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Popis kratica

CON Kontrolna skupina

DNA Deoksiribonukleinska kiselina

DM lat. Diabetes mellitus; Se¢erna bolest

GLUT 2 Transmembranski transporter glukoze

IASP engl. International Association for the Study of Pain; Medunarodna

udruga za istrazivanje boli

IENF engl. Intraepidermal nerve fibers; Intraepidermalna ziv¢ana vlakna
PBS engl. Phosphate-buffered saline; Zasoljeni fosfatni pufer

PGP 9,5 engl. Protein gene product 9,5; Proteinski produkt gena 9,5

SD Standardna devijacija

STZ Streptozotocin



1. UVOD



1.1. Seéerna bolest

Seéerna bolest tj. dijabetes mellitus (DM) je skupina bolesti koju karakterizira stanje
hiperglikemije, odnosno povecane razine glukoze u krvi. Dva najces¢a oblika DM su
dijabetes tip 1 1 tip 2. Dijabetes tipa 1 je posljedica potpunog nedostatka inzulina, dok je
dijabetes tipa 2 heterogena skupina poremecaja koju karakterizira razlicit stupanj inzulinske
rezistencije, poremecaj lucenja inzulina 1 pojacano stvaranje glukoze. Uz navedene, moguci

su specificni oblici bolesti poput dijabetesa uzrokovanog ostecenjem gusterace (1).

Prema procjenama, u svijetu je 2014. godine od DM bolovalo 387 milijuna ljudi, a
smatra se da je zbog DM umrlo 4,9 milijuna ljudi. Smatra se da ¢e do 2035. godine 592
milijuna odraslih bolovati od DM (2). U Republici Hrvatskoj u 2014. godini sveukupno je
registrirano 260.092 osoba oboljelih od DM (3). U svijetu, tako i u Republici Hrvatskoj,
vecéina boluje od DM tipa 2 (2, 3).

Svi oblici DM, kako urodeni tako i steCeni, karakterizirani su hiperglikemijom,
relativnim ili apsolutnim manjkom inzulina i razvojem mikrovaskularnih patoloskih promjena
retine, u glomerulima i na perifernim Zzivcima. DM je povezan s ubrzanim razvojem
ateroskleroske makrovaskularne bolesti koja zahvaca arterije koje opskrbljuju srce, mozak i
donje ekstremitete. PatoloSki, ovakve promjene su nalik aterosklerotskoj bolesti
nedijabeticara, ali u dijabetesu su patoloSke promjene naglasenije 1 brze se razvijaju. Zbog
navedenog, DM je danas vodeci uzrok sljepoc¢e u odraslih 1 vode¢i uzrok bubreznog zatajenja
(4). Velik problem je i povecani rizik oboljelih od DM od kardiovaskularnih i koronarnih

bolesti, osobito u onih koji pokazuju 1 znakove bubreZzne bolesti (5).

Podaci iz klini¢kih istraZivanja 1 ispitivanja na Zivotinjskim modelima ukazuju da je
kroni¢na hiperglikemija srediSnji ¢imbenik u razvoju mikrovaskularne bolesti (6). Da bi
kroni¢na hiperglikemija imala utjecaj stanice, mora do¢i i do porasta unutarstani¢nih razina
glukoze. Vise od 60% oboljelih od DM ima klinicke znakove neuropatije, koja se moze
prezentirati kao distalna simetri¢na polineuropatija, mononeuropatija i autonomna neuropatija
s razli¢itim ispadima (4). Ucestalost, kao i1 zdravstveno-ekonomske posljedice DM i

komplikacija ukazuju na vaznost istraZzivanja DM-a.



1.2. Zivotinjski modeli $e¢erne bolesti

DM slozeni je endokrinolosko-metabolicki poremecaj koji ukljucuje razlicite organske
sustave 1 utjeCe na cijeli organizam, Sto predstavlja izazov prilikom izbora zivotinjskih

modela.
1.2.1. Model tipa 1

DM tip 1 karakterizira autoimuno oSte¢enje beta stanica guSterace, Sto dovodi do
smanjenog ili potpunog prekida lu¢enja inzulina. U Zivotinjskim modelima takvo se oStecenje
moze posti¢i na razli¢ite nacine, bilo kemijskom ablacijom beta stanica guSterace ili
selektivnim uzgojem Zivotinja koje spontano razvijaju autoimuni dijabetes. DM se inducira 5
- 7 dana prije pocetka ispitivanja kako bi se osigurala stabilna hiperglikemija. Nedostatak
kemijske indukcije dijabetesa je u mogucem utjecaju primijenjenih kemikalija na druga tkiva i

na citokromski jetreni sustav (7).

Za uzrokovanje DM u zivotinjskim modelima u kojima se dijabetogenim tvarima
uniSte beta stanice najceS¢e se koriste streptozotocin (STZ) ili aloksan. Zbog njihove
strukturne sli¢nosti s glukozom, najceS¢e se primjenjuju nakon perioda gladovanja (7).
Streptozotocin, nakon intraperitonealne ili intravenske primjene, ulazi u stanice gusSterace
preko GLUT?2 transportera. Kad se nade unutar stanica, STZ dovodi do alkilacije DNA i
aktiviranja duSikovih 1 kisikovih radikala. OSte¢enje je posredovano pretezno oSteCenjem
DNA, a sinergisti¢ko djelovanje radikala pomaze destrukciji beta-stanica (8). Aloksan, drugi
Cesto primjenjivani dijabetogeni spoj u Zivotinjskih modela, nakon primjene ulazi u stanice
jetre 1 guSteraCe. Unutar stanice dovodi do stvaranja slobodnih radikala, protiv kojih beta
stanice guSterae nemaju obrambenih mehanizama. Uz to, dolazi do poremecaja homeostaze
unutarstanicnog kalcija. PoviSena razina kalcija prvo dovodi do prolaznog pojacanog luc¢enja

inzulina a zatim, zajedno s kisikovim radikalima i do selektivnog oStecenja beta stanica (8).

Otkricem NOD (engl. non-obese diabetic) miSa 1 BB (engl. BioBreeding) Stakora
sklonog razvoju DM omogucéeno je dodatno istrazivanje dijabetesa. Radi se o Zivotinjskim
modelima koji spontano razvijaju dijabetes tipa 1 posredovan T-limfocitima (9). Da se radi o
imunoloski posredovanom dijabetesu ukazuje i1 ¢injenica da primjena ciklosporina, koji je

imunosupresiv, sprjecava pojavu dijabetesa (10)

Uzgojem AKITA miSeva omogucen je i genetski uzrokovan dijabetes tipa 1. Takav

model ne zahtijeva primjenu kemijskih tvari koji bi mogli utjecati na sami ishod ispitivanja



(11). Osim navedenim postupcima, zivotinjski modeli za istrazivanje DM tipa 1 mogu se
proizvesti i primjenom virusa (12), dok se kod vecih Zzivotinja primjenjuje parcijalna ili

potpuna pankreatikotomija, pridruzena primjenom kemijskih dijabetogena (7).
1.2.2. Model tipa 2

DM tipa 2 karakteriziraju inzulinska osjetljivost i nemoguénost beta stanica da
adekvatno odgovore na potrebe organizma na glukozu. Zbog toga su zivotinjski modeli DM
tipa 2 zapravo modeli inzulinske rezistencije i/ili djelomi¢nog oSte¢enja beta stanica. Mnogi
su zivotinjski modeli DM2 pretili, a poveéana tjelesna masa prati i razvoj dijabetesa tipa 2
kod ljudi. Pretilost moze biti posljedica mutacija koje se javljaju i u prirodi, genetske
manipulacija ili inducirana prehranom mastima (7). Medu najces¢e koriStenim Zivotinjskim
modelima DM tipa 2 su oni s kongentalnim poremecéajem leptina ili leptinskih receptora.
Takve zivotinje postaju pretile zbog hiperfagije, a do koje dolazi zbog abnormalnog
signaliziranja posredovanog leptinom ili leptinskim receptorom. Za razliku od ljudi, takav
zivotinjski model temelji se na monogenskoj mutaciji, a fenotip DM tipa 2 kod njih je
sekundarna pojava, uzrokovana pretilos¢u (13). Primjeri monogenskih leptinskih animalnih

modela su Lep i Lepr vrsta misa, te Zucker fatty i Zucker diabetic fatty Stakori (7).

Osim navedenih monogenskih, razvijeni su i poligenski modeli DM tipa 2. Jo§ uvijek
se istrazuje koji su geni odgovorni za razvoj dijabetesa (14). Primjeri poligenskih modela DM

tipa 2 su KK vrsta miSeva 1 New Zealand Obese (NZO) Stakori (7).

DM tipa 2 je kod Zivotinja mogucée uzrokovati i visokomasnom prehranom. Takva
prehrana dovodi do pretilosti, hiperinzulinemije 1 poremecaja metabolizma glukoze zbog
nedovoljnog lucenja inzulina (15). Kako je pretilost ¢eS¢e uzrokovana okoliSnim ¢imbenicima
nego genima, smatra se da takvi modeli preciznije odgovaraju pretilosti kod ljudi od

zivotinjskih modela ¢ija je pretilost genetski uvjetovana (7).

Uz navedene, postoje 1 zivotinjski modeli dijabetesa tipa 2 koji nisu fenotipski pretile,
ali pokazuju poremecaj funkcije beta stanica guSterace. Takvi modeli imaju, kako smanjenu
ukupnu masu, tako i razli¢ite defekte beta stanica (16) Uz razli¢ite modele miseva i Stakora, u

uporabi su jo§ 1 pustinjski sko¢imis$ 1 nilski poljski Stakor (Nile Grass rat) (7).
1.2.3. Procjena dijabeticke neuropatije u animalnih modela

Za istrazivanje perifernih dijabetickih neuropatija koristi se model Stakora kod kojih se

dijabetes izaziva pomocu STZ-a. U istrazivanju neuropatske boli koristi se nekoliko
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bihevioralnih testova, koji se rutinski primjenjuju na zivotinjskim modelima, a ukljucuju
mehani¢nu alodiniju i toplinsku hiperalgeziju (17). Raniji odgovor na mehanicke i toplinske
podrazaje, uz specifiéne promjene na zivcima u dijabeti¢kih Stakora, odgovara pojavi boli i

nestanku perifernih ziv¢anih vlakana u pacijenata s kroni¢nom Se¢ernom bolesc¢u (18).

1.3. Bol

Prema definiciji Medunarodne udruge za istrazivanje boli (engl. International
Association for the Study of Pain — IASP), bol je neugodno osjetno i emocionalno iskustvo
povezano sa stvarnim ili potencijalnim oSteenjem tkiva, ili opisano u kontekstu takvog
ostecenja (19). Percepcija boli je uvijek subjektivna i na nju utjecu razliciti ¢imbenici. Jednak
podrazaj moze dovesti do razli¢itih odgovora u iste jedinke pod razli¢itim uvjetima. Bol nije
direktna ekspresija osjeta ve¢ je posljedica iscrpne mozdane integracije razli¢itih ziv€anih
impulsa. Zbog individualne i subjektivne prirode boli, lijecenje i procjena boli tezak su
klini¢ki zadatak (20). Stvaran ili potencijalni podrazaj koji moze ostetiti tkivo, a informaciju o
njemu prenose i kodiraju primarni nociceptivni aferentni neuroni naziva se nocicepcijski
podrazaj (19). Mnogi organi na periferiji, ukljucuju¢i kozu i1 potkozna tkiva posjeduju
specijalizirane osjetne receptore koje aktivira Stetni podrazaj. Za razliku od specijaliziranih
receptora za lagani dodir ili pritisak, ve¢ina nociceptivnih receptora su slobodni ziv€ani

zavrseci (20).

Bol je ozbiljan zdravstveni i ekonomski problem. U SAD-u su ukupni troS§kovi zbog
boli tijekom 2010. godine procijenjeni na 261 do 300 milijardi ameri¢kih dolara. Ti su
troSkovi jo$ veci ako se ubroje 1 dani bolovanja, gubitak radnih sati 1 niza plac¢a (21). Kroni¢na
bol je povezana 1 s pojavom velike depresivne epizode (engl. major depressive disorder —

MDD) i nesanice (22).

Akutna 1 kroni¢na bol razliCiti su klini¢ki entiteti. Akutnu bol uzrokuje konkretna
bolest ili ozljeda, ima svoju bioloSku svrhu i samoogranicavajuca je. Kroni¢na bol je ona koja
traje dulje od uobicajenog vremena lijeCenja, i bolest je sama po sebi (23). Kroni¢na se bol
najcesc¢e definira kao ona trajanja duljeg od tri mjeseca (19). Kroni¢na je bol Cesto posljedica
oStecenja perifernog tkiva 1/ili trajne upale (upalna bol); ili patoloske prilagodne perifernog ili
centralnog ziv€anog sustava (neuropatska bol) (24). Poseban oblik neuropatske boli, koji

nastaje u sklopu DM, naziva se dijabeticka neuropatija (25).



Lijecenje boli ozbiljan je problem i veliki izazov u modernoj medicini. Narocito je
slozeno lije¢enje kronicne boli. Zbog svojeg utjecaja na kvalitetu zivota svakog oboljelog,
lijeCenje kroni¢ne boli smatra se nuznim (26). Najces¢e koristeni lijekovi u lijeCenju akutne
boli su nesteroidni antireumatici (tj. nesteroidni antiupalni lijekovi), a za lijeCenje teze akutne
boli primjenjuju se opiodni lijekovi, samo stalno ili u kombinaciji s nesteroidnim
antireumaticima. U lijeCenju kroni¢ne boli koriste se antidepresivi (narocito tricikli¢ni
antidepresivi), antiepileptici te opioidni lijekovi u bolesnika s malignom kroni¢nom boli (1,

27).

1.4. Dijabeticka neuropatija

Dijabeticka neuropatija je heterogena skupina poremecaja koja ima S$iroki spektar
simptoma, a koju karakterizira gubitak i/ili oSte¢enje perifernih Zivaca (distalno ka
proksimalno) i zbog toga gubitak Ziv€ane funkcije (25). Ucestalost neuropatije u pacijenata
koji boluju od DM je otprilike 30%, a gotovo polovica njih ¢e razviti neuropatiju za vrijeme
trajanja bolesti (28). Uz to, 56% pacijenata s idiopatskom neuropatijom ima poremecenu
toleranciju glukoze, iako je neuropatija kod njih blaza nego ona povezana s DM (29).

Pacijenti Cesto opisuju svoje simptome kao osjeca;j ,,zarenja* (30).

Dijabeticka neuropatija je najceS¢i oblik periferne neuropatije u razvijenim zemljama.
Pacijenti koji boluju od periferne neuropatije pod pove¢anim su rizikom od razvoja ulceracija
na stopalu te posljedicno nekroza zbog cega je cCesto indicirana amputacija donjeg
ekstremiteta (31). Zbog simptoma koje uzrokuje, dijabetiCka neuropatija negativno utjece na
kvalitetu zivota pacijenata (32). Procijenjeni troSak u SAD-u zbog dijabeticke neuropatije i
njenih posljedica je izmedu 4,6 1 13,7 milijardi dolara (33). Trenutno jedini dostupni oblici
lijeCenja oboljelima od dijabeticke neuropatije su poboljSana kontrola glukoze u krvi i
simptomatsko lijecenje boli (34). Intenzivna kontrola razine glukoze u krvi narocito je vazna

u DM tip 1 jer znacajno sprjeCava razvoj klini€ke neuropatije (35).

U simptomatskom lijeCenju dijabeticke neuropatije koristi se nekoliko skupina
lijekova. Koriste se antiepileptici (antikonvulzivi), antidepresivi (tricikli€ki antidepresivi 1
selektivni inhibitori ponovne pohrane serotonina i noradrenalina), blokatori ionskih kanala,
opioidni analgetici 1 razli€iti oblici lokalnih pripravaka (isosorbid nitrat u spreju, kapsacain)

(36).



Dijabeticka neuropatija slozene je etiologije, koja joS nije do kraja razjaSnjena.
Kroni¢na hiperglikemija, hipertenzija, dislipidemija, inzulinska rezistencija i uremija smatraju
se kljuénima u patogenezi dijabeticke neuropatije jer utjeCu na gensku ekspresiju, transport
molekula, upalu i oksidativni stres (37). Te patoloske promjene dovode do mikrovaskularnih
poremecaja te oSteCenja na razini aksona 1 ganglija dorzalnih korjenova. Zbog svega
navedenog, jasno je da ¢e buduce terapijske opcije dijabeticke neuropatije biti ograni¢ene dok

se patogeneza jasnije ne utvrdi (38).
1.4.1 Mehanizmi nastanka dijabeticke neuropatije

Kao $to je ve¢ navedeno, nastanak dijabeticke neuropatije sloZen je proces. Ostecenje
stanica u dugotrajnom dijabetesu tradicionalno se pripisuje Cetirima razli¢itim mehanizmima:
patoloskom procesu aktivacije aldolne reduktaze, glikacijom bjenancevina, aktivacijom
unutarstani¢nog proteina protein kinaze C, te preusmjeravanjem stani¢nog metabolizma na
heksozaminski put glukoze, §to dovodi do poremecaja izraZaja gena i rada enzima u stanici
(4). U novije vrijeme pokuSava se ujediniti te patoloSke procese u jednu teoriju, pa novija
istrazivanja pokazuju kako su navedeni mehanizmi uvjetovani oksidativnim stresom (4, 39).
Povisene razine unutarstani¢ne glukoze dovode do poveéanog oksidativnog stresa, Sto dovodi
do poremecaja unutarstanicnog metabolizma, §to dovodi do promjena razine gliceraldehid-3-

fosfat dehidrogenaze (40, 41).

Ostecenje Ziv€anih stanica u stanjima dugotrajne hiperglikemije zaseban je problem.
Uz navedene patogene procese, smatra se kako je kljucni unutarstani¢ni posrednik u razvoju
dijabeticke neuropatije kalcij/kalmodulin-ovisna protein kinaza II (CaMKII) (42). Premda se
navedene promjene dogadaju duz cijelog tijela neurona, ¢ini se kako su narocito pogodene
nodalne regije ZivCanih stanica perifernih ZivC€anih vlakana, podrucja intenzivne lokalne
unutarstanicne metabolicke aktivnosti (43). VaZzno je istrazivati mehanizme nastanka
dijabeticke neuropatije kako bi se otkrili moguéi novi farmakoloski pristupi lijecenju, jer bi
terapija temeljena na mehanizmima nastanka dijabeticke neuropatije mogla znatno

unaprijediti mogucnosti lije¢enja bolesnika (44).

1.5. KoZna inervacija, bol i dijabetes

U kozi su smjesteni brojni ziv€ani zavrseci 1 osjetni receptori. Razlikuju se po funkciji

i po obliku (imaju li kapsulu ili ne). Neenkapsulirani receptori su Merkelove stanice (sluze za



osjet laganog dodira), slobodni ziv€ani zavrSetci (osjet boli) te osjetni spletovi uz korijen
dlaka (osjet kretanja dlaka). Enkapsulirani receptori su Meissnerova tjeleSca (lagani dodir),
Vater-Pacinijeva tjeleSca (grubi dodir i pritisak, vibracija), Krauseova tjelesca (vibracije) i

Ruffinijeva tjeleSca (rastezanje i izvrtanje koze) (45, 46).

U pacijenata s neuropatijom koji imaju poremecéenu toleranciju glukoze pretezno su
zahvadena mala Zziv€ana vlakna i1 to je mozda prvi znak neuropatije u poremecaju
metabolizma glukoze. Uz to, poremecaj metabolizma glukoze je povezan sa smanjenjem u
gustodi intraepidermalnih Zivaca (29). Dijabeticka neuropatija se najcesce klini€ki procjenjuje
provjerom brzine provodenja velikih ziv€anih vlakana, dok mala ziv€ana vlakna uglavnom
ostanu neprocijenjena. Unato¢ tome, procjena oste¢enja malih ziv€anih vlakana od iznimne je

vaznosti, ali ih je 1 klinicki teZe ispitati (47).

Hiperglikemija i poremecaj inzulinskog signaliziranja mogu biti izravno ukljuceni u
patogenezu kroni¢nih komplikacija dijabetesa povezanih s koZzom tako Sto dovode do
poremecaja iskoriStavanja glukoze u keratinocitima i negativno utje€u na proliferaciju i
diferencijaciju stanica koze (48). Nadalje, hiperglikemija poti¢e razvoj slobodnih kisikovih
radikala §to dovodi do imunoloskih reakcija i poremecaja signalne sprege u keratinocitima

(49).

Ipak, ve¢ina dosada$njih istrazivanja na kozi dijabetickih Stakora bila je kratkog
trajanja, Sto zna¢i da ne mogu pruziti dovoljno informacija o bolesti koja je po svojoj

definiciji kroni¢na.



2. CILJ RADA I HIPOTEZE



Cilj ovog istrazivanja bio je istraziti promjene u kozi, ukljuc¢ujuéi debljinu epidermisa i
distribuciju perifernih zivcanih vlakana u dugoroénom eksperimentalnom dijabetesu, u
Sprague-Dawley Stakora 6 1 12 mjeseci nakon izazivanja modela dijabetesa tipa 1

streptozotocinom.

Specifi¢ni ciljevi rada su istraziti u modelima dijabetesa tipa 1 te njihovim kontrolama:
- razinu glukoze u plazmi

- tjelesnu masu

- debljinu epidermisa

- gustodu intraepidermalnih ziv€anih vlakana

Hipoteze istrazivanja su:

- razina glukoze u plazmi ¢e se znacajno povecati u DM1 Stakora u usporedbi s

kontrolnom skupinom,

- tjelesna masa DM1 Stakora ¢e se znaCajno smanjiti, u usporedbi s kontrolnom

skupinom,

- epidermis ¢e se znacajno stanjiti u dijabetickih Stakora u usporedbi s kontrolnom

skupinom 6 1 12 mjeseci nakon pocetka pokusa,

- gustoca intraepidermalnih Ziv€anih vlakana u dijabetickih Stakora bit ¢e znacajno

manja u usporedbi s kontrolnom skupinom 6 i 12 mjeseci nakon pocetka pokusa.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI
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3.1. Eksperimentalne Zivotinje

U istrazivanje su ukljuceni muzjaci Sprague-Dawley vrste Stakora tjelesne mase 160-
200 g na po&etku pokusa. Zivotinje su drzane u kontroliranim uvjetima (temperatura: 22 +/-
1°C; raspored svjetla: 12 sati svjetla 1 12 sati mraka) u nastambi Medicinskog fakulteta u
Splitu. Stakori su drzani u plasti¢nim kavezima ispunjenih mjesavinom piljevine i mrvljenog
kukuruza u omjeru 3:1. Trajanje istrazivanja bilo je 6 i 12 mjeseci od izazivanja dijabetesa.
Stakori su podijeljeni u 4 skupine: 6-mjeseéni $takori s DM (N=5), 6-mjeseéna kontrola

(N=5), 12-mjesecni DM (N=5) i 12-mjesecna kontrola (N=5).

Sve postupke 1 protokole istrazivanja odobrilo je Eticko povjerenstvo Medicinskog

fakulteta u Splitu. Skrb o zivotinjama provodila se u skladu sa smjernicama ustanove.

3.2. Postupci
3.2.1. Indukcija dijabetesa

DM tipa 1 izazvan je prema opisanoj, ve¢ dobro utvrdenoj eksperimentalnoj metodi
(50, 51). Nakon cjelono¢nog gladovanja Stakorima je intraperitonealno ubrizgano 55mg / kg
streptozotocina svjeze spravljenog u otopini citratnog pufera (pH = 4,5). Kontrolnoj je skupini
ubrizgan disti citratni pufer. Svi su Stakori hranjeni ad libitum uobicajenom laboratorijskom

hranom (4RF21 GLP, Mucedola srl, Settimo Milanese, Italija).

Tjelesna masa 1 razina glukoza u plazmi su mjerene redovito. Za odredivanje razine
glukoze iz krvi repnih vena koriSten je Single touch glukometar (One Touch VITa, Life Scan,
High Wycombe, Ujedinjeno Kraljevstvo). Tjelesna masa je mjerena tehnickom

laboratorijskom vagom.
3.2.2. Obrada tkiva

Na kraju istrazivanja Stakori su anestezirani (Izofluran; Forane, Abbott Laboratories
Ltd, Queenborough, Ujedinjeno Kraljevstvo) i1 Zrtvovani. Uzorci koze uzeti su s plantarne
povrsine obaju straznjih Sapa i fiksirani Zambonijevom otopinom [2% paraformaldehid i 15%
pikrinska kiselina u 0,01 M zasoljenog fosfatnog pufera (engl. phosphate buffered saline —
PBS) uz pH 7,4] kroz 2 do 5 sati pri temperaturi od 4°C. Uzorci su nakon toga prebaceni u
0,01 M PBS. Tkiva su zaSticena od smrzavanja u 30% saharozi preko no¢i 1 nakon toga

uronjena u medij za smrzavanje (engl. Optimal Cutting Temperature — OCT; Tissue Tek,
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Tokyo, Japan). Koza je rezana u smjeru okomitom na njenu povrSinu. Za svaki uzorak koze,
uzeti su rezovi od 8 um i svaki peti je obojan hematoksilinom i eozinom. Za mikroskopiranje
rezova koristen je svjetlosni mikroskop (BX61, Olympus, Tokyo, Japan). Mikroskopske
fotografije snimljene su pod povecanjem od 40 puta koriste¢i digitalnu kameru (DP71,
Olympus, Tokyo, Japan). U procjeni debljine epidermisa koriStena je uobicajena svjetlosna

mikroskopija.

Debljina epidermisa je procijenjena koristeci tri reza za svaki uzorak tkiva. Debljina
epidermisa je definirana kao okomita udaljenost izmedu dermoepidermalnog spoja i
najudaljenjeg vanjskog zrnatog sloja. Na svakoj mikroskopskoj fotografiji, uradeno je 10
mjerenja, od kojih je svako obuhvatilo Sirinu tkiva od 100 um uz epidermis kako bi se
procijenila prosje¢na debljina epidermisa. Podaci su obradeni koriste¢i racunalni program

PhotoShop CS3 (Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA, SAD).
3.3.3. Imunohistokemija

Za prikaz perifernih ziv€anih vlakana koriSten je misji poliklonski antiserum protiv
proteinskog produkta gena 9,5 (PGP 9,5) (kat. br. 480012, Invitrogen Corporation, Camarillo,
CA, SAD) razrijeden u omjeru 1:1000 u PBS-u s dodatkom 0,5% Triton X-100. Primarni
antiserum prikazan je sekundarnim biotiniziranim kozjim anti-mi§jim protutijelom IgG-B
(kat. Bb.. sc-2039, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) razrijedenim u omjeru
1:1000, nakon kojeg je dodan Streptaviridin (1:500; S-32354, lot 508205, Molecular Probes,
Eugene, OR, SAD) razrijeden u omjeru 1:500. Nakon konacnog ispiranja PBS-om, rezovi su
postavljeni na mikroskopska stakla, osuseni na zraku i pokriveni (Immu-Mount, Shandon,
Pittsburgh, PA, SAD). Kontrola bojanja je izvrSena izostavljanjem primarnog antitijela iz
postupka bojenja. Za kvantifikaciju intraepidermalnih Ziv¢anih vlakana (eng. intraepidermal
nerve fibers, IENF), izabrana su 3 reza kozZe plantarne strane Sape svake pokusne Zivotinje,
nakon ¢ega su nasumi¢no odabrana 3 mikroskopska polja. Slike imunohistokemijskih bojanja
promatrane su pod povecanjem od 40 puta na fluorescentnom mikroskopu. Broj
imunoreaktivnih Ziv€anih vlakana odreden je procjenom fluorescencije. Prebrojana su sva
uzlazna vlakna u epidermisu, bez obzira na njihovu duljinu, a vlakna koja su se granala u
samom epidermisu brojana su kao jedno vlakno. IENF su brojana po poljima izabranima za

analizu.

3.3.4. Statistika
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Debljina koze i broj IENF izrazeni su srednjom vrijednosti +/- standardna devijacija
(SD). Tjelesna masa, razina glukoze, debljina epidermisa i imunoreaktivni PGP analizirani su
jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) i Bonferronijevim post hoc testom. Statisticka

znacajnost postavljena je na p < 0,05.
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4. REZULTATI
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Potvrda izazivanja dijabetesa

Tjedan dana nakon davanja injekcije streptozotocina razina glukoze u DM S§takora bila
je znacajno veca (535,7 +/- 62,3 mg/dl u usporedbi s 116,1 +/- 16,9 mg/dl; p < 0,001). Sli¢ni
su rezultati primijeceni i nakon Sest odnosno nakon dvanaest mjeseci (557,6 +/- 45,0 mg/dl u
usporedbi sa 101,4 +/- 28,4; p < 0,001). Na pocetku pokusa nije bilo razlike u masi izmedu
dijabeti¢nih 1 kontrolnih Zivotinja (158,3 +/- 15,0 g u usporedbi s 161,7 +/- 36,8 g; p > 0,05).
Manja tjelesna masa zamijecena je u Stakora u kojih je izazvan DM tipa 1 u usporedbi s
kontrolnim skupinama, Sest (271,8 +/- 38,2 g u usporedbi s 463,9 +/- 51,9 g; p < 0,001) i
dvanaest mjeseci od izazivanja dijabetesa (334,8 +/- 46,3 g u usporedbi s 565,8 +/-23,5 g; p <
0,001).

Debljina epidermisa

Pocetna razina debljine epidermisa iznosila je 74,72 +/- 17,56 um. Sest mjeseci od
izazivanja dijabetesa zabiljeZeno je znacajno stanjenje epidermisa (p < 0,001) kao i nakon 12
mjeseci (p < 0,001). Postotno stanjenje epidermisa iznosilo je 30% nakon 6 mjeseci odnosno
40,2% nakon 12 mjeseci dijabetesa. Nije bilo znacajnih razlika u debljini epidermisa izmedu

kontrolnih zivotinja 6 1 12 mjeseci nakon pocetka pokusa.
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Slika 1. Debljina epidermisa u kontrolnim i dijabetickim Stakorima. Zvjezdica oznafava
znaajnu statisticku razliku (p < 0,001). Legenda: CON - 6 = kontrolni Stakori u

Sestomjesecnom ispitivanju, DM - 6 = dijabeticki Stakori nakon Sest mjeseci, CON - 12 =
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kontrolni Stakori u dvanaestmjesecnom ispitivanju, DM - 12 = dijabeticki Stakori nakon 12

mjeseci.

Slika 2. Patohistoloski nalaz: A) kontrolnih Stakora u Sestomjesecnom ispitivanju, B)

dijabetickih Stakora nakon Sest mjeseci, C) kontrolnih Stakora u dvanaestmjese¢nom
ispitivanju, D) dijabetickih Stakora nakon dvanaest mjeseci. Mjerna ljestvica 100 um, na svim

fotografijama.

Kvantifikacija broja Zivéanih vlakana

Pocetna koli¢ina intraepidermalnih ziv€anih vlakana iznosila je 10,00 +/- 3,39 po
mikroskopskom polju. Intraepidermalna Ziv€ana vlakna koja su reagirala s PGP-om 9,5
izlazila su iz koznih zivaca 1 prostirala se okomito prema epidermisu gdje su se terminalno
granala. Srednja vrijednost IENF bila je znacajno manja u Stakora s dijabetesom nakon 6
mjeseci u usporedbi s kontrolnom skupinom (p < 0,05). Dvanaest mjeseci nakon izazivanja

dijabetesa prosjecni broj IENF bio je jos manji u usporedbi s kontrolom (p < 0,01). Nije bilo
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razlike izmedu dvije kontrolne skupine (p > 0,05) niti su kakve razlike u morfologiji

intraepidermalnih zZiv€anih vlakana zamijeéene za vrijeme istraZivanja.

15+ * i

Average number of IENF

CON-6 DM-6 CON-12 DM-12

Slika 3. ProsjeCan broj intraepidermalnih ziv€anih vlakana u jednom vidnom polju u
dijabetickih i kontrolnih Stakora. Prikazan je medijan (M) +/- standardna devijacija. Zvjezdica
oznacava statistiCkih znacajnu razliku (p<0,05). Legenda: CON - 6 = kontrolni Stakori u
Sestomjesecnom ispitivanju, DM - 6 = dijabeticki Stakori nakon Sest mjeseci, CON - 12 =
kontrolni Stakori u dvanaestmjesecnom ispitivanju, DM - 12 = dijabeticki Stakori nakon 12

mjeseci.
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Slika 4. Bojanje PGP-om 9.5 pokazuje epidermalnu inervaciju koze straznjih Sapa kod: A)

kontrolnih Stakora nakon Sest mjeseci, B) dijabetiCkih Stakora nakon Sest mjeseci, C)
kontrolnih Stakora nakon dvanaest mjeseci i D) dijabetickih Stakora nakon dvanaest mjeseci.

Strelice ukazuju na intraepidermalna Ziv€ana vlakna.
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6. RASPRAVA
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Ovo istrazivanje je pokazalo da dugotrajni dijabetes melitus izazvan streptozotocinom
u Sprague-Dawney Stakora dovodi do znacajnog stanjenja epidermisa i smanjenja broja
ziv€anih vlakana. U pacijenata sa Se¢ernom bolesti, kozne se manifestacije uglavnom javljaju
nakon razvoja dijabetesa, ali mogu biti i prvi simptom ili prethoditi dijagnozi dijabetesa.
Promjene na kozi mogu se svrstati u Cetiri velike skupine: bolesti koze povezane s
dijabetesom, infekcije, kozne komplikacije dijabetesa i odgovore koze na lijeCenje Secerne
bolesti (52). U ovom su istrazivanju analizirane kozne promjene u modelu dugotrajnog

dijabetesa, 6 1 12 mjeseci nakon njegova eksperimentalnog izazivanja.

Trenutne patofizioloske spoznaje o bolnim simptomima i znakovima neuropatske boli
ukazuju na to da neuroloska oSte¢enja mogu uzrokovati opsezne promjene zivéanog sustava,
Sto ih razlikuje od drugih kroni¢nih boli s oCuvanim nociceptivnim sustavom. Nadalje,
neuropatska bol ne odgovara na uobicajenu terapiju za nociceptivnu bol, $to ukazuje na
potrebu za dodatnim istrazivanjima mehanizama nastanka neuropatske boli (53). Ostecenje
grane koznog perifernog zivca dovodi do karakteristicnog osjetnog deficita inerviranog
podrucja, a ukljucuje promjene u osjetu mehanickih, vibracijskih, bolnih i toplinskih

podrazaja.

Za procjenu prosirenosti neuropatije koristi se biopsija uzoraka koZze. Inervacija
epidermisa moze se procijeniti koriste¢i razli¢ite imunohistokemijske neuronske biljege,
posebno PGP 9,5-ubikvitin hidrolazu C-terminalnog kraja (54). Poznato je da osjetni Ziv€ani
zavrSetci propadaju zbog mehanickih ili kemijskih oSteCenja, a promjene epidermalnih
vlakana uslijede prije promjena tijela Zivca u dermisu (55, 56). Zbog svega toga, biopsija koze
s kvantifikacijom intraepidermalnih Ziv¢anih vlakana postala je novi postupak u dijagnostici

senzorne neuropatije malih Ziv¢€anih vlakana (57).

Na uzorcima koZe u ovom istraZivanju dokazano je da dugotrajni dijabetes melitus
tijekom starenja Stakora dovodi do stanjenja epidermisa i gubitka IENF-a. Ti rezultati su u
skladu s ranijim istrazivanjima koja su provedena u drugih glodavaca s izazvanim
dijabetesom premda su ta istrazivanja bila kraCeg trajanja bolesti. ZnaCajno stanjenje
epidermisa u miSeva s dijabetesom tipa 1 izazvanog streptozotocinom opisano je ve¢ u 2. i 4.
tjednu od izazivanja dijabetesa, a promjene broja IENF-a nakon 4 tjedna (58). U S$takora sa
Seernom bolesti tipa 1 izazvane streptozotocinom, ozbiljno smanjenje inervacije koze
plantarne strane Sape primijeceno je nakon 11 tjedana od induciranja dijabetesa, iako je nakon
pet tjedana primije¢ena promjena reakcija na nociceptivni podrazaj (59). U istrazivanju u
kojem je ispitivana gusto¢a ziv€anih vlakana u koZzi Sape 6 do 24 tjedna od indukcije
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dijabetesa, prvo je zamijecen veliki pad gusto¢e zivCanih vlakana u 6. tjednu, nakon cega je
slijedila ,,faza odrzavanja‘“ na istoj razini gustoée inervacije iducih 6 tjedana, a nakon toga
ponovno smanjenje razine gusto¢e do 24. tjedna. Autori su zakljucili kako progresivno
smanjenje kozne inervacije odrzava veliko oSteCenje Zivaca u ovom zivotinjskom modelu

(60).

Upravo kao §to je smanjenje gustoce Ziv€anih vlakana primije¢eno od 6 do 24 tjedna
od indukcije dijabetesa u Stakora (60), u ovom smo istrazivanju zapazili trend smanjenja od 6
do 12 mjeseca. U usporedbi s kontrolnom skupinom, Sest mjeseci nakon izazivanja dijabetesa
epidermis je bio 30%, a nakon 12 mjeseci 40,2% tanji. Do sada ovakva istraZzivanja nisu
provedena na zivotinjskim modelima u ovoliko dugom trajanju (do 12 mjeseci), kao §to je

slu¢aj u ovoj studiji.

Kako je smanjenje gustoce intraepidermalnih ziv¢anih vlakana povezano s povecanim
rizikom razvoja neuropatske boli, objektivnost i mjerljivost ¢ini je dobrom mjerom ishoda u
istrazivanjima u kojima se procjenjuju nove metode lijecenja dijabetiC¢ke neuropatije (61).
Streptozotocinski modeli dijabetesa mogu se Koristiti za procjenu normativne vrijednosti
IENF gustoc¢e koja se moze kasnije koristiti kao vrijednost IENF-a ovisna o dobi prilikom

ispitivanja potencijalnih novih nacina lijecenja.

KoZzne morfometrijske promjene poput smanjenja debljine epidermisa i broja
intraepidermalnih Ziv€anih vlakana karakteristicne su za dijabetiCku neuropatiju koja je
preduvijet za razvoj dijabeti¢nog stopala. Prepoznati utjecaj dijabetesa na strukture koZe vazno

je za pacijente koji imaju visoki rizik za razvoj komplikacija na stopalu.
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7. ZAKLJUCAK
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Zakljucno, Stakori s dugotrajnim dijabetesom tipa 1 izazvanim streptozotocinom imaju
morfometrijske promjene koze koje su karakteristicne za dijabeticku neuropatiju i zbog toga

se mogu koristiti za buduca farmakoloska istrazivanja.

Temeljem rezultata istrazivanja moguce je zakljuciti:

razina glukoze u plazmi ocekivano je porasla u Stakorskim modelima dijabetesa

tipa 1 i1 2 nakon injekcije streptozotocina (STZ),

- masa DMI Stakora nakon primjene streptozotocina (STZ) bila je znacajno manja u

usporedbi s kontrolnom skupinom,

- debljina epidermisa DM1 S$takora bila je znaajno manja u usporedbi s kontrolnom
skupinom nakon 6 1 12 mjeseci,
- analiza gusto¢e intraepidermalnih vlakana u DM1 Stakora pokazala je znacajno

smanjenje u usporedbi s kontrolnom skupinom nakon 6 i 12 mjeseci.
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Cilj istrazivanja: Smanjenje broja perifernih ziv€anih vlakana u pacijenata s kroni¢nim
dijabetesom mellitusom (DM) povezano je sa simptomima neuropatije, razvojem boli,
ulceracija stopala i amputacijama donjih ekstremiteta. Cilj ovog rada je bio procijeniti kozne
promjena, ukljuc¢ujué¢i promjene u debljini epidermisa na Sapi 1 u gusto¢i intraepidermalnih
ziv€anih vlakana (engl. intraepidermal nerve fibers — IENF) u dugotrajnom dijabetesu u

Stakora, 6 1 12 mjeseci nakon izazivanja dijabetesa.

Materijali i metode: Debljina epidermisa i gustoca IENF istrazivana je u Sprague-Dawley
dijabetickih Stakora 6 i1 12 mjeseci nakon izazivanja dijabetesa streptozotocinom. Debljina
epidermisa je procijenjena hematoksilinskim i eozinskim bojanjem. Periferna ziv€ana vlakna
bojana su poliklonalnim antiserumom za PGP 9,5. UspjeSnost izazivanja dijabetesa

provjeravana je mjerenjem glukoze u plazmi i tjelesne mase Stakora tijekom eksperimenta.

Rezultati: Ovo je istrazivanje pokazalo kako je dugotrajni dijabetes izazvan streptozotocinom
u Sprague-Dawley Stakora karakteriziran znaCajnim stanjenjem epidermisa i smanjenjem

broja intraepidermalnih Ziv¢anih vlakana 6 i 12 mjeseci nakon indukcije dijabetesa.

Zaklju¢ak: Stakori s dugotrajnim dijabetesom tipa 1 izazvanim streptozotocinom imaju
morfometrijske promjene koze koje su karakteristicne za dijabeticku neuropatiju i zbog toga

se mogu koristiti za buduca farmakoloska istrazivanja.
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Changes in epidermal thickness and cutaneous innervation during maturation in long-

term diabetes

Aim: Peripheral nerve fiber depletion in patients with chronic diabetes mellitus (DM) was
linked to neuropathic symptoms, development of pain, foot ulcerations and lower extremity
amputation. The aim of this study was to analyze cutaneous changes, including paw epidermal
thickness and intraepidermal nerve fiber (IENF) density in long-term diabetes, in rats 6

months and 12 months after induction of diabetes.

Materials and methods: Epidermal thickness and IENF density were studied in Sprague-
Dawley diabetic rats 6 months and 12 months after diabetes induction with streptozotocin.
Epidermal thickness was evaluated using hematoxylin and eosin staining. Peripheral nerve
fibers were stained with polyclonal antiserum against protein gene product 9.5 (PGP 9.5).
Successful diabetes induction was validated by measuring plasma glucose and body mass

regularly throughout the experiment.

Results: This study showed that long-term diabetes, induced in Sprague-Dawley rats with
streptozotocin, is characterized with significant epidermal thinning and reduction of

intraepidermal nerve fibers, 6 months and 12 months after induction of diabetes.

Conclusion: Long-term studies of streptozotocin models of diabetes could be used for
making normative IENF densities that can be later used as age-dependent normative values

for studying new treatment modalities.
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