SVEUCILISTE U SPLITU
MEDICINSKI FAKULTET

MARJAN URLIC, dr. med.

UTJECAJ RAZLICITIH OMJERA n6/n3 VISESTRUKO NEZASICENIH MASNIH
KISELINA U HRANI NA SRCANU DIJABETICKU NEUROPATIJU 1 IZRAZAJ
KONEKSINA 37 I 43 U SRCANOM MISICU STAKORA

DOKTORSKA DISERTACIJA

Split, 2023.



Ovaj rad izraden je u Laboratoriju za eksperimentalnu neurokardiologiju pri Zavodu za

anatomiju, histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta u Splitu.

Voditeljica rada: izv. prof. dr. sc. Natalija Filipovié¢



ZAHVALA

Neizmjerno hvala mojoj mentorici prof. dr. sc. Nataliji Filipovi¢, bez koje ovaj rad ne bi bio
moguc niti ostvaren, na nesebicnoj pomoci i strpljenju, od samog idejnog zacetka do kraja, na
bezuvjetnoj podrsci koju mi je pruzala tijekom godina izrade ove disertacije, na neiscrpnoj
motivaciji i velikodusnoj dostupnosti.

Zahvaljujem svim suradnicima Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju na pomoci
tijekom istrazivanja.

Zahvaljujem svojoj supruzi Ivanki na pomoci, potpori i razumijevanju.

Neizmjerno hvala obitelji, ocu Anti na podrsci i poticanju.



SADRZAJ PREMA POGLAVLJIMA

LU LY SRRSO 1
1.1, SEEEINA DOIESL ... .voceevicveeeeieeese ettt sn st n st s s s e 2
1.1.1 Secerna DOIESE TIPA L........cvovucveeicecicieeeeeee ettt 2
1.1.2. Idiopatska Seerna DOLESt..........coiviiiiiiiieiii e 3
1.1.3. Seéerna bolest tipa 2 (diabetes mellitus type 2 - DM2) ......ccovvveevveieeieeseeeeeeeeae 3
1.2. SRCANA INERVACITA ...ooviireiieeseeee e tesee s sasses s s snass s st ssnsensasenens 4
1.2.1. AULONOMNG INEIVACIJA ST ....vevveveeirtiitieteeiee ettt sttt ne bbb 5
1.2.2. OSJELNA INEIVACIA SICA ..eevvrevveiieeieesreiteeste e s e s e e e staesteeseesteesteasaesraesaeessesbeensesneesreas 6
1.2.3. Sr¢ana neuronalna hijerarhija...........cccoiiiiiiiiiiii s 6
1.2.4. Srcana inervacija U dijabetesu........c.cuvvviiieiiiiieiieiee s 8
1.3.  Polinezasic¢ene Masne KISEIINE..........cccuiiiiiiiiiieie e 11
1.3.1.0mega 6 i 0MeQga 3 PUFA-C......ccoveii ettt 11
1.3.2. Utjecaj PUFA na perifernu i autonomnu iNErVACIHU .........cceouerververierenieneseeeeneennes 12
14, KONEKSINT cooviiiiiicii s 14
1.4.1.  Koneksini U dijaDELESU ........c.civieiieiiciiece et 16
2. CILTEVIISTRAZIVANTA ...coooiiieeeeeeeeeeeee e ses sttt esas s asnan s 18
3o HIPOTEZE ...ttt bbbt et e et e b 20
4. METODE ISTRAZIVANIA .....ovtiiiitriiieiietiies s 22
4.1. POKUSNE ZIVOUINJE ....eeiuiieiiiiieesiii et 23
O 0TS (1] oo [ RSTRUSPROSIN 24
T |V - (= G- SRR UROSPRRRRIN 25
4.4, StatiStICKT POSTUDPCE ...vvvieiieiieieie sttt bbbttt 27
5 REZULTAT ettt bbbttt e bbb e et e e be et e 28
5.1. Broj i gustoca PgP 9.5- imunoreaktivnih vlakana u SrCU ...........cccccoveiiiininiiiiecnen, 32
5.2. Gustoca NF 200-imunoreaktivnih Zivcanih vlakana u subendokardijalnom dijelu
=] 01 (0 T ] (o PSR PRR 34
5.3. Gusto¢a CGRP-imunoreaktivnih zivéanih vlakana u subendokardijalnom dijelu
=] 01 (0 T ] (o PSR PRR 35
5.4. Gusto¢a TH-imunoreaktivnih Ziv¢anih vlakana u subendokardijalnom dijelu septuma
.............................................................................................................................................. 37
5.5. Gustoc¢a ChAT-imunoreaktivnih ziv€anih vlakana u subendokardijalnom dijelu septuma
.............................................................................................................................................. 38
5.6. Imunoreaktivnost Cx37 u septumu srca pokusnih §takora............cccccoooniniiiiiiicnenn, 40
5.7. Imunoreaktivnost Cx43 u septumu srca pokusnih Stakora............cccooeiiiiiiniiiiinicienn, 42

6. RASPRAVA .. ..o s 44



T ZAKLIUCKCT oo et e e ettt e e et e e et e e s et e ee e s e e es et e s et e e er e e es e e e esae s eaaes 53

Y-V i VN TP 56
0. SUMMOARY oo e et e e e et ettt e e et e et e e e s et e e e s et e es et e s et e e es e e es e e e esae s et 59
10, LITERATURA .o e e e et e e oo e et e e et e e e s e e s et e eer et e es et e s er e e eseteen e ae e, 61

A A0 1 L) 2 F SRS 72



POPIS OZNAKA I KRATICA

2| mIBG - radioaktivni izotop joda %I

ALA - alfalinolenska kiselina (engl. alphalinolenic acid)

ARA - arahidonska kiselina (engl. arachidonic acid)

C - cervikalni dio kraljezni¢ne mozdine

CAN - sr¢ana autonomna neuropatija (engl. cardiac autonomic neuropathy)
CGREP - peptid vezan za gen za kalcitonin (engl. calcitonine gene related peptide)
ChAT - kolin acetil transferaza (engl. choline acetyltransferase)

Cx 37 - koneksin 37 (engl. connexin 37)

Cx 43 - koneksin 43 (engl. connexin 43)

DHA - dokozahekseanoi¢na kiselina (engl. docosahexaenoic acid)

DM - secerna bolest (lat. diabetes mellitus)

DML - se¢erna bolest tip 1 (engl. diabetes mellitus type 1)

DM2 - se¢erna bolest tipa 2 (engl. diabetes mellitus type I1)

EPA - eikozapentaenoi¢na kiselina (engl. eicosapentaenoic acid)

GAD 65 - glutamat dekarboksilaza 65 (engl. glutamic acid decarboxylase)

GJIC - kanal koji spaja dvije stanice (engl. gap junctional intercellular communication)
HbAlc - glikozilirani hemoglobin

HLA - humani leukocitni antigen (engl. human leukocyte antigen)

HMR - omjer srca u odnosu na medijastinum (engl. heart to mediastinum ratio)
IB4 - izolektin B4

n3 - omega 3 nezasi¢ene masne kiseline

n6 - omega 6 nezasic¢ene masne kiseline

NF200 - neurofilament 200 kD

NGF - faktor rasta zivaca (engl. nerve growth factor)

PBS - otopina fosfatnog pufera (engl. phosphate buffered saline)

PGP 9.5 - protein gen vezani peptid 9.5 (engl. protein gene related peptide 9.5)
PUFA - visestruko nezasi¢ene masne kiseline (engl. polyunasaturated fatty acids)
ROS - reaktivni kisikovi spojevi (engl. reactive oxygen species)

SCD - iznenadna sr¢ana smrt (engl. sudden cardiac death)

SP - tvar P (engl. substance P)

STZ - streptozotocin

SZS - sredi$nji zivéani sustav



TH - tirozin hidroksilaza (engl. tyrosine hydroxylase)
Th - torakalni dio kraljezni¢ne mozdine

ZnT8 - cinkov transporter 8

7S - Ziv&ani sustav

B AR - beta adrenergicki receptori



1. UvOD



1.1. Seéerna bolest

Seéerna bolest (diabetes mellitus - DM) je metabolicki poremeéaj povezan sa
mikrovaskularnim i makrovaskularnim komplikacijama, kao npr. retinopatija, nefropatija,
neuropatija i kardiovaskularne bolesti, a ¢ija patogeneza ukljucuje hiperglikemiju, inzulinsku
rezistenciju, dislipidemiju, hipertenziju i disfunkciju imunosnog sustava. Metabolicki
poremecaji tijekom Secerne bolesti dovode do difuzne ozljede perifernih i autonomnih Zivaca,
kao 1 ozljede malih krvnih zila (1).

Dijabeticka kardiomiopatija, C¢iji su patofizioloSki mehanizmi jo§ nedovoljno
razjasnjeni, obuhvaca oSte¢enje kontraktilnih kardiomiocita, kao i autonomne i osjetne
inervacije srca, koja posljedicno tome vodi do malignih aritmija kao najces¢eg uzroka

iznenadne sréane smrti (engl. sudden cardiac death - SCD (2).

1.1.1 Secerna bolest tipa 1

Na Secéernu bolest tipa I (diabetes mellitus type 1 - DM1), koja je prethodno nazivana i
,0 1nzulinu - ovisna Secerna bolest” ili ,juvenilna Seferna bolest”, otpada oko 5-10%
slucajeva DM. Ona nastaje posljedi¢no autoimunosnoj destrukciji gusteracinih beta stanica te
je definirana prisutno$¢u jednog ili viSe biljega autoimunosti biljega (protutijela na stanice
oto¢ica, protutijela na glutamat dekarboksilazu 65 - GADG5, protutijela na inzulin, protutijela
na tirozin fosfatazu 1A-2 i IA2p, protutijela na cink transporter 8 - ZnT8, itd) (1).

Destrukcija Langerhansovih oto¢i¢a pa time i prezentacija klinicke slike varira, od
galopirajueg nastupa bolesti u vidu ketoacidoze kao prve manifestacije (veéinom u
novorodencadi i djece) do sporijeg razvitka bolesti, manifestiraju¢i se kao blaga dugogodiSnja
hiperglikemija nataste (u odraslih), godinama zadrzavajuéi dovoljnu funkciju beta stanica, uz
moguce brzo pogorSanje uslijed infekcije ili stresa. U kasnijoj fazi bolesti dolazi do
niskih/nedetektabilnih razina C-peptida u plazmi, $to oznacava sasvim nisko lu¢enje inzulina
ili potpuni prestanak istog. DMI1 se najceSce tipicno ocituje u djetinjstvu ili kasnoj
adolescenciji, ali moZe se javiti u bilo kojoj dobi pa ¢ak i kasnijim desetlje¢ima Zivota. Osim
genetske predispozicije, povezan je i s okoliSnim ¢imbenicima, iako jo§ uvijek nedovoljno
istrazenim. Pacijenti koji boluju od DM1 karakteristi¢no nisu pretili (kao oni s DM2), iako

pretilost ne iskljuCuje dijagnozu DMI. Skloniji su razvitku 1 drugih, pridruzenih



autoimunosnih poremecaja kao $to je Gravesova bolest, Hashimotov tireoiditis, Addisonova

bolest, vitiligo, autoimuni hepatitis, miastenija gravis i perniciozna anemija (3).

1.1.2. Idiopatska Secerna bolest

U skupinu idiopatske SeCerne bolesti ubraja se manjina slucajeva pacijenata koji
boluju od DM1, ali bez poznate etiologije, koji su skloniji razvitku epizodne ketoacidoze, uz
razli¢iti stupanj manjka inzulina izmedu epizoda, ali kod njih ne postoji dokaz za
autoimunosnu etiologiju bolesti. Ovaj tip Secerne bolesti je visoko nasljedan, ali mu nedostaju
tipicne karateristike DM1: biljezi autoimunosti na beta stanice guSterate te HLA (human

leukocyte antigen) tipicna za DM 1. Povremeno se mora lijeciti nadoknadom inzulina (4).

1.1.3. Seéerna bolest tipa 2 (diabetes mellitus type 2 - DM2)

Ovaj oblik Secerne bolesti, ranije nazivan "SeCerna bolest neovisna o inzulinu" ili

"kasni tip Secerne bolesti", ¢ini otprilike oko 90-95% slucajeva Secerne bolesti. DM2 zahvaca
pojedince koji imaju inzulinsku rezistenciju 1 obi¢no relativni (prije nego apsolutni) deficit
inzulina. Na pocetku i Cesto kroz zivot ovi pojedinci nece trebati lijeCenje inzulinom da bi
prezivjeli (2).
Uzroci DM2 su razliciti. Iako je specificna etiologija nepoznata, tijekom DM2 ne dolazi do
autoimune destrukcije beta stanica i nije prisutan neki drugi uzrok nastanka DM. Ve¢ina
pacijenata koji boluju od DM2 su pretili. Sama pretilost uzrokuje odredeni stupanj inzulinske
rezistencije. Pacijenti koji nisu pretili po tradicionalnim kriterijima tezine, mogu imati
povecan postotak tjelesne masnoce distribuiran najvise u abdominalnoj regiji (3).

Ketoacidoza se rijetko pojavljuje u DM2, a kada se pojavi, uobic¢ajeno je povezana sa
stresom i drugim bolestima, kao npr. infekcijama. Cesto bude dugo nedijagnosticirana, jer se
hiperglikemija razvija postepeno, a u ranijim fazama i ne uzrokuje ozbiljnije komplikacije da
bi pacijent primijetio klasicne simptome DM. Unato¢ tome, takvi pacijenti imaju povecan
rizik razvoja makrovaskularnih i mikrovaskularnih komplikacija (4).

Dok pacijenti oboljeli od DM2 imaju normalne ili poviSene razine inzulina, poveéane

razine glukoze u krvi ovih pacijenata bi o¢ekivano dovele do visih razina inzulina nego da je



funkcija njihovih beta stanica normalna. Izlu¢ivanje inzulina je defektno u ovih pacijenata i
nedostatno da kompenzira inzulinsku rezistenciju. Inzulinska rezistencija moze se smanjiti
smanjenjem tjelesne tezine i/ili farmakoloSkim lije¢enjem hiperglikemije, ali se rijetko vraca
na normalnu razinu.

Rizik razvoja DM2 se povecava s dobi, pretiloS¢u i nedostatkom fizi¢ke aktivnosti.
Pojavljuje se ¢es¢e u zena koje su prethodno oboljele od gestacijskog dijabetesa, u onih sa
hipertenzijom ili dislipidemijom i u odredenih rasnih/etnickih skupina (afroamerikanci,
ameri¢ki indijanci, latino, azijati amerikanci). Cesto je povezan s jakom genetickom

predispozicijom, viSe nego DM 1. Medutim, genetika DM2 jo$ nije dovoljno razjaSnjena (2).

1.2. SRCANA INERVACIJA

Ziv&ani sustav sastoji se od sredi$njeg i perifernog Zivéanog sustava. Sredisnji zivéani
sustav (SZS) salinjava mozak (veliki, mali mozak i produljena mozdina) te kraljeZni¢na
mozdina. Funkcijski se Ziv€ani sustav dijeli na autonomni (simpatikus i parasimpatikus) i
somatski sustav. Aksoni neurona autonomnog Zivéanog sustava (AZS) koji opskrbljuju ciljna
tkiva, ukljuéujuéi i srce, mogu biti eferentni (motorni) i aferentni (osjetni). U slu¢aju AZS,
aferentna vlakna prenose informacije iz srediSnjeg Ziv€anog sustava na periferiju - u glatke
misice, sréani misi¢, zlijezde i masno tkivo, dok aferentna prenose podrazaje s periferije - iz
osjetnih receptora, ve¢inom u visceralnim organima do SZS-a (5). Eferentni dio AZS-a se
nadalje moze podijeliti na dva segmenta: simpaticki i parasimpaticki.

Autonomni motorni putevi se sastoje od dva motorna neurona: preganglijski neuron, sa
tijelom u SZS-u i aksonom koji ide do autonomnih ganglija (izvan SZS-a) te postganglijski
neuron, Cije je tijelo smjeSteno u autonomnom gangliju, a akson se proteze do ciljnog organa
(6). U slucaju simpatickog Ziv€anog sustava, tijelo preganglijskog neurona smjesteno je u
interemediolateralnoj kolumni kraljezni¢éne mozdine prsnog i gornjeg slabinskog segmenta, a
postganglijski neuroni nalaze se u paravertebralnim ganglijima simpati¢kog lanca ili u
prevertabralnim ganglijima smjeStenim ispred trbuSne aorte. Tijela preganglijskih neurona
parasimpatickog Ziv€anog sustava nalaze se bilo u mozdanom deblu, bilo u lateralnim
podrucjima sive tvari sakralnog segmenta kraljezniéne mozdine, dok su postganglijski

neuroni smjesteni uz ciljne organe (6).



Srce je bogato inervirano heterogenom populacijom neurona, sadrzanom u zivéanom
spletu nazvanim plexus cardiacus, koji je smjesten ispred bifurkacije dusnika i iza luka aorte,
a iznad bifurkacije pluénog debla te prateci velike krvne Zile dolazi do baze srca, odakle pruza
ogranke na njegove razli€ite dijelove (6-8). Plexus cardiacus je formiran od parasimpatic¢kih

i simpatickih neurona i Ziv¢anih vlakana (9).

1.2.1. Autonomna inervacija srca

Tijela simpatickih preganglijskih neurona koja inerviraju srce su smjeStena u
intermediolateralnoj kolumni kraljezni¢ne mozdine od osmog vratnog do petog torakalnog
(T1-T5) segmenta. Preganglijska simpati¢ka vlakna putuju do paravertebralnih simpatickih
ganglija simpati¢kog lanca (truncus sympathicus), gdje se prekapcaju, u jednom od tri vratna i
prva 3-4 prsna ganglija te potom kao postsinapticka vlakna direktno Salju informacije
neuritima do srca (10-12). Simpaticka vlakna u srcu inerviraju provodni sustav ukljucujuci

¢vorove SA i AV, kao i miocite atrija i ventrikula (13, 14).

Parasimpaticka preganglijska eferentna vlakna koja inerviraju srce projekcije su
jezgara X. kranijalnoga Zivca. Tijela preganglijskih eferentnih neurona smjeStena su u
mozdanom deblu, u nucleus dorsalis nervi vagi, a neki podaci govore i da su dijelom
smjestena u nucleus ambiguus (13). Preganglijska vlakna idu direktno do srca, gdje se
prespajaju u intrinzicnim sréanim ganglijima (15), gdje su smjeSteni postganglijski
parasimpaticki neuroni (10). Parasimpatikus u srcu pretezno inervira sinuatrijalni 1
atrioventrikularni ¢vor, kao i koronarne arterije, miokard atrija, a tek u manjoj mjeri

ventrikularni misic (11).

Simpatikus 1 parasimpatikus djeluju antagonisti¢ki, moduliraju¢i frekvenciju otkucaja
srca (kronotropija) i brzinu provodenja (dromotropija), primarno djelovanjem na tkivo
sr¢anog provodno-nadrazajnog sustava. Nadalje, simpaticka ziv€ana vlakna inerviraju
kardiomiocite pretklijetki i1 klijetki te utjeCu na snagu kontrakcije (inotropija) i opustanja
(lusitropija) (16-18).

Zandstra i sur. opisali su detaljno regionalne razlike u autonomnjoj sr¢anoj inervaciji
(8). Kod ljudi je gustoca inervacije veca u atrijima nego u ventrikulima, te u klijetkama

postoji gradijent gustoce inervacije od baze prema apeksu (8, 19). U pretklijetkama
5



prevladavaju parasimpaticki, a u ventrikulima simpaticki ziv¢ani zavrSetci; desni atrij ima a
vecu gustocu simpati¢ke inervacije od lijevog atrija dok desna strana srca (atrij i ventrikul)
ima vecu gustocu parasimpaticke inervacije nego lijeva (8, 19). Provodni sustav je gusce
inerviran (i simpatickim i parasimpatickim vlaknima) od miokarda atrija 1 ventrikula, a
inervacija je najguséa u sinoatrijskom ¢voru te se smanjuje descendento. Sinoatrijski ¢vor i
atrioventrikularni ¢vor pretezno su inervirani parasimpatickim, dok su Hiss-0v snop i ogranci

pretezno inervirani simpatickim ziv¢anim vlaknima (8, 20-22).

1.2.2. Osjetna inervacija srca

Aferentna autonomna vlakna Salju informacije o mehanickim, kemijskim 1
nociceptivnim podrazajima srca u visa sredi$ta. Osjetni neuroni koji inerviraju srce su
pseudounipolarni. Tijela ovih osjetnih neurona su smjeStena u nodoznom i jugularnom
gangliju, a centralni akson projicira se u nucleus tractus solitarii i nucleus dorsalis n. vagi,
dok periferno vlakno putuje zajedno sa n. vagusom od srca i drugih ciljnih tkiva (15, 23).
Dijelu aferentnih aksona srca tijela neurona se nalaze u spinalnim ganglijima, proksimalni
nastavak ide do straznjih rogova kraljeznicne mozdine segmenata C6 do Th7, a distalni dolazi
od srca (24-29). Osjetni neuroni koji se projiciraju u srce razlikuju se s obzirom na svoja
morfoloSka, elektrofizioloSka 1 neurokemijska svojstva. Ve€ina neurona su nemijelinizarana C
vlakna, koja mogu pripadati mehanoreceptivnim, kemoreceptivnim i nociceptivnim
neuronima, a ostatak c¢ine mijelinizirana, mehanoreceptivna All vlakna (28, 30).
Neurokemijski fenotip neurona nodoznog i spinalnog ganglija karakteriziran je prisustvom
razli¢itih neurotransmitera (glutamat, katekolamini, serotonin i acetilkolin), neuropeptida kao
Sto su supstanca P (SP), neurokinin A, vazoaktivni intestinalni peptid, peptid vezan uz gen
kalcitonina (CGRP, eng. calcitonin gene-related peptid), somatostatin, kolecistokinin,
neuropeptid Y itd. te bjelancevinama koje vezu kalcij (kalretinin, kalbindin, parvalbumin) 1

drugih neuroaktivnih tvari, kao i sposobnosc¢u vezanja izolektina B4 (IB4) (28, 30-33).

1.2.3. Src¢ana neuronalna hijerarhija

Neuroni s ulogom u regulaciji rada srca smjeSteni su od inzularnog korteksa do samog
srca, a mogu se podijeliti na Cetiri funkcionalne i anatomske razine: Svaka razina se sastoji od

lokalne mreze neurona koji komuniciraju kroz povratne veze izmedu sebe i neurona na



drugim razinama. Prvu funkcionalnu razinu ¢ine intrinzi¢ni sréani gangliji, drugoj razini
pripadaju ekstrakardijalni intratorakalni gangliji, trecoj razini pripadaju simpaticke jezgre u
kraljezni¢noj mozdini te parasimpaticke jezgre u produljenoj mozdini, zajedno sa srediSnjim
projekcijama aksona nodoznih i spinalnih ganglija, dok Cetvrtu razinu predstavlja korteks s
visim centrima (Slika 1). Svi neuroni ukljuCeni u sréanu inervaciju u neprekidnoj su
komunikaciji 1 interakciji, djelujuci kao elementi brojnih refleksnih lukova (7).

Intrinzi¢ni sréani aferentni neuroni prenose informacije o lokalnom mehani¢kom i
kemijskom sréanom okruzenju drugim neuronima u svom gangliju, ali i neuronima u
razli€itim intrinziénim 1 intratorakalnim ekstrakardijalnim ganglijima. Potom ti periferni
neuroni komuniciraju s centralnim sr¢anim neuronima, ukljucivsi na taj nacin cijelu sr¢anu
neuronalnu hijerarhiju u regulaciju rada srca (Slika 1) (7, 34, 35).

»drcani mozak” €ini slozenu Ziv€anu mrezu srca te obuhvaca interakcije izmedu
neurona unutar intrakardijalnih ganglija s vezama medu neuronima ekstrakardijalnih ganglija.
»or¢ani mozak”, kao zavrSni koordinator, uz neprekidnu komunikaciju s neuronima
smjeStenim u intratorakalnim ekstrakardijalnim ganglijima, a sve pod tonickim utjecajem
SZS-a i cirkulirajuéih katekolamina, predstavlja sréanu neuronalnu hijerarhiju (36).

Ona osigurava modulaciju sréane aktivnosti, tj. koordinaciju sréanih parametara putem
brojnih refleksnih lukova uz razli¢ite odgode aktivacije neurona drugog reda ukljucenog u
sr¢ano-krvozilne reflekse (odgoda, tj. latencija aktivacije ovisi prvenstveno o udaljenosti
izmedu osjetnih neuronalnih zavrSetaka u ciljnom organu i njihovih tijela). Refleksi s
kratkotrajnom odgodom (30-80 ms) moduliraju eferentne sré¢ane neurone posredno djelujuci
na sinusatrijski ¢vor tijekom svakog srcanog ciklusa, a odvijaju se preko intrinzi¢nih sréanih
ganglija. Na taj nacin reguliraju frekvenciju rada srca (7). Refleksi s odgodom srednjeg
trajanja odvijaju se preko intratorakalnih ekstrakardijalnih ganglija i reguliraju rad srca unutar
nekoliko sréanih ciklusa, dok se refleksi s dugom odgodom odvijaju preko kraljezni¢ne
mozdine 1 mozga, a imaju modulatorni u¢inak na funkciju srca tijekom nekoliko minuta ili

sati te odrazavaju tonus perifernog Zivéanog sustava (ZS) (29).



C / ‘ :
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Slika 1. Model sréane neuronalne hijerarhije. Prema (7, 34), rad srca je moduliran
integracijskim centrima na Cetiri razlicite razine. Svaka razina se sastoji od lokalne mreZe
neurona koji komuniciraju kroz povratne veze izmedu sebe 1 neurona na drugim razinama.
Prvu funkcionalnu razinu ¢ine intrinzi¢ni sr¢anim ganglijima (@), drugoj razini pripadaju
ekstrakardijalni intratorakalni gangliji (b), tre¢oj razini pripadaju simpaticke jezgre u
kraljeZni¢noj moZdini te parasimpati¢ke jezgre u produljenoj mozdini, zajedno sa srediSnjim
projekcijama aksona nodoznih i spinalnih ganglija (c). Cetvrtu razinu predstavlja korteks s

viSim centrima (d). Interpretirano prema (35). Slika je izradena u programu BioRender.

1.2.4. Sr¢ana inervacija u dijabetesu

Sréana autonomna neuropatija (engl. cardiac autonomic neuropathy - CAN) je Cesta
komplikacija Sec¢erne bolesti, koja Cesto biva nedijagnosticirana (37). Definirana je kao
pogorsanje kardiovaskularne autonomne kontrole u dijabeti¢nih pacijenata nakon iskljuc¢enja
drugih uzroka, s prevalencijom od 17 do 90% (38).

Mehanizmi autonomnog Zziv€anog oSteCenja u DM1 su kompleksni, a najvazniji
mehanizam je hiperglikemija, koja vodi do povecane proizvodnje reaktivnih kisikovih spojeva

(ROS) i1 zavr$nih proizvoda napredne glikacije, koji u konac¢nici dovode do upale i propadanja
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autonomnih zivaca (38). U DMI, uslijed hiperglikemije dolazi do patoloskih mehanizama u
vidu konverzije u anaerobni metabolizam i nakupljanja laktata, mitohondrijske disfunkcije,
oksidativnog stresa, stresa endoplazmatskog retikuluma i oSte¢enja DNA, pospjeSenog
stvaranja poliola, heksozamina 1 aktivacije PKC signalnog puta, a Sto posljedi¢no dovodi do
endotellne disfunkcije i poremecene angiogeneze, rezultiraju¢i smanjenom opskrbom Zivaca
krvlju (39).

Suprotno od DM1, gdje je hiperglikemija glavni uzrok ostecenja zivaca, u DM?2

dislipidemija se smatra glavnim uzrokom neuropatije posljedicno nakupljanju acilkarnitina,
tvorbi oksisterola i promijenjenom mehanizmu sfingolipida (35, 39, 40).
CAN se manifestira varijabilno$¢u sr¢ane frekvencije, tahikardijom u mirovanju, slabijom
tolerancijom napora, intraoperativnom 1 perioperativnom nestabilnoS¢u, ortostatskom
hipotenzijom, tthom miokardijalnom ishemijom te se povezuje s pove¢anim mortalitetom (41,
42). Takoder, CAN moze dovesti i do malignih aritmija, koje su najée$¢i uzrok iznenadne
sr¢ane smrti (38, 43, 44) (Slika 2).

U vedini studija je dokazano da upravo abnormalna inervacija u pacijenata koji boluju
od Secerne bolesti prethodi klinickoj manifestaciji naruSene autonomne funkcije srca. U
nekoliko studija su zapazene nepravilnosti u inferiornim dijelovima srca (45, 46), dok su
izraZzenije nepravilnosti ¢eS¢e bile zapazene u bazi srca, a u uznapredovaloj neuropatiji
zamijecena je perzistentna proksimalna inervacija lijevog ventrikula ili ¢ak hiperinervacija
proksimalnog dijela (46). Pacijenti s SeCernom boles¢u koji imaju i sr¢ano zatajanje pokazuju
nizu simpati¢ku aktivnost u usporedbi s pacijentima sa Se¢ernom boleS¢u bez sréanog
zatajenja ili pacijentima bez Secerne bolesti sa zatajenjem srca (47). Dijabeticka autonomna
neuropatija (DAN) je povezana s oslabljenim protokom krvi kroz sréani misi¢, Sto se posebno
oCituje u oslabljenom vazodilatacijskom odgovoru koronarnih krvnih Zila na simpaticku
aktivaciju (48).

Proliferacija simpatickih vlakana u srcu s posljedicnim smanjenjem gustoce
parasimpatickih vlakana koje vidimo u ranim fazama eksperimentalne Se¢erne bolesti moze
dovesti do parasimpaticke/simpatiCke neravnoteze, Sto moZze objasniti povecani rizik od
ventrikularnih aritmija u pacijenata sa Secernom bolescu (49-51).

Nedavni razvoj u neuroaksijalnoj terapiji, kao npr. stimulacija nervusa vagusa,
elektricna stimulacija kraljeznicne mozdine, torakalna epiduralna anestezija te terapija
aktivacije baroreceptora se trenutno istrazuju za prevenciju i lije€enje iznenadne sréane smrti,

aritmija, sr€anog zatajenja i sr¢ane boli (35).



Nepravilan rad autonomnog Ziv€anog sustava moze povecati kardiovaskularni rizik 1
iznenadnu sréanu smrt u pacijenata s DM2 (42), najvise zbog pojacane simpaticke aktivnosti.
Kod pacijenata sa Se¢ernom boles¢u narusena je aktivnost i parasimpatickog i simpatickog
dijela ziv€anog sustava te se ona povezuje s loSijom prognozom u tih pacijenata. U jednoj od
studija je dokazano da pacijenti sa zatajenjem srca koji su bolovali od $ecerne bolesti imaju
nizu simpaticku aktivnost od pacijenata koji su takoder dozivjeli sr€ano zatajenje, ali nisu
bolovali od Se¢erne bolesti. Vazno je istaknuti da je vrijednost HbAlc korelirala sa stupnjem
redukcije simpati¢ke aktivnosti srca (47).

Na viSe studija istrazivana je CAN u dijabeticara uz slikovne metode (**1 mIBG) te je
dokazana subklinicka disfunkcija lijevog ventrikula koja je povezana s preraspodjelom
adrenergicne sréane inervacije (52). Takoder je utvrdeno da je kasni omjer srca u odnosu na
medijastinum (engl. heart to mediastinum ratio, HMR) znacajno nizi u dijabeti¢nih
pacijenata, te da je kasni HMR < 1.30 nezavisni prediktor poremecaja rada srca u pacijenata
sa Se¢ernom bolescu i pacijenata bez Secerne bolesti (52). U jednoj od studija detektirana je
viSa prevalencija regionalnih abnormalnosti srca s (***I mIBG) od one koja se inace o&ekuje u
pacijenata sa SeCernom boleS¢u bez simptoma autonomne neuropatije, Sto je dovelo do
pretpostavke da se ozljeda sr€anog autonomnog sustava u dijabeti¢nih pacijenata koji imaju

uredne kardiovaskularne testove, dogada 1 prije nego Sto se prije mislilo (53).

parasimpaticka parasimpaticka parasimpaticka
inervacija inervacija inervacija
, e~ e~
. «
* *
< < <
tahikardija u mirovanju . .
normalna sréana frekvencija ortostatska hipotenzija
1 HRV
normalni HRV tiha ishemija miokarda
netolerancija napora
normalna funkcija KVS hipertenzija u leZzecem polozaju

fatalne aritmije

Slika 2. Razvoj simptoma kardijalne autonomne neuropatije (CAN) u Secernoj bolesti.
Pacijenti pokazuju smanjenu varijabilnost otkucaja srca i tahikardiju u mirovanju u ranoj fazi
disfunkcije parasimpatikusa, koja je u podlozi smanjene tolerancije napora i povecane

aritmogeneze. Kasniji stadiji CAN-a ukljucuju simpaticku denervaciju te uzrokuju
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hemodinamsku disregulaciju i tihu ishemiju miokarda. Preuzeto i prilagodeno. Izvor: Sudo i

sur., 2022 (44), https://www.mdpi.com/2227-9059/10/12/3258

1.3. Polinezasi¢ene masne kiseline

Masne kiseline pripadaju skupini karboksilne kiselina s ugljikovodi¢énom strukturom
razli¢ite duljine. One su glavni sastojak lipida, a prema odsutnosti i prisutnosti dvostrukih
veza dijele se na zasi¢ene masne kiseline (bez dvostrukih veza), jednostruko nezasi¢ene
masne kiseline i viSestruko nezasi¢ene masne kiseline (PUFA — engl. polyunsaturated fatty
acids) (54, 55). PUFA su gradevni elementi fosfolipida integriranih u stani¢noj membrani, a
predstavljaju prekursore za eikozanoide (hormonima sli¢ni upalni medijatori), ukljucujuci
prostaglandine, leukotriene i tromboksane. Gradene su od ugljikovodikovih lanaca koji sadrze
dvije ili vise dvostrukih veza. Oznaka n3 ili n6 se odnosi na polozaj prve dvostruke veze u
odnosu na metilni dio masne kiseline (56, 57). U prirodi, dvostruke veze su uobi¢ajeno U Cis
(kosom) obliku. Ali, otprilike 2 — 5% masnih kiselina prisutno u mesu i mlijeku prezivaca i 5
— 20% u hidrogeniziranim uljima je u trans (uspravnom) obliku (57-59). Nedavna istrazivanja
su pokazala u¢inak PUFA i na regulaciju gena, s obzirom da dugi lanci PUFA imaju
sposobnost regulacije stani¢nog metabolizma na razini jezgre, djeluju¢i kao modulatori na niz

transkripcijskih ¢imbenika (60).

1.3.1. Omega 6 i omega 3 PUFA-e

Omega 6 (n6) polinezasiCene masne kiseline (npr. arahidonska kiselina, engl.
arachidonic acid - ARA) i omega 3 (n3) PUFA (primjerice eikozapentaenoic¢na kiselina, engl.
eicosapentaenoic acid - EPA) su prekursori lipidnih signalnih molekula eikozanoida, koji su
vazni medijatori u upalnim procesima. Ucinci eikozanoda koji nastaju iz n6 PUFA su
proupalni, protrombotski 1 prooksidativni (61), dok su ucinci eikozanoda iz n3 PUFA
protuupalni.

Najrasprostranjenija omega 6 PUFA je linolenska kiselina, koja se moze pretvoriti u
dugolan¢anu omega 6 kiselinu, arahidonsku kiselinu, a koja sluzi za proizvodnju eikozanoida,

1 to ve¢inom proupalnih. Omega 3 (n3) PUFA metaboliti su: EPA, dokozaheksaenoi¢na

11


https://www.mdpi.com/2227-9059/10/12/3258

kiselina (engl. docosahexaenoic acid - DHA, 22:6 n-3) i alfa-linolenska kiselina (engl. alpha-
linolenic acid - ALA), s protuupalnom, antiproliferativnom i antiaterosklerotskom aktivnoscu.
Utvrdeno je da suplementacija n6 PUFA-ma ima prooksidativne uc¢inke, koji vode povecanju
oksidativnog stresa u Stakora s induciranim DMI1 (61). Takoder, n6 PUFA-e povecavaju
inzulinsku rezistenciju i rizik od pretilosti, doprinose¢i pojavnosti Secerne bolesti (62). S

druge strane, neke studije navode povoljan u¢inak n6 PUFA u dijabetesu (54, 63).

POBOLJSANJE

ANTIOKSIDANTNI LIPIDNOG PROFILA

UCINCI

ANTIARITMOGENI
UCINCI | inhibicija
translokacije
Y Ty iz
SMANJENJE e
KARDIOVASKULARNOG
RIZIKA /
MODULACIJA
AGREGACIJE TROMBOCITA
h ANTITROMBOTICKI
- 1 FIBRINOLITICKI UCINCI
trombociti ¥ /

Slika 3. Multifaktorijalni ucinci koji se pripisuju n-3 PUFA-ma u smanjenju
kardiovaskularnog rizika. n-3 PUFA (EPA i DHA) poboljsavaju lipidni profil, moduliraju
sustavnu upalu i agregaciju trombocita; nadalje, pripisuju im se antiaritmogeni,
antitromboticki, fibrinoliticki 1 antioksidativni ucinci, §to sve doprinosi smanjenju rizika od
srCanih bolesti. Preuzeto 1 prilagodeno. Izvor: Oppedisano 1 sur., 2020 (59);

https://www.mdpi.com/2227-9059/8/9/306

1.3.2. Utjecaj PUFA na perifernu i autonomnu inervaciju

Opcenito se smatra da zapadnjacka dijeta (s visokim omjerom n6/n3 PUFA) ima

nepovoljne (ukljucivo pro-upalne) ucinke, za razliku od prehrane bogate n3 PUFA-ma kojima
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se pripisuju brojni protektivni (i protu-upalni) uéinci, kako na krvozilni sustav opéenito, tako i
na komplikacije Sec¢erne bolesti (Slika 3) (59).

Promjene u prehrani u posljednjih nekoliko desetlje¢a sa poveéanim unosom n6 PUFA
u odnosu na n3 PUFA su dovele do poveéanja omjera n6/n3 PUFA i do 2-4 puta (10 — 20:1)
viSe nego Sto je potrebno, a Sto se smatra poveznicom s vefom incidencijom
kardiovaskularnih bolesti i kroni¢nih upalnih bolesti (64). U¢inci PUFA na krvozilni i ziv€ani
sustav intenzivno se istrazuju, ali nisu u potpunosti razjasnjeni (65-67).

Dokazano je da prehrana s nemasnom ribom, povecavajuci udio n3 PUFA u serumu i
tkivima pretilih Zucker fa/fa Stakora, moze rezultirati poboljSanjem kardiovaskularnog
statusa (68).

Funkcionalne i strukturalne abnormalnosti kardiomiocita izlozenih visokim razinama glukoze
koje rezultiraju njihovom hipertrofijom, mogu se prevenirati pretretmanom s konjugiranom
linolenskom kiselinom (69).

U stakora kod kojih je Secerna bolest izazvana streptozotocinom uocava se oporavak
sréane funkcije nakon konzumacije n3 PUFA, koji je praéen povecanjem sréanog minutnog
volumena i ejekcijske frakcije, kao i udarnog volumena (70).

U Stakorskom modelu metaboli¢kog sindroma etilni esteri
eikozapentaenoi¢ne/dokozaheksaenoi¢ne kiseline su poboljsali metabolicke promjene,
smanjili sistolicki tlak 1 dijastoliCku ukocenost lijevog ventrikula, takoder su smanjili
infiltraciju upalnih stanica i kolagenskih depozita u srcu kao i nakupljanje lipida (71). Postoji
misljenje da n3 PUFA-e §tite od iznenadne sréane smrti (72). Ali, neki autori su upozorili na
nekonzistentnost pozitivnih efekata n3 PUFA na krvnoZilni sustav, §to je zabiljeZeno kroz
klinicka 1 eksperimentalna istrazivanja (65). Kod pacijenata s dijabetesom, ali bez
kardiovaskularne bolesti, nije bilo razlike u incidenciji vaskularnih komplikacija izmedu
pacijenata koji su dobivali n3 PUFA-e i onih koji su dobivali placebo, prema nekim
istrazivanjima (73).

Uz njihov izravni utjecaj na miokard, korisni utjecaj PUFA na krvnozilni sustav moze
biti posljedica smanjenja sréanog ritma u mirovanju, Sto je u korelaciji s utjecajem na
povecanje bazi¢nog parasimpati¢kog tonusa sr¢anog misica (74).

Na dalje, postoje dokazi dobiveni istrazivanjima na zivotinjskim modelima i in vitro da
antiaritmicki u¢inak n3 PUFA-a na srce mozZe biti posredovan njihovim utjecajem na
autonomu kontrolu ili tonus.

Pretpostavlja se da n3 PUFA-e (koje su prisutne u zivéanom tkivu i u miokardu) mogu

modulirati sr€anu autonomnu kontrolu i potencijalno smanjiti rizik od razvoja aritmija (75).
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Limitirani broj istrazivanja o utjecajima n3 PUFA na perifernu eksperimentalnu neuropatiju i
regeneraciju mreznice u dijabeti¢nih Stakora pokazale su njihov zastitni ucinak (76-78)(62—
64).

Unato¢ tome da su mnoga istrazivanja pokazala da promjena omjera PUFA u prehrani utjece
na funkcijske promjene u kardiovaskularnim komplikacijama Secerne bolesti, nijedno
istrazivanje nije razmatralo utjecaj promjene prehrane s razli¢itim udjelom PUFA na promjene

sr¢ane inervacije uzrokovane Sec¢ernom bolescéu.

1.4. Koneksini

Koneksini (Cx, engl. connexins) su transmembranski proteini, esencijalna gradevna
proteinska jedinica kanala tijesnih spojeva, koji omogucéavaju brzi prijenos malih molekula 1
iona. Svaki kanal tijesnog spoja se sastoji od 12 koneksinskih jedinica, koje se formiraju u
strukturu od 2 koneksona, tj. 2 heksameri¢na hemikanala, koji u paru ¢ine kanal tijesnog spoja
(engl. gap-junction channel - GJC) (79).

Koneksoni mogu biti homomerni ili heteromerni, ovisno o tome jesu li gradeni od
jedne ili viSe izoformi koneksina. Nadalje, ako se dva identi¢na koneksona spoje, formiraju
homotipni kanal, a ako su razli¢iti, kanali su heterotipni. Samo su homomerni homotipni
kanali homogeni, sve druge kombinacije su heterogeni kanali (80, 81) (Slika 4).

Koneksnonski kanali posreduju u izravnom medustanicnom komuniciranju te

koordiniraju mehanizam sréane kontraktilnosti (82). Nadalje, kanali gradeni od koneksina
osiguravaju propagaciju elektri¢nog i molekularnog signala te doprinose odredivanju brzine
provodenja (83).
U ljudi je identificirana 21 izoforma koneksina, dok je u miSeva nadeno samo 20. Multiple
izoforme koneksina su razli¢ito zastupljene u razli¢itim tkivima, §to omogucuje selektivnost u
provodenju iona kroz tijesne spojeve. U srcu su jako zastupljene izoforme Cx37, Cx40 1
Cx43, koji je najve¢im dijelom rasprostranjen u miocitima atrija i ventrikula te je polarno
orijentiran, rjede lateralno (66), a manje u kondukcijskom sustavu srca. U ventrikulima Cx43
je rasprostranjen u endokardu, miokardu i epikardu. Polarna distribucija provodljivih kanala je
preduvjet za uniformnu anizotropnu provodljivost kroz miokard. Stoga sadrzaj 1i/ili
distribucija tih koneksina ima velike implikacije na sr¢anu provodljivost (84).

Izmjena koneksina je jako brza u odnosu na druge proteine kardiomiocita, jer je

njihovo poluvrijeme zivota 1-2 sata, te je stoga i njihova distribucija, koja nastaje kao
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odgovor na sranu ozljedu, jako brza. Rezistencija, odnosno moduliranje provodljivosti
kanala ne ovisi samo o prisutnoj razini koneksina, ve¢ i o njihovom statusu fosforilacije, koja

se odvija na serinskim, kao i na tirozinskim ostacima (70).

A B C HOMOMERNI HOMOMERNI HETEROMERNI
EP EP ATP
cAMP 1P, _
D ioni = Z Z
E o a5
2 5 5
N cp o = =
C = 5 o)
% I T

TIJESNI SPOJ

KONEKSIN KONEKSON
mikroRNA

aminokiseline
glukoza

Slika 4. Uloga koneksina u medustani¢noj komunikaciji. (A) Molekula koneksina sadrzi Cetiri
transmembranske domene (TD), intracelularne N- i C-terminalne regije, dvije ekstracelularne
petlie (EP) i jednu citoplazmatsku petlju (CP). C-terminalni rep i CP mjesta su
posttranslacijskih modifikacija koje utjeéu na mnoge aspekte biologije koneksina. Sest
koneksina tvori heksamerni kanal poznat kao konekson, koji ¢ini visoko reguliranu vodenu
poru. (B) Koneksoni su umetnuti u staniénu membranu, a koneksoni na stanicnim
membranama susjednih stanica spajaju se kako bi formirali tijesni spoj, sposoban za izravan
prijenos malih molekula i iona. Interakcije izmedu EP-ova vazne su za formiranje tijesnih
spojeva, dok druge domene posreduju u razliCitim aspektima propusnosti kanala. (C)
Koneksoni sastavljeni od jedne vrste koneksina nazivaju se homomernim, dok su koneksoni
formirani od visestrukih koneksina heteromerni. Tijesni spojevi formirani izmedu istih kanala
(homomernih ili heteromernih) nazivaju se homotipskim, dok se spajanje koneksona razli¢itih
homomernih kanala naziva heterotipnim. Mnos§tvo permutacija ovih kombinacija utjee na
vrstu 1 usmjerenost prijenosa supstrata izmedu stanica. Preuzeto i prilagodeno. Izvor: Jones i

Bodenstine, 2022 (81); https://www.mdpi.com/1422-0067/23/17/10172
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1.4.1. Koneksini u dijabetesu

U dijabeticnim srcima Stakora, utvrdena je abnormalna i nesredena distribucija Cx 43
pozitivnih propusnih veza, koja je karakterizirana promjenom njihove lokalizacije i
pojacanim lateralnim bojenjem u usporedbi s kontrolnom skupinom Stakora. Nadalje, utvrden
je protektivni u¢inak n3 PUFA na remodeliranje koneksina, kako u zivotinjskom modelu -
obzirom da prethodno opisani obrazac distribucije koneksina nije naden u Stakora koji su u
prehrani imali iste (70), tako 1 u ljudi. Naime, istrazivanje je pokazalo da tretman s n3 PUFA-
ma 1 antioksidativnim vitaminima smanjuje oksidativni i nitrozativni stres i na taj nacin
prevenira lateralizaciju Cx 40 i Cx 43 u tkivu ljudskog atrija (83).

Remodeliranje koneksina, koje je definirano spomenutom promjenom u distribuciji i

razini njihove izrazajnosti, ima proaritmogeni ucinak (70, 83), stoga bi sr¢ani Cx 43 mogao
biti obecavajuci cilj za prevenciju malignih ventrikularnih aritmija. Razina proteina, kao i
distribucija je izmijenjena u dijabeti¢nom srcu, $to moze doprinijeti sr¢anoj disfunkciji (70,
83).
Abnormalnosti sréanog provodenja signala povezane s dijabetickom kardiomiopatijom se
ocituju jako rano u DMI1, uz malo poznate mehanizme njihova nastanka. Cx 43 je kriti¢na
struktura propusne veze, Cije provodenje ovisi 1 o tirozin fosforilacijskom statusu. Promjena
njegove koli¢ine, distribucije 1/ili fosforilacijskog statusa, za Sto je utvrdeno da je
promijenjeno u modelu Stakora s DM1, moze biti ukljucena u poremecaje src¢anog ritma.
Pritom oksidativna modifikacija tirozin posredovanog signaliziranja igra veliku ulogu, a Sto
je 1 dokazano u studiji s $takorskim modelom DM1 izazvanim streptozotocinom (85).

Seéerna bolest narusava medustani¢nu komunikaciju i protok elektriénog signala kroz
stanice posljediéno promjenama u tijesnim spojevima, a Sto moze doprinijeti razvoju
kardiovaskularnih abnormalnosti, ukljucujuéi i infarkt miokarda. Dijabetesom posredovane
promjene u miokardijalnom izrazaju Cx 43 doprinose povecanju opsega ishemijsko
reperfuzijske miokardijalne ozljede. Navedeno je i dokazano u studiji sa Stakorskim modelom
DM1, pri ¢emu je doslo do smanjenja Cx 43 u srcima dijabeti¢nih Stakora, a posljedi¢no i do
indukcije vaskularne disfunkcije te pojacanja ishemijsko reperfuzijske ozljede miokarda u
dijabeticnih Stakora (86).

U bubrezima dijabeti¢nih Stakora pronadeno je smanjenje imunoekspresije Cx43 u usporedbi
s kontrolnom skupinom, a prehrana bogata n6 ili n3 PUFA-ma je vratila imunoekspresiju Cx

43 na normalnu razinu (87).
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Suplementacija n3 PUFA-ma ne rezultira istim u¢inkom na razinu Cx 43 u razli¢itim
tkivima, §to pokazuje animalna studija na $takorima u kojih je induciran DMI1, u kojoj se
povoljan u¢inak n3 PUFA ocituje u smanjenju povisene razine sr¢anog Cx 43 (70), Sto je u
suprotnosti u odnosu na prethodno navedenu studiju.

Nadalje, razli¢iti u¢inak suplementacije n3 PUFA-ma na izrazaj Cx 43 je dokazan i u
istim tkivima, u istrazivanju provedenom na Stakorskom modelu DM2, kod kojih je utvrdena
povisena razina sréanog Cx 43 u usporedbi s kontrolnom skupinom, a prehrana s n3 PUFA-
ma uzrokovala je njezin daljnji porast (88). U tom slucaju povoljan ucinak n3 PUFA se
o€itovao znacajno poviSenim omjerom fosforiliranog i ukupnog Cx 43. Prehrana obogacena s
n3 PUFA-ma je povecala razine ukupnog i fosforiliranog Cx43 proteina u usporedbi sa
dijabeti¢nom skupinom (88).

Utvrdeno je da visoke razine glukoze sprjeCavaju normalnu medustani¢nu
komunikaciju kroz tijesne spojeve te utjeCu na sintezu proteina (89), a moguce je i da
mijenjaju tranksripciju i translaciju gena koji kodiraju koneksine. Naime, hiperglikemija
smanjuje razinu mRNA 1 proteina, §to dovodi do manjka koneksina unutar tijesnih spojeva
(90), ali s druge strane, moZe uzrokovati povecanje produkcije koneksina, kao mehanizam
kompenzacije na smanjenje provodljivosti tijesnih spojeva i neadekvatne funkcije, s obzirom

na gubitak povezanosti medu stanicama, uslijed visoke razine Secera u krvi (89, 91).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Ucinci PUFA na krvozilni 1 ziv€ani sustav intenzivno se istrazuju, ali nisu u potpunosti
razjasnjeni. Koliko je nama poznato, do sada nisu provedena istrazivanja koja bi proucavala
utjecaj prehrane razli¢itim omjerima n6 i n3 PUFA na promjene uzorka sréane inervacije
uzrokovane Se¢ernom boleScu. Ovi podaci doprinijeli bi boljem razumijevanju mehanizma
djelovanja i potencijalnog utjecaja razlicitth omjera PUFA u prehrani dijabeti¢nih pacijenata
na sréanu inervaciju te nastanak i ishod dijabeticke kardiomiopatije kod istih, a za koju

o¢ekujemo da ¢e djelomi¢no biti objasnjena njihovim utjecajem na re-distribuciju inervacije.

Ciljevi istrazivanja bili su:

- utvrditi utjecaj razli¢itog omjera n6/n3 PUFA na promjene uzorka sréane inervacije izazvane
eksperimentalnim DM1 izazvanim streptozotocinom izraZzen kroz broj i povrSinu presjeka
ukupnih Zziv€anih vlakana imunoreaktivnih na panneuronalni biljeg PgP 9.5 koja se
projiciraju u miokarda Stakora;

- detektirati utjecaj razli¢itog omjera n6/n3 PUFA na promjene subpopulacija ziv¢anih
vlakana izazvane eksperimentalnim DM1 koristenjem razli¢itih imunohistokemijskih biljega:
NF200 - biljega mijeliniziranih osjetnih Ziv€anih vlakana, TH - biljega simpatickih ziv€anih
vlakana, biljega parasimpatickih Zzivéanih vlakana - ChAT te CGRP - biljega podtipa
peptidergickih vlakana vaZznih za regulaciju mikrocirkulacije;

- utvrditi utjecaj razli¢itog omjera n6/n3 PUFA na promjene izraZaja u srcu najucestalijih
tipova koneksina (Cx37 i Cx43), izazvane eksperimentalnim DML,

- definirati povezanost i povoljne ili Stetne ucinke n6 i n3 PUFA na dijabeticku

kardiomiopatiju u Stakorskom modelu eksperimentalnog DM1 izazvanog streptozotocinom.
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3. HIPOTEZE
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Hipoteza ovog istrazivanja je da bi protektivni/nepovoljni ucinci koje razli¢ite PUFA
imaju na krvozilni sustav i funkciju miokarda u dijabeti¢nih pacijenata mogle biti (barem
djelomicno) posljedica njihovog utjecaja na promjene sréane inervacije, buduci da je dokazan
(iako nedovoljno istrazen) utjecaj istih na inervaciju u drugim organima.

Takoder, uzevsi u obzir dosada nedovoljno istrazene podatke o utjecaju PUFA na izrazaj i
funkciju koneksina u srcu i drugim organima, pretpostavljamo da bi protektivni/nepovoljni
ucinci koje razli¢ite PUFA imaju na funkciju miokarda u dijabeti¢nih pacijenata mogle
djelomicno biti posljedica njihovog utjecaja na izrazaj najc¢escih tipova koneksina u sr¢anom

misicu.
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4. METODE ISTRAZIVANJA
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Animalni eksperimenti financirani su u okviru projekata HRZZ IP-2014-09-8992
(voditelja prof. dr. sc. Tomislava Maseka) i IP-2016-06-3163 (voditeljice doc. dr. sc. Kristine
Starcevic), nositelja Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu, a provedeni su u Institutu za
medicinska istrazivanja u Zagrebu. Obrada i konzerviranje eksperimentalnih tkiva, uklapanja,
rezanja, imunohistokemijska bojanja, mikroskopiranje i fotografiranje provedeno u
Laboratoriju za eksperimentalnu neurokardiologiju, Laboratoriju za istrazivanje ranog razvoja
covjeka te Laboratoriju za mikroskopiju Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju
Medicinskog fakulteta u Splitu.

Pokusi na Stakorima provedeni su uz dopustenje nacionalnog Eti¢kog povjerenstva i
odobrenje Ministarstva poljoprivrede RH (Klasa 01-13/15-08/8, Ur.br.: 100-01/15-2). Svi
pokusni postupci obavljeni su u skladu s odredbama direktive EU (2010/63/EU) .

4.1. Pokusne Zivotinje

Istrazivanje je obavljeno na 20 Wistar Stakora muskog spola, tezine 350-410 ¢
(Institut za medicinska istrazivanja, Zagreb) uzgojenih u standardnim polikarbonatnim
kavezima u kontroliranim okoliSnim uvjetima (temperatura 22 + 1 °C s 12 satnim
dnevno/noénim ciklusom te slobodnim pristupom hrani i vodi). Stakori su ¢emo nasumiéno
rasporedeni u 4 pokusne skupine, po 5 Zivotinja u svakoj. Standarna laboratorijska prehrana (s
20% sirovih proteina, 5% sirove masti, 5% sirovih vlakana) je prilagodena na razlicite
omjerime n6/n3 koriStenjem razli¢itih mjesavina suncokretovog, ribljeg i lanenog ulja (92).
Kontrolna skupina (c) 1 dijabeti¢na skupina (stz) su hranjene istim protokolom (0,5% laneno
ulje 1 2 % suncokretovo ulje, s n6/n3 omjerom <7). Prehrana skupine stz + n6 sadrzavala je
2,5 % suncokretovog ulja sa n6/n3 omjerom ~60. Prehrana stz + DHA skupine sadrzavala je
2,5 % ribljeg ulja (16% eikosapenteanoi¢ne kiseline — EPA i 19 % dokozaheksaenoi¢ne
kiseline — DHA), s n6/n3 omjerom ~1. Isti protokol prehrane trajao je do kraja istrazivanja.
Secernu bolest smo inducirali u 3 skupine, dva tjedna nakon podetka protokola specifiéne
prehrane, upotrebom intraperitonealne aplikacije streptozotocina (55mg/kg tjelesne teZine),
otopljenog u citratnom puferu (pH 4.5) nakon cjelonoé¢nog gladovanja. Kontrolnoj skupini (c)

je ubrizgana ¢ista otopina citratnog pufera intraperitonealno (87, 92).
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Kriteriji ukljucenja zivotinja bili su:
- odsustvo promjena zdravstvenog statusa na pocetku istrazivanja;
» glukoza u krvi > 16,5 mmol/L, izmjerena glukometrom, 4 dana nakon

indukcije (za DM1 skupine).

* Kriteriji isklju€enja zivotinja bili su:
« promjena zdravstvenog statusa tijekom istrazivanja;
o glukoza u plazmi < 16,5 mmol/L, izmjerena glukometrom, 4 dana nakon indukcije (za
DM1 skupine).

4.2. Postupci

1. Priprema pokusnih zivotinja i tijek pokusa

Trideset dana nakon aplikacije streptozotocina/citratnog pufera, Stakori su zrtvovani
eksangvinacijom u dubokoj anesteziji (Narketan 80 mg/kg 1 Xylapan 12 mg/kg; Vétoquinol,
Bern, Svicarska). Srca su ekstrahirana i pohranjena u puferiranu otopinu 4%
paraformaldehida. Tkiva su potom dehidrirana u nizu vodenih otopina etanola rastu¢ih
koncentracija, prozeta ksilolom i uklopljena u parafin (92). Parafinski blokovi rezani na
rezove debljine Sum su postavljeni na histoloska stakalca. KoriStenjem imunohistokemijskih
bojenja prikazana je prisutnost neuralnih biljega TH, NF200, ChAT, PgP 9.5 i CGRP-a, kao i
izrazaj Cx 371 Cx 43.
2. Imunohistokemijsko bojenje

Preparati su deparafinirani ksilenom i rehidrirani vodenim otopinama etanola, potom
su kuhani 12 minuta u puferu natrijevog citrata (pH 6,0) na 95 stupnjeva, ohladeni su na
sobnu temperaturu i isprani u otopini fosfatnog pufera (PBS, engl. phosphate-buffered saline).
Slijedila je inkubacija tijekom noc¢i s primarnim protutijelima (Tablica 1). Poslije viSestrukih
ispiranja u PBS-u, rezovi su inkubirani 1 sat sa odgovaraju¢im sekundarnim protutijelima
(Tablica 1). Histoloske rezove smo nakon toga isprali u PBS-u. Stakalca su potom osuSena na

zraku i prekrivena (ImmuMount, Shandon, Pittsburgh, PA, USA).

3. Prikupljanje podataka i analiza
Preparati su pregledani i fotografirani pod mikroskopom (BX61, Olympus, Tokyo,

Japan) 1 slikani koriStenjem hladene digitalne kamere (DP71, Olympus, Tokyo, Japan) i
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Nikon DS-Ril kamere (Nikon Corporation, Tokyo, Japan). Koristen je objektiv UPLFLN40X
(Olympus, Tokyo, Japan; uveéanje 40x; numericka apertura 0.75; radna udaljenost 0.51; s
korekcijom kromatskog odstupanja Semiapochromat FL). Za analizu mikrofotografija
koriSten je Imagel] Software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, SAD). Dobivene
mikrofotografije prethodno su obradene odredivanjem grani¢nog praga koriStenjem
“Threshold” funkcije softvera Adobe Photoshop 7.0 (Adobe, San Jose, CA, SAD) sa
konstantnim uvjetima od 25 %. Koriste¢i ImageJ, u obradenim mikrofotografijama mjeren je
udio povrsine pod pozitivnim signalom, s restrikcijom od minimalno 20 pixela veli¢ine da bi
se struktura proglasila Ziv€anim vlaknom. PovrSina Ziv€anih vlakana je izrazena kao postotak
povrsine sréanog tkiva, a za vlakana obiljezena protutijelom protiv PgP 9.5 odreden je i broj
vlakana po jedinici povrsine.

Na slican nacin odreden je i1 imunohistokemijski izrazaj koneksina 37 1 43.
Mikrofotografije su u tome slucaju obradene u Image] softveru, oduzimanjem crvene
komponente slike, zatim filtera medijana sa Sirinom 7 piksela (za koneksin 37) i 10 piksela
(za koneksin 43) te je primijenjen algoritam ,,MaxEntropy dark” za odredivanje grani¢nog
(treshold) praga za koneksin 43 a , Triangle* za koneksin 37. Mjerenje % povrSine pod

pozitivnim signalom vrSeno je se bez restrikcije minimalne veli¢ine objekta.

4.3. Materijali

= Standardna laboratorijska hrana i laboratorijska hrana s prilagodenim omjerima
PUFA (Zavod za prehranu i dijetetiku Zivotinja, Veterinarski fakultet
Sveucilista u Zagrebu)

= Glukometar (Accu-Check Go);

» Fosfatni pufer (PBS) (pH 7.4)

= Pufer natrijevog citrata (pH 6,0);

= lzofluran (Forane, Abbott Laboratories, Queenborough, Velika Britanija);

= Fiksativ (4% paraformaldehid u 0,1 M u fosfatnom puferu);

= Histoloska stakalca (Histobond+Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, Njemacka).

= Pufer za blokiranje nespecificnog vezanja protutijela (ab64226, Abcam,
Cambridge, UK

= Medij za uklapanje (Immuno-Mount, Shandon, Pittsburgh, PA, SAD);

= Olympus BX61 mikroskop (Olympus, Tokyo, Japan);

= Olympus DP71 kamera (Olympus, Tokyo, Japan);

= Nikon DS-Ril kamera (Nikon Corporation, Tokyo, Japan)
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Tablica 1. Primarna i sekundarna protutijela koriStena u istrazivanju.

Protutijelo .
) . . Domacin Sifra br. Razrjedenje Proizvodac
(izvorni naziv)
Anti PGP9.5 Invitrogen,
Monoclonal Mis 480012 1:500 Waltham, MA,
Antibody (BH7) SAD
Anti-
Neurofilament Sigma-Aldrich,
200 kDa Mis MAB5266 1:150 Inc., St. Louis,
Antibody, clone MO, SAD
N52
. Abcam,
Anti-CGRP ]
. Koza ab36001 1:1000 Cambridge,
antibody ] L
Velika Britanija
) Anti-Tyrosine Abcam,
Primarna .
Hydroxylase Ovca ab113 1:500 Cambridge,
antibody \elika Britanija
Anti-Choline
Acetyltransferas Koza AB144P 1:100 Millipore
e Antibody
Anti-
Abcam,
Cx37/GJA4 _
) Kunié ab181701 1:100 Cambridge,
antibody - N- . -
) Velika Britanija
terminal
Anti-Connexin Abcam,
43/ GJAL Koza ab87645 1:300 Cambridge,
antibody Velika Britanija
] Jackson
Anti-Mouse 1gG
Immuno
Alexa
) Magarac Research
Fluor@488AniP 715-545-152 1:400 )
Laboratories,
Sekundarna ureDonkey )
Inc., Baltimore,
(H+L)
PA, SAD
Anti-Goat 1gG Magarac Jackson
705-545-003 1:400
Alexa Immuno
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Fluor@488 Research

AniPure Laboratories,
Donkey (H+L) Inc., Baltimore,
PA, SAD
Anti-Sheep 1gG Abcam,
Magarac .
H+L (Alexa ab150177 1:400 Cambridge,
Fluor® 488) Velika Britanija
Jackson
Immuno
Anti-Rabbit 1gG
Magarac Research
(Alexa Fluor® 711-545-152 1:400 )
Laboratories,
488) )
Inc., Baltimore,
PA, SAD

4.4. Statisticki postupci

Potrebna minimalna veli¢ina uzorka po eksperimentalnoj skupini izraunata je
koriStenjem Mead-ove jednadZzbe resursa (93) i trebala bi biti minimalno 4, ali smo mi
ukljucili po 5 zivotinja u svakoj skupini.

Statisticka obrada je izvrSena uz pomo¢ programa PAST 3.22 Software (94).
Normalnost raspodjele podataka je testirana Shapiro Wilk-ovim testom. Za usporedbe gustoce
ziv€anih vlakana 1 izrazaja koneksina u srcu izmedu kontrolne i1 dijabeti¢nih skupina te
dijabeti¢nih skupina medusobno koristili smo jednosmjernu analizu varijance (ANOVA), kao
i post hoc Tukey-ev test za usporedbu medu pojedinim skupinama. U slu¢ajevima odstupanja
od normalne distribucije, podaci su bili transformirani logaritamski prije analize. U
slu¢ajevima nejednake varijance, koristena je ANOVA s Welch-ovom korekcijom. Rezultati

su interpretirani na razini znacajnosti P < 0.05.
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5. REZULTATI
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U ovom istrazivanju koristili smo razli¢ite imunohistokemijske biljege za odredivanje
gusto¢e inervacije septuma srca u Stakora kod kojih je Seferna bolest tip 1 izazvana
streptozotocinom kao i utjecaj prehrane razli¢itim omjerima n6/n3 PUFA-ma na promjene u
gusto¢i inervacije izazvane eksperimentalnim DMI1. Tezina srca Stakora bila je znacajno
manja u stz + DHA (p<0.01) i u stz+n6 (p<0.05) skupinama u usporedbi s kontrolnom
skupinom (Slika 1A). Unato¢ tome, kada se izrazi kao postotak tjelesne tezine, nije pronadena
znaajna razlika u tezini srca izmedu skupina (Slika 1B), $to je povezano s znacajnim
smanjenjem tjelesne tezine u sve tri dijabeticne skupine (Slika 1C). Pronasli smo znacajnu
pozitivnu korelaciju izmedu tezine srca Stakora (u gramima) i postotka promjene tjelesne
tezine (povecanje ili smanjenje pocetne tezine) (r=0.72; p<0.001) i znacajnu negativnu
korelaciju izmedu relativne tezine srca izrazene kao postotak tjelesne tezine i promjene u
tjelesnoj tezini (r=-0.47; p<0.05) (Slika 1D). Nadalje, istrazili smo gustoc¢u ziv¢anih vlakana
intramuralnog (sredi$nji dio — Mid area) kao i subendokardijalnog dijela sr¢anog septuma
(Slika 1E). Analiziraju¢i sve vrste vlakana, pronasli smo mnogo guséu inervaciju
subendokardijalno, dok je inervacija srediSnjeg dijela sréanog septuma karakterizirana

rijetkim ziv€anim vlaknima (Slika 1F) bez znacajne razlike u eksperimentalim skupinama.
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Slika 1. (A) tezina srca (cardiac weight, CW; g) Stakora u razli¢itim eksperimentalnim
skupinama: ¢ — kontrolna skupina; stz — dijabeti¢na skupina hranjena standarnom dijetom
(omjer n6/n3 ~ 7), stz+DHA — dijabeti¢na skupina hranjena hranom s dodatkom n3 PUFA
(2,5% riblje ulje, sadrzavalo ej 16% eikozapentaenoicne — EPA 1 19% dokozaheksaenoi¢ne
kiseline — DHA, omjer n6/n3 ~ 1), stz + n6 — dijabeti¢na skupina hranjena s dijetom koja je
sadrzavala 2,5% suncokretovog ulja (n6/n3 ~ 60). * - p<0,05; ** - p <0,01 — razlika izmedu
oznacenih skupina.

(B) Tezina srca izrazena kao postotak tjelesne tezine (%BW). Nisu nadene znacajne razlike u
tezini srca izrazene kao postotak tjelesne tezine (%BW) (ns).

(C) Porast ili smanjenje tjelesne tezine (BW I/D) izrazen kao postotak pocetne tjelesne tezine.
(D) Korelacijska analiza izmedu CW (g),CW (%BW) i BW I/D (%) - Pearsonov koeficijent
korelacije (r).

(E) Presjek kroz klijetke Stakorskog srca (nepovezani uzorak) pokazuje nacin pozicioniranja
vizualnih polja za analizu — M — intramuralni (srednji) dio sréanog septuma, R — desno
subendokardijalno podruéje septuma, L — lijevo subendokardijalno podrucje septuma.

(F) Reprezentativne mikrofotografije koje pokazuju razliku u gustoé¢i vlakana desne strane
subendokardijalnog dijela septuma (F1 i F2), i srediSnjeg dijela septuma (F3 1 F4) iste
Zivotinje, bojene s pan-neuronalnim biljegom PgP 9.5 (zeleno). Obradene slike F2 (obradene
iz F1) 1 F4 (obradene iz F3). Znacajno manja gustoca vlakana je nadena u srednjem dijelu
(M), u usporedbi s desnim dijelom subendokardijalnog septuma R (ili lijevim L — nije

prikazan).
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5.1. Broj i gusto¢a PgP 9.5- imunoreaktivnih vlakana u srcu

stz+DHA stz+n6

C
£ 150,00 -
=
g *
2 100,00 1 — -
E - Estz
o 50,00 - L Ostz+DHA
] r_._l—l—:l T Ostz+n6
—
g' 0,00 T T )
L R L+R
D
2,50 -
2,00 A
8 150 1 = Oc
et Hmstz
e:\g 1,4 4 Ostz+DHA
0,50 - Ostz+n6
0,00 r‘-_l_l"‘ . , .
L R L+R

32



Slika 2. Gustoéa PgP 9.5-imunoreaktivnih zivéanih vlakana u subendokardijalnom
dijelu septuma srca

A ) reprezentativne mikrofotografije desne strane subendokardijalnog dijela septuma srca
bojane s pan-neuronalnim biljegom PgP 9.5 (zeleno), ¢ — kontrolna skupina, stz — dijabeti¢na
skupina hranjena standarnom dijetom (omjer n6/n3 ~ 7), stz+DHA — dijabeti¢na skupina
hranjena hranom s dodatkom s n3 PUFA (2,5% riblje ulje, sadrzavalo je 16%
eikozapentaenoi¢nu — EPA 1 19% dokozaheksaenoi¢nu kiselinu — DHA, omjer n6/n3~1), stz +
n6 — dijabeti¢na skupina hranjena s dijetom koja je sadrzavala 2,5% suncokretovog ulja
(n6/n3 ~ 60). (B) obradene slike iz A : bijelo — podrucje zivcanih vlakana. (C) Gustoca
ziv€éanih vlakana izrazena kao broj vlakana po jedinici povrSine. L — subendokardijalno
podrucje okrenuto prema lijevom ventriklu, R — subendokardijalno podrucje okrenuto prema
desnom ventriklu, L + R — prosjek izmedu L i R, (D) gusto¢a Ziv¢anih vlakana izrazena kao

postotak presjecne povrsine tkiva, * - p<0,05 — razlika izmedu oznacenih skupina.

U skupini Stakora kod kojih je Se€erna bolest izazvana streptozotocinom pronasli smo
statistiCki znacajan (p<0,05) porast gutoce Ziv€anih vlakana imunoreaktivnih na PgP 9.5, u
usporedbi s kontrolnom skupinom, promatranih u subendokardijalnom tkivu septuma srca
okrenutog desnom i lijevom ventrikulu. U skupinama s posebnom prehranom: stz + DHA
skupina 1 stz + n6 skupina nije bilo detektabilne promjene u broju i gusto¢i Ziv€anih vlakana
obiljezenih s PgP 9.5. Statisti¢ki znacajan porast broja ziv¢anih PgP 9.5-imunoreaktivnih
vlakana je takoder pronaden u stz skupini, u usporedbi s kontrolnom skupinom, u
subendokardijalnom tkivu septuma okrenutog lijevom ventrikulu, kao i u prosjeku, za tkivo
subendokardijalnog septuma okrenutog desnom i lijevom ventrikulu (oba p<0,05). Nadalje,
na lijevoj strani znacajan porast u PgP 9.5-imunoreaktivnih vlakana je takoder pronaden u stz

+ DHA skupini u usporedbi s kontrolnom skupinom (p < 0,05) (Slika 2).
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5.2. Gusto¢a NF 200-imunoreaktivnih Zivéanih vlakana u subendokardijalnom dijelu
septuma srca
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Slika 3. Gusto¢a NF 200-imunoreaktivnih Zivéanih vlakana u subendokardijalnom dijelu
septuma.

(A) Reprezentativne mikrofotografije desne strane subendokardijalnog dijela sr€anog septuma
obojene na NF 200, biljeg teskih mijeliniziranih ziv¢anih vlakana (zeleno). C - kontrolna
skupina; stz — dijabeti¢na skupina hranjena standardnom dijetom (u obje dijete sadrzavale su
omjer n6/n3 ~7); stz + DHA — dijabeti¢na skupina hranjena hranom s dodatkom n3 PUFA
(2,5% riblje ulje, sa sadrzajem 16% eikozapentaenoi¢ne — EPA i 19% dokozaheksaenoicne
kiseline — DHA, omjer n6/n3~1), stz + n6 — dijabeti¢na skupina hranjena s dijetom koja je
sadrzavala 2,5% suncokretovog ulja (n6/n3 ~ 60). (B) Obradene slike iz A : bijelo — podrucje
ziv€anih vlakana. (C) Gustoca ziv€anih vlakana izrazena kao postotak presjeka tkiva, * -

p<0,05; ** - p<0,01 — razlika izmedu oznacenih skupina
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U stz skupini pronasli smo statisticki znacajan porast gusto¢e NF 200-imunoreaktivnih
zivéanih vlakana u usporedbi s kontrolnom skupinom u subendokardijalnom tkivu septuma
okrenutog lijevom (p<0,05) i desnom (p<0,01) ventrikulu. U subendokardijalnom tkivu
septuma okrenutog desnom ventrikulu prehrana obogacena s n3 (stz+DHA skupina, p<0,05)
kao i s n6 (stz + n6 skupina, p<0,01) PUFA-ma je rezultirala zna¢ajnim sniZzenjem gusto¢e NF
200 vlakana u usporedbi s dijabeti¢nom skupinom (stz). lako je u subendokardijalnom tkivu
septuma okrenutog lijevom i desnom ventrikulu gustoc¢a NF 200 vlakana bila veca u stz+N6
(p<0,01), ali takoder i u stz + DHA skupini u usporedbi s kontrolnom skupinom (p<0,05), n6
suplementacija u prehrani je rezultirala smanjenjem gusto¢e NF 200-imunoreaktivnih

ziv€anih vlakana, u usporedbi s stz skupinom (p<0,05) (Slika 3).

5.3. Gustoéa CGRP-imunoreaktivnih zivéanih vlakana u subendokardijalnom dijelu
septuma srca

U ovom istrazivanju nismo pronasli statisti¢ki znacajne promjene u gusto¢i CGRP-
imunoreaktivnih vlakana uzrokovane Sec¢ernom bolesc¢u niti razli¢itim omjerima n6/n3 PUFA

u prehrani (Slika 4).
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Slika 4. Gusto¢a CGRP-imunoreaktivnih Ziv€anih vlakana u subendokardijalnom dijelu

%area

septuma

(A) Reprezentativne mikrofotografije desne strane subendokardijalnog dijela sréanog
septuma obojane biljegom CGRP (zeleno). C - kontrolna skupina; stz — dijabeti¢na skupina
hranjena standardnom dijetom (obje dijete sadrzavale su omjer n6/n3 ~7); stz + DHA —
dijabeti¢na skupina hranjena hranom oboga¢enom s n3 PUFA-ma (2,5% ribljeg ulja,
sadrzavalo je 16% eikozapentaenoi¢ne — EPA 1 19% dokozaheksaenoi¢ne kiseline — DHA,
omjer n6/n3~1), stz + n6 — dijabeticna skupina hranjena s dijetom koja je sadrzavala 2,5%
suncokretovog ulja (n6/n3 ~ 60). (B) Obradene slike iz A : bijelo — podrucje zivcanih vlakana.

(C) Gustoca zivéanih vlakana izrazena kao postotak presjeka tkiva.
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5.4. Gustoc¢a TH-imunoreaktivnih zZiv€anih vlakana u subendokardijalnom dijelu
septuma
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Slika 5. Gusto¢a TH-imunoreaktivnih Ziv€anih vlakana u subendokardijalnom dijelu
septuma

(A) reprezentativne mikrofotografije desne strane subendokardijalnog dijela sréanog septuma
obojane za TH - biljeg simpati¢kih neuronalnih vlakana (zeleno). C - kontrolna skupina; stz —
dijabeti¢na skupina hranjena standardnom dijetom (obje dijete sadrzavale su omjer n6/n3 ~7);
stz + DHA — dijabeti¢na skupina hranjena hranom s dodatkom n3 PUFA (2,5% riblje ulje,
sadrzavalo je 16% eikozapentaenoi¢ne — EPA 1 19% dokozaheksaenoic¢ne kiseline — DHA,
omjer n6/n3~1), stz + n6 — dijabeti¢na skupina hranjena s dijetom koja sadrzi 2,5%
suncokretovog ulja (n6/n3 ~ 60). (B) obradene slike iz A: bijelo — podrucje ziv€anih vlakana.
(C) Gustoca zivcanih vlakana izrazena kao postotak presjeka tkiva, ** - p<0.01 — razlika

izmedu oznacenih skupina.
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U stz skupini pronasli smo porast gusto¢e imunoreaktivnih ziv€anih vlakana osjetljivih
na TH, u usporedbi s kontrolnom skupinom, u prosjeku lijevog i desnog interventrikularnog
septuma (p<0,01). Dodatak n3- ili n6-PUFA u prehrani nije vratio gustotu TH-

imunoreaktivnih vlakana na razinu kontrole (Slika 5).

5.5. Gusto¢a ChAT-imunoreaktivnih Zivéanih vlakana u subendokardijalnom dijelu
septuma

Pronasli smo znaajno smanjenje gustoce ChAT imunoreaktivnih vlakana u
interventrikulskom septumu okrenutom lijevoj i desnoj klijetci u stz skupini Stakora u
usporedbi s kontrolnom skupinom (p<0,05). Dodatak n3 i n6 PUFA prehrani (stz + DHA
skupina i stz + n6 skupina) nije uspio vratiti gustocu imunoreaktivnih vlakana na razinu
kontrolne skupine. Dapace, gustofa vlakana je bila znacajno niza u stz + n6 skupini U

usporedbi s kontrolnom skupinom (p<0,05) (Slika 6).
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Slika 6. Gustoéa ChAT-imunoreaktivnih Zivéanih vlakana u subendokardijalnom dijelu
septuma.

(A) Reprezentativne mikrofotografije desne strane subendokardijalnog dijela sr€anog septuma
obojane za kolin acetil transferazu (ChAT) — u ovom slucaju biljeg parasimpatickih zivéanih
vlakana (zeleno). C - kontrolna skupina; stz — dijabeti¢na skupina hranjena standardnom
prehranom (obje dijete sadrzavale su omjer n6/n3 ~7); stz + DHA — dijabeti¢na skupina
hranjena hranom s dodatkom n3 PUFA (2,5% riblje ulje, sa sadrzaje 16% eikozapentaenoicne
— EPA 1 19% dokozaheksaenoi¢ne kiseline — DHA, omjer n6/n3~1), stz + n6 — dijabeti¢na
skupina hranjena s dijetom koja je sadrzavala 2,5% suncokretovog ulja (n6/n3 ~ 60). (B)
Obradene slike iz A: bijelo — podruc¢je ziv€anih vlakana. (C) Gusto¢a ziv€anih vlakana

izraZzena kao postotak presjeka tkiva, * - p<0,05 — razlika izmedu oznacenih skupina.
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5.6. Imunoreaktivnost Cx37 u septumu srca pokusnih $takora
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Slika 7. Gustoéa Cx 37-imunoreaktivnosti u sréanom septumu pokusnih Stakora

(A) Reprezentativne mikrofotografije lijeve strane subendokardijalnog dijela sr€anog septuma
obojene na Cx 37 (zeleno). C - kontrolna skupina; stz - dijabeticna skupina hranjena
standardnom dijetom (obje dijete sadrzavale su omjer n6/n3 ~7); stz + DHA - dijabeti¢na
skupina hranjena hranom s dodatkom n3 PUFA (2,5% riblje ulje, sadrzavalo je 16%
eikozapentaenoi¢ne - EPA i 19% dokozaheksaenoi¢ne kiseline — DHA, omjer n6/n3~1), stz +

n6 - dijabeti¢na skupina hranjena s dijetom koja je sadrzavala 2,5% suncokretovog ulja (n6/n3
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~ 60). (B) Reprezentativne mikrofotografije srediSnjeg dijela sr€anog septuma obojanog na
Cx 37 (zeleno). (C) Gustoéa ziv€anih vlakana izrazena kao postotak presjeka tkiva, * -
p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001; **** - p<0,0001 - razlika izmedu oznaéenih skupina.

U stz + DHA skupini pronasli smo statisticki znacajno vecu gustocu Cx37
imunoreaktivnosti u usporedbi s: kontrolnom skupinom (p<0,001), skupinom stz + n6
(p<0,01) i stz skupinom (p<0,05) u subendokardijalnom tkivu septuma okrenutom lijevom
ventrikulu. U srediSnjem dijelu septuma srca (M), u stz + DHA skupini, pronasli smo
znacajno vecu gustou Cx37 imunoreaktivnosti u usporedbi s: kontrolnom skupinom
(p<0,0001), skupinom stz + n6 (p<0,05) 1 stz skupinom (p<0,05). Takoder, u sredisnjem dijelu
septuma srca, pronasli smo znacajno vecu gusto¢u Cx37 imunoreaktivnosti u stz + n6 skupini
u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,01) i u stz skupini u odnosu na kontrolnu skupinu (p0,01)
(Slika 7).
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5.7. Imunoreaktivnost Cx43 u septumu srca pokusnih $takora
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Slika 8. Gustoéa Cx43-imunoreaktivnosti u sréanom septumu pokusnih $takora
(A) Reprezentativne mikrofotografije lijeve strane subendokardijalnog dijela sréanog septuma
obojane na Cx43 (zeleno). C - kontrolna skupina; stz - dijabeti¢na skupina hranjena
standardnom dijetom (obje dijete sadrzavale su omjer n6/n3 ~7); stz + DHA - dijabeticna
skupina hranjena hranom s dodatkom n3 PUFA (s 2,5% ribljeg ulja, koje je sadrzavalo 16%
eikozapentaenoicne - EPA i 19% dokozaheksaenoicne kiseline — DHA, omjer n6/n3~1), stz +
n6 - dijabeti¢na skupina hranjena s dijetom koja je sadrzavala 2,5% suncokretovog ulja (n6/n3

~ 60). (B) reprezentativne mikrofotografije srediSnjeg dijela sr¢anog septuma obojanog na
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Cx43 (zeleno). (C) Gustoc¢a Cx43-imunoreaktivnosti izrazena kao postotak presjeka tkiva, * -

p<0,05; ** - p<0,01 - razlika izmedu oznacenih skupina.

U stz + DHA skupini pronasli smo statisti¢ki znac¢ajno vecu gustoc¢u Cx43-imunoreaktivnosti
u usporedbi s kontrolnom skupinom (p<0,01) i stz skupinom (p<0,05) u subendokardijalnom
tkivu septuma okrenutog lijevom ventrikulu. U srediSnjem dijelu septuma srca, u stz + DHA
skupini, pronaSli smo znacajno veéu gustocu Cx43-imunoreaktivnosti u usporedbi s
kontrolnom skupinom (p<0,01) i stz skupinom (p<0,05). Takoder, u sredi$njem dijelu septuma
srca, pronasli smo znacajno vecu gusto¢u Cx43 imunoreaktivnosti u stz + n6 skupini u odnosu

na kontrolnu skupinu (p<0,05) (Slika 8).
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6. RASPRAVA
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Promjene u osjetnoj i simpati¢koj gusto¢i inervacije u srcu Stakora dogadaju se u

razli¢itim

fazama Secerne bolesti (95). Do sada je utjecaj PUFA na kardiovaskularni i Ziv€ani sustav
intenzivno istraZivan, ali mnoge nepodudarnosti o utjecaju n3 i n6 PUFA na kardiovaskularni
sustav, zabiljezene u klinickim i eksperimentalnim studijama, ukazuju na potrebu daljnjih
istrazivanja o mehanizmima njihovog pozitivnog i moguéeg negativnog utjecaja (65-67).

Ograniceni broj istrazivanja o utjecaju n3 PUFA na perifernu eksperimentalnu
neuropatiju i istrazivanja o regeneraciji mreznice u dijabeti¢nih Stakora pokazali su njihov
za$titni ucinak (76-78). Medutim, prema naSim saznanjima, ovo je prvo istrazivanje o utjecaju
PUFA na sr¢anu autonomnu neuropatiju. Cilj ovog istrazivanja bio je definirati promjene
sr¢ane inervacije 1 utjecaj razli¢itih n6/n3 omjera analizirajuéi razliite vrste ziv€anih vlakana
interventrikularnog septuma u S$takora kod kojih je Secerna bolest tipa 1 izazvana
streptozotocinom.

Seéerna bolest u takora je rezultirala smanjenjem tjelesne tezine, §to je bilo posljedica
metabolickih poremecaja. Povecanje ili smanjenje tjelesne tezine bilo je prac¢eno prilagodbom
tezine srca, koja se takoder smanjila, najviSe u skupinama koje su dobivale posebnu prehranu
s n3 ili n6 PUFA-ma, u usporedbi s kontrolnom skupinom. Sr¢anu prilagodbu promjeni
tjelesne tezine podupire i jaka pozitivna korelacija izmedu razlike u tjelesnoj tezini izrazene
kao postotak pocetne tjelesne tezine i sréane tezine. Medutim, negativna korelacija izmedu
relativne sr€ane tezine izrazene kao postotak tjelesne tezine i promjene u tjelesnoj tezini mogu
indicirati da je smanjenje u tjelesnoj teZini mnogo brze nego smanjenje u sr¢anoj teZini. Za

ocekivati je da Ce se sr€ana inervacija mozda uspjeti prilagoditi promjenama srane mase.

Za detekciju svih Ziv€anih vlakana u miokardu upotrijebili smo bojenje s pan-
neuronalnim biljegom PgP9.5, s obzirom na njegovu Siroku rasprostranjenost u tijelima
zivéanih stanica i neuroendokrinih stanica u SZS i PZS (96). PgP 9.5 je lokaliziran u
citoplazmi neurona i ziv€anim vlaknima. Protutijela za PgP 9.5 do sada su koristena kao
glavni dijagnosticki alat za neuropatiju malih Ziv¢anih vlakana, koja se povezuje sa statusom
predijabetesa (96). PgP 9.5 je ve¢ bio koriSten kao pan-neuralni biljeg za odredivanje
intrakardijalnih ganglija (97) kod periferne osjetne neuropatije. Takoder je koristen kao biljeg
za procjenu sréane ozljede i regeneracije nakon kemijske simpatektomije (98). Povecanje
gustoce PgP 9.5-imunoreaktivnih Ziv¢anih vlakana koje smo pronasli u dijabeti¢nih §takora 4
tjedna nakon indukcije DM je u skladu s prijaSnjim istrazivanjima iz naseg laboratorija (5),

promatranih dva tjedna i dva mjeseca nakon indukcije DML1.
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U ovom istrazivanju pronasSli smo znacajne promjene u broju i povrSini ziv¢anih vlakana
obojenih na PgP 9.5. Zamijeéen je porast broja i povrSine zivCanih vlakana u
subendokardijalnom dijelu srca u Stakora mjesec dana nakon indukcije DM 1. Nije zamije¢en
porast gustoce subendokardijalnih ziv€anih vlakana u dijabeti¢noj skupini koja je dobivala
hranu s dodatkom n6 i n3 PUFA, Sto ukazuje na protektivni u¢inak masnih kiselina.

Uocene promjene nisu bile specificne za lijevu ili desnu stranu endokardijalnog dijela
septuma, ali u skupini hranjenoj hranom s dodatkom n3 PUFA pronasli smo porast broja
subendokardijalnih vlakana u dijelu septuma okrenutom prema lijevoj klijetki u odnosu na dio
septuma okrenut prema desnoj klijetki. Utvrdeni porast gustoce PgP 9.5 imunoreaktivnih
vlakana je u skladu s prijasnjim istrazivanjima iz naSeg laboratorija (5), gdje je isti detektiran
u miokardu dva tjedna i dva mjeseca nakon indukcije DM 1. Medutim, u navedenom
istrazivanju gusto¢a vlakana PgP 9.5 u septumu nije se znafajno promijenila. Uzimajuci u
obzir da je u istrazivanju Bakovi¢ i sur. (5), bio analiziran ukupan broj Ziv¢anih vlakana
(subendokardijalni, kao i intramuralni), ovi podaci su u suglasju s ¢injenicom da u naSem
istrazivanju nismo pronasli znacajnu promjenu u gustoc¢i ziv€anih vlakana u sréanom misic¢u u
sredini septuma, za razliku od subendokardijalnog podru¢ja. U naSem istraZivanju,
analiziraju¢i sve vrste Zivéanih vlakana, pronaSli smo mnogo guSéu inervaciju
subendokardijalno, u odnosu na inervaciju srediSnjeg dijela septuma, gdje su pronadena

rijetka ziv¢ana vlakna, bez znacajne razlike izmedu ekspermentalnih skupina (83).

Kako bismo detaljnije definirali promjene u sréanoj inervaciji upotrijebili smo
specificne biljege za razlicite tipove ZivC€anih vlakana. NF200 je koriSten za identifikciju
mijeliniziranih osjetnih vlakana. Neurofilamenti su skupina intermedijarnih filamenata, koji
¢ine glavnu strukturnu komponentu Zziv€ane stanice. Oni su kljuéni za komunikaciju s
aksonalnim transportnim proteinima i proteinima povezanim s mikrotubulima. Neurofilamenti
su strukturna potpora aksona 1 nuzni su za njihov radijalni rast. Takoder osiguravaju
strukturalnu stabilnost mijeliniziranih aksona, $to utjeCe na brzinu provodenja Ziv€anog
impulsa (99). Ovisno o molekularnoj tezini, razlikuju se tri podjedinice neurofilamenata. NF
200 je teski lanac s molekularnom teZzinom od 200 kDa, protutijela za koji se koriste za
obiljeZzavanje osjetnih mijeliniziranih neurona, koji naj¢es¢e pripadaju mehanoreceptorima i
proprioreceptorima, kao i u subpopulaciji nociceptivnih neurona. lzvor NF200

imunoreaktivnih vlakana u srcu su spinalni gangliji (28) i projekcije vagusa u nodozni ganglij.
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U nasem istrazivanju, nasli smo najvece promjene u gusto¢i upravo u subpopulaciji
NF 200-imunoreaktivnih Zzivéanih vlakana. Primijeeno je smanjenje gusto¢e NF200
imunoreaktivnih ziv€anih vlakana u subendokardijalnom dijelu septuma okrenutog prema
desnom u odnosu prema lijevom ventrikulu, u skupini hranjenoj hranom s dodatkom n3
PUFA.
PrijaSnji rezultati iz naSeg laboratorija su pokazali pocetni porast gusto¢e NF 200-
imunorektivnih vlakana dva tjedna nakon indukcije Secerne bolesti streptozotocinom u
Sprague Dawley Stakora, $to je bilo pra¢eno smanjenjem 12 mjeseci nakon indukcije (95).
Navedeno je u skladu s nasim rezultatima, uzimajuci u obzir da smo pronasli znac¢ajan porast
NF 200-imunoreaktivnih ziv¢anih vlakana u stz skupini u usporedbi s kontrolnom skupinom u
subendokardijalnom dijelu septuma okrenutog desnom ventrikulu. Stovise, u istom dijelu
septuma, prehrana s n3 ili n6 PUFA-ma je rezultirala znacajnim smanjenjem gusto¢e NF 200-
imunoreaktivnih vlakana, u usporedbi sa skupinama koje su imale uobic¢ajenu prehranu. Ovi
rezultati upuéuju na protektivhu ulogu i n3 i n6 PUFA na ozljedu teskih mijeliniziranih

ziv€anih vlakana u sréanom miSic¢u Stakora izazvanu Seé¢ernom boles$cu.

CGREP je neuropeptid koji se sastoji od 37 aminokiselina, a primarno je lokaliziran u C
i AS osjetnim vlaknima, koja su zastupljena u cijelom Ziv€anom sustavu, veéinom
perivaskularno proteZuci se od adventicije do medije miSi¢nog sloja krvnih zila. Zastupljeniji
su u arterijskim nego u venskim strukturama. Vezu¢i se za receptor slican kalcitoninu, CGRP
djeluje kao snazni mikrovaskularni vazodilatator u koronarnoj cirkulaciji, mozgu i bubrezima,
s obzirom da ima 10 puta veéu snagu od prostaglandina i 10 do 100 puta veéu snagu od
drugih vazodilatatora kao Sto su acetilkolin 1 tvar P (100). Djeluje protektivho na
kardiovaskularni sustav i na cijeljenje rana. U senzornoj perifernoj neuropatiji, koja je jedna
od komplikacija Secerne bolesti, pronadeno je smanjenje broja osjetnih neurona koji sadrze
CGRP, posljedicno zbog smanjenja proizvodnje Cimbenika rasta zivcanih stanica (NGF; engl.
nerve growth factor) te se manifestira kao gubitak nociceptivnog osjeta koji je povezan i sa
sporijim cijeljenjem rana (98). Moguce je da gubitak neuronalnog CGRP-a pogorSava
kardiovaksularnu bolest u pacijenata koji boluju od DM-a, s obzirom da je dokazana niza
razina cirkuliraju¢eg CGRP-a u pacijenata s DM-om, a koji kao komorbiditet imaju i neku od
src¢anih bolesti (100).
Medutim, u naSem istraZivanju, nismo pronasli znaCajne razlike u koli¢ini CGRP
imunoreaktivnih Ziv€anih vlakana jedan mjesec nakon indukcije DM1 u Stakora, niti utjecaj

prehrane razli¢itim omjerima PUFA. Ovi rezultati mogu implicirati da bi nemijelizirani C i As
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senzorni neuroni mogli biti manje osjetljivi na promjene u prehrani s razlicitim omjerima

PUFA, u usporedbi s teskim mijeliniziranim NF200 imunoreaktivnim vlaknima.

Secerna bolest izaziva disfunkciju autonomnog Zivéanog sustava kao jednu od svojih
komplikacija (s naglaskom na simpaticki tonus) (101, 102).

TH-imunoreaktivnost se Cesto koristi kao biljeg simpaticke inervacije. TH je kljuan
enzim u sintezi noradrenalina iz tirozina, kojeg TH konvertira u dihidroksifenilalanin.
Noradrenalin je glavni katekolamin simpatickog ziv€anog sustava koji aktivira beta
adrenergicke receptore (B-AR). On potice sr€anu kontraktilnost, djelujuéi preko sréanih B-AR.
Kao jednu od svojih komplikacija, DM uzrokuje sréanu autonomnu disfukciju (naglaseniju u
simpatickom tonusu) (102).

Izrazaj TH je snizen u srcima dijabeticnih miSeva i Stakora, dok su B-AR inaktivirani i
snizeni, posljedicno dovode¢i do smanjene srcane kontraktilnosti, §to moze biti posljedica
povecane simpaticke src¢ane ekscitacije u dijabeti¢nom srcu (103).

Smatra se da bi poveéanje inducibilnosti ventrikulskih aritmija, u dugoro¢nom modelu
dijabetesa kod Stakora, moglo biti povezano s gubitkom simpaticko - parasimpaticke
ravnoteZe 1 relativnom simpati€¢kom hiperinervacijom (mjereno gusto¢om tirozin hidroksilaza
pozitivnih vlakana i izrazaja odgovaraju¢ih mRNA u proksimalnim i distalnim dijelovima
lijevog ventrikula (51).

Utvrdeno je da tijekom streptozotocinom inducirane Se¢erne bolesti remodeliranje
simpatickih Ziv€anih vlakana predominira kroz period od prvih 10 tjedana (102).

U prijasnjim istrazivanjima iz naSeg laboratorija, prondeno je najvece povecanje
gusto¢e TH-vlakana u srcima Stakora dva mjeseca nakon indukcije DMI, s pocetkom
proliferacije simpatickih Ziv€anih zavrSetaka ve¢ dva tjedna nakon indukcije DM te da nije
bilo nikakve promjene detektirane u kasnijim fazama Secerne bolesti (6 i 12 mjeseci) (95). To
je u skladu s rezultatima ovog istrazivanja, gdje smo zaabiljezili znacajan porast gustoce TH
imunoreaktivnih vlakana u subendokardijalnom dijelu septuma jedan mjesec nakon indukcije
DM. Medutim, nismo pronasli znacajan uc¢inak prehrane s razli¢itim omjerima PUFA na

promjene simpatic¢ke inervacije.

ChAT je enzim odgovoran za biosintezu neurotransmitora acetilkolina. KoriSten je kao
specifiéni indikator funkcije kolinergi¢kih neurona u centralnom 1 perifernom Ziv€éanom
sustavu, a selektivno se sintetizira u perikarionu kolinergickih neurona i transportira u

ziv€ane zavrsetke (104).
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Prijasnja istrazivanja su pokazala da je parasimpaticka denervacija miokarda
(dokazana imunohistokemijski, koriste¢i ChAT kao biljeg), s prateCcom simpatickom
denervacijom, u Stakorskom modelu gdje je Seéerna Dbolest takoder izazvana
streptozotocinom, izrazena nakon 3 mjeseca, a joS izrazenija 6 mjeseci nakon indukcije
Secerne bolesti (51). Ove promjene mogu dovesti do pogorSanja parasimpaticke/simpaticke
neravnoteze, §to moze povecati rizik za razvoj ventrikularnih aritmija.

Ovi rezultati su u skladu s obrascom ozljede zivaca koji je primjecen i kod ljudi (49,
51, 105). Remodeliranje autonomnog ziv€anog sustava u srcima Stakora je primjeceno vec¢ u
prva tri tjedna nakon aplikacije streptozotocina, sa smanjenjem parasimpatickog tonusa (102).
Dapace, nakon 10 tjedana u parasimpati¢kim zZivcima uocene su vece ozljede te su oni imali i
sporiji oporavak u usporedbi sa simpatickim zivcima (102).

Promjene u sréanoj parasimpati¢koj inervaciji koje se manifestiraju kao smanjenje
sr¢anih ganglija u veli€ini i1 broju, su uoc¢ene nakon 4, 8 i 12 tjedana nakon indukcije Secerne
bolesti u Stakora streptozotocinom (106). Rezultati naseg istrazivanja su u skladu s gore
navedenim s obzirom da smo takoder pronasli smanjenje gustoce ChAT imunoreaktivnih
vlakana u sréanom miSicu dijabeti¢nih Stakora u usporedbi s kontrolnom skupinom. Isti
rezultat je zabiljeZen u dijabeti¢noj skupini hranjenoj s n6 PUFA-ma. Medutim, u skupini
dijabeti¢nih Stakora hranjenoj s n3 PUFA-ma pad gusto¢e ChAT imunoreaktivnih vlakana je

bio manji 1 nije bio znacajan.

Dodatak prehrani ulja haringe (20:5/22:6 n3 EPA/DHA) i lanenog ulja (18:3 n-3,
ALA) je umanjio ozljedu perifernih Zivaca uzrokovanu Secernom boleséu un Stakorskom
modelu DM2 (104), te su autori zakljucili da dugolan€ane n6 1 n3 pufe mogu biti korisne u
lijecenju periferne dijabeticke neuropatije.

Osim utjecaja na cirkulaciju u ziv€anom sustavu, restoracija Na, K-ATP-aze (107) i
izrazaja NGF-a, kao i povecana osjetljivost na inzulin (108) te Sirok spektar protuupalnih
ucinaka (109), bi mogli doprinijeti neuroprotektivnim u¢incima PUFA, posebice n3 (110).

U Secernoj bolesti se dogada znacajan poremecaj metabolizma i sastava masnih kiselina u
CNS-u i PNS-u (111), pa je za pretpostaviti da bi njihova nadoknada prehranom s pravilnim
omjerom masnih kiselina bi mogla sprijeciti ove poremecaje.

lako su nedavna istrazivanja (112) pokazala oCuvanje srane simpaticke funkcije
tijekom DM, razlog tome bi mogao biti selektivni kriterij uklju¢enja za subjekte oboljele od

SeCerne bolesti, jer su bili ukljueni samo pacijenti bez znakova mikrovaskularnih
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komplikacija, dok su pacijenti koji su imali u anamnezi kardiovaskularne bolesti bili
iskljuceni iz navedenog istrazivanja.
Istrazivanje provedeno od Stevensa i suradnika (46) je pokazalo proksimalnu simpaticku

hiperinervaciju, s distalnom denervacijom, u dijabeti¢nih pacijenata sa DAN.

Mi smo se u ovom istrazivanju fokusirali na inervaciju proksimalnog dijela septuma
zbog toga $to je ovo podrudje reprezentativno i pruza mogucnost usporedbe s drugim
istrazivanjima. Septum je vazan jer sadrzava dijelove provodnog sustava srca koji su kljucni
za normalnu sré¢anu aktivnost.

Hipoteza istrazivanja je da bi protektivni/nepovoljni ucinci koje razli¢ite PUFA imaju
na funkciju miokarda u dijabeti¢nih pacijenata mogle biti (barem djelomi¢no) posljedica
njihovog utjecaja na promjene sr¢ane inervacije i najceSc¢ih tipova koneksina, budu¢i da je
dokazan (iako nedovoljno istrazen) utjecaj istih na inervaciju u drugim organima. Buduéi da
do sada nisu provedena istrazivanja utjecaja visokog omjera n6/n3 PUFA i suplementacije s
n3 PUFA na promjene uzorka srcane inervacije uzrokovane DM (broj i presjek ziv€anih
projekcija u miokard), koje su nedvojbeno sastavna komponenta/patofizioloski mehanizam
razvitka dijabeticke kardiomiopatije, rezultati ovog istraZivanja doprinose boljem
razumijevanju mehanizma djelovanja razli¢itth PUFA na razvoj dijabeti¢ke kardiomiopatije, a
djelomi¢no se mogu objaniti njihovim utjecajem na re-distribuciju inervacije i izrazaja
koneksina, uz pracenje razlicitih ,,populacija® Ziv€anih vlakana putem razli¢itih biokemijskih
biljega. Dosli smo do preciznijih informacija o ovim mehanizmima, s obzirom na Siroki

spektar uloga koje imaju pojedine neuronalne projekcije u sr¢anom misicu.

Do sada postoji samo jedno istrazivanje koje je ukljucilo mjerenje izrazaja Cx43 u
srcu dijabeti¢nih Stakora s prehranom obogac¢enom n3 PUFA-ma (56). Istrazivanja drugih, u
srcu jako zastupljenih koneksina, ukljucuju¢i Cx37 te utjecaj prehrane s visokim udjelom n6
PUFA na ove pokazatelje do sada nisu istrazivani.
U spomenutoj studiji, koja je istrazivala in vivo funkcionalne promjene srca u ranim stadijima
STZ-om inducirane dijabeticke kardiomiopatije te uCinke na iste uz unos n3 PUFA dokazan je
njihov koristan, kardioprotektivni mehanizam na modulaciju abnormalnosti sréanog Cx43
(70). U dijabeticnom sréanom tkivu je detektiran znacajan porast ukupne, ali 1 funkcionalne
fosforilirane forme Cx43, uz njegovu abnormalnu distribuciju medu kardiomicitima, dok su se
te iste promjene normalizirale uz unos n3 PUFA, tj. doslo je do smanjenja poviSenog izrazaja

sr¢anog Cx43 proteina i supresije njegove hiperfosforilacije, Sto u konacnici barem
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djelomi¢no umanjuje abnormalnu sréanu medustani¢énu komunikaciju, koja se razvila kao
komplikacija dijabetesa. Takoder je detektirana i lokacijska heterogenost sréanog Cx43, tj.
promijenjena distribucija i/ili fosforilacija Cx43 kroz miokard. Navedena heterogenost moze
uzrokovati poremecenu src¢anu sinkroniziranost, koja dalje moze potaknuti razvoj sréane
disfunkcije 1 sr¢anih aritmija. Stoga je unos n3 PUFA, u konacnici djelovao povoljno
viSestruko: kroz smanjenje abnormalnog src¢anog Cx43, njegovog fosforiliranog oblika te
djeluju¢i na njegovu distribuciju (70). Osim navedenog, u istom radu je u skupini s
povecanim unosom n3 PUFA detektirano poboljsanje sr€ane funkcije kroz povecanje sr¢anog
minutnog volumena i ejekcijske frakcije te poboljSanje udarnog volumena, kao i rada srca.

Tijekom ovog istrazivanja utvrdili smo veci izrazaj Cx43 u stz + DHA skupini u
usporedbi s kontrolnom skupinom i stz skupinom u subendokardijalnom tkivu septuma
okrenutog lijevom ventrikulu. Nadalje, u srediSnjem dijelu septuma srca, u stz + DHA
skupini, pronasli smo znacajno vecu gustou Cx43-imunoreaktivnosti u usporedbi s
kontrolnom 1 stz skupinom, kao i vecu gustocu Cx43 imunoreaktivnosti u stz + n6 skupini u
odnosu na kontrolnu skupinu. Navedeno ukazuje da bi suplementacija n3 ili n6 PUFA-ma u
dijabetickim uvjetima, mogla djelovati u smislu porasta izrazaja Cx43, koji nije zabiljezen
sam od sebe kod dijabeti¢nih $takora s uobicajenim udjelom PUFA u prehrani. Razlike u
odnosu na rezultate prethodno spomenutog istrazivanja se mogu djelomicno objasniti
¢injenicom da nismo detektirali posebno ukupni, a posebno hiperfosforilirani oblik Cx43, kao
ni njegovu dislociranost tj. lateralizaciju.

Abnormalnosti u koneksinima sudjeluju i u nastanku sréanih aritmija. Usporenje ili
blokada provodenja signala je posljedica aktivnih 1 pasivnih svojstava staniéne membrane
kardiomiocita, koje ukljucuju promjene u sastavu staniéne membrane, kao 1 disfunkciju
medustani¢ne komunikacije medu koneksinima te promjene kao $to su suspresija Na-ovisnih
kanala i nakupljanje ekstracelularnih proteina (83).

U uznapredovalim oblicima atrijske fibrilacije, abnormalnosti u koneksinima Cx43,
Cx40 1 Cx45 u podrucju atrija se smatraju okidacima produljenja aritmije (82). U slucaju
ventrikularne fibrilacije dolazi do ektopicne aktivnosti wuslijed simpaticko-vagalne
neravnoteze i poremecaja Ca-ovisnih kanala, a re-entry je olakSan usporenjem ili blokadom
provodenja, koje moze nastati uslijed smanjene membranske ekscitabilnosti, smanjenog
medukanalnog uparivanja koneksina pa time i smanjene medustani¢ne komunikacije (83).

Neselektivni  medustani¢ni  koneksinski srcani kanali osiguravaju propagaciju
elektri¢nog 1 molekularnog signala i doprinose u brzini njegova provodenja (82, 83). Stoga

njihovo smanjenje, a pogotovo onog najviSe zastupljenog u srcu Cx43, kao i gubitak
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uparenosti rezultira visoko proaritmogenim uc¢inkom, promovirajuéi trigerirajucu aktivnost,
disperziju repolarizacije 1 refrakciju, usporavajué¢i i blokiraju¢i provodenje (82, 83).
Suplementacija s n3 PUFA-ma u modelu hipertenzivnih Stakora je rezultirala multiplim
kardioprotektivnim ucincima: smanjenjem krvnog tlaka, supresijom VF preko 50%,
smanjenjem aritmogenih supstrata, oCuvanjem integriteta stanicne membrane kardiomiocita,
smanjenjem dislokacije Cx43, kao i smanjenjem poviSenog izrazaja mRNA Cx43, a
pojacanjem izrazaja ukupnog Cx43 i/ili njegove funkcionalne fosforilirane forme (88).
Navedene promjene uocene u razini Cx43 su u skladu s rezultatima iz naSeg istrazivanja.

U drugoj studiji na modelu nasljedne hipetrigliceridemije u Stakora je dokazano da
prehrana s omega-3 PUFA-ma ili uzimanje atorvastatina povisuje prag za nastanak VF-a, uz
smanjenje abnormalno poviSenog izrazaja sréanog Cx43, djelujuci na njegovu distribuciju i
lateralizaciju, uz smanjenje hiperfosforiliranog oblika Cx43 (113, 114). Time su i navedeni
rezultati donekle u suglasju s nasim istrazivanjem.

Prema naSem saznanju, utjecaj suplementacije PUFA-ma na druge u sr¢anom misi¢u
zastupljenje izoforme koneksina, do sada nije bio istrazivan. U nasem istrazivanju utvrdili
smo znatno veci izrazaj Cx37, u usporedbi s izrazajem Cx43, u sr¢anom miSi¢u Stakora.
Suplementacija n3-PUFA-ma rezultirala je =znacajno veéim izrazajem Cx37 u
subendokardijalnom dijelu sréanog septuma okrenutom prema lijevom ventrikulu, u
usporedbi sa svim drugim skupinama Stakora. Medutim, u srediSnjem dijelu septuma srca,
eksperimentalni DM1 izazvan streptozotocinom rezultirao je porastom izrazaja Cx37 u sve tri
dijabeti¢ne skupine, dok je suplementacija s n3 PUFA-ma rezultirala je dodatnim porastom
njegova izrazaja. Navedeno ukazuje da bi djelovanje n3 PUFA u dijabeticnim uvjetima bilo u
smislu porasta izrazaja Cx37, dok isto nije primje¢eno za n6 PUFA, jer se u toj skupini
zivotinja izrazaj Cx37 u srediSnjem dijelu septuma nije razlikovao u usporedbi s dijabeti¢nom
skupinom hranjenom standardnom dijetom.

U zakljucku, u¢inci PUFA na krvoZilni i Ziv€ani sustav intenzivno se istraZuju, ali nisu
u potpunosti razjasnjeni. Koliko je nama poznato, ovo je prvo istraZzivanje koje je razmatralo
utjecaj prehrane razliitim omjerima n6 i n3 PUFA na promjene uzorka sréane inervacije
uzrokovane Se¢ernom bolescu (u Stakorskom modelu). Rezultati ovog istrazivanja doprinose
boljem razumijevanju mehanizma djelovanja i potencijalnog utjecaja razli¢itih omjera PUFA
u prehrani dijabeti¢nih pacijenata na sr€anu inervaciju te nastanak 1 ishod dijabeticke
kardiomiopatije putem njihovog utjecaja na re-distribuciju sréane inervacije i izrazaj

koneksina.
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7. ZAKLJUCCI
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Ucinci viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) na krvozilni i Ziv€ani sustav
intenzivno se istrazuju, ali nisu u potpunosti razjasnjeni. Koliko je nama poznato, ovo je prvo
istrazivanje koje je razmatralo utjecaj prehrane razli¢itim omjerima n6 i n3 PUFA na
promjene uzorka sréane inervacije uzrokovane Se¢ernom boleS¢u (u Stakorskom modelu).
Rezultati ovog istrazivanja doprinose boljem razumijevanju mehanizma djelovanja i
potencijalnog utjecaja razli¢itih omjera PUFA u prehrani dijabeti¢nih pacijenata na sr¢anu
inervaciju te nastanak i ishod dijabeticke kardiomiopatije kod istih. Zakljuéci koji se mogu

izvuéi iz ovog istrazivanja su sljedeci:

Pokusni DM1 u Stakora rezultira padom tjelesne tezine, kojemu se prilagodava i
miokard, uz popratno smanjenje mase srca, posebice u Stakora suplementiranih s n3 i n6

PUFA-ma. Kao rezultat, omjer srcane i tjelesne mase ostaje stalan.

Gustoca ziv€anih vlakana svih istrazivanih populacija veca je u subendokardijalnim
podru¢jima sréanog septuma Stakora, u usporedbi sa srediSnjim ,,intramuralnim® podruc¢jima,

gdje su ziv€ana vlakna iznimno rijetka.

Pokusni DM1 rezultira porastom broja 1 gusto¢e PgP9.5 imunoreaktivnih vlakana u
subendokardijalnim dijelovima sréanog septuma Stakora, dok suplementacija s n3 1 n6 PUFA-

ma pokazuje djelomican protektivni u¢inak na ovaj porast.

Pokusni DM1 rezultira porastom gustoce NF200 imunoreaktivnih vlakana u
subendokardijalnim dijelovima sr¢anog septuma Stakora, dok suplementacija s n6 PUFA-ma

pokazuje protektivni, a s n3 PUFA-ma djelomi¢no protektivni uc¢inak na ovaj porast.

Ni pokusni DM1, niti suplementacija PUFA-ma ne utjee znacajno na gusto¢u CGRP

imunoreaktivnih vlakana u subendokardijalnim dijelovima sréanog septuma Stakora.
Pokusni DMI1 rezultira porastom gustoce TH imunoreaktivnin vlakana u

subendokardijalnim dijelovima sréanog septuma Stakora, dok suplementacija s PUFA-ma

nema protektivni u¢inak na ovaj porast.
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Pokusni DMI1 rezultira padom gustoée ChAT imunoreaktivnih vlakana u
subendokardijalnim dijelovima sréanog septuma Stakora, dok suplementacija s PUFA-ma

nema protektivni u¢inak na ovaj porast.

Promjene gustoce src¢ane inervacije zahvacaju konzistetnije subendokardijalne dijelove

sréanog septuma okrenute lijevoj sr¢anoj klijetci.

Izrazaj Cx 37 1 Cx 43 veci je u subendokardijalnim podrucjima sréanog septuma
Stakora, u usporedbi sa srediSnjim ,,intramuralnim* podruc¢jima, ali je on prisutan takoder i u

srediSnjim podrucjima.

Pokusni DM1 sam po sebi ne rezultira promjenom izrazaja Cx 43 u sr¢anom septumu
Stakora, medutim, DM1 u kombinaciji sa suplementacijom s n3 PUFA-ma dovodi do porasta
njegovog izrazaja u intramuralnom i subendokardijalnim dijelovima sréanog septuma
okrenutim lijevoj klijetci, dok suplementacija s n6 PUFA-ma rezultira njihovim porastom

samo u intramuralnom dijelu septuma.

Pokusni DM1 sam po sebi dovodi do porasta izrazaja Cx 37 u intramuralnom dijelu
sr¢anog septuma Stakora. Ova promjena jos je naglasenija kod suplementacije n3 PUFA-ma.
Subendokardijalno dolazi do promjena samo s lijeve strane septuma, gdje DM1 u kombinaciji

sa suplementacijom s n3 PUFA-ma dovodi do porasta izrazaja Cx37.

Zbirno, eksperimentalni DM1 dovodi do poremecaja gustoe i1 rasporeda ziv€anih
vlakana, kao 1 Cx 43 1 Cx 37 u sréanom miSi¢u Stakora, koje su samo djelomicno
kompenzirane, a u nekim slu¢ajevima jo$ i naglasenije, suplementacijom PUFA-ma. Pronasli
smo konzistentniji protektivni u¢inak n6 PUFA na promjenu sr¢ane inervacije, u usporedbi s
prehranom s n3 PUFA-ma. U¢inak suplementacije n3 i n6 PUFA-ma na tijek i ishod CAN nije
jednoznacan, vjerojatno zbog slozenih i viSestrukih mehanizama djelovanja te interakcija sa
zdravim 1 oboljelim tkivom. Stoga se njihovi ucinci trebaju procjenjivati s oprezom, a nuzna

su i daljnja istrazivanja kako bi se oni potpuno rasvijetlili.
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8. SAZETAK
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Promatrali smo utjecaj eksperimentalno induciranog diabetes mellitus-a tipa 1 (DM1),
u kombinaciji sa razli¢itim omjerima n6/n3 visestruko nezasi¢enih masnih kiselina (PUFA,
engl. polyunsaturated fatty acids) na razliite tipove ziv€anih vlakana u sréanom misi¢u
Stakora, kako bi otkrili da li bi protektivni/nepovoljni ucinci koje razli¢ite PUFA imaju na
funkciju miokarda u dijabeti¢nih pacijenata mogle biti (barem djelomi¢no) posljedica
njihovog utjecaja na promjene sréane inervacije, kao i izrazaja najcescih tipova koneksina,
budu¢i da je dokazan (iako nedovoljno istrazen) utjecaj istih na inervaciju u drugim organima.
Kontrolna skupina i dijabeti¢na skupina su hranjene hranom s n6/n3 PUFA omjerom 0ko 7;
hrana stz + n6 skupine je imala omjer n6/n3 60, dok je hrana stz + DHA skupine sadrzavala
2,5% ribljeg ulja (koje sadrzi 16% eikozapentaenoi¢ne kiseline — EPA 1 19%
dokozaheksaenoi¢ne kiseline — DHA), n6/n3 omjer bio 1. DM1 je induciran
intraperitonealnom injekcijom streptozotocina (55 mg/kg) 14 dana nakon pocetka prehrane
eksperimentalnom dijetom, a Stakori su eutanizirani 30 dana nakon indukcije DM1.
Koristena je imunohistokemija za detekciju i kvantifikaciju razli¢itih tipova ziv€anih vlakana
sr¢anog septuma i izrazaj Cx 43 i Cx 37. Pronasli smo razlike u sréanoj inervaciji
karakteristi¢ne za pocetnu fazu eksperimentalnog DM1, koja se manifestirala kao povecanje
ukupnog broja i1 gusto¢e povrSine svih ziv€anih vlakana u subendokardijalnim podruc¢jima
sr¢anog septuma, mjerenih putem PgP 9.5 imunoreaktivnosti. Detaljnom analizom, pronasli
smo da je ovaj porast sastoji ve¢inom od teSkih mijeliniziranih NF 200 imunoreaktivnih
vlakana i TH imunoreaktivnih simpati¢kih vlakana, dok se gusto¢a Chat imunoreaktivnih
parasimpatic¢kih vlakana smanjila. U intramuralnom miokarda, gdje su pronadena rijetka
vlakna (svih istrazivanih tipova), znacajne razlike nije bilo. Iznenadujuce, pronasli smo
konzistentniji protektivni u¢inak n6 PUFA, u usporedbi s prehranom s n3 PUFAma. Suprotno
rasporedu Ziv€anih vlakana, u intramuralnom dijelu septuma takoder je naden izraZaj oba
istrazivana koneksina. Pokusni DM1 sam po sebi nije doveo do promjene izrazaja Cx 43, ali
je u kombinaciji sa suplementacijom s n3 PUFA-ma rezultira0 porastom izrazaja u
intramuralnom 1 subendokardijalnim dijelovima sr¢anog septuma okrenutim lijevoj klijetci,
dok je suplementacija s n6 PUFA-ma rezultira njihovim porastom samo u intramuralnom
dijelu septuma.
Pokusni DM1 sam po sebi dovodeo je do porasta izrazaja Cx 37 u intramuralnom dijelu
sr¢anog septuma Stakora. Ova promjena jos je naglasenija kod suplementacije n3 PUFA-ma.
Subendokardijalno dolazi do promjena samo s lijeve strane septuma, gdje je DM1 u

kombinaciji sa suplementacijom s n3 PUFA-ma dovoeo do porasta izrazaja Cx37.
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Ovi rezultati pridonose boljem razumijevanju potencijalnog utjecaja razli¢itih PUFA omjera u
prehrani dijabeti¢nih pacijenata na srcanu inervaciju i genezu i rezultat dijabeticke autonomne

kardiomiopatije.
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We investigated the effect of experimentally induced diabetes mellitus type 1 (DM1)
in combination with different ratios of dietary n6/n3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) on
different types of nerve fibers in rat cardiac muscle to determine, whether the
protective/unfavorable effects of different PUFAs on myocardial function in diabetics could
be a (at least partial) backlash of their effect on the changes in cardiac innervation as well as
on the expression of the most abundant connexin types (Cx), since their influence on the
innervation of other organs has been demonstrated. The control (c) and diabetic (stz) groups
were fed an n6/n3 ratio of 7. The diet of the stz+n6 group had an n6/n3 ratio of 60, whereas
the diet of the stz+ DHA group contained 2.5% fish oil (containing 16% eicosapentaenoic acid
- EPA and 19% docosahexaenoic acid - DHA) and an n6/n3 ratio of 1. DM1 was induced by
I.p. Injection of streptozotocin (55 mg/kg), and rats were euthanized 30 days after induction.
Immunohistochemistry was used to detect and quantify various types of neuronal fibers as
well as Cx37 and Cx43 in the cardiac septum. In the initial phase of experimental DM1, we
found changes in the characteristics of cardiac innervation manifested by an increase in the
total number and areal density of all neuronal fibers as measured by PgP 9.5
immunoreactivity. On detailed analysis, we found that this increase consisted mainly of heavy
myelinated NF200 immunoreactive fibers and TH immunoreactive sympathetic fibers,
whereas the density of ChAT immunoreactive parasympathetic fibers decreased. No
significant differences were found in the deep (middle) part of the myocardium, where rare
fibers (of all types studied) were found. Surprisingly, we found a more consistent protective
effect of n6-PUFAs compared with supplementation with n3-PUFASs. In contrast to the nerve
fiber arrangement, expression of the two connexins studied was also found in the intramural
part of the septum. Experimental DM1 alone did not alter the expression of Cx 43, but in
combination with supplementation with n3-PUFAs, it led to an increase in expression in the
intramural and subendocardial parts of the cardiac septum facing the left ventricle, whereas
supplementation with n6-PUFAs led to an increase only in the intramural part of the septum.
Experimental DM1 alone resulted in an increase in the expression of Cx 37 in the intramural
part of the rat cardiac septum. This change is even more pronounced when supplemented with
n3 PUFAs. Subendocardial changes occur only on the left side of the septum, where DM1
combined with supplementation with n3-PUFAs led to an increase in Cx37 expression.
These results may contribute to a better understanding of the potential effects of different
PUFA ratios in the diet of diabetic patients on cardiac innervation and the development and

progression of diabetic autonomic cardiomyopathy.
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