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POPIS OZNAKA I KRATICA 

 

[25(OH)2D3]  25-hidroksivitamin D3; kalcidiol (engl. 25-hydroxyvitamin D3) 

[1,25(OH)2D3] 1,25-hidroksivitamin D3; kalcitriol (engl.1,25-dihydroxyvitamin D3) 

[24,25(OH)2D3] 24, 25-dihidroksivitamin D3 (engl. 24,25-dihydroxyvitamin D3) 

25-OHaza  25-hidroksilaza (engl. vitamin D-25 hydroxylase, CYP27A1) 

1α-OHaza   1α-hidroksilaza (engl. 25-hydroxyvitamin D3-1α-hydroxylase, CYP27B1) 

24-OHaza  24-hidroksilaza (engl. vitamin D3-24-hydroxylase, CYP24A1) 

α-SMA  α-glatki mišićni aktin (engl. α smooth muscle actin) 

ANOVA  test jednosmjerne analize varijance (engl. one-way analysis of variance) 

D2   ergokalciferol (engl. ergocalciferol) 

D3   kolekalciferol (engl. cholecalciferol) 

DAPI   4', 6-diamid-2-fenilindol (engl. 4', 6-diamidino-2-phenylindole) 

DBP   vitamin D vezujući protein (engl. vitamin D binding protein) 

DM   šećerna bolest (engl. diabetes mellitus) 

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

DM2   šećerna bolest tipa 2 (engl. diabetes mellitus type II) 

DNK   deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid, DNA) 

FLD   masna bolest jetre (engl. fatty liver disease) 

GAD   protutijela na dekarboksilazu glutaminske kiseline (engl. glutamic acid  

   decarboxlylase)  

GFAP   glijalni fibrilarni kiseli protein (engl. glial fibrillary acidic protein) 

GDM   šećerna bolest kod trudnica (engl. gestational diabetes mellitus) 
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HSCs   zvjezdaste, stelatne stanice jetre; Itove stanice (engl. hepatic stellate cells, Ito

   cells) 

IAA   protutijela na endogeni inzulin (engl. insulin autoantibody) 

Iba1   ionizirana kalcij-vezujuća adapterska molekula 1 (engl. ionized calcium- 

   binding adapter molecule 1) 

ICA   protutijela na Langerhansove otočiće (engl. islet cell autoantigen) 

IDF   Međunarodna dijabetološka federacija (engl. International Diabetes  

   Federation ) 

KCs   Kupfferove stanice (eng. Kupffer cells) 

LESCs  endotelne sinusoidne stanice jetre ( engl. liver endothelial sinusoidal cells) 

LD   masna kapljica (engl. lipid droplet) 

MAPK  protein-kinaza aktivirana mitogenom (engl. mitogen-activated protein kinase) 

MHC   glavni kompleks tkivne podudarnosti  (engl. major histocompatibility  

   complex) 

MS   multipla skleroza (engl. multiple sclerosis) 

MPO   mijeloperoksidaza (engl. myeloperoxidase) 

NAFLD   nealkoholna bolest masne jetre (engl. nonalcoholic fatty liver disease ) 

NASH   nealkoholni steatohepatitis (engl. nonalcholic steatohepatitis) 

NEFA   neesterificirane masne kiseline (engl. non-esterified fatty acid) 

PBS   fiziološka otopina u fosfatnom puferu (engl. phosphate buffer saline) 

PPARs  receptori za aktivaciju proliferacije peroksisoma (engl. peroxisome  

   proliferators activated receptors) 

PPARα  receptori za aktivaciju proliferacije peroksisoma α (engl.    

   peroxisome proliferators activated receptors α) 
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PPARγ  receptori za aktivaciju proliferacije peroksisoma γ (engl.    

   peroxisome proliferators activated receptors γ) 

RA   reumatoidni artritis (engl. rheumatoid arthritis) 

ROS   reaktivni radikali kisika (engl. reactive oxygen species) 

RXR   retinoid X receptor (engl. retinoid X receptor) 

SLE   sistemni erimatoidni lupus (engl. systemic lupus erythematosus) 

STZ   streptozotocin (engl. streptozotocin) 

WHO   Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization) 

TGF-β   transformirajući čimbenik rasta β (engl. transforming growth factor beta) 

TGF-β1  transformirajući čimbenik rasta β1 (engl. transforming growth factor beta 1) 

TUNEL  TUNEL-test (engl. terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated  

deoxyuridine  triphosphate nick end labelling) 

VEGF   čimbenik rasta koji potiče stvaranje novih krvnih žila (engl. vascular  

   endothelial growth factor) 

VDR   receptor za vitamin D (engl. vitamin D receptor) 

VDDR-I  o vitaminu D ovisni rahitis tipa 1 (engl. vitamin D-dependent rickets type I) 

VDDR-II  o vitaminu D ovisni rahitis tipa 2 (engl. vitamin D -dependent rickets type II) 

VDREs  regulacijski odsječci gena čiji je izražaj kontroliran vitaminom D (engl.  

   vitamin D response elements) 
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1. UVOD 

Šećerna bolest (engl. diabetes mellitus, DM) danas je najčešći endokrini poremećaj i rastući 

zdravstveni problem u većini razvijenih zemalja (1). Kao metabolički poremećaj povezana je i s 

ozbiljnim jetrenim komplikacijama (2, 3). Jetra ima središnju ulogu u kontroli homeostaze glukoze i 

sudjeluje u složenoj regulaciji metaboličkih supstrata i hormona (4, 5). Metabolička bolest jetre 

uzrokovana šećernom bolešću uglavnom je posljedica oksidacijskog stresa (3). U posljednjih 

nekoliko desetljeća opsežno se proučavaju biološki učinci aktivnog oblika vitamina D (6-8). Novije 

spoznaje ukazuju na povoljne učinke vitamina D u različitih kroničnih bolesti kao što su 

kardiovaskularne, šećerna bolest, maligne i autoimune bolesti (9-12). Steroidni hormon, vitamin D, 

ostvaruje učinke vezanjem za receptore vitamina D (engl. vitamin D receptors; VDR) (7, 13). 

Istraživanja pokazuju da sustav vitamin D/VDR ima i potencijalni terapijski učinak na smanjenje 

razvoja jetrene fibroze. U modelu streptozotocinom inducirane šećerne bolesti, primjena vitamina D 

smanjuje metabolički i oksidacijski stres u jetri štakora (3). 

Široka rasprostranjenost VDR-a i ključnih enzima aktivacije 1α-hidroksilaze (engl. 25-

hydroxyvitamin D3-1α-hydroxylase, 1α-OHaza; CYP27B1) i inaktivacije 24-hidroksilaze (engl. 

vitamin D3-24-hydroxylase, 24-OHaze; CYP24A1) u većini stanica sisavaca ukazuje da stanice u 

različitim tkivima imaju potencijal za aktivaciju/deaktivaciju vitamina D, koji može djelovati 

autokrino ili parakrino (13, 14). Iako je dosada potvrđena prisutnost VDR-a u stanicama jetre (15-

17) nisu razjašnjeni pozadinski mehanizmi djelovanja vitamina D koji rezultiraju smanjenjem 

jetrenih komplikacija šećerne bolesti (3). Osim toga ne postoje podaci o raspodjeli enzima 1α-

OHaze u pojedinim stanicama jetrenog tkiva.  

Unatoč tome, što su istraživanja o učincima vitamina D u stalnom porastu, mehanizmi ostvarivanja 

brojnih povoljnih učinaka nisu do kraja poznati. Osim učinaka vitamina D u regulaciji metabolizma 

kalcija i fosfata (18), utvrđene su i brojne druge uloge vitamina D, uključujući regulaciju lučenja 

hormona, regulaciju proliferacije i diferencijacije stanica i imunoregulaciju (19). Također brojna 

istraživanja pokazuju povoljne učinke vitamina D kod starenja i različitih bolesti povezanih sa 

starenjem (kardiovaskularne bolesti, šećerna bolest, maligne i autoimune bolesti) (9-11). Međutim, 

izražaj VDR-a i ključnih enzima metabolizma vitamina D u jetri dijabetičnih štakora nije do kraja 

razjašnjen. 
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1.1. Jetra 

 

Jetra, najvažniji metabolički organ, ujedno je i najveća žlijezda u tijelu. Posrednik je između 

probavnog sustava i krvi. Zauzima središnje mjesto u metabolizmu i funkcioniranju izmjene tvari u 

organizmu. Osim pretvorbe i pohrane metabolita, jetra ima važnu ulogu u proizvodnji bjelančevina 

plazme, kao što je albumin. Uklanjanje otrovnih tvari iz jetre vrši se putem njenog egzokrinog 

sustava žučnih kanalića. Zbog svojih brojnih funkcija često se naziva "glavnom tvornicom 

organizma" (20). 

 

1.1.1 Građa jetre 

 

Jetra je smještena u desnom gornjem dijelu trbušne šupljine neposredno ispod ošita. Ima dvije 

površine, gornju koja je konveksna i u suodnosu je s ošitom (lat. facies diaphragmatica hepatis) i 

donja koja je u suodnosu s trbušnim organima (lat. facies visceralis hepatis). Sastoji se od 4 režnja. 

Na gornjoj površini dva, desni veći i lijevi manji. Na donjoj površini jetre razlikuju se još 2 manja 

ražnja, lobus quadratus i lobus caudatus. Granicu između režnjeva jetre označavaju na njenoj 

gornjoj strani srpasta veza (lat. lig. falciforme hepatis). Na donjoj strani jetre nalaze se tri žlijeba, 

dva sagitalna i jedan poprečni, koji oblikuju slovo H. Poprečni žlijeb predstavlja hilus jetre (porta 

hepatis), kroz koji prolaze krvne žile, živci i žučni kanali. Desnu sagitalnu brazdu čini udubina za 

žučni mjehur (lat. fossa vesicae biliaris), te brazda za donju šuplju venu (lat. sulcus venae cave). 

Lijevu sagitalnu brazdu čine u svom prednjem dijelu sadrži lig. teres hepatis, a u svom zadnjem 

dijelu lig. venosum (21, 22). Jetra je obavijena fibroznom čahurom (Glissonova čahura), koja sadrži 

brojne veće limfne žile i u području porte hepatis neposredno se nastavlja u vezivne pretince 

smještene na kutovima jetrenih režnjića (interlobularni, portalni ili Kiernanovi prostori). Kiernanov 

prostor sadrži arteriju (ogranak jetrene arterije), venu (ogranak vene porte), žučni kanalić i limfne 

žile (23). Krvotok u jetri podijeljen je na hranidbeni i funkcionalni. Hranidbeni se odvija putem 

jetrene arterije, a funkcionalni putem vene portae. Većina krvotoka potječe od portalne vene (70-

80%), a manji dio od jetrene arterije (24). 
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1.1.2 Histologija jetre 

 

Osnovnu morfološku jedinicu jetre čini jetreni režnjić koji ima oblik šesterokuta ili pčelinje saće. U 

jetri čovjeka se oko jetrenog režnjića nalazi 3-6 portalnih prostora. Portalni prostor obuhvaća 

venulu, arteriolu, žučni kanalić i limfnu žilu. Hepatociti, osnovne građevne jedinice jetre, 

raspoređeni su zrakasto u jetrenom režnjiću. Poput opeke sačinjavaju stanične ploče (Remakovi 

nizovi) koji su usmjereni od periferije prema njegovom središtu gdje se između nalaze sinusoidne 

kapilare tj. jetrene sinusoide (25). 

 

U jetri osim parenhima koji je izgrađen od hepatocita nalaze se i sljedeće ne-parenhimske stanice: 

- endotelne stanice sinusoidnih kapilara (engl. liver endothelial sinusoidal cells, LESCs); 

- Kupfferove stanice ili jetreni makrofazi (engl. Kupffer cells, KCs); 

- Itove stanice ili stelatne stanice jetre (engl. Ito cells or hepatic stellate cells, HSCs); 

- građevne komponente drugih tkiva: vezivnog, mišićnog i živčanog tkiva (23). 

 

Endotelne stanice sinusoidnih kapilara (engl. liver sinusoidal endothelial cells, LSECs) - su 

fenestrirane stanice koje od hepatocita dijeli bazalna lamina i subendotelni ili Disseov prostor, u 

kojem se nalaze mikrovili hepatocita. Kad krvna plazma protiče kroz sinusoide ona se cijedi kroz 

fenestre endotelnih stanica i dolazi u odnos sa hepatocitima, što omogućuje izmjenu 

makromolekula. Stanice imaju funkciju „čistača organizma“ i odgovorne su za uklanjanje 

potencijalnih opasnih makromolekula iz krvi, te imaju važnu ulogu u imunosnom sustavu jetre (26). 

 

Kupfferove stanice (engl. Kupffer cells, KCs) ili jetreni makrofazi dio su retikuloendotelnog sustava 

jetre i imaju sposobnost fagocitiranja. Podrijetlom su iz koštane srži. Njihova diferencijacija 

započinje iz promonocita i monoblasta u monocite, zatim od monocita iz periferne krvi završavaju 

diferencijaciju u zrele Kupfferove stanice (27). Čine oko 15-20% jetrenih stanica. Sudjeluju i u 

razgradnji hemoglobina, izlučivanju bjelančevina vezanih za imunološke procese i stvaranju 

bilirubina (28). Kao jedan od biljega jetrenih makrofaga koristi se ionizirajuća kalcij-vezujuća 

adapterska molekula 1 (engl. ionized calcium-binding adapter molecule 1, Iba1) (29). 
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Itove stanice (engl. Ito cells or ; hepatic stellate cells, HSCs) ili stelatne (zvjezdaste) stanice jetre su 

periciti koji se nalaze Disseovom prostoru (perisinusoidalni prostor između jetrenih sinusoida i 

hepatocita). Predstavljaju oko 5-8 % jetrenih stanica. Svaka stanica ima nekoliko dužih izdanaka 

koji obavijaju sinusoide. Lipidne kapljice u stanicama pohranjuju vitamin A kao ester retinola. 

Osim funkcije u pohrani i otpuštanju retionoida imaju važnu ulogu u fibrozi jetre, odnosno, 

stvaranju ožiljkastog tkiva tijekom odgovora na oštećenje jetre. U normalnoj jetri Itove stanice su u 

"mirnom" stanju (30). Kada se jetra ošteti, Itove stanice mogu se promijeniti u "aktivno" stanje. 

Aktivirane stanice karakterizirane su sposobnošću proliferacije, kontraktilnosti i kemotaksije (31). 

Aktivirane Itove stanice također su odgovorne za lučenje kolagenskog ožiljkastog tkiva, jednog od 

obilježja fibroze/ciroze jetre (32). Biljeg stelatnih stanica u jetrenom tkivu je glijalni kiseli fibrilarni 

protein (engl. glial fibrillary acidic protein, GFAP) posebice kada su u stanju mirovanja, a u 

aktivnom stanju izražavaju biljeg alfa aktin glatkog mišića (engl. αlpha smooth muscle actin, α- 

SMA) (31). 

 

Hepatociti (engl. hepatocytes) su parenhimske stanice i osnovne građevne jedinice jetre, višekutnog 

oblika, s jednom ili dvije jezgre. U Disseov prostor s površine hepatocita strše mikrovili. U skladu s 

brojnim funkcijama jetre, u citoplazmi hepatocita obilno su zastupljene citoplazmatske organele: 

zrnata i glatka endoplazmatska mrežica, Golgijev aparat (oko 50), mitohondriji (oko 2000), 

lizosomi i peroksisomi, a od paraplazmatskih tvari glikogen i kapljice masti. Citoplazma hepatocita 

je eozinofilna, što je odraz brojnih mitohondrija, dok je bazofilni izgled odraz velikih količina 

hrapavog endoplazmatske mrežice i slobodnih ribosoma. U glatkoj endoplazmatskoj mrežici 

odvijaju se različiti važni procesi kao što su oksidacija, metilacija i konjugacija (23). Hepatociti 

sadržavaju i glikogen. Jetreni glikogen je pričuvni oblik glukoze i on se počinje razgrađivati kad se 

razina glukoze u krvi spusti ispod dozvoljenih fizioloških raspona vrijednosti. Osim što sintetiziraju 

bjelančevine za vlastito održavanje, hepatociti proizvode i različite bjelančevine, koje se 

sintetiziraju na polisomima vezanim za hrapavu endoplazmatsku mrežicu. Jetra kao žlijezda s 

unutrašnjim i vanjskim lučenjem, osim endokrine funkcije, putem izlučivanja žuči ostvaruje i svoju 

egzokrinu funkciju. Upravo hepatociti primaju, mijenjaju i izlučuju sastojke krvi u žučne kapilare, a 

svojim dodirnim plohama omeđuju tanki prostor koji je po funkciji žučna kapilara. Stoga glavne 

funkcije hepatocita uključuju stvaranje i izlučivanje žuči, regulaciju stabilnosti glikemije, sintezu 

lipida i sekreciju plazminih lipoproteina, reguliranje metabolizma kolesterola, stvaranje ureje, 
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serumskih albumina, čimbenika koagulacije, enzima i brojnih drugih proteina te konačno 

metabolizam i detoksikaciju lijekova i drugih supstanci u organizmu (23). 

Hepatociti imaju također veliku sposobnost regeneracije. Štakorska jetra regenerira se u cijelosti 

ako joj se operativno odstrani 75% ukupne mase (parcijalna hepatektomija) (34). U čovjeka 

sposobnost regeneracije znatno je smanjena, ali je važna jer se dijelovi jetre mogu upotrijebiti za 

transplantaciju (35). 

 

Slika 1. Građa jetrenog režnjića. Jetra štakora, bojenje hemalaun-eozinom. cv – centralna vena; pt 

– portalna trijada; ha – hepatička arterija; hpv – hepatička portalna vena; žk – žučni kanalić; 

zvjezdica – hepatocit; strelica – jetreni makrofag; crni vršak strelice – stelatna stanica; bijeli vršak 

strelice – endotelna stanica sinusoide. (A. Vuica, iz zbirke Laboratorija za neurokardiologiju) 
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1.1.3 Funkcije jetre 

 

U najvažnije funkcije jetre se ubrajaju: sinteza bjelančevina, stvaranje i izlučivanje žuči, 

pohranjivanje metabolita, regulacija homeostaze ugljikohidrata, kontrola metabolizma kolesterola, 

proizvodnja ureje, proizvodnja bilirubina te detoksikacija i inaktiviranje lijekova i drugih stranih 

tvari.  

Hepatociti sintetiziraju bjelančevine za vlastito odražavanje i stvaraju bjelančevine plazme koje se 

luče u krv: albumine, protrombin, fibrinogen i apolipoproteine. Bjelančevine se sintetiziraju na 

hrapavoj endoplazmatskoj mrežici (36). Funkcija hepatocita nije da pohranjuju bjelančevine nego 

da ih stalno otpuštaju u krv. Egzokrina funkcija jetre proizvodnja je žuči jer hepatociti primaju, 

mijenjaju i izlučuju sastojke krvi u žučne kapilare (37). Lipidi i ugljikohidrati pohranjuju se u jetri u 

obliku triglicerida i glikogena (38). Procesom glukoneogeneze lipidi i aminokiseline pretvaraju se u 

glukozu. Hepatociti na taj način održavaju stalnu razinu glukoze u krvi (38). Sinteza kolesterola i 

lipida su neke od uloga peroksisoma, organela koje kao lizosomi sadržavaju enzime. U jetri se vrši i 

esterifikacija kolesterola, kao i metabolička razgradnja masnih kiselina, te stvaranje ketonskih tijela 

(39). Hepatocit je i glavno mjesto deaminacije aminokiselina, pri čemu nastaje urea koja se krvlju 

prenosi do bubrega (40). Proizvodnja bilirubina se zbiva u mononuklearnom fagocitnom sustavu 

kojemu pripadaju Kupfferove stanice (engl. Kupffer cells, KCs). U hepatocitima se bilirubin 

konjugira s glukuronskom kiselinom u bilirubin-glukuronid, koji se potom izlučuje u žučne kapilare 

(41). Različiti lijekovi i druge tvari mogu se detoksicirati oksidacijom, metilacijom i konjugacijom 

u jetri. Enzimi za taj proces nalaze se u glatkoj endoplazmatskoj mrežici. 

 

1.1.4 Oštećenja jetre 

 

Bolesti jetre danas su među najčešćim bolestima probavnog sustava. Mogu zahvatiti sve njezine 

dijelove - jetrene stanice, žučne vodove, krvne i limfne žile. Jetru također oštećuju razni otrovi, 

lijekovi, infekcije, smetnje u opskrbi krvlju i drugi poremećaji. Neki od najčešćih poremećaja su: 

masna jetra, alkoholni i nealkoholni steatohepatitis, fibroza i posljedično ciroza jetre. 

 

https://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Esterifikacija&action=edit&redlink=1
https://hr.wikipedia.org/wiki/Ketonska_tijela
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1.1.4.1 Masna jetra  

 

Masna jetra (steatoza) (engl. fatty liver disease, FLD) difuzno je nakupljanje neutralnih masti 

(triglicerida) unutar jetrenih stanica, zbog čega je jetra blago do umjereno povećana. Masna 

infiltracija jetre početna je i najčešća posljedica pretjerane konzumacije alkohola. Ostali mogući 

uzroci masne jetre su debljina, šećerna bolest, lijekovi i kemikalije, kao i različiti poremećaji 

metabolizma. Potencijalno je reverzibilna. Masna jetra predstavlja makrovezikularne nakupine 

masti u obliku velikih kapljica triglicerida, koji dislociraju jezgre jetrenih stanica. Puno rjeđe mast 

se javlja u mikrovezikularnom obliku malih kapljica, koje ne dislociraju jezgru. Slobodne masne 

kiseline i citokini (npr. čimbenik nekroze tumora-α, engl. tumor necrosis factor-α, TNFα) su 

hepatotoksični i potiču molekularnu patogenezu masne jetre (42). Mikrovezikularna mast 

predstavlja oštećenje mitohondrija. Jetra se povećava i na prerezu je žute površine. Masna jetra 

najčešće nije povezana ni s kakvim simptomima, osobito ako se radi o kroničnom stanju (43). 
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Slika 2. Masna degeneracija jetre. Masno promijenjena jetra štakora. Bojanje toluidinom. 

Povećanje 1000x. Umetak prikazuje fibroblast u tkivu masno promijenjene jetre. (A. Vuica, iz 

zbirke Laboratorija za neurokardiologiju) 

 

1.1.4.2 Alkoholna bolest jetre  

 

Alkoholna bolest jetre (engl. alcoholic liver disease, ALD) je kombinacija masne jetre, upale i 

nekroze jetre. Vrlo često je povezana s ozbiljnom prognozom i visokim mortalitetom kod težih 

oblika bolesti (44). Metabolizam alkohola može dovesti do povećanog metabolizma u jetri, 

uzrokujući hipoksiju i oštećenje lipida posredovano slobodnim radikalima. Oštećeni hepatociti su ili 

nabrekli sa zrnatom citoplazmom (balonska degeneracija) ili sadrže fibrilarni protein u citoplazmi 

(Malloryjeva ili alkoholna hijalina tjelešca). Teško oštećeni hepatociti postaju nekrotični. 

Nakupljanje kolagena i fibroza terminalnih jetrenih venula kompromitiraju perfuziju jetre i 
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doprinose portalnoj hipertenziji. Histološke značajke koje mogu upućivati na razvoj ciroze su 

perivenularna fibroza, mikrovezikularna mast i divovski mitohondriji (43). 

 

1.1.4.3 Nealkoholna bolest jetre  

 

Nealkoholna bolest jetre (engl. nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD) javlja se prvenstveno u 

sklopu metaboličkog sindroma (uz prekomjernu debljinu, šećernu bolest, povišene masnoće u krvi, 

povišeni krvni tlak) u podlozi kojeg je rezistencija na inzulin. Nealkoholna bolest masne jetre danas 

se smatra jednom od najčešćih bolesti jetre u razvijenim zemljama (45). Postoje tri klinička oblika, 

odnosno stadija NAFLD-a: steatoza jetre, steatohepatitis i fibroza/ciroza jetre. Dok je steatoza jetre 

reverzibilan poremećaj, pojava upale nealkoholnog steatohepatitisa (engl. nonalcholic 

steatohepatitis, NASH) može dovesti do kroničnog oštećenja jetre praćenog progresivnom 

fibrozom, a uzrokovana je prekomjernim nakupljanjem masnoća (triglicerida) u jetri i rezultira 

abnormalnim metabolizmom lipida. Nealkoholni steatohepatitis je stanje histološki karakterizirano 

makrovezikularnom steatozom i lobularnim hepatitisom s ili nekrozom hepatocita i/ili fibrozom. 

Predstavlja promjene u jetri koje sliče alkoholnoj bolesti jetre. Iako oštećenje jetre nalikuje 

promjenama uzrokovanim konzumacijom alkohola, kako i sam naziv govori, ova bolest nastaje u 

odsutnosti pretjerane konzumacije alkohola (46). 

 

1.1.4.4 Fibroza i ciroza jetre 

 

Fibroza jetre predstavlja nakupljanje vezivnog tkiva u jetri kao odgovor na razna hepatocelularna 

oštećenja. Nastaje uslijed neprimjereno jakog stvaranja ili nedostatnog propadanja izvanstaničnog 

matriksa. Fibroza može dovesti do ciroze jetre. Ciroza je kronična bolest jetre koju obilježava 

oštećenje jetrenog tkiva, stvaranje fibroznih ožiljaka i progresivno propadanje jetrene funkcije. 

Ciroza uključuje i pojavu regenerativnih nodula i fibroze. 

 

Fibroza započinje aktivacijom jetrenih perivaskularnih stelatnih stanica (engl. hepatic stellate cells, 

HSCs, Ito cells). Aktivacija ovih stanica odnosi se na njihovu morfološku i funkcionalnu 

preobrazbu, iz stanica bogatih vitaminom A, u fibroblaste, odnosno miofibroblaste (47). Pri tom 



13 
 

dolazi do nesrazmjera između stvaranja i razgradnje međustanične tvari, jer miofibroblasti imaju 

veliku sposobnost proliferacije, kontrakcije, kao i veliki potencijal u izlučivanju izvanstaničnog 

matriksa (48). Ključnu ulogu u fibrozi imaju brojni drugi čimbenici, kao na primjer slobodni 

kisikovi radikali, apoptotska tjelešca hepatocita i lipopolisaharidi. Također, važna je međusobna 

parakrina stimulacija između stelatnih stanica i endotela sinusoidnih kapilara te hepatocita, 

Kupfferovih stanica i trombocita (47). Oštećeni hepatociti, trombociti i leukociti oslobađaju 

različite posrednike upale što ubrzava proces fibroze. Kao odgovor na ozljedu, stelatne stanice 

izlučuju i transformirajući čimbenik rasta β1 (engl. transforming growth factor β1, TGF-β1), citokin 

koji potiče stelatne stanice da izlučuju kolagen tipa I, koji je ključan profibrogeni faktor. Djelovanje 

ovog čimbenika ima veoma važnu ulogu u pretvorbi stelatnih stanica u miofibroblaste (49). Važna 

značajka u fibrinogenezi je kontraktilnost aktiviranih stelatnih stanica kada značajno raste izražaj 

aktina (engl. alpha smooth muscle actin, α-SMA) u ovim stanicama, što se koristiti kao biljeg 

kontraktilnog potencijala stanice. Povećana kontraktilnost stelatnih stanica dovodi do stezanja 

sinusoidnih kapilara (50). Tračci miofibroblasta spajaju ogranke aferentnih i eferentnih hepatičnih 

vena, limitirajući opskrbu hepatocita krvlju. Stoga, fibroza pridonosi ishemiji hepatocita 

(hepatocelularnoj disfunkciji) i portalnoj hipertenziji (51). 

Fibroza ne uzrokuje simptome. Simptomi se mogu razviti zbog primarnog poremećaja ili portalne 

hipertenzije. Portalna hipertenzija je ipak asimptomatska do razvitka ciroze jetre. Biopsija jetre je 

jedini način dijagnoze fibroze. Ciroza jetre završna je faza brojnih jetrenih bolesti, obilježena 

potpunim poremećajem njezine strukture i funkcije. Nastaje kada uslijed oštećenja jetrenog tkiva tj. 

nekroze dolazi do pokušaja njegove regeneracije i stvaranja ožiljaka (fibroze), što pretvara 

normalnu građu jetre u čvoriće. Uzročni čimbenici ciroze su: alkohol, virusni hepatitis B i C, 

poremećaji metabolizma (hemokromatoza, Wilsonova bolest, nealkoholna masna bolest jetre), 

autoimune bolesti jetre te dugotrajni zastoj žuči (primarna ili sekundarna bilijarna ciroza) (43). 

Ciroza je uznapredovala bolest jetre za koju je karakteristična opsežna fibroza koja narušava 

normalnu anatomsku građu jetre. Količina masti kod ciroze je različita. Također je moguć i 

alkoholni hepatitis. Ciroza može biti mikronodularna i makronodularna. Mikronodularna ciroza je 

obilježena jednoliko malim nodulima i debelim pravilnim pojasom vezivnog tkiva. Slab 

kompenzatorni pokušaj regeneracije jetre dovodi do stvaranja malih čvorića (mikronodularna 

ciroza) koji se skupljaju u jetri. S vremenom, pogotovo u apstinenciji to može dovesti do 

makronodularne ciroze. Makronodularna ciroza u kojoj se noduli razlikuju po veličini i sadrže nešto 

normalniju lobularnu organizaciju portalnih trijada i terminalnih hepatičnih venula (52). Inzulin, 

glukagon i intrahepatični krvni protok uz različite citokine i hepatične faktore rasta određuju gdje će 
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se noduli razviti (43). Povećan rizik od hepatocelularnog karcinoma (HCC) povezan je s cirozom 

jetre svih etiologija (53). 

 

1.2 Šećerna bolest 

 

Šećerna bolest (lat. diabetes mellitus, DM) danas je vodeći endokrini poremećaj i rastući 

zdravstveni problem u većini razvijenih zemalja (1). Predstavlja skup metaboličkih bolesti 

povezanih s poremećajem u metabolizmu ugljikohidrata, masti i proteina, koje karakterizira 

kronična hiperglikemija nastala zbog poremećaja u sekreciji i/ili djelovanju inzulina (54). 

Prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije (SZO; engl. World health organization, 

WHO) iz 1999. godine (55) razlikuje se nekoliko tipova šećerne bolesti uzimajući u obzir etiologiju, 

terapijski pristup i prognozu:  

a) DM1 tip ("inzulin ovisni"); 

b) DM2 tip ("inzulin neovisni"); 

c) trudnički (gestacijski) dijabetes (engl. gestation diabetes mellitus, GDM); 

d) drugi specifični tipovi (npr. heterogena grupa: bolesti gušterače; DM uzrokovan  lijekovima 

ili toksinima, MODY engl. maturity onset diabetes of the young) (56). 

 

Prema procjenama Međunarodne dijabetološke federacije (engl. International Diabetes Federation,  

IDF) procjenjuje se da trenutno u svijetu 382 milijuna ljudi boluje od šećerne bolesti, te da će 2035. 

taj broj iznositi 592 milijuna oboljelih (57). 

Šećerna bolest tipa 1 (engl. diabetes mellitus type I; DM1), poznata je pod nazivom dijabetes ovisan 

o inzulinu, a karakterizira je razaranje β-stanica gušterače i posljedični apsolutni nedostatak 

inzulina. Šećerna bolest tipa 2 (engl. diabetes mellitus type II; DM2), dijabetes neovisan o inzulinu , 

uzrokovan je smanjenom osjetljivošću stanica na inzulin i neadekvatnim lučenjem inzulina iz 

gušterače. Pored ova dva tipa, manje su zastupljeni i drugi specifični tipovi šećerne bolesti: 

uzrokovani kroničnim bolestima gušterače, uzimanjem nekih lijekova, šećerna bolest u sklopu 

nekih genetskih sindroma (npr. MODY) (58), šećerna bolest u trudnoći (GDM), pri čemu se 
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povišene razine glukoze u krvi pojavljuju prvi put tijekom trudnoće, a normaliziraju nakon trudnoće 

(59). 

 

Prihvaćeni kriteriji za dijagnozu šećerne bolesti prema SZO: 

1. Dijagnoza se postavlja temeljem prisutnosti klasičnih simptoma hiperglikemije (polidipsija, 

polifagija, poliurija) i abnormalnog nalaza GUK-a (glukoze u krvi). 

2. GUK na tašte ≥ 7,0 mmol/L ili 126 mg/dl, nakon 8 sati neunošenja kalorija u organizam, (dvije 

izmjerene vrijednosti). 

3. GUK ≥ 11,1 mmol/L ili 200 mg/dl, 2 sata nakon uzimanja otopine 75 g glukoze (55). 

 

1.2.1 Šećerna bolest tipa 1  

 

Šećerna bolest tipa 1 (engl. diabetes mellitus type 1, DM1; insulin-dependent diabetes mellitus, 

IDDM) je kronična multifaktorijalna autoimuna bolest obilježena uništenjem β-stanica gušterače 

koje proizvode inzulin (51). Češće se javlja u djece i adolescenata, ali može se pojaviti i u odraslih. 

Danas se smatra da poremećeno funkcioniranje imunološkog sustava, nasljedni čimbenici i 

čimbenici okoliša uzrokuju nastanak DM1. Genski biljezi vezani za DM1 smješteni su unutar 

glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex, MHC). U čovjeka 

su to humani leukocitni antigeni (engl. human  leukocyte  antigen, HLA) i smatraju se najvažnijim 

antigenima u nasljeđivanju DM1. HLA razred II DR4 i DR3 pokazuju najjaču povezanost s DM1 

(60). Neki od imunosnih biljega koje također nalazimo u DM1 su autoantitijela kao što su: 

protutijela na Langerhansove otočiće (engl. islet cell autoantigen, ICA), protutijela na 

dekarboksilazu glutaminske kiseline (engl. glutamic acid decarboxlylase, GAD), protutijela na 

endogeni inzulin (engl. insulin autoantibody, IAA). DM1 karakteriziran je različito dugim periodom 

prije ispoljavanja simptoma bolesti tzv. fazom predijabetesa (61). Bolest se neće očitovati sve dok 

nije uništeno više od 90% svih β-stanica gušterače. Pacijenti s DM1 često su skloni razvoju drugih 

autoimunih bolesti, kao što su Gravesova bolest, Hashimotov tireoiditis, Addison-ova bolest, 

vitiligo, autoimuni hepatitis, miastenija gravis (62). Klasičnu kliničku sliku DM1 čine polidipsija, 

polifagija, poliurija i gubitak težine. U nedostatku inzulina, ponekad prvi simptom može biti 
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dijabetička ketoacidoza ili hiperosmolarna koma. Osnovna osobina DM1 je nužnost inzulinske 

terapije (55). 

 

1.2.2 Šećerna bolest tipa 2 

 

Šećerna bolest tipa 2 (engl. diabetes mellitus type 2; DM2; non-insulin-dependent diabetes mellitus, 

NIDDM) karakterizirana je smanjenjem broja inzulinskih receptora na masnim i mišićnim 

stanicama i time nemogućnošću unosa glukoze u stanice (inzulinska rezistencija). Inzulinska 

rezistencija je dijelom genetski poremećaj, ali i vanjski čimbenici, kao što su debljina, povećana 

koncentracija slobodnih masnih kiselina u krvi, smanjena tjelesna aktivnosti starija životna dob 

doprinose njezinom razvoju (54). DM2 može se pojaviti u djece i mladih osoba (63), ali obično 

počinje u dobi nakon 30. godine i postaje sa starenjem sve češći. Pretilost je čimbenik rizika za 

DM2; 80% do 90% ljudi s tom bolešću je pretilo. Razvoj dijabetesa tipa 2, osim kombinacijom 

načina života, uzrokovan je i genetskim čimbenicima (62). Liječenje DM2 temelji se na lijekovima, 

zdravoj prehrani, tjelovježbi i zdravom načinu života (65). 

 

1.2.3 Komplikacije šećerne bolesti 

 

Tijek šećerne bolesti obilježen je razvojem akutnih i kroničnih komplikacija. 

Akutne komplikacije koje predstavljaju po život opasna stanja, zahtijevajući hitno prepoznavanje i 

adekvatnu terapiju su: dijabetička ketoacidoza, hipoglikemija, hiperosmolarno neketotično stanje, 

dijabetična koma i acidoza mliječnom kiselinom. 

Dijabetička ketoacidoza je akutna metabolička komplikacija DM obilježena hiperglikemijom, 

hiperketonemijom i metaboličkom acidozom. Najčešća je u DM1 i javlja se kad su razine inzulina 

nedovoljne za temeljne metaboličke potrebe organizma (43). Unatoč visokim razinama šećera u 

krvi većina stanica ne može iskoristiti šećer bez inzulina. Zbog toga dolazi do opsežne razgradnje 

masti, gomilanja octene kiseline vezena za koenzim A (acetil-CoA), koja u uvjetima nedostatka 

oksaloctene kiseline skreće u put tvorbe ketonskih tijela, kemijskih spojeva koji mogu krv učiniti 

kiselom (ketoacidoza). Početni simptomi dijabetičke ketoacidoze uključuju prekomjernu žeđ i 

mokrenje, gubitak težine, mučninu, povraćanje, umor i bol u trbuhu. Uslijed kompenzacije acidoze, 
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disanje postaje duboko i brzo, a dah miriše na aceton. Bez liječenja dijabetička ketoacidoza može 

napredovati do kome, katkada unutar nekoliko sati (66). 

Hipoglikemija je definirana razinom glukoze u plazmi nižom od 3,88 mmol/L. Niski šećer u krvi 

uzrokuje loše funkcioniranje većine organskih sustava u tijelu. Mozak je naročito osjetljiv na niske 

razine šećera u krvi, jer je glukoza mozgu najveći izvor energije. Mozak odgovara na niske razine 

šećera u krvi te preko živčanog sustava potiče nadbubrežne žlijezde da luče adrenalin. Javljaju se 

simptomi kao što su znojenje, tremor, tahikardija, anksioznost, glavobolja, omaglica, stupor (67). 

Hiperosmolarno neketotično stanje je metabolička komplikacija DM-a obilježena hiperglikemijom, 

teškom dehidracijom, hiperosmolarnošću plazme i suženjem svijesti. Većinom se javlja u tipu  

DM2, Komplicira se konvulzijama, komom i smrću. Dijagnoza se temelji na dokazu visoke 

hiperglikemije i hiperosmolarnosti bez značajne ketoze (68). 

Dijabetička koma je najteža i najozbiljnija akutna komplikacija šećerne bolesti. Komi obično 

prethode hiperglikemija i acetonurija. Prisustvo acetona nije neophodno da bi se razvila koma. 

Karakterizira je hiperglikemija, apatija, umor, smanjeno reagiranje na direktne podražaje (68). 

Acidoza mliječnom kiselinom nastaje kao posljedica pojačanog stvaranja i/ili smanjenog izlučivanja 

laktata. Arterijski pH je manji od 7.25, dok je razina laktata iznad 5 mmol/L.Tijelo može proizvoditi 

višak kiseline uslijed DM. Tada u nedostatku dovoljne perfuzije tkiva proizvodi i višak mliječne 

kiseline. Kliničkom slikom, uz simptome osnovne bolesti, dominiraju opća slabost, mučnina i 

povraćanje (68). 

 

Kronične komplikacije  

Kronične komplikacije šećerne bolesti glavni su uzrok mortaliteta (69). Dijelimo ih na 

mikrovaskularne i makrovaskularne. Mikrovaskularna komplikacije pogađaju male krvne žile te 

uključuju retinopatiju, nefropatiju, neuropatiju, dijabetičko stopalo. Dok makrovaskularne 

komplikacije su kardiovaskularna bolest, cerebrovaskularne i periferne vaskularne bolesti. 

Dijabetičko stopalo izdvaja se kao posebna komplikacija zbog složenosti svog nastanka (62). 

Hiperglikemija negativno djeluje na cirkulirajuće i tkivne bjelančevine. Vezivanjem glukoze na 

bjelančevine (proces glikacije) i napredovanjem istog procesa nastaju konačni produkti glikacije, 

koji mijenjaju strukturu bjelančevina. Osnova nastanka kroničnih mikrovaskularnih komplikacija 

pojačana je produkcija reaktivnih metabolita kisika uzrokovana hiperglikemijom. Makrovaskularne 

komplikacije nastaju radi inzulinske rezistencije, uz pojačano oslobađanje slobodnih masnih 
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kiselina u krv, koje beta oksidacijom također potiču stvaranje superoksida te imaju slične 

patofiziološke putove kao i kod mikrovaskularnih komplikacija (70). 

 

1.2.4 Šećerna bolest i jetra 

 

Jetra ima središnju ulogu u kontroli homeostaze glukoze i sudjeluje u složenoj regulaciji 

metaboličkih supstrata i hormona (4). Zbog svog anatomskog položaja idealna je za kontrolu 

sustavne opskrbe apsorbiranim hranjivim tvarima, te je jedan od samo dva organa koji troše i 

proizvode značajne količine glukoze. DM i posljedična hiperglikemija s hipoinzulinemijom mogu 

uzrokovati smanjeni metabolizam glukoze i lipida u jetri. Cijeli spektar metaboličkih bolesti jetre, 

od masne do fibroze/ciroze, pruža kliničku sliku bolesnika sa šećernom bolešću (71, 72). 

U normalnim fiziološkim uvjetima razina glukoze u krvi posljedica je djelovanja inzulina, 

glukagona i hormona rasta (koji luči hipofiza). Koncentracija glukoze u krvi ovisi o međusobnim 

koncentracijskim odnosima tih hormona u organizmu. Glukoza koja se natašte nalazi u krvi dolazi 

iz glikogenolize ili glukoneogeneze u jetri. Nakon obroka, koncentracija glukoze u krvi poraste te 

potiče lučenje inzulina. Inzulin potiče ulazak glukoze u stanice i njeno iskorištavanje. Na stanice 

jetre i mišića djeluje tako da u stanicama potiče pohranjivanje glukoze u obliku glikogena 

(rezervnog šećera) (73). U jetri obično inhibira otpuštanje glukoze. Međutim, prilikom pojave 

inzulinske rezistencije kao kod DM2, jetra neprikladno otpušta glukozu u krv (74). 

Metabolička bolest jetre uzrokovana šećernom bolešću posljedica je oksidacijskog stresa koji u 

konačnici dovodi do smanjenja jetrene funkcije. U tom smislu, nedavne studije pokazale su kako 

uzimanje vitamina D doprinosi poboljšanju jetrene funkcije u šećernoj bolesti (3). S obzirom na 

prisutnost receptora vitamina D u stanicama jetre (16, 17, 75, 76) pozadinski mehanizmi uloge 

sustava vitamin D/VDR i njegovih supstrata (1α-hidroksilaza i 24-hidroksilaza) u poboljšanju 

jetrenih funkcija uslijed šećerne bolesti nisu u potpunosti razjašnjeni.  
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1.3 Vitamin D 

 

Prvi znanstveni opis nedostatka vitamina D, koji dovodi do rahitisa, zabilježen je u 17. stoljeću. 

Međutim, do otkrića vitamina D i njegove uloge u rahitisu prošla su tri stoljeća. Konačno, struktura 

vitamina D poznata je od početka 20. stoljeća (77), a biokemičar Adolf Windaus 1928. godine 

dobio je Nobelovu nagradu za identifikaciju kemijskog spoja vitamina D, istraživanje sterola i 

njihovog odnosa s vitaminima.  

U prirodi vitamin D nalazimo u dva glavna oblika: D2 (ergokalciferol) i D3 (kolekalciferol). 

Kolekalciferol se proizvodi u koži djelovanjem sunčeva zračenja (otud naziv "sunčev vitamin"), a u 

hrani ga nalazimo pretežito u masnoj ribi, jajima, jetri, ulju bakalara. Ergokalciferol se proizvodi iz 

biljnog sterola ergosterola, čiji su izvor biljke, gljive i kvasci (6, 18).  

Danas postoje brojna istraživanja vitamina D, koji nije tipičan vitamin, već pripada skupini 

steroidnih hormona poznatih kao sekosteroidi, s tri dvostruke veze između ugljikovih atoma. Osim 

učinaka na metabolizam kalcija i fosfata, poznati su i njegovi „ne-klasični“ učinci na hormonsku 

regulaciju, diferenciju i proliferaciju stanica te moduliranje imunološkog sustava. S obzirom na 

njegove brojne učinke može se zaključiti da vitamin D djeluje na mnoge organske sustave (18, 78). 

 

1.3.1 Nedostatak vitamina D 

 

Manjak vitamina D može nastati uslijed nedovoljnog unosa, smanjene apsorpcije, abnormalnog 

metabolizma ili otpornosti na učinke vitamina D. 

Hipovitaminoza D obično se dijagnosticira mjerenjem koncentracije 25-hidroksivitamina D 

(kalcidiola) u krvi, koji je prekursor aktivnog oblika, kalcitriola. Nedostatak vitamina D utječe na 

mineralizaciju kostiju te uzrokuje bolesti omekšanja kostiju: u djece rahitis, a u odraslih 

osteomalaciju (79). 

Manjak vitamina D uzrokuje hipokalcemiju, koja potiče stvaranje PTH, izazivajući 

hiperparatireozu. Hiperparatireoza povećava resorpciju i mobilizaciju minerala iz kostiju te 

bubrežno čuvanje Ca, ali povećava izlučivanje fosfata. Zbog toga, razina Ca u serumu može biti 

normalna, no zbog hipofosfatemije je poremećena mineralizacija kosti (80). 
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1.3.2 Metabolizam vitamina D 

 

Metabolizam vitamina D složen je i uključuje više metaboličkih koraka aktivacije. Glavni izvor 

vitamina D je endogena sinteza vitamina u koži putem ultraljubičastih zraka (UV-B-zraka). Prvi 

korak u tom procesu je fotokonverzija 7-dehidrokolesterola termičkom izomerizacijom u vitamin 

D3 (kolekalciferol) (81). Vitamin D stvoren u koži ulazi u cirkulaciju vezivanjem za vitamin D 

vezujući protein (engl. vitamin D binding protein, DBP) (82). Zatim ulazi u sastav u hilomikrona 

(lipoproteinske čestice čija je uloga transport lipida) i prenosi se specifičnim proteinima do jetre 

preko limfnog sustava i krvotoka. Dio vitamina D stvorenog u koži se sekvestrira i pohranjuje u 

masnom tkivu za kasniju uporabu.  

Proces aktivacije (i deaktivacije) vitamina D uključuje niz reakcija hidroksilacije na različitim 

pozicijama, a koje se zbivaju u različitim organima. Prva hidroksilacija zbiva se na atomu C-25 u 

jetri pod djelovanjem mitohondrijskog enzima 25-hidroksilaze uz citokrom P450, pri čemu nastaje 

kalcidiol [25(OH)2D3], glavni cirkulirajući oblik vitamina D. Koncentracija kalcidiola određuje se 

kada želimo doznati status vitamina D u organizmu. Za razliku od kalcitriola, kalcidiol ima dugo 

vrijeme poluživota – 15 dana, pa je mjerodavniji pokazatelj serumske koncentracije vitamina D. 

Metabolizam vitamina D u ciljnim tkivima posreduju dva ključna enzima: 1α-hidroksilaza 

(CYP27B1), koji katalizira sintezu [25(OH)2D3] do kalcitriola i 24-hidroksilaza (CYP24A1), koja 

katalizira početni korak u pretvorbi kalcitriola u manje aktivne metabolite. Druga se hidroksilacija 

zbiva u proksimalnim tubulima bubrega na atomu C-1, pod djelovanjem ključnog mitohondrijskog 

enzima, 1α-hidroksilaze, pri čemu nastaje kalcitriol [1,25(OH)2D3]. Dinamikom pretvorbe 

[1,25(OH)2D3] upravlja njegova vlastita koncentracija, parathormon (PTH) te koncentracije kalcija 

i fosfata u serumu. Biološka aktivnost kalcitriola znatno je veća od cirkulirajućeg oblika vitamina 

D. On je najaktivniji oblik vitamina D (83). Suprotno tome, enzim 24-hidroksilaza, inaktivira 

aktivni kalcitriol u bubregu pretvarajući ga u 24, 25-dihidroksivitamin D [24,25(OH)2D3], inaktivni 

metabolit topljiv u vodi. Prema navedenome, omjeri tih dvaju enzima imaju važnu ulogu u 

određivanju intracelularne koncentracije metabolita vitamina D i njihovih bioloških aktivnosti (18). 
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Slika 3. Metabolizam vitamina D. Shematski prikaz metabolizma vitamina D u organizmu i 

njegovih glavnih učinaka. Prilagođeno prema: Welsh J, Wietzke JA, Zinser GM, Byrne B, Smith K, 

Narvaez CJ. Vitamin D-3 receptor as a target for breast cancer prevention. J Nutr. 2003 Jul;133(7 

Suppl):2425S-33S (84). 

 

Produkciju kalcitriola potiče paratireoidni hormon (PTH), koji izlučuje doštitna žlijezda 

(paratireoidna žlijezda), a inhibiraju ga ioni kalcija (Ca
2+

) i sam kalcitriol, preko inhibicije sinteze 

PTH i aktivnosti 1α-hidroksilaze. Osim bubrežne produkcije kalcitriola koja je visoko regulirana s 

primarnim ciljem održavanja normokalcemije, u brojnim tkivima i stanicama postoji i autonomna 

ekstrarenalna produkcija aktivnog oblika vitamina D, koja je neovisna o djelovanju PTH (13). 

Kalcitriol ostvaruje učinke vezanjem za receptore vitamina D (engl. vitamin D receptors, VDR). 

VDR je nuklearni transkripcijski čimbenik koji pripada obitelji receptora za steroidne hormone. 

Otkriće VDR-a i poznata produkcija kalcitriola u bubregu dali su mu obilježja pravog steroidnog 

hormona (85). 
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1.3.3 Biološki učinci aktivnog vitamina D 

 

Osim na klasične ciljne organe uključene u homeostazu kalcija i fosfora (crijevo, bubreg, kost i 

paratiroidna žlijezda) kalcitriol djeluje i na brojne druge organe i tkiva (npr. mišić, koža, gušterača, 

imunosni sustav). Stoga se biološke funkcije vitamina D mogu podijeliti na „klasične“ i „ne-

klasične“. 

„Klasični“ učinci obuhvaćaju poznatu ulogu vitamina D u regulaciji metabolizma Ca i P te 

mineralizaciji kostiju (13). 

„Ne-klasični“ učinci uključuju ulogu vitamina D u regulaciji lučenja hormona, regulaciji 

proliferacije i diferencijacije stanica, te imunoregulaciji i apoptozi stanica (13, 86). Naime, poznato 

je da aktivni oblik vitamina D, kalcitriol [1,25(OH)2D3], inhibira proliferaciju i stimulira 

diferencijaciju stanica vezanjem za VDR (87). Djelujući putem VDR-a, vitamin D je snažan 

modulator imunološkog sustava. Izražaj VDR-a prisutan je u većini stanica imunološkog sustava, 

uključujući regulacijske T-stanice i antigen prezentirajuće stanice, kao što su dendritične stanice i 

makrofazi (77). Pod određenim okolnostima, stanice imunološkog sustava mogu izražavati i 1α-

hidroksilazu, enzim za proizvodnju aktivnog oblika vitamina D, koji djeluje lokalno regulirajući 

imunološki odgovor (88). Također vitamin D ima brojne učinke na imunološki sustav, stoga može 

poboljšati urođenu imunost i inhibirati razvoj autoimunosti. Obrnuto, nedostatak vitamina D može 

ugroziti integritet imunološkog sustava i rezultirati njegovim neodgovarajućim odgovorom. 

Istraživanja pokazuju povoljne učinke vitamina D kod starenja i različitih bolesti (kardiovaskularne 

bolesti, šećerna bolest, maligne i autoimune bolesti) (9-11). 

 

1.3.4 Receptori vitamina D (VDR) 

 

Receptor vitamina D je nuklearni transkripcijski čimbenik i pripada obitelji receptora za steroidne 

hormone (89). Vitamin D, odnosno njegov aktivni oblik, kalcitriol [1,25(OH)2D3], ostvaruje učinke 

vezanjem za VDR, koji se nalazi u jezgri, citoplazmi ili membrani stanica (7, 85). VDR je prisutan 

u brojnim tkivima i populacijama stanica. Upravo je otkriće tih receptora rasvjetlilo raznolike 

biološke uloge vitamina D (13, 86, 90).  
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Receptori vitamina D podjeljeni su na nuklearne i membranske: 

- Nuklearni VDR-i nalaze se u brojnim ciljnim organima i različitim populacijama stanica. 

- Membranski VDR-i: uz klasične učinke danas je poznato da su svi receptori za steroidne 

hormone pa tako i VDR dijelom vezani za staničnu membranu. Vezivanjem kalcitriola na 

membranske VDR-e ostvaruju se brzi učinci putem sekundarnih glasnika (85). 

Kalcitriol se može vezati za citoplazmatski receptor, s kojim će se potom translocirati u jezgru, 

čime se generira niz signala koji vode k transkripciji. Stoga se aktivnost vitamina D ostvaruje preko 

genomskog i ne-genomskog učinka. Dva osnovna mehanizma djelovanja povezana su s vrstom 

receptora preko kojeg djeluju tj. vezivanjem bilo cis- ili trans- izomera vitamina D: 

1. Genomski (spori) učinci uzrokovani su cis-izomerom, ostvaruju se vezanjem na 

visokospecifični VDR u jezgri stanice, gdje kompleks vitamina D i VDR-a uzrokuje transkripciju 

gena i sintezu bjelančevina (9); 

2. Ne-genomski (brzi) učinci uzrokovani su trans-izomerom, ostvaruju se vezanjem za 

membranski VDR, kaskada događaja rezultira intracelularnim formiranjem drugih glasnika ili 

fosforilacijom intracelularnih bjelančevina, uzrokujući time aktivaciju intracelularnih enzima ili 

ionskih kanala, te u konačnici modulaciju aktivnosti stanica. 

Glavni koraci u kontroli transkripcije gena putem VDR uključuju: 

1) vezanje liganda; 

2) heterodimerizaciju s receptorom za retinoid X (engl. retinoid X receptor, RXR); 

3) vezanje heterodimera na regulacijske sekvence gena čiji je izražaj kontroliran vitaminom D 

(engl. vitamin D response elements, VDREs); 

4) regrutiranje drugih nuklearnih bjelančevina u početni transkripcijski kompleks (91). 

U prisutnosti kalcitriola, kompleks VDR/RXR veže se na male sekvence DNA i inicira kaskadu 

molekularnih interakcija, koje moduliraju transkripciju specifičnih gena. Tisuće VDREs su 

identificirani u ljudskom genomu, dok aktivacija sustava vitamin D/VDR izravno i/ili neizravno 

regulira 100 do 1250 gena (92). 

Primjenom metode masivnog paralelnog sekvenciranja, istraživači su otkrili 2776 vezujućih mjesta 

za receptor vitamina D u ljudskom genomu nakon stimulacije kalcitriolom. Otkriveno je da su 
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vezujuća mjesta u genomu koja kodiraju te receptore lokalizirana u blizini gena koji su povezani s 

autoimunim bolestima kao što su šećerna bolest tipa 1, multipla skleroza, Chronova bolest, 

sistemski lupus i reumatoidni artritis, te i nekim genima raka, kao što su kronična limfocitna 

leukemija i kolorektalni karcinom (93). 

Veliki doprinos razumijevanju funkcije vitamina D u tijelu pridonijelo je istraživanje na VDR 

miševima s izbačenim genom za VDR (engl. VDR knockout mice). VDR knockout miševi imali su 

zaostatak u rastu, kraći životni vijek te su razvili su osteoporozu, kifozu, zadebljanje kože i bora, 

alopeciju, progresivni gubitak sluha i ravnoteže (94). 

 

1.3.5 Vitamin D-25-hidroksilaza (CYP27A1) 

Enzim 25-hidroksilaza vrši prvi korak u metaboličkoj aktivaciji vitamina D. Ta reakcija odvija se 

prvenstveno u jetri, iako druga tkiva, uključujući kožu, crijeva i bubrege imaju sposobnost katalize 

sinteze vitamina D 25-hidroksilacijom u kalcidiol. U jetri štakora postoje dvije vrste tog enzima: 

jedan mitohondrijski, drugi mikrosomalni. Mikrosomalni enzim prisutan u jetri štakora pokazuje 

veći afinitet prema vitaminu D. Doprinos izvan-jetrenih izvora cirkulirajućeg 25-hidroksivitamina 

D [25(OH)2D3] još je nerazjašnjen. 25-hidroksilacija u jetri uključuje citokrom P450 

monooksigenazu/e. 25-hidroksilacija vitamina D slabo je regulirana i razinom povećanja 

25(OH)2D3 proporcionalano s količinom uzimanja vitamina D, zbog čega se upravo razina 

25(OH)2D3 u plazmi koristi kao pokazatelj statusa vitamina D (suficijencija ili 

insuficijencija/deficijencija) (95). Poluživot kalcidiola u plazmi je 2 tjedna i njegova koncentracija 

korelira s pojavnom sekundarnog hiperparatireoidizma, rahitisa i osteomalacije. 

 

1.3.6 Vitamin D-1α-hidroksilaza (CYP27B1) 

Enzim 1α-hidroksilaza kodirana je genom CYP27B1. 1α-hidroksilaza (1α-OHaza) vrši 

hidroksilaciju 25(OH)2D3 na poziciji 1α, čime nastaje biološki aktivna forma vitamina D, kalcitriol. 

Proces 1α-hidroksilacije 25(OH)2D3 u bubregu visoko je reguliran, pri čemu je i sinteza kalcitriola 

stimulirana paratireoidnim hormonom, a suprimirana je visokom razinom Ca
2+, P i kalcitriola (96). 

Radi se o enzimu koji regulira razinu biološki aktivne forme vitamina D. Iako je 1α-OHaza 

primarno bubrežni enzim, smješten na unutrašnjoj strani membrane mitohondrija proksimalnih 

tubula bubrega, nađen je i u mnogim izvan-bubrežnim tkivima u tijelu uključujući limfne čvorove, 
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kožu, pluća, crijevo, prostatu i stanice imunološkog sustava (14, 97-99). Izvan-bubrežno proizveden 

1,25(OH)2D3 prvenstveno djeluje kao autokrini/parakrini čimbenik sa specifičnim staničnim 

funkcijama. 

Dosad su geni za 1α-hidroksilazu (CYP27B1) istraživani u čovjeka, miša i štakora (100-102). 

Mutacija na kodirajućim regijama CYP27B1 u pacijenata s nedostatkom 1α-hidroksilaze izaziva 

autosomno recesivni poremećaj - o vitaminu D ovisni rahitis I A (engl. vitamin D-dependent rickets 

type I , VDDR-I) (103). Kod ovog poremećaja koncentracija 25(OH)D3 u krvi je unutar fiziloških 

raspona vrijednosti, dok je koncentracija 1,25-OH2D3 značajno smanjena. VDDR-I može se razviti 

u miševa kojima nedostaje gen za CYP27B1 (engl. CYP27B1 knockout mice). Naime, CYP27B1 

knockout miševi imaju zaostatak u rastu, hipokalcemiju, slabost mišića i smanjenu mineralizaciju 

kostiju (104).  

 

1.3.7 Vitamin D-24 hidroksilza (CYP24A1) 

 

Glavni katabolički enzim u metabolizmu vitamina D je 24-hidroksilaza (24-OHaza), mitohondrijski 

enzim koji potiče prvi korak u pretvorbi kalcitriola u manje aktivne metabolite. Spojevi vitamina D 

katabolizirani su prvenstveno oksidacijom bočnog lanca. Oksidacija bočnog lanca 25(OH)2D3 i 

1,25(OH)2D3 započinje na C-23 i C-24. Svaki stupanj oksidacije dovodi do progresivnog gubitka 

biološke aktivnosti. Konačni produkt cijepanja kalcitriola je kalcitroična kiselina koja je biološki 

inertna (105). 24-hidroksilaza je prisutna u ciljanim tkivima vitamina D i izravno je regulirana 

VDR-om (106). 

U eksperimentima u kojima su korišteni CYP24A1 knockout miševi, potvrđena je katabolička uloga 

enzima 24-OHaze. Nivo razgradnje kalcitriola bio je dramatično smanjen i poluživot hormona u 

plazmi bio je povećan 10 puta. Dakle riječ je o enzimu čija je normalna fiziološka uloga 

katabolizam 25(OH)2D3 u cilju sprječavanja eventualne aktivacije kalcitriola u ciljnim stanicama te 

time reguliranja njegovih bioloških aktivnosti (107). 
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1.3.8 Vitamin D i autoimune bolesti 

 

Autoimune bolesti kao što su šećerna bolest tip 1 (DM1), multipla skleroza (MS), reumatoidni 

artritis (RA) i sistemski erimatozni lupus (SLE) pojavljuju se kada tijelo reagira imunološkim 

odgovorom protiv vlasitith tkiva ili stanica. U DM1, β stanice gušterače koje luče inzulin postaju 

subjekt specifičnog napada vlastitog imunološkog sustava. U MS, pogođene su stanice koje 

proizvode mijelin središnjeg živčanog sustava, dok su u RA, cilj djelovanja imunološkog odgovora 

stanice koje proizvode kolagen u sinovijalnim membranama (108). SLE karakterizira prisutnost 

velikog spektra autoantitijela koji rezultiraju potencijalnim oštećenjem više tkiva (109). Autoimune 

reakcije su posredovane T-stanicama imunološkog sustava. Biološki aktivni oblik vitamina D, 

kalcitriol, modulira odgovor T-stanica, što posljedično smanjuje autoimunu reakciju. Također, 

vitamin D ima sposobnost regulacije proizvodnje kemokina, citokina i interleukina, suzbijajući 

autoimunu upalu i potičući diferencijaciju stanica imunološkog sustava. Rezultati nekoliko studija 

ukazuju da bi adekvatan unos vitamina D u različitih dobnih skupina (in utero, u ranom djetinjstvu i 

tijekom adolescencije) mogao smanjiti rizik od autoimunih bolesti. 

 

1.3.9 Vitamin D i šećerna bolest tipa 1 

 

DM1 razvija se zbog neadekvatnog funkcioniranja imunološkog sustava tj. dolazi do razaranja β 

stanica gušterače posredovanog autoimunim odgovorom. Studije pokazuju da vitamin D ima važnu 

ulogu u normalnom funkcioniranju imunološkog sustava. Nedostatak vitamina D može potaknuti 

vlastiti imunološki sustav počne napadati i razarati β-stanice gušterače, što uzrokuje razvoj DM1. 

Vitamin D kao važan imunomodulator i njegova aktivna forma 1,25(OH)2D3 inhibiraju 

proliferaciju T limfocita, koje posreduju imunološki odgovor protiv β stanica gušterače. Naime, 

preko svojih VDR receptora, koji su izraženi na aktiviranim T-stanicama i β-stanicama gušterače, 

vitamin D posreduje očuvanje β-stanica, prevenirajući upalnu komponentu razvoja DM1 (110). 

Također, studije su pokazale da primjena vitamina D u ne-pretilih dijabetičnih miševa (engl. 

nonobese diabetic mice, NOD) prevenira pojavu DM1 (111). U bolesnika s novodijagnosticiranim 

DM1 ustanovljene su niže koncentracije cirkulirajućeg vitamina D. Primjećena je veća prevalencija 

nedostatka vitamina D u djece koja su bila u stadiju predijabetesa. Štoviše, djeca kojima je tijekom 

prve godine života dijagonosticiran rahitis (teški nedostatak vitamina D) imali su značajno veći 

rizik za razvoj DM1 (112). Dokazano je da dodatak vitamina D u ranom djetinjstvu smanjuje 
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mogućnost razvoja DM1 (113). S obzirom na navedeno, nedostatan status vitamina D u djetinjstvu 

može imati dugoročne učinke na imunosni odgovor kasnije u životu, kao što je razvoj 

autoimonosnih bolesti. 

 

1.3.10 Vitamin D i šećerna bolest tipa 2 

 

Osobe s metaboličkim sindromom imaju povećan rizik za DM2 (o inzulinu neovisan dijabetes) i 

kardiovaskularne bolesti (KVB). Metabolički sindrom odnosi se na nekoliko metaboličkih 

poremećaja, uključujući dislipidemiju, hipertenziju, otpornost na inzulin i pretilost. Nedavno 

istraživanje pokazalo je da je prevalencija šećerne bolesti tipa 2 povezana s povezana s nižim 

razinama serumskog 25-hidroksivitamina i metaboličkim sindromom. U zdravih ljudi, dostatnost 

vitamina D pozitivno korelira s osjetljivošću na inzulin i adekvatnom funkcijom β-stanica 

gušterače. Obrnuto, nedostatak vitamina D može utjecati na homeostazu glukoze i uzrokovati 

oslabljenu toleranciju glukoze i otpornost na inzulin (114). Trenutno, istraživanja pokazuju da 

vitamin D može poboljšati osjetljivost na inzulin u pojedinaca s intolerancijom glukoze ili 

manifestacijom šećerne bolesti tipa 2 (115).  

 

1.3.11 Vitamin D u patologiji jetre 

 

Novije studije pokazuju da vitamin D ima važnu ulogu i u prevenciji nastanaka i razvoja patoloških 

stanja jetre kao što je masna jetra i NAFLD, kroz suzbijanje međusobno povezanih putova koji 

uključuju apoptozu hepatocita, upalu i fibrozu jetre, oksidacijski stres, izražaj zaštitnih adipokina i 

promjene u sastavu crijevne mikroflore. Stelatne stanice jetre izlučuju izvanstanični matriks, koji 

služi kao matrica za staničnu rekonstituciju i formiranje fibroznog tkiva. Naime, aktivni 

1,25(OH)2D može direktno potisnuti sposobnost tih stanica za lučenje kolagena tipa I (116). 

Istraživanja in vitro pokazala su da određene količine vitamina D suprimiraju fibrogenu aktivnost 

TGF-β u stelatnim stanica, modificirajući ekspresiju SMAD2 bjelančevine. Biopsija jetrenog tkiva 

kod morbidno pretilih pacijenata s dokazanim NAFLD-om, pokazala je jetrenu fibrozu s 

povećanom fragmentacijom VDR proteina (117). Druge studije pokazuju da vitamin D može 

usporiti diferencijaciju stelatnih stanica u fibroblaste/miofibroblaste, utječući tako na sprječavanje 

razvoja jetrene fibroze (118). Također dokazno je da vitamin D može doprinijeti opstanaku jetrenog 
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transplatata, inhibirajući apoptozu hepatocita, a na što upućuje  njegova sposobnost da regulira 

izražaj proteina povezanih s apoptozom u tkivu jetre (119). 

 

1.3.12 Vitamin D i starenje 

 

Vitamin D generira brojne biološke reakcije koje uključuju, između ostalog, imunosni, 

kardiovaskularni, mišićni i živčani sustav; kao i kontrolu staničnog ciklusa i prevenciju nastanka 

novotvorina (120). Također, danas su poznati mnogi blagotvorni učinci vitamina D u borbi protiv 

starenja. To proizlazi iz detaljnog istraživanja različitih bioloških mehanizama i procesa gdje 

vitamin D djeluje u ublažavanju raznih patoloških stanja koji pridonose starenju. 

Potrebe za vitaminom D se povećavaju tijekom starenja. Starije osobe imaju smanjeni kapacitet za 

sintezu vitamina D u koži kada su izloženi UVB zračenju te je vjerojatno da će ostati u kući ili više 

koristiti zaštitu od sunca, koja sprječava sintezu vitamina D. Procijenjeno je da se u Europi, Kanadi 

i SAD-u, prevalencija nedostatka vitamina D kreće između 20% - 100% u starijoj dobi (121). 

Također, starije su osobe koji ne uzimaju nadomjestak vitamina D u visokom riziku da razviju 

simptome insuficijencije vitamina D (122, 123). 

 

1.4. Eksperimentalni model indukcije šećerne bolesti  

 

Eksperimentalni životinjski modeli indukcije šećerne bolesti danas su neophodani za napredak 

znanosti i razumijevanje različitih aspekata patogeneze i konačnog pronalaženja novih terapija i 

lijekova. Za indukciju šećerne bolesti u laboratorijskih životinja koristi se nekoliko modela.  

Streptozotocin (engl. streptozotocin, STZ) i aloksan su daleko najčešći lijekovi koji se koriste za 

proučavanje više aspekata šećerne bolesti. Oba lijeka pokazuju svoje djelovanje kada se primjenjuju 

parenteralno (intravenozno, intraperitonealno, ili supkutano). Doza potrebna za indukciju šećerne 

bolesti ovisi o životinjskoj vrsti, putu primjene i prehrambenom stanju (124). Nedostatak tih modela 

očituje se u toksičnom djelovanju dijabetogenih tvari na druge organe u organizmu. 

Streptozotocin je N-nitro derivat glukozamina, prirodni antibiotik širokog spektra, citotoksičan spoj 

koji uništava beta stanice gušterače u sisavaca (125). Sintetizira ga gljivica Streptomyces 

achromogenes. Nakon intraperitonealne ili intravenozne aplikacije ulazi u β - stanice gušterače 



29 
 

putem Glut-2 transportera i uzrokuje alkilaciju deoksiribonukleinske kiseline (engl. 

deoxyribonucleic acid, DNA) (124). Indukcija šećerne bolesti u štakora pomoću streptozotocina 

vrlo je jednostavana za korištenje (126). Ubrizgavanje streptozotocina dovodi do degeneracije β - 

stanica Langerhansovih otočića gušterače (127). Primjenjuje se ili jednokratno u većoj količini ili 

višekratno u manjim dozama. Klinički simptomi šećerne bolesti jasno se vide u štakora u roku od 2 

- 4 dana nakon jedne intravenozne ili intraperitonealne injekcije 60 mg/kg STZ-a (128).  

Također za indukciju šećerne bolesti koristi se aloksan, toksičan analog glukoze, koji selektivno 

uništava β-stanice gušterače u glodavca i mnogih drugih životinjskih vrsta. Uzrokuje inzulin-ovisnu 

šećernu bolest u životinja sa sličnim svojstvima šećerne bolesti tipa 1 kao u ljudi. Aloksan je 

selektivno toksičan za beta stanica gušterače, jer se pretežno nakuplja u β-stanicama preko Glut-2 

transportera. U prisutnosti unutarstaničnih tiola, stvara reaktivne radikale kisika (engl. reactive 

oxygen species, ROS) u cikličkoj reakciji s njegovim redukcijskim produktom, dialuričnom 

kiselinom (129). Slobodni hidroksi-radikali nastali u redoks reakciji odgovorni su za fragmentaciju 

DNA β-stanica gušterače i toksično djelovanje aloksana. 

Jedna od metoda za indukciju šećerne bolesti je i kirurško uklanjanje gušterače, međutim za 

izazivanje  šećerne bolesti, potrebno je ukloniti 90-95% gušterače (130). Ograničenje tehnike je u 

tome što zahtjeva dobro poznavanje tehnički zahtjevnih kirurških postupaka, adekvatno kirurško 

okruženje, postoperativnu primjenu analgetika i antibiotika, suplementaciju enzimima gušterače te 

povećava rizik od infekcije životinja (131).  

Za izazivanje eksperimentalne šećerne bolesti tipa 1 u novije vrijeme koristi se i indukcija pomoću 

virusa, dok se šećerna bolest tipa 2 u životinja najčešće inducira opterećenjem glukozom i masnim 

kiselinama (132).  

 

Indukcija šećerne bolesti tipa 1 u našem laboratoriju provedena je prethodno u sklopu projekta 

MEMODIN (HRZZ 02.05/28, voditeljica projekta izv. prof. dr. sc. Livia Puljak) pri čemu je 

skupljena banka tkiva, između ostalog i jetre koja je upotrijebljena u izradi ove doktorske 

disertacije. Indukcija je prethodno provedena prema dosad opisanom modelu (133) jednokratnim 

intraperitonealnim ubrizgavanjem streptozotocina (STZ) otopljenog u svježe pripremljenom 

citratnom puferu (pH=4,5), u dozi od od 55 mg/kg. Kontrolnim životinjama ubrizgana je čista 

otopina citratnog pufera. Štakori su bili hranjeni ad libitum uobičajnom hranom za pokusne 

životinje koja je sadržavala 9% masti, 27% proteina i 64% ugljikohidrata (4RF24 GLP, Mucedola 

srl, Settimo Milanese, Italija). Životinje su bile smještene u plastične kaveze, s podlogom od 

https://en.wikipedia.org/wiki/Reactive_oxygen_species
https://en.wikipedia.org/wiki/Reactive_oxygen_species
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piljevine i kukuruzne stelje u omjeru 3:1. U prostoriji u kojoj su štakori bili smješteni za vrijeme 

istraživanja održavana je konstantna temperatura od ~22°C, a automatska izmjena dnevno-noćnih 

ciklusa odvijala se svakih 12 h. 

Za provjeru uspješnosti indukcije dijabetesa, 4 dana nakon indukcije štakorima izmjerena je 

koncentracija glukoze u plazmi (134). U daljnja istraživanja uključeni su štakori kojima je 

izmjerena koncentracija u plazmi bila ≥ 300 mg/dL ili 16,67 mmol/L. Krv za određivanje 

koncentracije glukoze u plazmi štakora vađena je iz repne vene, a mjerenje je obavljeno pomoću 

One Touch Vita glukometra (LifeScan, High Wycombe, Velika Britanija). Koncentracija glukoze u 

plazmi je mjerena na sljedeće dane: prije injiciranja, na dan injekcije STZ-a ili citratnog pufera (dan 

0) te svakih sljedećih 30 dana do kraja eksperimenta štakorima koji su živjeli 6 mjeseca odnosno 12 

mjeseci nakon injekcije. Štakori iz DM1 skupine primali su jednom tjedno intramuskularno jednu 

jedinicu dugodjelujućeg inzulina (Lantus Solostar, Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt 

am Main, Njemačka), kako se ne bi razvila ketoacidoza i smanjenje tjelesne mase, koje bi moglo 

dovesti do lošeg općeg stanja pokusne životinje. To je minimalna doza inzulina koja je dovoljna za 

održavanje dobrog stanja štakora. 

 

Kriteriji uključenja životinja bili su odsustvo promjena zdravstvenog statusa na početku istraživanja 

iglukoza u plazmi ≥300 mg/dL 4 dana nakon indukcije (za DM1 skupine). Dok su kriteriji 

isključenja životinja bili promjena zdravstvenog statusa tijekom istraživanja i glukoza u plazmi 

≤300 mg/dL 4 dana nakon indukcije (za DM1 skupine). 

Šest ili dvanaest mjeseci nakon indukcije modela šećerne bolesti tipa 1, štakori su anestezirani 5%-

tnim izofluranom te dekapitirani u dubokoj anesteziji. Nakon žrtvovanja životinja, jetra je izvađena, 

te fiksirana u Zambonijevu fiksativu (4% paraformaldehid i 0,20% pikrinska kiselina u 0,1M 

fosfatnom puferu – PBS pH 7,4). U izradi ove doktorske disertacije upotrijebljena je upravo jetra tih 

životinja (streptozotocinom inducirane šećerne bolesti tipa 1) a u skladu s Direktivom 2010/63/EU 

Europskog parlamenta i vijeća iz 2010. godine o zaštiti životinja koje se koriste u znanstvene svrhe. 
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2. HIPOTEZE ISTRAŽIVANJA 

 

1. Starenje i dugoročni DM1 uzrokovat će povećan izražaj VDR pozitivnih hepatocita. 

2. Starenje i dugoročni DM1 uzrokovat će povećan broj 1α-OHaza imunoreaktivnih stanica. 

3. Starenje i dugoročni DM1 uzrokovat će povećan broj 24-OHaza pozitivnih stanica u 

 različitim subpopulacijama stanica jetrenog tkiva. 

4. VDR, 1α-OHaza i 24-OHaza izraženi su u specifičnim populacijama jetrenih stanica 
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3. CILJ ISTRAŽIVANJA 

 

Cilj istraživanja je odrediti lokalizaciju i distribuciju receptora za vitamin D (VDR-a) u tkivu jetre 

mladih i starih štakora na modelu šećerne bolesti tipa 1 induciranom streptozotocinom. S obzirom 

na biološke učinke starenja i komplikacije koje izaziva šećerna bolest opisat ćemo utjecaj starenja i 

kroničnog dijabetesa na promjenu izražaja glavnih enzima u sintezi i katabolizmu aktivnog oblika 

vitamina D (1α-OHaze i 24-OHaze) u različitim populacijama stanica jetrenog tkiva. S pomoću 

različitih imunohistokemijskih biljega posebnih staničnih linija detektirati ćemo subpopulacije 

stanica u kojima je prisutan izražaj navedenih enzima. Objasnit ćemo utjecaj starenja i dugoročnog 

dijabetesa na promjene u histološkoj građi jetre te utvrditi postoji li povezanost između patoloških 

promjena u tkivu jetre i izražaja navedenih čimbenika. Na taj način želimo rasvijetliti potencijalnu 

ulogu kalcitriola i njegovih metabolita u liječenju dijabetesom oštećene jetre u procesu starenja. 
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4. METODE ISTRAŽIVANJA 

4.1 Priprema banke tkiva i organa dijabetičnih štakora 

Indukcija šećerne bolesti tipa 1 provedena je sklopu projekta MEMODIN (Hrvatska zaklada za 

znanost, 02.05/28) pri čemu je prikupljena banka tkiva jetre, sukladno Direktivi 2010/63/EU 

Europskog parlamenta i vijeća od 22. rujna 2010. o zaštiti životinja koje se koriste u znanstvene 

svrhe (Službeni list Europske unije L 276/33), preuzete zakonodavstvom RH, a koja inzistira na 

razmjeni tkiva i organa u zemljama članicama te sugerira da se dugotrajni i prema direktivi 

klasificirani teški eksperimenti ne ponavljaju bez znanstveno opravdanog razloga. Navedeni visoki 

etički standardi već su nekoliko godina preuzeti uobičajenom praksom Medicinskog fakulteta 

Sveučilišta u Splitu, iz čega su proizašle vrijedne publikacije i doktorske disertacije (133, 135, 136) 

slično kako je već dugi niz godina uobičajena praksa Medicinskog fakulteta korištenje banaka tkiva 

i organa humanog porijekla. Istraživanje je provedeno isključivo uz strogo poštivanje postojećih 

propisa o upotrebi životinja u znanstvene svrhe i prethodne uobičajene prakse postupka stjecanja 

doktorata znanosti pri Medicinskom fakultetu Sveučilišta u Splitu.  

Zbog očekivanog visokog pomora u kroničnu studiju je ušlo 45 životinja, a 5 ih nije dočekalo kraj 

istraživanja (8 mjeseci ili 14 mjeseci starosti). U banku tkiva uključene su samo dijabetične 

životinje koje su do kraja istraživanja zadržale odgovarajuću razinu glikemije (minimalno 20 

mmol/L). Kako bi se usporedio utjecaj starenja, uvedena je i skupina 3 mjeseca starih životinja (n = 

4). Nakon žrtvovanja životinja, uzorci tkiva jetre su pohranjeni u Zambonijevom fiksativu.  

Utjecaj starosti uključivao je sljedeće skupine: 

- štakori starosti 3 mjeseca (n=4) - c-3m 

- štakori starosti 8 mjeseci (n=7) - c-8m  

- štakori starosti 14 mjeseci (n=7) - c-14m 

Utjecaj DM1 uključivao je sljedeće skupine: 

- štakori s DM1 u trajanju od 6 mjeseci starosti 8 mjeseci (n=7) - dm-8m  

- štakori s DM1 u trajanju od 12 mjeseci starosti 14 mjeseci (n=6) - dm-14m  
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4.2 Obrada prikupljenih tkiva i organa 

Uzorci su ispirani fosfatnom puferu (PBS-u) tijekom 24h na temperaturi 4°C, uz 10 izmjena PBS-a. 

Isprani uzorci inkubirani su prvo u 25%-tnom etanolu, uz tri izmjene, tijekom 90 minuta. Uslijedila 

je inkubacija u 50%-tnom etanolu uz tri izmjene, tijekom 90 minuta. Nakon toga, uzorci su 

inkubirani u 70% etanolu preko noći na 4°C, uz tri izmjene svježe otopine etanola. Sljedećeg dana 

tkivo je inkubirano tri puta u 96%-tnom etanolu, tijekom 120 minuta. Uslijedila je konačna 

dehidracija tkiva u 100%-tnom etanolu preko noći, na 4°C, uz tri izmjene alkohola. Sljedećeg dana, 

uzorci su inkubirani u ksilolu tri puta po 30 minuta, na sobnoj temperaturi, nakon čega su uronjeni u 

tekući parafin na temperaturi 60°C. Tkivo je inkubirano u tekućem parafinu tijekom ukupno 120 

minuta, uz tri izmjene svježeg parafina. Uslijedilo je uklapanje u kalupe te brzo hlađenje parafinskih 

blokova. Parafinski blokovi rezani su na debljinu 5µm, pomoću mikrotoma (LEICA RM 2155, 

Leica Microsystem Nussloch GmbH, Nussloch, Njemačka), uz stalno hlađenje korištenjem ledenih 

blokova. Ravnanje rezova provedeno je uz pomoć vodene kupelji zagrijane na 45°C, nakon čega su 

rezovi montirani na silanizirana predmetna stakalca (Histobond +, Paul MarienfeldGmbH & Co. 

KG, Lauda-Königshofen, Njemačka). 

 

4.2.1 Priprema za imunofluorescencijsko bojanje 

Nakon deparafinizacije, histološki rezovi su kratko isprani u destiliranoj vodi, kuhani u puferu 

natrijevog citrata (pH 6,0) 12 minuta na 95°C te ohlađeni na sobnu temperaturu. Nakon ispiranja, 

rezovi tkiva su inkubirani preko noći sa primarnim protutijelima (Tablica 1). Za dvostruka 

imunofluorescencijska bojanja koristili smo kombinacije dvaju primarnih i sekundarnih protutijela. 

Poslije višestrukog ispiranja u PBS-u, rezovi su inkubirani 1,5 h sa sekundarnim protutijelima. 

Potom su s PBS-om isprana sekundarna protutijela te su rezovi inkubirani s DAPI indikatorom 

(engl. 4',6-diamidino-2-phenylindole), koji se veže na DNA i boji jezgre. Nakon završnog ispiranja 

sa PBS-om, svi rezovi bojani imunofluorescencijom uklopljeni su u medij (Immuno-Mount, 

Shandon, Pittsburgh, PA, SAD), prekriveni pokrovnim stakalcem i osušeni na zraku. 

Imunofluorescencija je pregledana i fotografirana Olympus BX51 mikroskopom (Olympus, Japan) 

opremljenim Olympus DP71 kamerom (Olympus, Japan). Za dvostruka bojanja rađene su odvojene 

fotografije, ovisno o tipu filtera, a kolokalizacije uporabom računalnog programa Adobe Photoshop 

7.0. 
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4.2.2 Bojanje s diaminobenzidinom (DAB-om)  

Rezovi tkiva namjenjeni za imunohistokemijsko bojanje inkubirani su u trajanju od 10 minuta u 1% 

vodikovom peroksidu, prije stavljanja primarnog protutijela. Taj korak bio je nužan da bi se 

neutralizirala endogena peroksidazna aktivnost unutar tkiva. Vodikov peroksid ispiran je u 

fosfatnom puferu. Svi rezovi kuhani su u mikrovalnoj pećnici kroz 12 minuta na temperaturi od 

95°C u puferu natrijevog citrata (pH=6,0). Primarna protutijela bila su inkubirana na rezovima tkiva 

tijekom noći. Rabilo se poliklonsko kunićje anti VDR protutijelo (1:300, ab305, Abcam plc. 330 

Cambridge, CB4OFL, UK) i poliklonsko kozje anti CYP24 protutijelo (1:100, sc-32165, Santa 

Cruz, CA, SAD). Primarna protutijela višestruko su ispirana u PBS-u, potom je uslijedila inkubacija 

sa streptavidin-biotin-peroksidaznim sistemom (K0690, Dakocytomation, Carpinteria, Calif., SAD) 

i na kraju detekcija s diaminobenzidinom (DAB-om). Slijedilo je ispiranje u destiliranoj vodi, 

bojenje sa hematoksilinom i dehidriranje u etanolu i ksilolu. Stanice koje su smatrane pozitivnima 

imale su smeđe obojenje u citoplazmi i/ili jezgri. 

4.2.3 TUNEL   

Za određivanje DNA fragmentacije, rezovi jetrenog tkiva obojani su TUNEL metodom (QIA39, kit 

za određivanje stanične smrti, Calbiochem, Novagen, Merck, Njemačka), koja se koristi za 

detekciju apoptoze, temeljeno na označavanju slobodnih 3’OH-krajeva ulomaka DNA s pomoću 

modificiranih nukleotida. Reakcija je katalizirana egzogenim enzimima, i to terminalnom 

deoksinukleotidil transferazom (TdT). TUNEL podrazumijeva obilježavanje 3’OH-krajeva pomoću 

nukleotida označenog fluorescin izotiocijanatom (fluorescin dUTP). Parafinski rezovi jetre su 

nakon deparafinizacije rehidrirani u nizu vodenih otopina etanola padajućih koncentracija te se 

pristupilo TUNEL bojanju. Svi rezovi su kuhani u mikrovalnoj pećnici kroz 12 minuta na 

temperaturi od 95°C u puferu natrijevog citrata (pH=6,0). Nakon hlađenja na sobnoj temperaturi i 

ispiranja u fosfatnom puferu (PBS - pH 7, 4) 3x10 min, rezovi su prekriveni s 50 ml reakcijske 

smjese koja sadrži terminalnu TUNEL deoksinukleotidil transferazu i fluorescein dUTP (2'-

deoksiuridin-5'-trifosfat). Za dvostruka bojanja svaki rez je inkubiran istodobno s primarnim 

protutijelom: monoklonsko kunićje anti VDR protutijelo i poliklonsko ovčje anti 1α-OH protutijelo. 

Prema određenom protokolu, korištena su odgovarajuća sekundarna protutijela. Svi rezovi obojani 

TUNEL metodom uklopljeni su u medij (Immuno-Mount, Shandon, Pittsburgh, PA, SAD), 

prekriveni pokrovnim stakalcem i osušeni na zraku. 
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4.2.4 Standardna histološka bojanja 

Trikromno bojenje po Mallory-ju 

Uzorci su bili inkubirani s hematoksilinom kroz 5 minuta, potom isprani u vodi iz slavine, zatim je 

slijedila jedna minuta inkubacije u kiselom fuksinu. Kiseli fuksin bio je ispiran nekoliko puta u 

destiliranoj vodi, a potom su rezovi tkiva bili diferencirani u 1% fosfomolibdenskoj kiselini kroz 

jednu minutu. Slijedilo je ispiranje u destiliranoj vodi i inkubacija kroz 15 minuta u anilinskom 

modrilu, ponovo ispiranje u destiliranoj vodi potom diferencijacija tkiva u octenoj kiselini između 

1-5 minuta. Posljednji korak bila je dehidracija tkiva u etanolu i ksilolu. 

 

Hamalaun i eozin bojanje (H&E) 

Nakon deparafiniranja, rezovi su bojani u hemalaunu u trajanju 3-5 minuta, ispirani jednu minutu u 

destiliranoj, potom 5-10 minuta u vodovodnoj vodi, slijedilo je bojanje eozinom 3-5 minuta i 

ponovno dehidriranje (provođenje rezova kroz alkohole rastućih koncentracija, od 70 %-tnog do 

100%-og  alkohola). Kako bi se rezovi učinili prozirnim uronili su se u ksilol, a potom su uklopljeni 

u kanadski balzam i prekriveni pokrovnim stakalcem. 

Kontrole 

Pozitivna kontrola na istraživanim rezovima bilo je smeđe obojenje (bojanje s DAB indikatorom) 

odnosno fluorescentni signal (bojanje fluorescentnim sekundarnim protutijelima) pojedinih 

citoplazmi ili jezgara stanica u okolnim strukturama za koje se iz literature zna da reagiraju s 

primarnim protutijelima. Dodatno se raspored i razlika pozitivnih od negativnih stanica u 

strukturama rezova provjerio u literaturi i to za svaki traženi čimbenik. 

Negativne kontrole napravljene su tako da se proveo cijeli protokol bojanja, ali bez inkubacije 

primarnim protutijelom. Rezovi su za to vrijeme bili u PBS-u. Negativne kontrole imale su samo 

hemalaunom odnosno DAPI-jem plavo obojane jezgre, bez smeđe boje odnosno bez fluorescentnog 

signala citoplazmi ili jezgara stanica. 

 

4.3 Analiza slika i kvantifikacija 

Rezovi jetre pregledani su i fotografirani pomoću mikroskopa (BX51, Olympus, Tokyo, Japan) i 

fotografirani uz pomoć hlađene digitalne kamere (DP71, Olympus, Tokyo, Japan) pri povećanju 
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×40 i ×100 pri istoj vremenskoj ekspoziciji. Fotografije su analizirane pomoću programa Image J 

(National Institutes of Health, Bethesda, MD, SAD). Svaka fotografirana zona mikrofotografije 

podijeljena je u kvadrate od 100×100µm pri ×40 povećanju. Brojeno je minimalno 25 kvadrata po 

rezu. Pet nasumično odabranih polja analizirano je na svakoj od pet mikrofotografija. Stanice koje 

su bile izrazito pozitivne na VDR označili smo kao jako pozitivne (u slučaju kada je više od 1/2 

citoplazme pokazivalo intezivnu imunoreaktivnost). Postotak jako pozitivnih stanica izražen je kao 

srednja vrijednost ± standardna devijacija. 

Broj VDR-imunoreaktivnih jezgara računao se na tri slike uzete pri povećanjem od ×40. Broj VDR-

imunoreaktivnih jezgara hepatocita izražen je po mm
2
. 

Broj imunoreaktivnih 1α-OHaza stanica izražen je kao broj stanica po površini 1 mm
2
. Svaki dio 

jetre fotografiran je na površini cijelog reza na uvećanju objektiva od ×10.  

Broj imunoreaktivnih 24-OHaza stanica izražen je kao broj stanica po površini 1 mm
2
. Svaka 

mikrofotografija jetre podijeljena je na kvadrate 100×100 μm pri povećanju od ×40. Za analizu 

korišten je Image J program. Šest slučajno odabranih polja analizirano je na svakoj od šest 

analiziranih mikrofotografija. Hepatociti s imunoreaktivnim jezgrama smatrani su kao "24-OHaza 

pozitivne jezgre", a hepatociti s imunoreaktivnim citoplazmama kao "24-OHaza pozitivne 

citoplazme".  

Za određivanje staničnih populacija koje pokazuju izražaj 1α-OHazu koristili smo dvostruka 

imunofluorescencijska bojenja. Imunoreaktivne 1α-OHaza stanice kolokalizirane su sa sljedećim 

biljezima: glijalni fibrilarni kiseli protein (GFAP), ionizirana kalcijum-vezujuća adapterska 

molekula 1 (Iba1), vaskularni endotelni čimbenik rasta (VEGF) i mijeloperoksidaza (MPO) 

(Tablica 1.). 

Za kvantifikaciju izražaja transformirajućeg čimbenika rasta β1 (TGF-β1), analizirana su 4 polja, na 

povećanju od ×40. Područje praga reaktivnosti u postotcima od ukupne površine izračunato je kao 

područje praga reaktivnosti u odnosu na ukupnu površinu reza. 
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Tablica 1. Popis korištenih primarnih i sekundarnih protutijela. 

 Protutijelo Tvornički naziv Kataloški broj Domaćin Razrjeđenje Proizvođač 

Primarna 

protutijela 

Kunićje protutijelo za 

vitamin D receptor 

Anti-Vitamin D 

receptor 
ab3508 

kunić 

1:300 

Abcam, Cambridge, UK 

Kunićje protutijelo za 

glijalni fibrilarni 

kiseli protein 

Anti- GFAP-

antibody 
ab7260 1:50 

Kunićje protutijelo za 

čimbenik rasta koji 

potiče stvaranje novih 

krvnih žila 

Anti -VEGF 

antibody 
ab46154 1:200 

Kunićje protutijelo za 

ljudsku 

mijeloperoksidazu 

Anti-Human 

Myeloperoxidase 
A 0398 1:300 DakoCytomation,DK-

26000 Glostrup, Danska 

 Mišje protutijelo za 

alfa glatki aktin 

Alpha Smooth 

Actin 

M0851 

 
miš 

1:300 

 
Kozje protutijelo za 

vitamin D-24 -

hidroksilazu 
Anti-CYP 24 sc-32165 koza 1:100 Santa Cruz, CA, SAD 

Ovčje protutijelo za 

mišji 25-

hidroksivitamin D3-1 

α hidroksilazu 

Anti-Murine 25-

Hydroxyvitamin 

D3-1 αHydroxylase 

PC 290 

 
ovca 1:100 

The Binding Site Group 

Ltd, Birmingham, UK 

 

Magareće protutijelo 

za transformirajući 

čimbenik rasta β1 
Anti-TGF-β1 ab92486 magarac 1:10 Abcam, Cambridge, UK 

Kunićje protutijelo za 

ioniziranu kalcij-

vezujuća adaptersku 

molekulu 1 

Anti Iba1 019-19741 kunić 1:2000 

Wako Pure Chemical 

Industries, Osaka 540-

8605, Japan 

Sekundarna 

protutijela i 

njihovi 

fluorokromi 

Magareće protutijelo 

za kunićje IgG 

konjugirano s 

rodaminom  

Anti- Rabbit IgG-

Rhodamine 
711-295-152 

magarac 

 

1:300 

 

 

Jackson Immuno 

Research Laboratories, 

Inc., Baltimore, PA, 

SAD 

Magareće protutijelo 

za mišje IgG 

konjugirano s 

rodaminom  

Anti- Mouse IgG-

Rhodamine 
715-295-151 

 

1:300 

 

Magareće protutijelo 

za kozje IgG 

konjugirano s 

rodaminom  

Anti-Goat IgG-

Rhodamine 
705-295-003 

 

1:300 

 

Magareće protutijelo 

za kunićje IgG 

konjugirano s 

fluorescein 

izotiocijanatom 

(FITC) 

Anti-Rabbit IgG-

FITC 
711-095-152 1:200 

Magareće protutijelo 

za mišje IgG 

konjugirano s FITC 

Anti-Mouse IgG-

FITC 
715-095-150 1:200 

Magareće protutijelo 

za ovčje IgG 

konjugirano s FITC 

Anti-Sheep IgG- 

FITC 
713-095-147 1:200 
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4. 4. Statistička analiza 

a) Statistički postupci  

Rezultati su izraženi kao aritmetička sredina i standardna devijacija (AS±SD). Normalnost 

raspodjele podataka procijenili smo Kolmogorov-Smirnovljenim testom. Vrijednosti kategorijskih 

varijabli između skupina uspoređivali smo χ2-testom. Za statističku analizu usporedbe izražaja 

imunoflorescencije u jetrenim stanicama između kontrolnih i dijabetičnih skupina u odnosu na dob 

koristili smo jednosmjernu analizu varijance (engl. one-way analysis of variance, ANOVA), te 

Tukey-ev post hoc test. Sva obrada izvršila se uz pomoć računalnog programa Statistica 7.0 

(StatSoft, Tulsa, OK, SAD). Rezultati su interpretirani na razini značajnosti p<0.05. 

b) Izračun veličine uzorka 

Procjena veličine uzorka izračunata je pomoću kalkulatora za izračun veličine uzorka dostupnom na 

http://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/n2.html. Za istraživanje su uzete životinje koje su  

zadovoljile kriterije uključenja u određenom razdoblju. Za određivanje veličine potrebnog uzorka, 

ulazni parametri određeni su za varijantu izražaja receptora za vitamin D i za varijantu 

imunoreaktivnosti 1α-hidroksilaze uzimajući u obzir podatke dobivene pilotnom studijom: srednje 

vrijednosti (za VDR mu1 = 4.65, mu 2 = 14.32, te za 1α-OH mu1 = 0.63, mu 2 = 1.39) i standardne 

devijacije (za VDR sigma (σ) = 4.60, za 1α-OH (σ) = 0.30); alfa (razinu značajnosti hipoteze) od 

0.05 (α = 0.05) i snagu testa od 0.80 (1-β = 0.80). Uz navedene parametre, bila je potrebna veličina 

uzorka od najmanje 4 životinje u svakoj od skupina.  

  

http://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/n2.html
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5. REZULTATI 

5.1 Izražaj 1α-hidroksilaze (CYP27B1) u jetri štakora 

Za određivanje sub-populacije stanica koje su pokazale izražaj 1α-OHaze (1α-hidroksilaze) koristili 

smo dvostruko imunofluorescencijsko bojanje. Izražaj 1α-OHaze u jetri štakora uočili smo u 

populaciji malih ovalnih stanica, lokaliziranih u sinosoidama. Kao biljeg jetrenih stelatnih stanica 

koristili smo GFAP (Sl. 4A). Iako nismo utvrdili kolokalizaciju GFAP-a i 1α-OHaze, ipak na 

mnogim mjestima 1α-OHaza imunoreaktivne stanice i GFAP-pozitivne stelatne stanice nalazile su 

bliskom kontaktu jedna pored druge (Sl. 4A, inserti). Kao biljeg jetrenih makrofaga (Kupfferovih 

stanica) koristili smo biljeg Iba1. Ko-lokalizacija 1α-OHaze i Iba1 u tkivu jetre također nije 

pronađena (Sl. 4B). Također, nismo uočili ni ko-lokalizaciju 1α-OHaze sa VEGF-om, biljegom 

aktivne angiogeneze, vaskulogeneze i endotelnih stanica (Sl. 4C). Međutim, gotovo potpunu 

kolokalizaciju 1α-OHaze pokazao je enzim mijeloperoksidaza (MPO) koji se koristi kao biljeg 

stanica mijeloidne loze (Sl. 4D). S druge strane sve mijeloperoksidaza-imunoreaktivne stanice nisu 

bile 1α-OHaza pozitivne. Kolokalizacija između 1α-OHaza i VDR nije pronađena (Sl.4 ). 
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Slika 4. Izražaj 1α-hidroksilaze u jetri štakora. Imunofluorescencijsko bojanje na 1α-

hidroksilazu, GFAP, Iba1, VEGF, MPO i DAPI. Reprezentativni prikaz presjeka jetre štakora 

skupine DM 8 mjeseci: GFAP (zeleno, strelice), 1α-OHaza (crveno, vrh strelice). Umetci pokazuju 

1α-OHaza imunoreaktivne stanice u neposrednoj blizini GFAP pozitivnih stelatnih stanica. 

Kolokalizacija nije uočena (A). Kolokalizacija 1α-OHaze (zeleno, vrh strelice), i Iba1 (crveno, 

strelica), u tkivu jetre također nije uočena (B). Isto tako kolokalizacija 1α-OHaze (zeleno, vrh 

strelice) i VEGF (crveno, strelica) nije potvrđena (C). Konačno, ko-lokalizacija MPO (zeleno, 

strelica) i 1α-OHaze (crveno, vrh strelice) je uočena u svim 1α-OHaza imunoreaktivnim stanicama 

(dvostruki vrh strelica) (D). Mjerna ljestvica = 20μm.  
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5.1.1 Izražaj 1α-hidroksilaze tijekom starenja i dugoročnog DM1 

Broj 1α-OHaza imunoreaktivnih stanica po mm
2
 površine bio je značajno veći u c-14m skupini, u 

odnosu na c-3m i c-8m skupinu (p<0,05 i p<0,01; Sl. 5). Dugotrajni DM1 značajno je utjecao na 

povećan izražaj 1α-OHaze u jetri. Broj 1α-OHaza-imunoreaktivnih stanica bilo je značajno veći u 

dijabetičnim, u usporedbi s kontrolnim skupinama, posebice 6 i 12 mjeseci nakon indukcije DM1 

(p<0,05 i p<0,001; Sl. 5). 

 

Slika 5. Reprezentativni prikaz promjena izražaja 1α-OHaze tijekom starenja i dugoročne 

šećerne bolesti. Izražaj 1α-OHaze (zeleno, strelice) u citoplazmi malih ovoidnih stanica u 

sinusoidima jetre (c-8m). Izražaj VDR (crveno) u membrani lipidnih kapljica unutar hepatocita. 

Kolokalizacija između 1α-OHaze i VDR-a nije pronađena (A). Prikaz histoloških rezova jetre 

kontrolnih štakora u dobi od 3 mjeseca (c-3m) (B), u dobi od 8 mjeseci (c-8m) (C), u dobi od 14 

mjeseci (c-14m) (F). Broj 1α-OHaza imunoreaktivnih stanica po mm
2
 površine bio je značajno veći 

u dijabetičnoj (E), u usporedbi s kontrolnom grupom, 6 mjeseci (F) i 12 mjeseci poslije indukcije 

DM1 (G). Podaci su prikazani kao srednja vrijednost i standardna devijacija. * p<0,05; ** p<0,01; 

*** p<0,001 značajne razlike s obzirom na dob, # p<0.05; ### p<0.001 značajna razlika između 

dijabetične i odgovarajuće kontrolne skupine (B). Mjerna ljestvica = 20μm.  



43 
 

5.2 Izražaj receptora za vitamin D (VDR) u jetri štakora 

5.2.1 Izražaj VDR-a u citoplazmi hepatocita tijekom starenja i dugoročnog DM1 

Imunoreaktivnost VDR-a opažena je kao intenzivno crveno bojanje u citoplazmi hepatocita 

posebice u membranama vezikula, najvjerojatnije lipidnih kapljica (engl. lipid droplets, LDs, Sl. 6). 

Skupina c-8m i dm-8m pokazale su VDR-imunorektivnost masnih kapljica koje su bile grupirane 

oko jezgre hepatocita (Sl. 6) Također, imunoreaktivnost VDR-a opažena je i u jezgrama hepatocita, 

ali vrlo blago, osim u dm-14m skupini, gdje je izražaj bio vrlo jak (Sl. 6). Izražaj VDR-a uočen je i 

u citoplazmi stelatnih, Kupfferovih i endotelnih stanica jetre (Sl. 6). Značajan porast postotka VDR 

pozitivnih stanica (citoplazma) uočen je u 8-mjesečnim (c-8 m), kao i u 14-mjesečnim štakorima (c-

14m) u odnosu na 3 mjeseca stare štakore (c-3m) (p<0,05 i p<0,001) (Sl. 6). Dugoročni DM1 

rezultirao je značajno većim postotkom jako pozitivnih stanica 6 mjeseci (p<0,05) i 12 mjeseci 

nakon indukcije dijabetesa (p<0,0001, Sl. 6). Postotak jako pozitivnih stanica značajno se povećao 

u dm-14m skupini, u odnosu na dm-8m skupinu (p<0,001). 
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Slika 6. Reprezentativni prikaz promjene u izražaju VDR-a u citoplazmi hepatocita tijekom 

starenja i dugoročne šećerne bolesti. Histološke rezovi jetre kontrolnih životinja u dobi od 3 

mjeseca, c-3m (A); 8 mjeseci starim štakorima, c-8m (C); dijabetične životinje u dobi od 8 mjeseci 

(6 mjeseci nakon indukcije dijabetesa), dm-8m (D); kontrolne životinje u dobi od 14 mjeseci, c-14m 

(E) i dijabetične životinje u dobi od 14 mjeseci (12 mjeseci nakon indukcije DM1), dm-14m (F). 

Postotak VDR pozitivnih stanica u različitim eksperimentalnim skupinama (B). Podaci su prikazani 

kao srednja vrijednost i standardna devijacija. * p<0,05 i *** p<0,001 značajne razlike s obzirom na 

dob; # p<0,05 i #### p<0,0001 značajna razlika između dijabetične i odgovarajuće kontrolne 
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skupine. Vrh strelice pokazuje početak formiranja staničnih vezikula-lipidnih kapljica (umetak u 

C).Strelica pokazuje VDR imunoreaktivnost u naprednom formiranju lipidnih organela koje su 

nalaze u nakupinama oko jezgre hepatocita (umetak u D). Mjerna ljestvica: 20 = μm. 

 

5.2.2 Izražaj VDR-a u jezgri hepatocita tijekom starenja i dugoročnog DM1 

 

Blagi izražaj VDR-a bio je prisutan u jezgrama hepatocita mladih štakora (Sl. 7). Broj VDR 

pozitivnih jezgri po mm
2
 površine bio je značajno veći u 14 mjeseci starim štakorima (c-14m 

skupina), u odnosu na 3 mjeseca stare štakore (c-3m skupina), kao i u odnosu na 8 mjeseci stare 

štakore (c-8m skupina) (p<0,001). Značajno povećanje broja VDR-a u jezgrama uočeno je 12 

mjeseci nakon indukcije DM, u usporedbi s kontrolnom skupinom jednako starih životinja (p 

<0,001). Nadalje, intenzitet VDR-a bio je vrlo jak u jezgri hepatocita u dm-14m skupini, za razliku 

od drugih skupina, gdje je intenzitet bojenja bio slabije izražen (Sl. 7). 



46 
 

 

Slika 7. Reprezentativni prikaz promjena u izražaju VDR-a u jezgrama hepatocita tijekom 

starenja i dugoročne šećerne bolesti. Histološki presjek jetre kontrolnih životinja u dobi od 3 

mjeseca (c-3m) (A). Imunohistokemijsko bojajnje DAB-om pokazalo je vrlo slabo bojanje VDR u 

citoplazmi, kao i u jezgrama hepatocitima u jetri kontrolnih (c-8m) (C) i dijabetičnih životinja u 

dobi od 8 mjeseci (dm-8m) (D). U tkivu kontrolnih životinja u dobi od 14 mjeseci (c-14m) (E) i 

dijabetičnih iste dobi (dm-14m) (F) uočen je veći broj i intenzitet VDR pozitivnih jezgri i 

citoplazmi hepatocita. Crne strelice - VDR pozitivne jezgre; bijele strelice - VDR negativne jezgre. 

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost i standardna devijacija. Mjerna ljestvica: 20 = μm. *** 
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p<0,001 - značajna razlika s obzirom na dob; ### p<0,001 značajna razlika između dijabetične i 

kontrolne skupine (B).  
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5.2.3. Kolokalizacija TUNEL/VDR i TUNEL/1α-OHaza 

TUNEL metodom nađena je sporadična reaktivnost u hepatocitima i malim stanicama koje su se 

nalazile u sinusoidama i krvnim žilama (Sl. 8). Također nije uočena kolokalizacija TUNEL-a s 

VDR-om i 1α-OHazom. 

 

Slika 8. Prikaz kolokalizacije TUNEL-a s VDR-om i 1α-hidroksilazom. Reaktivnost uočena 

TUNEL metodom se sporadično može vidjeti u hepatocitima, ali uočena je i u malim stanicama u 

sinusoidama jetre i krvnim žilama. TUNEL (zeleno, vrh strelice), VDR (crveno, zvjezdica), DAPI 

(plava). Preklapanje slika TUNEL, VDR, DAPI. Nije primjećena ko-lokalizacija TUNEL-a i VDR-

a (A). TUNEL-pozitivna stanica (zeleno, vrh strelice), 1α-OHaza pozitivna stanica (crveno, 

strelica), DAPI - jezgre (plavo). Preklapanje slika TUNEL, 1α-OHaza, DAPI nije pokazalo ko-

lokalizaciju  TUNEL-a i 1α-OHaze (B). Mjerna ljestvica = 20 μm. 
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5.3 Trikromno bojanje po Mallory-u 

Trikromno bojenje po Mallory pokazao je prisutnost jetrene fibroze u 14 mjesečnim životinjama. 

Znakovi jetrene fibroze bili su prisutni u obje skupine, kontrolnoj i dijabetičnoj, ali znatno više 

izraženi u jetri dijabetičnih životinja (Sl. 9). Značajan porast broja α-SMA imunoreaktivnih stanica 

uočen je tijekom starenja. Broj α-SMA imunoreaktivnih stanica bilo je najveći u c-14m, kao i u dm-

14m skupini (Sl. 9). Značajne razlike između kontrolne i dm skupine nisu bile uočene 6 i 12 mjeseci 

nakon indukcije dijabetesa (dm-8m, dm-14m). S druge strane, značajan porast broja α-SMA 

imunoreaktivnih stanica opažen je u 14 mjeseci starih dijabetičnih životinja (c-14m, dm-14m) (Sl. 

9B). 

  



50 
 

 



51 
 

Slika 9. Trikromno bojenje po Mallory-u i izražaj α-SMA tijekom starenja i dugoročnog 

dijabetesa. Trikromno bojanje po Malloryu pokazalo je znakove jetrene fibroze u 14-mjesečnoj 

kontroli (E) i dijabetičnim životinjama iste dobi (F). U kontroli dobi 3 (c-3m) (A) i 8 mjeseci (c-8m) 

(C) prisutnost jetrene fibroze nije uočena, dok se kod 8-mjesečne dm skupine (dm-8m) mogu vidjeti 

tek početni znaci fibrotičkog procesa (D). Broj (α-SMA) imunoreaktivnih stanica po mm
2
 površine. 

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost i standardna devijacija. ** p<0.01; *** p<0,001; **** 

p<0,0001 bio je značajano različit s obzirom na dob (B). Reprezentativni primjeri izražaja α-SMA u 

stanicama 3-mjesečne (c-3m) (G) i 14 mjesečne dm skupine (dm-14m) (H). Mjerna ljestvica=20 

μm. 
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5.4 Hemalaun i eozin bojenje 

Na histološkom prikazu jetra kontrolne skupine (c-8m) ima normalni izgled jetre i jetrenog 

parenhima (Sl. 10). Blage morfološke promjene uočene su u kontrolnoj skupini (c-14m) (Sl. 10 C). 

Degeneracija i masna infiltracija hepatocita prikazane su u c-14m kao i u dijabetičnoj skupini (dm-8 

m i dm-14m). Osim toga, u skupina s dijabetesom u dobi od 8 i 14 mjeseci prikazana je dilatacija 

središnjih vena, ogranaka portalne vene i žučnih vodova u području portalne trijade (Sl. 10 B i D). 

Mononuklearne stanice poput leukocita, kao i Kupfferove stanice (KCs) uočene su u jetrenom 

parenhimu između degeneriranih i masno promijenjenih hepatocita (Sl. 10 D). 

 

Slika 10. Reprezentativni prikaz hemalaun-eozinom obojanih rezova jetre. Histološki presjek 

jetre u c-8m (A), dm-8m (B), c-14m (C), i dm-14m (D). Kontrola (c-8m) prikazuje normalnu 

histološku strukturu centralnih vena (cv) i okolnih hepatocita u jetrenom parenhimu (A). 

Dijabetične skupine u dobi od 8 do 14 mjeseci pokazuju blagu kongestiju jetre, dilataciju središnjih 

vena i sinusoidalnih prostora (*), ogranaka portalne vene (pv) i žučne vodove (bd) u portalnoj trijadi 

(umetci), te ogranci jetrene arterije (ha), Kupfferove stanice (strelice), stelatne stanice jetre (vrh 
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strelice). Blaga degeneracija i masne promjene hepatocita mogu se uočiti i u skupinama c-14m, dm-

8 i dm-14 (B, C, D). Mjerna ljestvica za A-D = 20 µm, a za umetke = 40 µm. 

 

 

 

5.5. Izražaj 24-hidroksilaze (CYP 24A1) u jetri štakora 

5.5.1 Izražaj 24-hidroksilaze u jetri tijekom starenja i dugoročnog DM1 

Imunohistokemijsko bojanje na 24-OHazu pokazalo je imunoreaktivnost u jezgri i citoplazmi 

hepatocita, endotelnim stanicama u sinusoidama (LSECs), te u određenoj populaciji malih 

zvjezdastih stanica lokaliziriranih u Disseovom prostoru tzv. stelatnim stanicama (HSCs) u 

kontrolnoj i dijabetičnoj skupini životinja tijekom starenja. Izražaj 24-OHaze u kontrolnim 

skupinama (c-3m; c-8m) bio je vrlo blag u citoplazmi i u jezgri hepatocita i ne-parenhimskih stanica 

(LSECs, HSCs i KCs), dok je dijabetična skupina (dm-8m) pokazala umjereni do jaki izražaj 24-

OHaze opažen u citoplazmi hepatocita, LSECs, HSCs i KCs (Sl. 11A, C i D). Dijabetične životinje 

u dobi od 14 mjeseci pokazale su jači izražaj 24-OHaze u citoplazmi i jezgrama jetrenih stanica u 

usporedbi s kontrolnom skupinom (Sl. 11B, E i F). 
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Slika 11. Reprezentativni prikaz promjene u izražaju 24-OHaze u jetri tijekom starenja i 

dugotrajne šećerne bolesti. Histološki presjek jetre kontrolnih životinja u dobi od 3 mjeseca. 

Imunohistokemija sa DAB-om pokazala je vrlo slabi izražaj 24-OHaze u citoplazmi, te u jezgri 

hepatocita i u  stanicama sinusoida (A). Histološki presjek kroz jetru kontrolnih životinja u dobi od 

8 mjeseci. Imunohistokemijsko bojanje na DAB pokazalo je vrlo slabi izražaj 24-OHaze u 

citoplazmi i jezgri hepatocita i stanica sinususoida (C), a histološkim presjekom kroz jetru 

dijabetičke skupine (dm-8m) uočen je umjereni do jaki izražaj 24-OHaze u citoplazmama i 

jezgrama istih stanica (D). Kontrolne (E) i dijabetične jetre u dobi od 14 mjeseci (F) pokazuju vrlo 

jak izražaj 24-OHaze u citoplazmama i jezgrama stanica u odnosu na kontrolnu skupinu. Povećanje 
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slike (umetci) iz dm-14m skupine prikazani su u gornjem desnom kutu (B). Na histološkom 

presjeku kroz jetru dijabetične skupine (dm-14m) uočen je snažan izražaj 24-OHaze u citoplazmi 

endotelnih stanica jetre (bijela strelica), stelatnih (crna strelica) i Kupfferovih stanica (vrh strelice u 

umetku), također jak izražaj 24-OHaze se može vidjeti i u citoplazmi i jezgri hepatocita (zvjezdica). 

Mjerna ljestvica A, C-F = 40μm; B = 20μm. 

 

5.5.1.1 Izražaj 24-OHaze u ne-parenhimskim stanicama jetre 

Broj 24-OHaza-pozitivnih ne-parenhimskih stanica (HSCs, LESCs, KCs) bio je značajno veći u 

obje dijabetične skupine (dm-8m i dm-14m), u usporedbi s kontrolnim grupama (c-8 m i c-14m) (p 

<0,05 i p<0,001). Osim toga, u skupini dijabetičnih životinja tijekom starenja, broj 24-OHaza 

pozitivnih ne-parenhimskih stanica bio je značajno veći u dm-14m u odnosu na dm-8m (p<0,001) 

(Sl. 12A). Postotak 24-OHaza pozitivnih hepatocita u citoplazmi bio je značajno veći u obje 

skupine životinja sa šećernom bolesti (dm-8m i dm-14m), u odnosu na kontrolne skupine (c-8m i c-

14m) (p<0,05). Tijekom starenja, broj 24-OHaza pozitivnih citoplazmi hepatocita bio je značajno 

veći u c-14m skupine u odnosu na mlađe kontrolne skupine životinja (c-3m, c-8m) (p<0,01 i 

p<0,001). U dijabetičnim skupinama životinja broj 24-OHaza pozitivnih hepatocita u citoplazmi bio 

je značajno veći u dm-14m u odnosu na dm-8m (p<0,01) (Sl. 12B). 

Omjer CYP24-pozitivnih jezgara hepatocita bio je značajno veći u dm-8m u usporedbi s c-8m 

skupinom (p<0,05). Broj 24-OHaza pozitivnih jezgara hepatocita bio je značajno veći u c-14m 

skupini u odnosu na ostale kontrolne skupine životinja (c-3m, c-8m) (p<0,001). U dm-8m, broj 24-

OHaza pozitivnih jezgara hepatocita bio je znatno veći nego u c-8m (p<0,05) (Sl. 12C). 
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Slika 12. Prikaz rezultata izražaja 24-OHaze u stanicama jetre. Postotak imunoreaktivnih 24-

OHaza ne-parenhimskih/hepatocitnih stanica (nps ili nhs) po kvadratnom milimetru (A), postotak 

24-OHaza pozitivnih hepatocita citoplazme (B) i postotak pozitivnih 24-OHaza jezgara hepatocita 

(C) u različitim eksperimentalnim skupinama. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost i 

standardna devijacija, prikazane su značajne razlike s obzirom na dob, ** p<0,01, *** p<0,001, te 

značajna razlika između dijabetičkih i kontrolnih skupina # p<0,05 i ### p<0,001. 

 

 

5.6 Izražaj TGF-β1 u jetri štakora tijekom starenja i dugoročnog DM1 

 

U kontrolnim skupinama (c-3m), uočen je vrlo blagi izražaj TGF-β1, dok je u c-8m uočen umjereni 

izražaj (Sl. 13A i C). Postotak TGF-β1 u različitim eksperimentalnim skupinama prikazan je na slici 

13B. Jetra skupine životinja s šećernom bolešću starosti 8 mjeseci (dm-8m) sporadično je pokazala 

snažan izražaj TGF-β1 u hepatocitima i ne-parenhimskim stanicama jetre (Sl. 13D). Izražaj TGF-β1 

bio je značajno veći u jetri 14-mjesečnih životinja, u odnosu na 3-mjeseca stare štakore (p<0,001; 

Sl. 13B). skupine životinja s šećernom bolešću, u dobi od 14 mjeseci, pokazale su jači izražaj TGF-

β1 u citoplazmi i jezgrama stanica u usporedbi s kontrolnom skupinom (p<0,001; Sl. 13B, E i F). 

Osim toga, značajno povećanje izražaja TGF-β1 nađeno je u jetri životinja  sa šećernom bolešću i to 

u 14 mjesečnih životinja (dm-14m) u usporedbi sa 8-mjesečnom skupinom (dm-8m) (p<0,001, Sl. 

13B, E i F). 
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Sl. 13. Promjene u izražaju TGF-β1 u jetri tijekom starenja i dugoročne šećerne bolesti. 

Histološki presjek kroz jetru kontrolnih životinja u dobi od 3 mjeseca. Imunofluorescencijskim 

bojanjem uočen je  vrlo slabi izražaj TGF-β1 u hepatocitima i sinusoidnim stanicama (A). Područje 

praga reaktivnosti (%) TGF-β1 u različitim eksperimentalnim grupama. Podaci su prikazani kao 

srednja vrijednost ± SD, značajna razlika s obzirom na dob *** p<0,001, značajna razlika između 

dijabetične i kontrolne skupine ### p<0,001 (B). Histološki presjek kroz jetru kontrolnih životinja u 

dobi od 8 mjeseci. Imunofluorescencija je pokazala umjereni izražaj TGF-β1 u stanicama jetre (C), 

a u histološkom presjeku kroz jetru dijabetične skupine (dm-8m) uočen je jaki izražaj TGF-β1 u 

hepatocitima i sinusnoidnim stanicama, posebno u određenim hepatocitima (strelice) (D). U jetri 
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kontrolnih životinja u dobi od 14 mjeseci (E) uočen je jak izražaj TGF-β1 u jetrenim stanicama, dok 

je kod dijabetične skupine životinja (dm-14m; F) uočen vrlo jaki izražaj TGF-β1 u hepatocitima i 

stanicama sinusoida u odnosu na kontrolu. Mjerna ljestvica A, C-F = 40μm. 

 

 

5.7 Kolokalizacija 24-OHaze s TGFβ1 i 24-OHaze s GFAP u tkivu jetre 

 

Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje na 24-OHazu i TGF-β1 pokazalo je kolokalizaciju dvaju 

navedenih biljega u Kupfferovim stanicama, hepatocitima i jetrenim endotelnim stanicama u svim 

eksperimentalnim grupama. Reprezentativni primjeri su prikazani na slici (Sl.14 A-C). Stelatne 

stanice imaju vitalnu ulogu u reguliranju diferencijacije i proliferacije drugih tipova stanica u 

jetrenom tkivu. Stoga smo htjeli utvrditi moguću kolokalizaciju 24-OHaze i GFAP-a (biljeg 

stelatnih stanica) kako bi odredili prisutnost navedenog enzima i u stelatnim stanicama (Sl. 14D). 
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Slika 14. Histološki presjek kroz jetru dijabetične skupine (dm-14m). Cijelo područje jetrenog 

tkiva pregledano je da bi utvrdili kolokalizaciju u određenim populacijama stanica. Prikazani su 

reprezentativni primjeri kolokalizacije (strelice) 24-OHaze (crveno) i TGF-β1 (zeleno) u 

Kupfferovoj stanici (A), hepatocitu (B) i endotelnoj stanici (C). Kolokalizacija (strelica) 24-OHaze 

(crveno) i GFAP-a (zeleno) u stelatnim stanicama (D). DAPI (plavo obojenje jezgara). Mjerna 

ljestvica = 20 µm. 
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6. RASPRAVA 

6.1. Izražaj 1α-OHaze i VDR-a u jetri dijebetičnih štakora tijekom starenja i dugoročnog 

DM1 

U radu smo istraživali utjecaj starenja i dugoročnog oblika šećeren bolesti tipa 1 na izražaj VDR, 

1α-OHaze i 24-OHaze u jetri štakora. Imunohistokemijska analiza pokazala je prisutnost 1α-OHaze 

u populaciji stanica koje pripadaju monocitno-makrofagnom sustavu jetre. Za određivanje 

subpopulacije 1α-OHaza pozitivnih stanica koristili smo dvostruku imunofluorescenciju i 

kolokalizaciju s različitim biljezima. GFAP je dokazani biljeg stelatnih stanice jetre (HSCs) tzv. 

Itovih stanica (137). Stelatne stanice imaju važnu ulogu u patofiziologiji jetrene fibroze i stvaranju 

ožiljkastog tkiva kao odgovor na oštećenje jetre. Smještene u Disseovom prostoru, održavaju bliske 

interakcije s endotelnim sinusoidanim stanicama (LSECs) te imaju utjecaj na diferencijaciju i 

proliferaciju drugih sub-populacija stanica jetre tijekom razvoja i regeneracije (31, 138). 

Kolokalizaciju GFAP-a s 1α-OHazom nismo utvrdili u tkivu jetre, iz čega proizlazi da stelatne 

stanice ne izražavaju 1α-OHazu. Ipak, primijetili smo da su 1α-OHaza pozitivne stanice bile 

bliskom kontaktu, jedna pored druge s GFAP - pozitivnim (stelatnim) stanicama (Sl. 4), što upućuje 

na moguće funkcionalne interakcije između stelatnih i 1α-OHaza-imunoreaktivnih stanica, koje 

imaju mogućnost proizvodnje kalcitriola u jetrenom tkivu.  

Također, kao biljeg angiogeneze, aktivne vaskulogeneze i endotelnih stanica koristili smo 

vaskularni endotelni čimbenik rasta (VEGF) (139). Nismo našli kolokalizaciju VEGF-a i 1α-OHaze 

u tkivu jetre tijekom našeg istraživanja, što bi moglo upućivati da 1,25(OH)2/VDR sustav vjerojatno 

nije aktivno uključen u procese angiogeneze i vaskulogeneze u tkivu jetre. 

Za procjenu u kojoj mjeri jetreni makrofazi izražavaju 1α-OHazu, istraživali smo potencijalnu ko- 

lokalizaciju između 1α-OHaze i ionizirane kalcij-vezujuće adaptivne molekule 1 (Iba1). Iba1, je 

biljeg povezan s membranskim nabiranjem i pokretljivošću stanica te se koristi kao biljeg jetrenih 

markofaga tzv. Kupfferovih stanica (KCs) (29), raspoređenih uz stijenke jetrenih sinusoida, koje 

pripadaju retikuloendotelnom sustavu. Jetreni makrofazi proizvode upalne citokine koji aktiviraju 

miofibroblaste na proizvodnju kolagena tipa I, a koji nisu prisutni u zdravom jetrenom tkivu. 

Izlučivanje citokina i aktivacija miofibroblasta ima ključnu ulogu u patogenezi jetrene fibroze 

različitih etiologija (47). Nismo pronašli kolokalizaciju 1α-OHaze i Iba1 u tkivu jetre u istraživanih 

životinja (Sl. 4B), što upućuje da diferencirani makrofazi u jetri ne proizvode kalcitrol. Nasuprot 

tome, kolokalizacija mijeloperoksidaze (MPO), biljega mijeloidnih stanica, od promijelocitnog 

stadija do zrelih oblika (140) i 1α-OHaze bila je sveprisutna u stanicama jetrenog tkiva. Sve 1α-
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OHaza imunoreaktivne stanice bile su ujedno i MPO pozitivne i pokazale su potpunu kolokalizaciju 

s MPO biljegom. Mijeloperoksidaza je lizosomalni leukocitni enzim, koji katalizira stvaranje 

reaktivnih kisikovih radikala, važan  za mehanizam ubijanja bakterija u fagocitnim leukocitima, u 

ovisnosti o kisiku. Kao biljeg indeksa oksidacijskog stresa posrednik je u lokalnim oštećenjama 

tkiva kod mnogih kroničnih upalnih bolesti (141, 142). Prema lokalizaciji u jetrenim sinusoidama i 

kolokalizaciji s MPO-om, uz izostanak kolokalizacije s Iba1, biljegom zrelim makrofaga, zaključili 

smo da je 1α-OHaza snažno izražena u monocitima koji su predodređeni da se razviju u zrele 

jetrene makrofage tj. Kupfferove stanice. Prisutnost 1α-OHaze u tim stanicama pokazuje da jetra 

ima kapacitet za sintezu bioaktivnih metabolita vitamina D neovisno od proizvodnje istih u 

bubregu. Naime, u ovom istraživanju kvantificiran je broj 1α-OHaza pozitivnih stanica, dok 

enzimsku aktivnost 1α-OHaze nismo mjerili. Ovo se može smatrati kao nedostatak istraživanja, 

budući da je zapaženo dramatično povećanje broja stanica koje izražavaju 1α-OHazu. Završni korak 

u sintezi aktivnog kalcitriola je hidroksilacija na položaju 1, koju provodi enzim 1α-OHaza (13, 14). 

Primarno mjesto djelovanja enzima je u proksimalnim tubulima bubrega (97). Nedavne studije 

pokazale su imunoreaktivnost 1α-OHaze u brojnim tkivima, uključujući kožu (143), dojku (144), 

prostatu (145), stanice raka debelog crijeva (99) i stanice imunosnog sustava (146). Međutim, 

prema dostupnim saznanjima, izražaj 1α-OHaze do sada nije istraživan u jetri te ovo je prvo 

izvješće o njenom izražaju u monocito-makrofagnom sustavu jetre. Osim toga, uočili smo značajan 

porast broja imunoreaktivnih 1α-OHaza stanica u različitim starosnim skupinama promatranih 

štakora (Sl. 5). Dodatni dokazi u literaturi upućuju na to da je starenje rezultat akumulacije tkivnih 

oštećenja koje posljedično inducira signale za infiltraciju makrofaga (147, 148). Osim toga, 

dugotrajna šećerna bolest rezultirala je umnožavanjem tih procesa, kao što se može vidjeti iz 

višestrukog povećanja broja 1α-OHaza pozitivnih monocita. Značajno povećanje broja 1α-OHaza 

imunoreaktivnih stanica u tkivu jetre zabilježeno je u dijabetičnih životinja. Ovaj trend uočen je 6, 

kao i 12 mjeseci nakon indukcije šećerne bolesti. Ipak, broj 1α-OHaza pozitivnih stanica bio je 

dvostruko veći u 12 mjeseci u usporedbi sa 6 mjeseci starim dijabetičnim životinjama (Sl. 5). 

Rezultati se mogu objasniti poznatim mehanizmom aktivacije izvanbubrežne 1α-OHaze putem 

posrednika upale, osobito interferona γ (14, 149). Prema dostupnim saznanjima, ovo je prva studija 

s ciljem kvantificiranja distribucije 1α-OHaza-imunoreaktivnih stanica u dijabetičnoj jetri tijekom 

starenja. Naši rezultati u suglasju su sa studijama koje pokazuju da su aktivnost 1α-OHaze i izražaj 

VDR uključeni u diferencijaciju monocita u zrele makrofage (150-152). Za aktivni oblik vitamina 

D-1,25(OH)2D3 pokazano je da inducira diferencijaciju iz monocita u makrofage, što sugerira na 

autoregulacijski mehanizam monocitno-makrofagne proizvodnje i održavanje razine kalcitriola 

(150). Izražaj 1α-OHaze u imununosnim stanicama nije pod regulacijom kalcitriola, za razliku od 
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bubrega, gdje je prisutna temeljna auto-regulacija proizvodnje kalcitriola. Dakle, ove stanice mogu 

biti neograničen izvor vitamina D za autokrine/parakrine aktivnosti u stanicama jetre (14). Naši 

rezultati pokazuju značajno povećanje broja 1α-OHaza imunoreaktivnih stanica u procesu starenja i 

dugoročnom DM1, te možemo zaključiti da 1α-OHaza predstavlja potencijalni terapijski model u 

liječenju upalnih poremećaja uzrokovanih šećernom bolesti. 

Uočeni bliski kontakt 1α-OHaza imunoreaktivnih stanica, koje proizvode kalcitriol s GFAP-

pozitivnim stelatnim stanicama jetre (Sl. 4), čija aktivacija sudjeluje u patogenezi fibroze jetre 

(138), može biti od velike važnosti, posebice u patološkim procesima tijekom starenja i dugotrajne 

šećerne bolesti. Stelatne stanice jetre jako izražavaju VDR (16), koji je također potvrđen u našem 

istraživanju (Sl. 6). Nedavno su Ding i sur. (75) istražili signalni put sustava vitamina D/VDR kao 

potencijalnog terapijskog modela za prevenciju jetrene fibroze. Otkrili su da VDR ligandi inhibiraju 

aktiviranje stelatnih stanica i sprečavaju fibrozu jetre. Štoviše, našli su spontani razvoj jetrene 

fibroze u VDR knockout miševa. Kao potencijalno neograničeni izvor kalcitriola za okolne stanice, 

1α-OHaza imunoreaktivni monociti/makrofazi mogu spriječiti i ograničiti aktivaciju stelatnih 

stanica (i drugih prekursora miofibroblasta), koji bi inače doveli do masivne fibroze. To pokazuje i 

naše istraživanje, tijekom kojeg smo pronašli histološke znakove fibroze 12 mjeseci nakon 

indukcije šećerne bolesti. Znakovi fibroze bili su vidljivi i u kontrolnih starijih štakora a posebice u 

onih kojima je bila inducirana šećerna bolest (Sl. 9). U skladu s prethodno spomenutim, broj α-

SMA-imunoreaktivnih stanica nije bio značajno veći u dijabetičnih, u usporedbi s kontrolnim 

životinjama (Sl. 6), što ukazuje na perzistentno ograničenje u aktivaciji stelatnih stanica te se može 

pripisati zaštitnoj ulozi kalcitriola proizvedenog od okolnih monocita. Također, fibrozi obično 

prethodi kronična upala (153). Nadalje, potrebno je istražiti može li kalcitriol sa svojim receptorom 

djelovati protuupalno, te spriječiti kroničnu upalu uzrokovanu oštećenjem jetre šest mjeseci nakon 

indukcije DM1. Ipak, u ovom istraživanju, starenje je samo po sebi rezultiralo znatno većim brojem 

aktiviranih miofibroblasta, što ukazuje da se akumulacija patoloških promjena ne može izbjeći 

tijekom starenja i dugotrajne šećerne bolesti (10, 154).  

Aktivni vitamin D pokazuje svoje učinke, uglavnom preko svojih receptora, VDR-a (9, 91). 

Kalcitriol, može lako proći kroz biološke membrane i vezati se visokim afinitetom za nuklearni 

receptor VDR, koji djeluje kao nuklearni čimbenik transkripcije (85). Do sada je izražaj VDR-a  

opisan u brojnim tkivima ljudskog organizma, ali i u hepatocitima pokusnih životinja, primjerice 

miša i štakora (16, 155). 

U ovom istraživanju, imunoreaktivnost VDR-a bila je blaga u hepatocitima mladih, zdravih štakora. 

Nasuprot tome, intenzivna imunoreaktivnost VDR-a zabilježena je u citoplazmi i jezgri hepatocita 
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starijih i dijabetičnih štakora (Sl. 7). Stoga naše istraživanje pokazuje da starenje i DM1 imaju 

utjecaj na povećani izražaj VDR-a u citoplazmi i jezgri hepatocita (Sl. 6). Snažna citoplazmatska 

imunoreaktivnost je vjerojatno uzrokovana povećanim izražajem VDR-a. Nevezani VDR obično je 

prisutan u citoplazmi, a nakon vezanja sa specifičnim ligandom, premješta se u jezgru, gdje 

pokazuje svoje učinke na prepisivanje gena (9, 13, 156). Među ostalim učincima, vezanje kalcitriola 

za VDR rezultira povećanim izražajem istog receptora (157, 158). Iz toga proizlazi mogući 

citoplazmatski i nuklearni porast izražaja VDR-a koje smo uočili u hepatocitima štakora tijekom 

starenja i dugoročnog DM1. Naime, povećan broj 1α-OHaza pozitivnih monocita može dovesti do 

dramatičnog povećanja proizvodnje kalcitriola koji nije potisnut povratnom spregom paratireoidnog 

hormona (PTH). Vezivanje kalcitriola na VDR aktivira nuklearnu translokaciju i porast izražaja 

VDR-a, koji bi mogao dovesti do produženja 1,25D/VDR signala. 

Starenje i dugoročna šećerna bolest može rezultirati značajnim promjenama u metabolizmu lipida u 

jetri (159). U istraživanju smo uočili i izražaj VDR-a u membranama masnih kapljica (engl. lipid 

droplets, LDs). Masne kapljice su unutarstanične organele čija membrana sadrži različite proteine, a 

imaju značajnu funkciju u skladištenju i metabolizamu masti (160). U 8 mjeseci starih štakora (c-

8m; dm-8m), imunofluorescentni izražaj VDR bio je ograničen upravo na membrane lipidnih 

kapljica. Naime, u jetrama dijabetičnih i kontrolnih štakora našli smo VDR-imunoreaktivne lipidne 

organele lokalizirane u nakupinama oko jezgri hepatocita (Sl. 6). Također, VDR-imunoreaktivnost 

uočili smo i u citoplazmi hepatocita mladih životinja, ali samo sporadično. Nasuprot tome, 

intenzivna citoplazmatska VDR imunoreaktivnost u dobi od 14 mjeseci starih štakora bila je 

ravnomjerno raspoređena kroz cijelu citoplazmu. Naši rezultati pokazuju da starenje i šećerna bolest 

značajno povećavaju izražaj VDR-a u hepatocitima. Pojava VDR-a u membrani masnih kapljica 

objašnjava njihovu moguću ulogu u metabolizmu lipida u masnim kapljicama. Jedna od mogućih 

uloga je i internalizacija vitamina D i njegova pohrana, budući da su ranije studije izvijestile da 

cirkulirajući vitamin D može biti pohranjen u masnom tkivu i da je povezan s pretilošću i pohranom 

masti (161, 162). Osim toga, prethodnim istraživanjima utvrđeno je da funkcionalni odnos između 

VDR-a i receptora za aktivaciju proliferacije peroksisoma peroksidaza proliferajućih-aktiviranih 

receptora α i γ (engl. peroxisome proliferators activated receptor, PPAR-α i PPAR-γ), potiče 

stvaranje masnih kapljica, što je jako važno u metabolizmu lipida (163, 164). Nadalje, poznato je da 

VDR regulacijom izražaja kolesterol 7α-hidroksilaze (engl. cholesterol 7 alpha-hydroxylase, 

CYP7A1) snažno pojačava metaboličku  transformaciju kolesterola u žučne kiseline (165). 

Akumulacija masnih kapljica u hepatocitima kod šećerne bolesti posljedica je opsežne lipolize u 

masnom tkivu koja rezultira značajnom raspoloživošću neesterificiranih masnih kiselina (engl. non-
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esterified fatty acid, NEFA) (166). Uloga kalcitriola važna je u supresiji jetrene lipogeneze i upale, 

što se pokazalo važnim u prevenciji ne-alkoholnog steatohepatitisa (NASH-a) (167). Koliko je 

prisutnost VDR-a u membranama masnih kapljica u vezi s potonjim ulogama, ostaje da se dodatno 

istraži. Osim svoje klasične lokalizacije u citoplazmi i jezgrama, VDR-i su nedavno pronađeni i u 

kaveolama staničnih membrana, gdje posreduju u brzim ne-genomičkim učincima 1,25D/VDR (91). 

Komponenta kaveola, kaveolin-1, dio je proteosoma masnih kapljica, što je ključno u njihovom 

formiranju. Citoplazmatski izražaj VDR-a porastao je više od tri puta u dugotrajnoj šećernoj bolesti. 

Razlog za to bi mogao biti kompenzacijski mehanizam u kojem jetra nastoji povećanjem izražaja 

VDR-a tijekom starenja i dijabetesa vratiti homeostazu sustava vitamin D/VDR, potrebnu za 

normalno funkcioniranje jetre. 

Skupine životinja u dm-8m i dm-14m pokazale su početne morfološke znakove propadanja jetre, 

uslijed starenja i dugotrajnog dijabetesa. S obzirom na tu činjenicu koristili smo dvostuku 

imunoflourescenciju s TUNEL označavanjem, kako bismo utvrdili da li su jako pozitivne VDR-a 

stanice ujedno i apoptotične. Naime, nedavna istraživanja pokazala su da kalcitriol aktivira 

unutarnji put apoptoze u nekim specifičnim tumorskim staničnim linijama (168, 169). Međutim, 

kolokalizacija TUNEL/VDR nije uočena u jetri štakora tijekom ovog istraživanja, sugerirajući da 

morfološko propadanja hepatocita nije uzrokovano apoptozom. Pretpostavljamo da su stanice s 

jakim citoplazmatskim izražajem VDR-a ušle u nekrotični put odumiranja. Ipak, u ovom 

istraživanju pokazana je vrlo rijetka pojava apoptoze u hepatocitima, čak i u vrlo starih i 

dijabetičnih štakora. Pomoću TUNEL-a, jedne od najpouzdanijih metoda za otkrivanje i 

kvantificiranje programirane stanične smrti, apoptoza je uočena u rezidentnim stanicama jetre 

(makrofagi, Itove stanice) te u sinusoidama. Također, nismo uočili prisustvo apoptoze u 1α-OHaza 

imunoreaktivnim stanicama (Sl. 8). 

Osim u citoplazmi, VDR je prisutan i u jezgri, jer nakon vezanja specifičnog liganda odlazi u jezgru 

i regulira transkripciju odgovarajućih gena (9, 156). Imunoreaktivnost VDR-a uočena je i u 

jezgrama hepatocita, međutim taj izražaj bio je vrlo blag zbog zamaskiranosti jezgara jakim 

intenzitetom VDR imunofluorescencije u citoplazmi (Sl. 6). Stoga smo imunohistokemijskim 

bojanjem rezova na diaminobenzidin i kontrastiranjem jezgara hemalaunom mogli lakše uočiti 

imunoreaktivnost VDR-a i u jezgrama. Intenzitet nuklearnog izražaja VDR-a, zajedno s brojem 

stanica s VDR-imunoreaktivnim jezgrama dramatično se povećao sa starenjem životinja i 

dugoročnim dijabetesom (Sl. 7). Razlog za to leži u činjenici da je jak intenzitet vjerojatno 

posljedica povećanog izražaja VDR-a u citoplazmi uslijed navedenih procesa, ali također i zbog 
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povećanog vezivanja kalcitriola na VDR-a (157). Sličan nalaz potvrdila je i studija Alkharfy i sur. 

(158) koji su uočili su kako terapija vitaminom D inducira VDR ekspresiju u jetri miševa.  

Osim bubrežne produkcije kalcitriola postoji i njegova autonomna van-bubrežna produkcija u 

brojnim tkivima i stanicama. Međutim, pored endogene količine kalcitriola proizvedene u 

bubrezima, u našem radu smo po prvi put pokazali da u oštećenju jetre šećernom bolešću i 

starenjem, monociti koji izražavaju 1α-OHazu mogu dovesti do dramatičnog povećanja proizvodnje 

kalcitriola koji nije pod utjecajem negativne vlastite povratne sprege (170). Naime, poznato je da 

izražaj 1α-OHaze u stanicama imunološkog sustava nije pod utjecajem negativne povratne sprege 

kalcitriolom, za razliku od bubrega, gdje taj mehanizam čini osnovu autoregulacije proizvodnje 

kalcitriola (14). Prema našim rezultatima, povećani kalcitriol u jetri produkt je autonomne 

proizvodnje u monocitima, što vjerojatno ima i dodatnu ulogu u očuvanju jetrene funkcije. Do sada 

su opisani brojni pozitivni učinci kalcitriola. Dokazano je da kalcitriol ima zaštitni učinak kod 

oštećenja jetre u eksperimentalnim modelima dijabetesa na štakorima (2, 3). Ovi učinci posredovani 

su povećanom razinom antioksidacijskih enzima (superoksid dismutaza, katalaza, glutation 

peroksidaza, glukoza-6-fosfat-dehidrogenaze) u tkivu jetre (171, 172). Osim toga, kalcitriol svojim 

učincima modulira odgovor na oštećenja DNK i olakšava popravak DNA koji bi moglo pridonijeti 

borbi protiv starenja (172). 

 

6.2. Izražaj 24-OHaze i TGF-β1 u jetri dijebetičnih štakora tijekom starenja i dugoročnog 

DM1 

Utjecaj starenja i DM1 na katabolizam vitamina D u jetri nije do sada proučavan. Nedavne studije 

povezuju katabolizam kalcitriola u jetri sa osteomalacijom uzrokazvanom dugotrajnom uporabom 

određenih lijekova (173, 174) te se postavlja pitanje može li slična interakcija biti dio 

patofizioloških mehanizama u razvoju staračkog poremećaja mineralizacije kostiju i u kroničnim 

bolestima kao što je dijabetes. 

Stoga smo proučavali i dinamiku izražaja 24-OHaze (CYP24), glavnog enzima u katabolizmu 

vitamina D, u jetri štakora tijekom starenja i eksperimentalnog DM1. Koristeći imunohistokemijske 

metode, pronašli smo povećan izražaj 24-OHaze u različitim vrstama jetrenih stanica uključujući  

hepatocite, endotelne sinusoidne stanice jetre (LSECs), Kupfferove stanice (KCs) i stelatne stanice 

(HSCs). U hepatocitima, smo uočili izražaj 24-OHaze u citoplazmi, kao i u jezgri. Slično našim 

rezultatima, izražaj tog enzima uočen je i u neuronima spinalnog ganglija (175). 
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Prisutnost 24-OHaze u različitim stanicama jetre ukazuje na to da te stanice mogu imati izražaj 

enzima za razgradnju kalcitriola u svrhu vlastitih potreba. To bi moglo objasniti lokalizaciju enzima 

u jezgri. Naime, uočeno je da su pojedine populacije jetrenih stanica mjesta parakrinog/autokrinog 

djelovanja vitamina D (16). Nakon vezanja za VDR u citoplazmi, kalcitriol se premještena u jezgru, 

kako bi regulirao ekspresiju ciljnih gena (85, 91). Moguće je da 24-OHaza koja se nalazi u jezgri 

potiče proces razgradnje kalcitriola kako bi dovela do homeosteze u njegovom djelovanju. 

Uloga kalcitriola opisana je u pobljšanju jetrene funkcije uslijed kroničnih jetrenih degenerativnih 

bolesti kao što je dijabetes (10, 176). Povećani izražaj 24-OHaze, koju smo promatrali tijekom 

starenja i DM1, mogao bi utjecati na autonomni metabolizam kalcitriola u jetri. S druge strane, 

opsežni katabolizam kalcitriola u jetrenim stanicama, osobito u hepatocitima i endotelnim 

sinusoidnim stanicama mogao bi znatno utjecati na opću koncentraciju kalcitriola, koja se odražava 

na izlučivanje minerala bubrezima, apsorpciju kalcija u crijevima i koštanu pregradnju (9, 13).  

Endotelne sinusoidne stanice su vrsta stanica u tkivu jetre uglavnom odgovorne za čišćenje koloida 

i otpadnih makromolekula iz optjecaja (26). Kawai i sur. pokazali su kako su upravo endotelne 

stanice najučinkovitije u akumuliranju vitalnih molekula u jetri (177). U kombinaciji sa 

Kupfferovim stanicama, sinusoidne endotelne stanice predstavljaju najmoćniji "sustav čistača" u 

tijelu (26). Međutim, osim ove općepoznate uloge „čistača“ u tijelu, endotelne sinusoidne stanice, 

stelatne i Kupfferove stanice pokazale su opsežni izražaj 24-OHaze što je značajno s obzirom na 

ulogu u metabolizmu kalcitriola. 

Iako je uočen povećani izražaj 24-OHaze u jetri tijekom starenja i DM1, mogući pozadinski 

mehanizam djelovanja do sada nije poznat. Dinamička ravnoteža bioaktivnog vitamina D u formi  

kalcitriola ovisi o njegovoj sintezi kataliziranoj putem 1α-OHaze, ali također ovisi i o stupnju 

njegove razgradnje. Povećan izražaj 24-OHaze u jetri koji smo utvrdili tijekom ovog istraživanja 

moguće je uzrokovan povećanom proizvodnjom kalcitriola i izražajem VDR-a, budući da je 

poznato da izražaj 24-OHaze izravno pozitivno reguliran količinom bioaktivnog vitamina D (106, 

178). U skladu s tim, nedavna istraživanja također su pokazala da Kupfferove, stelatne i endotelne 

stanice odgovaraju na kalcitriol značajnim povećanjem 24-OHaze, što ukazuje da je VDR 

funkcionalan i u tim stanicama (16). 

Da bi istražili patološke promjene tijekom starenja i dugotrajnog DM1 istražili smo također izražaj 

TGF-β1, kao ključnog posrednika u fibrogenim procesima u jetri (179, 180). Poznato je da TGF-β1 

posreduje aktiviranje stelatnih stanica te inducira izražaj drugih posrednika u procesu fibroze (181). 
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Uočili smo znatan porast izražaja TGF-β1 tijekom starenja i dugoročnog DM1, potvrđujući 

progresiju kroničnog upalnog procesa. TGF-β1 je izražen u svim stanicama jetre, a njegov izražaj u 

citoplazmi hepatocita povećao se sa starenjem i progresijom DM1. Izražaj TGF-β u hepatocitima 

sam po sebi je predmet rasprave (182). Dakle, moguće je da hepatociti tijekom starenja i DM1 

počnu intenzivno izražavati TGF-β1, što može biti posljedica povećanog nakupljanja TGF-β1 u 

citoplazmi hepatocita, kojeg proizvede drugi tipovi stanica prisutni u jetrenom tkivu. S obzirom da 

TGF-β1 nije specifični biljeg stelatnih stanica, nego ga izražavaju i Kupfferove stanice, endotelne 

sinusoidalne stanice i sami hepatociti, za specifični biljeg stelatnih stanica koristili smo GFAP, koji 

se ne izražava u Kupfferovim stanicama i endotelnim sinusoidalnim stanicama. Stoga smo GFAP 

koristili kao biljeg stelatnih stanica kako bi utvrdili njegovu ko-ekspresiju sa 24-OHazom i time 

dokazali ovaj enzim u stelatnim stanicama. 

Također, uočena je koekspresija TGF-β1 i 24-OHaze u različitim populacijama jetrenih stanica. Jak 

citoplazmatski i jezgreni izražaj TGF-β1 i upalne promjene u stanicama mogu dovesti isto tako do 

povećanog izražaja 24-OHaze. Povećan izražaj 24-OHaze prethodno je povezan s drugim upalnim 

bolestima. Naime, izražaj 24-OHaze pokazao se povećanim u tkivu bubrega pacijenata s 

dijabetičnom nefropatijom (183) i kroničnim bubrežnim bolestima (184). 

Zaključno, predstavljeni rezultati ukazuju da jetra ima sposobnost proizvodnje aktivnog vitamina D 

(kalcitriola) sintezom u monocitno/makrofagnom sustavu. Taj kapacitet znatno je povećan 

oštećenjem i upalom u različitim (pato)fiziološkim uvjetima, kao što su starenje i dugoročna šećerna 

bolest. Pojačan izražaj receptora za vitamina D u hepatocitima praćen je značajnim porastom 

kapaciteta za sintezu vitamina D. Ove promjene mogu imati hepatoprotektivne, antifibrotičke 

učinke, koji su naglašeni u slučajevima kroničnog perzistentog oštećenja jetre. Također, rezultati 

ovog istraživanja pružaju dokaz da jetra ima sposobnost aktivnog anabolizma i katabolizma 

vitamina D u različitim populacijama stanica, posebice u sinusoidama, kroz izražaj 1α-OHaze i 24-

OHaze. Utvrdili smo da se ovaj kapacitet znatno povećavao tijekom starenja i dugotrajnog DM1. 

Navedena stanja karakterizira značajan porast izražaja 24-OHaze u hepatocitima, stelatnim, 

Kupfferovim i endotelnim stanicima, te izražaj 1α-OHaze, prvi put opisane u monocitno-

makrofagnom sustavu jetre. Osim toga, opisali smo i prisutnost VDR-a u membranama masnih 

kapljica, koji ukazuje na potencijalni kompenzacijski mehanizam u kojem jetra nastoji povećanjem 

izražaja VDR-a tijekom starenja i dijabetesa vratiti homeostazu sustava vitamin D/VDR, potrebnu 

za normalno funkcioniranje jetre. Stoga su ključne komponente vitamin D-ovisnog signalnog 

sustava potencijalni terapeutski model za liječenje dijabetesom oštećene jetre. 
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7. ZAKLJUČCI 

- 1α-hidroksilaza izražena je u tkivu jetre u stanicama monocitno-makrofagnog sustava. 

- Receptori za vitamin D izraženi su u jezgrama i citoplazmi hepatocita, posebice u masnim 

kapljicama unutar citoplazme. 

- 24-hidroksilaza prisutna je u većini jetrenih stanica uključujući hepatocite, endotelne 

sinusoidne, Kupfferove i stelatne stanice. 

- Starenje rezultira porastom izražaja receptora za vitamin D i enzima koji sudjeluju u 

metabolizmu vitamina D (1α-OHaze i 24-OHaze) u jetrenom tkivu. 

- Dugoročni oblik šećerne bolesti tipa 1 izaziva porast izražaja receptora za vitamin D i 

enzima koji sudjeluju u metabolizmu vitamina D (1α-OHaze i 24-OHaze) u jetrenom tkivu. 
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8. SAŽETAK 

Šećerna bolest (diabetes mellitus, DM) je poremećaj metabolizma povezan s ozbiljnim 

komplikacijama jetre. Kao metabolička kronična bolest, DM je vrlo čest u starijih osoba. Nedavne 

studije ukazuju na mnoge blagotvorne učinke vitamina D na metabolički i oksidacijski stres u tkivu 

jetre u eksperimentalnim modelima dijabetesa. Cilj ovog istraživanja bio je istražiti izražaj vitamina 

D receptora (VDR-a), 1 α-hidroksilaze (1α-OHaze) i 24-hidroksilaze (CYP24), ključnih enzima u 

proizvodnji i razgradnji aktivne forme vitamina D (kalcitriola) u jetri tijekom dugoročnog dijabetesa 

tip 1 (DM1) i starenja. Izvršene su imunohistokemijske analize izražaja VDR-a, 1α-hidroksilaze, 

24-hidroksilaze tijekom starenja u modelu DM1 izazvanom streptozotocinom. Izražaj enzima 1α-

OHaze utvrđen je u monocitno/makrofagom sustavu jetrenog tkiva. Osim nuklearnog izražaja u 

hepatocitima, također smo uočili izražaj VDR-a u membranama lipidnih kapljica unutar hepatocita. 

Starenje i dugoročni DM1 rezultirao je značajnim povećanjem broja 1α-OHaza imunoreaktivnih 

stanica, kao i postotka jako pozitivnih VDR hepatocita. Također smo ustanovili da su starenje i 

dugoročni DM1 značajno povećali i izražaj CYP24 u hepatocitima, kao i u ne-parenhimskim stanica 

jetre uključujući stelatne, Kupfferove i endotelne stanice. Iz svega navedenog proizlazi da jetra ima 

sposobnost sinteze aktivnog vitamina D u vlastitom monocitno/makrofagnom sustavu, kao i 

razgradnje u svim stanicama jetrenog tkiva koja je znatno povećana tijekom starenja i dugoročne 

šećerne bolesti. Ovaj nalaz prati i značajno povećanje izražaja receptora za vitamina D u 

hepatocitima i ostalim stanicama jetrenog tkiva. Navedeno istraživanje upućuje na zaključak da bi 

sustav vitamin D3/VDR mogao biti potencijalna terapeutska meta u prevenciji komplikacija jetre 

uzrokovanih dijabetesom i starenjem. 
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9. SUMMARY 

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder associated with serious liver complications. As a 

metabolic chronic disease, DM is very common in the elderly. Recent studies suggest ameliorating 

effects of vitamin D on metabolic and oxidative stress in the liver tissue in an experimental model 

of DM. The aim of this study was to investigate the expression of vitamin D receptors (VDRs), 1α-

hydroxylase(1α-OHase) and 24-hydroxilase (CYP24), the key enzymes for the production and 

degradation of active vitamin D form (calcitriol) in the liver during long-term diabetes mellitus type 

1 (DM1) in aging rats. We performed immunohistochemical analyses of liver expression of 1α-

OHase, CYP24 and VDRs during aging in long-term streptozotocin-induced DM1. Enzyme 1α-

hydroxylase was identified in the monocyte/macrophage system of the liver. In addition to the 

nuclear expression, we also observed the expression of VDR in membranes of lipid droplets within 

hepatocytes. Aging and long-term DM1 resulted in significant increase in the number of 1α-OHase 

immunoreactive cells, as well as the percentage of strongly positive VDR hepatocytes. We also 

found that ageing and long-term DM1 resulted in a significant increases expression of CYP24 in 

hepatocytes, as well as in non-hepatocyte liver cells (Kupffer cells, hepatic stellate cells and 

sinusoidal endothelial cells). In conclusion, the liver has the capacity for active vitamin D synthesis 

in its monocyte/macrophage system and its degradation in all hepatic cell types that are 

substantially increased in aging and long-term diabetes mellitus. These conditions are also 

characterized by significant increases in vitamin D receptor expression in hepatocytes. The present 

study suggests that VDR signaling system could be a potential target in prevention of liver 

complications caused by diabetes and aging. 
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