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1. UVOD



Secerna bolest (lat. diabetes mellitus; DM) najée$éi je endokrinoloski metabolicki
poremecaj u kojemu zbog nedostatnog izluc¢ivanja ili djelovanja inzulina, ili oboje, dolazi do

porasta razine glukoze u krvi (hiperglikemije) (1).

Dijelimo ga u tri osnovne vrste: DM ovisan o inzulinu (tip 1; DM1), inzulin neovisni
dijabetes melitus (tip 2; DM2) 1 gestacijski dijabetes. DM1 je autoimuna bolest
karakterizirana lokalnom upalnom reakcijom u i oko Langerhansovih otoc¢i¢a nakon Cega
dolazi do selektivnog uniStavanja gusterace i1 smanjene proizvodnje inzulina dok DM2
karakterizira povecana inzulinska sekrecija i periferna inzulinska rezistencija Sto konacno
dovodi do smanjene inzulinske sekrecije 1 hiperglikemije. Gestacijski dijabetes se pojavljuje u
zena koje tijekom trudnoce razviju visoku razinu glukoze u krvi, a da pritom nisu 1 prije

bolovale od dijabetesa (2).

Procijenjeno je da je u svijetu 2000. godine bilo 151 milijun odraslih koji boluju od
dijabetesa. Do 2009. godine broj je porastao na 285 milijuna (za 88%). Danas na svijetu 463
milijuna ljudi, od ¢ega 9.3% odraslih u dobi od 20 do 79 godina, zivi s dijabetesom. Takoder
1,1 milijuna djece i adolescenata mladih od 20 godina Zivi s dijabetesom tipa 1. Sve ve¢i broj
1 rasprostranjenost dijabetesa u svijetu posljedica je sloZene interakcije socioekonomskih,
demografskih, okolisnih i genetskih ¢imbenika. Iznimno brz rast broja oboljelih uglavnom je
posljedica porasta ucestalosti dijabetesa tipa 2 1 vezanih ¢imbenika rizika, koji ukljucuju
porast razine pretilosti, nezdrave prehrane i raSirene tjelesne neaktivnosti. Medutim, u porastu

je takoder 1 ucestalost dijabetesa tipa 1 u djetinjstvu (3).

Simptomi izrazite hiperglikemije ukljucuju poliuriju, polidipsiju, polifagiju, gubitak
tjelesne tezine 1 zamagljen vid. Veca ucestalost infekcija takoder prati kronicnu
hiperglikemiju. Akutne, po zivot opasne posljedice nekontroliranog dijabetesa su

hiperglikemija s ketoacidozom ili neketoti¢ni hiperosmolarni sindrom (4).

Diabetes mellitus karakterizira ponavljaju¢i ili postojani visoki Secer u krvi, a

dijagnosticira se pomocu razli€itih testova (1):

razina glukoze u plazmi nataste > 7.0 mmol/L (126 mg/dL)

- glukoza > 11.1 mmol/L (200 mg/dL) dva sata nakon oralnog opterecenja sa 75g
glukoze u testu tolerancije na glukozu (OGTT)

- simptomi visokog Secera u krvi 1 nasumi¢no mjerenje > 11.1 mmol/L (200 mg/dL)

- glikozilirani hemoglobin (HbA1C) > 48 mmol/mol (= 6,5 %)



LijeCenje dijabetesa tipa 1 temelji se na cjelozivotnoj nadoknadi inzulina. U vecine
pacijenata neophodna je primjena vise od dvije injekcije inzulina dnevno te kombinacija
razli¢itih vrsta inzulina za zadovoljavajucu regulaciju razine Secera u krvi. DugogodisSnje
lijeCenje zahtijeva multidisciplinarni pristup koji ukljucuje lijecnike, medicinske sestre,

nutricioniste i ostale strucnjake (5).

LijeCenje dijabetesa tipa 2 ukljucuje opée mjere kao Sto su gubitak tezine, zdrava
prehrana, redovita tjelovjezba te lijekove ili inzulinsku terapiju. Odredeni broj ljudi koji imaju
dijabetes tipa 2 moze posti¢i svoju ciljanu razinu Secera u krvi dijetom i vjezbanjem, ali
mnogi takoder trebaju lijekove (antidijabetike). Odluka o tome koji su lijekovi najprikladniji
ovisi 0 mnogim ¢imbenicima, ukljucujuéi razinu Secera u krvi 1 ostale komorbiditete. Primjeri
lijekova koji se koriste su metformin, sulfonilureja, tiazolidindioni, inhibitori dipeptidil
peptidaze 4 (DPP-4), agonisti receptora glukagonu slicnog peptida (GLP), inhibitori
suprijenosnika natrija 1 glukoze 2 (SGLT2) te inzulin koji se prije koristio kao jedan od

zadnjih izbora, medutim uocena je korisnost uzimanja inzulina u dijabetesu tipa 2 u ranijoj

fazi (6).

1.1.  Seéerna bolest tip 1

Dijabetes tipa 1 kroni¢na je bolest uzrokovana imuno posredovanim unistavanjem beta
stanica gusSterace. UniStavanje beta stanica rezultira insuficijencijom i nedovoljnim lu¢enjem
inzulina, a pacijenti razvijaju po Zivot opasnu hiperglikemiju, koja se klinicki ocituje

gubitkom tezine, poliurijom i polidipsijom (7).

Biljezi imunoloSkog razaranja beta stanica ukljucuju autoantitijela na otocice
gusterace, autoantitijela na inzulin, autoantitijela na glutamat dekarboksilazu (GAD) i
autoantitijela na tirozin fosfataze 1A-2 1 [A-2f. Takoder, u patogenezi autoimunog razaranja
beta stanica ulogu imaju geni unutar velikog kompleksa histokompatibilnosti (MHC), 1 to
DQA, DQB i DRB geni koji se nalaze u >90% bolesnika s DM1 (1)(4). Osim nasljednih
¢imbenika pojavi dijabetesa mogu doprinijeti jedan ili viSe okoliSnih ¢imbenika, poput
virusne infekcije ili prehrane (8). DMI1 jedna je od naj€eSc¢ih kroni¢nih bolesti u djetinjstvu 1

dijagnosticira se sa sve veCom stopom i kod odraslih. Stopa incidencije znacajno varira od



geografske regije do regije. Ucestalost bolesti raste u vec¢ini zemalja, s tim da se stopa
dramati¢no poveéava u djece mlade od 5 godina. Svedska, Finska, Norveska, Velika Britanija

i Sardinija imaju najvecu incidenciju dijabetesa tipa 1 na svijetu (7).

Brzina uniStavanja [-stanica prilicno je promjenjiva: kod nekih osoba je brza
(uglavnom novorodencad i djeca), a kod drugih (uglavnom odrasli) spora. U djece i
adolescenata dijabeticka ketoacidoza (DKA) moze predstavljati prvu manifestaciju bolesti (4).
Ketoacidozu mozemo opisati kao biokemijski trijas hiperglikemije, ketonemije i acidemije
koji, ukoliko je neprepoznat, moze dovesti do smrtnog ishoda (9). Ostali pacijenti imaju
hiperglikemiju u gladovanju, koja moze brzo prije¢i u tesku hiperglikemiju 1/ili dijabeticku
ketoacidozu zbog infekcije ili drugog stresa. Odrasli pacijenti mogu zadrzati dovoljnu
koli¢inu i odrzanu funkciju B-stanica da sprije¢e DKA vise godina; takvi pojedinci na kraju
postaju ovisni o inzulinu i u riziku su za razvoj DKA. U posljednjem stadiju bolesti,
izlu€ivanje inzulina je malo ili nepostojece, Sto se o€ituje niskom razinom C-peptida u plazmi.
Imunoloski posredovani dijabetes obi¢no se javlja u djetinjstvu i adolescenciji, ali moze se

pojaviti u bilo kojoj dobi, ¢ak i u 8.1 9. desetljecu zivota (4).

Trenutno standardno lijeCenje DM1 je egzogena nadomjesna terapija inzulinom. Nove
vrste inzulina, moderni nadzor glikemije i tehnike davanja inzulina revolucionirali su
mogucnosti suvremene inzulinske terapije te pokazali vaznost ranog lijecenja i kontrole
glukoze za smanjenje rizika od razvoja dijabetickih komplikacija. Transplantacija beta
otoc€ica, kao jedna od novijih metoda, u¢inkovit je pristup za lijecenje bolesnika s dijabetesom

tipa 1 u buducénosti (10).

1.2.  Seéerna bolest tip 2

Dijabetes tipa 2 bolest je u kojoj dolazi do lu¢enja nedovoljno inzulina (nedostatak
inzulina), ili tjelesne stanice ne mogu pravilno iskoristiti inzulin (inzulinska rezistencija).
Inzulin, hormon koji stvaraju B-stanice u gusteraci, kontrolira razinu Secera u krvi. Inzulinska
rezistencija povezana je s genetskim ¢imbenicima, pretiloSc¢u, sjedilackim nacinom Zivota i
starenjem. Konzumiranje visokokalori¢ne hrane i tjelesna neaktivnost vazni su prediktori

pretilosti i DM2 (4, 11).



Beta stanice gusteraCe reagiraju na inzulinsku rezistenciju povecavajuci izlucivanje
inzulina da zadovolje potrebe tkiva i organizma. Razvoj dijabetesa tipa 2 u biti proizlazi iz
neuspjeha B-stanica da adekvatno nadoknade rezistenciju na inzulin. Disfunkcija B-stanica s
vremenom napreduje te se nastavlja pogorSavati i nakon S§to se razvije dijabetes. Mnogo
pretilih osoba, sklonih inzulinskoj rezistenciji, boluje od dijabetesa. No neki ipak ne obole jer
njihove B-stanice i dalje djeluju na odgovarajuci nacin te su sposobne odrzavati homeostazu

glukoze 1 nadoknadivati pogorSanje inzulinske rezistencije povecanjem izlu¢ivanja inzulina

(12).

DM?2 javlja se najceS¢e kod odraslih u dobi od 40 godina ili starijih, a prevalencija
bolesti povecava se s napredovanjem dobi. Starenje stanovnistva jedan je od razloga sto DM2
se sve ¢esce pojavljuje. Gotovo svi slucajevi Secerne bolesti u starijih osoba su tip 2. Top 10
zemalja po broju oboljelih od dijabetesa tipa 2 trenutno su Indija, Kina, Sjedinjene Drzave,
Indonezija, Japan, Pakistan, Rusija, Brazil, Italija 1 BangladeS. Najveée povecanje broja
oboljelih u sljede¢ih 20 godina ocekuje se u Africi. NaZalost, u najmanje 80% ljudi u Africi
koji imaju dijabetes bolest nije dijagnosticirana, a predvida se da ¢e mnogi u dobi od 30 do 60

godina umrijeti od dijabetesa (13).

Dijabetes tipa 2 moze se lako ignorirati, posebno u ranim fazama kada dominiraju
simptomi poliurije 1 polidipsije. No kasnije, dijabetes oSteCuje mnoge vitalne organe,

ukljucujuéi srce, krvne Zile, Zivee, o€i 1 bubrege (6, 13).

1.3. Komplikacije Secerne bolesti

lako se patofiziologija bolesti razlikuje medu vrstama dijabetesa, ve¢ina komplikacija,
ukljuéujuéi mikrovaskularne i makrovaskularne, sli¢na je bez obzira na vrstu dijabetesa. Cini
se da je hiperglikemija glavna odrednica mikrovaskularnih i metabolickih komplikacija.
Makrovaskularna bolest moZe biti manje povezana s glikemijom (13). Pacijenti s DM2
podloZniji su razli¢itim oblicima kratkoro€nih 1 dugoro¢nih komplikacija. One ukljucuju
makrovaskularne bolesti (koronarna bolest arterija, sréani i mozdani udar, cerebralne
vaskularne bolesti i1 periferna krvozilna bolest), mikrovaskularne bolesti (retinopatija,

nefropatija 1 neuropatija) i karcinome (14).



Kardiovaskularna bolest vode¢i je uzrok mortaliteta i morbiditeta u dijabetesu, a kao
potencijalni mehanizam nastanka spominje se oksidativni stres koji ima vaznu ulogu u
aterogenezi te takoder doprinosi oksidaciji lipoproteina niske gusto¢e (LDL). Prevencija ranih
kardiovaskularnih dogadaja ukljucuje kombinacije lijekova, i to antihipertenziva, statina i

primjenu aspirina u malim dozama (14).

Retina je podrucje tijela koje je najvise vaskularizirano zbog visokih potreba za
kisikom nuznim za pretvaranje svjetlosti u elektri¢ni impuls pomocu Stapica i Cunjica.
Kroni¢na hiperglikemija uzrokuje mikrovaskularno oSte¢enje zila mreznice putem razli¢itih
mehanizama. Krajnji rezultat je propusnost krvnih zila koja uzrokuje edeme 1/ili krvarenje u

mreznicu ili staklasto tijelo te na kraju dovodi do sljepoce (15).

Dijabeticka nefropatija jedna je od najvaznijih mikrovaskularnih komplikacija, ¢ija je
najranija manifestacija prisutnost malih koli¢ina proteina u mokraéi, proteinurija (14).
Proteinurija se javlja kod 15-40% bolesnika s dijabetesom tipa 1, dok se kre¢e od 5 do 20% u
bolesnika s tipom 2 (16). Nakon dugog asimptomatskog perioda bolest obi¢no zavrsava kao

bubrezno zatajenje te zahtjeva transplantaciju ili dijalizu (15).

U pacijenata s dijabetesom takoder se razvija neuropatija, Sto moZe dovesti do ulkusa
na stopalima, amputacije, seksualne disfunkcije i rana na koZzi (17). Neuropatija dovodi do
gubitka osjecaja u stopalima, koji postaju skloniji ulceraciji 1 drugim ozljedama. To nadalje
dovodi do infekcije koZe (celulitis) 1/ili kostiju stopala (osteomijelitis) 1 gangrene. Periferna
neuropatija povezana s kroni¢nom hiperglikemijom sprjecava odgovarajucu oksigenaciju

ozlijedenih tkiva i onemogucuje zacjeljivanje rana (14, 15).



1.4. Periferna neuropatija

Periferne neuropatije obuhvacaju poremecaje perifernih ziv€anih stanica i vlakana koji
se manifestiraju razlic¢itom patologijom. Ti zivci ukljucuju kranijalne zivce, korijene spinalnih

zivaca i ganglije te Zivce autonomnog Zivcanog sustava (18, 19).

Postoji nekoliko razli¢itih klasifikacija perifernih neuropatija, ukljucujuéi podjelu na
mononeuropatije, multifokalne neuropatije i polineuropatije. Daljnje podklasifikacije dijele
periferne neuropatije kao aksonske, demijelinizacijske ili mijeSane, $to je bitno za potrebe
lijeCenja. Najces¢i simptomi periferne neuropatije uklju¢uju neosjetljivost i parestezije, bol,
slabost 1 gubitak dubokih tetivnih refleksa. Periferne neuropatije obi¢no se razvijaju
mjesecima ili godinama, dok se neke mogu razvijati brze i biti progresivne prirode (19).
Polineuropatije (periferne neuropatije) su najcesci tip poremecaja perifernog zivéanog sustava
kod odraslih, posebno u starijih osoba, s prevalencijom od 5 do 8%, ovisno o dobi. Zbog
pandemije predijabetesa i dijabetesa, dijabeticka neuropatija (DN) je naj¢esca polineuropatija
u svijetu. Prevalencija DN-a je 8% -54% kod dijabetesa tipa 1 1 13% -46% kod dijabetesa tipa
2 (20). Od ostalih uzroka tu su kroni¢ni alkoholizam, nedostatci odredenih tvari (npr. B1, B6,
B12, vitamin E), upalna stanja (npr. vaskulitis), hipotireoza, autoimune bolesti (npr.
Sjogrenov sindrom, lupus, reumatoidni artritis), infekcije (npr. laymska bolest, virus Epstein-
Barra, hepatitis C, HIV), Guillain-Barre sindrom, toksini (teSki metali, kemikalije), lijekovi
(antibiotici), kemoterapeutici, tumori, nasljedna stanja (npr. Charcot-Marie-Tooth),

traume/ozljede (19) itd.

Cimbenici koji dovode do neuropatije u osoba sa $eéernom bole$éu jo§ uvijek nisu u
potpunosti razjaSnjeni, no opc¢enito je prihvaceno da se radi o kombinaciji viSe uzro¢nih
faktora kao §to su metabolicke 1 hemodinamske promjene, nedostatak neurotropnih faktora, te
autoimunost; Sto sve rezultira aktivacijom glija stanica, promjenama u izraZaju natrijevih 1
kalcijevih kanala te aktivacijom razli¢itih puteva za bol (21, 22). U osnovi poremecaja nalazi
se hiperglikemija, uz koju znacajnu ulogu ima genetska preosjetljivost te okolisni ¢imbenici.
Seéerna bolest inducira metaboli¢ke i hemodinamske defekte (mikroangiopatiju), koji su
inicijalno reverzibilni, a duzim trajanjem vode u ireverzibilne promjene izazivajuci oStecenja
zivaca 1 okluziju vasa nervorum. Imunoloski mehanizmi mogu takoder utjecati na razvoj

neurogenog ostecenja (22).



Na molekularnoj razini patogenetskih mehanizama dijabeticke neuropatije dolazi do
aktivacije razli¢itih stanicnih puteva. Dugotrajna hiperglikemija uzrokuje hiperaktivnost
putova poliola, povecanje broja krajnjih produkata glikacije (AGE) te njihovih vezanja za
receptor za AGE (RAGE) te povecane razine oksidativnog stresa i slobodnih radikala.
Usporedno sa stvaranjem slobodnih radikala tijekom glikolitickog procesa, mitohondriji imaju
kljuénu ulogu u stani¢noj smrti aktiviranjem specifi¢nih signala i sustavom endonukleaze
(23). Prekomjerni unos glukoze u stanicu uzrokuje transport viska elektrona §to rezultira
stvaranjem radikala u mitohondrijima i dovodi do smanjenog djelovanja samog mitohondrija
¢ime se smanjuje sinteza adenozin trifosfata (ATP-a). Uz mitohondrije, druge organele, poput
Golgijevog aparata i endoplazmatskog retikuluma (ER) takoder se mogu smatrati vaznim
izvorom slobodnih radikala, $to rezultira stani¢nom smréu. Kompromitiraju se i
endoneurijalne krvne Zile 1 sama ziv¢ana tkiva aktiviranjem poli-ADP-riboza polimeraza puta,
mijenja se djelovanje protein kinaze C (PKC) te i aktiviranje nuklearnog ¢imbenika - (NF)
kB, Sto sve rezultira funkcionalnim i strukturnim promjenama karakteristicnim za perifernu
neuropatiju. Takoder i metabolicke promjene u zivcu izazivaju pro-upalnu reakciju,
izazivaju¢i oslobadanje citokina, supresiju neurotropina i migraciju makrofaga te poticu

razvoj neuropatije (21, 23).

LijeCenje perifernih neuropatija temelji se na lijeCenju glavnog uzroka bolesti,
odnosno kontroli razine glukoze u krvi kod dijabeticke neuropatije, zabrani konzumiranja
alkohola kod alkoholne neuropatije, itd. Takoder se moze primjenjivati fizikalna terapija radi
poboljSanja ukupne snage 1 funkcije =zahvacenog dijela tijela. Kroni¢na upalna
demijelinizirajuéa neuropatija lijeci se u pocetku kortikosteroidima, ali se takoder moze

lijeciti primjenom intravenskog imunoglobulina, nekih imunosupresiva i izmjenom plazme

(19).

Neuropatska bol obi¢no ne reagira na jednostavne analgetike. Umjesto toga, ucinkovit
tretman protiv bolova povezanih s perifernim neuropatijama moze biti koriStenje stabilizatora
membrana, kao $to su odredeni antiepileptici, triciklicki antidepresivi 1 opiodi. Neki od

odobrenih su pregabalin, duloksetin i tapentadol (19, 21).



1.5. Koneksini

Rezultati dosadasnjih istrazivanja pokazuju da medustanicna komunikacija igra
znacajnu ulogu u patofiziologiji Secerne bolesti i njezinih komplikacija (24). Uzevsi u obzir
srediSnju ulogu koneksina u medustani¢noj komunikaciji, navedeno se dovodi u svezu s
poremecajima njihovog izrazaja, lokalizacije i funkcije (25, 26). Koneksini su gradivni
elementi medustani¢nih spojeva, specijaliziranih veza koje omogucuju izravnu elektri¢nu i
metabolicku komunikaciju izmedu dviju susjednih stanica; stoga su vitalni za mnoge
fizioloske procese. Kontroliraju¢i kretanje aminokiselina, drugih glasnika, iona i ostalih
metabolita, medustani¢ni spojevi koordiniraju stani¢nu signalizaciju i sudjeluju u Sirenju
elektri¢nih signala (27, 28). U kraljeZnjaka, medustani¢ne spojeve ¢ine dva hemikanala (ili
koneksona), od kojih svaki pripada jednoj stanici. Svaki hemikanal sastoji se od Sest proteina
koneksina (skra¢eno Cx), koji mogu biti ili homomeri¢ni ili heteromericni (dva ili vise
razli¢itih koneksina u koneksonu) i tvore homotipske ili heterotipske (razli¢iti konekson)
kanale. Obitelj koneksina kodirana je s 20 gena u miSeva, a 21 u Covjeka, a imenovani su
prema njihovoj molekulskoj masi u kDa i pokazalo se da se nalaze u gotovo svim tkivima

sisavaca (28).

Molekula koneksina sastoji se od jednog citoplazmatskog N-kraja, dvije izvanstani¢ne
petlje, jedne citoplazmatske petlje, Cetiri transmembranske domene i jednog repa na C-kraju

(28, 29).

Koneksini imaju kratak poluZivot od samo nekoliko sati. Zbog toga su oni unaprijed
programirani da se kontinuirano sintetiziraju i razgraduju. Vjerojatno je da koneksini
zadrZavaju kratak poluZivot kako bi odgovorili na fizioloSke zahtjeve organizma bilo
povecanjem ili smanjenjem stvaranja medustani¢nih spojeva. Ovaj mehanizam najbolje se
vidi u miometriju, gdje steroidni hormoni poticu 5 puta brze nastajanje spojeva neposredno

prije pocetka porodaja (30).



Medustani¢ni spojevi nisu stalno otvoreni ve¢ se otvaraju prema potrebi. Zatvoreni su
pri niskom pH ili visokoj koncentraciji Ca2+, §to je Cest slucaj u oStecenih stanica pa se
njihovim zatvaranjem sprjecava prijenos na zdrave stanice (31). Otvoreni kanali dovode do
oslobadanja molekula poput kalija, ATP-a 1 glutamata u izvanstanicnom prostoru, koji u
fizioloSkim uvjetima moze modulirati aktivnost neurona, a pod patoloskim uvjetima moze u

konacnici inducirati stani¢nu smrt (28).

Koneksini se sintetiziraju na ribosomima i ubacuju u endoplazmatski retikulum.
Nakon toga, izmedu ER 1 Golgijevog aparata (ovisno o tipu koneksina), slijedi
oligomerizacija u koneksone, koji se zatim dostavljaju do membrane preko aktinskih ili
mikrotubulnih vlakana. Mogu se takoder isporuciti membrani izravnim prijenosom iz zrnatog
ER. Nakon umetanja u membranu, koneksoni mogu ostati kao hemikanali ili spojiti se s
kompatibilnim koneksonima na susjednim stanicama kako bi tvorili medustani¢ni spoj. Novo
sintetizirani koneksoni dodaju se na periferiju prethodno oblikovanih spojeva, dok se sredisnji
»stariji“ dio spoja razgraduje u lizosomu ili proteosomu. U nekim slu¢ajevima koneksini se
recikliraju natrag u membranu (30). Hemikanali, gradeni od koneksina, mogu se aktivirati u
odgovoru na razli¢ite unutarstani¢ne signale kao §to su promjene pH, status fosforilacije te
izvanstani¢ne signale poput okruzenja s niskom koncentracijom Ca2+. Osjetljivi su i na

mehanicke, oksidativne, metabolicke i ishemijske promjene (28).

Bolesti koje se dovode u vezu s mutacijama gena za koneksine su prilicno Cesta
senzorineuralna gluhoc¢a (32) 1 rijetka okulodentodigitalna displazija (ODDD) (33). Prva
otkrivena bolest vezana uz koneksine u ljudi bio je Charcot-Marie-Tooth sindrom povezan s
mutacijom u genu za Cx32 koja se klinicki ocituje progresivnom perifernom

demijelinizacijom aksona i slaboS¢u udova (34).
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1.6.  Koneksini 37 (Cx37), 40 (Cx40), 43 (Cx43), 45 (Cx45)

U sisavaca je sveprisutno eksprimiran koneksin Cx43. Do sada je to jedan od najcesce
istrazenih 1 najraSirenijih koneksina koji je eksprimiran u najmanje 35 razliitih tkiva koja
obuhvacaju preko 35 tipova stanica koji izmedu ostalih ukljuc¢uju kardiomiocite, keratinocite,
astrocite, endotelne stanice i glatke misice (30). Uz Cx43 kardiomiociti izrazavaju i koneksine
40 145 (35). Koneksini 40 i 45 nalaze se i u keratinocitima u kozi dok koneksin 37 najvise se
nalazi u endotelu krvnih zila (30). Cx37 1 Cx40 su jako izrazeni u arterijama i arteriolama,
dok se Cx43 nalazi u regijama s turbulentnim protokom krvi (36, 37).

Takoder nekoliko dokaza upucuje na moguci doprinos endotelnih koneksina u odrzavanju
statusa propusnosti krvno-mozdane barijere. Bradikinin, tipi¢ni upalni glasnik, povecava
propusnost stanica krvno-mozdane barijere i endotela mozga Stakora putem povecanja razine
kalcijskih iona koji su ukljuceni u otvaranje hemikanala (38).

Nadalje, odsutnost astroglijalnog Cx43 umanjuje sposobnost mozga da odrzava imunolosku
obranu, ukljucuju¢i T stanice, B stanice, makrofage i neutrofile, a pritom pojacava

prezentaciju antigena i jakost autoimune reakcije (39).

Koneksini se smatraju novim ciljevima za terapije neuroloskih bolesti zbog svoje
uloge u gradi krvno-mozdane barijere te njene povezanosti s neuroloskim bolestima.
Astrocitni 1 endotelni kanali od velike su vaznosti za promjene propusnosti barijere
uzrokovane razli€itim patoloskim procesima, posebno upalom (40). U bolestima Ziv€anog
sustava, poput multiple skleroze, neuropatske boli, Alzheimerove bolesti 1 epilepsije,

koneksini 37, 40, 43 145 pokazuju sve veci znacaj (30).
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1.7. Kraljezni¢na mozdina

KraljeZni¢na mozdina dio je sredisnjeg ZivEanog sustava (SZS). Smijestena je u
kraljeznom kanalu, za3ti¢ena kraljeScima. OkruZena je trima ovojnicama SZS-a: durom mater,
arahnoideom i piom mater. Prema svom rostrokaudalnom polozaju moze se podijeliti u pet
segmenata: cervikalni, torakalni, lumbalni, sakralni i trti¢ni. Cervikalni 1 lumbalni su
obiljezeni proSirenjem segmenata mozdine. Za razliku od mozga, u kraljezni¢noj mozdini siva
tvar je okruzena bijelom tvari (41). Bijela tvar se dijeli na dorzalne, dorzolateralne, lateralne,
ventralne i ventrolateralne snopove (funikule). Bijela tvar postupno se smanjuje prema kraju
kraljeznicne mozdine, a siva tvar se stapa u jednu masu. MoZdina zavrSava tupim krajem -
conus terminalis. 1z lumbosakralnog i1 kokcigealnog dijela mozdine izlaze paralelni snopovi
korijena zivaca koji tvore takozvanu kaudu ekvinu (41). Siva tvar sadrzi tijela neurona i glija
stanice 1 podijeljena je u Cetiri glavna stupa (na presjeku rogovi): dorzalni rog, intermedijarni,
lateralni 1 ventralni rog. Dorzalni rog sastoji se od senzornih jezgara koje primaju 1 obraduju
dolazne somatosenzorne informacije. Odatle se pojavljuju uzlazne projekcije koje prenose
senzorne informacije u mezencefalon i diencefalon. Intermedijarni i lateralni rog sadrze
neurone autonomnog sustava koji inerviraju visceralne i zdjelicne organe. Ventralni rog sadrzi

motorne neurone koji inerviraju skeletne misice (42).

Raspodjela stanica i vlakana unutar sive tvari kraljeZzni¢ne mozdine pokazuje obrazac
laminacije. Svaka lamina sastoji se od neurona razli¢itih oblika i veli¢ina (citoarhitektura)

zbog Cega sivu tvar mozemo podijeliti na 10 slojeva odnosno lamina (41, 42).

Lamine od I do IX su organizirane pocevsi od dorzalnog do ventralnog dijela sive tvari
dok se lamina X nalazi centralno oko sredi$njeg kanala. U dorzalnom rogu nalaze se lamine
od I do VI. Lamina I prisutna je u vrhu dorzalnog roga. Ova zona sadrzi dvije vrste neurona;
Waldeyerove stanice, koje se sastoje od srednjih ili malih neurona te velike i1 lako
prepoznatljive stanice u blizini mjesta ulaska dorzalnih korijena. Neuroni u lamini I
odgovaraju na bolne i termalne podrazaje. Aksoni neurona lamine I tvore kontralateralni

spinotalamicki trakt. Ovaj sloj odgovara jezgri nucleus posteromarginalis (41-43).

Lamina II sastoji se od interneurona te odgovara zoni pod nazivom substantia
gelatinosa. To su najmanje stanice u dorzalnom rogu, sastoje se od Cetiri vrste neurona i imaju

obilje dendrita. Aksoni primarnih osjetnih neurona koji prenose osjet temperature i boli iz
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perifernih receptora sinapsom ¢e se spojiti u laminu I 1 II. Vlakna postsinaptickih neurona ¢e
prije¢i na drugu stranu preko prednje komisure i putovati spinotalamickim putem do centra.
Oni Salju aksone u lamine III i IV (fasciculus proprius). Lamina II vazna je u modulaciji
senzori¢kog inputa pri ¢emu se ovdje odreduje koji uzorak ulaznog inputa ¢e se na kraju u

mozgu interpretirati kao bolni podrazaj (41-43).

Lamina III ima jednolike, velike, blijede zivCane stanice sa svijetlom jezgrom i
istaknutom jezgricom. Stanice ovoga sloja primaju aksodendriticke sinapse od AP neurona
spinalnog ganglija. Sadrzi dendrite stanica iz lamina IV, V i VI, a veéina neurona iz lamine II

funkcionira kao propriospinalni/interneuroni (41-43).

Lamina IV sadrzi skup stanica razli¢itih veli¢ina. Prisutnost velikih i malih stanica
koje su jedna uz drugu karakteristi¢na je za laminu IV. Ovi neuroni primaju AR koji prenose
pretezno ne-bolne informacije. Nadalje, dendriti ovih neurona §ire se u laminu II i odgovaraju
na podrazaje kao $to su fini dodir. Lamine III i IV odgovaraju podrucju nucleusa propriusa te
ovdje dolazi do prekapcanja spinotalamickog puta. Ove dvije lamine ukljuene su u obradu
osjeta vibracija 1 pritiska. Provode svjesni proprioceptivni impuls u mozdanu koru putem

medijalnog lemniskusa (41-43).

Lamina V je najraznolikija lamina u dorzalnom rogu koja se sastoji od deset vrsta
neurona 1 najviSe dendritickih veza. Ova lamina ima dvije zone nazvane medijalna 1 lateralna
zona. Lateralna zona je mreZasto gradena 1 ima tamno obojene stanice dok u medijalnoj zoni
nalazimo svijetle stanice. Osjeti primljeni od koznih, miSi¢nih, mehanickih 1 visceralnih

nociceptora obraduju se u lamini V (41-43).

Lamina VI smjeStena je u bazi dorzalnog roga. To se podrucje dijeli na medijalnu zonu
koja se sastoji od organiziranih malih stanica, i lateralnu zonu s nepravilnijim rasporedom
veCih stanica zvjezdastog oblika. Fleksijski refleks koji se dogada kao reakcija na bolni
podrazaj, obraduju mali neuroni u medijalnoj zoni lamine VI. Neuroni medijalne zone
segmenata C8-L3 takoder primaju informacije iz miSiénih vretena i1 ovdje zapoc€inju
ipsilateralni spinocerebelarni putevi. Silazni putevi iz mozdanog debla takoder se projiciraju u
laminu VI. Lamina VI djeluje zajedno s laminom VIII u koordiniranju kraljezni¢nih refleksa

unutar mozdine (41-43).

Laminu VII nalazimo u lateralnom dijelu roga i prisutna je samo u podru¢ju od T1-L2.

Iznad 1 ispod ovih segmenata proteZze se u prednji dio roga. Lamine VII i X nazivaju se
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intermedijarna siva zona koja se dijeli na medijalnu 1 lateralnu zonu. Medijalnu zonu Cine
interneuroni i propriospinalni neuroni, i bitna je u refleksima, autonomnim funkcijama i
regulaciji pokreta. Lateralnu zonu ¢ine razlicite vrste neurona te sudjeluje u posturi tijela i u
kretanju. Lamina VII sadrzi Clarkeovu jezgru koja je prisutna od C8-L3. Ova medijalno
smjestena jezgra izvor je ipsilateralnog spinocerebelarnog puta koji provodi osjet nesvjesne
propriocepcije. Intermediolateralna jezgra, takoder na podrucju lamine VII, nalazi se
lateralnije 1 pruza se od T1-L2. Sastoji se od preganglijskih simpatickih neurona koji Salju
impulse prema glavi, vratu, srcu i trbuhu. Takoder u segmentima S2-S4 sadrzi preganglijske

parasimpaticke neurone, koji Salju impulse u zdjelicu i trbusne organe (41-43).

Ventralni rog s pripadaju¢im laminama VIII 1 IX, najveéi je u cervikalnom i
lumbosakralnom segmentu koji su izvor brahijalnog i lumbosakralnog spleta. Ovi spletovi
inerviraju gornje i donje udove. Lamina VIII zauzima medijalni dio ventralnog roga. Sadrzi
izrazito obojene Ziv€ane stanice 1 ima heterogen izgled. Sastoji se od interneurona i
proprioceptivnih neurona koje karakterizira zrnast izgled i oblikom podsjecaju na trokut ili
zvijezdu. Oni djeluju zajedno s laminom VI u refleksnom putu. U lamini VIII takoder
zavrsavaju vestibulospinalni i retikulospinalni putevi. Neuroni lamine VIII moduliraju
motornu aktivnost, vjerojatno preko gama motornih neurona koji inerviraju intrafuzalna

miSi¢na vlakna (41-43).

Lamina IX sastoji se od nekoliko razli¢itih skupina velikih alfa motornih neurona i
malih gama 1 beta motornih neurona koji su takoder ugradeni u taj sloj. Aksoni velikih a
motornih neurona tvore ventralni korijen spinalnog Zivca 1 inerviraju ekstrafuzalna skeletna
miSi¢na vlakna 1 somatotopski su organizirani. Mali y motorni neuroni inerviraju intrafuzalna
miSi¢na vlakna. Lamina se moZe podijeliti na medijalni, lateralni i centralni dio, gdje svaki od

tih dijelova inervira razliciti dio muskulature (41-43).

U centralnom podru¢ju moZdine nalazi se lamina X koja okruZuje sredi$nji kanal.
Neuroni lamine X sudjeluju u somatosenzorickoj integraciji, visceralnoj nocicepciji,

autonomnoj regulaciji 1 modulaciji izlaznih informacija motoneurona (41-44).

Kroni¢na hiperglikemija naruSava funkciju i rad samih neurona. U kontekstu kronicne
hiperglikemije, poput dijabetesa, visoke koncentracije glukoze poticu mitohondrije na
proizvodnju ATP-a i prijenos elektrona. Visak glukoze se takoder metabolizira putem poliol
puta, §to dovodi do proizvodnje uznapredovalih produkata glikacije. Elektroni iz

respiratornog lanca mitohondrija spajaju se kisikom 1 duSikovim oksidom da bi se stvorili
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razliciti produkti oksidativnog i nitritivnog stresa. Produkti slijedom toga aktiviraju ¢cimbenike
transkripcije, koji pojacavaju ekspresiju ionskih kanala te osim toga i umanjuju sposobnost
neurona da se sami obnavljaju. Kroni¢na hiperglikemija takoder povecava oksidativni stres u
krvnim zilama koje dovode kisik i hranjive tvari do neuronskih vlakana. Ovaj oksidativni
stres moze uzrokovati mikroangiopatiju, fenomen karakteriziran oste¢enjem kapilara ¢ime je
sprijeCena opskrba neurona (45). Zabiljezene su i strukturne promjene u krvno-mozdanoj
barijeri dijabeti¢nih Zivotinja, $to je u skladu s pove¢anom propusnoséu barijere uoc¢enom kod
osoba s dijabetesom, a sugerira da je gubitak integriteta krvno-mozdane barijere takoder
patofizioloski ¢imbenik utjecaja dijabetesa na SZS (46). Uz to, hiperglikemija izazvana
dijabetesom pojacava aktivaciju mikroglije, rad njene NADPH oksidaze i aktivaciju duSi¢ne
sintetaze, Sto dovodi do oslobadanja viska slobodnih radikala u kraljezni¢noj mozdini kod

Zivotinja s dijabetesom (45, 47).

Osim komunikacije putem sinapsi i neurotransmitera veliku ulogu u prijenosu ziv€anih
impulsa ¢ine i medustani¢ni spojevi gradeni od koneksina (Cx). Koneksini su izrazeni u
stanicama glije, ukljuc¢ujuéi astrocite, mikrogliju, oligodendrocite i Schwannove stanice, a
nalaze se i u stanicama krvno-mozdane barijere $to je bitno za prijenos iona i propagaciju
upalnog odgovora i mijelinizaciju. Koneksini takoder povezuju gliju i neurone 1 bitni su u

proliferaciji neuronskih mati¢nih stanica (48).

U in vitro studijama dokazano je da je Cx36 izraZen u mikrogliji u homeostatskim
uvjetima, dok se Cx32 i Cx43 u mikrogliji javljaju kao odgovor na upalu (49-51).
Mijelinizirajuée stanice u perifernom Zivéanom sustavu (Schwannove stanice) i SZS-u
(oligodendrociti) izraZavaju takoder razli¢ite vrste koneksina. Dok Schwannove stanice
primarno izraZzavaju Cx32, oligodendrociti izraZavaju tri glavna koneksina, Cx29, Cx32 i
Cx47. Astrociti su dio stani¢ne populacije koja pokazuje najviSu razinu ekspresije koneksina u
mozgu, a kao glavni se pojavljuju Cx43 i Cx30. Takoder, u kultiviranim astrocitima otkriveni
su i Cx26, Cx30, Cx40, Cx45 i Cx46 (50). Cx36 prevladava u neuronima Sirom SZS-a, s
pojac¢anim izrazajem tijekom ranog razvoja, dok su ostali koneksini, kao §to su Cx30.2,
Cx31.1, Cx32, Cx40, Cx45 1 Cx50 takoder pronadeni u neuronima, ali u manjem broju

slucajeva (49, 52-54).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Dosadasnja istrazivanja pokazala su vaznu ulogu medustani¢cne komunikacije u
patofiziologiji Seéerne bolesti i njezinih komplikacija. Uzevsi u obzir sredi$nju ulogu koju
koneksini imaju u medustani¢noj komunikaciji, i rezultate dosadasnjih istrazivanja utjecaja
Secerne bolesti na izrazaj koneksina u drugim organima, nasSa je hipoteza da Secerna bolest
uzrokuje poremecaj izrazaja i lokalizacije razlicitih tipova koneksina u kraljezni¢noj mozdini.
Istrazivanja koneksina u kraljeznicnoj mozdini, izuzevsi dobro istrazen glijalni Cx43
malobrojna su i njihovi rezultati donekle su kontradiktorni, dok je u dijabetesu istrazen samo

Cx43.

Stoga je cilj ovog istrazivanja bio utvrditi izrazaj i raspored koneksina 37, 40,43 145 u
kraljezni¢noj mozdini Stakora te njihove eventualne promjene u kratkotrajnoj Se¢ernoj bolesti

izazvanoj aplikacijom streptozotocina.
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3. MATERIJAL I METODE
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3.1. Etika

Protokol ovog eksperimenta odobrilo je Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Splitu. Sav eksperimentalni postupak je slijedio direktivu EU (2010/63/EU), uz
dobiveno odobrenje nadleznog tijela i drzavnog Bioetickog povjerenstva. Broj odobrenja:

KLASA:UP/I-322-01/17- 01/12, URBROJ: 525- 10/0255-17-7.

3.2. Eksperimentalne Zivotinje

Deset muskih Stakora soja Sprague-Dawley, na kojima je provedeno istraZivanje, imali
su priblizno sli¢nu tezinu oko 200 grama u pocetku pokusa. Bili su smjesteni u kontroliranim
uvjetima pri temperaturi od 22°C 1 gdje su se izmjenjivali ciklusi svjetla/tame svakih 12 sati u
odjelu za laboratorijske Zivotinje SveuciliSta u Splitu. Standardiziranu laboratorijsku hranu
(4RF21 GLP, Mucedola srl, Settimo Milanese, Italija) 1 vodu Stakori su konzumirali ad

libitum.

3.3. Model Secerne bolesti u Stakora

Stakori su podijeljeni u dvije skupine, dijabeti¢na (DM) i odgovarajuéa kontrolna (K).
Nakon cjelono¢nog gladovanja, Stakorima je aplicirano intraperitonealno 55 mg/kg
streptozotocina (STZ) koji je otopljen u citratnom puferu (pH 4.5) kako bi se inducirala
Seéerna bolest tipa 1. Stakori koji su koristeni kao kontrola dobili su &isti citratni pufer
takoder na isti nacin. Razine glukoze u plazmi izmjerene su s Accu-Check glukometrom. Svi

Stakori s glikemijom iznad 16.5 mmol/L smatrani su dijabeti¢nima.

3.4. Priprema tkiva za bojanja

Nakon 2 tjedna Stakori su eutanizirani dekapitacijom u opcoj anesteziji (Narketan®,
80 mg/kg + Xylapan®, 12 mg/kg, Vétoquinol, Bern, Svicarska). Kraljezni¢na mozdina je
uklonjena 1 stavljena u Zambonijev fiksativ. Nakon ispiranja u fosfatnom puferu (PBS), tkiva

su dehidrirana u otopinama etanola rastu¢ih koncentracija 1 uklopljena u parafin. Parafinski
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blokovi rezani su na debljinu od 5 um, koristenjem mikrotoma (Leica RM2155, Pittsburgh,
PA, SAD) te su potom rezovi postavljeni na predmetna stakalca. Zatim je obavljena
deparafinizacija rezova tkiva u ksilenu, rehidracija u otopinama etanola padajucih
koncentracija te kratko ispiranje u destiliranoj vodi. Nakon toga rezovi tkiva su zagrijani u
citratnom puferu (pH 6) 15 minuta na 100° C u parnoj kupelji nakon ¢ega je slijedilo hladenje

na sobnu temperaturu.

3.5. Imunohistokemija

Nakon hladenja rezovi su inkubirani s primarnim protutijelima u vlaznoj komori preko
no¢i. Kao primarna protutijela koriStena su slijede¢a protutijela: Rabbit Anti-Cx37/GJA4
(ab181701; razrijedena u fosfatnom puferu - PBS 1:100), Rabbit Anti-Cx40/GJAS antibody
(ab213688; 1:100), Goat Anti-connexin 43/GJA1 antibody (ab87645; 1:300), Rabbit Anti-
connexin 45/GJA7/Cx45 antibody (ab135474; 1:100; sva Abcam plc. 330 Cambridge, CB4
OFL, UK) i Anti-pannexin 1/PANX1 Antibody (ABN242, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany; 1:100). Rezovi su zatim isprani s PBS-om, te je na njih primijenjeno sekundarno
protutijelo. Kao sekundarna protutijela koriStena su magareca protu-kuniéja antitijela (donkey
Anti-Rabbit 1gG, Alexa Fluor® 488, 711-545-152, Jackson Immuno Research Laboratories,
Inc., Baltimore, PA, USA) i magareca protu-kozja antitijela (Anti-Goat IgG, Alexa Fluor®
488, ab150129; Abcam plc. 330 Cambridge, CB4 OFL, UK). Potom su uzorci ponovno
isprani u PBS-u pa je slijedilo bojanje jezgara s DAPI (4'6-diamidino-2-fenilindol
dihidroklorid) te ispiranje destiliranom vodom. Stakalca su nakon ispiranja ostavljena da se

osuse na zraku pa pokrivena pokrovnim stakalcem.

3.6. Analiza fotografija tkiva i kvantifikacija

Uzorci su pregledani pomo¢u mikroskopa BX51 (Olympus, Tokio, Japan), pri
povecanju objektiva 40 puta i fotografirani digitalnom kamerom DP71 (Olympus, Tokio,
Japan). Samo rezovi neoSteCeni postupkom su koriSteni za analizu, pa je broj analiziranih

uzoraka po skupini bio 4-5. Za kvantificiranje imunoekspresije koneksina analizirani su zeleni
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granularni depoziti protumaceni kao pozitivna reakcija. Obrada i analiza mikrofotografija
obavljena je u programu ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, SAD). Od
originalnih fotografija oduzeta je matematickim postupkom crvena komponenta fotografije
(koja sadrzava najvise necisto¢a). Od rezultantne fotografije izoliran je filter medijana i prag
je odreden na 8-bitnim crno-bijelim slikama metodom ,,Default”. Crna povrSina predstavljala
je imunoreaktivnost koneksina. Pomocu programa Adobe Photoshop (Adobe Photoshop CS.,
2004, Berkeley, CA: Peachpit Press) iz obradenih mikrofotografija izrezan je kvadrat koji
pokriva povrSinske lamine dorzalnog roga kraljeznicne mozdine velicine 20x20 cm ili
centralni kanal, zajedno s okolnim podruc¢jem, veli¢ine 12x12 c¢cm (oba pri rezoluciji od 72
dpi). Na dobivenim isje¢cima odreden je postotak povrSine prekrivene imunofluorescencijom,

koriStenjem programa Imagel.

3.7. Statisticka analiza podataka

Za statisticku obradu podataka koristen je program Past3 (Hammer i sur. 2001) (55).
Za odredivanje statistickih razlika izmedu kontrolne i dijabeticke skupine koristen je Mann
Whitney test, a za usporedbu izmedu vise razli€itih koneksina koriSten je Kruskal-Wallis test,
nakon ¢ega je slijedio Dunn-ov post-hoc test za viSestruke usporedbe. Podaci su prikazani kao
srednja vrijednost £+ standardna devijacija. Kao statisticki znacajnu razliku postavili smo p <

0.05.
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4. REZULTATI
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4.1. Promjene izrazaja koneksina 37 u kraljeZni¢noj moZdini Stakora uzrokovane

kratkotrajnom Secernom boleS¢u tipa 1

Na histoloskim rezovima kraljezni¢ne mozdine Stakora vidi se jaka imunoreaktivnost
koneksina 37 u jezgrama, posebice jezgricama i citoplazmi neurona (posebno uocljiva u
motornim neuronima dijabeticnih Stakora), u ependimskim stanicama centralnog kanala, u
bijeloj tvari, kao i oko mijeliniziranih vlakana koja prolaze kroz sivu tvar, te u krvnim zilama.
JaCa imunoreaktivnost koneksina 37 se uocava u skupini DM u odnosu na skupinu K (slika 1).
Analizom izrazaja Cx37 uocen je statisticki znacajan porast izrazaja koneksina 37 u skupini
DM u odnosu na K skupinu (p<0.05), ali samo u podrucju (ukljuc¢ivo) centralnog kanala, dok

razlika u podrucju dorzalnog roga nije bila statisti¢ki znacajna (p>0.05; slika 2).
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Cx37 Kontrolna skupina Dijabetiéna skupina

Slika 1. Reprezentativni prikaz promjene izrazaja koneksina 37 u kraljezni¢noj moZzdini
uzrokovane Kkratkotrajnom Seéernom boleS¢u tipa 1. Lijevo (A, C, E) se nalaze

mikrofotografije histoloskih rezova kraljeznicne mozdine kontrolne skupine Stakora, a desno
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(B, D, F) se nalaze mikrofotografije uzoraka kraljezni¢cne mozdine dijabeti¢ne skupine Stakora
obojanih imunofluorescencijskim bojanjem (zeleno). (A, B) dorzalni rog; (C, D) podrucje oko
centralnog kanala; (E, F) ventralni rog. Povecanje objektiva 20x (A i B) ili 40x (C-F); * —
centralni kanal; vrh strelice — motorni neuroni u ventralnom rogu. Jaka Cx37-
imunoreaktivnost prisutna je u jezgrama, posebice jezgrici i citoplazmi neurona (u motornim
neuronima dijabeti¢nih Stakora), u ependimskim stanicama centralnog kanala, u bijeloj tvari,
kao 1 oko mijeliniziranih vlakana koja prolaze kroz sivu tvar, te u krvnim zilama (strelica).

Mjerna skala: na B =200um (odnosi se na A 1 B), na F = 100um (odnosi se na C-F).

A Cx37-DR B Cx37-CK
0.3- 1.5- %
£ 0.2 2 1.0- —I_
;E ;gz)
> >
o (o]
Qo o
52 0.1 2 0.5
0.0_ T 0.0 T
K DM K DM

Slika 2. Graficki prikaz promjene izrazaja koneksina 37 u kraljeZni¢noj mozdini
uzrokovane Kkratkotrajnom Secernom boleS¢u tipa 1. K — kontrolna skupina; DM —
dijabeti¢na skupina Stakora 2 tjedna nakon i.p. aplikacije streptozotocina; CK — podrucje oko
(ukljuc¢ivo) centralnog kanala, DR- dorzalni rog. Rezultati su prikazani kao postotak
analizirane povrSine prekrivene imunofluorescencijom. * - p<0.05 razlika izmedu K 1 DM

skupine.
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4.2. Promjene izrazaja koneksina 40 u KkraljeZni¢noj moZdini Stakora uzrokovane

kratkotrajnom Secernom boleséu tipa 1

Na histoloskim rezovima kraljezni¢ne mozdine Stakora vidi se jaka imunoreaktivnost
koneksina 40 u citoplazmi neurona (posebno uocljiva u motornim neuronima kontrolne
skupine Stakora), u ependimskim stanicama centralnog kanala te u krvnim zilama. Za razliku
od Cx37, ne vidi se imunoreaktivnost Cx40 u jezgrama neurona. Slabija imunoreaktivnost
koneksina 40 se uocava u skupini DM u odnosu na skupinu K (slika 3). Analizom izrazaja
Cx40 uocena je statisticki znacajno smanjenje izrazaja koneksina 40 u skupini DM u odnosu

na K skupinu (p<0.01), u podrucju (uklju¢ivo) centralnog kanala i dorzalnog roga (slika 4).
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Cx40 Kontrolna skupina Dijabetiéna skupina

Slika 3. Reprezentativni prikaz promjene izraZaja koneksina 40 u kraljeZni¢noj moZdini

uzrokovane Kkratkotrajnom Seéernom boleS¢u tipa 1. Lijevo (A, C, E) se nalaze
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mikrofotografije histoloskih rezova kraljezni¢ne mozdine kontrolne skupine Stakora, a desno
(B, D, F) se nalaze mikrofotografije uzoraka kraljezni¢ne mozdine dijabeti¢ne skupine Stakora
obojanih imunofluorescencijskim bojanjem (zeleno). (A, B) dorzalni rog; (C, D) podrucje oko
centralnog kanala; (E, F) ventralni rog. Povecanje objektiva 20x (A 1 B) ili 40x (C-F); * —
centralni kanal; vrh strelice — motorni neuroni u ventralnom rogu. Jaka Cx40-
imunoreaktivnost prisutna je u citoplazmi neurona (obje skupine Stakora), u ependimskim
stanicama centralnog kanala, te u krvnim zilama (strelica). Za razliku od Cx37, ne vidi se
imunoreaktivnost Cx40 u jezgrama neurona. Mjerna skala: na B = 200pum (odnosi se na A i

B), na F = 100um (odnosi se na C-F).

A Cx40-DR B Cx40-CK
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0.0- 0.0-
K DM K DM

Slika 4. Graficki prikaz promjene izrazaja koneksina 40 u kraljeZni¢noj moZzdini
uzrokovane Kkratkotrajnom Sefernom boleS¢u tipa 1. K — kontrolna skupina; DM —
dijabeti¢na skupina Stakora 2 tjedna nakon i.p. aplikacije streptozotocina; CK — podrucje oko
(ukljucivo) centralnog kanala, DR - dorzalni rog. Rezultati su prikazani kao postotak
analizirane povrSine prekrivene imunofluorescencijom. ** - p<0.01 razlika izmedu K i DM

skupine.
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4.3. Promjene izrazaja koneksina 43 u kraljeZni¢noj moZdini Stakora uzrokovane

kratkotrajnom Secernom boleséu tipa 1

Na histoloskim rezovima kraljezni¢ne mozdine Stakora vidi se jaka imunoreaktivnost
koneksina 43 u ependimskim stanicama centralnog kanala, te u krvnim zilama, kao i u sivoj
tvari oko neurona (pretpostavljeno astrocitima). Za razliku od Cx37 i Cx40 ne vidi se
imunoreaktivnost Cx43 u neuronima, a u bijeloj tvari je puno manje izrazena u odnosu na sivu
tvar. JaCa imunoreaktivnost koneksina 43 se uocava u skupini DM u odnosu na skupinu K
(slika 5). Analizom izrazaja Cx43 uocen je statistiCki znacCajan porast izrazaja koneksina 43 u
skupini DM u odnosu na K skupinu (p<0.05), ali samo u podru¢ju (uklju¢ivo) centralnog

kanala, dok razlika u podrucju dorzalnog roga nije bila statisti¢ki znacajna (p>0.05; slika 6).
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Cx43 Kontrolna skupina Dijabetiéna skupina
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Slika 5. Reprezentativni prikaz promjene izrazaja koneksina 43 u kraljezni¢noj mozdini
uzrokovane kratkotrajnom Seernom boleSéu tipa 1. Lijevo (A, C, E) se nalaze

mikrofotografije histoloskih rezova kraljeZznicne mozdine kontrolne skupine Stakora, a desno
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(B, D, F) se nalaze mikrofotografije uzoraka kraljeznicne mozdine dijabeti¢ne skupine Stakora
obojanih imunofluorescencijskim bojanjem (zeleno). (A, B) dorzalni rog; (C, D) podrucje oko
centralnog kanala; (E, F) ventralni rog. Povecanje objektiva 20x (A i B) ili 40x (C-F); * —
centralni kanal; vrh strelice — motorni neuroni u ventralnom rogu. Jaka Cx43-
imunoreaktivnost prisutna je u ependimskim stanicama centralnog kanala, te u krvnim Zilama
(strelica), kao i u sivoj tvari oko neurona (pretpostavljeno astrocitima). Za razliku od Cx37 i
Cx40, ne vidi se imunoreaktivnost Cx43 u neuronima, a u bijeloj tvari je puno manje izrazena
u odnosu na sivu tvar. Mjerna skala: na B = 200um (odnosi se na A i B), na F = 100um

(odnosi se na C-F).
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Slika 6. Graficki prikaz promjene izrazaja koneksina 43 u kraljeZni¢noj moZzdini
uzrokovane Kkratkotrajnom Sefernom boleSéu tipa 1. K — kontrolna skupina; DM —
dijabeti¢na skupina Stakora 2 tjedna nakon i.p. aplikacije streptozotocina; CK — podrucje oko
(ukljucivo) centralnog kanala, DR - dorzalni rog. Rezultati su prikazani kao postotak
analizirane povrSine prekrivene imunofluorescencijom. ** - p<0.01 razlika izmedu K i DM

skupine.
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4.4. Promjene izrazaja koneksina 45 u KkraljeZzni¢noj mozZdini Stakora uzrokovane

kratkotrajnom Se¢ernom boles¢u tipa 1

Na histoloskim rezovima kraljezni¢ne mozdine Stakora vidi se slaba imunoreaktivnost
u ependimskim stanicama centralnog kanala, dok je jaka imunoreaktivnost pronadena u
bijeloj tvari (strelice). Za razliku od ostalih istrazivanih koneksina, Cx45-imunoreaktivnost
nije pronadena u neuronima i sivoj tvari opéenito, s izuzetkom jake imunoreaktivnosti oko
mijeliniziranih aksona koji prolaze kroz sivu tvar (slika 7). Analizom izrazaja Cx45 nisu
uocene statisticki znacajne razlike izrazaja koneksina 45 u kraljezni¢noj mozdini izmedu

kontrolne i dijabeti¢ne skupine Stakora (p>0.05; slika 8).

Za razliku od ostalih istraZivanih koneksina, Cx45-imunoreaktivnost nije pronadena u
neuronima 1 sivoj tvari opcéenito, s izuzetkom jake imunoreaktivnosti oko mijeliniziranih
aksona koji prolaze kroz sivu tvar (strelice). Slaba imunoreaktivnost prisutna je u
ependimskim stanicama centralnog kanala, dok je jaka imunoreaktivnost pronadena u bijeloj

tvari (strelice).
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Cx45 Kontrolna skupina Dijabetiéna skupina

Slika 7. Reprezentativni prikaz promjene izrazaja koneksina 45 u kraljezni¢noj mozdini
uzrokovane Kkratkotrajnom Seéernom boleS¢u tipa 1. Lijevo (A, C, E) se nalaze

mikrofotografije histoloskih rezova kraljeZznicne mozdine kontrolne skupine Stakora, a desno
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(B, D, F) se nalaze mikrofotografije uzoraka kraljezni¢cne mozdine dijabeti¢ne skupine Stakora
obojanih imunofluorescencijskim bojanjem (zeleno). (A, B) dorzalni rog; (C, D) podrucje oko
centralnog kanala; (E, F) ventralni rog. Povecanje objektiva 20x (A i B) ili 40x (C-F); * —
centralni kanal; vrh strelice — motorni neuroni u ventralnom rogu. Za razliku od ostalih
istrazivanih koneksina, Cx45-imunoreaktivnost nije pronadena u neuronima i sivoj tvari
opcenito, s izuzetkom jake imunoreaktivnosti oko mijeliniziranih aksona koji prolaze kroz
sivu tvar (strelice). Slaba imunoreaktivnost prisutna je u ependimskim stanicama centralnog
kanala, dok je jaka imunoreaktivnost pronadena u bijeloj tvari (strelice). Mjerna skala: na B =

200pum (odnosi se na A i B), na F = 100um (odnosi se na C-F).
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Slika 8. Graficki prikaz promjene izraZzaja koneksina 45 u kraljeZni¢noj moZzdini
uzrokovane Kkratkotrajnom Secernom boleS¢u tipa 1. K — kontrolna skupina; DM —
dijabeti¢na skupina Stakora 2 tjedna nakon i.p. aplikacije streptozotocina; CK — podrucje oko
(ukljucivo) centralnog kanala, DR - dorzalni rog. Rezultati su prikazani kao postotak

analizirane povrSine prekrivene imunofluorescencijom.
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4.5. Usporedba izrazaja razlicitih tipova Kkoneksina u kraljezni¢noj moZdini

kontrolnih i dijabeti¢nih Stakora
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Slika 9. Grafic¢ki prikaz usporedbe izrazaja koneksina 37, 40, 43 i 45 u kraljeZni¢noj
moZdini Stakora. K — kontrolna skupina; DM — dijabeti¢na skupina $takora 2 tjedna nakon
1.p. aplikacije streptozotocina; CK — podruc¢je oko (ukljucivo) centralnog kanala, DR -
dorzalni rog. Rezultati su prikazani kao postotak analizirane povrSine prekrivene

imunofluorescencijom. * - p<0.05 razlika izmedu oznacenih koneksina.
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Usporedbom izrazaja pojedinih koneksina, utvrdili smo da je u istrazivanim
podrucjima kraljezni¢ne mozdine Stakora najvise izrazen Cx43, znacajno vise u odnosu na sve
ostale istrazivane koneksine, kako u kontrolnoj, tako i u dijabeti¢noj skupini Stakora (slika 9;
sve razlike p<0.05). Izrazaj Cx40 znacajno je ve¢i u odnosu na izrazaj Cx45 u kontrolnoj
skupini (i u dorzalnom rogu i oko centralnog kanala) (sve razlike p<0.05), no nakon njegovog
smanjenja u dijabeticnoj skupini, ova razlika se viSe ne moze uociti. Medutim, izrazaj Cx37
zna¢ajno je manji u usporedbi s izrazajem Cx40 u kontrolnih Stakora (u oba istraZivana
podrucja kraljezni¢ne mozdine), ali nakon pada izrazaja Cx40 u dijabeti¢nih Stakora, izrazaj
Cx37 vedi je u odnosu na izrazaj Cx40 (sve razlike p<0.05). Najmanje su u kraljezni¢noj
mozdini Stakora izrazeni Cx37 i Cx45, pri ¢emu je izrazaj Cx45 znacajno manji u usporedbi s

Cx37 jedino u dijabeti¢nih Stakora u podrucju oko centralnog kanala (p<0.05).
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5. RASPRAVA
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U ovom eksperimentu istrazili smo izrazaj koneksina u kraljezni¢noj mozdini
dijabeti¢nih Stakora 2 tjedna nakon S$to smo im inducirali Seéernu bolest injekcijom
streptozotocina otopljenom u citrathom puferu. Istrazivanjem koneksina odnosno
medustanicnih spojeva htjeli smo utvrditi vaznost utjecaja kratkotrajnog dijabetesa na
medustanicnu komunikaciju u kraljezni¢noj mozdini te njihovu povezanost s komplikacijama
dijabetesa. U dosadasnjoj literaturi pronasli smo istrazivanja koja navode promjene u izrazaju
nekih tipova koneksina pri utjecaju hiperglikemije u kraljezni¢noj mozdini, a i u drugim
tkivima, kao Sto su bubrezi, srce, jetra, koza i drugi. Pri tome valja napomenuti da su
istrazivanja koneksina u kraljezni¢noj mozdini, ako izuzmemo dobro istrazen glijalni Cx43,
malobrojna i rezultati nisu uvijek u suglasju, dok je u dijabetesu u kraljezni¢noj mozdini
istrazen samo Cx43. Stoga nam je cilj bio utvrditi raspored i izrazaj koneksina 37, 40, 43 1 45
u kraljezni¢noj mozdini Stakora te njihove eventualne promjene u kratkotrajnoj Secernoj

bolesti izazvanoj aplikacijom streptozotocina u Stakora.

Limitacije ovog istrazivanja su relativno mali uzorak (4-5 Zivotinja po skupini) te da
smo koristili samo imunohistokemiju, a ne druge metode, primjerice Western blot za
odredivanje izrazaja koneksina. Medutim, prednost imunohistokemije kao metode je da se
moze pratiti izrazaj ciljanog proteina u razli¢itim dijelovima kraljezni¢éne mozdine (dorzalni
rog, centralni kanal itd) 1 razli€itim populacijama stanica, primjerice motorni neuroni, dok

Western blot takvu analizu ne omogucuje.

Tijekom naSeg istraZivanja utvrdili smo izrazaj Cx37 u neuronima kraljeZni¢ne
mozdine. Jaka imunoreaktivnost Cx37 nadena je u jezgrama, posebice jezgricama, ali 1 u
citoplazmi neurona, §to je posebno uo€ljivo u motornim neuronima dijabeti¢nih Stakora.
Izrazaj Cx37 takoder smo utvrdili u ependimskim stanicama centralnog kanala, u bijeloj tvari,
kao 1 oko mijeliniziranih vlakana koja prolaze kroz sivu tvar, te u krvnim Zilama. Pretragom
literature nasli smo samo tri rada koja spominju izrazaj Cx37 u kraljezni¢noj moZzdini. Lin 1
suradnici (2002) izvijestili su o prisutnosti Cx37 mRNA u lumbalnom segmentu kraljeznicne
mozdine Stakora, medutim ne spominju nikakve detalje o lokalizaciji ovog koneksina na
stani¢noj razini (56). Lavrov i suradnici (2016) pronasli su sporadi¢nu imunoreaktivnost Cx37
u kraljezni¢noj mozdini aksolotla (Necturus Maculatus), medutim, takoder ne opisuju niti
prikazuju detalje ovog nalaza, budu¢i da je 1 u njihovom, sli¢no kao 1 u naSem istrazivanju, u
mozdini Cx43 bio dominantan (57). Nadalje, Chang i sur. (1999) utvrdili su jak izrazZaj
razli¢itih tipova koneksina (ukljuCujuc¢i sve koje smo obuhvatili naSim istrazivanjem) u

kraljezni¢noj mozdini Stakora tijekom embrionalnog razdoblja, koji se smanjio prema kraju
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intrauterinog razvoja, ali se nakon toga zadrzao i u adultnom razdoblju. Izrazaj Cx37 zadrzao
se u velikom postotku motornih neurona odraslih Stakora (58). Nalaz Cx37 u krvnim zilama
kraljeznicne mozdine u suglasju je s njegovom dosada ve¢ opisanom redovitom pojavom u
krvnim zilama, ve¢inom u endotelu zila i u monocitima/makrofazima, pri ¢emu je i dobro

opisana njegova uloga u stvaranju aterosklerotskog plaka (59).

Analizom imunoreaktivnosti uocili smo znacajan porast izrazaja Cx37 u Stakora dva
tjiedna nakon indukcije DMI1, ali je razlika dosegla razinu znacajnosti samo u podrucju
(ukljucivo) centralnog kanala, dok razlika u podru¢ju dorzalnog roga nije dosegla razinu
statistiCke znacajnosti (slika 2). Ovo je prvo istraZzivanje koje pokazuje porast izrazaja
koneksina 37 u kraljezni€noj mozdini izazvan dijabetesom. Donekle u suprotnosti s nasim
rezultatima, studije koje opisuju promjenu izrazaja Cx37 u drugim organima tijekom
dijabetesa ukazuju na smanjeni izrazaj u srcu db/db miseva u usporedbi s divljim tipom (60),
pad izrazaja u bubreznim stanicama koje proizvode renin u Zuckerovom modelu dijabeti¢nih
pretilih Stakora (model DM2) (61) te pad izrazaja Cx37 mRNA u oocitama dijabeti¢nih
miSeva (62). Donekle u suglasju s nasim rezultatima su rezultati istrazivanja, Lin i sur. (2002),
na modelu neuropatske boli u Stakora gdje je utvrden porast izrazaja Cx37 u proksimalnom i
distalnom okrajku ishijadicnog Zivca nakon ozljede, koji je bio proporcionalan stupnju
termalne hiperalgezije. Medutim, u istom istraZivanju nije utvrden porast izrazaja Cx37 u
lumbalnom segmentu kraljezniéne mozdine (56). S obzirom na jasnu poveznicu porasta
izrazaja Cx37 s hiperekscitabilno$¢u nakon ozljede perifernog Zivca, mogla bi se oprezno
povu¢i paralela s potencijalnom ulogom porasta izrazaja Cx37 u centralnoj

hiperekscitabilnosti neurona kraljezni¢ne moZzdine u Se¢ernoj bolesti tipa 1.

Za razliku od ostalih istrazivanih koneksina, imunoreaktivnost Cx37 pronasli smo i u
jezgrama neurona, a posebice jaka imunoreaktivnost utvrdena je u jezgricama (slika 1). Tako
je, kako je u uvodu opisano, uloga 1 izrazaj koneksina prvenstveno vezan uz stani¢nu
membranu (30), zbog kratkog poluZivota koneksina i1 brze dinamike njihove stalne sinteze 1
razgradnje, izrazaj koneksina uobicajeno je naci u citoplazmi, fizioloski, ali 1 u nekim
patoloskim stanjima kao $to su karcinomi (Cx26, Cx30, Cx43) (63-65). Nadalje, izrazaj u
jezgri spominje se za Cx43 1 Cx30 takoder i u progenitorskim stanicama dobivenim
kultivacijom ependimskih stanica centralnog kanala kraljezni¢ne mozdine (66). Sugerira se da
se pojava koneksina u jezgri moZze povezati s regulacijom genskog izrazaja vezano uz
kontrolu rasta i diferencijacije, mehanizmima neovisnim o medustani¢noj komunikaciji (63,

64, 66-68).
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Nasim istrazivanjem utvrdili smo izrazaj Cx40 u neuronima kraljezni¢ne mozdine.
Jaka imunoreaktivnost Cx40 uocena je u citoplazmi neurona (posebno uocljiva u motornim
neuronima dijabeti¢nih Stakora), u ependimskim stanicama centralnog kanala, u bijeloj tvari,
te u krvnim Zzilama. Za razliku od Cx37, nismo uocili imunoreaktivnost Cx40 u jezgrama
neurona (slika 3). U spomenutom istrazivanju Changa i sur. (1999) takoder je utvrden jak
izrazaj Cx40 u neuronima Stakora tijekom embrionalnog razdoblja, koji je u adultnom
razdoblju smanjen na oko 7% pozitivnih motornih neurona (58) Sto nije u suglasju s
rezultatima naseg istrazivanja u kojem smo utvrdili jaku imunoreaktivnost Cx40 u svim
promatranim motornim neuronima, kao i brojnim drugim neuronima u kraljezni¢noj mozdini.
Obrazac imunoreaktivnosti bio je slican onome utvrdenom u nasem istrazivanju, s tockastim
citoplazmatskim i membranskim bojanjem. Razlike u nalazu mogu se objasniti razli¢itim
tehnikama, budu¢i da su Chang i1 sur. za kvantifikaciju koristili in situ hibridizaciju; kao 1
potencijalno vecom osjetljivoséu protutijela koja smo koristili. Ista grupa istrazivaca,
Personius i sur. (2007), koriste¢i model Cx40 knock-out misa, utvrdila je da je sprega putem
mudustani¢nih spojeva (koji sadrze Cx40) nuzna za odrzavanje obrasca aktivnosti motornih
neurona koji posreduju oblikovanju neuromuskularnih sinapsi (69). Analizom izraZaja Cx40
uoCili smo znacajno smanjenje izrazaja Cx40 u dijabeti¢nih, u usporedbi s kontrolnom
skupinom Stakora, kako u podrucju (ukljuéivo) centralnog kanala, tako i dorzalnog roga (slika
4). Navedeno se moze objasniti djelovanjem hiperglikemije na mitohondrije 1 organele u
stanici, koje se ocituje nastankom slobodnih radikala i oksidativnog stresa s posljedi¢nim
smanjenjem sinteze i ugradnje Cx40 u membranu. Stanice koje izraZzavaju Cx40 1 koje su se
pokazale osjetljive na visoku glikemiju su neuroni 1 astrociti te stanice endotela (36, 49, 50).
Makino 1 suradnici (2008) pokazali su da je hiperglikemija uzrokovala smanjenje izrazaja
proteina Cx40 u endotelu koronarnih zila i takoder umanjila stvaranje endotelne kapilarne
mreze. Nadalje, povezali su smanjenje izrazaja Cx40, uzrokovano hiperglikemijom, s
inhibiranim izrazajem transkripcijskog ¢imbenika koji regulira izrazaj Cx40 (70). Ovi podaci
sugeriraju da smanjivanje izrazaja proteina Cx40 i rezultiraju¢a patoloska komunikacija medu
stanicama mogu doprinijeti neadekvatnoj sprezi astrocita i neurona, i vaskularnoj disfunkciji u

S7ZS-u kod dijabetesa.

Na histoloskim rezovima kraljeZzniéne mozdine Stakora uocili smo jaku
imunoreaktivnost Cx43 u ependimskim stanicama centralnog kanala, te u krvnim Zilama, kao
1 u sivoj tvari oko neurona (pretpostavljeno astrocitima i mikrogliji). Za razliku od Cx37 1

Cx40 nismo pronaSli imunoreaktivnost Cx43 u neuronima, a u bijeloj tvari je
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imunoreaktivnost puno manje izrazena u odnosu na sivu tvar (slika 5). Navedeno je u suglasju
s navodima Lapata i Tiwari-Woodruffa (2018) da se Cx43 u kraljezni¢noj mozdini pretezno
nalazi u mikrogliji i astrocitima i bitan je za njihovu interakciju i prijenos iona (49). Suprotno
naSem nalazu, neki autori spominju izrazaj Cx43 takoder i u neuronima kraljezni¢ne mozdine.
Spomenutim istrazivanjem Changa 1 sur. (1999) utvrden je jak izrazaj Cx43 u neuronima
Stakora tijekom embrionalnog razdoblja, koji je u adultnom razdoblju o¢uvan s oko 93%
motornih neurona pozitivnih na Cx43 mRNA (58). Obrazac Cx43 imunoreaktivnosti bio je
slican onome utvrdenom u naSem istrazivanju, s izuzetno rijetkim tockastim citoplazmatskim
1 membranskim bojanjem, koje u nasem istrazivanju nismo interpretirali kao pozitivan nalaz.
Nadalje, Lavrov i suradnici (2016) takoder opisuju dominantnu imunoreaktivnost Cx43 u
kraljezni¢noj mozdini aksolotla (Necturus Maculatus), ali u gliji i neuronima te ukazuju na
njegovu ulogu u motornim neuronskim krugovima odgovornima za generiranje aktivnosti

sli¢ne hodu (57).

Usporedbom izrazaja pojedinih koneksina, utvrdili smo da je u istrazivanim
podrucjima kraljezni¢ne mozdine Stakora najvise izrazen Cx43, znacajno vise u odnosu na sve
ostale istrazivane koneksine, kako u kontrolnoj, tako i u dijabeti¢noj skupini Stakora; nakon
cega slijedi izrazaj Cx40, a najmanje su u kraljeZznicnoj mozdini Stakora zastupljeni Cx37 1
Cx45 (slika 9). Ovakav nalaz u suglasju je s ve¢inom dosada$njih istrazivanja, koja ukazuju
na dominantnu prisutnost Cx43, kako u kraljezni¢noj moZzdini, tako i u drugim tkivima (30,

71).

JaCa imunoreaktivnost Cx43 se uocava u mozdinama dijabeti¢nih Stakora (slika 5).
Analizom izrazaja Cx43 uocen je znacajan porast 2 tjedna nakon indukcije DM1, ali samo u
podrucju oko (uklju¢ivo) centralnog kanala, dok razlika u podrucju dorzalnog roga nije
dosegla razinu statisticke znacajnosti (slika 6). Iako ne izravno usporedivo, ovakav nalaz u
suglasju je s brojnim istrazivanjima koja ukazuju na porast izraZzaja Cx43 u astrocitima 1
mikrogliji tijekom razli¢itih upalnih stanja u kraljeZzni€noj moZdini (autoimune bolesti,
multipla skleroza, Alzheimerova bolest), poslije mozdanog udara, zatim u akutnoj 1 kroni¢noj
fazi nakon ozljede kraljeznicne mozdine (28). Primarne lezije nakon ozljede ledne mozdine,
ishemije mozga 1 ozljede perifernog zivca djeluju izravno na lokalne astrocite i poticu
interakciju izmedu aktivirane mikroglije 1 astrocita, dovode¢i do poveéanja izvanstani¢ne
koncentracije Ca?*. ATP i citokini koji se oslobadaju putem hemikanala koji sadrze Cx43 u
astrocitu djeluju na mikrogliju putem P2X receptora, ¢ime se dalje pokrece aktivacija astrocita

1 otvaranje jo§ veceg broja Cx43-hemikanala. ATP, glutamat, NAD+ i citokini koje oslobada
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Cx43 izravno moduliraju prijenos impulsa medu stanicama 1 pokrecu upalnu kaskadu, $to na
kraju rezultira kroni¢nom boli, degeneracijom neurona i nepovratnim oste¢enjima zZivéanog

tkiva (72).

Slicno rezultatima naSeg istrazivanja na kraljezni¢noj mozdini, Guang-Yu Wang i
suradnici  (2017) wutvrdili su da hiperglikemija izaziva poviSeni izrazaj Cx43 u
kardiomiocitima ventrikula koji imaju vaznu ulogu u odrzavanju normalne srcane funkcije,
kao Sto su metabolic¢ki procesi i pravilna elektri¢na vodljivost. Stoga su promjene izrazaja
Cx43 povezane s razli¢itim sréanim bolestima, kao Sto su infarkt miokarda, ishemija-
reperfuzija, aritmija i zatajenje srca (73). Ball KK i sur. (2011) uzgajali su astrocite mozga
Stakora u mediju s visokom (25 mmol/L) i niskom (5,5 mmol/L) razinom glukoze u trajanju
od 2 do 3 tjedna te pratili izrazaj Cx43. Njihovo istrazivanje pokazalo je pad izrazaja Cx43 u
navedenim stanicama, ali i u donjem kolikulu dijabeti¢nih Stakora, §to objaSnjavaju utjecajem
oksidativnog i nitritivnog stresa (74). Takoder Gandhi i sur. (2010) prikazuju smanjenu
ekspresiju Cx43 (i Cx30, ali ne Cx26) u astrocitima, pri izlaganju hiperglikemiji, ¢ime
objasnjavaju i utvrdeno smanjenje medustani¢éne komunikacije u kultiviranim astrocitima, ali i
u donjem kolikulu Stakora 20-24 tjedna nakon indukcije DM1 streptozotocinom — pri ¢emu ne
prikazuju promjene u izrazaju koneksina u mozgu, samo u astrocitima u kulturi (75). Rezultati
obaju navedenih istrazivanja u suprotnosti su s naSima. Navedena razlika moze se objasniti
prvenstveno u razli¢itim dijelovima SZS koje smo istraZivali (za koju sami autori utvrduju
razlike u promjenama kod dijabeti¢nih Stakora); u duljini trajanja dijabetesa, koji je u naSem
istrazivanju u pocetnoj fazi; kao 1 da se in vitro kultivacijom izoliranih astrocita izostavlja
medusobna interakcija razliitih populacija stanica koja bi mogla utjecati na izrazaj

koneksina.

Na histoloskim rezovima kraljeZznicne moZdine Stakora ustvrdili smo slabu
imunoreaktivnost Cx45 u ependimskim stanicama centralnog kanala, dok je jaka
imunoreaktivnost pronadena u bijeloj tvari. Za razliku od ostalih istraZivanih koneksina, Cx45
imunoreaktivnost nije pronadena u neuronima i sivoj tvari opcenito, s izuzetkom jake
imunoreaktivnosti oko mijeliniziranih aksona koji prolaze kroz sivu tvar (slika 7). U
suprotnosti s naSim rezultatima, u istrazivanju Chapman i sur. (2013) koriStenjem Cx45
reportera mi§jeg modela utvrdena je lokalizirana ekspresija Cx45 u interneuronima unutar
lamina I-III dorzalnog roga kraljeznicne mozdine, sa zakljuckom da dorzalni rog izraZava
Cx45 koji pod odredenim uvjetima sudjeluje u ostvarivanju neuronalno-glijalne mreze i

relevantan je za somatosenzorni put i nocicepciju (76). Osim lokalizacije u neuronima, Cx45
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pronaden je 1 u mikrogliji 1 oligodendrocitima (77, 78). U suglasju s naSim rezultatima, Pastor
i sur. (1998) i Dermietzel i sur. (1997) utvrdili su prisutnost Cx45 proteina i mRNA u
oligodendrocitima, tako da mozemo pretpostaviti da je veé¢ina Cx45 imunoreaktivnosti koju
nalazimo oko vlakana i u bijeloj tvari lokalizirana upravo u oligodendrocitima (79, 80).
Medutim, zanimljivo je da su utvrdene razlicite uloge Cx45 u uligodendrocitima koji se mogu
nac¢i u sivoj tvari, gdje Cx45 sluze medusobnom povezivanju stanica, za razliku od bijele
tvari, gdje je naden vrlo niski stupanj medusobnog povezivanja stanica pa se pretpostavlja da

oni ovdje imaju potpuno drugaciju ulogu.

Analizom imunoreaktivnosti Cx45 nismo uocili razlike izrazaja Cx45 u kraljezni¢noj
mozdini izmedu kontrolne i dijabeti¢ne skupine Stakora (slika 8). Izrazaj Cx45 u kraljezni¢noj
mozdini tijekom Secerne bolesti do sada nije istrazivan pa je naSe istrazivanje prvo takve
vrste. Utjecaj hiperglikemije na Cx45 objas$njen je u eksperimentu Howartha 1 sur. (2007) gdje
su ispitivani ucinci dijabetesa na elektri¢nu aktivnost srca, i to sinoatrijskog ¢vora. Sinusna
aritmija, koja se javila kao posljedica indukcije dijabetesa melitusa, uzrokovana je izmjenom

funkcije sinoatrijskog ¢vora zbog poviSenog izrazaja Cx45 (81).

Vazan nalaz nase studije je naglasena imunoreaktivnost svih istrazivanih koneksina u
ependimskim stanicama centralnog kanala kraljeznicne mozdine, koja je bila proporcionalna
onoj u drugim podru¢jima, pa je tako najvisi bio izrazaj Cx43, a najnizi Cx45. Ependim
centralnog kanala kraljeZzni¢ne moZdine, prema radu Fabbiani 1 sur. (2020), latentni je izvor
maticnih stanica, koji se reaktivira nakon ozljede kraljeZni€ne mozdine te postaje izvor novih
stanica za glijalni ,,0ziljak* (82). Poznato je da su ove stanice povezane medusobno
pukotinskim spojevima, te se smatra da pukotinski spojevi 1 hemikanali koje tvore koneksini
igraju vaznu ulogu u reaktivaciji proliferacije, pri ¢emu se posebno isti¢u Cx26 1 Cx43 (82).
Rodriguez-Jimenez 1 sur. (2015) opisali su da progenitorske stanice dobivene kultivacijom
ependimskih stanica iz adultne kraljeznicne mozdine pokazuju visoku razinu izrazaja Cx50 u
fizioloskim uvjetima te da se ova razina smanjuje nakon ozljede kraljeZzni¢ne moZzdine (66).
Nadalje, dokazali su da su ovi u€inci Cx50 barem djelomi¢no posljedica moduliranja izraZaja
Sox2, cimbenika kljunog za odrZzavanje samo-obnavljanja pluripotentnosti neuralnih
mati¢nih stanica 1 in situ konverziju endogenih glija stanica u neurone (83). Russo 1 sur.
(2008) dokazali su vaznost funkcije Cx43 u ependimskim stanicama kraljeZni¢ne mozdine za
neurogenezu (84). Osvréuéi se na rastuci broj istrazivanja koji dokazuju vaznost uloge
razli¢itih tipova koneksina u procesima samoobnavljanja, rasta, proliferacije 1 diferencijacije

mati¢nih stanica Rodriguez-Jimenez 1 sur. (2016) zakljucuju o visokom potencijalu
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modulacije koneksina u buduénosti regenerativne terapije kraljezni¢ne mozdine (detaljan opis
s popisom literature u Rodriguez-Jimenez i sur., 2016). Uzevsi u obzir sve navedeno, nasi
rezultati podupiru znacaj svih istrazenih koneksina (Cx37, Cx40, Cx43 i Cx45) u funkciji
ependimskih stanica centralnog kanala, vjerojatno proporcionalno njihovom izrazaju. Nadalje,
porast izrazaja Cx37 1 Cx43, kao i pad izrazaja Cx40, koje smo utvrdili u podru¢ju oko
(uklju¢ivo) centralnog kanala kraljeznicne mozdine dijabeti¢nih Stakora mogao bi ukazivati
na poremeceni potencijal ependimskih stanica centralnog kanala u regeneraciji kraljezni¢ne
mozdine nakon potencijalne ozljede u pacijenata oboljelih od Secerne bolesti. Zbog Sirokog
raspona razli¢itih uloga koje se pripisuju neuronima lamine X kraljeznicne mozdine, ove
promjene takoder bi mogle imati znac¢ajnu ulogu u procesima maladaptacije viscerosenzornih

puteva izazvanim dijabetesom.

Uzevsi u obzir izrazaj i promjene razlicitih istrazivanih koneksina koje smo utvrdili u
Stakora oboljelih od Secerne bolest tipa 1 izazvane streptozotocinom u povrSinskim laminama
dorzalnog roga, posebice naglaSeni pad razine Cx40, ¢iji smo izraZaj utvrdili prvenstveno u
neuronima, takoder mozemo zakljuiti o njihovoj ulozi u procesima maladaptacije

somatosenzornih puteva izazvanim dijabetesom.
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6. ZAKLJUCAK
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Na temelju rezultata mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

1. Koneksin 37 i Cx40 su u kraljeznicnoj mozdini Stakora prvenstveno izraZzeni u
neuronima, dok je Cx43 prvenstveno izrazen u astrocitima i mikrogliji, a Cx45 u
oligodendrogliji.

2. Eksperimentalni DM1 u Stakora u pocetnoj fazi uzrokuje poremecaj izrazaja razlicitih
tipova koneksina.

3. Izrazaj Cx40 se u pocetnoj fazi DM1 smanjuje, kako u podru¢ju oko (ukljucivo)
centralnog kanala, tako i dorzalnom rogu.

4. lzrazaj Cx43 i Cx37 raste u pocCetnoj fazi DM1 u podrucju oko (ukljucivo) centralnog
kanala.

5. Promjene izrazaja koneksina koje smo utvrdili u kraljezni¢noj mozdini dijabeti¢nih
Stakora u podrucju oko centralnog kanala mogle bi imati znacajnu ulogu u procesima
maladaptacije viscerosenzornih puteva izazvanim dijabetesom i utjecati na reaktivnost
mozdine na potencijalnu ozljedu.

6. Promjene izrazaja koneksina koje smo utvrdili u dorzalnom rogu kraljezni¢ne mozdine
dijabeti¢nih Stakora mogle bi imati znacajnu ulogu u procesima maladaptacije

somatosenzornih puteva izazvanim dijabetesom.
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8. SAZETAK
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Cilj: Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi izrazaj i raspored koneksina (Cx) 37, 40, 43 145 u
kraljezni¢noj mozdini Stakora te njihove eventualne promjene u kratkotrajnoj Se¢ernoj bolesti

izazvanoj aplikacijom streptozotocina u Stakora.

Materijal i metode: Deset muskih Stakora soja Sprague-Dawley podijeljeno je u dvije
skupine, kontrolna skupina (K) i dijabeticna (DM). U dijabeticnoj skupini Stakorima je
aplicirano intraperitonealno 55 mg/kg streptozotocina (STZ), koji je otopljen u citratnom
puferu (pH 4.5), kako bi se inducirala Se¢erna bolest tipa 1, a Stakori koji su koristeni kao
kontrola dobili su &isti citratni pufer. Zivotinje su eutanazirane nakon dva tjedna te im je
uklonjena kraljezni¢na mozdina. Tkivo je uklopljeno u parafin. Rezovi tkiva obojani su
imunohistokemijski koriStenjem protutijela protiv Cx37, Cx40, Cx43 1 Cx45. Uzorci su
pregledani pomocu epifluorescencijskog mikroskopa. Mikrofotografije rezova su analizirane
pomoc¢u Adobe Photoshop i Image J programa. Analizirano je podrucje dorzalnog roga i
podruc¢je oko (ukljucivo) centralnog kanala. Rezultati su statisticki obradeni koriStenjem
Mann Whitney testa ili Kruskal-Wallis testa s Dunn-ovim post-hoc testom za viSestruke

usporedbe, pri ¢emu je p<0.05 smatrano znac¢ajnom razlikom.

Rezultati: Na histoloSkim rezovima kraljeznicne mozdine Stakora pronasli smo
imunoreaktivnost Cx37 i1 Cx40 u neuronima, dok je izrazaj Cx43 bio najjaci u okolnoj gliji.
Cx45 pronasli smo u bijeloj tvari, kao 1 oko mijeliniziranih vlakana, gdje je uocen i Cx37. U
krvnim Zilama pronadeni su Cx37, Cx40 1 Cx43, dok su u ependimskim stanicama centralnog
kanala bila izraZzena sva cetiri istrazivana koneksina. Usporedbom izrazaja pojedinih
koneksina, utvrdili smo najvisi izrazaj Cx43, znacajno viSe u odnosu na sve ostale istrazivane
koneksine, kako u kontrolnoj, tako 1 u dijabeti¢noj skupini Stakora; nakon Cega slijedi izrazaj
Cx40, a najmanje su u kraljezni¢noj mozdini $takora zastupljeni Cx37 1 Cx45. Analizom
izrazaja koneksina u podrucju dorzalnog roga uoceno je statisticki znafajno smanjenje
izrazaja Cx40 u skupini DM u odnosu na K skupinu (p<0.01). U podrucju (ukljucivo)
centralnog kanala uocen je znac¢ajan porast izrazaja Cx37 1 Cx43 (p<0.05) 1 pad izrazaja Cx40

(p<0.01). Izrazaj Cx45 nije se znacajno razlikovao u DM u usporedbi s K skupinom.

Zakljucak: Koneksin 37 i Cx40 su u kraljezni¢noj mozdini Stakora prvenstveno izraZeni u
neuronima, dok je Cx43 prvenstveno izraZzen u astrocitima i mikrogliji, a Cx45 u
oligodendrogliji. Eksperimentalni DM1 u $takora u pocetnoj fazi uzrokuje poremecaj izrazaja
razli¢itih tipova koneksina, pri ¢emu se izrazaj Cx40 smanjuje, a izrazaj Cx43 1 Cx37 raste.

Promjene izraZaja koneksina koje smo utvrdili u kraljeZzni€noj moZzdini dijabeti¢nih Stakora
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mogle bi imati znacajnu ulogu u procesima maladaptacije somato- i viscerosenzornih puteva
izazvanim dijabetesom, kao i utjecati na reaktivnost kraljezni¢ne mozdine na potencijalnu

ozljedu.
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9. SUMMARY
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Title: Expression of connexin in the spinal cord of rats with short-term type 1 diabetes

Objective: The aim of this study was to determine the expression and distribution of
connexins (Cx) 37, 40, 43 and 45 in the spinal cord of rats and their possible changes in short-

term diabetes caused by the application of streptozotocin in rats.

Materials and methods: Ten male Sprague-Dawley rats were divided into two groups,
control group (K) and diabetic (DM). In the diabetic group, rats were administered
intraperitoneally 55 mg/kg streptozotocin (STZ), dissolved in citrate buffer (pH 4.5), to
induce type 1 diabetes, and rats used as controls received pure citrate buffer. The animals
were euthanized after two weeks and their spinal cord was removed. The tissue is embedded
in paraffin. Tissue sections were stained immunohistochemically using antibodies against
Cx37, Cx40, Cx43, and Cx45. The samples were examined using an epifluorescence
microscope. Photomicrographs were analyzed using Adobe Photoshop and Image J. The area
of the dorsal horn and the area around (inclusively) the central canal were analyzed. Results
were statistically processed using the Mann Whitney test or the Kruskal-Wallis test with the
Dunn post-hoc test for multiple comparisons, with p <0.05 being considered a significant

difference.

The results: On histological sections of the spinal cord of rats, we found the
immunoreactivity of Cx37 and Cx40 in neurons, while the expression of Cx43 was strongest
in the surrounding glia. Cx45 was found in white matter as well as around myelinated fibers,
where Cx37 was also observed. Cx37, Cx40, and Cx43 were found in blood vessels, while all
four investigated connexins were expressed in ependymal cells of the central canal. By
comparing the expression of individual connexins, we found the highest expression of Cx43,
significantly higher than all other studied connexins, both in the control and diabetic groups of
rats; followed by the expression Cx40, and the least represented in the spinal cord of rats were
Cx37 and Cx45. Analysis of connexin expression in the dorsal horn area showed a statistically
significant decrease in Cx40 expression in the DM group compared to the K group (p <0.01).
In the area (inclusive) of the central canal, a significant increase in the expression of Cx37 and
Cx43 (p <0.05) and a decrease in the expression of Cx40 (p <0.01) were observed. The
expression of Cx45 did not differ significantly in DM compared to the K group.

Conclusion: Connexin 37 and Cx40 are primarily expressed in neurons in the spinal cord of
rats, while Cx43 is primarily expressed in astrocytes and microglia, and Cx45 in

oligodendroglia. Experimental DMI1 in rats in the initial stage causes a disturbance in the
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expression of different types of connexins, with the expression of Cx40 decreasing and the
expression of Cx43 and Cx37 increasing. Changes in connexin expression found in the spinal
cord of diabetic rats could play a significant role in the processes of maladaptation of somato-
and viscerosensory pathways caused by diabetes, as well as affect the reactivity of the spinal

cord to potential injury.
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