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1. UVOD

Secerna bolest (engl. diabetes mellitus, DM) danas je najée$¢i endokrini poremecaj i rastuci
zdravstveni problem u vecini razvijenih zemalja (1). Kao metabolicki poremecaj povezana je i S
ozbiljnim jetrenim komplikacijama (2, 3). Jetra ima sredi$nju ulogu u kontroli homeostaze glukoze i
sudjeluje u sloZenoj regulaciji metaboli¢kih supstrata i hormona (4, 5). Metaboli¢ka bolest jetre
uzrokovana Se¢ernom boles¢u uglavnom je posljedica oksidacijskog stresa (3). U posljednjih
nekoliko desetljeca opsezno se proucavaju bioloski ucinci aktivnog oblika vitamina D (6-8). Novije
spoznaje ukazuju na povoljne ucinke vitamina D u razli¢itih kroni¢nih bolesti kao §to su
kardiovaskularne, Se¢erna bolest, maligne i autoimune bolesti (9-12). Steroidni hormon, vitamin D,
ostvaruje uinke vezanjem za receptore vitamina D (engl. vitamin D receptors; VDR) (7, 13).
Istrazivanja pokazuju da sustav vitamin D/VDR ima i potencijalni terapijski u¢inak na smanjenje
razvoja jetrene fibroze. U modelu streptozotocinom inducirane $eé¢erne bolesti, primjena vitamina D

smanjuje metabolicki i oksidacijski stres u jetri Stakora (3).

Siroka rasprostranjenost VDR-a i kljuénih enzima aktivacije lo-hidroksilaze (engl. 25-
hydroxyvitamin D3-/a-hydroxylase, la-OHaza; CYP27B1) i inaktivacije 24-hidroksilaze (engl.
vitamin D3-24-hydroxylase, 24-OHaze; CYP24A1) u veéini stanica sisavaca ukazuje da stanice u
razli¢itim tkivima imaju potencijal za aktivaciju/deaktivaciju vitamina D, koji moze djelovati
autokrino ili parakrino (13, 14). Iako je dosada potvrdena prisutnost VDR-a u stanicama jetre (15-
17) nisu razjaS$njeni pozadinski mehanizmi djelovanja vitamina D Koji rezultiraju smanjenjem
jetrenih komplikacija Sec¢erne bolesti (3). Osim toga ne postoje podaci 0 raspodjeli enzima la-

OHaze u pojedinim stanicama jetrenog tkiva.

Unatoc¢ tome, $to su istrazivanja o u¢incima vitamina D u stalnom porastu, mehanizmi ostvarivanja
brojnih povoljnih u€inaka nisu do kraja poznati. Osim uc¢inaka vitamina D u regulaciji metabolizma
kalcija i fosfata (18), utvrdene su i brojne druge uloge vitamina D, ukljucujuéi regulaciju lucenja
hormona, regulaciju proliferacije i diferencijacije stanica i imunoregulaciju (19). Takoder brojna
istrazivanja pokazuju povoljne ucinke vitamina D kod starenja i razli€itih bolesti povezanih sa
starenjem (kardiovaskularne bolesti, SeCerna bolest, maligne i autoimune bolesti) (9-11). Medutim,
izrazaj VDR-a 1 klju¢nih enzima metabolizma vitamina D u jetri dijabeti¢nih Stakora nije do kraja

razjasnjen.



1.1. Jetra

Jetra, najvazniji metaboli¢ki organ, ujedno je i najveca Zlijezda u tijelu. Posrednik je izmedu
probavnog sustava i krvi. Zauzima sredi$nje mjesto u metabolizmu i funkcioniranju izmjene tvari u
organizmu. Osim pretvorbe i pohrane metabolita, jetra ima vaznu ulogu u proizvodnji bjelan¢evina
plazme, kao Sto je albumin. Uklanjanje otrovnih tvari iz jetre vr$i se putem njenog egzokrinog
sustava zucnih kanali¢a. Zbog svojih brojnih funkcija Cesto se naziva "glavnom tvornicom

organizma" (20).

1.1.1 Grada jetre

Jetra je smjeStena u desnom gornjem dijelu trbuSne Supljine neposredno ispod oSita. Ima dvije
povrsine, gornju koja je konveksna i u suodnosu je s oSitom (lat. facies diaphragmatica hepatis) i
donja koja je u suodnosu s trbusnim organima (lat. facies visceralis hepatis). Sastoji se od 4 reznja.
Na gornjoj povrSini dva, desni veci i lijevi manji. Na donjoj povrsini jetre razlikuju se jo§ 2 manja
raznja, lobus quadratus i lobus caudatus. Granicu izmedu reznjeva jetre oznacavaju na njenoj
gornjoj strani srpasta veza (lat. lig. falciforme hepatis). Na donjoj strani jetre nalaze se tri Zlijeba,
dva sagitalna i jedan poprecni, koji oblikuju slovo H. Poprecni zlijeb predstavlja hilus jetre (porta
hepatis), kroz koji prolaze krvne Zzile, zivci i zuéni kanali. Desnu sagitalnu brazdu ¢ini udubina za
zu¢ni mjehur (lat. fossa vesicae biliaris), te brazda za donju Suplju venu (lat. sulcus venae cave).
Lijevu sagitalnu brazdu ¢ine u svom prednjem dijelu sadrzi lig. teres hepatis, a u svom zadnjem
dijelu lig. venosum (21, 22). Jetra je obavijena fibroznom ¢ahurom (Glissonova ¢ahura), koja sadrzi
brojne vece limfne Zzile i u podrucju porte hepatis neposredno se nastavlja u vezivne pretince
smjeStene na kutovima jetrenih reZnji¢a (interlobularni, portalni ili Kiernanovi prostori). Kiernanov
prostor sadrzi arteriju (ogranak jetrene arterije), venu (ogranak vene porte), zu¢ni kanali¢ 1 limfne
zile (23). Krvotok u jetri podijeljen je na hranidbeni i funkcionalni. Hranidbeni se odvija putem
jetrene arterije, a funkcionalni putem vene portae. Veéina krvotoka potjece od portalne vene (70-

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



1.1.2 Histologija jetre

Osnovnu morfolosku jedinicu jetre ¢ini jetreni reznji¢ koji ima oblik Sesterokuta ili pcelinje sace. U
jetri Covjeka se oko jetrenog reznji¢a nalazi 3-6 portalnih prostora. Portalni prostor obuhvaca
venulu, arteriolu, zu¢ni kanali¢ i limfnu Zzilu. Hepatociti, osnovne gradevne jedinice jetre,
rasporedeni su zrakasto U jetrenom reznjicu. Poput opeke sadinjavaju stani¢ne plo¢e (Remakovi
nizovi) koji su usmjereni od periferije prema njegovom sredistu gdje se izmedu nalaze sinusoidne

kapilare tj. jetrene sinusoide (25).

U jetri osim parenhima koji je izgraden od hepatocita nalaze se i sljede¢e ne-parenhimske stanice:
- endotelne stanice sinusoidnih kapilara (engl. liver endothelial sinusoidal cells, LESCs);
- Kupfferove stanice ili jetreni makrofazi (engl. Kupffer cells, KCs);
- ltove stanice ili stelatne stanice jetre (engl. Ito cells or hepatic stellate cells, HSCs);

- gradevne komponente drugih tkiva: vezivnog, mis§i¢nog i ziv¢anog 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 proti¢e kroz sinusoide ona se cijedi kroz
fenestre endotelnih stanica i dolazi u odnos sa hepatocitima, $to omoguéuje izmjenu
makromolekula. Stanice imaju funkciju ,Cistata organizma“ i odgovorne su za uklanjanje

potencijalnih opasnih makromolekula iz krvi, te imaju vaznu 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 kostane srzi. Njihova diferencijacija
zapocCinje iz promonocita i monoblasta u monocite, zatim od monocita iz periferne krvi zavrSavaju
diferencijaciju u zrele Kupfferove stanice (27). Cine oko 15-20% jetrenih stanica. Sudjeluju i u
razgradnji hemoglobina, izlu¢ivanju bjelancevina vezanih za imunoloske procese i stvaranju
bilirubina (28). Kao jedan od biljega jetrenih makrofaga koristi se ioniziraju¢a kalcij-vezujuca

adapterska molekula 1 (engl. ionized calcium-binding adapter molecule 1, Ibal) (29).



Itove stanice (engl. 1to cells or ; hepatic stellate cells, HSCs) ili stelatne (zvjezdaste) stanice jetre su
periciti koji se nalaze Disseovom prostoru (perisinusoidalni prostor izmedu jetrenih sinusoida i
hepatocita). Predstavljaju oko 5-8 % jetrenih stanica. Svaka stanica ima nekoliko duzih izdanaka
koji obavijaju sinusoide. Lipidne kapljice u stanicama pohranjuju vitamin A kao ester retinola.
Osim funkcije u pohrani i1 otpusStanju retionoida imaju vaznu ulogu u fibrozi jetre, odnosno,
stvaranju oziljkastog tkiva tijekom odgovora na oStecenje jetre. U normalnoj jetri Itove stanice su u
"mirnom" stanju (30). Kada se jetra osteti, Itove stanice mogu se promijeniti u "aktivno™ stanje.
Aktivirane stanice karakterizirane su sposobno$¢u proliferacije, kontraktilnosti i kemotaksije (31).
Aktivirane Itove stanice takoder su odgovorne za lucenje kolagenskog oziljkastog tkiva, jednog od
obiljezja 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 izrazavaju biljeg alfa aktin glatkog misi¢a (engl. alpha smooth muscle actin, a-

SMA) (31).

Hepatociti (engl. hepatocytes) su parenhimske stanice i osnovne gradevne jedinice jetre, viSekutnog
oblika, s jednom ili dvije jezgre. U Disseov prostor s povrsine hepatocita strse mikrovili. U skladu s
brojnim funkcijama jetre, u citoplazmi hepatocita obilno su zastupljene citoplazmatske organele:
zrnata 1 glatka endoplazmatska mrezica, Golgijev aparat (oko 50), mitohondriji (oko 2000),
lizosomi i peroksisomi, a od paraplazmatskih tvari glikogen i kapljice masti. Citoplazma hepatocita
je eozinofilna, §to je odraz brojnih mitohondrija, dok je bazofilni izgled odraz velikih koli¢ina
hrapavog endoplazmatske mrezice i slobodnih ribosoma. U glatkoj endoplazmatskoj mrezici
odvijaju se razli¢iti vazni procesi kao Sto su oksidacija, metilacija i konjugacija (23). Hepatociti
sadrzavaju 1 glikogen. Jetreni glikogen je pri€uvni oblik glukoze i on se po€inje razgradivati kad se
razina glukoze u krvi spusti ispod dozvoljenih fizioloskih raspona vrijednosti. Osim $to sintetiziraju
bjelancevine za vlastito odrZzavanje, hepatociti proizvode 1 razli¢ite bjelancevine, koje se
sintetiziraju na polisomima vezanim za hrapavu endoplazmatsku mrezicu. Jetra kao Zlijezda s
unutra$njim i vanjskim lu¢enjem, osim endokrine funkcije, putem izlu¢ivanja zu¢i ostvaruje i svoju
egzokrinu funkciju. Upravo hepatociti primaju, mijenjaju i izlucuju sastojke krvi u zu¢ne kapilare, a
svojim dodirnim plohama omeduju tanki prostor koji je po funkciji Zu¢na kapilara. Stoga glavne
funkcije hepatocita ukljucuju stvaranje i izlu¢ivanje zuci, regulaciju stabilnosti glikemije, sintezu

lipida i sekreciju plazminih lipoproteina, reguliranje metabolizma kolesterola, stvaranje ureje,



serumskih albumina, ¢imbenika koagulacije, enzima i brojnih drugih proteina te konacno

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

Hepatociti imaju takoder veliku sposobnost regeneracije. Stakorska jetra regenerira se u cijelosti
ako joj se operativno odstrani 75% ukupne mase (parcijalna hepatektomija) (34). U covjeka

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

transplantaciju (35).

Slika 1. Grada jetrenog reznjica. Jetra Stakora, bojenje hemalaun-eozinom. cv — centralna vena; pt
— portalna trijada; ha — hepaticka arterija; hpv — hepaticka portalna vena; zk — zuéni kanali¢;
zvjezdica — hepatocit; strelica — jetreni makrofag; crni vrsak strelice — stelatna stanica; bijeli vrsak

strelice — endotelna stanica sinusoide. (A. Vuica, iz zbirke Laboratorija za neurokardiologiju)



1.1.3 Funkcije jetre

U najvaznije funkcije jetre se ubrajaju: sinteza bjelancCevina, stvaranje i izlucivanje zuci,
pohranjivanje metabolita, regulacija homeostaze ugljikohidrata, kontrola metabolizma kolesterola,
proizvodnja ureje, proizvodnja bilirubina te detoksikacija i inaktiviranje lijekova i drugih stranih

tvari.

Hepatociti sintetiziraju bjelancevine za vlastito odrazavanje i stvaraju bjelancevine plazme koje se
lu¢e u krv: albumine, protrombin, fibrinogen i apolipoproteine. Bjelancevine se sintetiziraju na
hrapavoj endoplazmatskoj mrezici (36). Funkcija hepatocita nije da pohranjuju bjelancevine nego
da ih stalno otpustaju u krv. Egzokrina funkcija jetre proizvodnja je zuci jer hepatociti primaju,
mijenjaju i izluCuju sastojke krvi u zu¢ne 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 nacin odrzavaju stalnu razinu glukoze u krvi (38). Sinteza kolesterola i
lipida su neke od uloga peroksisoma, organela koje kao lizosomi sadrzavaju enzime. U jetri se vr$i i
esterifikacija kolesterola, kao i metabolicka razgradnja masnih kiselina, te stvaranje ketonskih tijela
(39). Hepatocit je i glavno mjesto deaminacije aminokiselina, pri ¢emu 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 izlu¢uje u Zu¢ne kapilare
(41). Razliciti lijekovi i druge tvari mogu se detoksicirati oksidacijom, metilacijom i konjugacijom

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

1.1.4 Ostecéenja jetre

Bolesti jetre danas su medu naj¢eS¢im bolestima probavnog sustava. Mogu zahvatiti sve njezine
dijelove - jetrene stanice, zuéne vodove, krvne i limfne Zile. Jetru takoder oSte¢uju razni otrovi,
lijekovi, infekcije, smetnje u opskrbi krvlju i drugi poremecaji. Neki od najéeséih poremecaja su:

masna jetra, alkoholni i nealkoholni steatohepatitis, fibroza i posljedi¢no ciroza jetre.


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

1.1.4.1 Masna jetra

Masna jetra (steatoza) (engl. fatty liver disease, FLD) difuzno je nakupljanje neutralnih masti
(triglicerida) unutar jetrenih stanica, zbog Cega je jetra blago do umjereno povecana. Masha
infiltracija jetre pocetna je i najceSca posljedica pretjerane konzumacije alkohola. Ostali moguci
uzroci masne jetre su debljina, Secerna bolest, lijekovi i kemikalije, kao i razli¢iti poremecaji
metabolizma. Potencijalno je reverzibilna. Masna jetra predstavlja makrovezikularne nakupine
masti u obliku velikih kapljica triglicerida, koji dislociraju jezgre jetrenih stanica. Puno rjede mast
se javlja u mikrovezikularnom obliku malih kapljica, koje ne dislociraju jezgru. Slobodne masne
kiseline i citokini (npr. ¢imbenik nekroze tumora-a, engl. tumor necrosis factor-a, TNFa) su
hepatotoksi¢ni i poticu molekularnu patogenezu masne jetre (42). Mikrovezikularna mast
predstavlja oSte¢enje mitohondrija. Jetra se povecava i na prerezu je zute povrSine. Masna jetra

najéesce nije povezana ni s kakvim simptomima, osobito ako se radi o kroni¢nom stanju (43).
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Slika 2. Masna degeneracija jetre. Masno promijenjena jetra Stakora. Bojanje toluidinom.

Povecanje 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 Cesto je povezana s ozbiljnom prognozom i visokim mortalitetom kod tezih
oblika bolesti (44). Metabolizam alkohola moze dovesti do povecanog metabolizma u jetri,
uzrokujuci hipoksiju i oStecenje lipida posredovano slobodnim radikalima. Oste¢eni hepatociti su ili
nabrekli sa zrnatom citoplazmom (balonska degeneracija) ili sadrze fibrilarni protein u citoplazmi
(Malloryjeva ili alkoholna hijalina tjelesca). TeSko osteCeni hepatociti postaju nekroticni.

Nakupljanje kolagena i fibroza terminalnih jetrenih venula kompromitiraju perfuziju jetre i
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doprinose portalnoj hipertenziji. Histoloske znacajke koje mogu upudivati 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 metaboli¢kog sindroma (uz prekomjernu debljinu, Secernu bolest, povisene masnoce u krvi,
poviseni krvni tlak) u podlozi kojeg je rezistencija na inzulin. Nealkoholna bolest masne jetre danas
se smatra jednom od najcesc¢ih bolesti jetre u razvijenim zemljama (45). Postoje tri klinicka oblika,
odnosno stadija NAFLD-a: steatoza jetre, steatohepatitis i fibroza/ciroza jetre. Dok je steatoza jetre
reverzibilan poremecéaj, pojava upale nealkoholnog steatohepatitisa (engl. nonalcholic
steatohepatitis, NASH) moze dovesti do kroni¢nog osteCenja jetre pracenog progresivnom
fibrozom, a uzrokovana je prekomjernim nakupljanjem masnoca (triglicerida) u jetri i rezultira
abnormalnim metabolizmom lipida. Nealkoholni steatohepatitis je stanje histoloski karakterizirano
makrovezikularnom steatozom i lobularnim hepatitisom s ili nekrozom hepatocita i/ili fibrozom.
Predstavlja promjene u jetri koje sli¢e alkoholnoj bolesti jetre. Iako oSteCenje jetre nalikuje
promjenama uzrokovanim konzumacijom alkohola, kako i sam naziv govori, ova bolest nastaje u

odsutnosti pretjerane konzumacije alkohola (46).

1.1.4.4 Fibrozai ciroza jetre

Fibroza jetre predstavlja nakupljanje vezivnog tkiva u jetri kao odgovor na razna hepatocelularna
oSte¢enja. Nastaje uslijed neprimjereno jakog stvaranja ili nedostatnog propadanja izvanstani¢nog
matriksa. Fibroza moZe dovesti do ciroze jetre. Ciroza je kroni¢na bolest jetre koju obiljezava
oSteCenje jetrenog tkiva, stvaranje fibroznih oziljaka i1 progresivno propadanje jetrene funkcije.

Ciroza ukljucuje i pojavu regenerativnih nodula i fibroze.

Fibroza zapocinje aktivacijom jetrenih perivaskularnih stelatnih stanica (engl. hepatic stellate cells,
HSCs, Ito cells). Aktivacija ovih stanica odnosi se na njihovu morfoloSku i funkcionalnu

preobrazbu, iz stanica bogatih vitaminom A, u fibroblaste, odnosno miofibroblaste (47). Pri tom
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dolazi do nesrazmjera izmedu Stvaranja i razgradnje medustani¢ne tvari, jer miofibroblasti imaju
veliku sposobnost proliferacije, kontrakcije, kao i veliki potencijal u izlu¢ivanju izvanstani¢nog
matriksa (48). Kljuénu ulogu u fibrozi imaju brojni drugi ¢imbenici, kao na primjer slobodni
kisikovi radikali, apoptotska tjeleSca hepatocita i lipopolisaharidi. Takoder, vazna je medusobna
parakrina stimulacija izmedu stelatnih stanica i endotela sinusoidnih kapilara te hepatocita,
Kupfferovih stanica i trombocita (47). Osteceni hepatociti, trombociti 1 leukociti oslobadaju
razli¢ite posrednike upale $to ubrzava proces fibroze. Kao odgovor na ozljedu, stelatne stanice
izluCuju i transformirajuci ¢imbenik rasta B1 (engl. transforming growth factor 1, TGF-B1), citokin
koji potice stelatne stanice da izlu¢uju kolagen tipa I, koji je klju¢an profibrogeni faktor. Djelovanje
ovog ¢imbenika ima veoma vaznu ulogu u pretvorbi stelatnih stanica u miofibroblaste (49). Vazna
znacajka u fibrinogenezi je kontraktilnost aktiviranih stelatnih stanica kada znacajno raste izrazaj
aktina (engl. alpha smooth muscle actin, a-SMA) u ovim stanicama, $to se koristiti kao biljeg
kontraktilnog potencijala stanice. Povecana kontraktilnost stelatnih stanica dovodi do stezanja
sinusoidnih kapilara (50). Tracci miofibroblasta spajaju ogranke aferentnih i eferentnih hepati¢nih
vena, limitiraju¢i opskrbu hepatocita krvlju. Stoga, fibroza pridonosi ishemiji hepatocita

(hepatocelularnoj disfunkciji) i portalnoj hipertenziji (51).

Fibroza ne uzrokuje simptome. Simptomi se mogu razviti zbog primarnog poremecaja ili portalne
hipertenzije. Portalna hipertenzija je ipak asimptomatska do razvitka ciroze jetre. Biopsija jetre je
jedini nadin dijagnoze fibroze. Ciroza jetre zavr$na je faza brojnih jetrenih bolesti, obiljezena
potpunim poremecajem njezine strukture i funkcije. Nastaje kada uslijed oStecenja jetrenog tkiva tj.
nekroze dolazi do pokuSaja njegove regeneracije i stvaranja oZiljaka (fibroze), Sto pretvara
normalnu gradu jetre u ¢vori¢e. Uzro¢ni ¢imbenici ciroze su: alkohol, virusni hepatitis B i C,
poremecaji metabolizma (hemokromatoza, Wilsonova bolest, nealkoholna masna bolest jetre),

autoimune bolesti jetre te dugotrajni zastoj zu¢i (primarna ili sekundarna bilijarna ciroza) (43).

Ciroza je uznapredovala bolest jetre za koju je karakteristicna opsezna fibroza koja naruSava
normalnu anatomsku gradu jetre. Koli¢ina masti kod ciroze je razli¢ita. Takoder je moguc¢ i
alkoholni hepatitis. Ciroza moZe biti mikronodularna i makronodularna. Mikronodularna ciroza je
obiljezena jednoliko malim nodulima i debelim pravilnim pojasom vezivnog tkiva. Slab
kompenzatorni pokusaj regeneracije jetre dovodi do stvaranja malih ¢vori¢a (mikronodularna
ciroza) koji se skupljaju u jetri. S vremenom, pogotovo u apstinenciji to moze dovesti do
makronodularne ciroze. Makronodularna ciroza u kojoj se noduli razlikuju po veli¢ini i sadrze nesto
normalniju lobularnu organizaciju portalnih trijada i1 terminalnih hepati¢nih venula (52). Inzulin,

glukagon i intrahepati¢ni krvni protok uz razlicite citokine i hepati¢ne faktore rasta odreduju gdje ¢e
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se noduli razviti (43). Povecan rizik od hepatocelularnog karcinoma (HCC) povezan je s cirozom

jetre svih etiologija (53).

1.2 Seéerna bolest

Seéerna bolest (lat. diabetes mellitus, DM) danas je vodeéi endokrini poremeéaj i rastuci
zdravstveni problem u veéini razvijenih zemalja (1). Predstavlja skup metabolickih bolesti
povezanih s poremecajem u metabolizmu ugljikohidrata, masti i proteina, koje karakterizira

kroni¢na hiperglikemija nastala zbog poremecaja 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 Secerne bolesti uzimajuci u obzir etiologiju,

terapijski pristup i prognozu:

a) DML1 tip (“inzulin ovisni™);

b) DM2 tip ("inzulin neovisni®);

C) trudnicki (gestacijski) dijabetes (engl. gestation diabetes mellitus, GDM);

d) drugi specifi¢ni tipovi (npr. heterogena grupa: bolesti gusterace; DM uzrokovan lijekovima

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

Prema procjenama Medunarodne dijabetoloSke federacije (engl. International Diabetes Federation,
IDF) procjenjuje se da trenutno u svijetu 382 milijuna ljudi boluje od $ecerne bolesti, te da ¢e 2035.
taj broj iznositi 592 milijuna oboljelih (57).

Seéerna bolest tipa 1 (engl. diabetes mellitus type I; DM1), poznata je pod nazivom dijabetes ovisan
o inzulinu, a karakterizira je razaranje P-stanica gusterae i posljedi¢ni apsolutni nedostatak
inzulina. Se¢erna bolest tipa 2 (engl. diabetes mellitus type I1; DMZ2), dijabetes neovisan o inzulinu ,
uzrokovan je smanjenom osjetljivoséu stanica na inzulin i neadekvatnim lué¢enjem inzulina iz
gusSterace. Pored ova dva tipa, manje su zastupljeni i drugi specifi¢ni tipovi Seferne bolesti:
uzrokovani kroni¢nim bolestima gusteraCe, uzimanjem nekih lijekova, Secerna bolest u sklopu

nekih genetskih sindroma (npr. MODY) (58), Secerna bolest u trudno¢i (GDM), pri ¢emu se
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povisene razine glukoze u krvi pojavljuju prvi put tijekom trudnoée, a normaliziraju nakon trudnoce

(59).

Prihvaceni kriteriji za dijagnozu Secerne bolesti prema SZO:

1. Dijagnoza se postavlja temeljem prisutnosti klasi¢nih simptoma hiperglikemije (polidipsija,

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

2. GUK na taste > 7,0 mmol/L ili 126 mg/dl, nakon 8 sati neunosSenja 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 Seéerna bolest tipa 1

Seéerna bolest tipa 1 (engl. diabetes mellitus type 1, DM1; insulin-dependent diabetes mellitus,
IDDM) je kroni¢na multifaktorijalna autoimuna bolest obiljezena uniStenjem [-stanica gusterace
koje proizvode inzulin (51). Ce$ée se javlja u djece i adolescenata, ali mozZe se pojaviti i u odraslih.
Danas se smatra da poremeceno funkcioniranje imunoloskog sustava, nasljedni Cimbenici i
¢imbenici okoliSa uzrokuju nastanak DM1. Genski biljezi vezani za DM1 smjesteni su unutar
glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex, MHC). U ¢ovjeka
su to humani leukocitni antigeni (engl. human leukocyte antigen, HLA) i smatraju se najvaznijim
antigenima u nasljedivanju DM1. HLA razred Il DR4 i DR3 pokazuju najjacu povezanost s DM1
(60). Neki od imunosnih biljega koje takoder nalazimo u DMI1 su autoantitijela kao S$to su:
protutijela na Langerhansove otocice (engl. islet cell autoantigen, ICA), protutijela na
dekarboksilazu glutaminske kiseline (engl. glutamic acid decarboxlylase, GAD), protutijela na
endogeni inzulin (engl. insulin autoantibody, IAA). DM1 karakteriziran je razli¢ito dugim periodom
prije ispoljavanja simptoma bolesti tzv. fazom predijabetesa (61). Bolest se nece ocitovati sve dok
nije uniSteno vise od 90% svih B-stanica gusterace. Pacijenti s DM1 cesto su skloni razvoju drugih
autoimunih bolesti, kao §to su Gravesova bolest, Hashimotov tireoiditis, Addison-ova bolest,
vitiligo, autoimuni hepatitis, miastenija gravis (62). Klasi¢nu klinicku sliku DM1 ¢ine polidipsija,

polifagija, poliurija i gubitak tezine. U nedostatku inzulina, ponekad prvi simptom moze biti
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dijabeticka ketoacidoza ili hiperosmolarna koma. Osnovna osobina DM1 je nuznost inzulinske

terapije (55).

1.2.2 Seéerna bolest tipa 2

Seéerna bolest tipa 2 (engl. diabetes mellitus type 2; DM2; non-insulin-dependent diabetes mellitus,
NIDDM) Kkarakterizirana je smanjenjem broja inzulinskih receptora na masnim i miSi¢nim
stanicama i time nemoguéno$¢u unosa glukoze u stanice (inzulinska rezistencija). Inzulinska
rezistencija je dijelom genetski poremecaj, ali 1 vanjski ¢imbenici, kao Sto su debljina, povecana
koncentracija slobodnih masnih kiselina u krvi, smanjena tjelesna aktivnosti starija Zivotna dob
doprinose njezinom razvoju (54). DM2 moze se pojaviti u djece i mladih osoba (63), ali obi¢no
pocinje u dobi nakon 30. godine i postaje sa starenjem sve ¢eS¢i. Pretilost je ¢imbenik rizika za
DM2; 80% do 90% ljudi s tom boles¢u je pretilo. Razvoj dijabetesa tipa 2, osim kombinacijom
nacina zivota, uzrokovan je i genetskim ¢imbenicima (62). LijeCenje DM2 temelji se na lijekovima,

zdravoj prehrani, tjelovjezbi i zdravom nacinu Zivota (65).

1.2.3 Komplikacije Se¢erne bolesti

Tijek Secerne bolesti obiljezen je razvojem akutnih i kroni¢nih komplikacija.

Akutne komplikacije koje predstavljaju po Zivot opasna stanja, zahtijevajuci hitno prepoznavanje 1
adekvatnu terapiju su: dijabeticka ketoacidoza, hipoglikemija, hiperosmolarno neketoti¢no stanje,

dijabeti¢na koma 1 acidoza mlije¢nom kiselinom.

Dijabeticka ketoacidoza je akutna metabolicka komplikacija DM obiljezena hiperglikemijom,
hiperketonemijom i metabolickom acidozom. Najéesc¢a je u DML1 i javlja se kad su razine inzulina
nedovoljne za temeljne metabolicke potrebe organizma (43). Unato¢ visokim razinama Secera u
krvi veéina stanica ne moze iskoristiti Secer bez inzulina. Zbog toga dolazi do opseZne razgradnje
masti, gomilanja octene kiseline vezena za koenzim A (acetil-CoA), koja u uvjetima nedostatka
oksaloctene kiseline skrece u put tvorbe ketonskih tijela, kemijskih spojeva koji mogu krv uciniti
kiselom (ketoacidoza). Pocetni simptomi dijabeticke ketoacidoze uklju¢uju prekomjernu zed i

mokrenje, gubitak tezine, muéninu, povracanje, umor i bol u trbuhu. Uslijed kompenzacije acidoze,
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disanje postaje duboko i brzo, a dah mirise na aceton. Bez lijeenja dijabeticka ketoacidoza moze

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

Hipoglikemija je definirana razinom glukoze u plazmi nizom od 3,88 mmol/L. Niski Secer u krvi
uzrokuje lose funkcioniranje veéine organskih sustava u tijelu. Mozak je narocito osjetljiv na niske
razine Secera u krvi, jer je glukoza mozgu najveci izvor energije. Mozak odgovara na niske razine
Secera u krvi te preko Ziv€anog sustava poti¢e nadbubrezne Zlijezde da luce adrenalin. Javljaju se

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

Hiperosmolarno neketoticno stanje je metabolicka komplikacija DM-a obiljezena hiperglikemijom,
teSkom dehidracijom, hiperosmolarnos¢u plazme i suzenjem svijesti. Vecinom se javlja u tipu
DM?2, Komplicira se konvulzijama, komom i smréu. Dijagnoza se temelji na dokazu visoke

hiperglikemije i hiperosmolarnosti bez znacajne ketoze (68).

Dijabeticka koma je najteza i najozbiljnija akutna komplikacija SeCerne bolesti. Komi obi¢no
prethode hiperglikemija i acetonurija. Prisustvo acetona nije neophodno da bi se razvila koma.

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

Acidoza mlijecnom kiselinom nastaje kao posljedica pojacanog stvaranja i/ili smanjenog izlu¢ivanja
laktata. Arterijski pH je manji od 7.25, dok je razina laktata iznad 5 mmol/L.Tijelo moze proizvoditi
visak kiseline uslijed DM. Tada u nedostatku dovoljne perfuzije tkiva proizvodi i visak mlije¢ne
kiseline. Klinickom slikom, uz simptome osnovne bolesti, dominiraju opca slabost, mucnina i

povracanje (68).

Kroni¢ne komplikacije

Kroni¢ne komplikacije SeCerne bolesti glavni su uzrok mortaliteta (69). Dijelimo ih na
mikrovaskularne i makrovaskularne. Mikrovaskularna komplikacije pogadaju male krvne zile te
ukljucuju retinopatiju, nefropatiju, neuropatiju, dijabeticko stopalo. Dok makrovaskularne
komplikacije su kardiovaskularna bolest, cerebrovaskularne i periferne vaskularne bolesti.
Dijabeticko stopalo izdvaja se kao posebna komplikacija zbog sloZenosti svog nastanka (62).
Hiperglikemija negativno djeluje na cirkulirajuce i tkivne bjelancevine. Vezivanjem glukoze na
bjelancevine (proces glikacije) i napredovanjem istog procesa nastaju konacni produkti glikacije,
koji mijenjaju strukturu bjelancevina. Osnova nastanka kroni¢nih mikrovaskularnih komplikacija
pojacana je produkcija reaktivnih metabolita kisika uzrokovana hiperglikemijom. Makrovaskularne

komplikacije nastaju radi inzulinske rezistencije, uz pojacano oslobadanje slobodnih masnih
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kiselina u krv, koje beta oksidacijom takoder poticu stvaranje superoksida te imaju sli¢ne

patofizioloske putove kao i kod mikrovaskularnih komplikacija (70).

1.2.4 Seéerna bolest i jetra

Jetra ima srediSnju ulogu u kontroli homeostaze glukoze i sudjeluje u slozenoj regulaciji
metaboli¢kih supstrata i hormona (4). Zbog svog anatomskog poloZaja idealna je za kontrolu
sustavne opskrbe apsorbiranim hranjivim tvarima, te je jedan od samo dva organa koji trose i
proizvode znacajne koli¢ine glukoze. DM i posljedi¢na hiperglikemija s hipoinzulinemijom mogu
uzrokovati smanjeni metabolizam glukoze i lipida u jetri. Cijeli spektar metabolic¢kih bolesti jetre,

od masne do fibroze/ciroze, pruza klini¢ku sliku bolesnika sa se¢ernom bolescu (71, 72).

U normalnim fizioloskim uvjetima razina glukoze u krvi posljedica je djelovanja inzulina,
glukagona i hormona rasta (koji lu¢i hipofiza). Koncentracija glukoze u krvi ovisi o medusobnim
koncentracijskim odnosima tih hormona u organizmu. Glukoza koja se nataste nalazi u krvi dolazi
iz glikogenolize ili glukoneogeneze u jetri. Nakon obroka, koncentracija glukoze u krvi poraste te
potice luCenje inzulina. Inzulin poti¢e ulazak glukoze u stanice i njeno iskoriStavanje. Na stanice
jetre 1 miSica djeluje tako da u stanicama poti€e pohranjivanje glukoze u obliku glikogena
(rezervnog Secera) (73). U jetri obi¢no inhibira otpustanje glukoze. Medutim, prilikom pojave

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

Metabolicka bolest jetre uzrokovana Secernom boles¢u posljedica je oksidacijskog stresa koji u
konacnici dovodi do smanjenja jetrene funkcije. U tom smislu, nedavne studije pokazale su kako
uzimanje vitamina D doprinosi poboljsanju jetrene funkcije u Secernoj 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 (1a-hidroksilaza i 24-hidroksilaza) u poboljsanju

jetrenih funkcija uslijed Secerne bolesti nisu U potpunosti razjasnjeni.
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1.3 Vitamin D

Prvi znanstveni opis nedostatka vitamina D, koji dovodi do rahitisa, zabiljezen je u 17. stoljecu.
Medutim, do otkri¢a vitamina D i njegove uloge u rahitisu prosla su tri stoljeca. Konacno, struktura
vitamina D poznata je od pocetka 20. stoljeca (77), a biokemicar Adolf Windaus 1928. godine
dobio je Nobelovu nagradu za identifikaciju kemijskog spoja vitamina D, istraZzivanje sterola i

njihovog odnosa s vitaminima.

U prirodi vitamin D nalazimo u dva glavna oblika: D2 (ergokalciferol) i D3 (kolekalciferol).
Kolekalciferol se proizvodi u kozi djelovanjem sunceva zracenja (otud naziv "suncev vitamin"), a u
hrani ga nalazimo pretezito u masnoj ribi, jajima, jetri, ulju bakalara. Ergokalciferol se proizvodi iz

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

Danas postoje brojna istrazivanja vitamina D, koji nije tipian vitamin, ve¢ pripada skupini
steroidnih hormona poznatih kao sekosteroidi, s tri dvostruke veze izmedu ugljikovih atoma. Osim
ucinaka na metabolizam kalcija i fosfata, poznati su i njegovi ,,ne-klasi¢ni* u¢inci na hormonsku
regulaciju, diferenciju i proliferaciju stanica te moduliranje imunoloS§kog sustava. S obzirom na

njegove brojne uc¢inke moze se zakljuéiti da vitamin D djeluje na mnoge organske sustave (18, 78).

1.3.1 Nedostatak vitamina D

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

metabolizma ili otpornosti na u¢inke vitamina D.

Hipovitaminoza D obi¢no se dijagnosticira mjerenjem koncentracije 25-hidroksivitamina D
(kalcidiola) u krvi, koji je prekursor aktivnog oblika, kalcitriola. Nedostatak vitamina D utjece na
mineralizaciju kostiju te uzrokuje bolesti omeksanja kostiju: u djece rahitis, a u odraslih

osteomalaciju (79).

Manjak vitamina D wuzrokuje hipokalcemiju, koja poti¢e stvaranje PTH, izazivajuci
hiperparatireozu. Hiperparatireoza povecava resorpciju i mobilizaciju minerala iz kostiju te
bubrezno Cuvanje Ca, ali povecava izlu¢ivanje fosfata. Zbog toga, razina Ca u serumu moze biti

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

Metabolizam vitamina D slozen je i ukljuCuje vise metaboli¢kih koraka aktivacije. Glavni izvor
vitamina D je endogena sinteza vitamina u kozi putem ultraljubicastih zraka (UV-B-zraka). Prvi
korak u tom procesu je fotokonverzija 7-dehidrokolesterola termi¢kom izomerizacijom u vitamin
D3 (kolekalciferol) (81). Vitamin D stvoren u kozi ulazi u cirkulaciju vezivanjem za vitamin D
vezujuci protein (engl. vitamin D binding protein, DBP) (82). Zatim ulazi u sastav u hilomikrona
(lipoproteinske cCestice Cija je uloga transport lipida) i prenosi se specificnim proteinima do jetre
preko limfnog sustava i krvotoka. Dio vitamina D stvorenog u kozi se sekvestrira i pohranjuje u

masnom tkivu za kasniju uporabu.

Proces aktivacije (i deaktivacije) vitamina D ukljucuje niz reakcija hidroksilacije na razli¢itim
pozicijama, a koje se zbivaju u razli¢itim organima. Prva hidroksilacija zbiva se na atomu C-25 u
jetri pod djelovanjem mitohondrijskog enzima 25-hidroksilaze uz citokrom P450, pri ¢emu nastaje
kalcidiol [25(0OH),D3], glavni cirkuliraju¢i oblik vitamina D. Koncentracija kalcidiola odreduje se
kada zelimo doznati status vitamina D u organizmu. Za razliku od kalcitriola, kalcidiol ima dugo
vrijeme poluzivota — 15 dana, pa je mjerodavniji pokazatelj serumske koncentracije vitamina D.
Metabolizam vitamina D u ciljnim tkivima posreduju dva klju¢na enzima: la-hidroksilaza
(CYP27B1), koji katalizira sintezu [25(OH),D3] do kalcitriola i 24-hidroksilaza (CYP24A1), koja
katalizira pocetni korak u pretvorbi kalcitriola u manje aktivne metabolite. Druga se hidroksilacija
zbiva u proksimalnim tubulima bubrega na atomu C-1, pod djelovanjem kljuénog mitohondrijskog
enzima, la-hidroksilaze, pri ¢emu nastaje kalcitriol [1,25(OH),D3]. Dinamikom pretvorbe
[1,25(0OH),D3] upravlja njegova vlastita koncentracija, parathormon (PTH) te koncentracije kalcija
i fosfata u serumu. Bioloska aktivnost kalcitriola znatno je veca od cirkuliraju¢eg oblika vitamina
D. On je najaktivniji oblik vitamina D (83). Suprotno tome, enzim 24-hidroksilaza, inaktivira
aktivni kalcitriol u bubregu pretvarajuci ga u 24, 25-dihidroksivitamin D [24,25(0OH),D3], inaktivni
metabolit topljiv u vodi. Prema navedenome, omjeri tih dvaju enzima imaju vaznu ulogu u

odredivanju intracelularne koncentracije metabolita vitamina D i njihovih bioloskih aktivnosti (18).
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Gl absorpcija Sinteza u koZi

N/

Vitamin D
Jetra 25-hidroksilaza

25(0H)D3

Koza
/ \ Prostata

Debelo

1%hidroksilaza 1,25(0H)2D3 crijevo

Dojka...

Autokrino/parakrino

Endokrino djelovanje . -
djelovanje

Lokalna stanicna
regulacija i
diferencijacija

Sistemska
homestaza Ca i P

Slika 3. Metabolizam vitamina D. Shematski prikaz metabolizma vitamina D u organizmu i
njegovih glavnih u¢inaka. Prilagodeno 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 poti¢e paratireoidni hormon (PTH), koji izluCuje dostitna Zzlijezda
(paratireoidna Zlijezda), a inhibiraju ga ioni kalcija (Ca?*) i sam kalcitriol, preko inhibicije sinteze
PTH i aktivnosti 1a-hidroksilaze. Osim bubreZne produkcije kalcitriola koja je visoko regulirana s
primarnim ciljem odrzavanja normokalcemije, u brojnim tkivima i stanicama postoji i autonomna

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

Kalcitriol ostvaruje ucinke vezanjem za receptore vitamina D (engl. vitamin D receptors, VDR).
VDR je nuklearni transkripcijski ¢imbenik koji pripada obitelji receptora za steroidne hormone.
Otkrice VDR-a i poznata produkcija kalcitriola u bubregu dali su mu obiljezja pravog steroidnog
hormona (85).
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1.3.3 Bioloski ucinci aktivnog vitamina D

Osim na klasi¢ne ciljne organe ukljuéene u homeostazu kalcija i fosfora (crijevo, bubreg, kost i
paratiroidna zlijezda) kalcitriol djeluje i na brojne druge organe i tkiva (npr. misi¢, koza, gusteraca,
imunosni sustav). Stoga se bioloske funkcije vitamina D mogu podijeliti na ,.klasi¢ne” i ,ne-

klasi¢ne.

,,Klasi¢ni“ uéinci obuhvacaju poznatu ulogu vitamina D u regulaciji metabolizma Ca i P te

mineralizaciji kostiju (13).

,»Ne-klasiéni ucinci ukljucuju ulogu vitamina D u regulaciji lu¢enja hormona, regulaciji
proliferacije i diferencijacije stanica, te imunoregulaciji i apoptozi stanica (13, 86). Naime, poznato
je da aktivni oblik vitamina D, kalcitriol [1,25(0OH),D3], inhibira proliferaciju i stimulira
diferencijaciju stanica vezanjem za VDR (87). Djeluju¢i putem VDR-a, vitamin D je snazan
modulator imunoloskog sustava. Izrazaj VDR-a prisutan je u vecini stanica imunolo$kog sustava,
ukljucujuéi regulacijske T-stanice i antigen prezentirajuce stanice, kao §to su dendriti¢ne stanice i
makrofazi (77). Pod odredenim okolnostima, stanice imunolo§kog sustava mogu izrazavati i la-
hidroksilazu, enzim za proizvodnju aktivnog oblika vitamina D, koji djeluje lokalno regulirajuci
imunoloski odgovor (88). Takoder vitamin D ima brojne u¢inke na imunoloski sustav, stoga moze
poboljsati urodenu imunost i inhibirati razvoj autoimunosti. Obrnuto, nedostatak vitamina D moze
ugroziti integritet imunoloskog sustava i rezultirati njegovim neodgovaraju¢im odgovorom.
IstraZivanja pokazuju povoljne ucinke vitamina D kod starenja i razlicitih bolesti (kardiovaskularne

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

1.3.4 Receptori vitamina D (VDR)

Receptor vitamina D je nuklearni transkripcijski ¢imbenik i pripada obitelji receptora za steroidne
hormone (89). Vitamin D, odnosno njegov aktivni oblik, kalcitriol [1,25(0OH),D3], ostvaruje u¢inke
vezanjem za VDR, koji se nalazi u jezgri, citoplazmi ili membrani stanica (7, 85). VDR je prisutan
u brojnim tkivima i1 populacijama stanica. Upravo je otkri¢e tih receptora rasvjetlilo raznolike

bioloske 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 razli¢itim populacijama stanica.

- Membranski VDR-i: uz klasi¢ne u¢inke danas je poznato da Su svi receptori za steroidne
hormone pa tako i VDR dijelom vezani za stanicnu membranu. Vezivanjem kalcitriola na

membranske VDR-¢ ostvaruju se brzi u¢inci putem sekundarnih glasnika (85).

Kalcitriol se moze vezati za citoplazmatski receptor, s kojim ¢e se potom translocirati u jezgru,
¢ime se generira niz signala koji vode k transkripciji. Stoga se aktivnost vitamina D ostvaruje preko
genomskog i ne-genomskog ucinka. Dva osnovha mehanizma djelovanja povezana su s vrstom

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

1. Genomski (spori) ué¢inci uzrokovani su cis-izomerom, ostvaruju se vezanjem na
visokospecifi¢éni VDR u jezgri stanice, gdje kompleks vitamina D i VDR-a uzrokuje transkripciju

gena i sintezu bjelanc¢evina (9);

2. Ne-genomski (brzi) ucinci uzrokovani su trans-izomerom, ostvaruju se vezanjem za
membranski VDR, kaskada dogadaja rezultira intracelularnim formiranjem drugih glasnika ili
fosforilacijom intracelularnih bjelancevina, uzrokujuéi time aktivaciju intracelularnih enzima ili

ionskih kanala, te u kona¢nici modulaciju aktivnosti stanica.
Glavni koraci u kontroli transkripcije gena putem VDR ukljucuju:
1) vezanje liganda;
2) heterodimerizaciju s receptorom za retinoid X (engl. retinoid X receptor, RXR);

3) vezanje heterodimera na regulacijske sekvence gena ¢iji je izrazaj kontroliran vitaminom D

(engl. vitamin D response elements, VDRES);
4) regrutiranje drugih nuklearnih bjelan¢evina u pocetni transkripcijski kompleks (91).

U prisutnosti kalcitriola, kompleks VDR/RXR veze se na male sekvence DNA i inicira kaskadu
molekularnih interakcija, koje moduliraju transkripciju specifi¢énih gena. Tisu¢e 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, istrazivaci su otkrili 2776 vezujuc¢ih mjesta

za receptor vitamina D u ljudskom genomu nakon stimulacije kalcitriolom. Otkriveno je da su
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vezujuéa mjesta u genomu koja kodiraju te receptore lokalizirana u blizini gena koji su povezani s
autoimunim bolestima kao §to su Secerna bolest tipa 1, multipla skleroza, Chronova bolest,
sistemski lupus i reumatoidni artritis, te i nekim genima raka, kao §to su kroni¢na limfocitna

leukemija i kolorektalni karcinom (93).

Veliki doprinos razumijevanju funkcije vitamina D u tijelu pridonijelo je istrazivanje na VDR
misevima s izbacenim genom za VDR (engl. VDR knockout mice). VDR knockout miSevi imali su
zaostatak u rastu, kraci zivotni vijek te su razvili su osteoporozu, kifozu, zadebljanje koze i bora,

alopeciju, progresivni gubitak sluha i ravnoteze (94).

1.3.5 Vitamin D-25-hidroksilaza (CYP27A1)

Enzim 25-hidroksilaza vr$i prvi korak u metabolickoj aktivaciji vitamina D. Ta reakcija odvija se
prvenstveno u jetri, iako druga tkiva, ukljucujuéi kozu, crijeva i bubrege imaju sposobnost katalize
sinteze vitamina D 25-hidroksilacijom u kalcidiol. U jetri Stakora postoje dvije vrste tog enzima:
jedan mitohondrijski, drugi mikrosomalni. Mikrosomalni enzim prisutan u jetri Stakora pokazuje
veci afinitet prema vitaminu D. Doprinos izvan-jetrenih izvora cirkuliraju¢eg 25-hidroksivitamina
D [25(0OH),D3] jo$ je nerazjasnjen. 25-hidroksilacija u jetri ukljucuje citokrom P450
monooksigenazu/e. 25-hidroksilacija vitamina D slabo je regulirana i razinom povecanja
25(0H),D3 proporcionalano s koli¢inom uzimanja vitamina D, zbog ¢ega se upravo razina
25(0H),D3 u plazmi koristi kao pokazatelj statusa vitamina D (suficijencija il
insuficijencija/deficijencija) (95). Poluzivot kalcidiola u plazmi je 2 tjedna i njegova koncentracija

korelira s pojavnom sekundarnog hiperparatireoidizma, rahitisa i osteomalacije.

1.3.6 Vitamin D-1ae-hidroksilaza (CYP27B1)

Enzim la-hidroksilaza kodirana je genom CYP27B1. la-hidroksilaza (lo-OHaza) vrsi
hidroksilaciju 25(OH),D3 na poziciji la, ¢ime nastaje bioloski aktivna forma vitamina D, kalcitriol.
Proces 1a-hidroksilacije 25(OH),D3 u bubregu visoko je reguliran, pri ¢emu je i sinteza kalcitriola
stimulirana paratireoidnim hormonom, a suprimirana je visokom razinom Ca>, P i kalcitriola (96).
Radi se o enzimu koji regulira razinu bioloski aktivne forme vitamina D. lako je 1a-OHaza
primarno bubreZni enzim, smjeSten na unutra$njoj strani membrane mitohondrija proksimalnih

tubula bubrega, naden je i u mnogim izvan-bubreznim tkivima u tijelu ukljuujuc¢i limfne ¢vorove,
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kozu, pluca, crijevo, prostatu i stanice imunoloskog sustava (14, 97-99). Izvan-bubrezno proizveden
1,25(0OH),D3 prvenstveno djeluje kao autokrini/parakrini ¢imbenik sa specificnim stani¢nim

funkcijama.

Dosad su geni za la-hidroksilazu (CYP27B1) istrazivani U ¢ovjeka, miSa i Stakora (100-102).
Mutacija na kodiraju¢im regijama CYP27B1 u pacijenata s nedostatkom la-hidroksilaze izaziva
autosomno recesivni poremecaj - 0 vitaminu D ovisni rahitis | A (engl. vitamin D-dependent rickets
type |, VDDR-I) (103). Kod ovog poremecaja koncentracija 25(OH)D3 u Krvi je unutar fiziloskih
raspona vrijednosti, dok je koncentracija 1,25-OH,D3 znacajno smanjena. VDDR-I moze se razviti
u misSeva kojima nedostaje gen za CYP27B1 (engl. CYP27B1 knockout mice). Naime, CYP27B1
knockout misevi imaju zaostatak u rastu, hipokalcemiju, slabost miSi¢a i smanjenu mineralizaciju
kostiju (104).

1.3.7 Vitamin D-24 hidroksilza (CYP24A1)

Glavni kataboli¢ki enzim u metabolizmu vitamina D je 24-hidroksilaza (24-OHaza), mitohondrijski
enzim koji potice prvi korak u pretvorbi kalcitriola u manje aktivne metabolite. Spojevi vitamina D
katabolizirani su prvenstveno oksidacijom bo¢nog lanca. Oksidacija bo¢nog lanca 25(OH),;D3 i
1,25(0H),D3 zapocinje na C-23 i C-24. Svaki stupanj oksidacije dovodi do progresivnog gubitka
bioloSke aktivnosti. Kona¢ni produkt cijepanja kalcitriola je kalcitroi¢na kiselina koja je bioloski
inertna (105). 24-hidroksilaza je prisutna u ciljanim tkivima vitamina D i izravno je regulirana
VDR-om (106).

U eksperimentima u kojima su koristeni CYP24A1 knockout misevi, potvrdena je katabolicka uloga
enzima 24-OHaze. Nivo razgradnje kalcitriola bio je dramati¢no smanjen i poluzivot hormona u
plazmi bio je poveéan 10 puta. Dakle rije¢ je o enzimu ¢ija je normalna fizioloska uloga
katabolizam 25(0OH),D3 u cilju sprjecavanja eventualne aktivacije kalcitriola u ciljnim stanicama te

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

Autoimune bolesti kao §to su Secerna bolest tip 1 (DM1), multipla skleroza (MS), reumatoidni
artritis (RA) 1 sistemski erimatozni lupus (SLE) pojavljuju se kada tijelo reagira imunoloskim
odgovorom protiv vlasitith tkiva ili stanica. U DM1, B stanice guSterace koje luce inzulin postaju
subjekt specificnog napada vlastitog imunoloskog sustava. U MS, pogodene su stanice koje
proizvode mijelin srediSnjeg ziv€anog sustava, dok su U RA, cilj djelovanja imunolo§kog odgovora
stanice koje proizvode kolagen u sinovijalnim membranama (108). SLE karakterizira prisutnost
velikog spektra autoantitijela koji rezultiraju potencijalnim oste¢enjem vise tkiva (109). Autoimune
reakcije su posredovane T-stanicama imunolo$kog sustava. BioloSki aktivni oblik vitamina D,
kalcitriol, modulira odgovor T-stanica, $to posljedi¢no smanjuje autoimunu reakciju. Takoder,
vitamin D ima sposobnost regulacije proizvodnje kemokina, citokina i interleukina, suzbijajuci
autoimunu upalu 1 poticuci diferencijaciju stanica imunolo§kog sustava. Rezultati nekoliko studija
ukazuju da bi adekvatan unos vitamina D u razli¢itih dobnih skupina (in utero, u ranom djetinjstvu i

tijekom adolescencije) mogao smanjiti rizik od autoimunih bolesti.

1.3.9 Vitamin D i Se¢erna bolest tipa 1

DML1 razvija se zbog neadekvatnog funkcioniranja imunoloskog sustava tj. dolazi do razaranja f
stanica gusterace posredovanog autoimunim odgovorom. Studije pokazuju da vitamin D ima vaznu
ulogu u normalnom funkcioniranju imunoloskog sustava. Nedostatak vitamina D moze potaknuti
vlastiti imunoloski sustav po¢ne napadati i razarati B-stanice gusterace, $to uzrokuje razvoj DM1.
Vitamin D kao vazan imunomodulator i njegova aktivna forma 1,25(OH),D3 inhibiraju
proliferaciju T limfocita, koje posreduju imunoloski odgovor protiv B stanica guSterace. Naime,
preko svojih VDR receptora, koji su izrazeni na aktiviranim T-Stanicama i B-stanicama gusterace,
vitamin D posreduje oCuvanje B-stanica, preveniraju¢i upalnu komponentu razvoja DM1 (110).
Takoder, studije su pokazale da primjena vitamina D u ne-pretilih dijabeti¢nih miSeva (engl.
nonobese diabetic mice, NOD) prevenira pojavu DM1 (111). U bolesnika s novodijagnosticiranim
DM1 ustanovljene su nize koncentracije cirkuliraju¢eg vitamina D. Primjec¢ena je veca prevalencija
nedostatka vitamina D u djece koja su bila u stadiju predijabetesa. Stovise, djeca kojima je tijekom
prve godine zivota dijagonosticiran rahitis (teSki nedostatak vitamina D) imali su znacajno veci

rizik za razvoj DM1 (112). Dokazano je da dodatak vitamina D u ranom djetinjstvu smanjuje
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mogucénost razvoja DM1 (113). S obzirom na navedeno, nedostatan status vitamina D u djetinjstvu
moze imati dugorofne ucinke na imunosni odgovor kasnije u zivotu, kao S§to je razvoj

autoimonosnih bolesti.

1.3.10 Vitamin D i Sec¢erna bolest tipa 2

Osobe s metaboli¢kim sindromom imaju povecan rizik za DM2 (o inzulinu neovisan dijabetes) i
kardiovaskularne bolesti (KVB). Metaboli¢ki sindrom odnosi se na nekoliko metaboli¢kih
poremecaja, ukljucujuci dislipidemiju, hipertenziju, otpornost na inzulin i pretilost. Nedavno
istrazivanje pokazalo je da je prevalencija SeCerne bolesti tipa 2 povezana S povezana S nizim
razinama serumskog 25-hidroksivitamina i metabolickim sindromom. U zdravih ljudi, dostatnost
vitamina D pozitivno korelira s osjetljivos¢u na inzulin i adekvatnom funkcijom pB-stanica
gusterace. Obrnuto, nedostatak vitamina D moZze utjecati na homeostazu glukoze i uzrokovati
oslabljenu toleranciju glukoze i otpornost na inzulin (114). Trenutno, istraZivanja pokazuju da
vitamin D moZe poboljsati osjetljivost na inzulin u pojedinaca s intolerancijom glukoze ili

manifestacijom Secerne bolesti tipa 2 (115).

1.3.11 Vitamin D u patologiji jetre

Novije studije pokazuju da vitamin D ima vaznu ulogu i u prevenciji nastanaka i razvoja patoloskih
stanja jetre kao Sto je masna jetra i NAFLD, kroz suzbijanje medusobno povezanih putova koji
ukljucuju apoptozu hepatocita, upalu i fibrozu jetre, oksidacijski stres, izrazaj zastitnih adipokina i
promjene u sastavu crijevne mikroflore. Stelatne stanice jetre izlucuju izvanstani¢ni matriks, koji
sluzi kao matrica za stani¢nu rekonstituciju i formiranje fibroznog tkiva. Naime, aktivni
1,25(0OH),;D moze direktno potisnuti sposobnost tih stanica za lu¢enje kolagena tipa I (116).
Istrazivanja in vitro pokazala su da odredene koli¢ine vitamina D suprimiraju fibrogenu aktivnost
TGF-B u stelatnim stanica, modificirajuci ekspresiju SMAD2 bjelanc¢evine. Biopsija jetrenog tkiva
kod morbidno pretilih pacijenata s dokazanim NAFLD-om, pokazala je jetrenu fibrozu s
poveéanom fragmentacijom VDR proteina (117). Druge studije pokazuju da vitamin D moze
usporiti diferencijaciju stelatnih stanica u fibroblaste/miofibroblaste, utje¢uci tako na sprje¢avanje
razvoja jetrene fibroze (118). Takoder dokazno je da vitamin D moze doprinijeti opstanaku jetrenog
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transplatata, inhibiraju¢i apoptozu hepatocita, a na $to upucuje njegova sposobnost da regulira

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

1.3.12 Vitamin D i starenje

Vitamin D generira brojne bioloske reakcije koje ukljucuju, izmedu ostalog, imunosni,
kardiovaskularni, miSi¢ni i Ziv€ani sustav; kao i kontrolu stani¢nog ciklusa i prevenciju nastanka
novotvorina (120). Takoder, danas su poznati mnogi blagotvorni ué¢inci vitamina D u borbi protiv
starenja. To proizlazi iz detaljnog istrazivanja razli¢itih bioloskih mehanizama i procesa gdje

vitamin D djeluje u ublazavanju raznih patoloskih stanja koji pridonose starenju.

Potrebe za vitaminom D se povecavaju tijekom starenja. Starije osobe imaju smanjeni kapacitet za
sintezu vitamina D u kozi kada su izlozeni UVB zracenju te je vjerojatno da ¢e ostati u kudi ili vise
koristiti zastitu od sunca, koja sprjecava sintezu vitamina D. Procijenjeno je da se u Europi, Kanadi
i SAD-u, prevalencija nedostatka vitamina D kreé¢e izmedu 20% - 100% u starijoj dobi (121).
Takoder, 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 Se¢erne bolesti

Eksperimentalni Zivotinjski modeli indukcije Secerne bolesti danas su neophodani za napredak
znanosti 1 razumijevanje razliitih aspekata patogeneze i kona¢nog pronalaZenja novih terapija i

lijekova. Za indukciju Secerne bolesti U laboratorijskih zivotinja koristi se nekoliko modela.

Streptozotocin (engl. streptozotocin, STZ) i aloksan su daleko naj¢es¢i lijekovi koji se koriste za
proucavanje viSe aspekata Secerne bolesti. Oba lijeka pokazuju svoje djelovanje kada se primjenjuju
parenteralno (intravenozno, intraperitonealno, ili supkutano). Doza potrebna za indukciju Secerne
bolesti ovisi o zivotinjskoj vrsti, putu primjene i prehrambenom stanju (124). Nedostatak tih modela

ocituje se u toksi¢nom djelovanju dijabetogenih tvari na druge organe u organizmu.

Streptozotocin je N-nitro derivat glukozamina, prirodni antibiotik Sirokog spektra, citotoksi¢an Spoj
koji uniStava beta stanice guSteraCe u sisavaca (125). Sintetizira ga gljivica Streptomyces

achromogenes. Nakon intraperitonealne ili intravenozne aplikacije ulazi u B - stanice guSterace
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putem Glut-2 transportera i uzrokuje alkilaciju deoksiribonukleinske Kiseline (engl.
deoxyribonucleic acid, DNA) (124). Indukcija Secerne bolesti u Stakora pomocu streptozotocina
vrlo je jednostavana za koristenje (126). Ubrizgavanje streptozotocina dovodi do degeneracije [ -
stanica Langerhansovih oto¢i¢a gusterace (127). Primjenjuje se ili jednokratno u vecoj koli¢ini ili
viSekratno u manjim dozama. Klini¢ki simptomi Se¢erne bolesti jasno se vide U Stakora u roku od 2

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

Takoder za indukciju Secerne bolesti koristi se aloksan, toksi¢an analog glukoze, koji selektivno
uni$tava f-stanice gusSterace U glodavca i mnogih drugih zivotinjskih vrsta. Uzrokuje inzulin-ovisnu
SeCernu bolest U Zivotinja sa sliénim svojstvima Secerne bolesti tipa 1 kao u ljudi. Aloksan je
selektivno toksi¢an za beta stanica gusterace, jer se pretezno nakuplja u B-stanicama preko Glut-2
transportera. U prisutnosti unutarstani¢nih tiola, stvara reaktivne radikale kisika (engl. reactive
oxygen species, ROS) u ciklickoj reakciji s njegovim redukcijskim produktom, dialuricnom
kiselinom (129). Slobodni hidroksi-radikali nastali u redoks reakciji odgovorni su za fragmentaciju

DNA B-stanica gusterace i toksi¢no djelovanje aloksana.

Jedna od metoda za indukciju SeCerne bolesti je i kirurSko uklanjanje gusterace, medutim za
izazivanje Secerne bolesti, potrebno je ukloniti 90-95% gusterace (130). Ogranicenje tehnike je u
tome $to zahtjeva dobro poznavanje tehnicki zahtjevnih kirurSkih postupaka, adekvatno kirursko
okruzenje, postoperativnu primjenu analgetika i antibiotika, suplementaciju enzimima gusterace te

povecava rizik od infekcije zivotinja (131).

Za izazivanje eksperimentalne Secerne bolesti tipa 1 u novije vrijeme koristi Se i indukcija pomocu
virusa, dok se Secerna bolest tipa 2 u zivotinja najéesce inducira optere¢enjem glukozom i masnim

kiselinama (132).

Indukcija Secerne bolesti tipa 1 u nasem laboratoriju provedena je prethodno u sklopu projekta
MEMODIN (HRZZ 02.05/28, voditeljica projekta izv. prof. dr. sc. Livia Puljak) pri ¢emu je
skupljena banka tkiva, izmedu ostalog i1 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 svjeze pripremljenom
citratnom puferu (pH=4,5), u dozi od od 55 mg/kg. Kontrolnim Zivotinjama ubrizgana je Cista
otopina citratnog pufera. Stakori su bili hranjeni ad libitum uobi¢ajnom hranom za pokusne
zivotinje koja je sadrzavala 9% masti, 27% proteina i 64% ugljikohidrata (4RF24 GLP, Mucedola

srl, Settimo Milanese, Italija). Zivotinje su bile smjestene u plastiéne kaveze, s podlogom od
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piljevine i kukuruzne stelje u omjeru 3:1. U prostoriji u kojoj su Stakori bili smjesteni za vrijeme
istrazivanja odrzavana je konstantna temperatura od ~22°C, a automatska izmjena dnevno-no¢nih

ciklusa odvijala se svakih 12 h.

Za provjeru uspjesnosti indukcije dijabetesa, 4 dana nakon indukcije Stakorima izmjerena je
koncentracija glukoze u plazmi (134). U daljnja istrazivanja uklju¢eni su Stakori kojima je
izmjerena koncentracija u plazmi bila > 300 mg/dL ili 16,67 mmol/L. Krv za odredivanje
koncentracije glukoze u plazmi Stakora vadena je iz repne vene, a mjerenje je obavljeno pomocu
One Touch Vita glukometra (LifeScan, High Wycombe, Velika Britanija). Koncentracija glukoze u
plazmi je mjerena na sljede¢e dane: prije injiciranja, na dan injekcije STZ-a ili citratnog pufera (dan
0) te svakih sljedec¢ih 30 dana do kraja eksperimenta Stakorima koji su zivjeli 6 mjeseca odnosno 12
mjeseci nakon injekcije. Stakori iz DM skupine primali su jednom tjedno intramuskularno jednu
jedinicu dugodjelujuéeg inzulina (Lantus Solostar, Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt
am Main, Njemacka), kako se ne bi razvila ketoacidoza i smanjenje tjelesne mase, koje bi moglo
dovesti do loSeg opceg stanja pokusne zZivotinje. To je minimalna doza inzulina koja je dovoljna za

odrzavanje dobrog stanja Stakora.

Kriteriji ukljuéenja Zivotinja bili su odsustvo promjena zdravstvenog statusa na pocetku istrazivanja
iglukoza u plazmi >300 mg/dL 4 dana nakon indukcije (za DM1 skupine). Dok su Kriteriji
iskljuCenja Zivotinja bili promjena zdravstvenog statusa tijekom istrazivanja i glukoza u plazmi

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

Sest ili dvanaest mjeseci nakon indukcije modela $eéerne bolesti tipa 1, §takori su anestezirani 5%-
tnim izofluranom te dekapitirani u dubokoj anesteziji. Nakon Zrtvovanja Zivotinja, jetra je izvadena,
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
zZivotinja (streptozotocinom inducirane Secerne bolesti tipa 1) a u skladu s Direktivom 2010/63/EU

Europskog parlamenta 1 vijeca iz 2010. godine o zastiti Zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe.
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2. HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

1. Starenje i dugoro¢ni DM 1 uzrokovat ¢e povecan izrazaj VDR pozitivnih hepatocita.
2. Starenje i dugorocni DM 1 uzrokovat ¢e poveéan broj 1a-OHaza imunoreaktivnih stanica.
3. Starenje 1 dugoro¢ni DM 1 uzrokovat ¢e poveéan broj 24-OHaza pozitivnih stanica u

razli¢itim subpopulacijama stanica jetrenog tkiva.

4. VDR, la-OHaza i 24-OHaza izrazeni su u specifi¢nim populacijama jetrenih stanica
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je odrediti lokalizaciju i distribuciju receptora za vitamin D (VDR-a) u tkivu jetre
mladih i starih Stakora na modelu Secerne bolesti tipa 1 induciranom streptozotocinom. S obzirom
na bioloske ucinke starenja i komplikacije koje izaziva Se€erna bolest opisat ¢emo utjecaj starenja i
kroni¢nog dijabetesa na promjenu izrazaja glavnih enzima u sintezi i katabolizmu aktivnog oblika
vitamina D (la-OHaze i 24-OHaze) u razli¢itim populacijama stanica jetrenog tkiva. S pomocu
razli¢itih imunohistokemijskih biljega posebnih stani¢nih linija detektirati ¢emo subpopulacije
stanica u kojima je prisutan izrazaj navedenih enzima. Objasnit ¢emo utjecaj starenja i dugoro¢nog
dijabetesa na promjene u histoloskoj gradi jetre te utvrditi postoji li povezanost izmedu patoloskih
promjena u tkivu jetre i izrazaja navedenih ¢imbenika. Na taj nacin zelimo rasvijetliti potencijalnu

ulogu kalcitriola i njegovih metabolita u lije¢enju dijabetesom oSteCene jetre u procesu starenja.
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4. METODE ISTRAZIVANJA

4.1 Priprema banke tkiva i organa dijabeti¢nih $takora

Indukcija Secerne bolesti tipa 1 provedena je sklopu projekta MEMODIN (Hrvatska zaklada za
znanost, 02.05/28) pri ¢emu je prikupljena banka tkiva jetre, sukladno Direktivi 2010/63/EU
Europskog parlamenta i vije¢a od 22. rujna 2010. o zastiti zivotinja koje se koriste u znanstvene
svrhe (Sluzbeni list Europske unije L 276/33), preuzete zakonodavstvom RH, a koja inzistira na
razmjeni tkiva i organa u zemljama c¢lanicama te sugerira da se dugotrajni i prema direktivi
klasificirani teski eksperimenti ne ponavljaju bez znanstveno opravdanog razloga. Navedeni visoki
eticki standardi ve¢ su nekoliko godina preuzeti uobi¢ajenom praksom Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Splitu, iz ¢ega su proizasle vrijedne publikacije i doktorske disertacije (133, 135, 136)
sli¢no kako je ve¢ dugi niz godina uobicajena praksa Medicinskog fakulteta koriStenje banaka tkiva
i organa humanog porijekla. Istrazivanje je provedeno isklju¢ivo uz strogo postivanje postojecih
propisa o upotrebi Zivotinja u znanstvene svrhe i prethodne uobicajene prakse postupka stjecanja

doktorata znanosti pri Medicinskom fakultetu Sveucilista u Splitu.

Zbog oc¢ekivanog visokog pomora u kronicnu studiju je uslo 45 Zivotinja, a 5 ih nije docekalo kraj
istrazivanja (8 mjeseci ili 14 mjeseci starosti). U banku tkiva uklju¢ene su samo dijabeti¢ne
zivotinje koje su do kraja istrazivanja zadrzale odgovarajucu razinu glikemije (minimalno 20
mmol/L). Kako bi se usporedio utjecaj starenja, uvedena je i skupina 3 mjeseca starih Zivotinja (n =

4). Nakon zrtvovanja zivotinja, uzorci tkiva jetre su pohranjeni u Zambonijevom fiksativu.
Utjecaj starosti ukljucivao je sljedece skupine:

- Stakori starosti 3 mjeseca (n=4) - ¢-3m

- Stakori starosti 8§ mjeseci (n=7) - c-8m

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

Utjecaj DM1 ukljucivao je sljedece skupine:

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

- Stakori 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 no¢i na 4°C, uz tri izmjene svjeze otopine etanola. Sljedeceg dana
tkivo je inkubirano tri puta u 96%-tnom etanolu, tijekom 120 minuta. Uslijedila je konacna
dehidracija tkiva u 100%-tnom etanolu preko noci, na 4°C, uz tri izmjene alkohola. Sljede¢eg dana,
uzorci su inkubirani u ksilolu tri puta po 30 minuta, na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su uronjeni u
teku¢i parafin na temperaturi 60°C. TKivo je inkubirano u teku¢em parafinu tijekom ukupno 120
minuta, uz tri izmjene svjezeg parafina. Uslijedilo je uklapanje u kalupe te brzo hladenje parafinskih
blokova. Parafinski blokovi rezani su na debljinu S5um, pomoé¢u mikrotoma (LEICA RM 2155,
Leica Microsystem Nussloch GmbH, Nussloch, Njemacka), uz stalno hladenje koriStenjem ledenih
blokova. Ravnanje rezova provedeno je uz pomo¢ vodene kupelji zagrijane na 45°C, nakon ¢ega su
rezovi montirani na silanizirana predmetna stakalca (Histobond +, Paul MarienfeldGmbH & Co.
KG, Lauda-Ko6nigshofen, Njemacka).

4.2.1 Priprema za imunofluorescencijsko bojanje

Nakon deparafinizacije, histoloski rezovi su kratko isprani u destiliranoj vodi, kuhani u puferu
natrijevog citrata (pH 6,0) 12 minuta na 95°C te ohladeni na sobnu temperaturu. Nakon ispiranja,
rezovi tkiva su inkubirani preko no¢i sa primarnim protutijelima (Tablica 1). Za dvostruka
imunofluorescencijska bojanja koristili smo kombinacije dvaju primarnih i sekundarnih protutijela.
Poslije viSestrukog 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 veze na DNA i boji jezgre. Nakon zavr$nog ispiranja
sa PBS-om, svi rezovi bojani imunofluorescencijom uklopljeni su u medij (Immuno-Mount,
Shandon, Pittsburgh, PA, SAD), prekriveni pokrovnim stakalcem i osuseni na zraku.
Imunofluorescencija je pregledana i fotografirana Olympus BX51 mikroskopom (Olympus, Japan)
opremljenim Olympus DP71 kamerom (Olympus, Japan). Za dvostruka bojanja radene su odvojene
fotografije, ovisno o tipu filtera, a kolokalizacije uporabom rac¢unalnog 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 nuzan da bi se
neutralizirala endogena peroksidazna aktivnost unutar tkiva. Vodikov peroksid ispiran je u
fosfatnom puferu. Svi rezovi kuhani su u mikrovalnoj peénici kroz 12 minuta na temperaturi od
95°C u puferu natrijevog citrata (pH=6,0). Primarna protutijela bila su inkubirana na rezovima tkiva
tijekom no¢i. Rabilo se poliklonsko kuniéje 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 visestruko 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

4.2.3 TUNEL

Za odredivanje DNA fragmentacije, rezovi jetrenog tkiva obojani su TUNEL metodom (QIA39, kit
za odredivanje stani¢ne smrti, Calbiochem, Novagen, Merck, Njemacka), koja se Kkoristi za
detekciju apoptoze, temeljeno na oznacavanju slobodnih 3’OH-krajeva ulomaka DNA s pomocu
modificiranih nukleotida. Reakcija je katalizirana egzogenim enzimima, i to terminalnom
deoksinukleotidil transferazom (TdT). TUNEL podrazumijeva obiljezavanje 3’OH-krajeva pomocu
nukleotida oznacenog fluorescin izotiocijanatom (fluorescin dUTP). Parafinski rezovi jetre su
nakon deparafinizacije rehidrirani u nizu vodenih otopina etanola padajucih koncentracija te se
pristupilo TUNEL bojanju. Svi rezovi su kuhani u mikrovalnoj peénici kroz 12 minuta na
temperaturi od 95°C u puferu natrijevog citrata (pH=6,0). Nakon hladenja na sobnoj temperaturi i
ispiranja u fosfathom puferu (PBS - pH 7, 4) 3x10 min, rezovi su prekriveni s 50 ml reakcijske
smjese koja sadrzi terminalnu TUNEL deoksinukleotidil transferazu i1 fluorescein dUTP (2'-
deoksiuridin-5'-trifosfat). Za dvostruka bojanja svaki rez je inkubiran istodobno s primarnim
protutijelom: monoklonsko kuni¢je anti VDR protutijelo i poliklonsko ov¢je anti 1a-OH protutijelo.
Prema odredenom protokolu, koristena su odgovarajuca sekundarna protutijela. Svi rezovi obojani
TUNEL metodom uklopljeni su u medij (Immuno-Mount, Shandon, Pittsburgh, PA, SAD),

prekriveni pokrovnim stakalcem i osuseni na zraku.
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4.2.4 Standardna histoloSka 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 izmedu

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 (provodenje rezova kroz alkohole rastuc¢ih koncentracija, od 70 %-tnog do
100%-0g alkohola). Kako bi se rezovi u¢inili prozirnim uronili su se u ksilol, a potom su uklopljeni

u kanadski balzam i prekriveni pokrovnim stakalcem.
Kontrole

Pozitivna kontrola na istrazivanim rezovima bilo je smede 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 pozitivnin od negativnih stanica u

strukturama rezova provjerio u literaturi i to za svaki trazeni ¢imbenik.

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 smede boje odnosno bez fluorescentnog

signala citoplazmi ili jezgara stanica.

4.3 Analiza slika i kvantifikacija

Rezovi jetre pregledani su i fotografirani pomoc¢u mikroskopa (BX51, Olympus, Tokyo, Japan) i

fotografirani uz pomo¢ hladene digitalne kamere (DP71, Olympus, Tokyo, Japan) pri povecanju
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x40 i x100 pri istoj vremenskoj ekspoziciji. Fotografije su analizirane pomoc¢u programa Image J
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, SAD). Svaka fotografirana zona mikrofotografije
podijeljena je u kvadrate od 100x100um pri x40 povecanju. Brojeno je minimalno 25 kvadrata po
rezu. Pet nasumi¢no odabranih polja analizirano je na svakoj od pet mikrofotografija. Stanice koje
su bile izrazito pozitivne na VDR oznacili smo kao jako pozitivne (u slucaju kada je vise od 1/2
citoplazme pokazivalo intezivnu imunoreaktivnost). Postotak jako pozitivnih stanica izrazen je kao

srednja vrijednost = standardna devijacija.

Broj VDR-imunoreaktivnih jezgara racunao se na tri slike uzete pri povecanjem od x40. Broj VDR-

imunoreaktivnih jezgara hepatocita izraZen je po mm?.

Broj imunoreaktivnih 1o-OHaza stanica izrazen je kao broj stanica po povriini 1 mm? Svaki dio

jetre fotografiran je na povrsini cijelog reza na uvecanju objektiva od x10.

Broj imunoreaktivnih 24-OHaza stanica izrazen je kao broj stanica po povriini 1 mm?. Svaka
mikrofotografija jetre podijeljena je na kvadrate 100x100 um pri poveéanju od x40. Za analizu
koristen je Image J program. Sest slu¢ajno odabranih polja analizirano je na svakoj od Sest
analiziranih mikrofotografija. Hepatociti s imunoreaktivnim jezgrama smatrani su kao "24-OHaza
pozitivne jezgre", a hepatociti s imunoreaktivnim citoplazmama kao "24-OHaza pozitivhe

citoplazme".

Za odredivanje stani¢nih populacija koje pokazuju izrazaj lo-OHazu koristili smo dvostruka
imunofluorescencijska bojenja. Imunoreaktivne 1a-OHaza stanice kolokalizirane su sa sljede¢im
biljezima: glijalni fibrilarni kiseli protein (GFAP), ionizirana kalcijum-vezujuca adapterska
molekula 1 (Ibal), vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF) i mijeloperoksidaza (MPO)
(Tablica 1.).

Za kvantifikaciju izrazaja transformiraju¢eg ¢imbenika rasta f1 (TGF-B1), analizirana su 4 polja, na
povecanju od x40. Podruéje praga reaktivnosti u postotcima od ukupne povrsine izracunato je kao

podrucje praga reaktivnosti u odnosu na ukupnu povrsinu reza.
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Tablica 1. Popis koriStenih primarnih i sekundarnih protutijela.

Protutijelo Tvorni¢ki naziv Katalo$ki broj | Domadin | Razrjedenje Proizvodad
Kunigje protutijelo za Anti-Vitamin D )
vitamin D receptor receptor ab3508 1:300
Kuniéje protutijelo za i _
glijalni fibrilarni Anti .bGFdAP ab7260 1:50 _
iseli protein antibody Abcam, Cambridge, UK
Kuniéje protutijelo za kunié
¢imbenik rasta koji Anti -VEGF )
potice stvaranje novih antibody ab46154 1:200
krvnih zila
Kuniéje protutijelo za Anti-Human
ljudsku Mveloperoxidase A 0398 1:300 DakoCytomation,DK-
mijeloperoksidazu yelop 26000 Glostrup, Danska
Primarna Migje protutijelo za Alpha Smooth M0851 o 1:300
il alfa glatki aktin Actin s
protutijela Kozje protutijelo za
vitamin D-24 - Anti-CYP 24 sc-32165 koza 1:100 Santa Cruz, CA, SAD
hidroksilazu
Oveje Prf.’.“;tgelo z Anti-Murine 25- PC 290 The Binding Site Group
hidroksivitams Hydroxyvitamin ovca 1:100 Ltd, Birmingham, UK
idroksivitamin D3-1
o hidroksilazu D3-1 aHydroxylase
Magarece protutijelo
za transformirajuci Anti-TGF-31 ah92486 magarac 1:10 Abcam, Cambridge, UK
C¢imbenik rasta 1
Kuniéje protutijelo za Wako Pure Chemical
foniziranu kalcij- Anti Ibal 019-19741 | kuni¢ | 1:2000 | Industries, Osaka 540-
vezujuca adaptersku
molekulu 1 8605, Japan
Magarece protutijelo
za kuniéje IgG Anti- Rabbit 1gG- 5OE. i
konjugirano s Rhodamine 711-295-152 1:300
rodaminom
Magarece protutijelo
za mi§je IgG Anti- Mouse 1gG- DOE. .
konjugirano s Rhodamine 715-295-151 1:300
rodaminom
Magarece protutijelo
Sekundarna za kozje 19G Anti-Goat 19G- 705-295-003 1-300
protutijela i kfonégﬂirsgas Rhodamine Jackson Immuno
L - - magarac Research Laboratories,
ndhOVI Magarece protutijelo | Balti PA
fluorokromi za kunidje 184 " aS,IAnI]Dme, ,
konjugirano s Anti-Rabbit 1gG- .
fluorescein FITC 711-095-152 1:200
izotiocijanatom
(FITC)
Magarece protutijelo . _
7a misje 1gG Ant '\Iﬂf;‘ée 19G- | 715.095-150 1:200
konjugirano s FITC
Magarece protutijelo i _
7 ovije IgG Anti-Sheep 19G- | 713 195.147 1:200

konjugirano s FITC

FITC
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4. 4. Statisti¢ka analiza
a) Statisticki postupci

Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina i standardna devijacija (AS+SD). Normalnost
raspodjele podataka procijenili smo Kolmogorov-Smirnovljenim testom. Vrijednosti kategorijskih
varijabli izmedu skupina usporedivali smo y2-testom. Za statistiCku analizu usporedbe izrazaja
imunoflorescencije u jetrenim stanicama izmedu kontrolnih 1 dijabeti¢nih 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 izvrsila se uz pomo¢ racunalnog programa Statistica 7.0

(StatSoft, Tulsa, OK, SAD). Rezultati su interpretirani na razini znac¢ajnosti p<0.05.
b) Izracun veli¢ine uzorka

Procjena veliCine uzorka izraCunata je pomocu kalkulatora za izracun veli¢ine uzorka dostupnom na

http://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/n2.html. Za istrazivanje Su uzete zivotinje koje Su

zadovoljile kriterije uklju¢enja u odredenom razdoblju. Za odredivanje veli¢ine potrebnog uzorka,
ulazni parametri odredeni su za varijantu izrazaja receptora za vitamin D i za varijantu
imunoreaktivnosti 1a-hidroksilaze uzimajuéi u obzir podatke dobivene pilotnom studijom: srednje
vrijednosti (za VDR mul = 4.65, mu 2 = 14.32, te za 1a-OH mul = 0.63, mu 2 = 1.39) i standardne
devijacije (za VDR sigma (o) = 4.60, za 1a-OH (o) = 0.30); alfa (razinu znacajnosti hipoteze) od
0.05 (o = 0.05) i snagu testa od 0.80 (1-B = 0.80). Uz navedene parametre, bila je potrebna veli¢ina

uzorka od najmanje 4 Zivotinje u svakoj od skupina.
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5. REZULTATI

5.1 Izrazaj 1a-hidroksilaze (CYP27B1) u jetri Stakora

Za odredivanje sub-populacije stanica koje su pokazale izrazaj la-OHaze (1a-hidroksilaze) koristili
smo dvostruko imunofluorescencijsko bojanje. Izrazaj la-OHaze u jetri Stakora uocili smo u
populaciji malih ovalnih stanica, lokaliziranih u sinosoidama. Kao biljeg jetrenih stelatnih stanica
koristili smo GFAP (Sl. 4A). lako nismo utvrdili kolokalizaciju GFAP-a i la-OHaze, ipak na
mnogim mjestima la-OHaza imunoreaktivne stanice i GFAP-pozitivne stelatne stanice nalazile su
bliskom kontaktu jedna pored druge (SI. 4A, inserti). Kao biljeg jetrenih makrofaga (Kupfferovih
stanica) koristili smo biljeg Ibal. Ko-lokalizacija 1a-OHaze i Ibal u tkivu jetre takoder nije
pronadena (Sl. 4B). Takoder, nismo uocili ni ko-lokalizaciju 1a-OHaze sa VEGF-om, biljegom
aktivne angiogeneze, vaskulogeneze i endotelnih stanica (SI. 4C). Medutim, gotovo potpunu
kolokalizaciju 1a-OHaze pokazao je enzim mijeloperoksidaza (MPQO) koji se Kkoristi kao biljeg
stanica mijeloidne loze (SI. 4D). S druge strane sve mijeloperoksidaza-imunoreaktivne stanice nisu

bile 1a-OHaza pozitivne. Kolokalizacija izmedu 1a-OHaza i VDR nije pronadena (SI.4).
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1a-OHaza preklopljeno

1a-OHaza preklopljeno

-
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Slika 4. IzraZaj la-hidroksilaze u jetri $takora. Imunofluorescencijsko bojanje na la-
hidroksilazu, GFAP, Ibal, VEGF, MPO i DAPI. Reprezentativni prikaz presjeka jetre Stakora
skupine DM 8 mjeseci: GFAP (zeleno, strelice), 1a-OHaza (crveno, vrh strelice). Umetci pokazuju
la-OHaza imunoreaktivne stanice u neposrednoj blizini GFAP pozitivnih stelatnih stanica.
Kolokalizacija nije uo¢ena (A). Kolokalizacija 1a-OHaze (zeleno, vrh strelice), i Ibal (crveno,
strelica), u tkivu jetre takoder nije uocena (B). Isto tako kolokalizacija 1o-OHaze (zeleno, vrh
strelice) i VEGF (crveno, strelica) nije potvrdena (C). Konacno, ko-lokalizacija MPO (zeleno,
strelica) i la-OHaze (crveno, vrh strelice) je uocena u svim 1a-OHaza imunoreaktivnim stanicama

(dvostruki vrh strelica) (D). Mjerna ljestvica = 20pm.
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5.1.1 Izrazaj 1a-hidroksilaze tijekom starenja i dugoro¢nog DM1

Broj 1a-OHaza imunoreaktivnih stanica po mm? povrsine bio je znacajno veéi u c-14m skupini, u
odnosu na c-3m i ¢-8m skupinu (p<0,05 i p<0,01; Sl. 5). Dugotrajni DM1 znacajno je utjecao na
povecan izrazaj la-OHaze u jetri. Broj 1a-OHaza-imunoreaktivnih stanica bilo je znacajno veci u
dijabeti¢nim, u usporedbi s kontrolnim skupinama, posebice 6 i 12 mjeseci nakon indukcije DM1
(p<0,05 i p<0,001; SI. 5).

A

10-OHaza+ st./mm?
O = N W A O O N OO ©O

c-3m c¢c-8m dm-8m c-14m dm-14m

Slika 5. Reprezentativni prikaz promjena izrazaja 1a-OHaze tijekom starenja i dugoro¢ne
Secerne bolesti. Izrazaj 1a-OHaze (zeleno, strelice) u citoplazmi malih ovoidnih stanica u
sinusoidima jetre (c-8m). Izrazaj VDR (crveno) u membrani lipidnih kapljica unutar hepatocita.
Kolokalizacija izmedu lo-OHaze i VDR-a nije pronadena (A). Prikaz histoloskih rezova jetre
kontrolnih Stakora 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 1a-OHaza imunoreaktivnih stanica po mm? povrsine bio je zna¢ajno veéi
u dijabeti¢noj (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 znacajne razlike s obzirom na dob, # p<0.05; ### p<0.001 znacajna razlika izmedu

dijabeti¢ne i odgovarajuce kontrolne skupine (B). Mjerna ljestvica = 20um.
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5.2 Izrazaj receptora za vitamin D (VDR) u jetri Stakora
5.2.1 Izrazaj VDR-a u citoplazmi hepatocita tijekom starenja i dugoro¢nog DM1

Imunoreaktivnost VDR-a opazena 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) Takoder, imunoreaktivnost VDR-a opazena je i U jezgrama hepatocita,
ali vrlo blago, osim u dm-14m skupini, gdje je izrazaj bio vrlo jak (Sl. 6). Izrazaj VDR-a uocen je i
u citoplazmi stelatnih, Kupfferovih i endotelnih stanica jetre (Sl. 6). Znacajan porast postotka VDR
pozitivnih stanica (citoplazma) uocen je u 8-mjesecnim (c-8 m), kao i u 14-mjese¢nim Stakorima (C-
14m) u odnosu na 3 mjeseca stare stakore (c-3m) (p<0,05 i p<0,001) (SI. 6). Dugoro¢ni DM1
rezultirao je znacajno ve¢im postotkom jako pozitivnih stanica 6 mjeseci (p<0,05) i 12 mjeseci
nakon indukcije dijabetesa (p<0,0001, Sl. 6). Postotak jako pozitivnih stanica znacajno se poveéao
u dm-14m skupini, u odnosu na dm-8m skupinu (p<0,001).
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Slika 6. Reprezentativni prikaz promjene u izrazaju VDR-a u citoplazmi hepatocita tijekom
starenja i dugoro¢ne SeCerne bolesti. Histoloske rezovi jetre kontrolnih Zivotinja u dobi od 3
mjeseca, c-3m (A); 8 mjeseci starim Stakorima, c-8m (C); dijabeti¢ne zivotinje u dobi od 8 mjeseci
(6 mjeseci nakon indukcije dijabetesa), dm-8m (D); kontrolne Zivotinje u dobi od 14 mjeseci, c-14m
(E) 1 dijabeti¢ne zivotinje u dobi od 14 mjeseci (12 mjeseci nakon indukcije DM1), dm-14m (F).
Postotak VDR pozitivnih stanica u razli¢itim eksperimentalnim skupinama (B). Podaci su prikazani
kao srednja vrijednost i standardna devijacija. * p<0,05 i *** p<0,001 znacajne razlike s obzirom na

dob; # p<0,05 i #### p<0,0001 znaajna razlika izmedu dijabeti¢ne i odgovarajuc¢e kontrolne
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skupine. Vrh strelice pokazuje pocetak formiranja stani¢nih 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 = um.

5.2.2 Izrazaj VDR-a u jezgri hepatocita tijekom starenja i dugoro¢nog DM1

Blagi izrazaj VDR-a bio je prisutan u jezgrama hepatocita mladih stakora (SI. 7). Broj VDR
pozitivnih jezgri po mm? povrsine bio je znacajno veéi u 14 mjeseci starim Stakorima (c-14m
skupina), u odnosu na 3 mjeseca stare Stakore (c-3m skupina), kao i u odnosu na 8 mjeseci stare
Stakore (c-8m skupina) (p<0,001). Znacajno povecanje broja VDR-a u jezgrama uoceno je 12
mjeseci nakon indukcije DM, u usporedbi s kontrolnom skupinom jednako starih zivotinja (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 izrazen (SI. 7).
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Slika 7. Reprezentativni prikaz promjena u izrazaju VDR-a u jezgrama hepatocita tijekom
starenja i dugorocne Secerne bolesti. Histoloski presjek jetre kontrolnih zivotinja 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 dijabeti¢nih Zivotinja u
dobi od 8 mjeseci (dm-8m) (D). U tkivu kontrolnih Zivotinja u dobi od 14 mjeseci (c-14m) (E) i
dijabeti¢nih iste dobi (dm-14m) (F) uocen je ve¢i 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 = pum. ***
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p<0,001 - znacajna razlika s obzirom na dob; ### p<0,001 znacajna razlika izmedu dijabeti¢ne i

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

TUNEL metodom nadena je sporadi¢na reaktivnost u hepatocitima i malim stanicama koje su se
nalazile u sinusoidama i krvnim zilama (SI. 8). Takoder nije uo¢ena kolokalizacija TUNEL-a s

VDR-om i 1a-OHazom.

‘preklopljeno

1a-OHaza preklopljeno

Slika 8. Prikaz kolokalizacije TUNEL-a s VDR-om i la-hidroksilazom. Reaktivnost uoc¢ena
TUNEL metodom se sporadi¢no moze vidjeti u hepatocitima, ali uocena je i u malim stanicama u
sinusoidama jetre i krvnim zilama. TUNEL (zeleno, vrh strelice), VDR (crveno, zvjezdica), DAPI
(plava). Preklapanje slika TUNEL, VDR, DAPI. Nije primje¢ena ko-lokalizacija TUNEL-a i VDR-
a (A). TUNEL-pozitivna stanica (zeleno, vrh strelice), 1la-OHaza pozitivna stanica (crveno,
strelica), DAPI - jezgre (plavo). Preklapanje slika TUNEL, 1a-OHaza, DAPI nije pokazalo ko-
lokalizaciju TUNEL-a i 1a-OHaze (B). Mjerna ljestvica = 20 pum.
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5.3 Trikromno bojanje po Mallory-u

Trikromno bojenje po Mallory pokazao je prisutnost jetrene fibroze u 14 mjese¢nim Zivotinjama.
Znakovi jetrene fibroze bili su prisutni u obje skupine, kontrolnoj i dijabeti¢noj, ali znatno vise
izrazeni u jetri dijabeti¢nih zivotinja (SI. 9). Znacajan porast broja a-SMA imunoreaktivnih stanica
uocen je tijekom starenja. Broj a-SMA imunoreaktivnih stanica bilo je najve¢i u c-14m, kao i u dm-
14m skupini (SI. 9). Znacajne razlike izmedu kontrolne i dm skupine nisu bile uo¢ene 6 i 12 mjeseci
nakon indukcije dijabetesa (dm-8m, dm-14m). S druge strane, znacajan porast broja a-SMA
imunoreaktivnih stanica opazen je u 14 mjeseci starih dijabeticnih zivotinja (c-14m, dm-14m) (SI.
9B).
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Slika 9. Trikromno bojenje po Mallory-u i izrazaj o-SMA tijekom starenja i dugorocnog
dijabetesa. Trikromno bojanje po Malloryu pokazalo je znakove jetrene fibroze u 14-mjese¢noj
kontroli (E) 1 dijabeti¢nim zivotinjama iste dobi (F). U kontroli dobi 3 (c-3m) (A) i 8 mjeseci (c-8m)
(C) prisutnost jetrene fibroze nije uoc¢ena, dok se kod 8-mjese¢ne dm skupine (dm-8m) mogu vidjeti
tek podetni znaci fibrotitkog procesa (D). Broj (a-SMA) imunoreaktivnih stanica po mm? povrsine.
Podaci su prikazani kao srednja vrijednost i standardna devijacija. ** p<0.01; *** p<0,001; ****
p<0,0001 bio je znacajano razli¢it s obzirom na dob (B). Reprezentativni primjeri izrazaja a-SMA u
stanicama 3-mjesecne (c-3m) (G) i 14 mjesecne dm skupine (dm-14m) (H). Mjerna ljestvica=20

pm.
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5.4 Hemalaun i eozin bojenje

Na histoloskom prikazu jetra kontrolne skupine (c-8m) ima normalni izgled jetre i jetrenog
parenhima (SI. 10). Blage morfoloske promjene uocene su u kontrolnoj skupini (c-14m) (SI. 10 C).
Degeneracija i masna infiltracija hepatocita prikazane su u c-14m kao i u dijabeti¢noj skupini (dm-8
m i dm-14m). Osim toga, u skupina s dijabetesom u dobi od 8 i 14 mjeseci prikazana je dilatacija
sredi$njih vena, ogranaka portalne vene i zu¢nih vodova u podrucju portalne trijade (SI. 10 B i D).

Mononuklearne stanice poput leukocita, kao i Kupfferove stanice (KCs) uocene su u jetrenom

parenhimu izmedu degeneriranih i masno promijenjenih hepatocita (SI. 10 D).

Slika 10. Reprezentativni prikaz hemalaun-eozinom obojanih rezova jetre. Histoloski presjek
jetre u ¢c-8m (A), dm-8m (B), c-14m (C), i dm-14m (D). Kontrola (c-8m) prikazuje normalnu
histolosku strukturu centralnih vena (cv) i okolnih hepatocita u jetrenom parenhimu (A).
Dijabeti¢ne skupine u dobi od 8 do 14 mjeseci pokazuju blagu kongestiju jetre, dilataciju sredi$njih
vena i sinusoidalnih prostora (*), ogranaka portalne vene (pv) i zu¢ne 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 uociti i u skupinama c-14m, dm-

81dm-14 (B, C, D). Mjerna ljestvica za A-D = 20 um, a za umetke = 40 um.

5.5. Izrazaj 24-hidroksilaze (CYP 24A1) u jetri $takora
5.5.1 lzrazaj 24-hidroksilaze u jetri tijekom starenja i dugoro¢nog DM1

Imunohistokemijsko bojanje na 24-OHazu pokazalo je imunoreaktivnost u jezgri i citoplazmi
hepatocita, endotelnim stanicama u sinusoidama (LSECs), te u odredenoj populaciji malih
zvjezdastih stanica lokaliziriranin u Disseovom prostoru tzv. stelatnim stanicama (HSCs) u
kontrolnoj i dijabeti¢noj skupini zivotinja tijekom starenja. Izrazaj 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 dijabeti¢na skupina (dm-8m) pokazala umjereni do jaki izrazaj 24-
OHaze opazen u citoplazmi hepatocita, LSECs, HSCs i KCs (Sl. 11A, C i D). Dijabeti¢ne zivotinje
u dobi od 14 mjeseci pokazale su jaci izrazaj 24-OHaze u citoplazmi i jezgrama jetrenih stanica u
usporedbi s kontrolnom skupinom (SI. 11B, E i F).
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Slika 11. Reprezentativni prikaz promjene u izrazaju 24-OHaze u jetri tijekom starenja i
dugotrajne Secerne bolesti. Histoloski presjek jetre kontrolnih Zivotinja u dobi od 3 mjeseca.
Imunohistokemija sa DAB-om pokazala je vrlo slabi izrazaj 24-OHaze u citoplazmi, te u jezgri
hepatocita i u stanicama sinusoida (A). Histoloski presjek kroz jetru kontrolnih Zivotinja u dobi od
8 mijeseci. Imunohistokemijsko bojanje na DAB pokazalo je vrlo slabi izrazaj 24-OHaze u
citoplazmi i jezgri hepatocita i stanica sinususoida (C), a histoloskim presjekom Kkroz jetru
dijabeticke skupine (dm-8m) uocen je umjereni do jaki izrazaj 24-OHaze u citoplazmama i
jezgrama istih stanica (D). Kontrolne (E) i dijabeti¢ne jetre u dobi od 14 mjeseci (F) pokazuju vrlo

jak izrazaj 24-OHaze u citoplazmama i jezgrama stanica u odnosu na kontrolnu skupinu. Povecanje
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slike (umetci) iz dm-14m skupine prikazani su u gornjem desnom kutu (B). Na histoloskom
presjeku kroz jetru dijabeti¢ne skupine (dm-14m) uocen je snazan izrazaj 24-OHaze u citoplazmi
endotelnih stanica jetre (bijela strelica), stelatnih (crna strelica) i Kupfferovih stanica (vrh strelice u
umetku), takoder jak izrazaj 24-OHaze se moze vidjeti i u citoplazmi i jezgri hepatocita (zvjezdica).

Mijerna ljestvica A, C-F = 40um; B =20um.

5.5.1.1 Izrazaj 24-OHaze u ne-parenhimskim stanicama jetre

Broj 24-OHaza-pozitivnih ne-parenhimskih stanica (HSCs, LESCs, KCs) bio je znacajno veci u
obje dijabeti¢ne 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 dijabeti¢nih Zivotinja tijekom starenja, broj 24-OHaza
pozitivnih ne-parenhimskih stanica bio je znac¢ajno veéi u dm-14m u odnosu na dm-8m (p<0,001)
(SI. 12A). Postotak 24-OHaza pozitivnih hepatocita u citoplazmi bio je znacajno vec¢i u obje
skupine zivotinja sa Se¢ernom bolesti (dm-8m i dm-14m), u odnosu na kontrolne skupine (c-8mi c-
14m) (p<0,05). Tijekom starenja, broj 24-OHaza pozitivnih citoplazmi hepatocita bio je znacajno
veéi u c-14m skupine u odnosu na mlade kontrolne skupine Zivotinja (c-3m, c-8m) (p<0,01 i
p<0,001). U dijabeti¢nim skupinama zivotinja broj 24-OHaza pozitivnih hepatocita u citoplazmi bio

je znacajno veci u dm-14m u odnosu na dm-8m (p<0,01) (SI. 12B).

Omjer CYP24-pozitivnih jezgara hepatocita bio je znacajno veéi u dm-8m u usporedbi s c-8m
skupinom (p<0,05). Broj 24-OHaza pozitivnih jezgara hepatocita bio je znacajno vec¢i u c-14m
skupini u odnosu na ostale kontrolne skupine zivotinja (c-3m, c-8m) (p<0,001). U dm-8m, broj 24-

OHaza pozitivnih jezgara hepatocita bio je znatno ve¢i nego u c-8m (p<0,05) (SI. 12C).
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Slika 12. Prikaz rezultata izrazaja 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 razlicitim eksperimentalnim skupinama. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost i
standardna devijacija, prikazane su znacajne razlike s obzirom na dob, ** p<0,01, *** p<0,001, te

znacajna razlika izmedu dijabetickih i kontrolnih skupina # p<0,05 i ### p<0,001.

5.6 Izrazaj TGF-B1 u jetri Stakora tijekom starenja i dugoro¢nog DM1

U kontrolnim skupinama (c-3m), uocen je vrlo blagi izrazaj TGF-B1, dok je u c-8m uocen umjereni
izrazaj (SI. 13A i C). Postotak TGF-B1 u razli¢itim eksperimentalnim skupinama prikazan je na slici
13B. Jetra skupine Zivotinja s SeCernom boles¢u starosti 8 mjeseci (dm-8m) sporadi¢no je pokazala
snazan izrazaj TGF-B1 u hepatocitima i ne-parenhimskim stanicama jetre (SI. 13D). Izrazaj TGF-p1
bio je znacajno veéi u jetri 14-mjesecnih zivotinja, u odnosu na 3-mjeseca stare Stakore (p<0,001;
Sl. 13B). skupine Zivotinja s Se¢ernom bolesc¢u, u dobi od 14 mjeseci, pokazale su jaci izrazaj TGF-
B1 u citoplazmi i jezgrama stanica U usporedbi s kontrolnom skupinom (p<0,001; SI. 13B, E i F).
Osim toga, znacajno povecanje izrazaja TGF-B1 nadeno je u jetri zivotinja Sa Se¢ernom bolescu i to
u 14 mjese¢nih Zivotinja (dm-14m) u usporedbi sa 8-mjese¢nom skupinom (dm-8m) (p<0,001, SI.
13B,EiF).
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Sl. 13. Promjene u izraZzaju TGF-p1 u jetri tijekom starenja i dugoro¢ne Secerne bolesti.
Histoloski presjek kroz jetru kontrolnih zivotinja u dobi od 3 mjeseca. Imunofluorescencijskim
bojanjem uocen je vrlo slabi izrazaj TGF-f1 u hepatocitima i sinusoidnim stanicama (A). Podrucje
praga reaktivnosti (%) TGF-B1 u razli¢itim eksperimentalnim grupama. Podaci su prikazani kao
srednja vrijednost + SD, znacajna razlika s obzirom na dob *** p<0,001, znac¢ajna razlika izmedu
dijabeti¢ne i kontrolne skupine ### p<0,001 (B). Histoloski presjek kroz jetru kontrolnih zivotinja u
dobi od 8 mjeseci. Imunofluorescencija je pokazala umjereni izrazaj TGF-B1 u stanicama jetre (C),
a u histoloskom presjeku kroz jetru dijabeti¢ne skupine (dm-8m) uocen je jaki izrazaj TGF-1 u

hepatocitima i sinusnoidnim stanicama, posebno u odredenim hepatocitima (strelice) (D). U jetri
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kontrolnih zivotinja u dobi od 14 mjeseci (E) uocen je jak izrazaj TGF-B1 u jetrenim stanicama, dok
je kod dijabeti¢ne skupine zivotinja (dm-14m; F) uocen vrlo jaki izrazaj TGF-B1 u hepatocitima i

stanicama sinusoida u odnosu na kontrolu. Mjerna ljestvica A, C-F = 40um.

5.7 Kolokalizacija 24-OHaze s TGFp1 i 24-OHaze s GFAP u tkivu jetre

Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje na 24-OHazu i TGF-B1 pokazalo je kolokalizaciju dvaju
navedenih biljega u Kupfferovim stanicama, hepatocitima i jetrenim endotelnim stanicama u svim
eksperimentalnim grupama. Reprezentativni primjeri su prikazani na slici (SI.14 A-C). Stelatne
stanice imaju vitalnu ulogu u reguliranju diferencijacije i proliferacije drugih tipova stanica u
jetrenom tkivu. Stoga smo htjeli utvrditi mogucu kolokalizaciju 24-OHaze i GFAP-a (biljeg

stelatnih stanica) kako bi odredili prisutnost navedenog enzima i u stelatnim stanicama (SI. 14D).
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Slika 14. Histoloski presjek kroz jetru dijabeti¢ne skupine (dm-14m). Cijelo podrucje jetrenog

tkiva pregledano je da bi utvrdili kolokalizaciju u odredenim populacijama stanica. Prikazani su
reprezentativni primjeri kolokalizacije (strelice) 24-OHaze (crveno) i TGF-f1 (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 um.
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6. RASPRAVA

6.1. Izrazaj 1a-OHaze i VDR-a u jetri dijebeti¢nih Stakora tijekom starenja i dugoro¢nog
DM1

U radu smo istrazivali utjecaj starenja i dugoro¢nog oblika Seceren bolesti tipa 1 na izrazaj VDR,
la-OHaze i 24-OHaze u jetri Stakora. Imunohistokemijska analiza pokazala je prisutnost 1a-OHaze
u populaciji stanica koje pripadaju monocitno-makrofagnom sustavu jetre. Za odredivanje
subpopulacije la-OHaza pozitivnih stanica koristili smo dvostruku imunofluorescenciju i
kolokalizaciju s razli¢itim biljezima. GFAP je dokazani biljeg stelatnih stanice jetre (HSCs) tzv.
Itovih stanica (137). Stelatne stanice imaju vaznu ulogu u patofiziologiji jetrene fibroze i stvaranju
oziljkastog tkiva kao odgovor na oSteéenje jetre. SmjeStene u Disseovom prostoru, odrzavaju 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 1a-OHazom nismo utvrdili u tkivu jetre, iz ¢ega proizlazi da stelatne
stanice ne izrazavaju la-OHazu. Ipak, primijetili smo da su la-OHaza pozitivne stanice bile
bliskom kontaktu, jedna pored druge s GFAP - pozitivnim (stelatnim) stanicama (SI. 4), §to upuéuje
na mogucée funkcionalne interakcije izmedu stelatnih i 1a-OHaza-imunoreaktivnih stanica, koje

imaju mogucnost proizvodnje kalcitriola u jetrenom tkivu.

Takoder, kao biljeg angiogeneze, aktivne vaskulogeneze i endotelnih stanica koristili smo
vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF) (139). Nismo nasli kolokalizaciju VEGF-a i 1a-OHaze
u tkivu jetre tijekom naseg istrazivanja, $to bi moglo upucivati da 1,25(OH),/VDR sustav vjerojatno

nije aktivno ukljucen u procese angiogeneze i vaskulogeneze u tkivu jetre.

Za procjenu u kojoj mjeri jetreni makrofazi izrazavaju 1a-OHazu, istrazivali smo potencijalnu ko-
lokalizaciju izmedu 1o-OHaze i ionizirane kalcij-vezuju¢e adaptivne molekule 1 (Ibal). Ibal, je
biljeg povezan s membranskim nabiranjem i pokretljivos¢u stanica te se koristi kao biljeg jetrenih
markofaga tzv. Kupfferovih stanica (KCs) (29), rasporedenih 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.
IzIu¢ivanje citokina i aktivacija miofibroblasta ima klju¢nu ulogu u patogenezi jetrene fibroze
razlicitih etiologija (47). Nismo pronasli kolokalizaciju 1a-OHaze i Ibal u tkivu jetre u istrazivanih
zivotinja (SI. 4B), $to upucuje da diferencirani makrofazi u jetri ne proizvode kalcitrol. Nasuprot
tome, Kkolokalizacija mijeloperoksidaze (MPO), biljega mijeloidnih stanica, od promijelocitnog

stadija do zrelih oblika (140) i 1a-OHaze bila je sveprisutna u stanicama jetrenog tkiva. Sve la-
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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, vazan za mehanizam ubijanja bakterija u fagocitnim leukocitima, u
ovisnosti o kisiku. Kao biljeg indeksa oksidacijskog stresa posrednik je u lokalnim oste¢enjama
tkiva kod mnogih kroni¢nih upalnih bolesti (141, 142). Prema lokalizaciji u jetrenim sinusoidama i
kolokalizaciji s MPO-om, uz izostanak kolokalizacije s Ibal, biljegom zrelim makrofaga, zakljucili
smo da je la-OHaza snazno izrazena u monocitima koji su predodredeni da se razviju u zrele
jetrene makrofage tj. Kupfferove stanice. Prisutnost 1a-OHaze u tim stanicama pokazuje da jetra
ima kapacitet za sintezu bioaktivnih metabolita vitamina D neovisno od proizvodnje istih u
bubregu. Naime, u ovom istrazivanju kvantificiran je broj la-OHaza pozitivnih stanica, dok
enzimsku aktivnost 1a-OHaze nismo mijerili. Ovo se moze smatrati kao nedostatak istrazivanja,
budu¢i da je zapazeno dramati¢n0 povecanje broja stanica koje izrazavaju 1a-OHazu. Zavrsni korak
u sintezi aktivnog kalcitriola je hidroksilacija na polozaju 1, koju provodi enzim 1o-OHaza (13, 14).
Primarno mjesto djelovanja enzima je u proksimalnim tubulima bubrega (97). Nedavne studije
pokazale su imunoreaktivnost 1a-OHaze u brojnim tkivima, ukljucujuci kozu (143), dojku (144),
prostatu (145), stanice raka debelog crijeva (99) i stanice imunosnog sustava (146). Medutim,
prema dostupnim saznanjima, izrazaj la-OHaze do sada nije istrazivan u jetri te ovo je prvo
izvjeSée o njenom izrazaju u monocito-makrofagnom sustavu jetre. Osim toga, uo¢ili smo znacajan
porast broja imunoreaktivnih 1a-OHaza stanica u razli¢itim starosnim skupinama promatranih
Stakora (SI. 5). Dodatni dokazi u literaturi upu¢uju na to da je starenje rezultat akumulacije tkivnih
oSte¢enja koje posljedi¢no inducira signale za infiltraciju makrofaga (147, 148). Osim toga,
dugotrajna SeCerna bolest rezultirala je umnozavanjem tih procesa, kao S§to se moze vidjeti iz
viSestrukog povecanja broja 1a-OHaza pozitivnih monocita. Znacajno povecanje broja 1a-OHaza
imunoreaktivnih stanica u tkivu jetre zabiljezeno je u dijabeti¢nih Zivotinja. Ovaj trend uocen je 6,
kao i 12 mjeseci nakon indukcije Secerne bolesti. Ipak, broj la-OHaza pozitivnih stanica bio je
dvostruko ve¢i u 12 mjeseci u usporedbi sa 6 mjeseci starim dijabeticnim zivotinjama (SI. 5).
Rezultati se mogu objasniti poznatim mehanizmom aktivacije izvanbubrezne lo-OHaze putem
posrednika upale, osobito interferona y (14, 149). Prema dostupnim saznanjima, ovo je prva studija
s ciljem kvantificiranja distribucije 1a-OHaza-imunoreaktivnih stanica u dijabeticnoj jetri tijekom
starenja. Nasi rezultati u suglasju su sa studijama koje pokazuju da su aktivnost 1a-OHaze i izrazaj
VDR ukljuceni u diferencijaciju monocita u zrele makrofage (150-152). Za aktivni oblik vitamina
D-1,25(0H),D3 pokazano je da inducira diferencijaciju iz monocita u makrofage, §to sugerira na
autoregulacijski mehanizam monocitno-makrofagne proizvodnje i odrzavanje razine kalcitriola

(150). Izrazaj 1a-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 neograni¢en izvor vitamina D za autokrine/parakrine aktivnosti u stanicama jetre (14). Nasi
rezultati pokazuju znacajno povecanje broja 1a-OHaza imunoreaktivnih stanica u procesu starenja i
dugoro¢nom DM1, te mozemo zakljuciti da 1a-OHaza predstavlja potencijalni terapijski model u

lijeCenju upalnih poremecaja uzrokovanih Se¢ernom bolesti.

Uoceni bliski kontakt la-OHaza imunoreaktivnih stanica, koje proizvode kalcitriol s GFAP-
pozitivnim stelatnim stanicama jetre (SI. 4), ¢ija aktivacija sudjeluje u patogenezi fibroze jetre
(138), moze biti od velike vaznosti, posebice u patoloskim procesima tijekom starenja i dugotrajne
Secerne bolesti. Stelatne stanice jetre jako izrazavaju VDR (16), koji je takoder potvrden u nasem
istrazivanju (Sl. 6). Nedavno su Ding i sur. (75) istrazili signalni put sustava vitamina D/VDR kao
potencijalnog terapijskog modela za prevenciju jetrene fibroze. Otkrili su da VDR ligandi inhibiraju
aktiviranje stelatnih stanica i spreavaju fibrozu jetre. Stovise, nasli su spontani razvoj jetrene
fibroze u VDR knockout miseva. Kao potencijalno neograniceni izvor kalcitriola za okolne stanice,
la-OHaza imunoreaktivni monociti/makrofazi mogu sprijeciti i ograni€iti aktivaciju stelatnih
stanica (i drugih prekursora miofibroblasta), koji bi inac¢e doveli do masivne fibroze. To pokazuje i
nase istrazivanje, tijekom kojeg smo pronasli histoloske znakove fibroze 12 mjeseci nakon
indukcije Secerne bolesti. Znakovi fibroze bili su vidljivi i u kontrolnih starijih Stakora a posebice u
onih kojima je bila inducirana secerna bolest (SI. 9). U skladu s prethodno spomenutim, broj a-
SMA-imunoreaktivnih stanica nije bio znacajno veci u dijabeti¢nih, u usporedbi s kontrolnim
zivotinjama (SI. 6), §to ukazuje na perzistentno ogranic¢enje u aktivaciji stelatnih stanica te se moze
pripisati zastitnoj ulozi kalcitriola proizvedenog od okolnih monocita. Takoder, fibrozi obi¢no
prethodi kroni¢na upala (153). Nadalje, potrebno je istraziti moze li kalcitriol sa svojim receptorom
djelovati protuupalno, te sprijeciti kroni¢nu upalu uzrokovanu osteéenjem jetre Sest mjeseci nakon
indukcije DM1. Ipak, u ovom istrazivanju, starenje je samo po sebi rezultiralo znatno veéim brojem
aktiviranih miofibroblasta, Sto ukazuje da se akumulacija patoloSkih promjena ne moze izbjeci

tijekom starenja i dugotrajne Secerne bolesti (10, 154).

Aktivni vitamin D pokazuje svoje ucinke, uglavnom preko svojih receptora, VDR-a (9, 91).
Kalcitriol, moze lako pro¢i kroz bioloske membrane i vezati se visokim afinitetom za nuklearni
receptor VDR, koji djeluje kao nuklearni ¢imbenik transkripcije (85). Do sada je izrazaj VDR-a
opisan u brojnim tkivima ljudskog organizma, ali i u hepatocitima pokusnih Zivotinja, primjerice
misa i Stakora (16, 155).

U ovom istrazivanju, imunoreaktivnost VDR-a bila je blaga u hepatocitima mladih, zdravih $takora.

Nasuprot tome, intenzivna imunoreaktivnost VDR-a zabiljezena je u citoplazmi i jezgri hepatocita
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starijih i dijabeti¢nih Stakora (Sl. 7). Stoga naSe istrazivanje pokazuje da starenje i DM1 imaju
utjecaj na povecéani izrazaj VDR-a u citoplazmi i jezgri hepatocita (SI. 6). Snazna citoplazmatska
imunoreaktivnost je vjerojatno uzrokovana povecanim izrazajem VDR-a. Nevezani VDR obi¢no je
prisutan u citoplazmi, a nakon vezanja sa specificnim ligandom, premjesta Sse u jezgru, gdje
pokazuje svoje ucinke na prepisivanje gena (9, 13, 156). Medu ostalim u¢incima, vezanje kalcitriola
za VDR rezultira povecanim izrazajem istog receptora (157, 158). Iz toga proizlazi moguéi
citoplazmatski 1 nuklearni porast izrazaja VDR-a koje smo uocili u hepatocitima Stakora tijekom
starenja i dugoro¢nog DM1. Naime, povecan broj 1a-OHaza pozitivhih monocita moze dovesti do
dramati¢nog povecéanja proizvodnje kalcitriola koji nije potisnut povrathom spregom paratireoidnog
hormona (PTH). Vezivanje kalcitriola na VDR aktivira nuklearnu translokaciju i porast izrazaja
VDR-a, koji bi mogao dovesti do produzenja 1,25D/VDR signala.

Starenje i dugorocna Seéerna bolest moze rezultirati zna¢ajnim promjenama u metabolizmu lipida u
jetri (159). U istrazivanju smo uocili i izrazaj VDR-a u membranama masnih kapljica (engl. lipid
droplets, LDs). Masne kapljice su unutarstani¢ne organele ¢ija membrana sadrzi razli¢ite proteine, a
imaju znacajnu funkciju u skladistenju i metabolizamu masti (160). U 8 mjeseci starih Stakora (c-
8m; dm-8m), imunofluorescentni izrazaj VDR bio je ograni¢en upravo na membrane lipidnih
kapljica. Naime, u jetrama dijabeti¢nih i kontrolnih Stakora nasli sSmo VDR-imunoreaktivne lipidne
organele lokalizirane u nakupinama oko jezgri hepatocita (Sl. 6). Takoder, VDR-imunoreaktivnost
uoCili smo i u citoplazmi hepatocita mladih zivotinja, ali samo sporadi¢no. Nasuprot tome,
intenzivna citoplazmatska VDR imunoreaktivnost u dobi od 14 mjeseci starih Stakora bila je
ravnomjerno rasporedena kroz cijelu citoplazmu. NaSi rezultati pokazuju da starenje i Se¢erna bolest
znacajno povecavaju izrazaj VDR-a u hepatocitima. Pojava VDR-a u membrani masnih kapljica
objasnjava njthovu mogucu ulogu u metabolizmu lipida u masnim kapljicama. Jedna od mogucih
uloga je i internalizacija vitamina D i njegova pohrana, buduci da su ranije studije izvijestile da
cirkulirajuci vitamin D mozZe biti pohranjen u masnom tkivu i da je povezan s pretilo$¢u i pohranom
masti (161, 162). Osim toga, prethodnim istrazivanjima utvrdeno je da funkcionalni odnos izmedu
VDR-a i receptora za aktivaciju proliferacije peroksisoma peroksidaza proliferajuc¢ih-aktiviranih
receptora a i y (engl. peroxisome proliferators activated receptor, PPAR-0. i PPAR-y), potice
stvaranje masnih kapljica, $to je jako vazno u metabolizmu lipida (163, 164). Nadalje, poznato je da
VDR regulacijom izrazaja kolesterol 7a-hidroksilaze (engl. cholesterol 7 alpha-hydroxylase,

CYP7AL) snazno pojacava metabolicku transformaciju kolesterola u zZu¢ne kiseline (165).

Akumulacija masnih kapljica u hepatocitima kod Secerne bolesti posljedica je opsezne lipolize u

masnom tkivu koja rezultira znacajnom raspolozivosc¢u neesterificiranih masnih kiselina (engl. non-
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esterified fatty acid, NEFA) (166). Uloga kalcitriola vazna je u supresiji jetrene lipogeneze i upale,
Sto se pokazalo vaznim 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
istrazi. Osim svoje klasi¢ne lokalizacije u citoplazmi i jezgrama, VDR-i su nedavno pronadeni i u
kaveolama stani¢nih membrana, gdje posreduju u brzim ne-genomickim uc¢incima 1,25D/VDR (91).
Komponenta kaveola, kaveolin-1, dio je proteosoma masnih kapljica, §to je klju¢no u njihovom
formiranju. Citoplazmatski izrazaj VDR-a porastao je vise od tri puta u dugotrajnoj secernoj bolesti.
Razlog za to bi mogao biti kompenzacijski mehanizam u kojem jetra nastoji povecanjem izrazaja
VDR-a tijekom starenja i dijabetesa vratiti homeostazu sustava vitamin D/VDR, potrebnu za

normalno funkcioniranje jetre.

Skupine zivotinja u dm-8m i dm-14m pokazale su pocetne morfoloske znakove propadanja jetre,
uslijed starenja i dugotrajnog dijabetesa. S obzirom na tu cinjenicu Koristili smo dvostuku
imunoflourescenciju s TUNEL oznac¢avanjem, kako bismo utvrdili da li su jako pozitivne VDR-a
stanice ujedno i apoptoti¢ne. Naime, nedavna istrazivanja pokazala su da Kalcitriol aktivira
unutarnji put apoptoze u nekim specificnim tumorskim stani¢nim linijama (168, 169). Medutim,
kolokalizacija TUNEL/VDR nije uocena u jetri Stakora tijekom ovog istrazivanja, sugeriraju¢i da
morfolosko propadanja hepatocita nije uzrokovano apoptozom. Pretpostavljamo da su stanice s
jakim citoplazmatskim izrazajem VDR-a uSle u nekroti¢ni put odumiranja. Ipak, u ovom
istrazivanju pokazana je vrlo rijetka pojava apoptoze u hepatocitima, ¢ak i u vrlo starih i
dijabeti¢nih §takora. Pomocu TUNEL-a, jedne od najpouzdanijih metoda za otkrivanje i
kvantificiranje programirane stani¢ne smrti, apoptoza je uocena u rezidentnim stanicama jetre
(makrofagi, Itove stanice) te u sinusoidama. Takoder, nismo uo¢ili prisustvo apoptoze u 1a-OHaza

imunoreaktivnim stanicama (Sl. 8).

Osim u citoplazmi, VDR je prisutan i u jezgri, jer nakon vezanja specifi¢énog liganda odlazi u jezgru
i regulira transkripciju odgovaraju¢ih gena (9, 156). Imunoreaktivnost VDR-a uocena je i u
jezgrama hepatocita, medutim taj izrazaj bio je vrlo blag zbog zamaskiranosti jezgara jakim
intenzitetom VDR imunofluorescencije u citoplazmi (SI. 6). Stoga smo imunohistokemijskim
bojanjem rezova na diaminobenzidin i kontrastiranjem jezgara hemalaunom mogli lakSe uociti
imunoreaktivnost VDR-a i u jezgrama. Intenzitet nuklearnog izrazaja VDR-a, zajedno s brojem
stanica s VDR-imunoreaktivnim jezgrama dramati¢no se povecao Sa Starenjem zivotinja i
dugoro¢nim dijabetesom (SI. 7). Razlog za to lezi u Cinjenici da je jak intenzitet vjerojatno

posljedica povecanog izrazaja VDR-a u citoplazmi uslijed navedenih procesa, ali takoder i zbog
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povecanog vezivanja kalcitriola na VDR-a (157). Sli¢an nalaz potvrdila je i studija Alkharfy i sur.

(158) koji su uocili su kako terapija vitaminom D inducira VDR ekspresiju u jetri miSeva.

Osim bubrezne produkcije kalcitriola postoji i njegova autonomna van-bubrezna produkcija u
brojnim tkivima i stanicama. Medutim, pored endogene koli¢ine kalcitriola proizvedene u
bubrezima, u nasem radu smo po prvi put pokazali da u oSteCenju jetre Secernom bolescu i
starenjem, monociti koji izrazavaju la-OHazu mogu dovesti do dramati¢nog povecanja proizvodnje
kalcitriola koji nije pod utjecajem negativne vlastite povratne sprege (170). Naime, poznato je da
izrazaj 1a-OHaze u stanicama imunoloSkog sustava nije pod utjecajem negativne povratne sprege
kalcitriolom, za razliku od bubrega, gdje taj mehanizam ¢ini osnovu autoregulacije proizvodnje
kalcitriola (14). Prema naSim rezultatima, povecani Kkalcitriol u jetri produkt je autonomne
proizvodnje u monocitima, $to vjerojatno ima i dodatnu ulogu u o¢uvanju jetrene funkcije. Do sada
su opisani brojni pozitivni ucinci kalcitriola. Dokazano je da kalcitriol ima zaStitni u¢inak kod
oStecenja jetre u eksperimentalnim modelima dijabetesa na stakorima (2, 3). Ovi ucinci posredovani
su povecanom razinom antioksidacijskih enzima (superoksid dismutaza, katalaza, glutation
peroksidaza, glukoza-6-fosfat-dehidrogenaze) u tkivu jetre (171, 172). Osim toga, kalcitriol svojim
ucincima modulira odgovor na oste¢enja DNK i olakSava popravak DNA koji bi moglo pridonijeti

borbi protiv starenja (172).

6.2. Izrazaj 24-OHaze i TGF-B1 u jetri dijebeti¢nih Stakora tijekom starenja i dugoro¢nog
DM1

Utjecaj starenja i DM1 na katabolizam vitamina D u jetri nije do sada prouc¢avan. Nedavne studije
povezuju katabolizam kalcitriola u jetri sa osteomalacijom uzrokazvanom dugotrajnom uporabom
odredenih lijekova (173, 174) te se postavlja pitanje moze 1i slicna interakcija biti dio
patofizioloSkih mehanizama u razvoju staratkog poremecaja mineralizacije kostiju 1 u kroni¢nim

bolestima kao §to je dijabetes.

Stoga smo proucavali i dinamiku izrazaja 24-OHaze (CYP24), glavnog enzima u katabolizmu
vitamina D, u jetri Stakora tijekom starenja i eksperimentalnog DM 1. Koriste¢i imunohistokemijske
metode, pronasli smo povecan izrazaj 24-OHaze u razli¢itim vrstama jetrenih stanica ukljucujuci
hepatocite, endotelne sinusoidne stanice jetre (LSECs), Kupfferove stanice (KCs) i stelatne stanice
(HSCs). U hepatocitima, smo uocili izrazaj 24-OHaze u citoplazmi, kao i u jezgri. Sli¢no nasim

rezultatima, izrazaj tog enzima uocen je i u neuronima spinalnog ganglija (175).
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Prisutnost 24-OHaze u razli¢itim stanicama jetre ukazuje na to da te stanice mogu imati izrazaj
enzima za razgradnju kalcitriola u svrhu vlastitih potreba. To bi moglo objasniti lokalizaciju enzima
u jezgri. Naime, uoceno je da su pojedine populacije jetrenih stanica mjesta parakrinog/autokrinog
djelovanja vitamina D (16). Nakon vezanja za VDR u citoplazmi, kalcitriol se premjestena u jezgru,
kako bi regulirao ekspresiju ciljnih gena (85, 91). Moguce je da 24-OHaza koja se nalazi u jezgri

potice proces razgradnje kalcitriola kako bi dovela do homeosteze u njegovom djelovanju.

Uloga kalcitriola opisana je u pobljsanju jetrene funkcije uslijed kroni¢nih jetrenih degenerativnih
bolesti kao §to je dijabetes (10, 176). Povecani izrazaj 24-OHaze, koju smo promatrali tijekom
starenja i DM1, mogao bi utjecati na autonomni metabolizam kalcitriola u jetri. S druge strane,
opsezni Kkatabolizam kalcitriola u jetrenim stanicama, osobito u hepatocitima i endotelnim
sinusoidnim stanicama mogao bi znatno utjecati na op¢u koncentraciju kalcitriola, koja se odrazava

na izlu¢ivanje minerala bubrezima, apsorpciju kalcija u crijevima i kostanu pregradnju (9, 13).

Endotelne sinusoidne stanice su vrsta stanica u tkivu jetre uglavnom odgovorne za ¢isc¢enje koloida
i otpadnih makromolekula iz optjecaja (26). Kawai i sur. pokazali su kako su upravo endotelne
stanice najucinkovitije u akumuliranju vitalnih molekula u jetri (177). U kombinaciji sa
Kupfferovim stanicama, sinusoidne endotelne stanice predstavljaju najmo¢niji "sustav ¢istaca" u
tijelu (26). Medutim, osim ove opéepoznate uloge ,,¢istata* u tijelu, endotelne sinusoidne stanice,
stelatne i Kupfferove stanice pokazale su opsezni izrazaj 24-OHaze §to je znacajno s obzirom na

ulogu u metabolizmu kalcitriola.

Iako je uoCen povecani izrazaj 24-OHaze u jetri tijekom starenja i DM1, moguc¢i pozadinski
mehanizam djelovanja do sada nije poznat. Dinamicka ravnoteza bioaktivnog vitamina D u formi
kalcitriola ovisi 0 njegovoj sintezi kataliziranoj putem la-OHaze, ali takoder ovisi i o Stupnju
njegove razgradnje. Povecan izrazaj 24-OHaze u jetri koji smo utvrdili tijekom ovog istrazivanja
moguce je uzrokovan povecanom proizvodnjom Kkalcitriola i izrazajem VDR-a, buduéi da je
poznato da izrazaj 24-OHaze izravno pozitivno reguliran koli¢inom bioaktivnog vitamina D (106,
178). U skladu s tim, nedavna istrazivanja takoder su pokazala da Kupfferove, stelatne i endotelne
stanice odgovaraju na kalcitriol znacajnim povecanjem 24-OHaze, §to ukazuje da je VDR

funkcionalan i u tim stanicama (16).

Da bi istrazili patoloske promjene tijekom starenja i dugotrajnog DM1 istrazili smo takoder izrazaj
TGF-B1, kao klju¢nog posrednika u fibrogenim procesima u jetri (179, 180). Poznato je da TGF-B1

posreduje aktiviranje stelatnih stanica te inducira izrazaj drugih posrednika u procesu fibroze (181).
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Uocili smo znatan porast izrazaja TGF-B1 tijekom starenja i dugoro¢nog DMI, potvrdujuéi
progresiju kroni¢nog upalnog procesa. TGF-B1 je izrazen u svim stanicama jetre, a njegov izrazaj u
citoplazmi hepatocita povecao se sa starenjem i progresijom DMI. Izrazaj TGF-B u hepatocitima
sam po sebi je predmet rasprave (182). Dakle, moguce je da hepatociti tijekom starenja i DM1
poc¢nu intenzivno izrazavati TGF-B1, $to moze biti posljedica povecanog nakupljanja TGF-B1 u
citoplazmi hepatocita, kojeg proizvede drugi tipovi stanica prisutni u jetrenom tkivu. S obzirom da
TGF-B1 nije specifi¢ni biljeg stelatnih stanica, nego ga izrazavaju i Kupfferove stanice, endotelne
sinusoidalne stanice i sami hepatociti, za specifi¢ni biljeg stelatnih stanica koristili smo GFAP, Kkoji
se ne izrazava 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.

Takoder, uocena je koekspresija TGF-p1 i 24-OHaze u razli¢itim populacijama jetrenih stanica. Jak
citoplazmatski i jezgreni izrazaj TGF-B1 i upalne promjene u stanicama mogu dovesti isto tako do
povecanog izrazaja 24-OHaze. Poveéan izrazaj 24-OHaze prethodno je povezan s drugim upalnim
bolestima. Naime, izrazaj 24-OHaze pokazao se povecanim u tkivu bubrega pacijenata s
dijabeti¢cnom nefropatijom (183) i kroni¢nim bubreznim bolestima (184).

Zakljuéno, predstavljeni rezultati ukazuju da jetra ima sposobnost proizvodnje aktivnog vitamina D
(kalcitriola) sintezom u monocitno/makrofagnom sustavu. Taj kapacitet znatno je povecan
ostecenjem 1 upalom u razli¢itim (pato)fizioloSkim uvjetima, kao $to su starenje i dugoro¢na Secerna
bolest. Pojacan izrazaj receptora za vitamina D u hepatocitima pracen je znaajnim porastom
kapaciteta za sintezu vitamina D. Ove promjene mogu imati hepatoprotektivne, antifibroticke
ucinke, Koji su naglaSeni u slucajevima kroni¢nog perzistentog oSteCenja jetre. Takoder, rezultati
ovog istrazivanja pruzaju dokaz da jetra ima sposobnost aktivnog anabolizma i katabolizma
vitamina D u razli¢itim populacijama stanica, posebice u sinusoidama, kroz izrazaj 1a-OHaze i 24-
OHaze. Utvrdili smo da se ovaj kapacitet znatno povecavao tijekom starenja i dugotrajnog DML1.
Navedena stanja karakterizira znaCajan porast izrazaja 24-OHaze u hepatocitima, stelatnim,
Kupfferovim i endotelnim stanicima, te izrazaj la-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 povecanjem
izrazaja VDR-a tijekom starenja i dijabetesa vratiti homeostazu sustava vitamin D/VDR, potrebnu
za normalno funkcioniranje jetre. Stoga su klju¢ne komponente vitamin D-ovisnog signalnog

sustava potencijalni terapeutski model za lijecenje dijabetesom ostecene jetre.
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7. ZAKLJUCCI

- lo-hidroksilaza izrazena je u tkivu jetre u stanicama monocitno-makrofagnog sustava.

- Receptori za vitamin D izrazeni Su U jezgrama i citoplazmi hepatocita, posebice u masnim

kapljicama unutar citoplazme.

- 24-hidroksilaza prisutna je u veéini jetrenih stanica ukljucujuéi hepatocite, endotelne

sinusoidne, Kupfferove i stelatne stanice.

- Starenje rezultira porastom izrazaja receptora za vitamin D i enzima koji sudjeluju u

metabolizmu vitamina D (1a-OHaze i 24-OHaze) u jetrenom tkivu.

- Dugoroc¢ni oblik Se¢erne bolesti tipa 1 izaziva porast izrazaja receptora za vitamin D i

enzima koji sudjeluju u metabolizmu vitamina D (1a-OHaze i 24-OHaze) u jetrenom tkivu.
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8. SAZETAK

Secerna bolest (diabetes mellitus, DM) je poremeéaj metabolizma povezan s ozbiljnim
komplikacijama jetre. Kao metabolicka kroni¢na bolest, DM je vrlo ¢est u starijih osoba. Nedavne
studije ukazuju na mnoge blagotvorne uc¢inke vitamina D na metabolicki i oksidacijski stres u tkivu
jetre u eksperimentalnim modelima dijabetesa. Cilj ovog istrazivanja bio je istraziti izrazaj vitamina
D receptora (VDR-a), 1 a-hidroksilaze (1a-OHaze) i 24-hidroksilaze (CYP24), klju¢nih enzima u
proizvodnji i razgradnji aktivne forme vitamina D (kalcitriola) u jetri tijekom dugoro¢nog dijabetesa
tip 1 (DML1) i starenja. IzvrSene su imunohistokemijske analize izrazaja VDR-a, 1a-hidroksilaze,
24-hidroksilaze tijekom starenja u modelu DM1 izazvanom streptozotocinom. Izrazaj enzima la-
OHaze utvrden je u monocitno/makrofagom sustavu jetrenog tkiva. Osim nuklearnog izrazaja u
hepatocitima, takoder smo uocili izrazaj VDR-a u membranama lipidnih kapljica unutar hepatocita.
Starenje i dugoro¢ni DML rezultirao je znacajnim povecanjem broja la-OHaza imunoreaktivnih
stanica, kao i postotka jako pozitivnih VDR hepatocita. Takoder smo ustanovili da su starenje i
dugoroéni DM1 znacajno povecali i izrazaj CYP24 u hepatocitima, kao i u ne-parenhimskim stanica
jetre ukljucujudéi stelatne, Kupfferove i endotelne stanice. 1z 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 povecana tijekom starenja i dugoroc¢ne
SeCerne bolesti. Ovaj nalaz prati i znacajn0 poveéanje izrazaja receptora za Vitamina D u
hepatocitima i ostalim stanicama jetrenog tkiva. Navedeno istrazivanje upucuje na zakljucak 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), la-
hydroxylase(1a-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 1la-
OHase, CYP24 and VDRs during aging in long-term streptozotocin-induced DM1. Enzyme la-
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 DML resulted in significant increase in the number of 1a-OHase
immunoreactive cells, as well as the percentage of strongly positive VDR hepatocytes. We also
found that ageing and long-term DML 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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