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1. UVOD

1.1. Seéerna bolest

Secerna bolest (diabetes mellitus) je sindrom poremecaja metabolizma
ugljikohidrata, masti i bjelanCevina, uzrokovan nedostatnim lu€enjem inzulina
ili smanjenom osjetljivoScu tkiva na inzulin. To je najceS¢a metaboli¢ka bolest,
Cija incidencija u zadnjem desetljeCu dramaticno raste i predstavlja veliki
javnozdravstveni problem. Predvidanja Medunarodne dijabeti¢ke udruge (IDF,
International Diabetes Federation) govore o porastu broja osoba sa Se¢ernom
boleS¢u s 246 milijuna u 2007. godini na 380 milijuna u 2025. godini (1).

Premda je Selerna bolest prepoznata jo§ u starim civilizacijama,
razumijevanje patofiziologije bolesti i ucinkovito lije€enje dogada se tek u 20.
stoljeCu. Najstariji zapis bolesti nalazimo na tzv. Ebersovom papirusu koji
datira iz 1552. godine prije nove ere u kojem egipatski lijeCnik Hesi-Ra opisuje
bolest u€estalog mokrenja.

U 2. stolje¢u nove ere Areatus uvodi naziv dijabetes prema grckoj rijeci
diabainein (prolaziti) jer uoCava da se tekucina ne zadrzava u tijelu ve¢ samo
kroz njega prolazi kao kroz cijev. U 11. stoljeCu, nazivu dijabetes dodaje se
oznaka mellitus prema latinskoj rijeCi mel (med), sladak kao med i tako

nastaje danasnji naziv bolesti diabetes mellitus (3).

1.1.1. Klasifikacija i dijagnoza Sec¢erne bolesti

EtioloSki je bolest podijeljena u Cetiri velike skupine: tip 1 Secerne
bolesti, tip 2 Sederne bolesti, gestacijska SecCerna bolest i posebni tipovi
Secerne bolesti.

Seéerna bolest tip 1 posljedica je imunosno ili idiopatski posredovanog
razaranja beta-stanica Langerhansovih oto€i¢a gusterae, s posljedi¢nim

gubitkom sposobnosti stvaranja, te ubrzo i apsolutnog pomanjkanja inzulina.



Seéerna bolest tip 2 nije entitet, ve¢ sindrom viSe razligitih bolesti s
razliCitim prevladavanjem stupnja rezistencije na inzulin ili smanjenog lu€enja
inzulina. Dijagnozu gestacijske Secerne bolesti postavljamo kada se Secerna
bolest prvi put javlja ili dijagnosticira u trudnoci.

U posebne tipove SecCerne bolesti ubrajaju se genetski poremecaji
beta-stanica i djelovanja inzulina, bolesti egzokrinog dijela gusterace,
endokrinopatije te SeCerna bolest nastala kao posljedica virusnih infekcija ili

uzimanija lijekova (3) (Tablica 1).

Tablica 1. Klasifikacija Se¢erne bolesti

Tip bolesti Obiljezja
Tio 1 uzrokovan razaranjem beta-stanica gusterale i
Ip
posljedi¢nim apsolutnim nedostatkom inzulina
Tio 2 uzrokovan inzulinskom rezistencijom i neodgovaraju¢im
Ip

nadomjesnim inzulinskim lu¢enjem
uzrokovani  drugim  razlozima npr..  genskim
_ . poremeCajem  beta-stanicne  funkcije,  genskim
Drugi specifi¢ni tipovi o o . . .
poremecajem inzulinskog djelovanja, bolestima

egzokrinog dijela gusterace, lijekovima, kemikalijama

Gestacijski ispoljen ili dijagnosticiran prvi puta tijekom trudnoce

Tip 2 SecCerne bolesti je najucestaliji u Sjedinjenim Americ¢kim
Drzavama, Kanadi i Europi te €ini oko 80% slu€ajeva bolesti. Pet do 10%
bolesnika ima tip 1 SeCerne bolesti, a preostali sluCajevi SeCerne bolesti
nastali su zbog drugih uzroka (4).

Dijagnoza Secerne bolesti postavlja se temeljem vrijednosti glukoze
odredenih u krvi nakon gladovanja (nataste), tijekom testa optereéenja
glukozom (OGTT, engl. oral glucose tolerance test) ili slu¢ajnim uzimanjem
uzorka krvi, uz nazo¢nost klinickih znakova bolesti ili njihovo odsustvo, prema

kriterijima opisanim u Tablici 2 (2).



Tablica 2. Dijagnosticki kriteriji Se¢erne bolesti; ADA (American Diabetes
Association) 2003.

Simptomi Secerne bolesti + koncentracija glukoze u krvi > 11,1 mmol/l

(slu€ajni uzorak tijekom dana bez obzira na vrijeme proteklo od posljednjeg

1.
obroka). Simptomi Secerne bolesti — poliurija, polidipsija, neplanirani gubitak
teZine

2. Koncentracija glukoze u krvi nataste > 7,0 mmol/l

3. Postprandijalna koncentracija glukoze u krvi tijekom OGTT-a > 11,1 mmol/|

1.1.2. Inzulin i njegovi metaboli¢ki u€inci

Temelj patofiziologije Seéerne bolesti je apsolutni ili relativni manjak
inzulina i razli€iti stupanj inzulinske rezistencije. Inzulin je peptid koji se stvara
u beta-stanicama Langerhansovih otolica gusSterate. Sastoji se od 51
aminokiseline, a izgraden je u obliku dva lanca: lanac A koji ima 21
aminokiselinu i lanac B s 30 aminokiselina koji su medusobno povezani s
dvije disulfidne veze. Relativna molekularna tezina inzulina iznosi 5 808
daltona. Endogeni inzulin ima poluzivot u cirkulaciji od 3 do 5 minuta, pa se za
10 do 15 minuta gotovo sav odstrani iz krvotoka. Razgraduje se u jetri,
bubrezima i placenti uz pomoc¢ enzima inzulinaze. Jednim prolazom kroz jetru
ukloni se oko 50% cirkulirajuceg inzulina (5).

Gen za inzulin smjeSten je na kratkom kraku 11. kromosoma.
Jedinstveni obrazac transkripcijskin ¢imbenika koji se nalaze u jezgri beta-
stanice aktivira transkripciju preproinzulin mRNA s DNA za inzulin. Neaktivni
oblik preproinzulina, koji se sintetizira na osnovu mRNA u endoplazmatskoj
mrezici, postranslancijskom modifikacijom se prevodi u proinzulin. Proinzulin
se sastoji od tri dijela (lanac A i B, te polipeptid C). Otcjepljenjem polipeptida
C u Golgijevom aparatu dobije se zreli inzulin. Inzulin je zajedno s

polipeptidom C u jednakom omijeru i s vrlo malim koli€¢inama proinzulina
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smjesten u sekrecijskim granulama u citoplazmi B stanica i na podrazaj se
izluCuje u cirkulaciju.

Gusteraca Covjeka dnevno Iuci u portalnu cirkulaciju oko 30 jedinica
inzulina pulzacijski, u periodima od oko 5 minuta. Bazalna koncentracija
inzulina u perifernoj krvi nataste prosje¢no iznosi 10 pU/ml (0,4 ng/ml ili 61
pmol/L). U zdravog Covjeka nakon standardnog obroka inzulin se izluéi iz
sekrecijskih granula beta-stanica u cirkulaciju i njegova koncentracija poraste
deset puta unutar 8 do 10 minuta (prva faza). Nakon poc€etnog vrhunca,
luCenje inzulina djelomiCno se smanji da bi se ponovno povecalo zbog
pojaCane sinteze novog inzulina te maksimalni porast biljezi u 35 do 45 minuti
(druga faza). Po normalizaciji glikemije koncentracija inzulina pada na bazalne
vrijednosti u 90 do 120 minuti (6).

Osim u bazalnim uvjetima, glukoza je kljucni regulator sekrecije inzulina
iz beta-stanica gusteraCe. Takoder, uz prisustvo glukoze, i drugi Cimbenici
pojaCavaju luCenje inzulina, kao Sto su pojedine aminokiseline, ketoni,
vagalna stimulacija, gastrointestinalni peptidi i neurotransmiteri. Porast
koncentracije glukoze u plazmi (> 3,9 mmol/L) potiCe izlu€ivanje inzulina iz
beta-stanica gusteraCe. Naime, glukoza olakS§8anom difuzijom putem
membranskog prijenosnika za glukozu (GLUT 2, engl. glucose transporter
type 2) koji je neovisan o inzulinu ulazi u beta-stanicu. Ulaskom u beta-stanicu
glukokinaza katalizira fosforilaciju glukoze u glukoza-6-fosfat koji se
metabolizira glikolizom uz proizvodnju ATP-a. Porast omjera koncentracije
ATP/ADP u stanici uzrokuje zatvaranje ATPovisnih Kkalijevih kanala i
depolarizaciju stanice. Slijedi aktivacija Ca®" kanala reguliranih naponom i
posliediéni porast koncentracije Ca®* u citosolu, $to dovodi do egzocitoze
inzulina (7, 8).

Djelovanje inzulina na ciljne stanice zapocCinje vezivanjem inzulina na
proteinski receptor u stani€noj membrani. Inzulinski receptor (IR) je
heterotetramerni receptor izraZzen na stanicama jetre, masnog tkiva i skeletnih
miSi¢a. Sastoji se od Cetiri odvojene podjedinice, dvije alfa-podjedinice,
smjestene prema vanstanicnom prostoru, i dvije beta-podjedinice, koje prodiru
kroz membranu i strSe u staniCnu citoplazmu. Inzulin se veze za alfa-

podjedinice izvan stanice. Zbog promjene medudjelovanja alfa-podjedinica na
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beta-podjedinice aktivira se njihova kinazna aktivnost. Autofosforilira se dio
beta-podjedinica koje prodiru u stanicu. Autofosforilacija beta-podjedinica
aktivira lokalnu tirozin-kinazu, koja uzrokuje fosforilaciju mnogih drugih
unutarstani¢nih enzima, ukljuujuéi i skupinu nazvanu supstrati inzulinskog
receptora (IRS) (6, 9,10) (Slika 1).

Glukoza Inzulin/IGF-1
receptor
— csg Crk
(vl ene)
PTP1
PTEN | P he)——
Transport SHIP2 (pi10(p85 (B~ IRS-1 ~E) Grb2 ': @
glukoze N’Pi[ﬂ}ﬁ ®<_ RS2 +P / I
t— Akt aPKC B IRS4 =P l
£ S NP Gl @ MAP kinaza
p70™ PP1 GKS3 l
\ 1 { Rast stanica Opéa ek
Diferencijacija i e
Metabolizam glukoze gena
Sinteza glikogena, lipida | proteina
Ekspresija specificnih gena

Slika 1. Djelovanje inzulina na ciljnu stanicu. Prema Saltiel AR, Kahn CR (10).

Ova fosforilacija ¢ini osnovu za daljnje udruZivanje s nizvodnim
signalnim proteinima koji se razilaze u tri razli¢ita puta: put fosfatidilinozitol-3-

kinaze (PI3K, engl. phosphoinositide-3-kinase) koji posreduje metabolicke
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odgovore ukljuCuju¢i metabolizam glukoze/ lipida/ proteina i inzulinom
poticano preuzimanje glukoze, put CAP/Cbl koji je dodatno potreban za
translokaciju glavnog prijenosnika za glukozu, @ GLUT4 u plazmatsku
membranu i put ovisan o mitogeno aktiviranoj protein kinazi (MAPK, engl.
mitogen-activated protein kinase) koji rezultira stani€énom proliferacijom i
diferencijacijom (11).

Glavna funkcija inzulina je stvaranje energijskih zaliha iz hranjivih tvari,
indirektno utjece i na funkciju gotovo svih tkiva u organizmu.

U jetri inzulin potice anaboliCke, a koCi kataboliCke procese. PotiCucCi
aktivnost glukokinaze i glikogen sintaze te inhibicijom fosforilaze, pospjesuje
glikogenezu, a koci glikogenolizu. Inzulin potiCe sintezu proteina, triglicerida i
lipoproteina vrlo niske gusto¢e (VLDL, engl. very low density lipoprotein) u
jetri.

Sy

e

prijenos glukoze kroz membranu veéom sintezom prijenosnika za glukozu
GLUT4, porastom aktivnosti glikogen sintaze i inhibicijom aktivnosti glikogen
fosforilaze.

U masnom tkivu, inzulin nizom mehanizama potice skladiStenje masti.
Kao prvo, povecava ekspresiju lipoprotein lipaza u perifernim tkivima, prijeko
potrebnih za hidrolizu lipoproteina u cirkulaciji i unos slobodnih masnih
kiselina u adipocite. Drugo, poti€uci prijenos glukoze kroz membranu
adipocita poveéava koli€inu glicerol-3-fosfata potrebnog za esterifikaciju
slobodnih masnih kiselina u trigliceride. TrecCe, inzulin prijeci lipolizu u

stanicama ometajuéi aktivnost hormon ovisne lipaze (5,10).
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1.1.3. Patofiziologija Seéerne bolesti

1.1.3.1. Patofiziologija Seéerne bolesti tip 1

Secerna bolest tip 1 (T1DM) je kroniéna bolest uzrokovana izostankom
sinteze inzulina. Bolesti prethodi dugotrajni, prikriveni proces razaranja beta-
stanica. Nakon unidtenja 70-90% beta-stanica gusterae pojavljuju se
simptomi Secerne bolesti. Primarna oSteCenja nastaju zbog stani¢no
posredovanog imunoloSskog odgovora protiv beta-stanica gusSterace.
Sekundarno nastaju protutijela na nekoliko frakcija: glutamiCku kiselu
dekarboksilazu (GAD, engl. glutamic acid decarboxlylase), protutijela na
Langerhansove otocice (ICA, engl. islet cell autoantigen), antigen citoplazme
B-stanica (ICCA, engl. islet cell citoplasmatic autoantigen), na endogeni
inzulin (1AA, engl. insulin autoantibody) i na tirozin fosfate (IA-1 1 IA-2) (13,
14). Pronalazak protutijela u serumu upucuje na postojanje predijabetesa.
Neke osobe mogu imati pozitivna protutijela ali ne moraju razviti bolest, Sto
ukazuje na Cinjenicu da iako postoji imunolosSka reakcija na stanice gusterace
o$teéenje beta-stanica nastaje tek nakon dodatnog "okida&a". Cimbenici
okoliSa kao Sto su virusne infekcije (coxsackie virus, citomegalovirus, virusom
rubele, virusom mumpsa), upotreba nekih lijekova ili unos toksina, cijepljenje,
psiholoski stres i klimatski utjecaj povezuju se s povecanim rizikom razvoja
T1DM. Cini se da &imbenici okolia moduliraju vrijeme nastanka T1DM u

osoba s genetskom predispozicijom (12).

1.1.3.2. Mehanizmi inzulinske rezistencije

Inzulinska rezistencija (IR) definira se kao odgovor na inzulin manji od
normalnog, Sto dovodi do hiperinzulinemije, s ciliem odrzavanja euglikemijskih
uvjeta. Popratno obiliezje IR je kompenzacijska hiperinzulinemija zbog
pojatanog luenja beta-stanica. Glavne znacajke IR su slabo inhibirana

aye

inhibirana lipoliza u masnom tkivu (15).
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Inzulinska rezistencija, odnosno stanje poremecene sposobnosti
odgovora na djelovanje inzulina predstavlja primarni patofizioloSki poremecaj
u Secernoj bolesti tip 2.

Najvazniji C¢imbenik IR je pretilost, koja je obi¢no sloZenog
poligenetskog i okoliSnog podrijetla. Pozitivna korelacija izmedu porasta
tielesne tezine i razvoja inzulinske rezistencije poznata je vec desetljeCima, ali
se precizna uzro¢na veza mora joS$ utvrditi, jer znacajan udio pretilih nikada ne
pokazuje metaboliCke poremecaje. Danas se zna da je masno tkivo endokrini
organ koji komunicira sa srediSnjim ziv€anim sustavom i perifernim tkivima.
Endokrinim, parakrinim ili autokrinim signalima masne stanice reguliraju rad
ima tri osnovne funkcije i to: 1) pohranu triglicerida i oslobadanje slobodnih
masnih kiselina, 2) katabolizam triglicerida i stvaranje SMK i glicerola koji su
uklju€eni u metabolizam glukoze u jetri i drugim tkivima, te 3) sekreciju
adipokina. Pored toga, masno je tkivo aktivno ukljuCeno i u metaboliCke
procese kao S&to su angiogeneza, adipogeneza, stvaranje i razgradnja
izvanstani€nog matriksa, steroidni metabolizam, imunoloSki odgovor
organizma i hemostaza. Neumjerena metaboliCka aktivhost masnog tkiva
povezuje se s inzulinskom rezistencijom, dislipidemijom, hipertenzijom,
hiperkoagulabilno$cu i kardiovaskularnim rizikom. Najvazniji hormoni koje luci
masno tkivo su adipokini, kao 8to su leptin, adiponektin, rezistin, serpin,
inhibitor plazminogenog aktivatora 1 (PAI-1, engl. plasminogen activator
inhibitor-1), a-2 glikoprotein, te citokini od kojih su najvazniji interleukin-6 (IL-
6) i Cimbenik nekroze tumora alfa (TNF-¢, engl. tumor necrosis factor «) (17).

Prve provedene studije su pokazale da proupalni citokin TNF-a moze
inducirati inzulinsku rezistenciju (18, 19). U studijama koje su slijedile
utvrdena je udruZenost IR i s poviSenim interleukinom 6, monocitnim
kemotakticnim proteinom-1 (MCP-1, engl. monocyte chemotactic protein-1),
PAI-1, adipsinom te snizenim adiponektinom. S druge strane, poznato je da
se gubitkom teZine povecava inzulinska osjetljivost $to je dijelom posredovano
smanjenim luenje TNF-a iz adipocita. TNF-a je glavni autokrini/parakrini
Cimbenik koji pokrecCe luCenje slobodnih masnih kiselina iz masnog tkiva u
krvotok. TNF-a posreduje potiskivanje mnogih gena odgovornih za
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preuzimanje i pohranu glukoze i SMK. Djelovanjem TNF-a dolazi do pojaCane

lipolize uz otpustanje SMK i citokina. TNF-a i SMK remete inzulinsko

aye

1.1.3.3. Kroniéne komplikacije Sec¢erne bolesti

Dugoro¢ne posljedice SecCerne bolesti nazivaju se kroni¢nim
komplikacijama i mogu zahvatiti svaki organ ili sustav. Naj¢eSée su to
promjene krvnozilnog sustava koje se dijele na mikroangiopatije i
makroangiopatije.

Mikroangiopatije su promjene na malim krvnim Zilama i kada su
izraZzena na Zivcima, mreznici i glomerulima koje uzrokuju razvoj dijabeticke
neuropatije, retinopatije i nefropatije.

Makroangiopatije su promjene na velikim krvnim zilama i odgovorne su
za vecu pojavnost infarkta miokarda, mozdanog inzulta i periferne gangrene u
bolesnika sa Se¢ernom boleséu. Sve kroni¢ne komplikacije mogu se naci u
bolesnika sa Se¢ernom boleSc¢u tip 1 i tip 2, samo su neke komplikacije ¢eSce
uz odredeni tip bolesti.

Dosadasnje studije jasno su pokazale povezanost izmedu razvoja
kroni¢nih koplikacija SeCerne bolesti i loSe regulacije glikemije (22). OStecenja
tkiva u Secernoj bolesti ovisna su o trajanju bolesti i visini glikemije. Ostale
vaznije odrednice koje imaju ulogu u nastanku komplikacija su genetska
predispozicija i arterijska hipertenzija (23).

U osnovi, rije€ je o ostecenju stanica koje nemaju sposobnost umaniiti
ulazak glukoze u uvjetima hiperglikemije, a to su endotelne stanice,
mezangijske stanice i Schwannove stanice perifernih zivaca. Razlika je
odredena prisustvom tkivno specifiCnih prijenosnika za glukozu (GLUT, engl.
glucose transporters) neovisnih o inzulinu kao sto su GLUT-1, GLUT-2 i
GLUT-3. Najznacajniji prijenosnik glukoze ovisan o inzulinu je GLUT-4 koji se
nalazi gotovo iskljuivo u stanicama skeletnih miSi¢a i masnog tkiva koje je
bitho u metabolizmu ugljikohidrata.

Porast sadrzaja glukoze unutar stanice najvazniji je cCimbenik u
nastanku dijabetiCkih komplikacija. PoviSena unutarstani¢na razina glukoze
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aktivira Cetiri biokemijska mehanizma vazna u nastanku dijabeti¢kih

komplikacija (24).

1.1.3.4. Dijabeticka nefropatija

Ostecenja bubrega u Secernoj bolesti nazivaju se dijabetiCkom
nefropatijom, a karakterizira je zadebljanje bazalne membrane glomerula,
hipertrofija bubrega i nakupljanje izvanstanicnog matriksa u glomerulima (25).

Postoji samo nekoliko bolesti bubrega koje imaju tako predvidiv tijek
poput dijabeticke nefropatije. Prirodni tijek bolesti moze se podijeliti u nekoliko
stadija (26). Na rani stadij hiperfunkcije bubrega, koju karakterizira
glomerularna hiperfiltracija nadovezuje se razdoblje klinicke latencije koje
moze trajati do 20 godina. Nakon toga slijedi razdoblje u kojem
mikroalbuminurija napreduje do jasne nefropatije, karakterizirano brzim
smanjenjem glomerularne filtracije u razdoblju od nekoliko godina, te
konacéno, zavr$nog stadija bubreZznog zatajenja.

Glomerularna filtracija povecana je u pocetku bolesti bez obzira radi li
se o Secernoj bolesti tip 1 ili 2 (27). Postoje dvije teorije kojima se objasSnjava
ova promjena: vaskularna i tubularna.

Prema vaskularnoj teoriji hiperfiltracija i hiperperfuzija posljedice su
povisenog hidrostatskog tlaka u kapilarama glomerula, do kojeg dolazi uslijed
dilatacije aferentne i konstrikcije eferentne arteriole, odnosno poremecaja u
autoregulaciji protoka krvi kroz bubreg. Uslijed dilatacije preglomerulskih
krvnih Zila tlak iz aorte se prenosi u glomerule i nastaje glomerulska
hipertenzija. U ovu povratnu spregu ukljuen je Ziv€ani sustav i niz medijatora
poput renin-angiotenzin sustava (RAS), natrijureticCkog peptida, duSikovog
monoksida, prostaglandina i drugih (28).

Bubrezi reapsorbiraju 99% plazmatske glukoze. Najvazniji protein je
natrij-glukoza kotransporter tip dva (SGLT2, engl. sodium-glucose
cotransporter 2) koji se nalazi u S1 dijelu proksimalnih tubula i odgovoran je
za apsorpciju 90% glukoze (29). Prema tubularnoj teoriji u stanjima
hiperglikemije, visoka razina glukoze u proksimalnom tubulu dovodi do

povecanja reapsorpcije glukoze prvenstveno putem natrij-glukoznog
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kotransportera. Povecana ekspresija (engl. up-regulation) SGLT2 predstavlja
adaptacijski mehanizam kod neregulirane SecCerne bolesti. Tako se kod
dijabetiCara posljedicno povetava uz glukozu i reapsorpcija natrija u
proksimalnim tubulima. Rezultat toga je smanjenje koncentracije natrija u
distalnim tubulima i makuli denzi, Sto tubuloglomerularnom povratnom
spregom dovodi do povecéanja glomerularne filtracije (30). Druga uocena rana
promjena na samom pocCetku Secerne bolesti je povecanje bubrega kao
posljedica hiperplazije i hipertrofije stanica bubrega. Rasch i suradnici su
morfometrijskim metodama na modelima 3$ecerne bolesti inducirane
streptozocinom pokazali povecanje tezine i volumena bubrega, ali samo na
racun povecanja volumena i mase tubula (31). Poveéanje mase tubula dovodi
do povecanja transportne aktivnosti samim principom vece mase, $to dijelom
moZe objasniti povecanu apsorpciju u proksimalnim tubulima. Nije jasno $to
prije nastaje, hiperfiltracija ili povecanje bubrega i uzrokuje li jedna promjena
drugu ili nastaju istovremeno (32).

Upravo tubularnom teorijom mozZe se objasniti pojava tzv. "salt paradox” koji
se opisuje u ranim stadijima dijabetiCke nefropatije kod bolesnika sa
Secernom bolesc¢u tip 1, kao i na Stakorskim modelima inducirane SecCerne
bolesti.

Vallon i suradnici su jo§ 1993. god. na Stakorskim modelima STZ
inducirane Secerne bolesti htjeli vidjeti hoce li se renin-angiotenzinski sustav
aktivirati smanjenjim unosom soli i ponistiti hiperfiltraciju (125). Na
iznenadenje autora, postigli su sasvim suprotan ucinak. Smanjeni unos soli
izazvao je povecani bubrezni protok, povec¢anu glomerularnu filtraciju (GFR,
engl. glomerular filtration rate) te povec¢anu tezinu bubrega kod dijabeti¢kih
Stakora. Kod zdravih kontrola to nije izazvalo znacajnije promjene, Sto je u
skladu s fizioloSkim postulatima jer je ekskrecija soli podjenaka unosu soli bez
ucinka na bubrezni protok ili GFR (33).

Ukoliko dode do promjena u bubreznom protoku, GFR i ekskreciji soli
sve tri promjene teku paralelno. Ova istrazivanja su pokazala da su promjene
bubreznog protoka i GFR potpuno u suprotnosti s koli¢inom unesene soli, te
je ova promjena nazvana "salt paradox". Ovaj paradoks se ne moze objasniti

samo neurohumoralnim ili vaskularnim teorijama. Izgledno je da je u Secernoj
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bolesti pojaCana osjetljivost stanica proksimalnih tubula, prethodno opisanim
mehanizmima. Povecani transport u proksimalnim tubulima smanjuje sadrzaj
natrija u tubulima Sto tubuloglomerularnom povratnom spregom povecava
glomerularnu filtraciju s ciliem da odrzi koli€inu elektrolita i tekucine stalnim u
dijelovima nefrona distalno od makule denze.

Zakljucno se moze kazati da se ravnoteza soli u zdravim bubrezima
prvenstveno odvija u distalnom nefronu. S druge strane, u dijabetiCkom
bubregu povecana je osjetljivost proksimalnih tubula na koli€¢inu unesene soli
Sto dovodi do paradoksalnog ucinka soli na GFR. Upravo je glomerulna
hiperfiltracija prva promjena koja se uoCava kod dijabetiCkog bubrega, te

predstavlja vazan patoloski stres (34).

1.2. Glikosfingolipidi

Glikosfingolipidi (GSL) pripadaju sloZzenim lipidima koji su sastavni dijelovi
stanitne membrane svih stanica sisavaca, ali se nalaze i u unutarstani¢nim
organelama. Gradeni su od oligosaharidnog lanca vezanog za lipidnu
strukturu nazvanu ceramid. Ceramid je graden od masne kiseline vezane za
amino skupinu nezasi¢enog amino alkohola sfingozina. Glikosfingolipidi se
razlikuju od vecine fosfolipida (osim sfingomijelina) koji nastaju iz
diacilglicerola koji kao okosnicu sadrze alkohol glicerol.

Prvu molekulu GSL opisao je Ludwig Johann Wilhem Thudichum,
poznat kao "otac neurokemije”, krajem devetnaestog stolje¢a. Rije¢ sfingo —
koju je uveo Thudichum prema Cudovistu Sfingi iz grcke mitologije koristi se i
danas. Prava funkcija mnogih GSL nije razjasnjena i do danas, iako je u

meduvremenu otkriveno vise od 400 molekula GSL (35).
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1.2.1. Grada gangliozida

Raznovrsnost GSL posljedica je velikog broja mogucih redoslijeda
povezivanja SecCera u oligosaharidnom lancu. Gangliozidi su najslozZenije
gradeni glikosfingolipidi. Osim neutralnih Seéernih ostataka, sadrze jedan ili
viSe ostataka sijalinske kiseline. Od sijalinskih kiselina u Zivotinjskim tkivima
najcesSce je zastupljena N-acetilneuraminska kiselina (NeuAc), a rijede N-
glikolilneuraminska kiselina (NeuGc) (36, 37). Neuraminska kiselina je pri
fizioloSkom pH disocirana, pa stoga gangliozidi nose negativan naboj. Za
sintezu ovih slozenih lipida potrebni su aktivirani Seceri UDP- glukoza, UDP-
galaktoza i UDP-N-acetil-galaktozamin (38).

Glikosfingolipide nazivamo sekundarnim proizvodima gena (39,40). To
znaci da informacija za njihove Secerne strukture nije neposredno pohranjena
u stanicnoj DNA. GSL se sintetiziraju slijedom reakcija koje kataliziraju
glikoziltransferaze.

Glikoziltransferaze odreduju redoslijed Sec¢era u ugljikohidratnom lancu
GSL, prepoznavajuci aktivirane $ecere i meduprodukte u sintezi GSL.

Tako je informacija o gradi GSL pohranjena posredno u DNA, jer DNA
kodira slijed aminokiselina u glikoziltransferazama. Sinteza GSL specifi¢nih
za pojedinu stanicu odredena je tako sintezom proteina, na razini njihove
transkripcije. Sintezu gangliozida, kako je prikazano na slici 2, kataliziraju
glikoziltransferaze na citoplazmatskoj strani membrane Golgijevog aparata
(41).
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Glc-T
GlcCer
Gal-T1
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GD3 ——— | GD2 —— GD1b‘ GT1b
Sial-T3
GT3 > | GT2 —=| GTic | GQic

Slika 2. Pocetni slijed u sintezi gangliozida. Prema Iber i sur. (41).

Nomenklatura GSL temelji se na preporukama IUPAC-IUB
(International Union of Pure and Applied Chemistry - International Union of
Biochemistry) i Svennerholmovoj nomenklaturi (42, 43). Po preporuci
povjerenstva IUPAC-IUB nazivlje GSL se sastoji iz tri dijela. Prvi dio oznacuje
pripadnost odgovarajucéoj seriji: Gg za ganglioseriju, Gb za globoseriju, Lc za
laktoseriju i nLc za neolaktoseriju. Drugi dio pokazuje broj sadrzanih Secera i
krati se s Osey, gdje je x broj molekula Se¢era. Treéi dio oznacava lipidni dio,
i to kraticom Cer. Primjerice, molekula grade GalB1-4GIcNAcB1-3Galf1-

4GIcB1-1Cer se imenuje nLcOse4Cer. Daljnje skracivanje imena mozZe se
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postici izostavljanjem oznake Ose i Cer. Tako ¢e nLcOse4Cer konacno biti
nLc4. U ovome radu za imenovanje gangliozida bit ¢e raabljen nazivje po
Svennerholmu. Ime se tvori tako da slovo G oznaCava gangliozid, a slova M,
D, T, Qi P broj sijalinskih kiselina (M - mono, D - di, T - tri, Q - tetra, P -
penta). Brojevi n = 1,2,3 i 4 oznaCavaju broj SeCera vezanih za ceramid, i to
po formuli n = 5 - broj vezanih Secera. Mala slova uz ime gangliozida
oznaCavaju broj sijalinskih kiselina na unutrasnjoj galaktozi: a - jedna
sijalinska kiselina, b - dvije sijalinske kiseline, c - tri sijalinske kiseline.

Grada gangliozida GM1, GM2 i GM3 prikazana je na slici 3 (44).

Gy
-~ - ~
Gme
A
i e
_ Gmis
N-acetil d =
D- galaktoza  p.galaktozamin D-galaktoza D-glukoza
CH,OM CH O CH 0 CIL,OH
HO ' (1
| :H : b
[ H H i
H | f\
i | 0 % i
H (H H wNH G—=CH, H ‘\(Jli H (I \\
\ O
& H 0 | H OH
CH t:'- 1\[ —0, oD / - : !
R T STHOH N, Lo SR (I:_”
CHOH / NH tlru
H OH i
AR H / Q=0 H(I:
| | f0H s (CHakye
OH H |
CH, CH;
N - acetiineuraminat stearinska sfingozin

(sijalinska kiselina) kiselina

Slika 3. Grada gangliozida GM1, GM2 i GM3. Prema Voet D i Voet JG (44).

Od masnih kiselina u ceramidu najzastupljenije su lignocerinska, C24
(s 24 ugljikova atoma) i palmitoleinska kiselina, C16 (sa 16 ugljikovih atoma)
(40).
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1.2.2. Funkcija glikosfingolipida

Kemijska grada GSL u kojoj se u svakoj molekuli jasno razlikuje
hidrofobni ceramidni dio i hidrofilni oligosaharidni lanac upucuje na lokalizaciju
GSL unutar stani¢nih membrana, pri Cemu je ceramidni dio molekule uklopljen
u membranu, a oligosaharidni se pruza u izvanstani¢ni prostor. Ovakav
polozaj GSL uvjetuje njihovu bioloSku ulogu (35).

Simons i lkonen (45) su predlozili novi princip grade membrane po
kojem se na dinamicke nakupine sfingolipida i kolesterola kao na “splavi”
unutar membranskog dvosloja vezuju proteini tijekom gibanja membrana
unutar stanice i prijenosa signala. “Splavi” se odvajaju od drugih regija
dvosloja u kojima prevladava nezasiceni fosfatidilkolin. Smatra se da samo
glikosfingolipidi koji su nakupljeni u te tzv. "glikosignalne domene" imaju
biolosku aktivnost (46). Mikrodomene GSL unutar plazma membrana imaju
ulogu u nizu bioloskih procesa kao Sto su stani¢ni rast, diferencijacija,
morfogeneza i adhezija stanica.

Mnogi GSL su identificirani kao vezna mjesta za toksine, viruse i
bakterije. Najpoznatiji primjer je GM1 gangliozid koji je membranski receptor
enterotoksina V. cholera (47). Poznati su i kao antigeni krvnih grupa, te je na
osnovi razlika u sastavu GSL kod pojedinih krvnih grupa napravljena podjela u
ABO-sustavu (48). Neutrofili, monociti i pojedine subpopulacije T limfocita
izrazavaju glikosfingolipide s glikozidnim ostatkom sijalil-Lewis x (sLe*) koji
omogucéava adheziju leukocita na endotelne stanice krvnih Zzila (49,50).
Posebice su vazne promjene u izrazaju GSL tijekom embriogeneze, jer su
GSL odgovorni za specificna svojstva medusobnog prijanjanja stanica (51).
Na membranama jajne stanice, zigote i blastule nalaze se GSL globoserije, a
kasnije dolazi do pomaka prema sintezi GSL lakto i ganglioserije. Ovaj pomak
je rezultat razvojno regulirane kontrole sinteze specifi¢nih glikoziltransferaza
odgovornih za sintezu razli€itih serija GSL (51).

Razli¢iti citokini utjeCu na sintezu gangliozida, ali vrijedi i obrnuto, da
neki gangliozidi inhibiraju sintezu citokina u stanicnim kulturama. Naprimjer,
TNF-a poveéava izrazaj gangliozida GD3 (52) GM3 (53), dok gangliozidi GM2
i GM3 inhibiraju sintezu TNF-a (54). Interferon-y povecava izrazaj neutralnih
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GSL GlcCer i LacCer te gangliozida GM3, a smanjuje izrazaj GSL s dugim
ugljikohidratnim lancima u ljudskim endotelnim stanicama (55). Gangliozidi,
sfingozin i lizosfingolipidi inhibiraju aktivnost protein kinaze C vjerojatno putem
kompetitivnog vezanja hidrofobnog dijela sfingolipida za domenu protein

kinaze C gdje se inace vezuje diacilglicerol (56, 57).

1.2.3. Gangliozid GM3

Gangliozidi su najslozenije gradeni GSL. To su kiseli glikosfingolipidi,
Sto znaCi da osim neutralninh SeCera sadrze i barem jedan Kkiseli Secer.
Neutralni Secer je npr. glukoza, jer pri fizioloSkom pH ne djeluje niti luznato niti
kiselo (niti prima niti otpudta H*). Od kiselih $ecera sadrze jedan ili vise
ostataka sijalinske kiseline koja im daje negativni naboj. Od sijalinskih kiselina
u zivotinjskim tkivima najceScCe je zastupljena N-acetilneuraminska kiselina
(NeuAc).

Struktura gangliozida odredena je specificnim glikoziltransferazama u
stanicama te je do danas opisana struktura viSe od 60 gangliozida.
Gangliozida ima najviSe u stani¢nim membranama Zziv€anih stanica (5-10%
ukupnih lipida), ali se u manjim koli€inama nalaze i u vecini drugih stani¢nih
membrana. Prvi i najjednostavniji ¢lan ovog metabolickog slijeda je GM3
gangliozid koji je ujedno i najzastupljeniji gangliozid izvan ziv€anog tkiva.

PreteCa je i niza slozenijih gangliozida, Sto odreduje njegov sadrzaj u

pojedinim stanicama i tkivima kao $to je prikazano u tablici 3 (58).
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Tablica 3. Sadrzaj gangliozida GM3 u ljudskim tkivima (58)

GM3, % od
Tkiva Gangliozidi :zgf;acj?g Metoda odredivanja GM3
gangliozida
Jetra 214-220* 90-91,6 TLC, kolorimetrija
Bubrezi 30-60 74 "
Slezena 200-300 - "
Placenta 100-200 -- "
Misici .
skeletni 50-80 70
sréani - 50 "
Koza 30-35 -- "
Masno tkivo 10-15 80-90 "
Aorta 46 82 .
Stitnjaca 120 48
Mozak
kora 3000-3500 -- "
bijela tvar 1000 4.1 "
siva tvar -- 3,8

GMa3 je esencijalna sastavnica splavi plazma membrane, €ija uloga nije
do kraja poznata. Smatra se da je zbog svojeg polozaja u membrani stanica
uklju€en u niz povrsinskih funkcija stanica kao $to su vezanje za receptore,
medustaniCna adhezija, prijenos signala, regulacija proliferacije i
diferencijacije stanica, modulacija funkcije razliitih membranski vezanih
proteina (59).

Gangliozid GM3 (NeuAca3GalB4GIcp1Cer) nastaje vezivanjem jedne
sijalinske kiseline na laktozilceramid, reakcijom koju katalizira enzim GM3
sintaza (beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 5, St3Gal5) (60).

Sijalinske kiseline se obi€no nalaze na terminalnim krajevima ugljikohidratnih
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grupa glikolipida, a zbog svog negativhog naboja uglavhom su smjestene na
povrsini stanica i smatraju se klju¢nom za niz bioloskih ucinaka glikolipida.

GM3 sintaza pripada velikoj obitelji sijaliltransferaza koje kataliziraju
prijenos sijalinske kiseline (Sia) s CMP-Sia na ugljikohidratni akceptor. Postoji
dvadeset €lanova obitelji sijaliltransferaza koje su grupirane u Cetiri obitelji,
ovisno na koji se ugljikohidrat i kako vezuje sijalinska kiselina. GM3 sintaza
molekulu galaktoze a 2,3-vezivanjem. Do danas je kod miSeva i ljudi
identificirano $est &lanova ove obitelji. Clan ove obitelji, ST3Gal5 je enzim
potreban za sintezu gangliozida GM3 zbog ¢ega se jednostavnije naziva GM3
sintaza.

ST3Gal5 knockout miSevi pokazuju vecu osjetljivost na inzulin
zasticeni od razvoja inzulinske rezistencije inducirane dijetom s velikim
udijelom masnoca, zbog €ega se pretpostavlja da je GM3 gangliozid negativni
regulator inzulinskog receptora (61, 62).

Razgradnja gangliozida zapoc€inje njihovim prijenosom s plazma
membrane  endocitoznim mjehuricima  u lizosome. Razgradnju
oligosaharidnog lanca gangliozida kataliziraju odgovarajuc¢i enzimi iz grupe
glikozidaza. Glikozidaze hidroliziraju glikozidnu vezu izmedu dva Secerna
ostatka. Sijalidaza (neuraminidaza Neu) otcjepljuje sijalinsku kiselinu,
galaktozidaza otcjepljuje galaktozu, a glukozidaza glukozu. Vaznu ulogu u
regulaciji funkcije stanicne membrane ima neuraminidaza Neu3 upravo
modulacijom sadrZaja gangliozida u plazma membrani (58).

Gangliozid GM3 je vazan u prijenosu signala niza €imbenika rasta.
Primjerice, pokazalo se da GM3 inhibira uc€inke ¢imbenika rasta fibroblasta i
trombocita (63), a moze utjecati i na rast stanica putem mikrodomena bogatih
GM3 (64). Na humanim endotelnim stanicama umbilikalne vene (HUVECS)
ustanovljen je supresivni uinak GM3 na proangiogenetski u¢inak endotelnog
vaskularnog faktora rasta (VEGF, engl. vascular endothelial growth factor)
(65).

Takoder se pokazala uloga GM3 u onkogenezi. Primjerice, inhibicijom

fosforilacije tirozin kinaze recepora za Cimbenike rasta na membranama
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tumorskih stanica GM3 mozZe suprimirati rast tumorskih stanica (66-73).
Pokazano je da GM3 moze inibirati prodor tumorskih stanica potiCuci
interakciju inegrina s membranskim proteinima i time porast stanicne adhezije
na interstanic¢ni matriks (74, 75). Smatra se da GM3 ima imunomodulacijski
ucinak utjecajem na proliferaciju T stanica i njihovu produkciju citokina i
povecava osjetljivost T stanica na in vitro stimulacije (76, 77).

Ustanovljeno je da poremeceni metabolizam glukoze, lipida i visceralna
debljina utjeCu na razinu GM3 u serumu. Nadena je poviSena razina
gangliozida GM3 u serumu bolesnika sa Se¢ernom boleséu, ali i drugim
metabolickim poremecajima koje su u korelaciji s razinom glikemije i lipida.
Naime, bolesnici sa Secernom boleS¢u tip 2 koji su pretili (indeks tjelesne
mase ITM>30) imaju znacajno viSe razine GM3 koje su u korelaciji s razinom
lipoproteina niske gustoce (LDL, engl. low density lipoprotein), naroCito malih
aterogenih LDL Cestica. GM3 je ustanovljen i u aterosklerotskim lezijama koje

su dominantno posredovane kolesterolom iz malih LDL Cestica (78).

1.3. Glikosfingolipidi i Sec¢erna bolest

1.3.1. Uloga GM3 u inzulinskoj signalizaciji

Prva uoCena i detaljnije prouCena funkcija gangliozida bila je
receptorska funkcija. Niz radova potvrdilo je ulogu gangliozida GM3 u
nastanku inzulinske rezistencije. J. Inokuchi, prou€avajuci gangliozid GM3,
predloZio je koncept za metabolicke bolesti, ukljuCujuci Seéernu bolest tip 2,
kao bolesti membranskih mikrodomena uslijed poremecenog izrazaja
gangliozida (78).

Inzulinski receptor pripada skupini receptora smjeStenih u mikrodomeni
plazma membrane (tzv. lipidnoj splavi) bogatoj glikosfingolipidima, posebice
gangliozidom GM3 (53, 78). Posebna podskupina lipidnih splavi su kaveole.
Kaveole su udubljenja plazma membrane koja nastaju iz lipidnih splavi
polimerizacijom integralnih membranskih proteina kaveolina (80). Inzulinski

receptor moze se vezivati neovisno za kaveolin i za GM3 (81).

27



Glikosfingolipidi, uglavnhom gangliozid GM3, okruzuje inzulinski
receptor u lipidnoj splavi i modulira njegovo signaliziranje. Tagami i sur. su
pokazali da je u adipocitima u stanju inzulinske rezistencije putem TNF-a
inducirana endogena sinteza gangliozida GM3 (82). Na prijelazu
transmembranske i izvanstaniche domene beta-podjedinice IR nalazi se
aminokiselina lizin, esencijalna za vezivanje s gangliozidom GM3 koji je
smjesten na povrsini stanice. Kada se GM3 nalazi u suviSku, poja¢ano se
vezuje za inzulinski receptor, sto dovodi do njegove disocijacije od kaveolina-
1 i pomaka iz kaveole u lipidnoj splavi. Ovaj pomak IR iz kaveole

onemogucuje aktivaciju inzulinskog receptora (Slika 4) (82, 83).

MORMALNI ADIPOCITI STANJE INZULINSKE REZISTEMNCIJE

Bez splavi
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Slika 4. Model membranske mikrodomene. Prema Inokuchi J (78)

To je posljedica ne samo povec¢anog sadrzaja stanicnog GM3 vec i
povecane aktivnosti GM3 sintaze i sadrzaja mRNA GM3 sintaze $to ukazuje
da TNF-a regulira sintezu GM3 na nivou transkripcije u adipocitima (82).
Poznato je da TNF-a u kulturama adipocita inducira stanje inzulinske

rezistencije koju karakterizira smanjena sposobnost inzulina da potakne
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fosforiliraciju beta-podjedinice inzulinskog receptora, a potom i fosforilaciju
mnogih drugih unutarstani¢nih enzima, ukljuujuci IRS (83).

U kulturi mi§jih adipocita s niskom koncentracijom TNF-a ne moZzZe se
postiCi inzulinska rezistencija posredovana ucinkom TNF-a. Za ovaj ucinak
potreban je duzi tretman adipocita (od najmanje 72h) $to je u suprotnosti s
ostalim akutnim uc€incima ovog citokina (84). Ovaj usporeni efekt TNF-a u
korelaciji je s progresivnim porastom sadrzaja GM3 na povrSini stanica. Da bi
dokazali da je upravo molekula GM3 odgovorna za razvoj inzulinske
rezistencije adipocita tretiranih TNF-a, koriSten je inhibitor sinteze
glukozilceramida,D-threo-1-phenyl-2-decanoylamino-3-morpholino-1-propanol
(D-PDMP) koji ometa stvaranje glikosfingolipida iz glukozilceramida (85). D-
PDMP potpuno neutralizira TNFa-inducirani porast GM3 u adipocitima i
normalizira TNFao-induciran defekt fosforilacije IRS-1 i inzulinsko
signaliziranje. Sva ova saznanja potvrdena su istraZivanjima na knockout
miSevima za GM3 sintazu koji ne mogu stvarati gangliozid GM3. Kod ovih
miSeva poboljSana je inzulinska osjetljivost i zastita od razvoja inzulinske
rezistencije uz masnu ishranu (62).

Osim ometanja vezivanja inzulina za inzulinski receptor, kao posljedica
promjena u membranskim mikrodomenama opisuje se joS jedan moguci
mehanizam kojim sfingolipidi remete inzulinsko signaliziranje. VazZna
sastavnica nizvodnih signalnih bjelan€evina inzulinskog puta je Akt2/protein
kinaza B-B (PKB-B), koja je ujedno i srediSnji regulator anaboli¢kih enzima
odgovornih za sintezu i pohranu triglicerida i glikogena. Knockout miSevi
kojima nedostaje Akt2/ PKB-[3 razvijaju inzulinsku rezistenciju i Secernu bolest
(86).

Chavez i suradnici su na kulturi miotubula inhibirali kiselu ceramidazu,
koja pretvara ceramid u sfingozin, §to je povecalo sadrzaj ceramida i inhibiralo
Akt/PKB. Ove studije podrzavaju hipotezu da je ceramid, ali ne i glikozilirani
ceramid ili sfingozin, primarni antagonist Akt/PKB (87, 88) Sto bi znacilo da
ceramid i glukozilceramid razliCitim mehanizmima antagoniziraju inzulinski
uCinak. Ceramid modulacijom Akt/PKB, dok glukozilceramidi smanjujudi

fosforilaciju inzulinskog receptora (89).
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Osim na kulturama stanica, udruzenost gangliozida i inzulinske
rezistencije pokazana je i na Zivotinjskim modelima u Zucker fa/fa Stakora i
ob/ob miSeva, poznatih tipicnih modela inzulinske rezistencije koji stvaraju
znacajno vece koli¢ine TNF-a u odnosu na masno tkivo kontrolnih, mrsavijih
Zivotinja. Interesantno je da osim TNF-a nisu nadeni u vec¢im koli€inama drugi
citokini kao sto su IL-1 ili IFNy. Northern blot analizom mRNA za GM3 sintazu
ustanovljen je znacCajno vecli sadrzaj mRNA u ova dva tipicha modela
inzulinske rezistencije u odnosu na kontrolne Zivotinje (90)

Udruzenost glikosfingolipida i inzulinske rezistencije potvrduju i
bolesnici s Gaucherovom bolesti, lizosomskom bolesti nakupljanja
glikosfingolipida koja je uzrokovana nedostatkom enzima glukocerebrozidaze
potrebnog za hidrolizu glukozilceramida na glukozu i ceramid. Manjak enzima
dovodi do nakupljanja glukozilceramida, ali i svih spojeva kojima je
glukozilceramid preteca (91).

FarmakoloSkom inhibicijom sinteze glukozilceramida (preteCe GM3) i
konverzije ceramida u glikosfingolipide poboljSava se inzulinska osjetljivost
Zucker fa/fa Stakora i ob/ob miSeva (92,93). Inhibicija serin
palmitoiltransferaze (SPT), ceramid sintaze i dihidroceramid desaturaze,
esencijalnih enzima u biosintetskom putu svih sfingolipida, povecéava
inzulinsku osjetljivost u stanicnim kulturama, izoliranim tkivima, i na

Zivotinjskim modelima miSeva i Stakora (89).

-----

.....

stanica u glukoregulaciji je indirektna, putem metabolizma lipida i stvaranjem
niza adipocitokina koji utje€u na inzulinsku osjetljivost misic¢a i jetre. Smanjeno
inzulinske rezistencije. Vezanje inzulina na inzulinski receptor aktivira niz

unutarstani¢nih signala koji dovode do pomaka mijeSinica koje sadrzavaju
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glavne prijenosnike za glukozu (GLUT4), zatim do njihovog spajanja s
membranom, te ulaska glukoze u stanice miSi¢a i masnog tkiva. Smanjena
sposobnost translokacije GLUT4 u plazma membranu jedan je od
mehanizama inzulinske rezistencije u Secernoj bolesti tip 2 (94).

Molekularni mehanizmi pohranjivanja GLUT4 u mjeSinicama i
translokacija u plazma membranu jo$ nisu razjasnjeni. Objavljeno je niz
radova u kojima se povezuje nastanak inzulinske rezistencije s nakupljanjem
lipida u miSicnim stanicama. Infuzija zasicenih masti u krvotok miSeva i
Stakora putem jugularnog katetera uzrokuje akutnu inzulinsku rezistenciju u
glikosfingolipida u membranama miSiénih i masnih stanica ukljueno je u
regulaciju inzulinskog signaliziranja i prometa GLUT4 mjeSinica u misicnim i
masnim stanicama (93). Naime, dodatak sfingolipida i ceramida inhibira
odgovor inzulinskog receptora i translokaciju GLUT4 na plazma membranu
potaknutu inzulinom (96). Suprotno tome, deplecija glikosfingolipida znacajno
ubrzava translokaciju GLUT4 na plazma membranu potaknutu inzulinom i
nastajanje GLUT4 mijeSinica iz Golgijevog sustava u masnim stanicama (93,
97) i time poboljSava inzulinsku osjetljivost i kontrolu glikemije.

Dosadasnja istrazivanja na Zivotinjskim modelima inzulinske
rezistencije i Secerne bolesti tip 2 (Zucker fa/fa Stakora i ob/ob miSeva)
ustanovila su poveéan sadrzaj gangliozida GM3 u adipocitima i njihovu ulogu
u inzulinskom signaliziranju kao Sto je objasnjeno u prethodnom poglavlju
gangliozid GM3 istu ulogu u inzulinskom signaliziranju, provedeno je niz
ispitivanja s inhibitorima sinteze glukozilceramida i na knockout miSevima za
GM3 sintazu.

Tako su tkiva miSica Zucker fa/fa Stakora obradena anti-GM3
antitijelima i analizirana metodom imunofluorescencije pokazivala intezivniju
fluorescenciju u odnosu na kontrolu. Nakon tretiranja Zivotinja s Genz-123346
(inhibitorom glukozilceramid sintaze) na rezovima misi¢a obradenih anti-GM3
antitijelima smanijila se fluorescencija kod debelih Zucker fa/fa Stakora na
priblizno jednaku flurescenciji kao kod kontrolnih mrsavih Zivotinja. Ovo je

pokazalo da se inhibicijom sinteze gangliozida normalizira njihov tkivni sadrzaj
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(89). | na ovim modelima se pokazalo da je mehanizam kojim GM3 utjeCe na
inzulinsko signaliziranje povezan s fosforilacijom tirozin kinaze inzulinskog
receptora. Nakon akutne stimulacije inzulinom, Zucker fa/fa Stakori tretirani s
Genz-123346 imali su povecanu aktivnost tirozin fosforilacije u odnosu na
netretiranu grupu. Na istom modelu ustanovljena je smanjena fosforilacija i
Akt nizvodne signalne molekule Cija se aktivnhost znaCajno povecala nakon
tretiranja zivotinja s Genz 123346 (93).

miSeva za GM3 sintazu (GM3S) fosforilacija inzulinskog receptora i
preuzimanje glukoze odvija puno brze u odnosu na GM3S™/" ili GM3S™/
miSeve, koji pokazuju i vecu inzulinsku osjetljivost (62).

Osteceno inzulinsko signaliziranje nalazimo i kod intramiocelularnog
nakupljanja  lipida. = Najzastupljeniji  intracelularni  lipidi  pripadaju
sfingomijelinskom putu Giji je drugi glasnik ceramid, bioloSki vrlo aktivan i
uklju€en u niz stani¢nih procesa poput apoptoze i upale. Veliki broj studija je
pokazao da upravo ceramid inhibira inzulinski signalni put u misiénoj stanici.
Ceramid se moze stvarati iz sfingomijelina membrane ili de novo uz enzim
palmitoiltransferaza koji se aktivira u suvisku zasi¢enih masnih kiselina (98).
Zucker fa/fa Stakorima (99).

Dosada nije istrazen izrazaj gangliozida GMS3, i njegovih preteCa
laktozilceramida (LacCer), glukozilceramida (GlcCer) i ceramida (Cer) u
misSi¢u na modelu SecCerne bolesti tip 2 inducirane streptozotocinom i masnom

prehranom kao i na modelu Secerne bolesti tip 1 inducirane streptozotocinom.
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1.3.3. Izrazaj gangliozida GM3 i njegovih prete€a u bubrezima

Bubrezi sudjeluju u homeostazi glukoze procesima glukoneogeneze,
filtracije, reapsorpcije i metaboliziranja glukoze. Svi ti procesi su poremeceni u
Secernoj bolesti. Niz provedenih studija pokazale su povezanost metabolizma
glukoze, inzulinske rezistencije i metabolizma glikosfingolipida (100)
sugerirajuci ulogu GSL u razvoju dijabeti¢ke nefropatije i oStecenja bubrega u
metaboliCkom sindromu.

Poznata je dvojna uloga GSL, koji s jedne strane igraju vaznu ulogu u
stanichom prepoznavanju, adheziji stanica i prijenosu signala, a s druge
strane u proliferaciji i diferencijaciji stanica vaznih za morfogenezu i
onkogenezu (101). Gangliozidi se Cesto opisuju i kao regulatori kontrole rasta
stanice (102).

U dosadasnjim istraZivanjima o ulozi gangliozida u dijabetiCkim
bubrezima i njihovoj mogucéoj ulozi postoje oprecni rezultati pa smo ih

preglednije prikazali kroz dvije teorije.

Teorija 1: Smanjeni izrazaj gangliozida uzrokuje nefropatiju

Kwak i suradnici su na Stakorskim modelima SecCerne bolesti inducirane
streptozocinom, 15 dana od induciranja SecCerne bolesti pronasli povecan
volumen i koli€inu fibroznog matriksa, dok je sadrzaj gangliozida bio smanjen
u odnosu na kontrolne skupine. Odredivanjem gangliozida metodom
tankoslojne kromatografije ustanovili su smanjeni izrazaj gangliozida, a
narocito GM3 u glomerulima (103).

Medu predloZenim patogenetskim mehanizmima je i koncept da su
gangliozidi najvazniji za membranski elektricni naboj (104). U bubrezima,
glomerularna kapilarna membrana normalno ne dopusta filtraciju bjelancevina
plazme. Gradena je slicno kao i membrane drugih kapilara osim &to ima tri, a
ne samo dva glavna sloja 1) endotel kapilare 2) bazalnu membranu i 3) sloj
epitelnih stanica. Najvaznija znaCajke ove membrane je njezin negativni
elektricni naboj, naroCito bazalne membrane koji tako sprijeCava prolazak

negativno nabijenih plazmatskih bjelanCevina. U spomenutoj studiji autori
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smatraju da upravo smanjeni sadrzaj gangliozida dovodi do smanjene
selektivnosti glomerularne  membrane s posljedichim  promjenama
hidrostatskog tlaka i onkotske ravnotezZe. To bi moglo uzrokovati oStecenje

stanica tubula zbog vece izloZenosti pove¢anom hidrostatskom tlaku.

Teorija 2: Povecéani izrazaj gangliozida uzrokuje nefropatiju

Medutim, mnogo je veci broj studija koje su pokazale povecani izrazaj
gangliozida GM3 u bubrezima dijabeti¢kih Stakora (100).

U stanjima hiperglikemije, u stanicama sa slobodnim utokom glukoze
(mezangij, endotel, Schwanove stanice) stvaraju se u suviSku preteCe u
sintezi glikosfingolipida, vaznih regulatora proliferacije stanica (105).

PoviSena unutarstani€na razina glukoze u stanjima neregulirane
Secerne bolesti povecava aktivnost sva Cetiri (poliolski, heksozaminski, put
protein kinaze C, put AGE) biokemijska metabolicka puta. Vecina
unutarstanicne glukoze se metabolizira glikolizom. Medutim, u stanjima
hiperglikemije dio fruktoza-6-fosfata skrece prema heksozaminskom putu u
kojem uz enzim glutamin:fruktoza-6-fosfat aminotransferaza (GFAT) prelazi u
glukozamin-6-fosfat i konacno wu aktivirani Secer uridin difosfat N-
acetilglukozamin (UDP-GIcNAc) (79).

Sinteza glikosfingolipida ovisna je o dva produkta heksozaminskog
puta: aktiviranim Secerima UDP-glukozi i UDP-galaktozi te NADPH, vaznom

kofaktoru u sintezi dihidrosfingozina, pretec¢i ceramida (106) (Slika 5).
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inducirane streptozotocinom ustanovili
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Slika 5. Poveznice heksozaminskog i puta sinteze gangliozida

poveCanje bubrega, a metodom
tankoslojne kromatografije porast sadrzaja glukozilceramida i gangliozida
GMa3, uz povecanu koncentraciju UDP-Glc u ukupnom tkivu bubrega. Na istim
modelima, tretiranje Zivotinja inhibitorom glukozilceramid sintaze (D-PDMP)

dovelo je do povla€enja hipertrofije bubrega (106).

stanica ispitivano je dodavanjem glukozamina, koji se u suviSku stvara

aktivacijom ovog metabolickog puta, kulturi mezangijskih stanica bubrega.



Ustanovljeno je da glukozamin dovodi do hipertrofije mezangijskih stanica
povec¢anom ekspresijom p21 i arestom stanica u Gy/G; fazi stani¢nog ciklusa
povecavajuci izrazaj gangliozida, prvenstveno GM2 i GM1. Isti uCinak se
dobio i dodavanjem GM2 i GM1 kulturama mezangijskih stanica (107).

Drugi vazni metabolic¢ki put u nastanku kroni¢nih komplikacija SeCerne
bolesti su krajnji produkti glikozilacije (AGE, prema engl. advance glycation
endproducts) koji nastaju neenzimatskom reakcijom izmedu ketonskih
skupina Secera ili aldehida s aminoskupinama proteina. To je proces koji se
odvija kroz viSe stadija koji su u pocCetku reverzibilni, da bi nastankom
kovalentnih veza medu molekulama proteina proces postao ireverzibilan
oStecCujuci strukturnu, enzimatsku ili signalnu funkciju glikoziliranih proteina.
Gangliozidi se smatraju jednom od patofizioloskih poveznica izmedu krajnjih
produkata glikozilacije i dijabetiCke nefropatije. Masson i suradnici su dokazali
pozitivnu korelaciju izmedu porasta koncentracije AGE produkata i poveéanog
izrazaja a-serije gangliozida, a smanjenog izrazaja b-serije gangliozida u
mezangijskim stanicama bubrega na modelima dijabetickih db/db miSeva. Na
istim modelima ustanovljena je povecana aktivnost GM3 sintaze za 80%, dok
je aktivnhost GD3 sintaze bila smanjena za 50%. Inhibicija GM3 sintaze
djelomi¢no je ponistila u€inak AGE produkata na proliferaciju mezangijskih
stanica (105).

Bubreg je tkivo bogato GLS, posebice gangliozidom GM3 kojeg najvise
ima u plazma membrani, posebno u specijaliziranim membranskim
mikrodomenama tzv. lipidnim splavima, gdje modulira funkciju razli€itih
receptora koji se nalaze u ovim mikrodomenama. Natrij-glukozni
kotransporteri smjesteni su u lipidnim splavima (108) i njihova promjenjena
aktivnost na modelu STZ inducirane Secerne bolesti ukazuje na ulogu
membranskih lipida u transportnoj aktivnosti tubula (100). U stanjima
hiperglikemije povelava se tako uz glukozu i reapsorpcija natrija u
proksimalnim tubulima. Rezultat toga je smanjenje koncentracije natrija u
distalnim tubulima i makuli denzi, Sto tubuloglomerularnom povratnom
spregom dovodi do povecanja glomerulane filtracije, prvog stadija u razvoju
dijabeticke nefropatije (30).
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U dosadasnjim istrazivanjima ostao je nepoznat izrazaj GM3 u tubulima
bubrega na modelu Secerne bolesti tip 1 i 2. Na tragu ovih istraZivanja u ovoj
studiji smo analizirali i usporedili izrazaj GM3 u bubreznim glomerulima i
tubulima na modelu Secerne bolesti tip 1 i 2. Na istim modelima analizirali smo
i laktozilceramid, glukozilceramid i ceramid u sfingolipidnom ekstraktu
homogenizata bubreznog tkiva te izrazaj gena za GM3 sintazu (St3gal5)

enzima potrebnog za sintezu gangliozida GM3.
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2. CILJEVI | HIPOTEZE

Ciljevi istrazivanja su:

4.

. imunohistokemijskim metodama analizirati izrazaj gangliozida GM3 u

miSicu i bubregu na Stakorskim modelima Secerne bolesti tip 1 i
Secéerne bolesti tip 2 i utvrditi postoji li razlika u izrazaju GM3 u miSicu

ovisno o tipu SecCerne bolesti.

analizirati izraZzaj gangliozida GM3 u miSicu i bubregu na prou¢avanim
modelima i metodom tankoslojne kromatografije visokog razlucivanja
uz imunobojanje istim specificnim protutijelom na GM3 kao i kod

imunohistokemijskog odredivanja.

analizirati  izrazaj preteCe u sintezi GM3 (laktozilceramid,
glukozilceramid i ceramid) u miSicu i bubregu na prouavanim
modelima bojanjem tankoslojnog kromatograma visokog razlucivanja

orcinolom.

Analizirati izrazaj gena za GMS3 sintazu (St3gal5) u bubregu na

proucavanim modelima, metodom PCR reakcije u stvarnom vremenu.

Hipoteze istrazivanja su:

1.

izraZzaj gangliozida GM3 u miSi¢u Stakorskog modela Seéerne bolesti tip
2 se povecCava, odnosno Stakorski model Seéerne bolesti tip 2
inducirane streptozotocinom i masnom prehranom moze posluziti za
proucavanje utjecaja glikosfingolipida na inzulinsku rezistenciju umjesto

dosad koristenih modela
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. izrazaj gangliozida GM3 u bubreznim tubulima se poveava kao prvi

znak oStecenja bubrega neovisno o tipu Secerne bolesti.

. Povecani izrazaj gangliozida GM3 u bubregu uzrokovan je poveéanim

izrazajem njegovih preteCa i GM3 sintaze.
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3. METODE | MATERIJALI

3.1. Pokusne zivotinje

Muzjaci Stakora soja Sprague-Dawley uzgajani su pod kontroliranim
uvjetima (temperatura, 22+1 °C; uz dnevne izmjene 14 sati svjetla i 10 sati
mraka) u Nastambi za male pokusne Zivotinje SveuciliSta u Splitu. Hranu i
vodu uzimali su ad libitum. Stakori u dobi od mjesec dana, kada su tezili 140-
160 g upotrijebljeni su u daljnjem istrazivanju.

Stakori su bili podvrgnuti dvjema prehrambenim reZimima. Prva
skupina se hranila ad libitum uobi€ajenom hranom za pokusne Stakore koja se
u ukupnom postotku kalorijskog unosa sastoji od 27% proteina, 9% masti i
64% ugljikohidrata (4RF24 GLP, Mucedola srl, Settimo Milanese, Italija).
Druga skupina se hranila ad libitum visoko-masnom hranom koja se sastoji od
58% masti, 25% proteina i 17% ugljikohidrata u ukupnom kalorijskom unosu.
Stakori su se na pocetku pokusa dva tiedna hranili odgovarajuéom hranom,

nakon ¢ega su primili odgovarajucu injekciju, ovisno o skupini (109).

3.2. Stakorski modeli $eéerne bolesti

3.2.1. Model Sec¢erne bolesti tip 1

Za indukciju modela Secerne bolesti tip 1 (T1DM) Stakori su podijeljeni
u dvije skupine:

1. skupina (n=5) je primila intraperitonejsku injekciju streptozotocina
(STZ) (S0130, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) u dozi od 55 mg/kg
(110). STZ je toksiCan za B stanice Langerhansovih oto€i¢a u gusteraci
koje proizvode inzulin te Stakori nakon primanja injekcije STZ-a unutar
2-4 dana razvijaju Secernu bolest (naziv skupine: STZ).

2. skupina (n=5) je primila intraperitonejsku injekciju citratnog pufera (pH

4,4) u dozi od 1 ml/kg (naziv skupine: kontrola-STZ).
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UspjeSnost induciranja modela SecCerne bolesti provjeravala se mjerenjem

glukoze u kapljici krvi uzete iz repne vene Stakora.

3.2.2. Model Sec¢erne bolesti tip 2

Za indukciju modela Secerne bolesti tip 2 (T2DM) Stakori su podijeljeni
u dvije skupine:

1. skupina (n=5) se hranila ad libitum dva tjedna hranom s visokim
udjelom masti (engl. high fat diet, HFD) koja se sastoji od 58% masti,
25% proteina i 17% ugljikohidrata u ukupnom kalorijskom unosu.
Nakon dva tjedna primili su intraperitonejsku injekciju STZ-a u citratnoj
otopini u dozi od 35 mg/kg (naziv skupine: HFD +STZ).

2. skupina (n=5) se hranila dva tjedna hranom s visokim udjelom masti ad
libitum, a nakon dva tjedna primila je intraperitonejsku injekciju
citratnog pufera (pH 4,4) u dozi od 1 ml/kg otopine (naziv skupine:
HFD).

UspjesSnost induciranja modela SecCerne bolesti provjeravala se mjerenjem

glukoze u kapljici krvi uzete iz repne vene Stakora.

3.2.3. Tjelesna masa i biokemijski parametri

Ispitivanim  Zivotinjama redovito je mjerena tjelesna masa i
koncentracija glukoze u plazmi. Glukoza je odredivana iz kapljice krvi uzete iz
repne vene Stakora pomoc¢u One Touch Vita glukometra (LifeScan, High
Wycombe, UK) prije injiciranja STZ-a, svaka Cetiri dana i pred Zrtvovanje.
Stakori koji su 4 dana nakon injekcijie STZ-a nataste imali koncentraciju
glukoze u plazmi 216 mmol/l smatrali su se dijabeti¢kim Stakorima i koristili su
se za daljnja istrazivanja. Tjelesna masa Stakora odredivana je na pocetku
pokusa i na dan Zrtvovanja. Ispitivanim Zzivotinjama svakodnevno je pracena
koli¢ina konzumirane hrane i vode, koli€ina dnevnog urina (pregled piljevine) i

opdi status.
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3.2.4. Trajanje eksperimenata

Ispitivane zivotinje Zrtvovane su 2 tjedna nakon indukcije modela
Sederne bolesti tip 1 i tip 2. Zivotinje su pred Zrtvovanje bile podvrgnute
inhalacijskoj anesteziji izofluranom (4% u kisiku za indukciju, 2% za
odrzavanje anestezije). Nakon otvaranja trbusne Supljine s peanom se
klemala lijeva bubrezna i lijeva femoralna arterija te izvaden lijevi bubreg i
gornji dio lijevog miSi¢a kvadricepsa za analizu tkiva metodama tankoslojne
kromatografije i PCR reakcije u stvarnom vremenu, a potom je slijedila
transkardijalna perfuzija. Transkardijalna perfuzija se provodila preko
ascedentne aorte kojom smo pristupili iglom kroz lijevu klijetku, prvo
primijenom heparinizirane fizioloSke otopine, a zatim 2%-tne otopine
paraformaldehida u izotoni€nom fosfathom puferu (PBS, engl. phosphate
buffer saline). Perfuzija paraformaldehidom prouzrokovala je trenutacnu smrt

Stakora.

3.3. Imunohistokemijska analiza

Izvadena tkiva miSica i bubrega su postfiksirana u istom fiksativu
koristenom za transkardijalnu perfuziju u trajanju od 2-5 sati pri 4°C, a zatim
su prenesena u 0,01 M PBS. Nakon krioprotekcije u 20%-tnoj saharozi
tijekom noci, tkivo bubrega i miSi¢a je rezano pomocu kriotoma (Thermo
Shandon Cryotome, Pittsburgh, PA). Tkivo bubrega rezano je paralelno s
kracom osovinom bubrega, debljine 12 uym i poloZzena na silanizirana
predmetna stakalca. Tkiva miSi¢a rezana su po poprecnoj osovini, debljine 14
pum. Od svake zivotinje, i za tkivo bubrega i miSica uzet je svaki drugi rez do
ukupno pet rezova.

Rezovi tkiva su inkubirani protutijelima tijekom 24 sata na sobnoj
temperaturi pileCim primarnim protutijelom na gangliozid GM3 (Neu5Ac).
Protutijela su razrijedena u 0,1 M PBS-u s dodatkom 0,5% govedeg
serumskog albumina (BSA, engl. bovine serum albumin) i 0,02% natrijevog

azida. Nespecificno vezanje protutijela sprijeCeno je prethodnom inkubacijom
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rezova s 1% BSA u 0,1 M PBS-u, u trajanju od 1 sat. Vezano primarno
protutijelo ucinilo se vidljivim pomocéu specificnog magareéeg protu-pileceg
sekundarnog protutijela IgY (IgG) (kat. br. 703-095-155, Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA, SAD), konjugiranog s
bojom Texas-Red u PBS-u (razrjedenje 1:150). Nakon posljednjeg ispiranja u
PBS-u stakalca su prekrivena pokrovnicama na kojima se nalazila tekucina
Immuno-Mount (Shandon, Pittsburgh, PA, USA) te ostavljena da se osuse na
zraku. Negativne kontrole ukljuCivale su izostavljanje primarnog protutijela sto

je rezultiralo nebojenim tkivom.

3.3.1. Kvantitativna analiza imunofluorescencijskog bojanja

HistoloSki rezovi snimani su mikroskopom (Olympus BX61, Tokyo,
Japan), opremljenim digitalnom kamerom (Olympus DP71, Tokyo, Japan)
pomocu racunalnog programa Cell A Imaging Software for Life Sciences
Microscopy (Olympus, Tokyo, Japan). Slike su snimljene ujednacenim
postupcima. Povecanje (40x), vrijeme ekspozicije, objedinjavanje piksela
(eng. binning), pojaCanje signala (engl. gain) identiéni su za svaku sliku.
Nakon toga, slike su uneSene u racunalni program MetaMorph (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, SAD) u kojem su obradivane kao monokromne
mikrofotografije (2040x1536 piksela, 12 bitova, 0-4096 nijansi sive boje).

Na bubrezima odvojeno su analizirani glomeruli i tubuli. Za glomerule
prvo su izdvojene samo slike s jednim ili dva glomerula, a potom se za analizu
uzimala svaka druga slika do ukupno 5 glomerula za svaki bubreg. Ako je na
slici bilo dva glomerula analizirao se desni. Za tubule se svaka slika podijelila
na Cetiri kvadranta i svi tubuli koji su se nalazili u gornjem desnom kvadrantu,
svake druge slike su se analizirali. Na vidnim poljima veli¢ine 100x100 ym

mjerio se intenzitet fluorescencije i povrsina.
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3.4. Tankoslojna kromatografija visokog razluéivanja

Pokusi su radeni prema sljedecoj shemi:

imunobojenje
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3.4.1. Homogenizacija i ekstrakcija

Tkivo od 20 Zivotinja, svaki uzorak odvojeno, prvo je usitnjeno
skalpelom, a zatim suspendiran u dvostrukom volumenu deionizirane vode u
odnosu na mokru masu tkiva. Slijedila je homogenizacija 10 minuta u
homogenizatoru te su ukupni lipidi ekstrahirani deseterostrukim volumenom (u
odnosu na mokru masu tkiva) smjese kloroform (K):metanol (M): voda =
30:60:8 (v/v/v), u ultrazvu€noj kupelji. Otapalo s ekstrahiranim lipidima je
filtrirano, a talog ponovno ekstrahiran deseterostrukim volumenom smjese
K:M = 2:1 (v/v). Oba filtrata su pomije$ana, a otapalo otpareno na rotacijskom
vakuumskom uparivau pri 37 °C. Sve koristene kemikalije bile su stupnja

Cistoée pro analysi. Kloroform i metanol su prije upotrebe redestilirani.

3.4.2. Dijaliza

Suhi uzorak dispergiran je u deioniziranoj vodi i to u $§to manjem
volumenu koji je dovoljan za potpuno dispergiranje lipida koji su zaostali
nakon uparavanja. Dobivena otopina prelivena je u celofansko crijevo
promjera 19 mm (Medicell International Ltd, London, Engleska). Crijevo je
zatim podvezano i uronjeno u posudu s vodom (oko 5 1). Dijaliza je provedena
na +4 °C uz stalno mijeSanje. Voda je promijenjena 5 puta, svakih 12 sati
unutar tri dana. Ovako su uklonjeni svi ioni zaostali nakon ekstrakcije, a voda

je uklonjena liofilizacijom.

3.4.3. Alkalna hidroliza

Suhom ostatku uzorka dodan je najmanji moguci volumen 1 M NaOH
koji je bio dovoljan za potpuno dispergiranje gangliozida, a da oni ostanu u
obliku micela koje ne mogu proéi kroz pore celofanskog crijeva prilikom
slijedece dijalize. Alkalna hidroliza provedena je u trajanju od 2 sata na 37 °C,
a nakon toga je izvrSena neutralizacija s 1 M octenom kiselinom. Ponovno je,
u svrhu uklanjanja iona, provedena dijaliza kao $to je prije opisano, te je

uzorak uparen do suha. Suhi ostatak frakcije gangliozida otopljen je u smjesi
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otapala K:M = 2:1 (v/v) i to u volumenu koji odgovara 2 mg mokre mase

misi¢a i bubrega po pl.

3.4.4. Tankoslojna kromatografija visokog razluc¢ivanja (HPTLC)

Gangliozidi su odvojeni tankoslojnom kromatografijom visokog
razlu€ivanja (HPTLC, engl. high performance thin-layer chromatography) na
staklenim Silikagel 60 plocama (10 cm x 10 cm, debljina silikagela 0,2 mm,
Merck, Darmstadt, Njemacka). Kako bi se uklonili i najmanji tragovi vode,
silikagel ploCe su prije upotrebe aktivirane i to tako da su ostavljene 1 sat u
termostatu, na temperaturu od 110 °C. Nakon toga Cuvane su u eksikatoru,
iznad P20s. Uzorci su zatim naneseni na ploCu pomocu automatskog
aplikatora (TLC aplikator, CAMAG, Muttenz, Svicarska).

Gangliozidi su odvajani razvijanjem plo€a u acetonu 24 minute. PloCe su
se zatim suSile 10 minuta u digestoru, a zatim razvijale u razvijaCu sastava
K:M:voda = 120:85:20 koji sadrzi 2 mmol/l CaCl,. Nakon 36 minuta razvijanje je
prekinuto te su ploCe suSene, prvo u digestoru, a zatim 45 minuta u eksikatoru

uz uljni vakuum.

3.4.5. Bojenje HPTLC ploc¢a orcinolom

Pojedine gangliozidne frakcije u€injene su vidljivima uranjanjem
osuSenih plo¢a u otopinu 0,3% orcinola u 3 M H,SO,4. Nakon uranjanja ploce
su stavliene 30 minuta u termostat na 100 °C nakon Cega se razvila

karakteristiCna ljubiCasta boja.

3.4.6. Imunobojenje HPTLC plo¢a

Specifi€no protutijelo na gangliozid GM3 razrijedeno je otopinom PBS-
a uz dodatak 1% (w/v) govedeg serumskog albumina i 0,02% NaN; (w/v)
(otopina A). Sekundarno magarece protupileCe IgG protutijelo, prociséeno
afinitetnom kromatografijom i vezano s alkalnom fosfatazom (Dianova,

Hamburg, Njemacka) koristilo se u razrijedenju 1:2000 u otopini A. Vezana
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protutijela u€inila su se vidljivima pomocu supstrata za alkalnu fosfatazu, 0,05%
(w/v) 5-brom-4-klor-3-indolilfosfata (Biomol, Hamburg, Njemacka) u glicinskom
puferu. Plave GM3 vrpce o€itane su pomocu uredaja Molecular imager Chemi
Doc XRS+(Bio-Rad, CA, SAD).

Silikagel je fiksiran pomocu poliizobutilmetakrilata (Degalan P28; R6hm,
Darmstadt, Njemacka), a nespecificno vezanje onemoguceno je 15- minuthom
inkubacijom plo€e u otopini A. Zatim su ploCe prekrivene u trajanju od 1 h
otopinom gangliozidnog protutijela, a nevezana protutijela uklonjena su
ispiranjem svake plo¢e pet puta otopinom B (0,05% Tween 21, 0.02% NaN3 u
PBS-u). Nakon jednosatne inkubacije sa sekundarnim protutijelima, plo¢e su
ponovno isprane otopinom B, a zatim dvostruko isprane glicinskim puferom (0.1
M glicin, 1 mM ZnCl,, 1 mM MgCl,, pH 10.4), u svrhu uklanjanja fosfata. Vezana
protutijela vizualizirana su s 0.05% (w/v) 5-brom-4-klor-3-indolilfosfatom (Biomol,
Hamburg, Njemacka) u glicinskom puferu. Analiza na svako protutijelo

ponovljena je dvaput, s identiCnim rezultatima.

3.5. PCR reakcija u stvarnom vremenu

3.5.1. lzolacija RNA

Prvi korak je bio izolirati RNA iz prikupljenog uzorka tkiva. Pri izolaciji
su koriSteni: reagens za lizu stanica (engl. Qiazol lysis reagent), kloroform,
izopropanol, 75% etanol, voda (engl. DNase/RNase free water). Od uredaja i
pribora koridteni su stakleni homogenizator, uredaj za vorteksiranje, uredaj za

centrifugiranje te spektrofotometar (Tablica 4).
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Tablica 4. Materijali za izolaciju RNA

Reagens Proizvodac

Reagens za lizu stanica

_ Qiagen, Njemacka
(engl. QIAzol lysis reagent)

Kloroform (engl. chloroform) J.T. Baker, Nizozemska
|zopropanol ( 2-propanol) T.T.T. Hrvatska
Etanol apsolutni Alkaloid, Skopje, Makedonija
Voda (engl. DNase/RNase free water) Gibco, SAD

Kitovi za reverznu transkripciju cDNA

visokog kapaciteta Invitrogen, SAD

Smjesa boje Sybr Green PCR master Applied Biosystems, UK

Pocetnice (rSt3gal5) Sigma-Aldrich

3.5.2. Postupak izolacije RNA

Svi koraci postupka radili su se na ledu, osim kad je naznaceno
drugacije. Na 100 mg tkiva stavljeno je 1 mL reagensa za lizu stanica (QLR).
Zatim je uCinjena homogenizacija tkiva u staklenom homogenizatoru od 20 do
40 sekundi nakon Cega je uzorak prebacen u 1,5 mL tubicu te ostavljen na
sobnoj temperaturi 5 minuta. Dodano je 0,2 mL kloroforma na 1 mL QLR i
vorteksirano je 15 sekunda te je uzorak ostavljen na sobnoj temperaturi 2-3
minute. Sljedeci korak je centrifugiranje (12000xg / 15 min / 4 °C). Nakon toga
uzorak je razdvojen u 2 faze, te je gornja prozirna fazu prebacena u novu
tubicu te je dodano 0,5 mL izopropanola na 1 mL QLR. Nakon vorteksiranja
uzorak je ostavljen na sobnoj temperaturi 10 minuta. Nakon sljedeceg
centrifugiranja (12000xg / 10 min/ 4 °C) odstranjen je supernatant. Na dnu se
vidio bijeli RNA talog, kojemu je dodan 1 mL 75% etanola, te je uzorak opet
centrifugiran (7500xg/ 5 min/ 4 ©C). Potom je uklonjen supernatant i
ostavljen RNA talog da se suSi na zraku. Zadnji korak je otopanje RNA taloga

u vodi (engl. DNase/RNase free water). Nakon toga bilo je moguce odrediti
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koncentraciju RNA spektrofotometrijski (NanoDrop Spectometar). RNA se

duva na -80 °C.

3.5.3. Sinteza komplementarne DNA (cDNA)

Dobivena RNA je prepisivana u komplementarnu DNA (cDNA)
enzimom reverznom transkriptazom. Za sintezu cDNA koriSteni su kitovi za
reverznu transkripciju cDNA visokog kapaciteta Cije su komponente enzim
reverzna transkriptaza (engl. MultiScribe™Reverse Transcriptase), 10xRT
pufer, 25xdNTPMix(100 mM), 10xRT nasumicne pocetnice (random Primers),
inhibitor ribonukleaza (RNase ihibitor), voda bez nukleaza (Nuclease free
H,0). Od aparata je bio potreban PCR uredaj Arktik Thermal Cycler 48 well
dual block.

3.5.4. Postupak sinteze cDNA

MijeSanjem sljedecih komponenti u tubici na ledu dobivena je 2X RT
rekacijska smijesa (10 uL): MultiScribe ™Reverse Transcriptase (1,0 ul),
10xRT Buffer (2 pl), 25xdNTPMix-100 mM (0,8 pl), 10xRT Random Primers (2
pl), RNase inhibitor (1 ul), Nuclease free H,O (3,2 ul). Zatim je dodan 1 ug
RNA te voda bez RNaze (engl. DNase/RNase free water) do 20 uL. Sadrzaj
tubice njezno je promijeSan. Uzorci su potom stavljeni u PCR-uredaj (Arktik
Thermal Cycler 48 well dual block) nakon Cega je krenula reakcija pod
slijede¢im uvjetima: 10 min/25 °C, 120 min/37 °C, 5 min/85 °C, te +4 °C do
daljnjeg. Nakon toga u tubice koje sadrze 20 pl c-DNA dodano je jos 180 l
Dnase/RNase slobodne vode te je dobivana koncentracija cDNA koja je
predvidena za daljni rad. Dobivena se cDNA moZzZe Koristiti za kvantitativni
PCR ili pak pohraniti na -20 °C.

3.5.5. PCR reakcija u stvarnom vremenu

Za kvantifikaciju izraZaja gena koriStena je PCR reakcija u stvarnom

vremenu (engl. Real-time PCR). Za PCR su pripremljene u plo€i s jazicama
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mjeSavine za svaki uzorak (sve drzeci na ledu) i to: Sybr Green master mix
(12,5 pL), pocetnice (svaka po 1,25 pL) te po 5 yL cDNA i 5 uL vode $to Cini
konacni volumen od 25 pL. Ploa je stavljana u uredaj pod slijede¢im
uvjetima: 50 °C/2 min, 95 9C/10 min, 95 °C/15 s/60 °C/1 min (40 ciklusa) 95
0C/15 s, 60 °C/1 min, 95 °C/15 s. Koristili smo uredaj 7500 QT- PCR System
(Applied Biosystems) (Tablica 4).

Sekvence pocetnica za GM3 sintazu su GAATTATGTAGACCCTGCCCG i
CCATGCTGTACTTGCCCTTA, a za kontrolni gen RPS23 su
CACGCAAAGGGAATTGTACTG i GTTCAAGCAACCGTCATTGG.

3.5.6. Obrada podataka

Kao rezultat PCR reakcije u stvarnom vremenu dobivene su Ct
vrijednosti koje predstavljaju izrazaj odredenih gena u tkivu bubrega u
odredenom ciklusu izrazaja tj. ekspresije. Mjerene su relativhe ekspresije
cilinog gena i usporedivane s kontrolnim genom (u nasem slu€aju gen RPS23
koji kodira za 40S ribosomalni protein S23, za zdravo i bolesno tkivo). Ct
vrijednosti ciljnog i kontrolnog gena su potom usporedivane prema formuli 2*
(Ct kontrole-Ct cilini gen) ¢ime su dobivene relativhe vrijednosti promjena
(cilinog gena u odnosu na kontrolni) za bolesno i zdravo tkivo.

Potom je izraCunat omjer relativne vrijednosti za bolesno tkivo i relativne
vrijednosti za zdravo tkivo na temelju ¢ega se dobije relativna promjena
ekspresije ciljnog gena u bolesnom tkivu u odnosu na zdravo. Za kontrolu se
koristio gen RPS23 Cija se ekspresija ne mijenja (geni koji su potrebni za
odrzavanje bazi¢nih funkcija u stanicama engl. housekeeping gene). Svi

uzorci su radeni u duplikatima.
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3.6. Statisticki postupci

Za statistiCku analizu, koristile su se neparametrijske inacCice statistickinh
testova. Razlike izmedu skupina usporedene su Mann-Whitney U testom.
Vrijednost P<0,05 predstavlja granicu statisticke znacajnosti. StatistiCka
analiza svih podataka napravljena je koristenjem raCunalne aplikacije
MedCalc za Windows verzija 11.5.1.0 (MedCalc Software, Mariakerke,
Belgija).

Za izracun veliCine uzorka koriSteni su podaci dobiveni pilot
istraZzivanjem na 5 Stakora, gdje je usporeden izrazaj gangliozida GM3 na
modelu SecCerne bolesti tip 1 (skupina STZ i kontrola-STZ) te je utvrdena
srednja vrijednost i standardna devijacija izrazaja gangliozida GM3 za obje
skupine. IzraCunom je dobiveno da je uz a od 5% i uz snagu istrazivanja od

90% potrebno najmanje 5 Stakora u svakoj skupini.
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4. REZULTATI

Za potvrdu uspjesSne indukcije SecCerne bolesti u Stakorskim modelima
tipa 1 i 2 mjerena je koncentracija glukoze u plazmi i tielesna masa pokusnih
Zivotinja.

Dva tjedna nakon indukcije SecCerne bolesti uoCeno je statistiCki
znacajno povecanje koncentracije glukoze u plazmi u skupini TIDM i T2DM u
usporedbi s kontrolnim skupinama (p<0,05). Tjelesna masa Stakora T1DM
skupine bila je statistiCki znaCajno manja u odnosu na kontrolnu skupinu
(p<0,05). Izmedu skupine T2DM i kontrolne skupine nije bilo statistiCki

znacajne razlike u promjeni tjelesne mase (Tablica 5).

Tablica 5. Karakteristike ispitivane i kontrolne skupine Zivotinja

Varijabla / Skupina T1DM C-T1DM T2DM C-T2DM

Tjelesna masa (g) 202,2+21 230,8452.3 321,4+39,9 319,2+33,2

Glukoza u krvi (mmol/L)  21,6+2,85* 5,48+0,73 22,48+1,35" 6,10+0,42

Vrijednosti su prikazane kao srednje vrijednost + SD za 5 Zivotinja po skupini.
* oznacava p<0,05 naspram kontrole (za sve usporedbe).

4.1. Izrazaj glikosfingolipida u tkivu misi¢a

Imunoflorescentnom mikroskopijom zabiljeZzen je statisticki znacCajan

.....

fwe s

(Tablica 6, slika 6).
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Tablica 6. Intenzitet imunofluorescencije misSicnog GM3 ispitivanih i kontrolnih
Zivotinja

Intenzitet imunofluorescencije

Skupina (srednja vrijednost £ SD) (au) P vrijednost
T1DM 16,47 + 3,25

<0,05
C-T1DM 19,33 + 2,80
T2DM 28,41 +7,18

<0,001
C-T2DM 18,64 £ 4,20

*au - arbitrarna jedinica
- -

Slika 6. Intenzitet imunofluorescencije GM3 u reprezentativnim presjecima
miSi¢a u T1DM (a), C-T1DM (b), T2DM (c) i C-T2DM (d).

Povecanje: 40x. Mjerilo 300 ym (vrijedi za sve slike).
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Prosje¢ni intenzitet obojenja anti-GM3 tankoslojnom kromatografijom
visokog razlu€ivanja (HPTLC) u ukupnom glikosfingolipidnom ekstraktu
miSicnog tkiva T2DM Stakora je bio statisticki znacajno poviSen u odnosu na
kontrolnu skupinu (p<0,001). Prosjecni intenzitet obojenja anti-GM3 u
ukupnom glikosfingolipidnom ekstraktu misi¢nog tkiva T1DM S$takora bio je

statisti¢ki zna¢ajno maniji u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,05) (Slika 7).

*%

1000

750

500 *

250

Prosjecni intenzitet anti-GM3
HPTLC-imunobojenja (au)
.i

TIDM C-T1DM T2DM C-T2DM

Slika 7. ProsjeCan intenzitet anti-GM3 HPTLC-imunobojenja (au) u tkivu
misSica T1DM/T2DM (crni stupci) i C-T1DM/C-T2DM (bijeli stupci) 2 tjedna
nakon indukcije dijabetesa. Podatci su prikazani kao srednja vrijednost +
SEM.

*oznacava znacajnu razliku medu skupinama (p<0,05), ** (p<0,001).
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Prosje¢ni intenzitet obojenja preteCa u sintezi GM3 (laktozilceramid,

glukozilceramid i ceramid) tankoslojnom kromatografijom visokog razlucivanja

(HPTLC) orcinolom u ukupnom glikosfingolipidnom ekstraktu miSi¢nog tkiva

T2DM Stakora bio je statistiCki znaCajno poviSen u odnosu na kontrolnu

skupinu (p<0,05). Prosje¢ni intenzitet obojenja pretea u sintezi GM3 u

ukupnom glikosfingolipidnom ekstraktu misiénog tkiva T1DM S$takora bio je

statistiCki zna€ajno maniji za ceramid u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,05)

(Tablica 7).

Tablica 7. Prosje€an intenzitet HPTLC-bojenja orcinolom preteCa u sintezi

GM3 (laktozilceramid, glukozilceramid i ceramid) u tkivu miSi¢éa T1DM/T2DM i
C-T1DM/C-T2DM 2 tjedna nakon indukcije Secerne bolesti.

Skupina Intenzitet HPTLC bojenja (s