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SAZETAK

Naslov doktorske disertacije: 'Asocijacija promena antropometrijskih i
metabolickih parametara i aktivnosti enzima antioksidativne zaStite sa

polimorfizmom LEP G-2548A u genu za leptin kod gojaznih osoba u Srbiji**

Stopa rasta gojaznosti predstavlja glavni javni zdravstveni problem. U Evropi je
njena ucestalost u opsegu 10-25% kod muskaraca i 10-30% kod Zzena. Prevalenca
gojaznosti je povecana u Srbiji 1 ona je postala znafajan zdravstveni problem kod
odraslih u Srbiji: do 54% ispitanika odraslog stanovnistva je gojazno. Gojaznost je
bolest koja se definise kao patoloska akumulacija telesne masne mase, koja moze nastati
kao rezultat povecanog unosa energije i smanjene potrosnje energije. Danas se smatra
da je genetska predispozicija za nastanak gojaznosti jedan od glavnih faktora rizika za
pojedince, ali identifikaciju gena koji su uklju¢eni u nastanak gojaznosti je jo§ uvek
teSko razjasniti. S obzirom na ¢injenicu da je koncentracija leptina znatno povecana kod
gojaznih osoba, a istovremeno je proporcionalna telesnoj masi, gen leptina (LEP) je
procenjivan u odnosu na geneticke varijante koje bi eventualno mogle biti u vezi sa
patofiziologijom gojaznosti i njenim komplikacijama. Leptin je hormon protein kodiran
genom gojaznosti (ob), a sintetiSe ga pretezno belo masno tkivo. Centralni nervni
sistem, tac¢nije jedra hipotalamusa su meta u kojima leptin ispoljava veéinu svojih
efekata na metabolizam energije. Leptin ostvaruje nekoliko sistemskih efekata kao $to:
su smanjenje unosa hrane, povecanje energetske potrosnje, kao i smanjenje metabolicke
efikasnosti. Pored toga, leptin uti¢e na Sirok spektar bioloskih funkcija poput
metabolizma lipida i glukoze, sintezu glukokortikoida kao i insulina, a postoji sve vise
dokaza da je leptin ukljucen i u patogenezu inflamatornih i autoimunih bolesti.
Adekvatne masne naslage i koncentracija leptina smanjuju potrebu za unosom hrane, a
omogucavaju potroSnju energije putem raznih neuroendokrinih osa i1 autonomne
aktivnosti. Retki sindromi gojaznosti su povezani sa mutacijama LEP gena kod ljudi.
Cesta geneti¢ka varijanta jednog nukleotida u 5 'promotorskom regionu koji se sastoji u
supstituciji G u A na nukleotidu (nt) -2548 (LEP G-2548A, -dbSNPID rs7799039)

uzvodno od starta transkripcije ATG u promotoru LEP je povezan sa varijacijama



koncentracije leptina u plazmi i indeksom telesne mase (BMI) kod gojaznih osoba.
Pokazano je da geneticka varijanta LEP G-2548A utice na ekspresiju i sekreciju leptina
u masnom tkivu. lako LEP varijante mogu biti vazne za patofiziologiju humane
gojaznosti i sa njom povezanih komplikacija, rezultati asocijacije geneticke varijante

LEP G-2548A sa gojaznoscu su kontradiktorni.

Jedan od ciljeva ove doktorske disertacije bio je da se ispitaju moguce
asocijacije  geneticke varijjante LEP G-2548A sa gojaznos¢éu povezanih
antropometrijskih i metabolickih parametara i aktivnosti antioksidativnih enzima u
populaciji gojaznih osoba. U studiji je ukljuéena grupa koju je ¢inio 31 ispitanik sa
hiperalimentacionim tipom gojaznosti (prosecne starosti 39,26 + 11,45 godina, BMI:
41,51 + 9.22 kg/m?) i grupa od 36 zdravih, normalno uhranjenih osoba (prose¢ne
starosti: 33.55 + 6.46 godina; BMI: 22.63 + 1.94 kg/m?). Uzorci krvi su sakupljeni za
izolaciju DNK, serumi za odredivanje koncentracije leptina 1 lipida, lipoproteina,
slobodnih masnih kiselina (SMK), azot monoksida (NO) i C- reaktivnog proteina (CRP)
kao markera inflamacije i za merenja 4-hidroksi-2-nonenola (4-HNE), markera lipidne
peroksidacije 1 aktivnosti antioksidativnih enzima, kao Sto su superoksid dismutaza
(SOD), katalaza (CAT), glutation peroksidaza (GPx), glutation reduktaza (GR), kao i
odredjivanje ukupnog antioksidativnog statusa (TAS). Genotipovi varijante LEP G-
2548A su odredeni lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR) i restrikcionom analizom

sintetisanih fragmenata DNK (RFLP).

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da su gojazni ispitanici imali
znacajno vecu telesnu masu (BW), indeks telesne mase (BMI), obim struka (WC),
sistolni krvni pritisak (SBP) i dijastolni krvni pritisak (DBP). Kod gojaznih ispitanika
uocen znacajno visi nivo insulina naste u plazmi (FPI) 1 2 sata posle jela (2 h PI), indeks
rezistencije na insulin naste (HOMA-IR) i 2 sata posle jela (2 h HOMA-IR),
lipoproteina male gustine (LDL), kao i odnos LDL/lipoproteini velike gustine (HDL),
triglicerida (TG), apolipoproteina B (ApoB), dok su nivoi HDL i apolipoprotein Al
(ApoA-1) bili znacajno nizi u poredenju sa kontrolnim ispitanicima. NiSu uocene
znacajne promene nivoa glukoze naste u plazmi (FPG), kao ni 2 sata posle jela (2 h
PG), ukupnog holesterola (TC) 1 lipoproteina (a) (Lp (a)) izmedu gojaznih 1 kontrolnih

ispitanika. Nivoi leptina bili su znacajno visi kod gojaznih ispitanika u poredenju sa



kontrolnim. Raspodela frekvencije genotipova varijante LEP G-2548A je bila u Hardi-
Vajnbergovoj ravnotezi i kod gojaznih i kod kontrolnih ispitanika. Distribucija
frekvencija genotipova se nije zna¢ajno razlikovala izmedu ispitivanih grupa. Ucestalost
alela G i alela A za geneticku varijantu LEP G-2548A je: 0,60 i 0,40 u grupi gojaznih i
0,531 0,47 u kontrolnoj grupi.

Rezultati ove doktorske teze pokazuju postojanje statisti¢ki znacajne asocijacije
izmedu genotipova varijante LEP G-2548A i antropometrijskih parametara BW, WC i
BMI kod kontrolnih ispitanika. Koriste¢i dominantni model kod kontrolnih ispitanika
nosilaca heterozigota GA i kontrolnih ispitanika nosilaca homozigota AA pokazana je
statisticki zna¢ajno manja telesna masa, obim struka i indeks telesne mase u poredenju
sa kontrolnim ispitanicima nosiocima homozigota GG. Takode, koriste¢i dominantan
model kod kontrolnih ispitanika nosilaca heterozigota GA 1 kontrolnih ispitanika
nosilaca homozigota AA koncentracija NO u plazmi bila je statisti¢ki znacajno veca u
poredenju sa kontrolnim ispitanicima nosiocima homozigota GG. Takode, rezultati
pokazuju postojanje statisticki znacajne asocijacije izmedu genotipova varijante LEP G-
2548A 1 metaboliCkih parametara LDL 1 ApoB kod gojaznih ispitanika. Koristeci
kodominantni model kod gojaznih ispitanika nosilaca genotipa AA varijante LEP G-
2548 A utvrdena je znacajna asocijacija sa nizim nivoom LDL u poredenju sa gojaznim
ispitanicima nosiocima genotipa GA, odnosno, nosiocima genotipa GG. Koristeci
recesivni model analize, kod gojaznih ispitanika nosilaca genotipa AA uocena je
znacajna asocijacija sa nizim nivoom LDL u odnosu na gojazne ispitanike nosioce
genotipa GG kao i gojazne ispitanike nosioce genotipa GA. Koriste¢i kodominantni
model analize kod gojaznih ispitanika nosilaca genotipa AA uoceno je postojanje
znaCajne asocijacije sa nizim nivoom ApoB u odnosu na gojazne ispitanike nosioce
genotipa GA. Za ostale ispitivane parametre nije uoc¢eno postojanje asocijacije sa LEP

G-2548A.

U zaklju€ku, ovo je prva studija koja istraZzuje asocijaciju geneticke varijante
LEP G-2548A sa antropometrijskim i metabolickim parametrima 1 aktivnosti
antioksidativnih enzima kod gojaznih osoba u srpskoj populaciji. U ovoj doktorskoj
disertaciji pokazano je postojanje asocijacije izmedu geneticke varijante LEP G-2548A
sa antropometrijskim parametrima (BW, WC i BMI) i markerom inflamacije (NO) kod



kontrolnih ispitanika, kao i sa metabolickim parametrima (LDL i ApoB) kod gojaznih

Ispitanika.
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ABSTRACT

Title of doctoral dissertation: 'Association of changes in anthropometric and
metabolic parameters and activities of antioxidative enzymes with leptin gene
polymorphism LEP G-2548 in obese people in Serbia™

The growth in obesity rates presents a major public health concern. In Europe, its
prevalence is within the range of 10-25% in men and 10-30% in women. The
prevalence of obesity increased in Serbia and it became a significant public health
problem among adults: up to 54% examinees of adult populations were obese. Obesity
is a disease defined as abnormal accumulation of body fat mass, which may arise as a
result of increased energy intake and decreased energy expenditure. Genetic
predisposition to obesity has been reported as a major risk factor for individuals, but
identification of the involved genes is still difficult to elucidate. Considering the fact
that leptin concentration is significantly increased in obese persons and at the same time
is proportional with body weight, the leptin gene (LEP) has been evaluated for
polymorphisms that could potentially be related to the pathophysiology of obesity and
its complications. Leptin is a protein hormone encoded by the obese (ob) gene, and is
synthesized predominantly by white adipose cells. Central nervous system, namely
hypothalamic nuclei, is the target where leptin exerts most of its effects on energy
metabolism. Leptin has several systemic effects such as decreases food intake, increases
energy expenditure, and decreases metabolic efficiency. In addition, leptin has been
shown to influence a wide spectrum of biological functions, such as lipid and glucose
metabolism, synthesis of glucocorticoids as well as insulin, and there is an increasing
evidence that leptin is involved in the pathogenesis of inflammatory, and autoimmune
diseases. Adequate fat stores and leptin concentrations decrease the need for food intake
however, allow expenditure of energy via a variety of neuroendocrine axes, autonomic
outputs and activities. Rare obesity syndromes are associated with mutations of LEP in
humans. A common single nucleotide polymorphism within the 5’ promoter region
consisting in G to A substitution at nucleotide (nt) -2548 (LEP G-2548A, -dbSNPID
rs7799039) upstream of the ATG start site, in LEP promoter has been associated with
variations in the concentrations of plasma leptin and body mass index (BMI) in obese

individuals. It has been shown that LEP G-2548A polymorphism influences expression



and secretion of leptin in adipose tissue. Although the LEP variants may be important to
the pathophysiology of human obesity and associated complications, the associations of
LEP G 2548A polymorphism with obesity have been inconclusive.

The one of the aims of this doctoral dissertation was to investigate possible
associations of LEP promoter polymorphism LEP G-2548A and obesity-associated
anthropometric and metabolic parameters and activities of antioxidative enzymes in
obese population. Group of 31 examinees with hyperalimentary type of obesity (mean
age: 39.26 = 11.45 years; BMI: 41.51 + 9.22 kg/m2) and 36 healthy, nonobese, normal
weight examinees (mean age: 33.55 + 6.46 years; BMI: 22.63 + 1.94 kg/m2) were
studied. Blood samples were collected for DNA isolation, serum leptin and serum
lipids, lipoproteins, free fatty acid (FFA), nitrogen oxide (NO) and C- reactive protein
(CRP) as markers of inflammation measurements as well as for 4-hydroxy -2- nonenol
(4-HNE), i.e. marker of lipid peroxidation and activities of antioxidant enzymes such as
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), glutathione
reductase (GR) together with total antioxidant status (TAS). LEP G-2548A genotypes
were determined by PCR restriction fragment length polymorphism based analyses.
Results from this doctoral dissertation show that obese examinees had significantly
higher body weight (BW), BMI, waist circumference (WC), systolic blood pressure
(SBP) and diastolic blood pressure (DBP) compared with control examinees. As for
metabolic parameters the obese subjects had significantly higher fasting plasma insulin
(FPI), 2 h plasma insulin (2 h PI) values, homeostatic model assessment-insulin
resistance (HOMA-IR), 2 h HOMA-IR levels, low density lipoproteins (LDL),
LDL/high density lipoproteins (HDL) ratio, triglycerides (TG), apolipoprotein B
(ApoB) levels while HDL and apolipoprotein A-1 (ApoA-1) levels were significantly
lower compared with control examinees. No significant changes of fasting plasma
glucose (FPG), 2 h plasma glucose (2 h PG), total cholesterol (TC) and lipoprotein (a)
(Lp(a)) levels between obese and control examinees were observed. Leptin levels were
significantly higher in obese examinees compared with control.

The genotype frequency distribution for LEP G-2548A gene polymorphism was in
Hardy—Weinberg equilibrium for both obese and control examinees. The distribution of

the genotype frequencies was not significantly different between the studied groups.



The frequencies of alleles G and A for LEP G-2548A polymorphism was: 0.60 and 0.40
in the obese group, and 0.53 and 0.47 in control group.
Statistically significant associations between LEP G-2548A genotypes and
anthropometric parameters BW, WC and BMI in control examinees were observed.
Results obtained by using dominant model of analysis show that control examinees with
GA heterozygote and AA homozygote, both have significantly lower levels of BW, WC
and BMI compared with control examinees with GG homozygote. The same analysis
shows that control examinees with GA heterozygote and AA homozygote both, have
significantly higher levels of NO concentration compared with control examinees with
GG homozygote. Furthermore, results show statistically significant associations
between LEP G-2548A genotypes and metabolic parameters LDL and ApoB in obese
examinees. Using codominant model of analysis, results show that obese examinees
with AA homozygote have significantly lower levels of LDL compared with both the
obese examinees with GG homozygote and obese examinees with GA heterozygote.
Recessive model of analysis demonstrate that AA homozygote have significantly lower
levels of LDL compared with both, obese examinees with GG homozygote and obese
examinees with GA heterozygote. Analysis by using codominant model shows that
obese examinees with homozygote AA have significantly lower levels of ApoB
compared with obese examinees with GA heterozygote. No other association was found.
In conclusion, this is the first study that investigates the association between
LEP G-2548A polymorphism with anthropometric and metabolic parameters and
activities of antioxidant enzymes in Serbian population. Results generated within this
doctoral thesis show the association between LEP G-2548A polymorphism with
anthropometric parameters (BW, WC and BMI) and marker of inflammation (NO) in

control examinees and with metabolic parameters (LDL and ApoB) in obese examinees.
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SPISAK SKRACENICA

2h HOMA-IR indeks rezistencije na insulin 2h posle dorucka

2h PG

2h PI

4-HNE
AAP
AgRP
AK
Alu
AOS
Apo-Al
ApoB
ApoC
ApoE
ARC
BMI
BSA
BW
C/EBP
CAT

CETP

CNS

koncentracija glukoze u plazmi 2h posle dorucka — (engl. 2h plasma
glucose)

koncentracija insulina u plazmi 2h posle dorucka — (engl. 2h plasma
glucose)

4-hidroksi- 2-nonenol

4-aminoantipirin

peptid slican Aguti proteinu — (engl. agouti-related peptide)
amino kiselina

repetitivna sekvenca

antioksidativni zastitni sistem

apolipoprotein — Al

apolipoprotein B

apolipoprotein C

apolipoprotein E

lu¢no jedro — (lat. nucleus arcuatus)

indeks telesne mase — (engl. body mass index)

albumin iz govedeg seruma — (engl. bovine serum albumin)
telesna masa - (engl. body weight)

vezujuée mesto za CCAAT/pojacivac-vezujuéi protein
katalaza

protein za transfer holesterol estra — (engl. cholesteryl ester transfer
protein)

centralni nervni sistem



CREB

CRH
CRP
CSF3
DBP
DDC
DHBS
DMH
DMT?2
eNOS

ERE

ERK

FN I

FPG

FPI

GABA
GH
GPx
GR
GRE
GSH
GSSG

H,0;

transkripcioni regulator koji se vezuje za regulatorne sekvence DNK
koje odgovaraju na cikli¢ni adenozin monofosfat (CAMP)

domen citokinskog receptora
C — reaktivni protein — (engl. C- reactive protein)

stimuliraju¢im faktorom kolonije 3 — (engl. colony-stimulating factor 3)
dijastolni krvni pritisak

dietilditiokarbamat

3,5-dihloro-2-hidroksibenzen sulfonat

dorzomedijalno jedro hipotalamusa

dijabetes tipa 2 — (engl. type 2 diabetes mellitus)

endotelna azot monoksid sintaza

regulatornih sekvenci koje odgovaraju na estrogen — (engl. estrogen
response element)

kinaze regulisane vancelijskim signalom — (engl. extracellular signal-
regulated kinases)

domen fibronektina tip 111

koncentracija glukoze u plazmi pre dorucka — (engl. fasting plasma
glucose)

koncentracija insulina u plazmi pre dorucka — (engl. fasting plasma
insulin)

gama-aminobuterna kiselina

hormon rasta — (engl. growth hormone)

glutation peroksidaza

glutation reduktaza

regulatorna sekvenca koja odgovara na glukokortikoide
oksidovani glutation

redukovani glutation

vodonik peroksid



HbA¢ glikozilovani hemoglobin — (engl. glycosilated haemoglobin)
HDL lipoproteini velike gustine — (engl. high-density lipoproteins)

HOMA-IR indeks rezistencije na insulin pre doruc¢ka — (engl. homeostatic model
assessment of insulin resistance)

HRP peroksidaza iz rena — (engl. horseradish peroxidase)

IDL lipoprotein intermedijarne gustine — (engl. intermediate-density
lipoprotein)

IGD domen nalik imunoglobulinu

IL-6 interleukin- 6

INT 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-fenil-2H-tetrazolijum hlorid

IR rezistencija na insulin - (engl. insulin resistance)

JAK samo druga kinaza — (engl. just another kinase)

LD neslucajna asocijacija alela — (engl. linkage disequilibrium)

LDL lipoproteini male gustine — (engl. low-density lipoproteins)

LEP G-2548A geneticka varijanta G-2548A u genu za leptin

LEP/Ob gen za leptin

LEP-R receptor za leptin

LH lateralno jedro hipotalamusa

LIF inhibitorni faktor leukemije

Lp(a) lipoprotein (a)

LPL lipoproteinska lipaza

LV leva komora — (engl. left ventriculum)

MAPK mitogenom aktivirane protein kinaze — (engl. mitogen-activated protein
kinases)

MCR melanokortinski receptor

MER11 sekvenca srednjeg ponavljanja frekvencije

MetS metabolicki sindrom — (engl. metabolic syndrome)



NADPH redukovani nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NF-kB nukleusni faktor kB — (engl. nuclear factor xB)
NO azot monoksid — (engl. nitric oxide)
NO; nitrit
NO3 nitrat
NOX NADPH oksidazni put
NPY neuropeptid Y — (engl. neuropeptide Y)
NTD N-terminalni domen
OxS oksidativni stres — (engl. oxidative stress)
PAI-1 inhibitor aktivatora plazminogena-1 — (engl. plasminogen activator
inhibitor-1)
PCR lan¢ana reakcija polimeraze — (engl. polymerase chain reaction)
PI13-K fosfatidilinozitol 3-kinaze — (engl. phosphoinositide 3-kinase)
PKB protein kinaze B — (engl. Protein Kinase B)
POMC proopiomelanokortin — (engl. proopiomelanocortin)
PTP1B protein tirozin fosfataze 1B — (engl. protein tyrosine phosphatase 1B)
RFLP restrikciona analiza sintetisanih fragmenata DNK
ROS reaktivne vrste kiseonika — (engl. reactive oxygen species)
SBP sistolni krvni pritisak
sdLDL male guste LDL cestice — (engl. small dense LDL)
SHP-2 SH2 domen homologije 2 sli¢ne Src
SLR selektivna rezistencija na leptin — (engl. selective leptin resistance)
SMK slobodne masne kiseline — (engl. free fatty acids)
SOCS3 supresor signalizacije citokina 3 — (engl. suppressor of cytokine
signaling)
SOD superoksid dismutaza

Sp-1 protein specifi¢nosti 1



STAT pretvarac signala i aktivator transkripcije — (engl. signal transducer and
activator of transcription)

TAS ukupni antioksidativni status — (engl. total antioxidative status)
TATA TATA blok

TC ukupni holesterol — (engl. total cholesterol)

TEA trietanolamin

TEMED tetrametiletilendiamin

TG trigliceridi — (engl. triglycerides)

TMB tetrametilbenzidin

TNF-a faktor nekroze tumora a - (engl. tumor necrosis factor alpha)
VLDL lipoproteini veoma male gustine — (engl. very low-density lipoproteins)
VMH ventromedijalno jedro hipotalamusa

wC obim struka — (engl.waist circumference)

a-MSH stimulisu¢i hormon a-melanokortin — (engl. alpha-melanocyte-

stimulating hormone)
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1. UVOD

Gojaznost poprima razmere epidemije 1 jedna je od najces¢ih hroni¢nih,
nezaraznih bolesti, kako u svetu, tako i kod nas. U Srbiji je jedan od vaznijih
zdravstvenih problema sa ucestalo$¢u do 54% (Grujic i sar., 2010). Povecanje telesne
mase rezultuje brojnim metabolickim poremecajima, kao §to su rezistencija na insulin
(IR), aterogena dislipidemija i hipertenzija (NIH 1998; Must i sar., 1999). Takode,
gojaznost je bitan faktor rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti, kao $to su bolesti
koronarnih i cerebralnih krvnih sudova, mozdani udar, infarkt miokarda itd, koje su
vodec¢i uzrok smrti u svetu (WHO 2009). Poznato je da masno tkivo sluzi kao skladiSte
energije, ali su sekretorni produkti ovog tkiva ukljuceni u kompleksnu patogenezu
metabolickih poremecaja povezanih sa gojaznoscu. Adipozno tkivo stvara veliki broj
razli¢itih bioaktivnih peptida poznatih kao adipocitokini, u koje spada i leptin (Zhang i
sar., 1994; Havel 2000). Kod gojaznih ispitanika je pokazano poviSenje nivoa leptina,
koje se smanjuje sa redukcijom kalorijskog unosa (Havel 2000; Stokic i sar., 2015).
Signalni put leptina se ukrSta sa signalnim putem insulina, i oni zajedno uti¢u na
regulaciju apetita, unos hrane i potroSnju energije. Danasnja izu€avanja gena za leptin
(LEP) su usmerena na trazenje genetickih varijanti potencijalno povezanih sa
patofiziologijom gojaznosti, dijabetesom, kao 1 komplikacijama udruZzenim sa ovim
patoloskim stanjima. Supstitucija G u A na nukleotidu -2548 uzvodno od start kodona
ATG u promotoru gena za leptin (LEP G-2548A) je genetiCka varijanta asocirana sa
povecanim stvaranjem i sekrecijom leptina (Constantin i sar., 2010). Medutim, razlicite

populacione studije ove geneticke varijante pokazuju kontradiktorne rezultate.

Poznato je iz literature da u stanju gojaznosti, kao i mnogim drugim
patofizioloskim stanjima, dolazi do povecanja reaktivnih vrsta kiseonika i azota (Sies i
sar., 2005; Nikolic i sar., 2011). Skorija saznanja o obnavljanju poremecene aktivnosti
antioksidativnih enzima kod ob/ob miSeva ukazuje na ulogu leptina u modulaciji

aktivnosti ovih enzima (Shimabukuro i sar., 1997). Enzimska komponenta
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antioksidativnog zastitnog sistema (AOS) ¢ini prvu liniju antioksidativne zastite i to Su:
superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT), glutation peroksidaza (GPx), glutation
reduktaza (GR), dok je neenzimska komponenta sekundarna linija odbrane i ¢ine je

vitamini E i C, B-karoteni i tiolova jedinjenja (Xia i sar., 1995; Sies i sar., 2005).

S obzirom na cinjenicu da je koncentracija leptina znacajno povecana kod
gojaznih osoba i proporcionalna telesnoj masi (Considine i sar., 1996; Mantzoros 1999),
aktuelno je izuCavanje asocijacije geneticke varijante U genu za leptin sa
antropometrijskim i metaboli¢kim parametrima (Hoffstedt i sar., 2002). Iako geneticke
varijante leptina mogu biti vazne u patofiziologiji humane gojaznosti i njenih
komplikacija (Paracchini i sar., 2005; Portoles i sar., 2006; Stokic i sar., 2014)
asocijacija geneticke varijante LEP G-2548A sa antropometrijskim i metabolickim
parametrima u stanjima gojaznosti nije u potpunosti objasnjena (Li i sar., 1999; Wang i

sar., 2006; Duarte i sar., 2007; Stokic i sar., 2014).

1.1. Gojaznost

1.1.1. Definicija i nastanak gojaznosti

Gojaznost se definise kao oboljenje koje se karakterise prekomernim
nagomilavanjem telesne masti koje narusava zdravlje i utice na razvoj niza
komplikacija. Dakle, gojaznost predstavlja patolosko stanje organizma koje nastaje,
uglavnom prekomernim unosenjem hranljivih materija, pri ¢emu dolazi do povecanja
ukupne telesne mase, na racun povecanja telesne masti (Mayer 1969; Bray 1979;
Vasiljevi¢ i sar., 2002). Gojaznost nastaje kada energetski unos premasuje energetsku
potrosnju koja je neophodna za odrzavanje kako bazalnog metabolizma, tako i za
fizicke aktivosti (Bray 1989). Kada se poremeti ravnoteza izmedu unosa hrane i
energetske potrosnje, visak kalorija (energije) se deponuje u organizmu u vidu
energetske rezerve (glikogen i masti) (Spiegelman i Flier 2001). Energetske rezerve se
trose u situacijama povecanih potreba organizma za energijom ili ukoliko organizam
gladuje (Spiegelman i Flier 2001). U odnosu na uzroke nastanka razlikuju se sledeci

tipovi gojaznosti:
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- Nasledna gojaznost se ponekad javlja u sklopu naslednih sindroma (tzv.
Sindromima gojaznosti) kao §to su: Tarnerov sindrom, Kohenov sindrom, Pradez-Vili-

Lobhartov sindrom i drugi (Pi-Sunyer 2000)

- Hiperalimentaciona gojaznost i/ili gojaznost usled fizicke neaktivnosti
najées¢i su uzro€nici gojaznosti savremenog doba, jer je prekomerno unosenje hrane

bogate energijom udruzeno sa fiziCkom neaktivnoséu (Pi-Sunyer 2000)

- Gojaznost uzrokovana endokrinoloSkim i metabolickim poremeéajima.
Ovaj tip gojaznosti nastaje usled poremecéaja luenja hormona (KuSijev sindrom,
nedostatak hormona rasta). Takode u menopauzi i trudno¢i moze nastati gojaznost (Pi-

Sunyer 2000)

- Gojaznost nastala usled oboljenja centralnog nervnog sistema. Ovaj tip
gojaznosti uzrokuju: traume ili tumori regija hipotalamusa odgovornih za regulaciju

osecaja gladi i sitosti (Pi-Sunyer 2000)

- Jatrogena gojaznost —primena rali¢itih lekova kao $to su antidepresivi,

kortikosteroidi i drugi, mogu da dovedu do gojaznosti. (Pi-Sunyer 2000).

1.1.2. Dijagnostikovanje gojaznosti

U cilju odredivanja telesne strukture fizicki aktivne populacije najceSée Su

koriS¢ene antropometrijske metode.

1.1.2.1. Antropometrijska merenja

Antropometrijska merenja ¢ini skup relativno jednostavnih procedura za
procenu telesnog sastava. Merenjem dimenzija ljudskog tela kao $to su: telesna visina,
telesna masa (BW; engl. body weight), debljina koznih nabora, obim struka (WC; engl.
waist circumference) i dijametar ekstremiteta, i primenom odredenih matematic¢kih
jednacina dobijaju se podaci o telesnoj gustini i veli¢ini masne 1 bezmasne mase tela
(Ferland i sar., 1989). Iz literature se moze uociti da je predlozen niz antropometrijskih

parametara u pozitivnoj korelaciji sa faktorima rizika, kao i sa morbiditetom i
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mortalitetom ili su predlozeni antropometrijski parametri pokazatelji veli¢ine masne
mase (Chumlea i Guo 1994). Jo$ uvek se traga za najidealnijim parametrom koji bi
imao visoku senzibilnost u detekciji smanjenja rizika nakon smanjenja telesne mase s
jedne strane, a s druge strane idealni parametar bi sa velikom verovatno¢om mogao da

ukaze na rizik nastanka gojaznosti (Chumlea i Guo 1994).

1.1.2.1.1. Indeks telesne mase (BMI)

Kao prva instanca u dijagnostici gojaznosti koristi se vrednost indeksa telesne
mase (BMI; engl. body mass index) koji je u korelaciji kako sa masnom masom, tako i
sa velikim brojem faktora rizika i niza komplikacija uzrokovanih gojaznosc¢u. I pored
svoje dobre korelacije sa navedenim faktorima, BMI ipak pokazuje izvesne varijacije
kako u odnosu na pol, starost, rasnu i etnicku pripadnost, tako i u odnosu na nivo fizicke
aktivnosti (Lev-Ran 2001; Prentice i Jebb 2001). Prema preporukama Svetske
Zdravstvene Organizacije (SZO) prekomerna telesna masa ili predgojaznost
odgovara izmerenim vrednostima BMI izmedu 25 i 29,9 kg/mz, dok se stanje
gojaznosti definide kada je vrednost BMI iznad 30 kg/m? Vrednosti BMI iznad 40
kg/m? ukazuju na ekstremnu gojaznost (WHO 2000).

1.1.2.1.2. Merenje obima struka

Pored odredivanja stepena gojaznosti neophodno je i poznavanje i veli¢ine
intraabdominalnog masnog tkiva koje je odgovorno za pojavu metabolicih
komplikacija, stoga je merenje obima struka neophodno (Pi-Sunyer 2000). Obim struka
upravo predstavlja marker velicine intraabdominalnih masnih depoa. Uoceno je
povecanje rizika nastanka niza poremecaja (naroCito kardiovaskularnog sistema) kod
muskaraca Ciji je obim struka preko 94 cm, a ovaj rizik se povecava sa povecanjem
obima struka preko 102 cm. Kod Zena su te vrednosti nize i iznose 80 cm, odnosno, 88

cm (Pi-Sunyer 2000).
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1.1.2.1.3. Merenje debljine koznih nabora

Merenje debljine potkoznog masnog tkiva se smatra vrlo korisnim parametrom
kako u proceni velicine masne mase, tako i u proceni distribucije masnog tkiva. Telesna
gustina se izracunava merenjem debljine odredenog broja koznih nabora. Zbir debljine
koznih nabora koji je izmeren na razlicitim tackama tela moze se Koristiti za
izracunavanje telesne gustine, a pod pretpostavkom da je gustina masnog kao i
bezmasnog tkiva konstantna (Heyward i Stolarczyk 1996). Formule za izracunavanje
posebno su definisane za pojedine starosne grupe, ali isto tako i za rasne i etnicke
grupacije, kao i za sportiste (Heyward i Stolarczyk 1996).

1.1.3. Epidemiologija gojaznosti

Epidemioloski podaci pokazuju da od gojaznosti u svetu pati 10-60% odraslog
stanovnistva (Vasiljevi¢ i sar., 2002; Nguyen i El-Serag 2010). U industrijski visoko
razvijenim zemljama gojaznost ima tendenciju stalnog porasta (Vague 1947; Pettitt i
sar., 1982; Simopoulos i Van Itallie 1984; WHO 1989; Colditz 1992; Epstein i Higgins
1992; Pi-Sunyer 1993; Kuczmarski i sar., 1994; Sjostrom 1994; Foreyt i Goodrick
1995; Manson i sar., 1995; McGinnis i Lee 1995; Vasiljevi¢ i sar., 2002). Podaci SZO
(WHO 2000) pokazuju da je u 2015. godini u svetu bilo 2,3 milijarde osoba sa
prekomernom telesnom masom i vise od 700 miliona gojaznih osoba (WHO 2000).
Ucestalost gojaznosti se progresivno povecava, ¢ak i u populaciji starijih ljudi (WHO
1989; Vasiljevic i sar., 2002). Epidemioloski podaci ispitivanja sprovedenih u sedam
industrijski razvijenih zemalja (Francuska, Nemacka, Italija, Spanija, Velika Britanija,
SAD i Japan) ukazuju na rapidni porast gojaznosti u poslednjih 10-15 godina
(Vasiljevi¢ i sar., 2002). U svim gore navedenim zemljama, sem Japana, smatra se da
vise od jedne cetvrtine stanovnistva pati od gojaznosti ili od prekomerne telesne mase
(Vasiljevi¢ i sar., 2002; Nguyen i El-Serag 2010). Kada se govori o prevalenci
gojaznosti ona je visa u SAD i Australiji nego u Evropi, dok je ekstremna gojaznost
daleko najprisutnija u SAD (Vasiljevi¢ i1 sar., 2002; Nguyen i El-Serag 2010). U
zemljama zapadne Evrope, Francuskoj, Nemackoj, Italiji i VVelikoj Britaniji smatra se da

je oko 25% stanovnistva gojazno (Seidell 1995). Ukoliko se tendencija rasta broja
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gojaznih nastavi ovim tempom procenjuje se da ¢e do 2230. godine svi Amerikanci biti
gojazni (Sjostrom 1994; Vasiljevic i sar., 2002).

Gojaznost je jedan od velikih zdravstvenih problema u Srbiji. Po poslednjim
istrazivanjima Kkoje je objavio Institut za zaStitu zdravlja Srbije iz 2000. god,

epidemioloski podaci za nasu zemlju su sledeci:

- Vise od polovine odraslog stanovnistva Srbije (54%) ima problem prekomerne
uhranjenosti (predgojaznost i gojaznost), pri ¢emu je 36,7% odraslih predgojazno, dok

je 17,3% gojazno.

- Najve¢u ukupnu prevalencu (predgojaznost+gojaznost) ima Vojvodina
(58,5%).

- Prosec¢na vrednost BMI u populaciji odraslog stanovnistva Srbije je: 26+4,74

kg/m?.

- U ruralnim predelima je nesto visi prosecan BMI od 26,3+4,93 kg/m? u odnosu
na urbane predele gde je 25,8+4,61 kg/m?.

1.1.4. Tipovi i podtipovi gojaznosti

1.1.4.1. Tipovi gojaznosti

Na osnovu distribucije masno-tkivnih depoa razlikuju se dva tipa gojaznosti:
1. ginoidni (gluteofemoralna, ginoidna ili "gojaznost u obliku kruske") karakterise ga
nagomilavanje masnih depoa pretezno subkutano u regionu kukova i butina i smatra se
da ima delimi¢no zastitnu ulogu u slu¢aju komplikacija metabolickog sindroma (MetS)
(Hollmann i sar., 1997; Harlan i sar., 2011).

2. androidni (visceralna, abdominalna ili gojaznost u obliku ,,jabuke™) masni depoi se
nagomilavaju uglavnom intraabdominalno i subkutano oko abdomena i osobe sa ovim
tipom gojaznosti imaju ve¢i rizik od razvoja metabolickih poremecaja i

kardiovaskularnih oboljenja (Hollmann i sar., 1997).
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1.1.4.2. Podtipovi gojaznosti

Uzimajuéi u obzir tri osnovna aspekta na osnovu kojih se sagledava problem
gojaznosti (stepen uhranjenosti, udeo masne mase u ukupnoj telesnoj masi i
abdominalnu distribuciju masnog tkiva), a u cilju prevencije gojaznosti (Karelis i sar.,
2004) definisano je nekoliko podtipova gojaznosti baziranih na opservaciji da sve
gojazne osobe ne ispoljavaju uvek sve metaboli¢ke 1 kardiovaskularne poremecaje, a
takode 1 na zapazanju da se isti poremecaji mogu naci i kod normalno uhranjenih
osoba. Na osnovu toga razlikuju se metabolicki zdrave i metabolicki rizi¢no
gojazne osobe, kao 1 metabolic¢ki gojazne i metabolic¢ki zdrave normalno uhranjene

osobe (Wajchenberg 2000; Karelis i sar., 2004).

Klinicka opservacija pokazuje da nezavisno od BMI, normalno uhranjene ili
gojazne osobe mogu predstavljati zdravi ili nezdravi metaboli¢ki profil. Na osnovu BMI
i metabolickog profila osobe mogu biti klasifikovane u cetiri fenotipa: 1) mrsavi i
zdravi, 2) mrsavi i nezdravi (takode poznati kao mrsavi spolja, gojazni iznutra ili
metabolicki gojazni ali sa normalnom telesnom masom), 3) gojazni i nezdravi i 4)
gojazni i zdravi (metabolicki zdravi gojazni ili gojazni senzitivni na insulin) (An i sar.,
2000; Couillard i sar., 2000; Hong i sar., 2000).

1.1.5. Mortalitetne i morbiditetne karakteristike gojaznosti

1.1.5.1. Mortalitetne karakteristike gojaznosti

Podaci velikog broja epidemioloskih studija pokazuju da je gojaznost oboljenje
koje je udruzeno sa povecanim rizikom mortaliteta (Manson i sar., 1987; Allison i sar.,
1997). Pokazano je da je indeks telesne mase izmedu 23-25 kg/m? udruZen sa
minimalnim mortalitetom, dok je rizik od mortaliteta ve¢i kada je vrednost BMI iznad
30 kg/m? (Vasiljevié i sar., 2002; Saguy i Riley 2005). Gojazne osobe (BM1>30 kg/m?)
imaju dva do tri puta ve¢i rizik od smrti u odnosu na osobe sa normalnom telesnom
masom, dok preterano gojazne osobe (BMI>35 kg/m?) imaju kraéi Zivotni vek za pet do
dvadeset godina u odnosu na osobe sa normalnom telesnom masom istog pola i godina
(Cannon 2008). Uticaj gojaznosti na razvitak komplikacija i pove¢ani mortalitet moze

se objasniti dvostrukim delovanjem: direktnim, neposrednim uticajem gojaznosti na
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nastanak izvesnih oboljenja (narocito kardiovaskularnih) i indirektnim efektom na druge
faktore rizika (arterijska hipertenzija, dijabetes, hiperlipoproteinemije) (Vasiljevic i sar.,
2002; Saguy i Riley 2005).

1.1.5.2. Morbiditetne karakteristike gojaznosti

S obzirom na svoje razmere, sama gojaznost predstavlja ozbiljan zdravstveni
problem imaju¢i u vidu da sa sobom povla¢i povecan rizik nastanka niza bolesti.
Gojaznost je udruzena sa razvojem Citavog niza komplikacija, tako da prakti¢no ne

postoji organ ili sistem organa koji nisu zahvaceni u ovom oboljenju (Slika 1.) (Stokic

2004).

Stoga je odredivanje metaboli¢kih parametara u stanjima gojaznosti od izuzetne
vaznosti u prevenciji metabolickih komplikacija uzrokovanih gojaznos¢u. Od
mnogobrojnih metaboli¢kih parametara koji se odreduju kod gojaznih osoba,

nave$¢emo samo neke od njih, koji su odredivani u okviru ove doktorske disertacije:

1. Parametri metabolizma glukoze

- merenje koncentracije glukoze i koncentracije insulina u plazmi gojaznih osoba pre
jela (FPG; engl. fasting plasma glucose; FPI; engl. fasting plasma insulin), kao i 2 sata
posle jela (2h PG; engl. 2h plasma glucose; 2h PI; engl. 2h plasma insulin).

- izraCunavanje indeksa rezistencije na insulin pre (HOMA-IR; engl. homeostatic model
assessment of insulin resistance) i 2 sata posle jela (2h HOMA-R)

- merenje nivoa glikozilovanog hemoglobina (HbA;.; engl. glycosilated haemoglobin).

2. Parametri metabolizma lipida

- merenje koncentracije ukupnog holesterola (TC; engl. total cholesterol), triglicerida
(TG; engl. triglycerides), lipoproteina velike gustine (HDL; engl. high-density
lipoproteins), izracunavanje lipoproteina male gustine (LDL; engl. low-density
lipoproteins) i odnosa LDL/HDL.

- merenje koncentracije apolipoproteina - Al (Apo-Al), apolipoproteina B (ApoB) i
lipoproteina a (Lp(a)).
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- merenje nivoa slobodnih masnih kiselina (SMK; engl. free fatty acids)

3. Parametri inflamacije
- merenje koncentracije azot monoksida (NO; engl. nitric oxide) i koncentracije C-

reaktivnog proteina (CRP; engl. C- reactive protein)

Hirurike komplikacije
Bolesti organskih sistema
: 3 ; e perioperativni rizik: anestezioloske
» Bolesti kardiovaskularnog sistema komplikacije

o Cerebrovaskularna bolest o komplikacije rane

o Kongestivna sréana nsuficijencija s incizionalne hernije

o Ishemijska bolest srca

o Hipertenzija

o Tromboembolijske komplikacije
» Bolesti respiratornog sistema

o Hipoventilacioni sindrom

o Sleep apnea Mehani¢ke komplikacije
o Bolesti gastrointestinalnog trakta

o Holelitijaza o Artritis

o Masna infiltracija jetre e Porast
» Abnormalnosti reproduktivnog sistema intraabdominalnog

o Hormonalne komplikacije: Zene pritiska

o Hormonalne komplikacije: muskarci

o Opstetricke komplikacije
o Nervni sistem

o Adipositas dolorosa

o Pseudotumori mozga
» Disfunkcije imunoloskog sistema
o Bolesti koZe Psihosocijalne komplikacije

o Bolesti oka

 socijalni aspekti
o ekonomski aspekt

Metabolitko-hormonalne komplikacije

o Metaboli¢ki sindrom
o Tip 2 dijabetesa
o Insulinska rezistencija, hiperinsulinizam
o Dislipoproteinemija
o Hipertenzija
o Poremecaji u nivou hormona i cirkuli$ucih faktora:

Maligne bolesti

o dojke
o debelog creva

2 Cltok%na o zenskih polnih organa:
o Ghrelina % =
endometrijum, ovarijum
o Hormona rasta S e :
: 5 : o 7ucne kesice

o Hipotalamo-hipofizna- adrenalna osovina

’ o bubrega
o Leptin

: ; Wl e prostate
o Renin-angiotensin sistem

Slika 1. Morbiditetne posledice gojaznosti. Slika preuzeta iz knjige (Stokic 2004).
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1.1.5.2.1. Uloga gojaznosti u razvoju kardiovaskularnih oboljenja

Kardiovaskularne komplikacije koje su povezane sa gojaznoS¢u doprinose
visokoj stopi morbiditeta i mortaliteta (Barbosa i sar., 2011). Sve komponente MetS su
nezavisni uzro¢nici kardiovaskularnih dogadaja kao $§to su mozdani udar,
kardiomiopatije, bolest koronarnih arterija, infarkt miokarda, sréana insuficijencija i

iznenadan sr¢ani zastoj (Knudson i sar., 2007).

Kod gojaznih osoba prekomerne naslage masnog tkiva mehanicki vr$e pritisak
na krvne sudove $to uzrokuje otezan rad srca, dok se s druge strane, usled gojaznosti
povecava i sama povrSina organizma te je potrebna i veéa koli¢ina krvi za njegovo
perfundovanje. Da bi organizam sa prekomernim masnim naslagama zadovoljio svoje
uvecane metabolicke potrebe, volumen krvi koja cirkuliSe 1 minutni volumen srca se
povecavaju (Poirier i sar., 2006). Pove¢anje minutnog volumena srca kod gojaznih
osoba uglavnom potice od koli¢ine krvi koja se ispumpava iz srca pri kontrakciji, iako
je zbog povecane simpaticke aktivnosti povecana i frekvencija srcanih kontrakcija
(Messerli i sar., 1987). Kod takvih osoba, usled povecanog volumena krvi, dolazi do
dilatacije i povecane napregnutosti zida leve komore (LV; engl. left ventriculum), sto
zatim dovodi do njene hipertrofije (Vasan 2003). Kod gojaznih osoba je ¢esta pojava i
povisenog krvnog pritiska (hipertenzije) (Sing i sar., 2003). Kod gojaznih osoba
muskog i zenskog pola sa porastom BMI raste incidenca pojave hipertenzije (Sing i sar.,
2003). Smatra se da su patofizioloski mehanizmi razvoja hipertenzije u gojaznosti

visestruki (Kurukulasuriya i sar., 2011; Sudar i sar., 2012).

Pokazano je i postojanje pozitivne korelacije izmedu telesne mase i sréane
funkcije (Poirier i sar., 2006). Masne celije se nagomilavaju izmedu misi¢nih vlakana ili
dovode do degeneracije kardiomiocita, Sto ima za posledicu poremecaje u sprovodenju
¢elijskih signala signalne transdukcije u samom srcu (Poirier i sar., 2006). Gojaznost i
prekomerna telesna masa predstavljaju najceS¢i faktor rizika kod pacijenata koji su
pretrpeli infarkt miokarda (Lopez-Jimenez i Cortes-Bergoderi 2011). Vise od dve
tre¢ine pacijenata sa koronarnom boleS¢u srca ima poveéanu masu tela ili je gojazno
(Romero-Corral i sar., 2006; Lopez-Jimenez i sar., 2008). Gojaznost kod adolescenata i
odraslih osoba povezana je i sa u¢estalom pojavom ranih aterosklerotskih lezija (McGill

I sar., 2002). Ateroskleroza koronarnih krvnih sudova pocinje ili je ubrzana razli¢itim
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mehanizmima koji su karakteristi¢ni za stanja gojaznosti, kao §to su povecan simpaticki
tonus, povecanje koncentracije SMK, povecan intravaskularni volumen i napregnutost
vaskularnog zida, inflamacija i promene u lipoproteinima koji povecavaju aterogeni
potencijal (Lopez-Jimenez i Cortes-Bergoderi 2011). Osim toga, protrombotsko stanje
kod gojaznih osoba verovatno doprinosi nastanku akutnih koronarnih dogadaja
(nefatalni infarkt miokarda i nestabilna angina pectoris) (Scarabin i sar., 1996; Lopez-

Jimenez i Cortes-Bergoderi 2011) (Kurukulasuriya i sar., 2011; Sudar i sar., 2012).

Cuvena studija Framingham Heart Study (Higgins i sar., 1988) je pokazala da je
gojaznost nezavistan faktor ishemijske bolesti srca. Takode, autori iste studije pokazali
su da bez obzira na pol, pojava kardiovaskularnih oboljenja raste sa povec¢anjem telesne
mase. Rezultati epidemioloskih studija (Mathew i sar., 2008) su pokazali da sa porastom

indeksa telesne mase dolazi do znacajnog razvoja ishemijske bolesti srca.

Zavisno od stepena gojaznosti kako kod muskaraca, tako i kod Zena (Gustafson
2010) povecava se i broj faktora rizika, koji povecavaju rizik nastanka ishemije srca.
Gojazne osobe imaju dvostruko ve¢i rizik za nastanak sréane insuficijencije u poredenju
sa osobama koje imaju normalan indeks telesne mase (Krum i Abraham 2009). Pacijenti
sa uznapredovalom gojazno$c¢u, koji imaju sr¢anu insuficijenciju bez disfunkcije LV,
dijagnostikuju se kao pacijenti sa kardiomiopatijom povezanom sa gojaznoS¢u (Wong i
sar., 2004). Ranije se smatralo da gojaznost moze biti uzrok sréane insuficijencije samo
preko intermedijarnih mehanizama kao $to su hipertenzija ili koronarna bolest srca, ali
postoje studije koje su pokazale da i drugi faktori mogu biti uzro¢nici kardiomiopatije
povezane sa gojaznoSc¢u, kao Sto je hipertrofija LV povezana sa gojaznos$cu, koja ne
moze biti objasnjena samo poveéanim krvnim pritiskom (Lopez-Jimenez i Cortes-

Bergoderi 2011).

1.1.5.2.2. Uloga gojaznosti u razvoju dijabetesa

Dijabetes tipa 2 (DMT?2) razvija se kao jedna od posledica gojaznosti, narocito
gojaznosti abdominalnog tipa. Od ukupnog broja obolelih od DMT2 80-90% njih je
gojazno (Stokic 2004; Eckel i sar., 2011). Smatra se da se u osnovi ove povezanosti

nalazi poremecaj hiperinsulinemija i insulin-zavisno preuzimanje glukoze, $to je
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delimi¢no uslovljeno promenama u samom masnom tkivu. Neki od faktora rizika za
razvoj DMT?2 su: abdominalna gojaznost, godine starosti, nacin zivota (pusenje, mala
fizicka aktivnost, alkohol, konzumiranje crvenog mesa i trans masnih Kkiselina,
smanjeno unosSenje dijetnih vlakana). Telesna masa, indeks telesne mase 1 obim struka
su znacajni prediktori individualnog rizika od DMT2. Rizik nastanka DMT2 je povezan
sa intraabdominalnim masnim depoima (Joost 2008). Veliki broj epidemioloskih studija
jasno pokazuju povezanost gojaznosti i rizika razvoja DMT2. Tako je uoceno da sa
porastom indeksa telesne mase iznad 30 kg/m? dolazi do povecanja rizika za razvoj
DMT2 (Calle i sar., 1999; Kwok i sar., 2008). Rizik za razvoj ove bolesti je veci
ukoliko je re¢ o visceralnom tipu gojaznosti. Jedan od bitnih razloga razvoja DMT2 je i

IR pojava koja dovodi do kompenzativne hiperinsulinemije.

1.1.5.2.3. Gojaznost, rezistencija na insulin i kardiovaskularna oboljenja

Rezistencija na insulin predstavlja stanje u kome je poremeéen odgovor na
insulin tj. insulin nije u moguc¢nosti da adekvatno ostvari svoje bioloske efekte (Sowers
i sar., 1994; Reaven i sar., 1996; Nolan i sar., 1997; Hunter i Garvey 1998). Rezistencija
na insulin je nesposobnost perifernih ciljnih tkiva da odgovore na adekvatan nacin, ¢ak i
na fizioloske koncentracije insulina u cirkulaciji, stoga po definiciji IR predstavlja
defekt u signalnoj transdukciji insulina (Pessin i Saltiel 2000). Pokazano je da je
gojaznost usko povezana sa pojavom IR (Bonadonna i sar., 1990; McFarlane i sar.,
2001; Reaven 2001) i sa metabolickim i hormonskim promenama, kao posledica

visceralne gojaznosti karakteristicne za MetS (Reaven 2001).

IR moZe da se javi na tri nivoa u odnosu na oStecenje usled koga je nastala: pre
vezivanja insulina za njegov receptor, na nivou receptora za insulin ili usled poremecaja
u signalnom putu insulina tj. posle vezivanja insulina za njegov receptor (Hunter i
Garvey 1998).

Pretpostavlja se da IR, koja se javlja usled gojaznosti predstavlja prvi korak u
razvoju kardiovaskularnih bolesti (Kolterman i sar., 1981; Bogardus i sar., 1985;
Godfrey i Barker 2000; Morisco i sar., 2006). Delimi¢no, IR povecava rizik nastanka

nekih kardiovaskularnih bolesti zbog hipertenzije i dislipidemije, kao i promena u
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adipocitokinima, koje vode inflamaciji krvnih sudova (Shulman 2000; Rask-Madsen i
King 2007). Oslabljena senzitivnost na insulin u skeletnim misi¢ima 1 jetri direktno je
odgovorna za razvoj DMT2 kod ¢oveka (Shulman 2000). lako IR u drugim organima
kao $to je srce, ne dovodi do bolesti per se, postoje dokazi koji ukazuju na uticaj IR na

patogenezu kardiovaskularnih bolesti (Young 2010).

Kod pacijenata sa poremecajem u radu srca Cesto je prisutna i IR (Witteles i
Fowler 2008). Kod gojaznih pacova sa IR pokazana je akumulacija lipida u srcu,
disfunkcija u kontraktilnosti LV i poremecena aktivacija insulinske signalne
transdukcije i to fosfatidilinozitol 3-kinaze (P13-K; engl. phosphoinositide 3-kinase) i
protein kinaze B (PKB; Akt; engl. Protein Kinase B) (Boudina i sar., 2005).

1.1.5.2.4. Uloga gojaznosti u poremeéaju metabolizma lipida

Poremecaj metabolizma lipida i lipoproteina postoji kod priblizno 30% gojaznih
osoba (Martin i sar., 1994). Usled prisustva gojaznosti dolazi do razvoja
hiperholesterolemije, hipertrigliceridemije, pada nivoa protektivnog HDL) holesterola i
porasta nivoa LDL holesterola sa pove¢anim udelom malih, gustih LDL Cestica (Darga i
sar., 1994). Gojaznost povecava kardiovaskularni rizik preko faktora rizika kao §to su
povecani nivo TG, visok nivo lipoproteina male gustine LDL, nizak nivo lipoproteina
velike gustine HDL, poviseni nivoi glukoze i insulina u krvi i visok krvni pritisak (Klop
I sar., 2013). Svi ovi poremecaji lipida su tipi¢ne karakteristike MetS i mogu biti
povezani sa inflamacijom koja delimi¢no poti¢e iz samog masnog tkiva i direktno utice
na endotel krvnih sudova (Klop i sar., 2013). Vazna veza izmedu gojaznosti, MetS i

dislipidemije je razvoj IR u perifernim tkivima (Klop i sar., 2013).

Nivo HDL holesterola odrazava ravnotezu izmedu stope stvaranja HDL 1 stope
njegovog klirensa (Wang i Peng 2011). Medutim, povecani klirens HDL ima vise
uticaja na smanjenje HDL kod gojaznih osoba (Rashid i sar., 2006). Pokazano je da
promene u sastavu HDL posebno povecanje udela TG ¢ine veéinu uzroka njegovog
povecanog klirensa (Wang i Peng 2011). U stanju gojaznosti i IR masno tkivo oslobada
visak SMK. Nascenti lipoprotein veoma male gustine (VLDL,; engl. very low-density

lipoproteins) osloboden iz jetre sadrzi TG, holesterol, ApoB, apolipoprotein C (ApoC),
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apolipoprotein E (ApoE) (Shelness i Sellers 2001). HDL razmenjuje holesterol estre sa
VLDL u zamenu za fosfolipide i TG uz prisustvo proteina za transfer holesterol estra
(CETP; engl. cholesteryl ester transfer protein) za ¢iju je aktivnost pokazano da je
znacajno povecana kod gojaznih osoba (Dullaart i sar., 1994). Sa ve¢im uklanjanjem
TG iz VLDL usled delovanja lipoproteinske lipaze (LPL) i CETP, sastav VLDL se
menja i nastaje lipoprotein intermedijarne gustine (IDL; engl. intermediate-density
lipoprotein) (Shelness i Sellers 2001). Kao rezultat gojaznosti ve¢i broj HDL cestica je
siromasan holesterolom i oboga¢en TG. Lipidima siromasan HDL moze da se reciklira i
da formira nascentne HDL cestice, ali se pretposStavlja da se on najverovatnije izluCuje
preko bubrega (Wang i Peng 2011), a HDL ostaci se vezuju za ¢elije jetre ili bubrega
koji posreduju u preuzimanju, internalizaciji i degradaciji ostataka HDL (Wang i Peng
2011).

1.2. Masno tkivo

Dugi niz godina se smatralo da belo masno tkivo predstavlja neaktivan organ u
kome se deponuje visak energije. Medutim, poslednjih godina je postalo jasno da masno

tkivo ima kompleksnu ulogu (Hirsch 1984).

1.2.1. Uloga mrkog i belog masnog tkiva

Masno tkivo je specifi¢no vezivno tkivo koga ¢ine adipociti. Pored adipocita u
masnom tkivu se nalaze i drugi tipovi Celija kao Sto su fibroblasti koji su prekursori
adipocita, endotelne celije, imune celije itd. (Hauner i Loffler 1987). Na osnhovu
¢elijske strukture, lokalizacije, inervacije i funkcije razlikuju se dve osnovne vrste
masnog tkiva: belo i mrko masno tkivo. Pored belog i mrkog masnog tkiva razlikuje se i

masno tkivo koStane srzi i dojke.

Uloga mrkog masnog tkiva je prvenstveno u termoregulaciji (Trayhurn i sar.,
1982). Za mrko masno tkivo je karakteristicno da je prisutno tokom fetalnog razvica,
kao i tokom prvih godina zivota. Starenjem dolazi do transformacije mrkog u belo

masno tkivo (Cinti 2002; Avram i sar., 2005). Takode, belo masno tkivo se moze
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transformisati u mrko usled dugotrajnog izlaganja hladno¢i. Tokom hladnoce dolazi do
hiperplazije i hipertrofije adipocita (Lemieux i sar., 1994; Cannon i Nedergaard 2004;
Avram i sar., 2005).

Belo masno tkivo se na osnovu anatomske lokalizacije deli na subkutano i
visceralno masno tkivo (Cryer 1981). Belo masno tkivo je svojom funkcijom aktivno
uklju¢eno u metabolizam lipida i glukoze. Glavna uloga belog masnog tkiva je u
skladistenju TG tokom procesa unosa hrane, kao i u oslobadanju SMK onda kada

potro$nja energije premasuje unos hrane.

Belo masno tkivo ima vrlo vaznu ulogu u kontroli energetske homeostaze u
organizmu (Kershaw i Flier 2004; Galic i sar., 2010) kroz brojne endokrine, parakrine i

autokrine signale.

1.2.2. Uloga masnog tkiva u nastanku komplikacija gojaznosti

Komplikacije gojaznosti nastaju kao posledica morfoloskih i funkcionalnih
promena u samom masnom tkivu. Usled morfoloskih promena dolazi do uvecanja
ukupne mase masno-tkivnih depoa. Kao rezultat funkcionalnih promena dolazi do
promena kako inflamatornog, tako i citotoksicnog profila, kao i do promena u

endokrinoj 1 metaboli¢koj funkciji masnog tkiva.

Brojne studije su pokazale da abdominalno masno tkivo, nezavisno od ukupne
masne mase predstavlja faktor rizika za razvoj komplikacija gojaznosti (Dvorak i sar.,
1999). Centralna ili abdominalna gojaznost koja se odlikuje uve¢anjem abdominalne
masne mase, posebno njenog visceralnog depoa (Lemieux i sar., 1996; Fujimoto i sar.,
1999) u vezi je sa IR, netolerancijom na glukozu, dislipidemijom, koronarnom boles¢u
srca, cerebrovaskularnim oboljenjima, DMT2, kao i mortalitetom od pomenutih
komplikacija (Misra i Vikram 2003; Pi-Sunyer 2004). Poremeceni profil lipida u
abdominalnoj gojaznosti ¢ini hipertrigliceridemija, povisen nivo Apo B, malih gustih
LDL ¢estica (sdLDL; engl. small dense LDL) i odnos ukupnog i HDL-holesterola, kao i
nizak nivo protektivnog HDL-holesterola (Wajchenberg 2000; Deschenes i sar., 2003;
Misra i Vikram 2003; Onat i sar., 2004). Abdominalna gojaznost je i jedan od

nezavisnih faktora rizika za razvoj hipertenzije. Pokazano je da je masa visceralnog
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masnog tkiva u pozitivnoj korelaciji i sa parametrima ateroskleroze kao sto je odnos
debljina intima-medija (Misra i Vikram 2003). Kod osoba sa izrazenom
abdominalnom gojaznos¢u uoceno je i povecanje ekskrecije albumina, koja znacajno
potencira kardiovaskularni rizik (Misra i Vikram 2003). Abdominalnu gojaznost prati i
porast nivoa inflamatornih markera, kao sto su CRP (Pi-Sunyer 2004) i NO. Tako je
pokazano da delovanjem na CRP, citokin IL-6 inhibira sintezu endotelne atot
monoksid sintaze (eNOS) i reaktivnih vrsta kiseonika (ROS; engl. reactive oxygen
species), povecava vaskularnu permeabilnost, povecava ekspresiju adhezivnih molekula

I na taj na¢in dovodi do formiranja tromba (Stapleton i sar., 2008).

1.3. Leptin

1.3.1. Istorijat leptina

Rezultati fizioloskih eksperimenata Kolemana na gojaznim miSevima ukazali su
na prisustvo neidentifikovanog hormonskog faktora koji putem cirkulacije kod gojaznih
miseva smanjuje masu masnog tkiva (Coleman 1988). Friedman i saradnici su 1994.
godine identifikovali nepoznati hormonski faktor i inicijalno ga nazvali Ob genski
produkt s obzirom da je identifikovan u ob/ob gojaznim miSevima. Sledec¢e godine ovaj
hormonski faktor je nazvan leptin (gr. leptos- tanak) (Abate i sar., 1995). Leptin je
peptidni hormon, produkt Ob gena koji se lu¢i u masnom tkivu. Sastoji se od 167 amino
kiselina sa signalnom sekretornom sekvencom od 21 aminokiseline na amino kraju
(Glaum i sar., 1996). Leptin je globularni protein sa tercijarnom strukturom slicnom
citokinima (Mantzoros i Moschos 1998). Svojim delovanjem leptin reguliSe unos hrane,
telesnu masu i reproduktivnu funkciju, a ima ulogu i u rastu fetusa, imunskim ili

proinflamatornim odgovorima, angiogenezi i lipolizi (Mantzoros i Moschos 1998).

1.3.2. Struktura proteina leptina

Leptin se kao monomer “pakuje” u heksagonalnu kristalnu formu (Zhang i sar.,

1997). Protein leptin Cine Cetiri antiparalelna o—heliksa (A, B, C i D) povezana dvema
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dugim ukrstaju¢im vezama (AB i CD) i jednom kratkom petljom (BC) rasporedena tako
da ¢ine ulevo izuvijani spiralni paket (Zhang i sar., 1997) (Slika 2). Cetiri o—heliksa
Cine sledec¢i ostaci: A, Pro 2—His 26; B, Leu 51-Ser 67; C, Arg 71-Lys 94; D, Ser 120—
Ser 143 (Zhang i sar., 1997). Humani protein leptin duzine je 167 AK i molekulske
mase 16 kDa (Zhang i sar., 1997). Ispitivanjem strukturne sli¢nosti pokazano je da
protein leptin pokazuje najvecu strukturnu slicnost sa citokinima familije IL-6 i
stimuliraju¢im faktorom kolonije 3 (CSF3; engl. colony- stimulating factor 3), a u
manjem stepenu i sli¢nost sa drugim citokinima dugog lanca ukljucuju¢i hormon rasta
(GH; engl. growth hormone) i laktogen iz placente (Holm i Sander 1996; Zabeau i sar.,
2003; Peelman i sar., 2004).

AB petlja

7 — okret spirale

Slika 2. Protein leptin (slika preuzeta sa www.shutterstock.com)

1.3.3. Biosinteza leptina

Leptin se produkuje uglavnhom u belom masnom tkivu i proizvod je Ob/LEP
gena (MacDougald i sar., 1995). Produkcija leptina ali u manjim koli¢inama je takode
detektovana i u drugim tkivima tela ukljuc¢uju¢i mrko masno tkivo, placentu, fetalna

tkiva, zeludac, miSice, kostnu srz, zube i mozak. (Chan i sar., 2002).
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1.3.4. Sekrecija leptina

Vrlo slozeni endokrini, neuroendokrini i parakrini signali reguliSu sintezu i
sekreciju leptina. Luc¢enje leptina je proporcionalno veli¢ini masne mase i nutritivnom
statusu. Sekrecija leptina je veca u subkutanom nego u visceralnom masnom tkivu
(Wajchenberg 2000; Fain i sar., 2004). Pokazano je da se nivo leptina u krvi smanjuje u
stanju gladovanja §to se dovodi u vezu sa adaptivnim fizioloskim odgovorom na stanje

gladovanja.

Na sekreciju leptina uti¢e unos hrane, ukupna telesna masnoca i nekoliko
hormona (Mantzoros i Moschos 1998). Insulin i, u manjoj meri, drugi peptidni hormoni
pankreasa ukljucuju¢i glukagon, amilin i pankreasni polipeptid smanjuju unos hrane i
imaju uticaj na luéenje leptina. Insulin je glavni regulator proizvodnje leptina (Friedman
2004). Eksperimentalni podaci dobijeni u in vitro i in vivo studijama pokazuju da
insulin stimuliSe stvaranje leptina (Nogueiras i sar., 2008). Hiperinsulinemija, i to
dugotrajna dovodi do povecéanja leptina, dok kratkotrajno delovanje nema efekta
(Nogueiras i sar., 2008). Infuzije insulina povecavaju koncentraciju leptina u cirkulaciji
kod ljudi (Fliers i sar., 2003), a nivo leptina je znacajno smanjen kod glodara sa
dijabetesom tipa 1 (Mueller i sar., 1998). Na osnovu in vitro ispitivanja pretpostavlja se
da insulin stimuliSe proizvodnju leptina preko metabolizma glukoze (Mantzoros i
Moschos 1998). Blokada transporta glukoze ili glikolize inhibira ekspresiju leptina i

lucenje u adipocitima (Mueller i sar., 1998).

Promene u metabolizmu glukoze mogu se objasniti zapaZanjem da ishrana
bogata mastima za 24 h snizava nivo leptina u cirkulaciji kod ljudi, $to doprinosi efektu
koji ishrana bogata mastima ima u promovisanju povecanja telesne mase i gojaznosti
(Havel 2000). Za razliku od insulina, kateholamini se vezuju za B, i B3 adrenoreceptore i
inhibiraju sintezu leptina (Wabitsch i sar., 1996) sto ukazuje na vezu koja postoji
izmedu neuroendokrine i simpaticke kontrole endokrine funkcije masnog tkiva tj. na
postojanje negativne povratne sprege izmedu mozga i masnog tkiva (Trayhurn i Beattie
2001; Trayhurn i Bing 2006). Kortikosteroidi i faktor nekroze tumora o (TNF-a; engl.
tumor necrosis factor alpha) stimulisu stvaranje leptina, dok ga tiroidni hormoni
verovatno smanjuju (Nogueiras i sar., 2008). Smanjen nivo leptina u cirkulaciji

posmatran tokom velike potroS$nje energije je povezan sa senzacijom gladi kod ljudi
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(Mantzoros i1 Moschos 1998). Tako smanjenje leptina u energetski ograni¢enim
uslovima i smanjenje telesne mase mogu da doprinesu snaznoj sklonosti ka gojenju
(Flier i Maratos-Flier 2010). Stoga, leptin se luci iz adipocita u krvotok i prelazi krvno-
mozdanu barijeru i dospeva u odredene regione mozga uklju¢ene u regulisanje

energetskog balansa u hipotalamusu (Burguera i sar., 2000).

1.3.5. Transport leptina

Leptin cirkuliSe u krvnom sistemu kako u slobodnom tako i u vezanom obliku za
nosa¢ proteina (Mantzoros i Moschos 1998). Slobodna forma je bioloski aktivni oblik
leptina. Ravnoteza izmedu slobodnog i vezanog leptina je potencijalni regulator
bioraspolozivosti leptina (Lahlou i sar., 2000). Leptin cirkulise preko proteina plazme
za koje je delimi¢no vezan, a u CNS ulazi receptor posredovanim transportom u oblasti
horoidnih pleksusa. Smatra se da izoforma receptora za leptin LEP-Ra ima
najznacajniju ulogu u transportu leptina kroz krvno-mozdanu barijeru (Trayhurn i Bing
2006).

1.3.6. Uloga leptina u regulaciji energetskog balansa

Dejstvo leptina je posredovano vezivanjem za razne izoforme receptora za leptin
(LEP-R) Kkoji su izrazeni u razli¢itim tkivima ukljucujuéi mozak, jajnike i maticne Celije

hematopoeze (Burguera i sar., 2000).

Efekti leptina na hipotalamus zavise od prisustva LEP-R (Li 2011). Fei i
saradnici su koriste¢i tehniku lanc¢ane reakcije polimeraze (PCR; engl. polymerase chain
reaction), otkrili LEP-Rb, jednu od izoformi LEP-R receptora koji je odgovoran za db
fenotip 1 koji se eksprimira u Iu¢nom jedru tj. nucleus arcuatus (ARC),
ventromedijalnom  (VMH), dorzomedijalnom (DMH) i lateralnom (LH)
hipotalamusnom nukleusu, ali nije detektovan u drugim delovima mozga (Fei i sar.,
1997). Studije na lezijama ARC, VMH i DMH kod pacova pokazale su pojavu
hiperfagije i gojaznosti (Hetherington AW 1942; Brobeck i sar., 1943; Brobeck 1946;
Bray i York 1979), dok lezije lateralnog hipotalamusa dovode do afagije (Anand i

Brobeck 1951). Model dvojnog centra oznacava VMH nukleus kao "centar za sitost"” i
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LH nukleus kao "centar za glad" (Stellar 1954). Fei i saradnici su, svojim
istrazivanjima, ukazali na dominantnu ulogu signalizacije leptina u centralnoj regulaciji
energetskog balansa (Huang i sar., 1996; Mercer i sar., 1996; Couce i sar., 1997; Fei i
sar., 1997). Ubrzo nakon otkri¢a gena ob, Stephens i saradnici su pokazali da leptin
reguliSe unos hrane i metabolizam delom preko inhibicije sinteze i oslobadanja
neuropeptida Y (NPY'; engl. neuropeptide Y) koji se nalazi ARC i stimuli$e unos hrane i

smanjuje termogenezu (Stephens i sar., 1995).

Kasnije studije su pokazale da leptin inhibira neuralne puteve koji stimulisu
unos hrane (oreksigeni) i smanjuje potro$nju energije, i isto tako aktivira neuralne
puteve koji inhibiraju unos hrane (anoreksigeni) (Friedman 2004; Horvath i sar., 2009;
Diano 2011). Oreksigeni neuropeptidi uklju¢uju NPY i peptid sli¢an Aguti proteinu
(AgRP; engl. agouti-related peptide), a anoreksigeni stimuliSu¢i hormon a-
melanokortin  (a-MSH; (engl. alpha-melanocyte-stimulating hormone), produkte
proopiomelanokortina (POMC; engl. proopiomelanocortin) (Li 2011). Neuroni koji su
oznaceni kao AgRP ili POMC i neuroni koji eksprimiraju melanokortinske receptore
(MCR) obuhvataju sistem melanokortina koji regulise energetski balans (Horvath i sar.,
2009; Diano 2011).

Atraktivan 1 jednostavan model koji pokazuje interakciju izmedu signalizacije
leptina i centralne regulacije unoSenja hrane moze se opisati na slede¢i nacin: leptin
utie na transkripciju POMC ¢iji se product a-MSH oslobada u sinapse Sto aktivira
neurone preko vezivanja za MCR i dovodi do suprimiranja apetita (Li 2011).
Istovremeno, leptin inhibira neurone koji sintetiSu NPY/AgRP ponistavajuci
antagonisticki efekat AgRP na MCR (Slika 3.) (Elias i sar., 1999; Cowley i sar., 2001).
Neuroni NPY/AgRP stimulisu oreksigene odgovore (Horvath i sar., 1992; Horvath i
sar., 1997). Znacajnost sistema melanokortina je pokazana ne samo time $to leptin
direktno deluje u hipotalamusu, ve¢ i Cinjenicom da je gubitak funkcije MC-4R,
glavnog MCR, najées¢i geneticki uzrok gojaznosti kod ljudi i krece se od 3-5% kod
ekstremno gojaznih ljudi (Hinney i sar., 1999; Vaisse i sar., 2000). Ukratko, leptin
reguliSe energetski balans moduliranjem aktivnosti neurona NPY/AgRP i neurona
energetskog balansa identifikuju¢i brzo obnavljanje neuralnog kruga ARC nukleusa

pomocu leptina (Pinto i sar., 2004). Sinapse projektovane na neurone NPY/AgQRP i
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POMC bile su razlic¢ite kod ob/ob miseva i kod "wild type" miSeva (Li 2011). Tretiranje
leptinom je normalizovalo gustinu sinapsi tokom Sest sati, nekoliko sati pre efekta
leptina na unoSenje hrane (Li 2011). Ova otkri¢a ukazuju na to da leptin deluje na

hipotalamus i preko neuralne plasti¢nosti (Li 2011) (Slika 3.).

nucleus
arcuatus

GABA

—

Anoreksigeni Oreksigeni
efekat efekat
LH

Slika 3. Regulacija apetita od strane leptina delovanjem na nucleus arcuatus
hipotalamusa. POMC - proopiomelanokortin, NPY — neuropeptid Y, AgRP — peptid
slican Aguti proteinu, MCR — melanokortinski receptori, GABA — gama-aminobuterna

kiselina.

1.3.7. Receptor za leptin

Plejotropna dejstva leptina omogucena su distribucijom LEP-R receptora za
leptin (Fruhbeck 2006). Leptin deluje preko transmembranskih receptora koji pokazuju
strukturnu slicnost sa klasom I familije receptora za citokine (Tartaglia i sar., 1995; Lee
I sar., 1996; Lollmann i sar., 1997; Tartaglia 1997; Myers 2004), sto ukljucuje receptore
za IL-2 (interleukin-2), IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, LIF (inhibitorni faktor leukemije), CSF3,
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GH, prolaktin i eritropoetin (Bazan 1989; Hegyi i sar., 2004). Clanovi ove familije
Imaju karakteristi¢ne ekstracelijske motive, Cetiri ostatka cisteina i WSXWS (Trp-Ser-
Xaa-Trp-Ser) sa razli¢itim brojem domena fibronektina tipa 111 (Bazan 1990). Receptor
za leptin LEP-R nastaje u formi nekoliko alternativno iskrojenih (splajsovanih) varijanti
oznacenih kao LEP-Ra, LEP-Rb, LEP-Rc, LEP-Rd, LEP-Re i LEP-Rf (Lee i sar., 1996;
Wang i sar., 1996; Panic i sar., 2015), koje imaju zajednicki ekstracelijski domen od
preko 800 amino kiselina (AK), transmembranski domen od 34 AK i varijabilni
intracelijski domen koji je karakteristican za svaku od izoformi receptora za leptin
(Fruhbeck 2006). Na taj nacin, izoforme se klasifikuju u tri klase: kratku, dugu i
sekretujucu (Fruhbeck 2006) (Slika 4.).

LEP-Rb LEP-Ra LEP-Rc LEP-Rd LEP-Rf EE_B(I)ESPASG
A (1162Aa) (894Aa) (892Aa) (901Aa) (896 Aa)
LEP-Rekto ! ! ! !
LEP-RTM WW ‘ 4 1
T e
pr ¥
l §
N

Slika 4. Sema strukture receptora za leptin (LEP-R). Slika preuzeta i modifikovana

TV WAL W I T e

iz rada (Peelman i sar., 2014). (A) Leptinski receptor sadrzi tri dela: ekstracelijski
(LEP-Rekto), transmembranski (LEP-Rtm) i citoplazmatski deo (LEP-Rcito).

Ekstracelijski deo se sastoji od N-terminalnog domena (NTD), dva homologa domena
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citokinskog receptora (CRH) (CRH1 i CRH2), domen nalik imunoglobulinu (IGD) i
dva membranska proksimalna domena fibronektina tip 111 (FN III). (B) lzoforme
leptinskog receptora: najmanje Sest razli¢itih LEP-R izoformi mogu se naci kod ljudi od
LEP-Ra do LEP-Rf. LEP-Rb je najduza izoforma receptora za leptin sa potpuno
funkcionalnim intracelularnim delovima i stoga je jedini funkcionalni izotip. Kratke
izoforme (LEP-Ra, LEP-Rc, LEP-Rd i LEP-Rf) imaju jedinstveni C-terminalni deo

saCinjen od aminokiselina. LEP-Re je solubilna (sekretujuca) izoforma.

1.3.8. Signalna transdukcija i nacin delovanja leptina nakon vezivanja

za svoj receptor

Leptin je ukljucen u brojne celijske funkcije u organizmu. Ostvarujuci svoja
dejstva leptin interaguje sa mnogim signalnim faktorima $to vodi ukrstanju razli¢itih

puteva signalne transdukcije (Fruhbeck 2006).

Funkcionalni receptori za citokine sadrze prolinom bogat "box"1 motiv koji je
potreban za interakciju i aktivaciju Janus kinaze (JAK; engl. Janus kinase) (lhle i Kerr
1995). Manje konzervirane sekvence oznafene kao "box"2 takode imaju ulogu u
interakcijama i selektivnosti izoformi JAK. LEP-R nema unutrasnji tirozin kinazni
domen i zato vezuje citoplazmatske kinaze, uglavnom JAK2 (Ghilardi i Skoda 1997).
"Box"1 i "box"2 motivi su poznati po tome da regrutuju i vezuju JAK (Murakami i sar.,
1991; Jiang i sar., 1996). Medutim, za leptinsku signalizaciju, pokazano je da su samo
"box"1 1 AK u neposrednom okruzenju od znacaja za aktiviranje JAK (Bahrenberg i
sar., 2002; Kloek i sar., 2002). Intracelijski domen svih LEP-R izoformi sadrzi u
jukstamembranskom regionu "box" 1 JAK-vezuju¢i domen, dok LEP-Rb takode
ukljucuje "box"2 motiv i pretvara¢ signala i aktivator transkripcije (STAT; engl. signal
transducer and activator of transcription) (Baumann i sar., 1996; Ghilardi i sar., 1996;
Heinrich i sar., 2003; Fruhbeck 2006) STAT-vezuju¢a mesta. Iako je u pocetku samo
LEP-Rb posmatrana kao izoforma koja ucestvuje u signalizaciji, isto je pokazano i za
kratke izoforme (Kellerer i sar., 1997; Murakami i sar., 1997; Yamashita i sar., 1997

Bjorbaek i sar., 1998; Hileman i sar., 2000). JAK2 proteini povezani su sa membranom
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proksimalnih sekvenci receptora intracelijskog domena, koji je fosforilisan nakon
vezivanja liganda (Slika 5).

Ukratko, LEP-R kao i drugi citokinski receptori pripada receptorima spregnutim
sa tirozin kinazama. Sami nemaju kinaznu aktivnost, ali kada vezuju ligand (leptin),
dimerizuju i fosforiliu tirozin receptora nakon autofosforilacije JAK2. Aktivacija
tirozin kinaze iz JAK familije dovodi do fosforilacije nizvodno STATS3, koje se vezuju
za fosfotirozine LEP-R (Tyr 1138). Nakon fosforilacije dolazi do odvajanja proteina od
receptora, potom do homo- ili heterodimerizacije i translokacije proteina u nukleus gde

imaju ulogu transkripcionih faktora.

U nukleusu proteini imaju ulogu transkripcionih faktora koji aktiviraju
ekspresiju supresora signalizacije citokina 3 (SOCS3; engl. suppressor of cytokine
signaling) ili proteina tirozin fosfataze 1B (PTP1B; engl. protein tyrosine phosphatase
1B) (Howard i sar., 2004; Mori i sar., 2004; Fruhbeck 2006; Panic i sar., 2015).
JAK/STAT signalni put zahteva aktivaciju SOCS3 koji sluze kao negativni regulatori
aktivnosti citokina. Leptin indukuje ekspresiju SOCS3 vezivanjem SH2 domena SOCS3
za Tyr985 ili inhibicijom od SOCS3 zavisne JAK2 fosforilacione aktivnosti.

Pored toga, PTP1B je drugi negativni modulator signalne transdukcije leptina,
koji regulise signalnu transdukciju defosforilacijom JAK2. Prekomerna ekspresija
PTPB1 smanjuje fosforilaciju JAK2 i inhibira transkripciju leptinom indukovanog
SOCS3 i c-fos (Myers i sar., 2012).
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membrana

citoplazma

Slika 5. Uloga fosfotirozina LEP-Rb izoforme u signalizaciji leptina. Slika preuzeta i
modifikovana iz rada (Fruhbeck 2006). JAK2 je povezana sa receptorom preko blokl
motiva. Duga izoforma receptora za leptin (LEP-Rb) sadrzi Cetiri vaZna tirozinska
ostatka koji mogu biti mesta vezivanja za signalne proteine sa SH2 domenima.
Najvazniji, Tyr1138 regrutuje faktor transkripcije STAT3, koji se potom fosforilise
pomo¢u JAK2, dimerizuje i premesta u nukleus, gde aktivira ekspresiju SOCS3 i
POMC, dok inhibira AgRP. SOCS proteini inhibiraju signalizaciju vezivanjem za
fosforilisane JAK proteine ili direktno interaguju sa receptorima fosforilisanim na
tirozinu. Sposobnost SOCS3 da inhibira leptinom stimulisanu fosforilaciju JAK2 i
vancelijskim signalima regulisane kinaze (ERK; engl. extracellular signal-regulated
kinase) obezbeduje mehanizam negativne povratne sprege signalizacije leptina. JAK2 —
samo druga kinaza 2; IRS1/2 — supstrat za receptor insulina 1 i 2; PI3K -
fosfatidilinozitol-3 kinaza; ERK —vancelijskim signalom regulisana kinaza; Grb-2 —
vezujuci protein receptora faktora rasta; SHP-2 — SH2 domen homologije 2 sli¢ne Src;
SOCS3 — supresor signalizacije citokina 3; STAT — pretvara¢ signala i aktivator

transkripcije; POMC — proopiomelanokortin; AgRP — peptid sli¢an Aguti proteinu.
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Forme receptora za leptin sa dugim intracelularnim domenom imaju mogucnost
aktivacije i drugih signalnih puteva. Osim JAK-STAT signalnog puta, vezivanje leptina
za LEP-R takode aktivira signalne kaskade fosfoinozitol-3 kinaze (PI3K; engl.
phosphoinositol 3 kinase) (Rahmouni i sar., 2003) i mitogenom aktivirane protein
kinaze/vancelijskim signalima regulisane kinaze (MAPK/ERK; engl. mitogen-activated
protein kinases/extracellular signal-regulated kinases) (Rahmouni i sar., 2005).
Aktivacija svakog od ovih puteva doprinosi anoreksigenim efektima leptina, odnosno
suprimiranju apetita, podsticanju gubitka telesne mase i povecanju termogeneze (Bates i
sar., 2003; Rahmouni i sar., 2003; Rahmouni i sar., 2005).

Clanovi kinaze regulisane vanéelijskim signalom (ERK) koji pripadaju familiji
MAPK su komponente dobro definisanog signalnog puta Ras/Raf/MAPK i aktiviraju se
Sirokim opsegom stimulusa ukljucujuéi i leptin (Fruhbeck 2006). Signalni put MAPK
moze biti stimulisan bilo LEP-Ra ili LEP-Rb, iako u manjem stepenu ovim drugim
(Bjorbaek i sar., 1997; Banks i sar., 2000). lako distalni deo LEP-R nije esencijalan za
signalizaciju MAPK, intaktni intracelijski deo duge forme receptora je potreban da bi se
postigla maksimalna aktivacija (Fruhbeck 2006). Ova tvrdnja se bazira na ¢injenici da
leptin moZe biti "okidac" kaskade MAPK na dva razli¢ita nacina: fosforilacijom tirozina
sa aktivacijom asociranog receptora za JAK2 ili nezavisno od fosforilacije receptora
(Bjorbaek i sar., 1997; Hegyi i sar., 2004). SHP-2 je tirozin fosfataza koja sadrzi SH2
domen, koji je dzep za fosfotirozin receptora. U oba sluc¢aja nishodna signalizacija
zahteva prisustvo proteina tirozin fosfataze sa SH2 domenom (Fruhbeck 2006). Iako jos$
nije u potpunosti rasvetljeno koji su molekuli uklju€eni u transmisiju signalizacije
leptina, aktivirane kinaze MAPK/ERK (MEK kinaze) fosforiliSu ERK dovode¢i do
ekspresije c-fos i egr-1 koji ucestvuju u celijskoj proliferaciji 1 diferencijaciji (Fruhbeck
2006; Panic i sar., 2015).

1.3.9. Rezistencija na leptin

Termin "rezistencija na leptin" nastao je nedugo po otkricu hormona leptina
1994. godine (Zhang i sar., 1994; Frederich i sar., 1995; Myers i sar., 2012). Koncept

rezistencije na leptin podrazumeva da procesi koji izazivaju i/ili rezultuju iz stanja
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gojaznosti narusavaju efekte leptina i time doprinose nastanku gojaznosti kao i ometanje

potencijalne efikasnosti terapije primenom egzogenog leptina (Myers i sar., 2012).
Rezistencija na leptin nastaje usled:

- nemogucnosti leptina da dode do ciljnih celija,
- smanjene ekspresije LEP-R (Ob-R) i
- poremecene signalizacije sa LEP-R.
Koncept selektivne rezistencije na leptin (SLR; engl. selective leptin resistance)
i njegove potencijalne posledice po gojaznost i hipertenziju bazira se na tome da u
stanju gojaznosti izostaju efekti leptina na apetit, kao i na redukciju telesne mase, ali su

ocuvani efekti leptina na simpaticki nervni sistem (Myers i sar., 2012).

1.3.10. FizioloSka uloga leptina

Ciljna tkiva leptina pored hipotalamusa su: skeletni misiéi, reproduktivni organi
poput placente, jajnika i testisa (Hoggard i sar., 2001). Centralna uloga leptina je
regulacija telesne mase mehanizmom negativne povratne sprege izmedu adipoznog

tkiva i centra za sitost koji se nalazi u hipotalamusu (Halaas i sar., 1995).

Leptin svojim delovanjem inicira brojne imunoregulacijske efekte ukljucujuci
promociju proliferacije T-limfocita i indukciju proinflamatornih citokina (Loffreda i
sar., 1998). Nedostatak leptina je povezan sa povecanom osetljivoséu na infekciju.
Svojim delovanjem leptin regulise prirodni i ste¢eni imunitet kao i procese inflamacije i
hematopoeze. Kao proinflamatorni medijator leptin svojim delovanjem stimuliSe
hemotaksu makrofaga i neutrofila (Heymsfield i sar., 1999) tako §to povecava njihovu
sposobnost fagocitoze (Zelissen i sar., 2005) kao i oslobadanja citokina. Leptin takode
aktivira monocite i makrofage, a pokazano je da je akutno stvaranje leptina povecano
tokom infekcije i inflamacije (Fantuzzi i Faggioni 2000). Leptin zajedno sa adenozin
difosfatom izaziva agregaciju trombocita S$to sugeriSe ulogu leptina kao moguceg
faktora sprege izmedu gojaznosti 1 kardiovaskularnih oboljenja povezanih sa

dijabetesom (Huang i Li 2000).
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1.3.11. Struktura gena za leptin

Gen za leptin naziva se Ob gen i nalazi se na duzoj ru€ici hromozoma 7 na
poziciji 31.3 (Green i sar., 1995). Sastoji se od tri egzona razdvojenih sa dva introna
(Thompson i sar., 1997). Kodiraju¢i region Ob gena je 501 nukleotid i nalazi se u
egzonima dva i tri razdvojenih intronom od dve kb (Glaum i sar., 1996). Promotorski
region Ob gena obuhvata region od tri kb (Chung i sar., 1996). Potrebno je samo prvih
217 bp promotora za bazalnu ekspresiju Ob gena u masnom tkivu (Slika 6) (Mantzoros
I Moschos 1998).
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Slika 6. Struktura humanog Ob gena. Slika preuzeta i modifikovana iz rada (Gong i
sar., 1996).
A. merna skala u kb;
B. pozicije tri egzona prikazane su blokovima. Kodiraju¢i region je obeleZzen crnom
bojom, dok su netranslatorni regioni prikazani belom bojom i
C. promotorski region prikazuje relativne pozicije repetitivnin sekvenci i
regulatornih elemenata.
MER11 — sekvenca srednjeg ponavljanja frekvencije; Alu — repetitivna sekvenca;
CREB - transkripcioni regulator koji se vezuje za regulatorne sekvence DNK koje

odgovaraju na cikli¢ni adenozin monofosfat (CAMP); GRE — regulatorna sekvenca koja
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odgovara na glukokortikoide; Sp-1 — protein specifi¢nosti 1; C/EBP - vezujuée mesto za
CCAAT/pojacivac-vezujuéi protein; TATA- TATA blok.

1.3.12. Geneticka varijanta G-2548A u genu za LEP

Unutar samog gena za leptin pronadeni su mnogi genski polimorfizmi koji su u
vezi sa nastankom gojaznosti. Polimorfizam predstavlja geneti¢ku varijantu koja je u
populaciji ucestalija od mutacije i zbog toga je pogodna za ispitivanje u genetickim
populacionim studijama. Najispitivanija geneti¢ka varijanta jednog nukleotida (SNP;
engl. Single Nucleotide Polymorphism) u genu za leptin je G-2548A u kome dolazi do
supstitucije G sa A u promotorskom regionu na nukleotidu -2548 uzvodno od ATG start
kodona (Mammes i sar., 2000). Kada je prisutan nukleotid G definisano je restrikciono
mesto  (podvuceno u  sekvenci) za  restriktazu  Cfol  :-2560  5'-
CGACAGGGTTGC(G/A)CTGATCCT-3" -2540 (Mammes i sar., 2000). Geneticka
varijanta G-2548A se nalazi na 5' kraju promotora LEP i region u kome je ovaj SNP
nalazi se blizu Sp-1 vezuju¢eg mesta kao i dve repetitivne sekvence MER11 i Alu koje
mogu regulisati transkripciju (Hinuy i sar., 2008). LEP G-2548A je asociran sa
poveéanom produkcijom i sekrecijom leptina od strane adipocita (Mammes i sar., 1998;
Le Stunff i sar., 2000; Hoffstedt i sar., 2002; Constantin i sar., 2010). Funkcionalnost
geneticke varijante LEP G-2548A je joS uvek diskutabilna i sugeriSe se da ona moze
nastati usled neslucajne asocijacije alela (LD, engl. linkage disequilibrium) sa drugom
funkcionalnom genetickom varijantom Sto moZe uticati na telesnu masu ili nivo leptina
u cirkulaciji, a opet varirati od populacije do populacije (Portoles i sar., 2006). Takode,
kontradiktorni su i rezultati analize asocijacije geneticke varijante LEP G-2548A i pola
(Riestra i sar., 2010). Jedna studija iznela je hipotezu 0 mogucoj interakciji izmedu
geneticke varijante LEP G-2548A i regulatornih sekvenci koje odgovaraju na estrogen
(ERE; engl. estrogen response element) u promotoru LEP (Yiannakouris i sar., 2003).
Svakako, ovo ne iskljucuje mogucnost da je pomenuta geneticka varijanta u LD sa
drugim regulatornim sekvencama koje imaju uticaj na transkripciju LEP (Yiannakouris
i sar., 2003). Pokazano je da se nukleusni faktori kako iz U937 C(elija tako i iz

subkutanih adipocita vezuju sa ve¢im afinitetom za alel -2548A (Hoffstedt i sar., 2002)
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Sto ukazuje da -2548 polimorfno mesto uti¢e na ekspresiju leptina verovatno na nivou

transkripcije LEP.

1.3.13. Geneti¢ka varijanta LEP G-2548A i gojaznost

Geneticka varijanta G-2548A u genu za leptin je asocirana sa promenom u
koncentraciji leptina u plazmi (Mammes i sar., 1998; Le Stunff i sar., 2000; Mammes i
sar., 2000; Hoffstedt i sar., 2002). Pokazano je da ova geneti¢ka varijanta utiCe na
ekspresiju i sekreciju leptina u adipoznom tkivu (Hoffstedt i sar., 2002). Iako geneticke
varijante u genu za leptin mogu biti vazne u patofiziologiji gojaznosti kod ljudi sa
prate¢im komplikacijama (Paracchini i sar., 2005; Portoles i sar., 2006; Constantin i
sar., 2010) asocijacija geneticke varijante G-2548A u genu za leptin sa gojazno$cu nije
jo$ ¢vrsto dokumentovana (Paracchini i sar., 2005; Wang i sar., 2006; Duarte i sar.,
2007; Constantin i sar., 2010; Sahin i sar., 2013).

Genetska predispozicija za gojaznost je glavni faktor rizika kod ljudi (NIH
1998). Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da je koncentracija leptina znacajno povecana kod
gojaznih osoba i da je proporcionalna telesnoj masi, procenjeno je da geneticke

varijante u genu za leptin mogu biti povezane sa gojaznos¢u (Powers i Jackson 2008).

U brazilskoj, francuskoj i studiji sprovedenoj na populaciji tajvanskih
Aboridzina je pokazana asocijacija geneticke varijante G-2548A u genu za leptin sa
gojaznos§¢u, dok u grékoj, ¢eskoj, Spanskoj i rumunskoj studiji nije (Mammes i sar.,
2000; Yiannakouris i sar., 2003; Portoles i sar., 2006; Wang i sar., 2006; Bienertova-
Vasku i sar., 2008; Hinuy i sar., 2008; Constantin i sar., 2010).

1.4. Oksidativni stres (OxS)

Reaktivne vrste kiseonika (ROS) imaju mogucnost da reaguju sa biomolekulima
svih ¢elija i telesnih te¢nosti i da ih menjaju. One mogu da nastanu u procesima
respiracije u mitohondrijama, fagocitoze, autooksidacije kateholamina, enzimima
katalizovanih reakcija, metabolisanja etanola, sinteze eikozanoida i lipidne

peroksidacije nezasi¢enih masnih kiselina (Halliwell 2006).
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OxS nastaje u celijskim sistemima u uslovima narusene ravnoteze izmedu
stepena produkcije i otklanjanja visokoreaktivnih molekula, odnosno, kada produkcija
ROS prevazilazi antioksidativne kapacitete datih sistema (Halliwell i Whiteman 2004).
Kada su celijski antioksidanti iz bilo kog razloga neaktivni i ne otklanjaju ROS,
generisani radikali deluju negativno i oSte¢uju proteine, lipide i nukleinske kiseline pri
¢emu naruSavaju brojne celijske funkcije. Akumulacija ovakvih osteéenja uglavnom

dovodi do smrti ¢elije mehanizmima nekroze i/ili apoptoze (Esposito i sar., 2006).

U nizu patoloskih procesa dolazi do ostecenja celija i tkiva usled OxS koji se
desava u organizmu. Dokazano je da su oksidativni procesi u organizmu odgovorni za
nastanak: ateroskleroze, fibroze, neuroloskih degenerativnih bolesti, malignih bolesti
itd. Nakupljanje oSte¢enih molekula u ¢elijama nastalih u toku OxS je i jedan od
procesa karakteristicnih za starenje (Muradian i Schachtschabel 2001; Esposito i sar.,
2006; Nikolic i sar., 2011; Rizzo i sar., 2015).

1.4.1. Antioksidativni zaStitni sistem (AOS)

Antioksidativni zastitni sistem (AQOS) nastao je tokom procesa evolucije u
aerobnim uslovima kao odgovor na toksi¢cno delovanje kiseonika. Funkcija AOS u
organizmu je da §titi organizam od Stetnog dejstva kao 1 nekontrolisanog stvaranja ROS
u metaboli¢kim procesima ili da ih odrzava u niskim koncentracijama u organizmu.
Organizam zahvaljuju¢i delovanju antioksidanata ostvaruje antioksidativnu zastitu.
Antioksidanti su supstance koje prisutne u manjoj koncentraciji u odnosu na supstrate
koji se oksiduju mogu da sprece ili znac¢ajno smanje oksidativno ostec¢enje (Sies 1991;
Nikolic i sar., 2011; Rizzo i sar., 2015).

Postoje tri osnovna nivoa AOS. Prvi nivo obuhvata delove AOS koji sprecavaju
stvaranje ROS (transferin, feritin, laktoferin, i drugi) (Sies 1991). Drugi nivo odbrane
¢ine enzimske i neenzimske komponente. Enzimski antioksidanti ¢ine primarnu liniju,
dok neenzimski antioksidanti predstavljaju sekundarnu liniju odbrane (vitamin E,
vitamin C, beta-karoteni, albumin, estrogeni, koenzim Q i dr.) (Halliwell 1997). Trec¢i
nivo AOS ostvaruju enzimski antioksidanti koji uCestvuju u reparaciji ve¢ nastalog
oksidativnog oSteCenja lipida, proteina, ugljenih hidrata 1 nukleinskih kiselina

(fosfolipaza A, proteoliticki enzimi, endo- i egzonukleaze, DNK i dr.) (Sies 1991).
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1.4.2. Enzimske komponente AOS

Enzimske komponente AOS ¢ine superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT),
glutation peroksidaza (GPx) i glutation reduktaza (GR) (Sies 1991).

SOD je metaloenzim koji katalizuje reakciju dismutacije superoksidnog anjona

(02"7) u vodonik peroksid (H,0,) i O,:

2H™ +20, " 0,+H,0,

U svim aerobnim c¢elijama i vancelijskim te¢nostima postoje tri razlicite
izoenzimske forme SOD: Cu,ZnSOD (SOD1) koja se nalazi u citosolu i ima Cu i Zn u
aktivnom mestu, MnSOD (SOD2) koja je najvaznija i lokalizovana u mitohondrijama i
vanéelijska ecSOD (SOD3) .

CAT Kkatalizuje prevodenje H,O, do molekularnog O, i H,O i sprecava

njegovu difuziju u druge delove celije:
2H,0;, — O, + 2H,0
CAT je enzim lokalizovan u peroksizomima u veéini celija, dok se kod
eritrocita nalazi u citosolu (Sies 1997; Nikolic i sar., 2011). Ovaj enzim za svoj aktivan
centar ima vezane cetiri subjedinice koje sadrze hem grupu (Fe3+- protoporfirin).

GPx je selenoprotein ¢ija je uloga da redukuje niske koncentracije H,O, i

lipidne hidroperokside do alkohola i H,O:

2 GSH + H,0; — GSSG + 2H,0

Kod ljudi postoji 8 izoformi GPx. Najzastupljenija forma je GPx1 koja je
lokalizovana u citosolu i mitohondrijama. GPx2 je lokalizovana u citosolu c¢elija
gastrointestinalnog trakta. Enzim GPx3 lokalizovan je u vancelijskim tec¢nostima

organizma (plazma). Enzim GPx4 se nalazi u citosolu i membranama i ima jedinstvenu
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sposobnost da pored H,O, redukuje i fosfolipidne hidroperokside i perokside
holesterola (Sies 1997).

GR svojim delovanjem Kkatalizuje redukciju oksidovanog glutationa uz ucesce

koenzima redukovanog nikotinamid adenin dinunkleotid fosfata (NADPH).

GSSG + NADPH + HY — 2GSH + NADP™

GR je enzim odgovaran za regeneraciju redukovanog glutationa i stoga je
znaCajan ne samo Zza procese antioksidativne zastite, ve¢ i za odrzavanje redoks

potencijala celije.

1.4.3. Neenzimske komponente AOS

Neenzimski antioksidanti obuhvataju endogene produkte c¢elije, nutritivne
egzogene materije i sintetske proizvode. Prema afinitetu i rastvorljivosti u lipidima dele

S€ na.

liposolubilne - deluju na nivou lipidnog sloja ¢elijskih membrana, membrana
subcelijskih organela i unutar serumskih proteina (vitamin A i E, B-karoten i koenzim
Q) (Cadenas i sar., 1996),

hidrosolubilne - deluju u vodenoj fazi pri cemu ucestvuju u interakcijama sa
liposolubilnim antioksidantima na grani¢noj povrSini membrane (vitamin C, glutation,
metionin, albumin, bilirubin, biliverdin, mokraéna kiselina, transferin, laktoferin,

ceruloplazmin, histidin i feritin).

Ukupni antioksidativni status (TAS) predstavlja dinami¢ni sistem medusobno
zavisnih pojedina¢nih antioksidativnih parametara. Smatra se da kooperacija
antioksidanata obezbeduje vecu zastitu od Stetnih uticaja ROS u odnosu na svaki

pojedinacni antioksidant (Halliwell i Whiteman 2004).
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1.4.4. OxS igojaznost

Danas je sve vise dokaza o pove¢anom OxS u masnom tkivu kod gojaznih osoba
Sto ¢ini osnovu za poremecaj sekrecije adipokina i razvoj metabolickog sindroma
(Furukawa i sar., 2004). Pove¢ani ROS u mitohondrijama nastaju u uslovima povecane
koncentracije kako glukoze, tako i masnih kiselina u adipocitima, ¢ija povecana
koli¢ina dovodi do izmena u redoks potencijalu sekretornih puteva $to uti¢e na
koncentraciju i sekreciju pojedinih adipokina. Samo oslobadanje ROS iz masnog tkiva
u krvotok doprinosi indukciji IR u skeletnim misi¢ima, remeti sekreciju insulina u

pankreasu i ucestvuje u patogenezi ateroskleroze i hipertenzije (Furukawa i sar., 2004).

Pokazano je da je stanje gojaznosti povezano sa nastankom niske hronicne
sistemske inflamacije u masnom tkivu (Marseglia i sar., 2014). Na stanje inflamacije
utie 1 aktiviranje urodenog imunskog sistema kod masnog tkiva koje promovise
proinflamatorni status i OxS dovodeci do sistemskog akutno-faznog odgovora. Danas je
aktuelna hipoteza da inflamacija masnog tkiva kod gojaznih bolesnika igra kriticnu

ulogu u patogenezi komplikacija povezanih sa gojaznoséu (Xu i sar., 2003).

U fizioloSkim, a posebno u patoloSkim stanjima, adipokini indukuju produkciju
ROS stvarajué¢i OxS 1 kao posledica dolazi do velikog, nepravilnog stvaranja adipokina

u masnom tkivu (Fernandez-Sanchez i sar., 2011).

Nekoliko mehanizama je ukljuc¢eno u stvaranje OxS u stanju gojaznosti. Prvo,
viSak masnog tkiva je identifikovan kao izvor proinflamatornih citokina, ukljucujuci
TNF-a, IL-1p, i IL-6 (Fonseca-Alaniz i sar., 2007). TNF-a je kriti¢ni citokin koji utice
na inflamatorni odgovor, imunski sistem, apoptozu adipocita, kao i na metabolizam
lipida, povecanje lipogeneze u jetri, signalizaciju insulina i indukovanje OxS. Takode,
povecana koli¢ina ROS dovodi do aktivacije nukleusnog faktora kB (NF-kB; engl.
nuclear factor xB) i aktivacijom NF-kB se pokreée kaskada proinflamatornih citokina
(Scherer 2006).

Proizvodnja ROS moze biti indukovana TNF- o vezivanjem za specifi¢ne
receptore i promovisanje NF-kB signalizacije (Chandel i sar., 2001). Nivo TNF-a u
serumu je povecan u stanju gojaznosti i smanjen prilikom gubitka telesne mase. TNF-a

favorizuje sistemski akutno-fazni odgovor putem oslobadanja IL-6, drugog
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proinflamatornog molekula, kao i preko smanjenja sistemskih anti-inflamatornih
citokina kao §to je adiponektin. Takode, TNF-o povecava interakciju elektrona sa
kiseonikom i generiSe superoksidne anjone (Wang i Trayhurn 2006). IL-1p uglavnom
oslobadaju monociti kao odgovor na ostecenje tkiva, infekcije ili imunoloski stimulans.
Nedavno je zapazeno da je IL-1P pokreta¢ proinflamatornog odgovora u gojaznosti
putem stvaranja dodatnih proinflamatornih citokina poput IL-6 (Stienstra i sar., 2012;
Marseglia i sar., 2014).

IL-6 koji luce razne Celije (npr. adipociti, endotelne Celije, beta-Celije pankreasa,
makrofagi i monociti) reguliSe energetsku homeostazu i inflamaciju, uti¢e na prelaz iz
akutnih u hroni¢ne inflamatorne bolesti, kao §to su gojaznost i IR (Naugler i Karin
2008) promovisanjem sinteze proinflamatornih citokina. Kod ljudi, ve¢i nivo IL-6 u
serumu je povezan sa narusenom tolerancijom na glukozu, dijabetesom, poviSenim

krvnim pritiskom, a posebno sa gojaznos¢u (Marseglia i sar., 2014).

Visceralno masno tkivo sekretuje druge molekule koji stimuliSu dalju ekspresiju
IL-6 oslobadaju¢i dva do tri puta vise IL-6 od potkoznog masnog tkiva (Badran i Laher
2011). Takode, IL-6 moze inhibirati aktivnost LPL i kontrolisati apetit i unos energije

na nivou hipotalamusa (Stenlof i sar., 2003).

Konaéno, akumulirano masno tkivo indukuje sintezu proinflamatornih citokina,
ukljuc¢ujuéi TNF-a, IL-1 i IL-6, koji promovisu povecanu stvaranje ROS i azota od
strane makrofaga i monocita i to pove¢anje moze biti odgovorno za povecanje OxS
(Fonseca-Alaniz i sar., 2007). Dalje, ROS indukuju oslobadanje proinflamatornih
citokina i ekspresiju adhezivnih molekula i faktora (Lavrovsky i sar., 2000) putem
redoks-senzitivnih faktora transkripcije, posebno NF-«xB i NADPH oksidaznog puta
(NOX) (Shoelson i sar., 2007). NOX, posebno NOX4 (Bedard i Krause 2007) je
enzimski kompleks vezan za membranu koji prenosi elektrone iz NADPH kiseoniku i
predstavlja glavni izvor sinteze ROS u adipocitima. Stvoreni radikali kiseonika se dalje
konvertuju u vodonik peroksid, koji je duze ziveca vrsta ROS. Eksperimentalni modeli
su pokazali da "priguSivanje" NOX4 inhibira palmitatom i glukozom stimulisano
stvaranje ROS isti¢u¢i zna¢aj NADPH oksidaze kao nemitohondrijskog izvora ROS u

adipocitima (Marseglia i sar., 2014).
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Osetljivost na oksidativna oSteCenja je veca kod gojaznih osoba zbog
osiromasenih izvora antioksidanata ukljuc¢uju¢i SOD, GPx i CAT, vitamin A, vitamin E,
vitamin C i B-karoten (Ozata i sar., 2002). U poredenju sa normalno uhranjenim
osobama aktivnost SOD kod gojaznih osoba je znatno manja (Ozata i sar., 2002).
Pokazano je da suplementacija antioksidanata moze smanjiti OxS i ROS, smanjiti rizik
od komplikacija vezanih za gojaznost i povratiti ekspresiju adipokina (Furukawa i sar.,
2004).

Drugo, iako u periodu aktivnog rasta organizma dolazi do povec¢anja SMK
povecana akumulacija masti kod gojaznih osoba dovodi do patoloskog poveéanja nivoa
SMK u serumu S$to povratno naruSava metabolizam glukoze (Rzheshevsky 2013),
favorizuje akumulaciju masti i glukoze u jetri i miSi¢ima (Tereshin 2007) i promovise
vecu oksidaciju u mitohondrijama i peroksizomima. Ovaj status dovodi do OXxS,
ostecenja mitohondrijske DNK, iscrpljivanja adenozin trifosfata (ATP) i na kraju,
lipotoksi¢nosti ukljucujuéi razne negativne efekte masnih kiselina na ¢elijske strukture
(Goossens 2008). Celijska osteéenja dovode do visoke produkcije citokina kao §to su
TNF-a, koji generiSe dodatne ROS u tkivima 1 povecava stopu lipidne peroksidacije

(Marseglia i sar., 2014).

Tre¢e, vazno je napomenuti da masno tkivo predstavlja izvor bioaktivnih
adipokina ukljucujuci leptin, adiponektin, visfatin, rezistin, apelin i inhibitor aktivatora
plazminogena-1 (PAI-1; engl. plasminogen activator inhibitor-1) koji su bitni za

homeostazu fizioloskih i patoloskih procesa koji uklju¢uju OxS (Marseglia i sar., 2014).

Pokazano je da je koncentracija parametara lipidne peroksidacije 4-hidroksi 2-
nonenola (4-HNE) povecana kako u krvi, tako i u miSi¢ima gojaznih osoba u poredenju
sa nivoom 4-HNE kod normalno uhranjenih osoba (Russell i sar., 2003; Le Lay i sar.,
2014). Stetni efekti 4-HNE su pokazani u adipocitima. Prisustvo 4-HNE dovodi do
naruSavanja funkcije supstrata za receptor insulina, smanjenja sekrecije adiponektina i
povecanja lipolize (Le Lay i sar., 2014). U srcu Zucker gojaznih pacova pokazana je
povecana koncentracija proizvoda lipidne peroksidacije i stimulacija aktivnosti
CuznSOD (Beltowski i sar., 2000). Urodeno gojazne (ob/ob) miseve karakterise
povecana koncentracija proizvoda lipidne peroksidacije u plazmi, jetri 1 mozgu

(Beltowski i sar., 2000). Kod istih miSeva pokazano je da dolazi do povecane aktivnost
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GPx u mozgu, smanjenja aktivnosti GPx, GR i CAT u jetri (Beltowski i sar., 2000), kao
I smanjenja aktivnosti CuZnSOD (Beltowski i sar., 2000). Rezultati eksperimenata na
Zucker gojaznim pacovima podrzavaju hipotezu da postoji veza izmedu OxS 1
gojaznosti i to nezavisno od primarnog uzroka nastanka gojaznosti (Beltowski i sar.,
2000).
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2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1. HIPOTEZA

Polaze¢i od saznanja da je hormon leptin medijator izmedu masnog tkiva i
hipotalamusa, koji kontroliSe apetit i troSenje energije polazna hipoteza ove doktorske
disertacije je da bi geneticka varijanta LEP G-2548A u genu za leptin mogla biti
povezana sa promenama u antropometrijskim i metabolickim parametrima usled

poremecaja unosa hrane.

S obzirom da je poznato da je stanje gojaznosti praceno povecanjem reaktivnih
vrsta kiseonika i azota, u okviru ove doktorske disertacije analizirane su asocijacije
promena aktivnosti enzima AOS sa genetickom varijantom LEP G-2548A u genu za

leptin kod gojaznih osoba u Srbiji.

Po prvi put su uradena izuc¢avanja asocijacije geneticke varijante LEP G-2548A
u genu za leptin sa promenama antropometrijskih i metabolickih parametara i

antioksidativnih enzima kod gojaznih ispitanika u srpskoj populaciji.
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2.2.

CILJEVI

Ciljevi ove doktorske disertacije su:

Izu¢avanje promena metabolickih (TG, LDL, HDL, Apo-Al, ApoB, leptin, FPG,
2h PG, FPI, 2h PI, SMK) i antropometrijskih parametara, kao i aktivnosti
enzima AOS kod gojaznih i kontrolnih ispitanika nezavisno od geneticke
varijante LEP G-2548A u genu za leptin;

Genotipizacija varijante LEP G-2548A u genu za leptin kod gojaznih i
kontrolnih ispitanika;

Poredenje utvrdene frekvencije genotipova i alela ispitivane geneti¢ke varijante

kod gojaznih i kontrolnih ispitanika i

Utvrdivanje postojanja asocijacija geneticke varijante LEP G-2548A u genu za
leptin sa promenama u ispitivanim antropometrijskim i metaboli¢kim

parametrima, kao i aktivnosti enzima AOS kod gojaznih i kontrolnih ispitanika.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Ispitanici

Ispitivanu grupu ¢inilo je ukupno 67 osoba oba pola, koje su podeljene u dve
grupe: kontrolnih i gojaznih ispitanika. Kontrolnu grupu ¢inilo je 36 normalno
uhranjenih osoba oba pola (18 osoba muskog i 18 osoba zenskog pola) prosecne
starosne dobi 33,5 + 6,4 godina sa prosecnom vrednosti BMI 22,6 + 1,9 kg/mz. Grupu
gojaznih ispitanika ¢inio je 31 gojazni ispitanik oba pola (10 osoba muskog i 21 osoba
zenskog pola) prosecne starosne dobi 39,2 + 11,3 godina sa prose¢nom vrednosti BMI
41,5 + 9,2 kg/m?. Ispitanici obe grupe bili su sli¢nog srednjeg socioekonomskog statusa.
Svaka osoba ukljucena u istrazivanja bila je informisana o cilju i znacaju istrazivanja i
svi ispitanici su dali svoj pismeni pristanak za dobrovoljno ucestvovanje u studiji.
Istrazivanje je odobreno od strane Etickog komiteta Instituta za nuklearne nauke
"Vinc¢a", Beograd. Ispitanicima nije postavljena dijagnoza bolesti kardiovaskularnog
sistema, jetre, bubrega, centralnog nervnog sistema, malignih i infektivnih bolesti i
ispitanici nisu unosili medikamente koji mogu imati uticaj na metabolizam ugljenih
hidrata i masti, antioksidativni status, kao i na telesnu masu tokom prethodna tri

meseca. Istrazivanje je sprovedeno u slede¢im ustanovama:

1. Institut za nuklearne nauke "Vinca", Univerzitet u Beogradu, Beograd,

Laboratorija za radiobiologiju i molekularnu genetiku,

2. Klinika za endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma Klini¢kog centra

Vojvodine, Novi Sad.

Ispitanici su bili podvrgnuti antropometrijskim merenjima, kao i merenju krvnog
pritiska. Od svakog ispitanika je uziman uzorak venske krvi posle prekonoénog
gladovanja za analizu metaboli¢kih, hormonskih i inflamatornih parametara, kao i za

geneticku analizu.
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3.2. Metode rada

3.2.1. Antropometrijska merenja

Sprovedena su sledeca anropometrijska merenja: merenje telesne mase (BW),

telesne visine (BH) i obima struka (WC) na osnovu kojih je racunat indeks telesne mase

(BMI).
Za merenje BW koriS¢ena je mehanicka vaga sa precizno$¢u merenja od 100 gr.

Telesna visina je merena visinometrom u stojeCem polozaju sa preciznoscéu od 1

mm.

Indeks telesne mase (BMI) je izraGunavan deljenjem telesne mase (kg) sa

kvadratom telesne visine (m?).

Obim struka je meren kori$¢enjem plastificirane centimetarske trake u stoje¢em
polozaju, na kraju izdisaja, na sredini najvise tacke grebena bedrene kosti i donje ivice

rebarnog luka. Preciznost merenja je bila 1 mm.

3.2.2. Merenje krvnog pritiska

Sistolni  (SBP) i dijastolni krvni pritisak (DBP) mereni su pomocu
sfingomanometra (Riva-Rocci) i izrazavani u milimetrima zivinog stuba sa precizno$é¢u
od 1 mm. Merenje je izvrSeno u jutarnjim satima u sede¢em poloZaju nakon 10-15

minuta mirovanja od dolaska na kliniku.

3.2.3. Biohemijske analize krvi

3.2.3.1. 1zolovanje seruma i plazme iz krvi

Venska krv je uzorkovana iz lakatnog pregiba i iz krvi su izolovani serum i
plazma. Serum je dobijen centrifugiranjem (15 min/3000 rpm) Krvi uzete bez

antikoagulansa posle zavrsenog procesa koagulacije (20-30 min na sobnoj temperaturi).
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Plazma je dobijena centrifugiranjem (15 min/3000 rpm) pune Kkrvi sakupljene u

epruvetu sa antikoagulansom (EDTA, heparin) neposredno posle vadenja krvi.

3.2.3.2. Odredivanje koncentracije glukoze u serumu

Koncentracija glukoze u serumu svih ispitanika pre prvog jutarnjeg obroka
(FPG) i 2 sata posle obroka (2h PG) merene su koris¢enjem Dialab glucose GOD-PAP

Kita prema uputstvu proizvodaca.

Princip metode zasniva se na oksidaciji glukoze uz prisustvo enzima glukozo-
oksidaze u glukonsku kiselinu i vodonik peroksid (H,O;). Nastali H,O, reaguje u
prisustvu enzima peroksidaze sa 4-aminofenazonom i fenolom u prisustvu enzima
peroksidaze gradec¢i iminohinonsku boju i vodu (Trinderova reakcija). Stvoreni
iminohinon dovodi do promene boje reakcione smese koja se meri apsorpcijom na
talasnoj duzini od 500 nm i intenzitet iminohinonske boje direktno je proporcionalan
koncentraciji glukoze u uzorku. Na osnovu apsorbance uzorka i poznate apsorbance i
koncentracije standardnog rastvora izraCunata je koncentracija glukoze i izrazena u

mmol/I.

3.2.4. Odredivanje lipidnog profila

Od lipidnih parametara odredivane su vrednosti: ukupnog holesterola (TC),
triglicerida (TG), LDL-holesterola, HDL-holesterola, kao i vrednosti apolipoproteina

Apo-Al, ApoB i lipoproteina Lp(a). Takode je odredivana i koncentracija SMK.

3.2.4.1. Odredivanje koncentracije TC i TG u serumu ispitanika

Koncentracije TC i TG u serumu ispitanika su mereni u automatskom
analizatoru (Olympus AU400 analyser, Beckman Coulter, USA), Koncentracije TC i
TG su merene koris¢enjem komercijalnih kitova koji se baziraju na metodi enzimskog
bojenja (engl. enzymatic colour test), koris¢enjem komercijalnih kitova za TC (engl.

cholesterol  oxidase-peroxidase) i TG (engl. lipase/glycerol  phosphate
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oxidase/peroxidase) prema uputstvu proizvodaca. Koncentracije TC i TG su izrazavane

u mmol/l.

3.2.4.2. Odredivanje koncentracije LDL i HDL u serumu ispitanika

Koncentracija HDL je odredivana metodom precipitacije koris¢enjem

natrijumfosfovolframata.

Vrednosti koncentracije LDL su izraCunavane koris¢enjem Friedewaldove

formule za koju su koriS¢eni podaci prethodno dobijenih vrednosti koncentracija TC,

HDLi TG.

LDL = TC-HDL-0.45 x TG [mmol/l]

Vrednosti dobijene za koncentracije LDL i HDL su izrazavane u mmol/l.

Racunat je i indeks ateroskleroze kao koli¢nik dobijenih vrednosti LDL- i HDL-

holesterola.

3.2.4.3. Odredivanje koncentracije SMK u serumu ispitanika

Modifikovanom kolorimetrijskom metodom po Dunkombu odredivana je
koncentracija SMK u serumu ispitanika. Metoda odredivanja SMK se bazira na principu
da ekstrahovane SMK u hloroformu u prisustvu odgovaraju¢eg reagensa stvaraju soli
bakra koje u prisustvu dietilditiokarbamata (DDC) grade kompleksno jedinjenje Zute

boje sa maksimumom apsorpcije svetlosti na 436 nm.

Postupak odredivanja koncentracije SMK je zapocet tako sto je u 45ul seruma
dodavano po 225 ul vodenog rastvora Cu(NO3), x 3H,0 u koji je prethodno pipetiran
trietanolamin (TEA) (pH 7.8). Epruvete su kratko muckane i nakon muc¢kanja dodavano
je po 1125 ul hloroforma, a potom su epruvete snazno muckane tokom 20 minuta.
Inkubaciona reakciona smesa je centrifugirana 10 minuta na 3000 rpm. Po uklanjanju
supernatanta plavo—zelene boje donjoj hloroformskoj fazi sa ekstrahovanim SMK
dodavano je 45ul 0,2% DDC i nakon snaznog muckanja uzorci su inkubirani na sobnoj

temperaturi u trajanju od 20 minuta. Apsorbanca uzoraka i standarda je merena na 436
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nm prema slepoj probi u spektrofotometru (Lambda 35UV/VIS, Perkin Elmer).
Vrednosti apsorbanci ocitavanih za seriju rastvora palmitinske kiseline poznate
koncentracije koriS¢ene su za konstruisanje standardne krive. Dobijene vrednosti

koncentracija SMK izrazavane su u mmol/I.

3.2.4.4. Odredivanje koncentracije Apo-Al, ApoB i Lp(a) u serumu
ispitanika

Koncentracije Apo-Al i ApoB u serumu su merene imunoturbodimetrijskom
metodom koris¢enjem komercijalnih reagenasa za kvantitativno odredivanje Apo-Al i
ApoB u humanom serumu, prema uputstvu prozivodaca. Merenje je radeno u
automatskom analizatoru (Olympus AU400 analyser, Beckman Coulter, USA). Princip
metode merenja koncentracija ApoA-l i ApoB je zashovan na precipitaciji Apo-Al i
Apo B iz uzorka sa odgovaraju¢im monoklonskim Apo antitelima i formiranju imunih
kompleksa, koji dovode do povecanja rasejane svetlosti, koja je merena na talasnoj
duzini od 540 nm za Apo-Al i 340 nm za ApoB. Povecanje zamucenosti reakcione
smese je proporcionalno koncentracijama Apo-Al i ApoB u uzorku, a dobijene

vrednosti su automatski izra¢unavane iz poznatog standarda.

Odredivanje koncentracije Lp(a) u serumu radeno je KkoriS¢enjem stope
nefelometrijske metode pomocu komercijalno dostupnog Beckman Coulter reagent-

Lp(a) reagensa (LPAX) prema uputstvu proizvodaca.

Dobijene vrednosti za koncentracije ApoA-I, ApoB i Lp(a) su izrazavane u

mg/dl.

3.2.5. Odredivanje koncentracije inflamatornih markera

Merene su koncentracije inflamatornih markera C—reaktivnog proteina (CRP) u
serumu i nitrita (NO7) i nitrata (NO3") u plazmi kao krajnjih produkata azot monoksida
(NO).
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3.2.5.1. Odredivanje koncentracije CRP u serumu ispitanika

Koncentracija CRP u serumu odredivana je koris¢enjem imunoturbidimetrijskog
testa, pomoc¢u kompleta reagenasa za kvantitativno odredivanje CRP u serumu (System
reagent for the quantitative determination of C-Reactive Protein in human serum) u
automatskom analizatoru (Olympus AU400 analyser, Beckman Coulter, USA) prema
uputstvu proizvodaca. Princip koris¢ene metode se zasniva na precipitaciji molekula sa
humanim anti CRP antitelima koja su imobilisana na lateks Cesticama. Tako nastali
imunokompleksi povecavaju rasipanje svetlosti, tj. smanjuje se intenzitet propustene
svetlosti Sto je proprcionalno koncentraciji CRP u serumu. Rasipanje svetlosti meri se
Citanjem zamucenosti na 570 nm. Koncentracija CRP je odredivana na osnovu
standardne krive konstruisane na osnovu serije CRP standarda poznate koncentracije i

izrazavana je u mg/l.

3.2.5.2. Odredivanje koncentracije NO, i NO;" kao krajnjih produkata
NO u plazmi ispitanika

Koncentracija azot monoksida (NO) u plazmi ispitanika odredivana je
indirektno, odredivanjem koncentracije nitrita (NOy) i nitrata (NO3z’) kao krajnjih
produkata NO kori§¢enjem NO3/NO,” kompleta (Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit,
Cayman Chemical [I.N. 780001) prema uputstvu proizvodaca. Odredivanje
koncentracije NO3/NO;" radeno je u dva koraka: u prvom koraku se NO3™ dodavanjem
nitrat reduktaze konvertuju u NO,, dok se u drugom koraku dodatkom Grizovog
reagensa NO,™ konvertuje u azo jedinjenje tamno ljubicaste boje. Merenjem apsorbance
nastalog azo jedinjenja odreduje se koncentracija NO; Cija je apsorpcija meri na na 540

nm.

Esej je raden u mikrotitarskoj polistirenskoj plo¢i sa 96 bunari¢a. Posle
nanoSenja serije standarda NOs™ poznate koncentracije i uzoraka plazme u mikrotitar
ploc¢u u ukupnom volumenu od 80 pl, u svaki bunari¢ dodavano je po 10 ul kofaktora
enzima, a potom i po 10 pl nitrat reduktaze. Nakon inkubacije u trajanju od 3h na
sobnoj temperatuti u svaki bunari¢ dodavano je po 50 ul Grizovog reagensa R1, a

odmah potom i po 50 pul Grizovog reagensa R2. Posle inkubacije (10 minuta), ocitavana
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je apsorbanca na automatskom c¢itacu za mikrotitarske ploc¢e (Perkin Elmer, Wallac
1420 Victor) na 540 nm. Ocitavanjem vrednosti apsorbanci za seriju rastvora NOj’
poznate koncentracije konstruisana je standardna kriva i na osnovu nje odredivana je

koncentracija NO3' i izraZzavana je u uM.

3.2.6. Odredivanje koncentracije insulina u serumu ispitanika

Za kvantitativno merenje koncentracije insulina u serumu pre prvog jutarnjeg
obroka (FPI) i koncentracije insulina u serumu 2h posle obroka (2h PI) koris¢ena je
ELISA (engl. Enzyme Linked Immunosorbent Assay) tehnika i ELISA kit za detekciju
insulin humanog porekla (Abcam ab100578) prema uputstvu proizvodaca. Za izvodenje
eseja koriS¢ena je mikrotitar plo¢a sa 96 bunarica prethodno obloZenih antitelima
specifi¢énim za insulin. Standardi i uzorci zapremine 125 pl su pipetirani u bunarice.
Bunariéi su ispirani i dodavano je biotinilovano sekundarno anti-insulinsko antitelo i
inkubirano 1 h na sobnoj temperaturi. Posle ispiranja i odstranjivanja nevezanog
biotinilovanog antitela u bunari¢e je dodavana peroksidaza iz rena (HRP; engl.
horseradish peroxidase)-konjugovana streptavidinom u trajanju od 15 minuta. Nakon
ponovnog ispiranja dodavan je rastvor tetrametilbenzidina (TMB) tj. supstrat. Razvijena
boja bila je proporcionalna koncentraciji prisutnog insulina. Reakcija razvijanja boje je
zaustavljena dodavanjem 50 pl "stop™ rastvora. Rastvor za stopiranje promenio je boju
iz plave u zutu i intenzitet boje bio je proporcionalan koncentraciji insulina merenoj na
talasnoj duzini od 450 nm koris¢enjem ELISA c¢itata (WALLAC 1420 VICTOR,
Perkin-Elmer) i izrazavan je u mIU/mmol. Pored uzoraka koris¢en je i set standardnog
rastvora humanog insulina u cilju konstruisanja standardne krive na osnovu koje je

izratunavana nepoznata koncentracija insulina u uzorcima.

3.2.6.1. Odredivanje procene homeostaznog modela rezistencije na
insulin pre prvog jutarnjeg obroka (HOMA-IR) i 2h posle
obroka (2h HOMA-IR)

Na osnovu izmerenih koncentracija glukoze i insulina izracunati su HOMA-IR i

2 h HOMA-IR pomoc¢u matemati¢kih modela.
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Homeostatski indeks rezistencije na insulin (HOMA-IR) kao pokazatelj stepena
bazalne rezistencije na insulin dobijen je deljenjem proizvoda glikemije naste (pre
prvog jutarnjeg obroka) i insulinemije naste (pre prvog jutarnjeg obroka) sa konstantom

22,5, prema formuli

HOMA-IR= glukoza naste (mmol },l\:\ msulin naste (nU/ml)

Indeks rezistencije na insulin 2h posle dorucka izracunavan je prema formuli:

glukoza 2h posle doru¢ka(mmol/l) x insulin 2h posle dorucka (pU/ml)

2h HOMA-IR=

01 BN

Indeks rezistencije na insulin (HOMA-IR) nam govori kolika je rezistencija na

insulin u jetri, 1 Sto je ovaj indeks veci znaci da je veca rezistencija na insulin.

3.2.6.2. Odredivanje koncentracije leptina u serumu ispitanika

Za odredivanje koncentracije leptina u serumu ispitanika koris¢ena je ELISA
metoda koja se zasniva na principu "sendvifa antitela" pomocu ELISA kompleta

(ab100581, Abcam) prema uputstvu proizvodaca.

Posle nanoSenja standarda/uzoraka u mikrotitar plo¢u obloZzenu primarnim
"hvata¢" anti-leptin antitelom i inkubiranja, leptin iz uzoraka se vezivao za dato antitelo.
Nakon ispiranja plo¢a pipetirano je primarno antitelo koje je specifiéno za detekciju
leptina konjugovano biotinom koje se vezuje za razlicite epitope leptina kompletirajuci
ELISA "sendvi¢". Nakon ispiranja kojim je uklanjano nevezano antitelo dodavan je
reagens za detekciju, tj. peroksidaza iz rena (HRP) koja je vezana za streptavidin, a koji
se specifi¢no vezuje za biotin. Posle ispiranja mikrotitarske plo¢e dodavan je rastvor
supstrata tetrametilbenzidina (TMB) — vodonik peroksida (H»0,), tj. specificnog
supstrata za HRP. Nakon reakcije dobijena je plava boja koja je bila proporcionalna
koli¢ini vezanog leptina. Reakcija je prekidana dodavanjem sumporne kiseline i nakon
toga boja rastvora je prelazila u zutu. Intezitet dobijene zute boje je bio proporcionalan
koncentraciji leptina. Vrednosti apsorbanci za leptin o€itavane su na talasnoj duZini od

450 nm koris¢enjem ELISA c¢itata (WALLAC 1420 VICTOR, Perkin-Elmer).
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Koncentracija leptina odredivana je na osnovu standardne krive konstruisane pomocu

standardnih rastvora leptina i izrazavana je u ng/ml.

3.2.7. Odredivanje parametra OxS 4-hidroksi-2-nonenala (4-HNE)

Odredivanje koncentracija 4-HNE predstavlja meru lipidne peroksidacije, stoga

smo odredivali koncentraciju 4-HNE u serumu svih ispitanika.

Za odredivanje koncentracije 4-HNE u serumu ispitanika koris¢en je
komercijalni OxiSelect kit (Cat.br. STA 334). Postupak je izveden tako $to su bunari¢i
mikrotitar plo¢e oblagani HNE konjugatom. Nepoznati HNE proteinski uzorci ili HNE -
albumin iz govedeg seruma (BSA; engl. bovine serum albumin) standardi su zatim
dodavani u HNE konjugat kojim su bili oblozeni bunariéi. Posle kratke inkubacije
dodavano je anti-HNE poliklonalno antitelo $to je bilo praceno dodavanjem
sekundarnog antitela konjugovanog peroksidazom iz rena (HRP). Sadrzaj HNE
proteinskin kompleksa na nepoznatim uzorcima odredivan je uporedivanjem sa
prethodno odredenom HNE-BSA standardnom krivom. Ocitavanje je vrSeno na 450 nm

1 izrazavano u mmol/l.

3.2.8. Odredivanje parametara AOS

Odredivanje parametara AOS je obuhvatilo odredivanje ukupnog

antioksidativnog statusa kao i aktivnosti enzima AOS.

3.2.8.1. Odredivanje aktivnosti ukupnog antioksidativnog statusa
(TAS)

TAS test je izveden primenom Randox TAS kita sa Troloksom kao

ekvivalentnim standardom.

Uzorci plazme pripremljeni su separacijom elemenata krvi iz heparinizovane i

centrifugirane (10 min, 4 °C, 2500 x g) venske krvi uzete za biohemijske analize tokom
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redovne periodi¢ne kontrole zdravlja. Uzorci plazme su ¢uvani bez dalje pripreme na -

20 °C do upotrebe za merenje TAS.

Test odredivanja TAS je zasnovan na generisanju stabilnog radikalskog katjona
(ABTS e« +) iz reakcije u kojoj metmioglobin, koji deluje kao peroksidaza, u prisustvu
vodonik peroksida formira radikal koji stupa u interakciju sa hromogenom ABTS.
Opadanje apsorpcije ABTS na 600 nm ili pojedinih antioksidanata moze biti
kvantifikovano, a zatim se porediti sa Troloksom kao standardom pod istim uslovima.
TAS analize su izvedene na novoj generaciji Daytona (RX) automatskom hemijskom
analizatoru prema uputstvu Randox Co. Troloks standard i uzorak kontrole plazme su

mereni istovremeno. Dobijeni rezultati su izrazeni u mmol Eq Trolox/L plazme (PI).

3.2.8.2. Odredivanje aktivnosti SOD

Za odredivanje aktivnosti SOD u serumu ispitanika koriS¢en je komercijalno
dostupan Randox kit (Cat.br.SD 125, Randox Labs, Crumlin, UK). Metoda za
odredivanje aktivnosti SOD je zasnovana na reakciji koju katalizuje ksantin oksidaza,
pri ¢emu nastaje superoksid radikal (O,’) koji reaguje sa 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenil)-
5-fenil-2H-tetrazolijum hloridom (INT) pri ¢emu nastaje crvena formazan boja.
Aktivnost SOD je izraCunavana kao procenat inhibicije prethodno navedene reakcije.
Jedna SOD jedinica se definiSe kao koli¢ina enzima koja inhibira 50% brzine redukcije
INT pri definisanim uslovima.

ksantin oksidaza
ksantin — mokraéna kiselina + Oy

02'
NT (2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-fenil-2H-tetrazolijum hlorid) ~ crveni formazan

soD
Oy " 0Oy ~ 0+ Hy0

Za odredivanje aktivnosti SOD koris¢en je uzorak pune krvi sa heparinom ili
EDTA. Uzorci krvi zapremine 0,5 ml su centrifugirani 5 min na 3000 rpm, nakon ¢ega
je uklanjana plazma. Dobijeni eritrociti su ispirani Cetiri puta sa po 3 ml 0,9% rastvora

NaCl i centrifugirani 10 minuta na 3000 rpm posle svakog ispiranja. Isprani eritrociti
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bili su dopunjavani hladnom redestilovanom vodom do zapremine od 2 ml. Smesa sa
eritrocitima je inkubirana na +4 °C u trajanju od 15 minuta. Dobijeni lizat je razblazivan
sa 0,01 mol/l fosfatnog pufera pH 7.0, tako da je procenat inhibicije opadao izmedu
30% i 60%. Dobijeni rezultati su izrazeni u U/mgHb.

3.2.8.3. Odredivanje aktivnosti GR

Za odredivanje aktivnosti GR u serumu ispitanika koris¢en je komercijalno
dostupan Randox kit (Cat.br. GR2368, Randox Labs, Crumlin, UK). Glutation
reduktaza katalizuje redukciju oksidovanog glutationa (GSSG) do glutationa (GSH) u
prisustvu NADPH, koji se oksiduje do NADP".

GR
NADPH + H" GSSG ~ NADP"* +2GSH

Priprema uzorka:

Za odredivanje GR uziman je uzorak pune krvi (0,5 ml) koja je centrifugirana 5
min na 2000 rpm. Uklanjani su plazma i sloj koji su ¢inili leukociti i trombociti pri
¢emu se vodilo racuna da se ne ukloni previSe stalozenih eritrocita, ¢ime bi postojao
rizik od nereprezentativnog uzorkovanja celija. Eritrociti su tri puta ispirani
resuspendovanjem u 0.9% NacCl i centrifugirani po 5 min na 2000 rpm posle svakog
ispiranja. Lizirane ¢elije eritrocita su resuspendovane u 0,5 ml hladne redestilovane
vode i ostavljane 10 min na +2 °C - +8 °C. Lizat je centrifugiran 5 min na 2000 rpm. Za
esej je razblazivano po 100 ul lizata sa 1,9 ml 0,9% rastvora NaCl. Apsorbanca je

merena na 340nm. Rezultati su izrazeni u mU/ml.

3.2.8.4. Odredivanje aktivnosti GPx

Za odredivanje aktivnosti GPx u serumu ispitanika koris¢en je komercijalno
dostupan Randox kit (Cat br. RS 504, Randox Labs, Crumlin, UK ). Metoda za

odredivanje aktivnosti GPx je zasnovana na reakciji Paglia i Valentine u kojoj GPx
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redukuje kumen peroksid, dok redukuje GSH u GSSG. U prisustvu GR i NADPH
oksidovani glutation (GSSG) se odmah prevodi u redukovanu formu (GSH) uz
oksidaciju NADPH u NADP". Opadanje apsorbance je mereno na 340 nm. Dobijeni

rezultati su izrazeni u U/gHb.

2GSH + ROOH ™ ROH + GSSG + H,0

GSSG + NADPH +H" ~ NADP" + 2GSH

3.2.8.5. Odredivanje aktivnosti CAT

Za odredivanje aktivnosti CAT u serumu ispitanika koriS¢en je komercijalno
dostupan OxiSelect kit (Cat.br. STA 341, Cell Biolabs, Inc., San Diego, USA). Metoda
odredivanja aktivnosti CAT se zasniva na razlaganju H,O, na 2H,0 i O; od strane
enzima CAT iz uzorka. Brzina razlaganja H,O, proporcionalna je aktivnosti CAT.
Reakcija u kojoj se dodaje poznata koli¢ina H,O, je trajala 1 minut. Aktivnost CAT je
potom inhibirana dodavanjem natrijumazida, a preostala koncentracija H,O, ucestvuje u
reakciji 3,5-dihloro-2-hidroksibenzen sulfonata (DHBS) i 4-aminoantipirina (AAP) uz
delovanje peroksidaze poreklom iz rena (HRP). Nastala kinonimin boja je fotometrijski

merena na 520 nm. Dobijeni rezultati su izrazeni u U/gHb.

2H202 - 2 Hzo + 02

2H,0, + DHBS + AAP ~ kinonimin boja

3.2.9. Analiza genetiCke varijante gena za leptin

Prvi korak u analizi geneticke varijante gena za leptin je bio izolacija DNK iz

Krvi ispitanika, nakon ¢ega je sledila:

- amplifikacija fragmenata DNK i
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- restrikciona analiza sintetisanih fragmenata DNK.

3.2.9.1. lzolacija DNK iz krvi ispitanika

Za izolovanje DNK iz krvi ispitanika kori$¢ena je fenol-hloroformska metoda po
Kunkelu i saradnicima. Za izolovanje DNK kori$¢ena je puna krv uzeta u epruvete sa

antikoagulansom (Na-citrat ili EDTA).

Uzorku od 3 ml krvi dodavano je 24 ml hladnog lizogenog rastvora. Smesa je
homogenizovana u ru¢nom homogenizeru na ledu u trajanju od 3-5 min. Potom je
smesa centrifugirana 10 min na 40K na 4 °C. Supernatant je odlivan, a talogu je
dodavano 125 pl rastvora Il nakon éega je talog pazljivo resuspendovan. Potom je
dodavano 62,5 ul 10% SDS, snaznog deterdZenta koji razlaze sve Celijske membrane
ukljucujuéi i jedarnu membranu. Zatim je dodavano 50 pl proteinaze K (10 mg/ml) i
smeSa inkubirana 12h na 37 °C jer je to optimalna temperatura na kojoj proteinaza
razlaze sve proteine. Posle inkubacije u smesu je dodavano 0,5 ml ekvilibrisanog fenola
pH 7,8, i centrifugirano 19 min na 10 800 rpm na 18 °C. Ekstrakcija fenolom
omogucavala je izdvajanje velike koli¢ine proteina. Nakon centrifugiranja gornja faza je
izvadena i dodavana joj je onolika zapremina smeSe fenol-hloroforma (1:1) kolika je
bila zapremina izvadene gornje faze i to je centrifugirano 19 min na 10 800 rpm na 18
°C. lzvadenoj gornjoj fazi dodavana je onolika zapremina  smeSe
hloroform-izoamilalkohola (24:1) kolika je bila zapremina gornje faze i ponavljano je
centrifugiranje. Dodavanjem hloroforma je uklonjen fenol, a dodavanje izoamilalkohola
je smanjilo penu koja nastaje dodavanjem SDS. Centrifugiranje je ponovljeno nakon
Cega je sledila precipitacija i1 talozenje DNK. Izvadenoj gornjoj fazi dodavani su ledeni
96% etil-alkohol i 3M natrijum acetat pH 5,0 (2 zapremine 96% C,HsOH i 1/10
zapremine 3M CH3COONa pH 5,0). DNK je taloZzena u prisustvu Na jona
centrifugiranjem 19 min na 11 900 rcf na 4 °C. DNK je ispirana u 70% C,HsOH i nakon

ispiranja je rastvorena u 200 pl TE pufera pH 8,0. Uzorci su ¢uvani na 4°C.
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3.2.9.2. Merenje koncentracije ekstrahovane DNK

Cistoéa dobijene DNK procenjuje se odnosom apsorbancije izmerene na 260 nm
i 280 nm. Za ¢istu DNK oc¢ekuje se vrednost 260 nm/280 nm odnosa izmedu 1,8 i 2,0.
Koncentracija DNK u pg/ml izraCunava se iz odnosa: Ajgy X razblazenje u kiveti x

duzina svetlosnog puta u kiveti u cm (1 cm) % apsorpcioni faktor za dvolanc¢anu DNK

(50)/1000.

3.2.9.3. Amplifikacija fragmenata DNK (Lanc¢ana reakcija polimeraze-
PCR)

Lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR) amplifikuju se fragmenti DNK in vitro
pri cemu se koriste izuzetno male koncentracije pocetnog materijala DNK, a sama

reakcija se izvodi pomo¢u DNK termostabilnog enzima polimeraze.

Sekvenca oligonukleotidnih amplimera koriS¢enih pri detekciji genetiCke
varijante G-2548A u genu za LEP uzeta je iz studije Mammes i saradnika (Tabela 1).
Komponente za PCR reakcije koje su koriS¢ene za detekciju geneti¢ke varijante G-
2548A u genu LEP prikazane su u Tabeli 2. Temperaturni uslovi za amplifikaciju DNK
fragmenata ispitivanog gena dati su u Tabeli 3. Svaka serija uzoraka sadrzala je
obaveznu negativnu (bez DNK) kontrolu i pozitivhu (sa poznatom koncentracijom
DNK) kontrolu.
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Tabela 1. Sekvence amplimera za detekciju geneticke varijante G-2548A u genu

LEP
Oznaka Sekvenca oligonukleotida Oznaka | Referenca
geneticke amplimera
varijante
LEPF
LEP 5-TTTCCTGTAATTTTCCCGTGAG -3' Mammes i
G-2548A sar., 2000.
LEPR

5’- AAAGCAAAGACAGGCATAAAAA-3!

LEPF- nizvodni amplimer za detekciju geneticke varijante G-2548A u genu LEP;

LEPR- uzvodni amplimer za detekciju geneti¢ke varijante G-2548A u genu LEP
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Tabela 2. Komponente koriséene za PCR amplifikaciju fragmenta gena LEP.

Komponente PCR reakcije finalna koncentracija koli¢ina (ul)
10 x PCR pufer sa Mg** 1,5mM 1x 2,5
dNTP (2,5mM svaki) 200pM 2
F (10pM) 1pM 2,5
R (10pM) 1 uM 2,5
genomska DNK (50ng/ ul) 1
Taq polimeraza (SU/ul) 1 U/reakciji 0,2
ddH,0 14,3
Ukupno 25 ul

dNTP- smesa rastvora deoksinukleotida u kojoj je jednak odnos dATP, dCTP, dGTP i

dTTP; F- nizvodni amplimer; R- uzvodni amplimer; Tag polimeraza- termostabilna

DNK polimeraza
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Tabela 3. Temperaturni uslovi PCR reakcije

_ Vreme
Broj o
) § trajanja faze
ciklusa Faza reakcije Temperatura (°C) i
(min)
Inicijalna
1 . 95 5
denaturacija
Denaturacija 94 1
Hibridizacija 50 1
35 _
Ekstenzija 72 1
1 Finalna ekstenzija 72 5

3.2.9.4. Restrikciona analiza sintetisanih fragmenata DNK (RFLP)

Restrikciona analiza je metoda geneticke analize molekula DNK zasnovana na

koris¢enju restrikcionih enzima. Ovom analizom se utvrduje prisustvo ili odsustvo

restrikcionog mesta, koje je za svaki enzim striktno definisano specifi¢nim nizom baza

u analiziranoj sekvenci DNK, gena za leptin.

Digestiona smesa koriS¢ena u ovoj analizi prikazana je u Tabeli 4. Digestija je

vr§ena u vodenom kupatilu na 37 °C preko no¢i.

Tabela 4. Komponente digestione smese

Komponente digestione smese Kolicina (ul)

10x Zuti digestioni pufer Tango 1,5

Restrikciona  endonukleaza Hhal 0,1 (1V)
5...GCGC...3

(10U/u|) 3...CGCG...5

PCR produkt 13,5
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3.2.9.5. Provera sinteze i veli¢ine DNK fragmenata gena za leptin
elektroforezom

Elektroforeza kroz agarozne ili poliakrilamidne gelove je standardna metoda
koja se koristi za razdvajanje i identifikaciju molekula u elektri¢tnom polju.
Elektroforetska pokretljivost fragmenata DNK kroz gel zavisi od veli¢ine, odnosno,
duzine fragmenta i njegove primarne i sekundarne strukture. Za razdvajanje sintetisanih
fragmenata gena za leptin procenat gelova je podeSavan u odnosu na o¢ekivanu duzinu.
Kontrola uspesnosti PCR reakcije za geneti¢ku varijantu vrSena je 60 min na 1,8 %
(w/v) agaroznim mini gelovima ili 90 min na 1,8% (w/v) midi gelovima sa 0,5 pg/ml
EtBr u Tris-acetatnom puferu. Primenjeno elektri¢no polje je bilo 7,5 V/cm. Nakon
digestije genetiCka varijanta G-2548A u genu za LEP odredivana je elektroforezom na
8% nedenaturisuc¢em poliakrilamidnom gelu u Tris-boratnom puferu. Primenjeno je isto
elektri¢no polje 7,5 V/cm u trajanju od 2 h. Gelovi su potapani u 10% etanolu u trajanju
od 10 min, a zatim u 1% rastvor azotne kiseline u trajanju od 3 min. Gelovi su ispirani
destilovanom vodom i potapani u rastvor 12 mmol/l srebro nitrata u trajanju od 15-30
min. Nakon dvostrukog ispiranja destilovanom vodom gelovi su potapani u rastvor 0,28
mol/l natrijum karbonata sa 0,018% formaldehida i ostavljani da stoje do pojave traka,
kada je reakcija prekidana dodavanjem 10% sirCetne kiseline. Nakon ispiranja

destilovanom vodom gelovi su ostavljani u destilovanoj vodi.

Za pravljenje 15ml 8% poliakrilamidnog gela koris¢eno je: 3ml 40%
akrilamida, 1,5ml 10xTBE (Tris-boratni pufer), 120 ul amonijum persulfata, 10 pl
TEMED (tetrametiletilendiamin) i 10,5ml ddH,O.

Duzine sintetisanih fragmenata za geneti¢ku varijantu G-2548A gena za LEP
bile su za alel G 181bp i 61bp, a za alel A 242bp (Slika 1).
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- 242 b_ ?

181 bp

—

61 bp

——
AA i GA GG

Slika 1. Prikaz poliakrilamidnog gela bojenog srebrom u genotipizaciji varijante
G-2548A u genu LEP. M-DNK marker 50bp

3.2.10. StatistiCka analiza rezultata

Vrednosti kontinualnih varijabli su izrazene kao aritmeticka srednja vrednost +
standardna devijacija (SD). Za poredenje srednjih vrednosti kontinualnih varijabli
izmedu grupe gojaznih i grupe kontrolnih ispitanika, kada vrednosti varijabli imaju
normalnu raspodelu, koris¢en je Studentov t-test. Varijable koje su ispitivane t-testom
su: LDL, odnos LDL/HDL, ApoB, TAS, CAT, obim struka 1 telesna masa. Za poredenje
vrednosti kontinualnih varijabli izmedu grupe gojaznih i grupe kontrolnih ispitanika,
kada vrednosti nisu u normalnoj raspodeli, koris¢en je Mann-Whithney U test, i to za
sledece varijable: FPG, 2h PG, FPI, 2h PI, HOMA-IR, 2h HOMA-IR, TC, TG, HDL,
SMK, leptin, NO, CRP, ApoAl, Lp(a), SOD, GPx, GR, 4-HNE, BMI, HbA;., SBP i
DBP. Frekvencije genotipova i alela ispitivane varijante G-2548A u genu za LEP
odredene su metodom prebrojavanja. Za ispitivanje slaganja distribucija dobijenih
frekvencija genotipova u kontrolnoj grupi i grupi gojaznih ispitanika u odnosu na
ocekivane vrednosti po Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi, kao i za ispitivanje razlika u
frekvencijama genotipova i alela izmedu kontrolnih 1 gojaznih ispitanika, primenjen je
xz-test. Ukupna varijabilnost kontinualnih varijabli kojoj doprinose genotipovi
ispitivane varijante, kada su kontinualne varijable u normalnoj raspodeli, ispitana je

jednosmernom analizom varijanse (ANOVA). Nakon primene ANOVA testa, razlike
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izmedu srednjih vrednosti poredene su LSD Post Hoc testom. Za testiranje razlika
vrednosti kontinualnih varijabli po genotipovima, kada varijable nisu u normalnoj
raspodeli, koris¢en je Kruskal-Wallis ANOVA test. Za ispitivanje asocijacije svih
varijabli sa genotipovima ciljne geneticke varijante Kori$¢en je kodomominantni model
u kome su sva tri genotipa (GG, GA i AA) ravnopravna. Svi parametri su dodatno
analizirani po modelu dominantnog efekta redeg alela A, koji se ispoljava u prisustvu ili
samo jednog alela A ili oba alela A u genotipu. Analizirani su genotip GA i genotip AA
u odnosu na GG kao referentni genotip (GA+AA vs. GG). Za LDL je koriS¢en i trec¢i
model - model recesivnog efekta redeg alela A, koji se ispoljava samo u prisustvu oba
alela, stoga je analiziran genotip AA u odnosu na genotip GG i genotip GA (AA vs.
GG+GA). U svim testovima vrednosti verovatnofe p<0.05 smatrane su statisticki
znacajnim. StatistiCka analiza je uradena primenom kompjuterskih programa Microsoft

Exell 7.0 i Statistica ver.8.0 (StatSoftinc, SAD, 2007).
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4. REZULTATI

4.1. Demografski podaci kontrolne i gojazne grupe ispitanika

Kontrolnu grupu ispitanika ¢inilo je 36 normalno uhranjenih muskaraca i Zena, a
grupu gojaznih 31 gojazna osoba oba pola. Ispitanici iz kontrolne grupe imali su
33,32+6,65 godina, a gojazni ispitanici imali su 39,26+11,45 godina. Odnos polova se

nije statisticki znacajno razlikovao izmedu ove dve grupe ispitanika.

4.2. Antropometrijske karakteristike kontrolnih i gojaznih ispitanika

Prva merenja u okviru ove doktorske disertacije bila su merenja nekih od
antropometrijskih karakteristika kao Sto su: telesna masa (BW), obim struka (WC) i

indeks telesne mase (BMI) koji opisuju uhranjenost ispitanika.

Tabela 1. Antropometrijski parametri kontrolnih i gojaznih ispitanika.

Antropometrijski Grupe p-vrednost
parametri Kontrolni L Mann-
ispitanici ispi tgr;)ijca;z(wz?,l) t-test Whitney U
(n=36) P test
BW [kg] 71.15+12.35 | 124.33+28.38 | <0,001
BMI [kg/m?] 22.63+1.94 41.51+9.22 <0,001""
WC [cm] 83.58+9.14 126.58+19.07 | <0,001"

Broj ucesnika (n) u studijskim grupama prikazan je u zagradi. Sve prikazane

vrednosti su prikazane kao srednja aritmeticka vrednost £ SD; BW: telesna masa; BMI:

indeks telesne mase; WC: obim struka
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Analizom znacajnosti razlike u vrednostima antropometrijskin parametara
izmedu kontrolnih i gojaznih ispitanika utvrdene su statisticki znacajno (p <0,001)

(Tabela 1.) vise vrednosti BW, WC i BMI kod gojaznih ispitanika.

Vrednosti telesne mase kod kontrolnih ispitanika bile su izmedu 58,8 kg i 83,5
kg, dok su vrednosti telesne mase kod gojaznih ispitanika bile izmedu 95,95 kg i 152,71
kg. Izra¢unate vrednosti indeksa telesne mase (BMI) kod kontrolnih ispitanika bile su u
opsegu 20,69 kg/m? i 24,57 kg/m?, dok su vrednosti indeksa telesne mase kod gojaznih
ispitanika bile u opsegu 32,29 kg/m? i 50,73 kg/m?. Izmerene vrednosti obima struka
kod kontrolnih ispitanika bile su izmedu 74,44 cm i 92,72 cm, dok su vrednosti obima

struka kod gojaznih ispitanika bile izmedu 107,51 cm i 145,65 cm.

4.3. Odredivanje faktora rizika razvoja komplikacija gojaznosti

kontrolnih i gojaznih ispitanika

Gojaznost je oboljenje samo po sebi, ali je i jedan od faktora rizika za ostale

bolesti kao §to su dijabetes mellitus i1 kardiovaskularne bolesti.

U daljem radu odredivali smo neke od faktora rizika kao Sto su krvni pritisak,
metabolizam glukoze, lipidni status, nivo leptina, nivo markera inflamacije u ispitivanoj

populaciji gojaznih i kontrolnih ispitanika.

4.3.1. Krvni pritisak kontrolnih i gojaznih ispitanika

U Tabeli 2. date su vrednosti dobijene merenjem sistolnog (SBP) i dijastolnog

(DBP) krvnog pritiska kod kontrolnih i gojaznih ispitanika.
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Tabela 2. Vrednosti sistolnog (SBP) i dijastolnog (DBP) krvnog pritiska u grupi
gojaznih i kontrolnih ispitanika.

Krvni Kontrolni Gojazni p-vrednost
pritisak ispitanici ispitanici Mann-Whitney U test
SBP [mmHg] 114.17+9.06 128.39+20.91 <0,001""
DBP[mmHg] 78.19+4.65 84.52+9.25 <0,017

Vrednosti su prikazane u mmHg kao srednja aritmeti¢ka vrednost + SD.

Kako je prikazano u Tabeli 2., vrednosti SBP i DBP u grupi gojaznih ispitanika
bile su statisticki znacajno veée u poredenju sa vrednostima u grupi kontrolnih

ispitanika.

4.3.2. Parametri metabolizma glukoze 1 koncentracije insulina

kontrolnih i gojaznih ispitanika

Jedna od posledica gojaznosti je i poremecaj metabolizma glukoze kao i
narusena tolerancija na glukozu, stoga smo u daljem radu merili koncentraciju glukoze

u krvi pre dorucka i 2 sata nakon dorucka kod obe grupe ispitanika.
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glukoza naste (mmol/l)

KONTROLE GOJAZNI

2h glukoza (mmol/l)
o [ N w SN (@) ] D ~ (o]

KONTROLE GOJAZNI

Slika 1. Koncentracija glukoze u plazmi pre dorucka (A) i 2h nakon dorucka (B)
kod kontrolnih i gojaznih ispitanika. Rezultati su izrazeni u mmol/l i predstavljaju

srednju aritmeticku vrednost + SD (NS- nije statisticki znacajno).
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Rezultati merenja koncentracije glukoze u krvi naste tj. pre dorucka (Slika 1A) i
koncentracije glukoze u krvi 2 sata nakon dorucka (Slika 1B) kod kontrolnih i gojaznih

ispitanika pokazuju da nije bilo statisticki znacajnih promena.

Slede¢a merenja koja smo sproveli su bila merenja koncentracije insulina u krvi
pre dorucka i 2 sata nakon dorucka kod obe grupe ispitanika. Dobijene vrednosti
prikazane su na Slici 2.

Nivo insulina naste u serumu bio je statisticki znacajno veci za 184% (p<0,001)
(Slika 2A), dok je nivo insulina u serumu posle dorucka bio za 80% veci (p<0,01)

(Slika 2B) kod gojaznih ispitanika u odnosu na kontrolne.

Na Slici 2C prikazani su rezultati dobijeni odredivanjem glikozilovanog
hemoglobina (HbA.), koji predstavlja tromese¢ni prosek koncentracije glukoze, koliki
je zivotni vek eritrocita. Dobijeni rezultati pokazuju statisticki znac¢ajno povecanje nivoa

HbA:. (p<0,001) kod gojaznih ispitanika u poredenju sa kontrolnim.
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Slika 2. Koncentracija insulina u serumu pre dorucka (A) i 2h nakon dorucka (B)
kao i koncentracija glikozilovanog hemoglobina (HbAi;) (C) kod kontrolnih i
gojaznih ispitanika. Rezultati su izrazeni u mIU/] za insulin i u mmol/mol za HbA i

predstavljaju srednju aritmeti¢ku vrednost + SD (***p<0,001; **p<0,01).

Na osnovu dobijenih vrednosti za koncentracije glukoze 1 insulina izraCunate su
vrednosti indeksa rezistencije na insulin (HOMA-IR) primenom matematickog modela,

a dobijeni rezultati prikazani su na Slici 3.

Kod gojaznih ispitanika nivo HOMA-IR je statisticki znacajno (p<0,001)
povecan za 168% u odnosu na kontrolne ispitanike (Slika 3A), dok je kod gojaznih
ispitanika nivo 2h HOMA-IR statisticki zna¢ajno (p<0,01) poveéan za 97% u odnosu na
kontrolne ispitanike (Slika 3B). Dobijeni rezultat pokazuje da gojazni ispitanici imaju
statisticki znacajno veéi indeks rezistencije na insulin kako pre, tako i 2 sata posle jela u

odnosu na kontrolne ispitanike, a to znaci da imaju vecu rezistenciju na insulin u jetri.

65



REZULTATI

**kk

HOMA-IR

oSO P N W b~ O O N ©©
1

KONTROLE GOJAZNI

30 ~

15 4

2h HOMA-IR

KONTROLE GOJAZNI

Slika 3. Indeks rezistencije na insulin (HOMA-IR) pre dorucka (A) i 2h nakon
dorucka (B) kontrolnih i gojaznih ispitanika. Rezultati predstavljaju srednju
aritmeti¢ku vrednost + SD (**p<0,01, ***p<0,001).

4.3.3. Koncentracija leptina u serumu kontrolnih i gojaznih ispitanika

Rezultati odredivanja koncentracije leptina u serumu gojaznih i kontrolnih
ispitanika prikazani su na Slici 4. Kod gojaznih ispitanika vrednosti leptina u serumu su

statisticki znacajno (p<0,001) povecane za 283% u odnosu na kontrolne ispitanike.
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Prosecna vrednost leptina u krvi je bila 13,36 ng/ml kod kontrolnih ispitanika, odnosno,

51,14 ng/ml kod gojaznih.
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Slika 4. Koncentracije leptina u serumu kontrolnih i gojaznih ispitanika. Rezultati

su izrazeni u ng/ml i predstavljaju srednju aritmeti¢ku vrednost + SD (***p<0,001).

4.3.4. Odredivanje koncentracije markera inflamacije - NO i CRP kod

kontrolnih i gojaznih i ispitanika

Stanje gojaznosti je ujedno i inflamatorno stanje, stoga su u daljem radu u krvi
gojaznih ispitanika, kao i kontrola merene koncentracije nekih od markera inflamacije
kao §to su (NO i CRP).

Rezultati prikazani na Slici 5A. pokazuju da je koncentracija NO u plazmi
gojaznih ispitanika statisticki znacajno povecana za 142% (p<0,001) u odnosu na nivo
NO u plazmi kontrolnih ispitanika. Takode, nivo izmerenog CRP u serumu gojaznih
ispitanika je statisticki znacajno povecan za 835% (p<0,001) u odnosu na serum
kontrolnih ispitanika (Slika 5B).
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Slika 5. Koncentracija NO (A) u plazmi i CRP (B) u serumu kontrolnih i gojaznih
ispitanika. Rezultati su izraZzeni u pmol/l (NO) i mg/l (CRP) i predstavljaju srednju
aritmeticku vrednost + SD (***p<0,001).

4.4. Parametri metabolizma lipida i lipoproteina kontrolnih i
gojaznih ispitanika

S obzirom da stanje gojaznosti uti¢e 1 na promene metabolizma lipida 1
lipoproteina u daljem radu smo odredivali koncentracije LDL, HDL, TC, TG, a takode i
izraCunavali odnos LDL/HDL, kao i koncentracije Apo-Al, ApoB, Lp(a) i SMK.

Dobijene vrednosti ispitivanih parametara lipidnog profila prikazani su na Slikama 6-8.
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Analizom parametara lipidnog profila u grupi gojaznih ispitanika nadene su
statistiCki znacajno viSe vrednosti za sledeCe parametre: LDL (Slika 6A), TG (Slika
6D), odnos LDL/HDL (Slika 6E), ApoB (Slika 7B) i SMK (Slika 8.). Razlika se
ogledala u statisticki znacajno viSim vrednostima navedenih parametara kod gojaznih
ispitanika, izuzev koncentracije HDL (Slika 6B) i Apo-Al (Slika 7A) koje su kod
gojaznih ispitanika bile statisti¢ki znacajno nize u poredenju sa kontrolnim ispitanicima.
Nije uocena statisticki znacajna razlika u vrednostima TC (5,06+0,95 mmol/l; 5,34+1,15
mmol/l) (Slika 6C) i Lp(a) (0,20+0,15mmol/l; 0,21+ 0,24 mmol/l) izmedu grupa
kontrolnih i gojaznih ispitanika.
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Slika 6. Koncentracija LDL holesterola (A), HDL holesterola (B), ukupnog
holesterola (TC), triglicerida (D) i odnos LDL/HDL (E) u krvi kontrolnih i
gojaznih ispitanika. Rezultati su izrazeni u mmol/l i predstavljaju srednju aritmeticku
vrednost + SD (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; NS — nije statisticki znacajno).
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Slika 7. Nivo ApoA-1 (A) i ApoB (B) kod kontrolnih i gojaznih ispitanika. Rezultati
su izrazeni u g/l i predstavljaju srednju aritmeticku vrednost + SD (¥**p<0,001;
**p<0,01).
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Slika 8. Koncentracija SMK kod kontrolnih i gojaznih ispitanika. Rezultati su

izrazeni u mmol/l i predstavljaju srednju aritmeti¢ku vrednost + SD ( ***p<0,001).

4.5. Ispitivanje parametra oksidativnog stresa i parametara

antioksidativne zastite u krvi kontrolnih i gojaznih ispitanika

Sledeca ispitivanja u okviru ove doktorske disertacije bila su usmerena na
odredivanje 4-HNE jednog od parametara OxS, kao 1 na odredivanje parametara AOS.
Od parametara AOS analizirali smo aktivnost enzima: SOD, CAT, GR i GPx. Takode je

odredivan ukupni antioksidativni status (TAS) kod gojaznih 1 kontrolnih ispitanika.

4.5.1. Odredivanje parametra OxS, markera lipidne peroksidacije - 4-
HNE

U serumu gojaznih i kontrolnih ispitanika meren je nivo 4-HNE kao parametra
OxS tj. lipidne peroksidacije. Dobijeni rezultati (Slika 9.) pokazuju da je nivo 4-HNE
kod gojaznih ispitanika bio statisticki znacajno visi za 36% (p<0,001) u odnosu na nivo
4-HNE merenog kod kontrolnih ispitanika.
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Slika 9. Nivo koncentracije 4-HNE u serumu kontrolnih i gojaznih ispitanika.
Rezultati su izraZeni u 10°mmol/l i predstavljaju srednju aritmeti¢ku vrednost + SD
(***p<0,001).

4.5.2. Odredivanje parametara AOS gojaznih i kontrolnih ispitanika

Prvi parametar AOS koji smo odredivali bio je ukupni antioksidativni status
(TAS). Iz prikazanih rezultata na Slici 10. uocava se da je nivo TAS kod gojaznih
ispitanika statisticki znac¢ajno smanjen (p<0,001) u poredenju sa vrednostima za TAS

kod kontrolnih ispitanika.
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Slika 10. Nivo TAS u krvi kontrolnih i gojaznih ispitanika. Rezultati su izraZeni u

mmol/l i predstavljaju srednju aritmeti¢ku vrednost + SD (***p<0,001).

Dalja merenja u ovoj doktorskoj disertaciji su obuhvatala odredivanje aktivnosti
enzima AOS: SOD, CAT, GR i GPx. Rezultati merenja aktivnosti pomenutih enzima
prikazani su na Slici 11. Dobijeni rezultati pokazuju da su u krvi gojaznih ispitanika
aktivnosti enzima SOD (Slika 11A), GR (Slika 11C) i GPx (Slika 11D) statisticki
znacajno smanjene u odnosu na kontrolne ispitanike. Procenti smanjenja kod gojaznih
ispitanika za aktivnost enzima SOD je iznosio 35% (p<0,001), za GR 21% (p<0,001) a
za GPx 29% (p<0,001). Nije uoCena statistiCki znaCajna promena za aktivnost CAT

izmedu dve ispitivane grupe (Slika 10B).
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Slika 11. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) (A), katalaze (CAT) (B), glutation
reduktaze (GR) (C) i glutation peroksidaze (GPx) (D) u krvi kontrolnih i gojaznih
ispitanika. Rezultati su izrazeni u U/mgHb (SOD), U/gHb (CAT), mU/ml (GR) i
U/gHb (GPx) i predstavljaju srednju aritmeticku vrednost + SD (***p<0,001; N.S.- nije

statisticki zna¢ajno).

4.6. Asocijacija antropometrijskih parametara, faktora rizika,
parametara metabolizma glukoze, lipida i lipoproteina, kao i

parametara OxS i AOS sa genetickom varijantom G-2548A u

genu za leptin

Pre nego Sto smo pristupili analizi asocijacije antropometrijskih parametara,

faktora rizika, parametara metabolizma glukoze, lipida i lipoproteina, kao i parametara
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OxS i AOS sa genetickom varijantom G- 2548A u genu za leptin, uradili smo analizu

geneticke varijante G-2548A u genu za leptin.

4.6.1. Geneticka varijanta u genu za leptin

U Tabeli 3. predstavljene su relativne frekvencije alela i genotipova varijante G-
2548A u genu za leptin u grupi kontrolnih i gojaznih ispitanika. Rezultati pokazuju da u
distribuciji ispitivanih alela i genotipova izmedu gojaznih i kontrolnih ispitanika nema

statisticki znacajnih razlika.

Tabela 3. Relativne frekvencije alela i genotipova varijante G-2548A u genu za

leptin u kontrolnoj grupi i grupi gojaznih ispitanika

. Gojazni Kontrolni
Genotip S o p
ispitanici ispitanici
Svi ispitanici Broj % Broj % Y
alel G 0,60 / 0,53 / 0,47
alel A 0,40 / 0,47 / NS
genotip GG 10 32,26 8 2581 [ 073
genotip GA 17 54,84 17 54,84 NS
genotip AA 4 12,90 6 19,35
Ukupno (n) 31 100 31 100

Za utvrdivanje asocijacije antropometrijskih i metabolickih parametara, kao i
parametara OxS i AOS sa genotipovima geneticke varijante LEP G-2548A koriscen je
kodomominantni model u kome su sva tri genotipa (GG, GA, AA) ravnopravna. Pored
toga, za izucavanje asocijacije ispitivanih parametara sa genotipovima date geneticke
varijante koriS¢en je model dominantnog efekta redeg alela u ovom slucaju alela A, s
obzirom da se ovaj efekat ispoljava u prisustvu ili samo jednog alela A ili oba alela A u
genotipu. Tacnije, posmatrali smo genotipove GA+AA vs. GG pri ¢emu je GG bio
referentni genotip. Za ispitivanje asocijacije LDL sa genotipovima pomenute geneticke

varijante je koriS¢en tre¢i model - model recesivnog efekta redeg alela (A). Recesivni
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efekat se ispoljava samo u prisustvu oba alela u ovom slu¢aju AA, pa je tako posmatran

genotip AA vs. genotipovi GG+GA.

4.6.2. Asocijacija antropometrijskih parametara sa genotipovima

varijante G-2548A u genu za leptin

U daljoj statistickoj analizi ispitivali smo postojanje  asocijacije
antropometrijskin parametara (telesna masa, obim struka, BMI) sa genotipovima
varijante G-2548A u genu za leptin kod kontrolnih i gojaznih ispitanika. Koriste¢i
kodominantni model utvrdili smo da nema asocijacije antropometrijskih parametara
(telesna masa, obim struka, BMI) sa genotipovima varijante G-2548A u genu za leptin

kod kontrolnih i gojaznih ispitanika.

Dominantni model je pokazao postojanje znacajnih asocijacija antropometrijskih
parametara (telesna masa, obim struka i indeks telesne mase) sa genotipovima varijante
G-2548A u genu za leptin kod kontrolnih ispitanika (Slika 12). Kod kontrolnih
ispitanika nosilaca heterozigota GA i kontrolnih ispitanika nosilaca homozigota AA
pokazana je statisticki znac¢ajno manja telesna masa (Slika 12A), obim struka (Slika
12B) i indeks telesne mase (Slika 12C) u poredenju sa kontrolnim ispitanicima

nosiocima homozigota GG po dominantnom modelu (Slika 12.).
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Slika 12. Asocijacija telesne mase (A), obima struka (B) i BMI (C) sa genotipovima
varijante LEP G-2548A kod kontrolnih i gojaznih ispitanika po dominantnom
modelu. Rezultati su izrazeni u kg (telesne masa), cm (obim struka) i u kg/m? (BMI) i

predstavljaju srednju aritmeticku vrednost + SD (*p<0,05)

4.6.2.1. Asocijacija faktora rizika sa genotipovima varijante G-2548A
u genu za leptin kontrolnih i gojaznih ispitanika

Statistickom analizom smo prvo hteli da utvrdimo da li postoji asocijacija
ispitivanih faktora rizika kao Sto su Krvni pritisak, parametri metabolizma glukoze,
parametri lipidnog profila, nivo leptina, nivo markera inflamacije sa genotipovima
varijante G-2548A u genu za leptin kod kontrolnih i gojaznih ispitanika. Rezultati
dobijeni primenom ANOVA i Kruskal-Wallis testa su pokazali da nije bilo smisla za

dalju analizu asocijacije koncentracije leptina i vrednosti SBD i DBP sa genotipovima
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varijante G-2548A u genu za leptin kod kontrolnih i gojaznih ispitanika posto je p

vrednost bila veca od 0,05.

4.6.2.2. Asocijacija parametara metabolizma glukoze i koncentracije
insulina sa genotipovima varijante G-2548A u genu za leptin

Slede¢i korak u statistickoj analizi bilo je ispitivanje asocijacije parametara
glukoznog metabolizma, koncentracije glukoze i insulina u krvi pre dorucka,
koncentracije glukoze i insulina u krvi 2 sata posle dorucka, indeksa rezistencije na
insulin pre doru¢ka (HOMA-IR), indeksa rezistencije na insulin 2 sata posle dorucka (2
h HOMA-IR) i koncentracije glikozilovanog hemoglobina (HbA;;) sa genotipovima
varijante G-2548A u genu za leptin kod kontrolnih i gojaznih ispitanika. Rezultati
dobijeni primenom ANOVA i Kruskal-Wallis testa su pokazali da nije bilo smisla za
dalju analizu asocijacije FPG, FPI, 2 h PG, 2 h PI, HOMA-IR, 2 h HOMA-IR i HbA.
sa genotipovima varijante G-2548A u genu za leptin kod kontrolnih i gojaznih

ispitanika posto je p vrednost bila veca od 0,05.

4.6.2.3. Asocijacija markera inflamacije sa genotipovima varijante G-
2548A u genu za leptin

U daljoj analizi ispitivali smo asocijaciju markera inflamacije NO i CRP sa
genotipovima varijante G-2548A u genu za leptin po kodominantnom i dominantnom
modelu kod kontrolnih i gojaznih ispitanika. Na Slici 13. su prikazani rezultati analize
po dominantnom modelu koji pokazuju da je koncentracija NO u plazmi kontrolnih
ispitanika nosilaca heterozigota GA i kontrolnih ispitanika nosilaca homozigota AA bila
statisticki znaCajno veca za 54% u poredenju sa kontrolnim ispitanicima nosiocima
homozigota GG. Rezultati dobijeni primenom ANOVA i Kruskal-Wallis testa su
pokazali da nije bilo smisla za dalju analizu asocijacije CRP sa genotipovima varijante
G-2548A u genu za leptin kod kontrolnih i gojaznih ispitanika posto je p vrednost bila
veca od 0,05.
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Slika 13. Asocijacija koncentracije NO u plazmi sa genotipovima varijante LEP G-
2548A po dominantnom modelu kontrolnih i gojaznih ispitanika. Rezultati su

izrazeni u pumol/l i predstavljaju srednju aritmeti¢ku vrednost + SD (*p<0,05).

4.6.2.4. Asocijacija parametara lipidnog metabolizma sa genotipovima
varijante G-2548A u genu za leptin

Naredna statisticka analiza rezultata odnosila se na asocijaciju parametara
metabolizma (LDL, HDL, odnos LDL/HDL, TC, TG i SMK) i lipoproteina (Apo-Al,
ApoB, Lp(a)) sa genotipovima varijante G-2548A u genu za leptin kod kontrolnih i
gojaznih ispitanika.

Analiza po kodominantnom modelu pokazuje da gojazni ispitanici nosioci
homozigota manje ucéestalog alela A geneticke varijante LEP G-2548A imaju statisticki
znacajno manje vrednosti LDL za 28% u poredenju sa gojaznim ispitanicima nosiocima
homozigota GG, odnosno, za 29% manje u poredenju sa gojaznim ispitanicima
nosiocima heterozigota GA sto je prikazano na Slici 14. Rezultati dobijeni primenom
ANOVA i Kruskal-Wallis testa su pokazali da nije bilo smisla za dalju analizu
asocijacije HDL, odnosa LDL/HDL, TC, TG, SMK, Apo-Al i Lp(a) sa genotipovima
varijante G-2548A u genu za leptin kod kontrolnih i gojaznih ispitanika posto je p

vrednost bila vec¢a od 0,05.
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Slika 14. Asocijacija koncentracije LDL sa genotipovima varijante LEP G-2548A
po kodominantnom modelu kod kontrolnih i gojaznih ispitanika. Rezultati su

izrazeni u mmol/l (LDL) i predstavljaju srednju aritmeti¢ku vrednost + SD (*p<0,05)

Analiza po recesivnom modelu pokazala je da je nivo LDL kod gojaznih
ispitanika nosilaca homozigota AA statisticki znacajno manji za 28% (p<0.05) u
poredenju sa gojaznim ispitanicima nosiocima homozigota GG i gojaznim ispitanicima

nosiocima heterozigota GA (Slika 15).
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Slika 15. Asocijacija koncentracije LDL holesterola sa genotipovima varijante LEP
G-2548A po recesivnom modelu kod kontrolnih i gojaznih ispitanika. Rezultati su

izrazeni u mmol/l i predstavljaju srednju aritmeti¢ku vrednost +/- SD (*p<0,05).

Statisti¢ka analiza po kodominantnom modelu je pokazala da gojazni ispitanici
nosioci homozigota AA geneticke varijante LEP G-2548A imaju statisti¢ki znacajno
manje vrednosti ApoB za 26% u poredenju sa gojaznim ispitanicima nosiocima
heterozigota GA (Slika 16).
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Slika 16. Asocijacija koncentracije ApoB sa genotipovima varijante LEP G-2548A
po kodominantnom modelu kod kontrolnih i gojaznih ispitanika. Rezultati su

izrazeni u g/1 i predstavljaju srednju aritmeti¢ku vrednost + SD (*p<0,05).

4.6.2.5. Asocijacija parametra OxS sa genotipovima varijante G-2548A
u genu za leptin

Rezultati dobijeni primenom ANOVA i Kruskal-Wallis testa su pokazali da nije
bilo smisla za dalju analizu asocijacije 4-HNE sa genotipovima varijante G-2548A u

genu za leptin kod kontrolnih i gojaznih ispitanika posto je p vrednost bila veca od 0,05.
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4.6.2.6. Asocijacija parametara AOS sa genotipovima varijante G-
2548A u genu za leptin

Rezultati dobijeni primenom ANOVA i Kruskal-Wallis testa su pokazali da nije
bilo smisla za dalju analizu asocijacije SOD, CAT, GR, GPx i TAS sa genotipovima
varijante G-2548A u genu za leptin kod kontrolnih i gojaznih ispitanika posSto je p

vrednost bila veca od 0,05.
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-----

nezaraznih bolesti, kako u svetu, tako i kod nas. U Srbiji je jedan od vaznijih
zdravstvenih problema sa ucestalos¢u do 54%, a u Vojvodini ¢ak do 58% (Grujic i sar.,
2010). Povecanje telesne mase rezultuje brojnim metaboli¢kim poremecajima kao §to su
IR, aterogena dislipidemija, ali i nastankom kardiovaskularnih bolesti kao $to su: bolesti
koronarnih i cerebralnih krvnih sudova, mozdani udar, infarkt miokarda, hipertenzija, a
koje su vode¢i uzrok smrti u svetu (NIH 1998; Must i sar., 1999; Stokic i sar., 2015).
Poznato je da masno tkivo sluzi kao skladiste energije, ali i da su sekretorni produkti
ovog tkiva ukljuceni u kompleksnu patogenezu metaboli¢kih poremecaja povezanih sa
gojaznoS¢u. Adipozno tkivo stvara veliki broj razli¢itih bioaktivnih peptida poznatih

kao adipocitokini, u koje spada i leptin (Stokic i sar., 2015).

Poznato je iz literature da u u stanju gojaznosti, kao i mnogim drugim
patofizioloskim stanjima, dolazi do povecanja reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) i azota.
OxS nastaje u celijskim sistemima u uslovima narusene ravnoteze izmedu stepena
produkcije i1 otklanjanja visokoreaktivnih molekula, odnosno kada produkcija ROS
prevazilazi antioksidativne kapacitete datih sistema (Halliwell i Whiteman 2004). Sve je
vise dokaza o povecanom OXS u masnom tkivu kod gojaznih osoba §to ¢ini osnovu za

poremecaj sekrecije adipokina i razvoj MetS (Furukawa i sar., 2004).

Danasnja izuCavanja gena za leptin (LEP) su usmerena na traZenje genetickih
varijanti, potencijalno povezanih sa patofiziologijom gojaznosti, dijabetesom, kao i

komplikacijama udruzenim sa ovim patoloskim stanjima.

S obzirom na cinjenicu da je koncentracija leptina znacajno povecana kod
gojaznih osoba i da je povecanje proporcionalno telesnoj masi (Considine i sar., 1996;
Mantzoros 1999), aktuelno je izucavanje asocijacije geneticke varijante u genu za leptin

sa antropometrijskim i metabolickim parametrima (Hoffstedt i sar., 2002). lako
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geneticke varijante leptina mogu biti vazne u patofiziologiji humane gojaznosti i njenih
komplikacija (Paracchini i sar., 2005; Portoles i sar., 2006; Stokic i sar., 2014)
asocijacija geneticke varijante G-2548A u genu za leptin sa antropometrijskim i

metabolickim parametrima u stanjima gojaznosti nije u potpunosti objasSnjena.

U okviru ove doktorske disertacije sprovedena su istrazivanja sa ciljem analize
promena antropometrijskih i metabolickih parametara, kao i aktivnosti enzima AOS kod
gojaznih 1 kontrolnih ispitanika. Takode, sprovedena su istrazivanja u pravcu
genotipizacije varijante G-2548A u genu za leptin, kao i poredenja utvrdenih
frekvencija genotipova i alela ispitivane geneticke varijante kod obe grupe ispitanika.
Utvrdivanje postojanja asocijacije geneticke varijante u genu za leptin sa promenama u
analiziranim antropometrijskim 1 metabolickim parametrima, kao i1 aktivnosti enzima

AOS su takode sprovedena.

5.1. Antropometrijski parametri gojaznih ispitanika

Analiza antropometrijskih parametara pokazala je da postoji znacajna razlika za
telesna masu, indeks telesne mase, obim struka izmedu gojaznih 1 kontrolnih ispitanika,
odnosno, da su svi ispitivani parametri znacajno povecani kod gojaznih u odnosu na
kontrolne ispitanike. Dobijeni rezultati su oc¢ekivani 1 u skladu su sa rezultatima drugih
studija (Hinuy i sar., 2008; Constantin i sar., 2010), koje su takode pokazale povecanje

pomenutih antropometrijskih parametara u gojaznosti.

Prvi parametar koji smo odredivali u naSem radu bio je izraCunavanje BMI. S
obzirom da je za izracunavanje BMI potrebno imati izmerene vrednosti telesne mase i
telesne visine prvo smo vrsili merenje ova dva pomenuta parametra u obe grupe
ispitanika. Prose¢na vrednost BMI u grupi gojaznih ispitanika iznosila je 41,51+9,22
kg/m?, a u grupi kontrolnih ispitanika prosecna vrednost BMI bila je 22,63+1,94 kg/m?.
Imaju¢i u vidu da je preporuka SZO da se osobe koje imaju BMI veéi od 40 kg/m2
definisu kao ekstremno gojazne (WHO 2000) gojazni ispitanici u naSem radu su
okarakterisani kao ekstremno gojazni. | pored svoje dobre korelacije sa masnom masom
kao i sa velikim brojem faktora rizika za razvoj niza komplikacija uzrokovanih

gojaznoS¢u, BMI pokazuje izvesne varijacije u odnosu na pol, starost, rasnu i etnicku
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pripadnost, kao i na fizi¢ku aktivnost (Lev-Ran 2001; Prentice i Jebb 2001). Zbog toga
je pored odredivanja stepena gojaznosti (BMI) neophodno i poznavanje veli¢ine
intraabdominalnog masnog tkiva koje je odgovorno za pojavu metabolic¢kih
komplikacija (Marin i sar., 1992; Stokic 2004). Slede¢a merenja u nasoj studiji su bila
merenja obima struka kod gojaznih i kontrolnih ispitanika. Na osnovu izmerenih
vrednosti obima struka koje su kod gojaznih ispitanika iznosile 126,58+19,07 cm, a kod
kontrolnih ispitanika 83,58+9,14 ¢cm moze se zakljuciti da gojazni ispitanici u nasoj
studiji imaju abdominalni tip gojaznosti i samim tim povecani rizik za razvoj
metaboli¢kih komplikacija, s obzirom da osobe sa obimom struka preko 100 cm
(muskarci) ili 80 cm (Zene) imaju veci rizik za nastanak metabolickih komplikacija

(Janssen i sar., 2004; Stokic 2004).

5.2. Faktori rizika kardiovaskularnih oboljenja gojaznih ispitanika

U daljem radu smo merili neke od faktora rizika za razvoj kardiovaskularnih
oboljenja, kao i1 neke od metabolickih parametara, tacnije parametre metabolizma
glukoze, lipida i lipoproteina, kao i koncentracije SMK i leptina. Izmerene vrednosti
sistolnog (SBP) i dijastolnog (DBP) krvnog pritiska ukazale su na razliku u grupi
gojaznih u poredenju sa vrednostima dobijenim za kontrolne ispitanike. lako su razlike
u dobijenim vrednostima SBP i DBP bile male, bile su statisti¢ki znacajne. Povecanje
SBP i DBP kod gojaznih ispitanika ukazuje na prisustvo faktora rizika za razvoj
hipertenzije §to je i dokumentovano kod gojaznih osoba (Sing i sar., 2003). Kod
gojaznih osoba musSkog 1 Zenskog pola sa porastom BMI raste incidenca pojave
hipertenzije sto je delimi¢no u skladu sa nasim rezultatima koji takode pokazuju da su
gojazni ispitanici iz nase studije imali znacajno povecane vrednosti BMI, kao i blago

povisenje krvnog pritiska (Sing i sar., 2003).

Postojanje abdominalnog tipa gojaznosti naroCito je povezano sa incidencom
kardiovaskularnih bolesti (Clemente i sar., 2015; Gast i sar., 2015; Scheuer i sar., 2015).
U daljem toku studije merili smo nivo leptina u serumu obe ispitivane grupe.
Nasi rezultati pokazuju da je nivo leptina znac¢ajno povecan u grupi gojaznih ispitanika

u poredenju sa kontrolnim ispitanicima. Nasi rezultati su oc¢ekivani i u saglasnosti sa
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rezultatima drugih autora koji su takode pokazali poveéan nivo leptina u stanju
gojaznosti (Considine i sar., 1996; Mantzoros 1999). Literaturni podaci ukazuju na vezu

koja postoji izmedu veli¢ine adipocita i ekspresije leptina (Pantanetti i sar., 2004).

Iako je nivo leptina povecan kod gojaznih osoba, ve¢ina gojaznih osoba razvija
rezistenciju na leptin. Lokalna rezistencija na leptin povecava nivo leptina koji ne deluje
na apetit u hipotalamusu (centralna rezistencija na leptin), ali i na adipocite belog
masnog tkiva u kojima SOCS3 inhibira ekspresiju LEP-R. Leptin deluje na
metabolizam adipocita i inhibira odgovor adipocita belog masnog tkiva na insulin.
Postoji i selektivna rezistencija na leptin pri kojoj u stanju gojaznosti leptin ne regulise
apetit i telesnu masu, ali su o¢uvana njegova dejstva na simpatic¢ki nervni sistem (SNS)
(Friedman 2011). Pored toga, pokazano je da pacijenti kod kojih je dijagnostifikovana
esencijalna hipertenzija imaju povecan nivo leptina u plazmi (McMinn i sar., 2000).
Davanje leptina intravenski dovodi do porasta krvnog pritiska usled porasta simpaticke
aktivnosti u bubrezima, nadbubreznoj Zlezdi i mrkom masnom tkivu (McMinn i sar.,

2000; Al-Shayji i sar., 2012).

5.3. Parametri metabolizma glukoze kod gojaznih ispitanika

U cilju sagledavanja metabolickog fenotipa gojaznih ispitanika i utvrdivanja
razlika u metabolickom profilu izmedu gojaznih i1 kontrolnih ispitanika u daljem radu

smo ispitivali parametre metabolizma glukoze, lipida i lipoproteina, kao i nivo SMK.

Tako je pokazano povecanje insulina pre prvog jutarnjeg obroka i1 2 sata nakon
njega, ali nisu uocene promene glikemije. Rezultati znacajnog povecanja obe vrednosti
koncentracije insulina u skladu su sa rezultatima drugih studija (Mammes i sar., 2000;
Pantanetti i sar., 2004; Hinuy i sar., 2008; Ben Ali i sar., 2009; Constantin i sar., 2010).
U stanju gojaznosti hiperinsulinemija nastaje kako zbog povecéane sinteze insulina
izazvane viskom SMK, tako i zbog smanjenog "klirensa" insulina uglavnom od strane

jetre (Stears i sar., 2012; Castro i sar., 2014).

U nasSoj studiji nije uoceno statisticki znacajno povecanje koncentracije glukoze
pre i posle dorucka kod gojaznih ispitanika u odnosu na kontrolne ispitanike, ali je

zapazeno statisticki znacajno povecanje glikozilovanog hemoglobina (HbAjc). Ovo
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povecanje HbA;¢ bi moglo ukazati na trend ka hiperglikemiji kod gojaznih ispitanika u
odnosu na kontrolne ispitanike, ali metabolizam glukoze i tolerancija na glukozu nisu
toliko naruSeni da bi hiperglikemija dostigla prag statisticke znacajnosti. Na osnovu
naSih rezultata mozemo zakljuciti da je visok nivo HbA;¢ u direktnoj vezi sa povecanim
rizikom za razvoj dijabetesa i njegovih prate¢ih komplikacija kod gojaznih ispitanika
(Jeffcoate 2004). Takode, nasi rezultati su u skladu sa rezultatima (Koga i sar., 2007)
koji pokazuju pozitivnu korelaciju HbAy. i vrednosti BMI kod gojaznih ispitanika.
PoviSena koncentracija HbAj; kod gojaznih ispitanika u naSoj studiji sugeriSe da je

koncentracija glukoze bila visoka u zadnjih 8-12 nedelja.

Hormon leptin ¢ija je koncentracija znacajno povecana u grupi gojaznih
ispitanika je ukljucen u regulaciju metabolizma glukoze. Literaturni podaci pokazuju da
leptin in vitro utice na delovanje insulina u hepatocitima, adipocitima i miocitima
(Shimamura i sar., 2003; Matsuzawa 2005). Eksperimentalni podaci pokazuju da
injeciranje leptina pacovima rezultira u poveéanom preuzimanju glukoze u sréanom i
skeletnom miSicu, kao i u mrkom masnom tkivu, ali ne i belom masnom tkivu. Leptin u
jetri smanjuje glikogenolizu i povecava sintezu glikogena (Shimamura i sar., 2003;
Nogueiras i sar., 2008) delujuéi preko B-adrenergi¢kih receptora (Nogueiras i sar.,
2008).

Pored odredivanja koncentracije glukoze 1 insulina procenjivan je indeks
rezistencije na insulin putem izraunavanja HOMA-IR koriS¢enjem dobijenih
koncentracija glukoze 1 insulina u krvi pre i 2 h posle dorucka. Gojazni ispitanici su
imali oc¢ekivano znac¢ajno visi nivo HOMA indeksa u odnosu na kontrolne ispitanike.
Osim toga nasi rezultati govore da metabolicki profil gojaznih ispitanika u nasoj studiji
karakteriSe postojanje rezistencije na insulin u jetri, s obzirom da je HOMA indeks

pokazatelj IR u jetri tj. hepaticne rezistencije na insulin.

5.4. Parametri metabolizma lipida, lipoproteina i nivo SMK gojaznih

Ispitanika

Imaju¢i u vidu epidemioloske podatke koji pokazuju da je poremecaj

metabolizma lipida i lipoproteina prisutan kod skoro 30% gojaznih osoba (Stokic 2004;
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Nguyen i sar., 2005) i da se najces¢i poremecaji javljaju u obliku hiperholesterolemije,
hipertrigliceridemije, kao i da dolazi do pada nivoa protektivnog HDL holesterola, a
porasta LDL holesterola, u daljem radu smo analizirali parametre metabolizma lipida i

lipoproteina, kao i koncentracije SMK u obe ispitivane grupe.

Dobijeni rezultati pokazuju znacajno povecanje koncentracije LDL i TG, a
znacajno smanjenje nivoa HDL u grupi gojaznih ispitanika. Nasi rezultati su ocekivani i
u saglasnosti sa rezultatima drugih autora (Portoles i sar., 2006; Ben Ali i sar., 2009;
Constantin i sar., 2010). Povecane koncentracije LDL i TG u grupi gojaznih ispitanika
se mogu dovesti u vezu sa IR s obzirom da su gojazni ispitanici iz nase studije na
osnovu HOMA-IR indeksa i 2 h HOMA-IR indeksa bili rezistentni na insulin. Poznato
je da je jedna od posledica IR i poremecéaj metabolizma lipida i lipoproteina (Caglayan i
sar., 2005), kao i da usled prisustva IR moze do¢i do nastanka hipertrigliceridemije

(Ravi i sar., 2004).

Gojaznost povec¢ava mogucénost razvoja KVB preko faktora rizika kao Sto su
povecani nivo TG, visok nivo lipoproteina male gustine LDL, nizak nivo lipoproteina
velike gustine HDL, poviseni nivoi glukoze i insulina u krvi i visok krvni pritisak (Klop
i sar., 2013). Metaboli¢ki faktori rizika tj. lipidi su povezani sa gojazno$c¢u uz prisustvo
poveéanog LDL, hiperlipidemije sa akumulacijom aterogenih ostataka i povecane
produkcije ApoB od strane jetre (Klop i sar., 2013). Svi ovi poremecaji lipida su tipi¢ne
karakteristike MetS 1 mogu biti povezani sa inflamacijom koja delimi¢no potice iz
samog masnog tkiva i direktno uti¢e na endotel krvnih sudova (Klop i sar., 2013). U
prilog ovoj pretpostavei idu 1 nasi rezultati koji pokazuju da je odnos LDL/HDL tj.
aterosklerotski indeks znacajno veéi u grupi gojaznih ispitanika u poredenju sa
kontrolnim ispitanicima. Povec¢ani odnos LDL/HDL u kombinaciji sa poviSenim
nivoom TG takode je uoCen u naSoj grupi gojaznih ispitanika i pove¢ava moguénost

nastanka koronarnih bolesti srca.

Lipidna trijada (povecan nivo TG i odnosa LDL/HDL) ili drugacije nazvana
aterogena dislipidemija je prisutna u grupi gojaznih ispitanika nase studije. Nivo HDL
holesterola odrazava ravnotezu izmedu stope stvaranja HDL i stope njegovog klirensa
(Wang i Peng 2011). Medutim, povecani klirens HDL ima viSe uticaja na smanjenje
HDL kod gojaznih osoba (Rashid i sar., 2006). Pokazano je da promene u sastavu HDL
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posebno povecanje udela TG ¢ine veéinu uzroka njegovog povecanog klirensa (Wang i
Peng 2011). U stanju gojaznosti i IR masno tkivo oslobada visak SMK. Nascenti
lipoprotein veoma male gustine (VLDL; engl. very low-density lipoproteins) osloboden
iz jetre sadrzi TG, holesterol, ApoB, apolipoprotein C (ApoC), apolipoprotein E (ApoE)
(Shelness i Sellers 2001). HDL razmenjuje holesterol estre sa VLDL u zamenu za
fosfolipide i TG uz prisustvo proteina za transfer holesterol estra (CETP; engl.
cholesteryl ester transfer protein) za ¢iju je aktivnost pokazano da je znacajno poveéana
kod gojaznih osoba (Dullaart i sar., 1994). Sa ve¢im uklanjanjem TG iz VLDL usled
delovanja lipoproteinske lipaze (LPL) i CETP, sastav VLDL se menja i nastaje
lipoprotein intermedijarne gustine (IDL; engl. intermediate-density lipoprotein)
(Shelness i Sellers 2001). Kao rezultat gojaznosti veci broj HDL Cestica je siromaSan
holesterolom i obogaéen TG. Lipidima siromasan HDL moZe da se reciklira i da formira
nascentne HDL cestice, ali se pretpoStavlja da se on najverovatnije izlucuje preko
bubrega (Wang i Peng 2011), a HDL ostaci se vezuju za c¢elije jetre ili bubrega Koji
posreduju u preuzimanju, internalizaciji i degradaciji ostataka HDL (Wang i Peng
2011).

U naSoj studiji nismo uocili znac¢ajno povecanje TC u grupi gojaznih ispitanika 1
ovaj rezultat je u skladu sa rezultatom dobijenim u Spanskoj geneti¢koj populacionoj
studiji (Portoles i sar., 2006). Objasnjenje povecane koncentracije TC koja nije dostigla
statistiCku znacajnost kod gojaznih ispitanika u odnosu na kontrolne ispitanike mogla bi
biti usled preraspodele u nastanku holesterola u obliku HDL i LDL ¢estica u korist LDL
Cestica. Takode, poznato je da je za abdominalnu gojaznost karakteristi¢na pojava
aterogene dislipidemije, u kojoj je prisutna povecana koncentracija TG zbog povecanog
prisustva aterogenih ostataka lipoproteina, smanjena koncentracija HDL holesterola i
prisustvo malih, gustih LDL ¢estica (sdLDL) (Duivenvoorden i sar., 2009; Baldassarre i
sar., 2012). Pomenuti literaturni podaci su potvrda nasih rezultata tj. povec¢ane vrednosti
nivoa TG, LDL, kao 1 smanjenje vrednosti HDL. Snizenje nivoa HDL je znacajna
karakteristika dislipidemi¢nog profila gojaznih osoba S$to je potvrdeno i1 naSim
rezultatima. Epidemioloski podaci pokazuju da smanjenje HDL za 1% povecava rizik za
nastanak kardovaskularnih bolesti za 2-3% (McAuley i sar., 2014; Figueroa-Vega i sar.,

2015). Studija Correia i saradnika pokazuje da hiperleptinemija, kao i rezistencija na
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leptin, osim hipertenzije i poremec¢aja metabolizma glukoze takode mogu dovesti i do

proaterogenog stanja kod gojaznih osoba (Correia i Rahmouni 2006).

Pored nivoa LDL holesterola u nasem radu takode smo odredivali koncentracije
Apo-Al i ApoB. Kod gojaznih ispitanika u nasem radu znac¢ajno je smanjen nivo Apo-
Al, a znacajno povecan nivo ApoB. Dobijeni rezultati su ocekivani imajuéi u vidu
literaturne podatke koji nedvosmisleno pokazuju da ApoB predstavlja direktnu meru
broja prisutnih aterogenih Cestica u cirkulaciji. Kod gojaznih osoba sa abdominalnom
gojaznoS¢u je pokazano da povecanje koncentracije LDL prati povecanje vrednosti
ApoB (Lavie i sar., 2015). Rezultati drugih studija takode ukazuju na vezu izmedu
povecanih koncentracija ApoB 1 smanjenih koncentracija Apo-Al sa pojavom

ateroskleroze i kardiovaskularnih oboljenja (Walldius i Jungner 2006).

U aterogene faktore se pored lipida (TC, TG, HDL, LDL), Apo-Al i ApoB
takode ubraja i Lp(a) ¢iju smo koncentraciju takode merili kod ispitanika naSe studije.
Nasi rezultati pokazuju da je koncentracija Lp(a) kod gojaznih ispitanika ostala na istom

nivou kao kod kontrolnih ispitanika tj. nije bilo znacajne razlike.

Gojazni ispitanici u nasoj studiji su imali znacajno visi nivo SMK u poredenju sa
kontrolnom grupom. U stanju gojaznosti dolazi do povecanja koncentracije SMK usled
povecanja adipoznog tkiva koje oslobada vise SMK, dok "klirens" SMK mozZe biti
redukovan (Boden 2011). Osim toga, povecanje nivoa SMK inhibira antilipoliti¢ko
dejstvo insulina §to dalje povecava nivo oslobodenih SMK u cirkulaciju (Boden 2011).
Mehanizmi kojima SMK mogu izazvati nastanak IR ukljucuju generisanje lipidnih
metabolita (diacilglicerol), proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-1b, IL-6, MCP1) i
¢elijski stres, ukljucujuéi oksidativni i stres endoplazmati¢nog retikuluma (Boden
2011).Akutno povecanim nivoom SMK indukovana rezistencija na insulin nastaje usled
inhibicije insulinom posredovane supresije glikogenolize sa malim efektom na
glukoneogenezu (Boden i sar, 2002). Nasuprot tome, dugotrajno povisen nivo SMK
izgleda da povecava glukoneogenezu. Pokazano je da SMK inhibiraju dejstvo insulina
na nivou transporta glukoze stimulisanog insulinom i/ili fosforilacijom inhibiraju
signalnu transdukciju insulina (Boden i Chen, 1995; Dresner i sar, 1999). U objasnjenju
rezultata povecanog nivoa SMK svakako treba ukazati 1 na postojanje IR koja je

prisutna i u naSoj grupi gojaznih ispitanika Sto je pokazao rezultat za HOMA-IR.
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Poremecen insulinski signal u gojaznosti ometa insulinom koordinisano deponovanje,
mobilizaciju i iskori§¢avanje SMK prevashodno u masnom tkivu, jetri i miSi¢ima
(Caglayan i sar., 2005). SMK u jetri dovode do inhibiranja "klirensa” insulina i
insulinom posredovane supresije proizvodnje glukoze u jetri. Kao rezultat ovog efekta
SMK dolazi do oslobadanja glukoze u cirkulaciju i razvoja hiperinsulinemije (Avram i
sar., 2005) koja je uoCena u grupi gojaznih ispitanika u nasem radu. Takode, SMK
negativno uti¢u u skeletnim misi¢ima na senzitivnost insulina, gde dovode do smanjenja
insulinom stimulisanog iskori$¢enja glukoze (Avram i sar., 2005). Ovo je jo§ jedan

nacin podsticanja IR koja je prisutna i kod nasih gojaznih ispitanika.

5.5. Promene u koncentraciji inflamatornih markera gojaznih

Ispitanika

Proinflamatorno stanje se klinicki manifestuje porastom nivoa reaktanata akutne

faze medu kojima znacajno mesto zauzima CRP.

U naSoj studiji gojazni ispitanici su imali znac¢ajno visi nivo CRP u poredenju sa
kontrolnim. Ovo povecanje koncentracije CRP koje je udruzeno sa gojaznoScu je
ocekivano 1 podrZzano literaturnim podacima koji pokazuju postojanje jake i nezavisne
asocijacije uvecanja masne mase u ukupnoj telesnoj masi sa poviSenim nivoima

markera inflamacije (Clemente i sar., 2015).

Ouchi 1 saradnici su pokazali da se CRP pored jetre takode sintetiSe 1 u masnom
tkivu (Ouchi i sar., 2003). Nivo CRP u cirkulaciji je u pozitivnoj korelaciji sa
vrednostima BMI (Kao i sar., 2009) $to potvrduju i na$i rezultati koji pokazuju da
gojazni ispitanici imaju ve¢i BMI 1 ve¢i nivo CRP u serumu. Povecano oslobadanje
proinflamatornih citokina kao $to je IL-6 iz visceralnog masnog tkiva gojaznih osoba
moze da dovede do povecane sinteze CRP. Obim struka i akumulacija visceralnog
masnog tkiva su u pozitivnoj korelaciji sa CRP S§to ukazuje na postojanje akutnog

inflamatornog procesa i endotelne disfunkcije (Misra i Vikram 2003; Pou i sar., 2007).
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U stanju gojaznosti koegzistiraju hroni¢no poviSen nivo CRP i rezistencija na
leptin (Shamsuzzaman i sar., 2004; Hribal i sar., 2014). Molekularne studije ukazuju da
leptin uti¢e na ekspresiju nivoa CRP indirektno preko dejstva na IL-6, ali i direktno
potpomaze stvaranje CRP u jetri i krvnim sudovima (Singh i sar., 2007). Takode, CRP
moze regulisati dostupnost leptina u cirkulaciji, jer je pokazano da u vancelijskom
prostoru ova dva molekula koprecipitiraju i ova interakcija smanjuje sposobnost leptina

da se veze za svoj receptor i aktivira signalnu transdukciju (Gertler i sar., 2007).

Azot monoksid (NO) koga produkuju mnoge cdelije u organizmu nastaje
enzimskom reakcijom katalizovanom jednom od tri izoforme NOS. NO ispoljava svoje
vazodilatatorno dejstvo relaksirajuéi glatke miSi¢ne ¢elije 1 jedan je od bitnih ucesnika
inflamatornih procesa, ali u visokim koncentracijama NO moze ispoljiti citotoksi¢ne
efekte (Knerr i sar., 2005). Laboratorijsko odredivanje NO je ekstremno tesko s obzirom
na kratak poluZzivot i vrlo niske koncentracije u biolo§kim te¢nostima. Nitrati (NO3') i
nitriti (NO2") su najstabilniji metaboliti endogenog NO i dostupni su za kvantitativho
odredivanje. Iz datih razloga merili smo nivo nitrata/nitrita u plazmi obe grupe
ispitanika. Izmerene koncentracije NO u grupi gojaznih ispitanika nase studije su bile
znacajno vece u poredenju sa vrednostima NO u grupi kontrolnih ispitanika. Dobijeni
rezultati su u saglasnosti sa rezultatima populacionih studija u kojima je takode uoceno

povecanje nivoa NO kod gojaznih ispitanika (Choi i sar., 2001; Ghasemi i sar., 2013).

Povecanje nivoa NO u gojaznosti se moze dovesti u vezu sa povecanom
koncentracijom proinflamatornih citokina 1L-6 za koju je pokazano da dovodi do
povecane sinteze 1 aktivnosti inducibilne azot monoksid sintaze (iNOS). U nasem radu
nismo merili koncentraciju IL-6, ali rezultati drugih autora nedvosmisleno pokazuju
znacajno povecan nivo IL-6 u stanju gojaznosti (Roytblat i sar., 2000). Pored toga,
pokazano je da je ekspresija NOS veca u visceralnom masnom tkivu, koje je na osnovu
izmerenih vrednosti obima struka takode prisutna kod gojaznih ispitanika naSe studije.
Veca ekspresija NOS u visceralnom adipoznom tkivu gojaznih ispitanika ima za

posledicu i veéu produkciju NO, koja je detektovana i u nasoj grupi gojaznih ispitanika.
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5.6. Parametar OxS i enzimi AOS gojaznih ispitanika

Danas su sve brojniji dokazi povecanog OxS u masnom tkivu gojaznih osoba
koji ¢ini osnovu za poremecaj sekrecije adipokina i razvoj MetS (Furukawa i sar.,
2004). Pokazana je negativna korelacija izmedu nivoa adipokina i parametra lipidne
peroksidacije koji je jedan od markera oksidativnog oste¢enja (Furukawa i sar., 2004).
Rezultati povecanog nivoa 4-HNE se mozda mogu dovesti u vezu sa povecanim nivoom
slobodnih radikala usled ¢ega dolazi do povecane lipidne peroksidacije i do povecanja
nivoa 4-HNE tj. produkta lipidne peroksidacije. Rezultati analize 4-HNE, markera
lipidne peroksidacije u nasem radu pokazuju da je nivo ovog markera znacajno veci u
grupi gojaznih ispitanika. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima drugih
autora koji pokazuju da je nivo 4-HNE takode povecan u krvi i mi$i¢ima gojaznih osoba
u odnosu na kontrolne osobe (Russell i sar., 2003; Le Lay i sar., 2014). U naSem radu
nismo merili koncentracije ROS, ali imaju¢i u vidu ¢injenicu da lipidna peroksidacija
nastaje kao posledica delovanja ROS na polinezasicene masne kiseline lipida (Al-
Gubory i sar., 2010; Burton i Jauniaux 2011) mozemo pretpostaviti da je nivo ROS u

grupi gojaznih ispitanika bio povecan.

Postoje najmanje tri na¢ina na koji gojaznost nezavisno dovodi do lipidne
peroksidacije (Olusi 2002). Gojaznost dovodi do povetavanja mehanickih i
metaboli¢kih optere¢enja srca Sto rezultuje time da se u srcu povecava potros$nja
kiseonika pri ¢emu dolazi do stvaranja ROS. U situaciji kada proizvodnja ROS
prevazilazi antioksidativni kapacitet Celije dolazi do lipidne peroksidacije. Drugi
mehanizam ukljucuje osteCenja Celija usled pritiska velike telesne mase, tako da usled
povreda celija dolazi do oslobadanja citokina, koji dovode do stvaranja ROS iz tkiva
koje zauzvrat uzrokuje lipidnu peroksidaciju (Olusi 2002). Tre¢i moguéi mehanizam je
ishrana bogata lipidima, koji mogu biti uklju¢eni u metabolizam kiseonika. Takode,
dvostruke kovalentne veze u molekulima SMK su podloZne oksidaciji i upravo zbog

toga mogu takode uzrokovati lipidnu peroksidaciju (Olusi 2002).

Kod gojaznih osoba je pokazano postojanje pozitivne korelacije izmedu markera
lipidne peroksidacije, BMI i obima struka (Furukawa i sar., 2004) sto je u skladu sa

na$im rezultatima.
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Kako je naSe istrazivanje bilo usmereno i na proucavanje OxS kao faktora rizika
za razvoj komplikacija gojaznosti u cilju procene efikasnosti enzimske komponente
AOS u daljem radu smo odredivali aktivnost SOD, GR, GPx, CAT, kao i ukupni
antioksidativni status (TAS). U skladu sa rezultatima drugih studija nasi rezultati su
potvrdili znacajno manje aktivnosti enzima SOD, GR i GPx u serumu gojaznih
ispitanika (Olusi 2002; Ozata i sar., 2002). Takode je ustanovljen statisticki znac¢ajno
nizi TAS u grupi gojaznih ispitanika u odnosu na kontrolne $to je u saglasnosti sa

drugim studijama (Fenkci i sar., 2003; Lopes i sar., 2003; Vincent i Taylor 2006).

Brojne studije potvrduju (Gutierrez-Lopez i sar., 2012; Nikolaidis i sar., 2012)
izmenjen nivo AOS u gojaznosti, ali 1 pored toga rezultati su kontradiktorni. Jo$ uvek je
otvoreno pitanje postojanja korelacije izmedu obima struka, BMI i ostalih parametara
gojaznosti sa pokazateljima AOS. U nekim studijama nije pokazano postojanje ove
korelacije (Brown i sar., 2009), u drugim studijama je pokazano postojanje pozitivne
korelacije sa porastom BMI (Sfar i sar., 2013) ili negativne korelacije sa BMI
(Viroonudomphol i sar., 2000; Mittal i Kant 2009; Olivares-Corichi i sar., 2011).
Bougoulia 1 saradnici su uocili pad aktivnosti GPx kod gojaznih osoba zenskog pola

nakon smanjenja telesne mase (Bougoulia i sar., 2006).

Mnogobrojne klini¢ke studije i in vitro ispitivanja govore u prilog izmenjene
aktivnosti AOS u stanju gojaznosti (Gutierrez-Lopez i sar., 2012; Nikolaidis i sar.,
2012). Dok pojedini istraziva¢i nisu uocili razliku u aktivnosti SOD kod normalno
uhranjenih i gojaznih osoba (Brown i sar., 2009), drugi istrazivaci su uocili nize
vrednosti aktivnosti SOD i GPx kod gojaznih osoba (Olusi 2002; Ozata i sar., 2002) sto

su pokazali i nasi rezultati smanjene aktivnosti SOD i GPx.

Kao jedno od mogucih objasnjenja dobijenih kontradiktornih rezultata koji se
odnose na aktivnost enzima AOS u gojaznosti je dovodenje u vezu sa razliitim
stepenom gojaznosti. Tacnije, u samom pocetku gojaznosti aktivnost enzima AOS moze
biti povecana, ali dugotrajna gojaznost vodi smanjenju aktivnosti enzima AOS (Savini i
sar.,, 2013). Stanje OxS je povezano sa oboljenjima koja nastaju kao posledica

gojaznosti (hiperglikemija, dislipidemija 1 hipertenzija), a ne sa samom gojaznoscu per
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se (Vincent i Taylor 2006; Stefanovic i sar., 2008). Stoga bismo u nasoj studiji mogli
dovesti u vezu registrovanu dislipidemiju i blago povecanje arterijskog pritiska sa
smanjenjem aktivnosti ve¢ine ispitivanih enzima AOS. Da li je smanjenje aktivnosti
enzima AOS zaista u korelaciji sa pomenutim stanjima indukovanim gojaznosc¢u kod
gojaznih ispitanika naSe studije ostaje jo§ uvek otvoreno pitanje i tema je za buduca

istrazivanja.

5.7. Asocijacija antropometrijskih parametara, faktora rizika,
parametara metabolizma glukoze i lipida, markera inflamacije,
parametara OxS i enzima AOS sa genotipovima varijante G-

2548A u genu za leptin

Polaze¢i od nasih kao i rezultata drugih autora koji pokazuju da je koncentracija
leptina znacajno povecana kod gojaznih osoba (Considine i sar., 1996; Mantzoros 1999;
Mammes i sar., 2000; Hinuy i sar., 2008; Ben Ali i sar., 2009; Gomes i sar., 2012) u
daljem radu smo procenjivali mogucu asocijaciju geneticke varijante G-2548A u genu
za leptin sa parametrima gojaznosti i njenim komplikacijama (Powers i Jackson 2008).
Stoga smo analizirali geneti¢ku varijantu G-2548A u genu za leptin u grupi gojaznih i
kontrolnih ispitanika kako bi se utvrdila moguca asocijacija ove geneticke varijante sa
antropometrijskim i metabolickim parametrima, kao i parametrima AOS u srpskoj

populaciji.

Rezultati dobijeni za distribuciju genotipova u naSoj pilot studiji su sli¢ni
rezultatima saopStenim u genetickim populacionim studijama sprovedenim u Grckoj,
Francuskoj i Poljskoj (Yiannakouris i sar., 2003; Poitou i sar., 2005; Franek i sar.,
2010). U nasoj studiji ucestalost alela G za geneticku varijantu G-2548A u genu za
leptin iznosila je 0,60 kod gojaznih ispitanika, a 0,53 u kontrolnoj grupi ispitanika, Sto
je sli¢no rezultatima Constantina i saradnika (Constantin i sar., 2010) koji su pokazali
vecu ucestalost alela G za geneticku varijantu G-2548A u genu za leptin kod gojaznih
ispitanika Rumunije u odnosu na kontrolne. U nasoj studiji nismo uocili znacajnu

razliku u distribuciji genotipova i frekvenciji alela geneticke varijante G-2548A u genu
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za leptin izmedu gojaznih i kontrolnih ispitanika Sto je takode u skladu sa rezultatima

dobijenim u rumunskoj genetickoj populacionoj studiji (Constantin i sar., 2010).

Rezultati koje smo dobili nakon statisticke analize po dominantnom modelu
pokazuju znacajnu asocijaciju telesne mase, obima struka i indeksa telesne mase kod
kontrolnih ispitanika sa genotipovima date geneticke varijante u genu za leptin. Kod
kontrolnih ispitanika nosilaca genotipova GA 1 AA utvrdena je znacajna asocijacija sa
manjom telesnom masom, obimom struka i indeksom telesne mase u odnosu na
kontrolne ispitanike nosioce genotipa GG $to ukazuje da kontrolni ispitanici nosioci
alela A bilo u heterozigotnom ili homozigotnom obliku imaju manji rizik razvoja
gojaznosti u odnosu na nosioce homozigota GG sve dok ne postanu gojazni, jer se u

stanju gojaznosti gubi protektivno dejstvo alela A.

Izucavanje asocijacije geneticke varijante G-2548A u genu za leptin sa BMI
sprovedeno kod francuskih gojaznih ispitanika (Mammes i sar., 2000), zatim gojaznih
tajvanskih Aboridzina (Wang i sar., 2006) i gojaznih brazilskih Zena (Hinuy i sar.,
2008) potvrdila su asocijaciju geneticke varijante G-2548A u genu za leptin sa

povecanim BMI.

Rezultati studije sprovedene u rumunskoj populaciji (Constantin i sar., 2010)
nisu pokazali postojanje asocijacije geneticke varijante G-2548A u genu za leptin sa
indeksom telesne mase i obimom struka, kao ni sa metabolickim parametrima. Portoles
i saradnici su sproveli studiju asocijacije geneticke varijante G-2548A u genu za leptin
kod 303 gojaznih ispitanika 1 606 kontrolnih ispitanika odabranih iz Spanske
mediteranske populacije i nisu pokazali razliku izmedu nosioca razli¢itih genotipova
ove geneticke varijante u srednjoj vrednosti indeksa telesne mase, obima struka i

koncentracije lipida u plazmi (Portoles i sar., 2006).

Literaturni podaci koji se odnose na rezultate objavljenih studija drugih autora
pokazuju da su rezultati asocijacije geneticke varijante G-2548A u genu za leptin sa
gojaznosc¢u ili BMI kontradiktorni (Portoles i sar., 2006) §to se moze dovesti u vezu sa
pojavom neslucajne asocijacije alela (LD; engl. linkage disequilibrium) geneticke
varijante G-2548A, koja se ne nalazi u konzerviranom regionu gena za leptin, sa
drugom funkcionalnom genetickom varijantom koja bi mogla uticati na fenotip

(Portoles i sar., 2006).
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U nasoj studiji smo uocili porast koncentracije leptina kod gojaznih ispitanika u
odnosu na kontrolne ispitanike, kao $to je i ofekivano (Gomes i sar., 2012), ali nasi
rezultati nisu pokazali postojanje asocijacije izmedu geneticke varijante G-2548A u
genu za leptin 1 povecane koncentracije leptina. Suprotno naSim rezultatima, studija
izvedena na populaciji brazilskih zena (Hinuy i sar., 2008) pokazuje da je ova geneticka
varijanta povezana sa povecanjem koncentracije leptina u plazmi. Razlozi neslaganja
naSih rezultata sa rezultatima drugih autora su posledica mogucih populacionih razlika
ili pak razlika u broju ispitanika ili mozda razli¢itog dizajna studije. Pokazano je
postojanje veze izmedu genotipa GG 1 povecane koncentracije leptina, koja je
ustanovljena kod gojaznih evropskih, brazilskih i1 tunizanskih ucesnika studija
(Mammes i sar., 2000; Hinuy i sar., 2008; Ben Ali i sar., 2009). Alel G geneti¢ke
varijante G-2548A u genu za leptin je povezan sa povecanim nivoom leptina kod
zdravih gr¢kih ispitanika (Yiannakouris i sar., 2003). Nasuprot tome, kod gojaznih
francuskih ispitanika nosioci alela G geneticke varijante G-2548A u genu za leptin imali

su smanjen nivo leptina (Mammes i sar., 2000).

U daljem radu smo analizirali asocijaciju parametara metabolizma glukoze
(glukoza u krvi naste, glukoza u krvi 2 h nakon dorucka, insulin u krvi naste, insulin u
krvi 2 h nakon dorucka, HOMA-IR indeks, 2 h HOMA-IR indeks) sa genotipovima
varijante G-2548A u genu za leptin i uocili smo da nema asocijacije genotipova
varijante G-2548A u genu za leptin sa parametrima metabolizma ni kod jedne grupe

ispitanika nasSe studije.

Rezultati statisticke analize po dominantnom modelu pokazali su postojanje
znaCajne asocijacije koncentracije NO u plazmi kod kontrolnih ispitanika sa
genotipovima date genetiCke varijante u genu za leptin. Kod kontrolnih ispitanika
nosilaca genotipa GA 1 kontrolnih ispitanika nosilaca genotipa AA utvrdena je znacajna
asocijacija sa vecom koncentracijom NO u odnosu na kontrolne ispitanike nosioce
genotipa GG. Uocena asocijacija ukazuje da su kontrolni ispitanici nosioci alela G u
homozigotnom obliku zasti¢eniji od inflamacije u odnosu na kontrolne ispitanike koji su
nosioci heterozigota GA i homozigota AA sve dok ne postanu gojazni, jer se u stanju

gojaznosti gubi protektivno dejstvo alela G.
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Rezultati statisticke analize po dominantnom modelu pokazali su trend
asocijacije koncentracije NO u plazmi kod gojaznih ispitanika sa genotipovima varijante
G-2548A u genu za leptin. Kod gojaznih ispitanika nosilaca genotipa GA i gojaznih
ispitanika nosilaca genotipa AA tezi se asocijaciji sa ve¢om koncentracijom NO u

odnosu na gojazne ispitanike nosioce genotipa GG.

Rezultati nase studije pokazuju da su gojazni ispitanici imali znac¢ajno visi nivo
LDL, odnosa LDL/HDL, kao i nivo ApoB u poredenju sa kontrolnim ispitanicima. Kod
gojaznih ispitanika nosilaca genotipa AA varijante LEP G-2548A utvrdena je znacajna
asocijacija sa nizim nivoom LDL u poredenju sa gojaznim ispitanicima nosiocima
genotipa GA, odnosno, nosiocima genotipa GG po kodominantnom modelu. Nakon
primene statisticke analize po recesivnom modelu uo¢ili smo znac¢ajnu asocijaciju LDL
kod gojaznih ispitanika sa genotipovima date geneticke varijante u genu za leptin. Tako
je zapazeno da kod gojaznih ispitanika nosilaca genotipa AA postoji znacajna
asocijacija sa nizim nivoom LDL u odnosu na gojazne ispitanike nosioce genotipa GG i
gojazne ispitanike nosioce genotipa GA. Pored toga, nakon primene statisticke analize
po kodominantnom modelu zapazili smo znacajnu asocijaciju koncentracije ApoB kod
gojaznih ispitanika sa genotipovima varijante G-2548A u genu za leptin. Dobijeni
rezultati su pokazali da kod gojaznih ispitanika nosilaca genotipa AA postoji znacajna

asocijacija sa nizim nivoom ApoB u odnosu na gojazne ispitanike nosioce genotipa GA.

Rezultati analize asocijacije parametra OXxS koncentracije 4-HNE sa
genotipovima varijante G-2548A u genu za leptin pokazali su izostanak asocijacije u
obe grupe ispitanika. Posle analize asocijacije enzima AOS SOD, GPx i GR, kao i TAS
sa genotipovima varijante G-2548A u genu za leptin takode nije uo¢ena asocijacija ni u

jednoj grupi ispitanika nase studije.

Na osnovu prethodno diskutovanih rezultata koji se odnose na asocijaciju
antropometrijskih parametara, faktora rizika, parametara metabolizma glukoze i lipida,
markera inflamacije, parametra OXS i enzima AOS sa genotipovima varijante G-2548A
u genu za leptin moze se uociti da smo u nasoj studiji pokazali postojanje asocijacije
geneticke varijante G-2548A u genu za leptin sa antropometrijskim parametrima

(telesna masa, obim struka i indeks telesne mase) i markerom inflamacije (azot
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monoksid) kod kontrolnih ispitanika, kao i sa metabolickim parametrima (LDL i

apolipoprotein B) kod gojaznih ispitanika.

U zakljuku, uzimaju¢i u obzir kako literaturne podatke, tako i rezultate
prikazane u okviru ove doktorske disertacije, ovo su prva istrazivanja asocijacije
geneticke varijante G-2548A u genu za leptin sa antropometrijskim, metabolickim i
parametrima AOS u populaciji gojaznih osoba u Srbiji. Buduée studije bi trebalo da
doprinesu razjasnjenju mehanizama povezanosti antropometrijskih, metabolickih 1
parametara AOS kako sa gojaznoScu, tako i sa genetickom varijantom G-2548A u genu
za leptin. Imajuéi u vidu mali broj ispitanika koji su bili uklju¢eni u nasu studiju,
neophodno je dizajnirati buduce studije sa ve¢im brojem ispitanika srpske populacije
kako bi se razjasnila uloga genetickih varijanti u genu za leptin 1 rizika nastanka

gojaznosti sa prate¢im komorbiditetima.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata dobijenih i prikazanih u okviru ove doktorske disertacije

mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Izmerene vrednosti antropometrijskih parametara kao Sto su: telesna masa,
obim struka i indeks telesne mase bile su statisticki znacajno veée kod gojaznih u

poredenju sa kontrolnim ispitanicima.

2. U krvi gojaznih ucesnika studije zapazeno je znacajno povecanje
koncentracije leptina, sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska, insulina i glikozilovanog
hemoglobina (HbA;;). Takode je registrovan i povisen indeks rezistencije na insulin
(HOMA-IR).

3. U krvi gojaznih ispitanika registrovano je znacajno povecanje parametara
lipidnog profila, kao Sto su holesterol poreklom iz LDL Ccestica, trigliceridi,
apolipoprotein B i slobodne masne kiseline, kao i znafajno smanjenje holesterola

poreklom iz HDL ¢&estica i apolipoproteina A-l.

4. U krvi gojaznih ispitanika aktivnost enzima antioksidativne zastite superoksid
dismutaze, glutation peroksidaze i glutation reduktaze bila je znacajno manja, kao i
ukupni antioksidativni status, dok je marker lipidne peroksidacije (4-HNE) bio znacajno

povecan.

5. U krvi gojaznih ispitanika markeri inflamacije NO i CRP bili su znacajno

povecani.

6. Odredena je distribucija alela i genotipova varijante LEP G-2548A u genu za
leptin u grupi kontrolnih ispitanika u populaciji Srbije. Utvrdene su sledece frekvencije
genotipova i alela: 25,81% (GG), 54,84% (GA) i 19,35% (AA); 0,53 (alel G) 10,47 (alel
A).
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7. Odredena je distribucija alela i genotipova varijante LEP G-2548A u genu za
leptin u grupi gojaznih ispitanika u populaciji Srbije. Utvrdene su sledece frekvencije
genotipova i alela: 32.26% (GG), 54.84% (GA) i 12.90% (AA); 0,60 (alel G) i 0,40 (alel
A).

8. Kod kontrolnih ispitanika nosilaca heterozigota GA i kontrolnih ispitanika
nosilaca homozigota AA geneticke varijante LEP G-2548A utvrdena je znacajna
asocijacija sa manjom telesnom masom, obimom struka i indeksom telesne mase u
poredenju sa kontrolnim ispitanicima nosiocima homozigota GG po dominatnom

modelu.

9. Kod kontrolnih ispitanika nosilaca heterozigota GA i kontrolnih ispitanika
nosilaca homozigota AA geneti¢ke varijante LEP G-2548A utvrdena je znacajna
asocijacija sa ve¢om koncentracijom NO u poredenju sa kontrolnim ispitanicima

nosiocima homozigota GG po dominatnom modelu.

10. Kod gojaznih ispitanika nosilaca homozigota manje ucestalog alela A
geneticke varijante LEP G-2548A utvrdena je znaCajna asocijacija sa niZim nivoom
LDL u poredenju sa gojaznim ispitanicima nosiocima heterozigota GA, odnosno,
gojaznim ispitanicima nosiocima homozigota GG po kodominantnom modelu i

recesivnom modelu.

11. Kod gojaznih ispitanika nosilaca homozigota AA geneticke varijante LEP G-
2548A utvrdena je znacajna asocijacija sa manjim vrednostima ApoB u poredenju sa

gojaznim ispitanicima nosiocima heterozigota GA po kodominantnom modelu.

Istrazivanje u okviru studije C¢iji su rezultati prikazani u ovoj doktorskoj
disertaciji po prvi put je sprovedeno medu populacijom gojaznih ispitanika u Srbiji.
Tacnije, po prvi put su uradena izucavanja asocijacije geneticke varijante LEP G-2548A
u genu za leptin sa promenama antropometrijskih 1 metabolickih parametara, kao 1
aktivnosti antioksidativnih enzima kod gojaznih ispitanika u srpskoj populaciji.
Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije pokazuju da se ispitivana geneticka

varijanta ne moze dovesti u vezu sa rizikom nastanka gojaznosti u populaciji Srbije.
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