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Doprinos povecéanog kalorijskog unosa u ranom postnatalnom periodu razvoju
metabolickih poremecaja u animalnom modelu sindroma policisti¢nih jajnika

SAZETAK

Sindrom policistiénih jajnika (PCOS) je reproduktivni poremecaj u ¢ijoj osnovi je
hiperandrogenemija, ali ga prate i metabolicke komplikacije. PCOS se moze javiti u
prepubertetskom uzrastu, a povecanje telesne mase tokom ovog uzrasta predisponira za
kasniji razvoj sindroma. Kalorijski suficit u perinatalnom periodu, koji se kod glodara
postiZe manipulacijom veli¢ine legla, uti¢e na neuroendokrino programiranje, dovode¢i do
gojenja i ranijeg nastupanja puberteta. Cilj ove disertacije je bio da se na animalnom
modelu PCOS ispita doprinos povecanog kalorijskog unosa u ranom postnatalnom
periodu razvoju metabolickih poremecaja udruzenih sa sindromom. Model PCOS je
kreiran tretmanom Zenki pacova b5a-dihidrotestosteronom (DHT), a prepubertetska
gojaznost postignuta kalorijskim suficitom kroz smanjenje veli¢ine legla. Analizirani su
parametri sistemske insulinske osetljivosti i lipidni status, kao i markeri insulinske
signalizacije i energetskog metabolizma na nivou visceralnog (VAT) i subkutanog (SAT)
masnog tkiva i skeletnih miSi¢a. DHT tretman u kombinaciji sa povecanim kalorijskim
unosom je uslovio sistemsku hiperinsulinemiju i smanjenje insulinske osetljivosti. Uprkos
hipertrofiji adipocita, insulinska osetljivost na nivou VAT je o¢uvana, verovatno usled
aktivacije AMPK. Izostanak proliferacije SAT i istovremeno aktivirani lipoliticki i lipogeni
putevi ukazuju na njegovu disfunkcionalnost. Skeletni mi$i¢i u uslovima smanjene
osetljivosti na insulin koriste masne kiseline kao energetski supstrat, a aktivacija AMPK
doprinosi funkcionalnosti tkiva kroz povecanje stope P-oksidacije. Dobijeni rezultati
sugeriSu da povecanje telesne mase pre puberteta predisponira razvoj insulinske
rezistencije u PCOS, dok je za njeno puno ispoljavanje klju¢na interakcija sa
hiperandrogenemijom.

Kljuéne reci: sindrom policisticnih jajnika, prepubertetska gojaznost, 5a-
dihidrotestosteron, hiperandrogenemija, rani postnatalni povecani kalorijski unos,
visceralno masno tkivo, subkutano masno tkivo, skeletni mi$ic¢i, insulinska rezistencija,
hiperinsulinemija.

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Animalna i humana fiziologija



Contribution of early postnatal overfeeding to metabolic disorders in animal model of
polycystic ovary syndrome

ABSTRACT

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is a reproductive disorder based on
hyperandrogenemia but also associated with metabolic complications. PCOS can occur in
girls before puberty, and the increase in body weight at this age predisposes them to later
development of the syndrome. Increased caloric intake in the perinatal period, easily
mimicked in rodents by manipulating litter size, affects neuroendocrine programming and
leads to hyperphagia and weight gain, as well as earlier onset of puberty. The aim of this
doctoral dissertation was to examine the contribution of increased caloric intake in early
postnatal period to the development of metabolic disorders associated with the syndrome
using an animal model of PCOS. An animal model of PCOS induced by b5a-
dihydrotestosterone was additionally challenged with caloric excess by litter size
reduction to induce prepubertal obesity. Parameters of systemic insulin sensitivity and
lipid status were analyzed, as were markers of insulin signaling and energy metabolism at
the level of visceral (VAT) and subcutaneous (SAT) adipose tissue and skeletal muscle.
The combination of treatments resulted in systemic hyperinsulinemia and decreased
insulin sensitivity. Despite adipocyte hypertrophy, insulin sensitivity is maintained at the
VAT level, likely due to activation of AMPK. The absence of SAT proliferation and the
concomitantly activated lipolytic and lipogenic metabolic pathways suggest its
dysfunction. Skeletal muscles in conditions of reduced sensitivity to insulin use fatty acids
as an energy substrate, and activation of AMPK contributes to the functionality of this
tissue by increasing the rate of B-oxidation. Our results suggest that weight gain before
puberty predisposes to the development of insulin resistance in PCOS, while interaction
with hyperandrogenemia is critical for its full manifestation.

Key words: PCOS, prepubertal weight gain, 5a-dihydrotestosterone, hyperandrogenemia,
early postnatal overfeeding, visceral adipose tissue, subcutaneous adipose tissue, skeletal
muscle, insulin resistance, hyperinsulinemia.

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Animal and human physiology



ACC

acetil-CoA

ACTH

AES

AKT

AMH

AMPK

ARKO

ASRM

ATGL

ATP

c-AMP

CPT1

DGAT

DHEA

DHEA-S

5a-DHT

ERK

ESHRE

FADH2

SKRACENICE

acetil-CoA karboksilaza (eng. acetyl-CoA carboxylase)
acetil-koenzim A

adrenokortikotropni hormon (eng. adrenocorticotropic hormone)
Drustvo za visak androgena (eng. Androgen Excess Society)
protein kinaza B (eng. protein kinase B)

antimilerov hormon (eng. anti-miillerian hormone)

kinaza koju aktivira adenozin-monofosfat (eng. adenosine
monophosphate-activated protein kinase)

eliminisan gen za androgeni receptor (eng. androgen receptor
knock-out)

Ameri¢ko drustvo za reproduktivnu medicinu (eng. American
Society for Reproductive Medicine)

adipozna lipaza triglicerida (eng. adipose triglyceride lipase)

adenozin-trifosfat (eng. adenosine tryphophate)

cikli¢ni adenozin-monofosfat (eng. cyclic adenosine
monophosphate)

karnitin palmitoil acil-CoA transferaza 1 (eng. carnitine
palmitoyl acyl-CoA transferase 1)

diacilglicerol-aciltransferaza
dehidroepiandrosteron
dehidroepiandrosteron-sulfat

5a-dihidrotestosteron

kinaze regulisane ekstracelularnim signalima (eng. extracellular
signal-requlated kinases)

Evropsko drustvo za humanu reprodukciju i embriologiju
(eng. European Society of Human Reproduction and Embriology

redukovani flavin-adenin-dinukleotid



FAS
FAT/CD36
FATP
FFA
FSH
GLUT
GnRH
GWAS
HPRT
HSL
IGF1
IL6
ipGIT
IRS1
LH
LPL
MDA
MGL
NADH
NFxB
NIH

PCOS

sintaza masnih kiselina (eng. fatty acid synthase)

translokaza masnih kiselina (eng. fatty acid translocase)

protein koji transportuje masne kiseline (eng. fatty acid
transporter protein)

slobodne masne kiseline (eng. free fatty acids)
folikulostimulisué¢i hormon

glukozni transporter

gonadotropin-oslobadajuéi hormon (eng. gonadotropin-releasing
hormon)

studije asocijacije na nivou ¢itavog genoma (eng. genome-wide
association studies)

hipoksantin-guanin-fosforibozil-transferaza
lipaza osetljiva na hormone (eng. hormone sensitive lipase)
faktor rasta slicaninsulinu 1 (eng. Insulin-like growth factor 1)

interleukin 6

intraperitoneumski test opterecenja glukozom (eng.
intaperitoneal glucose tolerance test)

supstrat 1 insulinskog receptora (eng. insulin receptor supstrate
1)

luteinizirajuc¢i hormon

lipaza lipoproteina (eng. lipoprotein lipase)
malonil-dialdehid

lipaza monoacilglicerola (eng. monoacylglycerol lipase)

nikotinamid-adenin-dinukleotid

nuklearni faktor xB (eng. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells)

Nacionalni institut za zdravlje SAD (eng. National Institute of
Health)

Sindrom policisti¢nih jajnika (eng. polycystic ovary syndrome)



PEPCK

PGCla

PKA

PPAR

ROS

SAT

SCD1

SHBG

SIRT1

SOD2

SRE

SREBP

S7Z0

T2DM

TNF

VAT

VLDL

fosfoenolpiruvat-karboksikinaza (eng. phosphoenolpyruvate
carboxykinase)

koaktivator 1a receptora aktiviranog peroksizomalnim
proliferatorom (eng. peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator 1a)

protein kinaza A (eng. protein kinase A)

receptor aktiviran proliferatorom peroksizoma (eng.
peroxisome proliferator-activated receptor)

reaktivne kiseonic¢ne vrste (eng. reactive oxygen species)
subkutano masno tkivo (eng. subcutaneous adipose tissue)

steroil-CoA desaturaza1 (eng. stearoyl-CoA desaturase 1)

globulin koji vezuje polne hormone (eng. sex hormone-binding
globulin)

sirtuin1

dismutaza 2 superoksida

sekvence promotora koje odgovaraju na steroide (eng. sterol
requlatory element)

protein koji se vezuje za SRE sekvence (eng. sterol regulatory
element binding protein)

Svetska zdravstvena organizacija
dijabetes tipa 2 (eng. type 2 Diabetes mellitus)
faktor nekroze tumora (eng. tumor necrosis factor)

visceralno masno tkivo (eng. visceral adipose tissue)

lipoproteini veoma niske gustine (eng. very low-density
lipoprotein)



SADRZA]

1. UVOD 1
1.1.  SINDROMPOLICISTICNTH JATNIKAL .....cvrueirirrirssssessessssssessssssssessessessesssssssssssssessessesassasssssassessessesasssssassanes 1
1.1.1. EVOLUCIJA DJAGNOSTICKIH KRITERIJUMA 1 POSTAVLJANJE DIJAGNOZE PCOS.........ocvvrrrrrrrrrrnnnns 3
1.1.2. ETIOLOGIJA I PATOFIZIOLOGIJA PCOS ......oveeeiereeveieieiietssesseesiesssssssss st sssssssessssssssssssssssessssssssssssssssnsns 6
1.1.3. NEUROENDOKRINA OSNOVA REPRODUKTIVNIH PROMENA U PCOS. ..ot 7
1.14. METABOLICKE PROMENE U PCOS ...ttt tessessesaese st s essessessesassassessessessestessessesassassnsnsans 9
1.1.5. GOJAZNOST U PREPUBERTETSKOM PERIODU KAO FAKTOR RIZIKA ZA PCOS........coovverrrererrrnenns 10
1.2, BELOMASNO TKIVO....coceiririrrieeesseseeseessssssssssssssssssssesssssssssssssssssesssssssssssssassssssssassasssssssssssssssssssasssssssens 11
1.2.1. STRUKTURNA ORGANIZACIJA BELOG MASNOG TKIV A.....cuvurrerrerirrssssssssssssssssssssessessessesasssssssnes 11
1.2.2. METABOLICKE FUNKCIE MASNOG TKIVA ......oururuiteteesssessessssessessessessessessesassassssssssassessessesassassassssessnes 12

W R U 1o T OO 13

1.2.2.20 LIPOIIZAucoieiieiiiit st b s 13

1.2.2.3.  Energetska homeostaza u belom MASHOM HKIDU .......c.cceieceerierreciniisiiscisissieisise s 14
1.2.3. METABOLICKI POREMECAJI U MASNOM TKIVU...
1.3, SKELETNI MISICL. .. vuueerrerreeeereeseessseseesssseessessesssesssssessssssssesssssssssssssssssssssssssesssssssssessessssssssssssssssssssssssssssssssssnees
1.3.1. STRUKTURNA I FUNKCIJSKA ORGANIZACI A SKELETNIH MISICA .......cuevuereereernrsssssseseesesseesssssessnnes 18
1.3.2. ENERGETSKI METABOLIZAM U SKELETNIM MISICIMA ......ouvurvereeristessessessesssssessessessessessesaesassassessssnnes 18
1.3.3. METABOLICKA DISFUNKCI A U SKELETNIM MISICIMA .....cocvvuerreceraesesseeesesessesessssessssssesssssssssssssasens 21
14.  ZIVOTINJSKI MODELIU IZUCAVANJU PCOS I POVECANOG KALORIJSKOG UNOSA U RANOM
POSTNATALNOMPERIODU .....coovtivreereesacsaesssestessessessessesaesssssessessessesssssssasssssssassessessessessssassassssassessessessessssassssssssssns 22
14.1. ZIVOTINJSKI MODELI U IZUCAVANJU PCOS.......rvvveeeeineeeveeeesnessssssssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 22
14.2. ZIVOTINJSKI MODEL POVECANOG KALORIJSKOG UNOSA U RANOM POSTNATALNOM PERIODU..24

2. CIL) 26

3. MATERIJAL I METODE 27
3.1. EKSPERIMENTALNI DIZAJN I TRETMAN ZIVOTINJ Au..vocvivrirensensessssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssns 27
3.2.  SAKUPLJANJE KRVI, PRIPREMA SERUMA I IZOLOVANIJE TKIVA ZA ANALIZE.......ccccsumierrenrensessesensssenens 28
3.3.  ODREBIVANJE BIOHEMIJSKIH I FIZIOLOSKIH PARAMETARA...
3.3.1. PROCENA SISTEMSKE INSULINSKE OSETLJIVOSTL.......cueereesesessssssssssssssssssssessesssssssssssssssssssessessessssssssssnes

3.3.2. ODREDIVANJEKONCENTRA CIJEGLUKOZE, TRIGLICERIDA, SLOBODNIH MASNIH KISELINA I INSULINA U
SERUMU 29

34. HISTOLOSKE ANALIZE.......oucteitevstetestesetessstesessesssesassesaesessessssessssesessessssessssessssessssessssessssessssssssssesssesssessssesans 29
34.1. HISTOLOSKA ANALIZA JATNIKA......oeueeuevereeressessseressesessesessesssessssessesssassessssssssssssssssessssssassessssesssesssasassas 29
34.2. HISTOLOSKA I MORFOMETRIJSKA ANALIZA VISCERALNOG I SUBKUTANOG MASNOG TKIVA......... 29
35.  PRIPREMA UZORAKA ZA WESTERN BLOT ANALIZU.....cvuueverereereeressesseseesessssssessessessessessessssassassssessssesens 30
35.1. PRIPREMA CELIJSKIH FRAKCIJA VISCERALNOG MASNOG TKIVA........ .30
35.2. PRIPREMA UKUPNIH PROTEINA IZ SUBKUTANOG MASNOG TKIVA......evererersrssssssssssesssesssssssnes 30
3.5.3. PRIPREMA UKUPNOG CELIJSKOG EKSTRAKTA IZ M. GASTROCNEMIUS. ......coovverrerrerrrsenresssesessessessssnes 31
354. ODREBIVANJE KONCENTRACIJE PROTEINA U UZORCIMA ZA WESTERN BLOT ANALIZU................. 31
3.6.  ELEKTROFOREZA NA SDS-POLIAKRILAMIDNOM GELU.......oevoeueeeeeeeeeresseresseseseesessesessesssessssesssssssesssesnes 32
3.7.  WESTERN BLOT 1SEMI-KVANTITATIVNA ANALIZA IMUNOREAKTIVNIH TRAKA NA BLOTU................ 32
3.8. IZOLOVANJE, KVANTIFIKACIJA I PROVERA KVALITETA IZOLOVANE RNK.......ccooeieiieireirerercrcresiesie. 33
39.  REAKCIA REVERZNE TRANSKRIPCIE........ccceoerueteraereraesissesessesessessssesssesssessssessssessssessssessssssesssesssesssesassesans
3.10. RELATIVNA KVANTIFIKACIJA EKSPRESIJE GENA
3.11. PROCENA STEPENA LIPIDNE PEROKSIDACIE........cccsvteitertereeseeseesaesssesssiessssssssesassassssssessssssssssassassassassssossns
3.12. STATISTICKA OBRADA PODATAKA........coueiueetereeresesessestessessesassssessessestessessesssssssassasses s sestessesses s sessassessassesens

4. REZULTATI 37

41. KARAKTERIZACIJA MODELA NA OSNOVU FIZIOLOSKIH I BIOHEMIJSKIH PARAMETARA......vvevereennen. 37



4.1.1. DINAMIKA RASTA TOKOM PERIOD A SISANJA I PARAMETRI UHRANJENOSTI ZIVOTINJA......cvvvnvenees 37

41.2. REPRODUKTIVNE KARAKTERISTIKE KAO POTVRDA ANIMALNOG MODELA ......covererreerernereenereneeens 38
4.1.3. BIOHEMIJSKI PARAMETRI LIPIDNOG METABOLIZMA 1 INSULINSKE OSETLJIVOSTL......ceceururereenrerenens 40
4.2. VISCERALNO MASNO TKIVO....cuetiueueieuereuerereueierenemeseseaesestassesesesesesestseststtststststststssstststssstsesesssssssesssssssssssssssnses 42
421. HISTOLOSKA I MORFOMETRIJSKA ANALIZA VISCERALNOG MASNOG TKIVA.......crieereereeseeseeresssennes 42
422, INSULINSKA SIGNALIZACT A U VISCERALNOM MASNOM TKIVU .....covueurunenemernerenesererersmsesesssseseacsessenees 44
42.3. LIPIDNI METABOLIZAM U VISCERALNOM MASNOM TKIVU....ccovurirerinerireneseresesesssssesesssssesesssssesesssssesanses 45
424. EKSPRESJ A I AKTIVACIJ A ENERGETSKOG SENZORA AMPK U VISCERALNOM MASNOM TKIVU....47
4.3. SUBKUTANO MASNO TKIVO ....ciuiueriiieererseriseseseesesseesessestassessssesesessesestassessssestsesessssssesessensatsssessssssssessentesseses a7
43.1. HISTOLOSKA 1 MORFOMETRIJSKA ANALIZA SUBKUTANOG MASNOG TKIVA .....coveienienienseesssssseseenees a7
43.2. LIPIDNI METABOLIZAM U SUBKUTANOM MASNOM TKIVU.....ccceururerirererenereresesesssssesesssssesssssssesssssssesenses 48

4.3.3. EKSPRESJA I AKTIVACIJA ENERGETSKOG SENZORA AMPK U SUBKUTANOM MASNOM TKIVU ....50
44, MUSCULUS GASTROCNEMIUS.......ccvuriureereureniaeseeneessaesessestssaessesesessssestassesessssesssessssssssesssstsssesesesseesesessssssesessencos

44.1. INSULINSKA SIGNALIZACIA U M. GASTROCNEMIUS.......cvvverveereeveessessssssssessessssssessassssssssassssssessassssssnss
4.4.2. LIPIDNI METABOLIZAM U M. GASTROCNEMIUS............ovueveeveevrrrrersesssssesassssessssessessssssssssnssassassassssssssses
4.4.3. MARKERI OKSIDATIVNOG STRESA I INFLAMACIJE U M. GASTROCNEMIUS
444, EKSPRESIA 1 AKTIVACIJ A ENERGETSKOG SENZORA AMPK U M. GASTROCNEMIUS ......ovveverrrerran 59

5. DISKUSIJA 61
51.  SISTEMSKI METABOLICKII REPRODUKTIVNI PARAMETRI ANIMALNOG MODELA PCOS MODIFIKOVANOG
POVECANIM KALORISKIM UNOSOM U RANOM POSTNATALNOM PERIODU..........ourveresrrrenssssssssasssssessanssssens 61
5.2.  METABOLICKI PROCESI U VISCERA LNOM I SUBKUT ANOM MASNOM TKIVU ZENKIPACOVA IZLOZENIH
POVECANOM KA LORIJSKOM UNOSU U RANOM POSTNATALNOM PERIODU I TRETIRANIH DHT...................... 64
5.3. METABOLICKI PROCESI U SKELETNIM MISICIMA ZENKI PACOV A IZLOZENIH POVECANOM KALORIJSKOM
UNOSU U RANOM POSTNATALNOM PERIODU I TRETIRANIH DHT ......oovueiiceeieeeieeee st seesssssee s s e 66
5.4.  DOPRINOS POVECANOG KALORIJSKOG UNOSA U RANOM POSTNATALNOM PERIODU METABOLICKIM
PROMENAMA U ANIMALNOM MODELU SINDROMA POLICISTICNIH JAJNIKA.........oveveererrnressessesseeseessessaessessenses 70

6. ZAKLJUCCI 73

7.LITERATURA 75




1.Uvod

1.1. Sindrom policisti¢nih jajnika

Najraniji dostupni opisi hiperandrogenizma kod Zena, manifestovanog kroz pojavu
maljavosti i maskulinizacije, pracenih izostankom menstruacije, pripisuju se
Hipokratu, pre oko 2 500 godina. Inicijalno su kao uzrok hiperandrogenizacije
prepoznati poremecaji u radu nadbubrezne zlezde. Sklerocisticna i policisti¢na
morfologija jajnika je bila zapaZena sredinom osamnaestog veka, dok sinteza
androgena od strane jajnika dolazi u fokus pocetkom dvadesetog veka. Stajn i
Levental u svom izvestaju iz 1935. godine prvi dovode u vezu policisticnu
morfologiju jajnika sa amenorejom, kao i sa gojaznos¢u i maljavoscéu. Stajn-
Leventalov sindrom ¢e kasnije postati prepoznat u literaturi pod imenom sindrom
policisti¢nih jajnika (eng. Polycystic Ovary Syndrome, PCOS) [1]. Do osamdesetih
godina smatran je iskljucivo reproduktivnim poremecajem, ali je tada zapazeno da
pacijentkinje sa PCOS pokazuju hiperinsulinemiju procenjenu oralnim testom
opterecenja glukozom, koja se nije mogla objasniti gojaznosc¢u. Kasnijim dokazom
postojanja insulinske rezistencije i posledi¢ne hiperinsuilinemije, kao i d ovodenjem u
vezu hiperandrogenizma sa insulinskom rezistencijom, uz reproduktivne

manifestacije su u fokus dospele i metabolicke komplikacije koje su karakteristi¢ne
za PCOS [2].

Danas PCOS smatramo multisistemskom endokrinopatijom, koju u prvom redu
karakteriSu policisticno izmenjeni jajnici, hiperandrogenemija, poremecaji
menstrualnog ciklusa i ovulatorne funkcije jajnika. Medutim odredene
karakteristike, poput insulinske rezistencije, gojaznosti, dislipidemije, disglikemije i
hipertenzije, PCOS deli sa metaboli¢kim sindromom [3]. Uz to, ovaj sindrom je ¢esto
pracen i mentalnim poremecajima kao S$to su anksioznost i depresija, kao i
problemima u regulaciji sna i apetita. Navedene karakteristike se u pojedina¢nim
sluc¢ajevima javljaju u razli¢itim kombinacijama, pa je fenotipska varijabilnost u
ispoljavanju ovog sindroma izuzetno velika [4].

PCOS je poremecaj heterogenog porekla i mehanizmi patogeneze su do danas slabo
objasnjeni. Podaci ukazuju na interakciju geneticke osnove i faktora Zivotne sredine i
na izrazenu epigeneticku komponentu u nastanku i razvoju PCOS (Slika 1.1) [5].

S obzirom na to da je PCOS naj¢eséa endokrinopatija kod Zena reproduktivne dobi
koju prate izuzetna kompleksnosti fenotipska varijabilnost, pravilno i blagovremeno
postavljanje dijagnoze, lecenje, kao i prevencija predstavljaju veliki izazov u
svakodnevnoj klini¢koj praksi. Sa prevalencom koja u razli¢itim populacijama varira
od 4 do 20% u zavisnosti od toga koji se dijagnosticki kriterijumi koriste [6],
predstavlja i veoma znacajno ekonomsko opterecenje za zdravstvene sisteme.
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SLIKA 1.1. HIPOTETICKA INTERAKCIJA SREDINSKIH, EPIGENETICKIH I GENETICKIH FAKTORA U
PATOGENEZI PCOS. PCOS je heterogen endokrini poremecaj koji zahvata razli¢ite sisteme organa i
pociva na ,zacaranom krugu” izmedu hiperandrogenemije i hiperinsulinemije. SHBG - vezujudi
globulin polnih hormona. (Preuzeto i modifikovano iz Stener-Victorin i sar. 2020 )

Imajuéi u vidu sve navedeno, kao zadatak buducih istraZivanja namece se bolje
razumevanje razli¢itih etiologija karakteristicnih za pojedina¢ne fenotipove,
upoznavanje molekularnih mehanizama koji leZze u njihovoj osnovi i, na taj nacin,
postavljanje dobre osnove za usmereniju terapiju i personalizovan pristup u lecenju.



1.1.1. Evolucija dijagnostickih kriterijuma i postavljanje dijagnoze
PCOS

PCOS je oznacen kao sindrom, a ne bolest, usled prisustva velikog broja fenotipskih
karakteristika koje se u razli¢itoj meri i u razli¢itim kombinacijama ispoljavaju kod
pacijentkinja, uz nedostatak konstantnog, zajedni¢kog elementa koji bi se mogao
uzeti kao ,zlatni standard” za postavljanje dijagnoze. S obzirom na izuzetnu
kompleksnost, dijagnostika, lecenje i prevencija PCOS predstavljaju veliki izazov u
savremenoj medicinskoj praksi.

Kriterijumi za dijagnozu PCOS prvi put su zvani¢no definisani tokom ekspertske
konferencije organizovane od strane Nacionalnog instituta za zdravlje SAD (eng.
National Institute of Health, NIH), 1990. godine. Ucesnici konferencije su tom prilikom
definisali sledece kriterijume za postavljanje dijagnoze PCOS [4,7]:

e Kklini¢ki i/ili biohemijski hiperandrogenizam
e menstrualna disfunkcija, odnosno hroni¢na anovulacija.

Klinini¢ki hiperandrogenizam se odnosi na pojavu maljavosti, akni ili opadanja kose.
Biohemijski hiperandrogenizam, odnosno, hiperandrogenemija, podrazumeva
povisenu koncentraciju ukupnog i slobodnog testosterona u serumu, kao
androstenediona, dihidrotestosterona (DHT), dehidroepiandrosterona (DHEA) i
DHEA-sulfata (DHEA-S) [8].

Kriterijjumi NIH su revidirani 2003. godine u Roterdamu [9], na zdruZenoj
konferenciji Evropskog drustva za humanu reprodukciju i embriologiju (eng.
European Society of Human Reproduction and Embriology, ESHRE) i Ameri¢kog drustva
za reproduktivnu medicinu (eng. American Society for Reproductive Medicine, ASRM).
Tada je postojanju klinickog ili biohemijskog hiperandrogenizma i hroni¢ne
anovulacije dodati tre¢i kriterijum - policisticna morfologija jajnika. Pored uvodenja
treceg kriterijuma, znac¢ajan napredak koji je ova konferencija donela je preporuka da
se za postavljanje dijagnoze mogu koristiti bilo koja dva od navedena tri kriterijuma.

Kritikujudéi ,fleksibilnost” definicije postavljene u Roterdamu 2003. godine, radna
grupa americkog Drustva za viSak androgena (eng. Androgen Excess Society, AES)
2006. godine insistira na tome da je u osnovi PCOS hiperandrogenizam, $to ga ¢ini
obaveznim kriterijumom za postavljanje dijagnoze, dok se kao drugi kriterijum
moze uzeti hroni¢na anovulacija ili policisti¢na morfologija jajnika [10].

U Amsterdamu 2010. godine, na tre¢oj PCOS radionici sponzorisanoj od strane
ESHRE i ASRM, kombinovanjem kriterijuma ESHRE/ASRM iz 2003. godine
definisana su ¢etiri moguca PCOS fenotipa:

e Fenotip A: hiperandrogenizam + anovulacija + policisticna morfologija
jajnika (klasican PCOS fenotip)

e Fenotip B: hiperandrogenizam + anovulacija (klasi¢an PCOS fenotip)

e Fenotip C: hiperandrogenizam + policisti¢ha morfologija jajnika (ovulatorni
PCOS fenotip)



e Fenotip D: anovulacija + policisti‘cha morfologija jajnika (blagi,
nehiperandrogeni PCOS fenotip)

Na toj radionici je usvojena i preporuka da se kod svake pacijentkinje prvenstveno
odredi konkretan fenotip, kao i da se utvrde pridruZeni metabolicki poremecaji [11].
Ekspertski panel koji je pratio metodolosku radionicu o PCOS organizovanu od
strane  NIH 2012. godine takode je podrzao Roterdamsku definiciju kao
najsveobuhvatniju i najprikladniju, uz insistiranje na stratifikaciji pacijentkinja
prema fenotipu, ukljucujudi tu i definisanje metabolickog statusa [4].

Roterdamska klasifikacija je u svojoj osnovi dovoljno precizna i informativna za
postavljanje dijagnoze, jer fleksibilno koris¢enje dva od tri kriterijuma omogucuje da
se identifikuju umereniji fenotipovi PCOS. Medutim, iako se od PCOS najcesce lece
Zene u reproduktivhom dobu, prve manifestacije mogu biti prisutne ve¢ u
preadolescentskom i ranom adolescentskom dobu, ali simptomi cesto ostaju
maskirani promenama koje su karakteristicne za pubertet, kao $to su neredovni
ciklusi i pojava akni [12]. Takode, posledice PCOSimetabolicki komorbiditeti koji ga
prate ¢esto su prisutni i po nastupanju menopauze [12]. Uzimajuéi u obzir nova
otkriéa i informacije, veliki medunarodni konzorcijum sastavljen od eksperata
razli¢itih specijalnosti i pacijentkinja, sponzorisan od strane ESHRE i ASRM, 2018.
godine je objavio Medunarodne smernice zasnovane na dokazima za dijagnostiku i
upravljanje PCOS-om tokom zivota [13]. Ovaj dokument podrzava primenu
Roterdamskih kriterijuma kod odraslih Zena, dok unutar osam godina od menarhe,
za postavljanje dijagnoze PCOS zahteva i prisustvo hiperandrogenizma i hroni¢ne
anovulacije (Slika 1.2). Ove smernice obezbeduju lekarima detaljne i precizne
preporuke za dijagnostiku i tretman, koje su zasnovane na adekvatno evaluiranim i
multidisciplinarno sagledanim dostupnim podacima. Informisanje i edukacija
pacijentkinja i opste populacije je postavljeno za jedan od prioriteta, kao i prevencija
nastanka prekomerne telesne mase [13].



Prisustvo najmanje dva od tri Roterdamska kriterijuma:
1. Oligo/anovulacija
2. Klini¢ki/biohemijski hiperandrogenizam
3. Policisticna morfologija jajnika

Prethodno iskljuéene druge etiologije sa sliénim
simptomima.

Adolescentkinje \

Dijagnosticki kriterijumi su:
1. Oligo/anovulacija
1
2. Klinicki/biohemijski hiperandrogenizam

Prethodno isklju€ene druge etiologije sa slicnim
simptomima.
Ultrazvuk se ne koristi u postavijanju dijagnoze

\najmanje 8 godina od menarhre. /

SLIKA 1.2. AKTUELNI KRITERIJUMI ZA POSTAVLJANJE DIJAGNOZE PCOS

lako su Smernicama gojaznost i insulinska rezistencija prepoznati kao Cceste
karakteristike PCOS, ove manifestacije se za sada ne uzimaju kao jedan od
dijagnostickih kriterijuma. Tako se u isti fenotip svrstavaju i na isti nacin tretiraju
pacijentkinje normalne telesne mase i ekstremno gojazne, one sa blagom ili
nepostoje¢om insulinskom rezistencijom i one sa ozbiljnim metabolickim
promenama, one sa izmenjenim metabolizmom lipida i visokim rizikom za razvoj
kardiovaskularnih oboljenja i one sa uobicajenim rizikom. Zbog toga neki autori
predlazu da se klasifikacija dodatno unapredi uvodenjem gojaznog podfenotipa i
podfenotipa normalne telesne mase u svaki od cetiri Roterdamska fenotipa. To bi
doprinelo boljoj diferencijaciji pacijentkinja sa reproduktivnim i metaboli¢kim
poremecajima i prilagodenijem terapijskom pristupu [14].



1.1.2. Etiologija i patofiziologija PCOS

Etiologija sindroma nije jedinstvena, a razli¢iti, medusobno isprepletani mehanizmi
doprinose nastanku i odrzavanju simptoma PCOS kod pojedinacnih pacijentkinja
(Slika 1.3). Brojni uzroci mogu poremetiti funkcionisanje hipotalamo-hipofizno-
gonadne (HPG) osovine, izazivajuci tako hiperandrogenemiju na nivou jajnika ili
nadbubreznih Zlezda. Reproduktivha manifestacija PCOS je cesto pracena
insulinskom rezistencijom i hiperinsulinemijom, ektopi¢nom akumulacijom lipida i
disfunkcijom masnog tkiva, uz izraZzenu inflamaciju, dislipidemiju, oksidativni stres
i lipotoksi¢ni efekat [12,15].
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SLIKA 1.3. PATOFIZIOLOSKI MEHANIZMI PCOS. Pulsna sekrecija gonadotropin-oslobadaju¢eg hormona
(GnRH) iz hipotalamusa cesto je izmenjena u PCOS. To dovodi do hipersekrecije luteinizirajuceg
hormona (LH) od strane hipofize, $to na nivou jajnika uzrokuje poremecaje u sintezi hormona, fj.
hiperandrogenizam i izostanak ovulacije. Pretpostavlja se da poremecaji u lu¢enju LH nastaju rano u
pubertetu i imaju veze sa naru$enom inhibicijom lu¢enja GnRH od strane progesterona. lako su
koncentracije folikulostimuliSu¢eg hormona (FSH) u cirkulaciji nepromenjene, verovatno kod Zena sa
PCOS dolazi do razvoja rezistencije na ovaj hormon na nivou folikula, usled povec¢ane koncentracije
antimilerovog hormona (AMH) na nivou jajnika. Insulinska rezistencija doprinosi celokupnoj
patogenezi PCOS kroz doprinos razvoju hiperandrogenemije. (Preuzeto i modifikovano iz Azziz i sar.
2016)

U proteklih desetak godina napravljen je ogroman napredak u razumevanju
genetickeke i epigeneticke osnove za nastanak i progresiju PCOS [15]. PCOS se
nasleduje, ali uprkos oc¢iglednim autozomalno-dominantnim porodi¢nim obrascima,
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nije identifikovan ni jedan defekt u pojedinacnom genu. Umesto toga, analizom
studija asocijacije na nivou citavog genoma (eng. Genome-wide association studies,
GWAS) izdvojeno je oko 20 gena povezanih sa neuroendokrinim, metaboli¢kim i
reproduktivnim funkcijama [15,16]. Primenom algoritama masinskog ucenja za
grupisanje bez nadzora (eng. unsupervised machine learning clustering algorithms),
utvrdeno je da se izdvajaju reproduktivni i metaboli¢ki podtip PCOS-a, koji imaju
medusobno razlicite geneticke osnove [16].

Pored genetickih faktora, faktori zivotne sredine poput intrauterine izloZenosti
endokrinim ometa¢ima, visokim koncentracijama androgena ili visku nutrijenata
usled neadekvatne ishrane majke tokom trudnoce, takode mogu da na
epigenetickom nivou doprinesu razvoju specifi¢nih fenotipova PCOS-a tokom
odrasle dobi [12,16]. Iako se epigeneticka obelezja po pravilu uklanjaju sa
germinativnih celija pre oplodenja, raste broj studija koje pokazuju da se neka od
njih ipak zadrzavaju i prenose kroz vise generacija [16]. Transgeneracijske
epigeneticke promene, poput obrazaca metilacije karakteristi¢nih za PCOS mogle bi
da budu osnova za razumevanje nekih $ema nasledivanja PCOS-a koje se nisu mogle
objasniti promenama na genetickom nivou [16].

Na neuroendokrinom nivou, mogu¢i mehanizam nastanka PCOS-a bio bi poremecaj
u frekvenciji lucenja gonadotropin-oslobadajuceg hormona (eng. Gonadotropin-
releasing hormone, GnRH), koga luce neuroni hipotalamusa. To dalje moZze dovesti do
poremecaja u lucenju gonadotropnih hormona - folikulostimuliSuéeg hormona
(FSH), i luteiniziraju¢eg hormona (LH), $to moZe dovesti do zastoja u razvoju
dominantnog folikula i izostanka oslobadanja jajne celije [15].

1.1.3. Neuroendokrina osnova reproduktivnih promena u PCOS

Sazrevanje oocita se deSava pod dominantnim uticajem FSH, dok se ovulacija deSava
nakon stimulacije LH. Lucenje FSH i LH od strane hipofize je regulisano
frekvencijom lucenja GnRH. Poremecaji u lucenju gonadotropnih hormona koji su
karakteristi¢ni za PCOS pacijentkinje koje nisu gojazne jesu povecdana frekvencija
lu¢enja GnRH, koja dovodi do pojacanog lucenja LH i poremecenog odnosa
LH/FSH u korist LH [17]. Daljem razvoju PCOS, prema ovom mehanizmu,
doprinosi povratna sprega koja se uspostavlja izmedu povecanog odnosa LH/FSH i
visoke frekvencije luc¢enja GnRH. Naime, poveéan odnos LH/FSH kao i folikulska
rezistencijana FSH dovode do hipersekrecije androgena od strane teka celija folikula
i izostanka lucenja progesterona (Slika 1.4), koji bi u fizioloskim uslovima doveo do
usporavanja lu¢enja GnRH, te se na taj nacin dalje propagira razvoj PCOS [18].

Androgene i njihove prekursore luce jajnici i nadbubrezne zlezde, u odgovoru na
stimulaciju odgovarajuéim tropnim hormonima, LH i adrenokortikotropnim
hormonom (ACTH). Oko polovine ukupne produkcije testosterona u krvi nastaje
direktnim izluc¢ivanjemiz jajnika i nadbubreZnih Zlezda, dok druga polovina nastaje
konverzijom cirkuliSuéeg androstenediona u jetri, koZi i masnom tkivu [19].



Sazrevanje folikula i ovulacija su pod strogom hormonskom kontrolom i zavise od
precizno uskladenih interakcija izmedu LH, FSH, faktora rasta sli¢nog insulinu 1
(eng. Insulin-like growth factor 1, IGF1), antimilerovog hormona (AMH) i enzima koji
su ukljuéeni u konverziju polnih hormona. Oligoovulacija ili anovulacija
karakteristicne za PCOS mogu biti posledica nedovoljne sekrecije FSH ili lokalne
folikulske rezistencije na ovaj hormon, zbog cega izostaje odabir dominantnog
folikula, kako je prikazano na Slici 1.4 [15,20]. Folikulska rezistencija na FSH se
moze javiti usled povecane koncentracije AMH, koji, dodatno, deluje i kao inhibitor
aromataze, sprecavaju¢i konverziju androgenskih prekursora u estrogen i
doprinosedi na taj nacin sistemskoj hiperandrogenemiji. Do povecanja nivoa AMH
dolazi usled postojanja veceg broja antrumskih folikula, ¢ije granuloza Ccelije
produkuju ovaj hormon [21]. Ranije pomenuta hipersekrecija LH takode nepovoljno
uti¢e na razvoj dominantnog folikula, dovodeci do rane luteinizacije granuloza ¢elija,
koja uslovljava hipertrofiju folikula, akumulaciju lipida i druge promene koje se u
tizioloskim uslovima de$avaju tek nakon ovulacije [15].
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SLIKA 1.4. ZASTOJ U RAZVOJU FOLIKULA U PCOS. Normalna ovulacija je rezultat sinhronizovane
signalizacije izmedu centralno oslobodenih gonadotropnih hormona i lokalno produkovanih faktora
od strane folikula jajnika. Anovulacija kod Zena sa PCOS podrazumeva zaustavljanje rasta folikula u
ranoj antralnoj fazi. Hipersekrecija luteinizirajuéeg hormona (LH) i faktora rasta sli¢nog insulinu 1
(IGF1) uslovljava hiperandrogenemiju, $to zaustavlja sazrevanje folikula na ovom stadijumu. Pored
toga, visok nivo antimilerovog hormona (AMH) inhibira dejstvo folikulostimuliuéeg hormona
(FSH), doprinosi hiperandrogenemiji i sprecava regrutovanje slede¢ih primordijalnih folikula.

Opisani poremecaji na nivou HPG osovine smatraju se klju¢nim patofizioloskim
mehanizmima u osnovi PCOS. Povecana frekvencija lu¢enja GnRH dovodi do
zastoja u razvoju folikula i patoloskih promena u sintezi polnih hormona. Tako
izmenjen milje polnih hormona modulise aktivnost GnRH-sekretuju¢ih neurona
hipotalamusa mehanizmom povratne sprege i na taj na¢in se uspostavlja ,zacarani
krug” koji doprinosi daljem razvoju reproduktivnih poremecaja karakteristi¢nih za
PCOS.

Takode je bitno napomenuti da su GnRH-sekretujuéi neuroni hipotalamusa mesto
gde se ukrstaju putevi regulacije reproduktivne i metabolicke funkcije u organizmu.



1.1.4. Metabolicke promene u PCOS

Sistemska insulinska rezistencija dovodi do smanjenja stope preuzimanja glukoze
nakon lucenja insulina kod glodara i ljudi [22]. Javlja se kao posledica
nefunkcionalnog odgovora na insulin, pre svega u perifernim tkivima i organima -
masnom tkivu i skeletnim misi¢ima, ali i u jetri. Insulin se u fizioloskim uslovima
vezuje za svoj receptor na membrani ciljnih celija, koji zatim regrutuje i fosforilise
nishodne proteine, pre svega supstrat insulinskog receptora (eng. Insulin receptor
substrate, IRS), koji dalje fosforiliSe i na taj nacin aktivira PI3BK i AKT. AKT
predstavlja znacajno ,¢voriste” u signalnoj kaskadi insulina, te prenos insulinskog
signala sa AKT moZe da dovede do preuzimanja glukoze ispoljavanjem glukoznog
transportera na povrsini celije, aktivacije sintaze glikogena, inhibicije
glukoneogeneze preko transkripcionog faktora FOXO1, pokretanja sinteze proteina
preko kompleksa mTOR ili procesa lipogeneze preko SREBP1 i AMPK [23]. Zajedno
sa poviSenim nivoom androgena, insulinska rezistencija znacajno doprinosi
nastanku i razvoju PCOS [24], sa prevalencom koja se procenjuje na ¢ak do 95%
medu pacijentkinjama sa PCOS [25]. Periferna insulinska rezistencija najéesce nastaje
kao posledica poremecaja aktivacije insulinskog receptorai/ili supstrata insulinskog
receptora 1 (eng. Insulin receptor substrate 1, IRS1) Sto je zabelezeno i kod
pacijentkinja sa PCOS [15]. Neke studije opisuju i smanjenu ekspresiju glukoznog
Zena [16]. Poremecaj u insulinskom signalnom putu se javlja na nivou inhibitorne
fosforilacije serinskih ostataka na insulinskom receptoru i IRSI, ali i nizvodnih
molekula kao $to su PI3K, AKT, uz aktiviran MEK-ERK1/2 signalni put kod PCOS
pacijentkinja [15,26]. Ovo sugeriSe da je insulinska rezistencija u PCOS selektivna i
da pogada samo metabolicke, a ne i mitogene signalne puteve insulina, ¢ime bi se
mogla objasniti o¢uvana dejstva insulina u reproduktivnim organima uprkos
sistemskoj insulinskoj rezistenciji [15,16]. Ulogu u nastanku i odrZavanju insulinske
rezistencije na sistemskom nivou verovatno imaju i disfunkcionalni adipociti, koji
izluéuju slobodne masne kiseline (eng. Free fatty acids, FFA), proinflamatorne
citokine poput faktora nekroze tumora (eng. Tumor mnecrosis factor, TNF) i
interleukina 6 (IL6). Tako se hepati¢na insulinska rezistencija belezi samo kod
gojaznih pacijentkinja sa PCOS, Sto odrazava Stetan uticaj povecane mase
visceralnog masnog tkiva na insulinsku osetljivost u jetri obolelih od PCOS [15,16].

U fizioloskim uslovima, hiperinsulinemija se javlja kao kompenzatorni mehanizam
nastale insulinske rezistencije u perifernim tkivima [16]. Medutim, kada povecane
potrebe za insulinom prevazidu kapacitet B celija pankreasa da ga stvaraju, dolazi
do njihove disfunkcije i oStecenja, §to doprinosi razvoju dijabetesa tipa 2 (eng. type 2
Diabetes mellitus, T2DM). Ovakve promene su zapazene kod obolelih od PCOS
nezavisno od BMI i naruSenog odrzavanja koncentracije glukoze u optimalnom
opsegu (disglikemije), mada su izraZenije kod pacijentkinja koje imaju bliske
srodnike obolele od T2DM [16].

lako su insulinska rezistencija i kompenzatorna hiperinsulinemija karakteristi¢ne za
prepubertetski i rani pubertetski period, kod gojaznih devoj¢ica mogu prevazici
tizioloske okvire i postati komorbiditet gojaznosti koji predstavlja faktor rizika za
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razvoj kardiometabolickih oboljenja, ali i za hiperandrogenemiju. Insulin stimulise
produkciju androgena od strane teka celija jajnika ¢ak i u odsustvu LH, kao i
produkciju androgena od strane nadbubreznih Zlezda [27]. Takode,
hiperinsulinemija dovodi do smanjenja produkcije globulina koji vezuje polne
hormone (eng. Sex hormone-binding globulin, SHBG) u jetri, povecavajudi na taj nac¢in
biolosku dostupnost testosterona, a ove promene se mogu korigovati smanjenjem
telesne mase [28]. Takode se ¢ini da insulin direktno stimuliSe ekspresiju i aktivnost
17-hidroksisteroid-dehidrogenaze, enzima koji prevodi androstenedion u testosteron
u jajnicima i kori nadbubreZne Zlezde [29]. Dakle, gojaznost moze da uti¢e na
direktnu sekreciju testosterona kroz hiperinsulinemiju, kao i na perifernu
konverziju, kroz povecanje udela masnog tkiva. Faktori regulacije ove periferne
konverzije androstenediona u testosteron nisu u potpunosti razjasnjeni, mada se kao
kandidati isti¢u insulin, IGF1 i leptin [30].

Hiperinsulinemija, zajedno sa poveé¢anim nivoom LH, doprinosi povecéanju sekrecije
androgena od strane teka celija. Hiperinsulinemija takode smanjuje sintezu i
izlucivanje SHBG u jetri, ¢cime se posredno povecava koli¢ina slobodnog testosterona
i time stimuliSe hiperandrogenemija kod Zena sa PCOS, odnosno, uspostavlja se
»zacarani krug” izmedu viska androgena i viska insulina u cirkulaciji [15].

1.1.5. Gojaznost u prepubertetskom periodu kao faktor rizika za
PCOS

Prekomerna telesna masa i gojaznost se definiSu od strane Svetske zdravstvene
organizacije (SZ0) kao suvisna akumulacija masti, koja moze da negativno utic¢e na
zdravlje. Brojne studije dovode u uzro¢no-posledi¢nu vezu prekomernu telesnu
masu irazlicite aspekte pubertetskog razvoja, poput vremena nastupanja puberteta i
pojave hiperandrogenemije [27,31]. Interakcija izmedu prepubertetske i pubertetske
gojaznosti sa hiperandrogenemijom mogla bi znacajno da doprinese nastanku PCOS
tokom adolescencije ili kasnije tokom zivota, a neki autori ¢ak smatraju PCOS
komorbiditetom decije gojaznosti [32,33].

Osim hiperinsulinemije koja direktno i indirektno doprinosi hiperandrogenemiji, u
krvi gojaznih devojcica izmerene su i poviSene jutarnje koncentracije LH, koji
povecava produkciju androgena. Takode je pokazano da jetra gojaznih
adolescentkinja stvara manje SHBG, s$to povecava koncentraciju slobodnog
testosterona u krvi, time narusavajuci uobicajeno funkcionisanje negativne povratne
sprege koja reguliSe oslobadanje GnRH, povecdavajuci frekvenciju lu¢enja GnRH i
LH, kao i LH/FSH odnos, i sledstvenu produkciju androgena od strane teka celija
jajnika [18]. Pored toga, neki autori su kod gojaznih devojcica zabelezili i poviSenje
jutarnje koncentracije ACTH, odgovornog za adrenalnu produkciju androgena [34].

Uprkos tome $to hiperandrogenemija u pubertetskom uzrastu ¢esto nema klinicke
manifestacije, ona bi mogla da predstavlja osnovu za nastanak PCOS u odrasloj dobi.
Neki autori izdvajaju insulinsku rezistenciju i hiperandrogenemiju kao klju¢ne
faktore za nastanak PCOS [35]. Prema tome, postojanje veze izmedu gojaznosti u
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prepubertetskom i ranom pubertetskom uzrastu i hiperandrogenemije mogla bi da
znaci da su gojazne devojcice u visokom riziku za kasniji nastanak PCOS. Zbog toga,
neki autori ¢ak predlazu da se definiSe stanje , sekundarnog PCOS nastalog usled
gojaznosti” [36]. Potvrda ove hipoteze zahteva dodatna osnovna i klinicka
istrazivanja u cilju definisanja bioloskih faktora odgovornih za pojavu
hiperandrogenemije i razvoj PCOS kod gojaznih devoj¢ica, kao i izostanka
hiperandrogenemije kod nekih gojaznih devojcica.

1.2. Belo masno tkivo

1.2.1. Strukturna organizacija belog masnog tkiva

Masno tkivo se danas smatra jedinstvenim, velikim organom koga odlukuju
diskretna anatomija, kompleksna morfoloska organizacija i izuzetna fizioloska
plasti¢nost, kao i specifi¢na inervacija i vaskularizacija [37]. Jedno je od klju¢nih
mesta sistemske metabolicke regulacije. Ukljuceno je i u termogenezu, laktaciju i
imunski odgovor, a takode pruza unutrasnjim organima termicku izolaciju i
mehanic¢ku potporu. Glavne ¢elije masnog tkiva su adipociti, a pored njih su prisutni
i preadipociti, fibroblasti, endotelske celije, kao i ¢elije imunskog sistema. Kod sisara,
razlikujemo tri tipa adipocita - bele, mrke i bez, koji se razlikuju po poreklu,
morfologiji, zastupljenosti mitohondrija i termogenom potencijalu [38].

Tradicionalno se razlikuju mrko masno tkivo sa dominantnom ulogom u
termoregulaciji i belo masno tkivo, koje primarno sluzi kao depo energije, mada je
danas poznato da dolazi do transdiferencijacije izmedu belih i mrkih adipocita
[37,39]. Belo masno tkivo dominantno sadrZi bele adipocite koji imaju jednu veliku
lipidnu kap koja ispunjava najveci deo celije, sa citoplazmom potisnutom uz celijsku
membranu sa relativno malim brojem mitohondrija. Pored njih su mestimi¢no
prisutni i bez adipociti [38].

Belo masno tkivo ¢ine dva glavna depoa: subkutano masno tkivo (eng. Subcutaneous
adipose tissue, SAT) rasporedeno ispod koZze i visceralno masno tkivo (eng. Visceral
adipose tissue, VAT) koje se nalazi unutar trbusne duplje [37,40]. Najveci deo belog
masnog tkiva je rasporeden u pomenuta dva depoa, a manji u okviru dermalnih
depoa, kostne srzi, srca itd. Kod ljudi, SAT ¢ine abdominalno i gluteofemoralno
masno tkivo, kojima kod glodara odgovaraju anteriorni i posteriorni depoi. VAT je
na osnovu anatomske pozicije podeljeno na sledece regione: retroperitonealno,
perirenalno, mezenteri¢no, perigonadalno i omentalno, kao $to je prikazano na Slici
1.5 [41]. Organizacija VAT je sli¢na kod glodara i ljudi, s tim da je kod glodara
omentalni depo VAT slabo razvijen [41]. Osim $to se razlikuju na osnovu
embrionalnog porekla adipocita, razlikuju se endokrine funkcije SAT i VAT, kao i
kapacitet da odgovore na stimulaciju insulinom i drugim hormonima [43].
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SLIKA 1.5. UPOREDNI PRIKAZ HUMANIH I GLODARSKIH DEPOA MASNOG TKIVA. VAT- visceralno masno
tkivo; SAT- subkutano masno tkivo (Modifikovano iz Luong i sar. 2019)

1.2.2. Metabolicke funkcije masnog tkiva

Osnovna uloga belog masnog tkiva je da odrzava energetsku ravnotezu organizma,
tako Sto skladisti visak energije nakon obroka i snabdeva ostale organe energijom,
odnosno, slobodnim masnim kiselinama, izmedu obroka. Ono takode ucestvujeiu
regulaciji apetita i ponasanja vezanog za unos hrane, kroz lucenje leptina i drugih
adipokina [42]. ViSak energije, nastao povedanim unosom i/ili smanjenom
potrosnjom, efikasno se skladisti u belom masnom tkivu u vidu neutralnih
triglicerida, kroz aktivaciju lipogenih metabolickih puteva. Nagomilavanje
triglicerida u adipocitima dovodi do povecavanja masnih kapi, ekspanzije masnog
tkiva i, posledi¢no, do gojaznosti. Kada je unos hrane smanjen, potrebe za energijom
povecane ili kada se prevazide kapacitet za skladistenje neutralnih triglicerida od
strane adipocita, aktiviraju se lipoliti¢ki metabolicki putevi. Masne kiseline i glicerol,
koji nastaju procesom lipolize, krvotokom se transportuju do jetre ili misica, gde
mogu posluZiti kao izvor energije, ¢ime se odrzava energetska ravnoteza na nivou
¢itavog organizma. Pored skladistenja energije, belo masno tkivo sveukupnom
energetskom balansu doprinosi i kroz svoju endokrinu funkciju - produkujudi
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brojne citokine, oznacene kao adipokini, poput pomenutog leptina, ali i
adiponektina, rezistina, TNF, IL6 i drugih [38].

1.221. Lipogeneza

U fizioloskim uslovima, masne kiseline koje se koriste za biosintezu triglicerida u
adipocitima, uglavnom se preuzimaju iz lipoproteina krvi, kao $to su hilomikroni iz
digestivnog trakta i lipoproteini veoma male gustine (eng. Very low-density
lipoprotein, VLDL) iz jetre. Oni sadrze trigliceride, ¢iju hidrolizu vr$i enzim lipaza
lipoproteina (LPL), a nastale masne kiseline adipociti preuzimaju posredstvom
translokaze CD36 (poznate i kao translokaza masnih kiselina, eng. Fatty acid
translocase, FAT) [38,43].

Adipociti mogu da vrSe i de novo sintezu masnih kiselina, koriste¢i ugljene hidrate
kao supstrat, ali ovaj proces je energetski izuzetno zahtevan, za razliku od
preuzimanja i skladistenja masnih kiselina iz cirkulacije [43]. Pocetni supstrat de novo
lipogeneze je acetil-koenzim A (acetil-CoA), metabolit glukoze koga acetil-CoA-
karboksilaza (eng. acetyl-CoA carboxylase, ACC), klju¢ni enzim de novo lipogeneze,
prevodi u malonil-CoA, koga dalje sintaza masnih kiselina (eng. Fatty acid synthase,
FAS), prevodi u palmitat [38,43]. Elongaciju palmitata vrSe enzimi elongaze,
dodanjem dva ugljeni¢cna atoma na karboksilni kraj. Zatim sledi desaturacija,
odnosno uvodenje jedne dvostruke veze koju vrsi enzim stearoil-CoA-desaturaza
(eng. stearoyl-CoA desaturase, SCD), ¢ime nastaju mononezasi¢ene masne kiseline -
supstrat za sintezu diglicerida i triglicerida, od strane enzima monoacilglicerol-
acetiltransferaza (MGAT) i diacilglicerol-acetiltransferaza (DGAT) [44]. Tako nastali
digliceridi i trigliceridi naj¢e$ce bivaju uskladi$teni u masnim kapima [43].

Svi ovi procesi su stimulisani od strane insulina, koji regulise ekspresiju najvaznijeg
prolipogenog transkripcionog regulatora - proteina koji se vezuje za SRE sekvence
koje odgovaraju na steroide (eng. Sterol requlatory elements, SRE; eng. Sterol requlatory
element binding protein, SREBP), promotora gena koji kodiraju klju¢ne enzime de novo
lipogeneze - ACC, FAS i SCD1, kao i gena koji kontrolisu sintezu holesterola,
triglicerida i fosfolipida [38].

1.2.2.2. Lipoliza

Nasuprot lipogenezi, u masnom tkivu se odvija i proces lipolize koji predstavlja
kataboli¢ki proces razgradnje uskladistenih triglicerida. U slucaju nedostatka
energije, slobodne masne kiseline nastale procesom lipolize mogu biti iskorisé¢ene u
procesu B-oksidacije, dok glicerol predstavlja supstrat za glukoneogenezu u jetri. U
situacijama kada je dostupna velika koli¢ina slobodnih masnih kiselina, ali ne i
ugljenih hidrata, one mogu procesom ketogeneze u jetri biti metabolisane do

ketonskih tela, koja jedina, pored glukoze, mogu sluziti kao izvor energije za mozak
[38,45].
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Izmedu obroka, nivo insulina je nizak, a nivo glukagona visok, sto dovodi do
suprimiranja lipogeneze. Glukagon se vezuje za svoj receptor spregnut sa proteinom
G i pokrece signalnu kaskadu koja dovodi do stvaranja sekundarnog glasnika
cikliénog adenozin-monofosfata (c-AMP) i sledstvene aktivacije protein-kinaze A
(PKA), koja fosforilise lipazu osetljivu na hormone (eng. Hormone sensitive lipase,
HSL) u adipocitima. Kateholamini takode dovode do aktivacije lipolize [38].

Za proces lipolize su klju¢ni enzimi lipaze, pre svega adipozna lipaza triglicerida
(eng. Adipose tryglyceride lipase, ATGL), koja katalizuje prevodenje triglicerida u
diacilglicerole i oslobada prvi molekul masnih kiselina. Pored ATGL, hidrolizu
triglicerida u manjoj meri moze da vrsi i HSL. HSL je dominanto ukljucena u
hidrolizu diacilglicerola, pri ¢emu dolazi do oslobadanja drugog molekula masne
kiseline i monoacilglicerola, ¢iju kona¢nu hidrolizu katalizuje enzim lipaza
monoacilglicerola (MGL) [43,46].

1.2.2.3. Energetska homeostaza u belom masnom tkivu

Belo masno tkivo ima klju¢nu ulogu u regulaciji energetske i glukozne homeostaze
na nivou citavog organizma. Lipogeni i lipoliticki metaboli¢ki putevi su regulisani
koli¢inom energije koja se unosi hranom, kao i hormonima, poput insulina i
glukagona, ali i kateholamina i polnih hormona [38,47]. Suptilna regulacija i
ravnoteza izmedu lipogenih i lipoliti¢kih puteva u masnom tkivu su izuzetno vazni
za odrZavanje energetske homeostaze na nivou ¢itavog organizma (Slika 1.6).
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SLIKA 1.6. LIPOGENI I LIPOLITICKI PUTEVI U BELOM MASNOM TKIVU. U procesu lipogeneze,
ugljenohidratni supstrati se prevode u masne kiseline koje se usmeravaju u sintezu triglicerida, koji se
zatim ugraduju u masne kapi. Suprotno tome, u procesu lipolize se trigliceridi razlazu do glicerola i
slobodnih masnih kiselina, koji mogu biti utro$eni u procesu oksidacije, ili oslobodeni u cirkulaciju,
odakle ih mogu usvojiti druga tkiva. I lipogeni i lipoliticki putevi su nutritivno regulisani, kao i
hormonima kao $to su insulin, glukagon i glukokortikoidi. IR-insulinski receptor; AR-adrenalinski
receptor; TG-trigliceridi; LPL-lipaza lipoproteina; FFA-slobodne masne kiseline; ATGL-adipozna
lipaza triglicerida; cAMP-cikli¢ni adenozin-monofosfat; PKA-protein-kinaza A (Modifikovano iz Luo
isar.2016)

Kinaza koju aktivira adenozin-monofosfat (eng. adenosine monophosphate-activated
protein kinase, AMPK) ima centralnu ulogu u regulaciji energetskog metabolizma.
Pored metabolickih aktivnosti, pokazano je da AMPK ima i antiinflamatornu
aktivnost, nezavisno od efekata na metabolizam ugljenih hidrata i lipida [48]. AMPK
se aktivira u uslovima povecanih zahteva za energijom, poput fizickog napora,
gladovanja, ishemije ili toplotnog Soka. Rezultat aktivnosti AMPK su suprimirani
anabolicki procesi poput lipogeneze i sinteze triglicerida kao i stimulisana potrosnja
masnih kiselina kroz proces [B-oksidacije, ¢ime se smanjuje koli¢ina cirkuliSué¢ih
slobodnih masnih kiselina i pozitivno uti¢e na insulinsku osetljivost [49].
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1.2.3. Metabolicki poremecaji umasnom tkivu

Kao odgovor na povecan unos kalorija, belo masno tkivo moze visestruko da uveca
svoju masu. Tu ekspanziju ostvaruje uvecanjem zapremine adipocita, f{j.
hipertrofijom, ili povecanjem broja adipocita, odnosno hiperplazijom [50]. Pored ova
dva mehanizma regulisana na ¢elijskom nivou, jo$ jedan nacin ekspanzije masnog
tkiva jeste i remodelovanje vancelijskog matriksa, koje je regulisano proteinima koje
izlu¢uju miofibroblasti - kolagenima, elastinom i fibronektinom [43]. Prekomerno
nakupljanje proteina vancelijskog matriksa dovodi se u vezu sa prodiranjem
proinflamatornih imunskih éelija, poput M1 makrofaga, pojave fibroze i krunolikih
struktura, koje su morfoloska karakteristika disfunkcionalnog masnog tkiva i u
znacajnoj su korelaciji sa insulinskom rezistencijom [43]. Disfunkcionalnost masnog
tkiva se kroz parakrinu i endokrinu signalizaciju odraZzava i na ostale metabolicki
aktivne vitalne organe, doprinosedi razvoju inflamacije i insulinske rezistencije, kako
je prikazano na Slici 1.7 [51].

Normalna uhranjenost Gojaznost  § adiponekin
== R Leptin
" - ‘/ \; 4 Proinflamatomi
asno tkivo ™, ; : 5 citokini
SO | Irgkin - |t nfamacie
e 7 Hipertrofija adipocida/ )
b % ] Infiltracija makrofoga '\ ° .../
Jetra Inflamacija

Ektopi¢na akumulacija

Aktivacija Kupferovih'celij

Ektopi¢na akumulacija
lipida

Pankreas Ektopi¢na akumulacija lipida
ROS?

Infiltracija makrofaga

Mozgk 3
Q Centralna Ieptinska/i\—l\
\ insulinska rezistencija .

SLIKA 1.7. UTICA] MASNOG TKIVA NA DRUGE ORGANE U GOJAZNOSTI. Nagomilavanje lipida van
masnog tkiva doprinosi metabolickom stresu, naru$avajuc¢i energetsku homeostazu i dovodeéi do
ostecenja tkiva. U masnoj jetri dolazi do povecane ekspresije proinfamatornih citokina, ¢iji su izvor
najveédim delom Kupferove celije. Gojaznost takode dovodi i do infiltracije makrofaga u pankreas, $to
doprinosi inflamaciji na nivou ovog organa. Gojaznost i stres na nivou endoplazminog retikuluma
neurona za posledicu ima razvoj leptinske i insulinske rezistencije u moZzdanim tkivima, $to dodatno
propagira razvoj gojaznosti. (Modifikovano iz Solinas i sar. 2010)

Smatra se daje povecanrizik od nastanka kardiometabolickih bolesti karakteristi¢an
za gojazne pacijente u korelaciji sa raspodelom depoa telesnih masti, a u manjoj meri
sa ukupnom masom masnog tkiva. Osobe sa androidnim tipom gojaznosti, kod kojih
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je najvedi deo viska masti pozicioniran centralno, u trbusnoj duplji, u veéem su
riziku od osoba sa ginoidnim tipom gojaznosti koje imaju masti periferno
pozicionirane u gluteofemoralnom regionu [52]. Centralna gojaznost, odnosno
nagomilavanje visceralnog masnog tkiva, u vezi je sa insulinskom rezistencijom i
metabolickim bolestima, dok periferna gojaznost nastala usled nakupljanja masti u
subkutanim depoima ¢ak moZe da ima i protektivnu ulogu u kontekstu metabolickih
bolesti [41].

Akumulacija masti u SAT zapravo predstavlja fizioloski pufer za visak energije koji
se javlja usled povecanog energetskog unosa i/ili smanjene potrosnje. Ako se
prevazide kapacitet za skladistenje triglicerida u SAT ili je naruSena njegova
sposobnost za stvaranje novih adipocita, dolazi do patoloskog nakupljanja suvisnih
masti u visceralnim depoima. Sa porastom zapremine adipocita u VAT smanjuje se
njihova funkcionalnost. Uvecani adipociti su najces¢e rezistentni na insulin,
hiperlipoliti¢ni i rezistentni na antilipoliti¢cne efekte insulina, dok sitniji adipociti
pokazuju vedi kapacitet za preuzimanje slobodnih masnih kiselina i triglicerida iz
cirkulacije, ¢ime se sprecava njihovo ektopi¢no nakupljanje [52,53]. Sa povecanjem
zapremine adipocita dolazi i do naruSenog snabdevanja kiseonikom, $to uslovljava
¢elijsku smrt adipocita i sledstveno oslobadanje masnih kiselina, reaktivnih vrsta
kiseonika (eng. Reactive oxigen species, ROS) i proinflamatornih citokina. Oslobodene
masne kiseline i proinflamatorni citokini mogu da dovedu do dalje propagacije
inflamacije u preostalim adipocitima, kroz aktivaciju proinflamatornih signalnih
puteva poput JAK/STAT (eng. Janus kinase/signal transducer and activator of
transcription) i transkripcionog faktora jedra xB (eng. The nuclear factor-xB, NFxB),
dok sa druge strane mogu direktno da uti¢u na insulinsku signalizaciju, kroz
inhibitornu fosforilaciju serinskih ostataka insulinskog receptora i IRS1. S obzirom
da visceralno masno tkivo svoje produkte otpusta u portnu venu jetre, za razliku od
subkutanog koje se drenira kroz sistemsku cirkulaciju, ono u vec¢oj meri doprinosi
izloZenosti jetre slobodnim masnim kiselinama i proinflamatornim adipokinima [52].
Oslobodene masne kiseline, adipokini i ROS iz masnog tkiva se zatim ,prelivaju” u
druge organe i dovode do propagacije inflamacije i poremecaja funkcionisanja
insulinskog signalnog puta istim mehanizmima, $to finalno dovodi do ektopi¢nog
nagomilavanja lipida i razvoja insulinske rezistencije i u jetri, pankreasu, misi¢ima i
mozgu [48]. Konac¢no, s obzirom na dominantnu ulogu masnog tkiva u regulaciji
sistemske homeostaze glukoze i lipida, njegova disfunkcionalnost moze dovesti do
insulinske rezistencije na sistemskom nivou i razvoja T2DM [22].

Sa aspekta hormonske regulacije funkcije masnog tkiva, VAT ima vise
glukokortikoidnih receptora i androgenskih receptora, stoga je osetljivije na dejstvo
ovih hormona u poredenju sa SAT. Za razliku od glukokortikoidnih i androgenskih
receptora, estrogenski receptori su zastupljeniji u SAT, pa estrogeni ostvaruju
protektivni metabolicki efekat time Sto stimuliSu nakupljanje SAT u
gluteofemoralnom regionu. Smanjenje koncentracije estrogena kod Zena u

menopauzi ili usled bilo kakvih patoloskih promena, dovodi do povecane
akumulacije VAT [52].
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1.3. Skeletni misici
1.3.1. Strukturnai funkcijska organizacija skeletnihmisica

Skeletni misici ¢ine oko polovine ukupne telesne mase i njihova osnovna uloga jeste
da, generigudi i prenosedi silu na kosti i zglobove, omoguce kretanje. Cine ih migi¢ne
¢elije ili miSi¢na vlakna koja nastaju fuzijom pojedina¢nih mioblasta u procesu
miogeneze.

Medu misi¢nim vlaknima razlikujemo oksidativna, sporo-kontrahujuéa (Tip 1) i
brzo-kontrahujuca (Tip 2), glikoliticka vlakna. Oksidativna vlakna sadrZe relativno
mnogo mitohondrija, otporna su na zamor, bogato su vaskularizovana i zbog toga su
crvene boje. Za razliku od njih, glikoliticka vlakna sadrZze manje mitohondrija, mogu
da generisu veliku silu, ali u kratkom trajanju i zbog manje prokrvljenosti su svetlija
od oksidativnih, te se oznacavaju i kao bela vlakna [54]. Ve¢i deo sarkoplazme
misi¢nih celija ¢ine miofibrili sac¢injeni od naizmeni¢no rasporedenih aktinskih i
miozinskih filamenata koji formiraju sarkomere - osnovne funkcijske jedinice misica.

Misi¢ne funkcije nisu ograni¢ene samo na generisanje sile koja omogucuje
odrzavanje stava tela, kretanje i disanje. Oni predstavljaju jedno od najvecih
skladista energije u obliku triglicerida i glikogena, pa su stoga, kao i masno tkivo,
veoma bitni za odrZavanje energetske homeostaze. S obzirom na to da je veoma

.....

signalne molekule miokine, pa predstavljaju i endokrini organ [54].

1.3.2. Energetski metabolizam u skeletnim misi¢ima

.....

.....

oksidativna fosforilacija, sumarno su predstavljene na Slici 1.8.

Glikoliti¢ki metaboli¢ki put predstavlja primarni izvor energije za misice. Prvi korak
u ovom putu predstavlja preuzimanje glukoze iz cirkulacije posredstvom GLUT4,
koji se nalazi pod kontrolom insulina i AMPK. Tokom glikolize, glukoza prolazi
kroz niz transformacija do krajnjeg proizvoda - pirogrozdane kiseline, odnosno
piruvata, koji u aerobnim uslovima sluzi kao supstrat za Krebsov ciklus iz koga se
generisSe energija u formi ATP [55].

U aerobnim uslovima, masne kiseline i piruvat nastao kao proizvod glikolize mogu
sluziti kao supstrat za proizvodnju energije u misi¢nim ¢elijama. Razgradnja lipida u
triglicerida, preuzetih iz cirkulacije, oslobadaju masne kiseline. Misi¢ne ¢elije mogu
preuzimati i slobodne masne kiseline, pomocu razli¢itih translokaza, kao sto su
transporteri masnih kiselina (eng. Fatty acid transporters, FATP) iz familije SLC27.

18



Enzim acil-CoA-sintaza vrsi prevodenje slobodnih masnih kiselina u citoplazmi u
acil-CoA dugog lanca, koga zatim enzim karnitin-palmitoil-transferaza 1 (eng.
Carnitine palmitoyl transferase, CPT1) prevodi u acil-karnitin dugog lanca,
omogucujuéi njihov prolazak kroz unutra$nju membranu mitohondrija pomocu
karnitin-translokaza. U mitohondrijama se obavlja proces -oksidacije, rezultujudi
nastankom acetil-koenzima A, koji, kao i piruvat nastao u procesu glikolize, sluZzi
kao supstrat u Krebsovom ciklusu. Nikotinamid-adenin-dinukleotid (NADH) i
redukovani flavin-adenin-dinukleotid (FADH2), koji nastaju kao proizvodi oba
procesa - B-oksidacije i Krebsovog ciklusa, sluze kao kofaktori za nastanak ATP
molekula kroz elektron-transportni lanac u kristama mitohondrija, u procesu
oksidativne fosforilacije (Slika 1.8) [55].
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SLIKA 1.8. UPROSCENI PRIKAZ ENERGETSKOG METABOLIZMA U MISICNIM CELIJAMA. Piruvat nastao
procesom glikolize, koji se odvija u citoplazmi, uz oslobadanje energije u vidu molekula ATP i
NADH, u mitohondrijama sluzi kao supstrat za Krebsov ciklus (na slici Ciklus limunske kiseline).
Acetil-CoA, koji nastaje u procesu p-oksidacije polazeci od slobodnih masnih kiselina, takode moze
uéi u Krebsov ciklus. Energijom bogati molekuli nastali kao intermedijeri Krebsovog ciklusa i f-
oksidacije (NADPH i FADH2), u procesu oksidativne fosforilacije koja se odvija na elektron-
transportnom lancima kristi mitohondrija ucestvuju u nastanku velikog broja molekula ATP.
Oksidativna fosforilacija se odvija u aerobnim uslovima, dok u anaerobnim uslovima piruvat sluzi
kao supstrat za nastanak laktata, uz utrosak NADH nastalog u procesu glikolize (Modifikovano iz
Mukund i sar. 2019).

Oksidativni metabolizam u miSiénim celijama je strogo regulisan od strane receptora
aktiviranog peroksizomalnim proliferatorom y (eng. Peroxisome proliferator-activated
receptor vy, PPARY) i njegovog koaktivatora 1la (eng. PPARy coactivator 1a, PGCla).
PGCla se vezuje za sve transkripcione regulatore iz grupe PPAR, povedavajuci
njihovu aktivnost i ekspresiju gena koje oni regulisu, poput FATP, CD36 i CPT1 [56],
kao i aktivnost gena koji kontrolisu biogenezu mitohondrija [57]. Sam PGCla se
aktivira u direktnom odgovoru na povecanu aktivnhost AMPK, ili posrednim
uticajem AMPK na aktivnost sirtuina 1 (SIRT1) [57]. SIRT1 je NAD+ zavisna
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deacitalaza. Sa povecanjem unutarcelijske koncentracije NAD+, dolazi do povecanja
deacetilazne aktivnosti SIRT1. SIRT1 je uzvodni regulator aktivnosti AMPK, koji
dovodi do njene aktivacije kroz deacetilaciju njene kinaze - jetrine kinaze B1 (eng.
liver kinase B1, LKB1) [58]. Medutim, i sama AMPK moze regulisati deacetilaznu
aktivnost SIRT1, kroz povecanje unutarcelijske koncentracije NAD+, ¢ime utice na
funkciju mitohondrija i odrzavanje energetskog balansa. AMPK u mi$i¢ima odrzava
energetsku homeostazu kroz regulaciju katabolickih i anaboli¢kih puteva.
Stimulacija AMPK dovodi do suprimiranja brojnih anaboli¢kih procesa, kao $to su
sinteza masnih kiselina i holesterola i glukoneogeneza i, sa druge strane, do
pokretanja katabolickih procesa poput preuzimanja masnih kiselina i glukoze.

.....

.....

do povecane stope preuzimanja glukoze i oksidacije masnih kiselina i do supresije
aktivnosti glikogen-sintaza i procesa u kojma se sintetisu proteini. Kroz stimulaciju
mitohondrijske biogeneze, AMPK povecava oksidativni kapacitet skeletnih misi¢a
[59].

1.3.3. Metabolic¢ka disfunkcija u skeletnim misi¢ima

Masne kiseline i glukoza predstavljaju primarno ,gorivo” za oksidativni
metabolizam u misi¢ima iz koga se obezbeduje energija za obavljanje njihovih
sposobnos¢u da smenjuju ova dva izvora energije i prilagodavaju metabolicku
aktivnost, u zavisnosti od toga koji je izvor dostupniji [60]. Glavni regulator ovog
prilagodavanja dostupnom izvoru energije je insulin. PoviSeni nivo insulina
postprandijalno podsti¢e preuzimanje glukoze i njeno metabolisanje, dok nizak nivo
insulina i ve¢a dostupnost masnih kiselina u odnosu na glukozu, u stanjima kao sto
je gladovanje ili dugotrajna fizicka aktivnost, favorizuju B-oksidaciju. Usled
dislipidemijei dugotrajnih perturbacija lipidnog metabolizma na sistemskom nivou,
misic¢i bivaju dugotrajno izloZeni povisenim koncentracijama masnih kiselina, $to
moze da dovede do insulinske rezistencije na nivou ovog tkiva (Slika 1.9) [61]. U

.....

.....

neutralnih lipida, odnosno triglicerida, predstavlja izvor supstrata za povecanu
stopu B-oksidacije, sto dovodi do povecanja nivoa oksidativnog stresa, kao i
nakupljanja potencijalno toksi¢nih nusprodukata lipidnog metabolizma, poput
lipidnih peroksida, koji mogu usloviti disfunkcionalnost misi¢nog tkiva [56].
Takode, ektopi¢no intramuskularno i perimuskularno masno tkivo predstavljaju
izvor proinflamatornih citokina, koji mogu da dovedu do narusavanja
funkcionisanja insulinske signalne kaskade. Pretpostavlja se da proinflamatorni
citokini dovode do aktivacije razli¢itih kinaza sa Ser/Thr aktivno$¢u koje vrse
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fosforilaciju serinskih ostataka insulinskog receptora i IRS1, inhibirajuéi ih i tako
dovodedi do prekida u prenosu insulinskog signala [62].

Interesantno je da je kod Zena sa PCOS dobro dokumentovana smanjena
metabolicka fleksibilnost, odnosno sposobnost prilagodavanja misi¢a dostupnom
izvoru energije [63] i smanjena insulinska osetljivost do 25%, i to nezavisno od
stepena gojaznosti [2].

1.4. Zivotinjski modeli u izu¢avanju PCOS i povecanog
kalorijskog unosa u ranom postnatalnom periodu

1.4.1. Zivotinjski modeli uizu¢avanju PCOS

Velika prevalenca PCOS i zdravstvene komplikacije do kojih dovodi kod Zena u
razli¢itim uzrasnim kategorijama, iziskuju istrazivanja usmerena na razjasnjavanje
etiologije ovog kompleksnog poremecaja, radi razvoja novih i efikasnijih strategija za
prevenciju i le¢enje. Mada je u pitanju poremecaj koji je jedinstven za ljude i postoje
grupacije klini¢kih lekara koje insistiraju na tome da istraZivanja u ovoj oblasti treba
ograniciti samo na humanu populaciju [64], preovladuje stav da su zivotinjski
modeli od klju¢nog znacaja, kako za dosadasnji, tako i za buduéi napredak u oblasti
[5,65].

Zivotinjski model relevantan za izu¢avanje PCOS mora da ima karakteristike
uporedive sa onima kod Zena sa PCOS, odnosno da zadovoljava najmanje dva
kriterijuma ekvivalentna Roterdamskim dijagnostickim kriterijumima. Do danas su
razvijeni brojni animalni modeli na glodarima, primatima i ovcama, koji se
uglavnom zasnivaju na prenatalnim ili postnatalnim tretmanima androgenima
(testosteron, DHT, DHEA-S) AMH, estradiol-valeratom, ali i inhibitorom aromataze
- letrozolom [5]. Pored hormonskih tretmana, razvijeni su i modeli dobijeni
genetickim modifikacijama na glodarima [66], a u novije vreme i kombinacija oba
pristupa [67].

Jednokratni tretmani Zenske mladuncadi glodara i primata u neonatalnom periodu
testosteronom ili DHT ne dovode do nastanka dovoljno izrazenih karakteristika koje
podsecaju na PCOS [5,68]. Za razliku od toga, subkutana implantacija hormonskih
peleta koji kontinuirano oslobadaju niske doze DHT tokom tri meseca Zenkama
pacova ili miSeva starosti 3-4 nedelje, $to odgovara periodu pre pocetka puberteta
kod ljudi, dovodi do pojave brojnih endokrinih, metabolickih i reproduktivnih
karakteristika PCOS [69,70]. Sa druge strane, hroni¢no izlaganje niskim dozama
DHT zapoceto kod odraslih Zenki pacova rezultira u reproduktivnim i samo nekim
metabolickim karakteristikama PCOS [5].

Zivotinjski model PCOS se moze uspostaviti i peripubertetskim i adultnim
tretmanom Zenki pacova letrozolom, koji inhibira aromatazu i na taj nac¢in dovodi do
endogene hiperandrogenemije. Za razliku od tretmana letrozolom u
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peripubertetskom periodu, adultni tretman ne dovodi do razvoja gojaznosti i
insulinske rezistencije, tako da predstavlja dobar model za reproduktivni fenotip
PCOS bez prisustva gojaznosti [5].

Geneti¢ka manipulacija pruza mogucnost za temeljne osnovne studije koje mogu u
najvecoj meri doprineti razumevanju porekla i nastanka PCOS. Medu najduze
koris¢enim modelima su miSevi sa potpuno ili tkivno specifi¢no eliminisanim genom
za androgenski receptor (eng. androgen receptor knock-out, ARKO). Kombinovanjem
ARKO modela sa onima u kojima su karakteristike nalik na PCOS izazvane
tretmanom DHT, u skorasnjim studijama je napravljen znacajan pomak u
razumevanju znacaja prisustva hiperandrogenemije za nastanak, kao i uloge
odredenih tkiva u razli¢itim fazama razvoja PCOS. Tako, danas prepoznajemo
mozak kao jedno od ciljnih tkiva za delovanje androgena u razvoju PCOS, dok nam
za detaljnije upoznavanje patofizioloskih mehanizama koji leZze u osnovi PCOS sluze
drugi transgeni modeli, poput nokauta za insulinski ili leptinski receptor u
anoreksigenim proopiomelanokortinskim neuronima lu¢nog jedra hipotalamusa. Na
slican nacin, transgeni modeli pruzaju platformu za istrazivanje doprinosa gena u
kojima su geneticke studije na Zenama detektovale postojanje viSe varijanti poput
Erbb4, Cypl7, Denndla, radi boljeg razumevanja njihove uloge u nastanku i razvoju
PCOS [5,66].

Glodarski modeli PCOS imaju brojne prednosti koje se ogledaju pre svega u njihovoj
relativno lakoj dostupnosti i niskim eksperimentalnim troskovima, kao mogucnosti
invazivnijeg eksperimentalnog pristupa, u odnosu na humane studije. Medutim,
treba imati u vidu i njihova ogranicenja, i pri ekstrapolaciji rezultata dobijenih na
glodarima ne gubiti iz vida da su oni multiovulatorne Zivotinje sa kratkim estrusnim
ciklusom u poredenju sa humanim menstrualnim ciklusom, kao i da ih
karakteristiSu trudnoce sa vise fetusa.

Modeli PCOS, dobijeni genetickom manipulacijom ili izlaganjima androgenima,
letrozolu ili AMH u razli¢itim razvojnim fazama, nedvosmisleno pokazuju da je
visak androgena okidac za reproduktivne, metabolicke i bihevioralne manifestacije
sindroma. Medutim, velika fenotipska varijabilnost primeéena medu njima ukazuje
na znacajan doprinos drugih faktora, narocito u kljuénim razvojnim fazama, kakve
su prenatalna, rana postnatalna i pubertetska [66].

Kao i u dosadasnjim istraZzivanjima PCOS, Zivotinjski modeli ostaju od velikog
znacaja za buduce razumevanje kompleksnih etiopatofiziologija ovog sindroma, kao
i za izucavanje novih potencijalnih terapeutskih meta.
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1.4.2. Zivotinjski model povecanog kalorijskog unosa u ranom
postnatalnom periodu

Gojaznost predstavlja jedan od najvecih savremenih problema javnog zdravlja, a kao
glavni faktori koji leze u njenoj osnovi uzimaju se geneticka predisponiranost, lose
navike u ishrani i slaba fizicka aktivnost.

Pretpostavka da uslovi sredine tokom ranih razvojnih faza kod ljudi mogu da
dovedu do gojaznosti i asociranih hroni¢nih bolesti dospela je u istrazivacki fokus
devedesetih godina proslog veka [71]. Danas je Siroko prihvaceno da nutritivni i
hormonski status tokom embrionskog i fetusnog razvoja ima vaznu modulatornu
ulogu u ekspresiji genoma. Medutim, kod vedine sisara, plasti¢cnost genoma se
zadrzava i u ranoj postnatalnoj fazi, pa i tada nutritivni status i drugi sredinski
faktori mogu da uti¢u na remodeliranje metabolizma i odrzavanje energetske
homeostaze i u odrasloj dobi [72,73].

Kod glodara se unos kalorija u ranom postnatalnom periodu moze manipulisati kroz
prilagodavanje broja mladunaca u leglu. Smanjenje veli¢ine legla neposredno po
rodenju dovodi do povec¢anog unosa hrane od strane mladunaca, s obzirom na vecu
koli¢inu dostupnog mleka tokom tog kriticnog perioda [74]. Pored dostupnosti vece
kolicine mleka, pokazano je da je mleko majki koje doje mala legla energetski
bogatije, usled povecanog sadrzaja lipida, narocito triglicerida [75]. Zbog toga
mladunci gajeni u malim leglima po prestanku sisanja i nakon odvajanja od majki
pokazuju povecanu telesnu masu, a stepen te prekomerne uhranjenosti varira u
zavisnosti od vrste i soja, kao i broja mladunaca u leglu [71]. Osim sto imaju vecu
telesnu masu od vrsnjaka gajenih u leglima sa prose¢nim brojem mladunaca (oko 12)
nakon odvajanja od majki nastavljaju da konzumiraju vecu koli¢inu ¢vrste hrane
[71]. Ova hiperfagija se objasnjava promenama na nivou oreksigenih neurona
hipotalamusa koji eksprimiraju neuropeptid Y, i reguliSu apetit, kao i na nivou
hipotalamo-hipofizno-adrenokortikalne (HPA) osovine i regulatornih puteva u
masnom tkivu [71]. Bitna razlika izmedu modela dobijenih visokokalorijskom ili
visokomasnom ishranom u adultnom periodu i onih koji se dobijaju povecanim
unosom kalorija u ranom postantalnom periodu kroz smanjenje veli¢ine legla,
ogleda se u tome 3to oni gajeni u malim leglima imaju znacajno ve¢u masu od
kontrolnih ¢ak i kada se hrane standardnom laboratorijskom hranom, dok se efekat
visokokalorijske hrane moze delimi¢no ili u potpunosti ponistiti prebacivanjem na
standardnu hranu [71]. Ovim se potvrduje da je efekat gajenja u malom leglu
dugotrajan u pogledu kalorijskog unosa kod ovih Zzivotinja. Pored toga, dok
gojaznost izazvana visokokalorijskom ishranom kod glodara odgovara ekstremnim
oblicima gojaznosti u humanoj populaciji, povecan kalorijski unos u ranom uzrastu
odrazava umereno povecanje telesne mase [71]. Uz metabolicke i poremecaje na
nivou centralnog nervnog sistema, dosadasnje studije su pokazale i doprinos
hormona fenotipu karakteristicnom za mala legla. Leptin, insulin i glukokortikoidi
povezani su sa regulacijom apetita i homeostazom glukoze, dok hipotiroidizam
favorizuje nastanak i razvoj gojaznosti. Takode su prijavljene promene metabolizma
u jetri, promene u ponasanju i reproduktivne disfunkcije [76].
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Glodari gajeni u malim leglima, koji u adulthom periodu imaju ve¢u masu od
odgovaraju¢ih kontrola pogodan su model za izucavanje posledica umerenog
povecanja telesne mase kod adolescenata i odraslih, kao i adaptivnih mehanizama u
njenoj osnovi.
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2. Cilj

PCOS je primarno reproduktivni poremecaj sa hiperandrogenemijom u osnovi,
pracen metabolickim komplikacijama poput gojaznosti, dislipidemije, smanjene
osetljivosti na insulin i povecanog rizika od razvijanja T2DM ili gestacijskog
dijabetesa [3]. Iako je hiperandrogenemija osnova za nastanak sindroma, smatra se
da iinsulinska rezistencija ima znac¢ajnu ulogu u patogenezi, bududi da se belezi kod
62-95% pacijentkinja sa PCOS, zavisno od njihovog indeksa telesne mase (eng. Body
mass index, BMI), i da gojaznost dodatno pogorsava poremecene metabolicke procese
[25]. Prve manifestacije PCOS se uocavaju kod devoijcica prepubertetskog uzrasta, a
brojna istrazivanja ukazuju da ih povecanje BMI tokom ovog osetljivog perioda
predisponira za kasniji razvoj sindroma i metabolicke komplikacije povezane sa njim
tokom puberteta i odrasle dobi [32,36].

Polaze¢i od prethodno navedenog, cilj ove doktorske disertacije je da se na
animalnom modelu PCOS, indukovanom tretmanom 5a-dihidrotestosteronom
(DHT), ispita doprinos povecéanog kalorijskog unosa u ranom postnatalnom periodu
razvoju metabolickih poremecaja udruZenih sa sindromom. U skladu sa time,
definisani su slede¢i specificni ciljevi:

e Da se analiziraju morfoloski (masa tela, masa masnog tkiva), fizioloski i
biohemijski parametri (koncentracija triglicerida, slobodnih masnih kiselina,
glukoze i insulina, insulinska osetljivost), kao i reproduktivne karakteristike
(masa jajnika i materice, histoloska karakterizacija jajnika) zivotinja gajenih u
malim leglima i tretiranih DHT;

e Da se histoloski i morfometrijski okarakterisu visceralno i subkutano masno
tkivo;

e Da se analizira ekspresija klju¢nih molekula - ,¢vorista” signalnog puta sa
receptora za insulin u visceralnom masnom tkivu (IRS1, AKT, ERK1/2) i
skeletnim misi¢ima (IRS1, AKT);

e Da se ispita aktivacija klju¢nog energetskog senzora AMPK u visceralnom i

¢ Da se ispita ekspresija enzima uklju¢enih u metabolizam lipida u visceralnom
(FAS, ACC, SCD1, PEPCK, LPL, HSL) i subkutanom masnom tkivu (ACC,
PEPCK, LPL, HSL), kao i skeletnim mi$i¢ima (SIRT1, PGCla, CPT1-b, FATP1,
ATGL, perilipin-2 i SCD1);

e Da se ispita ekspresija markera inflamacije (IL1p, IL6) i oksidativnog stresa
(SOD2, malonil-dialdehid) u skeletnim mi$i¢ima.

Uvodenje faktora povecanog kalorijskog unosa u ranom postnatalnom
periodu u ustanovljeni animalni model PCOS trebalo bi da doprinese boljem
razumevanju sadejstva izmedu gojaznosti u prepubertetskom periodu sa
hiperandrogenemijom i njihov doprinos razvoju ovog sindroma.
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3. Materijali metode

3.1. Eksperimentalni dizajn i tretman Zivotinja

U studiji su koriS¢ene Zenke pacova soja Wistar. Usled sukcesivnog uvodenja
ispitivanih tretmana, studija je podeljena na dva dela:

e formiranje malih legala, ¢cime je uveden faktor povecanog kalorijskog unosa u
ranom postnatalnom periodu (2. dan)

e Kkontinuirani tretman DHT, ¢ime je uveden faktor hiperandrogenemije (22.
dan).

Drugog dana nakon okota formirana su mala legla, koja su se sastojala od po tri
mladunceta sa majkom u laktaciji, dok su legla prose¢ne veli¢ine, sa po deset
mladunaca oba pola koriséena kao kontrolna. Veli¢inom legla je manipulisano sa
cillem da se postigne povecan kalorijski unos kod zivotinja u malim leglima,
odnosno, normalan kalorijski unos kod Zivotinja iz legala uobicajene veli¢ine [71].
Prilikom odvajanja od majki, 22. dana starosti, zivotinjama su, prema uputstvu
proizvodaca, u predelu vrata subkutano postavljani peleti koji su sadrzali 7,5 mg 5o.-
dihidrotestosterona koji se tokom 90 dana tretmana kontinuirano oslobadao u
dnevnoj dozi od 83 ng ili placebo peleti koji nisu sadrzali aktivhu supstancu
(Innovative Research of America, SAD). Doza je odabirana tako da odgovara kolicini
cirkuliSu¢eg DHT-a kod Zena kod kojih je dijagnostikovan PCOS [70,77]. Formirane
su Cetiri eksperimentalne grupe koje su brojale po Sest jedinki: Zivotinje iz normalnih
legala, kojima su implantirani placebo peleti (NL-Placebo), Zivotinje iz normalnih
legala, kojima su implantirani DHT peleti (NL-DHT) i odgovarajuce grupe zivotinja
iz malih legala (ML-Placebo i ML-DHT).

Sve zivotinje su imale ad libitum pristup standardnoj laboratorijskoj peletiranoj hrani
za pacove (Veterinarski zavod, Subotica, Srbija) i ¢esmenskoj vodi. Kako bi se
izbegao stres socijalne izolacije, boravile su po tri, u standardnim transparentnim
kavezima, u prostoriji sa kontrolisanom temperaturom (22 * 2 °C), konstantnom
vlaznosc¢u vazduha i strogo definisanim dnevno-noénim ritmom sa smenom na 12h,
pri ¢emu je svetlo uklju¢ivano u 7h. Kontinuirano su praceni unos hrane i telesna
masa zivotinja, a energetski unos je racunat prema formuli:

Energetski unos = (masa pojedene hrane (g) x 11 kJ)/3

Faza estrusnog ciklusa je odredivana na osnovu preovladujuceg tipa celija u
vaginalnim brisevima Zivotinja uzimanih dnevno, pocevsi od desete nedelje
tretmana [78].

Sve procedure nad Zivotinjama su izvedene u skladu sa smernicama Evropske
komisije za zastitu Zivotinja (Direktiva 2010/63/EU) i odobrene od strane Eticke
komisije Instituta za bioloska istrazivanja ,Sinisa Stankovi¢” (dozvola broj 01-02/19).
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3.1. Sakupljanje krvi, priprema seruma i izolovanje tkiva za
analize

Po zavrSsetku hormonskog tretmana u trajanju od 90 dana, Zivotinje su Zrtvovane
brzom dekapitacijom na giljotini (Harvard Apparatus, SAD), u diestrusnoj fazi
estrusnog ciklusa. 1z kaveza je uklanjana hrana 6 h pred zrtvovanje.

Krv iz trupa je sakupljana u epruvete. Nakon inkubacije u trajanju od 40 min na

sobnoj temperaturi, krv je centrifugirana na 1600xg, 10 min na 14 °C, a serum, koji se
nakon centrifugiranja izdvojio kao supernatant, alikvotiran je i do analiza ¢uvan na -
70 °C.

Retroperitonealni depo VAT, anteriorni depo SAT i musculus gastrocnemius, kao
tipi¢ni skeletni misi¢ izgraden dominantno od glikolitickih vlakana, precizno su
izolovani, ispirani u fizioloSkom rastvoru, mereni, trenutno zamrzavani u te¢nom
azotu i do upotrebe u molekularno-bioloskim analizama ¢uvani na -70 °C. Delovi
tkiva za histoloske analize su odmah izdvajani i fiksirani u 4% paraformaldehidu ili
Bouenovom fiksativu, nakon cega su dalje procesuirani prema odgovarajuéim
protokolima.

3.2. Odredivanje biohemijskih i fizioloskih parametara

321. Procena sistemske insulinske osetljivosti

Sistemska insulinska osetljivost je procenjivana na osnovu rezultata
intraperitoneumskih testova optereéenja glukozom (ipGTT) i HOMA indeksa (eng.
Homeostasis model assessment).

Tri dana pred odvajanje od majki i implantaciju peleta, kao i tri dana pred
zrtvovanje, sprovodeni su ipGT testovi. Nakon Sestocasovnog gladovanja,
Zivotinjama je intraperitonealno injektiran rastvor glukoze (2 g/kg telesne mase).
Krv za merenje koncentracije glukoze je uzimana zasecanjem vene na vrhu repa.
Koncentracija glukoze je merena pomocu automatskog analizatora Accu-Chek i
odgovarajucih test traka za glukozu (Roche, Nemacka), neposredno pre injektiranja
glukoze, kao i 15, 30, 60, 90 i 120 minuta nakon injektiranja. Izmerene koncentracije
glukoze su koriséene za konstruisanje glukoznih krivi u funkciji vremena, a povrsina
ispod krive (eng. Area under curve, AUC) racunata prema trapezoidnom pravilu
(GraphPad Prism 8, SAD) uzimana je za parametar procene stanja insulinske
osetljivosti. HOMA indeks je racunat na osnovu koncentracija glukoze i insulina
izmerenih na Zrtvovanju, prema formuli [79]:

[insulin (mIU/L) x glukoza (mmol/L)]/22,5.
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3.22.  Odredivanje koncentracije glukoze, triglicerida, slobodnih
masnih kiselinaiinsulina u serumu

Koncentracija glukoze je merena neposredno pre zrtvovanja, iz pune krvi, pomocu
automatskog analizatora Accu-Chek i odgovarajucih test traka za glukozu (Roche,
Nemacka).

Koncentracija slobodnih masnih kiselina u serumu je merena pomoc¢u Randox NEFA
kompleta (Randox Laboratories Ltd., UK), pradenjem uputstva proizvodaca. Za
odedivanje koncentracije triglicerida je koris¢en komplet OSR60118 (Beckman
Coulter, Austrija). Obe analize su vrsene usluzno, u komercijalnoj laboratoriji VetLab
u Beogradu, na hemijskom analizatoru Olympus AU400 (Olympus, Japan).

Koncentracija insulina u serumu je merena usluzno, u laboratoriji Instituta za
primenu nuklearne energije (INEP) u Beogradu. Za merenje je koris¢en
radioimunoesej razvijen od strane INEP laboratorije, sa pragom osetljivosti od 0,06
mU/L, dok je intra- i interesejska varijabilnost iznosila 2,5% i 7,7 %, respektivno.

3.3. Histoloske analize

3.3.1. Histoloska analizajajnika

Jajnik je po izolovanju ispiran u fizioloSkom rastvoru, fiksiran u Buenovom fiksativu
tokom 48h, dehidratisan u rastu¢em koncentracionom gradijentu etanola (30%, 50%,
70%, 96% i 100%), prosvetljivan u ksilolu i kalupljen u parafinske blokove. Serije
preseka debljine 5 pm su montirane na predmetna stakla i bojena hematoksilinom i
eozinom. Mikrografije za analizu su pravljene na radnoj stanici koja se sastoji od
Olympus BX 51 mikroskopa (Olympus, Japan), motorizovanog manipulatora (Prior
Scientific Instruments, UK) za postepeno pomeranje preparata po x i y osi i CCD
kamere (PixeLink, SAD) povezane na racunar. Sistem je kontrolisan pomocu
softverskog paketa VIS-Visiopharm Integrator System 3.2.7.0 (Visiopharm, Danska).
Koriséen je objektiv sa uvecanjem 10x.

3.3.2.  Histoloskaimorfometrijska analiza visceralnogisubkutanog
masnog tkiva

Nakon fiksiranja u 4% paraformaldehidu, uzorci VAT i SAT za histolosku analizu su
dehidratisani u rastu¢em koncentracionom gradijentu etanola (30%, 50%, 70%, 96% i
100%), prosvetljivani u ksilolu i kalupljeni u parafinske blokove. Pravljeni su preseci
VAT i SAT debljine 7 pm, odnosno 10 um i bojeni hematoksilinom i eozinom.
Mikrografije za morfometrijsku analizu su pravljene na svetlosnom mikroskopu
Leitz DMRB opremljenom CCD kamerom Leica MC190 HD, kontrolisanom pomocu
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softvera Leica Application Suite (LAS) 4.11.0 (Leica Microsystems, Nemacka),
koris¢enjem objektiva 20x. PovrSina i prec¢nik adipocita su mereni koriS¢enjem
Adiposoft 1.16 dodatka za Image] softver, u manuelnom rezimu rada, sa
kalibracijom izvrSenom merenjem razmernika sa neobradenih mikrografija. Svaki
rezultat je pregledani oStecene celije ili strukture koje su podsecale na celije su ru¢no
iskljuc¢ivane iz analize. Analizirano je po 100 ¢elija na nasumi¢no napravljene 3
mikrografije po preseku, 3 preseka po Zzivotinji (6 Zivotinja po eksperimentalnoj

grupi).

3.4. Priprema uzoraka za Western blot analizu

341.  Priprema celijskih frakcija visceralnog masnog tkiva

Zamrznuto  retroperitonealno VAT je homogenizovano u  hladnom
homogenizacionom puferu (20 mM Tris-HCl pH 7,2, 1 mM EDTA-Naz, 1 mM EGTA-
Naz, 10% glicerol, 50 mM NaCl, 2 mM DTT, 20 mM Na2MoOs, 0,15 mM spermin,
0,15 mM spermidin, 0,1 mM PMSF, 5 mM NasO2P7, 20 mM B-glicerofosfat i 25 mM
NaF), u odnosu 1:1, pomoé¢u homogenizera (Janke-Kunkel Ultra Turrax, IKA,
Nemacka), pri brzini od 8000 obrtaja/ min.

Homogenati su cedeni kroz gazu i centrifugirani na 2000xg, 15 min na 4 °C, nakon
¢ega je uklanjan povrsinski sloj masnoce.

Dobijeni supernatanti S1 su kori$éeni za izolaciju citosolne i mitohondrijske frakcije
proteina, dok su iz taloga T1 izolovani jedarni proteini.

Ponovnim centrifugiranjem S1 na 10000xg, 25 min na 4 °C, razdvajani su
supernatant S2 koji sadrzi citosolnu i mikrozomsku frakciju proteina i talog sa
mitohondrijskim proteinima. S2 je centrifugiran na 150000xg, 90 min na 4 °C, nakon
¢ega je izdvajan supernatant koji je koriséen kao ¢ista citosolna frakcija proteina.

34.2. Priprema ukupnih proteina iz subkutanog masnog tkiva

Ukupni proteini su izolovani iz subkutanog masnog tkiva TRIzol reagensom
(Invitrogen, SAD), pratec¢i uputstva proizvodaca. Po izdvajanju vodene faze koja
sadrzi RNK, organskoj fazi je dodavan etanol, pa su uzorci centrifugirani na 2000xg,
15 min na 4 °C. U tako dobijeni fenolno-etanolni supernatant je dodavan
izopropanol, pa su uzorci centrifugirani na 12000xg, 15 min na 4 °C, kako bi se
istalozili proteini. Proteinski talog je zatim dva puta ispiran u 0,3 M guanidin-
hidrohloridu u 95% etanolu, centrifugiranjem na 7500xg, 5 min na 4 °C, a onda i u
100% etanolu na isti nacin. Finalni proteinski talog je kratko suSen na vazduhu,
zatim rastvaran u 1% SDS energi¢nim meSanjem i inkubiran 1 h na 60 °C, a potom
¢uvanna -70 °C do daljih analiza.
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343. Priprema ukupnog celijskog ekstrakta iz m. gastrocnemius

Zamrzuto tkivo m. gastrocnemius je homogenizovano u hladnom RIPA puferu (50
mM Tris-HCI pH 7,2, 1 mM EDTA-Naz, 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 1% Nonidet P-40,
0,5% natrijum deoksiholat, 2 mM DTT, 0,15 mM spermin, 0,15 mM spermidin, 0,1
mM PMSF, 2,5 mM NasO2P7 i 10 mM NaF) u odnosu 1:4, pomocu Janke-Kunkel
Ultra Turrax homogenizera (IKA, Nemacka), pri brzini od 9500 obrtaja/min.
Dobijeni homogenati su sonifikovani 3 x 5 s sa pauzama od po 30 s (1A, 50/60 Hz,
30% amplituda, Hielscher Ultrasound Processor, Nemacka), a zatim inkubirani 30
min na ledu uz cesto intenzivnho meSanje i vorteksovanje. Supernatanti dobijeni
centrifugiranjem na 1400xg, 35 min na 4 °C su koris¢eni kao ukupan celijski ekstrakti
misi¢nog tkiva, a do dalje upotrebe su skladisteni na -70 °C.

344. Odredivanje koncentracije proteina u uzorcima za Western
blot analizu

Koncentracija proteina izolovanih iz VAT, SAT i m. gastrocnemius je merena
kolorimetrijski, metodom po Loriju [80], koris¢enjem albumina iz govedeg seruma
(eng. Bovine serum albumin, BSA, Sigma Aldrich, UK) kao standarda za konstruisanje
kalibracione krive. U uzorke adekvatno razblaZzene destilovanom vodom i
standardne rastvore BSA je dodavan reagens C (2% rastvor Na2COs3 u 0,1 M NaOH +
0,1% vodeni rastvor CuSOsxSH20 + 2% vodeni rastvor Na-tartarata). Nakon
petnaestominutne inkubacije na sobnoj temperaturi, dodavan je i petostruko
razblazen Folin-Ciocalteu reagens (Sigma Aldrich, UK), a zatim je usledila inkubacija
od jo$ 30 min na sobnoj temperaturi, u mraku, uz povremeno vorteksovanje
uzoraka. Apsorbanca razvijene boje je merena na talasnoj duzini od 670 nm na
Multiskan Spektrum spektrofotometru (Thermo Fisher, SAD), a koncentracije su
racunate spram krive konstruisane na osnovu apsorbanci standardnih rastvora. Sva
merenja su vrSena u triplikatu.
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3.5. Elektroforeza na SDS-poliakrilamidnom gelu

Proteinski uzorci su pripremani za elektroforezu petominutnom inkubacijom na 100
°C u jednakoj zapremini redukujuceg pufera za pripremu uzorka (0,125 M Tris-HCl
pH 6,8, 4% SDS, 20% glicerol i 10% 2-merkaptoetanol) sa 1% brom-fenol plave boje.
10-50 pg proteina iz uzoraka je razdvajano prema molekulskoj masi denaturiSu¢om
elektroforezom na 7,5-12% poliakrilamidnim gelovima, spram referentnih proteina
poznate molekulske mase u opsegu 10-170 kDa (Thermo Scientific, SAD).
Elektroforeze su vrSene u aparaturi Mini-Protean II Electrophoresis Cell (Bio-Rad
Laboratories, SAD), u puferu za rezervoare (25 mM Tris-HCI pH 8,3, 0,1% SDS1i 192
mM glicin), pri konstantnom naponu od 120 V, na sobnoj temperaturi.

3.6. Western blot i semi-kvantitativna analiza
imunoreaktivnih traka na blotu

Po zavrSenoj elektroforezi, razdvojeni proteini su prebacivani na poliviniliden-
difluoridne (PVDF) membrane (Immobilon-FL ,Millipore, SAD), polusuvim
transferom, koris¢enjem aparature Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad
Laboratories, SAD), pri konstantnom naponu od 25 V i jacini struje do 1 A, u trajanju
od 40 min. Uspesnost transfera je proveravana bojenjem membrana 1% rastvorom
Ponceau S boje u 5% siréetnoj kiselini. Nespecifi¢no vezivanje antitela za membranu
je sprecavano jednoipocasovnim blokiranjem membrana u 5% rastvoru BSA ili
odmascéenog mleka u PBS puferu (engl. Phosphate buffer saline; 1,5 mM KH2POs, 6,5
mM NaxHPOg, 2,7 mM K(l, 0,14 M NaCl, pH 7,2) na sobnoj temperaturi.

Membrane su preko no¢i inkubirane sa odgovarajuéim rastvorima primarnih antitela
(Tabela 3.1) na 4 °C uz blago mesanje, pa po cetiri puta po 5 min ispirane 0,1%
rastvorom deterdzenta Tween 20 u PBS puferu (PBS-T rastvor) energi¢nim
muckanjem. Zatim su inkubirane 90 min na sobnoj temperaturi sa sekundarnim anti-
ze¢jim IgG antitelom (1:20000, ab6721, Abcam, UK) ili anti-mi$jim IgG antitelom
(1:20000, ab97046, Abcam, UK), konjugovanim sa peroksidazom rena, pa ponovo
ispirane  PBS-T  rastvorom. Imunopozitivne trake su vizualizovane
hemiluminiscentnom metodom, koriS¢éenjem 1% rastvora vodonik peroksida u
luminolu za pobudivanje aktivnosti peroksidaze rena i snimljene na aparatu iBright
FL1500 Imaging System (Thermo Fisher Scientific, SAD). Po vizualizaciji i snimanju
imunoreaktivnih traka za svaki ciljni protein, membrane su inkubirane 10 min na
sobnoj temperaturi u 0,2 M NaOH, uz energi¢no muckanje, kako bi se uklonilo
vezano antitelo, a potom blokirane i inkubirane sa narednim primarnim antitelom.

Relativna opti¢ka gustina (intenzitet) imunoreaktivnih traka je odredivana pomocu
iBright softvera za analizu (Thermo Fisher Scientific,c, SAD). Intenzitet
imunoreaktivnih traka za ciljne proteine je normalizovana na intenzitet traka za
proteine koji su koris¢eni kao kontrola nanoSenja uzoraka na gel (B-aktin ili B-
tubulin), kako bi se neutralisale greske pri odredivanju koncentracije proteina i
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nanosenju uzoraka na gel. Zatim su normalizovani intenziteti traka deljeni sa
srednjom vrednoscu intenziteta traka za kontrolne uzorke sa date membrane, da se
kompenzuju varijacije u efikasnosti transfera proteina sa gela na membranu i u
efikasnosti vezivanja antitela.

TABELA 3.1. KARAKTERISTIKE PRIMARNIH ANTITELA KORISCENIH ZA KVANTIFIKACIJU PROTEINSKE
EKSPRESIJE WESTERN BLOT METODOM

Ciljni protein x:;:liﬁglz; rl:z()l:liigzlrl:)')e Poreklo Proizvodac¢ i kataloski broj
PIRS1 (Ser307) 130 1:500 kunié Abcam, ab5599
IRS1 180 1:1000 kunié Cell Signaling, 2382s
PAKT1/2/3 (Ser473) 56/60/62 1:500 mis Santa Cruz Biotechnology, sc-514032
PAKT1/2/3 (Thr308) 56,/60/62 1:500 mis Santa Cruz Biotechnology, sc-271966
AKT1/2/3 56,/60/62 1:500 mis Santa Cruz Biotechnology, sc-81434
f)'ll"zhli'l;(}gTyrZO 4) 42/44 1:1000 kunié Cell Signaling, 9101s
ERK1/2 42/44 1:1000 kunié Cell Signaling, 9102s
GLUT4 50 1:500 kunié Cell Signaling, 2213s
PAMPKa (Thr172) 62 1:1000 kunié Cell Signaling, 2535s
AMPKa 1/2 62 1:1000 kuni¢ Santa Cruz Biotechnology, sc-25792
PGCla 92 1:1000 kunié Abcam, ab54481
Sirtuinl 120 1:1000 kunié Santa Cruz Biotechnology, sc-15404
Perilipin 2 51 1:1000 kunié Novus Biologicals, NB110-40877
SOD2 26 1:2000 kunié Abcam, ab13533
B-aktin 43 1:10000 kunié Abcam, ab8227
p-tubulin 52 1:1000 mi$ Razvijeno u lab. dr U. Euteneuer

3.7. Izolovanje, kvantifikacija i provera kvaliteta izolovane
RNK

Ukupna RNK iz VAT, SAT i m. gastrocnemius je izolovana TRIzol reagensom
(Invitrogen, SAD), prema uputstvu proizvodaca, uz modifikacije. Tkivo je
homogenizovano u reagensu u odnosu 1:10, potom sonifikovano 2-3 x 10 s sa
pauzama od po30s (1 A, 50/60 Hz, 30% amplituda, Hielscher Ultrasound Processor,
Nemacka) na ledu. Nakon petominutne inkubacije na sobnoj temperaturi, dodavana
je odgovarajuca zapremina hloroforma, pa su uzorci centrifugirani na 12000xg, 15
min na 4 °C. Izdvajana gornja vodena faza je prenosena u Ciste tube i dodavana je
odgovarajuca zapremina izopropanola, a zatim su uzorci inkubirani na -20 °C preko
nodi, kako bi se istalozila RNK. Narednog dana su uzorci centrifugirani na 14000 xg,
15 min na 4 °C, a talozi RNK su ispirani u 75% etanolu, ponovo centrifugirani na
14000xg, 15 min na 4 °C i kratko suSeni na vazduhu. Finalni talozi su rastvarani u
dietil-pirokarbonatom  (DEPC) tretiranoj vodi, energicnim meSanjem i
desetominutnom inkubacijom na 60 °C, pa ¢uvani do daljih analiza na -70 °C.
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Koncentracija izolovane RNK je odredivana spektrofotometrijski, na talasnoj duzini
od 260 nm na nanofotometru N60 (Implen GmbH, Nemacka). Odnos apsorbanci
A260/ A23o0 koriscen je kao pokazatelj Cistoce izolovane RNK u pogledu ostataka
organskih rastvaraca koris¢enih za izolaciju i smatran je zadovoljavaju¢im ako je bio
>1,8.

Radi provere integriteta, izolovana RNK je razdvajana elektroforezom na 1%
agaroznom gelu u TBE puferu (1,1 M Tris-HCI pH 8,3, 900 mM borna kiselina i 25
mM EDTA) uz dodatak fluorescentne interkalirajuce boje etidijum bromida, pri
konstantnom naponu od 100 V. Trake su vizualizovane pod UV svetlom i snimane
na XR sistemu GelDoc (Bio-Rad Laboratories, SAD).

3.8. Reakcija reverzne transkripcije

Izolovana RNK je prevodena u komplementarnu DNK (cDNK) koris¢enjem High
Capacity Reverse Transcription kompleta (Applied Biosystems, SAD), prema uputstvu
proizvodaca. Po 2 pg RNK je dodavano u reakcionu smesu koja se sastojala od
odgovarajuceg pufera, Ccetiri tipa dezoksiribonukleozid-trifosfata (dNTP),
nasumicnih oligonukleotidnih prajmera i enzima reverzne transkriptaze. Reverzna
transkripcija se odigravala u slede¢em temperaturnom rezimu: 10 min inkubacije na
25 °C, inkubacija u trajanju od 120 min na 37 °C, a zatim zaustavljanje reakcije
petominutnim zagrevanjem do 85 °C. Tako dobijena cDNK je razblazivana do radne
koncentracije od 5 ng/pL i do daljih analiza ¢uvana na -20 °C.

3.9. Relativna kvantifikacija ekspresije gena

Relativna kvantifikacija genske ekspresije je vrSena metodom lancane reakcije
polimeraze u realnom vremenu (qPCR). Jedan deo ciljnih gena je ispitivan
koriséenjem SybrGreen tehnologije (Tabela 3.2), dok su za ostale koris¢ene
komercijalno dostupne TagMan probe proizvodaca Applied Biosystems (Assay-on-
Demand Gene Expression Products), prikazane u Tabeli 3.3.
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TABELA 3.2. OZNAKE GENA I SEKVENCEPRAJMERA KORISCENTH ZA KV ANTIFIKA CIJU GENSKE EKSPRESIJE
QPCR METODOM (SYBRGREEN TEHNOLOGIJA)

Naziv gena Oznaka gena

Uzvodni prajmer

Nizvodni prajmer

5-TGG TGC TCT TTC CCT

5-TGG GCT TTG GAA GGT

Steroil-CoA desaturaza 1 Scdl

GTT TGC-3' GGA CA-3
Sintaza masnih kiselina Fasn 5-TTC CTC TGG GAT GTA 5-CCG AGT GAA TGA GCA
(FAS) CCCTCTA-¥ CAG TTT-3
Karnitin palmitoil Cotlb 5-CCA GGC AAA GAG ACA 5-GCC AAA CCT TGA AGA
transferaza 1 P GAC TTG-3 AGC GA-¥
Transporter masnih Fatpl 5-CCC AAG TGG ATA CAA 5-GGT CTA GAA AGA AGA
kiselina 1 tp CAG GCA-3’ GCC GGT C-¥
Interleukin 1 11b 5-AGC AGC TTT CGA CAG 5-CTC CAC

TGA GG-3 GGG CAA GAC ATA GG-3’
Interleukin 6 116 5-GTT TCT CTC CGC AAG 5-ATA CTG GTC TGT TGT

AGA CTT-3 GGG TGG-3'
Hipoksantin-guanin Hort 5-CAG TCC CAG CGT 5-AGC AAG TCT TTC AGT
fosforibozil transferaza P GAT TA-3’ CCT GTC-3

TABELA 3.3. OZNAKE GENA 1 IDENTIFIKACIONI BROJEVI TAQMAN PROBA KORISCENIH ZA
KVANTIFIKACIJU GENSKE EKSPRESIJE QPCR METODOM (TAQMAN TEHNOLOGIJA)

Naziv gena Oznaka gena ID broj TagMan probe

Lipaza lipoproteina Lpl Rn00561482_m1
Hormon senzitivna lipaza (HSL) Lipe Rn00563444_m1
Lipaza triglicerida adipocita (ATGL) Pnpla2 Rn01479969_m1
Fosfoenolpiruvatna karboksikinaza (PEPCK) Pck1 Rn00563444_m1
Acetil-CoA karboksilaza (ACC) Acaca Rn00573474_m1
TATA-vezujuéi protein Tbp Rn01455646_m1
B2 mikroglobulin B2m Rn00560865_m1

Sve reakcije su izvodene u duplikatu, na uredaju Quant Studio 3 Real-Time PCR
Systems (Applied Biosystems, SAD).

Reakciona smesSa za SybrGreen reakcije ukupne zapremine 10 pL se sastojala od
Power SybrGreen master mix-a (Applied Biosystems, SAD), 20 ng ¢cDNK matrice i
odgovarajuceg para prajmera. Temperaturni profil reakcija je bio sledeci: 2 min
inkubacije na 50 °C, 10 min inkubacije na 95 °C, nakon ¢ega je usledilo 60 ciklusa u
trajanju od po 15 s na 95 °C i inkubacija u trajanju od 60 s na 60 °C. Na kraju svake
SybrGreen reakcije analizirane su krive topljenja, kako bi se utvrdilo eventualno

prisustvo artefakata poput dimerizovanih prajmera i kontaminacije genomskom
DNK.

Reakciona smesa za TagMan reakcije sadrzala je TagMan universal PCR master mix, 20
ng cDNK matrice i odgovaraju¢e TagMan probe u ukupnoj zapremini od 10 pL.
Uslovi odvijanja TagMan qPCR reakcije su bili sledeci: 2 min na 50 °C za aktivaciju
enzima uracil-N-glikozilaze, potom 10 min na 95 °C za aktivaciju AmpliTaq Gold
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DNK polimeraze, 40 ciklusa od po 15 s na 95 °C za denaturaciju dimera i 60 s na 60
°C u toku kojih dolazi do hibridizacije i umnozavanja.

Kao endogene kontrole koriséeni su geni ¢ija ekspresija je stabilna i ne menja se u
zavisnosti od primenjenog tretmana (eng. housekeeping genes). Relativna
kvantifikacija genske ekspresije je vrSena komparativnom AAC: (2-2ACt) metodom
[81]. Vrednosti Ct (engl. Cycle treshold), koje oznacavaju broj ciklusa u qPCR reakciji u
kom se detektuje fluorescentni signal, za gene od interesa su normalizovane prema
C: vrednostima endogenih kontrola za isti uzorak, a zatim i prema kalibracionom
uzorku.

3.10. Procena stepena lipidne peroksidacije

Stepen lipidne peroksidacije u miSiénom tkivu je meren pomoc¢u Lipid Peroxidation
(MDA) Assay kompleta (Merck, Nemacka), pratec¢i uputstva proizvodaca. Ukratko,
10 mg zamrznutog tkiva je homogenizovano u puferu za lizu, koji je sadrzao
butilovani hidroksi-toluen (BHT), pa su uzorci potom centrifugirani. Izdvojeni
supernatant, kao i standardni rastvori su mes$ani sa rastvorom tiobarbiturne kiseline
(TBA) i inkubirani 1 h na 95 °C. Apsorbanca razvijene crvene boje merena je na
talasnoj duzini od 532 nm, a koncentracije malonil-dialdehida, kao markera lipidne
peroksidacije su ra¢unate spram krive konstruisane na osnovu apsorbanci izmerenih
za standardne rastvore.

3.11. Statisticka obrada podataka

Svi podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD) ili
standardna greska (SEM).

Dvofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa ponovljenim merenjima pracena
Sidakovim post hoc testom je koriséena da se uporedi prirast mase Zivotinja u
normalnim i malim leglima za vreme perioda sisanja, dok su koncentracije glukoze
merene tokom ipGT testa pred odvajanje od majki i implantaciju peleta uporedivane
Studentovim t-testom.

Efekti smanjenja velic¢ine legla i tretmana DHT-om, kao i interakcija ovih faktora je
ispitivana dvofaktorskom ANOVA. U slucaju da je utvrdena znacajna interakcija
izmedu ispitivanih faktora, primenjivan je Tukijev post hoc test da se ispitaju razlike
izmedu eksperimentalnih grupa, a za znac¢ajne su smatrane razlike sa p<0,05.

Deo analiza je obavljen upotrebom softvera STATISTCA 7.0 (StatSoft Inc., SAD), dok
je za drugi deo analiza i za izradu grafi¢kih prikaza koris¢en softver GraphPad
Prism 8 (GraphPad, SAD).

36



4. Rezultati

4.1. Karakterizacija modela na osnovu fizioloskih i
biohemijskih parametara

41.1. Dinamika rastatokom perioda sisanja i parametri
uhranjenosti Zivotinja

Na Slici 4.1 prikazani su rezultati merenja prirasta telesne mase Zzenki pacova
gajenih i normalnim (NL) i malim leglima (ML). Zivotinje koje su gajene u malim
leglima su imale znacajno vecéu telesnu masu (***p<0,001) u odnosu na Zivotinje
gajene u normalnim leglima od osmog dana po rodenju, a postignuta razlika u masi
se odrZala sve do 22. dana starosti, kada su odvojene od majki.
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SLIKA 4.1. PRIRAST MASE ZENKI GAJENIHU MALIM, NASPRAM ZENKI GAJENIH U NORMALNIM LEGLIMA
TOKOM PERIODA SISANJA. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £+ SEM (n=12 Zzivotinja po
grupi). Podaci su analizirani dvofaktorskom ANOVA analizom sa ponovljenim merenjima, praéenom
Sidakovim post hoc testom. Zvezdice oznac¢avaju znacajne razlike izmedu masa Zivotinja u malim
leglima i zivotinja u leglima normalne veli¢ine (***p<0,001).

Prilikom odvajanja od majki 22. dana starosti, Zivotinjama su implantirani placebo ili
DHT-oslobadajuci peleti. Nakon tretmana u trajanju od 90 dana, analizirani su efekti
smanjene veli¢ine legla, DHT tretmana, kao i kombinacije ova dva faktora na
kalorijski unos eksperimentalnih Zivotinja. Zivotinje gajene u malim leglima su i
nakon prelaska na ¢vrstu hranu zadrzale povecan unos energije, $to se odrazilo na
njihovu masu i udeo visceralnog masnog tkiva nakon tretmana (Tabela 4.1).
Dvofaktorskom ANOVA analizom je utvrden znacajan efekat smanjene velic¢ine
legla na unos energije nakon odvajanja od majki (F(1,56)=14,31; p<0,001). Telesna
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masa je bila povecana pod uticajem smanjenja veli¢ine legla (F(1,20)=13,48; p<0,001),
kao i DHT tretmana (F(1,20)=5,50; p<0,05), dok je na povecanje apsolutne i relativne
mase visceralnog masnog tkiva znacajno uticalo samo smanjenje velic¢ine legla
(F(1,20)=21,61; p<0,001; F(1,20)=19,48; p<0,001, respektivno). Ni jedan od ispitivanih
faktora nije znacajno uticao na apsolutnu i relativnu masu subkutanog masnog tkiva.
Energetski unos i fizioloski parametri uhranjenosti su prikazani u Tabeli 4.1.

TABELA 4.1. ENERGETSKI UNOS I FIZIOLOSKI PARAMETRI UHRANJENOSTI EKSPERIMENTA LNIH ZIVOTINJA

Dvofaktorska ANOVA
SVL
NL-Placebo NL-DHT ML-Placebo ML-DHT SVIL DHT «
DHT
Energetski
unos 475,50 +10,00 467,60 +1550 512,40+13,60 531,10+13,40 p<0,001 ns ns
(kJ/dan/kavez)
Masa tela (g) 230,00 + 4,60 241,00 + 11,00 252,33+4,24 283,33+13,00 p<0,001 p<0,05 ns
Masa VAT (g) 7,00 + 0,60 8,40 £ 1,40 14,00 £ 1,40 12,00 £ 1,10 p<0,001 ns ns
Masa
VAT/masa tela 3,00 £ 0,20 3,30 £ 0,40 5,30 £ 0,50 4,50 £ 0,40 p<0,01 ns ns
(x100)
Masa SAT (g) 2,10 £ 0,30 1,80 + 0,40 2,00+0,17 22 +0,3 ns ns ns
Masa
SAT/masa tela 0,90 £0,10 0,70£0,10 0,80£0,10 0,80 0,10 ns ns ns
(x100)

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6 Zivotinja po grupi). Statisticka
analiza efekata primenjenih tretmana i njihove interakcije je uradena dvofaktorskom ANOVA
analizom. NL - normalno leglo; ML - malo leglo; SVL - smanjena veli¢ina legla; ns - statisti¢ki
neznacajna razlika.

41.2. Reproduktivne karakteristike kao potvrda animalnog
modela

Na osnovu preovladujuceg tipa celija u razmazima vaginalnih briseva, koji su
uzimani dnevno pocevsi od desete nedelje tretmana, utvrdeno je da su sve zivotinje
DHT tretirane bile acikli¢ne, u diestrusnoj fazi estrusnog ciklusa, uz dominaciju
leukocita u vaginalnim brisevima. Zivotinje sa placebo peletima zadrzale su
normalnu cikli¢nost, sa estrusnim ciklusom koji je trajao 4-5 dana.

Dvofaktorskom ANOVA analizom je pokazan znacajan efekat DHT tretmana na
smanjenje apsolutne i relativne (u odnosu na masu tela) mase jajnika (F(1,20)=23,99;
p<0,001 i F(1,20)=29,24; p<0,001, respektivno), kao na i smanjenje apsolutne i
relativne mase materice (F(1,20)=24,14;, p<0,001 i F(1,20)=28,11, p<0,001,
respektivno), kao $to je prikazano u Tabeli 4.2. Uocen je i trend smanjenja relativne
mase materice usled interakcije smanjene velic¢ine legla sa DHT tretmanom, ali ova
vrednost nije dostigla statisticku znacajnost (F(1,20)=3,56; p=0,07).
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TABELA 4.2. MASE REPRODUKTIVNIH ORGANA EKSPERIMENTALNIH ZIVOTINJA

Dvofaktorska
ANOVA
NL-Placebo NL-DHT ML-Placebo ML-DHT SVL
SVL DHT  x
DHT
—
Mas“(’g*;’m 4 0048£0003  0027+0006  0043+0,002  0025+0,004 ns p<0,00l ns
Masa
jajnika/masa 0,21+ 0,01 0,11 £ 0,03 0,17 0,01 0085+001  ns p<0001 ns
tela (x1000)
Masa ;g;“e“ce 0,49 £ 0,06 0,20 0,03 0,39 £ 0,05 0,24 % 0,04 ns  p<0,001 ns
Masa
materice/masa 2,10+ 0,22 0,85+ 0,14 1,60 % 0,22 0,86+ 0,16 ns  p<0,001 ns
tela (x1000)

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6 Zzivotinja po grupi). Statisticka
analiza efekata primenjenih faktora i njihove interakcije je uradena dvofaktorskom ANOVA
analizom. NL - normalno leglo; ML - malo leglo; SVL - smanjena veli¢ina legla; ns - statisti¢ki
neznacajna razlika.

Kod obe grupe zivotinja sa placebo peletima usled nenarusenog odvijanja estrusnih
ciklusa se na histoloskim presecima jajnika uoc¢ava nekoliko generacija zZutih tela, kao
i zdravi folikuli u svim stadijumima folikulogeneze i retki atreti¢ni folikuli.
Ovarijumi svih DHT tretiranih Zivotinja su manji, bez prisustva Zutih tela. U njima
se uocava veci broj atreticnih folikula, od kojih neki poprimaju morfologiju
intersticijalnih, steroid-produkujucih zlezda (Slika 4.2).
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NL-Placebo

ML-Placebo ML-DHT

SLIKA 4.2. HISTOLOSKI PRESECI JAJNIK A NAKON BOJENJA HEMATOKSILINOM I EOZINOM. Na histologkim
presecima jajnika Zivotinja sa placebo peletima se uocavaju brojna Zuta tela, koja svedoce o odvijanju
ovulacija. Na presecima jajnika DHT tretiranih Zivotnja Zuta tela odsustvuju i uocava se vise
atreticnih folikula nego kod Zzivotinja sa placebo peletima, od kojih neki poprimaju morfologiju
intersticijalnih, steroid-produkujué¢ih zlezda. DuZzina razmernika na mikrografijama je 1 mm. NL -
normalno leglo; ML - malo leglo.

413. Biohemijski parametrilipidnog metabolizmaiinsulinske
osetljivosti

Ni jedan od ispitivanih tretmana nije zna¢ajno uticao na koncentraciju triglicerida i
slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji Zivotinja (Tabela 4.3). Medutim, sistemska
insulinska osetljivost je bila narusena kod Zivotinja gajenih u malom leglu i tretiranih
DHT (Tabela 4.3). Mada ispitivani faktori nisu imali uticaja na glikemiju,
koncentracija insulina u serumu je bila promenjena pod uticajem smanjene velic¢ine
legla (F(1,20)=22,13; p<0,001), DHT tretmana (F(1,20)=8,86; p<0,01), kao i usled
kombinacije ova dva faktora (F(1,20)=4,58; p<0,05). Tukijev post hoc test je detektovao
znacajno povecanje koncentracije insulina u ML-DHT grupi u poredenju sa svim
ostalim grupama (p<0,001 vs. NL-Placebo, NL-DHT i ML-Placebo). U skladu sa time,
i vrednosti HOMA indeksa su bile promenjene pod uticajem smanjene velicine legla,
DHT tretmana i njihove interakcije (SVL: F(1,20)=21,55; p<0,001;, DHT: F(1,20=7,82;
p<0,05; interakcija: F(1,20)=5,07; p<0,05), a Tukijev post hoc test je detektovao
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znacajno povecanje vrednosti HOMA indeksa u ML-DHT grupi u poredenju sa svim
ostalim grupama (p<0,001 vs. NL-Placebo i NL-DHT; p<0,01 vs. ML-Placebo).

TABELA 4.3. PARAMETRI LIPIDNOG METABOLIZMA 1 SISTEMSKE INSULINSKE OSETLJIVOSTI
EKSPERIMENTALNIH ZIVOTINJA

Dvofaktorska
ANOVA
NL-Placebo NL-DHT ML-Placebo ML-DHT SVL
SVL DHT X
DHT
Trigliceridi
0,87 £ 0,09 0,88+0,11 0,73 +£0,03 0,93 £ 0,07 ns ns ns
(mmol/L)
Slobodne masne
kiseline 1,53 + 0,29 1,22 +0,18 1,15+ 0,21 1,20 + 0,25 ns ns ns
(mmol/L)
Glukoza
6,00+ 0,18 5,82+0,14 5,85+ 0,14 5,83 +0,16 ns ns ns
(mmol/L)
Insulin )
18,00 +£ 1,26 16,60 £ 1,53 23,32 £1,23 39,87 +£5,40% ###,5% <0001 <0,01 <0,001
(vU/mL)
I.-IOMA 446 +0,16 4,85+ 0,59 6,07 £ 0,34 10,50 +£1,80%* ##ss <0001 <0,05 <0,05
indeks
1173,42 £

ipGTT AUC 1248,83 £ 49,14 1441,60 + 45,36 1556,67 + 87,98 <0,01 ns

118,38

ns

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6 Zzivotinja po grupi). Statisticka
analiza efekata primenjenih faktora i njihove interakcije je uradena dvofaktorskom ANOVA
analizom. Oznaka ***p<0,001 vs. NL-Placebo ; ##p<0,001 vs. NL-DHT; $$p<0,01, $$$p<0,001 vs.
ML-Placebo; NL - normalno leglo; ML - malo leglo; SVL - smanjena veli¢ina legla; ns -
statisticki neznacajna razlika.

Intraperitoneumski testovi tolerancije glukoze izvedeni su kada su Zivotinje bile
stare 19 dana, neposredno pred implantaciju peleta i odvajanje od majki, i na kraju
studije, nakon tromese¢nog DHT tretmana. Ovaj test podrazumeva davanje glukoze,
koje uslovljava nagli skok glikemije, nakon ¢ega dolazi do izlué¢ivanja insulina, koji
dovodi do postepenog spustanja koncentracije glukoze i njene stabilizacije na
pocetnim vrednostima. Izmenjena dinamika preuzimanja glukoze iz cirkulacije je
pokazatelj naruSenog stanja insulinske osetljivosti.

Povrsina ispod krive (AUC) izrac¢unata na osnovu parametara izmerenih tokom
ipGTT izvedenog na Zzivotinjama starim 19 dana, neposredno pre implantacije
placebo i hormonskih peleta, nije se razlikovala izmedu Zivotinja gajenih u malom
leglu i zivotinja gajenih u leglu normalne velic¢ine (Slika 4.3A). Medutim, rezultati
ipGTT izvedenog na Zivotinjama koje su bile izloZene konstantnom delovanju DHT
tokom tri meseca su pokazali da je AUC vrednost (Tabela 4.3) pod znacajnim

uticajem smanjenja veli¢ine legla, mada nisu detektovane znacajne medugrupne
razlike (Slika 4.3B).
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SLIKA 4.3. ZAVISNOST KONCENTRACIJA GLUKOZE U SERUMU (MMOL/L) OD VREMENA (MIN) TOKOM
IZVODENJA IPGT TESTOVA. A. ipGTT pre implantacije peleta (n=12 Zivotinja po grupi); vrednosti su
uporedene Studentovim t-testom. B. ipGTT na kraju eksperimenta. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + SEM (n=6 Zivotinja po grupi); Statisticka analiza efekata primenjenih faktora i njihove
interakcije je uradena dvofaktorskom ANOVA analizom. NL - normalno leglo; ML - malo leglo; SVL -
smanjena veli¢ina legla.

Efekat smanjenja veli¢ine legla na sistemsku insulinsku osetljivost Zenske
mladuncadi se ogleda i u znacajno veéem porastu vrednosti glukoze 15 minuta
nakon injektiranja (F(1,17)=4,57; p<0,05), kao i u sporijem vracanju na pocetne
vrednosti (30 min: F(1,17)=8,02; p<0,05, 60 min: F(1,17)=4,07; p<0,05), prilikom
ipGIT izvedenog pred kraj eksperimenta, $to ukazuje na naruSenu efikasnost
preuzimanja glukoze od strane perifernih tkiva (Slika 4.3B).

4.2. Visceralno masno tkivo

421. Histoloskaimorfometrijska analiza visceralnog masnog
tkiva

Na Slici 4.4A prikazani su preseci visceralnog masnog tkiva, na kojima se uoc¢ava da
su i smanjena veli¢ina legla i DHT tretman doveli do povecanja veli¢ine adipocita.
Morfometrijskom analizom i statistickom obradom podataka potvrden je znacajan
efekat oba faktora na povecanje dijametra adipocita (F(1,20)=34,50; p<0,001;
F(1,20)=6,19; p<0,05, respektivno), kao i njihove povrsine (F(1,20)=38,16; p<0,001;
F(1,20)=7,64; p<0,05, respektivno), sto je prikazano na Slici 4.4B i 4.4C.
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SLIKA 4.4. HISTOLOSKA IMORFOMETRIJSKA ANALIZA ADIPOCITA U VISCERALNOM MASNOM TKIVU. A.
Preseci visceralnog masnog tkiva obojeni hematoksilinom i eozinom B. Dijametar adipocita C.
Povrsina adipocita. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6 Zivotinja po grupi).
Statisticka analiza efekata primenjenih faktora i njihove interakcije je uradena dvofaktorskom
ANOVA analizom. Duzina razmernika na mikrografijama je 100 pm. NL - normalno leglo; ML - malo
leglo; SVL - smanjena veli¢ina legla.
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422.

Insulinska signalizacija u visceralnom masnom tkivu

Ocuvanost insulinskog signalnog puta u visceralnom masnom tkivu je procenjivana

na osnovu ekspresije ukupnog IRS1, pIRS1-Ser3%’, kao i na osnovu ekspresije
ukupnihi fosforilisanih formi AKT i ERK. Kao $to je prikazano na Slici 4.5, ni jedan

od tretmana nije doveo do znacajne razlike u ekspresiji ukupnih formi, kao ni
inhibitorno ili aktivatorno fosforilisanih formi ovih tirozinskih kinaza.
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SLIKA 4.5. INSULINSKA SIGNALIZACIJA U VISCERALNOM MASNOM TKIVU A. Ekspresija pIRS1-Ser307,
IRS1 i njihov relativni odnos sa reprezentativnim Western blot-om; B. Nivo ekspresije pAKT-Ser473,
AKT i njihov relativni odnos sa reprezentativnim Western blot-om; C. Nivo ekspresije pERK1/2-
Tre202/Tyr204, ERK1/2 i njihov relativni odnos sa reprezentativnim Western blot-om. Ekspresija
proteina je analizirana Western blot metodom u citosolnoj frakciji visceralnog masnog tkiva i
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normalizovana spram P-aktina. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6 Zivotinja po
grupi). Statisticka analiza efekata primenjenih tretmana i njihove interakcije je uradena
dvofaktorskom ANOVA analizom. SVL - smanjena veli¢ina legla.

423. Lipidni metabolizamu visceralnom masnom tkivu

Na Slici 4.6 prikazani su rezultati merenja relativne ekspresije gena koji kodiraju
enzime de novo lipogeneze acetil-CoA-karboksilaze (ACC), sintaze masnih kiselina
(FAS) i stearoil-CoA-desaturaza (SCD). Ispitivani faktori - smanjena velic¢ina legla i
DHT tretman doveli su do drasticnog smanjenja ekspresije gena koji kodiraju
ispitivane enzime. Dvofaktorskom ANOVA analizom je detektovan znacajan efekat
smanjene veli¢ine legla, DHT tretmana i njihove interakcije na ekspresiju gena koji
kodiraju ACC (SVL: F(1,20)=12,93; p<0,01; DHT: F(1,20)=8,70; p<0,01, SVLxDHT:
F(1,20)=13,35; p<0,01), FAS (SVL: F(1,20)=21,69; p<0,001; DHT: F(1,20)=9,45; p<0,01;
SVLxDHT: F(1,20)=6,57; p<0,05), i SCD1 (SVL: F(1,20)=17,10, p<0,001, DHT:
F(1,20)=10,37; p<0,01; SVLxDHT: F(1,20)=9,82; p<0,01). Post hoc testom je pokazano
znacajno smanjenje ekspresije gena koji kodiraju enzime de novo lipogeneze u VAT
pacova svih eksperimentalnih grupa u poredenju sa grupom NL-Placebo (p<0,001).
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SLIKA 4.6. MARKERI DE NOVO LIPOGENEZE U VISCERALNOM MASNOM TKIVU. Relativni nivo iRNK za
(A) ACC (B) FAS i (C) SCD1. Hprt ili Thp su koriséeni kao endogene kontrole za normalizaciju nivoa
iRNK. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6 Zivotinja po grupi). Statisticka analiza
efekata primenjenih faktora i njihove interakcije je uradena dvofaktorskom ANOVA analizom,
pra¢enom Tukijevim post hoc testom u slucaju interakcije ispitivanih faktora. **p<0,01, ***p<0,001 vs.
NL-Placebo. SVL - smanjena veli¢ina legla.

Kada su u pitanju geni koji kodiraju enzime ukljucene u sintezu triglicerida iz
cirkuliSucih masnih kiselina, ispitivani tretmani nisu uticali na ekspresiju gena koji
kodira lipazu lipoproteina (LPL), dok je na ekspresiju gena za fosfoenolpiruvatnu
karboksikinazu (PEPCK) znacajan efekat imala samo interakcija ispitivanih faktora
(F(1,20)=5,89; p<0,01), mada medugrupne razlike nisu detektovane post hoc testom u
visceralnom masnom tkivu ovih Zivotinja (Slika 4.7).
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SLIKA 4.7. MARKERI SINTEZE TRIGLICERIDA U VISCERALNOM MASNOM TKIVU. Relativni nivo iRNK za
(A) PEPCK i (B) LPL. Tbp je koriséen kao endogena kontrola za normalizaciju nivoa iRNK. Rezultati
su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6 zivotinja po grupi). Statisticka analiza efekata
primenjenih faktora i njihove interakcije je uradena dvofaktorskom ANOVA analizom, pra¢enom
Tukijevim post hoc testom u slucaju interakcije ispitivanih faktora. SVL - smanjena veli¢ina legla.

Medutim, ekspresija gena koji kodira lipazu osetljivu na hormone (HSL), enzim
ukljucen u lipolizu, je bio pod znacajnim uticajem faktora smanjenja veli¢ine legla
(F(1,20)=8,36; p<0,01), kao i interakcije ovog faktora i DHT tretmana (F(1,20)=13,50;
p<0,01) u visceralnom masnom tkivu. Post hoc testom je utvrdeno znacajno
smanjenje ekspresije ovog lipolitickog markera u VAT zenki pacova NL-DHT i ML-
Placebo grupe, u poredenju sa NL-Placebo grupom (p<0,05 i p<0,001, respektivno;
Slika 4.8).
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SLIKA 4.8 RELATIVNA EKSPRESIJA GENA ZA HSL KAO MARKER LIPOLIZE U VISCERALNOM MASNOM
TKIVU. Thp je koriscen kao endogena kontrola za normalizaciju nivoa iRNK. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + SEM (n=6 zivotinja po grupi). Statisticka analiza efekata primenjenih faktora i
njihove interakcije je uradena dvofaktorskom ANOVA analizom, pra¢enom Tukijevim post hoc testom
u slucaju interakcije dva faktora. *p < 0,05, ***p < 0,001 vs. NL-Placebo. SVL - smanjena veli¢ina legla.
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424. Ekspresijaiaktivacija energetskog senzora AMPK u
visceralnom masnom tkivu

AMPK je klju¢ni regulator celijske energetske homeostaze i aktivira se kada postoji
potreba za energijom. Ekspresija AMPK na nivou proteina u visceralnom masnom
tkivu se nije menjala pod uticajem smanjene velic¢ine legla, DHT tretmana, niti pod
uticajem interakcije ova dva faktora. Medutim, povecao se nivo aktivirane AMPK sa
fosforilacijom na treoninu na poziciji 172 pod efektom DHT tretmana (F(1,20)=7,06;
p<0,05), kao i relativni odnos aktivirane i ukupne forme ovog enzima (F(1,20)=21,84;
p<0,001). Post hoc test je pokazao da je efekat interakcije faktora na relativan odnos
fosforilisane i ukupne forme AMPK na pragu statisticke znacajnosti (F(1,20)=3,87;
p=0,06) kao sto se moze videti na Slici 4.9.
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SLIKA 4.9. EKSPRESIJA PAMPKa-THR172, AMPKal/2 I NJIHOV RELATIVNI ODNOS U VISCERALNOM
MASNOM TKIVU SA REPREZENTATIVNIM WESTERN BLOT-OVIMA. Ekspresija proteina je izmerena u
citosolnoj frakciji visceralnog masnog tkiva Western blot metodom i normalizovana spram f-aktina.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6 Zivotinja po grupi). Statisticka analiza efekata
primenjenih faktora i njihove interakcije je uradena dvofaktorskom ANOVA analizom. SVL -
smanjena veli¢ina legla.

4.3. Subkutano masno tkivo

43.1. Histoloskaimorfometrijska analiza subkutanog masnog
tkiva

Prilikom histoloske analize subkutanog masnog tkiva nisu uocene razlike u izgledu i
veli¢ini adipocita nakon primene ispitivanih tretmana (Slika 4.10A). Morfometrijska

analiza i statisticka obrada potvrdile su da nema znacajnih razlika u dijametru i

povrsini adipocita u subkutanom masnom tkivu Zenki pacova svih ispitivanih grupa
(Slika 4.10B i 4.10C).
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SLIKA 4.10. HISTOLOSKA I MORFOMETRIJSKA ANALIZA ADIPOCITA U SUBKUTANOM MASNOM TKIVU. A.
Preseci subkutanog masnog tkiva obojeni hematoksilinom i eozinom B. Dijametar adipocita C.
Povrsina adipocita. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6 Zivotinja po grupi).
Statisticka analiza efekata primenjenih faktora i njihove interakcije je uradena dvofaktorskom
ANOVA analizom. Duzina razmernika na mikrografijama je 100 pm. NL - normalno leglo; ML - malo
leglo; SVL - smanjena veli¢ina legla.

43.2. Lipidni metabolizamu subkutanom masnom tkivu

S obzirom na to da ekspanzija visceralnog masnog tkiva i metaboli¢ki procesi koji se
u njemu odvijaju zavise od funkcionalnosti subkutanog masnog tkiva, ispitivani su
markeri lipidnog metabolizma u ovom depou masnog tkiva. DHT tretman, sudeci
po rezultatima dvofaktorske ANOVA analize, je imao efekat na ekspresiju gena koji
kodira ACC, klju¢ni enzim u procesu de novo lipogeneze (F(1,20)=16,54; p<0,001
Slika 4.11) u subkutanom masnom tkivu. Sinteza triglicerida iz cirkuliSu¢ih masnih
kiselina je takode bila stimulisana u subkutanom masnom tkivu, kao $to se moze
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zakljuciti na osnovu DHT-stimulisane ekspresije gena koji kodiraju LPL i PEPCK
(F(1,20)=35,33; p<0,001 i F(1,20)=29,14; p<0,001, respektivno, Slika 4.12).
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SLIKA 4.11. RELATIVNA EKSPRESIJA ACACA GENA, KAO MARKERA DE NOVO LIPOGENEZE U SUBKUTANOM
MASNOM TKIVU. Tbp je koris¢en kao endogena kontrola za normalizaciju nivoa iRNK. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost £ SEM (n=6 Zivotinja po grupi). Statisticka analiza efekata primenjenih
faktora i njihove interakcije je uradena dvofaktorskom ANOVA analizom. SVL - smanjena veli¢ina
legla.
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SLIKA 4.12. RELATIVNA EKSPRESIJA MARKERA SINTEZE TRIGLICERIDA U SUBKUTANOM MASNOM TKIVU.
Relativna koncentracija iRNK za (A) PEPCK i (B) LPL. Tbp je koris¢en kao endogena kontrola za
normalizaciju nivoa iRNK. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM. (n=6 Zzivotinja po
grupi). Statisticka analiza efekata primenjenih faktora i njihove interakcije je uradena dvofaktorskom
ANOVA analizom. SVL - smanjena veli¢ina legla.
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U isto vreme, DHT tretman (F(1,20)=27,93; p<0,001), kao i njegovo interaktivno
delovanje sa faktorom smanjenja velic¢ine legla (F(1,20)=8,89; p<0,01) znac¢ajno su
uticali na ekspresiju lipolitickog markera - gena koji kodira HSL. Post hoc testom je
utvrdeno da je ekspresija gena koji kodira HSL znac¢ajno poveéana u SAT pacova
ML-DHT grupe, u poredenju sa zivotinjama iz normalnih legala (p<0,01), kao i kod
zivotinja iz malih legala sa placebo peletima (p<0,001), $to je prikazano na Slici 4.13.
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SLIKA 4.13.RELATIVNA EKSPRESIJA GENA ZA HSL (LIPE IRNK) KAO MARKERA LIPOLIZE U SUBKUTANOM
MASNOM TKIVU. Tbp je koriséen kao endogena kontrola za normalizaciju nivoa iRNK. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost £ SEM (n=6 Zivotinja po grupi). Statisticka analiza efekata primenjenih
faktora i njihove interakcije je uradena dvofaktorskom ANOVA analizom, prac¢enom Tukijevim post
hoc testom. **p<0,01 vs. NL-Placebo; $$$p<0,001 vs. ML-Placebo. SVL - smanjena veli¢ina legla.

433.  Ekspresijaiaktivacijaenergetskogsenzora AMPK u
subkutanom masnom tkivu

Za razliku od visceralnog, u subkutanom masnom tkivu ekspresija AMPK, kao i
aktivacija ove kinaze kroz fosforilaciju na treoninu 172 je bila izrazito smanjena pod
uticajem smanjene velic¢ine legla Zzivotinja (F(1,20)=166,2; p<0,001 i F(1,20)=84,87;
p<0,001, respektivno), kao sto se moZe videti na Slici 4.14.
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SLIKA 4.14. EKSPRESJA PAMPKa-THR!72 T AMPKal/2 U SUBKUTANOM MASNOM TKIVU SA
REPREZENTATIVNIM WESTERN BLOT-OVIMA. Ekspresija proteina je izmerena u ukupnom proteinskom
ekstraktu subkutanog masnog tkiva Western blot metodom i normalizovana spram [-aktina. Rezultati
su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6 Zzivotinja po grupi). Statisticka analiza efekata

primenjenih faktora i njihove interakcije je uradena dvofaktorskom ANOVA analizom. SVL -
smanjena veli¢ina legla.

4.4. Musculus gastrocnemius

441. Insulinska signalizacijau m. gastrocnemius

S obzirom na to da ¢ine oko polovine telesne mase i uz belo masno tkivo su
dominantni centar regulacije energetske homeostaze na nivou ¢itavog organizma,
gastrocnemius zabeleZene su suptilne promene u ekspresiji klju¢nih proteina
insulinskog signalnog puta. Naime, dvofaktorska ANOVA je pokazala znacajan

efekat smanjenja veli¢ine legla na ekspresiju IRS1 sa inhibitornom fosforilacijom na
serinu 307 (F(1,20) = 4,18; p<0,05, Slika 4.15).
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SLIKA 4.15. PROKSIMALNA INSULINSK A SIGNALIZACIJA U M. GASTROCNEMIUS - EKSPRESIJA PIRS-SER307,
Koncentracija ciljnog proteina je analizirana Western blot metodom u ukupnom ¢celijskom ekstraktu .
gastrocnemius i normalizovana spram P-aktina. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
(n=6 zivotinja po grupi). Statisticka analiza efekata primenjenih tretmana i njihove interakcije je
uradena dvofaktorskom ANOVA analizom. SVL - smanjena veli¢ina legla.

Smanjene velic¢ine legla dovelo je do smanjenja ekspresije AKT sa fosforilacijom na
serinu 473 (F(1,20)=4,77; p<0,05), kao i relativnhog odnosa ove forme i ukupnog AKT
proteina (F(1,20)=5,04; p<0,05), dok su ekspresija AKT sa drugom aktivirajuéom
fosforilacijom na treoninu 308 i ukupne AKT bili nepromenjeni (Slika 4.16).
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SLIKA 4.16. DISTALNA INSULINSKA SIGNALIZACIJA U M. GASTROCNEMIUS - EKSPRESIJA PAKT-SER473,
PAKT-THR308, UKUPNE AKT I NJIHOVI RELATIVNI ODNOSI SA REPREZENTATIVNIM WESTERN BLOT-
OVIMA. Koncentracija ciljnih proteina je analizirana Western blot metodom u ukupnom celijskom
ekstraktu m. gastrocnemius i normalizovana spram p-aktina. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + SEM (n=6 Zivotinja po grupi). Statisticka analiza efekata primenjenih tretmana i njihove
interakcije je uradena dvofaktorskom ANOVA analizom. SVL - smanjena veli¢ina legla.
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SLIKA 4.17. EKSPRESIJA GLUT4 U M. GASTROCNEMIUS SA REPREZENTATIVNIM WESTERN BLOT-OM.
Relativna koncentracija ciljnog proteina je analizirana Western blot metodom u ukupnom delijskom
ekstraktu m. gastrocnemius i normalizovana spram [-aktina. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + SEM (n=6 Zzivotinja po grupi). Statisticka analiza efekata primenjenih tretmana i njihove
interakcije je uradena dvofaktorskom ANOVA analizom. SVL - smanjena veli¢ina legla.

442. Lipidni metabolizamu m. gastrocnemius

Kako je zabelezena disfunkcionalnost insulinskog signalnog puta i preuzimanja
glukoze, pretpostavka je da skeletni mi$i¢i kao izvor energije koriste masne kiseline,
stoga je ispitivan lipidni metabolizam.

Smanjena veli¢ina legla (F(1,20)=20,67; p<0,001), DHT tretman (F(1,20)=7,77; p<0,05),
kao i njihova interakcija (F(1,20)=6,66; p<0,05) su imali znac¢ajan efekat na ekspresiju
gena koji kodira karnitin-palmitoil-transferazu 1 (CPT1). Post hoc testom je pokazano
znacajno povecanje ekspresije ovog gena u misi¢u Zenki pacova SL-DHT grupe u
poredenju sa svim ostalim eksperimentalnim grupama (p<0,001 vs. NL-Placebo i
NL-DHT i p<0,01 vs. ML-Placebo), kao $to se moZe videti na Slici 4.18.
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SLIKA 4.18. RELATIVNA EKSPRESIJA CPT1B GENA KAO MARKERA (-OKSIDACIJE U M. GASTROCNEMIUS.
Hprt je koriséen kao endogena kontrola za normalizaciju nivoa iRNK. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SEM (n=6 Zzivotinja po grupi). Statisticka analiza efekata primenjenih faktora i
njihove interakcije je uradena dvofaktorskom ANOVA analizom, pra¢enom Tukijevim post hoc testom
u slucaju interakcije ispitivanih faktora. ***p<0,001 vs. NL-Placebo; ###p<0,001 vs. NL-DHT; $$p<0,01
vs. ML-Placebo. SVL - smanjena veli¢ina legla.

Na Slici 4.19 prikazani su rezultati ispitivanja ekspresije gena koji kodira transporter
masnih kiselina FATP1, na koju su znacajno uticali smanjene velic¢ine legla, DHT
tretman i njihova interakcija. Post hoc testom je pokazano znacajno povecanje
ekspresije ovog gena u misi¢u Zenki pacova SL-DHT grupe u poredenju sa svim
ostalim eksperimentalnim grupama (p<0,01 vs. NL-Placebo i NL-DHT i p<0,05 vs.
ML-Placebo).
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SLIKA 4.19. RELATIVNA EKSPRESIJA FATP1 GENA KAO MARKERA PREUZIMANJA MASNIH KISELINA U M.
GASTROCNEMIUS. Hprt je koris¢en kao endogena kontrola za normalizaciju nivoa iRNK. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + standardna greska (SEM). Poredenja (n=6 Zivotinja po grupi).
Statisticka analiza efekata primenjenih faktora i njihove interakcije je uradena dvofaktorskom
ANOVA analizom, pra¢enom Tukijevim post hoc testom u slucaju interakcije ispitivanih faktora.
**p<0,01 vs. NL-Placebo; ##p<0,01 vs. NL-DHT; $p<0,05 vs. ML-Placebo. SVL - smanjena veli¢ina
legla.
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Ekspresija gena koji kodira lipazu triglicerida adipocita je bila pod znacajnim
efektom interakcije ispitivanih faktora (F(1,20)=5,12; p<0,05), sa znacajnim
povecanjem ekspresije ovog gena u miSicu Zenki pacova ML-DHT grupe u
poredenju sa ML-Placebo grupom (p<0,05), kao §to se moze videti na Slici 4.20.
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SLIKA 4.20. RELATIVNA EKSPRESIJA PNPLA2 GENAKAOMARKERA LIPOLIZE U M. GASTROCNEMIUS. Tbp je
koris¢en kao endogena kontrola za normalizaciju nivoa iRNK Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + SEM (n=6 Zivotinja po grupi). Statisticka analiza efekata primenjenih faktora i njihove
interakcije je uradena dvofaktorskom ANOVA analizom, koja je pracena Tukijevim post hoc testom u
slu¢aju interakcije ispitivanih faktora. $p<0,05 vs. ML-Placebo. SVL - smanjena veli¢ina legla.

Kako bi se ustanovilo da li dolazi do intramuskularne akumulacije lipida, ispitivana
je ekspresija perilipina 2, kao i relativna ekspresija Scdl gena. Statisticka analiza je
pokazala znacajan efekat DHT tretmana na ekspresiju ovog proteina (F(1,20)=4,87;
p<0,05), dok je ekspresija gena koji kodira stearoil-CoA-desaturazu bila pod
znacajnim efektom smanjenja velic¢ine legla (F(1,20)=7,92; p<0,05) i DHT tretmana
(F(1,20)=9,32; p<0,01), kao sto se moze videti na Slici 4.21.
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SLIKA 4.21. MARKERI EKTOPICNOG NAKUPLJANJA LIPIDA UM. GASTROCNEMIUS. A. Ekspresija perilipina
2. B. Relativna koncentracija Scdl iRNK. Ekspresija proteina je kvantifikovana u ukupnom éelijskom
ekstraktu m. gastrocnemius i normalizovana spram p-tubulina. Hprt je koriséen kao endogena kontrola
za normalizaciju nivoa iRNK. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6 Zzivotinja po
grupi). Statisticka analiza efekata primenjenih faktora i njihove interakcije je uradena dvofaktorskom
ANOVA analizom. SVL - smanjena veli¢ina legla.
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Na Slici 4.22 prikazani su rezultati ispitivanja ekspresije sirtuina 1 (SIRT1) i
koaktivatora PPAR 1a (PGCla), uklju¢enih u biogenezu mitohondrija i kontrolu p-
oksidacije. Dvofaktorska ANOVA je pokazala znacajan efekat smanjenja velic¢ine
legla na ekspresiju SIRT1 (F(1,20)=9,18; p<0,01) i PGCla (F(1,20)=30,9; p<0,001) u
mis$icu tretiranih zenki pacova.
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SLIKA 4.22. MARKERI BIOGENEZE MITOHONDRIJA U M. GASTROCNEMIUS. Ekspresija (A) SIRT1 i (B)
PGCla sa reprezentativnim Western blot-ovima. Ekspresija ciljnih proteina je analizirana Western blot
metodom u ukupnom celijskom ekstraktu m. gastrocnemius i normalizovana spram p-aktina. Rezultati
su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6 Zzivotinja po grupi). Statisticka analiza efekata
primenjenih tretmana i njihove interakcije je uradena dvofaktorskom ANOVA analizom. SVL -
smanjena veli¢ina legla.

443. Markerioksidativnogstresaiinflamacije u m. gastrocnemius

Koli¢ina malonil-dialdehida (MDA), direktnog pokazatelja peroksidacije lipida je
bila pod znacajnim efektom smanjenja velic¢ine legla (F(1,20)=5,69; p<0,05), DHT
tretmana (F(1,20)=5,74, p<0,05), kao i njihove interakcije (F(1,20)=5,74, p<0,05) u m.
gastrocnemius. Kao $to se moze videti na Slici 4.23, koli¢ina MDA bila je povecana u
misicu zivotinja iz ML-DHT grupe, u poredenju sa Zivotinjama iz normalnih i malih
legala sa placebo peletima (p<0,01), kao i zivotinjama iz normalnih legala tretiranim
DHT (p<0,05).
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SLIKA 4.23. KOLICINA MALONIL-DIALDEHIDA U M. GASTROCNEMIUS KAO POKAZATEL] LIPIDNE
PEROKSIDACIJE. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6 Zivotinja po grupi).
Statisticka analiza efekata primenjenih faktora i njihove interakcije je uradena dvofaktorskom
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ANOVA analizom, koja je pra¢ena Tukijevim post hoc testom u slucaju interakcije ispitivanih faktora.
**p < 0,01 vs. NL-Placebo; # p < 0,05 vs. NL-DHT; $$p < 0,01 vs. ML-Placebo. SVL - smanjena veli¢ina
legla.

Ekspresija superoksid dismutaze (SOD2), jos jednog pokazatelja oksidativnog stresa
u mitohondrijama misi¢énih celija, je takode bila pod znacajnim stimulatornim
efektom smanjenja velic¢ine legla (F(1, 20) = 7,48; p < 0,05), kao $to je prikazano na
Slici 4.24.
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SLIKA 4.24. EKSPRESIJA SOD2, KAO POKAZATELJA OKSIDATIVNOG STRESA SA REPREZENTATIVNIM
WESTERN BLOT-OM. Ekspresija proteina je kvantifikovana u ukupnom Cdelijskom ekstraktu m.
gastrocnemius i normalizovana spram p-tubulina. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
(n=6 zivotinja po grupi). Statisticka analiza efekata primenjenih faktora i njihove interakcije je
uradena dvofaktorskom ANOVA analizom. SVL - smanjena veli¢ina legla.

Osim detekcije reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) u mi$i¢ima, ispitivana je i ekspresija
proinflamatornih citokina kao markera inflamacije, i rezultati su prikazni na slici
4.25. Ekspresija gena koji kodira IL1P je bila pod znacajnim uticajem smanjenja
veli¢ine legla (F(1, 18) = 16,67, p<0,001, kao i njene interakcije sa DHT tretmanom
(Slika 4.25A; F(1, 18) = 4,60; p<0,05). Post hoc testom je pokazano znacajno povecanje
ekspresije gena za ovaj citokin u misi¢u zenki pacova ML-DHT grupe u poredenju sa
Zivotinjama gajenim u normalnim leglima bez obzira na DHT tretman (p<0,05).

Ekspresija gena za jo$ jedan proinflamatorni citokin, IL6, bila je pod znacajnim
efektom smanjenja velic¢ine legla (F(1, 18)=12,01; p<0,01) i DHT tretmana (F(1,
18)=6,46; p<0,05), dok je kombinacija ova dva faktora pokazala tendenciju povecanja
ali bez dostizanja statisticke znacajnosti (F(1,18) = 3,01; p = 0,10), kao $to se moze
videti na Slici 4.25B.
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SLIKA 4.25. MARKERIINFLAMACIJEU M. GASTROCNEMIUS. Relativna ekspresija gena za proinflamatorne
citokine (A) IL1p i (B) IL6. Hprt je koriséen kao endogena kontrola za normalizaciju nivoa iRNK.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n=6 Zivotinja po grupi). Statisticka analiza efekata
primenjenih faktora i njihove interakcije je uradena dvofaktorskom ANOVA analizom, koja je
pracena Tukijevim post hoc testom u slucaju interakcije ispitivanih faktora. **p<0,01 vs. NL-Placebo;
##p<0,01 vs. NL-DHT. SVL - smanjena veli¢ina legla.

444. Ekspresija i aktivacija energetskog senzora AMPK u m.
gastrocnemius

Smanjenje velic¢ine legla (F(1,20)=5,87; p<0,05), DHT tretman (F(1,20)=13,72; p<0,01) i
njihova interakcija (F(1,20)=4,83; p<0,05) znacajno su uticali na aktivaciju AMPK u m.
gastrocnemius, odnosno povecali ekspresiju njegove fosforilisane forme na treoninu
na poziciji 172. Isti trend je uocen i kada je re¢ o uticaju SVL (F(1,20)=7,02; p<0,05);
DHT tretmana (F(1,20)=25,93; p<0,001), i njihove kombinacije (F(1,20)=5,28; p<0,05)
na odnos aktivirane i ukupne AMPK. Kako se moZe videti na Slici 4.26, nivo
fosforilisane forme pAMPK-Thr!72 je bio povec¢an u misi¢u pacova ML-DHT grupe u
poredenju sa svim ostalim grupama (p<0,01 vs. NL-Placebo i ML-Placebo; p<0,05 vs.
NL-DHT), a isti obrazac povecanja je pratio i relativni odnos fosforilisane i ukupne
AMPK (p<0,001 vs. NL-Placebo i ML-Placebo; p<0,01 vs. NL-DHT). Ekspresiju
ukupne AMPK povecao je samo DHT tretman (F(1,20)=17,04; p<0,001).
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SLIKA 4.26. EKSPRESJA PAMPKa-THR'72, AMPKal/2 1 NJIHOV RELATIVNI ODNOS SA
REPREZENTATIVNIM WESTERN BLOT-OM. Ekspresija proteina je kvantifikovana u ukupnom éelijskom
ekstraktu m. gastrocnemius i normalizovana spram p-tubulina. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + SEM (n=6 Zivotinja po grupi). Statisticka analiza efekata primenjenih faktora i njihove
interakcije je uradena dvofaktorskom ANOVA analizom, koja je pracena Tukijevim post hoc testom u
slucaju interakcije ispitivanih faktora. **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. NL-Placebo; #p < 0,05 vs. NL-DHT;
$$p < 0,01, $%%p < 0,001 vs. ML-Placebo. SVL - smanjena veli¢ina legla.
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5. Diskusija

5.1. Sistemski metabolicki i reproduktivni parametri
animalnog modela PCOS modifikovanog povecanim
kalorijskim unosom u ranom postnatalnom periodu

Aktuelna epidemija gojaznosti predstavlja jedan od vodecih globalnih problema
javnog zdravlja [82]. Prekomerna telesna masa kod dece i odraslih moze da uslovi i
da znacajno doprinese razvoju brojnih metabolickih poremecaja, poput T2DM, kao i
kardiovaskularnih bolesti. Takode, prekomerna telesna masa se kod oba pola dovodi
u vezu sa poremecajima reproduktivne funkcije, sto moze da uslovi infertilitet i
komplikacije u trudno¢i [83]. Iako se PCOS primarno smatra reproduktivnim
poremecajem i tretira se kao takav, sve veda paznja se posvecuje metabolickim
aspektima ovog sindroma, s obzirom na to da su pacijentkinje sa PCOS najcesce
gojazne i/ili pate od insulinske rezistencije. Dosadasnje studije ukazuju na blisku
interakciju izmedu insulinske rezistencije i hiperandrogenemije, ali precizni
mehanizmi, kao ni smer kauzalnosti nisu do sada razjasnjeni [3,61].

Prepubertetska gojaznost se smatra znacajnim faktorom rizika za razvoj PCOS u
pubertetu, usled razvoja insulinske rezistencije i kompenzatorne hiperinsulinemije.
Povecanje koncentracije insulina u cirkulaciji za posledicu ima povec¢anu produkciju
androgena od strane nadbubrezne Zlezde i jajnika, kao i smanjenu hepati¢nu
produkciju globulina koji vezuje polne hormone (SHBG), $to dodatno povecava
biodostupnost androgena [84,85]. Pubertet je, stoga, kritican period tokom kog
hiperinsulinemija i njome uslovljena hiperandrogenemija mogu u sadejstvu da
dovedu do rane pojave simptoma PCOS [32]. Ovaj koncept se u literaturi prepoznaje
kao ,PCOS sekundarno nastao usled gojaznosti” i dodatno je podrzan ¢injenicom da
je u porastu ucestalost gojaznosti u decijoj populaciji, kao i u¢estalost adolescentkinja
sa PCOS. Stavise, gojaznost se kod devoj¢ica u periodu pre puberteta i kod
adolescentkinja uzima kao osnova za razvoj PCOS. Konkretno, pokazano je da visak
androgena, koji se ogleda u povecanim koncentracijama ukupnog i slobodnog
testosterona u cirkulaciji, po pravilu prethodi pojavi poremecaja menstrualnog
ciklusa kod adolescentkinja, kao i da je porast BMI u korelaciji sa porastom
koncentracije ukupnog i slobodnog testosterona [36].

Imaju¢i u vidu prethodno navedeno, ocigledna je vaznost interakcije izmedu
prepubertetske gojaznosti i hiperandrogenemije u nastanku i razvoju metaboli¢kih
poremecaja u PCOS. Kako bi bila ispitana ova dva faktora, modifikovan je
standardizovani animalni model PCOS izazvan kontinuiranim tretmanom DHT,
uvodenjem faktora prekomernog kalorijskog unosa u ranom postnatalnom periodu,
kroz smanjenje velicine legla [71].

Hormonski i nutritivni milje u perinatalnom periodu ima bitnu ulogu u modulaciji
ekspresije genoma i programiranju HPA i HPG osovina sisara [86-88]. Regulacija
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apetita i dinamika rasta mogu biti dugoroéno pogodene neodgovaraju¢im
nutritivnim  statusom, kako tokom fetalnog zivota, tako i u neposrednom
postnatalnom periodu [71]. Glodari koji su u ranom postnatalnom periodu izlozeni
prekomernom Kkalorijskom unosu predstavljaju dragocen model za izucavanje
dugoro¢nih posledica prekomerne telesne mase, komplementaran klasi¢nim
genetickim ili modelima gojaznosti izazvanim visokomasnom ishranom.
Prekomeran kalorijski unos kod glodara neposredno nakon rodenja se postize
jednostavnom manipulacijom veli¢ine legla, $to za posledicu ima ne samo postizanje
vece telesne mase tokom perioda sisanja, nego i izmenjenu regulaciju apetita koja se
odrzava i tokom daljeg razvoja, tako da se zadrzava povecan unos energije i nakon
prelaska na ¢vrstu hranu [71]. Glodari u malim leglima nisu u kompeticiji za hranu i
unose vecu koli¢inu mleka, bogatijeg lipidima, od vr3njaka gajenih u normalnim
leglima [75]. U skladu sa time, u ovoj studiji zivotinje gajene u malim leglima
postigle su znacajno vecu telesnu masu od vr$njakinja iz legala prosec¢ne velic¢ine ve¢
osmog dana starosti, a postignuta razlika u masi se odrzala do kraja perioda sisanja
(Slika 4.1). Time je postignut cilj da se izazove umerena gojaznost u ranom
postnatalnom periodu, S$to se moZe uporediti sa prepubertetskom gojaznoséu kod
devojcica u ovom periodu Zivota. Dodatno, smanjenje veli¢ine legla je dovelo i do
povecanog kalorijskog unosa i nakon prelaska na ¢vrstu hranu, sto je rezultovalo
znacajno vecim prirastom telesne mase, kao i uvecanjem apsolutne i relativne mase
masnog tkiva (Tabela 4.1) kod adultnih jedinki, a moZe se objasniti neadekvatnim
programiranjem HPA ose i regulacijom apetita. Uo¢ene promene u telesnoj masi i
masi visceralnog masnog tkiva kod Zivotinja uporedive su sa umerenom gojaznoscu
kod ljudi, koja nije prac¢ena dislipidemijom, s obzirom na to da nisu zabeleZene
promene u koncentraciji triglicerida i slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji (Tabela
4.3).

Kontinuiranim tretmanom gojaznih zenki DHT, uvedena je i hiperandrogenemija uz
povecan kalorijski unos u ranom postnatalnom periodu, radi ispitivanja interakcije
ova dva faktora. Visceralna gojaznost i hiperandrogenemija su faktori koji se
nezavisno dovode u vezu sa poremecajima u insulinskoj signalizaciji i naruSavanjem
insulinske osetljivosti na sistemskom nivou [89]. lako mehanizam nastanka
insulinske rezistencije u PCOS nije u potpunosti objasnjen, nesporno je da gojaznost
dodatno pogorsava metabolicke manifestacije sindroma [89,90]. U ovoj studiji,
sistemska insulinska osetljivost je bila narusena samo kod Zivotinja gajenih u malim
leglima koje su tretirane DHT, sudeci po povecanim koncentracijama insulina u krvi
i vrednostima HOMA indeksa (Tabela 4.3). Zabelezena hiperinsulinemija verovatno
predstavlja kompenzatorni mehanizam kojim su se odrzavale fizioloSke vrednosti
koncentracije glukoze u krvi. Za pojavu hiperinsulinemije klju¢na je kombinacija
ispitivanih faktora. Medutim, dominantan efekat smanjene veli¢ine legla na
maksimalnu vrednost koncentracije glukoze i njeno sporije vracanje na fizioloske
vrednosti, tokom ipGTT izvedenog na kraju eksperimenta (Slika 4.3B), upravo
ukazuje na predisponiraju¢u ulogu prepubertetske gojaznosti za razvoj insulinske
rezistencije u PCOS [61,91]. Akumulacija lipida, odnosno gojaznost, uzrokuje brojne
metabolicke poremecaje, ukljucujudi i poremecaje u regulaciji i preuzimanju glukoze.
Pre svega, gojaznost podrazumeva promene u funkcionisanju masnog tkiva, koje
ukljuc¢uju hipoksiju, pojavu inflamacije, smanjenu produkciju adiponektina i drugih
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adipokina koji povecavaju osetljivost na insulin, povedanu stopu lipolize i
oslobodanja masnih kiselina u cirkulaciju, odnosno izostanak postprandijalne
supresije lipolize usled insulinske rezistencije na nivou ovog tkiva. Slobodne masne
kiseline i proinflamatorni citokini oslobodeni iz masnog tkiva dalje doprinose
razvoju insulinske rezistencije na nivou drugih tkiva, koja su uklju¢ena u odrzavanje
homeostaze glukoze. Tako, smanjena insulinska osetljivost jetre, dovodi do
pokretanja procesa sinteze glukoze - glikogenolize i glukoneogeneze - na koje
insulin deluje inhibitorno. Nakon jetre, insulinska rezistencija se razvija i u skeletnim
kiseline oslobodene u procesu lipolize iz masnog tkiva, dok postprandijalno dolazi
do smanjenja koncentracije slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji, a oslobodeni
insulin stimuliSe miSi¢e da preuzimaju i koriste glukozu. Po preuzimanju od strane
miocita, glukoza biva fosforilisana i moze podleci oksidaciji ili biti uskladistena u
formi glikogena. Medutim, kod gojaznih subjekata i onih sa insulinskom
rezistencijom detektovani su brojni poremecaji u ekspresiji insulinskog receptora i
aktivnosti nizvodnih molekulskih efektora u signalnoj kaskadi insulina, usled ¢ega
su i glikoliza i glikogeneza suprimirane, kao i preuzimanje glukoze iz cirkulacije
posredstvom GLUT4 [92].

Hiperandrogenemija indukovana tretmanom DHT znacajno je uticala na pojavu
reproduktivnih karakteristika PCOS, odnosno na smanjenje masa jajnika i materice u
ovoj studiji (Tabela 4.2), ¢cime je potvrdena uspesnost modela. Bitno je napomenuti
da i smanjenje veli¢ine legla uslovljava trend smanjenja masa reproduktivnih
struktura, mada efekat nije statisti¢ki znac¢ajan. Prekomerna telesna masa i gojaznost
se dovode u vezu sa reproduktivnim poremecajima kod oba pola [31]. Dok neki
autori prijavljuju kasnjenje vaginalnog otvaranja kod glodara [83], to bi odgovaralo
pocetku puberteta kod ljudi, drugi prijavljuju da pubertet ranije nastupa, kako kod
glodara [93], tako i kod ljudi sa prekomernom telesnom masom [31]. Uz to, opisano
je i povedanje mase perigonadnog masnog tkiva glodara gajenih u malim leglima,
kao i smanjenje mase reproduktivnih organa kako muzjaka [83] tako i Zzenki [93], sto
je u skladu sa nalazima ove studije.

Histoloska analiza jajnika potvrduje da tretman DHT indukuje promene
karakteristi¢éne za sindrom. Naime, u jajnicima zenki pacova NL-Placebo grupe je
uocen veliki broj Zutih tela, koja svedoce o regularnom odvijanju ovulacija, kao i
zdravi folikuli u svim fazama razvoja i retki atreti¢ni folikuli, $to je bio slucaj i sa
histoloskim nalazima jajnika pacova ML-Placebo grupe. Sa druge strane, na
histoloskim presecima jajnika Zivotinja DHT tretiranih Zuta tela odsustvuju, $to je
pokazatelj izostanka ovulacija [94] (Slika 4.2). Uz to, Zuta tela su odgovorna za
sintezu progesterona [95], pa se moZe pretpostaviti da je njegova koncentracija
smanjena kod DHT tretiranih Zivotinja. Kod Zzivotinja tretiranih DHT uoceni su i
folikuli u razli¢itim fazama atrezije, ukljucujucdi i one koji poprimaju morfologiju
intersticijalnih Zlezda. Intersticijalne zlezde su steroid -sekretujuce strukture u kojima
nije detektovano prisustvo aromataze, $to znaci da one ne sekretuju estrogen i
verovatno svojom aktivnoséu doprinose povecanim koncentracijama androgena u
cirkulaciji [96].
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5.2. Metabolic¢ki procesi u visceralnom i subkutanom
masnom tkivu Zenki pacova izlozenih poveéanom
kalorijskom unosu u ranom postnatalnom periodu i
tretiranih DHT

Jedna od osnovnih uloga masnog tkiva je odrzavanje energetske ravnoteze. Razli¢iti
depoi masnog tkiva mogu da odgovore na izazov povecanog priliva energije
povecanjem broja adipocita - hiperplazijom, ili povecanjem zapremine adipocita,
odnosno hipertrofijom [50]. Subkutano masno tkivo ima vedi kapacitet da formira
nove Celije, dok je za visceralno karakteristi¢an hipertrofi¢ni mehanizam ekspanzije.
Kritican faktor u zastiti organizma od razvoja sistemske insulinske rezistencije je
sposobnost subkutanog masnog tkiva da se $iri i preuzima masne kiseline, kako bi
sprecilo njihovu akumulaciju u visceralnom masnom tkivu i drugim metabolicki
visceralnom masnom tkivu doprinosi smanjenju sistemske insulinske osetljivosti, s
obzirom na to da korelira sa akumulacijom lipida u jetri. U uslovima poveéanog
kalorijskog unosa, subkutano masno tkivo ima kompenzatornu ulogu da kroz proces
adipogeneze i preuzimanja slobodnih masnih kiselina spreci njihovu akumulaciju u
visceralnom masnom tkivu, smanjuju¢i na taj nacin rizik od poremecaja
metabolizma glukoze i insulinske signalizacije, kao i lipotoksi¢ne efekte na jetru i
skeletne misice [22]. Kada su skladisni kapaciteti subkutanog masnog tkiva
prevazideni, ili kada je, usled nekih patoloskih promena, smanjena funkcionalnost
ovog depoa, visceralno masno tkivo sluZi kao alternativni depo za skladistenje viska
energije u formi lipida [97]. Morfometrijskom analizom u ovoj studiji nije pokazana
razlika u dijametru i povrsini adipocita u subkutanom masnom tkivu (Slika 4.10),
dok su i smanjenje veli¢ine legla i DHT tretman doveli do znacajnog povecanja
dijametra i povrsine celija u visceralnom masnom tkivu (Slika 4.4) Zenki pacova. S
obzirom na povecan energetski unos i hipertrofiju adipocita u visceralnom masnom
tkivu, nije zabeleZeno povecanje koncentracija slobodnih masnih kiselina i
triglicerida u cirkulaciji. U studijama izvedenim na Zenkama primata, koje imaju
slicnu eksperimentalnu postavku kao ova studija, pokazano je da pod
kombinovanim uticajem umerene hiperandrogenemije i energetski bogate ishrane,
dolazi do hipertrofije adipocita u visceralnom, ali ne i u subkutanom masnom tkivu,
Sto je povezano sa ve¢im unosom slobodnih masnih kiselina kroz ishranu i njihovim
smanjenim iskoris¢avanjem [98,99]. Izostanak proliferacije i diferencijacije adipocita
zabelezen u subkutanom masnom tkivu Zenki u ovoj studiji ukazuje na njegovu
disfunkcionalnost, dok se hipertrofi¢na akumulacija lipidnih kapi u visceralnom
masnom tkivu, moze se smatrati adaptivnim odgovorom organizma u uslovima
povecanog energetskog unosa i poremecene funkcije subkutanog masnog tkiva
[100].

Vise mogucih mehanizama povezuju akumulaciju lipida u visceralnom masnom
tkivu sa insulinskom rezistencijom i rizikom od razvoja T2DM, za razliku od
akumulacije u subkutanom masnom tkivu. Akumulacija lipida u visceralnom
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masnom tkivu moZze doprineti sistemskoj insulinskoj rezistenciji kroz , prelivanje”
adipokina i lipida kroz portnu cirkulaciju direktno u jetru ili posredstvom
proinflamatornih citokina prisutnih u hipertrofiranom tkivu, koji lokalno ometaju
insulinsku signalizaciju [22]. Insulinska osetljivost u hipertrofiranom visceralnom
masnom tkivu analizirana je odredivanjem nivoa ukupnog IRS1 i pIRS1-Ser3%7, kao i
ukupnih i fosforilisanih formi AKT i ERK1/2 u ovom depou belog masnog tkiva.
Nisu zabeleZene promene na nivou ovih proteina bez obzira na tretman (Slika 4.5).
Na osnovu ovakvih rezultata moZe se zakljuciti da je funkcionalnost insulinskog
signalnog puta u visceralnom masnom tkivu gojaznih Zenki sa
hiperandrogenemijom oc¢uvana.

Hipertrofija belog masnog tkiva je generalno pracena lipogenezom i akumulacijom
lipidnih kapi. U ovoj studiji ekspresija gena za glavne lipogene enzime: ACC, FAS i
SCD1 je bila smanjena u visceralnom masnom tkivu pod dejstvom oba ispitivana
faktora, kao i njihove interakcije (Slika 4.6). Ovakav nalaz se objasnjava
pretpostavkom da se, u uslovima hipertrofije adipocita njihova lipogena aktivnost
smanjuje adaptivnim mehanizmom povratne sprege koji bi trebalo da spreci dalju
ekspanziju visceralnog depoa masnog tkiva. Ova pretpostavka je podrzana ranijim
nalazom Ortege i saradnika [101] koji su pokazali dramati¢no smanjenje genske
ekspresije ACC i FAS u visceralnom masnom tkivu gojaznih ljudi, kao i nalazom
Fernandeza i saradnika [102], koji su pokazali da je smanjenje ekspresije SCD1 u
ekstrahepatiénim tkivima, ukljuc¢uju¢i i belo masno tkivo, kod miseva na
visokomasnoj ishrani, protektivno u uslovima gojaznosti i insulinske rezistencije.
Supresija de novo lipogeneze u adipocitima visceralnog masnog tkiva Zivotinja
gajenih u malim leglima i tretiranih DHT verovatno je doprinela o¢uvanju insulinske
osetljivosti na nivou ovog tkiva. Uz dramati¢no smanjenje ekspresije lipogenih
enzima zabeleZenje i supresivni efekat smanjene velic¢ine legla na ekspresiju gena za
HSL (Slika 4.8). Ovakve promene u lipogenezi su verovatno rezultat aktivacije
AMPK, klju¢nog regulatora energetske homeostaze u visceralnom masnom tkivu
pod dejstvom DHT, kao i interakcije sa povecanim kalorijskim unosom (Slika 4.9).
Aktivirana AMPK u masnom tkivu suprimira lipogenezu i sintezu triglicerida,
lipolizu i sekreciju proinflamatornih citokina, ¢ime se smanjuje koli¢ina slobodnih
masnih kiselina u cirkulaciji i time odrzava sistemska insulinska osetljivost u
fizioloskim okvirima [49]. lako neki autori prijavljuju da androgeni smanjuju
ekspresiju i aktivnost AMPK u masnom tkivu [47], Micuhasi je sa saradnicima [103]
pokazao da testosteron povecava preuzimanje glukoze u diferencirane 3T3-L1
adipocite preko GLUT4, posredstvom aktivacije LKB1-AMPK signalnog puta.
Imajudi sve ovo u vidu, pretpostavka je da aktivacija AMPK u visceralnom masnom
tkivu, kao posledica tretmana DHT, sprecava remecenje insulinske signalizacije kroz
supresiju de novo lipogeneze na nivou ovog depoa masnog tkiva, u uslovima
hipertrofije adipocita i smanjene sistemske insulinske osetljivosti.

Uskladena regulacija lipogeneze i lipolize u subkutanom masnom tkivu je klju¢na za
njegovo funkcionisanje i preuzimanje slobodnih masnih kiselina u uslovima
povecanog energetskog priliva. Efikasno odlaganje masnih kiselina u ovom depou
zahteva koordinisanu aktivnost transportnih proteina, klju¢nih enzima i drugih
molekula koji kontrolisu lipogene i lipoliticke puteve [104]. U ovoj studiji, poviSena
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ekspresija gena za lipogeni enzim ACC, kao i enzime ukljuc¢ene u sintezu triglicerida
LPL i PEPCK, pod dejstvom DHT ukazuje na povecanje stope de novo lipogeneze i
sinteze triglicerida (Slike 4.11 i 4.12). Istovremeno povecana ekspresija gena za HSL
u subkutanom masnom tkivu zenki iz ML-DHT grupe (Slika 4.13) ukazuje na
povisenu stopu lipolize, koja bi u fizioloskim uslovima trebalo da bude suprimirana
delovanjem insulina. Konstantno pojac¢ano cikliranje izmedu triglicerida i slobodnih
masnih kiselina u subkutanom masnom tkivu makar jednim delom doprinosi
sistemskoj insulinskoj rezistenciji, jer konstantno oslobadanje komponenti za sintezu
triglicerida u cirkulaciju ostvaruje lipotoksi¢an efekat na druga tkiva, poput
skeletnih misi¢a. Na taj nacin se uslovljava ektopi¢na akumulacija lipida [22].
Istovremeno stimulisani procesi sinteze triglicerida i lipolize usko su povezani sa
insulinskom rezistencijom i hipertrofijom visceralnog masnog tkiva kod gojaznih
zena [104], te bi se ovakvim promenama u subkutanom masnom tkivu mogle
objasniti i povecana masa visceralnog masnog tkiva i sistemska insulinska
rezistencija zabelezene u ovoj studiji.

Za razliku od visceralnog masnog tkiva, u subkutanom je zabelezeno drasti¢no
smanjenje ekspresije ukupne i fosforilisane forme AMPK kod Zzivotinja gajenih u
malim leglima, nezavisno od tretmana DHT (Slika 4.14). Smanjena aktivnost AMPK
u subkutanom masnom tkivu veoma gojaznih ljudi je povezana sa oksidativnim
stresom, izmenjenom ekspresijom klju¢nih gena za metabolizam lipida i sekrecijom
hormona i parakrinih faktora koji doprinose propagaciji inflamacije i sistemske
insulinske rezistencije [105].

Uloga AMPK je klju¢na u regulaciji lipidnog metabolizma i lokalne insulinske
osetljivosti u razli¢itim depoima masnog tkiva, kao i odrzavanju sistemske
insulinske osetljivosti. U ovoj studiji zabeleZena je viSestruko smanjena ekspresija i
aktivacija AMPK u subkutanom masnom tkivu pod uticajem smanjene velic¢ine legla,
kao i poremecen metabolizam lipida u pravcu povedane lipogeneze i lipolize usled
DHT tretmana. To ukazuje na disfunkcionalnost ovog depoa masnog tkiva, $to
verovatno doprinosi hipertrofiji visceralnog masnog tkiva i smanjenoj sistemskoj
insulinskoj osetljivosti. Sa druge strane, povecana aktivnost AMPK u visceralnom
masnom tkivu je verovatno doprinela oc¢uvanju lokalne insulinske osetljivosti u
uslovima hiperandrogenemije i povecanog energetskog priliva.

5.3. Metaboli¢ki procesi u skeletnim misi¢ima Zenki pacova
izlozenih povecanom kalorijskom unosu u ranom
postnatalnom periodu i tretiranih DHT

Osim u masnom tkivu, insulin reguliSe preuzimanje glukoze i u celije skeletnih
miSica. S obzirom na to, naruSavanje insulinske signalizacije na nivou ovog tkiva
uzima se za jedan od glavnih mogu¢ih uzro¢nika insulinske rezistencije specifi¢ne za
PCOS [3,15]. Poznato je da insulinska rezistencija u PCOS moZe da bude tkivno-
specificna, pri ¢emu se smanjuje osetljivost na ovaj hormon u metaboli¢ki aktivnim
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tkivima, dok u jajnicima ostaje neizmenjena. Na taj nacin, hiperinsulinemija koja se
javlja kao posledica rezistencije na insulin u metabolicki aktivnim tkivima ima
kogonadotropni efekat na jajnike i uslovljava poja¢anu biosintezu androgena, $to
doprinosi  postojecoj hiperandrogenemiji i zatvara zacarani krug sa
hiperinsulinemijom [106].

Neka istrazivanja su pokazala korelaciju mi$i¢ne mase i snage sa koncentracijom
androgena u cirkulaciji [107,108], dok druga u vezu dovode znacajno povecanje
mase misSiéa sa hiperinsulinemijom, a ne sa hiperandrogenemijom kod PCOS
pacijentkinja [109,110]. Medutim, sve ove studije su korelacione prirode i u njima
nisu ispitivani dominantni tip miSiénih vlakana, niti precizni mehanizmi
funkcionisanja misica. Razumno je pretpostaviti da transformacija jednog tipa
misiénih vlakana u drugi sa sobom nosi i promenu preferiranog energetskog
supstrata, ¢ime se, posledi¢no, menja i ukupna potrodnja energije u organizmu i
tolerancija na glukozu i insulin [111]. Stepto i saradnici isticu znacaj razumevanja
molekularnih mehanizama metabolicke disfunkcije, a posebno insulinske rezistencije
u misi¢ima u wuslovima hiperandrogenemije, za prevazilazenje ogranicenja
terapijskih pristupa koji se danas koriste u tretmanu PCOS [3].

Buducdi da su IRS i AKT prepoznati kao klju¢na ¢vorista insulinskog signalnog puta
[112] ispitana je ekspresija, kao i fosforilacioni status ovih kinaza u m. gastrocnemius.
Zabelezen je efekat smanjenja veli¢ine legla na povecanje ekspresije IRS1 sa
inhibitornom fosforilacijom na Ser307 koja ga oznacava za proteozomsku degradaciju
(Slika 4.15), kao i smanjenje ekspresije pAKT-Ser473 (Slika 4.16). Ekspresija pAKT-
Thr3%8, ukupnog AKT i njihov relativni odnos nisu bili pod uticajem povecanog
kalorijskog unosa. Za uspe$nu transmisiju signala sa insulinskog receptora na
nishodne proteine u kaskadi i punu aktivaciju AKT i potrebno je da bude fosforilisan
na Ser4”3 i Thr308 [112]. Ovakvi rezultati ukazuju da povecanje kalorijskog unosa u
ranom postnatalnom periodu predisponira razvoj insulinske rezistencije u misicu,
$to je podrzano nalazom Seli i saradnika [113] koji su pokazali da zenke pacova ¢ije
su majke bile gojazne imaju smanjenu koli¢inu ukupnog IRS1 i pAKT-Ser4”3 u
procenjeno na osnovu smanjenja ekspresije transportera GLUT4, dolazi samo kada je
primenjen DHT tretman, $to implicira neophodnost postojanja oba ispitivana faktora
Hiperandrogenemijom indukovano smanjenje preuzimanja glukoze, posredovano
insulinom, prijavljeno je kako kod gojaznih, tako i kod normalno uhranjenih Zena sa
PCOS [25]. Na osnovu dobijenih rezultata, moZe se pretpostaviti da je poremecaj u
insulinskom signalnom putu u skeletno-misi¢nim celijama klju¢na promena koja
uslovljava kasnije sistemsko smanjenje osetljivosti na insulin, uo¢eno kod Zivotinja
gajenih u malim leglima, a zatim tretiranih DHT.

U uslovima smanjene insulinske osetljivosti i usled smanjenog transporta glukoze,
da povecana stopa lipolize u subkutanom masnom tkivu nije rezultovala
povecanjem koncentracije slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji, moZze se
pretpostaviti da su masne kiseline oslobodene iz subkutanog masnog tkiva bile
transportovane direktno u skeletne misi¢e, da posluZze kao alternativni izvor
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energije. Ovu pretpostavku podrzava izmereno povecanje ekspresije gena za
transporter masnih kiselina - FATP1 kod Zivotinja gajenih u malim leglima i
tretiranih DHT, Sto je rezultat oba primenjena tretmana i njihove interakcije (Slika
4.19). Isti trend uocen je i kada je u pitanju ekspresija gena za karnitin-palmitoil-
transferazu 1 - CPT1b (Slika 4.18), koja zajedno sa FATP1 posreduje u procesu
unoSenja preuzetih masnih kiselina iz cirkulacije u mitohondrije, ¢ime se povecava
stopa p-oksidacije [115]. Ovakav rezultat implicira da je P-oksidacija bila

.....

.....

procesom [-oksidacije dodatno podupiru i rezultati ispitivanja efekta DHT na
relativnu koli¢inu perilipina 2, ¢ija je ekspresija u skeletnim misi¢ima bila smanjena
(Slika 4.21A). Perilipin 2 spada u familiju proteina asociranih sa masnim kapima.
Smanjenje ekspresije perilipina dovodi do promena u skladistenju lipida unutar
¢elija, odnosno do nagomilavanja lipotoksi¢nih intermedijera kao $to su ceramidi i
diacilglicerol, umesto neutralnih lipida - triglicerida. Prema tome, ekspresija ovog
proteina klju¢nog za skladiStenje lipida u miSi¢ima u negativnoj je korelaciji sa
razvojem insulinske rezistencije izazvane lipotoksi¢nim intermedijerima lipidnog
metabolizma [116]. Perilipin 2-/- miSi¢ne celije su pokazale preusmeravanje
energetskog metabolizma ka oksidaciji masnih kiselina i smanjenu akumulaciju
lipida [117]. Osim toga, povecan kalorijski unos i DHT tretman su doveli do
smanjenja ekspresije gena za steroil-CoA desaturazu - SCD]1, (Slika 4.21B) jednog od
markera de novo lipogeneze, sto takode govori u prilog favorizovanju p-oksidacije
nad akumulacijom neutralnih lipida. Kod miSeva kojima je ,nokautiran” Scdl
opisana je povecana ekspresija CPT11i, u skladu sa time, povecana stopa P-oksidacije
[118]. Medutim, smanjena ekspresija gena za SCD1 u miSi¢ima pod uticajem
smanjene velic¢ine legla i DHT tretmana, ukazuje na to da je verovatno prisutna veca
koli¢ina zasi¢enih masnih kiselina. Zasi¢ene masne kiseline narusavaju metabolicke
procese u Celiji i doprinose inflamaciji posredstvom razli¢itih mehanizama, a takode
predstavljaju i supstrat za ceramid-sintaze, ¢ime doprinose lipotoksi¢cnom efektu
ceramida [119]. Identifikovane su razlicite ceramid-sintaze, koje produkuju ceramide
sa razli¢itom duZzinom masnokiselinskog lanca, koji su kljuéni za metabolizam
sfingolipida. Pokazano je da nagomilavanje ceramida u razli¢itim tkivima,
ukljucujudi i skeletne misice, ima negativan uticaj na toleranciju glukoze i lipidni
metabolizam. Uloga razli¢itih vrsta ceramida u patogenezi insulinske rezistencije
verovatno je tkivno-specifi¢na [120]. Dodatno, uocena je i povecana ekspresija gena
za adipoznu lipazu triglicerida - ATGL kod Zivotinja gajenih u malim leglima i
tretiranih DHT (Slika 4.20), Sto je jo$ jedna potvrda toga da se u njihovim skeletnim
misi¢ima ne deSava akumulacija neutralnih lipida, ve¢ se masne kiseline oslobadaju i
usmeravaju u proces fB-oksidacije [121]. Sve ovo zajedno ukazuje na to da je u ovom
animalnom modelu PCOS ne dolazi do akumulacije intramiocelularnih neutralnih
lipida i da se masne kiseline usmeravaju u proces -oksidacije. Medutim, moguce je
da ipak dolazi do nakupljanja lipotoksi¢nih intermedijera poput ceramida, koji bi
mogli doprineti lokalnom smanjenju insulinske osetljivosti kod ovih Zivotinja.
Deluju¢i kao sekundarni glasnik, ceramid moZe da omete funkciju tirozinskih
kinaza, fosfataza i transkripcionih faktora uklju¢enih u insulinsku signalizaciju [122].
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Povecana p-oksidacija u mitohondrijama je pracena oksidativnim stresom i
formiranjem ROS [123,124]. Stepen oksidativnog stresa zavisi od balansa izmedu
koli¢cine ROS i efikasnosti mehanizama antioksidativne zastite u njihovom
uklanjanju. Pojac¢an oksidativni stres je pokazatelj disfunkcionalnosti mitohondrija,
kako je pokazano u skeletnim misi¢ima misijeg modela PCOS, i smatra se da, takode,
doprinosi insulinskoj rezistenciji na nivou ovog organa [125]. U ovom PCOS modelu,
kod zivotinja gajenih u malim leglima i tretiranih DHT (Slika 4.23), zabelezeno je
znacajno povecanje koli¢ine malonil-dialdehida, markera oksidativnog stresa, koji
nastaje lipidnom peroksidacijom polinezasi¢enih masnih kiselina. Medutim,
oksidativni stres moZe biti i okida¢ za aktivaciju AMPK u okviru adaptivnog
odgovora na patoloska stanja u celiji[126]. Aktivacija AMPK u skeletnim mi$i¢ima
ima ulogu u metabolickom reprogramiranju, kroz kontrolu gena ukljucenih u
biogenezu mitohondrija, antioksidativnu zastitu i glikolizu [126]. Aktivhost AMPK
se zato smatra kljuénom za neometano funkcionisanje mitohondrija u skeletnim
kombinacija doveli su do pojave oksidativnog stresa i, istovremeno, do aktivacije
AMPK fosforilacijom na Thr!72 (Slika 4.26), sto moze da ima viSestruke efekte na

strane AMPK se deSava preko transkripcionog koaktivatora PGCla koji je kljuc¢an za
ekspresiju gena mitohondrija u odgovoru na razli¢ite stimuluse. Poznato je nekoliko
mehanizama kojima AMPK moZe da aktivira PGCla, ukljucujuéi direktnu
fosforilaciju [127] i deacetilaciju posredovanu SIRT1 [57]. Takode, izmedu aktivacije
AMPK i SIRT1 postoji pozitivha povratna sprega, jer i SIRT1 moZe doprineti
aktivaciji AMPK, kroz deacetilaciju njene kinaze LKB1 [58]. U ovoj studiji i
hormonski tretman i povecan kalorijski unos bili su neophodni za aktivaciju AMPK,

dok je na povecanje ekspresije PGCla i SIRT1 uticao samo povecan kalorijski unos
(Slika 4.22).

Povecana aktivnost AMPK i PGCla, pored toga $to ima ulogu u aktivaciji biogeneze
mitohondrija, takode aktivira i transkripciju gena za SOD2 i katalazu, enzime
uklju¢ene u antioksidativhu zastitu [128]. Povecanjem ekspresije enzima
antioksidativne zastite postiZe se supresija oksidativnih oStecenja i na taj nacin se
Stite celije i tkiva. Smanjenje velicine legla je pozitivno uticalo na ekspresiju SOD2,
naroCito u grupi zivotinja gajenih u malom leglu i tretiranih DHT (Slika 4.24), u
kojoj je uoceno i znacajno povecanje koli¢ine malonil-dialdehida. Pretpostavka je da
ispitivani faktor smanjene velicine legla, kroz aktivaciju AMPK i PGCla dovodi do
uocenog povecanja ekspresije SOD2, ¢ime se wublaZzavaju negativni efekti
oksidativnog stresa, na koji jasno ukazuje povecana koncentracija malonil-
dialdehida u miSi¢nom tkivu Zivotinja gajenih u malim leglima i tretiranih DHT.

Pored oksidativnog stresa, u skeletnim misi¢ima zivotinja gajenih u malim leglima,
kao i tretiranih DHT prisutna je i inflamacija, sude¢i po povecanju relativne
ekspresije gena za proinflamatorne citokine, IL1f i IL6 (Slika 4.25).

.....

.....

hiperandrogenemiju, uzork inflamacije na nivou skeletnih misi¢a moze biti i

69



gojaznost. Proinflamatorni citokini aktiviraju signalne puteve JNK i NFxB u ciljnim
¢elijama insulina, dodatno doprinose¢i inflamaciji, ali i naruSavajuci signalnu
kaskadu insulina. IL1B je poznat kao inflamatorni medijator gojaznosti, koji
doprinosi razvoju insulinske rezistencije i T2DM [130], dok IL6 pored uloge u
inflamaciji ima i ulogu u preraspodeli energije u miocitima. Lucenje IL6 iz skeletnih
miSi¢a u situacijama smanjene dostupnosti energije stimuliSe lipolizu u svim
telesnim depoima lipida uklju¢ujué¢i masna tkiva i same misice i povecava aktivnost
transportera za masne kiseline u membranama misi¢nih ¢éelija [131]. Oba citokina
mehanizma u odgovoru na inflamaciju, verovatno kroz povecanje koncentracije
cAMP i odnosa AMP/ATP [132,133].

.....

leglima i tretiranih DHT prisutni oksidativni stres i inflamacija, koji mogu biti uzrok
razvoja insulinske rezistencije u ovom tkivu. Sta vise, s obzirom na to da do
naru$avanja prenosa insulinskog signala u misi¢ima moze do¢i znatno pre nego $to
se uoci disglikemija u cirkulaciji [134], razvoj insulinske rezistencije u skeletnim

.....

.....

dominantno doprinosi faktor smanjenja veli¢ine legla, dok su za manifestaciju
insulinske rezistencije na sistemskom nivou potrebni i smanjenje veli¢ine leglai DHT
rezultat povecane stope P-oksidacije, $to sa druge strane dovodi do adaptivne
aktivacije AMPK, koja kroz regulaciju biogeneze mitohondrija i prilagodavanje
nivoa antioksidativne zastite odrzava funkciju misi¢a, uprkos izrazenoj insulinskoj
rezistenciji.

5.4. Doprinos povecanog kalorijskog unosa u ranom
postnatalnom periodu metabolickim promenama u
animalnom modelu sindroma policisti¢nih jajnika

Smanjivanje veli¢ine legla je dovelo do povecane dostupnosti mleka, sledstvenog
povecanja kalorijskog unosa i telesne mase Zzivotinja jo$ za vreme perioda sisanja, u
poredenju sa vrinjacima gajenim u normalnim leglima. Stavie, poveéan kalorijski
unos u neposrednom postnatalnom periodu uslovio je dugoro¢nu hiperfagiju,
verovatno zbog promene centralnih mehanizama regulacije apetita kod ovih
zivotinja. To je dovelo do kontinuiranog unosa vecih koli¢ina hrane tokom zivota,
$to se odrazilo na povecanje telesne mase i relativnog udela mase masnog tkiva u
ukupnoj telesnoj masi, ¢ine¢i ove zivotinje podloznim razvoju sistemske insulinske
rezistencije.

S obzirom na povecani energetski unos tokom ¢itavog Zivota, pretpostavka je da se
kod zivotinja gajenih u malim leglima javlja hiperinsulinemija, kao adaptivni
mehanizam odrzanja optimalne koncentracije glukoze wu cirkulaciji. Ipak,
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hiperinsulinemija nije uslovila razvoj sistemske insulinske rezistencije, koja se,
sudedi po vrednostima HOMA indeksa, javila samo kod Zivotinja gajenim u malim
leglima tretiranim DHT. Hiperinsulinemija, verovatno odmah po uvodenju DHT
tretmana, uspostavlja pozitivan meduzavisni odnos sa hiperandrogenemijom po
principu pozitivne povratne sprege, ¢ime ova dva poremecaja uspostavljaju
»zacarani krug” koji bi mogao da bude odgovoran za progresiju kako metabolic¢kih,
tako i reproduktivnih poremecaja karakteristi¢nih za PCOS. Kako je ranije u tekstu
istaknuto, insulin na nivou jajnika deluje gonadotropno, doprinoseéi povecanoj
sintezi androgena. Dok u uslovima hiperinsulinemije slabi osetljivost na insulin u
metabolicki aktivnim tkivima i organima, ¢ime se narusava i njihova funkcionalnost,
u jajnicima ona ostaje neizmenjena [135].

Povecani kalorijski unos i hiperandrogenemija uzrokuju hipertrofiju i povecanje
mase visceralnog masnog tkiva, ali ocekivan razvoj rezistencije na insulin u ovom
depou nije pokazan. Aktivirana AMPK predstavlja verovatni protektivni
mehanizam c¢uvanja insulinske osetljivosti na nivou ovog depoa masnog tkiva,
sprecavanja njegove dalje ekspanzije i umanjenja lipotoksi¢nog efekta na jetru, s
obzirom na neposrednu komunikaciju ova dva tkiva kroz portnu cirkulaciju.

Visceralno masno tkivo je alternativni depo za akumulaciju viska energije, koji se
razvija kada se prevazidu kapaciteti subkutanog masnog tkiva da skladisti lipide, ili
kada je ono disfunkcionalno. Izostanak proliferacije uocen histoloskom analizom
subkutanog masnog tkiva, ukazuje na njegovu disfunkcionalnost, $to potvrduje
istovremena aktivacija lipolitickih i lipogenih procesa u ovom tkivu. Interesantno je
istaci da je, za razliku od visceralnog, u subkutanom masnom tkivu zenki poreklom
iz malih legala zabeleZeno upecatljivo smanjenje kako fosforilisane, tako i ukupne
forme AMPK. Neki autori su pokazali da odredeni androgeni stimulatorno uti¢u na
aktivaciju AMPK [103], dok drugi tvrde suprotno [47]. Medutim, imajudi u vidu da
su u subkutanom masnom tkivu daleko zastupljeniji receptori za estrogene nego za
androgene [52], nedostatak estrogena u nasem eksperimentalnom modelu bi mogao
da doprinosi smanjenoj koli¢ini AMPK u subkutanom masnom tkivu [136].

Masne kiseline oslobodene procesom lipolize iz subkutanog masnog tkiva Zivotinja
gajenih u malim leglima i tretiranih DHT-om verovatno bivaju usvojene od strane
skeletnih miSica, s obzirom na povecanu ekspresiju gena Fafpl u ovom tkivu. U
uslovima narusene insulinske signalizacije usled smanjenja velic¢ine legla ili DHT
troS$e masne kiseline kao izvor energije umesto glukoze. Povecana stopa p-oksidacije
neminovno dovodi do oksidativnog stresa o kome u ovoj studiji svedo¢i povecana
koncentracija malonil-dialdehida. Aktivirana AMPK bi mogla da bude odgovorna i
za aktivaciju enzima antioksidativne zastite, o ¢emu svedoc¢i povecana ekspresija
SOD2 usled smanjnja veli¢ine legla, i za aktivaciju biogeneze mitohondrija, ¢ime se
insulinskoj rezistenciji i inflamaciji.

Uzevsi sve rezultate u obzir, u ovom modelu PCOS udruZenom sa poveéanjem
telesne mase, uspostavlja se pozitivna povratna sprega izmedu hiperandrogenemije i
hiperinsulinemije, koja, zajedno sa povecanim energetskim unosom, uslovljava
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razvoj insulinske rezistencije na nivou skeletnih misi¢a. Aktivacija energetskog
senzora AMPK predstavlja protektivni mehanizam, koji odrzava funkcionalnost
visceralnog masnog tkiva i skeletnih misica kao i metaboli¢ki integritet na
sistemskom nivou. (Slika 5.1).
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SLIKA 5.1. EFEKTI POVECANOG KALORIJSKOG UNOSA U RANOM POSTNATALNOM RAZVOJU
NA METABOLICKE PROMENE U ANIMALNOM MODELU PCOS-A KORISCENOM U OVOJ STUDIJI

Rezultati ove studije ukazuju da AMPK predstavlja vrednu terapeutsku metu za
ublaZavanje metabolicke disfunkcionalnosti u klasi¢nim PCOS fenotipima u kojima
je prisutna hiperandrogenemija. U tom svetlu, zadatak buducih istrazivanja je da
otkriju koji faktori doprinose njegovoj aktivaciji kroz fosforilaciju, a i koji smanjuju
stabilnost ovog molekula i dovode do njegove degradacije u pojedinim tkivima, u
uslovima smanjene osetljivosti na insulin.
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6. Zakljucci

Na osnovu rezultata dobijenih u okviru ove doktorske disertacije, izvedeni su sledeci
zakljucci:

Zenke pacova gajene u malim leglima postizu zna¢ajno veéi prirast telesne
mase i udeo visceralne masne mase u ukupnoj telesnoj masi od vrsnjakinja
gajenih u leglima prosecne velicine, usled povecanog kalorijskog unosa koji se
odrzava tokom Zivota.

Tretman Zenki DHT dovodi do reproduktivnih promena karakteristi¢nih za
animalni model PCOS, koje se ogledaju u smanjenju mase jajnika i materice,
kao i do histoloskih obeleZja karakteristi¢nih za disfunkcionalne jajnike.

Visceralno masno tkivo zivotinja gajenih u malim leglima i tretiranih DHT
karakteriSe prisustvo hipertrofiranih adipocita, za razliku od subkutanog
masnog tkiva u kome nisu uocene hiperplasti¢ne, niti hipertrofi¢ne promene.

Zivotinje gajene u malim leglima i tretirane DHT imaju narugenu insulinsku
osetljivost na sistemskom nivou, koja se karakteriSe kompenzatornom
hiperinsulinemijom u cilju odrzanja glikemije.

U visceralnom masnom tkivu Zzivotinja tretiranih DHT aktivirana je AMPK,
Sto se moze interpretirati kao protektivni mehanizam koji sprecava
narusavanje insulinske signalizacije u ovom tkivu. Aktivacija AMPK takode
doprinosi o¢uvanju funkcionalsnosti skeletnih misi¢a, dok je u subkutanom
masnom tkivu zabeleZzeno smanjenje ekspresije ovog proteina uslovljeno
smanjenom veli¢inom legla.

De novo lipogeneza u visceralnom masnom tkivu zenki svih eksperimentalnih
grupa je suprimirana, $to moZe predstavljati adaptivni mehanizam da se
spreci dalja ekspanzija masnog tkiva i insulinska rezistencija na nivou ovog
tkiva.

Lipidni metabolizam subkutanog masnog tkiva kod DHT tretiranih Zivotinja
se karakteriSe istovremenim povecanjem ekspresije gena koji kodiraju enzime
ukljucene u lipogenezu i u lipolizu, koja je stimulisana interakijom ispitivanih
faktora. Pored odsustva adipogeneze, ovaj rezultat ide u prilog
disfunkcionalnosti ovog depoa masnog tkiva. Smanjena funkcija subkutanog
masnog tkiva se moZe dovesti u vezu sa povecanom masom visceralnog
masnog tkiva i sistemskom insulinskom rezistencijom.

U skelethom miSi¢u Zenki gajenih u malim leglima su uocene promene u
funkcionalnosti insulinskog signalnog puta, dok je DHT tretman doveo do
smanjenog unosa glukoze u misi¢ne celije.
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* Uprkos povecanom unosu masnih kiselina u misice Zivotinja gajenih u malim
leglima i tretiranih DHT, one se u ovom organu ne deponuju, ve¢ se trose u
procesu B-oksidacije.

* Povecana stopa B-oksidacije je pracena oksidativnim stresom u skeletnim
misi¢ima, Sto, zajedno sa povecanim nivoom proinflamatornih citokina,
dovodi do aktivacije AMPK kod zivotinja gajenih u malim leglima i tretiranih
DHT. Aktivacia AMPK verovatno dovodi do aktivacije puteva
mitohondrijske biogeneze i antioksidativne zastite, Sto predstavlja adaptivni
mehanizam za oc¢uvanje funkcionalnosti misica i odrzanje homeostaze na
sistemskom nivou.

Imajuéi u vidu sve prethodno navedeno, povecan kalorijski unos u ranom
postnatalnom periodu ocigledno doprinosi smanjenju insulinske osetljivosti u
perifernim metabolickim tkivima, dok je za puno izrazavanje insulinske
rezistencije potrebna interakcija izmedu hiperandrogenemije, i poveéane mase
visceralnog masnog tkiva.

AMPK se isti¢e kao metabolicki regulator sa velikim protektivnim potencijalom i
energetske homeostaze, uprkos patoloski izmenjenim metabolickim putevima na
nivou oba tkiva, Sto je stavlja u istrazivacki fokus u kontekstu optimizacije
terapijskih pristupa kod gojaznih pacijentkinja sa PCOS.

Animalni model razvijen za potrebe ove studije, koji podrazumeva kontinuirani
DHT tretman mladih Zenki pacova, unapreden ranim postnatalnim prekomernim
kalorijskim unosom postignutim kroz smanjenje velic¢ine legla predstavlja vredan
i lako dostupan alat za istrazivanje interakcija izmedu umerene gojaznosti u
prepubertetskom periodu i hiperandrogenemije na nivou molekularnih
mehanizama u metabolickim tkivima. Medu najveéim izazovima, kako za
razumevanje etiologije, tako i za efikasniji pristup u lec¢enju PCOS nastavlja da
bude ,zacarani krug” izmedu hiperandrogenemije i hiperinsulinemije. Buduca
istrazivanja na upravo ovakvom modelu mogla bi da doprinesu reSenju tog
izazova.
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UsjaBa o ayTopcTBY

Vme u npesnme aytopa _ BojaHa Muhuh

Bbpoj nioekca  B53021/2016

UsjaBrbyjem
Ja je AOKTOpCKa gucepTalmja nog HacoBoOM

HNonpuHoc noBehaHor Kanopujckor yHoca y paHoM MOCTHaTafriHOM nepuoay pa3sojy
MeTabonuykux nopevehaja y aHumanHom moaesny cCMHAPOMa NONULMCTUYHUX jajHUKa

e pesynTtaTr COonCcTBeHOr UCTpaxmBadKkor paaa;

e [a gvcepTauuja y LenvHu HU Y AenoBrMa Huje Guna npearioxeHa 3a ctulake apyre
Aunnome npema cTyaujCKMm nporpammmMa Apyrmx BUCOKOLLKONCKUX YCTaHOBA;

e [acCy pesynraTv KOPEKTHO HaBeaEHM U

e [la HMCaM KpLUMO/Na ayTopcka npaBa U KOPUCTMO/Na MHTENEKTYarnHy CBOjUHY ApYrux
nua.

Momwuc ayrtopa

Y Beorpagy, 1.11.2023.




U3jaBa 0 NCTOBETHOCTU LUTaMNaHe U efieKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOPCKOr paga

Mme n npesnme aytopa: bojaHa Muhuh
Bbpoj nHoekca: 63021/2016

Ctyaujckum nporpam: Bruonorvja, mogyn: AHMManHa n xymaHa dmsmonoruja

HacnoB paga: JonpuHoc noBehaHOr Kanopujckor yioca y paHOM NMOCTHaTalIHOM
nepuoay pasBojy Metabonuuykux nopemehaja y aHnmanHom mogeny cCMHApPomMa
NONUUNCTUYHUX jajHUKa

Mentopu: gp Oanvjena BojHosuh MunytunHosuh, gou. ap Tawa Jeshosuh

MsjaBrbyjemM Oa je wramnaHa Bep3umja MOr LOOKTOPCKOr paga MCTOBETHA €eneKTPOHCKO]
BEep3nju Kojy cam npegao/nia pagn noxpaweHa y AurutanHoM penosuTopujymy
YHuBep3uteTa y beorpaay.

[losBorbaBam ga ce objaBe Moju NMYHM Nodauu Be3aHu 3a OoGujarbe akageMcKor Hasuea
[AOKTOpa Hayka, kao LITO Cy UMe U npe3umMe, roguHa U MecTo pohewsa U gaTym oabpaHe
pana.

OBu nnyHM nogaumn Mory ce ob6jaBUTU Ha MPEXHUM CTpaHuuama gurutanHe 6ubnuoteke, y
€IeKTPOHCKOM KaTtarory 1 y nyérnmkauuvjama YHusepauteta y beorpagy.

Momwuc ayrtopa

Y Beorpagy, 1.11.2023.




UsjaBa o kopuwhemy

Osnawhyjem YHuBep3uTeTcky dudnmnoteky ,CeeTo3zap Mapkosuh” gay OuUrutanHu penosuTopujym
YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY ANCEPTaLMjy NOL HAaC1OBOM:

NonpuHoc noBehaHor Kanopujckor yHoca y paHoM NOoCTHaTanHoM nepuoay pa3sBojy
meTabonuykmux nopemehaja y aHumanHom moaeny cMHAPOMa NONULMCTUYHUX jajHUKa

KOja je moje ayTOpCKOo Aeno.

AvicepTaumjy ca CBMM NpUNo3MMa npeaao/na cam y eNeKTpoHCKOM ¢popmMaTy NOroAHOM 3a TPajHO
apxusupare.

Mojy [OKTOPCKY AMce pTaLmjy noxparbeHy y AurntanHom penosntopujymy YHusepsuTetay beorpaay
W AOCTYNHY Yy OTBOPEHOM MPUCTYNYy MOFY Aa KOPUCTE CBM KOju MowTyjy oapende cagpikaHe y
ofabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyyno/na.

1. Aytopcteo (CCBY)
2. AytopctBo —HekomepumjanHo (CCBY-NC)
@AYTODCTBO — HekomepuujanHo —de3snpepaaa (CCBY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMepLUUjanHo —aenuTn noguctumycnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo— de3 npepaaa (CCBY-ND)
6. AyTopcTBO — Aenutu noguctum ycnosmma (CC BY-SA)

(Moanmo aa 3a0KpyXnUTE Camo jegHy of WwecT NoHyheHMX AnueHum.
KpaTaK onuc AmMueHUM je cacTaBHU 4eo oBe usjase).

Motnuc aytopa

Y beorpagy, 1.11.2023.




1. AytopctBo. [103B0O/baBaTe YMHOKaBakbe, AMCTPUOYLMjY U jaBHO caonLwTaBake Aena, U npepase,
aKo ce HaBeZe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH oA CTpaHe ayTopa UM AaBaoLa NULEHLUE, YakK U Y
KomepuujanHe cepxe. OBO je HajcnodoaHMja 04, CBUX TNLEHUM.

2. AyTOPCTBO — HEKOMepuMjanHo. [103Bo/baBaTe YyMHOKaBarbe, AUCTPUOYLMjY M jaBHO CaonLUTaBaHe
Aena, v npepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH og cTpaHe ayTopa MM AaBaola
nvueHue. OBa IMLEHLA He A03B0/baBa KoMepumjanHy ynoTpedy gena.

3. AyTOpcTBO — HeKomepuujanHo — de3 npepaga. [103Bo/baBaTe YMHOMaBakbe, ANCTPUSYLMjY U
jaBHO caonwTaBatbe aena, deanpomeHa, NpeodanKoBara Uan ynotpede aenay cBOM Aeny, ako ce
HaBege MMe ayTopa Ha HauyuH oapefeH og cTpaHe ayTopa Unuv gasaoua avueHue. OBa inueHLa He
[103B0/baBa KoMepLmjanHy ynotpedy gena. Y ogHOCy Ha cBe OCTase INLEHLE, 0BOM IULEHLOM Ce
orpaHuyaBsa Hajsehu 0dum npaBa Kopuwhera gena.

4. AYyTOPCTBO — HEKOMEPLUMjaNnHO — Ae/IUTU NMOoJ UCTUM YC0BMMA. [03BO/baBaTe YMHOKaBakbe,
AncTpudyumjy M jaBHO caonwiTaBakbe Aena, M npepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauumH
oapeheH of cTpaHe ayTopa UM 4aBaoLa IMLEHLLE U aKo ce Npepasa AMcTpudymnpa nos UCcTom nnm
CAMYHOM nueHuoM. OBa NMLEHLA He 403B0/baBa KOMepLMjanHy ynoTpedy Aena v npepasa.

5. AytopcTBo — 6e3 npepapa. [Jo3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUOYLUMjY M jaBHO caomnLiTaBakbe
naena, 6e3npomeHa, npeodnnKkoBarba Uan ynotpede Aenay CBOM Aesy, ako ce HaBede Mme ayTopa
Ha HauuMH ogpeheH op cTpaHe ayTopa wAWM pasBaoua AuvueHue. OBa AMUEHUA [03BO/baBa
KomepuujanHy ynotpedy aena.

6. AytopcTBO - AenumM nop MCMM  ycnoBuMma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBatse,
ANCTpUOYLM)y W jaBHO caonlwTaBakwe Aena, M npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha
Ha4uH oapeheH of cTpaHe ayTopa Wnv AaBaola MULEeHLEe M ako ce npepaga anctpubympa
noa MUCTOM UMM CiMYHOM NnueHuom. OBa nuueHua go3BorbaBa koMepuujanHy ynotpedy
nerna v npepaga. CnvmyHa je copTBEPCKUM NULIEHLLAMa, OOHOCHO NULIEHLLIAMa OTBOPEHOT
Koaa.



