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Povezanost polimorfizama gena znacajnih za diferencijaciju i aktivaciju mrkog masnog tkiva
sa indeksom telesne mase, glikemijom i lipidnim statusom adolescenata

Sazetak

Decija i adolescentna gojaznost predstavlja sve veci problem savremenog dru$tva, a udruZena je sa
brojnim poremecajima medu kojima su najce$¢i metabolic¢ki sindrom i dijabetes tipa Il. Imajuéi u
vidu da mrko masno tkivo ima znacajnu ulogu u regulaciji telesne mase, metabolizmu glukoze, lipida
I energetskoj homeostazi, u ovom istrazivanju radena je genotipizacija pet jednonukleotidnih
polimorfizama u genima zna¢ajnim za diferencijaciju i aktivaciju mrkog masnog tkiva (rs12409277
u genu za PRDM16, rs1561589 u genu za CtBP2, rs3856806 u genu za PPARY, rs8192678 u genu za
PGC-1a i rs 6265 u genu za BDNF). Cilj istazivanja je bio odrediti ucestalosti odgovaraju¢ih
genotipova i alela, te ispitati postoji li statisticki zna¢ajna povezanost izmedu odabranih genotipova
sa vrednostima indeksa telesne mase, glikemije i lipidnih parametara u ispitivanom uzorku.
Istrazivanje je obuhvatilo 308 adolescenata oba pola, uzrasta 15 godina koji su pregledani u okviru
Jugoslovenske studije prekursora ateroskleroze kod skolske dece. Uzorak je selektovan slu¢ajnim
odabirom 217 adolescenata normalnog indeksa telesne mase (ITM<85. percentila) i 91. adolescenta
¢iji indeks telesne mase prelazi 85 percentila (preuhranjeni i gojazni). Genotipizacija polimorfizama
BDNF, PPARG, i PPARGCI1A gena radena je PCR-RFLP metodom. Detekcija genotipova za
polimorfizme PRDM16 i CtBP2 vrsena je primenom PCR-a u realnom vremenu upotrebom
TagMan®SNP eseja za genotipizaciju. Rezultati ove studije ukazuju da su nosioci GG genotipa u
okviru BDNF polimorfizma imali statisti¢ki znacajno vise vrednosti glikemije u odnosu na nosioce
GA+AA genotipova (p=0,010). Takode, u okviru polimorfizama PPARG gena uocene su vise
vrednsoti glikemije kod devojcica nosioca CC genotipa u odnosu na nosioce CT+TT genotipa
(p=0.030). Statisti¢ki znacajne razlike u vrednostima lipidnih parametara u odnosu na genotipove
zapazene su kod svih ispitivanih polimorfizama izuzev rs6265 polimorfizma. Nije uocena asocijacija
ni jednog od analiziranih polimorfizama sa vrednostima indeksa telesne mase kako na ukupnom
uzorku, tako ni u grupi normalno uhranjenih i preuhranjenih i gojaznih adolescenata.
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Kljuéne redi: polimorfizmi gena, PRDM16, CtBP2, PPARG, PPARGC1A, BDNF, gojaznost,
glikemija, lipidni status.
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Association of gene polymorphisms significant for differentiation and activation of brown
adipose tissue with body mass index, glycaemia and lipid profile of adolescents

Abstract

Childhood and adolescent obesity is becoming a major health problem of modern society, and is
associated with numerous disorders including metabolic syndrome and type Il diabetes. Since brown
adipose tissue has important role in regulation of body weight, glucose and lipid metabolism as well
as in energy homeostasis, in this research we performed genotypization of five single nucleotide
polymorphisms in genes significant for differentiation and activation of brown adipose tissue
(rs12409277 in gene for PRDM16, rs1561589 in gene for CtBP2, rs3856806 in gene for PPARY,
rs8192678 in gene for PGC-1a and rs6265 in gene for BDNF). The aim of the study was to determine
the frequency of corresponding genotypes and alleles, as well as to determine whether there is a
statistically significant association between the selected genotypes and values of body mass index,
glycaemia and lipid parameters in the examined sample. The study included 308 adolescents of both
genders, 15 years of age who participated in Yugoslav Study of the Precursors of Atherosclerosis in
School Children. Subjects were randomly selected including 217 adolescents of normal body mass
index (BMI <85. percentile) and 91 adolescents with BMI>91. percentile (overweight and obese).
BDNF, PPARG, and PPARGC1A genotyping was performed by PCR-RFLP method. Genotype
detection of PRDM16 and CtBP2 polymorphismswas examined by Real Time PCR using
TagMan®SNP genotyping assays. The results of this study indicate that carriers of GG genotype
within the BDNF polymorphism had statistically significantly higher glycemic values compared to
carriers of GA+AA genotypes (p=0.010). Also, within the PPARG polymorphism, higher mean
values of glycemia were observed in girls carrying the CC genotype compared to carriers of the
CT+TT genotypes (p=0.030). Statistically significant difference in values of lipid parameters
depending on genotypes were observed in all examined polymorphism sexcept in rs6265
polymorphism. No association of any analyzed polymorphisms was observed with body mass index
neither in total examined sample, nor in the group of normal, overweight and obese adolescents.

Research field: Biology
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| UVOD

1. GOJAZNOST

Gojaznost predstavlja sve veci problem savremenog drustva koji uti¢e na sve socio-ekonomske
kategorije, nezavisno od godina, pola i nacionalnosti. Posledica je pozitivnog energetskog balansa u
organizmu koji nastaje kada je produkcija energije veca od potrosnje (1). Prema podacima Svetske
zdravstvene organizacije (WHO) gojaznost predstavlja jedan od najznacajnijih faktora koji doprinose
razvoju bolesti. Procenjuje se da je oko 500 miliona ljudi Sirom sveta gojazno, dok je 1.4 milijarde
ljudi prekomerno uhranjeno (2). Gojaznost je uzrok smanjene radne sposobnosti, kvaliteta zivota
ljudi, kao i morbiditeta i mortaliteta. Takode, gojaznost se dovodi u vezu sa porastom ucestalosti
dislipidemije, povisenog krvnog pritiska, insulinske rezistencije, dijabetesa tipa I1 i kardiovaskularnih
bolesti. Osobe koje imaju prekomernu telesnu tezinu imaju povecan rizik za oboljevanje od malignih
bolesti, bolesti jetre i srca (3,4). Poseban problem predstavlja progresivna ucestalost gojaznosti kod
dece 1 omladine. Etiopatogeneza decije i adolescentne gojaznosti je multifaktorksa i rezultat je
interakcije genetickih, neuroendokrinih, metabolickih i bihevioralnih faktora sa faktorima spoljasnje
sredine. Kao 1 kod odraslih osoba, gojaznost kod adolescenata je udruzena sa metabolickim,
kardiovaskularnim, psiholoskim, ortopedskim, neuroloskim, respiratornim i drugim poremecajima.
Medu njima najc¢es¢i su metabolicki sindrom i dijabetes tipa 1. Procenjuje se da je porast prevalencije
gojaznosti kod dece posebno izrazen u zemljama Severne Amerike i Evrope, gde iznosi od 0,5% do
1% za svaku godinu u poslednje dve decenije. Od ukupnog broja $kolske dece u svetu, smatra se da
je oko 10% preuhranjeno, od Cega je Cetvrtina gojazna. Epidemioloski podaci pokazuju da 4% svih
adolescenata 1 30% gojaznih adolescenata u SAD ima metaboli¢ki sindrom. Kod dece i adolescenata
sa teSkim oblikom gojaznosti prevalencija rezistencije na insulin dostize 30-50% (5).

Univerzalno prihvacen standard za definisanje gojaznosti i merenje stepena gojaznosti je indeks
telesne mase (ITM) (6). Osobe koje su normlano uhranjene imaju vrednosti ITM u rasponu od 18,5
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kg/m -24,9 kg/m . Vrednosti manje od 18,5 kg/m ukazuju na pothranjenost, dok se prekomerno
uhranjenjim osobama smatraju one ¢ija je vrednost ITM od 25 kg/m? do 29,9 kg/m?. Kada je re¢ o
decijoj 1 adolescentnoj gojaznosti, Centar za kontrolu i prevenciju bolesti SAD deklarisao je sledece
kategorije: gojazni (ITM >95 percentila), prekomerno uhranjeni (ITM >85 percentila), normalne
telesne mase (ITM <85 percentila) i potranjeni (ITM <5 percentila) (7).

1.1. Metabolizam lipida

Lipidi su mali hidrofobni molekuli koji imaju vaznu ulogu u odrzavanju celijske strukture,
obezbedivanju energije i ¢elijske signalizacije. Prilikom hidrolize lipidi se razlazu na masne kiseline
ili kompleksne alkohole koji mogu da se kombinuju sa masnim kiselinama. Prema metaboli¢kim
aktivnostima lipidi se dele na: holesterol i estre holesterola, trigliceride, fosfolipide i masne kiseline
(8).

Holesterol je steroid koji je esencijalan u svim ¢elijama u organizmu ¢oveka i ima veoma vaznu
ulogu u formiranju nervnih i mozdanih ¢elija. Takode, holesterol je neophodan u stvaranju estrogena,
testosterona i vitamina D (9). Holesterol se u znacajnoj meri sintetiSe u jetri i tankom crevu, ali i sve
druge ¢elije su u mogucénosti da ga stvaraju izuzev eritrocita. Oko dve tre¢ine holesterola u plazmi je
estrifikovano s masnim kiselinama pri ¢emu nastaju estri holesterola. 1z jetre 1 tankog creva holesterol
se transportuje u plazmu, gde se oko 75% estrifikuje, dok je preostala koli¢ina neestrifikovana (10).
S obzirom da je holesterol nerastvorljiv u krvi, on se transportuje u plazmu pomocu lipoproteina.
Lipoproteini plazme se sastoje od apolipoproteina i lipida, a osnovna funkcija im je transport lipida
izmedu tkiva. Transport i obrada lipida regulisani su lipoproteinskim receptorima koji se nalaze na
povrsini ¢elije. Lipoproteini su klasifikovani na osnovu odnosa lipida 1 apolipoproteina, dijametra,
molekulske mase i gustine. S obzirom da su lipoproteini laksi od drugih serumskih proteina,



razlikujemo hilomikrone, lipoproteine veoma niske gustine (VLDL), lipoproteine intermedijarne
gustine (IDL), lipoproteine niske gustine (LDL) i lipoproteine velike gustine (HDL) (11).

Hilomikroni su najlaksi lipoproteini ¢ija je gustina manja od plazme. Odgovorni su za transport
masti, a sintetiSu se i oslobadaju iz intestinalnih epitelijelnih Celija. U sastav hilomikrona ulazi
estrifikovani holesterol i resintetisani trigliceridi, te apoB-48 i fosfolipidi.

Lipoproteini veoma niske gustine (VLDL) se sintetiSu u lumenu endoplazmati¢nog retikuluma
hepatocita. Ovi lipoproteini transportuju endogene trigliceride i holesterol sintetisan u jetri iz ugljenih
hidrata, glicerola i masnih kiselina. VLDL postoji u dve forme. VLDL su vece Cestice i sadrze velike
koli¢ine triglicerida i VLDL2, koje su manje i sadrZze manje koli¢ine triglicerida.

Lipoproteini srednje gustine (IDL) su grupa lipoproteina koja se formira pri prelasku VLDL u
IDL. IDL sadrzi endogene trigliceride i holesterol, a od apolipoproteina ApoB i E. Ukoliko se uklone
apolipoproteini i trigliceridi preostaje IDL (9).

Lipoproteini niske gustine (LDL) nastaju u jetri iz IDL uklanjanjem triglicerida i apolipoproteina
pre nego S§to se izluce u plazmu. LDL sadrzi visoke koncentracije holesterola, te ga i transportuje u
¢elije. Katabolizam LDL-a se odigrava u jetri i perifernim tkivima.

Lipoproteini visoke gustine (HDL) su najmanje cestice lipoproteina i1 imaju najvecu
gustinu.Veoma su bogati proteinima, sadrze priblizno iste koli¢ine holesterola i fosfolipida i jako
malo triglicerida. HDL je ukljuen u transport holesterola iz ¢elija u jetru.

Metabolizam lipoprotina je slozen proces koji se odvija u dva pravca - endogenom i egzogenom.
Najznacajniji mehanizam u metabolizmu lipoproteina je interakcija izmedu apolipoproteina na
povrsini lipoproteina i receptora na povrsini razli¢itih ¢elija. Ovaj mehanizam je veoma znacajan kod
uklanjanja potencijalno aterogenih lipoproteina iz krvi i perifernih tkiva (10).

Trigliceridi su najznacajniji rezervni oblici energije i predstavljaju estre holesterola ¢ija se sinteza
odvija u masnom tkivu i jetri. Trigliceridi koji su sintetisani u jetri transportuju se u plazmu, dok
trigliceridi iz masnog tkiva ostaju u ¢elijama adipocita i sluze kao izvor energije ili se lipolizom
prevode u masne kiseline i glicerol pre ulaska u krvotok (9,10).

1.2. Vrste masnog tkiva

Za gojaznost je karakteristi¢na hiperplazija i/ili hipertrofija masnog tkiva. Kada su u pitanju vrste
masnog tkiva kod ¢oveka, prema dominantnoj vrsti adipocita ona se uglavnom dele na belo, (White
adipose tissue, WAT), mrko (Brown adipose tissue, BAT) i bez (beige/brite) masno tkivo (12).
Medutim, pored ove “osnovne podele®, u literaturi su takode opisani adipociti koStane srzi (bone
marrow adopose tissue, BMAT, MAT) kao i “pink*, odnosno roze adipociti (13). Belo masno tkivo je
specijalizovano vezivno tkivo ¢ija je primarna funkcija skladiStenje energije u formi triglicerida.
Pored ove uloge, masno tkivo ima ulogu u regulaciji inflamacije, imunog odgovora, hematopoeze i
osteogeneze. Takode, ono je i endokrini organ koji sintetiSe adipokine, lipokine, inflamatorne i druge
adipokine koji reguliSu metabolizam 1 insulinsku rezistenciju. Za razliku od belog masnog tkiva,
intermedijarna forma adipocita, inducubilni bez adipociti koji se nalaze unutar belog masnog tkiva
imaju sli¢nu funkciju kao i mrko masno tkivo, odnosno ucestvuju u termogenezi bez drhtanja i
rasipanju energije u vidu toplote (14,15).

Kada je re¢ o adipocitima koji se nalaze unutar kostane srzi, odnosno masnim tkivom kostane srzi
ono se nalazi u Supljinama koStane srzi i predstavlja oko 10% ukupne masti u organizmu odrasle
osobe preko 25 godina starosti (16). Kod c¢oveka BMAT se nalazi u rebrima, grudnoj kosti,
prsljenovima i medularnim kanalima dugih kostiju (17). Pri rodenu, Supljine kostiju ¢oveka su
predominantno popunjenje crvenom koStanom srzi ¢iji se volumen znacajno smanjuje kako
organizam stari, te se zamenjuje zutom koStanom srzi koja zapravo predstavlja masne depoe (16).
Crvena i zuta koStana srZ se razlikuju u svojim histoloskim i fizioloSkim karakteristikama. Crvena
koStana srz u kojoj su aktivni hematopoetski i metabolicki procesi razvoja kostiju sadZe znatno manje
adipocita (45%) u odnosu na Zutu kosStanu srz u kojoj su hematopoetski procesi skoro u potpunosti
odsutni, gde adipociti ¢ine skoro 90% kostane mase (17). Shodno tome, BMAT se moze podeliti na
konstitutivno (cMAT) i regulatorno (rMAT) masno tkivo. Dakle, regulatorni BMAT uti¢e na
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hematopoezu, te se razvija u toku zivota, dok je konstitutivni BMAT znacajan u ranoj fazi razvoja
(18). BMAT je metabolicki aktivan organ Cija se uloga ogleda u prezervaciji energije, sekreciji
razli¢itih proteina ukljucujuci adiponektin, dipeptidilnu peptidazu IV i faktor stem ¢elija koji mogu
da uti¢u na regulaciju celokupnog metabolizma (17). Porast akumulacije BMAT se dovodi u vezu sa
oseoporozom, starenjem, dijabetesom tipa I, deficijencijom estrogena, te brojnim drugim patoloskim
stanjima ukljucujuci maligne tumore (16).

U skorije vreme, u literaturi su opisani i roze, odnosno “pink” adipociti koji su okarakterisani kao
subkutani masni depoi koji nastaju tokom perioda trudnoce i laktacije. Roze adipociti su epitelijalne
¢elije mle¢nih Zlezda ¢ija je osnovna funkcija sekrecija mleka. Smatra se da su nastali
transdiferencijacijom iz subkutanih depoa belih adipocita. U roze adipocitima se takode eksprimira
leptin, a pored sekrecije mleka pink adipociti luce i leptin (19).

Medutim, poslednjih nekoliko godina brojna istrazivanja se baziraju na pokuSaju razumevanja
molekularno-genetickog mehanizma regulacije mrkog masnog tkiva za koje se smatra da ima
znacajnu ulogu u regulaciji telesne mase, metabolizmu glukoze i lipida i energetskoj homeostazi.
Interesovanje za mrko masno tkivo znacajno je poraslo nakon otkri¢a da je ovo tkivo prisutno ne
samo kod novorodencadi ve¢ i kod odraslih osoba (20). To je pokrenulo brojna pitanja o fiziologiji i
funkciji mrkog masnog tkiva, njegovom moguéem uticaju na zdravlje 1 moguénostima terapije
gojaznosti i njenih komorbiditeta. Identifikacija gena kandidata koji imaju ulogu u razvoju gojaznosti
kod dece, kao i metabolickog sindroma i dijabetesa tipa Il u znacajnoj meri bi mogli doprineti
razumevanju mehanizma nastanka ovih oboljenja i povecati efikasnost njihove terapije.

2. BELO MASNO TKIVO (WAT)
2.1. Struktura belog masnog tkiva

Koli¢ina 1 lokalizacija belog masnog tkiva kod ¢oveka zavise od pola, starosti jedinke 1 nacina
ishrane. U organizmu ¢oveka opisana su dva glavna depoa belog masnog tkiva. Subkutani depoi koji
¢ine 80% ukupnog masnog tkiva, nalaze se ispod koze u hipodermu i velikim delom obezbeduju
termicku zastitu (21). Belo masno tkivo koje oblaze unutra$nje organe poput bubrega ili velikih
krvnih sudova naziva se visceralno. Ova dva depoa masnog tkiva imaju razli¢ite molekularne, ¢elijske
i anatomske karakteristike (22,23). Za adipocite belog masnog tkiva karakteristicno je prisustvo
jednog lipidnog tela u diferenciranim funkcionalnim delijama, zbog Cega se oznacavaju i kao
unilokulusna. Beli adipociti su uglavnom okruglaste ¢elije ¢ija veli¢ina varira od 25 do 200 um, a
razlog njihovog uvecanja jeste akumulacija masti u éeliji (24). Najveci deo zapremine belog adipocita
zauzima “prazan“ okruglast prostor. Nukleus je potisnut na periferiju éelije, spljosten je i ima
polumesecast oblik. Estri holesterola i triglicerida su smesteni u sredi$njem delu lipidnog tela, a na
povrsini se nalazi fosfolipidni jednosloj ¢ija je hidrofilna povrSina okrenuta ka citoplazmi. Na taj
fosfolipidni sloj nalezu razliciti proteini koji s njim uspostavljaju vezu, a tip proteina zavisi od
diferenciranosti adipocita kao i njegovog trenutnog metabolickog stanja (21,23), (slika 1).

Pored adipocita, masno tkivo je gradeno od ekstracelularnog matriksa, makrofaga, leukocita,
fibroblasta i endotelskih ¢elija koje se nazivaju stromalna vaskularna frakcija ili stroma. Stroma ima
ulogu u inervaciji i vaskularizaciji masnog tkiva. Belo masno tkivo je dobro prokrvljeno i inervisano.
Inervacija masnog tkiva je parasimpaticka i simpaticka. Parasimpatikus smanjuje lipolizu i insulinsku
senzitivnost, dok simpatikus podstice lipolizu i termogenezu (12).
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Slika 1. Struktura adipocita belog masnog tkiva (25)

2.2.  Poreklo i diferencijacija belog masnog tkiva

Uprkos razlikama u razvoju i fiziolo§kim funkcijama belih i mrkih adipocita, oba tipa ¢elija
imaju veoma sli¢an proces diferencijacije (26). Diferencijacija preadipocita u adipocite je regulisana
nizom transkripcionih faktora koji koordini$u ekspresiju stotina proteina odgovornih za fenotip zrelih
adipocita (27). Beli adipociti se diferenciraju iz mezenhimske, mati¢ne éelije svih vezivnih tkiva. Od
ekspresije miogenog faktora 5 (Myf5) zavisi i opredeljivanje adipocitnih prekursora. Myf5 pozitivni
prekursori zajednicki su za mrke adipocite i skeletne misSi¢e, dok su prekursori kod kojih nema
ekspresije ovog antigena zajedni¢ki za lozu belih i bez adipocita (28), (slika 2).
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Slika 2. Diferencijacija adipocita belog, bez i mrkog masnog tkiva (29)

Dakle, adipociti nastaju od mezenhimskih Ccelija koje se diferenciraju u lipoblaste
(preadipocite). Lipoblasti belog masnog tkiva su ¢elije vretenaste forme u ¢ijoj citoplazmi po¢inju da
se nagomilavaju sve brojnija lipidna tela malog pre¢nika koja postepeno pocinju da se sjedinjuju u
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jedno lipidno telo. Pored toga, u lipoblastima dolazi do pojave brojnih enzima ¢ija je funkcja
akumulacija i razlaganje masnih kiselina. Takode, jedro menja svoj oblik, odnosno od jajolikog ono
postaje srpasto, te biva potisnuto na periferiju ¢elije. Paralelno s tim, dolazi do promene oblika Celije
koja postaje loptasta (21).

Shodno tome, ove celije ¢e se u toku embrionalnog razvoja diferencirati u adipocite
eksprimiraju¢i transkripcione faktore PPARY/RXR (peroksizomnim proliferatorom aktivirani
receptor y/retinoidni X receptor) (23). Proces adipogeneze zapocinje aktivacijom CCAAT/pojacivac
vezujuceg proteina B (C/EBPp) koji inicira ekspresiju PPARy i C/EBPa vezivanjem za njihove
promotore, a kompleks PPARY/C/EBPa pokrece kaskadnu aktivaciju velikog broja gena koji profilisu
fenotip adipocita. Indukcijom ekspresije SREBP1c (engl. steroid response element-binding
proteinlc) u CD137 negativnim prekursorima aktivira se kaskada gena $to rezultuje stvaranjem belih
adipocita (30).

C/EBP proteini pripadaju superfamiliji transkripcionih faktora koja sadrzi domen baznog
leucinskog zatvaraca (engl. Basic Leucine Zipper Domain, bZIP domain) i predstavlja najveéu grupu
eukariotskih transkripcionih faktora. Opisano je Sest izoformi koje formiraju homo i hetero dimere
koji se vezuju za konsenzus sekvence odredenih gena. Uloga C/EBP nije ograni¢ena samo na
adipocite, ve¢ se uloga ovih proteina moze videti i u terminalnoj fazi diferencijacije granulocita i
hepatocita (31).

C/EBPa je najvaznija izoforma ovog proteina u diferencijaciji belih adipocita (27). Frytag i
saradnici su pokazali da ektopi¢na ekspresija C/EBPa u razli¢itim ¢elijskim linijama fibroblasta moze
indukovati adipogenezu (32).Takode, misevi kojima je nedostajao C/EBPa umirali su brzo nakon
rodenja zbog nemoguénosti proizvodnje glukoze. Dakle, pored funkcije koju C/EBPa obavlja u
formiranju adipocita, C/EBPa je veoma vazan u procesu glukoneogeneze Kkoji se odvija u jetri.
Inaktivacija C/EBPa u svim tkivima osim u jetri dokazuje da je C/EBPa neophodan u formiranju
belih adipocita. Medutim, C/EBPa ne uéestvuje u formiranju mrkog masnog tkiva. lako PPARY i
C/EBPa direktno uti¢u na diferencijaciju belih adipocita, istrazivanja na fibroblastima misa pokazala
su da PPARy moze indukovati adipogenezu u odsustvu C/EBPa. Medutim, vazno je napomenuti da
je funkcija C/EBPa tokom terminalne faze adipogeneze veoma vazna, s obzirom da nemoguénost
ekspresije C/EBPa rezultira insulinskom rezistencijom kao i nemogucnoséu diferencijacije belog
masnog tkiva in vivo (27).

2.3. Uloga belog masnog tkiva

Celije belog masnog tkiva imaju moguénost skladistenja energije u formi triglicerida i
oslobadanja energije u formi slobodnih masnih kiselina (33). Slobodne masne kiseline ulaze u
adipocite posredstvom pasivne difuzije ili aktivnhog transporta. Kada je koncentracija slobodnih
masnih kiselina u krvotoku visoka, one se posredstvom pasivne difuzije transportuju u adipocite, dok
je aktivan transport aktuelan onda kada je koncentracija slobodnih masnih kiselina niska (34). S
obzirom da slobodne masne kiseline 1 njihovi metabolic¢ki produkti mogu biti toksi¢ni, homeostatski
mehanizam obezbeduje balans izmedu skladiStenja i mobilizacije energije, te se samim tim sprecava
akumulacija toksi¢nih lipida u perifernim organima (35). Ovaj mehanizam funkcioniSe tako §to
adipociti postprandijalno preuzimaju neestrifikovane slobodne masne kiseline iz cirkulacije ¢ime
sprecavaju njihov lipotoksi¢ni efekat, a u vreme gladovanja 1 fizicke aktivnosti lipolizom osobadaju
slobodne masne kiseline i glicerol koje sluze kao izvor energije (36).

Kada je belo masno tkivo stimulisano neuralnim ili hormonskim mehanizmima trigliceridi se
razgraduju u glicerol i slobodne masne kiseline u procesu koji se zove mobilizacija. Masne kiseline
prolaze kroz membranu adipocita i ulaze u krvotok gde se vezu za albuim i na taj nacin transportuju
do drugih ¢elija koje koriste masne kiseline kao izvor energije (37). Mobilizacija masti, odnosno
lipoliza je pod uticajem niza hormona. Norepinefrin, glukagon i hormoni rasta iniciraju seriju
metabolickih koraka koji uticu na aktiviranje lipaze. Suprotno od delovanja ovih kateholamina,
insulin ima antilipoliticki efekat. Insulin inicira skladiStenje masti tako $to stimuliSe sintezu lipidnih
enzima (acetil CoA karboksilazu, malonil CoA transacilazu i druge) i time suprimira degradaciju
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lipida inhibiSu¢i delovanje hormon zavisne lipaze. Na taj nacin sprecava se oslobadanje masnih
kiselina (23).

2.4. Endokrina uloga belog masnog tkiva

Adipociti aktivno sintetiSu i lu¢e hormone, faktore rasta i citokine. Izmedu ostalog, adipociti
luce leptin i adiponektin, peptidne hormone koji su ukljuceni u regulaciju energetske homeostaze
(12). Leptin je hormon koji direktno uti¢e na suprimiranje unosa hrane i na potro$nju energije. Deficit
kalorijskog unosa i mrsavljenje za posledicu imaju smanjenje nivoa leptina. Takode, osobe kod kojih
postoji urodena leptinska insuficijencija su gojazne, mada se kod ve¢ine moze uociti hiperleptinemija
zbog rezistencije specifi¢nih receptora (30,38). Glukokortikoidi, insulin, faktor nekroze tumora alfa
(TNF-a) i estrogeni stimuli$u lucenje leptina, dok slobodne masne kiseline, Bz adrenericka aktivacija
I hormoni rasta inhibiSu njegovu sekreciju (39). Leptin je veoma znacajan faktor u stimulaciji
oksidacije slobodnih masnih kiselina u misi¢ima (40,41).

Adiponektin je insulin-senzitivni hormon i jedan od najrasprostranjenijih proteina plazme.
Stvara se u zrelim adipocitima, a prisustvo RNK je vece u perifernom masnom tkivu u odnosu na
visceralno. Receptori adiponektina se eksprimiraju u jetri i misi¢ima. Ukljucen je u proces oksidacije
masti u jetri i skeletnim misi¢ima, te smanjuje postprandijalnu hiperglikemiju (42).

TNF-a je proinflamatorni citokin koji se izmedu ostalog produkuje u adipocitima. Slobodne
masne kiseline stimuliSu proizvodnju TNF-a u makrofagama, dok TNF-a stimuliSe lipolizu u
adipocitima i lipogenezu u jetri (43,44). TNF- a ispoljava svoje efekte vezujuéi se za dva receptora,
TNFR1 i TNFR2. Receptori i gen za TNF- a su eksprimirani i modulirani u adipocitima, a neki od
njihovih metabolickih efekata rezultuju inhibicijom diferencijacije zrelih adipocita. Kao posledica
javlja se insulinska rezistencija kao i povecan nivo slobodnih masnih kiselina. Na ovaj nacin takode
dolazi do smanjene ekspresije PPARYy i drugih gena ukljucenih u utilizaciju lipida i glukoze (42,45).

Interleukin-6 (IL-6) je jo$ jedan od adipokina koji se stvara u adipocitima, iako ga primarno
produkuju T limfociti i makrofagi. Od ukupne koncentracije I1L-6, 1/3 se produkuje u adipocitima.
Prisustvo IL-6 je dva do tri puta vece u visceralnom masnom tkivu u odnosu na periferno. I1L-6
inhibise aktivnost lipoprotein lipaze i smanjuje diferencijaciju preadipocita u zrele adipocite (42,46).
Masno tkivo Iuéi i angiotenzinogen, rezistin, visfatin, plazminogen aktivatora inhibitor 1, adipsin, a
proizvodi i steroidne hormone (testosteron, estrogen i glukokortikoide). Polni hormoni i
glukokortikoidi se ne sintetiSu de novo, ve¢ se pomocu specificnih enzima eksprimiranih u
adipocitima pretvaraju iz inaktivnih formi u aktivne (23, 47-49).

2.5. Regulacija koli¢ine belog masnog tkiva

Endokrini sistem kontroliSe tkiva i1 organe koji ucestvuju u regulaciji telesne tezine i
metabolizma. Medusobno povezani hormonski i nervni signali koji proisticu iz masnog tkiva,
digestivnog trakta i centralnog nervnog sistema kontroliSu apetit, glad i energetsku homeostazu.
Koli¢ina masnog tkiva regulisana je kroz dva fizioloska sistema. Prvi sistem, kratkotrajno regulise
masu te kontroliSe apetit i metabolizam na dnevnom nivou. Dva peptidna hormona koja se stvaraju u
gastrointestinalnom traktu: grelin - stimulator apetita i neuropeptid YY (PYY) - supresor apetita,
veoma su znacajni za ovu vrstu regulacije. Grelin je mali polipeptid koga sintetiSu gastri¢ne epitelne
¢elije. lako mu je glavna uloga stimulacija apetita, on uti¢e i na prednji rezanj hipofize kako bi se
lu¢io hormon rasta. Kod ljudi, grelin funkcioniSse preko receptora lociranih u hipotalamusu,
povecavajuci osecaj gladi. S druge strane, mali gastrointestinalni hormon neuropeptid Y'Y, koji se
stvara u tankom crevu ima veoma vaznu ulogu u gubitku teZine tako $to daje osecaj sitosti neposredno
posle uzimanja obroka. Takode deluje preko receptora u hipotalamusu koji suprimiraju apetit (23,50).

Drugi sistem je povezan sa dugotrajnom regulacijom telesne tezine, $to znaci da kontinuirano
kontroli$e unos hrane. Pored tiroidnih hormona i glukokortikoida, dva glavna hormona koja uti¢u na
ovaj sistem su leptin i insulin. Leptin proizvode adipociti a koncentracija u krvotoku mu je
proporcionalna ukupnoj koli¢ini masti u organizmu. Porast nivoa leptina daje informaciju da je
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organizam sit i apetit se smanjuje, dok pad nivoa leptina stimuliSe apetit. Kada u organizmu postoji
nedostatak leptina ili receptora za leptin, javlja se povecana Zelja za unosom hrane. S druge strane,
insulin, hormon pankreasa, pored uloge u regulaciji nivoa glukoze u krvi ukljucen je i u regulaciju
metabolizma masnog tkiva (23).

3. MRKO MASNO TKIVO
3.1. Lokalizacija mrkog masnog tkiva

Za razliku od belog masnog tkiva ¢ija je primarna uloga skladiStenje energije, mrko masno
tkivo ima veoma znacajnu ulogu u odrzavanju telesne temperature, regulaciji energetskog balasna i
telesne tezine. Takode, mrko masno tkivo utice na metabolizam glukoze i lipida. Ovo tkivo je
metaboli¢ki veoma aktivno, te koristi hemijsku energiju za proizvodnju toplote (51,52). Naime, kod
hibernatorskih Zivotinja i novorodenih sisara postoje dva mehanizma termogeneze. Prvi oblik,
termogeneza drhtanjem, podrazumeva kontrakcije skeletnih misi¢a prilikom izlaganja hladno¢i, dok
se kod drugog oblika, termogeneze bez drhtanja, stvaranje toplote odvija u mrkom masnom tkivu (51,
53).

Ranije se smatralo da mrko masno tkivo, ukoliko je re¢ o ljudima, postoji samo kod fetusa i
novorodencadi, dok ga kod odraslih ljudi nema, ili ga ima u veoma malim koli¢inama. Kod
novorodencadi mrko masno tkivo ¢ini oko 5% ukupne telesne mase 1 lokalizovano je na ledima, uz
gornju polovinu ki¢me prema ramenima (54). Koli¢ina mrkog masnog tkiva se smanjuje kako
paravertebralnim, sternalnim i abdominalnim regionima tela. Kasnije, ono nestaje iz skoro svih
regiona osim u predelu oko bubrega, adrenalnih zlezda, toraksa, vrata, te velikih krvnih sudova poput
aorte (23). Medutim, klini¢ke opservacije kod pacijenata koji su imali maligne tumore pokazale su
prisutnost mrkog masnog tkiva kod odraslih. Naime, fluoro-deoksi-glukozna pozitrona emisiona
tomografija (FDG PET), veoma znacajna metoda u dijagnostici malignih tumora, pokazala je
bilateralnu apsorpciju glukoze u predelu ramena kod nekih pacijenata (slika 3). Kasnije se utvrdilo
da se apsorbcija glukoze znacajno povecala nakon akutne izloZenosti hladnoci. Nakon izolacije tkiva
iz ovih regiona tela utvrdeno je prisustvo brojnih adipocita u kojima je eksprimiran dekuplujuci
protein UCP1 (uncoupling protein 1 UCP1) (20).

FDG PET-CT
Normalna uhranjenost Gojaznost
termoneutralnost izlaganje hladno€i izlaganje hladno¢i

Slika 3. Detekcija mrkog masnog tkiva FDG PET-CT metodom kod gojaznih i normalno
uhranjenih osoba pri termoneutraloj temperaturi i izlozenosti hladno¢i (55)

Takode, volumen i aktivnost mrkog masnog tkiva posebno rastu tokom puberteta kod
adolescenata oba pola. To se moZe objasniti uticajem steroidnih polnih hormona kao i hormona rasta
(56). Smatra se da estrogen ima znacajan efekat u regulaciji potros$nje energije kod oba pola. Estrogen
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moduliSe ekspresiju adipogenih transkripcionih faktora, proliferaciju, diferencijaciju adipocita, te
regulise lipogeni i lipoliti¢ki put. Usled nedostatka estrogena dolazi do poremecaja termogeneze i do
smanjene ekspresije UCP1 proteina (57).

3.2. Struktura mrkog masnog tkiva

Mrko masno tkvivo se sastoji najve¢im delom od mrkih adipocita (40%), endotelskih ¢elija
(50%), preadipocita (2%) i intersticijskih Celija (1,7%). Ostatak ¢elije ¢ine mastociti, fibroblasti,
Svanove ¢elije i ¢elije poreklom iz krvotoka (57). Oblik adipocita mrkog masnog tkiva varira od
viSeugaonog do izduzenog i zavisi od trenutnog funkcionalnog stanja samih ¢elija.Velic¢ina adipocita
je nesto manja u odnosu na veli¢inu adipocita unilokulusnog masnog tkiva (21). U citoplazmi
adipocita nalazi se veliki broj lipidnih tela razli¢itih dimenzija, te se mrko masno tkivo naziva jos i
multilokulusnim masnim tkivom. Mrki adipociti poseduju brojne mitohondrije i jedan citohrom
prisutan na unutrasnjoj mitohondrijskoj membrani koji poseduje mrku obojenost. Brzo dopremanje
supstrata 1 kiseonika do tkiva omoguceno je prisustvom bogate vaskularne mreze koja takode ima
znacajnu ulogu u transferu produkovane toplote do svih regiona organizma (23,57). Mitohondrije
mrkih adipocita imaju brojne invaginacije sa unutrasnje strane u koje se ugaduje UCP1. Takode, BAT
poseduje veliki broj nervnih zavrSetaka koji su pod kontrolom simpati¢ke aktivacije, te posreduju u
centralnoj kontroli termogenog procesa (21), (slika 4).

mitohondrije

citoplazma

membrana

lipidno telo

Slika 4. Struktura adipocita mrkog masnog tkiva (25)

Termogena aktivnost mrkog masnog tkiva zavisi od UCP1 proteina. U citoplazmi mrkog
masnog tkiva mitohondrije sadrze UCP1 protein koji moze razdvojiti oksidaciju masnih kiselina od
proizvodnje ATP-a (58). Zahvaljuju¢i prisustvu ovog proteina, protoni (H*) ispumpani u
medumembranski prostor radom elektron-transportnog lanca vracaju se u matriks mitohondrija bez
prolaska kroz ATP sintezu, ¢ime se energija nastala pri oksidaciji supstrata ne koristi za sintezu ATP-
a ve¢ se rasipa u vidu toplote (59,60), (slika 6).



3.3. Poreklo i diferencijacija mrkog masnog tkiva

Poput belog masnog tkiva, mrko masno tkivo zajedno sa hrskavi¢avim, kostanim i misi¢nim
tkivom ima mezodermalno poreklo. Mezenhimska mati¢na celija (MSC) se opredeljuje u pravcu
preadipocita koji zatim proliferiSu i diferenciraju se u zrele adipocite. Istrazivanja su pokazala da
adipociti mrkog masnog tkiva vode poreklo od Myf5* mioblastnih prekursora. Miogeni faktor 5 je
protein kojeg kodira MYF5 gen. Njegova uloga je veoma vazna u miogenezi, pogotovo skeletnih
miSic¢a. Geloen i saradinci su u svom istrazivanju opisali Cetiri osnovna stadijuma u razvoju mrkih
adipocita:

> Intersticijska stem ¢elija, vretenasta celija koja se KkarakteriSe visokim nukleusno-
citoplazmatskim odnosom, razbacanim organelama, odsustvom lipidnih tela;

» Protoadipocit, za koji su karakteristi¢na retka mala lipidna tela;

> Preadipocit, koji poseduje sitna lipidna tela, brojne mitohondrije i dobro razvijen glatki
endoplazmaticni retikulum,;

» Zreli mrki adipocit koji se odlikuje brojnim lipidnim telima i mitohodnrijama, te predstavlja

zadnji stadijum diferencijacije (61).

Uprkos razlikama u ravoju i fizioloskoj funkciji mrkih i belih adipocita, oba tipa ¢elija dele slican
transkripcioni put koji kontrolise proces diferencijacije masnih tkiva (62). Kao i kod belog masnog
tkiva PPARYy je neophodan u diferencijaciji ¢elija mrkog masnog tkiva. Moguénost PPARy da
stimuliSe preadipocitnu diferencijaciju bilo u bele ili mrke adipocite zavisi od njegovih koaktivatora
(27). U pokusaju da se definiSu koraci u terminalnoj diferencijaciji mrkih adipocita, istrazivanja su
pokazala da C/EBPp i C/EBPS simultano reguli$u ekspresiju PPARy. Tanaka i saradnici su u svom
istrazivanju pokazali da miSevi u neonatalnom periodu koji su imali nedostatak C/EBPp i C/EBPS
nisu bili u moguénosti da razviju masno tkivo (63). Za diferencijaciju ¢elija mrkog masnog tkiva
neophodno je prisustvo PPARY, ali ovaj faktor nije sam u mogucnosti da indukuje terminalnu
diferencijaciju mrkih adipocita (26). Pored PPARYy, peroksizomni proliferatorom aktivirani receptor
a (PPARa) je transkricioni faktor koji stimulise oksidaciju  masnih kiselina i mitohondrijalnu
respiraciju. Aktivacijom PPARa dolazi do konverzije belih adipocita u bez adipocite. Ovaj proces
funkcionise tako §to PPARa direktno stimuliSe ekspresiju PGClo i PRDM16 te na taj nacin podstice
termogenezu mrkog i bez masog tkiva (64,65).

Skorija istrazivanja su dovela do identifikacije brojnih adipogenih faktora koji su ukljuceni u
adipogenezu mrkih adipocita. Jedan od bitnih regulatora diferencijacije je protein PRDM16 (engl.
Positive regulatory domain containing 16), kojeg kodira PRDM16 gen. Kako bi se inicirao razvoj
mrkog masnog tkiva neophodno je formiranje transkripcionog kompleksa PRDM16 sa
CCAAT/pojaciva¢ vezujuc¢im proteinom, pa je u ovom slucaju potreban C/EBPP. Ovaj kompleks
funkcioniSe kao transkripcioni koaktivator, koji indukuje i druge transkripcione faktore i
koaktivatore kao §to su PPARy i PGCla, a oba su neophodna u maturaciji mrkog masnog tkiva.
PGCla je identifikovan kod mrkog masnog tkiva i ponasa se kao koaktivator PPARy. PGCla je
takode i regulator mitohondrijalne biogeneze i oksidativnog metabolizma u vecini ¢elija, ukljuéujuci
mrke adipocite i ¢elije skeletnih misi¢a. Dakle, PRDM16 aktivira PPARy, PGCla i ZPF516, kroz
direktno vezivanje, te stimuliSe njihovu transkripcionu aktivnost. Formiranje ovog kompleksa je
neophodno kako bi se inicirao kompletan program diferencijacije mrkog masnog tkiva (65, 66),
(slika 5).
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Pored ve¢ navedenih faktora koji ucestvuju u diferencijaciji i aktivaciji mrkog masnog tkiva,
posebna paznja se pridaje transkripcionim faktorima koji pripadaju KLF grupi (Kriippel like Factor).
Jedan od njih je i protein u obliku cinkovog prsta Zfp423 (engl. Zinc finger protein 423). Zfp423 je
transkripcioni faktor koji se eksprimira u adipocitnim prekursorima (68, 69). Regulise ekspresiju
PPARYy , a takode veZe se za rani B Celijski faktor 2 Ebf2 (engl. Early B cell factor 2), te inhibise
moguénost Ebf2 da stimuliSe ekspresiju PRDM16 (70). Ekspresija ovog transkripcionog faktora je
veca u belom masnom tkivu u odnosu na mrko. Drugi transkripcioni faktor iz ove grupe je Zfp516
(engl. Zinc finger protein 516). Izlaganje hladno¢i podsti¢e ekspresiju ovog transkripcionog faktora
u BAT, te se veze za PRDM16 i stimulise transkripciju UCP1 proteina (71). Prekomerna ekspresija
Zfp516 u adipocitima povecava adipogenezu mrkog masnog tkiva kod miSeva. Istrazivanja na
miSevima pokazala su da delecija ovog transkripcionog faktora dovodi do drasticnog smanjenja mase
mrkog masnog tkiva (72). Za razliku od Zfp432, Ebf2 zajedno sa PPARy stimulise ekspresiju
PRDM16 i UCP1 u kulturama mrkih adipocita. Ekpresija Ebf2 je ve¢a u BAT nego u WAT, te
prekomerna ekspresija u belim adipocitima promovise adipogenezu bez masnog tkiva (70).

3.4.Uloga mrkog masnog tkiva

Termogeneza mrkog masnog tkiva je direktno regulisana simpati¢kim nervima koji su Siroko
rasprostranjeni u ovom tkivu. Izlaganje hladno¢i dovodi do pretvaranja neaktivnog tkiva (sa
termogenog aspekta) u aktivno termogeni organ. Hladno¢om indukovana termogeneza odlikuje se
pojacanim oslobadanjem noradrenalina iz simpatickih nervnih zavrSetaka koji se vezuje za a i B
adrenericke receptorne izoforme (a-AR i B-AR). Na ovaj na¢in dolazi do povecanja nivoa ciklicnog
adenozin monofosfata (CAMP). Ovaj molekul je odgovoran za oslobadanje kataliticke subjedinice
protein kinaze A, Cija je uloga fosforilacija hormon-senzitivne lipaze, klju¢nog enzima lipolize.
Oslobodene masne kiseline aktiviraju UCP1 i oksidisu se u mitohondrijama kako bi sluzile kao izvor
energije za termogenezu. Aktivnost, ekspresija i regulacija UCP1 zavise od trajanja stimulusa.
Hroni¢no izlaganje hladnoc¢i regulisano je na nivou genske ekspresije, dok se akutno izlaganje
hladno¢i karakteriSe porastom biohemijske aktivnosti UCP1 proteina (20, 59), (slika 6).
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Slika 6. Termogeneza mrkog masnog tkiva (73)

Dakle, osnovni supstrat za termogenezu mrkog masnog tkiva su masne Kiseline iz
intracelijskih triglicerida, kao i cirkuliSu¢e slobodne masne kiseline (FFA, engl. Free Fatty Acids) i
lipoproteini. Lipidi se dopremaju do mrkog masnog tkiva kao neestrifikovane masne kiseline ili kao
lipoproteini bogati trigliceridima. Lipoprotein lipaza (LPL) se eksprimira i lu¢i u BAT, a izlaganje
hladno¢i dodatno povecava njen nivo (74). Ovaj enzim hidrolizuje trigliceride iz lipoproteina u FFA
koje pospesuju termogenezu mrkog masnog tkiva kroz razli¢ite mehanizme. Slobodne masne kiseline
su neophodne kako bi se odvijala mitohondrijalna respiracija i termogeneza. Lipidi se direktno vezu
za mitohondrije u mrkim adipocitima, te na taj nacin verovatno pospesSuju dopremanje FFA do
mitohondrija. Kroz unutra$nju mitohondrijsku membranu do mitohondrijalnog matriksa FFA su
transportovane posredstvom Kkarnitin palmitoiltransferaze 1 i 2 (CTP1 i CTP2), gde se metabolisu
kroz proces B oksidacije u cilju oslobadanja hemijske energije (15). Istrazivanja na miSevima
pokazala su da se utiSavanjem CTP2 blokira utilizacija FFA u adipocite, te ima negativan uticaj na
hladno¢om indukovanu termogenezu (75). Pored toga, izlaganje hladno¢i dovodi do porasta u
mobilizaciji masti u belom masnom tkivu, te se oslobodene masne kiseline koriste u metabolizmu
mrkog masnog tkiva kao i u miSi¢nim tkivima (20, 76). Skorija istrazivanja su pokazala da kod ljudi
aktivacija BAT izlaganjem hladno¢i dovodi po porasta njegovog oksidativnog metabolizma, te dolazi
do smanjenja koncentracije triglicerida, pove¢anja HDL holesterola te povecanje potro$nje energije.
Dakle, aktivacija mrkog masnog tkiva pozitivno uti¢e na regulaciju dislipidemije, insulinske
rezistencije i drugih metabolickih poremecaja (12). Osim aktivacije lipolize, izlaganje hladno¢i
dovodi do ekspresije i aktivacije UCP1, proliferacije mrkih adipocita, mitohondriogeneze, biogeneze
peroksizoma, sinteze DNK i proteina, te smanjenja nivoa ¢elijske smrti (55).
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Takode, fizicka aktivnost, odnosno potros$nja energije u toku adipocitne termogeneze za
posledicu ima smanjenje nivoa glukoze, povecanje insulinske senzitivnosti, te deluje antiinflamatorno
(77). U toku fizicke aktivnosti dolazi do aktivacije mrkih adipocita tako §to se u skeletnim miSi¢ima
eksprimira trnaskripcioni koaktivator peroksizomni proliferatorom aktivirani receptor gama koaktivator
la (PGC-1a) koji podstice sekreciju irisina i drugih miokina koji deluju kao aktivatori UCP-1 u
adipocitima (78, 79). Drugi nacin podsticanja termogeneze u toku fizicke aktivnosti skeletnih misica
i izlaganja hladno¢i je povecanje ekspresije PGC-1a i sintez emeteorin-like hormona (Metrnl). Ovaj
hormon povecava ekspresiju interleukina 4 (IL-4) preko ecozinofilnih granulocita i promovise
polarizaciju makrofaga u masnom tkivu koji povecavaju adipocitnu termogenezu i1 produkciju
antiinflamatornih citokina (80).

Pored hladno¢om indukovane termogeneze, na aktivaciju BAT uticu i1 drugi faktori.
Istrazivanja su pokazala da tiroidni hormoni imaju uticaj na simpati¢ku aktivaciju termogeneze bez
drhtanja tako $to stimuli$u transkripciju UCP1 proteina (81). Tiroidni hormon T3 aktivno i direktno
utice na povecanu ekpresiju UCP1. T3 hormon luci Stitasta zlezda, ali u adipocitima takode moze da
se vrsi konverzija tiroksin (T4) hormona u T3 delovanjem DIO2 (engl. iodothyronine 5'—deiodinase
I) enzima koji se aktivira adrenerickom stimulacijom. Adipociti poseduju dve vrste nukleusnih
receptora za T3; tiroidni hormonski receptor a (TRa) i TRP. Tiroidni receptor B stimuliSe ekspresiju
UCP1 i proporcionalan je T3 koncetraciji u masnom tkivu (82).

Takode, dugotrajno izlaganje PB-adrenerickim agnonistima uti¢e na aktivaciju BAT (66).
Istrazivanja na glodarima pokazala su da dijetom-indukovana termogenza stimulise ekspanziju i
aktivaciju BAT (83). Naime, kod dijetom-indukovane termogeneze u odrzavanju telesne mase
znacajnu ulogu ima insulin. Pokazano je da insulin stimuliSe termogenezu aktivacijom simpatikusa i
reguliSe broj B3 — adrenergickih receptora (B3 —AR) u mrkom masnom tkivu kao odgovor na status
ishranjenosti. Gubitak insulinskih receptora u mrkom masnom tkivu rezultira smanjenom sekrecijom
insulina iz beta pankreasnih cCelija te samim tim uti¢e na homeostazu glukoze (55,84). Insulinska
stimulacija dovodi do aktiviranja razli¢itih metabolickih aktivnosti ukljucujuci 1 ekspresiju UCP-1
proteina. Takode, insulin stimulise preuzimanje glukoze u mrko masno tkivo nezavisno od termogene
aktivnosti (85). Transport glukoze vrsi se posredstvom insulinom-regulisanog glukoznog transportera
114 (GLUT1) i (GLUT4) (59). Insulin regulise funkcije ovih transportera i utice na unos glukoze na
nekoliko nacina. Pokazano je da insulin utie na stimulaciju translokacije unutarcelijksih GLUT4 na
membranu celije, zatim modifikuje GLUT4 protein ¢ime uti¢e na unos glukoze, te povecava
biosintezu ili smanjuje degradaciju GLUT4 (55,86).

Geneticka inaktivacija BAT 1 delecija UCP1 kod miSeva za posledicu je imala povecanje
telesne tezine (87). Drugim re¢ima, misevi koji imaju vecu koli¢inu BAT pokazuju vise senzitivnosti
na insulin, manje dobiju na telesoj teZini, imaju manje koncentracije FFA u serumu, te su zasti¢eni
od dijabetesa i drugih metaboli¢kih poremecaja (66). Takode, aktivacija BAT kod ljudi dovodi do
smanjene adipoznosti i telesne tezine, nizih vrednosti glukoze, ukupnog holesterola i LDL holesterola
(88). Dakle, mrko masno tkivo je potrosac energije bilo termogenezom ili podsticanjem drugih organa
na lipolizu 1 glikolizu. 1z tih razloga dolazi do spreavanja razvoja gojaznosti, insulinske rezistencije
i drugih metabolickih poremecaja koje nastaju kao posledica gojaznosti. Transplantacija BAT i
medikamentna stimulacija njegove aktivnosti su moguée metode u leCenju gojaznosti (89).

3.5. Endorkina uloga mrkog masnog tkiva

Na metabolizam ¢oveka mrko masno tkivo ne uti¢e samo sagorevanjem energije ve¢ znacajnu
ulogu imaju molekuli koji se luce u ovom tkivu. Kao i belo masno tkivo, BAT je takode endokrini
organ koji sintetiSe razlicite citokine, hormone i druge faktore kao Sto su adiponektin i leptin (65).
Pored jetre i belog masnog tkiva, BAT sintetiSe fibroblastne faktore rasta (FGF2, FGF21) koji
podsticu glikolizu u mnogim tkivima, ukljucujuéi i adipocite. Pored toga, FGF21 je neophodan pri
adaptaciji na hladnoc¢u i andrenerickoj stimulaciji (12). Takode, FGF21 moze direktno uticati na BAT
neovisno o adrenerickoj stimulaciji (65). Adipokini i inflamatorni citokini se sinteti§u u nesto manjim
koli¢inama nego u belom masnom tkivu osim IL-6 i IL-1a, neurogrelina 4 i insulinu sli¢nog faktora
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rasta 1 (IGF-1, engl. Insulin-like growth factor 1). Neurogrelin 4, kao endokrini hormon suprimira
lipognezu u jetri, dok je IGF-1 uklju¢en u smanjivanje hipergligemije kod miSeva sa dijabetesom tipa
1(15,90). IL-6 i IL-10 pospesuju simpaticku aktivnost CNS-a, oksidaciju FFA u jetri i srcu, uti¢u na
funkciju B-c¢elija pankreasa i stimulisu lipolizu u adipocitima (91). U mrkim adipocitima se sintetise
I neurotrofni faktor kao $to je mozdani faktor rasta (engl. Brain-derived neurotrophic factor). Pored
neurotrofina BAT sintetiSe vaskularni endotelni faktor rasta (VEFG). VEFG se eksprimira u BAT i u
proliferiSu¢im zrelim mrkim adipocitima, kako bi odrzavao visok nivo vaskularizacije. Noradrenalin
i izlaganje hladno¢i indukuju povecanju ekspresiju ovog proteina u mrkom masnom tkivu (92).
Endokrina uloga BAT se ogleda i u enzimskoj konverziji tiroksina u trijodtironin, a trijodtironin
autokrino i preko CNS-a povratno stimuli$e termogenezu u mrkim adipocitima (93).

4. BEZ MASNO TKIVO

Bez adipociti kao i ¢elije mrkog masnog tkiva sagorevaju energiju kako bi se proizvela toplota.
Bez masne c¢elije su definisane kao adipociti koji eksprimiraju UCP-1 protein van ¢elija klasi¢nog
masnog tkiva (83). Bez ili svetlo masno tkivo “beige-like cells” su rasprostranjeni unutar belog
masnog tkiva i morfoloski su veoma sli¢ni klasni¢nim mrkim adipocitima (94). Najcesce se nalaze
subkutano i mogu poprimiti “brown-like” fenotip izlaganjem hladno¢i, -adrenergi¢kim agonistima,
tiazolidindionima (TZD) i vezbanjem (95, 96). Bez tkivo, kao i mrko sadrzi brojna lipidna tela, pa se
naziva 1 multilokularno. Takode, eksprimira klju¢ne termogene gene ukllju¢uju¢u UCP1, PPARa,
PPARGC1A i PRDM16, te poseduje i gusto pakovane mitohondrije. Medutim, uprkos velikom broju
slicnosti bez adipociti imaju razli¢ite fenotipske i funkcionalne karakteristike (53). U bazalnim
okolnostima bez adipociti imaju veoma nizak nivo UCP1 proteina, ali izlaganjem stimulusima dolazi
do povecanja nivoa UCP1 proteina, te do povecanje potro$nje energije (83,97). Takode, bez adipociti
vode poreklo od MYF5 negativnih mrkih prekursora, belih preadipocita ili zrelih belih adipocita
(53).U skorije vreme brojna istrazivanja su sprovedena u cilju definisanja da li hladno¢om-indukovani
bez adipociti nastaju direktno iz zrelih belih adipocita ili su produkt de novo difencijacije adipocitnih
prekursorskih ¢eliija. Nekoliko studija sugeriSe da je direktna indukcija belih adipocita u bez
adipocite najverovatniji mehanizam “browning®“ efekta (98, 99). Medutim, istrazivanja koja su
sproveli Wu 1 saradnici pokazala su da beZ adipociti eksprimiraju Cd137 i transmembranski protein
26 (Tmem26) na povrsini ¢elija, te samo adipociti koji su se diferencirali iz bez preadipocita mogu
indukovati termogeni geneticki program f adrenerickom stimulacijom (100).

Brojne studije pokuSale su okarakterisati BAT Coveka koriste¢i markere karakteristine za
klasi¢ne mrke adipocite i bez adipocite miSeva. Mrko masno tkivo u interskapularnom regionu koje
je prisutno kod novorodencadi pokazuje karakteristike klasiénih mrkih adipocita, dok
supraklavikularni BAT prisutan kod odraslih osoba eksprimira visok nivo bez-adipocitnih gena (101).
Medutim, postoje studije koje pokazuju suprotne rezultate. Naime, Jespersen i saradnici pokazali su
da BAT pristuno kod odraslog ¢ovka eksprimira gene karakteristicne za klasi¢ne mrke adipocite
(102).Takode, histoloske studije na uzorcima biopsija su pokazale da se bez adipociti nalaze unutar
belog masnog tkiva u 24% odraslih osoba, te mogu dosti¢i i do 50%, ukoliko se izuzmu osobe starije
od 50 godina (103). Povecanje koli¢ine bez masnog tkiva moglo bi dovesti i do povecanja koli¢ine
BAT, te bi se na taj nacin takode povecala potro$nja energije (97).

5. GENSKI POLIMORFIZMI

Kao $to je ve¢ navedeno, adolescentna gojaznost rezultat je multifaktorske interakcije
genetickih, neuroendokrinih, metabolickih 1 bihevioralnih faktora sa faktorima spoljasnje sredine, a
kao naj¢es¢i pratioci gojaznosti su metaboli¢ki sindrom i dijabetes tipa 2. Analiza gena vaznih za
ekspresiju 1 aktivnost mrkog masnog tkiva moze nam omoguciti otkrivanje varijanti gena odgovornih
za individualne varijacije u nasem indeksu telesne mase, lipidnom statusu i glikemiji. Dosadasnja
istrazivanja identifikovala su nekoliko gena ¢iji proteinski produkti imaju vaznu ulogu u sintezi 1
funkciji mrkog masnog tkiva i za koje se smatra da su povezani sa metabolizmom lipida, glukoze i
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energetske homeostaze. Kako bi se utvrdila povezanost genskih polimorfizama sa odredenim
fenotipom 1ili oboljenjem pribegava se primeni studija asocijacije, €iji je primarni cilj analiza alela u
okviru gena kandidata i njegova asocijacija sa odredenim fenotipom. Prakti¢an znacaj ovakvih
istrazivanja jeste bolje razumevanje molekularnih osnova gojaznosti i otkrivanje novih strategija za
terapiju gojaznosti i njenih komorbiditeta. Ovakav pristup je od velikog znac¢aja uzimajuéi u obzir
povecanje broja gojazne dece u Srbiji i svetu.

Genomska varijabilnost podrazumeva Sirok spektar varijacija ukljucujuéi polimorfizam
pojedina¢nih nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism, SNP), inserciono delecione
polimorfizme, polimorfizme broja uzastopnih ponovaka (STR ili VNTR), transpozibilne elemente,
strukturne alteracije kao i varijacije u broju kopija (engl. copy number variation, CNV). Kada su u
pitanju SNP, oni nastaju kao posledica substitucija jednog baznog para drugim, a mogu biti tranzicije
ili transverzije, te predstavljaju naj¢eséi tip polimorfizama u humanom genomu. Neki regioni genoma
su bogatiji SNP-ovima od drugih, ali se smatra da oko 80% svih polimorfizama ¢ine upravo
polimorfizmi pojedina¢nih baza (104). S obzirom da ovi polimorfizmi mogu dovesti do promene
proteina (zavisno od tipa mutacije), a samim tim i do promene fenotipskih karakteristika, isptivanja
povezanosti odredenih genskih polimorfizama sa nekim od poligenskih svojstava imaju izuzetan
znacaj prilikom procene uticaja samog polimorfizma na ispitivani fenotip.

Na osnovu dosadasnjih saznanja o diferencijaciji mrkog masnog tkiva i njegovoj ulozi u
regulaciji telesne mase i metabolizmu glukoze i lipida, za ovo istrazivanje odabrani su polimorfizmi:
rs12409277 u genu za PRDM16, rs1561589 u genu za C-terminus-vezuju¢i protein 2 (CtBP2),
rs3856806 u genu za PPARY, rs8192678 u genu za koaktivator 1 alfa peroksizomnog proliferatorom
aktiviranog receptora gama (PGC-1a) i rs6265 u genu za mozdani faktor rasta (BDNF).

5.1. PRDM16
5.1.1. Struktura gena i proteina

U naslednoj osnovi ¢oveka, gen za PRDM16 (engl. PR domain containing 16) je lokalizovan
na hromozomu 1p36 (105). Gen sadrzi 17 kodiraju¢ih egzona, a duzina gena je oko 400kb. Od 17
egzona, egzon 1 12 sadrZe mesta inicijacije transkripcije 1 1 2, dok se u okviru egzona 4 nalazi interni
inicijatorni kod za translaciju kratke izoforme PRDM16 (106). Za familiju PRDM gena
karakteristiéno je prisustvo viSestrukih izoformi koje nastaju alternativnim splajsovanjem ili
upotrebom alternativnih promotora 107, (slika 7). Izoforme koje sadrze PR domen su suprimirane u
mnogim vrstama kancerogenih tumora, $to sugeriSe da se ove izoforme ponaSaju kao tumor supresori

(67), (slika 7).

A LI

[} ¥ |
1 ! 3 1 b 78 9 0uR 1B3W 1516 1
Slika 7. Struktura PRDM16 gena. Kodirajuci regioni su obojeni u plavo, dok su nekodirajuci beli.
Mesto inicijacije transkripcije obelezeno je strelicom (108)
Familija PRDM proteina broji 17 ¢lanova ¢iju strukturu ¢ini konzervisani N-terminalni PR
domen 1 veliki broj proteinskih struktura u obliku cinkovih prstiju. PR domen je veoma slican SET

(engl. suppressor of variegation 3-9, enhancer of zeste, and trithorax) domenu koji se nalazi u okviru
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mnogih histon-lizin-N-metiltranferaza (HMT) koje funkcionisu kao transkripcioni regulatori
proteinima koji u€estvuju u modifikaciji histona kao sto su histonske deacetilaze, acetiltransferaze, te
lizin metiltransferaze, kao i sa brojnim drugim aktivatorima i represorima vaznim za gensku
ekspresiju (107). Gen PRDM16 nosi informaciju za Cetiri izoforme proteina: protein pune duzine oko
170kDa, protein u skra¢enom obliku duzine 150kDa koji ne sadrzi PR domen na N terminus, kao i
jos dve izoforme nastale alternativnim splajsovanjem koje za sada nemaju jasno opisanu biolosku
funkciju (67).

PRDM16 protein se moZze podeliti na 6 glavnih domena. Pored PR domena koji se nalazi na
N-terminusu, ¢ija je duzina oko 125 amino kiselina, ovaj protein se sastoji od dva domena C2H2
cinkovih prstiju (ZF1/ZF2), proksimalnog regulatornog regiona (PRR), represionog domena (RD) i
kiselog aktivacionog domena (AD) koji se nalazi na C-terminu proteina (110) , (slika 8).
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Slika 8. Struktura PRDM16 proteina (110)

Izmedu ovih regiona, ¢ija je primarna funkcija vezivanje DNK za specificne sekvence, te
brojne druge protein-protein interakcije, nalaze se nizovi od 80 do 150 aminokiselina ¢ija uloga jo§
uvek nije precizno razjasnjena. Medutim, esencijalni delovi PRDM 16 proteina su ZF1 i ZF2 regioni,
s obzirom da se preko njih odvijaju protein-protein interakcije i specifi¢no vezivanje za DNK
sekvence. Poznato je da se ovaj protein preko ZF domena vezuje za PPARy/a i C/EBP/B/S, te na taj
nacin pojacava transkripcionu funkciju ovih faktora, kao i koaktivatora PGCla, Sto ga ¢ini klju¢nom
komponentnom u aktivaciji transkripcionog kompleksa termogenih gena (111). Represivna funkcija
PRDM16 u mrkim adipocitima se odvija kroz RD domen koji primarno intereaguje sa C-terminus-
vezuju¢im proteinima (CtBP). PRDM16 u belim adipocitima vrsi represiju transkripcije gena
specifi¢nih za belo masno tkivo. Takode, kod zivotinja kod kojih je utiSan gen za PRDM 16 dolazi do
represije gena specifi¢nih za mrko masno tkivo. Ovaj mehanizam regulacije je apsolutno zavisan od
interakcija sa CtBP1 i CtBP2 proteinima. Pored toga, PRDM16 podleze sumoilaciji na N-
terminalnom kraju RD domena neposredno pre prvog CtBP motiva. Sumoilacija na ovom delu
proteina pospesuje interakciju PRDM16 1 CtBP proteina, te je represija odredenih gena onemogucena
ukoliko dode do sprecavanja sumoilacije (106, 110).

5.1.2. Funkcija PRDM16

Pored dobro opisanog transkripcionog faktora PPARYy koji je jako bitan u diferencijaciji oba tipa
masnog tkiva, PRDM16 je definisan kao kljucni transkripcioni regulator mrkih adipocita. PRDM16
je veoma bitan u biologiji masnog tkiva s obzirom da je ukljucen u nekoliko fizioloskih procesa
ukljucujuéi homeostazu energije, metabolizam glukoze 1 lipida, kao 1 regulaciju telesne mase.
Pokazano je da deca i adolescenti kod kojih je otkriveno prisustvo mrkog masnog tkiva imaju
povecéanu ekspresiju PRDM16 gena (56). Dosadasnja istrazivanja pokazuju da PRDM16 indukuje
fenotip mrkog masnog tkiva iz prekursora belih adipocita ili fibroblasta koji eksprimiraju PPARYy
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(112). PRDM16 se vise eksprimira u BAT nego u WAT, ali kada se ektopi¢no eksprimira u
preadipocitima belog masnog tkiva ili u mioblastima, PRDM16 indukuje kompletan geneticki
program mrkih adipocita, povecava potro$nju energije, te poboljSava senzitivnost na insulin (113).
Indukcija genetickog programa mrkih adipocita ukljucuje i mitohondrijalnu biogenezu, povecanu
¢elijsku respiraciju i ekspresiju selektivnih gena za mrko masno tkivo (26). Kontinuirana ekspresija
PRDM16 u adipocitima belog masnog tkiva, omogucava pojavu bez adipocita koji imaju veoma
slicne termogene sposobnosti kao i klasicno mrko masno tkivo, ukljucujuéi i ekspresiju UCP-1
proteina (67, 114). Delecija PRDM16 u svim ¢elijama masnog tkiva uzrokuje teSku insulinsku
rezistenciju, steatozu jetre, gubitak funkcije bez masnog tkiva kao i pojavu gojaznosti (108).

Kao §to je prethodno opisano PRDM16 se direktno veze za specificne DNK sekvence kroz ZF1
i ZF2 domene. Tackaste mutacije PRDM16 u ZF DNK vezuju¢im motivima ne dovode do
poremecaja u indukciji diferencijacije mrkog masnog tkiva (66). Dakle, PRMD16 indukuje
selektivni geneticki program mrkih adipocita kroz protein-protein reakcije sa razli¢itim
transkripcionim faktorima. Takode, prethodno je opisano da proces diferencijacije mrkog masnog
tkiva zahteva formiranje transkripcionog kompleksa PRDM16 sa CCAAT/pB $to za rezultat ima
ekspresiju drugih transkripcionih faktora, kao $to su PPARy i PGCla. Pored toga, PRDM16
intereaguje sa histon metiltransferazom (EHMT1), koja funkcionise kao represor gena belog masnog
tkiva i skeletnih misica kroz epigeneticke modifikacije. Odsustvo EHMT1 enzima u masnom tkivu
misa rezultira u defektnoj adaptivnoj termogenezi. Takode, PRDM16 moze formirati kompleks sa
C-terminus-vezujuc¢im proteinima 1 i 2 (CTBP1,2) kako bi suprimirali specifi¢ne gene belog masnog
tkiva, kao $to su rezistin i angiotenzinogen, tako Sto direktno uti¢u na njihove promotore (67) , (slika
5).

5.1.3. Polimorfizmi PRDM16 gena

U okviru PRDM16 gena otkriveno je nekoliko polimorfizama koji su povezani sa vrednostima
telesne mase i rizikom od metaboli¢kog sindroma. Polimorfizam rs12409277 nalazi se u okviru 5
UTR regiona PRDM16 gena i nastaje baznom substitucijom timina u citozin. Ovaj polimorfizam uti¢e
na transkripcionu aktivnost PRDM16. DosadaSnja istrazivanja pokazuju da prisustvo alela C
odgovara povecanjoj ekspresiji PRDM16 gena (115). Uocena je asocijacija polimorfizma ovog gena
sa manjim rizikom za razvoj metaboli¢kog sindroma, a takode i sa nizim indeksom telesne mase kod
mladih (20-40 godina) i starijih (50-80 godina) muskaraca (116). Pored ovog polimorfizma, u okviru
PRDM16 gena analizirani su i rs2651899, rs2236518, te rs17390167 polimorfizmi koji se dovode u
vezu sa povisenim vrednostima lipidnih parametara, gojaznoSc¢u te metabolickim sindromom (116—
118). Do sada, ne postoje studije koje su istrazivale povezanost rs12409277 polimorfizma sa
vrednostima glikemije, lipidnog statusa i indeksa telesne mase kod dece ili adolescenata.

5.2. C- TERMINUS-VEZUJUCI PROTEIN 2 (CtBP2)
5.2.1. Struktura gena i proteina

C-terminus-vezujuéi protein je prvobitno identifikovan kao ¢elijski protein koji intereaguje sa
C-terminus regionom PXDSL (engl. Proline-Aspartate-Leucine-Serine) proteina humanog
adenovirusa EIA. U genomu ki¢menjaka, pa i coveka, postoje dva razli¢ita genska lokusa, CTBP1 i
CTBP2 (119). Gen za CtBP2 je lokalizovan na hromozomu 10 u regionu g26.13. CTBP2 gen
proizvodi alternativne transkripte koji kodiraju dva razli¢ita proteina. Jedan protein funkcioniSe kao
transkripcioni korepresor dok je druga izoforma glavna komponenta specijalizovanih sinapsi pozatih
kao sinapticke trake (RIBEYE). Kao rezultat razli¢itog RNK splajsovanja CTBP1 lokus kodira dve
proteinske izoforme CtBP1-L i CtBP1-S (120). Northern blot analize detektovale su produkt RIBEYE
veli¢ine 120-kDa koji se eksprimira isklju¢ivo u retini, dok se produkt CTBP2 veli¢ine 50 kDa
eksprimira u 24 tkiva ukljucujuéi jetru, pankreas, masno tkivo i misice (121).
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Proteini CtBP1 i CtBP2 dele 78% redosleda amino kiselina, te sadrze konzervisani N-
terminalni domen koji je odgovoran za vezivanje transkripcionih faktora u kom je lokalizovan
PXDLS motiv (122). Za familju CtBP proteina PXDLS motiv je od izuzetne vaznosti s obizrom da
mutacije u okviru ovog motiva u CtBP proteinima ili u vezuju¢im motivima proteina sa kojim
intereaguju negativno uticu na njihovu interakciju. Vezuju¢i domen PXDLS je esencijalan za funkciju
CtBP proteina, jer se kroz njega odvijaju interakcije sa histon-deacetilazama, histon-
metiltransferazama i transkripcionim represorima koji su neophodni kako bi CtBP vrsili korepresornu
funkciju. Pored ovog motiva, svi ¢lanovi CtPB familije poseduju povrSinski zleb koji omogucava
vezivanje CtBP sa RRT (Arg-Arg-Thr), vezuju¢im motivima. Dominantna funkcija RRT domena je
regrutovanje i vezivanje za odredene korepresore. Kroz ova dva vezuju¢a domena CtBP2 proteina se
odvija vecina interakcija sa korepresornim kompleksima i represornim proteinima (121). Takode,
CtBP proteini imaju homologne sekvence aminokiselina sa D-2-hidroksi-kiselina dehidrogenaza
(D2-HDH) enzimom, posebno unutar RRT vezujuc¢eg domena (slika 9).
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Slika 9. Struktura CtBP1 i CtBP2 proteina (121)

Dehidrogenazni domen sadrzi dinukelotid vezujuce mesto koje omogucava vezivanje NAD+
kao i NADH (nikotinamid adenin dinukleotid). Sposobnost vezivanja CtBP proteina sa NADH je
neophodna kako bi ovi proteini medusobno mogli formirati dimere te obavljati represiju transkripcije.
Sveukupno, PXDLS, RRT i dehidrogenazni domen CtBP1 i CtBP2 proteina ¢ine najve¢im delom
njihove strukture, medutim neke razlike su evidentne. Na N-terminusu CtBP2 poseduje signal
nukleusne lokalizacije (NLS) koji nije prisutan kod CtBP1. Ovaj region CtBP2 poseduje nekoliko
lizinskih ostataka koji su acetilovani, a doprinose zadrzavanju ovog proteina u jedru (123).

5.2.2. Funkcija CtBP2

CtBP2 deluje kao transkripcioni aktivator, regulator citoskeleta i kao korepresor transkripcije.
Do sada je poznato vise od 30 razli¢itih transkripcionih regulatora koji intereaguju sa CtBP
proteinima. Vecina CtBP-zavisnih transkripcionih regulatora su proteini koji se vezuju za specifi¢ne
DNK sekvence, §to implicira da CtBP funkcioni$u kao korepresori (119). Uloga CtBP proteina u
biologiji masnog tkiva je znacajna s obzirom da u interakciji sa PRDM16 suprimira ekspresiju gena
specificnih za Celije belog masnog tkiva, Sto je preduslov za aktiviranje ekspresije gena specificnih
za mrko masno tkivo. Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je PRDM16 koregulatorni protein ¢ija
je uloga znacajna u oba tipa masnog tkiva. Medutim, postavljalo se pitanje na koji na¢in PRDM16
simultano stimulise aktivaciju i represiju gena (124). Kajimura i saradnici su u svom istrazivanju
ispitivali mehanizam regulacije ovog genetickog programa. Rezultati su pokazali da PRDM16
direktno interaguje sa CtBP1 i CtBP2 kroz PXDLS motive, te da precis¢eni PRDM16 trankripcioni
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holokompleks sadrzi CtBP1 i CtBP2. Ova direktna interakcija selektivno uti¢e na represiju gena
specificnih za belo masno tkivo. Represija gena za belo masno tkivo se dogada kroz formiranje
kompleksa CtBP2/PRDM16, te njihovim delovanjem na promotore rezistina, angiotensinogena i
drugih gena belog masnog tkiva (125).

Celije belog masnog tkiva eksprimiraju gene &ija je ekspresija u mrkom masnom tkivu
znacajno smanjena ili ne postoji. Rezultati mikroerej analiza su omogucili identifikaciju 43 gena
specifi¢na za belo masno tkivo koji su suprimirani od strane PRDM16. Medutim, PRDM16 kod koga
su prisutne mutacije u vezuju¢im domenima pokazuju nemogucénost supresije 41 gena specificnih za
belo masno tkivo. Razlog tome je nevezivanje mutiranog PRDM16 za CtBP proteine. Primer tome je
angiotensinogen Cija je ekspresija suprimirana 90% sa nemutiranim PRDM 16, medutim nemogu¢nost
vezivanja mutiranog PRDM16 za CtBP2 rezultirala je drastiéno smanjenom represijom (Slika 10).
Takode, PGCla i PGCI1 mogu zameniti CtBP2, te formirati kompleks sa PRDM 16 kako bi doslo do
aktivacije gena selektivnih za mrko masno tkivo (125).

geni specificni za mrko masno tkivo

Slika 10. Mehanizam delovanja CtBP proteina na gene masnog tkiva (125)

Pored uloge u biologiji masnog tkiva, CtBP povezuju se sa razvojem malignih tumora. Studija
Zanga i saradnika ukazala je na prekomernu ekspresiju CtBP2 kod pacijenata sa karcinomom
prostate, jajnika, dojke i mnogih drugih (126).

5.2.3. Polimorfozmi CtBP2 gena

U dosadasnjim istrazivanjima u okviru CtBP2 gena pored rs1561589 polimorfizma,
analizirana su jo§ dva intronska polimorfizma rs126681170 i rs126674064 koji se dovode u vezu sa
rizikom za razvoj poremecaja u ishrani kao $to je anorexia nervosa, te povec¢anim vrednostima ITM
primarno kod zena (127). U okviru rs1561589 polimorfizma dolazi do zamene guanina u adenin.
Efekat ovog polimorfizma na ekspresiju CtBP2 gena i funkciju proteina jo$ uvek nije razjasnjen.
Takode, pregledom dostupne literature nisu nadeni podaci o studijama koje bi ukazale na povezanost
rs1561589 sa lipidnim statusom, ITM ili glikemijom kod dece ili adolescenata.
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5.3. PEROKSIZOMNI PROLIFERATOROM AKTIVIRANI RECEPTOR GAMA
(PPARY)

5.3.1. Struktura gena i proteina

Peroksizomni proliferatorom aktivirni receptori (PPAR) su nukleusni hormonski receptori i
ligand zavisni transkripcioni faktori. Identifikovani su devedesetih godina proslog veka, te su dobili
ovakav naziv zbog svoje mogucnosti da vezu substance koje indukuju proliferaciju peroksizoma
(128). Strukturno, ovi transkripcioni faktori su sli¢ni steroidnim i tiroidnim hormonskim receptorima.
Do sada, kod coveka su opisana tri pod tipa PPAR koji su kodirani razli¢itim genima. PPARa se
nalazi na hromozomu 22 u regionu 22ql2-ql3.1 i najvise se eksprimira u jetri, bubrezima, srcu i
misi¢ima. Drugi tip PPAR je PPARS koji se eksprimira u skoro svim tkivima, najviSe u misi¢ima i
mapiran je na hromozomu 6p21.1-p21.2. Treéa varijanta je PPARYy koji je lociran na hromozomu
3p25-p24.2, a gen se eksprimira u belom i mrkom masnom tkivu, endotelskim ¢éelijama gde ima
veoma vaznu ulogu u adipogenezi, termogenezi i skladistenju lipida (129). Gen za PPARy (PPARG)
je veli¢ine 100kb i sadrzi 9 egzona od kojih nastaju 3 transkripta (y1,y2 i y3). Ovi transkripti nastaju
alternativnim splajsovanjem ili upotrebom alternativnih ptomotora. Sva tri transkripta sadrze egzone
od 1-6. Transkript PPARy1 je veli¢ine 1892 bp i ima dodatna dva egzona koji se ne prevode, te je u
97% svoje strukture slican PPARY2 koji u svom transkriptu ima i exon B koji se prevodi. Za transkript
PPARY3 karakterisicno je pisustvo egzona A2 koji se ne prevodi, a sam transkript je nastao od
novootkrivenog promotora koji se nalazi na 5' kraju egzona 2A. Njegova ekspresija je ograni¢ena
isklju¢ivo na belo masno tkivo (slika 11).
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Slika 11. Struktura PPARG gena (130)

PPARYy protein nalazi se u jedru ¢elija, sadrzi 505 aminokiselina 1 ima molekularnu teZinu od
57,5 kDa. U okviru proteina postoje cetiri domena. Domeni A i1 B su odgovorni za regulaciju
transkripcije, domen C je znacajan u vezivanju za DNK, dok su domeni D, E i F ligand vezujuci
regioni. Dva od ovih domena su visoko konzervisani. Domen C sastoji se od dva motiva cinkovih
prstiju lokalizovanih na N-terminusu, a ovakva struktura omogucava specifi¢ne interakcije sa PPAR
regulatornim elementima. Drugi konzervisani domen je ligand vezujuéi, a njegovu sturkturu ¢ine o
heliksi i B ploc¢e koje se nalaze na C-terminusu, a omogucavaju vezivanje prirodnih ili sintetickih
liganada za PPAR. Aktivacija receptora moze biti ligand-zavisna (kroz aktivaciju AF2 domena na C-
terminusu) ili ligand-nezavisna (kroz aktivaciju AF1 domena na N-terminusu), (slika 12).
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Slika 12. Struktura PPARYy proteina (131)
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PPARYy2 poseduje dodatnih 28 aminokiselina na svom N-terminusu, $to poboljsava ligand-
nezavisnu aktivaciju u odnosu na izoformu y1. Od transkipcije do funkcionalnog proteina, PPARY je
odgovoran za niz kompleksnih procesa i interakcija. Na nivou transkripcije, to podrazumeva
epigeneticke modifikacije kao $to je metilacija promotora i acetilacija histona (132). Kada je re¢ o
posttranslacionim modifikacijama, one ukljuuju fosforilaciju, acetilaciju, ubikvintaciju i
sumoilaciju. Fosforlilacija PPARy moze da inhibira ili poveca transkripcionu aktivnost gena zavisno

......

glukokortikosteroide i faktore nekroze tumora (133).
5.3.2. Funkcija PPAR

Peroksizomni proliferatorom aktivirani receptori imaju veoma vaznu ulogu u kontroli
homeostaze masnog tkiva kroz regulaciju balansa izmedu anabolickog i oksidativnog procesa.
PPARa stimulise B oksidaciju masnih kiselina i mitohodrijalnu respiraciju. Aktivacijom PPARa
dolazi do konverzije WAT u bez adipocite, kao i do termogeneze mrkog masnog tkiva. Takode,
PPARa direktno stimuli$e ekspresiju PRDM16 i PPARGC1A , te na taj nain utiCe na termogenezu
mrkog masnog tkiva (15). PPARp/S, takode ucestvuju u okidaciji masnih ¢elija, indukciji ekspresije
UCP1 proteina §to doprinosi smanjenju mase belog masnog tkiva. Takode, je pokazan i anti-
inflamatorni efekat ove izoforme. Treca izoforma PPAR-a, PPARY, reguliSe ekspresiju gena
ukljuéenih u adipogenezu, lipogenezu, osetljivost na insulin, inflamaciju, te aterosklerozu (134).
Kako bi PPARYy postao transkripciono aktivan on se kao i ve¢ina drugih ¢lanova ove klase receptora
vezuje za PPAR regulatorne elemente, te heterodimerizuje sa RXR-om kako bi se vezao za DNK i
vr$io transaktivaciju ili transrepresiju specifi¢nih gena (31). Kada dode do vezivanja liganada,
receptor prolazi kroz konformacione promene §to omogucava vezivanje transkripcionih koaktivatora.
U odsustvu liganada, receptor ostaje vezan za transkripcione korepresore §to rezultira utiSavanjem
odredenog gena (135), (slika 13).

Koaktivator

Ligand : Korepresor

regulatorni elementi | » Tranksripcija gena

Slika 13. Transkripcija gena kroz mehanizam aktivacije PPARy (132)
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Specifi¢ni ligandi odgovorni za adipogenu aktivnost PPARy jos uvek nisu poznati, ali
potencijalni prirodni agonisti uklju¢uju polinezasicene masne kiseline, kao $to su prostanoidi.
Medutim, bolje razumevanje funkcije PPARy zasniva se na saznanjima o efektima primene
sintetickih agonista kao $to su tiazolidindioni (TZD), lekovi koji se koriste u le¢enju dijabetesa tipa
2. Aktivacija PPARy sa TZD utice na smanjenje periferne lipotoksi¢nosti i na normalizaciju luc¢enja
adipokina. Metaboli¢ki efekti ogledaju se u nizim vrednostima triglicerida u perifernoj krvi, jetri i
misi¢ima, kao i povec¢anim vrednostima triglicerida u masnom tkivu. Poznato je da PPARy stimulise
sintezu adiponektina u belom masnom tkivu sto doprinosi daljoj stimulaciji oksidacije FFA,
smanjenju koncentracije glukoze u jetri, te pove¢anom koris¢enju glukoze u musi¢ima. Skorija
istrazivanja su pokazala da PPARY, aktiviran sa TZD, povecava ekspresiju fibroblasnih faktora rasta
(FGF1 i FGF21) sto doprinosi remodelovanju masnog tkiva i odrzavanju normalne energetske
homeostaze (136).

PPARy je kljuéni transkripcioni faktor neophodan za diferencijaciju masnog tkiva.
Moguénost PPARY da stimulise preadipocitnu diferencijaciju bilo u bele ili mrke adipocite zavisi od
njegovih koaktivatora. Njegova interakcija sa PRDM16 transkripcionim faktorom dovodi do
ekspresije gena specifi¢nih za mrko i bez masno tkivo, kao 1 do ekspresije UCP1 proteina. Takode,
dolazi do represije gena specifiénih za belo masno tkivo. Pored toga, Sirtl (Sirtuinl) protein
deacetiliSe PPARY, te uti¢e na vezivanje PPARy za PRDM16 u mrkim i bez adipocitima. S druge
strane, vezivanjem za TLE3 protein (engl. Transducin-like enhancer protein 3) PPARY suprimira
ekspresiju mrkih 1 bez selektivih gena i stimuliSe ekspresiju gena specifi¢nih za belo masno tkivo.
Oba proteina, PRDM16 i TLE3 imaju tendenciju vezivanja za isti domen unutar PPARy (137). U
odsustvu PPARY prekursorske ¢elije nisu u moguénosti da eksprimiraju bilo koji aspekt adipocitnog
fenotipa. Studije su pokazale da je ektopi¢na ekspresija PPARy u neadipogenim fibroblastima miSa
dovoljna da inicira kompletan adipogeni program. Takode, istrazivanja na tetraploidnim miSevima
pokazala su da odsustvo PPARY kod ovog tipa zivotinja rezultira u nemoguénosti formiranja masnog
tkiva (31).Pored toga, istrazivanja pokazaju da su misevi sa “knock-out* mutacijom PPARYy razvili
insulinsku rezistenciju i hiperlipidemiju usled poremecaja u regulaciji insulinske signaizacije,
kori$¢enja FFA i lipolize (138).

5.3.3. Polimorfizmi PPARG gena

U okviru PPARG gena opisano je vise mutacija koje se dovode u vezu sa metabolickim
poremecajima i lipodistrofijom. Klasifikovane su kao Cesti polimorfizmi (Prol2Ala, His477His),
dominantno negativne mutacije (Val290Met, Cys162Tyr), mutacije haploinsuficijencije
(Arg425Cys, Phe388Leu), mutacije dobitka funkcije (Pro115GIn) i promotorkse varijante (P2 C-
689T, P4 A-14G), (tabela 1). Studije su pokazale da Pro12Ala polimorfna varijanta (rs1801282) moze
biti faktor rizika za poveéan indeks telesne mase, kardiovaskularne bolesti i dijabetes tipa 2 (139).
Takode, retka mutacija u ligand-vezuju¢em domenu PPARG gena dovodi do delimi¢ne lipodistrofije
sa teSkom rezistencijom na insulin, ranom pojavom dijabetesa, dislipidemije i hipertenzije. Jedna od
Cestih polimorfnih varijanti u ovom genu nalazi se u egzonu 6 i dovodi do zamene citozina timinom
na poziciji 1431 (rs3856806). Ovaj polimorfizam je povezan sa nizim indeksom telesne mase,
povoljnijim lipidnim profilom i smanjenim rizikom od koronarnih arterijskih bolesti (140, 141).
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Tabela 1. Polimorfizmi PPARG gena koji se povezuju sa metabolickim poremecajima (139)

Polimorfizam Karakteristike metabolizma
Dijabetes tipa 2
Prol2Ala Poveéan ITM
Izmenjene vrednosti insulina
P467L, V290M Insulinska rezistencija

Steatoza jetre
Hipertenzija
Dijabetes tipa 2

rs29722164, rs11128598,

rs17793951, rs1151996, Smanjena funkcija B ¢elija

rs3856806

V162 Povedani nivoi ukupnog i LDL holesterola
C161T CHD kod pacijenata sa dijabetesom tipa 2
C1431T Rizik faktor za CHD

$289C Dislipidemija, gojaznost i hipertenzija
H449L Insulinska rezistencija, steatoza jetre, FPLD3
c.1040>C FPDL3, hipertenzija, dislipidemija

R1655 L339X FPDL3 i hipertenzija

ITM-indeks telesne mase; LDL-lipoprotein niske gustine; CHD-koronarna arterijska bolest;FPLD3- familijarna
parcijalna lipodistrofija 3

5.4. PEROKSIZOMNI PROLIFERATOROM AKTIVIRANI RECEPTOR GAMA
KOAKTIVATOR-1a (PGC-1a)

5.4.1. Strukturagena i proteina

Peroksizomni proliferatorom aktivirani receptor y koaktivator la (PGC-1a) pripada maloj
familiji trankripcionih koaktivatora koja pored ovog proteina ukljucuje jo§ PGC-1p i PRC (PGC-1-
related coactivator). Sva tri koaktivatora dele sli¢ne strukturne karakteristike i uti¢u na ekspresiju
gena vezivanjem i koaktivacijom razli¢itih transkripcionih faktora i nukleusnih receptora.
PPARGC1A gen je mapiran na hromozomu 4p15.2. Gen je duzine ~76kb iima 13 egzona i 12 introna.
Transkripcijom nastaju 2 iIRNK generisane upotrebom 2 poliadenilacijska signala (AATAAA i
AATAA). Velic¢ina egzona varira od 46 nukleotida (egzon 6) do 916 nukleotida (egzon 8). Egzon 1
sadrzi kodon za inicijaciju translacije, dok su TAA stop kodon i 3' UTR region locirani u egzonu 13
(142), (slika 14).

AATAAS
ATG TAA | AATAAS
| b
1 2 45 6 810 11 13
7 =] 12

Slika 14. Organizacija PPARGC1A gena (142)
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Gen kodira protein (PGC-1a) koji se sastoji od 779 aminokiselina i ima molekulsku masu od
91-kDa. Protein sadrzi 3 LxXLL motiva (L-leucin; x-bilo koja aminokiselina) blizu N-terminusa, serin
i arginin domene (SR), RNK vezuju¢i domen na C-teminusu kao i 3 pretpostavljena mesta
fosforilacije. Izmedu LxxLL i SR domena identifikovan je domen za koji se vezuje PPARy (76).
PGC-1 koaktivatori imaju veoma jaku transkripcionu aktivnost kada se vezu za heterologne DNK
vezuju¢e domene. Takode, vezuju se za nekoliko HAT-proteina na svom N-terminalnom regiou
ukljucujuéi C-vezujuci protein (CBP), p300 i steroidni receptroski koaktivoator 1 (SRC-1). Ovi
proteini acetiliSu histone i remodeluju strukturu hromatina kako bi dozvolili vezivanje drugih
transkripcionih faktora neophodnih za aktivaciju gena. PGCla transkripioni koaktivatorski kompleks
moze da zameni represorske proteine kao Sto su histon deacetilaze, te na taj nacin omogucava gensku
transkripciju. Takode, PGC-1a intereaguje sa velikim brojem transkripcionih faktora, te na taj nacin
uti¢e na aktivaciju razli¢itih bioloskih procesa u mnogim tkivima (143). Na primer, PGC-1a moze da
interaguje sa veé¢inom ¢lanova nukleusne familje receptora, vrlo Cesto u ligand-zavisnom maniru,
medutim u nekim slu¢ajevima ligandi nisu potrebni, kao S§to je slucaj u interakciji sa PPARYy
proteinom. PGC-la takode intereaguje sa trankripcionim faktorima koji ne pripadaju familiji
nukleusnih receptora kao $to je FOXO1 (engl. Forkhead box protein O1) (144) i mogim drugim, §to
je prikazano u tabeli 2.

Tabela 2. Interakcija PGC-1a sa razli¢itim tranksripcionim faktorima i njihova funckija (143)

Transkripcioni faktori PGCla  Funkcija

NRF-1 + Mitohondrijalni geni
NRF-2 + Mitohondrijalni geni
PPARa + Oksidacija masnih kiselina
PPARB/6 + Oksidacija masnih kiselina
PPARy + Indukcija UCP1 proteina
ERRa, B, ¥ + Sekrecija lipoproteina
LXRa, B + Metabolizam triglicerida
ERa, B + Nepoznata

PXR + Nepoznata

Sox9 + Hondrogeneza

FOXO1 + Glukoneogeneza

HNF4a + Glukoneogeneza
SREBP13, 1c, 2 - Lipogeneza

5.4.2. Funkcija PGC-1a

PGC-1a je transkripcioni koaktivator ukljucen u regulaciju brojnih procesa poput termogeneze
mrkog masnog tkiva, glukoneogeneze i insulinske osetljivosti kao i B oksidacije masnih kiselina u
jetri. Takode, za PGC-1a se smatra da je klju¢ni faktor biogeneze mitohondrija (145). lako PGC-1a
nije neophodan za diferencijaciju mrkog masnog tkiva, ima veoma vaznu ulogu u njegovoj aktivaciji.
Tokom embrionalnog razvoja PGC-la i B utiCu na regulaciju formiranja mrkog masnog tkiva
deluju¢i kao koaktivatori odredenih transkripcionih faktora poput PPARy,a i §, te nukleusnih
respiratornih faktora NRF-1 i 2, koji s druge strane imaju zna¢ajnu ulogu u termogenezi i biogenezi
mitohondrija (27). Geneticka inaktivacija PGCla dovodi do smanjenog kapaciteta termogeneze in
vivo, dok ektopi¢na ekspresija PGCla u celijama belog masnog tkiva indukuje ekspresiju
mitohondrijalnih i termogenih gena (26, 103). Takode, dokazano je da mrki preadipociti u kulturi
bez PGC-1la i B gube moguénost mitohondriogeneze. Ekspresija PGC-1a je u velikoj meri
indukovana hladno¢om. Istrazivanja su pokazala da su miSevi kod kojih postoji nedostatak PGC1-a

ekstremno osetljivi na hladno¢u. Razlog tome je defektna termogeneza ¢iji je moguéi uzrok
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poremecena funkcija 3 oksidacije masnih celija i elektronskog transporta u mitohodnrijama, takode
pracena smanjenom indukcijom UCP1 proteina u mrkom masnom tkivu (146). Do sada je opisano
nekoliko transkripcionih faktora koji uti¢u na razvoj i funkciju mrkog masnog tkiva kroz regulaciju
tranksripcione aktivnosti PGC-1a. Tako, na primer, RIP140 (engl. receptor-interacting protein 140)
korepresor mnogih nukleusnih receptora kroz fizicke interakcije suprimira tranksripcionu aktivnost
PGC-1a. S druge strane, geneticka inaktivacija RIP140 uzrokuje pojavu bez ¢elija u belom masnom
tkivu. Na sli¢an nacin deluju i Rb (retinoblastom) protein i p107 protein, takode ¢lan familije Rb
proteina. Adipociti nastali iz fibroblasta ili embrionalnih mati¢nih ¢éelija koje ne poseduju protein Rb
pokazuju fenotip mrkog masnog tkiva sa visokim sadrzajem mitohondrija, te povecanom
ekspresijom UCP1 proteina, PGC-1a i mitohondrijalnih gena. Takode, kod miSeva koji ne poseduju
p107 proteina dolazi do akumulacije bez masnog tkiva unutar WAT depoa koje imaju multilokulusna
lipidna tela, mnostvo mitohondrija i visok nivo ekspresije PGC-1a i UCP1 proteina (26).

Pored efekta na termogenezu mrkog masnog tkiva, PGC-1a u kompleksu sa NRF 112 stimuluse
ekspresiju mitohondrijalnog transkripcionog faktora A (Tfatm), proteina koji je kljucan u replikaciji
i trankripciji mitohondrijalne DNK. Stimulacija ekspresije mitohondrijalnih gena od strane PGC-1a
1 B ima za rezultat povecanu enzimsku aktivnost vezanu za Krebsov ciklus, f oksidacuju masnih
kiselina i oksidativnu fosforlilaciju. lako je ovaj transkripcioni faktor sam po sebi nezamenljiv kada
je u pitanju mitohondrijalna biogeneza, on je takode neophodan za normalnu ekspresiju brojnih
mitohondrijalnih gena. Skorija istrazivanja su pokazala da je inaktivacija PGC-1a kod miSeva za
posledicu imala smanjen nivo iRNK mitohondrijalnih gena u svim tkivima koja su do sada
ispitivana, ukljucujuéi jetru, srce, skeletne misi¢e, mrko masno tkivo i mozak. lako PGC-1f ima
sli¢nu strukturu i sli¢ne interakcije sa drugim genima kao PGC-10, nije u moguénosti da kompenzuje
ulogu PGC-1a kada je u pitanju normalna transkpcija mitohondrijalnih gena (143). Disfunkcija
mitohondrija za posledicu ima razvoj insulinske rezistencije i dijabetesa tipa 2, $to sugeriSe da bi
defekti u PGC-1a imali sli¢an efekat. S obzirom da insulin stimuliSe procese deponovanja energije,
kao i1 da inhibira kataboli¢ke puteve, za pretpostaviti je da se aktivnost PGC-1a inhibira pod dejstvom
insulina. Studije su pokazale da insulin moze inhibirati PGC-1a putem aktivacije Akt puta, ¢ime se
sa druge strane inhibira FoxO1, protein koji ima ulogu u vezivanju i aktiviranju PGC-1a. Takode,
Pokazano je da PGC-1a pospesuje transport glukoze u skeletne miSice tako $to uti¢e na regulaciju
glukoznog transportera 4 (GLUT4). 1z ovih podataka moglo bi se zakljuciti da bi smanjena aktivnost
PGC-1a mogla doprineti insulinskoj rezistenciji u misi¢ima. Istrazivanja su pokazala da osobe sa
dijabetesom imaju suprimiranu PGC-1a ekspresiju u skeletnim misi¢ima (147). Medutim, doprinos
PGC-1a razvoju insulinske rezistencije i dijabetesa nije u potpnosti razjasnjen u velikoj meri zbog
njegove kompleksne uloge u razli¢itim tkivima (148).

5.4.3. Polimorfizmi PPARGC1A gena

S obizrom da PGC-la ima ulogu u regulaciji brojnih metaboli¢kih karatkeristika ne
iznenaduje Cinjenica da je disregulacija ovog proteina povezana sa brojnim patoloskim stanjima poput
insulinske rezistencije, dijabetesa tipa 2 i dislipidemije. U okviru PPARGC1A gena opisan je
polimorfizam Gly482Ser (rs8192678), u kojem dolazi do zamene glicina serinom na kodonu 482,
odnosno zamene guanina adeninom (G>A). Prisustvo ovog polimorfizma uti¢e na efikasnost
proteina, gde nosioci A alela imaju smanjenu ekspresiju proteina za 60% u odnosu na osobe GG
genotipa (149). Dosadasnje studije su pokazale povezanost ovog polimorfizma sa rizikom za
dobijanje dijabetesa tipa 2 i pojavom gojaznosti. Rezultati meta-analize iz 7 nezavisnih studija u
populaciji kavkazoidnog stanovnistva ukazuju na povezanost ovog polimorfizma sa dijabetesom tipa
2, gde nosioci AA genotipa imaju povecan rizik za nastanak dijabetesa tipa 2 u odnosu na nosice G
alela (150). Takode, rezultati nekoliko studija pokazaju povezanost rs8192678 polimorfizma sa visim
koncentracijama triglicerida u serumu, kako kod dece i adolesenata, tako i kod odraslih osoba
(149,151). Pored ovog polimorfizma, u okviru PPARGC1A gena opisano je joS nekoliko
polimorfizama koji se dovode u vezu sa rizikom za dobijanje dijabetesa tipa 2, a to su rs8192678G>A,
rs2970847C>T, rs3736265G>A i rs3755863 C>T (150).
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5.5. MOZDANI FAKTOR RASTA (BDNF)
5.5.1. Struktura gena i proteina

U humanom genomu gen za BDNF (engl. Brain derived neurotrophic factor) je lokalizovan na
hromozmu 11 u regionu 11p13. DuZzina gena je ~ 70 kb. BDNF i ima veoma kompleksnu strukturu s
obzirom da se sastoji od 11 egzona: I-V, Vh, VI-VIII, VIIIh i IX (152). Od navedenih egzona, samo
je egzon IX (koji se nalazi na 3' kraju gena) kodirajuci i sastoji se od regiona a,b,c i d. Aid i saradnici
su opisali 9 razli¢itih mesta inicijacije transkripcije, $to implicira da 9 razli¢itih promotora uti¢e na
transkripciju BDNF (153), (slika 15).
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Slika 15. Struktura BDNF gena i transkipata (154)

Upotrebom alternativnih promotora i mehanizama splajsovanja, generisSu se 34 razli¢ita BDNF
zrela transkripta koji kodiraju 4 razli¢ita proteinska produkta. Kompleksnost strukture BDNF ogleda
se 1 u prisustvu dva alternativna mesta zavrSetka transkripcije unutar egzona IX koja generiSu dva
razli¢ita transkripta iRNK. Prva varijanta iRNK sa kratkim 3' UTR regionom (~0.35 kb) je najvise
zastupljena u stomi, dok se iRNK sa dugim 3' UTR regionom (~2.85 kb) najéesce nalazi u dendritima
kortikalnih neurona (155,156). Ekspresija BDNF nije ograni¢ena samo na centralni nervni sistem.
Prolaskom kroz krvno-mozdanu barijeru u oba smera, BDNF cirkulise sistemski, a eksprimira se i u
drugim tkivima poput krvi, testisa, timusa, plu¢a i masnog tkiva (157, 158). Istrazivanje koje su
sproveli Pruunsild i saradnici, pokazuje da je ekspresija alternativnih BDNF transkripata specifi¢na
za svako tkivo. Na primer, nivo ekspresije transkripata koji sadrze egzone VI i [Xabcd je visoka u
srcu, placenti i prostati, dok je visok nivo ekspresije onih tranksripata koji sadrze egzon VI uocen u
plu¢ima (159). lako je struktura BDNF gena izuzetno kompleksna, otkrivene su samo ¢etiri proteinske
varijante. Naime, BDNF se inicijalno sintetise na endoplazmati¢nom retikulumu kao prekursorski
protein (pre-pro BDNF) veli¢ine ~ 27 kDa. Nakon secenja signalnog peptida nastaje pro-BDNF,
prekursorska forma neurotropina koja se sastoji od pro-domena duzine 129 aminokiselina i zrelog
BDNF duzine priblizno 118 aminokiselina. Potom se pro-BDNF transportuje u Goldzijev kompleks
gde se rasporeduje u konstitutivne ili regulatorne sekretorne vezikule (160). Pro-BDNF podleze
inracelijskom proteolitickom razlaganju kako bi se generisao zreli BDNF, ili se lu¢i u formi pro-
BDNF, a zatim se na ekstracelularnom nivou razlaze kako bi se dobio zreli BDNF. Vezikularni
proBDNF se konvertuje u zreli protein dejstvom endoproteaza kao §to je furin ili u nezrelim
sekretornim granulama proprotein konvertazama. Vezikularna sekrecija ukljucuje i zreli BDNF kao
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iproBDNF, s tim da je nivo lucenja zrelog BDNF-a zavisan od tipa i aktivnosti konvertaza. Efikasnost
razlaganja, a samim tim i odnos pro i zrelog BDNF-a se razlikuje u postnatalnom periodu. Naime, u
neonatalnoj i adolescentnoj fazi Zivota oba tipa proteina su prisutna, dok u odrasloj dobi kod ¢oveka
dominira zreli BDNF protein (155, 161), (slika 16).
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Slika 16. Obrada BDNF preproteina (162)

Na transkipciju BDNF-g, transport iRNK i proteina u dendrite, te sekreciju proteina znacajno utice
aktivnost neurona, kao i odredeni neuropeptidi i hormoni. Glutamat osloboden iz ekscitatornih sinapsi
se vezuje za receptore na sintaptickoj membrani rezultirajuéi ulaskom Na* i Ca? kroz receptore a-
amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionske kiseline (AMPA), N-metil-D-aspartat (NMDA)
receptore i naponom kontrolisane kalcijumske kanale. Ca?" aktivira razli¢ite proteinske kinaze koje
sa druge strane indukuju transkripciju BDNF gena (163). BDNF je koncentrisan u vezikulama koje
se transportuju do eksona, odnosno presinapti¢kih terminala i dendrita iz kojih se oslobadaju u
odgovoru na aktivaciju glutamatskih receptora. Produkti BDNF gena se vezuju za receptore visokog
afiniteta-tirozin kinaze (trkB) i receptore niskog afiniteta (p75) (164). Od cetiri pro-BDNF varijante,
najviSe je zastupljena proBDNF1. ProBDNF2 varijanta u odnosu na proBDNF1 poseduje 8
aminokiselina vise na N-terminusu, dok proBDNF3 ima jos 7 aminokiselina vise. Za razliku od
navedenih varijanti, ProBDNF4 ima deleciju 48 aminokiselina koja je posledica alternativnog
splajsovanja (165).

5.5.2. Funkcija BDNF-a

BDNF pripada familiji neurotrofina koja takode obuhvata i nervni faktor rasta (NGF), neurotrofin
3 (NT3) i neurotrofin 4/5 (NT4/5) (152). BDNF ima znacajnu ulogu u prezivljavanju i diferencijaciji
neurona u centralnom i perifernom nervnom sistemu. Takode, uti¢e na izrastanje i morfologiju aksona
I dendrita. U kasnijim fazama razvoja nevnog sistema BDNF uti¢e na regulaciju sinapticke
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transmisije i plasti¢nosti (157). Najvise se eksprimira u centralnom nervnom sistemu ukljucujuéi
korteks, hipokampus i limbicke strukture, te je njegova ekspresija u ovim regionima mozga povezana
sa boljim kognitivnim statusom (166). Medutim, istrazivanja su pokazala da funkcija BNDF-a nije
ogranicena samo na neuroloski razvoj, sinapticku plasti¢nost 1 ulogu u memoriji i ucenju ve€ i na
ulogu koju ima u regulaciji krvnog pritiska, metabolizma glukoze i lipida, te homeostaze energije
(167). Istrazivanja su pokazala da je haploinsuficijencija BDNF-a kod miSeva za posledicu imala
pojavu dijebetesa, gojaznosti, te pojacan apetit. Misevi koji su imali nedostatak BDNF-a u
hipokampalnim neuronima razvili su anksiozne poremecaje i gojaznost, dok je sa druge strane
gladovanje imalo pozitivan efekat na bihevioralne pormecaje kao i na smanjenje telesne mase i
insulinske rezistencije (164,168). Aplikacija BDNF-a u intracerebroventrikularni region miseva
indukovala je supresiju apetita i smanjenje telesne mase, dok je delecija BDNF gena kod istih miseva
povezana sa pojavom gojaznosti, poviSenim serumskim nivoima leptina, insulina, holesterola i
glukoze. lako je supresija apetita jedan od nacina na koji BDNF utice na energetsku homeostazu,
skorija istrazivanja su pokazala jo§ direktnije mehanizme delovanja BDNF-a na organe ukljuc¢ene u
metabolizam energije. Pokazano je da kod miSeva koji imaju mutirane leptinske receptore, nezavisno
od unosa hrane, prisustvo BDNF-a u CNS-u smanjuje nivo glukoze u krvi i povecava potros$nju
energije. BDNF uti¢e na razliCite tipove ¢elija u organizmu koje su odgovorne za metabolizam
glukoze ukljuéujuci beta pankreasne Celije, hepatocite i Celije skeletnih misica (169).

Tsuchida i saradnici su u svom istrazivanju pokazali uticaj BDNF-a na metabolizam lipida.
Naime, kod db/db miSeva koji su tretirani subkutanim injekcijama BDNF-a u periodu od tri nedelje,
dva puta sedmi¢no, merene su koncentracije neestrifikovanih slobodnih masnih kiselina, ukupnog
holestrola i triglicerida. Na kraju tretmana, rezultati su pokazali zna¢ajno smanjenje koncentracija
navedenih parametara u odnosu na miseve koji nisu bili tretirani (170). Takode, neki od metabolickih
efekata BDNF-a ogledaju se kroz potrosnju energije posredstvom perifernih tkiva (164, 171, 172).
Prisustvo  BDNF u razli¢itim delovima hipotalamusa, primarmo u ventromedijalnom i
paraventrikularnom jezgru rezultirala je indukcijom ekspresije UCP-1 proteina, te povecanjem
potro$nje energije koja bi se bar delimi¢no mogla pripisati poveéanoj akitvnosti mrkog masnog tkiva
(173). Takode, prekomerna ekspresija BDNF-a u hipotalamusu kroz mehanizam aktivacije
simpatickih neurona moze indukovati konverziju WAT u BAT (84, 174). S toga, endogeno prisustvo
BDNF-a je neophodno u ovom procesu, a transformacija se odvija kao odgovor na eksterne stimuluse
(senzorne, motoricke, kognitivne i socijalne) (103).

5.5.3. Polimorfizmi gena za BDNF

U genu za mozdani faktor rasta postoji nekoliko opisanih polimorfizama od kojih je najvise
proucavan polimorfizam rs6265 koji nastaje na 196-om nukleotidu substitucijom guanina (G)
adeninom (A), te dovodi do zamene valina metioninom (Val66Met) na poziciji 66. Do substitucije
dolazi u prodomenu koji se iseca u toku nastajanja zrelog BDNF, ali se smatra znaajnim regionom
S obzirom da uti¢e na transport BDNF-a (175, 176). Zamena valina metioninom narusava intracelijski
transport, ¢elijsku obradu, te sekreciju BDNF-a , $to dovodi do smanjenja produkcije zrelog BDNF-
a, a samim tim i do nizih koncentracija u serumu (177). Ovaj polimorfizam se dovodi u vezu sa
poremecajima u ishrani kao $to su anorexia i bulimia nervosa, te drugim neuropsihijatrijskim
poremecajima. Takode, istrazivanja su pokazala uticaj Val66Met polimorfizma na regulaciju telesne
mase, ITM, dijabetes tipa 2 i kardiometabolicke bolesti (178, 179). Meta-analize pokazale su da
nosioci Val66Met polimorfizma imaju poveéan rizik od 33% za razvoj poremecaja u ishrani (180).
Kaledna i saradnici su u svom istrazivanju pokazali da deca i adolescenti koji su nosici Met alela
imaju nizi ITM, te je kod adolescenata uo¢en nizi nivo glukoze u krvi (181). Medutim, rezultati drugih
istrazivanja pokazuju da nosioci Met alela imaju viSe vrednosti glukoze u krvi, te da su takve
individue sklonije pojavi gojaznosti (168). U studiji Peng-a i saradnika pronadena je veza izmedu
Val66Met polimorfizma i lipidnog statusa, gde su nosici Met varijante imali viSe vrednosti triglicerida
ali i nize vrednosti HDL holesterola (157).
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Pored ovog polimorfizma, analizirani su i drugi polimorfizmi u okviru BDNF gena, a koji se
dovode u vezu sa gojazno$éu, dislipidemijom i dijabetesom tipa 2. Na primer, Studija Mou i saradnika
obuhvatila je analizu 44 polimorfizma u okviru gena za BDNF. Najznacajniji rezulati ove studije
pokazuju da su nosioci redeg C alela u polimorfizmu rs12291063 imali nizu ekspresiju BDNF-a u
ventromedijanim regionima mozga, te vecu adipoznost kako kod dece tako i kod odraslih (182).
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6. CILJEVI RADA

Imajuci u vidu porast ucestalosti gojaznosti 1 njenih komorbiditeta kako u Srbiji tako i1 u svetu,
istrazivanje u okviru doktorske disertacije je sprovedeno u cilju ispitivanja povezanosti
polimorfizama pojedina¢nih nukleotida (SNP) u genima znacajnim za diferencijaciju i aktivaciju
mrkog masnog tkiva sa indeksom telesne mase (ITM), glikemijom i lipidnim statusom u grupi
adolescenata uzrasta 15 godina. DosadasSnji literaturni podaci ukazuju da mrko masno tkivo ima
vaznu ulogu u regulaciji telesne mase, metabolizmu glukoze i lipida i energetskoj homeostazi,
posebno u periodu adolescencije kada volumen 1 aktivnost ovog tkiva najvise rastu. Postavljena je
hipoteza koja je u osnovi ove doktorske disertacije: Polimorfne varijante gena koji imaju vaznu ulogu
u regulaciji ekspresije i aktivnosti mrkog masnog tkiva mogu uticati na individualne varijacije u
indeksu telesne mase, lipidnom statusu i glikemiji adolescenata.

Prakti¢ni cilj ovog istrazivanja jeste bolje razumevanje molekularnih osnova gojaznosti §to bi
omogucilo otkrivanje novih strategija za terapiju gojaznosti i njenih komorbiditeta.

Uzimajuéi u obzir da u periodu adolescencije izmedu devoj€ica i de€aka postoje znacajne razlike u
nivou lipida analize asocijacije polimorfnih varijanti vri¢e se ne samo na ukupnom uzorku vec i
odvojeno po polovima. Takode, imaju¢i u vidu da preuhranjena i gojazna deca imaju znacajno manje
ukupnog (funkcionalnog i nefunkcionalnog) mrkog masnog tkiva u u poredenju sa decom normalne
telesne mase analize ¢e se vrsiti 1 posebno kod adolescenata normalne telesne mase i preuhranjenih i
gojaznih adolescenata.

Potvrda navedene hipoteze omogucila bi otkrivanje varijanti gena odgovornih za individualne
varijacije u indeksu telesne mase, lipidnom statusu i glikemiji adolescenata i omogucéila bolje
razumevanje uloge mrkog masnog tkiva u regulaciji indeksa telesne mase, lipidnog statusa i glikemije
adolescenata.

Naucni cilj istraZivanja je postavljen na slede¢i nacin:

1. Odrediti ucestalosti genotipova i alela polimorfizama pojedina¢nih nukleotida u genima za
PRDM16 (rs12409277), CtBP2 (rs1561589), PPARy (rs385806), PGC-1a (rs8192678) i
BDNF (rs6265).

2. lIspitati da li postoji statisticki znacajna povezanost genotipova analiziranih polimorfizama
PRDM16, CtBP2, PPARG, PPARGC1A, i BDNF gena sa indeksom telesne mase.

3. lspitati da 1i postoji statisticki znaCajna povezanost genotipova analiziranih polimorfizama
PRDM16, CtBP2, PPARG, PPARGCI1A, i BDNF gena i biohemijskih parametara (nivo
glukoze, triglicerida, ukupnog, HDL i LDL holesterola).
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7. UZORCI

U istrazivanje je uklju¢eno 308 adolescenata oba pola, uzrasta 15 godina koji su pregledani u
okviru Jugoslovenske studije prekursora ateroskleroze kod skolske dece (JUSAD, 2003. godine).
Uzorak je selektovan slucajnim odabirom 217 adolescenata normalnog indeksa telesne mase
(ITM<85. percentila) i 91 adolescent ¢iji indeks telesne mase prelazi 85 percentila (preuhranjeni i
gojazni). Od ukupnog broja selektovane dece 153 odnosno 49,68% su bili decaci, dok je devojcica
bilo 155, odnosno 50,32%. Na osnovu podataka iz JUSAD studije, prekomerno uhranjeni su decéaci
&iji je ITM>23,6 kg/m? i devojcice sa ITM>23,8 kg/m? dok u kategoriju gojaznih spadaju decaci sa
ITM>27 kg/m? i devojcice sa ITM>27,2 kg/m?.

Tokom uzorkovanja za sve ispitanike su prikupljeni anamnesticki podaci o predhodnim
oboljenjima roditelja koji ukljucuju infarkt miokarda, hipertenziju, dijabetes i1 gojaznost. Takode,
prikupljeni su i podaci o prethodnim oboljenjima ispitanika koja obuhvataju: krize svesti, poremecaje
sr¢anog ritma, infektivni miokarditis ili perikarditis, astmu, alergije i hipertireozu.

Prilikom redovnih godi$njih pregleda u 11 pedijatrijskih centara primarne zdravstvene zastite
(Cukarica, Palilula, Pozarevac, UZice, Kraljevo, Knjazevac, Bor, Ni§, Subotica, Arilje i Despotovac)
uzete su antropometrijske mere koje ukljucuju visinu, tezinu, godine i pol za sve ispitanike. U
momentu pregleda svi ispitanici su imali normalan psihofizi¢ki rast i razvoj. Podaci su prikupljani na
osnovu standardiznovanih uputnika i klini¢kih pregleda. Indeks telesne mase (ITM) je izracunat na
osnovu ispitanikove mase u kg podeljene sa kvadratom visine u m. Visina je merena bez obuce do
najblize 1cm. Prlikom merenja telesne mase ispitanici su nosili laganu odecu, bez obuce a koris¢ena
je kalibrisana vaga kojom je moguée meriti do najblize 0,1 kg.

Takode, prikupljeni su podaci biohemijskih analiza - glikemije i vrednosti triglicerida, ukupnog
holesterola, te HDL i LDL holesterola. Molekularno-geneticka istrazivanja sprovedena su na Institutu
za humanu genetiku Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Za ovo istrazivanje dobijena je
saglasnost Etickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Kriterijum za iskljucivanje iz studije je prisustvo bar jednog od navedenih poremecaja:
e dijabetes tip i Il,

sistemska (generalizovana) inflamacija,

kardiovaskularne bolesti,

maligne bolesti,

geneticki sindromi,

hroni¢na nepokretljivost ili cerebralna paraliza.

8. BIOHEMIJSKE ANALIZE

Prilikom odredivanja lipidnih parametara kori$¢ene su standarne laboratorijske enzimske
metode. Lipidni parametri su odrdivani u serumu nakog gladovanja od 12 sati. Svi uzorci su drzani u
frizideru na +4°C do analiziranja.

8.1. Glikemija

Nivo Secera u krvi odredivan je standardnim laboratorijskim protokolima koji se zasniva na
odredivanju glukoze sa heksokinazom i glukozodehidrogenazom. Pri ovoj metodi glukoza se u
prisustvu ATP-a delovanjem heksokinaze i Mg* fosforilira u glukoza 6-fosfat. Prilikom delovanja G-
6-PD i NADP* glukoza 6-fosfat oksidira u 6 fosfoglukonat. Poveéanje koncentracije NADP meri se
na 340 nm. Normalne vrednosti $e¢era u krvi su od 3,5-6,1 mmol/I.
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8.2. Ukupan holesterol

Ukupan holesterol je odredivan enzimskom metodom koja se zasniva na delovanju holesterol
esteraze i holesterol oksidaze. Holesterol se prevodi u 4-holesten-3-on pri ¢emu nastaje vodonik-
peroksid, koji oksiduje hromogen (fenol i 4-aminoantipirin) u crveni hinonimin pod delovanjem
peroksidaze. Absorbancija hinonimina se meri na 500-540 nm i proporcionalna je koncentraciji
holesterola u uzorku. Normalne vrednosti su do 5,20 mmol/L.

8.3. HDL holesterol

HDL holesterol je odredivan primenom precipitiraju¢eg agensa, koji formira nerastvorene komplekse
(lipoprotein-polianjon-dvovalentni katjon kompleks) sa hilomikronima, VLDL i LDL u serumu.
Nakon centrifugiranja HDL holesterol se u supernatantu odreduje enzimskom metodom. Optimalne
vrednosti za HDL holesterol su > 1,60 mmol/L.

8.4. LDL holesterol

LDL holesterol je izra¢unavan preko Friedwaldove formule: LDL - holesterol (mmol/L) = ukupan
holesterol- HDL holesterol- trigliceridi/2,2. Optimalne vrednosti za LDL-holesterol treba da iznose
<3,40 mmol/L.

8.5. Trigliceridi

Trigliceridi su odredivani enzimskom, kalorimetrijskom metodom uz KkoriSéenje enzima
lipoproteinske lipaze, glicerol kinaze, glicerol-3-fosfat oksidaze i peroksidaze i odgovarajuceg
hromogena. Hinonimin, koji nastaje iz ove reakcije meri se na 500-546 nm i njegova izmerena
absorbancija proporcionalna je koncentraciji triglicerida u uzorku. Normalne vrednosti triglicerida su
do 1,70 mmol/L (10).

9. METODE MOLEKULARNO - GENETICKE ANALIZE

U ovom istrazivanju molekularno-geneticke metode obuhvataju izolaciju ukupne genomske
DNK iz limfocita periferne krvi, detekciju polimorfizama PRDM16 i CtBP2 gena primenom PCR-a
u realnom vremenu uz upotrebu standardizovanih TagMan®SNP eseja za genotipizaciju i detekciju
polimorfizama PPARG, PPARGC1A i BDNF gena primenom reakcije lan¢ane polimerizacije (PCR)
i restrikcijom produkata PCR reakcije specifi¢nim restrikcionim enzimima (PCR-RFLPs metoda).

9.1. Izolacija DNK iz limfocita periferne krvi

Ukupna genomska DNK izolovana je iz limfocita periferne krvi adolescenata. 1zolacija DNK
je vrSena metodom isoljavanja (,,salting out™) po Milleru (183). Metoda se zasniva na uzorkovanju
5ml venske krvi sa antikoagulansom (Na-citrat ili EDTA). Potom se krv pomesa sa istom koli¢inom
pufera za lizu, te se drzi u frizideru na +4°C 15-20 minuta. Zatim se centrifugira 15 minuta na 2000
obrtaja, supernatant se odbaci, a talog resuspenduje u 5-10 ml fizioloskog pufera. Zatim se uzorak
ponovo centrifugira 15 min na 2000 obrtaja, a postupak se ponavlja 2-3 puta dok talog ne pobeli.
Nakon poslednjeg “ispiranja” supernatant se odbaci a talogu doda 3 ml pufera A, 50 pl 10%
proteinaze K i 200ul 10% SDS (Na-dodecisulfat). Uzorak se dobro resuspenduje i preko no¢i inkubira
na 37°C. Slede¢eg dana dodaje se Iml 6M NaCl, te se dobro promucka i centrifugira 15 min na 3000
obrtaja. Nakon toga se supernatant prenosi u ¢istu epruvetu i centrifugira 15 minuta na 4000 obrtaja.
Supernatant se pazljivo presipa u ¢istu graduisanu epruvetu, te se dodaje isti volumen izopropanola.
Muckanjem epruvete izdvaja se belicasti kon¢i¢ DNK. DNK se pazljivo pokupi staklenim Stapi¢em i
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potopi 30 sekundi u 70% etanol. DNK se osusi na vazduhu a potom se rastvori u 300l redestilovane
vode.

Tabela 3. Sastav pufera za izolaciju DNK

Pufer za lizu *! Fizioloski pufer Pufer A TE pufer
0,32 M saharoza 0,075 M NacCl 10 mM TRIS HCI *2 10 mM TRIS HCI *2
10 mM TRIS HCI *2 0,025 M EDTApH 8 400 ml NacCl 1mM EDTA
1% TRITON x 100 2mM EDTA
5 mM MgCl2

*1 Autoklavirati i ¢uvati na +4C°, *2 pH 7,5

Koncentracija DNK u uzorku merena je spektrofotometrom na 260nm, a ¢isto¢a DNK odredivana je
na osnovu absorbance uzoraka na 260 i 280nm.

9.2. PCR u realnom vremenu (Real Time PCR)

Za analizu polimorfizama se pored PCR-RFLPs primenjuje i Real Time PCR, odnosno PCR
u realnom vremenu. Ova metoda se zasniva na istom principu kao konvencionalan PCR. Primenom
ove metodologije dinamika amplifikacije se prati u realnom vremenu posle svakog ciklusa. U slu¢aju
TagMan eseja za genotipizaciju pored neophodnih prajmera koriste se 1 alel specificne
oligonukleotidne probe. Ove probe su na 5' kraju obeleZene razli¢itim fluorescentnim bojama koje
sluze kao reporter boje (npr. VIC i FAM), dok na 3' kraju imaju prigusivac, ¢ija je uloga blokiranje
emisije fluorescencije. Prilikom vezivanja prajmera u toku reakcije, dolazi i do vezivanja jedne od
proba. Potom, kada Taqg polimeraza dodaje nove nukleotide, proba se uklanja 5'-3' egzonukleaznom
aktivnos$¢u enzima. Prvo dolazi do odvajanja 5' nukleotida sa reporterom, te se samim tim udaljava
od priguSivaca §to za rezultat daje fluorescenciju boje koju aparat registruje. Intenzitet fluorescencije
raste iz ciklusa u ciklus te je moguce pratiti dinamiku PCR reakcije u realnom vremenu (slika 17). Po
zavrSetku reakcije, povecanje fluorescencije samo jedne od boja ukazuje na homozigotno stanje za
dati alel, dok povecanje fluorescencije obe boje oznacava heterozigotno stanje za date alele (slika
18). Real Time PCR reakcije izvrSene su na aparatu 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA) a
analizirane primenom softvera Applied Biosystems 7500 software v2.0.6.
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Slika 17. Princip rada Real Time PCR metode (184)
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Slika 18. Primer prikaza SNP rezultata primenom TagMan eseja
9.3. Analiza polimorfizama rs12409277 gena za PRDM16 i rs1561589 gena za CtBP2

Prilikom analize ovog polimorfizma koris¢eno je 12.5 pl reakcione smese koja za svaki uzorak sadrzi
slede¢e komponente:
= 6,25 ul TagMan Universal PCR Master mix (2X)
= 0,625 ul 20X SNP Genotyping Assay
= 0,5 ul DNK (1-20ng/ul)
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= H:0- REDE ampulirane do 12,5 ul

Uslovi amplifikacije bili su:

aktivacija AmpliTaq Gold enzima 10 minuta na 95°C

40 ciklusa od 2 koraka:

denaturacija 15 sekundi na 92 °C

vezivanje i ekstenzija prajmera, te polimerizacija DNK 1 minuta na 60°C
zavrsna ekstenzija 7 minuta na 72°C.

vINE Y Y

9.4. PCR metoda i restrikciona digestija PCR produkata (PCR-RFLPs metoda)

Lancana reakcija polimerizacije (PCR) je metoda kojom se umnozavaju ciljani segmenti DNK
sekvence u uzorku ukupne genomske DNK ili heterogene cDNK. Poznavanje odredene DNK
sekvence Koristi se za kreiranje dva oligonukleotidna prajmera-grani¢nika duzine oko 20-30 bp koji
su komplementarni sa DNK nizovima koji ograni¢avaju ciljni segment DNK. Prvi segment PCR
reakcije jeste denaturacija dvostrukog lanca DNK podizanjem temperature. Nakon denaturacije
prajmeri se vezuju za komplementarne sekvence jednolanéane DNK matrice i ponasaju se kao RNK
pocetnice. U prisustvu dezoksinukleotidnih fosfata (1ATP, dCTP, dGTP i dTTP) termostabilna DNK
polimeraza produzava nizove prajmera DNK i na taj nacin sintetiSe komplementarne DNK sekvence.
Nakon 30-40 ponovljenih ciklusa proizvesée se vise od milion amplikona ciljnog DNK segmenta.
Neophodni reagensi za PCR reakciju su H20, dezoksinukleotid trifosfati (ANTP), Mg++, pufer 10X,
Tag polimeraza i dva prajmera (Fw;Rev) (185).

Prilikom analize PPARG, PPARGC1A i BDNF polimorfizama u ovom radu kori$éeno je 25ul smese
za PCR koja za svaki uzorak sadrzi:

2,5 ul 10 x PCR pufera

1,5 pl 25 mM MgCl12

0,5 ul 10 mM dNTP (smesa, 10mM svakog dNTP)

0,5 pl prim 1 (300 ng / pul )

0,5 ul prim 2 (300 ng / ul )

2 pl DNK (100 ng / pl )

0, 2 pl Taq polimeraze ( SU/ ul)

H20 (REDE ampulirane) do 25 pl.

PCR reakcija se odvijala kroz cikluse:

1. Denaturacije (na temperaturi od 95°C)

2. Vezivanja prajmera (annealing na temperaturi od 52-70°C)

3. Sinteze novih lanaca (elongacija na temperaturi od 72°C).

Kroz 35-40 uzastopno ponovljenih ciklusa dobije se 10° ciljne DNK sekvence. Ugradnja nukleotida
pri elongaciji se odvija brzinom od 300-100 nukleotida u sekundi. Umnozeni ciljni segment DNK se
nakon PCR reakcije lako vizuelizuje kao jedna traka odredene duzine nakon primene gel
elektroforeze.

Sve PCR reakcije u ovom radu su izvrSene na aparatu Applied Biosystems Thermal Cycler 2720.
Provera ispitivanih PCR produkata vrSena je na 2% agaroznom gelu. Nakon toga, primenjivani su
odgovarajuci restrikcioni enzimi specifi¢ni za svaki od navedenih polimorfizama koji seku DNK
sekvencu na ta¢no odredenom restrikcionom mestu, te je nakon inkubacije uzoraka provera produkata
vrsena na 8% poliakrilamidnom gelu (PAA). Bojenje DNK radeno je etidijum-bromidom ili
Sybr®safe DNA bojom, a gelovi su vizuelizovani osvetljavanjem na UV-transiluminatoru.

Za pripremu 2% agaroznog gela potrebno je:

1. 1gagaroze

2. 10 ml 5X TBE pufera

3. 40 ml H0.
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Za pripremu 8% poliakrilamidnog gela je potrebno sledece:
6 ml H.0O

2 ml TBE pufera

2 ml 40% akrilamida

70 pl APS-a (amonijum persulfat)

13 ul TEMED-a (tetrametiletilendiamin).

orwbpPE

9.5. Analiza polimorfizma 1431C>T (rs3856806) gena za PPARY

Prilikom analize ovog polimorfizma koriS$¢eni su prajmeri koji ograni¢avaju region od 259 bp.
Sekvence prajmera su:

Fw prajmer: 5'- CAG GTT TGC TGA ATG TGA AGC-3'

Rev prajmer: 5'- TGG CTC AGG ACT CTC TGC TAG-3'

Uslovi PCR reakcije bili su:

inicijalna denaturacija 5 minuta na 94° C

37 ciklusa od 3 koraka

denaturacija 30 sekundi na 94° C

vezivanje prajmera 30 sekundi na 63 °C

ekstenzija prajmera i polimerizacija na DNK 30 sekundi na 72 °C

zavrs$na ekstenzija 7 minuta na 72° C.

Posle PCR reakcije digestija produkata vrSena je Nlalll enzimom koji je izolovan iz bakterije
Neisseria lactamica. Ovaj enzim prepoznaje niz nukleotida 5' ....CATG|...3' i see sekvencu na
nazna¢enom mestu.

YV @@ P Y Yy

Restrikcija Nlalll enzimom se odvijala u smesi koja sadrzi:
1. 6 pl PCR produkta

2.5 U enzima (0.4 pul)

3. 1,5 pl 10 X pufera Nlalll

4. 8,2 ul H20.

Inkubacija uzoraka je trajala 2 sata na temperaturi od 37°C u termostatu. Posle secenja
enzimom 1 elektroforetskog razdvajanja u slucaju alelne varijante C oc¢ekuju se fragmenti duZina
197bp, 62bp. U slucaju alelne varijante T o¢ekuju se fragmenti duzina 156bp, 65bp i 41bp (slika 19).
Vizuelizacija restrikcionih fragmentata vrSena je primenom vertikalne elektroforeze na 8%
nedenaturiSucem poliakrilamidnom gelu. Vertikalna elektroforeza je trajala 45 minuta i odvijala se
pri konstantnoj jacini struje od 45 mA.
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Slika 19. Raspored traka PCR produkta rs3856806 polimorfizma nakon digestije restrikcionim
enzimom na 8% PAA gelu

Slika 19 prikazuje raspored traka dobijen nakon elektroforetskog razdvajanja restrikcionih
fragmentata PCR produkta dela gena za PPARy nakon digestije restrikcionim enzimom Nlalll.

9.6. Analiza polimorfizma Gly482Ser (rs8192678) gena za PGC-1a,

Prilikom analize ovog polimorfizma u PCR reakciji koriS¢eni su sledeci prajmeri koji ograni¢avaju
region od 500 bp:

Fw prajmer: 5-TTT GGA GGC AAG CAA GCAG-3'

Rev prajmer: 5'-TAT TAG GGT TTT GCC AAGG-3'

Uslovi PCR amplifikacije bili su:

inicijalna denaturacija 5 minuta na 94° C

34 ciklusa od 3 koraka

denaturacija 30 sekundi na 94° C

vezivanje prajmera 30 sekundi na 54 °C

ekstenzija prajmera i polimerizacija na DNK 45 sekundi na 72 °C
zavr$na ekstenzija 7 minuta na 72° C.

AR A 74

Restrikciona digestija vrSena je Mspl enzimom koji je izolovan iz bakterija koje pripadaju rodu
Moraxella. Ovaj enzim prepoznaje sekvencu nukleotida 5'...C|CGG... 3'i sece niz na naznacenom
mestu. Restrikcija Msp1 enzimom se odvijala u smesi koja sadrzi:

1. 6 ul PCR produkta

2.5 U enzima (0.3 pl)

3.2,4 ul 10 X pufera Mspl

4. 6 ul H20

5. 0,3 ul BSA pufera.

Inkubacija uzoraka je trajala 2 sata na temperaturi od 37°C u termostatu. Posle
elektroforetskog razdvajanja u slucaju prisustva restrikcionog mesta, odosno alela G, o¢ekuju se
produkti velic¢ine 380bp 1 120bp, dok su fragmenti duzine 500bp prisutni u slucaju alelene varijante
A (slika 20). Vizuelizacija restrikcionih fragmentata vrSena je primenom vertikalne elektroforeze na
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8% nedenaturiSu¢em poliakrilamidnom gelu. Vertikalna elektroforeza je trajala 60 minuta i odvijala
se pri konstantnoj jacini struje od 45 mA.

500 bp

380 bp

E—
120 bp E—

Slika 20. Raspored traka PCR produkta rs8192678 polimorfizma nakon digestije restrikcionim
enzimom na 8% PAA gelu

Naslici 20 prikazan je raspored traka dobijen nakon elektroforetskog razdvajanja restrikcionih
fragmentata PCR produkta dela gena za PGC-1a nakon digestije restrikcionim enzimom Mspl.

9.7. Analiza polimorfizma G196A (rs6265) gena za BDNF

Prilikom analize ovog polimorfizma u PCR reakciji kori$¢eni su slede¢i prajmeri:
Fw prajmer: 5'- ACT CTG GAG AGC GTG AAT GG-3'
Rev prajmer: 5'- ACT ACT GAG CAT CAC CCT GGA-3'

Uslovi amplifikacije bili su:

pocetna denaturacija 5 minuta na 95 °C

35 ciklusa od tri koraka:

denaturacija 1 min na 94 °C

vezivanje prajmera 30 sekundi na 55 °C

ekstenzija prajmera i polimerizacija na DNK 1 minut na 72 °C
zavrSna ekstenzija 7 minuta na 72 °C.

AN A 4

Nakon PCR reakcije restrikciona digestija vrsena je restrikcionim enzimom Eco72l koji prepoznaje
restrikciono mesto 5...CACGTG]...3', a izolovan je iz bakterije Escherichia Coli RFL72. Reakcija
restrikcione digestije primenom Eco72I se odvijala u smesi koja sadrzi:

1.5 pl PCR produkta

2.5 U enzima (0.5 pl)

3. 1,5 ul 10 X pufera Eco72l

4.8 ul H20.

Inkubacija uzoraka je trajala 3 sata na temperaturi od 37 °C u termostatu.

U okviru dobijenog produkta duzine 171 bp postoji jedno restrikciono mesto ukoliko je prisutan
alel G, pa se nakon restrikcione digestije i elektroforetskog razdvajanja mogu uociti fragmenti
slede¢ih duzina: 92 bp i 72 bp koji odgovaraju alelnoj varijanti G, te fragmenti fuzine 171 bp Kkoji
odgovaraju alelnoj varijanti A (slika 21). Vizuelizacija restrikcionih fragmentata vrSena je primenom
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vertikalne elektroforeze na 8% nedenaturiSu¢em poliakrilamidnom gelu. Vertikalna elektroforeza je
trajala 45 minuta i odvijala se pri konstantnoj ja¢ini struje od 45 mA.

AA AG GG
171 bp [
92 bp [ [
72 bp [ I

Slika 21. Raspored traka PCR produkta rs6265 polimorfizma nakon digestije restrikcionim
enzimom na 8% PAA gelu

Naslici 21 prikazan je raspored traka dobijen nakon elektroforetskog razdvajanja restrikcionih
fragmentata PCR produkta dela gena za BDNF nakon digestije restrikcionim enzimom Eco72l.

10. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka obrada podataka vrSena je primenom statistickog softvera IBM SPSS 17.
Atributivne varijable su prikazane brojevima i procentima, a kvantitativne varijable srednjim
vrednostima i standardnim devijacijama. Za poredenja vrednosti analiziranih varijabli (ITM, nivo
glukoze i lipidni status) izmedu grupa sa razli¢itim genotipom kori$¢eni su Studentov T-test ili
FiSerova parametarska analiza varijanse (ANOVA) i Kruskall-Wallis test. Nakon grupisanja
genotipova korisceni su Studentov T-test ili Mann-Whitney test u zavisnosti od distribucije varijabli.
Kako bi se potvrdila asocijacija izmedu odredenih parametara i genotipova i ispitao uticaj
odgovarajucih kovarijata, primenjena je multipla linearna regresiona analiza. Statisticka znac¢ajnost
utvrdena je na nivou p<0,05.

Zavr$na obrada podataka radena je primenom racunarskog programa Microsoft Office Excell 2010.
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Il REZULTATI

Ovim istrazivanjem obuhvaceno je 308 (5,13%) adolescenata uzrasta 15 godina Kkoji su
selektovani slu¢ajnim odabirom od ukupuno 6000 adolescenata iz JUSAD studije. Od ukupnog broja
selektovane decel53odnosno 49,68% su bili decaci, dok je devojcica bilo 155, odnosno 50,32%.
Prilikom pregleda za sve ispitanike su prikupljeni anamnesticki podaci koji ukljuc¢uju: anamnezu oba
roditelja i dece, antropometrijske mere adolescenata (visinu i tezinu), godine i pol. Takode,
prikupljeni su podaci biohemijskih analiza koje obuhvataju vrednosti glikemije, triglicerida, ukupnog
holesterola, te HDL i LDL holesterola. Kriterijum za iskljucivanje iz studije je prisustvo bar jednog

od navedenih poremecaja:

U tabeli 4 prikazani su podaci o prethodnim oboljenjima ispitanika dobijenih uvidom u anamnesticke

dijabetes tip 1'i 11,

sistemska (generalizovana) inflamacija,
kardiovaskularne bolesti,

maligne bolesti,

geneticki sindromi,

hroni¢na nepokretljivost ili cerebralna paraliza.

podatke.

Tabela 4. Ucestalost prethodnih oboljenja kod ispitanika

Oboljenje Broj ispitanika (%)
Kriza svesti 1(0,3)

Poremecaj sr¢anog ritma 32 (10,4)

Infektivni miokarditis ili perikarditis 1(0,3)

Astma 3(1,0)

Alergije 13 (4,2)
Hipertireoza 1(0,3)

Analizom anamneze oba roditelja ispitanika dobijeni su podaci o stepenu uhranjenosti i
obolenjima majke i oca, §to se moze videti u tabeli 5.
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Tabela 5. Ucestalost oboljenja majke i oca ispitanika

Oboljenje Broj (%)
Majka
infarkt miokarda 1(0,3)
hipertenzija 23 (7,5)
dijabetes 4(1,3)
gojaznost 85 (27,6)
Otac
infakrt miokarda 10 (3,2)
hipertenzija 25 (8,1)
dijabetes 10 (3,2)
gojaznost 92 (29,9)

U okviru ove studije, adolescenti su grupisani na osnovu stepena uhranjenosti. U grupi decaka
kojih je ukupno 153, 26 decaka, odnosno 17,8% je sa ITM izmedu 85. i 95. percentila, $to ih svrstava
u kategoriju preuhranjenih. ITM preko 95. percentila imalo je 20 decaka, tj. 13,7%, te su oni
kategorisani kao gojazni. Od ukupnog broja devojcica, 29 (17,8%) je bilo preuhranjeno, dok je njih
17 (11,0%) bilo gojazno.

Analizirane su srednje vrednosti ITM, glikemije, triglicerida, ukupanog holesterola, HDL i LDL
holesterola ukupno za 308 ispitanika, kao i u zavisnosti od pola (tabela 6).

Tabela 6. Srednje vrednosti analiziranih parametara odvojeno po polu i ukupno za sve ispitanike

Analizirani parametri ukupno decaci devojcice p

ITM 21,99+4,30 21,64+4,26 22,34+4,32 0,088
Glikemija 4,69+0,65 4,78+0,61 4,61+0,67 0,031
Trigliceridi 0,99+0,56 1,00+0,64 0,98+0,47 0,213
Ukupni holesterol 4,34+0,86 4,17+0,75 4,50+0,94 0,001
HDL 1,41+0,41 1,38+0,42 1,45+0,39 0,171
LDL 2,44+0,84 2,33+0,74 2,54+0,91 0,033

Rezultati analize srednjih vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti od pola (tabela 6)
ukazuju na vise vrednosti glikemije kod decaka u odnosu na devojcice, (p=0,031). Dok devojcice
imaju viSe vrednosti ukupnog holesterola kao 1 LDL holesterola u odnosu na decake
(p=0,01;p=0,033).

Zatim su analizirane srednje vrednosti odabranih parametara za ispitanike ¢iji je ITM<85.

percentila, odnosno za normalno uhranjene, kao i za adolescente ¢iji je ITM>85. percentila, odnosno
za preuhranjene i gojazne. Rezultati su prikazani u tabelama 7 i 8.
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Tabela 7. Srednje vrednosti analiziranih parametara kod adolescenata sa ITM<85. percentila na

ukupnom uzorku i odvojeno po polu

Analizirani parametri ukupno decaci devoj¢ice p

IT™ 19,60+2,04 21,64+4,26 22,34+4,32 0,154
Glikemija 4,67+0,64 4,78+0,61 4,61+0,67 0,490
Trigliceridi 0,93+0,50 1,00£0,64 0,98+0,47 0,634
Ukupni holesterol 4,34+0,86 4,17+0,75 4,50+0,94 0,002
HDL 1,46+0,42 1,38+0,42 1,45+0,39 0,301
LDL 2,43+0,83 2,33+0,74 2,54+0,91 0,057

Analizom rezultata iz

tabele 7 primecuje se da su vrednosti ukupnog holesterola kod

adolescenenata sa ITM<85. percentila bile statisticki znac¢ajno vise kod devojcica (p=0,002) u odnosu
na decake. Takode, vrednosti LDL holesterola su na granici statisti¢ke znacajnosti (p=0,057), gde su
devojc€ice imale viSe vrednosti ovog parametra u odnosu na decake. Razlike u srednjim vrednostima
ostalih parametara nisu uocene.

Tabela 8. Srednje vrednosti analiziranih parametara kod adolescenata sa ITM>85. percentila
na ukupnom uzorku i odvojeno po polu

Analizirani parametri ukupno decaci devojcice p

ITM 27,05£3,26 27,06+3,06 27,04+3,46 0,968
Glikemija 4,74+0,53 4,84+0,46 4,65+0,58 0,094
Trigliceridi 1,09+0,62 1,08+0,66 1,09+0,59 0,084
Ukupni holesterol 4,39+0,86 4,24+0,75 4,54+0,97 0,107
HDL 1,31+0,35 1,23+0,32 1,38+0,36 0,041
LDL 2,59+0,92 2,55+0,92 2,64+0,93 0,659

U tabeli 8 prikazani su rezultati srednjih vrednosti analiziranih parametara kod preuhranjenih
I gojaznih ispitanika. Primecuje se da su srednje vrednosti HDL holesterola bile statisti¢ki znacajno
vise kod devoj¢ica u odnosu na de¢ake (p=0,041). Razlike u srednjim vrednostima ostalih analiziranih
parametara nisu uocene.

Zatim, analizirane su razlike u srednjim vrednostima posmatranih parametara za nomralno
uhranjene i preuhranjene i gojazne adolescente zajedno. Rezultati su prikazani u tabeli 9.
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Tabela 9. Srednje vrednosti analiziranih parametara kod normalno uhranjenih, te preuhranjenih i
gojaznih adolesenata na ukupnom uzorku

Analizirani parametri ITM<S8S5. pc ITM>85. pc p

Glikemija 4,67+0,53 4,76+0,64 0,311
Trigliceridi 0,94+0,51 1,10+0,62 0,027
Ukupni holesterol 4,34+0,96 4,42+0,90 0,446
HDL 1,47£0,43 1,29+0,33 0,001
LDL 2,42+0,83 2,64+0,94 0,047

Rezultati iz tabele 9 ukazuju da su ispitanici ¢iji je ITM>85. percentila imali statisti¢ki
znacajno vise vrednosti triglicerida (0,027) kao i LDL holesterola (0,047) u odnosu na normalno
uhranjene adolescente. Takode, ispitanici ¢iji je ITM<8S5. percentila, odnosno normalno uhranjeni
adolescenti su imali statisti¢ki znacajno vise vrednosti HDL holesterola (p=0,001) u odnosu na
preuhranjene i gojazne ispitanike zajedno. Statisti¢ki znacajna razlika u srednjim vrednostima nivoa
glikemije nije uocena izmedu ove dve grupe ispitanika (p=0,311).

11. Rezultati geneti¢kih analiza PRDM16 genotipa (rs12409277)

Analizom je obuhvaéeno 300 ispitanika od kojih je bilo146 (48,7%) decaka, dok je devojéica bilo
154 (51,3%). U grupi decaka, 26 je bilo preuhranjeno (17,8%) sa ITM preko 85. percentila, dok je
njih 20 (13,7%) bilo gojazno sa ITM preko 95. percentila. U grupi devojéica, 29 (17,8%) je bilo
preuhranjeno, dok je njih 17 (11,0%) bilo gojazno.

U okviru ovog polimorfizma mogucéa su tri genotipa; TT,CT i CC genotip. Od ukupnog broja
ispitanika 247 (82,3%) je bilo homozigotno za ¢eséi alel T (genotip TT), 52 (17,3%) ispitanika su
bila heterozigoti (genotip CT), dok je svega 1 ispitanik (0,3%) imao homozigotni genotip za redi alel
C ( genotip CC). Ucestalosti genotipova prikazane su na grafikonu 1.

Grafikon 1. Ucestalost PRDM16 genotipova kod svih ispitanika

mTT
mCcT
mcc

Takode, izracunate su ucestalosti genotipova odvojeno po polu. Kod decaka ucestalost TT
genotipa je 84,2%, CT genotipa 15,8%, dok CC genotip nije imao nijedan decak. Ucestalost TT
genotipa kod devojcica je 80,5%, CT genotipa 18,8%, a CC genotipa 0,7%. Fisherov test tacne
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verovatnoce pokazao je da ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova izmedu
decaka i1 devojcica (p=0,543). Ucestalost genotipova prema polu prikazana je na grafikonu 2.

Grafikon 2. Ucestalost genotipova PRDM16 odvojeno po polu
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Na osnovu ucestalosti genotipova, izra¢unate su ucestalosti alela za sve ispitanike, ali i
odvojeno po polu. Ucestalost alela T na ukupnom uzorku je 91,1%, a alela C 9%. Ucestalost alela T
kod decaka je 92,9%, dok je kod devojcica 89,9%.UcCestalost alela C kod decaka je 7,9%, a kod
devojcica 10,1%. Analiza y’testa pokazala je da ne postoje statisti¢ki znacajne razlike u uéestalosti
genotipova izmedu grupe decaka i devojcica (p=0,532).

Takode, analizirane su srednje vrednosti parametara u zavisnosti od genotipa. S obzirom da
je u okviru ovog polimorfizma samo jedan ispitanik imao genotip CC primenjen je dominantni model
(TT/CT+CC). Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 10.

Tabela 10. Srednje vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti od PRDM16 genotipa na
ukupnom uzorku i odvojeno po polu

Parametar Genotip Ukupno p Decaci P Devojcice p
™ T 2199:430 | . [2L74x422 | [2221#439 |
CT+CC | 2254438 | 0327 22472492 | © 22454396 |

Glikemija | TT 4,72+0,60 4,79%0,52 4.65+0,67

mmoll cT+cC | 4702048 | 070 [279x052 | %°1° [250:040 |78
Trigliceridi | TT 1,0020,58 0,99+0,66 1,02+0.49

mmol/l CT+CC 0924038 | 9**2 [099+046 | 2°%° [0g0x038 | 2229
UKkupni T 4.40+0,87 4,21+0,79 45740,92
holesterol | CT+CC | 4,20%0,84 | 0,067 |4,17%0,8L | 0739 | 421£0.86 | 0,037
mmol/I

HDL-C T 1.42+0 42 1,400 44 1.43%039

mmol/l CT+CC | 1,41+0,36 0,930 1,30+0,36 0,328 1,51+0,34 0,340
LDL-C T 2.51%0,88 2,39+0,85 2,6120,90

mmol/l cT+cC | 2362082 | 2170 2414080 | 0828 [220:085 |0:0°%
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Statisticka analiza primenom Student-ovog t-testaili Mann-Whitney-evog testa je pokazala
(tabela 10) da u grupi devojcica postoji statisti¢ki znacajna razlika u srednjim vrednostima ukupnog
holesterola (p=0,037) i i grani¢na znacajnost u razlici srednjih vrednosti LDL holesterola (p=0,054)
u zavisnosti od PRDM16 genotipa. Devoj¢ice nosioci TT genotipa imale su statisticki vise vrednosti
ukupnog i LDL holesterola. Medutim, multipla linearna regresiona analiza nije potvrdila ove
rezultate. Kao kovarijante koris¢eni su ITM ($=0,120, p=0,052), glikemija (f=0,121, p=0,045,).
Statisticki znacajne razilike u vrednostima ostalih analiziranih parametara nisu uocene.

Zatim su ispitanici podeljeni u 2.grupe u zavisnosti od ITM. Prvu grupu ¢ine adolescenti sa
ITM<85. percentila, odnosno normalno uhranjeni, a u drugoj grupi su adolescenti sa ITM>85.
percentila, odnosno preuhranjeni i gojazni. Analizirana je povezanost TT/CT+CC genotipova sa
odabranim parametrima za sve ispitanike i odvojeno po polu. Rezultati su prikazani u tabelama 11 i
12.

Tabela 11. Srednje vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti od PRDM16 genotipa kod svih
adolescenata sa ITM<85. percentila i odvojeno po polu

Parametar | Genotip | ITM<85. pc p Decaci p Devojcice p
Glikemija TT 4,70£0,61 4,76+0,53 4,64+0,68
mmol/I CT+CC | 4,67+0,52 0,799 4,77+£0,59 0,908 4,57+0,42 0,691
Trigliceridi | TT 0,95+0,53 0,93+0,64 0,95+0,38
mmol/I CT+CC | 0,87+0,36 0,542 0,84+0,28 0,979 0,91+0,43 0,422
Ukupni TT 4,42+0,87 4,22+0,81 4,62+0,89

holesterol CT+CC | 4,04+0,73 0,015 | 4,09+0,77 0,553 | 3,98+0,70 0,005
mmol/I
HDL-C TT 1,47+0,44

1,45+0,47 1,48+0,40

mmol/I CT+CC | 1,44+0,33 0,746 1,40+0,34 0.675 1,49+0,32 0,925
LDL-C 1T 2,49+0,85 2,36+0,79 2,64+0,88
mmol/I CT+CC | 2,18+0,66 0,043 2,29+0,74 0.738 2,06+0,56 0,001

Analiza rezultata (tabela 11) je pokazala da kod adolescenata sa ITM<85. postoji statisticki
znacajna razlika na ukupnom uzorku u vrednostima ukupnog i LDL holesterola u odnosu na genotip.
Nosioci TT genotipa su imali statisti¢ki znacajno vise vrednosti ukupnog i LDL holesterola (p=0,015;
p=0,043) u odnosu na nosioce CT+CC genotipa. Multipla linearna regresiona analiza je potvrdila ove
rezultate. Kao kovarijate korisc¢eni su pol, ITM i glikemija. Dobijeni rezultati za ukupni holesterol su
B=-0,159, p=0,021, a za ITM su p=0,200, p=0,004. Rezultati za LDL holesterol su f=-0,136, p=0,049,
za glikemiju f=0,164, p=0,019, a za pol p=0,149, p=0,033. Prilikom analize parametara odvojeno po
polu, dosli smo do zakljucka da razlike u srednjim vrednostima poti¢u od devojcica. Devojcice
nosioci TT genotipa imale su znacajno viSe vrednosti ukupnog holesterola u odnosu na devojcice
nosioce CT ili CC genotipa (p=0,005). Takode, primeceno je da su devojcice nosioci TT genotipa
imale statisticki viSe vrednosti LDL holesterola u odnosu na devojcice nosioce CT ili CC genotipa
(p=0,001). Rezultati multiple linearne regresione analize za ukupni holesterol su f=-0,260, p=0,008,
a za LDL-C p=-0,241, p=0,013.Kao kovarijate koris¢eni su ITM i glikemija.
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Tabela 12. Srednje vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti od PRDM16 genotipa kod svih
adolescenata sa ITM>85. percentila i odvojeno po polu

Parametar | Genotip | ITM>85. pc p Decaci p Devojtice p
Glikemija TT 4,76+0,57 4,84+0,49 4,68+0,63
mmol/I CT+CC | 4,79+0,35 0,768 5,00+£0,19 0,463 4,65+0,37 0,910
Trigliceridi | TT 1,12+0,66 1,08+0,69 1,18+0,66
mmol/I CT+CC | 1,00+0,41 0,483 1,18+0,51 0,434 0,89+0,31 0,199
Ukupni TT 4,35+0,88 4,22+0,73 4,47+1,01

holesterol CT+CC | 4,59+0,92 0,330 | 4,41+0,94 0,559 |4,70+0,94 | 0,516
mmol/I

HDL-C TT 1,27+0,30 1,28+0,32 1,30+0,35

mmol/I CT+CC | 1,33+0,42 0,633 0,99+0,20 0,042 1,53+0,39 0,095

LDL-C TT 2,57+0,93 2,50+0,95 2,58+0,92

mmol/I 0,344 0,355 0,515
CT+CC | 2,83+0,94 2,89+0,75 2,79+1,00

Analiza rezultata (tabela 12) je pokazala da u grupi de¢aka sa ITM>85. percentila postoji statisticki
znacajna razlika u nivou HDL holesterola u zavisnosti od genotipa (p=0,042). Odnosno, decaci
nosioci TT genotipa imali su statisticki znacajno vise vrednosti HDL holesterola u odnosu na nosioce
CT+CC genotipa. Medutim, multipla linearna regresiona analiza nije potvrdila ove rezultate (B=-
0,222, p=0,174), a kao kovarijate koris¢eni su nivo glikemije i ITM. Statisticke znacajnosti nisu
uocene prilikom analize ostalih parametara.

12. Rezultati genetic¢kih analiza CtBP2 genotipa (rs1561589)

Prilikom analize ovog polimorfizma kao i kod polimorfizma PRDM16 (rs12409277) ispitivan
je genotip 300 ispitanika. Od tog broja, takode je bilo 146 deCaka, odnosno 48,7%, dok je devojcica
bilo 154 (51,3%). U obe analizirane grupe, decaka i devojcica, parametri uhranjnenosti (ITM) bili su
isti kao kod prethodno analiziranog PRDM16 polimorfizma.

U okviru rs1561589 polimorfizma prisutna su tri moguca genotipa: GG, GA 1 AA genotip.
Od ukupnog broja ispitanika, 129 (43,0%) je bilo homozigot za Ces¢i alel G (GG genotip), 130
(43,3%) ispitanika su bili heterozigoti (GA genotip), dok je homozigota za redi alel A (AA genotip)
bilo 41, odnosno 13,7%. Ukupne ucestalosti genotipova prikazane su na grafikonu 3.

Grafikon 3. Ukupna ucestalost CtBP2 genotipova kod svih ispitanika

mGG
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Pored ucestalosti genotipova za sve ispitanike, izracunate su ucestalosti genotipova odvojeno
po polu. Kod decaka ucestalost GG genotipa bila je 41,1%, GA genotipa 45,0%, dok je AA genotip
imalo 13,9% decaka. Kod devojéica ucestalost GG genotipa je 44,7%, GA genotipa 42,0%, dok je
AA genotip imalo 13,3% devojcica. Ucestalost genotipova u odnosu na pol prikazana je na grafikonu
4,

Grafikon 4. Ucestalost genotipova CtBP2 odvojeno po polu
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1z ucestalosti genotipova izracunate su i ucestalosti alela na ukupnom broju ispitanika i
odvojeno po polu. Ucestalost G alela na ukupnom broju ispitanika je 65,0%, dok je ucestalost A alela
35,0%. Kod decaka ucestalost G alela je 64%, dok je ucestalost A alela 36,0%. Kod devojcica
ucestalost G alela je 66,8%, a ucestalost alela A je 33,2%. Distribucija genotipova analiziranih
polimorfizama je u Hardy-Weinberg—ovom ekvilibrijumu. Nije uocena statisti¢ki znacajna razlika u
uéestalosti genotipova izmedu grupe de¢aka i devojéica (x?=0,41, p=0,8146).

Zatim su analizirane srednje vrednosti parametara u zavisnosti od genotipa kako na ukupnom
uzorku, tako i odvojeno po polu. Rezultati su prikazani u tabeli 13.
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Tabela 13. Srednje vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti od CtBP2 genotipa na ukupnom

uzorku i odvojeno po polu

Parametar | Genotip | Ukupno p Decaci p Devojcice p

GG 21,90+3,89 21,58+3,78 22,19+4,00

IT™™ GA 22,15+4,79 | 0,897 | 22,13+4,86 | 0,928 | 22,18+4,74 | 0,516
AA 22,26+4,20 21,38+4,10 23,22+4,20

Glikemija GG 4,69+0,57 4,80+0,55 4,59+0,57

mmol/Il GA 4,76+0,61 | 0,259 | 4,80+0,52 0,153 | 4,71+0,70 0,578
AA 4,58%0,77 4,52+0,93 4,64+0,56

Trigliceridi | GG 0,93+0,39 0,88+0,37 0,97+0,40

mmol/Il GA 1,06+£0,66 | 0,397 | 1,10+0,84 0,564 | 1,01+0,40 0,703
AA 1,01+0,62 0,93+0,33 1,10+0,82

Ukupni GG 4,32+0,91 4,17£0,77 4,47+1,00

holesterol GA 4,45+0,86 | 0,164 | 4,28+0,84 0,625 | 4,64+0,85 0,191

mmol/Il AA 4,17+0,78 4,13+0,62 4,21+0,93

HDL-C GG 1,42+0,36 1,38+0,35 1,46+0,37

mmol/I GA 1,41+0,46 | 0,743 | 1,37+0,51 0,993 | 1,45+0,40 0,511
AA 1,37+0,35 1,38+0,36 1,35+0,34

LDL-C GG 2,46+0,82 2,3940,71 2,52+0,91

mmol/Il GA 2,55+0,96 | 0,293 | 2,46+1,00 0,634 | 2,64+0,91 0,445
AA 2,31+0,76 2,26+0,66 2,35+0,86

Rezultati dobijeni primenom ANOVA ili Kruskall-Wallis testa su pokazali (tabela 13) da ne
postoji statisticki znacajna razlika u vrednostima analiziranih parametara u zavisnosti od genotipa
kako na ukupnom uzorku, tako i odvojeno po polu.

Takode, analiziran je uticaj ovog polimorfizma na odabrane parametre u grupi normalno
uhranjenih ispitanika sa ITM<85. percentila, kao i kod ispitanika ¢iji je ITM>85. percentila, odnosno
ispitanika koji su preuhranjeni i gojazni. Analizirani su odabrani parametri u zavisnosti od genotipa
GG/GA+AA, kako na ukupnom uzorku tako i odvojeno po polu. Rezultati su prikazani u tabelama

141 15.
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Tabela 14. Srednje vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti of CtBP2 genotipa kod svih
adolescenata sa ITM<85. percentila i odvojeno po polu

Parametar | Genotip | ITM<85. pc p Decaci p Devojcice p

Glikemija GG 4,65%0,57 4,74+0,58 4,57+0,57

mmol/I GA+AA | 4,72+0,69 0,390 4,72+0,69 0,883 4,73£0,70 0,209
Trigliceridi GG 0,89+0,36 0,83+0,36 0,95+0,37

mmol/I GA+AA | 0,98+0,60 0.382 0,98%0,70 0,204 0,96+0,42 0,859
Ukupni GG 4,38+0,90 4,18+0,78 4,58+1,00

holesterol GA+AA | 4,33+0,82 0,681 | 4,23+0,81 | 0,765 | 4,46+0,84 0,521
mmol/I

HDL-C GG 1,46+0,36 1,41+0,33 1,48+0,38

mmol/I GA+AA | 1,46%0,46 0,929 1,46+0,52 0,611 1,46+0,39 0,798
LDL-C GG 2,49+0,82 2,38+0,69 2,64+0,93

mmol/I GA+AA | 2,39+0,84 0,380 2,34+0,85 0,785 2,45+0,85 0,309

Analiza rezultata (tabela 14) je pokazala da kod ispitanika ¢iji je indeks telesne mase manji
od 85.0g percentila ne postoji statisticka znacajnost izmedu CtBP2 genotipova i analiziranih
parametara.

Tabela 15. Srednje vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti of CtBP2 genotipa kod svih

adolescenata salTM>85. percentila i odvojeno po polu

Parametar | Genotip | ITM>85. pc p Decaci p Devojlice p
Glikemija | GG 4.81+0.54 4.92+0.50 4.69+0.56

mmol/l GA+AA | 4722060 | 2497 (4 79:047 | 931 |2 662061 | 080
Trigliceridi | GG 1,000 41 1,000 33 1,000 48

mmol/l GAAA | 1172072 | %22 [113z0.77 | 9770 1 20z060 | 9101
Ukupni GG 4.20£0.87 4.2310.73 4.18+1,00
holesterol GA+AA | 4,52+0,88 0,096 | 4,29+0,78 | 0,795 | 4,76+0,92 0,050
mmol/I

HDL-C GG 1312033 1.2120.25 1,400 37

mmol/l GA+AA | 1.252033 | 0% [T 10:026 | 978 [132¢037 | 0%
LDL-C GG 2 400 77 2,600 61 2240 87

mmol/l GAAA | 2.7721.00 | 297 Zezzr07 | 99 [Zg0x092 | 0020

Analiza je pokazala (tabela 15) da u grupi preuhranjenih i gojaznih devojica postoji
statiasticki znacajna razlika u nivou ukupnog holesterola i LDL holesterola izmedu nosioca GG
genotipa i GA+AA genotipa. Primecuje se da preuhranjene i gojazne devojcice koje su imale GA+AA
genotip imaju statisti¢ki znac¢ajno vise vrednosti ukupnog i LDL holesterola u odnosu na nosioce GG
genotipa (p=0,050; p=0,020). Takode, multipla linearna regresiona analiza je potvrdila ove rezultate.
Dobijeni rezultati za ukupni holesterol su =0,338, p=0,036, a za LDL holesterol su p=0,356,
p=0,030. Kao kovarijate kori§¢eni su ITM i vrednosti glikemije. Kod preuhranjenih i gojaznih decaka,
kao i na ukupnom uzorku nisu uocene statisticke znacajnosti izmedu CtBP2 genotipova i analiziranih
parametara.

Zatim je za 295 adolescenata analiziran aditivni efekat PRDM16 (rs12409277) i CtBP2
(rs1561589) genotipova na odabrane parametre. Ispitanici su razvrstani u 4 grupe u zavisnosti od
genotipova ova dva polimorfizma. U prvoj grupi analizirani su TT+GG genotipovi, u drugoj TC+GG
genotipovi, u treco] TT+GA/AA, te u Cetvrtoj grupi TC+GA/AA genotipovi. Kombinacija CC+GA
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genotipova uocena je kod jednog ispitanika, dok druge kombinacije genotipova nisu bile prisutne u

ovom istrazivanju. Rezultati su prikazani u tabeli 16.

Tabela 16. Srednje vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti od PRDM16 i CtBP2 genotipova

Genotipovi n (%) ITM Glikemija | Trigliceridi | Ukupni HDL-C LDL-C

mmol/l mmol/l holesterol mmol/l mmol/l
mmol/l

TT+GG 101 (34,35) | 21,86+3,94 | 4,70+0,59 | 0,94+0,40 4,47+0,92 | 1,43+0,37 2,58+0,83

TC+GG 27 (9,18) 22,01+3,82 | 4,67+0,48 | 0,86+0,34 3,81+0,57 | 1,40+0,36 | 2,04+0,58

TT+GA/AA | 141 (47,96) | 22,12+4,62 | 4,75+0,61 | 1,06+0,69 4,35+0,85 | 1,40+0,45 | 2,46+0,92

TC+GA/AA | 25(8,51) 23,01+5,00 | 4,71+0,50 | 0,96+0,41 4,53+0,88 | 1,45+0,37 2,62+0,88

p 0,805 0,897 0,458 0,005 0,897 0,032

ANOVA je pokazala (tabela 16) da nosioci TC+GG genotipa imaju statisti¢ki znac¢ajno nize
vrednosti ukupnog holesterola (p=0,005), kao i LDL holesterola (p=0,032) u poredenju sa svim
drugim grupama. Ovi rezultati su potvrdeni multiplom linearnom regresionom analizom kako za
ukupni holesterol (p=-0,198, p=0,001), tako i za LDL holesterol ($=-0,159, p=0,008). Kao kovarijate
koris¢eni su pol, ITM i vrednosti glikemije.

13. Rezultati genetic¢kih analiza PPARG genotipa (rs3856806)

U okviru ovog polimorfizma analizirano je 287 ispitanika od kojih su 143 bili de¢aci (49,8%),
dok je devojcica bilo 144, odnosno (50,2%). Od ukupnog broja decaka 24 je bilo preuhranjeno
(16,8%), dok je njih 18 (12,6%) bilo gojazno. Kod devojcica, njih 29 (20,1%) je bilo preuhranjeno,
dok je 16 (11,1%) bilo gojazno.

Od ukupnog broja ispitanika, utvrdeno je da je njih 233 (81,2%) bilo homozigot za ¢es¢i alel
C, odnosno da su imali CC genotip, hetrozigota (CT genotip) je bilo 52 (18,1%), dok je 2 ispitanika
(0,7%) imalo genotip TT. Ucestalosti genotipova za sve ispitanike prikazane su na grafikonu 5.

Grafikon 5. Ukupna ucestalost PPARG genotipova kod svih ispitanika
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Takode, izracunate su ucestalosti genotipova odvojeno po polu. Ucestalost CC genotipa kod
decaka je 79,7%, CT genotipa 18,9%, dok je TT genotip imalo 1,4% decaka. Kod devoj€ica ucestalost
CC genotipa je 82,6%, CT genotipa 17,4%, a TT genotip nije imala nijedna devojcica. Ucestalosti
genotipova u odnosu na pol prikazani su na grafikonu 6.

Grafikon 6. Ucestalost PPARG genotipova odvojeno po polu
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Zatim su na osnovu ucestalosti genotipova izracunate ucestalosti alela. Ucestalost alela C na
ukupnom uzorku je 90,1%, dok je ucestalost alela T 9,9%. Kod decaka, ucestalost alela C je 89,2%,
aalelaT 10,8%. Kod devojéica, uc¢estalost alela C je 91%, dok je alel T bio prisutan kod 9% devojcica.
Analiza ytesta pokazala je da ne postoje statisti¢ki zna¢ajne razlike u uéestalosti genotipova izmedu
grupe decaka i devojéica (?=0,40, p=0,527).

Potom su analizirane srednje vrednosti odabranih parametara u zavisnosti od genotipa kako
na ukupnom uzorku, tako i odvojeno po polu. U okviru ovog polimorfizma 2 ispitanika su imala TT
genotip, te je s toga primenjen dominantni model (CC/CT+TT). Rezultati su prikazani u tabeli 17.

Tabela 17. Srednje vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti od PPARG genotipa na ukupnom
uzorku i odvojeno po polu

Parametar | Genotip | Ukupno p Decaci p Devojcice p
™V CEeT T arorss7a] O70 [aztessan | 080 [ orsossis | 0428
mmell [CTRTT 4545062 | 0% [a7as050 | % Fa30s067 | 0012
T | SO L0050 T gony 101500 | s [ 090045 5
Ukupni CC 4,33+0,86 4,15+0,77 4,50+0,92

holesterol CT+TT |4,36+0,87 | 0,796 | 4,25+0,68 0,535 | 4,50+1,06 0,987
mmol/I

HDL-C CC 1,43+0,41 1,40+0,44 1,46+0,39
mmol/Il CT+TT | 1,33+0,38 0,111 1,29+0,37 0,214 1,38+0,39 0,364
LDL-C CC 2,41+0,85 2,29+0,76 2,52+0,92
mmol/I CT+TT |2,57+0,76 0,198 2,50+0,66 0,179 2,66+0,87 0,498
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Rezultati (tabela 17) pokazuju da na ukupnom uzorku postoji razlika u nivou glikemije u
zavisnosti od genotipa na granici statistiCke znac¢ajnosti (p=0,054), ali posmatrano odvojeno po polu
statisticka znacajnost se uoc¢ava u grupi devojcCica, gde je p=0,013, Sto dovodi do zakjucka da su
devojcice nosioci CC genotipa imale statisticki viSe vrednosti glikemije u odnosu na devojCice
nosioce CT+TT genotipa. Kako bi se potvrdili ovi rezultati radena je multipla linearna regresiona
analiza, gde je kao kovarijata koriS¢en pol. Dobijena vrednost na ukupnom uzorku je bila p=0,07.
Analiza je pokazala da pol uti¢e na nivo glikemije (p=0,025). Statisticka znacajnost se uo¢ava u grupi
devojcica (p=0,033), ali nije uocena povezanost u grupi deCaka. Takode, nije dobijena statisticka
znacajnost za ostale analizirane parametre.

Nakon toga, ispitanici su podeljeni u 2 grupe u zavisnosti od ITM. Prvu grupu ¢ine ispitanici
sa ITM<85. percentila, dok su u drugu grupu svrstani ispitanici sa ITM>85. percentila, odnosno
preuhranjeni i gojazni. Analizirane su vrednosti parametara u zavisnosti od CC/CT+TT genotipova.
Rezultati su prikazani u tabelama 18 i1 19.

Tabela 18. Srednje vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti od PPARG genotipa kod svih
adolescenata sa ITM<85. percentila i odvojeno po polu

Parametar | Genotip | ITM<85. pc p Decaci p Devojcice p
likemij 4,72+ 4,75+ 4,68+

rC;moeI/I " g$+TT 415918122 0,294 4:7218:28 0,848 4221823 0,204
Trigliceridi | CC 0,96+0,55 0,97+0,65 0,92+0,38

mmol/l CT+TT 0872036 | 9237 [0,7920,33 | 21 (0072037 | 9467
Ukupni cC 4,31+0,86 4,17+0,81 4,48+0,90
holesterol CT+TT |4,42+0,83 0,471 | 4,24+0,72 | 0,737 | 4,61+0,93 0,595
mmol/I

HDL-C cC 1,470,43 1,46+0,47 1,49+0,40

mmol/I CT+TT | 1,42+0,40 0,455 1,29+0,46 0,149 1,48+0,41 0,970
LDL-C cC 2,37%0,85 2,28+0,78 2,49+0,91

mmol/| CT+1T | 2572070 | 9197 2512068 | 92 (26620724 | 9470

Prilikom analize srednjih vrednosti odabranih parametara u zavisnosti od PPARG genotipa
(tabela 18) kod normalno uhranjenih ispitanika nije dobijena statisticka znacajnost ni za jedan od
analiziranih parametara kako na ukupnom uzorku, tako i u grupi de¢aka i devojcica.
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Tabela 19. Srednje vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti od PPARG genotipa kod svih
adolescenata sa ITM>85. percentila i odvojeno po polu

Parametar | Genotip | ITM>85. pc p Decaci p Devojcice p
Glikemija | CC 4,80+0,51 4,00+0,44 4,730,55
mmol/l CT+TT | 4552060 | 0104 4775052 | 9440 (4184049 | 0030
Trigliceridi | CC 1.1120,67 1.12+0.74 1,12+0,65
mmol/l CT+TT | 1152045 | 0104 1152051 | 9238 1042040 | 261
Ukupni cC 4,41+0,86 4,110,66 4,6120,95

holesterol CT+TT | 4,24+1,01 0,796 | 4,27+0,63 | 0,492 | 4,24+1,50 0,419
mmol/I

HDL-C CcC 1,33+0,35 1,22+0,28 1,41+0,38

mmol/I CT+TT | 1,14+0,25 0,052 1,29+0,46 0,620 1,08+0,11 0,000
LDL-C CC 2.54+0.84 0.847 2.31+0,70 0512 2.65+0,94 0.964
(Friedwald) [ CT+TT |2,58+0,93 ’ 2,47+0,65 : 2,67+1,34 ’

U tabeli 19 prikazani su rezultati srednjih vrednosti analiziranih parametara kod preuhranjenih
I gojaznih ispitanika u odnosu na CC/CT+TT genotip. ANOVA je pokazala da u grupi ispitanika sa
ITM>85. percentila nosioci CC genotipa imaju vise vrednosti HDL holesterola u odnosu na nosioce
CT+TT genotipa. Razlika u srednjim vrednostima HDL holesterola je na granici statisticke
znacajnosti (p=0,052). Medutim, multipla linearna regresiona analiza nije potvrdila ove rezultate (p=-
0,125, p=0,315). Kao kovarijate kori§¢eni su pol, ITM i glikemija. Takode, u grupi devojéica nosioci
CC genotipa imale su viSe vrednosti glikemije i HDL holesterola u odnosu na nosicoe CT+TT
genotipa (p=0,030; p=0,000). Multipla linearna regresiona analiza nije potvrdila ovaj rezultat kada je
u pitanju HDL holesterol (f=-0,297, p=0,108), ali za nivo glikemije dobijen je rezultat koji je na
granici statisticke znacajnosti (p=-0,302, p=0,051). Takode, kao kovarijate su koris¢eni ITM I
glikemija. Statisiticki znacajne razlike u vrednostima ostalih parametara nisu uocene.

14. Rezultati genetic¢kih analiza PPARGC1A genotipa (rs8192678)

Analiza je obuhvatila 297 ispitanika. Od tog broja 147 (49,5%) su bili decaci, a devojéica je
bilo 150 (50,5%). Od ukupnog broja decaka, njih 26 je bilo preuhranjeno (17,7%) dok je njih 20
(13,7%) bilo gojazno. Od ukupnog broja devojéica, 26 (17,3%) je bilo preuhranjeno, dok je njih 17
(11,3%) bilo gojazno.

Od ukupnog broja ispitanika, utvrdeno je da je njih 126 (42,4%) bilo homozigot za ¢e$¢i alel
G, odnosno da su imali GG genotip, heterozigota (GA genotip) je bilo 145 (48,8%), dok je 26
ispitanika (8,8%) imalo genotip AA. Ucestalosti genotipova za sve ispitanike prikazane su na
grafikonu 7.
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Grafikon 7. Ukupna ucestalost PPARGC1A genotipova kod svih ispitanika
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Pored ucestalosti genotipova za sve ispitanike, izracunate su i ucestalosti genotipova odvojeno
po polu. Ucestalost GG genotipa kod decaka je 41,5%, GA genotipa 49%, dok je AA genotip imalo
9,5% decaka. Kod devojc€ica ucestalost GG genotipa je 43,3%, GA genotipa 48,7%, a AA genotipa
8%. Ucestalosti genotipova u odnosu na pol prikazani su na grafikonu 8.

Grafikon 8. Ucestalost PPARGC1A genotipova odvojeno po polu
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IzraCunate su i uCestalosti alela, kako za sve ispitanike, tako i odvojeno po polu. Ucestalost G
alela na ukupnom uzorku je 65,1%, dok je ucestalost A alela 34,9%. Kod decaka, uéestalost G alela
je 64,4%, a uCestalost A alela je 35,6%. Kod devojéica, ucestalost G alela je 65,8%, dok je ucestalost
A alela 34,2%. Analiza y? testom pokazala je da ne postoje statisti¢ki znacajne razlike u uéestalosti
genotipova izmedu grupe decaka i devojéica (¥>=0,26, p=0,8781).

Takode, izraCunate su srednje vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti od genotipa za sve
ispitanike i odvojeno po polu. Rezultati su prikazani u tabeli 20.
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Tabela 20. Srednje vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti od PPARGC1A genotipa na
ukupnom uzorku i odvojeno po polu

Parametar | Genotip | Ukupno p Decaci p Devojlice p
GG 21,82+4,86 21,20+4,44 22,43+5,21

ITM GA 22,33+3,97 | 0,483 | 22,55+4,26 | 0,161 | 22,11+3,67 | 0,836
AA 21,43+3,6 21,20+3,49 21,70+3,79

Glikemija GG 4,64+0,55 4,71+0,55 4,58+0,55

mmol/Il GA 4,75+0,72 | 0,305 | 4,83+0,68 0,461 | 4,66+0,75 0,617
AA 4,58+0,61 4,67£0,50 4,47%0,72

Trigliceridi | GG 0,96+0,40 0,97+0,45 0,94+0,35

mmol/I GA 1,00+0,57 | 0,497 | 0,97+0,56 0,446 | 1,04+0,58 0,529
AA 1,09+0,96 1,20+1,28 0,97+0,34

Ukupni GG 4,46+0,82 4,36+0,74 4,56+0,88

holesterol GA 4,31+0,89 | 0,181 | 4,08+0,73 0,100 | 4,53+0,99 0,721

mmol/I AA 4,16+1,03 4,03+1,06 4,32+1,02

HDL-C GG 1,42+0,39 1,42+0,45 1,42+0,32

mmol/Il GA 1,39+0,38 | 0,592 | 1,33+0.31 0,333 | 1,46+0,43 0,821
AA 1,78+0,60 1,4740,75 1,48+0,39

LDL-C GG 2,56+0,86 2,44+0,89 2,66+0,83

mmol/I GA 2,42+0,92 | 0,385 | 2,32+0,83 0,692 | 2,52+1,00 0,821
AA 2,38+0,74 2,41+0,68 2,35+0,84

Statisticka analiza je pokazala (tabela 20) da ne postoji statistiCki znacajna razlika u
vrednostima analiziranih parametara u zavisnosti od genotipa kako na ukupnom uzorku, tako i
odvojeno po polu.

Potom je analiziran uticaj genotipova po dominantnom modelu na vrednosti odabranih

parametara za sve ispitanike i odvojeno po polu. Rezultati su prikazani u tabeli 21.

Tabela 21. Srednje vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti od grupisanin PPARGCAL

genotipa na ukupnom uzorku i odvojeno po polu

Parametar | Genotip | Ukupno p Decaci p Devojlice p
GG 21.82+4.86 21.20+4,44 22 43+521

™ GAAA | 2219+3.01 | 0473 22332416 | 9114 (22052366 | 9619

Glikemija | GG 464055 4712055 458055

mmoll [ GArAA T4,72:0.70 | *%% [asos06 | O [deasoze | 0653

Trigliceridi | GG 0,9620.40 0,0720.45 0,0420.35

moll GAAA | 102:064 | 2324 Motzo72 | 972 [103s055 | 9273

Ukupni GG 4,460 82 436074 45620 88

holesterol GA+AA | 428+0,92 | 0,092 | 4,08+0,78 0,033 | 4,50+0,99 0,712

mmol/I

HDL-C GG 1.42+0,39 1424045 1.42+0,32

mmol/l GAAA | 1412042 | 074 1355041 | 934 1462042 | %096

LDL-C GG 2.5620.86 2.4420.89 2.6620 83

mmol/l GA+AA | 2412089 | 9172 [233x080 | 9430 (2202008 | %276
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Analiza rezultata (tabela 21) pokazala je da postoji statisticki znacajna razlika u grupi decaka
u vrednostima ukupnog holesterola u zavisnosti od genotipa, po dominantnom modelu, Nosioci GG
genotipa imaju statisticki znacajno vise vrednosti ukupnog holesterola (p=0,033). Ovaj rezultat je
potvrden multiplom linearnom regresionom analizom (=-0,105, p=0,032). Kao kovarijate kori$¢eni
su pol, nivo glikemije i ITM. Statisticka znacajnost nije dobijena za ostale analizirane parametre.

Takode, analizirana je povezanost GG/GA+AA genotipova sa odabranim parametrima u
zavisnosti od stepena uhranjenosti. Ispitanici su podeljeni u dvije grupe u zavisnosti od ITM. U prvu
grupu svrstani su oni adolescenti ¢iji je ITM<85. percentila, odnosno normalno uhranjeni. Drugu
grupu ¢ine adolescenti ¢iji je ITM>85.percentila, odnosno preuhranjeni i gojazni. Analizirane su
vrednosti odabranih parametara u zavisnosti od genotipa GG/GG+AA kako na ukupnom uzorku tako
i odvojeno po polu. Rezultati su prikazani u tabelama 22 i 23.

Tabela 22. Srednje vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti od PPARGC1A genotipa kod svih
adolescenata sa ITM<85. percentila i odvojeno po polu

Parametar | Genotip | ITM<85. pc p Decaci p Devojcice p
™ GG 19,50+2,29 0139 19,37+2,13 0.620 19,55+2,42 0198
GA+AA | 19,90+1,94 ’ 19,50+1,71 | 20,14+2,01 '

Glikemija GG 4,65+0,53 4,70+0,58 4,58+0,46

mmol/| GA+AA | 4712074 | 9470 4763073 | 000 [Zg7a076 | 0492
Trigliceridi | GG 0,93+0,42 0,92+0,43 0,91+0,34

mmol/| GAAA 11132075 | 9612 g gpz073 | 0726 [gogro4s | 0332
Ukupni GG 4,38+0,75 4,33+0,72 4,42+0,80
holesterol GA+AA | 4,31+0,96 0,583 | 3,99+0,82 | 0,022 | 4,61+0,99 0,307
mmol/I

HDL-C GG 1,46+0,40 1,47+0,47 1,46+0,30

mmol/l GA+AA | 1,47+0,46 0.932 1 112045 | ©°10 [129%0.45 0,696
LDL-C GG 2,43+0,78 2,38+0,86 2,51+0,70

mmol/l GA+AA | 2412090 | 2820 2 23:072 | 0349 [Z50x101 | 0636

Analiza rezultata prikazanih u tabeli 22 je pokazala da kod adolescenata koji su normalno
uhranjeni, na ukupnom uzorku ne postoji statisticki znacajna povezanost izmedu PPARGC1A
genotipova i vrednosti analiziranih parametara. Medutim, u grupi de¢aka uocava se povezanost GG
genotipa sa visim vrednostima ukupnog holesterola. Decaci nosioci GG genotipa su imali statisticki
znacajno viSe vrednosti ukupnog holesterola u odnosu na decake nosioce GA+AA genotipa
(p=0,002). Rezultati multiple linearne regresione analize su potvrdili ovaj rezultat. Dobijene vrednosti
su p=-0,231, p=0,022. Kao kovarijate korisc¢eni su pol, ITM i glikemija. Kada je re¢ o devojc¢icama
sa ITM<85. percentila, nije uocena asocijacija genotipova sa srednjim vrednostima analiziranih
parametara.
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Tabela 23. Srednje vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti od PPARGC1A genotipa kod svih
adolescenata sa ITM>85. percnetila i odvojeno po polu

Parametar | Genotip | ITM>85. pc p Decaci p Devojcice p

GG 28.24+4.30 27041426 28,204 43
IT™ GAAA | 26942240 | 2398 26 80+2.56 | %:72% 26741231 | 9317
Glikemija | GG 4.70£0.55 4774043 4.690,62
mmol/l GA+AA |4.80:054 | 240 2 g9x049 | %473 [267z056 | 9932
Trigliceridi | GG 1,0420 35 1.16£0 51 1,05£0.38
mmol/l GAAA 1132075 | 2830 1082072 | %743 1162078 | 9237
Ukupni GG 4.7240.97 4.37£0.85 4.00£0,99

holesterol GA+AA | 4,28+0,83 0,019 | 4,22+0,71 | 0,529 | 4,28+0,98 0,045
mmol/I
HDL-C GG 1,32+0,36

1,23+0,34 1,36+0,37

mmol/l GA+AA | 1274029 | %40 1 24z032 0924 (1374034 | 0876
LDL-C GG 2.0620.95 2.66£0.99 3,060,093
mmol/l GA+AA | 2452089 | 2019 2515002 | 9021 (5281086 | 007

Iz tabele 23 moze se zakljuditi da ispitanici Ciji je ITM>85. percnetila, a koji su nosioci GG
genotipa imaju statisticki znacajno vise vrednosti ukupnog i LDL holesterola u odnosu na nosioce
GA+AA genotipa (p=0,019; p=0,019). Rezultati multiple linearne regresione analize potvrduju ove
rezultate. Kao kovarijate koris¢eni su pol, ITM i glikemija. Dobijeni rezultati multiple linearne
regresione analize za ukupni holesterol su =-0,242, p=0,039, a za LDL holesterol su =-0,283,
p=0,021. Povezanost PPARGC1A genotipova sa ostalim analiziranim parametrima na ukupnom
uzorku nije uocena. Takode, analiza rezultata odvojeno po polu ukazala je da su devojcice nosioci
GG genotipa imale viSe vrednosti ukupnog i LDL holesterola u odnosu na devojcice nosioce GA+AA
genotipa (p=0,045; p=0,007). Multipla linearna regresiona analiza je potvrdila ove rezultate. Dobijene
vrednosti za ukupni holesterol su f=-0,352, p=0,033, a za LDL holesterol su p=-0,451, p=0,007. Kao
kovarijate koriS¢eni su pol, ITM 1 glikemija. Kod decaka sa ITM>85. percentila nije uocena
povezanost PPARGC1A genotiova sa vrednostima analiziranih parametara.

15. Rezultati geneti¢kih analiza BDNF genotipa (rs6265)

U okviru ispitivanja ovog polimorfizma analizirano je 308 ispitanika. Od toga, 153 (49,7%)
su bili de€aci, a devojéica je bilo 155 (50,3%).0d ukupnog broja decaka, njih 26 je bilo preuhranjeno
(17,8%) sa ITM preko 85. percentila, dok je njih 20 (13,7%) bilo gojazno sa ITM preko 95. percentila.
Od ukupnog broja devojcica, 29 (17,8%) je bilo preuhranjeno, dok je njih 17 (11,0%) bilo gojazno.

Od ukupnog broja ispitanika, utvrdeno je da je njih 202 (65,6%) bilo homozigot za ¢esci alel
G, odnosno da su imali GG genotip, heterozigota (GA genotip) je bilo 103 (33,4%), dok je 3 ispitanika
(1%) imalo genotip AA. Ucestalosti genotipova za sve ispitanike prikazane su na grafikonu 9.
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Grafikon 9. Ukupna ucestalost BDNF genotipova kod svih ispitanika

mGG
HGA
HAA

Zatim su izracunate i ucestalosti genotipova odvojeno po polu. Ucestalost GG genotipa kod
decaka je 63,4%, GA genotipa 35,3%, dok je AA genotip imalo 1,3% decaka. Kod devojcica
ucestalost GG genotipa je 67,7%, GA genotipa 31,6%, a AA genotipa 0,6%. Ucestalosti genotipova
u odnosu na pol prikazani su na grafikonu 10.

Grafikon 10. Uc¢estalost BDNF genotipova odvojeno po polu
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Iz ucestalosti genotipova izraCunate su i ucestalosti alela za sve ispitanike 1 odvojeno po polu.
Ucestalost G alela za sve ispitanike je 82,0%, dok je ucestalost A alela 18%. U grupi decaka,
ucestalost G alela je 79,6%, a uCestalost A alela je 20,4%. Kod devojéica, ucestalost G alela je 82,3%,
a ucestalost A alela je 17,7%. Rezultati y? testa pokazalisu da ne postoje statisti¢ki znacajne razlike u
ucestalosti genotipova izmedu grupe dedaka i devojéica (x?=0,64, p=0,4237).

U analizi srednjih vrednosti parametara u zavisnosti od genotipa primenjen je dominantni model s
obzirom da su samo 3 ispitanika imala genotip AA. Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 24.
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Tabela 24. Srednje vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti od BDNF genotipa na ukupnom
uzorku i odvojeno po polu

Parametar | Genotip | Ukupno p Decaci p Devojlice p
GG 22.17+4,37 21.79+4,14 22 54+4 57

™ GA+AA | 21.76:382 | 0378 21742420 | 9710 [2205¢366 | 9307

Glikemija | GG 4,74+0,66 4,79+0,62 4,70+0,70

mmol/l GA+AA | 456:056 | 0910 7egx055 | 9302 (7431055 | %023

Trigliceridi | GG 0,090 52 0,06+0 54 1,0240,52

mmol/| GA+AA | 0974059 | 9% ogoz075 | 907° 0952036 | 962

Ukupni GG 4,36+0,86 418074 453093

holesterol GA+AA | 4,34+0,88 | 0,931 |420+0,82 | 0,848 | 4,48+0,94 0,756

mmol/I

HDL-C GG 1,4240,42 1,3440,34 1.4540,41

mmol/l GA+AA | 1442044 | 0®* Ta2x053 | 0% [1a8s033 | 96%°

LDL-C GG 2,470 87 2,38+0,85 2.55+0,93

mmol/| GA+AA | 2,48+0,84 0911 2,40+0,80 0.879 2,57+0,84 0873

Analiza rezultata (tabela 24) je pokazala da su srednje vrednosti u nivou glikemije znacajno
vise kod nosioca GG genotipa u poredenju sa nosiocima GA i AA genotipa, kako na ukupnom uzorku
(p=0,010), tako i u grupi devojc¢ica (p=0,023). Da bi se potvrdili ovi rezultati radena je multipla
linearna regresiona analiza. Kao kovarijate koris¢eni su pol i ITM. Nosioci GG genotipa imali su
statisticki znacajno viSe vrednosti glikemije (B=-0,152, p=0,02). Takode, uocena je statisticki
znacajna povezanost izmedu ITM i nivoa glikemije (=0,124, p=0,033). Nije uocena statisticki
znacajna povezanost izmedu rs6265 genotipa i srednjih vrednosti ostalih analiziranih parametara.

Potom su adolescenti podeljeni u dvije grupe u zavisnosti od ITM. U prvu grupu svrstani su
oni adolescenti ¢iji je ITM<85. percentila. Drugu grupu ¢ine adolescenti ¢iji je ITM>85. percentila.
Analizirani su odabrani parametri u zavisnosti od genotipa GG/GA+AA, kako na ukupnom uzorku
tako i odvojeno po polu. Rezultati su prikazani u tabelama 25 i 26.

Tabela 25. Srednje vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti od BDNF genotipa kod svih
adolescenata sa ITM<85. percentila i odvojeno po polu

Parametar | Genotip | ITM<85. pc p Decaci p Devojéice p
GG 19,91+2,17 19,60+1,98 20,06£2,25

'™ GA+AA | 19,58+2,04 0,198 19,23+2,03 0.286 19,95+2,02 0,647
Glikemija GG 4,75%0,66 4,72+0,67 4,76x0,67

mmol/I GA+AA | 4,53+0,57 0,020 4,67+0,58 0.707 4,37+0,53 0,004
Trigliceridi | GG 0,93+0,42 0,88+0,39 0,98+0,40

mmol/I GA+AA | 0,94+0,64 0,535 0,98+0,83 0.843 0,90+0,36 0,333
Ukupni GG 4,36+0,82 4,15+0,71 4,57+0,88

holesterol GA+AA | 4,29+0,92 0,577 | 4,14+0,88 | 0.941 | 4,44+0,94 0,478
mmol/I

HDL-C GG 1,45+0,39 1,39+0,32 1,50+0,43

mmol/I GA+AA | 1,48+0,47 0,696 1,49+0,59 0.277 1,47+0,31 0,650
LDL-C GG 2,41+0,80 2,33+0,69 2,54+0,89

mmol/Il GA+AA | 2,42+0,85 0,953 2,31+0,87 0.906 2,54+0,83 0,983
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Analiza rezultata (tabela 25) je pokazala da u grupi decaka sa indeksom telesne mase ispod
85.0g percentila nosioci GG genotipa imaju statisti¢ki znac¢ajno vise vrednosti glikemije u odnosu na
nosioce GG+AA genotipa (p=0,020). Takode, u grupi devojcica, nosioci GG genotipa su imale
znacajno viSe vrednosti glikemije u odnosu na nosioce GG+AA (p=0,004). Statisti¢ke znacajnosti
nisu uocene za srednje vrednosti ostalih analiziranih parametara.

Tabela 26. Srednje vrednosti analiziranih parametara u zavisnosti od BDNF genotipa kod svih

adolescenata sa ITM>85. percentila i odvojeno po polu

Parametar | Genotip | ITM>85. pc p Decaci P Devojcice P
GG 27.3243,70 26.82+3 37 27424398
™ GA+AA | 27.2942,00 | 0234 27202228 | 9148 27022150 | 0433
Glikemija | GG 4,80+0,54 4,08+0.46 4712057
mmol/| GA+AA | 4665051 | 0201 4702045 | 9138 (2502050 | 0961
Trigliceridi | GG 1.13%0,70 1.13%0,74 1.13%0,69
mmol/| GA+AA | 1032043 | 2870 [T o0x051 | 9049 [T 062031 | %798
Ukupni GG 4,400,96 4.20+0 81 4.54+1,04
holesltzrol GA+AA | 4,44+0,79 | 0874 [432+0,65 | 0616 459+095 | 0873
mmo
HDL-C GG 1.25+0,33 1.2240,36 1.3240,36
mmol/| GA+AA | 1342033 | 0230 1254026 | 9818 (1482038 | %207
LDL-C GG 2,64+1,00 251%1,03 2,65+1,00
mmol/l GA+AA | 2632079 | 081 Z62x075 | %715 2662088 | 9977

Analiza rezultata (tabela 26) je pokazala da u grupi preuhranjenih i gojaznih adolescenata
nema statisticki znacajnih razlika u zavisnosti od stepena uhranjenosti i BDNF genotipa u odnosu na

srednje vrednosti analiziranih parametara kako na ukupnom uzorku, tako i odovjeno po polu.
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IV DISKUSIJA

Deciju i adolescentnu gojaznost karakteriSe prekomerna telesna tezina koja nastaje kao
posledica kalorijskog suficita tokom duzeg vremenskog perioda, a kojeg ne prati adekvatan utroSak
energije. Pored toga, uzroci adolescentne gojaznosti su multifaktorski i predstavljaju zbirni uticaj
genetickih, neuroendokrinih, metabolickih i bihevioralnih faktora sa faktorima spoljasnje sredine.
Smatra se da svako povecéanje telesne tezine preko 10% od normalne (od 5. do 85. percentila)
predstavlja gojaznost (186). Adolescentna gojaznost postaje sve veéi izazov 21. veka dostizuéi
epidemijske razmere. Problem gojaznosti nije samo prekomerna telesna tezina, ve¢ i komorbiditeti
koji prate ovaj poremecaj kao Sto su insulinska rezistencija, dijabetes tipa II, metabolicke,
kardiovaskularne i druge bolesti. Takode, gojaznost ima negativne posledice i na psihosocijalni status
dece i adolescenata. Istrazivanja su pokazala da gojazna deca i adolescenti imaju smanjen nivo
socijalnih sposobnosti i nivoa samopouzdanja u poredenju sa normalno uhranjenom decom (187).
Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije broj gojazne dece Sirom sveta je sa 11 miliona od
1975. do 2016. godine narastao na 124 miliona, a procenjuje se da je jo§ 216 miliona dece i
adolescenata preuhranjeno (188).

Poslednjih godina, brojna istrazivanja se baziraju na molekularno-genetickim uzrocima
gojaznosti i njenih komorbiditeta. Pored ve¢ poznatih uzro¢nika, sve viSe paznje pridaje se
istrazivanjima gena znacajnih za diferencijaciju i aktivaciju mrkog masnog tkiva, za koje se smatra
da ima vaznu ulogu u metabolizmu lipida, glukoze, energetske homeostaze i regulacije telesne tezine.
Cinjenica da je ova vrsta masnog tkiva prisutna ne samo kod novorodencadi, veé i kod odraslih osoba
pokrenula je brojna pitanja o njegovoj fiziologiji, aktivaciji i mogu¢em terapetuskom potencijalu
leCenja gojaznosti i prate¢ih komplikacija. Pored primarne uloge koje mrko masno tkivo ima u
rasipanju energije u vidu toplote, ono je veoma znacajno u determinaciji telesne tezine kod dece i
adolescenata (189,190). Aktivnost i volumen mrkog masnog tkiva umnogome zavise od starosne
dobi, stepena uhranjenosti, pola i temperature (26). Istrazivanja su pokazala da se aktivnost i volumen
mrkog masnog tkiva povecava tokom puberteta, §to se moze pripisati uticaju polnih i steroidnih
hormona (191,192). Istrazivanja u kojima je primenjena magnetna rezonanca pruzila su dokaz da
preuhranjena 1 gojazna deca imaju znacajno manje ukupnog (funkcionalnog i nefunkcionalnog)
mrkog masnog tkiva u supraklavikularnom regionu u poredenju sa mrsavom decom (193). U proseku,
povecanje tezine i potkoZnih masti bilo je tri puta, a visceralnih masti Sest puta vec¢e kod dece kod
koje nije uoCena aktivnost mrkog masnog tkiva u poredenju sa decom kod koje je prisutno
metaboli¢ki aktivno mrko masno tkivo (103,190,194). Kod odraslih osoba, aktivnost mrkog masnog
tkiva dovodi se u vezu sa metabolizmom glukoze, procentom telesnih masti i ITM. Kod zdravih
odraslih osoba kod kojih je prisutna akitvnost mrkog masnog tkiva uocene su nize vrednosti glukoze
kao i ukupnog i LDL holesterola u poredenju sa osobama kod kojih nije uocena aktivnost mrkog
masnog tkiva (195,196). Takode, smatra se da njegova aktivnost znacajno uti¢e na povecanje lipolize,
oksidaciju triglicerida i slobodnih masnih kiselina kao i na povecanje insulinske sensitivnosti (197).

Ovo istrazivanje predstavlja populaciono-geneticku studiju sprovedenu na populaciji
adolescenata uzrasta 15 godina sa ciljem ispitivanja povezanosti polimorfizama gena znacajnih za
diferencijaciju i aktivaciju mrkog masnog tkiva sa ITM, lipidnim statusom i nivoom glikemije.
Veli¢ina uzorka i nac¢in njegovog selektovanja u znacajnoj meri doprinose kvalitetu populaciono-
genetickih studija. U okviru ovog istrazivanja obuhvaceno je 308 dece iz razli¢itih delova Srbije:
Arilje, Beograd, Bor, Despotovac, Kraljevo, Knjazevac, Ni§, Pozarevac, Subotica i Uzice. Imajuci u
vidu da je obuhvacden znacajan broj regiona Srbije, moze se smatrati da odabrani uzorak umnogome
odgovara genetickoj strukturi populacije Srbije. Svi ispitanici su istog starosnog uzrasta, odnosno
imaju podjednak stepen rizika za razvoj gojaznosti i metabolickih poremecaja uslovljen dobi, te se s
stoga dob moZe iskljuciti kao varirajuci faktor rizika u ispitivanoj populaciji.

U okviru ove doktorske disertacije ispitivani uzorak ¢inilo je 153 dec¢aka odnosno 49,68%,
dok je devojcica bilo 155, odnosno 50,32%. Od ukupnog broja ispitanika 217 je bilo normalno
uhranjeno, odnosno sa ITM manjim od 85. percentila, dok je njih 91 bilo preuhranjeno i gojazno sa
ITM>85. percentila. U grupi decaka, njih 26 je bilo preuhranjeno odnosno 17,8%, dok je 20 decaka,
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tj. 13,7% bilo gojazno. Od ukupnog broja devojcica 29 (17,8%) je bilo preuhranjeno, dok je njih 17
(11,0%) bilo gojazno. Podaci od prethodnim oboljenima ispitanika dobijenim uvidom u anamnestic¢ke
podatke ukazuju na nizak stepen ucestalosti prethodnih oboljenja koja mogu biti povezana sa
gojaznosScu, dislipidemijom ili poremecajem u nivou glikemije. Od ukunog broja analiziranih
prethodnih oboljenja ispitanika, znacajnija ucestalost zapazena je kod poremecaja sr¢anog ritma u
10,4% ispitanika, dok su alergijske manifestacije imale ucestalost od 4,2%. Takode, analizirane Su
ucestalosti oboljenja kod majki i o¢eva ispitanika. Znacajna ucestalost gojaznosti uocava se kod oba
roditelja, gde su majke bile gojazne u 27,6% , dok je ucestalost gojaznosti kod oceva iznosila 29,9%.

Srednje vrednosti ITM, glikemije, triglicerida, ukupnog holesterola, HDL i LDL holesterola
analizirane su na ukupnom uzorku kao i odvojeno po polu. Statisi¢ki znacajno viSe vrednosti
glikemije primecene su kod decaka u odnosu na devojcice. Takode, vise vrednosti ukupnog
holesterola i HDL holesterola su imale devojéice u odnosu na decake. Pored toga, analizirane su
srednje vrednosti odabranih parametara na ukupnom uzorku za normalno uhranjenje ispitanike, kao i
za preuhranjenje 1 gojazne adolescente. Rezultati su pokazali da su adolescenti ¢iji je ITM>85.
percentila imali statistiCki znaCajno viSe vrednosti triglicerida i LDL holesterola u odnosu na
normalno uhranjene adolescente, odnosno one sa ITM<85. percentila. Takode, normalno uhranjeni
adolescenti su imali statistiCki znacajno viSe srednje vrednosti HDL holesterola u odnosu na
preuhranjene i gojazne adolescente. lako su ispitanici u ovoj studiji iste starosne dobi, te nemaju
pridruzenih oboljenja, razlike u srednjim vrednostima analiziranih parametara mogle bi se pripisati
razlikama u rastu, uticaju polnih hormona, hormona rasta kao i navikama u ishrani, te fizickoj
aktivnosti. S obzirom da u periodu puberteta dolazi do povecane sekrecije testosterona kod decaka,
bazalni metabolizam decCaka se povecava za 10%. Estrogen ima tri puta manji efekat na bazalni
metabolizam nego testosteron (198). Testosteron takode ima uticaj na lipaznu aktivnost jetre, te dolazi
do smanjenja nivoa lipidnih parametara posebno HDL holesterola. Kada je re¢ o zenskim polnim
hormonima, primarno estrogenu, zbog povecanog lu¢enja ovog polnog hormona u toku puberteta kod
devojcica dolazi do povecéanih vrednosti ITM kao i subkutane adipoznosti (199). Shodno navedenom,
delimi¢no bi se mogle pojasniti viSe vrednosti lipidnih parametara kod devoj€ica u odonosu na
decake. Kada su u pitanju niZe vrednosti glikemije kod devojcica u odnosu na decake, jedno od
logi¢nih objasnjenja bi se moglo ogledati u fizioloskoj insulinskoj rezistenciji koja se dogada u toku
puberteta. Naime, insulisnka rezistencija u toku puberteta dovodi se u vezu sa pove¢anom sekrecijom
hormona rasta, na koji izmedu ostalog deluje 1 testosteron. Imaju¢i u vidu da hormon rasta dostize
maksimum sekrecije oko 14-te godine kod decaka, a kod devoj¢ica u 12. godini za ocekivati je da
decaci razviju poveéanu rezistenciju na insulin, a samim tim i vi$e vrednosti glikemije u odnosu na
devojcice (198,200). Takode, podaci o ispitanicima koji su ucestvovali u ovoj studiji, ne ukljucuju
informacije o nacinu ishrane i fizickoj akitvnosti koji su vazni parametri prilikom procene lipidnih
parametara, kao i nivoa glukoze u krvi. S druge strane, analiziraju¢i podatke o ITM, nivou triglicerida
1 LDL holesterola, statsticki znacajne razlike u srednjim vrednostima nisu uo¢ene ni za jedan od
navedenih parametara.

16. ANALIZA PRDM16 POLIMORFIZMA

PRDMI16 pripada familiji PRDM proteina, te predstavlja klju¢nu komponentu za
diferencijaciju i aktivaciju mrkog masnog tkiva (26). PRDM16 ima ulogu u aktivaciji odgovarajuce
genske ekspresije u celijama mrkog masnog tkiva kroz interakciju sa PPARy, PGC-la,
PGCI1B,C/EBPB u ZFP516 proteinima. Takode, PRDM16 kroz interakcije sa CtBP1 and CtBP2
korepresorima ima ulogu u supresiji gena odgovornih za nastanak belih adipocita (67). S obzirom da
je PRDM16 ukljucen u brojne fizioloske procese poput energetske homeostaze, metabolizma glukoze
i lipida, kao i regulacije telesne tezine, smatra se veoma vaznim koregulatornim proteinom u biologiji
mrkog masnog tkiva. Dosada$nja istazivanja ukazuju na povecanu ekspresiju PRDM16 gena kod dece
i adolescenata kod kojih je uocena prisutnost mrkog masnog tkiva (194).

Polimorfizam rs12409277 u genu za PRDM16 dovodi do bazne substitucije timina u citozin
¢ime uti¢e na transkripcionu aktivnost PRDM16 gena. Literaturni podaci ukazuju na povezanost
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prisustva C alela sa povecanom ekpresionom aktivno$¢u, te pove¢anim volumenom i aktivno$éu
mrkog i bez masnog tkiva (115).

Ucestalost C alela u evropskim populacijama je 0,179, a ucestalost T alela 0,821. U nasem
istrazivanju koje je obuhvatilo 300 ispitanika ucestalost C alela je 0,090, a ucestalost T alela 0,910.
Ucestalost TT genotipa u nasem ispitivanju je 82,3%, CT genotipa 17,3%, dok je ucestalost CC
genotipa 0,3%. Dobijene ucestalosti alela i genotipova priblizno su iste kao u drugim populacijama
sveta, izuzev Azije, gdje je skoro podjednako zastupljena ucestalost T i C alela (201), $to se moze
videti u tabeli 27. Rezultati analize ucestlosti genotipova odvojeno po polu, odnosno izmedu grupe
decaka i devojcCica ne pokuzaju statisticku znacajnost (p=0,532).

Tabela 27. Ucestalost T/C alela rs12409277 polimofrizma u razli¢itim svetskim populacijama (201)

Populacija T C
Srbija- adolescenti 0,910 0,090
Evropske populacije 0,821 0,179
Amerika 0,760 0,240
Afrika 0,861 0,139
Azija 0,556 0,444

Koliko je nama poznatno, za sada ne postoje studije koje su istrazivale povezanost rs12409277
polimorfizma sa vrednostima glikemije, lipidnog statusa i indeksa telesne mase kod dece ili
adolescenata. Medutim, istrazivanja sprovedena na uzorku od 1081 Zene u postmenopauzi pokazuje
da je prisustvo CC ili CT genotipa povezano sa vi$im vrednostima telesne mase bez masti nego kod
zena koji su nosioci T alela (115). Yue i saradnici istrazivali su i vezu izmedu rs2236518
polimorfizma lociranog takode na 5 UTR regionu PRDM16 gena sa ITM kod mladih muskaraca (od
20-40 godina) i starijih musakaraca (50-80 godina). Rezultati studije pokazuju nize vrednosti ITM u
obe grupe. Takode, ista grupa saradnika pronasla je asocijaciju izmedu rs2236518 polimorfizma i
smanjenog rizika za razvoj metabolickog sindroma na uzorku od 1399 kineskih muskaraca (116).
Pored toga, AIAmran i sar. ispitivali su povezanost rs2651899 polimorfizma sa indeksom telesne
mase i lipidnim statusom na odrasloj populaciji Saudijske Arabije. Uoceno je da nosioci mutiranog
genotipa imaju stitisti¢ki znacajno vedi rizik od gojaznosti u odnosu na nosioce TT genotipa. Takode,
u istom istrazivanju zapazeno je da nosioci TT genotipa imaju statisticki zna¢ajno viSe vrednosti HDL
i LDL holesterola, ali nize vrednosti triglicerida u odnosu na nosioce CC genotipa (117). U
istrazivanju Park i sar. ispitivana je povezanost PRDM16 rs17390167 polimorfizma sa metabolickim
sindromom, gde je uocen povecan trend za rizik od razvoja metaboli¢kog sindroma, ali rezultati nisu
dostigli statisticku znacajnost (118).

Rezultati nasih analiza pokazuju da u grupi devojcica (normalno uhranjenih, preuhranjenih i
gojaznih zajedno) postoji statisti¢ki znacajna razlika u srednjim vrednostima ukupnog holesterola
(p=0,037) dok je razlika u vrednostima LDL holesterola na granici statisticke znacajnosti (p=0,054)
u zavisnosti od PRDM16 genotipa. Devoj¢ice nosioci TT genotipa imale su statisticki vise vrednosti
ukupnog i LDL holesterola. Medutim, multipla linearna regresiona analiza nije potvrdila ove
rezultate. Takode, statisticki znacajne razlike u vrednostima ostalih analiziranih parametara u
zavisnosti od genotipova nisu uocene. Medutim, na$i rezultati su pokazali da ispitanici koji su
normalno uhranjeni, odnosno imaju ITM<85, a koji su nocioci TT genotipa, imaju statisticki znacajno
viSe vrednosti ukupnog i LDL holesterola u odnosu na nosioce CT+CC genotipa. Prilikom analize
parametara odvojeno po polu, dosli smo do zakljucka da su razlike u srednjim vrednostima izrazenije
kod devojéica. Devojcice nosioci TT genotipa imale su znacajno vise vrednosti ukupnog i LDL
holesterola u odnosu na devojcice nosioce CT+CC genotipa. Rezultati su pokazali i da decaci ¢iji je
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ITM>85, a koji su nocioci TT genotipa, imaju statisticki znacajno vise vrednosti HDL holesterola u
odnosu na nosioce CT+CC genotipova, ali multipla linearna regresiona analiza nije potvridila ove
rezultate.Nismo dobili statisticke zna¢jnosti u pogledu analize ostalih parametara kod preuhranjenih
i gojaznih ispitanika.

S obizrom da u pubertetu dolazi do povecane sekrecije hormona rasta, faktora rasta,
gonadotropina i polnih steroidnih hormona za koje se smatra da uti¢u na aktivnost mrkog masnog
tkiva, moguce objasnjenje za dobijene razlike u vrednostima analiziranih parametara u odnosu na pol,
proizilazi iz razlika u rastu, polnoj zrelosti kao i zrelosti organa koji lu¢e navedene hormone izmedu
decaka i devojCica ovog uzrasta (56).

17. ANALIZA CtBP2 POLIMORFIZMA

C-terminus vezujuci protein 2 se eksprimira u mnogim tkivima ukljucujuéi i masno tkvio.
CtBP2 deluje kao korepresor transkripcije, aktivator tranksripcije i regulator citoskeleta (119). Kada
je re¢ o mrkom masnom tkivu, CtBP2 u interakciji sa PRDM16 suprimira ekspresiju gena specifénih
za Celije belog masnog tkiva, ¢ime se stvara preduslov za aktivaciju eksresije gena specificnih za
mrko masno tkivo. Direktno vezivanje PRDM16 sa CtBP1 i CtBP2 kroz PXDLS motive omoguc¢ava
represiju na promotoru gena za rezistin, angiotensinogen, te drugih gena znacajnih za belo masno
tkivo (125).

U okviru gena za CtBP2 identifikovano je nekoliko intronskih polimorfizama medu kojima je
1 rs1561589 koji dovodi do zamene guanina adeninom. Efekat ovog polimorfizma na samu ekspresiju
gena i funkciju proteina jo$ uvek nije dovoljno razjasnjen. Takode, pregledom dostupne literature
nisu nadeni podaci koji bi ukazivali na povezanost rs1561589 sa lipidnim statusom, ITM ili
glikemijom kod dece ili adolescenata.

Rezultati nase studije koja je obuhvatila 300 ispitanika pokazuju da je ucestalost GG genotipa
bila 43,0%, odnosno 129 ispitanika je bilo homozigot za ¢es¢i alel G. Heterozigota je bilo 130
(43,3%), dok je ucestalost AA geotipa bila 13,7%, odnosno 41 ispitanik je bio homozigot za redi alel
A. Takode, ucestalost G alela na ukupnom broju ispitanika je 65%, dok je ucestalost A alela 35%, Sto
je u saglasnostima sa ucestalostima rezultata objavljenih za ralicite populacije sveta, tabela 28.
Primecuje se da je ucestalost alela G niZa u populaciji Afrike u odnosu na ostale populacije u svetu,
kao i da se ucestalost alela A znacajno razlikuje u ovoj populaciji u odnosu na sve druge.

Tabela 28. Ucestalost G/A alela rs1561589 polimofrizma u razli¢itim svetskim populacijama (201)

Populacija G A
Srbija- adolescenti 0,650 0,350
Evropske populacije 0,636 0,364

Amerika 0,610 0,390
Afrika 0,390 0,610
Azija 0,697 0,303

Analizom rezultata u ovoj studiji nismo uocili statisti¢ki znacajnu povezanost izmedu indeksa
telesne mase i ostalih analiziranih parametara i rs1561589 polimorfizma kako na ukupnom broju
ispitanika, tako i u grupi decaka i devoj¢ica. Medutim, Hinneyi saradnici su u GWAS (engl. genome
wide association study) studiji pokazali povezanost ovog polimorfizma sa povecanim indeksom
telesne mase kod Zena. Ista studija analizirala je jo§ dva intronska polimorfizma u okviru ovog gena
rs126681170 i rs126674064 koja se dovode u vezu sa povecanim ITM dominantno kod Zena, te
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poveéanom mogucénos§c¢u za razvoj poremecaja U ishrani, primarno anoreksije (127). Nadalje, studija
Bradfield i saradnika analizirala je ovaj polimorfizam kao i rs126681170 i rs126674064 u EGG (eng.
Early Growth Genetics Consoritium) studiji koja je obuhvatala samo decu i adolescente. Takode, nisu
uoceni znacajni rezultati u pogledu povezanosti ovog polimorfizma sa indeksom telesne mase, $to je
u saglasnosti sa nasim rezultatima (202).

Prilikom analize povezanosti ovog polimorfizma sa odabranim parametrima u grupi ispitanika
sa ITM<85 (normalo uhranjeni) i sa ITM>85 (preuhranjeni i gojazni) dobili smo statisti¢ki znacajnu
razliku u vrednostima ukupnog holesterola i LDL holesterola kod preuhranjenih i gojaznih devojéica.
Naime, devojcice nosioci GA+AA imale su znacajno viSe vrednosti ukupnog i LDL holesterola u
odnosu na devojéice nosioce GG genotipa. U grupi normalno uhranjenih i preuhranjenih i gojaznih
decaka nije dobijena statisticka znacajnost u pogledu analiziranih parametara u odnosu na genotip.

S obzirom na ve¢ prethodno opisanu interakciju izmedu CtBP2 i PRDM16 proteina, u ovoj
studiji ispitivali smo aditivni efekat rs12409277 (PRDM16) i rs1561589 (CtBP2) polimorfizama na
analizirane parametre. Rezultati su pokazali da su nosicoi CT genotipa za PRDM16 gen (rs12409277)
I GG genotipa za CtBP2 gen(rs1561589) imali znacajno nize vrednosti ukupnog i LDL holesterola u
poredenju sa svim drugim kombinacijama genotipova. Prisustvo redeg C alela utice na povecanu
ekspresiju PRDM16gena, dok efekat instronskog polimorfizma u CtBP2 genu jos uvek nije dovoljno
razjas$njen. Medutim, prema trenutno poznatim podacima, moguce je da prisustvo redeg A alela u
okviru CtBP2 polimorfizma smanjuje njegovu ekspresiju ili aktivnost bilo direktno ili kroz
neravnotezu vezanosti gena sa drugim, jo§ uvek nepoznatim funkionalnim polimorfizmom. S toga,
moguce je da nosioci CT+GG genotipova imaju povecanu ekspresiju PRDM16 1 CtBP2 proteina a da
za posledicu toga imaju manje belog, a vise mrkog masnog tkiva.

18. ANALIZA PPARG POLIMORFIZMA

PPARy je hormonski receptor i ligand aktiviSuéi transkripcioni faktor koji se primarno
ekpsrimira u masnom tkivu, a ¢ija je kljucna uloga kontrola diferencijacije adipocita 1 regulacija
ekspresije brojnih gena ¢iji produkti ucestvuju u procesima energetske homeostaze, inflamacije,
angiogeneze i ateroskleroze (128,134). Iako je PPARYy kljuéni transkripcioni faktor za diferencijacju
masnog tkiva, on sam nije dovoljan za aktivaciju programa diferencijacije mrkog masnog tkiva.
Njegova interakcija sa PRDM16 transkripcionim faktorom ima veoma vaznu ulogu u regulaciji
ekspresije proteina karakteristi¢nih za mrke adipocite kao $to je UCP1 (137). Kod ¢oveka, gojaznost
dovodi do smanjene ekspresije PPARG sto za posledicu ima povecan stepen inflamacije, angiogeneze
i fibroze u belom masnom tkivu. U skladu sa ovim ¢injenicama, osobe koje imaju mutacije u PPARG
genu sklonije su insulinskoj rezistenciji i lipodistrofiji. S druge strane, povecanja ekspresija PPARG
uti¢e na poboljSanu osetljivost na insulin (136).

U okviru PPARG gena do sada je opisano nekoliko polimorfizama od kojih je najcesci
Prol2Ala (rs1801282) koji se nalazi u egzonu B, a ¢ija je ucestalost varira izmedu 2% i 23% u
razli¢itim etni¢kim grupama (203). Dosadasnja istraZivanja povezuju Pro alel sa pove¢anim rizikom
zarazvoj dijabetesa tipa 2, metabolickog sindroma i gojaznosti (204). Pored ovog polimorfizma, Cesta
polimorfna varianta u okviru ovog gena nalazi se u egzonu 6 i dovodi do zamene citozina sa timinom
na poziciji 1431C>T (rs3856806). Iako se ovaj polimorfizam dovodi u vezu sa niZim indeksom
telesne mase, povoljnijim lipidnim profilom i smanjenim rizikom od koronarnih bolesti (205,206),
rezultati istrazivnja su jo$ uvek kontradiktorni.

Ucestalost 1431C>T polimorfizma varira u razli¢itim populacijima sveta (tabela 29). U nasem
istrazivanju, ucestalost alela C na ukupnom uzorku je 90,1%, dok je ucestalost alela T 9,9%. Takode,
ucestalost CC genotipa na ukupnom uzorku je 81,2%, CT genotip je imalo 18,1% ispitanika, dok je
TT genotip zabelezen kod 0,7% ispitanika.
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Tabela 29. Ucestalost C/T alela rs3856806 polimofrizma u razli¢itim svetskim populacijama (201)

Populacija C T
Srbija- adolescenti 0,900 0,099
Evropske populacije 0,900 0,100
Amerika 0,915 0,085
Afrika 0,936 0,064
Azija 0,754 0,246

Ucestalosti alela u naSem isatrazivanju odgovaraju ucestalostima alela u razli¢itim
populacijama sveta (tabela 29), s tim $to je ucestalost alela T nesto visa u populacijama Azije u odnosu
na sve druge. Takode, pregledom dostupne literature, odnosno istrazivanja sprovedenih u zemljama
nasSeg okruZenja, podaci ukazuju da je u bosansko-hercegovackoj populaciji ucestalost T alela 0,14,
dok je ucestacalost A alela 0,86, $to odgovara nasim rezultatima (205).

Kao i1 kod ve¢ine drugih polimorfizama koji su ispitivani u ovoj studiji, istraZivanja
povezanosti rs3856806 polimorfizma sa vrednostima ITM, lipidnog statusa i nivoa glikemije kod
dece i adolescenata su usvetu jos uvek retki. Analiza dobijenih rezultata u naSoj studiji nije pokazala
statistiCki znacajnu povezanost rs3856806 polimorfizma sa ITM. Kada su u pitanju istrazivanja
sprovedena u decijoj i adolescentnoj populaciji, rezultati dostupnih studija odgovaraju rezultatima
dobijenim u ovoj studiji. Naime, Leon-Mimila i sar. u meksickoj studiji koja je obuhvatila 3 grupe
ispitnanika izmedu kojih 1 1218 zdrave dece uzrasta 6-18 godina nije uocila povezanost rs3856806
polimorfizma sa vrednostima ITM kod dece (207), Sto je u saglasnosti sa rezultatima naSe
studije.Wenshu i sar. u svojoj studji nisu ukazali na povezanost ovog polimorfizma sa poviSenim
vrednostima ITM (208), sto odgovara i rezultatima Parra i sar. (209). Jos jedno istrazivanje koje je
sprovedeno u decijoj populaciji u Koreji, analiziralo je 68 polimorfizama u 32 gena izmedu kojih i
rs3856806 i njihovu asocijaciju sa gojaznoscu. Rezultati ovog istrazivanja takode ne ukazuju na vezu
izmedu rs3856806 polimorfizma i gojaznosti (140). Medutim, prethodne studije sprovedene u
razli¢itim populacijiama i grupama odraslih isitanika ukazale su povezanost T alela sa gojaznoscéu.
Na primer, istrazivanje Valve i sar. je pokazalo povezanost T alela sa ekstremnom gojazno$cu i
povecanim procentom telesnih masti kod gojaznih Zena (210). Rezultati studije Doney i sar. 2002.
godine i Tai ES i sar. iz 2004. godine ukazuju da su zdravi ispitanici koji su bili nosioci redeg, T alela
imali viSe vrednosti ITM u odnosu na nosioce CC genotipa (204,211). Nadalje, rezultati istrazivanja
Zhou i sar., 2012. ukazuju na povecan indeks telesne mase kod nosilaca T alela na uzorku od 1008
zdravih ispitanika u kineskoj populaciji (212). Takode, studija Dongxia i sar. ispitivala je povezanost
rs3856806 polimorfizma sa metabolickim sindromom u kineskoj populaciji. Rezultati njiihove studije
odgovaraju prethodno navedenim rezultatima, odnosno osobe nosioci T alela imale su vise vrednosti
ITM u odnosu na nosioce CC genotipa (213). S druge strane, postoje i rezultati studija sa drugacijim
zakljuccima. Meta-analiza koja je obuhvatila ispitnike razli¢itog etnickog porekla nije uocila
asocijaciju izmedu rs3856806 polimorfizma i gojaznosti (141). S druge strane, u studiji Butt i sar.
2014. godine primecena je asocijacija T alela sa nizim vrednostima ITM, u odnosu na nosioce CC
genotipa (214). Nadalje, istrazivanje Duji¢ i sar. sprovedenom u bosansko-hercegovackoj populaciji
na uzorku od 43 ispitanika sa metabolickim sindromom i isto toliko zdravih ispitanika, ukazalo je na
nize vrednosti ITM u kontrolnoj grupi kod nosilaca CT+TT genotipa u odnosu na nosioce CC
genotipa (205).

Analizirajuéi rezultate dobijene u ovoj studiji u pogledu vrednosti lipidnih parametara, dosli
smo do zakljucka da su u grupi preuhranjenih i gojaznih ispitanika nocioci CC genotipa imali vise
vrednosti HDL holesterola u odnosu na nocioce CT+TT genotipa. Dobijeni rezultat je na granici
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statisticke znacajnosti, a rezultat multiple linerane regresione analize nije povrdio statistC¢ku
znacajnost. Medutim, u grupi preuhranjenih i1 gojaznih devojcica, odnosno devojcica sa ITM>85.
percentila, takode smo dobili statisti¢ki znacajnu razliku u vrednostima HDL holesterola u odnosu na
PPARG genotip. Devojcice nosioci CC genotipa su imale vise vrednosti HDL holesterola u odnosu
na nocioce CT+TT genotipa. Multipla linearna regresiona analiza je potvrdila ovaj rezulat,a kao
kovarijate koriS¢eni su ITM 1 nivo glikemije. Statisticki znacajna povezanost izmedu ostalih
analiziranih lipidnih parametara poput ukupnog, LDL holesterola, te nivoa triglicerida i PPARG
genotipa nije uocena kako na ukupnom broju ispitanika, tako i u grupi preuhranjenih i gojaznih
adolecenata. Za sada, koliko je nama poznato ne postoje objavljene studije koje su se bavile
istrazivanjem povezanosti ovog polimorfizma sa metabolickim parametrima u populaciji dece 1
adolescenata. Medutim, rezultati prethodnih studija sprovedenih na odraslim ispitanicima iz razlicitih
svetskih populacija ukazuju na povoljniji lipidni status kod ispitanika koji su bili nosioci ove
polimorfne varijante. Naime, istrazivanje Wei-min Wei i saradnika iz 2016. godine je ispitivalo
povezanost rs3856806 sa ishemijskim mozdanim udarom kao i sa lipidnim statusom kod pacijenata
koji su imali ovo obolenje kao i kod zdravih ispitanika. Rezultati su pokazali da su u obe grupe
ispitanika nosioci CC genotipa imali signifikantno viSe vrednosti ukupnog i LDL holesterola u odnosu
na nosicoce CT+TT genotipa, dok asocijacija izmedu ovog polimorfizma i vrednosti triglicerida kao
i HDL holesterola nije uo¢ena (215). Sli¢ni rezultati Su objavljeni u istrazivanju Huma But i sar. 2016.
godine, gde su uocene vise vrednosti LDL holesterola kod nosilaca CC genotipa u odnosu na nosioce
CT i TT genotipa. U istom istrazivanju asocijacija ovog polimorfizma sa vrednostima triglicerida,
HDL i ukupnog holesterola nije uo¢ena (214). Nasuprot tome, neke studije su ukazale na vezu izmedu
rs3856806 polimorfizma i dislipidemije. Primer tome je studija Gu i sar. iz 2014. godine koji su
ispitivali povezanost nekoliko polimorfizama u okviru PPARG gena sa dislipidemijom u kineskoj
populaciji na ukupno 820 zdravih odraslih ispitanika. Rezultati njihove studije ukazuju na povezanost
1s385806 1 rs1805192 sa dislipidemijom. Takode, analiza haplotipova ova dva polimorfizma ukazala
je na asocijaciju sa dislipidemijom, ukupnim holesterolom i nivoom triglicerida. Ala/T haplotip se
dovodi u vezu sa povisenim nivoom ukupnog holesterola, a Pro/T, Ala/C i Ala/T haplotipovi su
asocirani sa povisenim nivoom triglicerida (216). Takode, istrazivanje, Zhou i sar. je pokazalo
asocijaciju rs3856806 polimorfizma sa poviSenim nivoom HDL holesterola kod pacijenata sa
arterijskom koronarnom boles¢u (212). Studija Yilmaz-Aydogan i sar. je pokazaa da kod pacijenata
sa dijabetesom tipa 2 1 koronarnom arterijskom boleS¢u, nosicoci CT genotipa imaju povisene
vrednosti triglicerida u serumu i VLDL holesterola u odnosu na nosioce CC genotipa (217). Jo§ jedna
studija ukazala je na povezanost CT/TT genotipa sa vi§im vrednostima LDL holesterola u odnosu na
nosioce CC genotipa (218). Nasuprot tome, u studiji Duju¢ i sar. nije uocena asocijacija izmedu ovog
polimorfizma i1 parametara lipidnog statusa kako kod pacijenata sa metabolickim sindromom, tako 1
u grupi zdravih kontrolnih ispitnaika (205). Medutim, grupa istih autora je u drugoj studiji sprovednoj
na 70 pacijentata sa metabolickim sindromom uocila vise vrednosti ukupnog i HDL holesterola kod
pacijenata koji su bili nosioci CT genotipa u odnosu na pacijenete nosioce CC genotipa (219).

Kada je u pitanju asocijacija rs3856806 polimorfizma sa vrednostima glikemije, na ukupnom
uzorku devojcice nosioci T alela imale su statisti¢ki nize vrednosti glikemije u odnosu na devojcice
nosioce CC genotipa. Takode, u grupi adolescenata ¢iji je ITM>8S5. percentila primecene su vise
vrednosti glikemije kod devojica nosioca CC genotipa u odnosu na nosioce CT+TT genotipa.
Pregledom dosadasnjih dostupnih studija primec¢uju se razli¢iti rezultati. Istrazivanje Zhou i saradnika
je ukazalo na povezanost ovog polimorfizma sa nizim vrednostima glukoze u krvi kod pacijenata sa
koronarnom arterijskom boles¢u, ali ne i kod zdravih ispitanika (212). Takode, studija Vergotine i
saradnika iz 2014.godine je u preseku studije na africkoj populaciji razli¢itog porekla na upukno 820
ispitanika dosla do zakljucka da su nosioci T alela imali za 44% smanjen rizik za nastanak dijabetesa
tipa 2 u odnosu na nosioce CC genotipa. Ista studija je objavila rezultate gde je uoCena povezanost
alela T sa nizim vrednostima glukoze u krvi, ali rezultati nisu dostigli statisticku znac¢ajnost (220).
Nadalje, Butt i saradnici su u svom istrazivanju uocili nize vrednosti glikemije kod nosilaca CC
genotipa u odnosu na nosioce CT/TT genotipa (214). Rezultati studije u Poljskoj kod zena u
menopauzi ukazuju na nize vrednosti glikemije kod normalno uhranjenih zena koje su nocioci CC
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genotipa (221). Istrazivanja (211,222) su ukazala na povisen rizik od nastanka dijabetesa tipa 2 kod
nosioca T alela u odnosu na nosioce CC genotipa. S druge strane, Parra i sar. su ispitivali povezanost
11 polimorfizama razli¢itih gena ukljucujuéi i rs385806 sa dijabetesom tipa 2 i indeksom telesne
mase U populaciji Latinoamerikanaca starosti izmedu 20 i 70 godina. Rezultati njihove studije ukazali
su na povezanost nosioca T alela sa dijabetesom tipa 2, ali prilikom analize haplotipova sa drugim
polimorfizmima u okviru ovog gena nije uo¢ena statisticki zna¢ajna povezanost (209). Medtim, u
istrazivanju Dujuc¢ i sar. asocijacija izmedu nosioca 1431C>T polimorfizma sa vrednostima glikemije
kako kod pacijenata sa metabolickim sindromom, tako i u zdravoj, kontrolnoj grupi nije uocena (205).

Uzimajuéi u obzir dosadasnje podatke koji ukazuju na povezanost rs3856806 polimorfizma
sa vrednostima lipidnih parametara, kao i sa vrednostima glikemije, moze se zakljuciti da ovaj
polimorfizam ima veoma vaznu ulogu u metabolizmu lipida i patogeneze dijabetesa tipa 2 kao i
metabolickog sindroma. Iako rezultati studija nisu u potptunosti usaglaseni, bilo bi od izuzetne
vaznosti sprovesti istrazivanja sa ve¢im brojem ispitanika, posebno u populacijama dece i
adolescenata, s ciljem S$to boljeg razumevanja mehanizma nastaka gojaznosti kao i pratecih
komorbiditeta.

19. ANALIZA PPARGC1A POLIMORFIZMA

Peroksizomni proliferatorom aktivirani receptor gama koaktivator 1a. (PPARGC1A) je gen
¢iji je produkt PGC-1 a protein koji koji pripada familiji transkripcionih koaktivatora, a Cija se
funkcija vezuje za koaktivaciju razli¢itih transkripcionih faktora i nukleusnih receptora (223). Uloga
ovog proteina ogleda se u odrzavanju normalne mitohondrijalne biogeneze, oksidacije glukoze 1
lipida, te transportu glukoze u skeletne misice (224). Pored toga, PGC-1a je veoma znacajan protein
u biologiji mrkog masnog tkiva, s obzirom da ucestvije u regulaciji formiranja mrkog masnog tkiva
deluju¢i kao transkripcioni koaktivator PPARy,a i 8, te mnogih drugih nukelusnih faktora (27).
Pokazano je da se PGC-1a eksprimira u tkivima koja imaju visoku metaboli¢ku aktivnost kao §to su
mozak, srce, bubrezi, mrko i belo masno tkivo (225). Takode, izlaganje hladnodi, fizicka aktivnost i
smanjen unos hrane uti¢e na povecanu ekspresiju PPARGC1A gena koja se dovodi u vezu sa
pozitivnim kardiovaskuklarnim i metabolickim parametrima (224). Dosada$nja istrazivanja su
pokazala da je u skeletnim misi¢ima kod ljudi koji imaju dijabetes tipa 2, eksresija ovog gena znatno
niza u odnosu na ljude koji imaju normalnu toleranciju na glukozu (225). Uloga ovog proteina je
takode znaCajna u patogenezi gojaznosti imaju¢i u vidu da PGC-la stimuliSe diferencijaciju
preadipocita u zrele adipocite, te uti¢e na regulaciju energetskog balansa (226).

Do sada je istrazivano nekoliko polimorfizama pojedina¢nih nukleotida u okviru PPARGC1A
gena kod kojih se uo€ava povezanost sa razvojem dijabetesa tipa 2, insulinskom rezistencijom,
gojaznosti i dislipidemijom (227). Pored rs8192678G>A, rs2970847C>T, rs3736265G>A i
rs3755863 C>T polimorfizama PPARGC1A gena ¢iji su efekti na metabolicke procese istrazivani,
Gly482Ser (rs8192678) je najcesce proucavan polimorfizam u okviru ovog gena (150). Nosioci
482Ser varijante imaju do 60% smanjenu ekspresiju ovog gena u odnosu na osobe koje nemaju ovu
alelnu varijantu (149). Dosadasnje studije ukazuju na povezanost ovog polimorfizma sa dijabetesom
tipa 2, gojznoséu i dislipidemijom kako kod odraslih osoba, tako i kod dece i adolescenata (151,228).
Medutim, rezultati istrazivanja nisu u poptunosti uslagaseni. Naime, rezultati studija sprovedenim u
razli¢itim populacijama, nisu pokazali povezanost izmedu ovog polimorfizma i navedenih parametara
(229-231).

Kada je u pitanju ucestalost ovog polimorfizma u razli¢itim populacijama sveta, ona varira u
zavisnosti od etni¢ke pripadnosti kao i porekla. Medutim, rezultati iz tabele 30 ukazuju da su
ucestalosti u razli¢itim svestskim populaciama vrlo sli¢ni ucestalostima dobijenim u nasoj studiji, uz
odredene varijacije.
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Tabela 30. Ucestalost G/A alela rs8192678 polimofrizma u razli¢itim svetskim populacijama (201)

Populacija G A
Srbija- adolescenti 0,651 0,349
Evropske populacije 0,657 0,342
Amerika 0,700 0,300
Afrika 0,885 0,114
Azija 0,562 0,438

Analiza rezultata dobijenih u ovoj studiji je pokazala da je ukupna ucestalost alela G 65,1%,
dok je ucestalost A alela 34,9%, $to priblizno odgovara ucestalostima u ostalim analiziranim
populacijama. Medutim, posmatrajuéi ucestalosti G/A alela u populaciji Afrike, u razli¢itim etni¢kim
grupama, uCestalost alela G varira od 70-100%, dok ucestalost alela A varira od 0-6,7%, $to je i
ujedino najniza ucestalost (201). Razlog za tako niske ucestalosti alela A bi se mogao pripisati veoma
malom broju analiziranih uzoraka u populaciji Afrike. Takode, vazno je napomenuti da se uticaj 1
ucestalosti rs8192678 polimorfizma na metabolicke parametre razlikuje u razli¢itim populacijama
kako zbog razli¢itog etnickog porekla, pola, tako i zbog uticaja zivotnih navika, poput fizi¢ke
aktivnosti i nacina ishrane (232). Kada su u pitanju zemlje naSeg okruzenja, ispitivanje koje je
sprovedeno u Rumuniji ukazuje da je kod zdravih ispitanika (N=166) uéestalost G alela je 71,68%,
dok je ucestalost alela A 28,31%, Sto priblizno odgovara ucestalostima dobijenim u ovom
istrazivanju (233).

Cilj naSe studije je bio da se ispita povezanost rs8192678 polimorfizma sa ITM, nivoom
glikemije, te vrednostima lipidnih parametara kod adolescenata. Dosadasnja istrazivanja uglavnom
su se bavila ispitivanjem veze izmedu ovog polimorfizma i navedenih parametara na populacijama
odraslih ljudi, dok je vrlo mali broj studija sproveden u decijoj i adolescentnoj populaciji. Kada je u
pitanju ITM, rezultati nase studije ne ukazuju na statisticki znacajnu povezanost 158192678
polimorfizma sa vrednostima indeksa telesne mase kako na ukupnom uzorku, tako i u grupi
preuhranjenih i gojaznih decaka i devoj¢ica. Rezultati studije Brito i saradnika koja je sprovedena u
danskoj i estosnkoj populaciji zdrave dece i adolescenata na uzorku 1255 dece i 855 adolescenata
uzrasta od 8-18 godina, takode ne ukazuju na povezanost ovog polimorfizma sa vrednostima I'TM u
obe ispitivane grupe (224). Sli¢ni podaci objavljeni su u istrazivanju Queiroz i saradnika iz 2015.
godine koje se bavilo asocijacijom izmedu pet razli¢itih polimorfizama pojedina¢nih nukleotida
(medu kojima je i rs8192678 polimorfizam) sa gojaznos¢u dece u Brazilu. Njihova studija obuhvatila
je 403 dece i adolescenata uzrasta 7-14 godina, a statisticcki zna¢ajna povezanost sa gojaznoS¢u nije
uocena (151). Nadalje, retultati istrazivanja sprovedenog u Koreji na uzorku od 286 dece uzrasta 10-
12 godina, su u saglasnosti sa rezultatima prethodno navedenih studija (234). lako u prethodno
navedenoj studiji nije pokazana asocijacija izmedu ovog polimorfizma i ITM, statisticki znacajna
povezanost uocena je sa povecanim procentom telesnih masti (234). S druge strane, jedina dostupna
studija koja je obuhvatila populaciju dece i adolescenata, a koja je sprovedena Portugalu na uzorku
od 730 dece uzrasta 6-12 godina, uodila je povezanost alela A sa pove¢anim vrednostima ITM, ali i
ovaj rezultat je bio na granici statistiCke znacajnosti (235). Medutim, imajuci u vidu da rs8192678
polimorfizam ima negativan uticaj na fiziologiju masnog tkiva, u smislu povec¢anog rizika za nastanak
gojaznosti i prate¢ih komorbiditeta, sprovodi se sve veci broj studija asocijacije ovog polimorfizma
sa metabolickim paramterima, ali u najve¢em broju slucajeva na populaciji odraslih ljudi. Naime,
asocijacija ovog polimorfizma sa pove¢anim ITM, obimom struka, kukova, ukupnom telesnom, te
potkoznom 1 abodminalnom visceralnom mascéu je uocena kod sredovecnih Zena u austrijskoj
populaciji, ali ne i kod muskaraca (236). Rezultati studije Ridderstrale i saradnika su pokazali da su
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muskarci koji su stariji od 50 godina, fizicki neaktivni, a koji su nosioci A alelne varijante imali
povecan rizik za nastanak gojaznosti u poredenju sa nosiocima GG genotipa. Medutim, povezanost
ovog polimorfizma sa gojaznos$¢u nije uocena kod muskaraca koji su fizi¢ki aktivni, ili Zena
nezavisno od starosne dobi ili fizicke aktivnosti (232). Nadalje, povecanje ukupne telesne masti,
obima kukova i ITM uocenoje kod gojaznih ispitanika u meksickoj populaciji, a koji su bili nosioci
AA genotipa u odnosu na nosioce GG ili GA genotipa. Takode, muskaraci sa dijabetesom tipa 2 Koji
su bili pod intenzivnom antidiabetskom terapijom, a koji su nosioci A alela imali su znatno povecan
ITM u odnosu na nosioce G alela. U istoj studiji povezanost Gly482Ser polimorfizma sa gojaznos$¢u
kod Zena nije dokazana (237). U populaciji Tonga (Polinezija), koja je obuhvatila 183 ispitanika,
pokazalo se da je A alel signifikantno povezan sa povecanim ITM, bilo u dominantnom ili
kodimantnom modelu (149). S druge strane, brojne studije prijavile su suprotne rezultate. U
rumunskoj pupulaciji istrazivanje koje je obuhvatilo 296 pacijenata sa metaboli¢kim sindromom i
166 zdravih kontrola, povezanost Gly482Ser polimorfizma sa ITM nije uocena ni u jednoj grupi
ispitanika (233). Nadalje, u studiji (238) takode nije dobijena statisticki znacajna povezanost
Gly482Ser polimorfizma sa gojaznos§cu, kao ni u studji srovednoj u populaciji danskog kavkazodinog
stanovnistva (239).

Analizom vrednosti lipidnih parametara u zavisnosti od rs8192678 genotipa u nasoj studiji,
dosli smo da zaklju¢ka da su na ukupnom uzorku, decaci nosioci GG genotipa imali statisticki
znacajno vise vrednosti ukupnog holesterola u odnosu na decake nosioce GA+AA genotipa. Takode,
u grupi decaka sa ITM<8S. percentila, odnosno normalno uhrnjeni decaci koji su nosioci GG
genotipa imali su viSe vrednosti ukupnog holesterola u odnosu na decake nosioce GA+AA genotipa.
Nadalje, analiziraju¢i povezanost ovog polimorfizma sa vrednostima ukupnog holesterola u grupi
preuhranjenih i gojaznih ispitanika, rezultati su pokazali statisticki znacajno viSe vrednosti ukupnog
holeterola kod nosioca GG genotipa u odnosu na nosioce GA+AA genotipa. U istoj analiziranoj grupi,
odvojeno po polu, vise vrednosti ukupnog holesterola uoc¢ene su kod devojcica nosioca GG genoipa
u odnosu na devoj¢ice nosioce GA+AA genotipa. Razlike u vrednostima ukupnog holesterola u
odnosu na Gly482Ser genotipove u grupi ge€aka nisu dobijene. Kada su u pitanju ostali lipidi
parametri, statisticki znac¢ajnu razliku u vrednostima LDL hoelsterola dobili smo na ukupnom uzorku
ispitanika sa ITM>85. pecentila. Naime, nosioci GG genotipa imali su vi$e vrednosti LDL holesterola
u odnosu na nosioce GA+AA genotipa. Medutim, analiza rezultata odovjeno po polu u grupi
preuhranjeih i1 gojaznih adolescentata je pokazala da su devojCice nosioci GG genotipa imale vise
vrednosti LDL holesterola u odnosu na devoj¢ice nosioce GA+AA genotipa. StatistiCka znacajna
razlika u vrednostima LDL holesterola u grupi decaka nije uo¢ena. Razlike u srednjim vrednostima
triglicerida i HDL holesterola u odnosu na rs8192678 genotip nisu uoc¢ene kako u grupi normalno
uhranjenih, tako i u grupi preuhranjenih 1 gojaznih decaka i devojcica. Pregledom dostupne literature,
odnosno istrazivanja koja su radena u populaciji dece i adolescenata, iako ne u velikom broju,
uocavaju se rezultati koji su vrlo sli¢ni rezultatima dobijenim u ovoj studiji. Primer tome je studija
sprovedena u decijoj populaciji u Brazilu na uzorku od 192 gojazne i 211 normalno uhranjene dece,
a koja je pokazala statisticki znacajnu povezanost redeg alela A, odnosno nosioca GA+AA genotipa
sa viS§im vrednostima triglicerida kod gojazne dece. Medutim, u istoj studiji nije pronadena veza
izmedu ovog polimorfizma sa vrednostima ostalih lipidnih parametara kako u grupi normalno
uhranjenih, tako i u grupi gojaznih ispitanika (151). U korejskoj populaciji dece i adolesenata
povezanost rs8192678 polimorfizma sa vrednostima ukupnog holesterola, triglicerida, te HDL
holesterola nije uocena, $to je u saglasnosti sa nasim rezultattima (234). Vrlo slicne rezultate dobili
su Brito i sar. u svojoj studiji koja je obuhvatila decu i adolescente iz Estonije i Danske. U njihovoj
studiji nisu uocene razlike u vrednostima lipidnih parametara u odnosu na Gly482Ser genotip (224).

Kada su u pitanju studije sprovedene u populaciji odraslih ljudi, rezultati nisu usaglaseni.
Meksicko istrazivanje u koje je bilo ukljuceno 375 ispitanika, razli¢itih vrednosti ITM, pokazalo je
da preuhranjene i gojazne osobe nosioci GG genotipa imaju vise vrednosti triglicerida u odnosu na
nosioce GA 1 AA genotipa. U istoj studiji povezanost ovog polimorfizma sa vrednostima ukupnog,
HDL i LDL holesterola nije zapazena (226). Podaci iz istrazivanja Mirzaei i sar. ukazali su na vise
vrednosti ukupnog i LDL holesterola kod nosioca GG genotipa u odnosu na nosioce GA ili AA
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genotipa, ali statistiCka znacajnost za nivo triglicerida i HDL holesterola nije uoc€ena, §to je takode
vrlo sli¢no rezultatima ove studije (240). Esterbauer i sar. su utvrdili da zene srednje zivotne dobi, a
koje su heterozigoti za ovaj polimorfizam, imaju viSe vrednosti HDL holesterola u poredenju sa
nosiocima AA genotipa (236). Takode, nizi nivoi HDL holesterola u plazmi zabeleZeni su kod
Kanadana francuskog porekla a koji su nosioci GG genotiipa u odnosu na nosioce GA ili AA
genotipa, bez obzira na starosnu dob, ITM i pol (241). Franks i sar. su u svojoj studiji koja je
obuhvatila 691 ispitanika srednje Zivotne dobi, ustanovila da osobe koje su nosioci alela A, imaju
znacajno smanjen nivo klirensa nestrifikovanih slobodnih masnih kiselina (225). Nasuprot ovim
rezultatima, u studijama Fanelli i sar., 2005., Zhang i sar.,2007., Nikitin i sar.,2010., te Csép i sar.,
2017 statisticki znacajna povezanost izmedu rs8192678 genotipova i vrednosti lipidnih parametara
nije zapazena (147,233,242,243).

Jos jedan od ciljeva naSe studije bio je da se ispita povezanost rs8192678 polimorfizma sa
srednjim vrednostima glikemije kod adolescenata. lako brojne studije dovode u vezu Gly482Ser
polimorfizam sa rizikom za ravoj dijabetesa tipa 2, rezultati naSe studije nisu ukazali na statisticki
znacajne razlike u vrednostima glikemije u odnosu na rs8192678 genotip ni u jednoj ispitivanoj grupi.
Medutim, rezultati ispitivanja koja su sprovdena u decijoj i1 adolescentnoj populaciji takode ne
ukazuju na vezu izmedu ovog polimorfizma i srednjih vrednosti glikemije. U prilog tome govori
studija Brito i sar., 2009 u kojoj je u¢estvovalo 1255 dece i 855 adolescenata uzrasta od 8-18 godina.
Rezultati njihove studije su u saglasnosti sa dobijenim rezultatima u naSem istrazivanju, odnosno nije
uocena asocijacija izmedu rs8192678 polimorfizma i nivoa glikemije (224). Pored toga,Chang-Duk
Ha i sar. u istrazivanju sprovedenom u zdravoj populaciji dece u Koreji nisu pronasli vezu izmedu
srednjih vrednosti glikemije u odnosu na Gly482Ser genotip, kao ni Queiroz i sar.,2015 u studiji
sprovedenoj u decijoj populaciji Brazila (151,234). Medutim, kada su u pitanju ispitivanja
sprovedena u populaciji odraslih ljudi, rezultati su opre¢ni. Na primer, studija koja je obuhvatila
12404 ispitanika u kojoj je analizirana povezanost 353 polimorfizma sa vrednostima glikemije,
prijavila je asocijaciju alela A sa nizim vrednostima glukoze, ali kod ispitanika sa normalnim
indeksom telesne mase. Osobe koje su imale prisutan A alel u genotipu, a &iji je ITM>28 kgm~2, imale
su vise vrednosti glukoze u krvi (244). S druge strane Vazquez-Del Mercado i sar. su uocili vise
vrednosti glukoze u krvi kod ispitanika sa nomrmalnim vrednstima ITM, a koji su bili nosioci GA ili
AA genotipa u odnosu na nosioce GG genotipa. Medutim, statisti¢ki znacajne razlike u vrednostima
glikemije u odnosu na genotip nisu uo¢ene kod preuhranjenih i gojaznih ispitanika (226). Slican
rezultat objavili su Proenga da Fonseca i sar. gde su viSe vrednosti glikemije zabelezene kod osoba
nosioca A alela (238). Takode, meta-analiza Xia i sar. koja je obuhvatila 20 studija u kojoj je
ucestvovalo 16182 ispitnika pokazla je asocijaciju alela A, posebno nosioca AA genotipa sa
povecanim rizikom za razvoj dijabetesa tipa 2 narocito u populaciji kavkazoidnog i indijskog porekla
(150). lako brojne studije ukazuju na povezanost ovog polimorfizma sa vrednostima glikemije i
dijabetesom tipa 2, postoje i rezultati israzivanja sa suprotnim zakljuc¢cima. Shodno tome, u meta-
analizi koja je obhvatila 4486 ispitanika sa normalnim vrednostima glikemije, statisticki znacajna
povezanost nije uocena izmedu Gly482Ser polimorfizma i nivoa glikemije (245). Fanelli i saradici u
istrazivanju iz 2005. godine nisu uocili povezanost ovog polimorfizma sa vrednostima glikemije, ali
su u istoj studiji dosli do zaklju¢ka da gojazne osobe koje su nosioci GA ili AA genotipa imaju
smanjenu senzitivnost na insulin u odnosu na nosioce GG genotipa (147). U jos nekoliko studija
objavljeni su podaci koji ne ukazuju na asocijaciju rs8192678 polimorfizma i srednjih vrednosti
glikemije (223,230,232,233,246).

Iako postoje podaci koji ukazuju na razlike u metabolickim parametrima u zavisnosti od pola,
vrlo je malo dostupnih studija koje bi mogle da objasne ovu pojavu. Naime, skorija istrazivanja
sprovedena na jetri i mozgu miSeva pokazala su da je ekspresija PGC-1la proteina regulisana
signalizacijom polnih horomona, na nacin da se PGC-la direktno vezuje za receptore polnih
hormona, te poboljSava njihovu ekspresiju. Mozak Zzenki miSeva sadrzi niZe nivoe markera
hipotalamusne inflamacije, $to se dovodi u vezu sa antiinflamatornim svojstvima PGC-1a proteina
(247). U prilog tome govori studija Vandenbeek i sar., iz 2018. godine koja je pokazala da estrogen
kod zenki miSeva utice na povecanu ekspresiju PGC-1a u hepatocitima, te na taj nacin ima posebno
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povoljan uticaj na detoksikaciju od radikalskkih Cestica kiseonika kao i na zastitu od nealkoholnog
steatohepatitisa. Imajuéi u vidu znacaj ovog proteina na protektivne efekte estogena u jetri, pokazano
je da su zenke miSeva podloznije gojaznosti koja je izazvana oksidativnim stresom ukoliko je
smanjena aktivnost PGC-1a proteina (228).

20. ANALIZA BDNF POLIMORFIZMA

BDNF, odnosno mozdani faktor rasta pripada familiji neurotropina koje pored ovog proteina
obuhvata jo$§ nervni faktor rasta (NGF), neurotrofin 3 (NT3) i neurotrofin 4/5 (NT4/5) (152). Pored
ve¢ dobro poznate uloge BDNF-a u centralnom nervnhom sistetmu koja obuhvata diferencijacju i
prezivljavanje neruona, izrastanje aksona i dendrita, te regulacije sinapticke transmisije i plasti¢nosti,
BDNF ima veoma vaznu ulogu u regulaciji krvnog pritiska, metabolizma glukoze i lipida, te
homeostaze energije (167). BDNF se primarno eksprimira u centralnom nervnom sistemu, ali moze
pro¢i kroz mozdno-krvnu barijeru u oba smera, pa je njegovo prisutvo zabelezeno u mnogim drugim
tkivima i organima (157,158). Kroz centralne mehanizme ukljucene u regulaciju apetita i potros$nju
energije, BDNF suprimira unos hrane, pospeSuje unos glukoze u mozak, te smanjuje stvaranje
glukoze u jetri (157). Takode, prekomerna ekspresija BDNF-a u hipotalamusu moze indukovati
transformaciju belog masnog tkiva u mrko posredstvom simpaticke inervacije (84,174).

U genu za BDNF do sada je opisano nekoliko polimorfizama od kojih je najvise ispitivan
polimorfizam rs6265 koji nastaje na 196-om nukleotidu substitucijom guanina (G) adeninom (A), te
dovodi do zamene valina metioninom (Val66Met) na poziciji 66 (175,176). Val66Met polimorfizam
naru$ava intracelularni transport i sekreciju BDNF-a, pa se dovodi u vezu sa niskim nivoom ovog
proteina u plazmi. Studije na ljudima su pokazale asocijaciju BDNF-a sa kontrolom telesne mase,
energetskom homeostazom, i dijabetesom tipa 2.(178,179). Naime, Krabbe i sar. su u svom
istrazivajnu pokazali da gojazne osobe sa dijabetesom tipa 2 imaju nizak nivo cirkulusu¢eg BDNF-a,
kao i povec¢an ITM kod dece i adolescenata (248). Medutim, kod ljudi sa dijabetesom tipa 2 nivo
BDNF-a u plazmi je smanjen nezavisno od gojaznosti, $to implicira da BDNF uti¢ne na insulinsku
rezistenciju i gojaznost kroz razli¢ite mehanizme. U studiji Lang i saradnika uoCena je smanjena
koncentracija BDNF-a u serumu kod zdravih ispitanika koji su imali GG genotip, u poredenju sa
osobama koje su nosioci GA genotipa (249). Studije asocijacije BDNF rs6265 polimorfizma i indeksa
telesne mase kod zdrave dece i adolescenta pokazuju kontradiktorne rezultate (181,250,251). Takode,
istrazivanja povezanosti ovog polimorfizma sa nivoom glikemije i lipidnim statusom kod dece i
adolescenata su jos uvek retke (181).

Ucestalost G 1 A alela se razlikuju u razli¢itim populacijama sveta, §to umnogome zavisi od
porekla i etnicke pripadnosti. Na primer, u pojednim populacijama Afrike ucestalost A (Met) alela
varira od 0 do 1,5%, $to je ujedino i najniza uéestalost A alela u svetskoj populaciji, dok je u¢estalost
A alela u Sjedninjenim Ameri¢kim Drzavama priblizno 15%. U tabeli 31 prikazane su prosecne
ucestalosti G i A alela u razli¢itim poopulacijma sveta (201).

Tabela 31. Ucestalost G/A alela rs6265 polimofrizma u razli¢itim svetskim populacijama (201)

Populacija Val (G) Met (A)
Srbija- adolescenti 0,820 0,180
Evropske populacije 0,806 0,194
Amerika 0,850 0,150
Afrika 0,989 0,011
Azija 0,705 0,295
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U naSem istrazivanju ucestalost G alela je 82%, dok je ucestalost A alela 18%, §to je u
saglasnosti sa ostalim objavljenjim ucestalostima u razli¢itim evropskim populacijama. Takode,
ucestalost GG genotipa u ovoj studiji iznosi 65,6%, GA 33,4%, dok je ucestalost AA genotipa 1%.

Prethodna istrazivanja koja su se bavila gojaznos¢u 1 metabolickim sindromom kod dece i
adolescenata pronasli su znaajnu povezanost izmedu Val/Met polimorfizma 1 navedenih
karakteristika (250,252,253).

S obizrom da rezultati nekih studija ukazuju da BDNF ima pozitivan efekat na insulinsku
rezistenciju, homeostazu glukoze, te da suprimira unos hrane (157,254), cilj nase studije je bio da se
ispita povezanost rs6265 polimorfizma sa indeksom telesne mase, lipidnim statusom i nivoom
glikemije kod adolescenata. Rezulatati nase studije nisu ukazali na povezanost ovog polimorfizma sa
ITM. Studija Friedel i saradnika koja je sprovedena u grupi adolescenata, a koji su bili nosioci Met
varijante nije dokazala znacajnu asocijacuju izmedu analiziranog polimorfizma i gojaznosti (255).
Takode, istrazivanje sprovedeno u Kini na decijoj populacji povezuje Val alel kao alel rizika za
povecanje indeksa telesne mase i gojaznosti kod dece (256). Ovi rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima dobijenim u istrazivanju u grupi od 2131 deteta uzrasta 6-18 godina, koji ukazuju da
nosioci Met alela imaju signifikantno nizi indeks telesne mase (181). Jos jedna studija sprovedena u
populaciji zdravih Kavkazoida pokazala je da Met/Met genotip ima protektivan efekat u pogledu
gojaznosti (178). S druge strane, postoje studije sa suprotnim rezultatima. Istrazivanje koje je
sprovedeno u Hrvatskoj u grupi zdrave dece i adolescenata pokazalo je da nosici jednog ili oba Met
alela imaju tendenciju ka pove¢anom indeksu telesne mase i sklonost ka gojaznosti (250). Nadalje,
Meksicka studija sprovedena u pedijatrijskoj populaciji dobila je rezultate koji ukazuju na znacajnu
asocijaciju izmedu Met/Met genotipa i gojaznosti dece (251).

Kada je re¢ o lipidnom statusu adolescenata u nasoj studiji, nismo dobili statisti¢ki znacajnu
povezanost imedu nivoa ukupnog, HDL, LDL holesterola, triglicerida i Val/Met polimorfizma.
Takode, studija Kalenda i sar. sprovedena u grupi dece i adolescenata nije prijavila statisticki
znacajnu povezanost izmedu ovog polimorfizma i lipidnih parametara (181). Medutim, u studiji Peng
i sar. primecena je korelacija izmedu Val66Met polimorfizma i lipidnog statusa kod satrijih osoba
(60-90 godina), gde se Met alel dovodi u vezu poviSenim vrednostima triglicerida, ali nizim
vrednostima HDL holesterola (157).

Znacajni rezultati dobijeni u ovom istrazivanju ogledaju se u vrednostima nivoa glikemije u
odnosu na genotip. Statisticka analiza je pokazala da na ukupnom uzorku, odnosno kod normalno
uhranjenih, preuhranjenih i gojaznih ispitanika nosioci Val/Val genotipa imaju statisicki vise
vrednosti glukoze u krvi u poredenju sa Val/Met ili Met/Met genotipovima. Takode, u grupi ispitanika
sa ITM<85 uoceno je da nosioci Val/Val genotipa imaju vise vrednosti glikemije, kako na ukupnom
uzorku, tako 1 u grupi devoj€ica. Medutim, u grupi ispitanika ¢iji je ITM>85, nije uoCena statisticka
znacajnost u pogledu ovog parametra, kako kod svih ispitanika, tako i u grupi decaka i devojéica.

Rezultati Kalende i sar. pokazali su da nivo glikemije u krvi nije asociran sa Val66Met
genotipom, ali rezultati njihove studije ukazuju na nizi postprandijalni nivo glukoze u krvi kod dece
u postpubertetskom uzrastu koji su bili nosicoi Met alela (181). Dosadasnje studije ukazale su na
korelaciju nivoa BDNF-a sa koncentracijom glukoze (248). Osobe srednje Zivotne dobi koje imaju
normalnu telesnu tezinu, redovne fizicke aktivnosti, koje nisu pusSaci, te nisu izlozene stresu, a nosioci
su Val/Met i Met/Met genotipova imaju znatno manje predispozicije za razvoj intolerancije na
glukozu i dijabetesa tipa 2. (257). Pored toga, neke studije sprovedene na zdravim ispitanicima
pronasle su vezu izmedu Val/Val genotipa i nizih vrednosti BDNF-a u serumu (249,258), sto bi moglo
objasniti povezanost Val/Val genotipa i viSe vrednosti glukoze koje su uoCene u nasoj studiji.
Medutim, druge studije nisu potvrdile ove rezultate. Nije pronadena korelacija Val66Met genotipa sa
nivoom BDNF-a u plazmi ili serumu kod dece ili adolescenata (181,259,260). Ovi kontradiktroni
rezultati u pogledu aosocijacije Val66Met polimorfizma i perifernog nivoa BDNF-a mogli bi se
objasniti kompleksnim mehanizmom regulacije nivoa BDNF-a, koji zavisi od brojnih faktora kao §to
je pol, starosna dob, hormonski status, nacin ishrane, fizicka aktivnost, broj trombocita i mnogi drugi
(181,261,262). S obzirom da su rezultati istrazivanja jo§ uvek kontradiktroni, bilo bi od izuzetne
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vaznosti sprovesti istrazivanje na vec¢em broju ispitanika, te ukljuciti i druge polimorfizme u okviru
BDNF gena.

OgraniCenja ove studije ogledaju se u nedostatku podataka o negenetickim faktorima koji
uti¢u na vrednosti ITM, glikemije i lipidnog profila adolescenata kao $to su nacin zivota, prehrambene
navike, fizicka aktivnost ili koris¢enje odredenih lekova. Studije Bergier i sar. i Junger i saradnika su
pokazale da su decaci vise fizicki aktivni u odnosu na devojcice, dok devojc¢ice iako u malom procentu
ispunjavaju preporucene kriterijume za nivo fizi¢ke aktivnosti imaju bolje nutricione navike u odnosu
na decake (263,264).

Takode, povezanost genotipova sa vrednostima glikemije i holesterola uocena je samo u
populaciji zdravih adolescenata, gde dugorocni uticaj ove povezanosti na zdravlje jo§S uvek nije
sasvim jasan. Rezultati istrazivanja koja su se bavila pracenjem promena u lipidnom statusu od
perioda adolescencije pa sve do odraslog Zivotnog doba ukazaju na vaznost pracenja lipidnih
parametara tokom perioda adolescencije kako bi se na vreme identifikovale osobe koje imaju visok
rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti (265,266). Medutim, jo§ uvek nema dovoljan broj studija i
podataka koje bi potkrepile znacaj ranog pracenja lipidnih parametara kod dece i adolescenata (267).

Da bi se doslo do boljeg razumevanja povezanosti analiziranih polimorfizama sa lipidnim
statusom adolescenata ili odraslih osoba, bilo bi od velikog znacaja sprovesti studiju sa ve¢im brojem
ispitanika uzimajuci u obzir i negeneticke faktore.
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V ZAKLJUCCI

U ispitivanom uzorku od 308 adolescenata uzrasta 15 godina, oba pola, zakljuéili smo da
postoji statisticki znacajna razlika u vrednostima analiziranih parametara u odnosu na pol. Pokazano
je da su decaci imali statistiCki viSe srednje vrednosti glikemije u odnosu na devojc¢ice. Takode,
rezultati su pokazali da su devojCice imale viSe srednje vrednosti ukupnog holesterola kao i LDL
holesterola u odnosu na decake. Analizirajuci rezultate u grupi normalno uhranjenih ispitanika dosli
smo do zakljucka da su devoj¢ice imale statisticki vise srednje vrednosti ukupnog holesterola u
odnosu na decake. Kada su u pitanju preuhranjeni i gojazni adolescenti, rezultati su pokazali da su
devojcice imale statisticki znacajno vise srednje vrednosti HDL holesterola u odnosu na decake.
Analiza PRDM16 rs12409277 polimorfizma pokazala je:

» da je ucestalost TT genotipa 82,3%, CT genotipa 17,3%, a CC genotipa 0,3%, a ucestalost alela
T 91%, dok je ucestalost alela C 9%,
» da devojcice nosioci TT genotipa imaju statisticki vise vrednosti ukupnog i LDL holesterola u
odnosu na devojcice nosioce CT+CC genotipa,
» da normalno uhranjeni adolescenti, nosioci TT genotipa, imaju vise vrednosti ukupnog i LDL
holesterola u odnosu na nosioce CT+CC genotipa.
Analiza CtBP2 rs1561589 polimorfizma pokazala je:
> da je ucestalost GG genotipa 43%, GA genotipa 43,3%, a AA genotipa 43,3%, a ucetalost alela
G 65%, dok je ucestalost alela A 35%,
» da preuhranjene i gojazne devojcice nosioci GA ili AA genotipa imaju statisticki znacajno vise
vrednosti ukupnog i LDL holesterola u odnosu na devojcice nosioce GG genotipa.

Analiza udruzenih genotipova PRDM16 rs12409277 i CtBP2 rs1561589 polimorfizama pokazala je:
» danosioci TC i GG genotipa imaju statisticki znacajno nize vrednosti ukupnog holesterola, kao
1 LDL holesterola u poredenju sa svim drugim grupama genotipova ova dva polimorfizma.

Analiza PPARG rs3856806 polimorfizma pokazala je:
» da je ucestalost CC genotipa 81,2%, CT genotipa 18,1%, a TT genotipa 0,7%, a ucestalost
alela C 90,1%, dok je ucestalost alela T 9,9%,
» da devojcice nosioci CC genotipa imaju statisti¢ki viSe vrednosti glikemije u odnosu na
devojcice nosioce CT ili TT genotipa.
Analiza PPARGCAL1 rs8192678 polimorfizma pokazala je:
» da je ucestalost GG genotipa 42,4%, GA genotipa 48,8%, a AA genotipa 8,8%, a ucestalost
alela G 65,1%, dok je ucestalost alela A 34,9%,
» da decaci nosioci GG genotipa imaju statisticki znacajno vise vrednosti ukupnog holesterola
u odnosu na nosioce GA ili AA genotipa,
» da preuhrajeni i gojazni adolscenti nosioci GG genotipa imaju statisticki znacajno vise
vrednosti ukupnog i LDL holesterola u odnosu na nosioce GA ili AA genotipa.
Analiza BDNF r26265 polimorfizma pokazala je:
» da je na ukupnom uzorku ucestalost GG genotipa 65,6%, GA genotipa 33,4%, a AA genotipa
1%, a ucestalost alela G 82%, dok je ucestalost alela A 18%,
» danosioci GG genotipa imaju statisticki viSe vrednosti glikemije u odnosu na nosioce GA ili
AA genotipa.
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Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da polimorfizmi u genima ¢iji proteinski produkti
imaju vaznu ulogu u regulaciji ekpresije i aktivnosti mrkog masnog tkiva mogu uticati na nivo
glukoze i lipidni status adolescenata.

Ovakvi rezultati doprinose rasvetljavanju funkcije mrkog masnog tkiva kod adolescenata, te
pomazu u otkrivanju potencijalnih ciljnih molekula u terapiji poremecaja metabolizma glukoze ili
lipida. Takode, mogu usmeriti dalja istrazivanja u pravcu ispitivanja veceg broja polimorfizama u
ispitivanim genima kao i ispitivanja polimorfizama u drugim genima vaznim za metabolizam mrkog
masnog tkiva kako kod adolescenata tako i u adultnoj populaciji.
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ANOVA- analiza varijanse

ATP- adenozin trifosfat

AR-a - alfa adrenericki receptori

AR-B- beta adrenericki receptori

BAT- mrko masno tkivo

BMAT- adipociti koStane srzi

BDNF- mozdani faktor rasta

CTP1 i CTP2- karnitin palmitoiltransferaze 1 i 2

CMAT- konstitutivno masno tkivo koStane srzi

C/EBPB- CCAAT/pojacivac vezujuéeg proteina 3
C/EBPa- CCAAT/pojacivac vezujuceg proteina o

CAMP- cikli¢ni adenozin monofosfat

CtBP2- C-terminus vezujuci protein 2

CNS- centralni nervni sistem

DNK- dezoksiribonukleinska kiselina

Ebf2- rani B ¢elijski faktor

FDG PET- fluoro-deoksi-glukozna pozitrona emisiona tomografija
FFA- slobodne masne kiseline

FGF- fibroblastni faktor rasta

GLUT4- insulin-regulisani glukozni transporter 4

HDL- lipoproteine velike gustine

ITM- Indeks telesne mase

IDL- lipoproteini intermedijarne gustine

IL-6- interleukin 6

IGF-1- insulinu slican faktor rasta 1

LDL- lipoproteine niske gustine

LPL- lipoprotein lipaza

Myf5- miogeni faktor 5

MSC- mezenhimska maticna ¢elija

PCR- lancana reakcija polimeraze

PPARa- peroksizomni proliferatorom akivirani receptor o
PPARG- peroksizomni proliferatorom akivirani receptor y
PPARy- peroksizomni proliferatorom akivirani receptor y
PRDM16- protein u obliku cinskovog prsta (Positive regulatory domain containing 16)
PPARGCI1A- - peroksizomni proliferatorom aktivirani receptor gama koaktivator 1o
PGC-1a- peroksizomni proliferatorom aktivirani receptor gama koaktivator la
PYY- stimulator apetita i neuropeptid YY

RNK- ribonukleinska kiselina

rMAT- regulatorno masno tkivo koStane srzi

RFLP- restrikciona digestija PCR produkata

RTPCR- lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu
SNP- polimorfizam pojedina¢nih nukleotida

TNF-a- faktor nekroze tumora alfa

TZD- tiazolidindioni

UCP1- dekuplujuci protein

VLDL- lipoproteini veoma niske gustine

VEFG- endotelni faktor rasta

Zfp423- protein u obliku cinkovog prsta 423

WAT- belo masno tkivo
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Mpwnor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MNotnucaHu-a _Bawa [. Bupgosuh

6poj MHaeKca 53040/2013

UsjaBmwyjem

A je AOKTOPCKa AncepTaumja nomg HaC10BOM

MoBe3aHOCT noaAnmopdmn3ama reHa 3Ha4ajHux 3a AgndepeHumnjaumjy n akTmsaLmjy MpKor MacHor TKMsa
Ca MHAEKCOM Te/iecHe mace, IMIMKeMUjom U IMNMAHUM CTaTycom ago/iecueHara

° pe3yntaTt ConcrBeHor UCTpa*knsBadkor paga,

® [a npeanoskeHa aucepraumja y LeMHM HX Y AenoBMMa Huje buna npeasioxeHa 3a gobujarbe 610
Koje AMNJoMe Npema CTYAMjCKMUM NPOrpaMmmnma pyrux BUCOKOLWKONCKMX YCTaHOBA,

® [1a Cy pe3y/nTaTh KOPEKTHO HaBeaEeHU U

®  [a HMCaM KpLUIMO/Na ayTopcKa NpPaBa U KOPUCTUO UHTENIEKTYaIHY CBOjUHY APYTUX nua.

MoTnuc poKTopaHaa

Y beorpagy,




Mpunor 2.

M3jaBa 0 LCTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe Bep3uje AOKTOPCKOr
paga

MUme 1 npesnme ayTtopa Bawa . Bugosuh

Bpoj nHaekca 53040/2013

Ctyamnjckm nporpam Buonoruja

Hacnos paga [oBe3aHOCT noaMmopdunsama reHa 3HaYajHUX 3a audepeHumjaumnjy u aktusaumjy mpkor
MacCHOr TKMBA Ca UHAEKCOM Te/IeCHE Mace, INIMKEeMUjOM U IMNUAHUM CTaTyCOM afoJiecLeHaTa

MeHTOop pou. ap Hena Makcumosuh u npod. ap MapuHa CtrameHkosuh Pagak

MNotnucaHun/a Barba [l. Bugosuh

M3jaB/byjem aAa je wTamnaHa Bep3nja MOr AOKTOPCKOr paja MCTOBETHA €NeKTPOHCKOj Bep3uju KOojy cam
npefao/na 3a objas/bMBarbe Ha NopTany AurutanHor penosutopujyma YHusepsuteta y beorpaay.

[o3Bos/baBam Aa ce o6jaBe MOjM IMYHKM NOAAUM Be3aHM 33 Ao6ujarbe akaAeMCKOr 3Bakba JOKTOpPaA HayKa, Kao
LITO CYy UME U Npe3nme, roamHa 1 mecTo pohera U AaTym ogbpaHe pasa.

OBM NNYHM NOJAUN MOTY ce 06jaBUTU HA MPEXHUM CTPaHULamMa gurutanHe 6ubanoTteke, y eNeKTPOHCKOM
KaTasiory 1y nybaunkauujama YHusepsuteta y beorpaay.

MoTnuc AoKTOpaHAA

Y beorpagy,




Mpwnor 3.
UsjaBa o kopuwherwy
Osnawhyjem YHuBep3utetcky bubamnoteky ,Csetosap Mapkosuh” pga y [OurutanHu penosutopujym

YHuBep3uTeTa y beorpaay yHece Mojy AOKTOPCKY AMcepTaLlmnjy Nog Hac/loBOM:

MoBe3aHOCT noaAnmopdmr3ama reHa 3Ha4ajHUX 3a AudepeHumnjaumjy n akTMsaumujy MpKor MacHor TKMBa

Ca UHOEKCOM TesleCHe Mmace, IMUKEMUjOM U IMNUAHUM CTAaTyCOM aao0ecLeHaTa

KOja je Moje ayTOpPCKO Aeno.

OucepTtaumnjy ca cBMM NpunosMma npegao/na cam y enekTPoOHCKOM ¢opmaTty MNorogHoM 3a TpajHo
apxuBupate.

Mojy AOKTOPCKY AMcepTaumnjy noxparery y AnrntanHu penosmtopujym YHmusepsuteTa y beorpagy mory aa
KOpMCTe CBU KOju NoLuTyjy oapeabe cagprkaHe y ogabpaHom Tuny nunueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative
Commons) 3a Kojy cam ce oasyuno/na.

1. AytopcTBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLUMjaHO

3. AyTOopcTBO — HEKOMepLInjaaHo — be3 npepaje

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaIHO — AEIUTU MO UCTUM YC/I0BMMA
5. AytopcTeBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AenuUTU NoL4 UCTUM YCI0BUMA

(Monumo aa 3aoKpy:KuMTe camo jegHy o wecT NoHyheHux AMueHUM, KpaTak onuc AWLeHUM AaT je Ha
nonehuHu nucra).

MoTtnuc gokTopaHaa

Y beorpaay,




1. AytopcTBo - [103BO/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUOYLIMjY M jaBHO caonwwTaBakbe Aena, U npepase, ako ce
HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH oA CTpaHe ayTopa MKW AaBaola JIMLEHLE, YaK U Y KOMepLmjanHe
cBpxe. OBO je HajcnobogHMja 04, CBUX IULLEHLMN.

2. AyTOpCTBO — HEKOMepLMjanHo. [J03B0/baBaTe YMHOMKaBakbe, AMCTPUBYLM]Y M jaBHO caonLiTaBakbe Aena, 1
npepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauMH ogpeheH og cTpaHe ayTopa uAM AaBaoua nuueHue. OBa
NMUEHLA He A03B0/baBa KoMepLuMjanHy ynotpeby aena.

3. AyTopcTBO - HekomepumjanHo — 6e3 npepage. [Jo3Bo/baBaTe YMHOMKaBake, AUCTPUOYUM)y U jaBHO
caonwTaBatbe aena, 6e3 npomeHa, npeobMKkoBarba UK ynoTpebe aena y CBOM Aeny, ako ce HaBeae nme
ayTopa Ha HauuMH oapeheH oA CTpaHe ayTopa MAM AaBaoua auueHue. OBa /AWuUeHUa He [03BOJ/baBa
KomepumjanHy ynotpeby aena. Y oAHOCY Ha CBe OCTane IMLEHLE, OBOM JIULLEHLLOM Ce OrpaHUYaBa Hajsehu
0bum npaBa Kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKomepuujaiHO — [AeAUTU nof, UCTMM  ycnoBuma. [lo3Bos/baBaTe YMHOMKaBakbe,
ANUCTPMBYLMjY M jaBHO caoniwTaBarbe Aena, U Npepase, ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HaumH oapeheH og,
CTpaHe ayTopa WUau Aasaola NIMLEHLE M aKo ce Npepaga AMCTpubymnpa nog UCTOM UAW CIMYHOM JINLLEHL,OM.
OBa n1ueHLa He 403B0/baBa KOMepLMjanHy ynotpeby gena n npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3Bo/baBaTe YMHOMaBakbe, AMCTPUBYLMjY M jaBHO caonwiTaBarbe gena, 6es
npomeHa, npeobnKkoBarba UK ynoTpebe fenay CBOm [ey, ako ce HaBee MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH
04, CTpaHe ayTopa uan Aasaola fvueHue. OBa MLeHLa 403B0/baBa KOMepLMjaaHy ynoTpeby aena.

6. AyTOpCTBO - AEAUTM NoA WCTMM YycnoBMMa. [lo3Bo/baBaTe YMHOKaBakbe, AWUCTPUMBYUM)y M jaBHO
caonwTaBarbe Aena, M npepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuMH oapeheH of cTpaHe ayTopa WMau
[aBaoua /MLEHLE M aKo ce npepaga AMCTpubympa nog, UCTOM MAW CAMYHOM uueHuom. OBa nuueHua
[03BO/baBa KomepuujanHy ynotpeby gena v npepaga. CivyHa je copTBEPCKMM /iMLEHL.aMa, O4HOCHO
NIMLEHLAaMa OTBOPEHOT KOAa.



