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Polne razlike u regulaciji ekspresije i aktivnosti inducibilne azot-monoksid-sintaze

I natrijum-kalijumove pumpe u jetri gojaznih pacova

SAZETAK

Gojaznost i posledi¢no poremecen metabolizam lipida i glukoze u jetri su glavni
faktori rizika za razvoj bolesti jetre. Polne razlike u gojaznosti i razvoju rezistencije na
insulin (IR) i nealkoholne bolesti masne jetre (NAFLD) pripisuju se estrogenima, ali
mehanizmi kojima ovi hormoni ostvaruju pomenute efekte nisu dovoljno istrazeni.
Pored toga Sto ostvaruju genomske efekte, estrogeni aktiviraju i signalne molekule u
citoplazmi: fosfatidilinozitol 3-kinazu (PI3K), protein kinazu B (Akt), Rho familiju
malih GTP vezujucih proteina (Rho), kao i njihove nishodne efektore, Rho-vezane
protein kinaze (ROCK), zatim AMP-aktiviraju¢e protein kinaze (AMPK) i kinaze
regulisane ekstracelijskim signalima (ERK1/2). Dosadas$nja istrazivanja su pokazala da,
pored protektivne uloge koju inducibilna azot-monoksid-sintaza (iNOS) ima u jetri
tokom razli¢itih procesa (sepsa i ishemija), poremecaj u regulaciji njene ekspresije i
aktivnosti mogu biti ukljuceni u razvoj IR u gojaznosti. Jedna od prate¢ih komplikacija
IR je i poremecaj u regulaciji ekspresije i aktivnosti natrijum-kalijum adenozin
trifosfataze (Na'/K'-ATP-aza), koja ucestvuje U realizaciji brojnih procesa u jetri.
Poznato je da estradiol regulise ekspresiju iNOS i Na'/K'-ATPaze, ali podaci koji
ukazuju na polne razlike u regulaciji ekspresije i aktivnosti ovih enzima u jetri gojaznih
Zivotinja nedostaju u literaturi.

U eksperimentima ove doktorske disertacije koriS¢eni su adultne Zenke i muZzjaci
pacova Wistar soja. Jedna grupa pacova je hranjena standardnom laboratorijskom
hranom (kontrolni pacovi), a druga standardnom laboratorijskom hranom oboga¢enom
sa 42% masti (gojazni pacovi). Nakon 10 nedelja zivotinje su zrtvovane, izolovane su
jetre, a iz pune krvi su izdvajani serum i plazma. U serumu pacova odredivane su
koncentracije: glukoze, insulina, ukupnog holesterola, dok je u plazmi odredivana
koncentracija slobodnih masnih kiselina (SMK) i koncentracija nitrita (NO;) i nitrata
(NO3), kao krajnjih produkata NO. U lizatu jetre pacova odredivana je koncentracija
glukoze, holesterola i SMK, kao i aktivnost Rho proteina. Aktivnost Na'/K*-ATPaze je
odredivana u frakciji plazma membrana celija jetre. Nivo IRNK za iNOS i o

subjedinicu Na'/K*-ATPaze odredivan je metodom gPCR. Western blot metodom



odredivana je koli¢ina oy subjedinice Na'/K*-ATPaze, GLUT2 i FAT/CD36 u frakciji
plazma membrana, dok je nivo ekspresije iNOS, NFxB IRS-1, PI3K-p85 i PI3K-p110,
RhoA, ROCK1 i ROCK2, ERa i ERP, kao i nivo fosforilacije mTOR, PDK1, Akt,
ERK1/2 i AMPKa; kinaza odredivan u lizatima cCelija jetre. Asocijacija IRS-1 proteina
sa PI3K-p85 u lizatu jetre odredivana je metodom koimunoprecipitacije.

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da, za razliku od muzjaka, kod
zenki pacova nema promena u koncentraciji insulina u serumu i vrednosti HOMA
indeksa, dok je koncentracija glukoze u serumu smanjena. U membranskoj frakciji
proteina jetre nivo GLUT2 proteina je smanjen kod gojaznih pacova oba pola, dok je
nivo FAT/CD36 proteina smanjen kod gojaznih zenki, a povecan kod gojaznih muzjaka
pacova. Nivo iRNK za iNOS i koncentracija NO,/NOj3 je povecana, a nivoa iNOS
proteina smanjen samo kod gojaznih muzjaka pacova. Nivo proteina a;-Na'/K*-ATPaze
i aktivnost Na'/K*-ATPaze su smanjeni kod gojaznih pacova oba pola, dok je relativna
ekspresija gena za o; subjedinicu Na'/K'-ATPaze smanjenja samo kod gojaznih

muzjaka pacova. Nivo fosforilacije PDK1 i Akt na Thr*®

473

smanjen je u jetri pacova oba
pola, dok je nivo fosforilacije mTOR i Akt na Ser”*” smanjen samo u jetri gojaznih
muzjaka pacova. Nivo fosforilacije ERK1/2 i AMPKa; je povecan u jetri gojaznih
zenki, a smanjen u jetri gojaznih muzjaka. Takode, povecanje aktivnosti Rho proteina
uoceno je samo u jetri gojaznih muzjaka, dok je nivo RhoA proteina smanjen samo u
jetri gojaznih Zenki pacova.

Rezultati u okviru ove doktorske disertacije pokazuju da HF ishrana dovodi do
razvoja sistemske IR i poremecaja metabolizma glukoze i lipida samo u jetri muzjaka
pacova. Takode, pokazane su polne razlike u regulaciji ekspresije i aktivnosti iNOS i
Na'/K*-ATP-aze, koja je posredovana u¢e$éem signalnih molekula mTOR, Akt,
ERK1/2, AMPKa i RhoA. Rezultati ove doktorske disertacije doprinose razumevanju
polnih razlika u razvoju IR i mogu imati primenu u razvoju novih terapijskih pristupa u

le¢enju komplikacija u gojaznosti.
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Sex differences in regulation of expression and activity of inducible nitric oxid
synthase and sodium-potassium pump in liver of obese rats

ABSTRACT

Obesity and altered hepatic lipid and glucose metabolism are main risk factors
for the development of liver diseases. Sex differences in obesity and development of
insulin resistance (IR) and non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) are attributed to
estrogens, but the exact mechanisms of their effects have not been fully understood. In
addition to genomic effects, estrogens also activate signaling molecules in the
cytoplasm: phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), protein kinase B (Akt), Rho family of
small GTP binding proteins (Rho), as well as their effectors, Rho-associated protein
kinases (ROCK), AMP-activating protein kinase (AMPK) and extracellular signal-
regulated kinases 1 and 2 (ERK1/2). Besides the protective role of inducible nitric oxide
synthase (iNOS) in the liver during various processes (sepsis and ischemia), the altered
expression and activity of this enzyme may be involved in the development of IR in
obesity. One of the common comorbidities of obesity-induced IR is altered expression
and activity of sodium/potassium-adenosine triphosphatase (Na'/K*-ATPase), which
participates in numerous processes in the liver. It is known that estradiol regulates the
expression of iNOS and Na'/K'-ATPase, but there is no evidence on sex-specific
differences in hepatic iINOS and Na'/K*-ATPase expression/activity in obese animals.

For the experiments of this doctoral dissertation adult female and male Wistar
rats were used. Control groups of rats were fed standard laboratory diets (control rats)
and the other two groups were fed standard laboratory food enriched with 42% fat
(obese rats). After 10 weeks, the animals were sacrificed, and livers, serum and plasma
were isolated. Serum glucose, insulin and total cholesterol concentrations were
determined, as well as plasma free fatty acids (FFA) and nitrite (NO;) and nitrate (NO3’
) concentrations. The concentrations of glucose, cholesterol and FFA, as well as the
activity of Rho proteins, were determined in liver lysates. The hepatic Na*/K*-ATPase
activity was determined in the plasma membrane fraction. The iNOS and o3 subunit of
Na'/K*-ATPase mRNA levels were determined by gRT-PCR. Western blot method was
used to determine protein levels of a3-Na'/K*-ATPase, GLUT2 and FAT/CD36 in the
plasma membrane fraction, while protein levels of iNOS, NFkB IRS-1, PI3K-p85 and



PI3K-p110, RhoA, ROCKI1 and ROCK2, ERa and ERp, as well as phosphorylation
levels of mTOR, PDK1, Akt, ERK1/2 and AMPKa; were determined in liver lysates.
The association of IRS-1/PI3K-p85 in liver lysates was determined by co-
immunoprecipitation.

The results of this doctoral dissertation show that, unlike males, there are no
changes in serum insulin levels and HOMA indices in female rats, while serum glucose
levels are reduced. GLUT2 protein level in the plasma membrane fraction in liver was
decraesed in obese rats of both sexes, while FAT/CD36 protein level was decreased in
obese females, and increased in obese male rats. The iINOS mRNA level in liver and
plasma NO,/NOs3" concentration were increased, and iNOS protein level was decreased
only in obese male rats. The hepatic a;-Na'/K*-ATPase protein level and Na'/K*-
ATPase activity were decreased in obese rats of both sexes, while a;-Na* /K -ATPase
MRNA level was decreased only in livers of obese male rats. The phosphorylation
levels of PDK1 and Akt (Thr®®) were reduced in livers both female and male obese rats,

while the phosphorylation levels of mTOR and Akt (Ser*”

) were reduced only in livers
of obese male rats. The phosphorylation level of ERK1/2 and AMPKa, was increased in
livers of obese females and decreased in livers of obese males. Also, the increase of
hepatic Rho activity was observed only in obese male rats, while the hepatic RhoA
protein level was decreased only in obese female rats.

The results of this doctoral dissertation show that HF diet leads to the
development of systemic IR and disturbance of hepatic glucose and lipid metabolism
only in male rats. Also, obtained results show sex specific differences in the regulation
of iINOS and Na'/K'-ATPase expression/activity which are mediated by the
participation of mTOR, Akt, ERK1 /2, AMPKa and RhoA signaling molecules. These
results contribute to better understanding of pathogenesis and sex differences in obesity-
induced IR in the liver and may lead to discovering new therapeutic approaches in the

treatment of obesity complications.
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Spisak skracenica

Akt protein kinaza B (engl. protein kinase B)

ALP alkalna fosfataza (engl. Alkaline Phosphatase)

AMP adenozin monofosfat (engl. adenosine monophosphate)

AMPK proteinska kinaza aktivirana AMP-om (engl. AMP-
activated protein kinase)

APS amonijum persulfat

ATP adenozin-trifosfat

BCIP/NBT reagens (engl. 5-Bromo-4-Chloro-3-Indoyl
Phosphate/Nitro Blue Tetrazolium Chloride)

BH,4 tetrahidrobiopterin

BSA albumin govedeg seruma (engl. bovine serum albumin)

cDNA komplementarna DNK (engl. Complementary DNA)

CH domen homolog kolagenu (engl. collagen homology)

DEPC dietilpirokarbonat (engl. Diethylpyrocarbonate)

DDC dietilditiokarbamat (engl. Diethyl-Dithiocarbamate)

dNTP dezoksinukleozid-trifosfata

DTT ditiotritol (engl. Dithiothreitol)

ECL pojacana  hemiluminiscencija (engl. Enhanced

Chemiluminescence)

EDTA etilendiamintetrasir¢etna kiselina (engl.
Etylenediaminetetraacetic Acid)

ER receptor za estrogen (engl. Estrogene Receptor)

ERE elementi koji odgovaraju na estrogen (engl. Estrogen
Responsive Elements)

ERK1/2 ekstracelularnim signalima regulisane kinaze 1 i 2 (engl.
Extracellular Signal-Regulated Kinases 1 and 2)

FABP protein plazma membrane koji vezuje masne kiseline
(engl. fatty acid binding protein)

FAT/CD36 translokaza masnih kiselina (engl. fatty acid translocase)



FATP

FMN/FAD
FXYD

GAP

GDI

GDP
GEF

GLUT
GTP
GPER

HDL

HEPES

HF ishrana
HOMA-IR

HOMA-B

HRP
IFN
IxB
IkK
IL
IR

polipeptid za transport masnih kiselina (engl. fatty acid
transport polypeptide)

flavin mononukleotid/flavin adenin dinukleotid

proteini,  tkivno-specifiéne  regulatorne  subjedinice
Na'/K*-ATPaze

protein koji stimuliSe intrinzicku GTPaznu aktivnost Rho
(engl. GTPase-activating protein)

inhibitor disocijacije guaninskih nukleotida (engl. GDP
Dissociation Inhibitor)

guanozin-difosfat

faktor izmene guaninskih nukleotida (engl. Guanine
Nucleotide Exchange Factor)

familija transportera glukoze (engl. glucose transporters)
guanozin-trifosfat

receptor za estrogen spregnut sa proteinom G (enlg. G-
Protein coupled Estrogen Receptor)

lipoproteini  visoke gustine (engl.  High-Density
Lipoprotein)

pufer (engl. 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid)

ishrana obogac¢ena mastima (engl. High Fat Diet)

metod za procenu stepena rezistencije na insulin (engl.
Homeostasis Model Assessment Index-IR)

metod za procenu funkcionalnog kapaciteta B-cCelija
pankreasa (engl. Homeostasis Model Assessment Index-5)
peroksidaza rena ( engl. Horse Radish Peroxidase)
interferon

inhibitor NFxB (engl. Inhibitor of NFxB)

IxB kinaza (engl. IxB Kinase)

interleukin

rezistencija na insulin (engl. Insulin Resistance)



IRS -1

KVB
KVS

LDL

L-NAME

MAPK (ERK1/2)

MEK 1/2
MTORC2

NADP
NAFLD

NDRG2

NFxB
Na“/K*-ATPaza
NO

NOS

PCR

PD98059
PDK1

PH
PI3K

PIP3

PVDF

supstrat receptora za insulin 1 (engl. Insulin Receptor
Substrate)

kardiovaskularne bolesti

kardiovaskularni sistem

lipoproteini male gustine (engl. Low-Density Lipoprotein)
N(w)-nitro-L-arginin metil estar, inhibitor iNOS proteina
mitogenima aktivirane protein kinaze (engl. Mitogen-
Activated Protein Kinases)

kinaza MAPK (engl. MAPK kinase)

kompleks 2 ciljnog molekula za rapamicin kod sisara
(engl. Mammalian Target Of Rapamycin Complex 2)
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

nealkoholna bolest masne jetre (engl. non-alcoholic fatty
liver disease)

N-myc nishodno regulisan gen 2 (engl. N-myc
downstream-regulated gene 2)

transkripcioni faktor kB (engl. nuclear factor kB)
natrijum-kalijum adenozin-trifosfataza

azot monoksid (engl. Nitric Oxide)

azot monoksid sintaza (engl. NO Synthase)

lan¢ana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain
Reaction)

inhibitor aktivacije ERK1/2 kinaza

fosfoinozitid-zavisna  protein  kinaza 1  (engl.
Phosphoinositide-Dependent Protein Kinase 1)

domen homolog plekstrinu (engl. Pleckstrin Homology)
fosfatidilinozitol 3 kinaza (engl. Phosphoinositide 3-
Kinase)
fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat (engl.
Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate)

poliviniliden fluorid membrana (engl. Polyvinylidence
Difluoride)



pl110
p85
Raf

Ras

RBD
Rho
RIA
ROCK

SDS
SDS-PAGE

SH2
Shc
SMK
SOS

TBS

TBS-T
TEA
TES
TNF-a

T2DM
VLDL

gRT-PCR

Y-27632

110 kDa kataliticka subjedinica

85 kDa regulatorna subjedinica

kinaza kinaze MAPK (engl. MAPK Kinase Kinase)
guanozin-trifosfataza (engl. guanosine triphosphatase;
Rat Sarcoma)

Rho-vezuju¢i domen (engl. Rho-binding domain)

familija malih GTP vezujuéih proteina

radioimunolo$ka metoda (engl. Radioimunoassay)
Rho-vezane protein kinaze (engl. Rho-associated protein
kinase)

natrijum dodecil sulfat (engl. Sodium Dodecyl Sulphate)
diskontinuirana  poliakrilamid gel elektroforeza u
prisustvu deterdzenta SDS (engl. SDS PolyAcrylamide
Gel Electrophoresis)

domen (engl. Src Homology 2)

adapterski protein

slobodne masne kiseline

faktor koji izmenjuje guaninske nukleotide (engl. guanine
nucleotide exchange factors; Son Of Sevenless)

fizioloski rastvor puferovan Tris-om (engl. Tris-Buffered
Saline)

0,05% Tween 20 u TBS puferu

trietanolaminski pufer

pufer (20 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 250 mM saharoze)
faktor nekroze tumora-a (engl. tumor necrosis factor
alpha)

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

lipoproteini veoma male gustine (engl. Very-Low-Density
Lipoprotein)

PCR u realnom vremenu (engl. Quantitative Real Time-
PCR

inhibitor aktivacije ROCK kinaza
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1. UvOD

1. Uvod

1.1. Gojaznost

Na osnovu podataka Svetske zdravstvene organizacije (SZO), gojaznost se
definiSe kao prekomerno nagomilavanje masnog tkiva u organizmu koje ugrozava
zdravlje i povecava mortalitet (SZO, 2000). Prekomerno skladiStenje masnog tkiva u
organizmu je posledica pozitivnog energetskog balansa, koji je rezultat interakcije
nekoliko faktora ukljucujuéi ishranu (povecan unos visokokalori¢ne hrane, i smanjen
unos hrane bogate mikronutrijentima i1 bioaktivnim jedinjenjima), smanjenu fizicku
aktivnost (sedentarni nacin Zivota), nutritivni i hormonski status u ranom Zivotnom
dobu, kao i geneticke, ekoloske, kulturne i ekonomske faktore (Drewnowski, 2009;
Winter i sar., 2013). Drugi etioloski faktori povezani sa razvojem gojaznosti su pojedine
hromozomske aberacije (Prader-Vili sindrom), hormonski poremeéaji (KuSingov
sindrom), lezije ili tumori hipotalamusa i lekovi (steroidi i antidepresivi) (Delrue i
Michaud, 2004; Stratakis, 2012; Hasnain i sar., 2012). Gojaznost predstavlja glavni i
nezavisni faktor rizika za nastanak brojnih metaboli¢kih poremecaja i oboljenja,
ukljucujuéi rezistenciju na insulin (IR, engl. insulin resistance), diabetes mellitus tipa 2
(T2DM, engl. type 2 diabetes mellitus), kardiovaskularne bolesti (KVB), dislipidemiju,
nealkoholnu bolest masne jetre (NAFLD, engl. non-alcoholic fatty liver disease) i neke
vrste karcinoma (Carmiel-Haggai i sar., 2005; Poirier i sar., 2006; Kahn i sar., 2006;
Seyda Seydel i sar., 2016). Medutim, istrazivanja su pokazala da nagomilavanje masnog
tkiva u odredenim delovima tela (visceralni depoi) znatno povecava rizik od razvoja IR
i ostalih prate¢ih komorbiditeta u gojaznosti. Prvi nauc¢nik koji je pedesetih godina

proslog veka ustanovio da mesto nagomilavanja masnog tkiva u organizmu uti¢e na
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predispoziciju za razvoj metabolickih poremecéaja u gojaznosti, bio je Vague (Vague,
1956). Nakon toga, brojne epidemioloske studije su ukazale na vezu izmedu
abdominalne gojaznosti (nagomilavanje masnog tkiva u intraperitonealnim i gornjim
torakalnim depoima) i razvoja IR (Ohlson i sar., 1985; Bjorntorp, 1992; Kissebah i
Krakower, 1994; Carey i sar., 1997; Wang i sar., 2005). Sa druge strane, pokazano je da
su osobe sa perifernim tipom gojaznosti (nagomilavanje subkutanog masnog tkiva u
gluteo-femoralnim depoima) manje podlozne razvoju metabolickih poremecaja,
ukljucujuéi IR i dislipidemije (Misra i sar., 1997; Snijder i sar., 2003; Tanko i sar.,
2003; Snijder i sar., 2003; Porter i sar., 2009; Bays i sar., 2010). Rezultati ovih studija
su u skladu sa tzv. portnom hipotezom koja se zasniva na konceptu poveéane lipoliticke
aktivnosti visceralnog masnog tkiva u odnosu na subkutano i retroperitonealno masno
tkivo (Gallagher i sar., 2009). Povecan dotok slobodnih masnih kiselina (SMK) i
glicerola u portnu cirkulaciju, poreklom iz visceralnog masnog tkiva, direktno uti¢e na
jetru tako S§to smanjuje osetljivost na insulin, stimuliSe glukoneogenezu i sintezu
triglicerida, povecava oslobadanje glukoze i ugrozava metabolizam lipida (Kabir i sar.,
2005).

1.1.1. Ucestalost i epidemiologija gojaznosti

Ucestalost gojaznosti i prate¢ih komorbiditeta u svetu je od 1980. do 2014. godine
porasla sa 28% na 37% (Hossain i sar., 2007; Ng i sar., 2014). Vise od 30% svetskog
stanovnistva ima prekomernu telesnu masu, a priblizno 13% je gojazno. Rezultati
istrazivanja zdravlja stanovnika Srbije u 2010. godini pokazuju da je 56% stanovni$tva
predgojazno, dok je 19% stanovnistva gojazno (Grujic i sar., 2010). Prema najnovijim
podacima, ucestalost gojaznosti kod dece uzrasta od 6 do 7 godina u Srbiji iznosi 6,9%,
ukazuju¢i na epidemiju gojaznosti u populaciji dece u Srbiji (Djordjic i sar., 2016).
Epidemija gojaznosti je usko povezana sa porastom ucetalosti T2DM. Statisticki podaci
pokazuju da je krajem 2000. godine broj obolelih od T2DM u svetu iznosio 171 milion,
i ocekuje se da ¢e do kraja 2030. godine ovaj broj dosti¢i 366 miliona (Wild i sar.,
2004). Prema procenama Medunarodne federacije za dijabetes i na osnovu podataka
Instituta za javno zdravlje Srbije, Registra za dijabetes iz 2012. godine, 8% stanovnika
Srbije ima dijabetes (RDS, 2012).
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1.2.  Uloga jetre u metabolizmu lipida i glukoze

Jetra je organ koji je najviSe izloZzen nakupljanju lipida u gojaznosti (Yki-Jarvinen,
2010), i predstavlja mesto kompleksne regulacije metabolizma supstrata (glukoze, lipida
itd.) od strane insulina i drugih hormona. Tezine od 1200 do 1600 g, jetra predstavlja
najveci organ (izuzimajuci kozu) u telu coveka i pacova, a smestena je u abdominalnoj
duplji, neposredno ispod dijafragme. Hepatociti ¢ine priblizno 80% celija jetre, dok
ostale Celije ukljucuju bilijarne epitelne Celije, sinusoidne endotelne, Kupferove celije
(rezidentni makrofagi), stelatne, dendriticne <¢elije i1 nekoliko tipova limfocita
(Michalopoulos i DeFrances, 1997). Jetra predstavlja glavno mesto regulacije
metabolizma energetskih supstrata u organizmu, koja preuzima nutrijente iz digestivnog
trakta porthom venom, iz sistemske cirkulacije hepatiénom arterijom i iz limfnog
sistema. Nakon preuzimanja, nutrijenti se u jetri metaboliSu, a potom se kontrolisano

oslobodaju u cirkulaciju (Bradbury, 2006).

1.2.1. Metabolizam lipida i glukoze u jetri u fiziolo§kim uslovima

Jetra ima glavnu ulogu u skladistenju energije, s obzirom da ima veliki kapacitet
za preuzimanje lipida iz cirkulacije, de novo lipogenezu, oksidaciju lipida i lipolizu. U
jetri se SMK, zajedno sa glicerolom, koriste za sintezu triglicerida i transportuju u vidu
lipoproteina veoma male gustine (VLDL, engl. Very-Low-Density Lipoprotein) u
cirkulaciju. Deo VLDL se razlaze u lipoproteine male gustine (LDL, engl. Low-Density
Lipoprotein) i SMK u perifernim tkivima. Jetra kontrolise koncentraciju holesterola u
krvi uklanjanjem LDL i sintezom VLDL (Bechmann i sar., 2012). Lipoproteini visoke
gustine (HDL, engl. High-Density Lipoprotein) prikupljaju holesterol, glicerol i SMK iz
krvi i transportuju ih u jetru. Deo ukupnog pula SMK koji dospe u jetru je ukljucen u
sintezu fosfolipida, glukoze, holesterola i drugih jedinjenja. Takode, SMK se u procesu
[B-oksidacije u mitohondrijama hepatocita prevode u ketonska tela ili u energiju
potrebnu za celiju. Transport SMK u celije jetre je kontrolisan proces. Mehanizmi
transporta SMK u ¢eliju nisu potpuno razjasnjeni, ali je poznato da SMK ulaze u
hepatocite posredstvom transmembranskih proteina ili u manjoj meri difuzijom (Berk i
Stump, 1999). Do sada su u jetri identifikovana tri transportera koji ucestvuju u

transportu SMK: protein plazma membrane koji vezuje masne kiseline (FABP, engl.
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fatty acid binding protein) (Ursula i sar., 1989), polipeptid za transport masnih kiselina
(FATP, engl. fatty acid transport polypeptide) (Hirsch i sar., 1998) i translokaza masnih
kiselina (FAT/CD36, engl. fatty acid translocase) (Berk i Stump, 1999; lbrahimi i
Abumrad, 2002). Najvise izu¢avan membranski protein koji uéestvuje u transportu
SMK u hepatocite je FAT/CD36. Studije su pokazale da je poveéana translokacija
FAT/CD36 proteina na plazma membranu hepatocita u gojaznosti povezana sa
razvojem IR i T2DM (Bradbury, 2006; Koonen i sar., 2007; Wilson i sar., 2016).

Sinteza glukoze u jetri je regulisana mehanizmom povratne sprege odnosno
povecanje koncentracije glukoze u krvi dovodi do smanjenja sinteze glukoze u jetri i
obrnuto (Nordlie i sar., 1999). Kompleksnija regulacija metabolizma glukoze ukljuéuje
a i B éelije pankreasa, koje odgovaraju na promene koncentracije glukoze u plazmi tako
Sto modifikuju sekreciju glukagona i insulina. Insulin ima glavnu ulogu u regulaciji
metabolizma glukoze, tako Sto stimuliSe ulazak glukoze u misi¢ne Celije i ¢elije masnog
tkiva, sintezu glikogena u jetri i miSi¢ima, i skladistenje lipida u adipocitima (Saltiel i
Kahn, 2001). Insulinom stimulisan ulazak glukoze u ¢eliju odvija se ugradnjom
glukoznih transportera koji olakSavaju transport glukoze kroz c¢elijsku membranu
(GLUT, engl. glucose transporter) (Charron i sar., 1989). Do sada je opisano 14 GLUT
izoformi, a u jetri pacova je lokalizovano pet izoformi: GLUT1, GLUT2, GLUT4,
GLUTY, GLUT10 (Grobholz i sar., 1993; Garabadu i Krishnamurthy, 2017). lako su
sliénih struktura, svaki ¢lan GLUT familije je specifi¢no distribuiran po tkivima i
podlozan je specificnim regulatornim mehanizmima, da bi se zadovoljile potrebe
razlic¢itih tkiva. GLUT su u hepatocitima prisutni u unutarcelijskim depoima 1 u plazma
membrani (Hah i sar., 1992). U jetri je najzastupljeniji i najviSe izuCavan GLUT2
(Burcelin i sar., 2000; Burcelin i sar., 2000; Aschenbach i sar., 2009), koji dvosmerno
transportuje glukozu preko plazma membrane celija jetre tj. ucestvuje u oslobadanju
glukoze nakon procesa glukoneogeneze ili glikogenolize, i preuzimanju glukoze iz
cirkulacije (Stanley, 1981).

1.2.2. Metabolizam lipida i glukoze u jetri u gojaznosti
Mehanizmi kojima gojaznost dovodi do poremecaja metabolickih procesa u jetri
su danas predmet mnogobrojnih istrazivanja (Steneberg i sar., 2005). Metabolicke i

hormonske promene koje su posledica prevashodno abdominalne gojaznosti, dovode
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vremenom do nagomilavanja lipida u jetri. Smatra se da pojac¢ano oslobadanje lipida iz
visceralnog masnog tkiva u gojaznosti povecava koncentraciju SMK u portnoj
cirkulaciji (Bergman i Ader, 2000). Takode, poveéana koncentracija SMK u plazmi
dovodi do inhibicije antilipoliticke aktivnosti inuslina, S$to dodatno povecava
oslobadanje SMK u cirkulaciju (Boden, 2008). U zdravom organizmu jetra se brzo
prilagodava pojacanom dotoku SMK u postprandijalnoj fazi njihovom brzom
esterifikacijom (Griglio i Malewiak, 1975). Kada se prekora¢i kapacitet jetre za
uklanjanje SMK (u vidu njihove sekrecije ili oksidacije), jetra ih skladisti u obliku
triglicerida (Bjorntorp, 1992). Medutim, povecana sinteza triglicerida u gojaznosti ne
moze da kompenzuje dotok velikih koli¢ina SMK u jetru tokom duzeg perioda (Fabbrini
i sar., 2008), sto direktno doprinosi razvoju IR u jetri, steatoze jetre i NAFLD (Slika 1.)
(Reaven, 2001; McFarlane i sar., 2001; Carmiel-Haggai i sar., 2005; Kahn i sar., 2006).
Takode, hroni¢no povecanje [-oksidacije SMK u mitohondrijama, dovodi do
disfunkcije mitohondrija (Sunny i sar., 2011), inflamatornog odgovora (aktivacija
Kupferovih ¢elija) i lipoapoptoze hepatocita (Chung i sar., 1998; Satapati i sar., 2015).

Preuzimanje
glukoze \l’

0 Ishrana 1 Zzasi¢ene masti
oA~~~ A Hiperinsulinemija T Glukoza || 4 Ugljeni hidrati
Ugljeni

SMK SMK Hiperglikemija /

onon

Ugljeni
hidrati

Poremecena
funkcija

mitohoggrija
Stres ER

N NFxB
\l/ Autofagija )

’T\ Lipoliza
Masno tkivo
rezistentno na
insulin

S

TVLDL

Slika1l. Metabolizam glukoze i lipida u gojaznosti. Apo-B — apolipoprotein B; DNL
— de novo lipogeneza; ER — endoplazmati¢ni retikulum; NFxB — nuklearni
faktor -kB; SMK - slobodne masne kiseline; NAFLD — nealkoholna bolest
masne jetre. Preuzeto i modifikovano iz (Bril i Cusi 2016).
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Glavne karakteristike IR su povecana glukoneogeneza i lipogeneza, smanjena
lipoliza i smanjeno preuzimanje glukoze u jetri (Exton i sar., 1969; Bjorntorp, 1990;
Kissebah i Krakower, 1994; Bugianesi i sar., 2005; Mlinar i sar., 2007). IR predstavlja
stanje u kome periferna ciljna tkiva ne mogu u punoj meri da odgovore na fizioloske,
kao i suprafizioloske koncentracije insulina u cirkulaciji, pa stoga dolazi do smanjenog
koriSéenja glukoze kao izvora energije, povecane glikogenolize i glukoneogeneze u
jetri, $to sve dovodi do hiperglikemije (Sowers i sar., 1994; Reaven i sar., 1996; Nolan i
sar., 1997; Hunter i Garvey 1998; Boden, 1999). U pocetnom stadijumu razvoja IR, da
bi se postigle fizioloSke vrednosti koncentracije glukoze u krvi, pankreas pojac¢ano luci
insulin te dolazi do hiperinsulinemije (Reaven, 1988; Mlinar i sar., 2007). lako
hiperinsulinemija u pocetnoj fazi IR moZze da kompenzuje nastalu hiperglikemiju u
nekoj meri, takode moze dovesti i do pojacanog dejstva insulina na tkiva koja
zadrZavaju normalnu osetljivost na insulin (McFarlane i sar., 2001). Nakon perioda
kompenzatorne hiperinsulinemije ipak dolazi do poremecéaja funkcije p-Celija
pankreasa, nedovoljnog luc¢enja insulina i poremecaja u metabolizmu lipida i glukoze u
¢elijama (Petersen i Shulman, 2002).

Smanjena sekrecija insulina, u kombinaciji sa rezistencijom efektorskih ¢elija na
njegovo delovanje, rezultira T2DM, bolesti koja dostiZze proporcije epidemije. Takode,
podatak da viSe od 90% gojaznih pacijenata sa T2DM boluje od NAFLD ukazuje na
blisku vezu izmedu ova dva patofizioloska stanja (Petersen i sar., 2006; Tolman i sar.,
2007). NAFLD je bolest koju prati Sirok spektar stanja: masna jetra (steatoza),
naprednija steatoza pracena nekroinflamacijom sa ili bez fibroze tkiva (nealkoholni
stetohepatitis), i ozbiljniji poremecaji funkcije jetre kao $to su ciroza i karcinom jetre
(Musso i sar., 2009). Pacijenti sa NAFLD su gotovo uvek rezistentni na insulin, sto
povecava rizik za razvoj T2DM (Tolman i sar., 2007). Pokazano je da ishrana
obogacena mastima (HF ishrana, engl. high fat diet) nakon tri dana dovodi do razvoja
NAFLD i posledi¢no rezistencije hepatocita na insulin, ali ne i skeletnih miocita
(Samuel i sar., 2004). Povecana sinteza i oslobadanje inflamatornih citokina iz masnog
tkiva mogu doprineti razvoju rezistencije hepatocita na insulin. U prilog tome idu
rezultati studije u kojoj su koriséeni gojazni miSevi na rezimu ishrane bogate mastima, a
kod kojih je doslo do razvoja IR i steatoze jetre, iako koncentracija SMK u portnoj

cirkulaciji nije bila pove¢ana (Wueest i sar., 2012). U istoj studiji je zapazena povecana
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koncentracija citokina u cirkulaciji, kao Sto su interleukini, poreklom iz
intraperitonealnog masnog tkiva gojaznih miseva. Poznato je da intraperitonealno
masno tkivo gojaznih osoba u poredenju sa subkutanim oslobada dva do tri puta vise

interleukina u meducelijsku te¢nost (Fried i sar., 1998).

1.3.  Gojaznost i polne razlike

Odavno je poznato da postoje polne razlike u regionalnoj raspodeli i skladistenju
masnog tkiva kod ljudi. Zene karakterise ginoidni (gluteo-femoralni) tip gojaznosti, dok
je kod muskaraca najce$¢e prisutan androidni (abdominalni) tip gojaznosti (Vague,
1956). Takode, zene pre menopauze uglavnom imaju vise subkutanog masnog tkiva, za
razliku od muskaraca koji imaju vise intra-abdominalnog masnog tkiva (Enzi i sar.,
1986). Smatra se da su evolutivni pritisci favorizovali veée skladistenje masnog tkiva
kod Zena za reprodukciju i laktaciju, dok su muskarci predisponirani da trose energiju
tokom sakupljanja i lova (Hoyenga i Hoyenga, 1982). Uprkos tome §to muskarci imaju
manje masnog tkiva u organizmu, ucestalost pojave IR i ranih poremeéaja metabolizma
glukoze je tri puta veca u poredenju sa zenama (Kuhl i sar., 2005). Povecanje mase
visceralnog masnog tkiva kod musSkaraca paraCeno je povecanjem koncentracije
insulina, SMK i triglicerida u postprandijalnoj fazi. Suprotno tome, prisustvo perifernih
depoa masnog tkiva kod Zena povezano je sa vecom osetljivos¢u na insulin (Snijder i
sar., 2003; Snijder i sar., 2004).

Polne razlike u gojaznosti i raspodeli masnog tkiva u organizmu pripisuju se pre
svega polnim hormonima, ali i drugim ¢iniocima, kao §to su geneticki faktori, ponasanje
i socio-kulturoloski faktori (Brown i Konner, 1987; Bjorntorp, 1996). Poznato je da je
kod Zena pre pocetka menopauze reda pojava metabolickih poremecaja koji nastaju kao
posledica gojaznosti, u poredenju sa muskarcima sli¢ne zivotne dobi (Brown i Konner,
1987; Regitz-Zagrosek i sar., 2006). Zene pre menopauze imaju bolju toleranciju na
glukozu i osetljivost na insulin u poredenju sa muskarcima (Legato, 1997; Geer i Shen,
2009). Takode, uocene su znaCajne polne razlike u ekspresiji gena ukljucenih u
metabolizam glukoze, lipida i steroida u jetri (Stahlberg i sar., 2004; Yang i sar., 2006;
Gustavsson i sar., 2010). Smanjeno luenje estrogenih hormona kod Zzena tokom

menopauze direktno je povezano sa povecanjem visceralne gojaznosti, promenama u
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raspodeli masnog tkiva u organizmu, kao i glukoznom intolerancijom (Shi i Clegg,
2009).

Rezultati studija na glodarima pokazuju da smanjena koncentracija estrogena u
cirkulaciji usled ovarijektomije dovodi do poveéanja masnog tkiva u organizmu, $to se
moze ublaziti suplementacijom estrogenima (Siri i Ginsberg, 2003; Shen i sar., 2014).
Kod miseva kojima je uklonjen gen (engl. knockout) za aromatazu postepeno se razvija
gojaznost, smanjuju se glikoliza, hiperinsulinemija i dislipidemija (Asarian i Geary,
2002). U studiji Garcia-Carrizo i sar. (2017) pokazano je da su zenke pacova manje
podlozne razvoju periferne IR indukovane visokom koncentracijom SMK u cirkulaciji.
Takode, miSeva kojima je uklonjen gen za receptor za estrogen (ER, engl. estrogen
receptor) dolazi do razvoja masne jetre, IR u jetri i poremecene tolerancije na glukozu
(Bryzgalova i sar., 2006), $to ukazuje na to da estrogeni imaju vaznu ulogu u razvoju
NAFLD (Denzer i sar., 2009; Chiang, 2017; Reue, 2017). Veca koli¢ina abdominalnog
masnog tkiva zajedno sa niskom koncentracijom endogenog estrogena kod muskaraca,
moze biti razlog vece ucestalosti IR u poredenju sa Zenama pre menopauze (Geer i

Shen, 2009).

1.3.1. Estrogeni i receptori za estrogene

Estrogeni su polni hormoni, koji pored uloge u reprodukciji uti¢u i na raspodelu
masnog tkiva u organizmu, energetsku homeostazu i osetljivost na insulin (Shen i Shi,
2015). Tako su primarno zenski polni hormoni, estrogeni su prisutni i kod muskaraca, ali
u manjoj koncentraciji. Tri najvaznija estrogena koja se sintetiSu u organizmu su estron,
estradiol i estriol, od kojih je estradiol predominantan. Estrogeni ostvaruju svoje efekte
vezivanjem za ER, ukljucujuéi klasi¢ne nuklearne receptore ERo i ERpB, i membranske
receptore kao $to je ER spregnut sa proteinom G (GPER, engl. G protein-coupled ER)
(Cowley i sar., 1997). Nakon vezivanja estrogena, klasi¢ni nuklearni ERa i ERf
formiraju homo- ili heterodimere i ostvaruju interakcije sa elementima odgovora na
estrogene (ERE, engl. estrogen response elements) u promotoru ciljnih gena, ili sa
drugim transkripcionim faktorima koji indukuju ekspresiju ciljnih gena (McKenna i sar.,
1999). Pored toga, estrogeni ucestvuju i u negenomskim signalnim putevima

aktivacijom ER na ¢elijskoj membrani i u citoplazmi (Kang i sar., 2010).
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U celijama jetre se eksprimiraju i nukleusne i membranske forme ER (lavarone i
sar., 2003; Miceli i sar., 2011), pri ¢emu je ekspresija ERB manja u odnosu na
ekspresiju ERo (Alvaro i sar., 2000). U studijama sa transgenim misevima je pokazano
da je transkripciona aktivnost ERa najvecéa u ¢elijama jetri (Ciana i sar., 2003; Ciana i
sar., 2005). Ekspresija ER priblizno je jednaka u jetri Zenki i muzjaka pacova i na sli¢an
nacin se smanjuje tokom starenja kod oba pola (Lax i sar., 1983). Ekspresija ERa u
¢elijama jetre pacova je nepromenjena nakon ovarijektomije, ali se znaajno povecava

nakon tretmana estrogenima (Mohamed i Abdel-Rahman, 2000).

1.3.2. Efekti estrogena u jetri

Protektivni efekti estrogena u metabolickim tkivima se mogu pripisati signalnom
putu posredstvom ERa. U prilog tome idu studije sa miSevima kojima je uklonjen gen
za ERa kod kojih dolazi do pojave steatoze jetre (Heine i sar., 2000; Bryzgalova i sar.,
2006). HF ishrana kod miseva kojima je uklonjen gen za ERa (Zhu i sar., 2013; Zhu i
sar., 2014) i GPER (Meoli i sar., 2014) specifi¢nih za jetru, dovodi do povecanog

nagomilavanja lipida u jetri i poremecaja u signalnom putu insulina.

Estrogeni u jetri

Lipoliza

Uklanjanje insulina
Skladistenje glikogena
Uklanjanje holesterola

Lipogeneza
Preuzimanje lipida
Glukoneogeneza
Sinteza holesterola

Slika 2. Fizioloski efekti estrogena u jetri.

Estrogeni ostvaruju brojne efekte (Slika 2.), ukljucuju¢i stimulaciju luéenja
insulina (Alonso-Magdalena i sar., 2008) i povecanje osetljivosti ¢elija na insulin
(smanjenjem glukoneogeneze i glikogenolize) (Ahmed-Sorour i Bailey, 1981). Takode,
estrogeni povecavaju osetljivost celija na dejstvo insulina stimulacijom signalne
kaskade PI3K/Akt i povecanjem nivoa transportera za glukozu i SMK na plazma

membrani ¢elija (Brussaard i sar., 1997). Studija na pacovima je pokazala da hepatociti
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zenki efikasnije preuzimaju SMK i sintetiSu VLDL partikule, kojima se lipidi otpremaju
u cirkulaciju (Kushlan i sar., 1981), ¢ime se moze smanjiti njihovo nagomilavanje u
hepatocitima. Estrogeni reguliSu aktivnost i ekspresiju gena uklju¢enih u lipogenezu i
tako inhibiraju lipogenezu (Courtney i sar., 1988; Gowri i sar., 2007). Takode, estrogeni
reguliSu i aktivnost enzima jetre ukljucenih u sintezu masnih kiselina i holesterola (Villa
I sar., 2012). Smanjena koncentracija estrogena u krvi zenki miSeva ima za posledicu
nagomilavanje lipida u jetri, ¢ak i kada Zivotinje nisu izloZene pove¢anom unosu hrane,
Sto ukazuje na direktnu ulogu estrogena u sprecavanju lipogeneze u jetri (D'Eon i sar.,
2005). U studiji sa miSevima kojima je uklonjen gen za aromatazu, pokazano je da
dolazi do razvoja gojaznosti i steatoze jetre kao posledica poremecéene oksidacije
masnih kiselina 1 povefanog nivoa sintaze masnih kiselina u jetri Zenki 1 muZzjaka
miseva (Fisher i sar., 1998). Ucestalost steatoze jetre je Cesto povezana sa niskim
koncentracijama HDL-holesterola (HDL-C) i visokim koncentracijama LDL-holesterola
(LDL-C) u cirkulaciji. Rezultati epidemioloskih studija pokazuju da muskaraci, kao i
Zene u menopauzi imaju visoku koncentraciju LDL-C i nisku koncentraciju HDL-C u
plazmi, u poredenju sa Zenama koje su u premenopauzalnom periodu, potvrdujuci da
visoke koncentracije estrogena u cirkulacji smanjuju lipogenezu i doprinose smanjenom
skladiStenju lipida u jetri (Trapani i sar., 2012). Ucestalost pojave NAFLD varira
izmedu polova, pri ¢emu je skoro dva puta ve¢a kod muskaraca (42%) u poredenju sa
Zenama (24%) (Lazo i Clark, 2008; Williamson i sar., 2011; Lazo i sar., 2013). Takode,
NAFLD se ces¢e javlja kod zena nakon menopauze u poredenju sa premenopauzom
(Lazo i Clark, 2008; Kelley i sar., 2014), ukazujuéi na protektivnu ulogu estrogena u
razvoju NAFLD (Carulli i sar., 2006; Polyzos i sar., 2013).

1.3.3. Molekularni mehanizmi delovanja estrogena

Pored toga toga Sto aktiviraju transkripciju gena (genomski efekti), vezivanje
estrogena za ER dovodi i do brze aktivacije signalnin molekula u citoplazmi,
ukljucujuéi fosfatidilinozitol 3-kinazu (PI3K, engl. Phosphatidylinositol 3- Kinase),
protein kinazu B (Akt, engl. Protein Kinase B), Rho familiju malih GTP vezujucih
proteina (Rho), kao i njihove nishodne efektore, Rho-vezane protein kinaze (ROCK,
engl. Rho-associated protein kinase), zatim protein kinaza aktivirana AMP-om (AMPK,

engl. AMP-activated protein kinase) i kinaze regulisane ekstracelijskim signalima
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(ERK1/2, engl. Extracellular Regulated Protein Kinase) (Ewart i Klip, 1995; Chambliss
I Shaul, 2002; Oviedo i sar., 2011; Martinez de Morentin i sar., 2014).

Jedan od izucavanijih negenomskih efekata estrogena podrazumeva
posttranslacione modifikacije PI3K/Akt proteina, $to dovodi do aktivacije brojnih
proteina i transkripcionih faktora, koji regulisu transkripciju gena (Kelly i Levin, 2001;
Isenovic i sar., 2003; Levin, 2009). Formirani kompleks estrogen-ER aktivira supstrat
receptora za insulin (IRS, engl. Insulin Receptor Substrate), fosforilacijom na Tyr ¢ime
se omogucéava njegova asocijacija sa regulatornom p85 subjedinicom PI3K (Asarian i
Geary, 2002). Nakon asocijacije dolazi do aktivacije p110-PI3K kataliticke subjedinice i
njene translokacije ka plazma membrani (Downward, 1998). Aktivirana PI3K
fosforiliSe inozitolne molekule na polozaju 3 c¢ime se povecava koncentracija
fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfata ~ (PIP;,  engl.  Phosphatidylinositol  (3,4,5)-
trisphosphate), koji pripremaju Akt za fosforilaciju od strane PDK1 (Cantrell, 2001;
Scheid i sar., 2002). Akt je serin (Ser)/treonin (Thr) kinaza koja poseduje domen
homolog sa plekstrinom (PH, engl. Pleckstrin Homology) na N-terminalnom kraju, kao i
kataliticki domen na kratkom C-terminalnom repu (Downward, 1998; Whiteman i sar.,
2002). PH domeni predstavljaju kratke sekvence u proteinima, znacajne za celijsku
lokalizaciju proteina i vezivanje za PIP3, a ime im potice od plekstrina, molekula u
kome su otkrivene (Franke i sar., 1997). Nakon aktivacije PIP3 dolazi do privremene
translokacije Akt iz citoplazme ka plazma membrani, ¢ime je omoguéena njena
aktivacija (Alessi i sar., 1997; Chan i Tsichlis, 2001; Yang i sar., 2002; Hresko i sar.,

2003). Akt ima dva mesta fosforilacije, na aminokiselinama Thr na poziciji 308 (Thr*®)

473

I Ser na poziciji 473 (Ser"™), i u potpunosti biva aktivirana pri fosforilaciji na oba

mesta. Fosfoinozitid-zavisna protein kinaza 1 (PDKZ1; engl. Phosphoinositide-

Dependent Protein Kinase 1) parcijalno aktivira Akt tako §to je fosforilise na Thr*®,

dok mehanizam fosforilacije Akt na poziciji Ser*’®

jos nije potpuno razjasnjen. Smatra
se da ovu poziciju fosforiliSe PDK2 kinaza, ali neki podaci ukazuju da PDK1 moze
fosforilisati obe pozicije (Alessi i Cohen, 1998; Sale i Sale, 2008). Takode, poznato je
da poziciju Ser*” fosforilise i kompleks ciljnog molekula za rapamicin 2 kod sisara
(mMTORC2; engl. Mammalian Target Of Rapamycin Complex 2) koji se sastoji od
mTOR kinaze i riktora (Andjelkovic i sar., 1999; Scheid i sar., 2002; Sarbassov i sar.,

2005; Frias i sar., 2006). Akt ima glavnu ulogu u signalnim putevima koji u¢estvuju u

11
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metabolizmu nutrijenata, regulaciji transkripcije, rastu i prezivljavanju celija (Brazil i
Hemmings, 2001). Do sada su okarakterisane tri izoforme (Akt 1-3), od kojih su Aktl i
Akt2 eksprimirane u jetri (Pauta i sar., 2016).

Brojne studije su pokazale da estrogeni ucestvuju u regulaciji Rho/ROCK
signalnog puta (Moore i sar., 2000; Riley i sar., 2005; Simoncini i sar., 2006; Fibbi i
sar., 2009; Chavalmane i sar., 2010). Rho proteini (RhoA, B, C, D i E) su familija malih
guanozin trifosfat (GTP) vezujucih proteina za ¢iju je aktivaciju potrebno prevodenje
gunazoni difosfata (GDP) u GTP. RhoA regulisu brojne celijske procese, ukljuéujuci
migraciju, proliferaciju i adheziju ¢elija (Sahai i Marshall, 2003; Benoit i sar., 2009).
Neaktivna forma RhoA proteina u citoplazmi vezuje GDP i u kompleksu je sa
inhibitorom disocijacije guaninskih nukleotida (GDI, engl. GDP Dissociation
Inhibitor), koji onemogucéava zamenu nukleotida. Faktor izmene guaninskih nukleotida
(GEF, engl. Guanine Nucleotide Exchange Factor) tj. Rho aktivator stimulise
oslobadanje GDP, vezivanje GTP i translokaciju aktivirane RhoA do celijske
membrane. Protein koji stimuliSe intrinziCku GTPaznu aktivnost Rho (GAP, engl.
GTPase-activating protein) inaktivira RhoA defosforilacijom GTP u GDP. Najvazniji
nishodni efektori aktivirane RhoA su ROCK kinaze. Postoje dve izoforme ROCK
proteina visoke homologije, ROCK1 i ROCK2, koje se takode eksprimiraju u jetri
(Ishizaki i sar., 1996; Nakagawa i sar., 1996). ROCK sadrze N-terminalni Kinazni
domen, spiralni zavoj a-heliksa u kome se nalazi mesto vezivanja Rho proteina i domen
bogat cisteinom na C-terminusu. (Schmandke et al., 2007; Fujimura et al., 2011; Tan et
al., 2011; Liu, 2012; Frisca et al., 2013). Pored regulacije aktivnosti Rho GDP-GTP
ciklusom, skorasnje studije su ukazale i na kontrolu aktivnosti Rho proteina
fosforilacijom/defosforilacijom na Ser'®®, koju vrie protein kinaze A i G (Sauzeau i sar.,
2000; Ellerbroek i sar., 2003). In vitro i in vivo studije pokazuju da fosforilacija RhoA
na Ser'®® dovodi do povecane asocijacije sa inhibitorom disocijacije nukleotida,
akumulacije ovog kompleksa u citoplazmi (Rolli-Derkinderen i sar., 2005) i posledi¢ne
inhibicije RhoA/ROCK signalnog puta (Rolli-Derkinderen i sar., 2010). Tretman
kastriranih muzjaka pacova estradiolom povecava osetljivost ROCK proteina na
specifi¢ni inhibitor (Y-27632), ukazujuci na to da estrogeni in vivo smanjuju aktivaciju
RhoA/ROCK signalnog puta (Chavalmane i sar., 2010). Sve je vise dokaza da je
ekspresija RhoA i ROCK povecéana u gojaznosti (Kanda i sar., 2006; Hara i sar., 2011;

12
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Lee i sar., 2014; Soliman i sar., 2015; Soliman i sar., 2016), kao i da aktivirana ROCK
fosforiliSe Ser ostatke na IRS-1 dovode¢i do inhibicije PI3K/Akt signalnog puta u
adipocitima (Furukawa i sar., 2005). Jedna grupa autora ukazuje na klju¢nu ulogu
ROCKI1 u regulaciji signalnog puta insulina i leptina u gojaznosti, pri ¢emu delecija
ROCKT1 gena u hipotalamusu dovodi do razvoja gojaznosti kod miseva (Huang i sar.,
2012). Gayard i sar. (2011) su pokazali da estradiol ostvaruje protektivne efekte na
zidove krvnih sudova aktivacijom AMPKa; koja povecava nivo fosforilacije RhoA na
Ser'® j time inhibira aktivaciju RhoA/ROCK signalnog puta. Takode, AMPKai/RhoA
signalni put je konstitutivno aktiviran samo u vaskulaturi zenki miSeva §to ukazuje da
aktivacija ovog signalnog puta doprinosi polnim razlikama u funkciji vaskulature i
ucestvuje u protektivnim efektima estrogena (Gayard i sar., 2011). Medutim, studije
koje ukazuju na polne razlike i ulogu estrogena u regulaciji RhoA/ROCK signalnog
puta u jetri gojaznih pacova nedostaju u literaturi.

AMPK je visoko konzervirana Ser/Thr kinaza koja se eksprimira u svim tkivima u
odgovoru na brojne fizioloske (misi¢na kontrakcija, hormoni leptin i adiponektin) i
patofizioloske stimuluse (oksidativni stres, osmotski Sok, hipoksija, hipoglikemija)
(Hardie, 2003). Najcesce se AMPK aktivira u odgovoru na negativan energetski balans
(povecan odnos AMP/ATP), a ukljucena je u regulaciju metabolizma lipida i ugljenih
hidrata (Sambandam i Lopaschuk, 2003; Hardie, 2007; Hardie, 2007). Sastoji se od tri
subjedinice: kataliticke o subjedinice (ay, 02), koja sadrzi kinazni domen, i dve
regulatorne subjedinice B (B1, B2) i v (y1, Y2, v3) (Carling i sar., 2011). Aktivacija AMPK

podrazumeva fosforilaciju o subjedinice na Thr'"

uz prisustvo AMP, koju katalizuje
nekoliko ushodnih kinaza, kao $to je kalmodulin zavisna kinaze kinaza (Gowans i sar.,
2013). AMPK ima ulogu senzora nutrijenata (Unger, 2004), te nije iznenadujuc¢e da
hiperglikemija dovodi do smanjenja aktivnosti AMPK. Smatra se da je smanjena
aktivacija AMPK u jetri u stanju gojaznosti (Yu i sar., 2004) klju¢na u patogenezi
hiperlipidemije i T2DM (Zang i sar., 2006). lzlaganje kulture hepatocita visokim
koncentracijama glukoze inhibira fosforilaciju AMPK i dovodi do akumulacije lipida u
¢elijama (Zang i sar., 2004). Takode, AMPK aktivira katabolizam lipida tako Sto utice
na translokaciju FAT/CD36 proteina (Habets i sar., 2009) i inaktivira kljuéne enzime

ukljucene u sintezu masnih kiselina i holesterola, kao $to su acetil-CoA karboksilaza i

HMG-CoA reduktaza (Hardie, 1992; Hardie, 2003). Studije su pokazale da estradiol
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dovodi do aktivacije AMPK u jetri fosforilacijom a subjedinice, ali detaljan mehanizam
aktivacije nije dovoljno razjasnjen (D'Eon i sar., 2008; Rogers i sar., 2009; Kim i sar.,
2010; Pedram i sar., 2013). U studiji Rogers i sar. (2009) je pokazano da estradiol ex
vivo dovodi do brze fosforilacije AMPK na Thr'’?. Takode, rezultati skorasnje studije
pokazuju da estradiol aktivira AMPK direktnom interakcijom ERoa i Py-vezujuceg
domena AMPK (Lipovka i sar., 2015).

Pokazano je da je estradiol jedan od glavnih regulatora aktivnosti ERK1/2
signalne kaskade (Migliaccio i sar., 1996; Levin, 2001; Sudar i sar., 2008). ERK1/2
pripadaju familiji MAPK Ser/Thr protein kinaza i ukljuene su u signalne puteve
inicirane mitogenima i faktorima rasta (Blenis, 1993; Blumer i Johnson, 1994; Cano i
Mahadevan, 1995). U osnovi signalnih puteva MAPK su tri kinaze: MAPK kinaze
kinaza (Raf) koja fosforilise i aktivira MAPK kinazu (MEK1/2), koja zatim aktivira
ERK1/2 (Cano i Mahadevan, 1995). Estrogeni mogu da aktiviraju MAPK put
aktivacijom signalnog puta koji ukljucuje adaptorski protein Shc, protein 2 Kkoji se
vezuje za receptor faktora rasta (Grb2, engl. growth factor receptor-bound protein 2),
faktore razmene guaninskih nukleotida (SOS, engl. guanine nucleotide exchange
factors; Son of Sevenless) i Ras (engl. RAt Sarcoma) proteine (Song i sar., 2002;
Bulayeva i sar., 2004). Naime, adaptorski protein Shc se vezuje za estradiol-ERa
kompleks pomocu svojih Src homologih 2 (SH2, engl. Src homology 2) domena, tako
da dolazi do fosforilacije tirozinskih ostataka na domenu homologom kolagenu (CH,
engl. collagen homology) (Pelicci i sar., 1995; Pelicci i sar., 1996). Fosforilisani
tirozinski ostaci na CH domenu predstavljaju mesta za koja se vezuje SH2 domen
proteina Grb2 (Brummer i sar., 2010) koji potom aktivira SOS (Rojas i sar., 2011;
Pierre 1 sar., 2011). Poslednji u nizu ovog dela signalnog puta je Ras, koji pripada
familiji malih GTP vezujucih proteina ukljucenih u razlicite signalne puteve u celiji.
Ras je aktiviran kada je za njega vezan GTP, odnosno deaktiviran kada je za njega
vezan GDP (Vetter i Wittinghofer, 2001; Wennerberg i sar., 2005). Aktivirani Ras
regrutuje Raf na plazma membranu; aktivirana Raf dalje aktivira MEK1/2 koje dovode
do fosforilacije i aktivacije ERK1/2 (Kyriakis i sar., 1992; Lewis i sar., 1998; Avruch i
sar., 2001). Za potpunu aktivnost ERK1/2 neophodna je fosforilacija na

202

aminokiselinama Thr na poziciji 202 (Thr?®) i tirozin na poziciji 204 (Tyr?**) (Cano i

Mahadevan, 1995). Aktivirane ERK1/2 fosforilisu Tyr ostatke ciljnih proteina u
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citoplazmi ili se translociraju u jedro (Widmann i sar., 1999; Kehat i Molkentin, 2010)
gde direktno fosforiliSu transkripcione faktore kao $to su ELK-1, c-Fos, p53, GATA4 i
Ets1/2, koji predstavljaju regulatore rasta i proliferacije (Liang i sar., 2001; Kehat i
Molkentin, 2010).

1.4.  Azot monoksid i inducibilna azot monoksid sintaza

Azot monoksid (NO) je jedan od najmanjih bioaktivnih produkata ¢elija, i veoma
vazan, visoko reaktivni signalni molekul ukljucen u brojne fizioloske i patofizioloske
procese (Arthur, 1988). U organizmu NO nastaje kao produkt konverzije aminokiseline
L-arginin u L-citrulin, u reakciji koju katalizuje enzim NO sintaza (NOS, engl. NO
synthase) (Slika 3.). U jetri, NO ne samo da je neophodan za regulaciju protoka krvi
(Mathie i sar., 1991; Pannen i Bauer, 1998), ve¢ ima vaznu ulogu u imunskom
odgovoru, omogucavajuéi ucesc¢e u antiinflamatornim, antimikrobnim, antitrombotskim
I antioksidativnim aktivnostima (Adcock i sar., 1994; Kuo i sar., 1997; Taylor i sar.,
1998; Sass i sar., 2001). Nekontrolisana sinteza NO moze biti $tetna u mnogim akutnim
i hroni¢nim bolestima, ukljucujuci sepsu, hemoragiju i hepatitis (Nussler i Billiar, 1993;
Garcia-Monzon i sar., 2000). Velike kolicine NO reaguju sa superoksid anjonima
formirajuci peroksinitrite, koji mogu reagovati sa Tyr ostacima na razli¢itim proteinima,
formiraju¢i 3-nitrotirozin, koji moze dovesti do osteéenja tkiva (Halliwell, 1997,
Garcia-Monzon i sar., 2000).

NADP* + H*

hem (Fe3*)

hem (Fe%*)

L-arginin + O, NO + L-citrulin

Slika 3. Prikaz grade i funkcije NOS. BH, — tetrahidrobiopterin; CaM — kalmodulin;
e — elektron; FAD — flavin adenin dinukleotid; FMN — flavin mononukleotid;
NADP — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat; NO — azot monoksid; O, —
kiseonik.
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Do sada su klonirane i okarakterisane tri razlicite izoforme enzima NOS:
neuronska (NNOS; tip-1; engl. neuronal NOS), inducibilna (iNOS; tip-I1; engl. inducible
NOS) i endotelna NOS (eNOS; tip-Il1; engl. endothelial NOS) (Arthur, 1988; Parola i
Robino, 2001). lako su sve tri izoforme NOS detektovane u jetri pacova, ekspresija
nNOS je ogranicena na nervne zavrSetke koji inervisu krvne sudove veceg dijametra. Za
razliku od eNOS i nNOS koje se eksprimiraju konstitutivno, iINOS se eksprimira u
odgovoru na razlicite faktore inflamacije i oksidativni stres (Szabo i sar., 1994; Geller i
sar., 1995). iNOS je predominantno lokalizovana u citoplazmi (Barnes i Karin, 1997) i
poseduje veliki afinitet vezivanja za jone kalcijuma (Ca®"). Aktivacija NOS obuhvata
njegovu dimerizaciju i udruzivanje sa dva molekula kalmodulina i nekoliko kofaktora,
ukljucujuéi nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADP) i kiseonik (O;) kao
kosupstrate i tetrahidrobiopterin (BH,), flavin mononukleotid/flavin adenin dinukleotid
(FMN/FAD) i hem (Baek i sar., 1993) (Slika 3). Pretpostavlja se da kofaktor BH, vrsi
alostericku promenu kako bi stabilizovao aktivnu dimernu formu NOS i na taj nacin

redukuje NOS pri stimulaciji i dovodi do njegove aktivacije.

1.4.1. Inducibilna azot monoksid sintaza u jetri

Kontroverzni su podaci o ekspresiji iNOS u jetri u fizioloSkim uslovima (Szabo i
sar., 1994; Qatanani i Lazar, 2007), ali je poznato da su svi tipovi ¢elija jetre sposobni
da u razli¢itim uslovima eksprimiraju iNOS (Noronha i sar., 2005). Nespecifi¢na
inhibicija iNOS doprinosi o$tecenju jetre tokom ishemije/reperfuzije i sepse (Taylor i
sar., 1998; Noronha i sar., 2005), ukazujuéi na protektivnu ulogu NO u jetri. Medutim,
povecana ekspresija iNOS dovodi do prekomerne sinteze NO, koji dalje moze izazvati
genotoksi¢na i citotoksi¢na ostecenja jetre (Garcia-Monzon i sar., 2000). Balans u
sintezi 1 razgradnji NO je klju€an u odredivanju njegovih protektivnih i citotoksi¢nih
efekata. U studiji Szabo i sar. (1994) selektivni inhibitori iNOS su smanjili oSteCenja
jetre pacova izazvanim bakterijskim lipopolisaharidima (LPS). Rezultati koje su objavili
Billiar i sar. (1989) pokazuju da Kupferove celije reaguju na inflamatorni stimulus
indukujuéi ekspresiju iNOS, kao i ostali makrofagi. Brojni inflamatorni citokini, kao Sto
su faktor nekroze tumora o (TNFa), interleukin -1 (IL-1p), interferon-y (IFN-y), kao i
SMK, ukljuceni su u regulaciju ekspresije iNOS i produkcije NO u jetri (Lara-Castro i
Garvey, 2008; Hooper i sar., 2011) (Slika 4.). Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je
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iNOS jedan od vaznih medijatora koji ostvaruje vezu izmedu metabolickih poremecaja i

inflamacije u gojaznosti (Charbonneau i Marette, 2010).

1.4.2. Inducibilna azot monoksid sintaza u gojaznosti

Inducibilna azot monoksid sintaza se eksprimira u razli¢itim metabolickim
poremecajima karakteristicnih za gojaznost (Slika 4.) (Perreault i Marette, 2001,
Dallaire i sar., 2008; Charbonneau i Marette, 2010; Kanuri i sar., 2017). Ranije je
pokazano da indukcija ekspresije INOS citokinima ili egzogeni tretman donorima NO
umanjuje efekat insulina na transport glukoze u kulturi miocita ili ex vivo na izolovanim
misSi¢ima pacova (Bedard i sar., 1997; Kapur i sar., 1997). Takode, pokazano je da
koriséenje specifi¢énog inhibitora iNOS (L-NAME) dovodi do normalizacije transporta
glukoze u miocitima (Bedard i sar., 1997). Predlozeno je da indukcija iNOS moze biti
ukljucena u razvoj IR u patofizioloSkim stanjima poput gojaznosti, koje karakteriSu
povecane koncentracije citokina. Povecana koncentracija SMK u plazmi indukuje
ekspresiju INOS i sintezu NO u metaboli¢kim tkivima eksperimentalnih modela
gojaznosti (Shimabukuro i sar., 1998; Fujimoto i sar., 2005; Charbonneau i Marette,
2010; Ha i Chae, 2010). U skeletnim miSi¢ima i masnom tkivu osoba koje boluju od
T2DM pokazano je da je ekspresija iNOS povecana i u pozitivnoj korelaciji sa IR i
gojaznoscu (Engeli i sar., 2004; Torres i sar., 2004). Na vaznu ulogu iNOS u patogenezi
IR u gojaznosti su ukazali Perreault i Marette (2001) konstruisanjem iNOS™ miseva.
Rezultati istrazivanja ovih autora pokazali su da delecija gena za iNOS sprecava razvoj
IR u misi¢ima i stimuliSe dejstvo insulina kod gojaznih miseva. U istoj studiji ekspresija
gena za iNOS je povecana dva do Cetiri puta u skeletnim miSi¢ima i masnom tkivu, ali
ne i u jetri gojaznih miseva u poredenju sa misevima koje nisu bile na rezimu HF
ishrane (Perreault i Marette, 2001). Eksperimenti Fujimoto i sar. (2005) su pokazali da
koriS¢enje inhibitora za iNOS ublazava simptome IR u jetri ob/ob miSeva. Takode,
pokazano je da povecana ekspresija iNOS u jetri moze inhibirati dejstvo insulina
nitracijom Tyr ostataka na receptoru za insulin, IRS i Akt (Carvalho-Filho i sar., 2005).
Kasnije su Charbonneau i Marette (2010) pokazali da infuzija lipida kod miseva
indukuje ekspresiju INOS, §to dovodi do nitracije molekula signalnog puta insulina,

ukazujuci na ulogu iNOS u patologiji IR u jetri u gojaznosti.
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Slika4. Mehanizam regulacije ekspresije iNOS u gojaznosti; pozitivni i Stetni
efekti NO. IL — interleukin; iINOS — inducibilna azot-monoksid-sintaza; IR —
rezistencija na insulin; NFkB — nuklearni faktor-xB; NO — azot monoksid,;
SMK - slobodne masne kiseline; TNF — faktor nekroze tumora.

1.4.3. Molekularni mehanizmi regulacije inducibilne azot monoksid sintaze

Regulacija ekspresije i aktivnosti iNOS je slozen, visoko specifi¢an proces koji se
deSava na razli¢itim nivoima. Brojni hormoni i drugi faktori ucestvuju u regulaciji
ekspresije gena, posttranskripcionih i posttranslacionih modifikacija i aktivnosti iNOS.

Sve je vise dokaza da postoje polne razlike u pogledu inflamatornog odgovora u jetri i

da se estrogenima moze pripisati protektivno dejstvo (Harada i sar., 1985; Eckhoff i

sar., 2002; Rusai i sar., 2011; Nweze i sar., 2012). Iako tatan mehanizam kojima polni

hormoni reguliSu inflamaciju u jetri nije poznat, Smatra se da testosteron ima
imunosupresivne efekte, dok estradiol ima imunoprotektivne efekte (Angele i Chaudry,

2005; Sener i sar., 2005). Ekspresija gena za iINOS je tokom indukovane inflamacije

znacajno povecana u jetri muzjaka i ovarijektomisanih Zenki pacova (Inaba i sar., 2005).

Takode, Shimizu i sar. (2007) su pokazali da tretman estrogenima smanjuje ekspresiju
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INOS tokom ostecenja jetre usled hemoragi¢nog Soka. Medutim, podaci koji ukazuju na
polne razlike u regulaciji ekspresije iNOS i sinteze NO u jetri gojaznih zivotinja
nedostaju u literaturi.

Dosadasnje studije su pokazale da je ekspresija iINOS regulisana razli¢itim
signalnim putevima, od kojih su najvise izuc¢avani PISK/Akt i ERK1/2. U razli¢itim
fizioloskim i patofizioloskim stanjima ekspresija INOS je indukovana faktorima
transkripcije (Sass i sar., 2001), ukljucujuéi transkripcioni faktor kB (NFkB, engl.
nuclear factor xB) Koji ostvaruje interakcije sa elementima u okviru promotora gena za
INOS (Murdolo i Smith, 2006; Musunuru, 2010). Familiju NFxB ¢ine pet ¢lanova: p65
(RelA), RelB, c-Rel, NFkB1 (p50 i njegov prekursor p105) i NFxB2 (p52 i njegov
prekursor p100), koji formiraju homodimere (RelB) ili heterodimere (RelB i p100/p52
ili p50, c-Rel i p50 ili p65, p65 i p50, p65 i p52) (Xiao, 2004). Najcesca forma NF«xB
familije je heterodimer p65/p50 i ima vaznu ulogu u regulaciji ekspresije gena
ukljucenih u odgovoru organizma na inflamaciju i stres (Pahl, 1999; Xiao, 2004). U
neaktivnom stanju, molekul NFkB nalazi se u citosolu, u kompleksu sa inhibitornim
proteinom (IkB, engl. Inhibitor of NFxB) (Myers, 2004). Da bi se NFxB aktivirao,
neophodno je da dode do fosforilacije kB, koju vr$i IkB kinaza (IkK, engl. IxB Kinase).
IxkK se aktivira fosforilacijom od strane Akt ili ERK1/2, pa IkK dalje fosforilise IkB.
Nakon fosforilacije dolazi do proteoliticke digestije IkB i NFkB se translocira u jedro
gde inicira transkripciju gena za iNOS (Hattori i sar., 2003).

Studije su pokazale da inhibicija INOS promovise aktivaciju molekula signalnog
puta insulina, ukljucujuéi IRS-1, IRS-2 i Akt u jetri gojaznih miseva (Fujimoto i sar.,
2005; Carvalho-Filho i sar., 2005). Inhibicija Akt dovodi do smanjene aktivacije NFkB,
a posledi¢no i do smanjene ekspresije iNOS i sinteze NO (Hattori i sar., 2003). Liu i
saradnici (2015) su pokazali da se ekspresija iINOS u primarnoj kulturi hepatocita
gojaznih miseva deSava preko PI3K/Akt signalnog puta. NO poreklom od iNOS
reverzibilno inaktivira Akt procesom nitrozilacije in vitro i u intaktnim ¢elijama, $to
utice na proces fosforilacije Akt molekula na Thr® ili Ser*’”® (Yasukawa i sar., 2005).
Vaznu ulogu u ekspresiji i aktivaciji iNOS i sinteze NO ima ERK1/2 signalni put (Zhao
i Lee, 1999; Slomiany i Slomiany, 2002; Ellerhorst i sar., 2006). Pokazano je da
ERK1/2 ima aktivnu ulogu u fosforilaciji i defosforilaciji IxkK i NFkB, koji dovode do
ekspresije iNOS u jetri (Mao i sar., 2016). Xu i sar. (2005) su pokazali da inhibicija
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ERKZ1/2 signalnog puta moze delimi¢no inhibirati sintezu NO, kao i aktivaciju NFkB u
jetri pacova tretiranih LPS-om.

1.5. Natrijum-kalijum adenozin trifosfataza

Natrijum-kalijum adenozin trifosfataza (Na'/K*-ATPaza) je visoko konzerviran
transmembranski enzim ¢ija je osnovna funkcija odrzavanje elektrohemijskog gradijenta
Na’ i K" jona u skoro svim eukariotskim éelijama. Energija za ovaj proces stvara se
tokom hidrolize terminalne fosfatne veze u molekulu ATP, pri ¢emu nastaje ADP i
oslobada se orto fosfat (Sweadner i Goldin, 1980). Smatra se da Na'/K'-ATP-aza
znacajno doprinosi potro$nji ukupne energije kod sisara (19-28% celokupnog
sintetisanog ATP u stanju mirovanja) (Rolfe i Brown, 1997). Na'/K'-ATPaza ima
vaznu ulogu u regulaciji brojnih funkcija, ukljucujuéi kontrolu volumena i
kontraktilnosti ¢elije, ¢elijsku ekscitabilnost, jonsku homeostazu i procese apsorpcije
(Dahl i Hokin, 1974). Takode, Na'/K*-ATP-aza je ukljuena u brojne funkcije koje ne
zavise od transporta jona, kao §to su proliferacija celija tumora, regulacija krvnog
pritiska i metabolizma Ca?* (Li i sar., 2011).

Funkcionalni molekul Na*/K*-ATPaze je heterodimerni protein koji se sastoji od
dve glavne subjedinice, o i P. Postoji viSe izoformi a i B subjedinica koje mogu
formirati dvanaest razli¢itth kombinacija molekula sa razli¢itim transportnim i
farmakoloskim odlikama (Kaplan, 2002). Cetiri a i tri B izoforme subjedinica Na*/K*-
ATPaze kodiraju razli¢iti geni, i njihova sinteza se odvija nezavisno u
endoplazmatskom retikulumu, nakon ¢ega se brzo udruzuju dajuci funkcionalne jedinice
molekula (Sweadner i sar., 1994). Subjedinica a je odgovorna za kataliticku funkciju
molekula, transport jona i vezivanje kardija¢nih glikozida, dok je B esencijalna za
udruZivanje subjedinica u funkcionalni molekul Na*/K*-ATPaze (Kaplan, 2002). U jetri
pacova su ekprimirane aq, B i Pz izoforme (Simon i sar., 1995; Arystarkhova i
Sweadner, 1997). U nekim éelijama, na stabilizaciju i funkciju Na'/K*-ATPaze dodatno
uticu FXYD proteini, koji se Cesto nazivaju y-subjedinice (Slika 5.) (Garty i Karlish,
2006).
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Slika 5. Grada Na'/K*-ATPaze. Na slici su prikazane subjedinice Na*/K*-ATPaze, a
(zuta), B (plava) i y ili FXYD (crvena); Na®, natrijum; K*, kalijum. Preuzeto i
modifikovano iz (Clausen, 2013).

1.5.1. Natrijum-kalijum adenozin trifosfataza u jetri

Aktivnost Na'/K*-ATPaze u jetri je direktno povezana sa regulacijom brojnih
transportera na plazma membrani, koji su uklju¢eni u regulaciju unutarcelijske jonske
homeostaze, membranskog potencijala, unutarcelijske pH, sekrecije i koncentrovanja
7uéi, apsorpcije ugljenih hidrata, aminokiselina. Studije su pokazale da Na*/K*-ATPaza

ima regulatornu ulogu u metabolizmu holesterola u jetri tako $to uéestvuje u sintezi i

pravilnoj distribuciji holesterola u ¢eliji (Chen i sar., 2009; Adamian i sar., 2011; Wang

I sar., 2015). Takode, postoje dokazi da holesterol u membrani omogucava optimalno

funkcionisanje Na'/K*-ATPaze, posebno u membranama kaveola, koje su bogate

holesterolom (Gaestel, 2016). Hipertrofija jetre deSava se u razli¢itim stanjima, kao §to
su: trudnoca, laktacija (Remesar i sar., 1981), regeneracija nakon parcijalne hepaktomije

I gojaznost (Cleary i sar., 1980). Da bi se u navedenim stanjima odrzala hipertrofija

jetre, neophodni su supstrati za sintezu nukleinskih kiselina i proteina, a ti procesi se

karakteri$u pove¢anom aktivno$éu transmembranskih sistema za Na'-zavisni transport
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aminokiselina medu kojima je najznacajniji Na'/K*-ATPaza, koja odrzava nizak nivo
Na’ u ¢eliji neophodan za sekundarni transport aminokiselina (Fafournoux i sar., 1982;
Pastor-Anglada i sar., 1987; Felipe i sar., 1989; Ruiz i sar., 1991; Ruiz-Montasell i sar.,
1993).

1.5.2. Natrijum-kalijum adenozin trifosfataza u gojaznosti

Smanjena ekspresija i aktivnost Na'/K*-ATPaze je povezana sa metaboli¢kim
poremecajima vezanim za gojaznost i prate¢e komorbiditete, kao Sto su IR i T2DM
(Vrbjar i sar., 1999; lannello i sar., 2007). Rezultati ranijih studija su pokazali da
gojaznost dovodi do smanjenja aktivnosti Na'/K*-ATPaze u jetri miSeva, §to je u
direktnoj vezi sa stanjima hiperglikemije ili hiperinsulinemije i pove¢anom
koncentracijom SMK u membrani ¢elija (Bray i Yukimura, 1978; Lin i sar., 1981;
lannello i sar., 1994). Promenjena koncentracija i poremeceno dejstvo insulina u stanju
gojaznosti i IR ima velike posledice po aktivnost Na'/K*-ATPaze (Al-Khalili i sar.,
2003). Insulin ostvaruje vaznu ulogu u homeostazi K* regulacijom aktivnosti Na*/K"-
ATPaze, pospesujuci unos K* sa istovremenim unosom glukoze u éelije (Ewart i Klip,
1995). Znacajno smajenje aktivnosti i nivoa proteina Na'/K'-ATPaze, kao i ekspresije
subjedinica a4 1 0, uoceno je u eritrocitima, srcu 1 aorti pacova kod kojih je doslo do
razvoja IR i dijabetesa (Gupta i sar., 1991; Kowluru i sar., 2000; Michea i sar., 2001;
Rosta i sar., 2009). Takode, postoje dokazi o smanjenoj aktivnosti Na*/K*-ATPaze u
eritrocitima pacijenata koji boluju od dijabetesa (Mimura i sar., 1994). Tokom
gojaznosti poveéana je koncentracija leptina $to doprinosi smanjenju aktivnosti Na'/K*-
ATPaze (Sweeney i Klip, 2001). Gojaznost je usko povezana sa oksidativnim stresom.
Pokazano je da ROS inhibira aktivnost Na*/K*-ATPaze na plazma membrani misiéne
¢elije, i to glutationilacijom B; subjedinice (White i sar., 2009). Medutim, pojedine
studije su pokazale da HF ishrana dovodi do povecanja ekspresije gena za oy
subjedinicu Na'/K*-ATPaze, kao i povecanja aktivnosti samog enzima u jetri (Ruiz-
Montasell i sar., 1994; Ferrer-Martinez i sar., 1996; Wang i sar., 2015). Povecana
aktivnost moze biti jedan od mehanizama prilagodavanja na povecane metabolicke
potrebe organizma koje su u vezi sa Na'-zavisnim transportom biomolekula, kao i
hipertrofije jetre (Ruiz-Montasell i sar., 1994). U literaturi nema mnogo podataka o

regulaciji ekspresije i aktivnosti Na'/K'-ATPaze u jetri gojaznih Zenki i muZjaka
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pacova. S obzirom da Na'/K*-ATPaza udestvuje u regulaciji razli¢itih procesa u jetri, a
da je njena ekspresija i aktivnost smanjena u gojaznosti i IR, to za posledicu moze imati

nastanak razli¢itih morfoloskih i funkcijskih poremecaja jetre.

1.5.3. Molekularni mehanizmi regulacije natrijum-kalijum adenozin trifosfataze

Brojni hormoni i drugi faktori reguliSu funkciju Na'/K'-ATPaze razli¢itim
mehanizmima, ukljucujuéi regulaciju ekspresije gena, unutarcelijske translokacije
(premestanja), aktivnosti i fosforilacije (Ewart i Klip 1995; Isenovic i sar., 2004;
Efendiev i sar., 2007; Li i sar., 2011). Prvi mehanizam regulacije podrazumeva
povecanje ili smanjenje transkripcije gena za Na'/K*-ATPazu (Bonvalet, 1998; Therien
i Blostein, 2000). Dostavljanje novosintetisanih subjedinica iz unutarcelijskih depoa na
plazma membranu, predstavlja drugi mehanizam regulacije (Hundal i sar., 1992; Al-
Khalili i sar., 2003). Direktan uticaj na kineticke karakteristike Na'/K*-ATPaze, koja je
ve¢ lokalizovana na plazma membrani predstavlja mehanizam regulacije njene
aktivnosti (Bertorello i Katz, 1993; Li i sar., 1999; Therien i Blostein, 2000). lako
postoje dokazi da fosforilacija i defosforilacija o subjedinice Na'/K*-ATPaze razli¢itim
kinazama dovodi do promene u kinetickim odlikama enzima, ovaj mehanizam
regulacije je i dalje kontroverzan (Bagatell i sar., 1994; Chibalin i sar., 1998; Chibalin i
sar., 1999; Leinwand, 2003; Fuller i sar., 2004; Fuller i sar., 2013). Poznato je da
estradiol reguliSe ekspresiju Na'/K'-ATPaze i da postoje polne razlike u njenoj
ekspresiji u kardiovaskularnom sistemu (KVS) (Palacios i sar., 2004). Medutim, podaci
koji ukazuju na polne razlike u regulaciji ekspresije i aktivnosti Na*/K*-ATPaze u jetri
gojaznih zivotinja nedostaju u literaturi. NajviSe izuCavani signalni putevi koji su
ukljuéeni u regulaciju ekspresije/aktivnosti Na'/K"ATP-aze obuhvataju IRS/PI3K/Akt,
AMPK i ERK1/2 (Al-Khalili i sar., 2003; Lecuona i sar., 2006; Tian i sar., 2009).
Rezultati pojedinih studija takode ukazuju na ulogu RhoA/ROCK signalnog puta u
regulaciji ekspresije/aktivnosti Na'/K*-ATPaze u KVS (Uehata i sar., 1997; Dada i sar.,
2007; Gayard i sar., 2011), ali podaci o ulozi ovog signalnog puta u jetri nedostaju u
literaturi.

Uloga IRS/PI3K/Akt signalnog puta u regulaciji ekspresije/aktivnosti Na'/K"-
ATPaze pokazana je u brojnim eksperimentima (Simoncini i sar., 2000; Isenovic i sar.,
2004; Tian i sar., 2009; Maturana-Teixeira i sar., 2015). Imajuéi u vidu da je Na'/K"-
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ATPaza regulisana IRS-1/PI3K/Akt signalnom kaskadom, moze se pretpostaviti da
estradiol smanjenjem aktivacije RhoA/ROCK signalnog puta pozitivno deluje na
funkciju Na'/K*-ATPaze (Sudar i sar., 2008; Obradovic i sar., 2015). Takode, vaznu
ulogu u regulaciji Na*/K*-ATPaze ima ERK1/2 (Al-Khalili i sar., 2004; Isenovic i sar.,
2004; Koricanac i sar., 2011). U brojnim ¢elijama i tkivima, kratkotrajne promene
aktivnosti Na'/K*-ATPaze su direktno ili indirektno povezane sa ERK1/2 signalnim
putem (Al-Khalili i sar., 2003; Khundmiri i sar., 2004; Shahidullah i sar., 2014). Al-
Khalili i saradnici su pokazali da aktivacija ERK1/2 dovodi do fosforilacije o
subjedinice Na'/K*-ATPaze u citoplazmi i njene translokacije na plazma membranu
¢elija (Al-Khalili i sar., 2003). Takode, pokazano je da koris¢enje inhibitora ERK1/2
(PD98059) blokira aktivaciju Na*/K*-ATPaze (Isenovic i sar., 2004).

Poremecena regulacija AMPK, jednog od klju¢nih enzima ukljucenog u regulaciju
metabolizma glukoze i lipida u jetri (Zhang i sar., 2012), moze dovesti do smanjenja
aktivnosti Na'/K*-ATPaze. Pokazano je da aktivacija AMPK u fiziologkim uslovima
direktno ili indirektno stimuliSe protein fosfatazu 2A (Lecuona i sar., 2006), koja
posledi¢no defosforilise ay subjedinicu Na'/K*-ATPaze na Ser'®, sprecavajuéi na taj
naéin endocitozu subjedinica Na'/K*-ATPaze i poveéavajuéi njenu aktivnost na plazma
membrani (Benziane i sar., 2012). Dosadasnji eksperimenti usmereni na izucavanje
polnih razlika u regulaciji ekspresije/aktivnosti Na*/K*-ATPaze uglavnom su fokusirani

na KVS, dok u literaturi nedostaju podaci koji se odnose na jetru.
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2.Cliljevi i hipoteza istrazivanja

2.1.  Ciljevi

Molekulski mehanizami regulacije aktivnosti i ekspresije iNOS i Na'/K*-ATP-aze u
jetri gojaznih pacova oba pola nisu u potpunosti razjasnjeni. Takode, ne postoje
literaturni podaci koji povezuju promene u regulaciji iINOS i Na'/K'-ATPaze sa
promenama u ekspresiji i aktivnosti signalnih molekula PI3K, Akt, ERK1/2, AMPK,
RhoA i ROCK u jetri u stanju gojaznosti.

Ciljevi ove doktorske disertacije su da se u jetri gojaznih pacova izuce polne razlike u:

1. metabolizmu glukoze i SMK, i ekspresiji njihovih transportera GLUT2 i
FAT/CD36;

2. regulaciji ekspresije i aktivnosti iINOS;

3. ucescu signalnih molekula IRS-1, PI3K, Akt i NFxB u regulaciji ekspresije i
aktivnosti INOS

4. regulaciji ekspresije i aktivnosti Na'/K*-ATPaze;

5. ucescu signalnih molekula IRS-1, PI3K, Akt, ERK1/2, RhoA, ROCK i AMPK u

regulaciji ekspresije i aktivnosti Na'/K*-ATPaze.
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2.2.  Hipoteza

U postavci osnovne hipoteze poslo se od Cinjenice da postoje polne razlike u
ekspresiji INOS u jetri i sinteze NO u gojaznosti, $to rezultuje razli¢itom aktivacijom
PI3K/Akt, ERK1/2, AMPK i RhoA/ROCK signalnih puteva. Promene u regulaciji ovih
signalnih kaskada dovode do poremecaja funkcije insulina koji se ogleda u otezanom
preuzimanju glukoze i SMK posredstvom membranskih transportera, a samim tim i
postepenog razvoja IR. Istovremeno dolazi i do poremecaja ekspresije i aktivnosti
Na'/K*-ATPaze u jetri koja je uklju¢ena u regulaciju membranskih transportnih sistema
¢elija jetre, Sto za posledicu ima razlicite poremecaje funkcije jetre. Pretpostavka je da
estradiol ispoljava protektivne efekte kod gojaznih Zenki pacova i sprecava razvoj IR,

dok kod gojaznih muzjaka ovaj efekat izostaje, Sto izrazava znacajne polne razlike.
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3. Materijal 1 metode

3.1. Rad sa eksperimentalnim Zivotinjama

Za eksperimente u okviru ove doktorske disertacije je koris¢eno 28 adultnih ZenKi i
muzjaka pacova, soja Wistar (Rattus norvegicus), starosti od 7 do 9 nedelja, mase tela
od 160-240 g, iz odgajalista Instituta za nuklearne nauke “Vinc¢a”, Beograd. Na pocetku

eksperimenta, Zivotinje su podeljene u Cetiri eksperimentalne grupe:

Kontrolna grupa normalno uhranjenih Zenki (KZ)
Grupa gojaznih Zenki (HFZ)

Kontrolna grupa normalno uhranjenih muzjaka (KM)

M W o

Grupa gojaznih muZzjaka (HFM)

Kontrolne grupe oba pola (KZ i KM) su tokom 10 nedelja, koliko je trajao
eksperiment, imale slobodan pristup (ad libitum) vodi i standardnoj laboratorijskoj hrani
koja je sadrzala: 20% proteina, 8% celuloze, 13% vlage, 0,9% lizina, 1% kalcijuma,
0,75% metionin+cistin, 0,5% fosfora, 0,15-0,25% natrijuma, mes$avine minerala (u
mg/kg: cink 100, gvozde 100, magnezijum 30, bakar 20, jod 0,5, selen 0,1), meSavine
vitamina (A 10000 IU/kg, D3 1600 1U/kg, E 25 mg/kg, B, 0,02 mg/kg), antioksidanata
100 mg/kg; digestibilna energija 11 MlJ/kg (D.D. “Veterinarski zavod Subotica”,
Subotica, R. Srbija). Eksperimentalne grupe (HFZ i HFM) su tokom istog perioda imale
ad libitum pristup vodi i standardnoj laboratorijskoj hrani obogacenoj sa 42% masti
(suncokretovo ulje).

Tokom trajanja eksperimenta Zivotinje su drzane po dve do tri jedinke U
standardnim laboratorijskim kavezima od pleksiglasa sa poklopcem od nerdajuce
Celicne zice i podlogom od piljevine koja je menjana dva do tri puta nedeljno.

Laboratorijski uslovi tokom eksperimenta ispunjavali su standardne zahteve:
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temperatura ambijenta 21-24 °C; relativna vlaznost vazduha 60-70%; rezim osvetljenja
12 sati svetla/12 sati mraka, ¢ime je omogucen dnevno/noéni ritam.

Zivotinje su Zrtvovane nakon deset nedelja. U eksperimentalnu salu su donoseni
pacovi u kavezima pojedinacno, kako bi se nivo stresa kod narednih pacova, koji bi
trebalo da se Zrtvuju, sveo na minimum. U dubokoj anesteziji, izazvanoj etrom,
zivotinje su zZrtvovane iskrvarenjem. Krv je sakupljana i prebacivana u vakutajnere za
izolovanje seruma i plazme. Jetre su ekstrahovane, merene i trenutno zamrzavane u
teCnom azotu, a zatim ¢uvane na -70 °C do daljeg rada. Delovi tkiva jetre su seCeni i
odvajani za izolaciju proteina ¢elijskih membrana, ukupnih proteina ¢elijskih lizata, kao
i za izolaciju ribonukleinske kiseline (RNK).

Sve eksperimentalne i hirurske procedure u okviru ove doktorske disertacije bile
su u skladu sa etickim principima o radu na eksperimentalnim Zzivotinjama, po
preporukama Eti¢kog komiteta Instituta ,,Vinc¢a“ koje su sadrzane u protokolu o brizi i
upotrebi laboratorijskih Zivotinja SLASA (Serbian Laboratory Animal Sciense

Association) Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

3.2.  lzolovanje seruma i plazme iz krvi pacova

Iz jedne polovine svakog uzorka sakupljene krvi izolovani su serumi,
inkubiranjem krvi u trajanju od 30 minuta na sobnoj temperaturi (bez antikoagulansa), a
zatim centrifugiranjem 15 minuta na 3500 rpm. Dobijeni serumi ¢uvani su na -20 °C za
dalje merenje nivoa glukoze, insulina i holesterola.

Iz druge polovine svakog uzorka sakupljene krvi izolovane su plazme,
inkubiranjem krvi 60 minuta na ledu (sa antikoagulansom - EDTA), a potom
centrifugiranjem 15 minuta na 4000 rpm. Dobijeni supernatanti (plazme) su alikvotirani
na manje zapremine i ¢uvani na -20 °C za dalje merenje nivoa nitrita (NOy) /nitrata
(NO3) i SMK.

3.3.  Odredivanje koncentracije glukoze u serumu i lizatu jetre pacova
Koncentracija glukoze u serumu i lizatu jetre pacova je merena standardizovanom

GLUC-PAP metodom (Randox, Crumlin, Velika Britanija) u Rx Daytona automatskom

biohemijskom analizatoru (Randox, Velika Britanija). Princip metode zasniva se na

oksidaciji glukoze u glukonsku Kiselinu i vodonik peroksid (H,O;) u prisustvu enzima
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glukozo oksidaze. Oslobodeni H,O, reaguje sa 4-aminofenazonom i fenolom, u
prisustvu enzima peroksidaze, grade¢i iminohinon i vodu, pri ¢emu dolazi do promene
boje reakcione smeSe. Merenjem apsorpcije svetlosti na talasnoj duzini od 505 nm
odredivan je intenzitet nastale iminohinonske boje, Sto je direktno proporcionalno

koncentraciji glukoze u uzorku. Koncentracija glukoze izrazavana je u mmol/l.

3.4. Odredivanje koncentracije insulina u serumu pacova

Koncentracija insulina u serumu pacova je merena radioimunoloskom (RIA;
engl. Radioimunoassay) metodom uz koris¢enje RIA INS (PEG) komercijalnog
kompleta (INEP, Zemun, R.Srbija). Princip metode se zashiva na kompetitivnom
vezivanju insulina iz uzorka ili standarda i radioaktivno obeleZenog insulina (3H—
insulin) za odredeni broj epitopa na specificnim anti-insulin antitelima, pri ¢emu nastaju
radioaktivno obelezeni i neoblezeni imunokompleksi. Ukoliko ima viSe insulina u
uzorku, utoliko se manje obeleZzenog kompleksa formira. Nastali kompleksi se taloze uz
pomo¢ imunoadsorbenta (30 minuta na sobnoj temperaturi), koji predstavlja kompleks
vezan za sekundarno antitelo, polietilenglikola, dok slobodni insulin (obeleZeni i
neobelezeni), kao i slobodna antitela zaostaju u te¢noj fazi. Radioaktivnost taloga meri
se U gama-scintilacionom brojacu.

125 insulina

Postupak je izvoden tako §to je u 50 ul seruma krvi dodavano 50 plJ
i 50 pl anti-insulin-antiseruma uz mesanje. Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi
tokom 20 sati, dodavano je 250 pl imunoadsorbenta, uz mesanje, i potom inkubirano na
sobnoj temperaturi 30 minuta. Dobijeni sadrzaj je centrifugiran 25 minuta na 3000 x g,
supernatant je uklanjan, a u talogu merena radioaktivnost na gama-scintilacionom
brojacu 1219 Rackbeta Liquid Scintilation Counter (LKB, Belgija). Istovremeno su
tretirani 1 standardi poznate koncentracije insulina, koji su sluzili za konstrukciju

standardne krive na osnovu koje je odredivana koncentracija insulina u uzorcima

seruma. Koncentracija insulina izrazavana je u mIU/I seruma.

3.5.  Odredivanje indeksa rezistencije na insulin i indeksa sekrecije insulina
HOMA (engl. Homeostasis Model Assessment Index) je matemati¢ki metod koji
se koristi za odredivanje IR, kao i kapacitet sekrecije B-éelija pankreasa (Matthews i

sar., 1985). Na osnovu vrednosti glukoze i insulina odredivan je indeks IR (HOMA-IR),
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kao i funkcionalni kapacitet sekrecije P-Celija pankreasa, izraCunavanjem indeksa
sekrecije insulina (HOMA-p).

HOMA-IR indeks je izraCunavan prema formuli:

Glu (mmol/l) x INS (uU/ml)
22.5

HOMA-IR =

HOMA-B indeks izraGunavan je prema formuli:

20 x INS (pU/ml)
Glu (mmol/1) - 3,5

HOMA-B =

3.6.  Odredivanje koncentracije ukupnog holesterola u serumu i lizatu jetre
pacova
Koncentracija ukupnog holesterola (HOL) u serumu i lizatu jetre pacova
odredivana je standardizovanom metodom enzimskog bojenja (engl. enzymatic colour
test), koris¢enjem komercijalnih kitova za holesterol (engl. cholesterol oxidase-
peroxidase) u automatskom analizatoru (Olympus AU400 analyser, Beckman Coulter,

USA), prema uputstvu proizvodaca. Koncentracija holesterola je izrazavana u mmol/I.

3.7.  Odredivanje koncentracije slobodnih masnih kiselina u serumu i lizatu
jetre pacova

Koncentracija SMK u serumu 1 lizatu jetre pacova odredivana je modifikovanom
kolorimetrijskom metodom po Dunkombu (Duncombe, 1964). Princip metode bazira se
na ekstrakciji lipida organskim rastvorom, pri ¢emu se eliminiSu interferiraju¢a
jedinjenja kao Sto su fosfolipidi. Hloroformski rastvor SMK reaguje sa reagensom koji
sadrzi bakar i formira soli bakra, koje zatim stvaraju kompleks sa dietilditiokarbamatom
(DDC), zute boje sa maksimumom apsorpcije svetlosti na talasnoj duzini od 463 nm.

Postupak je izvoden tako sto je u 45 ul uzorka (seruma ili lizata tkiva) dodavano

po 225 ul trietanolaminskog pufera (TEA) pH 7,8 (rastvor Cu(NOs), x 3H,0 u H,0 uz

postepeno dodavanje 7,5 M TEA) i kratko meSano, a zatim je dodavano 1125 pl
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hloroforma i snazno muckano 20 minuta na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je u trajanju
od 10 minuta vrSeno centrifugiranje na 3000 rpm na klini¢koj centrifugi. Uz pomo¢
vakuuma, u potpunosti je uklanjan gornji plavozeleni sloj proteina, a iz preostalog
hloroformskog sloja, prenoseno je po 450 ul uzorka u zasebne epruvete i dodavano je
po 45 ul 0,2% DDC. Nakon snaznog mesanja uzorci su inkubirani 20 minuta na sobnoj
temperaturi. Intenzitet boje dobijenog produkta reakcije meren je ocitavanjem
apsorbance na 463 nm, $to je direktno proporcionalno koncentraciji SMK u uzorku.
Koncentracija SMK u uzorcima je odredivana na osnovu standardne krive
konstruisane na osnovu vrednosti apsorbanci ocitanih za seriju rastvora palmitinske
kiseline poznate koncentracije. Koncentracija ukupnih SMK izrazavana je u mmol/l u

serumu, odnosno u mmol/mg tkiva u homogenatu tkiva.

3.8.  Odredivanje nivoa nitrita i nitrata u plazmi pacova

Nivo NO u serumu pacova odredivana je indirektno, odredivanjem koncentracije
nitrita (NOy) i nitrata (NO3") kao krajnjih produkata NO. Merenje je vrieno koris¢enjem
NO,/NO3 kompleta (Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit, Cayman Chemical I.N.
780001) prema upustvu proizvodaca. Odredivanje koncentracije NO,/NOj3" radeno je u
dva koraka: reakcijom nitrat reduktaze i Griess-ovom reakcijom (Hevel i Marletta,
1994). U prvom koraku kori§¢enjem nitrat reduktaze, NO3™ se konvertuju u NO;", dok u
drugom koraku dodatkom Griess-ovog reagensa dobijeni NO, gradi azo jedinjenje
tamno ljubicaste boje sa maximumom apsorpcije na 540 nm. Merenjem apsorbance
nastalog azo jedinjenja odredivana je koncentracija NO;'.

Esej je raden u mikrotitarskoj polistirenskoj plo¢i sa 96 bunarica. Nakon
nanos$enja serije standarda NOs poznate koncentracije i uzoraka seruma u mikrotitar
plocu u volumenu od 80 pl, u svaki bunari¢ pipetirano je po 10 pl kofaktora enzima, a
potom po 10 pl nitrat reduktaze. Nakon 3 sata inkubacije na sobnoj temperatuti u svaki
bunari¢ dodavano je 50 ul Griess-ovog reagensa 1, a odmah potom i 50 ul Griess-0vog
reagensa 2. Nakon inkubacije od 10 minuta, o¢itavana je apsorbanca na automatskom
CitaCu za mikrotitarske plo¢e (Perkin Elmer, Wallac 1420 Victor) na 540 nm.
Koncentracija NOj je odredivana kori$¢enjem standardne krive konstruisane na osnovu
vrednosti apsorbanci o¢itanih za seriju rastvora standarda NO3™ poznate koncentracije i

izrazavana je u pmol.
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3.9. lzolacija ukupnih proteina jetre pacova

Ukupni proteini jetre pacova su izolovani homogenizovanjem 300-350 mg tkiva
jetre u 1,4 ml pufera za izolovanje proteina, na +4 °C, koris¢enjem T10 Basic Ultra-
Turrax homogenizera (IKA.Werke, Nemacka). Pufer za izolovanje proteina, (pH 7,4) je
sadrzao 150 mM NaCl (natrijum hlorid), 20 mM Tris (hidroksimetil) aminometan
(TRIS), 2 mM EDTA, 2 mM DTT, 1% nejonskog deterdzenta Triton X-100, 10%
glicerola, koktel inhibitora proteaza (Complete ULTRA Tablets, Mini, EDTA-free,
EASYpack), koktel inhibitora fosfataza (PhosSTOP) i 2 mM Na-ortovanadata,
inhibitora tirozinskih proteinskih fosfataza. Nakon homogenizovanja, uzorci su
sonifikovani dva puta po 5 sekundi, a zatim su lizirani inkubiranjem na +4 °C uz
rotaciju u trajanju od sat vremena. Lizirani uzorci su potom centrifugirani 30 minuta na
18500 rpm na +4 °C. Supernatant je prebacivan u ohladene epruvete i ¢uvan na -70 °C

do daljih analiza.

3.10. Izolacija proteina plazma membrana iz jetre pacova

Proteini plazma membrana jetre pacova su izolovani prema protokolu Luikena i
sar. (Luiken i sar., 2002). Tkiva jetre pacova, koli¢ine oko 200 mg, inkubirana su u 1 ml
preinkubacionog pufera (pH 7,4) koji je sadrzao 2 M NaCl, 20 mM HEPES 1 5 mM
NaNs, 30 minuta na +4 °C. Uzorci su zatim centrifugirani 5 minuta na 1000 x g u
centrifugi (Beckman, J21), a dobijeni talog je resuspendovan i homogenizovan u 1 ml
TES pufera za izolovanje proteina (pH 7,4) koji je sadrzao 20 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, 250 mM saharoze, koktel inhibitora serinskih, cisteinskih i kiselih proteaza
(Complete, Ultra Mini, EDTA-free Roche, Nemacka), uz dodatak 1 mM natrijum-
ortovanadata, inhibitora tirozinskih proteinskih fosfataza, pomoc¢u homogenizera (T10
Basic Ultra-Turrax, IKA.Werke, Nemacka). Rezultuju¢i homogenat je centrifugiran 5
minuta na 1000 x g, a nakon toga dobijeni talog je homogenizovan u 1 ml TES pufera.
Dobijeni homogenat je spajan sa supernatantom iz prethodnog centrifugiranja i
centrifugiran 10 minuta na 100 x g. Supernatanti su pipetirani a potom centrifugirani 10
minuta na 5000 x g. Dobijeni talog u kome se nalazi frakcija proteina plazma membrana

je resuspendovan u 300 pl TES pufera i ostavljan na -70 °C.
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3.11. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina je odredivana spektrofotometrijskom metodom po Loriju
(Lowry i sar., 1951). Metoda se zasniva na merenju apsorpcije svetlosti talasne duzine
750 nm, od strane dva obojena kompleksa: biuretskog, koji se formira izmedu jona
bakra i azota peptidnih veza u baznoj sredini i redukovanog fosfomolibdenskog i
fosfovolframovog kompleksa. Fosfomolibdenska i fosfovolframova so formiraju Folin-
Chialteau-ov reagens, koji je u oksidovanom stanju Zute boje, a pri redukciji
aminokiselinama tirozinom, triptofanom i cisteinom, menja boju u plavo, te je intenzitet
boje proporcionalan broju peptidnih veza i koncentraciji redukujuéih grupa.

Homogenat jetre (5 pl) je razblazivan dejonizovanom H,O u odnosu 1:99 (v/v), a
zatim je 25 pl razblaZenja dodatno razblaZeno jo§ Cetiri puta. U epruvete sa 100 ul
rablazenog homogenata dodavano je 100 ul rastvora 2% natrijum dodecil sulfata (SDS,
engl. Sodium Dodecyl Sulfate), a nakon mesanja na vorteksu dodavano je po 1 ml 1%
rastvora Na-K tartarata u 0,5 % CuSO4 x 5H;0, koji je prethodno 25 puta razblazen u
2% rastvoru Na,COsz u 0,1 M NaOH. Sadrzaj epruveta je ponovo mesan na vorteksu, a
zatim inkubiran na sobnoj temperaturi u trajanju od 10 minuta. Nakon dodavanja 100 pl
Folin-Chicalteau reagensa (1:2), sadrzaj epruveta je ponovo meSan na vorteksu i
inkubiran u mraku 20 minuta, posle Cega je merena apsorbanca na 750 nm na
spektrofotometru (Ultrospec 2000, Pharmacia, Biotech).

Koncentracija proteina je odredivana na osnovu standardne krive konstruisane na
osnovu vrednosti apsorbanci o€itanih za seriju rastvora albumina govedeg seruma
(BSA, engl. Bovine Serum Albumin) poznatih kocentracija: 10, 25, 50, 75, 100, 200, 400
I 800 mg/ml. Intenzitet dobijene boje je proporcionalan koncentraciji proteina i

izrazavan je u pug/pl.

3.12. Odredivanje aktivnosti Na'/K'-ATPaze u lizatu jetre pacova

Odredivanje aktivnosti Na'/K'-ATPaze u membranskoj frakciji proteina jetre
pacova radeno je modifikovanom spektrofotometrijskom metodom (Katz i Epstein,
1967). Princip metode zasniva se na odredivanju razlika u koli¢ini fosfata (P;) u
uzorcima Koji sadrze totalnu inkubacionu smes$u bez uabaina (specificnog inhibitora

Na'/K*-ATPaze) i uzoraka koji sadrze totalnu inkubacionu sme$u sa uabainom, §to
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predstavlja relativnu aktivnost Na'/K'-ATPaze. Oslobodeni P; reaguju sa amonijum
molibdatom u kiseloj sredini i formiraju fosfomolibdensku kiselinu. U prisustvu kalaja,
nastaje kalaj molibdofosforna kiselina, jedinjenje plave boje, Ciji se maksimum
apsorpcije oCitava na 690 nm (Taras i sar., 1971).

Postupak je izvoden u dva seta epruveta, sa i bez prisustva uabaina. U prvi set je
dodavano po 50 pl totalne inkubacione smese koja je sadrzala 200 mM Tris-HCI (pH
7,4), 400 mM NaCl, 80 mM KCI, 20 mM MgCls, 25 ul uzorka proteina koncentracije 1
mg/ml 1 105 pl dejonizovane H,O. U drugi set epruveta je dodavano 50 pl totalne
inkubacione smese, 25 pul uzorka proteina koncentracije 1 mg/ml, 20 ul 20 mM uabaina
i 85 pl dejonizovane H,O. Reakcija je pokretana inkubacijom uzoraka 15 minuta na +37
°C sa 20 ul 20 mM ATP, a zaustavljana dodavanjem 22 pl 3 M perhlorne kiseline i
hladenjem uzoraka na ledu. Nakon toga dodavano je 200 pl 0,02 M amonijum
molibdata u 30% H,SO, i jedne kapi kalaj hlorida rastvorenog u glicerinu. Nakon
inkubacije u trajanju od 15 minuta na sobnoj temperaturi, ocitavane su vrednosti
apsorbanci na 690 nm na spektrofotometru (Lambda 35UV/VIS, Perkin Elmer).
Koncentracija fosfata je odredivana na osnovu standardne krive konstruisane na osnovu
vrednosti apsorbanci ocitavanih za seriju rastvora natrijum fosfata poznate
koncentracije. Relativna aktivnost Na'/K'-ATPaze izrazavana je u mmolPi/min/mg

proteina.

3.13. Odredivanje aktivnosti Rho proteina u lizatu jetre pacova

Rho proteini pripadaju familiji malih GTP vezujuéih proteina koji su aktivne kada
vezuju GTP, a neaktivni kada vezuju GDP. Sposobnost aktiviranog Rho da asocira sa
Rho-vezuju¢im domenom (RBD, engl. Rho-binding domain) rotekina (mamac protein)
omogucava merenje njegove aktivnosti pomocu komercijalnog kita (Active Rho Pull-
Down and Detection Kit, Thermofisher Scientific, SAD). Za odredivanje aktivnosti Rho
inkubirano je 500 pg ukupnih proteina sa 400 pg rotekin-RBD proteina imobilisanom
na afinitetnom ligandu (agarozne kuglice) na +4 °C uz rotaciju u trajanju od sat
vremena. SadrZaj epruveta je nakon toga centrifugiran 1 minut na 6000 x g, i
supernatant je uklonjen. Nakon ispiranja kompleksa centrifugiranjem, uzorci su
pripremljeni za natrijum dodecil sulfat elektroforezu na poliakrilamidnom gelu (SDS-

PAGE, engl. SDS- PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) na gradijentnom gelu: 4% gel
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za koncentrovanje i 12% gel za razdvajanje. Membrane su nakon transfera i blokiranja
inkubirane sa primarnim Anti-Rho antitelom (1:600) i sekundarnim kozjim anti-ze¢jim
IgG konjugovanim sa peroksidazom rena (HRP; engl. Horseradish peroxidase)
antitelom (1:500). Analizirani proteini u uzorku su vizualizovani i kvantifikovani na

nacin koji je detaljno objasnjen u slede¢em poglavlju 3.14.

3.14. Natrijum dodecil sulfat elektroforeza na poliakrilamidnom gelu (SDS-
PAGE)

Kao prvi korak u imunoblot proceduri (Western blot) primenjena je
diskontinuirana poliakrilamid gel elektroforeza u prisustvu deterdzenta SDS, koja
omogucava razdvajanje proteinskih frakcija u uzorku na osnovu njihove molekulske
mase (Laemmli, 1970).

Da bi se postigla visoka rezolucija u razdvajanju proteinskih frakcija kori$éen je
sistem gradijentnog gela: 4% gel za koncentrovanje (0,5 M Tris-HCI pH 6,8, akrilamid,
bisakrilamid, SDS, APS, TEMED i H,0) i 10% gel za razdvajanje (1,5 M Tris-HCI pH
8,8, akrilamid, bisakrilamid, SDS, APS, TEMED i H,0) kao i dva razli¢ita puferska
sistema: pufer za uzorkovanje (0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 20% glicerol, 0,5% 2-
-mercaptoetanol, 0,1% bromfenol plavo) i pufer za elektroforezu (25 mM Tris-HCI,
192 mM glicin, 0,1% SDS i H,0). Elektroforetska separacija proteinskih frakcija
izvedena je u sistemu za vertikalnu elektroforezu, Bio-Rad Mini Protean 3 Cell
electrophoresis (Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, SAD).

Uzorci su nanoSeni u bunari¢e gela u volumenu od 20 pl (50 pg ukupnih proteina)
i razdvajani SDS-PAGE elektroforezom prvo 15 minuta pri naponu od 100V, a zatim 90
minuta pri naponu od 150V. Na svaki gel su nanoSeni i proteini poznatih molekulskih
masa (10, 15, 25, 35, 55, 70, 100, 130 i 250 kDa)-marker PageRegular"Prestained
Protein Ladder Plus (Fermentas, Vilnus, Litvanija) kako bi se lokalizovali ispitivani

proteini po zavrSetku elektroforeze, prema molekulskoj masi.
3.15. Western blot

Neposredno nakon razdvajanja proteina SDS-PAGE elektroforezom na gelu,

radena je Western blot analiza za detekciju specifiénih proteina u frakciji plazma
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membrane i lizatima jetre pacova. ldentifikacija ispitivanih proteina u uzorcima je
vr$ena na osnovu reakcije antigen-antitelo.

Elektrotransfer razdvojenih proteinskih frakcija sa gelova vrsen je na poliviniliden
fluorid (PVDF, engl. Polyvinylidence Difluoride) membranama, tokom sat vremena pri
struji intenziteta 350 mA na +4 °C, u sistemu za transfer, Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad
laboratories, Hercules, CA, SAD). Pufer za transfer proteina sadrzao je 25 mM Tris-
HCI, 192 mM glicin, 20% metanol i H,O, a efikasnost transfera proteina proveravana je
bojenjem membrana sa 0,5% rastvorom PonsoS tokom jednog minuta. Po vizuelizaciji
proteinskih traka, membrane su ispirane destilovanom H,O i TBS-T puferom (0,05%
Tween 20 u TBS puferu (engl. Tris-Buffered Saline)), a zatim inkubirane tokom sat
vremena na sobnoj temperaturi, u puferu za blokiranje (5% BSA/TBS-T) kako bi se
umanjilo nespecifi¢no vezivanje antitela za PVDF membranu.

Nakon blokiranja, membrane su ispirane TBS-T puferom, a potom inkubirane
preko noéi na +4 °C sa primarnim antitelima odredene specifi¢nosti, razblaZivanim do
odgovarajucih koncentracija u 5% BSA/TBS-T. Membrane su inkubirane sa slede¢im
primarnim antitelima: ze¢jim anti-fosfo-Akt Ser*”®, anti-fosfo-Akt Thr®® i anti-Akt,
ze&jim  anti-fosfo-AMPKa  Thr'’? i anti- AMPKa, ze&jim anti-fosfo-ERK1/2
Thr?%/Tyr®® i anti-ERK1/2, ze&jim anti-IRS-1, zegjim anti-fosfo-mTOR Ser®**® i anti-
mTOR, ze&jim anti-fosfo-PDK1 Ser®! i anti-PDK1, ze¢jim anti-ROCK2, ze&jim anti-
ROCKI1, ze¢jim anti-PI3K-p110 (Cell Signaling, Beverly, MA, SAD), ze¢jim anti-
iNOS/ NOS tip II, ze¢jim anti-NFxB-p65, ze¢jim anti-FAT/CD36, ze¢jim anti-GLUT2,
ze¢jim anti-ERa, ze¢jim anti-ERp, ze¢jim anti-RhoA (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz,
CA, SAD), ze¢jim anti-a; Na'/K*-ATPaza, ze¢jim anti-PI3K-p85 (Abcam, Cambridge,
UK) antitelima, kao i mi§jim anti-aktin antitelima (Sigma Aldrich Corporation, St.
Louis, MO, SAD).

Nakon inkubacije sa primarnim antitelima, membrane su ispirane 3 puta po 5
minuta, na sobnoj temperaturi, TBS-T puferom, a zatim inkubirane sat vremena na
sobnoj temperaturi sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelima konjugovanim sa
alkalnom fosfatazom (ALP, engl. Alkaline Phosphatase): kozjim anti-ze¢jim IgG-ALP i
kozjim anti-misjim IgG-ALP, ili sa sekundarnim antitelima konjugovanim sa
peroksidazom rena (HRP, engl. Horseradish peroxidase): kozjim anti-ze¢jim IgG-HRP
i kozjim anti-misjim 1gG-HRP antitelima (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, SAD).
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Sekundarno antitelo razblazivano je do odgovarajuée koncentracije u 5% nemasnom
mleku ili BSA u TBS-T puferu, a potom su membrane ispirane 3 puta po 5 minuta, na
sobnoj temperaturi, TBS-T puferom.

Analizirani proteini u uzorku su vizualizovani na autoradiografskom filmu
pomoc¢u metode u kojoj se koristi supstrat za peroksidazu rena, ECL (engl. Enhanced
Chemiluminescence, Amersham Biotech, Pittsburgh, PA, SAD) i koja se zasniva na
brzoj i1 osetljivoj reakciji luminiscencije. U prisustvu H,O,, peroksidaza katalizuje
oksidaciju luminola. Nastali intermedijarni produkt prelazi u stabilnu formu uz emisiju
svetlosti koja osvetljava film. Detekcija se vr$i u mracnoj sobi sa crvenom svetlosS¢u.
Membrana je postavljana izmedu dve providne folije u kaseti za detekciju
(Hypercassette, Amersham Life Science, SAD), a preko membrane je stavljan film.
Ekspozicija filma je trajala nekoliko sekundi do nekoliko minuta (zavisno od intenziteta
dobijenog signala). Otisci dobijeni na filmu odgovaraju proteinima, koji se nalaze na
membrani i za koje su vezana odgovarajua primarna i sekundarna antitela sa
peroksidazom rena.

Ukoliko su sekundarna antitela bila konjugovana sa ALP, na membrane je
dodavan supstrat za delovanje ALP - BCIP/NBT (BCIP/NBT, engl. 5-Bromo-4-Chloro-
3-Indoyl Phosphate/Nitro Blue Tetrazolium Chloride; sc-2498, Santa Cruz
Biotechnology, inc. Dallas, SAD). Membrane su inkubirane u mraku na sobnoj
temperaturi uz blago meSanje, do razvijanja boje. Pufer u kome su membrane
inkubirane sadrzao je 0,1 M Tris-HCI, pH 9,5, 0,1 M NacCl, 0,05 M MgCl, u koji je
dodavano 200 pul reagensa BCIB/NBT. Nakon pojavljivanja signala na membranama, u
vidu plavo-ljubicastih traka koje odgovaraju analiziranim proteinima, membrane Su
ispirane vodom, susene, a potom je intenzitet signala kvantifikovan.

Intenzitet signala, odnosno nivo ispitivanog proteina, odredivan je
denzitometrijski i u odnosu na B-aktin koji je konstitutivno eksprimirani protein.
Membrane su skenirane, a opticka gustina detektovanih proteinskih traka
kvantifikovana je pomocu racunarskog program Image J 13.7 V. Software
(http://rsb.info.nih.gov). Prosecan broj piksela po otisku dobijenog signala kontrolnih
zivotinja definisan je kao jedna arbitrarna jedinica (AJ)/pug proteina, a vrednosti
dobijene za gojazne zivotinje su poredene sa kontrolom i takode izrazavane u AlJ/ug

proteina.
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3.16. Koimunoprecipitacija

Komunoprecipitacija je metoda detekcije 1 preCiS¢avanja proteina koriS¢enjem
nerastvorne smole (agaroza ili sefaroza) za koju je vezan protein A ili G, koji ,,hvata“ 1
precipitira imunokomplekse nastale inkubacijom uzorka sa specificnim antitelom.
Koimunoprecipitacija omogucava detekciju protein-protein interakcija, indirektnim
»~hvatanjem™ proteina koji su u kompleksu sa specificnim ciljnim proteinom.
Kori$¢enjem specificnog antitela se precisti ciljni protein koji sa sobom ,,ponese* i sve
proteine sa kojima je u kompleksu, zatim se ovi imunokompleksi elektroforetski
razdvoje i elektrotransferom prenesu na membranu, gde se dalje detektuju drugi proteini
iz kompleksa klasi¢nom Western blot metodom.

Lizati jetre su inkubirani preko noé¢i sa 1 pg zeCjeg anti-IRS-1 antitela.
Imunokompleksi su apsorbovani sa protein A Sefarozom 2 sata na +4 °C, centrifugirani,
ispirani i razdvajani na SDS-PAGE gelu, a zatim prenoseni na PVDF membranu.
Membrane su inkubirane sa zeCijim anti-p85 antitelom. Za detekciju su koris¢ena
sekundarna anti-ze¢ja IgG-ALP antitela (razblazenje 1:2000 u TBS-T puferu) i
BCIP/NBT supstrat.

3.17. Odredivanje relativne ekspresije gena
3.17.1. Izolacija ukupne RNK iz jetre pacova

Izolacija ukupne RNK iz celija jetre pacova uradena je upotrebom trizol
reagensa. Trizol je jednofazni rastvor fenola i guanidin izotiocianata kojim se
solubilizuje bioloski materijal 1 denaturiSu proteini. Tkivo jetre pacova je
homogenizovano ruénim homogenizerom u mililitru Trizola (Invitrogen Life
Technologies, Paisley, Velika Britanija). Uzorci su inkubirani 5 minuta na sobnoj
temperaturi, a zatim centrifugirani 10 minuta, na 15000 rpm na +4 °C. Faza razdvajanja
zapocinjana je dodavanjem hloroforma u supernatant (1/5 volumena Trizola, odnosno
200 ul, -20 °C) nakon mesanja i inkubacije 15 minuta na sobnoj temperaturi. Uzorci su
centrifugirani 15 minuta na 15000 rpm i na 4 °C. Iz tuba je sakupljan gornji trizolski sloj
1 dodavanjem rashladenog 500 ul izopropil alkohola, na -20 °C, vrSena je precipitacija
RNK. Uzorci su inkubirani 15 minuta na sobnoj temperaturi i potom centrifugirani 8
minuta na 15000 rpm i1 +4 °C. Talog iz tuba je ispiran dva puta sa po mililitar 75%

etanola, potom susen 5 minuta na sobnoj temperaturi. Rastvaranje taloga vrSeno je u
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H.O sa dietilpirokarbonatom (DEPC). Koncentracija i pre¢is¢enost RNK odredivana je
spektrofotometrijski, merenjem apsorbance na 260/280 nm, na aparatu Nanodrop 1000
(Thermofisher Scientific, SAD). Analiza degradiranosti izolovane RNK vrsena je 1,2%

agaroznom nedenaturiSu¢om elektroforezom.

3.17.2. Prepis RNK u cDNK - reverzna transkripcija

Reverzna transkripcija (RT reakcija) predstavlja proces u kome se jednolancana
RNK prepisuje u komplementarnu DNK (cDNA, engl. Complementary DNA), uz
pomo¢ kita za sintezu ¢cDNK, prema uputstvu proizvodaca: RevertAid H minus First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermofisher Scientific, SAD).

3.17.3. Reakcija lan¢anog umnoZavanja u realnom vremenu (QRT-PCR)

Metodom kvantitativne lancane reakcije polimeraze (PCR, engl. Polymerase
Chain Reaction) u realnom vremenu (qRT-PCR, engl. Quantitative Real Time-PCR)
kvantifikovana je ekspresija gena za iNOS i o, subjedinicu Na*/K*-ATPaze.

gRT-PCR je standardna metoda za identifikaciju, amplifikaciju i kvantifikaciju
ciljnih nukleinskih kiselina. U osnovi metode je cikli¢na replikacija molekula DNK, kao
1 cikliéne promene temperature, odnosno naizmeni¢no zagrevanje 1 hladenje
inkubacione smeSe U prisustvu fluorofora koje omogucéuju kvantifikaciju svake
pojedinacne amplifikacije. qRT-PCR reakcija zapocinje denaturacijom DNK, nakon
Cega sledi hibridizacija prajmera. U trecoj fazi Taq DNK polimeraza, uz prisustvo
slobodnih  dezoksinukleozid-trifosfata (dNTP) i jona Mg®* pravi kopije Zeljene
sekvence. Tokom procesa amplifikacije razlikuju se dve faze, eksponencijalna faza, u
kojoj se koli¢ina PCR produkta eksponencijalno povecéava u svakom ciklusu, i ne-
eksponencijalna plato faza. Tokom PCR reakcije nivo detektovane fluorescencije
odgovara koli¢ini ciljnog produkta.

Ct (engl. Threshold Cycle) je broj ciklusa nakon kojeg vrednosti fluorescentnog
signala reakcije predu prag. Cr se koristi za izracunavanje inicijalnog broja kopija
DNK, zato Sto su Cy vrednosti inverzno proporcionalne polaznoj koli¢ini Kkopija
sekvenci od interesa. Kako se ciklusi odvijaju reakcija se usporava, zbog troSenja
komponenti reakcione smeSe i proces ulazi u plato fazu (28-40 ciklusa). Za relativnu

kvantifikaciju genske ekspresije vrednosti se normalizuju na nivo ekspresije endogenih
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kontrola kao Sto je f-aktin. Interne/endogene kontrole pripadaju housekeeping genima i
u odnosu na ukupnu RNK su konstantne i procentualno najzastupljenije. Odnos
normalizovane vrednosti ciljne sekvence i vrednosti normalizovanog kalibratora daju
vrednosti za relativnu ekspresiju gena (Pfaffl, 2001). Konacan rezultat, relativna
ekspresija ciljnih gena za iNOS i a; subjedinicu Na'/K'-ATPaze, izrazavan je U
relativnim jedinicama.

Reakcija gRT-PCR je izvodena u Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
sistemu (Thermofisher Scientific, SAD) u 96-komornim plo¢ama (MicroAmp Optical,
Applied Biosystems, SAD). Po komori, volumen od 20 pl reakcione smese sadrzao je
uzorak, razblazen u odnosu 1:10 u dejonizovanoj H,O, reakcionu meSavinu Brilliant 111
Ultra-Fast SYBR QPCR Master Mixes with low ROX (Agilent Technologies, Santa
Clara, United States) i parove prajmera (,,forward” i ,reverse) za iNOS (Metabion,
Martinsried, Nemacka), a; subjedincu Na'/K'-ATPaze (Invitrogen, Thermofisher
Scientific, SAD) ili za p-aktin (Sigma Aldrich Corporation, SAD). Finalne
koncentracije prajmera ,,forward” (5'—3') i ,,reverse” (3'—5') bile su: 450 nM za iNOS,
500 nM za Na/K-ATPazu i 150 nM za B-aktin. Plo¢a je prelepljivana optickim
adhezivnim filmom (MicroAmp Optical, Applied Biosystems, Carlsbad, SAD) i
centrifugirana minut na 3000 x g, a zatim smeStana u qRT-PCR aparat. Temperaturni
profil reakcije u gqRT-PCR aparatu bio je: 4 minuta na +95 °C, zatim 40 ciklusa u
trajanju od po 15 sekundi na +95 °C i po minut na +62 °C. Zatim su podeSavani uslovi
za izvodenje krive topljenja PCR produkta, u cilju odredivanja specifi¢nosti i identiteta
PCR produkta: 15 sekundi na +95 °C, 15 sekundi na +60 °C, 20 minuta temperaturnog
rasta (), te 15 sekundi na +95 °C. Esej je raden u duplikatu.

3.18. Statisticka obrada dobijenih i prikazanih rezultata

Rezultati u okviru ove doktorske disertacije su prikazivani kao aritmeticka srednja
vrednost + standardna greska (SEM). ZnacCajnost razlika ispitivanih parametara izmedu
svih grupa Zzivotinja odredivana je pomocu Student-ovog t-testa primenom Excel PC

programa. Statisticki znacajnom je smatrana verovatno¢a manja od 0,05 (p<0,05).
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4. Rezultati

4.1. Regulacija metabolizma glukoze i lipida u jetri kontrolnih i gojaznih
pacova oba pola

Jedan od postavljenih ciljeva u okviru ove doktorske disertacije bio je izucavanje
polnih razlika u masi tela i jetre, kao i metabolizmu glukoze i SMK u jetri normalno
uhranjenih i gojaznih pacova. Prikazani su rezultati eksperimenata u kojima su
odredivani nivo glukoze i SMK i ekspresija njihovih transportera GLUT2 i FAT/CD36
u jetri kontrolnih i gojaznih pacova oba pola.

4.1.1. Mase tela i metaboli¢ki parametri u plazmi i serumu pacova

U Tabeli 1. su sumirani rezultati merenja mase tela kontrolnih i zivotinja koje su
bile na HF ishrani, i to na pocetku eksperimenta (inicijalna masa tela) i pred samo
zrtvovanje (finalna masa tela), kao i dobijena razlika izmedu finalnih i inicijalnih masa
tela. Takode, Tabela 1. prikazuje rezultate merenja koncentracije insulina, glukoze,
holesterola, indeksa rezistencije na insulin (HOMA-IR) i indeksa sekrecije B-Celija
pankreasa (HOMA-B) u serumu, kao i koncentracije SMK u plazmi kontrolnih i

gojaznih pacova oba pola.

41



4. REZULTATI

Eksperimentalne K7 HF7, M HM
grupe
'm“ﬁm%T“amm 202 + 8 190 =8 200 £ 3 198 +3
Finalna masa tela [g] 260+ 12 275+£12 371 £12 396+ 12
_ Razlika finalne i 58+ 6 85+8% | 17110 | 198+ 10%
inicijalne mase tela [g]
Insulin [mIU/1] 79 £ 19 85+8 70 + 4 165 + 28*
Glukoza [mM] 11,605 | 10,2+0,4* 9,5+0,3 10,7 +0,4*
HOMA-B 209 + 48 281 + 22 235+ 25 435 + 62*
HOMA-IR 34+10 364 301 82 + 15*
Holesterol [mMM] 2,07+0,11 | 1,77+0,09 | 1,49+0,08 | 1,72 +0,04*
SMK [mM] 0,70+0,08 | 0,81 +0,11 | 0,54 +0,04 |1,47 £0,08%***

Tabela 1. Mase tela i metabolicki parametri u plazmi i serumu kontrolnih i
gojaznih pacova oba pola. Masa tela — razlika finalne i inicijalne mase tela.
HOMA-IR — indeks rezistencije na isnulin, HOMA-B — indeks sekrecije
insulina. Rezultati dobijeni za HOMA-IR i HOMA- su dobijeni kori§¢enjem
formula datih u poglavlju Materijal i metode. Mase tela su izrazene u g.
Koncentracija insulina u serumu pacova je izrazena u mlU/l. Koncentracije
glukoze 1 holesterola u serumu, i1 koncentracija SMK u plazmi, izrazene su u
mM. Vrednosti prikazane u tabeli predstavljaju srednju aritmeticku vrednost +
SEM (n = 4-7); (*p<0,05; ***p<0,001) (Obradovic, 2013; Obradovic i sar.,

2015).

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 1. uocava se da je HF ishrana dovela do

povecanja telesne mase pacova oba pola (*p < 0,05). Medutim, koncentracija glukoze u

serumu je smanjena u grupi gojaznih Zenki, a povecana u grupi gojaznih muzjaka

pacova (*p < 0,05). Koncentracije insulina i holesterola u serumu gojaznih muzjaka su

poveéane, dok su u serumu gojaznih Zenki nepromenjene. Rezultati

merenja

koncentracije SMK u plazmi, kao i HOMA-IR i HOMA-f indeksa, pokazuju da nema

promene nabrojanih parametara izmedu gojaznih i kontrolnih Zenki pacova, dok su ovi
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parametri povecani u grupi gojaznih muzjaka u odnosu na kontrolne pacove (Obradovic,

2013; Obradovic i sar., 2015).

4.1.2. Masa jetre, koncentracija glukoze, holesterola i SMK u lizatu jetre pacova

U Tabeli 2. su prikazani rezultati merenja morfoloskih i metabolickih parametara

jetre.
Eksperimentalna K7 HE7, KM HEM
grupa
Mas[aé ie”e 10,6 = 0,1 10,3 = 0,09 11,4+02 14+ 0,2%*
Jetra/ telo 0,0405 + 0,0407 0,0321 + 0,0352 +
odnos 0,0007 +0,0013 0,001 0,0001*
Glukoza 12,66+ 0,8 | 21,12+ 1,5%% | 10,86+0,3 | 19,74 + 1,3%*
[mMM/mg tkiva]
Holesterol 1,60£0,10 (2,58 +0,13%** | 154+0,09 | 1,96+ 0,14*
[mMM/mg tkiva]
SMK 0.43+003 | 040+003 | 029+002 | 0380,03*
[mMM/mg tkiva]

Tabela 2. Mase jetre, koncentracije glukoze, holesterola i SMK u lizatu jetre
kontrolnih i gojaznih pacova oba pola. Mase jetre su izrazene u g.
Koncentracije glukoze, holesterola i SMK u lizatu jetre izraZene su u
mM/mg tkiva. Vrednosti prikazane u tabeli predstavljaju srednju aritmeticku
vrednost £ SEM (n = 3-6); (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Tabeli 2. pokazuje da je samo u grupi gojaznih muZzjaka doslo do poveéanja mase
jetre u odnosu na kontrolne (**p < 0,01), dok se kod gojaznih zenki masa jetre nije
menjala. Takode, uocena je razlika (*p < 0,05) u odnosu mase jetre i mase tela samo
kod gojaznih muzjaka pacova u poredenju sa kontrolnim. HF ishrana dovela je do
povecanja koncentracija glukoze u lizatu jetre gojaznih pacova oba pola (**p < 0,01) u
poredenju sa kontrolnim pacovima. Merenjem koncentracije holesterola u lizatu jetre
pacova, pokazano je da su njegove vrednosti povecane za 61% kod gojaznih u odnosu
na kontrolne zenke (***p < 0,001). Takode je i koncentracija holesterola u lizatu jetre

bila pove¢ana kod oba pola (*p < 0,05), ali je to povecanje bilo znacajnije kod zenki. U
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grupi gojaznih muzjaka uoceno je povecanje (*p < 0,05) koncentracije SMK u
poredenju sa koncentracijom SMK u lizatu jetre kontrolnih muzjaka, dok kod Zenki

pacova nisu uocene promene.

4.1.3. Nivo GLUT2 i FAT/CD36 proteina u jetri pacova

U daljim eksperimentima analiziran je uticaj HF ishrane na nivo transportera
glukoze i SMK u frakciji proteina plazma membrane, u jetri pacova oba pola. Rezultati
Western blot analize prikazani na Slici 1. pokazuju da je nivo GLUT2 proteina smanjen
u grupi gojaznih muzjaka (**p < 0,01) i gojaznih Zenki (**p < 0,01) u odnosu na
njihove kontrole (KZ = 1; HFZ = 0,77 + 0,06; KM = 1; HFM = 0,80 = 0,06).

- - - s Bie W= - % GLUT2

e S S s —> B-aktin
KZ HFZ KM HFM

1,2 ~

104 - ok - *%
0,8 -
0,6 -

0,4 -

Nivo GLUT2 proteina
(u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu)

0,2 A

0,0 T T T
KZ HFZ KM HFM

Slika 1. Nivo GLUT2 proteina u jetri kontrolnih i gojaznih pacova oba pola.
Reprezentativni Western blot za GLUT2 protein. Rezultati dobijeni za nivo
GLUT2 proteina predstavljaju srednju vrednost + SEM (n = 4-5); (**p<0,01
gojazni pacovi u odnosu na odgovarajuce kontrole).

Nivo FAT/CD36 proteina (Slika 2) je smanjen (*p < 0,05) u membranskim
frakcijama éelija jetre gojaznih Zzenki (KZ = 1; HFZ = 0,72 + 0,03;), dok je kod gojaznih
muzjaka povecan (*p < 0,05) u odnosu na njihove kontrole (KM = 1; HFM = 1,91 +
0,34).
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Slika 2. Nivo FAT/CD36 proteina u jetri kontrolnih i gojaznih pacova oba pola.
Reprezentativni Western blot za FAT/CD36 protein. Rezultati dobijeni za nivo
FAT/CD36 proteina predstavljaju srednju vrednost + SEM (n = 3-4); (*p<0,05
gojazni pacovi u odnosu na odgovarajuce kontrole).

4.2. Ekspresija gena za iNOS i nivo proteina u jetri i koncentracija NO,/NO3 u
plazmi gojaznih pacova oba pola

Izucavanja sinteze NO su pokazala da postoje znacajne polne razlike u brojnim
ustanovilo postojanje polnih razlika u ekspresiji INOS i sintezi NO, u daljim

eksperimentima merena je relativna ekspresija gena za iNOS i nivo proteina u jetri, kao

i koncentracija NO,/NOg3 u plazmi kontrolnih i gojaznih pacova oba pola.
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Slika 3. Nivo iRNK za iNOS u jetri kontrolnih i gojaznih pacova oba pola.
Relativna ekspresija gena za iINOS dobijeni primenom gRT-PCR metode,
rezultati su izrazeni kao relativna koli¢ina iRNK, kao A.J. i predstavljaju
srednju vrednost £ SEM (n = 5-7); (**p<0,01 gojazni pacovi u odnosu na
odgovarajuce kontrole).

Relativna ekspresija gena za iNOS je povecana (**p < 0,01) samo kod gojaznih
muzjaka u odnosu na kontrolne (KM = 1,20 + 0,10; HFM = 3,23 £ 0,34) (Slika 3).
Medutim, nivo iNOS proteina je nepromenjen u jetri gojaznih Zenki u odnosu na
kontrolne, ali je smanjen (***p < 0,001) u jetri gojaznih muZjaka u odnosu na vrednosti
dobijene za kontrolne muzjake (KM = 1; HFM = 0,26 + 0,03; Slika 4.).
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Slika 4. Nivo INOS proteina u jetri kontrolnih i gojaznih pacova oba pola.
Reprezentativni Western blot za iINOS protein. Rezultati dobijeni za nivo
INOS proteina predstavljaju srednju vrednost + SEM (n = 5); (***p<0,001
gojazni pacovi u odnosu na odgovarajuce kontrole).
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Na Slici 5. prikazani su rezultati merenja koncentracije NO,/NOj3’, kao krajnjih
produkata NO, u plazmi kontrolnih i gojaznih Zenki i muZjaka pacova. Rezultati
pokazuju da je HF ishrana dovela do povecanja (**p < 0,01) koncentracije NO,/NOs
samo u plazmi gojaznih muzjaka (KM = 1,69 + 0,19; HFM = 6,36 + 0,84 uM).

8.0 1 *%
7.0 ~
6.0 -
5.0
4.0 -

3.0 - }

2.0 ~ T
1.0 - |
0.0

KZ HFZ KM HFM

Koncentracija NO,/NOy
[uM]

Slika 5. Koncentracija NO,/NO3" u plazmi kontrolnih i gojaznih pacova oba pola.
Koncentracija NO,/NO3 u plazmi izraZzena je u uM i predstavljaju srednju
vrednost + SEM (n = 4-5); (**p<0,01 gojazni pacovi u odnosu na odgovarajuce
kontrole).

4.3. Ekspresija gena za a; subjedinicu Na'/K'-ATPaze i aktivnost Na'/K'-
ATPaze u jetri kontrolnih i gojaznih pacova oba pola
Ranije studije su pokazale da gojaznost negativno utie na aktivnost Na'/K'-
ATPaze i da postoje polne razlike u njenoj regulaciji (Bray i Yukimura, 1978; lannello i
sar., 1994; Palacios i sar., 2004). U daljim eksperimentima izu¢avane su polne razlike u
ekspresiji gena za a; subjedinicu Na'/K'-ATPaze i aktivnosti Na'/K*-ATPaze u jetri

normalno uhranjenih i gojaznih pacova oba pola.
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Slika6. Nivo iRNK za a; subjedinicu Na'/K'-ATPaze u jetri kontrolnih i
gojaznih pacova oba pola. Relativna ekspresija gena za a; Subjedinicu
Na'/K*-ATPaze dobijeni primenom qRT-PCR metode, rezultati su izrazeni
preko relativne koli¢ine iRNK, kao A.J. i predstavljaju srednju vrednost +
SEM (n = 5-6); (*p<0,05 gojazni pacovi u odnosu na odgovarajuce kontrole).

Nasi prethodni rezultati, kao i1 rezultati drugih autora pokazuju da je nivo
kataliti¢ke a; subjedinice Na'/K*-ATPaze smanjena u gojaznosti (lannello i sar., 2007;
Obradovic i sar., 2015). Stoga su u daljem radu ispitivane polne razlike u nivou iRNK
za oy subjedinicu Na'/K*-ATPaze, kao i nivo proteina u jetri kontrolnih i gojaznih
pacova. Rezultati prikazani na Slici 6. pokazuju da je relativna ekspresija gena za oy
subjedinicu Na'/K*-ATPaze smanjena za 47% (*p < 0,05) u jetri gojaznih muzjaka
(KM = 1,17 £ 0,07; HFM = 0,94 + 0,04;), dok se ne menja u grupi gojaznih Zenki u
odnosu na odgovarajuée kontrole. Medutim, nivo proteina oy subjedinice smanjen je kod
gojaznih pacova oba pola u poredenju sa njihovim kontrolama (KZ = 1; HFZ = 0,74 +
0,07; **p < 0,01; KM = 1; HFM = 0,72 + 0,09; *p < 0,05; Slika 7), kao i aktivnost
Na'/K*-ATPaze (Slika 8). Rezultati prikazani na Slici 8. pokazuju da je aktivnost
Na'/K*-ATPaze smanjena za 24% u jetri gojaznih Zenki (*p < 0,05), a za 26% u jetri
gojaznih muzjaka (**p < 0,01), u poredenju sa izmerenom aktivno$¢u kontrolnih
zivotinja (KZ = 13,63 £ 1,25; HFZ = 10,35 + 0,78 mmol P;/h/mg proteina; KM = 11,89
+0,52; HFM = 8,81 + 0,22 mmol Pi/h/mg proteina).
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Nivo proteina o; subjedinice Na*/K*-ATPaze u jetri kontrolnih i gojaznih
pacova oba pola. Reprezentativni Western blot za oy subjedinicu Na'/K*-
ATPaze. Rezultati dobijeni za nivo proteina oy Na'/K*-ATPaze predstavljaju
srednju vrednost £+ SEM (n = 5-6); (*p<0,05; **p<0,01 gojazni pacovi u
odnosu na odgovarajuce kontrole).
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Aktivnost Na'/K*-ATPaze u jetri kontrolnih i gojaznih pacova oba pola.
Aktivnost Na'/K*-ATPaze izrazena je u mmol Pi/h/mg proteina i rezultati
predstavljaju srednju vrednost + SEM (n = 6-8); (*p<0,05; **p<0,01 gojazni
pacovi u odnosu na odgovarajuce kontrole).

4.4. Signalni molekuli ukljuéeni u regulaciju iNOS i Na'/K'-ATPaze u jetri

kontrolnih i gojaznih pacova oba pola
Dosadasnja istrazivanja su pokazala da su NFkB, IRS-1, PI3K, Akt, RhoA,
ROCK, AMPKa i ERK1/2 molekuli ukljuceni u regulaciju ekspresije i aktivnosti iNOS
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i Na'/K*-ATPaze u KVS (Simoncini i sar., 2000; Dos Santos i sar., 2002; Lecuona i
sar., 2006; Dan i sar., 2008; Gayard i sar., 2011). Medutim, malo je literaturnih
podataka o polnim razlikama u regulaciji ekspresije i aktivnosti ovih molekula u jetri u
fizioloskim i patofizioloskim stanjima, kao §to su gojaznost i IR. Stoga su primenom
Western blot metode i eseja za aktivnost proteina ispitivane polne razlike u nivou
proteina gore pomenutih signalnih molekula u jetri kontrolnih i gojaznih pacova.

4.4.1. Nivo subjedinice p65 transkripcionog faktora NFxB u jetri pacova

Polaze¢i od toga da je za regulaciju transkripcije gena za iINOS neophodna
aktivacija transkripcionog faktora NFxB (Adams i sar., 2002), u daljem radu su
analizirane polne razlike u nivou proteina p65 subjedinice NFkB u jetri pacova.
Rezultati Western blot analize prikazani na Slici 9. pokazuju da je nivo p65 subjedinice
NFkB poveéan (*p < 0,05) samo u jetri gojaznih Zenki u poredenju sa kontrolnim (KZ =
1; HFZ = 1,47 + 0,16).

=, — NFkB-p65
- S —> B-aktin

Kz HFZ KM HFM

1,6 A
1,2
0,8 -

0,4 -

Nivo NFKB-p65 proteina
(u odnosu na odgovarajuc¢u konrolu)
I
I

KZ HFZ KM

Slika 9. Nivo subjedinice p65 transkripcionog faktora NFkB u jetri kontrolnih i
gojaznih pacova oba pola. Reprezentativni Western blot za NFkB-p65
protein. Rezultati dobijeni za nivo NFkB-p65 proteina predstavljaju srednju
vrednost = SEM (n = 3-4); (*p<0,05 gojazni pacovi u odnosu nha
odgovarajuce kontrole).
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4.4.2. Nivo IRS-1 proteina i njegova asocijacija sa regulatornom subjedinicom
p85 PI3K u jetri pacova
U narednim eksperimentima smo ispitivali nivo IRS-1 proteina, kao i asocijaciju
IRS-1 i p85 subjedinice PI3K u jetri kontrolnih i gojaznih pacova oba pola. Rezultati
pokazuju da je nivo IRS-1 proteina (Slika 10.) nepromenjen u jetri gojaznih zenki, ali je
smanjen (***p < 0,001) u jetri gojaznih muzjaka u odnosu na odgovarajuce kontrole
(KM = 1; HFM = 0,49 + 0,06).
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Slika 10. Nivo IRS-1 proteina u jetri kontrolnih i gojaznih pacova oba pola.
Reprezentativni Western blot za IRS-1 protein. Rezultati dobijeni za nivo
IRS-1 proteina predstavljaju srednju vrednost + SEM (n = 5); (***p<0,001
gojazni pacovi u odnosu na odgovarajuce kontrole).

Izuc¢avanjem aktivacije IRS-1 pokazano je smanjenje asocijacije IRS-1 i PI3K-
p85 proteina (Slika 11) u jetri gojaznih Zenki (KZ = 1; HFZ = 0,70 + 0,08; *p<0,05) i
muZjaka (KM = 1; HFM = 0,78+ 0,04; **p < 0,01) u odnosu na vrednosti izmerene u

jetri kontrolnih Zivotinja.
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Slika 11. Asocijacija IRS-1 proteina i PI3K-p85 u jetri kontrolnih i gojaznih
pacova oba pola. Reprezentativni Western blot za IRS-1/p85
koimunoprecipitaciju. Rezultati dobijeni za IRS-1/p85 koimunoprecipitaciju
predstavljaju srednju vrednost + SEM (n = 3); (*p<0,05; **p<0,01 gojazni
pacovi u odnosu na odgovarajuce kontrole).

4.4.3. Nivo proteina subjedinica PI3K — p85 i p110 u jetri pacova

Jedna od znacajnijih kinaza u signalnom putu insulina je molekul PI3K, te je u
daljem radu prac¢en nivo regulatorne p85 i katalitiCke p110 subjedinica PI3K u jetri
kontrolnih i gojaznih pacova oba pola. Na Slici 12. prikazani su rezultati ekspresije
proteina p85 koji pokazuju smanjenje (*p<0,05) u jetri gojaznih zenki u odnosu na
kontrolne (KZ = 1; HFZ = 0,67 £ 0,11), dok kod muZjaka nije dolo do promene.
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Slika 12. Nivo proteina PI3K-p85 u jetri kontrolnih i gojaznih pacova oba pola.
Reprezentativni Western blot za PI3K-p85 protein. Rezultati dobijeni za nivo
PI3K-p85 proteina predstavljaju srednju vrednost = SEM (n = 4); (¥p<0,05
gojazni pacovi u odnosu na odgovarajuce kontrole).

Na Slici 13. su prikazani rezultati merenja nivoa PI3K-p110 koji pokazuju da je
nivo ovog proteina smanjen kod gojaznih Zenki (***p < 0,001) i muzjaka (*p < 0,05) u
odnosu na odgovarajuc¢e kontrole (KZ = 1; HFZ = 0,58 + 0,04; KM = 1; HFM = 0,77 +
0,10).

53



4. REZULTATI

D —> PI3K-p110
L e e > B-aktin

KZ HFZ KM  HFM

1,2 -

0,8 -
*k%k
0,6 -
0,4 -

0,2

Nivo PI3K-p110 proteina
(u odnosu na odgovarajuc¢u kontrolu)

KZ HFZ KM

Slika 13. Nivo proteina PI3K-p110 u jetri kontrolnih i gojaznih pacova oba pola.
Reprezentativni Western blot za PI3K-p110 protein. Rezultati dobijeni za
nivo PI3K-p110 proteina predstavljaju srednju vrednost + SEM (n = 5-6);
(*p<0,05; ***p<0,001 gojazni pacovi u odnosu na odgovarajuce kontrole).

4.4.4. Fosforilacija i nivo proteina PDK1, mTOR i Akt u jetri pacova
Aktivacija Akt proteina u jetri kontrolnih i gojaznih pacova oba pola analizirana je

308 i S er473

odredivanjem nivoa fosforilacije Akt na aminokiselinama Thr , koje su
posredovane aktivacijom ushodnih kinaza mTOR i PDK1.

Rezultati pokazuju smanjenje nivoa fosforilacije proteina PDK1 na aminokiselini
Ser® (KM = 1; HFM = 0,77 + 0,08; *p < 0,05; Slika 14. B) i mTOR na aminokiselini
Ser?48t (KM = 1; HFM = 0,87 £ 0,03; **p < 0,01; Slika 14. A) u jetri gojaznih muzjaka
u poredenju sa kontrolnim, dok je u jetri gojaznih zenki uoceno samo smanjenje nivoa
fosforilacije PDK1 proteina na aminokiselini Ser®** (KZ = 1; HFZ = 0,77 + 0,08; *p <
0,05; Slika 14. B), bez promena nivoa fosforilacije mTOR na aminokiselini Ser?*®

(Slika 14. A).
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Nivo fosforilacije PDK1 i mTOR proteina u jetri kontrolnih i gojaznih
pacova oba pola. A. Reprezentativni Western blot za fosoforilaciju PDK1
na Ser’”. Rezultati dobijeni za odnos fosforilisane forme PDK1 na Ser?* i
ukupne forme PDK1 predstavljaju srednju vrednost = SEM (n = 4);
(*p<0,05 gojazni pacovi u odnosu na odgovaraju¢e kontrole). B.
Reprezentativni Western blot za fosforilaciju mTOR na Ser?®'. Rezultati
dobijeni za odnos fosforilisane forme mTOR na Ser?®! i ukupne forme
MTOR predstavljaju srednju vrednost + SEM (n = 5-6); (**p<0,01 gojazni
pacovi u odnosu na odgovarajucée kontrole).

308

Rezultati dobijeni izra¢unavanjem odnosa fosforilisane forme Akt na Thr™" i

ukupnog Akt (Slika 15. A), pokazuju da je doslo do smanjenja ovog odnosa u jetri

gojaznih zenki (**p < 0,01) i muzjaka (**p < 0,01) u poredenju sa odgovaraju¢im

kontrolama (KZ = 1; HFZ = 0,84 + 0,03; KM = 1; HFM = 0,69 + 0,07). Rezultati

prikazani na Slici 15. B pokazuju da je samo u jetri gojaznih muzjaka doslo do

smanjenja (**p < 0,01) nivoa fosforilacije Akt na Ser

47 oy
% u odnosu na kontrolne muZjake

(KM = 1; HFM = 0,55 = 0,11).
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Slika 15. Nivo fosforilacije Akt proteina u jetri kontrolnih i gojaznih pacova oba
pola. A. Reprezentativni Western blotovi za nivo fosforilacije Akt na Thr*®.
Rezultati dobijeni za odnos fosforilisane forme Akt na Thr*® i ukupne
forme Akt predstavljaju srednju vrednost = SEM (n = 4). B. Reprezentativni
Western blotovi za nivo fosforilacije Akt na Ser*”. Rezultati dobijeni za
odnos fosforilisane forme Akt na Ser*”® i ukupne forme Akt predstavljaju
srednju vrednost + SEM (n = 3-4); (**p<0,01 gojazni pacovi u odnosu na

odgovarajuce kontrole).

4.4.5. Fosforilacija i nivo proteina ERK1/2 i a; subjedince AMPK u jetri pacova
Smatra se da ERK1/2 1 AMPK mogu imati kljuénu ulogu u regulaciji
metabolizma lipida u jetri u gojaznosti (Zhang i sar., 2012; Khan i sar., 2017). Za
204/187

, a zatim na Thr¥®2'® oje
katalizuje MEK1/2. Polne razlike u aktivaciji ERK1/2 i oz subjedinice AMPK u jetri

aktivaciju ERK1/2 neophodna je fosforilacija na Tyr

ispitivane su odredivanjem nivoa fosforilacije na aminokiselinama Thr?%/Tyr?®* i
Thr'"2. Rezultati nivoa fosforilacije ERK1/2 proteina pokazuju poveéanje (*p < 0,05) u
jetri gojaznih Zenki u odnosu na kontrolne Zenke (KZ = 1; HFZ = 1,38 + 0,13), dok je u
jetri gojaznih muZjaka nivo fosforilacije ERK1/2 smanjen (*p < 0,05) u odnosu na
kontrolne muzjake (KM = 1; HFM = 0,76 + 0,06; Slika 16.).
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Slika 16. Nivo fosforilacije ERK1/2 proteina u jetri kontrolnih i gojaznih pacova
oba pola. Reprezentativni Western blot za ERKZ1/2 fosforilaciju na
Thr%/Tyr®®. Rezultati dobijeni za odnos fosforilisane forme ERK1/2 na
Thr®/Tyr®® i ukupne forme ERK1/2 predstavljaju srednju vrednost + SEM
(n = 5-6); (*p<0,05 gojazni pacovi u odnosu na odgovarajuce kontrole).

Nivo fosforilacije a1 subjedinice AMPK na Thr'"

zenki u odnosu na kontrolne (KZ = 1; HFZ = 1,41 + 0,13; *p < 0,05), za razliku od
172

je povecéan u jetri gojaznih

gojaznih muzjaka kod kojih je nivo fosforilacije a subjedinice AMPK na Thr
u poredenju sa jetrom kontrolnih muzjaka (KM = 1; HFM = 0,90 + 0,03; **p < 0,01,
Slika 17.).

smanjen
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Slika 17. Nivo fosforilacije a; subjedinice AMPK u jetri kontrolnih i gojaznih
pacova oba pola. Reprezentativni Western blot za fosforilaciju o; subjedinice
AMPK na Thr'’?. Rezultati dobijeni za odnos fosoforilisane forme oy
subjedinice AMPK na Thr'’? i ukupne forme a; Ssubjedinice AMPK
predstavljaju srednju vrednost + SEM (n = 6); (*p<0,05; **p<0,01 gojazni
pacovi u odnosu na odgovarajuce kontrole).

4.4.6. Nivo RhoA, ROCKL1 i ROCK?2 i aktivnost Rho proteina u jetri pacova

U daljem radu ispitivan je nivo RhoA i aktivnost ukupnih Rho proteina, kao i
nivoi ROCK1 i ROCK2 proteina u jetri gojaznih pacova oba pola. Nivo RhoA proteina
je smanjen (*p < 0,05) kod gojaznih Zenki u odnosu na kontrolne (KZ = 1; HFZ = 0,75
+ 0,10), dok je u jetri gojaznih muZzjaka nivo ovog proteina ostao nepromenjen (Slika
18.).
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Nivo RhoA proteina u jetri kontrolnih i gojaznih pacova oba pola.
Reprezentativni Western blot za RhoA protein. Rezultati dobijeni za nivo
RhoA proteina predstavljaju srednju vrednost £ SEM (n = 5); (¥p<0,05
gojazni pacovi u odnosu na odgovarajuce kontrole).

Rezultati merenja aktivnosti Rho proteina tj. sposobnosti Rho proteina da se vezu

za Rho-vezuju¢i domen rotekina u jetri pacova, prikazani su na Slici 19. Aktivnost Rho

proteina se nije menjala u jetri gojaznih zenki u odnosu na kontrolne, ali se povecala (*p
< 0,05) u jetri gojaznih muZzjaka u odnosu na kontrolne (KM =1; HFM = 1,24 £ 0,11).
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Slika 19. Aktivnost Rho proteina u jetri kontrolnih i gojaznih pacova oba pola.
Reprezentativni Western blot za aktivnost Rho proteina. Rezultati dobijeni
za aktivnost Rho proteina predstavljaju srednju vrednost + SEM (n = 3-4);
(*p<0,05 gojazni pacovi u odnosu na odgovarajuce kontrole).

Nivo ROCK1 (Slika 20. A) i ROCK2 (Slika 20. B) proteina smanjen je u jetri
gojaznih pacova oba pola u odnosu na kontrolne Zivotinje (KZ = 1; HFZ = 0,77 £ 0,07;
**p < 0,01; KZ=1; HFZ = 0,73 = 0,13; *p < 0,05; KM = 1; HFM = 0,67 =+ 0,05; ***p
<0,001; KM =1; HFM = 0,58 £ 0,03; ***p < 0,001).
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Slika 20. Nivo ROCK1 i ROCK proteina u jetri kontrolnih i gojaznih pacova oba
pola. A. Reprezentativni Western blot za ROCKZ1 protein. Rezultati dobijeni
za nivo ROCK1 proteina predstavljaju srednju vrednost + SEM (n = 5-6);
(**p<0,01; ***p<0,001 gojazni pacovi u odnosu na odgovarajuce kontrole).
B. Reprezentativni Western blot za ROCK2 protein. Rezultati dobijeni za
nivo ROCK2 proteina predstavljaju srednju vrednost + SEM (n = 4-5);
(*p<0,05; ***p<0,001 gojazni pacovi u odnosu na odgovarajuée kontrole).

4.4.7. Nivo receptora za estrogene — ERa i ERp u jetri pacova

Rezultati nivoa ERa i ERP proteina u jetri kontrolnih i gojaznih pacova oba pola
prikazani su na Slici 21. Nivo ERa proteina smanjen je kako u jetri gojaznih zenki
(***p < 0,001) (KZ = 1; HFZ = 0,61 + 0,06), tako i u jetri gojaznih muzjaka (**p <
0,01) (KM = 1; HFM = 0,88 + 0,03) u odnosu na odgovarajuce kontrole (Slika 21. A).
Rezultati dalje pokazuju da je nivo ERp proteina nepromenjen u jetri svih ispitivanih
zivotinja (Slika 21. B).
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5. Diskusija

Predmet ove doktorske disertacije je bio da se identifikuju molekulski mehanizmi
polnih razlika u regulaciji iNOS i Na'/K*-ATP-aze za koje je pokazano da su uklju¢ene
u razvoj IR u gojaznosti. Gojaznost i posledi¢no poremecen metabolizam lipida i
glukoze u jetri su glavni faktori rizika za razvoj bolesti jetre, ukljucujuéi IR (Carmiel-
Haggai i sar., 2005; Nazarian i sar., 2011). Kljuénu ulogu u patogenezi IR u gojaznosti
ima poremecen metabolizam lipida i glukoze u jetri koji posledi¢no moze dovesti do
inflamatornih procesa i aktivacije razli¢itih medijatora ukljuc¢ujuc¢i iNOS (Perreault i
Marette, 2001). Poznato je da iNOS ima vaznu ulogu u imunitetu, ali prekomerna
ekspresija INOS i sinteza NO u gojaznosti mogu imati Stetne efekte na regulaciju
molekula signalnog puta insulina i na taj nacin dovesti do razvoja IR u jetri (Taylor i
sar., 1998). Poremeéaj u regulaciji ekspresije i aktivnosti Na'/K*-ATP-aze, kljuénog
molekula u odrzavanju celijske homeostaze, je takode karakteristika patologije IR
(Sodhi i sar., 2015). Studije su pokazale da pol i reproduktivni status imaju vaznu ulogu
u patologiji gojaznosti i bolesti jetre, ali mehanizmi koji su u osnovi ovih polnih razlika
nisu do danas dovoljno izuéeni (Wang i sar., 2014; Zhu i sar., 2015; Motamed i sar.,
2016; Fattahi i sar., 2016; Ballestri i sar., 2017). Do sada su u literaturi dostupni podaci
o izuavanju efekata iINOS i NO na razvoj IR u jetri, kao i promeni aktivnosti Na*/K*-
ATP-aze u jetri gojaznih miseva, dok su uloga INOS u razvoju IR kao i promene
ekspresije i aktivnosti Na'/K*-ATP-aze u jetri gojaznih pacova u polno specifié(nom
pogledu, nedovoljno dokumentovani u literaturi. Takode, ne postoje literaturni podaci
koji povezuju promene u regulaciji iNOS i Na*/K*-ATPaze sa promenama u regulaciji
signalnih molekula PI3K, Akt, ERK1/2, AMPK, RhoA i ROCK u jetri u stanju
gojaznosti.

Razvoj gojaznosti izazvan HF ishranom prvi put je zapazen 1959. godine od

strane Masek-a i Fabry-ja u eksperimentu sa Albino pacovima (Masek i Fabry, 1959).

63



5. DISKUSIUA

Kasnije, na osnovu rezultata izuc¢avanja efekata HF ishrane na razvoj gojaznosti i
funkciju jetre, kao i na signalni put insulina, opste je prihvaceno misljenje da se HF
ishrana moze koristiti za generisanje validnog animalnog modela gojaznosti i IR
(lkemoto i sar., 1995; Oakes i sar., 1997; Ahren i sar., 1999; Woods i sar., 2003).
Pokazano je da HF ishrana tokom duzeg vremenskog perioda dovodi do povecanja mase
tela pacova u opsegu od 10 do 20% u poredenju sa kontrolnim zivotinjama (Lei i sar.,
2007; Buettner i sar., 2007; Sutherland i sar., 2008; Richardson i sar., 2014). Tako su
Yaqgoob i sar. (1995) pokazali da HF ishrana dovodi do povecanja mase tela pacova u
poredenju sa standardnom ishranom uprkos priblizno istoj koli¢ini unosa hrane.
Povecanje mase tela tokom perioda HF ishrane je postepen proces, sa prvim naznakama
nakon 2 nedelje, dok je fenotip gojaznosti merljiv (merenje mase tela, odredivanje
indeksa mase tela, merenje mase masnog tkiva) nakon vise od 4 nedelje HF ishrane
(Hill i sar., 1992; Buettner i sar., 2007). Prethodni rezultati naSe grupe pokazuju da HF
ishrana kod muzjaka pacova dovodi do povecanja mase tela (Tabela 2.) (Obradovic
2013), $to je u saglasnosti sa naSim ranijim rezultatima (Sudar 2011). Rezultati ove
doktorske disertacije pokazuju da primena HF ishrane dovodi do poveéanja mase tela i
kod Zenki pacova (Tabela 1.). Medutim, pojedini podaci iz literature pokazuju da HF
ishrana ne dovodi do povecanja mase tela zenki i muzjaka pacova, Sto se dovodi u vezu
sa smanjenim unosom hrane i nivoom hormona leptina (efekat sitosti) (Catala-Niell i
sar., 2008). Smatra se da odnos nutrijenata u ishrani moze regulisati unos hrane i
promenu mase tela (Petzke i sar., 2007), ¢ime se moze objasniti razli¢ito vreme
potrebno za razvoj gojaznosti ili odsustvo razvoja gojaznosti u pojedinim studijama
(Boozer i sar., 1995; Jéquier 2002; Lionetti i sar., 2007). Prikazani rezultati koji se
odnose na masu tela su u saglasnosti sa ve¢inom podataka iz literature koji pokazuju da
HF ishrana dovodi do povecanja mase tela pacova oba pola (Sutherland i sar., 2008;
Nadal-Casellas i sar., 2011). Nagomilavanje lipida u jetri dovodi do strukturnih i
funkcijskih poremecaja jetre, a vremenom i do hipertrofije jetre (Need i sar., 2005).
Medutim, povecanje mase jetre pokazano je samo kod gojaznih muzjaka pacova §to je U
saglasnosti sa podacima iz literature i moze se dovesti u vezu sa povec¢anim sadrzajem
lipida (triglicerida, holesterola) u jetri (Yaqoob i sar., 1995; Nadal-Casellas i sar., 2010;
Souza-Mello i sar., 2010; Zhou i sar., 2014; Qin i sar., 2017). Studija Nadal-Casellas i

sar. (2010) takode pokazuje da HF ishrana ne dovodi do promena u masi jetre gojaznih
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zenki pacova u poredenju sa kontrolnim, usled znac¢ajno manjeg nagomilavanja lipida u
jetri.

Polazeci od brojnih podataka iz literature koji pokazuju da HF ishrana dovodi do
razvoja gojaznosti, poremec¢enog metabolizma glukoze i lipida, te sledstvenog razvoja
IR (Kraegen i sar., 1991; Ikemoto i sar., 1995; Han i sar., 1997; Bhuvaneswari i
Anuradha, 2012), kao i da postoje polne razlike u stepenu razvoja IR (Hevener i sar.,
2002; Estrany i sar., 2013), dalji eksperimenti u okviru ove doktorske disertacije bili su
usmereni ka odredivanju koncentracija insulina, glukoze i holesterola u serumu i SMK u
plazmi, kao i odredivanju HOMA-IR i HOMA-B indeksa zenki pacova. Prethodni
rezultati naSe grupe pokazuju da HF ishrana kod muzjaka pacova dovodi do povecanja
koncentracije glukoze i insulina u serumu, kao i HOMA-IR i HOMA-f indeksa, Koji
predstavljaju pokazatelje IR (Tabela 2.) (Obradovic, 2013), $to je u skladu i sa
rezultatima drugih autora (Winzell i Ahren 2004; Schrauwen, 2007; Souza-Mello i sar.,
2010; Tinkov i sar., 2015). Za razliku od rezultata koji ukazuju na razvoj IR kod
muzjaka pacova, rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da HF ishrana kod Zenki
pacova ne dovodi do promena u koncentraciji insulina u serumu i vrednosti HOMA
indeksa, i da je koncentracija glukoze u serumu ovih Zivotinja smanjena (Tabela 1.). |
druge studije su pokazale da HF ishrana, uprkos razvoju gojaznosti, ne dovodi obavezno
do razvoja IR kod Zzenki pacova (Li i sar., 2000; Hevener i sar., 2002; Estrany i sar.,
2013). Takode, u brojnim studijama u okviru kojih su izucavane polne razlike u
metabolizamu insulina i glukoze pokazano je da su Zenke pacova osetljivije na dejstvo
insulina u odnosu na muzjake u fizioloskim uslovima (standardna ishrana), $to je takode
pokazano u gojaznosti (Zierath i sar., 1997; Corsetti i sar., 2000). Povecana
koncentracija lipida u cirkulaciji (infuzija lipida) dovodi do razvoja IR kod muzjaka
pacova, ali ne i kod zenki (Hevener i sar., 2002). U saglasnosti sa rezultatima navedenih
studija na pacovima su i rezultati brojnih studija koje pokazuju da se osobe Zenskog i
muskog pola znacajno razlikuju u pogledu stepena razvoja visceralne gojaznosti i IR
(Fujioka i sar., 1987; Kissebah i Krakower, 1994; Kotani i sar., 1994; Chan i sar., 1994;
Carey i sar., 1997; Wang i sar., 2005; Geer i Shen, 2009). U brojnim animalnim i
humanim studijama je pokazano da estrogeni imaju vaznu ulogu u odrzavanju
homeostaze glukoze i metabolizma supstrata (Rincon i sar., 1996; Carter i sar., 2001;

Louet i sar.,, 2004). Smanjenje osetljivosti na insulin tokom menopauze i znatno

65



5. DISKUSIUA

poboljsanje nakon tretmana estrogenima, ukazuju na vaznu ulogu estrogena u regulaciji
osetljivosti na insulin kod Zena (D'Eon i sar., 2005; Moran i sar., 2008). Medutim, u
literaturi postoje i suprotni rezultati koji jasno pokazuju da HF ishrana dovodi do
razvoja IR kod zenki pacova (Zierath i sar., 1997; Corsetti i sar., 2000; Tinkov i sar.,
2015; Pratchayasakul i sar., 2015). S obzirom da se u navedenim studijama starost
Zivotinja, sastav hrane i metode odredivanja osetljivosti na insulin znacajno razlikuju,
moguce je da su neujednaceni uslovi uzrok razli¢itih rezultata. Takode, potpuni
izostanak sinteze ili aktivnosti estrogena dovodi se u vezu sa razvojem IR (Jones i sar.,
2000; Herrmann i sar., 2002). Uzimaju¢i u obzir protektivne efekte estrogena na
regulaciju metabolizma insulina i glukoze, raspodele masnog tkiva i metabolizma lipida,
mozemo pretpostaviti da su endogeni estrogeni odgovorni za polne razlike u
koncentraciji glukoze i inuslina, kao i vrednostima HOMA-IR i -B indeksa gojaznih
pacova u nasoj studiji.

S obzirom da je poznato da poremecen metabolizam lipida u gojaznosti dovodi
do povecanja koncentracije SMK u cirkulaciji i razvoja IR (Boden, 2008), u daljem radu
izuCavan je uticaj polnih razlika na koncentraciju SMK i holesterola u cirkulaciji.
Povecana lipoliticka aktivnost u visceralnom masnom tkivu, kao i njegova direktna veza
sa jetrom, dovodi do povecanja koncentracije SMK u portnoj i sistemskoj cirkulaciji
(Bergman i Ader, 2000). Sve je vise dokaza koji ukazuju na znacajnost veze izmedu
metabolizma SMK 1 razvoja IR i drugih metabolickih poremecaja u gojaznosti.
Povecana koncentracija SMK u cirkulaciji dovodi do povecane glukoneogeneze
hiperglikemije i hiperinsulinemije (Franckhauser i sar., 2006), kao i do pojave
inflamacije sto dalje doprinosi razvoju IR (Boden i sar., 1994; Boden 1997; Griffin i
sar., 1999; Dresner i sar., 1999). Takode, povecana koncentracija SMK u jetri moze
imati citotoksican efekat i indukovati lipoapoptozu hepatocita, a dalje i razvoj steatoze
jetre i NAFLD (Malhi i sar., 2006). Nasi raniji rezultati pokazuju da HF ishrana dovodi
do povecanja koncentracije SMK u plazmi muzjaka pacova (Obradovic, 2013), $to je u
saglasnosti sa rezultatima drugih studija (Wanyonyi i sar., 2017; Li i sar., 2017).
Medutim, rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da nema promena u koncentraciji
SMK u plazmi gojaznih Zenki pacova. Poznato je da se kod Zena veca koli¢ina SMK iz
cirkulacije skladisti u subkutano masno tkivo, dok je kod musSkarca favorizovano

skladistenje u visceralnom masnom tkivu (Shadid i sar., 2007; Koutsari i sar., 2011).
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Takode je pokazano da visceralno masno tkivo gojaznih muskaraca vise oslobada SMK
u portnu cirkulaciju u poredenju sa gojaznim zenama (Lonnqvist i sar., 1997) sto
ukazuje na mogué¢i mehanizam zaStite od Stetnih efekata gojaznosti kod Zena pre
menopauze. Nepromenjena koncentracija SMK u plazmi gojaznih Zenki pacova u nasoj
studiji moze objasniti pozitivan efekat endogenih estrogena, koji povecavaju lipoliticku
aktivnost masnog tkiva i posledi¢no smanjuju lipogenezu, dovodeci do smanjenja lipida
u cirkulaciji (Hewitt i sar., 2004). U prilog tome, rezultati studije Kamei i sar. (Kamei i
sar., 2005) pokazuju da je ekspresija gena za enzime ukljucene u procese potrosnje
energije 1 lipogeneze smanjena u masnom tkivu ovarijektomisanih miseva.
Dislipidemija u gojaznosti se karakteriSe poremeéenim balansom ukupnog
holesterola, smanjenom koncentracijom HDL-C i pove¢anom koncentracijom LDL-C i
triglicerida u cirkulaciji. Jetra je glavni organ de novo sinteze holesterola posredovane
enzimom 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzima A (HMG-CoA) reduktazom (Angelin i
sar., 1982). Odavno je poznato da gojaznost poveéava koncentraciju VLDL i/ili LDL-C
u cirkulaciji, dok je smanjenje mase tela direktno povezano sa normalizacijom
koncentracije holesterola (Miettinen, 1971; Nestel i sar., 1973). Nasi raniji rezultati
pokazuju da HF ishrana dovodi do povecanja koncentracije holesterola u serumu
muzjaka pacova (Obradovic, 2013). Medutim, rezultati ove doktorske disertacije
pokazuju da nema znacajnih promena u koncentraciji holesterola u serumu gojaznih
Zenki pacova, $to je u saglasnosti sa podacima iz literature (Thomas-Moya i sar., 2008).
Pokazano je da postoje polne razlike u koncentraciji lipida u cirkulaciji u gojaznosti, pri
¢emu je kod zena pre menopauze zapazena manja koncentracija ukupnog holesterola u
odnosu na muskarce istih godina (Pellegrini i sar., 2014). U studiji De Marinis i sar.
(2008) je pokazano da je ekspresija HMG-CoA reduktaze manja kod Zenki u poredenju
sa muzjacima pacova, ukazujuc¢i na postojanje polnih razlika u sintezi holesterola.
Koncentracija ukupnog holesterola u serumu (Jones i sar., 2000) je povecana kod
miseva kojima je uklonjen gen za aromatazu i ovarijektomisanih pacova, a tretman
estrogenima dovodi do smanjenja i normalizacije koncentracije holesterola (Jones i sar.,
2000; Nigro i sar., 2014). U humanim studijama je pokazano da je koncentracija
ukupnog holesterola u serumu poveéana kod muskaraca koji imaju mutaciju gena za
aromatazu, dok je tretman estradiolom u periodu od 6 meseci normalizovao

koncentraciju holesterola (Carani i sar., 1997; Bilezikian i sar., 1998). Takode, Darabi i
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sar. (2011) su pokazali da suplementacija estrogenima kod Zena nakon menopauze
dovodi do smanjenja holesterola u cirkulaciji. Rezultati ove doktorske disertacije koji
pokazuju povecanu koncentraciju holesterola kod gojaznih muzjaka pacova, ali ne i kod
zenki, mogu se objasniti pozitivnim efektom endogenog estradiola na metabolizam
holesterola (Hewitt i sar., 2004).

S obzirom da prethodno diskutovani rezultati ukazuju na polne razlike u
metabolizmu glukoze i lipida, u daljem radu izucavani su efekti HF ishrane na
koncentraciju glukoze i lipida u lizatu jetre, kao i nivoe GLUT2 i FAT/CD36
membranskih proteina. U gojaznosti, zbog postojanja neravnoteze izmedu dostavljanja
lipida poreklom iz hrane ili rezervi masnog tkiva u jetru i njihovog sekretovanja u vidu
VLDL iz jetre, trigliceridi se nagomilavaju u jetri (Seppala-Lindroos i sar., 2002). U
odgovoru na povecanu koncentraciju insulina u stanju IR, smanjuje se transport glukoze
posredstvom GLUTZ2, koji se internalizuje zajedno sa receptorom za insulin (Eisenberg i
sar., 2005; Leturque i sar., 2009). Osnovna uloga GLUT2 u hepatocitima jeste da
reguliSe oslobadanje glukoze iz jetre u cirkulaciju pod dejstvom insulina. Translokacija
unutarcelijskih vezikula koje sadrZze GLUT proteine na plazma membranu pocinje
aktivacijom Akt koji je pod direktnom kontrolom insulina (Holman i Kasuga 1997;
Manning i Cantley 2007; Bertrand i sar., 2008). Tokom gojaznosti i IR dolazi do
poremecaja u signalnoj kaskadi PI3K/Akt (Kahn i sar., 2006; Ren i sar., 2015; Gao i
sar., 2015), sto dovodi do poremecaja u translokaciji GLUT na plazma membranu
(Gandhi i sar., 2013). Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da je koncentracija
glukoze u lizatu jetre povecana, dok je nivo GLUT2 proteina smanjen u membranskoj
frakciji proteina jetre pacova oba pola, $to je u saglasnosti sa rezultatima drugih autora
koji pokazuju da HF ishrana dovodi do smanjenja nivoa GLUT2 proteina u jetri
muzjaka miSeva (Souza-Mello i sar., 2010; Ho i sar., 2013). Prikazani rezultati ukazuju
na poremecen metabolizam glukoze gojaznih Zivotinja ili pak mogu biti posledica
postprandijalnog povecanja koncentracije glukoze u jetri. S obzirom da je HF ishrana
dovela do razvoja IR kod muzjaka, ali ne i kod zenki pacova, pove¢ana koncentracija
glukoze i smanjen nivo GLUT2 proteina u jetri pacova oba pola moze se objasniti
povec¢anom koncentracijom lipida u cirkulaciji i jetri. Ta¢nije, povecana koncentracija
SMK  inhibira dejstvo insulina na taj nacin §to smanjuje preuzimanje glukoze iz

cirkulacije i inhibira sintezu glikogena u jetri (Boden i sar., 1994).
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Jedan od glavnih mehanizama transporta SMK u jetri je olaksana difuzija
posredstvom FAT/CD36 proteina. U stanju gojaznosti, povecana translokacija
FAT/CD36 proteina na plazma membranu hepatocita je najéeS¢e povezana sa razvojem
IR (Koonen i sar., 2007; Kennedy i sar., 2011). U transgenim Zivotinjama prekomerna
ekspresija FAT/CD36 proteina u jetri dovodi do steatoze i dalje doprinosi razvoju
metaboli¢kih poremecaja (Zhou i sar., 2008). Medutim, direktna veza izmedu ekspresije
FAT/CD36 u jetri i razvoja IR u gojaznosti jo$ nije u potpunosti razjaSnjena. Rezultati
ove doktorske disertacije jasno pokazuju da HF ishrana dovodi do povecanja
koncentracije holesterola u lizatima jetre pacova oba pola, dok je koncentracija SMK
povecana samo U jetri gojaznih muzjaka pacova. Takode, nivo FAT/CD36 proteina na
plazma membranama c¢elija jetre je povecan samo kod muzjaka, dok je kod Zenki
pacova smanjen. Nasi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima studije Sudeep i sar.
(2016) koji pokazuju da HF ishrana dovodi do povecanja koncentracije holesterola i
SMK u jetri gojaznih muzjaka pacova. Takode, Zouh i sar. (2014) su pokazali da HF
ishrana dovodi do nagomilavanja SMK u jetri i posledi¢no izaziva poremecaj u
metabolizmu lipida i smanjen HOMA-B indeks $to ukazuje na razvoj IR. S obzirom da
je pokazano da tretman ovarijektomisanih miSeva estrogenima spreava nagomilavanje
lipida u jetri i poveéava osetljivost ¢elija na insulin u gojaznosti (Zhu i sar., 2013), moze
se pretpostaviti da endogeni estrogeni kod gojaznih Zenki pacova u nasoj studiji
pozitivno deluju na koncentraciju lipida u jetri. Prikazani rezultati koji se odnose na
nivo FAT/CD36 proteina u jetri gojaznih muzjaka pacova sSu u saglasnosti sa
rezultatima studije Koonen i sar. (2007) koji pokazuju da HF ishrana dovodi do
povecanja nivoa FAT/CD36 proteina u jetri, Sto je u korelaciji sa povecanim
nagomilavanjem lipida u jetri gojaznih miSeva. U istoj studiji autori su pokazali da
povecana ekspresija FAT/CD36 proteina u gojaznosti doprinosi povecanom
preuzimanju SMK u jetri i razvoju IR (Koonen i sar., 2007). Suprotno tome,
prekomerna ekspresija FAT/CD36 u transgenim miSevima Koji su bili na HF ishrani
ublazava simptome steatoze jetre i povecava osetljivost na insulin (Garbacz i sar.,
2016). Polazec¢i od podataka iz literature koji pokazuju da estradiol uti¢e na regulaciju
FAT/CD36 proteina u jetri (Tepavcevic i sar., 2011), kao i da nedostatak estrogena
usled ovarijektomije kod glodara dovodi do smanjenja oksidacije lipida i nagomilavanja

lipida u jetri (Stubbins i sar., 2012), nepromenjena koncentracija SMK u jetri gojaznih
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zenki pacova u nasoj studiji moze se objasniti pove¢anom lipolitickom aktivno$éu
masnog tkiva i smanjenom lipogenezom koje su posredovane estradiolom (Hewitt i sar.,
2004).

Visceralno masno tkivo ima direktan uticaj na jetru i predstavlja izvor bioaktivnih
medijatora, ukljucuju¢i SMK i druge adipocitokine, koji dovode do zapaljenskih
procesa i aktivacije iINOS (Reddy i Rao, 2006; Nozaki i sar., 2015). Da bi se istrazili
molekulski mehanizmi razli¢itog odgovora na HF ishranu i razvoj IR kod Zenki i
muZzjaka pacova, U daljem radu je ispitivana ulogu iNOS. Pored protektivne uloge koju
INOS ima u jetri tokom razli¢itih patofizioloskih procesa (Sepsa i ishemija) (Taylor i
sar., 1998), poremecaj ovog enzima moze biti uklju¢en u razvoj IR u gojaznosti
(Shimabukuro i sar., 1997; Fujimoto i sar., 2005; Shinozaki i sar., 2011; Kanuri i sar.,
2017). Rezultati brojnih studija pokazuju da poremecéen metabolizam lipida u gojaznosti
dovodi do povecanja ekspresije iNOS u jetri, a sledstveno poveéanje produkcije NO
dovodi do razvoja IR u razli¢itim tkivima, ukljucujuci jetru (Wan i sar., 2000; Fujimoto
i sar., 2005; Charbonneau i Marette, 2010; Ha i Chae, 2010). Stetni efekti NO dovode se
u vezu sa poremecajima U regulaciji signalnog putu insulina usled nekontrolisane
nitrozilacije ostataka Tyr na receptoru za insulin i Akt (Fujimoto i sar., 2005;
Charbonneau i Marette, 2010). Medutim, ranije studije su pokazale da se nivo iNOS
proteina u jetri razlikuje u razli¢itim modelima gojaznosti i IR (Perreault i Marette,
2001; Dallaire i sar., 2008). Perreault i Marette (2001) su pokazali da HF ishrana dovodi
do razvoja IR usled povecanja nivoa iNOS proteina u skeletnim misi¢ima i masnom
tkivu, ali ne i u jetri. Isti autori su pokazali da delecija gena za iINOS u skeletnim
miSi¢ima gojaznih miSeva ublazava simptome IR (Perreault i Marette, 2001). Medutim,
malo je podataka u literaturi koji ukazuju na polne razlike u regulaciji iNOS u jetri, dok
studije koje izucavaju polne razlike u regulaciji iNOS u jetri u gojaznosti nedostaju u
literaturi. Na$i rezultati pokazuju da HF ishrana kod muzjaka dovodi do povecanja
nivoa iRNK za iNOS i smanjenja nivoa iNOS proteina u jetri, i povecanja koncentracije
nitrita/nitrata u plazmi, dok kod gojaznih Zenki nisu uocene promene ovih parametara.
Imaju¢i u vidu podatke iz literature koji nedvosmisleno ukazuju da HF ishrana ne
dovodi do promena u nivou eNOS i nNOS proteina u jetri, povecana koncentracija
nitrita/nitrata u plazmi gojaznih muzjaka u nasoj studiji moze biti posledica povecanog

nivoa iNOS proteina u drugim tkivima, kao §to su skeletni misic¢i (Perreault i Marette,
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2001). Pokazano je da NO moze inhibirati sintezu iNOS na razli¢itim nivoima,
ukljucujuéi transkripciju, translaciju i post-translacione modifikacije (Griscavage i sar.,
1993; Taylor i sar., 1997). S obzirom da je NO lipofilni molekul koji brzo difunduje u
¢elije, moze se pretpostaviti da povecana sinteza NO u drugim tkivima inhibira
translaciju iNOS proteina u jetri gojaznih muzjaka pacova. Nepromenjena ekspresija
gena za iINOS u jetri i koncentracija nitrita/nitrata u plazmi gojaznih zenki moze se
objasniti anti-inflamatornim dejstvom endogenog estrogena koji ima vaznu ulogu u
regulaciji ekspresije iINOS (Pettersson i sar., 2012). U prilog tome idu rezultati studije
Yeh i sar. (2011) koji pokazuju da tretman estradiolom (2-metoksiestradiolom) miseva u
septi¢énom stanju znacajno smanjuje nivo interleukina, faktora nekroze tumora a. i NO u
serumu. Takode, rezultati studije Inaba i sar. (2005) pokazuju da je nivo ekspresije gena
za INOS i sinteza NO nakon infuzije lipida (lipopolisaharida) povecan u jetri muZzjaka i
ovarijektomisanih zenki pacova u poredenju sa kontrolnim Zenkama.

Uzimajuci u obzir prethodno diskutovane rezultate koji ukazuju na polne razlike u
regulaciji ekspresije iINOS i sinteze NO, u nastavku ¢e biti diskutovane polne razlike u
molekulskom mehanizmu regulacije iINOS. Dalji eksperimenti u okviru ove doktorske
disertacije su bili usmereni ka ispitivanju uloge PDK1 i mTOR u aktivaciji Akt kinaze i
transkripcionog faktora NF«kB u jetri kontrolnih i gojaznih pacova oba pola. Estrogeni
ostvaruju efekte na ekspresiju 1 aktivnost iNOS aktivacijom slozene mreZe
meduzavisnih signalnih puteva koji ukljucuju PI3K/Akt signalni put. Aktivacija Akt i
NF«B dovodi do povecanja ekspresije iINOS, §to je potvrdeno u studiji Hossen i sar.
(2016) koji su pokazali da je inhibicija Akt signalnog puta direktno povezana sa
smanjenom translokacijom NFxB u jedro i smanjenom ekspresijom iNOS. Medutim,
prekomerna ekspresija iNOS kao i sinteza NO u gojaznosti smanjuju nivo ekspresije i
fosforilacije receptora za insulin, IRS i Akt u jetri (Fujimoto i sar., 2005; Charbonneau i
Marette, 2010). Polne razlike u regulaciji ekspresije INOS posredstvom signalnog puta
PDK1/mTOR/AKkt u jetri gojaznih pacova su oskudni u literaturi. Sarbassov i sar. (2005)
su pokazali da je mTOR ukljugen u fosforilaciju Akt na Ser*”®, kao i da hroni¢na
inhibicija mTOR doprinosi razvoju periferne IR. Medutim, prekomerna aktivacija
mTOR i nishodne S6 kinaze u gojaznosti inhibira asocijaciju IRS-1 sa PI3K i dalju
aktivaciju PI3K/Akt signalnog puta (Shah i sar., 2004; Di Paolo i sar., 2006; Tzatsos i
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Kandror 2006). Za potpunu aktivaciju Akt neophodna je fosforilacija i na Thr™" koju
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vr$i PDK1. U prilog tome, kod nokaut miSeva za PDK1 u jetri pokazana je smanjena

fosforilacija Akt na Thr*® ¥

to se dovodi u vezu sa razvojem hiperglikemije i poremecaja
u funkciji jetre (Mora i sar., 2005). Tan i sar. (2015) su pokazali in vitro da su ekspresija
gena za INOS i nivo INOS proteina smanjeni u makrofagima sa delecijom gena za
PDK1. Takode, pokazano je da inhibicija PDK1/Akt signalnog puta smanjuje ekspresiju
INOS (Hossen i sar., 2016). Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da su nivoi
fosforilacije PDK1 na Ser®* i Akt na Thr®® smanjeni u jetri gojaznih pacova oba pola,
dok su nivoi fosforilacije mTOR na Ser®®® i Akt na Ser*”® smanjeni samo u jetri
gojaznih muzjaka pacova. Nasi rezultati su u saglasnosti sa rezulatima drugih studija
koji pokazuju da HF ishrana dovodi do povecanja ekspresije gena za iNOS, sinteze NO
i razvoja IR kod muzjaka pacova $to je u direktnoj vezi sa smanjenom aktivacijom
PDK1, mTOR i Akt signalnih molekula (Fujimoto i sar., 2005; Charbonneau i Marette,
2010). Takode, nasi rezultati pokazuju da su Stetni efekti HF ishrane ublazeni u jetri
gojaznih Zenki, imaju¢i u vidu da je fosforilacija Akt parcijalno smanjena, a da su
ekspresija INOS u jetri i Kkoncentracija NO,/NOs u plazmi nepromenjeni.
Nagomilavanje lipida u jetri posledi¢no dovodi do aktivacije inflamatornih citokina
(Reddy i Rao, 2006), koji indukuju aktivaciju transkripcionog faktora NFxB i
povecavaju ekspresiju iINOS (Curran i sar., 1990). Promotor NOS2 gena za iNOS
predstavlja mesto vezivanja brojnih transkripcionih faktora, ukljuc¢uju¢i NFxB (Nathan i
Xie, 1994; Balligand i Cannon, 1997). Takode, Yuan i sar. (2001) su pokazali da je
NFkB jedan od medijatora IR i da kod nokaut zivotinja za IkKp koje su bile na HF
ishrani nije doSlo do razvoja IR. Povecana koncentracija SMK u plazmi moZe aktivirati
IxK i NFxB u jetri gojaznih pacova (Sinha i sar., 2004; Pereira i sar., 2015), sto dovodi
do povecane ekspresije iNOS i ostecenja jetre (Xie i sar., 1994; Aktan, 2004; Shinozaki
I sar., 2011). Prikazani rezultati ukazuju na polne razlike u nivou p65 subjedinice NFxB,
pri ¢emu je nivo NFkB-p65 povecan u jetri gojaznih Zenki, a nepromenjen U jetri
gojaznih muzjaka pacova. U studiji Hattori i sar. (2003) je pokazano da su procesi
neophodni za aktivaciju NFkB (degradacija IkB, translokacija u jedro i vezivanje za
DNK) smanjeni usled inhibicije Akt. S obzirom da je IxkB supstrat Akt, smanjena
fosforilacija Akt zapaZena u jetri gojaznih muZzjaka pacova u nasoj studiji moze
inhibirati translokaciju NF«B u jedro. Iako rezultati ove doktorske disertacije pokazuju

da je nivo INOS proteina smanjen, nivo ekspresije gena za iNOS u jetri gojaznih
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muzjaka pacova je povecan, Sto ukazuje na postojanje drugih mehanizama regulacije
ekspresije INOS, nezavisno od uces¢a NFkB (Morin i sar., 2001). Sa druge strane,
povecan nivo p65 subjedinice NFkB, nepromenjen nivo ekspresije gena za iNOS kao i
nivo iINOS proteina u lizatima jetre gojaznih zenki u okviru ove doktorske disertacije
ukazuju na polne razlike u regulaciji iNOS. U prilog tome idu rezultati studije Chung i
sar. (Chung i sar., 2017) koji pokazuju da su nivoi NFkB-p65 i iNOS proteina povecéani
u srcu ovarijektomisanih pacova, dok je tretman estradiolom smanjio nivo ovih
proteina. U nedostatku podataka iz literature, moze se pretpostaviti da su endogeni
estrogeni odgovorni za polne razlike u regulaciji ekspresije iINOS posredstvom NF«B-
p65 i Akt kod gojaznih pacova u okviru ove doktorske disertacije.

Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije, predlaze se moguci mehanizam
regulacije ekspresije iINOS u jetri gojaznih Zenki i muZjaka pacova (Slika 22). HF
ishrana dovodi do promena u regulaciji ekspresije iINOS, koncentraciji nitrita/nitrata i
razvoja IR u polno specifi¢cnom pogledu, §to moze biti posledica poremecaja aktivacije
signalnog puta PDK1/mTOR/Akt. Takode, smanjena aktivacija ove signalne kaskade
kao posledica gojaznosti dovodi do poremecaja u regulaciji FAT/CD36 i GLUT2. Polne
razlike u stepenu razvoja IR, indukcije iNOS i sinteze nitrita/nitrata mogu biti posledica

dejstva estrogena kod gojaznih zenki pacova.
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Slika 22. Mehanizam regulacije kojim HF ishrana dovodi do poremecaja
metabolizma lipida i uti¢e na regulaciju ekspresije iNOS i sinteze nitrita/nitrata
kod Zenki i muzjaka pacova. Akt — protein kinase B; FAT/CD36 — translokaza masnih
kiselina; SMK — slobodne masne kiseline; GLUT2 — transporter glukoze 2; IR —
rezistencija na insulin; p65 — p65 subjedinica NFkB; iNOS — inucibilna azot monoksid
(NO) sintaza; mTOR — kompleksom ciljnog molekula za rapamicin 2; NO,/NO3; —
nitriti/nitrati; PDK1 — fosfoinozitid-zavisna protein kinaza 1; Ser — serin; Thr — treonin,
1 — povecana fosforilacija ili aktivnost; | — smanjena fosforilacija ili aktivnost; crvene
strelice ukazuju na polne razlike, isprekidane linije ukazuju na moguée mehanizme
regulacije.

o~

Na'/K*-ATPaza je jedan od klju¢nih enzima uklju¢enih u brojne metabolicke
procese u jetri. Poremeéaj aktivnosti Na'/K*-ATPaze dovodi se u vezu sa brojnim
patofizioloSkim procesima, ukljucujuéi gojaznost i IR (lannello i sar., 2007). Samo mali
broj ranijin studija se bazira na izu¢avanju aktivnosti Na'/K'-ATPaze u jetri u
gojaznosti (Bray i Yukimura, 1978; York i sar., 1978; Lin i sar., 1981), dok podaci koji
se odnose na polne razlike u regulaciji ekspresije Na'/K*-ATPaze u jetri u stanju
gojaznosti nedostaju u literaturi. Imajuéi u vidu vaznu ulogu Na'/K*-ATPaze u jetri, u
daljem radu ispitivane su polne razlike u regulaciji ekspresije i aktivnosti Na'/K"-
ATPaze gojaznih pacova. Regulacija ekspresije i aktivnosti Na*/K*-ATPaze je slozen

proces u kojem ucestvuju brojni faktori i hormoni, a jedan od vaznijih regulatora je
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hormon estradiol (Dzurba i sar., 1997; Palacios i sar., 2004; Liu i sar., 2007). Rezultati
ove doktorske disertacije pokazuju da se smanjuje nivo proteina a; subjedinice Na*/K*-
ATPaze, kao i aktivnost Na'/K*-ATPaze u frakciji proteina plazma membrane u jetri
gojaznih pacova oba pola. Medutim, nivo ekspresije gena za oy subjedinicu Na'/K*-
ATPaze smanjen samo u jetri gojaznih muzjaka pacova. Rezultati koji se odnose na
aktivnost Na'/K*-ATPaze su u saglasnosti sa rezultatima ranijih studija koji pokazuju
da HF ishrana dovodi do smanjenja aktivnosti Na'/K*-ATPaze u jetri miseva (Bray i
Yukimura, 1978; Lin i sar., 1981; Izpisua i sar., 1989). Pored toga, smanjena aktivnost
Na'/K*-ATPaze je pokazana u jetri geneti¢ki gojaznih (ob/ob) Zenki miseva (YorkK i
sar., 1978). Medutim, ova disertacija prvi put izucava polne razlike ekspresiji gena za oy
subjedinicu Na'/K*-ATPaze u jetri gojaznih pacova. Imajuéi u vidu poznate efekte
estrogena na poremecaje U gojaznosti (Zhu i sar., 2014) i ulogu estrogena u regulaciji
ekspresije i aktivnosti Na*/K*-ATPaze (Dzurba i sar., 1997; Palacios i sar., 2004), a u
odsustvu podataka iz literature, uo¢ene polne razlike u ekspresiji gena za o, Subjedinicu
Na'/K*-ATPaze u jetri gojaznih Zenki pacova mogu se objasniti uticajem endogenih
estrogena. U prilog tome idu i rezultati studije Palacios i sar. (2004) koji pokazuju da
estradiol ima klju¢nu ulogu u polnim razlikama u regulaciji Na'/K*-ATPaze u aorti
pacova.

Poznato je da su estrogeni ukljuéeni u regulaciju ekspresije/aktivnosti Na*/K"-
ATPaze (Dzurba i sar., 1997), ali molekulski mehanizmi ove regulacije nisu dovoljno
izuGeni. Estrogeni regulisu ekspresiju i aktivnost Na'/K*-ATPaze aktivacijom brojnih
signalnih puteva, ukljuc¢ujuéi IRS/PI3K/Akt, ERK1/2, RhoA/ROCK, AMPKa. (Sudar i
sar., 2008; Li i sar., 2011; Obradovic i sar., 2014). Estrogeni se vezuju za receptore ERa
I ERB, i nakon formiranja kompleksa hormon-receptor se translociraju u jedro, gde
reguliSu ekspresiju ciljnih gena (Stossi i sar., 2004). Takode, estradiol ostvaruje
negenomske efekte vezivanjem za ERa ili ERB u citoplazmi i aktivacijom mreze
medusobno zavisnih signalnih molekula (Ewart i Klip, 1995; Isenovic i sar., 2003; Kang
I sar., 2010). U jetri je ERa dominantna izoforma ER (Gao i sar., 2008) preko koje
estrogeni ispoljavaju protektivne efekte tokom inflamacije jetre (Evans i sar., 2002).
Nasi rezultati pokazuju da je nivo ERa proteina smanjen u jetri gojaznih pacova oba
pola, dok je nivo ERP proteina nepromenjen. Oskudini su podaci u literaturi koji

ukazuju na direktnu vezu izmedu ER i regulacije Na'/K*-ATPaze u razli¢itim tkivima, a
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kada je re¢ o jetri podataka nema. Jedno od retkih istrazivanja je studija Li i sar. (2011)
koja pokazuje da estradiol in vitro povecava nivo proteina B; subjedinice Na'/K'-
ATPaze posredstvom ER. Isti autori su pokazali da formirani kompleks estradiol-ER[3
aktivira transkripciju gena za NDRG2 (engl. N-myc downstream-regulated gene 2) ¢iji
proteinski produkt interaguje sa p; subjedinicom Na*/K*-ATPaze u citoplazmi i inhibira
njenu ubikvitinaciju. Interesantno je da je NDRG2 jedan od supstrata Akt (Burchfield i
sar., 2004), $to ukazuje na to da estrogeni mogu regulisati ekspresiju NDRG2 i Na'/K"-
ATPaze posredstvom Akt. Pored toga, razvoj IR i steatoze jetre medu glavnim su
karakteristikama miseva kojima je uklonjen gen za ERa, $to je takode uoceno i kod
ovarijektomisanih miseva (Ribas i sar., 2010; Zhu i sar., 2013). Uprkos smanjenju nivoa
ERa proteina u jetri u nasoj studiji, koje moze biti posledica povecane sinteze estrogena
u masnom tkivu gojaznih pacova oba pola (Liedtke i sar., 2012), pretpostavljamo da
smanjen nivo ERa proteina ne uti¢e na aktivaciju nishodnih signalnih molekula, koji
takode mogu biti aktivirani i posredstvom drugih ER (Weigt i sar., 2013).

Rezultati brojnih studija pokazuju da smanjena aktivacija IRS-1 predstavlja
kriti¢nu vezu izmedu gojaznosti i razvoja IR, kao i smanjene aktivnosti Na'/K*-ATPaze
(Saad i sar., 1992; Kerouz i sar., 1997; Rojas i sar., 2003; Isenovic i sar., 2004).
Povedanje aktivnosti Na'/K'-ATPaze aktivacijom IRS/PI3K/Akt signalnog puta
podrazumeva fosforilaciju Thr ostataka na IRS-1 i njegovu asocijaciju sa p85
subjedinicom PI3K (Isenovic i sar., 2003). Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju
da je nivo IRS-1 proteina smanjen u jetri gojaznih muzjaka i da je asocijacija IRS-
1/PI3K-p85 smanjena u jetri pacova oba pola, §to je u saglasnosti sa rezultatima brojnih
studija u kojima je pokazano da su nivo ekspresije gena za IRS-1, nivo proteina IRS-1 i
asocijacija IRS-1 sa p85 smanjeni u jetri gojaznih miseva (Saad i sar., 1992; Munoz i
sar., 2006; Yang i sar., 2016). Smanjena fosforilacija IRS-1 na Thr (aktiviraju¢i
mehanizam), a povecana na Ser (inhibiraju¢i mehanizam), dovodi do ubikvitinacije
IRS-1 proteina i smanjenja njegove asocijacije sa p85 subjedinicom PI3K u jetri
gojaznih miseva (Kerouz i sar., 1997; Sun i sar., 1999; Sykiotis i Papavassiliou, 2001;
Rojas i sar., 2003; Liu i sar., 2004). Takode, prikazani rezultati pokazuju smanjen nivo
PI3K-p85 proteina u jetri gojaznih zenki, dok je nivo PI3K-p110 smanjen u jetri pacova

oba pola. Smanjena aktivnost i ekspresija oy subjedinice Na'/K'-ATPaze u jetri
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gojaznih pacova oba pola moze biti posledica smanjene aktivacije IRS-1/PI3K/Akt
signalnog puta, uo¢ene u okviru ove doktorske disertacije.

Jedan od signalnih puteva ukljuéenih u regulaciju ekspresije i aktivnosti Na*/K"-
ATPaze je ERK1/2 (Al-Khalili i sar., 2004; Isenovic i sar., 2004; Koricanac i sar.,
2011). Kratkoro¢ne promene aktivnosti Na'/K*-ATPaze u razli¢itim ¢elijama i tkivima
su direktno ili indirektno povezane sa aktivacijom signalnih puteva ERK1/2 i PI3K/Akt
(Al-Khalili i sar., 2003; Khundmiri i sar., 2004; Shahidullah i sar., 2014). Poznato je da
aktivacija ERK1/2 dovodi do povecanja aktivnosti Na*/K*-ATPaze (Shahidullah i sar.,
2017). Al-Khalili i sar. (2004) su pokazali da aktivacija ERK1/2 dovodi do fosforilacije
o subjedinice Na'/K*-ATPaze u citoplazmi i njene translokacije na plazma membranu.
U prilog tome idu rezultati studije Chen i sar. (2009) koji pokazuju da delecija gene za
oy subjedinicu Na'/K*-ATPaze u jetri dovodi do povec¢anja aktivnosti ERK1/2. Raniji
rezultati nase grupe pokazuju da estradiol dovodi do povecanja fosforilacije ERK1/2 na
Thr®/Tyr®®* u vaskularnim glatkim migi¢nim ¢elijama (Sudar i sar., 2008) i srcu pacova
(Obradovic i sar., 2014), kao i da je ova fosforilacija u korelaciji sa povecanom
ekspresijom a; subjedinice Na'/K'-ATPaze. Rezultati ove doktorske disertacije
pokazuju da je nivo fosforilacije ERK1/2 na Thr*®/Tyr®® poveéan kod gojaznih Zenki,
a smanjen u jetri gojaznih muzjaka pacova §to je u saglasnosti sa rezultatima studije
Wang i sar. (2015) koji takode pokazuju smanjen nivo fosforilacije ERK1/2 u jetri
gojaznih muZjaka pacova. Pored toga Sto ERK1/2 aktivira brojne regulatorne proteine u
citoplazmi, aktivirana ERK1/2 moze brzo da se translocira u jedro i dalje fosforiliSe
transkripcione faktore neophodne za ekspresiju razlic¢itih gena (Plotnikov i sar., 2011).
Na osnovu nasih ranijih rezultata (Sudar i sar., 2008; Obradovic i sar., 2014), kao i
rezultata drugih autora (Al-Khalili i sar.,, 2004), moze se pretpostaviti da je
nepromenjena ekspresija gena za oy subjedinicu Na'/K'-ATPaze posledica uticaja
endogenih estrogena na aktivaciju ERK1/2 u jetri gojaznih zenki pacova u okviru ove
doktorske disertacije.

Podaci iz literature ukazuju na vaznu ulogu AMPK u regulaciji Na'/K*-ATPaze
na plazma membrani ¢elija (Benziane i sar., 2012). U fizioloskim uslovima aktivacija
AMPK direktno ili indirektno stimuliSe protein fosfatazu 2A (Lecuona i sar., 2006),
koja posledi¢no defosforilise o subjedinicu Na*/K*-ATPaze na Ser'®, ¢ime se inhibira

endocitoza i time povecava nivo i aktivnost Na'/K'-ATPaze na plazma membrani
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(Benziane i sar., 2012). Medutim, u patofizioloskim stanjima kao $to su hipoksija i
oksidativni stres, aktivacija AMPK inhibira aktivnost Na'/K*-ATPaze stimulacijom
endocitoze Na'/K*-ATPaze sa plazma membrane (Gusarova i sar., 2009; Gusarova i

sar., 2011). Prikazani rezultati ukazuju da je fosforilacija AMPKo na Thr!"

povecana U
jetri gojaznih Zzenki, a smanjena u jetri gojaznih muzjaka pacova. Pokazano je da su
estrogeni direktno ukljuceni u regulaciju aktivacije AMPK u razli¢itim kulturama ¢elija
(D'Eon i sar., 2008; Rogers i sar., 2009; Kim i sar., 2010; Gayard i sar., 2011; Pedram i
sar., 2013; Lipovka i sar., 2015). Lipovka i sar. (2015) su pokazali da estradiol direktno
aktivira AMPK posredstvom ERa (negenomski put aktivacije) koji ostvaruje interakcije
sa Py-vezuju¢im domenom AMPKa. Takode, fosforilacija AMPK je smanjena u jetri
miseva nakon ovarijektomije, dok kratkoro¢ni tretman estrogenima dovodi do
povecanja fosforilacije AMPK (Kim i sar., 2010). Na oshovu rezultata u okviru ove
doktorske disertacije, kao i podataka iz literature (Gusarova i sar., 2009; Gusarova i sar.,
2011), moze se pretpostaviti da endogeni estrogeni aktiviraju AMPKa $to moze biti
razlog smanjene aktivnosti i nivoa a; subjedinice Na'/K*-ATPaze u jetri gojaznih Zenki
pacova. Suprotno, HF ishrana dovodi do smanjenja fosforilacije AMPKa u jetri
gojaznih muzjaka pacova, tako da uticaj AMPKa na aktivnost i nivo a; subjedinice
Na'/K*-ATPaze izostaje. Pored toga $to uti¢e na regulaciju Na'/K'-ATPaze, AMPK je
jedan od klju¢nih molekula ukljuc¢enih u regulaciju metabolizma lipida i glukoze u jetri
(Fryer i Carling, 2005). Stoga, aktivacija AMPKa moze biti jedan od razloga izostanka
IR kod gojaznih Zenki pacova u okviru ove doktorske disertacije. S obzirom da je u ovoj
doktorskoj disertaciji pokazana nepromenjena koncentracija SMK, a samnjen nivo
FAT/CD36 proteina u jetri gojaznih Zenki, za razliku od gojaznih muzjaka kod kojih je
uocen poremecaj u metabolizmu SMK i glukoze, i pove¢an nivo FAT/CD36 proteina u
jetri, polne razlike u aktivaciji AMPKo mogu biti razlog vece predisponiranosti
gojaznih muzjaka za razvoj IR (Qiang i sar., 2016).

Povecana aktivacija RhoA/ROCK signalnog puta je ukljucena u razvoj IR u
gojaznosti, ali ta¢na uloga ovog signalnog puta u regulaciji Na*/K*-ATPaze u jetri jos
nije izucena. Aktivacijom RhoA dalje se aktivira niz nishodnih ciljnih molekula,
ukljucuju¢i ROCK, najznacajnijeg efektora RhoA. Sve je vise dokaza o poveéanoj
aktivnosti RhoA/ROCK signalne kaskade u patofizioloSkim procesima kod gojaznih
glodara (Kanda i sar., 2006; Hara i sar., 2011; Lee i sar., 2014; Soliman i sar., 2015;
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Soliman i sar., 2016). Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da HF ishrana
dovodi do povecanja aktivnosti Rho proteina samo u jetri muzjaka pacova, dok je nivo
RhoA proteina smanjen samo u jetri gojaznih Zzenki pacova. Takode, prikazani rezultati
pokazuju da su nivoi ROCK1 i ROCK2 proteina smanjeni u jetri pacova oba pola.
Smanjen nivo p85- i p110-PI3K proteina, kao i smanjena asocijacija IRS-1/PI13K-p85 u
jetri pacova oba pola, moze biti u vezi sa povecanom aktivacijom RhoA/ROCK
signalnog puta, imajuéi u vidu da parcijalna i globalna delecija gena za izoforme ROCK
proteina i njihova inhibicija (koris¢enjem fasudila) smanjuju fosforilaciju IRS-1 na Ser
Sto dalje omogucava asocijaciju IRS-1/PI3K-p85, ¢ime se sprec¢ava razvoj IR kod Zenki
i muzjaka miseva (Lee i sar., 2009; Soliman i sar., 2015). S obzirom da je
IRS/PI3K/Akt jedan od vaZznijih signalnih puteva koji su uklju€eni u regulaciju
aktivnosti i ekspresije Na'/K'-ATP-aze (Al-Khalili i sar., 2003), a da aktivacija
RhoA/ROCK signalnog puta suprimira IRS/PI3K/Akt kaskadu (Lee i sar., 2009), u
nedostatku podataka iz literature moze se pretpostaviti da aktivacija RhoA/ROCK
signalnog puta negativno deluje na regulaciju aktivnosti i ekspresije Na'/K*-ATP-aze
kod gojaznih muzjaka pacova. Studije koje izu¢avaju RhoA/ROCK signalni put su
uglavnom usmerene na KVS, dok je mali broj studija koje izu¢avaju ovaj signalni put u
jetri gojaznih Zivotinja. Inhibicija RhoA/ROCK signalnog puta ublazava simptome
fibroze jetre kod gojaznih dijabeti¢nih pacova, ukazujuéi na Stetne efekte aktivacije
RhoA/ROCK signalnog puta u jetri u gojaznosti (Zhou i sar., 2014). Poznato je da
estrogeni ucestvuju u regulaciji RhoA/ROCK u KVS (Gayard i sar., 2011), ali je malo
studija koje su izu¢avale ulogu estrogena u regulaciji ovog signalnog puta u jetri (Zhang
i sar.,, 2016). Rezultati studije Zhang i sar. (2016) pokazuju da je aktivacija
RhoA/ROCK signalnog puta povecana u jetri ovarijektomisanih pacova tretiranih ugljen
tetrahloridom u cilju razvoja ciroze jetre, kao i da selektivni agonist ERB smanjuje
aktivaciju RhoA/ROCK signalnog puta i ublazava simpotime ciroze jetre
ovarijektomisanih pacova. Gayard i sar. (2011) su pokazali da estradiol dovodi do
inhibicije RhoA/ROCK signalnog puta fosforilacijom RhoA proteina na Ser'®. Takode,
u istoj studiji je pokazano da stimulacija ER aktivira AMPKa; koja posreduje u
fosforilaciji RhoA na Ser'® i inhibiciji nishodne kaskade. Stoga, prikazani rezultati koji
pokazuju da je u jetri gojaznih Zenki pacova povecana fosforilacija AMPKa; i smanjen

nivo RhoA proteina, mogu se objasniti protektivnim efekatima endogenih estrogena. U
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nedostatku podataka iz literature, pretpostavka je da povecana aktivnost Rho proteina
moze biti razlog smanjene aktivacije IRS-1/PI3K/Akt signalnog puta i posledicno
smanjene ekspresije i aktivnosti Na'/K*-ATP-aze kod gojaznih muzjaka pacova.

Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije, predlazemo moguc¢i mehanizam
regulacije ekspresije Na'/K*-ATP-aze u jetri zenki i muzjaka pacova u gojaznosti (Slika
23). Smanjena aktivacija IRS-1/PI3K/Akt signalnog puta i posledicno Smanjena
ekspresija i aktivnost Na'/K*-ATP-aze mogu biti posledica poveéane aktivnosti Rho
proteina u jetri gojaznih muzjaka pacova. Takode, smanjena aktivacja ERK1/2 i
AMPKa; u jetri gojaznih muzjaka pacova doprinosi smanjenoj ekspresiji/aktivnosti
Na'/K*-ATP-aze. Estrogeni ublazavaju $tetne efekte gojaznosti aktivacijom ERK1/2,
AMPK i parcijalnom aktivacijom Akt signalnih puteva, $to pozitivno uti¢e na regulaciju

ekspresije Na'/K*-ATPaze u jetri gojaznih Zzenki pacova.
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Slika 23. Molekularni mehanizmi regulacije Na'/K'-ATP-aze u jetri Zenki i
muZjaka pacova u gojaznosti. Akt — protein kinaza B; AMPK — AMP-aktivirajuc¢a
protein kinaza; ER — receptor za estrogen; ERK1/2 — kinaze regulisane ekstracelijskim
signalima; HF ishrana — ishrana obogacena mastima; IR — rezistencija na insulin; IRS —
supstrat receptora za insulin; Na'/K*-ATPaza — natrijum-kalijum adenozin trifosfataza;
PI3K — fosfatidilinozitol 3-kinaza; Rho — Rho familija GTPaza;, ROCK — Rho-vezane
protein kinaze; Ser — serin; Thr — treonin, 1 — povecana fosforilacija ili aktivnost; | —
smanjena fosforilacija ili aktivnost; crvene strelice na slici ukazuju na polne razlike.

80



6. ZAKLJUCCI

6. Zaklju&ci

Na osnovu rezultata prikazanih u okviru ove doktorske disertacije mogu se izvesti

sledeci zakljucci:

1. Masa tela je povecana kod gojaznih pacova oba pola, dok je masa jetre povecana
samo kod gojaznih muzjaka pacova

2. Koncentracija glukoze, insulina, SMK i holesterola u serumu, kao i HOMA-IR i
HOMA-B indeksi su povecani kod gojaznih muzjaka pacova, dok je kod
gojaznih zenki pacova koncentracija glukoze u serumu smanjena, a ostali
parametri nepromenjeni

3. Koncentracije glukoze je povecana, a nivo GLUT2 proteina je smanjen u jetri
gojaznih pacova oba pola, dok su koncentracija SMK i nivo FAT/CD36 proteina
povecéani U jetri gojaznih muzjaka, za razliku od gojaznih zenki kod kojih je
koncentracija SMK nepromenjena, a nivo FAT/CD36 proteina je smanjen

4. Relativna ekspresija gena za iNOS u jetri i koncentracija NO?*/NO* u plazmi su
povecani, a nivo iNOS proteina je smanjen u jetri gojaznih muzjaka, dok kod
gojaznih Zenki nisu uocene promene

5. Relativna ekspresija gena za o subjedinicu Na'/K*-ATPaze smanjena je samo u
jetri gojaznih muzjaka, dok su nivo proteina a; subjedinice Na'/K*-ATPaze i
aktivnost Na'/K*-ATPaze smanjeni u jetri gojaznih pacova oba pola

6. Nivo p65 subjedinice NF«B je povecan u jetri gojaznih Zenki, a nepromenjen u
jetri gojaznih muzjaka

7. Nivo IRS-1 je smanjen samo u jetri gojaznih muzjaka, nivo PI3K-p85 je
smanjen samo u jetri gojaznih Zenki, dok je nivo PI3K-pl10 proteina i

asocijacija IRS-1 i PI3K-p85 proteina smanjena u jetri gojaznih pacova oba pola
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8. Nivo fosforilacije PDK1 na Ser®*! i Akt na Thr*® je smanjen u jetri gojaznih
pacova oba pola, dok je nivo fosforilacije mTOR na Ser*®! i Akt na Ser*’®
smanjen samo u jetri gojaznih muzjaka pacova

9. Nivo fosforilacije ERK1/2 na ThrX®/Tyr®® proteina je poveéan u jetri gojaznih
zenki, a smanjen u jetri gojaznih muZzjaka, dok je nivo fosforilacije o4
subjedinice AMPK na Thr'" povecan u jetri gojaznih Zenki, a smanjen u jetri
gojaznih muzjaka pacova

10. Nivo RhoA proteina je smanjen samo u jetri gojaznih Zenki, aktivnost Rho
proteina je povecana samo u jetri gojaznih muzjaka, dok su nivoi ROCK1 i
ROCK2 proteina smanjeni u jetri gojaznih pacova oba pola

11. Nivo ERa je smanjen, dok je nivo ERJ proteina nepromenjen u jetri gojaznih

zenki 1 muZzjaka pacova.

Rezultati koji su prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji, a koji se odnose na na
polne razlike u regulaciji aktivnosti i ekspresije iINOS i Na'/K'-ATP-aze, prvi put
ukazuju na postojanje polnih razlika, verovatno posredovanih estradiolom, u regulaciji
signalnih molekula mTOR, Akt, ERK1/2, AMPKa i RhoA u jetri gojaznih pacova.
Nauc¢ni doprinos ove doktorske disertacije je u razumevanju razlika u molekulskim
mehanizmima razvoja IR kod gojaznih Zenki 1 muZjaka pacova, Sto moze biti vazno za
definisanje adekvatnih preventih mera i razvoj novih terapijskih pristupa u lecenju

komplikacija nastalih u gojaznosti.
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9. Prilozi

WU3jaBa o0 ayTopcTBY

Wme u npesnume aytopa Jynujana CraHumuposuh
Bpoj uHaekca 53007/2013
U3sjaBrbyjem

fa je AOKTOpCKa AucepTauuja Nnog Hacnosom

MonHe pasnuke naumju ekcnpecuje 1 aKTUBHOCTU U ubunHe a3or-
MOHOKCUA-CUHTA3e U HaTPUjyM-KanujyMoBe nyMne y jeTpu rojasuux nauyosa

® pe3ynrar CONCTBEHOr UCTPaXuBauKor paga;

e [na guceprauuja y UenvHu HY y aenosuma Huje duna npeanoxeHa 3a cruyarme
Apyre Aunnome npema CTyAWjCKUM nporpamvma Apyrux BUCOKOLLUKONCKMX
yCTaHoBa;

e [aCcy pesynTaT KOPEKTHO HaBeaeH! 1

e Aa HUCaM KpLUMO/Na ayTopcka Mpasa W KOPUCTMO/NA WMHTENEeKTyanHy CBOjuHY
APYrvX nuua.

MoTnuc aytopa

Y Beorpagy, 14.05.2018
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M3jaBa 0 ICTOBETHOCTM WITAMNAHE U ENIeKTPOHCKEe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Wme 1 npesume aytopa Jynujana CraHumuposuh

Bpoj uHgekca 53007/2013
Cryavjcku nporpam Buonoruja

Hacnos paga MonHe pa3nuke y perynauuju ekcnpecuje U akTMBHOCTH
MHAYUMOUNHE a30T-MOHOKCUA-CUHTA3e U HaTPUjyM-Kanujymose

nymne y jerpu rojasiux nauosa

MeHTop

1. gp Ecma UceHoBsuh, HayuHu caseTHUK, YHuBepauter y Beorpaay-
MHcTuTyT 32 HYyKNneapHe Hayke ,,BuHuya”

2. gp Jenexa hophesuh, penosnu npodecop, YHusepaurer y Beorpaay-

Buonowku cdakynrer

W3jasroyjem pa je wramnaHa sepauja MOr AOKTOPCKOr paja MCTOBETHA eNeKTPOHCKO]
BEep3uju Kojy cam npegao/na pagu noxpaweHa y [AUrutanHoM peno3uTopujymy
YHuusepautera y Beorpaay.

fossoreaBam Aa ce objase MOjU NUYHM nNogaun BesaHw 3a pobwjare akagemckor
Ha3vBa [OKTOPA Hayka, Kao LTO Cy UME U Npe3ume, roAvHa U MecTo pofiera u aaTym
opbpaxe paga.

OB nNWMYHM nogaunm Mory ce 06jaBUTM HA MPEXHWM CTpaHuuama aurutanHe
BubnuoTeKe, Y ENEKTPOHCKOM KaTanory v y nybnukauwjama YHusepsuteta y Beorpaay.

Motnuc ayTopa

Y Beorpaay, 14.05.2018
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UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHueepauteTcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y OurutanHu
penosuTopujym YHusepsuteta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nog
Hacnosom:

MonHe pasnuke y E[!naguiu excngecuie W aKTUBHOCTHU MHB!HHGHHHB a3or-
MOHOKCHMAO-CUHTa3e U na'rgu[yu-xanuiyuose nymne y IOTQH rola:mux nauoea

KOja je mMoje ayTopcko aeno.

Auceprauujy ca cBUM NpunosumMa npepao/na cam y enexTpoHCKOM opmMaTy NOrogHoOM
3a TpajHO apxusupate.

Mojy [QOKTOpPCKy AucepTauujy noxpaweHy Yy [urutanHoM  peno3vuTopujymy
YHusepauteta y Beorpagy v AOCTYynNHy y OTBOPEHOM NPUCTYNY MOry Aa KOpUCTe CBU
Koju nowTyjy oapenbe cappxaxe y opabpaHom Tuny nuueHue KpeatueHe 3ajegHvue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

(1) Ayropereo (CC BY)
2. AytopcTeo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
3. AyTopcTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMEpPUUjanHo — aenuti noa uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. Aytopcteo — Ges npepapa (CC BY-ND)
6. AyTopcTeo — aenuty noa uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo aa 3a0KpYKWUTE CaMo jeaHY oA WeCT NOoHYReHX nuueHuu.
KpaTak on1c nuueHum je cactasHu Aeo OBe u3jase).

Mornuc ayTtopa

Y Beorpapy, 14.05.2018
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