesti razine sr¢anog NE-a snizene (73, 85) ili nepromijenjene (74).
Dosadasnje spoznaje o promjenama simpatickih Ziv€anih zavrsetaka, unato¢ tome Sto govore o
simpati¢koj proliferaciji kod dijabetesa, ne govore o kvantitativnim promjenama Ziv¢anih

zavrSetaka kod dugotrajnog dijabetesa.
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1.7.2. Promjena parasimpaticke inervacije srca kod Se¢erne bolesti

Distribucija i gusto¢a parasimpatickih vlakana u srcima zdravih pokusnih Zivotinja je donekle
poznata, dok se o promjenama koje se dogadaju kod Secerne bolesti ne zna puno. U desnoj
pretklijetci srca Stakora kojima je STZ-om izazvan DM, dolazi do pada ChAT pozitivnih
vlakana 10 tjedana od pocetka bolesti (80). U srcima STZ-om izazvanog DM-a kod miSeva, 16
tjedana nakon indukcije bolesti nije bilo razlike u kolic¢ini ChAT pozitivnih vlakana, izuzev $to
je zabiljezen porast ChAT pozitivnih vlakana u SA ¢voru dijabetickih skupina u odnosu na

kontrolne (86).
1.7.3. Promjena osjetne inervacije srca kod Se¢erne bolesti

Malo se zna o promjenama koje se dogadaju u aferentnim vlaknima srca pod utjecajem Secerne
bolesti. Najvazniji aspekt tih promjena je pojava nijeme sréane ishemije kod bolesnika s
dijabetesom. Za detekciju osjetnih vlakana koriSteni su ve¢inom peptidi vezani uz gen
kalcitonina (engl. calcitonine gene related peptide- CGRP), neuropeptid Y (NPY) i supstancija
P (SP). Studija koja je promatrala promjenu CGRP-a u dijabetickim srcima kroz razdoblje od
4, 8 1 16 tjedna nakon injekcije STZ-a, pokazala je da koncentracija CGRP-a raste u
pretklijetkama i klijetkama kroz 16 tjedana, dok se raspodjela CGRP pozitivnih vlakana nije
znacajno mijenjala. Dobiveni rezultati govore u prilog pove¢anoj akumulaciji u vlaknima $to je
moguci uzrok njihove promijenjene funkcije (87). MiSevi kojima je induciran dijabetes nisu
imali promjena u CGRP pozitivnim vlaknima 4. tjedan nakon indukcije, dok je 8. tjedan nakon
indukcije broj pao za 53% u odnosu na kontrolnu skupinu. Koncentracija CGRP-a u srcima
miSeva nije se mijenjala nakon 8 tjedana, dok se smanjila za 60% nakon 16 tjedna u odnosu na
kontrolnu skupinu (88). Istrazivanje na humanim atrioventrikularnim valvulama uzetim pri
obdukciji, nije pokazalo znaCajnu razliku u osjetnoj inervaciji izmedu dijabetickih i
odgovarajucih kontrolnih skupina (89). Promjene Neuropeptida Y (NPY) kao biljega osjetne
inervacije srca kod dijabetesa opisane su malobrojnim studijama. Iako se NPY moze naci u
neuronima simpatickih ganglija, interneuronima, kao i cijelom srediSnjem i perifernom
Ziv€anom sustavu (90), koristi se i kao biljeg za osjetne neurone. Tako je uoceno da se broj
NPY pozitivnih vlakana smanjuje u klijetkama, no ne i u pretklijetkama, kod duZeg trajanja

dijabetesa (87). Znacajna redukcija intenziteta bojanja CGRP i NPY pozitivnih vlakana je
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uocena kod dugotrajnog dijabetesa (12 i 24 mjeseca) u trikuspidalnoj i mitralnoj valvuli (71).
CGRP je znacajno reduciran i u dermisu koZe dijabetickih pacijenata (91). Supstancija P (SP)
kao imunohistokemijski biljeg osjetnih vlakana reducira se u miokardu 1 spinalnom gangliju
(engl. dorsal root ganglia — DRG) dijabetickih Stakora, kao i CGRP (92), iako postoje
nedosljednosti i u tim rezultatima, tako da Willars i suradnici nisu pronasli promjene u SP
imunoreaktivnosti u atrijima dijabetickih Stakora, dok je takoder u DRG-ima doSlo do redukcije
imunopozitivnih SP vlakana kod dugotrajnog DM-a (93). Studija o kvantitativnim promjenama
osjetnih vlakana, poglavito o NF200 pozitivnim vlaknima u ventrikulima tijekom dugotrajnog

dijabetesa, nema.
1.8. Dijabeticka kardiomiopatija

Dijabeticka kardiomiopatija oznacava gubitak sistolicke i dijastolicke funkcije srca kojoj su kao
uzroci iskljucene bolesti valvula, hipertenzija i bolesti krvnih Zila srca (68). Pojam dijabeticke
kardiomiopatije je prvo predlozio Rubler 1970. godine. Na ljudskim srcima umrlih od zatajenja
srca, koji su pritom imali dijabetes, iskljucio je druge uzroke smrti, kao $to su bolesti koronarnih
arterija, hipertenziju i promjene uzrokovane alkoholom (94). Remodeliranje srca kod dijabetesa
1 hipertrofija srca kao posljedica hiperglikemije nastaje zbog vise razliCitih uzroka koji nisu jo§
uvijek do kraja istraZeni. NajceS¢e promjene koje se nalaze u dijabetickim srcima su
intersticijska 1 perivaskularna fibroza, metabolicke promjene, mikrovaskularne promjene,
promjene u renin- angiotenzin- aldosteronskom sustavu (RAAS), neprikladan odgovor
imunoloskog sustava i promjene autonomne inervacije (95, 96). Smatra se da su odlaganje
triglicerida (koje je Cesto u Secernoj bolesti tipa 2) 1 povecan vanstanicni volumen preduvjet za
odlaganje kolagena i stvaranje intersticijske fibroze. Povecan se vanstani¢ni volumen smatra
izravnim loSim prognostickim znakom za zatajenje srca u dijabetickoj populaciji. Glikolizirane
molekule koje se odlazu u miokard se prepoznaju kao inicijatori upalnih reakcija, nakon ¢ega
dolazi do apoptoze, fibroze 1 infiltracije upalnih stanica, ¢ime miokard gubi mogucnost

rastezanja, te dolazi do dijastoliCke disfunkcije te uvecanja atrija (posljedica atrijska fibrilacija).
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Metabolicke promjene kod dijabetesa tipa 2 su karakterizirane i pove¢anom koncentracijom
masnih kiselina u krvi i rezistencijom perifernih tkiva na inzulin zbog cfega dolazi do
nemogucnosti iskoriStavanja glukoze te se povecava oksidacija masnih kiselina, Sto je
specifi¢no za dijabeticko srce. Ostecenje kardiomiocita kod dijabetesa se najvjerojatnije dogada
zbog nemogucénosti pohranjivanja vece koli¢ine lipida koji aktivacijom upalnih reakcija djeluju
lipotoksi¢no. Hiperglikemija u kardiomiocitima uzrokuje oksidativni stres koji smanjuje
njihovu kontraktilnu sposobnost, ubrzava apoptozu i oStecuje DNK-u (96). Smatra se da kod
sr¢anog zatajenja dolazi do povecane potraznje za glukozom, koja se ne mozZe iskoristiti zbog
rezistencije perifernih tkiva na inzulin (tip 2). Zbog toga nedostaje energije za rad Sto dodatno
pogorSava sréano zatajenje. Smatra se da su ketonska tijela alternativni oblik energije u
ovakvim situacijama, no jo$ se ne zna djeluju li protektivno na srce ili dodatno ubrzavaju sr¢ano
zatajenje. Stetni ucinci hiperinzulinemije na kardiomiocite kod DM tipa 2 takoder su opisani,
jer uzrokuju hipertrofiju kardiomiocita, kao i fokalnu fibrozu miokarda (96). Mikrovaskularne

promjene su najéeS¢e uzrok nefropatije, retinopatije i neuropatije, no dogadaju se i u malim
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krvnim zilama srca. Karakterizirane su stvaranjem mikroaneurizama, proliferacijom u endotelu
1 subendotelu sa stvaranjem fibroze u malim koronarnim arterijama, kao 1 perivaskularno te
zadebljanjem bazilarne membrane u kapilarama, oStecenja vasa vasorum. Sve ove promjene
uzrokuju mikroishemije miokarda sa stvaranjem fibroze (95). Promjene u autonomnoj
inervaciji koje pridonose razvoju dijabeticke kardiomiopatije su povecana aktivnost
simpatikusa, a smanjena parasimpatikusa, $to uzrokuje promjene kontraktilnosti sr€éanog ritma,
kao 1 perfuzije sr€anog miSi¢a krvlju. Aktivacija RAAS-a ima znacajnu ulogu kod srcane
disfunkcije u DM-u. Angiotenzin II poti¢e rast stanica, ¢ime poti¢e proliferaciju sr¢anih
fibroblasta i proliferaciju kardiomiocita, dok bi aldosteron mogao djelovati ublazavajuce na
uCinke angiotenzina (95). Iako je sloZzen mehanizam nastanka dijabeticke kardiomiopatije,
dobra regulacija GUK-a uz promjenu Zivotnih navika bi mogla sprijeciti ovu pogubnu

komplikaciju Secerne bolesti.
1.9. Dijabeticka autonomna neuropatija u drugim organskim sustavima
1.9.1 Probavni sustav

Promjena autonomne inervacije kod Se¢erne bolesti moZe se odraziti na bilo koji dio probavnog
sustava. MoZe se ocitovati ezofagealnom enteropatijom, gastroparezom, konstipacijom,
proljevima, fekalnom inkontinencijom. Cak 50% ljudi koji boluju od $eéerne bolesti &esto imaju
simptome kao $to su mucnina, povracanje, abdominalna bol, proljev i nadutost. Parasimpaticka
inervacija gastrointestinalnog trakta ide preko n. vagusa, izuzev posljednje tre¢ine debelog
crijeva. Parasimpatikus ubrzava motilitet probavnog sustava, dok mu simpatikus djeluje
antagonisticki (97). Kako su se sli¢ne tegobe javljale kod osoba sa vagotomijom koja se ranije
koristila pri lije€enju ulkusne bolesti, pretpostavilo se da se radi o autonomnoj dijabetickoj
neuropatiji. Studije na miSevima i Stakorima su i potvrdile takve pretpostavke, tako da su
dokazane neurodegenerativne promjene i gubitak neurona u mijenteri¢cnom pleksusu kod DM-
a (98, 99). Druge studije smatraju da je slaba veza izmedu neurodegenerativnih promjena i
oslabljenog motiliteta probavnog sustava (100), te da bi trebali uzeti u obzir i upalne, kao i
vaskularne promjene koje se dogadaju pod utjecajem Secerne bolesti (99). Za dijagnozu
motiliteta probavnog sustava kod dijabeticke autonomne neuropatije se u klinickoj praksi

vecinom koriste scintigrafske metode (97).
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1.9.2. Neuropatija uslijed poremecaja inervacije Zlijezda znojnica

Neuropatija malih distalnih autonimnih vlakana je jedan od prvih znakova dijabeticke
neuropatije. Osobe sa Seernom bolesti Cesto imaju promjene znojenja, suhu koZu, sklonu
ulceracijama. Ove promjene nastaju zbog oSte¢enja sudomotora, postganglijskih simpatickih
kolinergickih nemijeliziranih vlakana koja inerviraju Zlijezde znojnice. Koristi se nekoliko
neurofizioloskih testova za evaluaciju funkcije sudomotora, testiranje termoregulacije znojenja
(engl. Thermoregulatory Sweat Testing, TST), kvantitativno testiranje refleksa aksona
sudomotora (engl. quantitative sudomotor axon reflex testing, QSART), simpaticki odgovor
koze (engl. sympathetic skin response, SSR), kvantitativni direktni i indirektni test refleksa

aksona (engl. quantitative direct and indirect axon reflex testing, QDIRT) (101, 102).
1.9.3. Mokraéni mjehur

Procjenjuje se da vise od polovine osoba sa sa SeCernom bolesti tipa 1 i Cetvrtina osoba sa
Sec¢ernom bolesti tipa 2 ima disfunkciju mokra¢nog mjehura izazvanu oSte¢enjem autonomne
inervacije usljed Se€erne bolesti. Tegobe koje se pritom najceSce javljaju su dizurija, ucestalo
mokrenje, nikturija, osjecaj nepotpunog praznjenja. Izuzev oSte¢enja autonomne inervacije
mokra¢nog mjehura, smatra se da dolazi i do osteenja glatkih miSi¢a mjehura. Duljim
trajanjem bolesti, povecava se incidencija inkontinencije. Korelacija disfunkcije mokra¢nog

mjehura s drugim dijabetickim neuropatijama je 75-100% (102, 103).
1.10. Eksperimentalni model Secerne bolesti

Pokusni Zivotinjski modeli indukcije Secerne bolesti danas su prihva¢en model za istrazivanje
patofiziologije Secerne bolesti. Kako bi se bolje razumjela patogeneza Secerne bolesti, koristi
se viSe razli¢itih pokusnih modela, koji pruZaju mogucnost proucavanja funkcionalnih kao i
genetskih osobitosti. Kada je rijeC o Se¢ernoj bolesti tipa I, moguce je viSe metoda nastanka
bolesti kao Sto je kemijski izazvana, operativno i spontano nastala bolest. Spontano nastala
Secerna bolest kod eksperimentalnih Zivotinja osobito je pogodna za proucavanje autoimunih
reakcija. Razvija se kod nekoliko vrsta laboratorijskih Zivotinja, kao §to su NOD miSevi (engl.
non obiese diabetic mouse), dijabetesu skloni Bio Breeding Stakori, LETL Stakori (engl. Long-
Evans Tokushima Lean), KDP S$takori (engl. Komeda diabetes prone) i LEW- iddm Stakori
(engl. Lewis-insulin dependent diabetes mellitus) (104). NOD miSevi i BB Stakori su dvije

najceSce koristene vrste. Za kemijsku indukciju Secerne bolesti koriste se streptozotocin (STZ)
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i aloksan, jer su toksi¢ni za P stanice guSterace, te uzrokuju Secernu bolest tipa 1. Putem
glukoznog transportera 2 (GLUT 2) STZ se unosi u [ stanice gusterace, gdje potom uzrokuje
fragmentaciju DNK (105). STZ primjenjen u dozi od 60 mg/ kg nakon 2- 4 dana izaziva Secernu
bolest. MoZe se primijeniti intravenski, intraperitonealno i subkutano (106). Se¢erna bolest tipa
1 se jo§S moZe izazvati pomocu virusa i operativnim uklanjanjem gusterace (107, 108). Za
proucavanje dijabeticke neuropatije STZ je godinama bio model izbora (109). Rakieten je 1963.
godine uvidio dijabetogeno djelovanje STZ-a na Stakorima 1 psima (110). Izuzev
hiperglikemije, kod Zivotinja se javljaju i poliurija i polidipsija, kao i gubitak na teZini. Tehnicki
nedostatci su velika smrtnost pokusnih Zivotinja. Zamjerka ovom modelu dijabetsa je i
hepatotoksi¢no djelovanje STZ-a. Bilo je upitno ima li STZ i neurotoksi¢no djelovanje, no
prema istrazivanjima STZ nije uzrok slabije provodljivosti perifernih Zivaca (111). Iako 1 danas,
nekoliko desetlje¢a nakon prve upotrebe STZ-a, postoje dvojbe i razlike u protokolima i dozi
koja se aplicira, zbog toga Sto je u pitanju tehnicki lako izvediv, ekonomski prihvatljiv model i
primjenjiv na vise Zivotinjskih vrsta, i dalje je jedan od Cesto koriStenih modela Secerne bolesti
(112). Ovom modelu se zamjeralo i Sto zbog nacina indukcije nije analogan dijabetesu kod ljudi
(104), no pitanje koji od navedenih modela najbolje reflektira promjene kod ljudi i dalje ostaje
otvoreno. lako je mnogu pokusnih modela Se¢erne bolesti, nijedan u potpunosti ne oponasa
patofiziologiju te bolesti u ljudi, no svaki od njih moZe doprinijeti boljem razumjevanju bolesti

1 terapijskim mogucnostima.

1.11. Imunohistokemijski biljezi

Imunohistokemijskim metodama uz pomo¢ specificnih neuronalnih biljega moguce je u srcu
razlikovati pojedine vrste neurona i njihovih vlakana. Koristili smo PGP9.5, Neurofilament 200

(NF200) i tirozin hidroksilazu (TH).
1.11.1. PGP9.5

Kao panneuronalni biljeg kojeg sadrze svi neuroni najc¢esce se koristi PGP9.5 (eng. protein gene
product 9.5). PGP9.5 je citoplazmatska ubikvitarna C-terminalna hidroksilaza specifi¢na za
neurone i neuroendokrine stanice perifernog i srediSnjeg Ziv€anog sustava u sisavaca (113).
Specifi¢nost izrazaja PGP9.5 u neuronima dovela je do koriStenja ove bjelancevine kao biljega
inervacije u brojnim imunohistokemijskim studijama (114). Bjelancevina se takoder koristi kao

biljeg u analizi neuroendokrinih tumora (115) i neuronalnih stani¢nih linija (113). Iako su
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regulacija i funkcija PGP9.5 kroz Zivotni tijek neurona slabo istrazeni, visoka razina izraZaja
upucuje na njegovu vaznu ulogu u fiziologiji neurona (113). Potpora toj tvrdnji su studije koje
govore o nakupljanju ubikvitina i PGP9.5 u inkluzijskim tjeleScima unutar oSte¢enja povezanih
s nekoliko neurodegenerativnih bolesti, uklju¢uju¢i Alzheimerovu i Parkinsonovu bolest (116).
Do sada postoji nekoliko studija koje su istrazivale ovu bjelancevinu u sréanim neuronima i
njihovim vlaknima, dok ne postoje istraZivanja koja su kvantificirala izrazaj PGP9.5 u srcima
dijabeti¢nih Stakora u razdoblju od drugog tjedna do godinu dana trajanja dijabetesa. Studija u
kojoj je na kultiviranim stanicama intrizickih sr€anih neurona Stakora, streptozotocinom
induciran dijabetes, potom uzeta tkiva srca 3. i 6. mjeseci nakon indukcije, pokazuje da njihovi
neuriti imaju znatno veci postotak bubrenja, te viSe distrofi¢nih promjena u odnosu na kontrolnu
skupinu nakon 3 mjeseca, dok su distroficne promjene bile izraZenije nakon 6 mjeseci, sa

izraZenijim grananjem neurita, no znatno manjim brojem novih izdanaka (117).
1.11.2. Tirozin hidroksilaza

Tirozin hidroksilaza (TH) je enzim koji sudjeluje u stvaranju endogenih katekolamina,
kataliziraju¢i hidroksilaciju tirozina u L-DOPA (118), koji je vazni prekursor adrenergic¢kih
neurotransmitera srediSnjeg i perifernog Ziv€anog sustava, stoga se koristi kao biljeg specifican
za noradrenergicCke neurone i njihova vlakna. Adrenergicki neuroni koji inerviraju srce takoder
sadrze tirozin hidroksilazu, kako bi sintetizirali noradrenalin, signalnu molekulu za
podrazljivost kardiomiocita (72). TH je identificirana u epikardijalnim ganglijima srca ¢ovjeka,
zamorca i Stakora (119), te je pokazala aktivnost u Ziv€anim zavrSetcima svih dijelova srca, no

neSto manju u desnoj klijetki u odnosu na lijevu (116, 119).
1.11.3. Neurofilament 200

Neurofilament 200 (NF200) koristi se kao biljeg za osjetne neurone i pripada obitelji
intermedijarnih filamenata nadenih u aksonima zrelih neurona (120). Velike je molekularne
mase (200 kD). U srcu NF200 je najve¢im dijelom pronaden u neuronima i vlaknima epikarda
klijetki (71, 73). Biljeg je mijeliniziranih neurona (121). Ostecenje neurona uslijed dijabetesa

dovodi do gubitka boli i osjeta (122).
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2. CILJEVIIHIPOTEZE

2.1. Ciljevi

Stakor kao pokusna Zivotinja, kao i Stakorski model dijabetesa induciran streptozotocinom
(STZ), su se pokazali kao adekvatan model za prouCavanje promjena izazvanih
hiperglikemijom. lako postoje istraZivanja koja na Stakorskom modelu dijabetesa proucavaju
inervaciju srca, ne postoji studija koja proucava kvantitativne promjene pojedinih vrsta vlakana,
kao i njihovu distribuciju u klijetkama, tijekom dugodjelujuc¢e Secerne bolesti. PredloZena
disertacija se, stoga, bavi istraZivanjem promjena ZivCanih zavrSetaka u klijetkama kroz trajanje
Secerne bolesti u vremenu od 12 mjeseci, koriste¢i pri tom specificne biljege kako bi

diferencirali pojedina vlakna.
Ciljevi predloZenog istraZivanja su:

-Utvrditi promjenu ukupne povrSine zivCanih zavrSetaka u klijetkama koristeci

panneuralni biljeg PGP9.5 tijekom 12 mjeseci Se¢erne bolesti.

-Utvrditi promjenu povrSine specifi¢nih Ziv€anih zavrSetaka u klijetkama koje se
dogadaju pod utjecajem dugodjelujuceg dijabetesa, koristeci biljege tirozin hidroksilazu (TH)
za simpaticka vlakna i Neurofilament 200 kD (NF200) za osjetna vlakna.

-Za navedene vrste vlakana utvrditi postoji 1 promjena u njihovoj distribuciji u

pojedinim regijama lijeve i desne klijetke.

-Utvrditi kvantitativne promjene pojedinih vrsta vlakana koje se odvijaju kroz vrijeme

pod utjecajem dijabetesa.

-Usporediti skupine kontrolnih (zdravih) Zivotinja, te vidjeti imunohistokemijske
karakteristike pojedinih vrsta vlakana, njihovu distribuciju i kvantitativne promjene koje se

dogadaju starenjem.

-Istraziti postoje li u srcima Zivotinja kojima je induciran dijabetes znakovi razvoja

dijabeticke kardiomiopatije, kao posljedice dugodjelujuceg dijabetesa.

-Utvrditi koji su dijelovi klijetki najizloZeniji promjenama inervacije usljed Secerne

bolesti, kako bi se daljnjim istraZivanjima pronasao nacin za prevenciju oStecenja, te kako se
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mijena inervacija srca kroz vrijeme trajanja bolesti kako bi se pronaslo vrijeme u kojem je

najvaznije terapijski djelovati.
2.5. Hipoteze

1. Zivéana vlakna ¢e pod utjecajem Seéerne bolesti promijeniti ukupnu povrsinu i distribuciju

u klijetkama, neovisno o vrsti vlakana
2. Promjene Ce biti izraZenije trajanjem Secerne bolesti
3. Starenjem ¢e se smanjit broj ukupne povrSine vlakana, neovisno o vrsti vlakna

4. Duzim trajanjem bolesti znakovi razvoja dijabeticke kardiomiopatije ¢e biti izraZeniji
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Eticko odobrenje

Eticko Povjerenje Medicinskog fakulteta u Splitu je odobrilo ovu studiju, a svi pokusi unutar
istrazivanja provedeni su u skladu sa smjernicama za rukovanje laboratorijskim Zivotinjama
(European Communities Council Directive 24.11.1986.) Poduzete su sve mjere kako bi se

minimalizirao broj Zivotinja i njihova patnja tijekom eksperimenta.
3.2. Pokusne Zivotinje

Studija je provedena na Stakorima soja Sprague-Dawley koji su pribavljeni iz Nastambe za
pokusne Zivotinje Sveuéilista u Splitu. Stakori su bili svi muZjaci, mase 160 do 210 g. DrZani
su pod temperaturom 22+1°C uz pola dana svijetla, pola dana mraka. Bili su smjeSteni u

plasticnim kavezima uz slobodan pristup hrani i vodi.
3.3. Indukcija i utvrdivanje SeCerne bolesti

Stakori su se na pocetku pokusa dva tjedna hranili odgovarajuéom hranom, nakon &ega su
primili odgovarajuéu injekciju. Stakorski model diabetesa tip I je induciran nakon cjelonoénog
posta, intraperitonealnom injekcijom streptozotocina (STZ) razrijedenog u citratnom puferu
(pH 4,5) 1 apliciranog u dozi od 55 mg/kg. Kontrolnim Zivotinjama je injiciran Cisti citratni
pufer. Hranjeni su ad libitum standardnom laboratorijskom hranom za Stakore koja sadrzi 27%

proteina, 64% ugljikohidrata i 9% masnoc¢a (4RF21 GLP, Mucedola, Settimo Milanese, Italy).

Razine glukoze u krvi su mjerene iz krvi uzete iz repne vene (One Touch Vita instrument,
LifeScan, High Wycombe, UK) kako bi se utvrdila indukcija dijabetesa. Zivotinje koje su
ukljucene u daljnju studiju su imale razinu glukoze u krvi >16,5 mmol/L ¢etvrti dan nakon

indukcije DM. Tjelesna tezina i razina glukoze u krvi su mjerene tjedno.

Pokusne Zivotinje su podijeljene u skupine, svakoj dijabetickoj skupini je dodijeljena
odgovaraju¢a kontrolna skupina, ovisno o periodu nakon indukcije dijabetesa (2 tjedna, 2
mjeseca, 6 mjeseci, 12 mjeseci). Svaka skupina, dijabeticka i1 kontrolna se sastojala od 6

Zivotinja.
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3.4. Prikupljanje i priprema tkiva

Zivotinje su prvo anestezirane odgovarajuéim anestetikom (isoflurane; Forane, Abbott
Laboratories, Queenborough, UK) potom perfundirane kroz uzlaznu aortu s fizioloSkom
otopinom, a potom s Zambonijevim fiksativom (4% paraformaldehid i 15% zasi¢ena pikrinska
kiselina u 0,1M fosfatnom puferu, pH7,4) Po zavrsetku perfuzije, pristupilo se vadenju srca
koja su naknadno fiksirana Zambonijevim fiksativom. Popre¢nim rezom kroz ventrikule su
uzeta tkiva ventrikula koja su uklopljena u parafin. Parafinski blokovi su rezani na 7um tanke
rezove, pomoc¢u mikrotoma (LEICA RM 2155, Leica Microsystem Nussloch GmbH, Nussloch,
Njemacka), uz stalno hladenje koriStenjem ledenih blokova. Ravnanje rezova provedeno je uz
pomo¢ vodene kupelji zagrijane na 45°C, nakon Cega su rezovi montirani na silanizirana
predmetna stakalca (Histobond +, Paul MarienfeldGmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen,
Njemacka). Rezovi su potom deparafinizirani, rehidrirani u etanolu i vodi, isprani u destiliranoj

vodi, zatim grijani 12 minuta na temperaturi od 95°C u citratnom puferu (pH 6,0).
3.5. Imunohistokemijsko bojenje i mikroskopska obrada

Nakon pripreme, rezovi su inkubirani primarnim protutijelima. Primarna protutijela (Tablica
1) su PGP9.5 (1:100, ab8189, Abcam, Cambridge, MA, USA), tirozin hidroksilaza (1:500;
ab113, Abcam, Cambridge, UK) i Neurofilament 200 kDa (1:200, Ab8135, Abcam, Cambridge,
UK), koji su prethodno razrijedeni, potom aplicirani. Rezovi sa razrijedenim primarnim
protutijelima su ostavljena preko no¢i u vlaznoj komori. Odgovarajuca sekundarna protutijela
(Tablica 2) su se primijenila nakon ispiranja rezova u 0,01M PBS-u (3x10 minuta). Rezovi su
inkubirani sa sekundarnim protutijelom kroz 1 sat i potom ponovno ispirana u 0,01 M PBS
(3x10 min). Nakon ispiranjarezovi su prekriveni pokrovnim stakalcem nakon stavljanja medija

za uklapanje (Immu-mount medium,Thermo scientific,Pittsburgh, SAD).
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Naziv Vrsta Proizvodac kat.broj Razrjedenje

PGP9.5 Mis Abcam, ab8189 1:100
Cambridge,
MA, USA

TH Ovca Abcam, ab113 1:500
Cambridge, UK

NF200 Kuni¢ Abcam, Ab8135 1:200
Cambridge, UK

Tablical. Primarna protutijela

Naziv vrsta Proizvodac kat. Broj Razrjedenje
mi§ji IgG Kozji Life T862 1:200
Texas red 124 Technologies

Corporation,

Carlsbad, CA, USA
zeCiji IgG Magarac Jackson 711-295-152 1:300
Rhodamine red ImmunoResearch

Laboratories, Inc.,
Baltimore, PA, USA
kozji IgG Magarac Jackson 705-295-003 1:300
Rhodamine red ImmunoResearch
Laboratories, Inc.,
Baltimore, PA, USA

Tablica 2. Sekundarna protutijela

3.6. Analiza slika i kvantifikacija

Histoloski presjeci kroz klijetke su se snimali mikroskopom BX51 (Olympus, Tokyo, Japan)
opremljenim ra¢unalnim programom za slikovnu dijagnostiku (Cell A, Imaging Software for
Life Sciences Microscopy,Olympus, Tokyo, Japan), pod povec¢anjem x40. Slike smo analizirali
unutar podrucja: lijeva klijetka, desna klijetka, interventrikularni septum, prednja i straznja
stijenka klijetke uz interventrikularni septum ra¢unalnim programom Metamorph (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, SAD) i ImagelJ software (National Institutes of Health, Bethesda, MD,

USA). Unutar odabranih podruc¢ja mjerili smo broj i udio povrsine (engl. threshold area %) koju
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pokrivaju pozitivna Ziv€ana vlakna, te usporedili s istim podru¢jima u odgovarajucoj kontrolnoj
skupini. Usporedili smo ukupnu povrSinu vlakana odredene skupine sa odgovaraju¢om
kontrolnom skupinom, kao 1 pojedine regije klijetke za svaki odabrani vremenski period sa
odgovaraju¢om kontrolnom skupinom. Promatrane su i promjene pojedinih vlakana kroz
sazrijevanje za sve dobne skupine kao i pojedine regije klijetki dijabetickih i kontrolnih

Zivotinja.

d b

Slika 4. Razina presjeka kroz klijetke (a), 1 mm ispod aurikula je u¢injen gornji rez kroz klijetke
te je uzeto tkivo debljine 5 mm za analizu. LA lijeva pretklijetka (engl. left atrium); RA desna
pretklijetka (engl. right atrium); LV lijevaklijetka (engl. left ventricle); RV desna klijetka (engl.
right ventricle), podrucja klijetki koja su uzeta za analizu (b), 5 polja u pojedinim regijama
ventrikula koja smo analizirali, u svakom od njih je slikano 6 slika, 1 - lijeva stijenka lijeve
klijetke, 2 - interventrikularni septum, 3 - stijenka desne klijetke, A - prednja stijenka lijeve

klijetke, P - straZnja stijenka lijeve klijetke.
3.7. Priprema rezova za utvrdivanje kardiomiopatije

Naposljetku, nakon deparafinizacije, rez srca svake pokusne Zivotinje je obojan hemalaunu u
trajanju 3- 5 minuta, ispiran jednu minutu u destiliranoj, potom 5- 10 minuta u vodovodnoj
vodi. Potom je slijedilo bojanje eozinom 3- 5 minuta i ponovno dehidriranje (provodenje rezova

kroz alkohole koncentracija od 70 %-tnog do 100%-og alkohola). Navedeno bojanje je
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izvedeno u svrhu pripreme preparata na kojima se mjerila veli¢ina kardiomiocita i debljina

stijenke lijeve klijetke, radi utvrdivanja postojanja kardiomiopatije.

Slika 5. Prikaz H&E obojanog preparata, (LV - lijeva klijetka, RV - desna klijetka, 1 - lijeva
stijenka lijeve klijetke, 2 - interventrikularni septum, 3 - stijenka desne klijetke, A - prednja

stijenka lijeve klijetke, P - straZnja stijenka lijeve klijetke)

3.8. Statisticka analiza
3.8.1 Izracun veli¢ine uzorka

Za potrebe ove studije proveden je izracun veli¢ine uzorka u programu G*Power 3.1.2 (Franz
Faul, Universitaet Kiel, Njemacka). Kao temelj za izraCun odabrana je povrSina klijetki
prekrivena Ziv€anim vlaknima pozitivnim na koriStena protutijela u odnosu na ukupnu povrsinu
klijetki u podrucjima od interesa. Medijan pokusne skupine je bio 0.014, a u kontrolnoj skupini
0.031. Mjera varijabilnosti je bila 0.8. S obzirom na rezultate pilot studije procjena veli¢ine
uzorka pokazala je minimalan broj od 6 Stakora po skupini da bi studija imala snagu istraZivanja
od 80% (1-B) uz razinu znacajnosti od o =5%. U studiju su uzete Zivotinje koje su zadovoljile
kriterije ukljuCenja ovisno o vrijednostima GUK-a, a njihov konaan broj u skupinama je

zadovoljio veli¢inu uzorka.
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3.8.2 Statisticki postupci

Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (AS£SD). Mann-Whitney
test je koriSten za usporedbu izmedu dvije grupe, dok su usporedbe izmedu viSe grupa obradene
Kruskal-Wallisovom testom, potom Dunn post-hoc testom (GraphPad 146 Software, La Jolla,

CA, USA). Rezultati su interpretirani na razini znacajnosti p<0.05.
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4. REZULTATI
4.1. Utvrdivanje dijabetesa

Stakori su bili 8 tjedana stari kada im je induciran DM. Hiperglikemija je utvrdena tjedan dana
nakon aplikacije streptozotocina, te su vrijednosti Secera u krvi bile su znacajno vece u odnosu
na kontrolnu skupinu, kod dijabeti¢kih Zivotinja iznosile su u prosjeku 28,6 mmol/L tijekom
cijelog eksperimenta. Sve Zivotinje ukljucene u studiju su u poc¢etku imale jednaku tezinu, 160-
180 g, no u skupini sa DM S$takori su sporije dobivali na teZini, te su krajem pokusa u prosjeku

tezile 243 g, u odnosu na kontrolnu skupinu koja je tezila prosje¢no 348 g.

CTRL =
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Slika 6. Graficki prikaz glukoze u krvi (GUK) kod kontrolnih i dijabetickih Zivotinja tijekom

trajanja pokusa
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Slika 7. Graficki prikaz tjelesne tezine (TT) kod kontrolnih i dijabeti¢kih Zivotinja tijekom

trajanja pokusa

4.2. Usporedba PGP9.5 pozitivnih vlakana u dijabetickoj i kontrolnoj skupini kroz

zadana vremenska razdoblja

Neuralni biljeg PGP9.5 je upotrijebljen za detekciju svih aksona u srcu, neovisno o tipu vlakna.
PGP9.5 pozitivna vlakna su detektirana kroz cijeli presjek klijetke, naj¢eSce uz krvne Zile.
Usporedujuci sve promatrane regije klijetke zajedno, znacajan porast uocen je kod dijabetickih
skupina nakon 2. tjedna (p< 0.01) i 2. mjeseca (p<0.05) od indukcije DM-a. Znacajna razlika
izmedu DM i CTRL skupine nije pronadena nakon 6. i 12. mjeseca od indukcije DM-a (Slika
7).
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Slika 7. Prikaz odnosa ukupne povrSine PGP9.5 pozitivnih vlakana izmedu dijabetickih (DM)
i kontrolnih skupina (CTRL), za razdoblja nakon 2. tjedna (2tj), 2. mjeseca (2m), 6. mjeseca

(6m) i 12. mjeseca (12m), statisticki znacajna razlika *p<0.05, ***p<0.001.

4.3. Usporedbe PGP9.5 pozitivnih vlakana u razli¢itim regijama klijetki dijabeti¢kih i

kontrolnih skupina

U razdoblju od 2. tjedna nakon indukcije dijabetesa jedini znacajan porast povr§ine PGP9.5
vlakana zabiljeZen je u lijevoj klijetki (p=0.009) (Slika 8.a), dok u ostalim regijama nije bilo
statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu. U vremenskom razdoblju od 2.
mjeseca u prednjoj stijenki klijetke dijabeticke skupine je zabiljeZen porast u odnosu na
kontrolnu skupinu (p=0.010) (Slika 8.b). Nakon 6. mjeseca nije bilo statisticki znacajne razlike
u regijama izmedu dijabetickih i kontrolnih skupina (Slika 8.c), dok je nakon 12. mjeseca
evidentiran porast jedino u desnoj klijetki dijabeti¢ke u odnosu na kontrolnu skupinu (p=0.008)

(Slika 8.d).

32



a osr m CTRL D osp
o DM

B CTRL
O DM

Ukupna pavrsina%
[=]
T
e
Ukupna povriina%

C 05 d 05~
B CTERL B CTRL
0O DM O DM
04~ 04
3
03 03
5 5
= =
gl ' o2
3 3
=5 (=3
a m
& € o1
=] =1
= =
- |
0,0

Slika 8. Usporedba ukupne povrSine PGP 9.5 pozitivnih vlakana izmedu dijabeti¢kih (DM) i
kontrolnih skupina (CTRL) kroz pojedine regije srca 1 - lijeva stijenka lijeve klijetke, 2
interventrikularni septum, 3 - desna klijetka, A - prednja stijenka lijeve klijetke, P - straznja
stijenka lijeve klijetke, za razdoblja od 2. tjedna (a), 2. mjeseca (b), 6. mjeseci (c) i 12. mjeseci

(d). Statisticki znacajna razlika *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Slika 9. PGP 9.5 pozitivna vlakna su obojana intenzivno crveno, lokalizirana su ve¢inom oko
krvnih Zila (bv, engl. blood vessel). Zivéana vlakna u srcima kontrolnih Zivotinja (a) i
dijabetickih Zivotinja (b) nakon 2 tjedna; kontrolnih Zivotinja (c) i dijabetickih Zivotinja (d)
nakon 2 mjeseca; kontrolnih Zivotinja (e) i dijabetickih (f) nakon 6 mjeseci,; kontrolnih

Zivotinja (g) 1 dijabetickih Zivotinja (g) nakon 12 mjeseci. Mjerna ljestvica 100p.
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4.4. Usporedba NF200 pozitivnih vlakana u dijabeti¢koj i kontrolnoj skupini

Imunoreaktivnost za neuralni biljeg NF200 je bila u zna¢ajnom porastu u DM skupini 2. tjedan
nakon indukcije (Slika 10.). Kroz ostala promatrana vremenska razdoblja nije bilo znacajne

razlike izmedu dijabeticke i kontrolne skupine za NF200.
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Slika 10. Prikaz odnosa ukupne povrSine NF 200 pozitivnih vlakana izmedu dijabetickih (DM)

Ukupna povriina%

1 kontrolnih skupina (CTRL), za razdoblja nakon 2. tjedna (2tj), 2. mjeseca (2m), 6. mjeseci

(6m) i 12. mjeseci (12m), statistiCki znacajna razlika ***p<0.001.
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Slika 11. NF200 pozitivna vlakna su obojana intenzivno crveno, lokalizirana su ve¢inom oko
krvnih zZila (bv, engl. blood vessel). Ziv&ana vlakna u srcima kontrolnih Zivotinja (a) i
dijabetickih Zivotinja (b) nakon 2 tjedna; kontrolnih Zivotinja (c) i dijabetickih Zivotinja (d)
nakon 2 mjeseca; kontrolnih Zivotinja (e) 1 dijabetickih (f) nakon 6 mjeseci,; kontrolnih

Zivotinja (g) i dijabetickih Zivotinja (g) nakon 12 mjeseci. Mjerna ljestvica 100.
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4.5. Usporedbe NF200 pozitivnih vlakana u razlifitim regijama klijetki dijabetickih i

kontrolnih skupina

NF 200 pozitivna vlakna u razdoblju od 2. tjedna nakon indukcije su znac¢ajno povisena u desnoj
klijetki dijabetickih srca u odnosu na kontrole (p<0.05). Interventrikularni septum i lijeva
stijenka lijeve klijetke takoder pokazuju statisticki znacajno povecanje u odnosu na kontrolne
skupine (p<0.001). Nasuprot tome, prednja stijenka lijeve klijetke biljezi znacajno manju
povrsinu NF200 pozitivnih vlakana u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0.001), dok straznja

stijenka lijeve klijetke ne pokazuje razliku u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 12.a).

Jedina regija koja biljezZi statisticki znacajan porast NF200 pozitivnih vlakana u odnosu na
kontrolnu skupinu za razdoblje od 2. mjeseca nakon indukcije je straznja stijenka lijeve klijetke

(Slika 12.b, p<0.01).

Usporedujuci inervaciju svih regija 6. mjeseca nakon indukcije DM-a nije bilo znacajne razlike
izmedu dijabetickih i kontrolnih skupina, no usporedujuci pojedine regije klijetke (Slika 12.c),
pronadeno je povecanje gusto¢e NF 200 pozitivnih vlakana u interventrikularnom septumu i
desnoj klijetki (p<0.001), dok je u prednjoj stijenki lijeve klijetke (p<0.01) 1 straZznjoj stijenki
lijeve klijetke (p<0.05) doslo do smanjenja u odnosu na kontrolnu skupinu. Jedina regija u kojoj
nije bilo razlike izmedu dijabeticke i kontrolne skupine 6. mjeseca nakon indukcije DM-a je

lijeva stijenka lijeve klijetke.

Unato¢ tome Sto 12 mjeseci nakon indukcije (Slika 12.d) nije bilo znacajne razlike u povrSini
NF200 pozitivnih vlakana izmedu dijabeti¢kih i kontrolnih skupina, promatrajuc¢i pojedine
regije, porast je zabiljeZen u desnoj klijetki u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0.001), a pad u

straznjoj (p<0.001) i lijevoj stijenki lijeve klijetke (p<0.01).
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Slika 12. Usporedba ukupne povrSine NF200 pozitivnih vlakana izmedu dijabetickih (DM) i

kontrolnih skupina (CTRL) kroz pojedine regije srca 1 - lijeva stijenka lijeve klijetke, 2 -

interventrikularni septum, 3 - desna klijetka, A - prednja stijenka lijeve klijetke, P - straznja

stijenka lijeve klijetke, za razdoblja nakon 2. tjedna (a), 2. mjeseca (b), 6. mjeseca (c) i 12.

mjeseca (d). Statisticki znacajna razlika *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

4.6. Usporedba TH pozitivnih vlakana u dijabeti¢koj i kontrolnoj skupini

TH pozitivna vlakna su takoder bila rasprostranjena kroz klijetke, no najcesce su se ipak

nalazila uz krvne Zile, kao i drugi tipovi vlakana. Znacajne razlike su pronadene 2. tjedna i 2.

mjeseca nakon indukcije, gdje je znacajno veci broj vlakana bio u dijabetickoj skupini, dok

nakon 6. i 12. mjeseca nije bilo razlike (Slika 13).
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Slika 13. Prikaz odnosa ukupne povrSine TH pozitivnih vlakana izmedu dijabetickih (DM) i
kontrolnih skupina (CTRL), za razdoblja nakon 2. tjedna (2tj), 2. mjeseca (2m), 6. mjeseca (6m)

i 12. mjeseca (12m), statisti¢ki znaCajna razlika ***p<0.001

4.7. Usporedbe TH pozitivnih vlakana u razli¢itim regijama Kklijetki dijabetickih i

kontrolnih skupina

Povecanje gustoce TH pozitivnih vlakana 2. tjedna nakon indukcije je evidentirano u
inetrventrikularnom septumu, lijevoj i prednjoj stijenki lijeve klijetke (p<0.001), dijabetickih
srca, dok u straznjoj stijenci i desnoj klijetki nije bilo zna€ajne razlike u odnosu na kontrolnu

skupinu (Slika 14.a).

Skupina dijabetickih srca u dobi od 2. mjeseca nakon indukcije (Slika 14.b.) biljeZi povecanje
u svim regijama klijetke u odnosu na kontrolne skupine (p<0.01), dok je najvece povecanje

pronadeno u lijevoj stijenci lijeve klijetke (p<0.001).

Iako u skupinama od 6. mjeseca i 12. mjeseca (Slika 14.c 1 d) nije bilo znacajne razlike kada se
promatraju sve regije skupa, usporedujuci regije pojedinacno, interventrikularni septum je imao
znacajno manju gustocu TH vlakana u usporedbi sa kontrolnom skupinom nakon 6. mjeseca
(p<0.01), a desna klijetka je imala porast gusto¢e TH vlakana u usporedbi s kontrolom nakon

12. mjeseca.
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Slika 14. Usporedba ukupne povrSine TH pozitivnih vlakana izmedu dijabetickih (DM) i

kontrolnih skupina (CTRL) kroz pojedine regije srca 1 - lijeva stijenka lijeve klijetke, 2 -

interventrikularni septum, 3 - desna klijetka, A - prednja stijenka lijeve klijetke, P - straznja

stijenka lijeve klijetke, za razdoblja od 2. tjedna (a), 2. mjeseca (b), 6. mjeseca (c) i 12. mjeseca

(d). Statisticki znacajna razlika *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Slika 15. TH pozitivna vlakna su obojana intenzivno crveno, lokalizirana su ve¢inom oko
krvnih Zila (bv, engl. blood vessel). Ziv&ana vlakna u srcima kontrolnih Zivotinja (a) 1
dijabetickih Zivotinja (b) nakon 2 tjedna; kontrolnih Zivotinja (c) i dijabetickih Zivotinja (d)
nakon 2 mjeseca; kontrolnih Zivotinja (e) i dijabetickih (f) nakon 6 mjeseci,; kontrolnih

Zivotinja (g) i dijabetic¢kih Zivotinja (g) nakon 12 mjeseci. Mjerna ljestvica 100
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4.8. Promjene PGP9.5, NF200 i TH pozitivnih vlakana tijekom sazrijevanja kod

dijabetesa

PGP9.5 pozitivna vlakna pokazala su statisticki znacajne razlike za sva zadana vremenska
razdoblja (p<0.001). Povrs$na vlakana je bila u porastu nakon 2. tjedna i 2. mjeseca. Nakon 6.

mjeseca doslo je pada, no nakon 12. mjeseca ponovno je doSlo do porasta (slika 7).

NF 200 pozitivna vlakna su bila u porastu 2 tjedna nakon indukcije DM-a (p<0.001) u usporedbi
sa razdobljima od 2., 6. 1 12. mjeseca od indukcije DM-a (Slika 9).

TH pozitivna vlakna biljezila su porast u nakon 2. tjedna (p<0.001), doseZu¢i najvecu vrijednost
nakon 2. mjeseca (p<0.001), nakon ¢ega je uslijedilo znacajno smanjenje nakon 6.1 12. mjeseca

(p>0.05, Slika 13).

4.9. Promjene PGP9.5, NF200 i TH pozitivnih vlakana tijekom starenja kod kontrolnih

skupina

Kod kontrolnih skupina uzorak promjena kod starenja za PGP5.9 je bio slican onome kod
dijabetickih skupina, te je pokazao znacajnu razliku za sva zadana razdoblja (p<0.001).
Povrsina vlakana je bila u porastu u razdobljima nakon 2. tjedna i 2. mjeseca, da bi uslijedio

pad nakon 6. mjeseci, te ponovno rast nakon 12. mjeseci od indukcije bolesti (Slika 7).

Kontrolne skupine NF 200 su u periodu od 12. mjeseca nakon indukcije bolesti imale statistic¢ki
znacajan porast povrsine NF 200 pozitivnih vlakana (p<0.005, Slika 9), dok u drugim zadanim

razdobljima nije bilo razlike.

TH pozitivna vlakna u kontrolnim skupinama nisu pokazala statisticki znacajnu razliku u

zadanim vremenskim razdobljima (p>0.05, Slika 13).

4.10. Promjena PGP9.5 pozitivnih vlakana tijekom starenja u kontrolnim skupinama

Znacajan porast PGP9.5 pozitivnih vlakana u vremenu nakon 2. tjedna pronaden je u lijevoj
stijenci lijeve klijetke u usporedbi sa desnom klijetkom (p<0.001), dok u ostalim skupinama
nije bilo znacajne razlike (p>0.05 za sve skupine). Nakon 2. mjeseca lijeva stijenka lijeve
klijetke ima znaCajno vecu povrSinu pozitivnth PGP9.5 vlakana u usporedbi sa

inetrventrikularnim septumom (p<0.010), prednjom stijenkom (p<0.010) i straZnjom stijenkom
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lijeve klijetke (p<0.010). Znacajno manje vrijednosti PGP9.5 su pronadene u
interventrikularnom septumu u usporedbi sa desnom klijetkom (p<0.05) 6 mjeseci nakon
indukcije DM-a, dok usporedbom drugih regija nije bilo znacajne razlike. Pronadena je takoder
znacajna razlika izmedu svih promatranih regija klijetke 12 mjeseci nakon indukcije DM-a

(p<0.05 za sve) (Slika 7).
4.11. Promjena PGP9.5 pozitivnih vlakana tijekom starenja u dijabetickim skupinama

Nije pronadena statistiCki znaCajna razlika u povrSini PGP9.5 pozitivnih vlakana izmedu
pojedinih regija u klijetkama dijabetickih srca za vremenske periode nakon 2. tjedna, 2. mjeseca
i 6. mjeseca (p>0.05 za sve), dok je nakon 12. mjeseca znacCajan porast pronaden u desnoj
kljjetki u usporedbi sa interventrikularnim septumom (p<0.001), prednjom (p<0.001) i

straznjom stijenkom (p<0.001) ljjeve klijetke (Slika 7).
4.12. Promjena TH pozitivnih vlakana tijekom starenja u kontrolnim skupinama

Desna klijetka pokazuje znaCajno vecu povrSinu TH pozitivnih vlakana u odnosu na lijevu
stijenku lijeve klijetke nakon 2. tjedna (p>0.05). Nakon 2. i 6. mjeseca nema znacajne razlike
medu pojedinim regijama ventrikula kontrolnih skupina, dok se nakon 12. mjeseca od indukcije
DM, dakle u starosti Stakora od 14 mjeseci, znacajno povecanje nalazi u lijevoj stijenci lijeve
klijetke u odnosu na prednju stijenku lijeve klijetke (p>0.01) 1 desnu klijetku (p>0.01, Slika
13).

4.13. Promjena TH pozitivnih vlakana tijekom starenja u dijabetickim skupinama

Nakon 2. tjedna od indukcije DM nema znacajne razlike TH pozitivnih vlakana izmedu
pojedinih regija klijetke. Kroz razdoblje od 2. mjeseca nakon indukcije DM lijeva stijenka lijeve
klijetke ima znacajno vecu povrSinu TH pozitivnih vlakana u odnosu na sve ostale regije
(p>0.01, p>0.001). Nakon 6. mjeseca od indukcije nema znacajnih razlika medu pojedinim
regijama klijetke, dok je nakon 12. mjeseca znaCajno visSe TH pozitivnih vlakana u desnoj
klijetki u odnosu na interventrikularni septum i straznju stijenku lijeve klijetke (p>0.05, Slika

13).
4.14. Promjena NF200 pozitivnih vlakana tijekom starenja u kontrolnim skupinama

Povecan povr§ina NF200 pozitivnih vlakana nakon 2. tjedna je uocen u desnoj klijetki (p>0.001,
p>0.01) i prednjoj stijeki lijeve klijetke (p>0.001) u odnosu na ostale regije. Nakon 2. mjeseca
desna klijetka ima znacCajno manju povrsSinu vlakana u odnosu na lijevu stijenku (p>0.001),

prednju stijenku (p>0.001), i interventrikularni septum (p>0.05). Nakon 6. mjeseca
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interventrikularni septum ima znatno manje vlakana od lijeve (p>0.01),, prednje (p>0.001), 1
straznje (p>0.01), stijenke lijeve klijetke, dok desna klijetka ima manje vlakana od prednje
stijenke lijeve klijetke (p>0.05),. Nema znacajne razlike izmedu pojedinih regija nakon 12.

mjeseca (Slika 11).
4.15. Promjena NF200 pozitivnih vlakana tijekom sazrijevanja u dijabetickim skupinama

Nakon 2. tjedna lijeva stijenka lijeve klijetke ima znacajno vecu povrSinu NF200 pozitivnih
vlakana u odnosu na straznju stijenku lijeve klijetke (p>0.001), dok inetrventrikularni septum i
desna klijetka imaju vecu povrSinu od prednje i straZnje stijenke lijeve klijetke (p>0.001,
p>0.05). Nakon 2. mjeseca dolazi do obrata te cijela lijeva klijetka imaja vecu povrSinu NF200
vlakana u odnosu na desnu klijetku (p>0.001), prednja i straZnja stijenka i na inetrventrikularni
septum (p>0.05). Nakon 6. mjeseca lijeva stijenka lijeve klijetke (p>0.05) 1 desna klijetka
(p>0.001) imaju vecu povrSinu pozitivnih vlakana u odnosu na prednju i straZnju stijenku.
Nakon 12. mjeseca desna klijetka ima znacajno vecu povrSinu u odnosu na sve ostale regije

(p>0.001), a interventrikularni septum naspram straznje stijenke (p>0.01, Slika 11).

4.16. Validacija kardiomiopatije

Za utvrdivanje kardiomiopatije mjeren je promjer lijeve klijetke i veli¢ina kardiomiocita. Iako
za oba navedena parametra nije bilo statisticki znacajne razlike u usporedbi kontrolnih sa
dijabetickim skupinama za zadana vremenska razdoblja, usporedujuci ukupne vrijednosti za
dijabeticke i kontrolne skupine, pronadena je statisticki znacajna razlika i u promjeru klijetke

(Tablica 3.) i u veliCini kardiomocita (Tablica 4.)

Tablica 3. Promjer LV (um) po skupinama

Ctrl Dm
2 tjedna 4,32 4,87
2 mjeseca 6,37 5,95
6 mjeseci 4,51 5,48
12 mjeseci 4,95 5,51
LV diametar (um) ukupno 4.93 5.51%

*p<0.05, Mann-Whitney test.
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Tablica 4. Veli€ina kardiomiocita (um) po skupinama

Citrl Dm
2 tjedna 0,0150 0,0170
2 mjeseca 0,0133 0,0112
6 mjeseci 0,0138 0,01317
12 mjeseci 0,0128 0,01329
cardiomyocytes diameter (um) 0,0141+0.003 0.0134+0.002*

*p<0.05, Mann-Whitney test.
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Slika 16. Transverzalni presjek kroz lijevu klijetku (a), normalna veli¢ina miSiénih vlakana u
lijevoj klijetci (ozna€eno strelicama) (b) i povecana vlakna u lijevoj klijetci (oznaceno
strelicama) (c); LV - lijeva klijetka, p papilarni mi$i¢i, 2 - interventrikularni septum, 1 - prednja

stijenka lijeve klijetke; H&E, mjerna ljestvica 100 pm (a) and 25 pm (b - ¢).
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5. RASPRAVA

U naSem radu prouCavane su promjene u inervaciji srca na Stakorskom modelu dijabetesa tip I,
kao i odgovarajucih kontrolnih skupina kroz odabrana vremenska razdoblja tijekom 12 mjeseci
kako bismo utvrdili promjene u simpatickoj, osjetnoj, te ukupnoj inervaciji srca. Za detekciju
Ziv€anih vlakana koristili smo imunohistokemijske biljege, za simpati¢ka vlakana koriStena je
tirozin hidroksilaza (TH), za osjetna neurofilament 200 (NF200), a kao panneuronalni biljeg
koriSten je protein genski produkt 9.5 (PGP9.5). Prema nasim saznanjima, ovo je prvi put da je
inervacija srca mapirana imunohistokemijskim biljezima PGP9.5 1 NF200 kroz presjeke klijetki
dijabetickih Stakora u razdoblju od 12 mjeseci. TH je koriSten ranije za utvrdivanje promjene
simpatickih vlakana u srcima dijabetickih Stakora, no ne u istim vremenskim intervalima, kao
ni u istim regijama srca. Upotrebom PGP9.5, ubikvitarnog neuralnog biljega, uocili smo
bifaz¢an uzorak inervacije za dijabetiCku skupinu kao i kontrolnu. Znac¢ajno povecanje ukupne
povrSine Ziv€anih zavrSetaka u ventrikulima dijabetickih Stakora u odnosu na kontrolnu skupinu
pojavljuje se ve¢ 2 tjedna nakon indukcije. Porast se nastavlja i nakon 2 mjeseca. Razdoblje od
6 mjeseci nakon indukcije biljezi smanjenje ukupne povrSine vlakana u obje skupine, da bi
nakon 12 mjeseci od indukcije dijabetesa ponovno doslo do porasta u obje skupine. Navedene
promjene bi mogle biti kompenzatorni mehanizam na oSte¢enja vlakana, jer bi u prvom valu
porasta ukupne povrSine Ziv€anih zavrsetaka Stetnu noksu mogla predstavljati hiperglikemija i
popratni mehanizmi oSte¢enja kod DM-a, dok bi smanjenje ukupne povrSine vlakana moglo
znaciti iscrpljenje kompenzatornih mehanizama. Ponovan porast, obzirom da se pojavljuje i u
dijabetickih i1 kontrolnih Stakora, moZe znaciti i utjecaj drugih ¢imbenika, kao Sto je starenje.
Stoga smo pokusali diferencirati vlakna, te odrediti na koji nacin se odvijaju navedene promjene

kod simpatiCke i osjetne inervacije srca.

Srce je obilno opskrbljeno autonomnim zZiv¢éanim vlaknima, koji vrlo precizno kontroliraju
sr¢anu funkciju, stoga svaka Stetna noksa moZe mijenjajuci inervaciju, znatno utjecati na
preciznu kontrolu srca. Autonomna dijabeticka neuropatija u ljudi se prezentira heterogenim
uzorkom, gdje je simpaticka denervacija izraZenija distalno u odnosu na proksimalne dijelove
klijetke. Kod Stakorskog modela dijabetesa induciranog STZ-om, sli¢ne promjene su uocene za
neuralni ¢imbenik rasta (engl. neural growth factor, NGF), koji se smanjuje prema distalnim
dijelovima, $to ide u prilog adekvatnosti Stakorskog modela za promjene koje se dogadaju u

ljudi kod Secerne bolesti.

Ukupna inervacija klijetki obiljeZena panneuronalnim biljegom PGP9.5 nije pokazala dosljedan
uzorak promjena u pojedinim regijama klijetki pod utjecajem Secerne bolesti, no promatrajuci
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ukupnu povrsinu kroz zadana vremenska razdoblja, utvrdeno je da dolazi do porasta Ziv¢anih
zavrSetaka nakon 2 tjedna 1 2 mjeseca od indukcije bolesti. Nakon 6 mjeseci dolazi do
denervacije, odnosno pada povrSine Ziv€anih terminala. Slicne promjene uocio je i Schmid sa
suradnicima, na studiji sa Stakorima kojima je STZ-om induciran dijabetes, potom scintigrafski
pracena promjena u simpatickoj inervaciji pomoc¢u C-11 hidroksiepinefrina koje su potom
usporedene sa promjenama NGF-a i koncentraciji norepinefrina nakon 6 i 9 mjeseci. U ovoj
studiji su upotrijebljeni Wistar Stakori, kojima je u sli¢noj dobi i koncentraciji STZ-a induciran
dijabetes. Uocili su denervaciju 6 mjeseci nakon indukcije, koja se intenzivirala proksimalno
prema distalno, da bi 9 mjeseci nakon indukcije denervacija bila izrazena proksimalno i distalno

(123).

Promatrajuci ukupnu inervaciju srca kroz prva dva mjeseca bolesti, moZemo primijetiti da se
gustoca terminala u pojedinim regijama srca dijabetickih Zivotinja ne razlikuje znatno od
kontrolnih, iako su znac¢ajne razlike uocene kada se promatraju sve regije zajedno. Znaci da je
to razdoblje u kojem se otvara mogucnost za preventivno djelovanje, poglavito zbog visoke

incidencije smrti zbog infarkta miokarda u pacijenata sa dijabetickom neuropatijom (124).

Autonomna neuropatija nastaje postupno, znakovi nastanka su ¢esto godinama prikriveni
kompenzatornim mehanizmima, stoga je mogucnost detekcije ranih komplikacija vazna, kako
bi se moglo terapijski djelovati (125). Rezultati naSe studije bi mogli biti odraz upravo tih

kompenzatornih mehanizama.

Rezultati pokazuju da NF200 pozitivna vlakna imaju dvostruko vec¢u povrSinu od TH pozitivnih
vlakana, Sto bi moglo biti zbog njihove deblje mijelinske ovojnice (126), kao i vece gustoce.
Znacajne razlike izmedu dijabetickih i kontrolnih skupina kod NF200 pozitivnih vlakana su
pronadene jedino 2 tjedna nakon indukcije dijabetesa, a kod TH pozitivnih vlakana 2 tjedna i 2
mjeseca nakon indukcije, promatrajuci sve regije klijetki zajedno. Promjene u ukupnoj gustoci
NF200 i TH pozitivnih vlakana dosljedne su promjenama koje smo pronasli kod PGP9.5
pozitivnih vlakana, gdje je nakon 2 tjedna od indukcije uoc€en izrazen porast kod dijabetickih

Zivotinja (p<0.001), kao i nakon 2 mjeseca (p<0.05).

Iako je 2 tjedna nakon indukcije bolesti kod dijabeti¢kih Zivotinja pronaden porast povrSine
NF200 pozitivnih vlakana, promatrajuci pojedine regije, uzorak je nepravilan, ¢ak i oprecan.
Lijeva stijenka lijeve klijetke, inerventrikularni septum i desna klijetka biljeze porast povrSine
NF200 pozitivnih vlakana kod dijabetickih Zivotinja. Zanimljivo je da prednja stijenka lijeve

klijetke dijabetickih Zivotinja nakon 2 tjedna ima znaCajno smanjenje povrSine NF200
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pozitivnih vlakana u odnosu na kontrolnu skupinu. Ista promjena se u prednjoj stijenci dogada
1 6 mjeseci nakon indukcije bolesti, kada ponovno dolazi do smanjenja ukupne povrSine NF200
pozitivnih vlakana u odnosu na kontrolnu skupinu, dok 2 mjeseca i 12 mjeseci nema znacajne
razlike izmedu dijabetickih i kontrolnih skupina. Dakle, ponovno imamo uzorak bifazi¢nih
promjena inervacije. Rezultat je posebno zanimljiv ako uzmemo u obzir ¢injenicu da je prednja
stijenka Cesto pogodena infarktom miokada (9), stoga bi ovaj rezultat mogao biti jedno od
objaSnjenja zaSto se javlja tiha ishemija srca kod DM-a. U straznjoj stijenci ventrikula smo
takoder evidentirali smanjenje povrSine NF200 pozitivnih vlakana, no samo 6 mjeseci i 12
mjeseci nakon indukcije, dok nakon 2 mjeseca imamo vecu povrsinu NF200 pozitivnih vlakana
u dijabetickih Zivotinja. Kod dijabetickih Zivotinja u drugim regijama klijetke u svim zadanim
vremenskim razdobljima pronadena je znacajno veca povrsina NF200 pozitivnih vlakana, iako
je nije bilo kada bi promatrali ukupnu povrSinu za razdoblja od 2 mjeseca, 6 mjeseci i 12
mjeseci, izuzev znacajne razlike u razdoblju od 2 tjedna. U razdoblju od 2 mjeseca nakon
indukcije bolesti, smanjenje ukupne povrSine NF200 pozitivnih vlakana uz povecanje
inervacije straznje stijenke su jedine promjene koje su pronadene u ovom vremenskom
razdoblju za NF200 pozitivna vlakna. Nakon 6 i 12 mjeseci ponovno se vide heterogene
promjene tako da izuzev opisanih denervacija, u pojedinim regijama kao Sto je desna klijetka
za oba navedena razdoblja i interventrikularni septum za razdoblje od 6 mjeseci, dolazi do
povecanja povrSine NF200 vlakana kod dijabeti¢kih skupina. Ukupno gledajuci, moZemo
primijetiti da lijeva klijetka ima bifazi¢an uzorak osjetne inervacije u razlicitim stadijima DM-
a; u ranom stadiju (2 tjedna) moZe se vidjeti porast u lijevoj stijenci lijeve klijetke, dok u
kasnijim stadijima (6 i 12 mjeseci nakon indukcije), dolazi do smanjenja gusto¢e NF200
pozitivnih vlakana u lijevoj stijenci lijeve klijetke (12 mjeseci) i u straznjoj stijenci lijeve
klijetke (6 i 12 mjeseci). Navedene promjene su u skladu sa denervacijom lijeve klijetke
uocenih kod dijabetickih pacijenata (127). Najizrazenije i najdosljednije promjene u povecanju
povrSine NF200 pozitivnih vlakana tako ima desna klijetka, koja evidentira znacajan porast u
razdobljima od 2 tjedna, 6 mjeseci i 12 mjeseci. Pronadene promjene koreliraju sa promjenama
PGP9.5 pozitivnih vlakana koje smo pronasli u desnoj klijetki 12 mjeseci nakon indukcije. Ovi
rezultati bi mogli doprinijeti boljem razumijevanju utjecaja dijabetesa na funkciju desne
klijetke, obzirom da su podaci nedostatni, a dijabetes dokazano oStecuje njegovu funkciju,

pritom stvaraju¢i podlogu za zatajenje srca, aritmije 1 iznenadnu smrt (128, 129).

NF200 je adekvatan biljeg za mijelinizirana vlakna osjetnih neurona svih vrsta (130), koji je u

srcu pronaden viSe u lijevoj nego u desnoj klijetci (4, 16). Promjene koje su do sada istraZene
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o NF200 pozitivnim vlaknima u srcu kod dijabetesa su manjkave. U studiji na humanim srcima
osoba koje su bolovale od dijabetesa ¢ija su tkiva uzeta posmrtno, nije pronadena znacajna
razlika u NF200 pozitivnim vlaknima u odnosu na kontrolne skupine (89). Brojnije su studije o
promjenama osjetnih vlakana u spinalnim ganglijima i nodoznom gangliju kod dijabetesa. Kod
zdravih srca Cak oko polovine osjetnih vlakana koja odlaze u nodozni ganglij su NF200
pozitivna vlakna, viSe iz lijeve klijetke nego iz desne (16). NF200 pozitivna vlakna srca izuzev
u nodozni ganglij, odlaze i u spinalni ganglij, takoder viSe iz lijeve klijetke u odnosu na desnu
(4). Promatrana je promjena osjetne inervacije u lumbalnim spinalnim ganglijima kod Sprague-
Dawley Stakora kojima je induciran dijabetes, a rezultati su pokazali heterogene promjene.
Izolektin B vlakna tako pokazuju smanjen broj 14 do 28 dana nakon indukcije Se¢erne bolesti,
dok CGRP pozitivnih vlakana ima znacajno viSe u odnosu na kontrolnu skupinu u istom
vremenskom razdoblju. Kolera B toksin pozitivni neuroni su bili zna¢ajno brojniji u odnosu na
kontrolnu skupinu (126), Sto znaci da glavnina osjetnih vlakana pod utjecajem dijabetesa

reagira porastom, upravo kao NF200 pozitivna vlakna u srcu, $to je bio sluc¢aj u naSoj studiji.

Osjetni neuroni promatrani u humanim spinalnim ganglijima pod utjecajem DM-a se
povecavaju i sadrZzavaju veliki broj neurofilamenata. Iste promjene se dogadaju starenjem, no
suptilnije su izrazene, Sto vodi zaklju¢ku da su odgovor i mehanizmi obrane na oStecenje
jednaki, bez obzira na uzrok oSteCenja (131). Osjetna inervacija srca kod dijabetesa je
istrazivana ve¢inom koristenjem CGRP biljega, gdje je utvrdena prvo povecana razina CGRP-
a u klijetkama 1 pretklijetkama 4 tjedna od indukcije bolesti (87) potom smanjena u miokardu
kao 1 spinalnim ganglijima nakon 8, odnosno 16 tjedana od indukcije DM-a (87, 132), a blagi
porast CGRP kod DM-a je evidentiran u nodoznom gangliju, kamo odlaze aferentna vlakna
vagusa iz srca (133). Vazno je napomenuti da CGRP izuzev §to prenosi i regulira bolne
podraZzaje, ve¢ ima brojne druge funkcije kao sto su vazodilatacija, protektivne uloge kod
remodeliranja i ozljede krvnih Zila i sl. (134), stoga nije sasvim adekvatna usporedba promjene
razine CGRP-a sa promjenama NF200 kod dijabetesa. Promjene koje se odvijaju kod DM-a u
mijeliziranim vlaknima se povezuju sa izraZajem gena kod DM-a, jer u studiji u kojoj su se
analizirali suralni Zivac te neurofilament i tubulin mRNK kod dijabetesa, nije zabiljeZena
promjena 2 mjeseca od indukcije bolesti ni u jednom od navedenih promatranih parametara,
dok nakon 6 mjeseci dolazi do smanjenja mRNK za neurofilament i tubulin, kao i smanjenje
broja neurofilamenata i gusto¢e unutar mijeliziranih vlakana (135). Podloga u promjenama
osjetnih vlakana kod DM-a bi mogla biti zbog utjecaja hiperglikemije na neuralni ¢imbenik

rasta (engl. neural growth factor, NGF) ¢ija uloga je esencijalna u razvoju neuralnih vlakana, a
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njegova se koncentracija takoder mijenja pod utjecajem DM-a (88, 136). Ieda je proucavao
korelaciju izmedu promjena NGF-a i osjetne inervacije kod dijabeti¢kih miSeva. Dokazao je da
je NGF kljucan za razvoj osjetne inervacije, a da DM reducira proizvodnju NGF-a, zbog ¢ega
dolazi do degeneracije osjetnih vlakana. Opisane promjene su se dogodile 16 tjedana nakon
indukcije, dok nakon 8 tjedana nije bilo znacajne razlike (88). Hellweg je promatrao druge
vremenske intervale u studiji na Stakorskom modelu dijabetesa (Sprague-Dawley Stakori) 1
dokazao da u ranim stadijima (nekoliko tjedana od indukcije) dolazi do porasta NGF-a, da bi u
kasnijim stadijima (12-24 tjedna) doslo do smanjenja. Navedene promjene NGF-a bi mogle biti
objasnjenje povecanja osjetne inervacije, a potom degeneracije u naSem istraZivanju i veza sa
tihom sr¢anom ishemijom (80, 137). VaZan aspekt u promjenama osjetnih Zivaca kod DM-a je
1 promjena njihove funkcije, jer u studijama na miSevima kojima je induciran DM, dolazi do
oStec¢enja funkcije perifernih Zivaca i osjeta koze 4-6 tjedana nakon indukcije bolesti (138).
Tiha ishemija tako moze biti rezultat i oSte¢ene funkcije i kompenzatorne proliferacije u ranim
stadijima bolesti ili smanjenja gustoce vlakana u kasnijoj fazi bolesti. Dokazali smo da u ranim
stadijima DM-a (2 tjedna) gusto¢a NF200 pozitivnih vlakana je signifikantno ve¢a u odnosu na
kontrolnu skupinu, §to je u skladu sa promjenama gustoce vlakana koji su PGP9.5 pozitivni, no
takoder smo dokazali da u lijevoj klijetki dolazi do ekstenzivne osjetne denervacije u kasnijim
stadijima bolesti, naspram desne klijetke, gdje osjetna inervacije progresivno postaje gusca u
svim stadijima bolesti. Promjene osjetne inervacije u srcu, izuzev $to su bitne u prijenosu boli
1 zastiti kod ishemije, prikupljanjem informacija utjecu na finu kontrolu rada srca, odrzavanja
tlaka i volumena krvi, zasi¢enosti kisikom, stoga nije zanemariva promjena broja, morfologije
1 funkcije osjetnih vlakana. NaSa saznanja su doprinos boljem razumijevanju utjecaja Se¢erne
bolesti na osjetnu inervaciju, te upucuju na vaznost preventivnog djelovanja u ranim fazama

bolesti, kako bi se sprijecile daljnje promjene.

Simpatic¢ka inervacija je takoder bila promijenjena pod utjecajem DM-a. Porast povrSine TH
pozitivnih vlakana se dogodio u ranim stadijima bolesti, u razdobljima od 2 tjedna i 2 mjeseca
nakon indukcije bolesti, dok u kasnim stadijima 6 i 12 mjeseci nakon indukcije nije bilo
znacajne razlike, promatrajuci zajedno sve regije klijetki, Sto odgovara porastu ukupne povrSine
panneuronalnog biljega PGP9.5 i potvrduje dobiveni rezultat. U pojedinim regijama srca nije
bilo pravilnog uzorka promjena. Pad gusto¢e TH pozitivnih vlakana je uocen u
interventrikularnom septumu nakon 6 mjeseci, a porast u desnoj klijetki nakon 12 mjeseci.
Slicno promjenama kod osjetne inervacije, u desnoj klijetki su promjene najdosljednije.

Rezultati naSe studije su u skladu s Feltenovom studijom (139), koja je pokazala poviSene razine
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norepinefrina kod Sprague-Dawley Stakora kojima je induciran dijabetes. U navedenoj studiji
se potvrduje da je utjecaj Secerne bolesti najizraZeniji u ranoj fazi bolesti, obzirom da je u toj
studiji Stakorima starosti 1, 2, 3 1 4 mjeseca inducirana bolest, a rezultat je bio povecanje razina
norepinefrina 1 mjesec nakon indukcije. PoviSene razine su ostale i 2 mjeseca nakon indukcije,
da bi uslijedio pad 4 mjeseca nakon indukcije. Rezultat je bio isti neovisno u kojoj dobi je
Stakorima induciran DM. Zakljucak je da rana faza STZ induciranog dijabetesa moze biti
vrijeme u kojoj se javljaju promjene koje kasnije vode crpljenju zaStitnih mehanizama i1
degeneraciji. Promjene koje se dogadaju u simpati¢koj inervaciji pod utjecajem Secerne bolesti
mogu dovesti do aritmija i smrtnog ishoda (140). Takoder, uocena je vec¢a incidencija smrti
zbog infarkta miokarda u pacijenata s autonomnom neuropatijom (141, 142). Frekvencija srca,
varijabilnost krvnog tlaka, kao i iznenadna sréana smrt u pacijenata sa DM-om, su posljedica
oStec¢enja simpaticke, parasimpaticke i osjetne funkcije srca. Poznato je da u ranim stadijima
DM-a dolazi do porasta tirozin hidroksilaze u miokardu atrija utvrdene ELISA-om kod srca
Stakora kojima je induciran DM (80). lako bi ovaj porast mogao biti zbog akumulacije u
perifernim vlaknima, naSa studija govori u prilog tome da do ovih promjena dolazi zbog
proliferacije vlakana. Slicne promjene uocila je i Svigrelova, iako je promatrala razine
norepinefrina u srcima dijabetickih Stakora u drugacijim vremenskim intervalima. Razine
norepinefrina su bile poviSene 1 mjesec nakon indukcije, a sniZene 2, 4, 6, 9 mjeseci, da bi
nakon 12 mjeseci dosezale 60% kontrolnih vrijednosti (83). Akiyama sa suradnicima nije
pronasao razliku u razini norepinefrina 2 i 4 tjedan od indukcije bolesti, dok je nakon 8 tjedna
razina znatno porasla u odnosu na kontrolnu skupinu. Ta studija je takoder pokazala kako
inzulin normalizira promjene razine norepinefrina uzrokovane hiperglikemijom (143). Hilsted
je uocio smanjenje razine noradrenalina u plazmi pacijenata sa sigurnim znacima dijabeticke

neuropatije kod dugotrajnog dijabetesa (144).

STZ-om induciran dijabetes u Stakora je prikladan model za ljudsku simpati¢ku denervaciju,
jer sli¢no kao kod pacijenata sa dijabetesom, uocena je denervacija proksimalno prema distalno
(73, 127). Medutim, nasi rezultati su tek djelomi¢no u skladu s rezultatima Schmida i suradnika,
koji su nasli drasticnu simpaticku denervaciju kod Stakora 6 1 9 mjeseci nakon indukcije
dijabetesa pomoc¢u C-11 hidroksiefedrina koji je analog simpatic¢kih biljega (73). Iako su u
navedenoj studiji koristili iste doze za indukciju bolesti, kao i Stakore iste dobi, razlika u
rezultatima moZe biti jer su u studiji koriSteni Stakori drugoj soja (Wistar), kao i drugacija

tehnika obiljeZavanja simpatickih vlakana.
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Uocene promjene povrSine simpatickih vlakana, koja je u padu nakon inicijalnog porasta u
ranim stadijima, mogu se barem djelomi¢no objasniti promjenama u izrazaju NGF-a, za kojeg
se zna da u radnim stadijima Secerne bolesti dolazi do pojacanog izraZaja, no u kasnijima
fazama izrazaj slabi, poglavito nakon 6 mjeseci (126, 136). Medutim, mehanizam promjena
kod izrazaja ziv€anih zavrSetaka nije ovisan tek o jednom cimbeniku, ve¢ je to slozen
mehanizam u kojim, izmedu ostalih, sudjeluje i Sem3a (engl. Class 3 secreted semaphorin),
koji djelovanjem oprecnim od NGF-a sprjeCava prekomjerno bujanje vlakana, te odrZzava
ravnotezu (124, 137). Odnosi navedenih ¢imbenika rasta su predmet novijih istrazivanja, te

moguce objasnjenje dinamike promjena koje smo uocili u naSem istrazivanju.

Porast norepinefrina je takoder uocen u studiji koja je proucavala inervaciju srca i promjene
sr€anog ritma u pacijenata sa transplantiranim srcima (145), kao 1 nakon oSte¢enja miokarda
infarktom (9, 137, 146), sugerirajuci da bi to mogao biti zaStitni mehanizam na oStecenje,
neovisno o uzroku. Ventrikularne aritmije su Ceste u navedenim stanjima, gdje dolazi do
prekomjerne simpaticke inervacije, Cime simpati¢ka inervacija dominira nad parasimpati¢kom
(9, 146), Sto je slucaj 1 kod starenja (147). Xuan je u svom istrazivanju na dijabeti¢kim Stakorima
pronasao prvo porast simpatiCke inervacije, potom smanjenje, kao i mi, no uz to je uocio
parasimpaticku denervaciju ve¢ u ranim stadijima bolesti, uz daljnju progresiju u kasnijim
stadijima bolesti, navodec¢i na zakljucak da je upravo ovaj obrazac promjena podloga razvoju

aritmija kod DM-a (81).

Starenjem se u miokardu dogadaju brojne promjene kao Sto je degeneracija miofibrila,
smanjenje debljine stjenke desnog ventrikula, bujanje vezivnog tkiva i povecanje miSi¢ne mase
lijevog ventrikula, kao 1 znaCajno smanjenje broja Ziv€anih terminala u miokardu kod starih
Zivotinja naspram mladih (148). U toj studiji su promatrane Zivotinje dobi 3-5 tjedana naspram
onih starosti 6 mjeseci. Pokusne skupine u naSoj studiji su promatrane u vremenu od 2 tjedna
do 12 mjeseci, tako da smo uz utjecaj DM-a na inervaciju, mogli promatrati i promjene koje se
dogadaju starenjem na osjetnu i simpaticku, kao i ukupnu inervaciju. U usporedbi sa ljudskim
Zivotnim vijekom, najstarija grupa naSih Zivotinja dosegla je dob od 30 godina (149, 150).
Zivotinje su imale 8 tjedana kada im je inducirana $e¢erna bolest, tako da su u studiji bile
starosti 10 tjedana, 4 mjeseca, 8 mjeseci i 14 mjeseci. Panneuronalni biljeg PGP9.5 ima slican
uzorak u promjenama obiljeZenih vlakana 1 za dijabeti¢ku 1 kontrolnu skupinu. Razdoblje od 6
mjeseci je obiljezeno smanjenjem gustoce inervacije u odnosu na razdoblja od 2 tjedna i 2
mjeseca, da bi doslo do porasta u razdoblju od 12 mjeseci od indukcije, kada su Zivotinje imale

14 mjeseci. Ove promjene su tek djelomi¢no rezultat promjena NF200 1 TH pozitivnih vlakana,
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jer kod kontrolnih Zivotinja kod maturacije je zabiljeZen tek porast NF200 pozitivnih vlakana
zarazdoblje od 12 mjeseci, odnosno kad su Zivotinje bile stare 14 mjeseci. TH pozitivna vlakna
kod kontrolnih Zivotinja se nisu zna¢ajno mijenjala starenjem. Pretpostavljamo da je promjena
panneuronalnog biljega PGP9.5 starenjem odraz promjena osjetnih vlakana, uz promjene u
vlaknima koja nisu bila predmet naSeg istrazivanja u ovoj studiji. Postoje, takoder, rezultati
oprecni naSima, koji govore u prilog povecanju aktivnosti simpatikusa, naspram slabljenju
aktivnosti parasimpatikusa starenjem, Sto bi moglo biti kompenzatorni mehanizam na promjene
osjetljivosti baroreceptora starenjem (147). Razlike u rezultatima su vjerojatno u tome §to su
nasi Stakori tek u prosje¢noj polovici zZivotnog vijeka, stoga joS nije doSlo do promjena u
simpatic¢koj inervaciji koja se pojavljuje u staroj dobi. Promjena NF200 pozitivnih vlakana
starenjem u nasoj studiji se moZe nadovezati na rezultate studije u kojoj su promatrane promjene
spinalnih NF200 pozitivnih neurona srca (151), gdje je uoceno smanjenje izrazaja NF200
pozitivnih neurona starenjem. Iako su rezultati opre¢ni, Stakori su u navedenoj studiji
promatrani u dobi od 2 godine, Sto je ipak veliki vremenski raspon u odnosu na 14 mjeseci §to
je nasa najstarija dobna skupina. Takoder, promatrani su samo spinalni aferentni neuroni, s tim
da se najveci dio aferentnih neurona koji inerviraju srce ipak nalazi u nodoznom gangliju (152),
naspram nase studije u kojoj su promatrani ukupni NF200 pozitivni neuroni u ventrikulima, no

kronoloski, zajedno mogu dati potpuniju sliku na promjene koje se pojavljuju starenjem.

Takoder, pronasli smo znakove razvoja kardiomiopatije, u dijabetickim skupinama doslo je do
zadebljanja stjenke lijevog ventrikula i povecanja kardiomiocita u odnosu na kontrolne skupine.
Studije na Stakorskom modelu dijabetesa potvrduju ove rezultate. Becher i suradnici su uoc¢ili
slabljenje sistolicke i dijastolicke funkcije lijevog srca ve¢ 2 tjedna od indukcije bolesti uz
progresiju nakon 6 tjedana, uz povecanje broja upalnih stanica, fibroze i kolagena u miokardu
(153). Guido i suradnici su imali isti nalaz u lijevoj klijetki 8 tjedana od indukcije dijabetesa
Stakorima (154), Sto i u vidu proucavanja kardiomiopatije potvrduje adekvatnost Stakorskog

modela dijabetesa.

Zivotinjski modeli su udestalo koriSteni za proudavanje Sreéerne bolesti. Nedavne studije
dokazuju da promjene ljudskog srca kod starenja i DM uvelike nalikuju onima kod glodavaca,
poglavito Stakora (155, 156), stoga rezultati ove studije mogu biti relevantni za patofiziologiju
navedenih promjena kod ljudi. Sréana inervacija koju smo proucavali, bilo da se radi o
simpati¢kim, osjetnim ili ukupnim Ziv€anim zavrsSetcima, prolazi razli¢ite dinamicke promjene
i kod dijabetickih kao i kontrolnih Zivotinja, koje su poglavito ovisne o vremenu. Rana faza

bolesti je kljucna za promjene kod Secerne bolesti. Uzorak promjena inervacije se razlikuje u
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klijetkama, a zahvacene su i desna i lijeva klijetka. U zdravih Zivotinja sazrijevanjem se mijenja
jedino osjetna inervacija, nasuprot situacije kod dijabetickih Zivotinja. Malo je radova o
promjenama osjetne inervacije srca, stoga je uzorak promjena kod DM i starenja, koji smo
pronasli u naSem istraZivanju doprinos boljem razumijevanju patofiziologije dijabeticke
neuropatije, kao i starenja. Glavnina promjena pod utjecajem hiperglikemije pojavljuje se u
razdoblju od 2 mjeseca od pocetka bolesti, stoga rezultati upucuju na vaznost ranog lijecenja i

prevencije (157, 158).
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6. ZAKLJUCCI

- kvantitativne promjene ziv€anih vlakana pod utjecajem Secerne bolesti javljaju se u ranim

stadijima bolesti

-kvantitativne promjene ziv¢anih vlakana pod utjecajem Secerne bolesti zahvacaju sve tipove

vlakana

-Secerna bolest dovodi do porasta ukupne povrSine Ziv€anih vlakana 2 tjedna (PGP9.5, NF200

1 TH) 1 2 mjeseca od pocetka bolesti (PGP9.5 1 TH)

-promjene koje se javljaju starenjem nemaju pravilan uzorak za pojedene vrste Ziv€anih vlakana

kao ni u pojedinim regijama klijetki

-Sec¢erna bolest je u klijetkama izazvala promjene karakteristiCne za dijabeticku kardiomiopatiju
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7. SAZETAK

Secerna bolest (DM) ima brojne kroni¢ne komplikacije, kao posljedicu hiperglikemije, medu
kojima je i dijabeti¢ka autonomna neuropatija (DAN, odnosno sr€ane autonomne neuropatije
(CAN). Rizik razvoja CAN-a su razvoj aritmija, nijeme ishemije i iznenadne sréane smrti, stoga
je cilj ovog istraZivanja bio pomo¢i razumjeti koje promjene u Ziv€anim zavrSetcima u srcu
dovode do razvoja navedenih stanja. Za istrazivanje je koriSten Stakorski model DM1 izazvan
streptozotocinom. ProucCavane su Zivotinje razliCite starosti, ovisno o trajanju DMI.
Imunohistokemijskim bojanjima su lokalizirani Ziv€ani zavrSetci u presjecima klijetki, koriSteni
su PGP9.5 kao panneuralni biljeg, a NF200 kao biljeg osjetne 1 TH kao biljeg simpaticke
inervacije. Analizirali smo i promjene inervacije koje se odvijaju starenjem. Ustanovili smo da
se glavnina promjena pod utjecajem DMI1 javlja u ranim stadijima bolesti, te da je
karakterizirana povec¢anjem ukupne povrSine vlakana. Povr§ina NF200 pozitivnih vlakana je
bila povecana 2 tjedna, a povrSina PGP9.5 1 TH pozitivnih vlakana 2 tjedna 1 2 mjeseca nakon
indukcije bolesti, u usporedbi sa kontrolnim skupinama. Promjene inervacije starenjem su
pokazale heterogen uzorak u klijetkama za sve tipove vlakana. Dobiveni rezultati navode na
zakljucak da je za prevenciju oStecenja ZivCanih vlakana kod DM1 vazna pocetna faza bolesti,

kao i rano terapijsko djelovanje.
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8. SUMMARY

Diabetes mellitus (DM), has various chronic complications, as a consequence of
hyperglycemia, among which is diabetic autonomic neuropathy (DAN), respectively cardiac
autonomic neuropathy (CAN). Risk of CAN are development of arrhythmias, silent ischemia
and sudden cardiac death, therefore aim of this study was to help to understand which changes
in nerve terminals lead to said states. Rat model of streptozotocine (STZ) induced DM1 was
used in study. Experimental animals of different ages were studied, .2 weeks, 2, 6 and 12
months, depending of duration of DMI1. Immunohistochemistry methods were used to
determine nerve terminals in ventricle sections, PGP9.5 as general neuronal marker, NF200 as
sensory nerve marker, TH as sympathetic nerve marker. Changes in nerve terminals during
maturation were also studied. Majority of all changes happen in early onset of DM1, and it is
characterized by increase of surface of nerve terminals. NF200 positive nerve terminals were
increased after 2 weeks, and PGP9.5 and TH positive nerve terminals were increased after 2
weeks and 2 months, compared to control groups. Changes in nerve terminals related to
maturation had heterogeneous pattern. We conclude that changes in neural terminals occur in

early stages of DM1 and that period is essential in prevention.
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