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Efekat vitamina D na metaboliĉke procese regulisane insulinom u srcu pacova 

Saţetak 

Vitamin D je lipofilni steroidni prohormon poznat po svojoj ulozi u apsorpciji kalcijuma i 
mineralizaciji kostiju. Poslednjih decenija veliki broj opservacionih studija ukazao je na povezanost 

izmeĊu nedostatka vitamina D i razliĉitih bolesti, što je podstaklo istraţivanja o potencijalnim 
efektima ovog molekula i u drugim organskim sistemima osim skeletnog. Pokazano je da vitamin D 

moţe uticati na sistemsku glukoznu homeostazu, kao i na insulinsku senzitivnost u skeletnim 
mišićima, jetri i adipoznom tkivu. Efekti vitamina D u srcu, kao vaţnom mestu delovanja insulina, 
su u jako maloj meri izuĉavani, naroĉito u fiziološkim uslovima, zbog ĉega je cilj ove doktorske 

disertacije bio da se analiziraju efekti vitamina D na metaboliĉke procese regulisane insulinom u 
srcu zdravih pacova.  

Muţjaci pacova Wistar soja su tretirani holekalciferolom tokom šest nedelja. U cilju izuĉavanja 
efekata tretmana vitaminom D na insulinom regulisanu fosforilaciju i unutarćelijsku lokalizaciju 

ispitivanih molekula, polovina ţivotinja je primila injekciju insulina 40 min pre ţrtvovanja. 
Primenom molekularno-bioloških metoda analizirana je genska ili proteinska ekspresija molekula 

ukljuĉenih u insulinski signalni put, transport i metabolizam glukoze i masnih kiselina, kao i 
molekula ukljuĉenih u transport kalcijuma u srcu. 

Tretman vitaminom D nije uticao na parametre sistemske glukozne homeostaze (glukoza, AUC, 
IPGTT) i luĉenje insulina dok je u okviru parametara lipidnog profila znaĉajno smanjio 

koncentraciju neesterifikovanih masnih kiselina. U srcu ţivotinja tretiranih vitaminom D uoĉena je 
znaĉajna redistribucija receptora za vitamin D iz citosola u jedro što ukazuje na direktan efekat 
vitamina D u srcu. Tretman vitaminom D je ostvario efekat na nivou kljuĉnih insulinom-

indukovanih fosforilacija molekula u metaboliĉkom putu PI3K/Akt (pIRS-1 Ser307, pAkt Thr308), 
dok na nivou efektornih molekula MAPK signalnog puta (ERK1/2) promene nisu uoĉene. Nivo 
glukoznih transportera (GLUT1, GLUT4) i transportera masnih kiselina (CD36, FATP1) u plazma 

membrani nije se izmenio nakon tretmana. Vitamin D je povećao ekspresiju molekula ukljuĉenih u 
regulaciju glikolize, PFK2 i HK2, što ukazuje na stimulatorni efekat na proces katabolizma glukoze 

u srcu. TakoĊe, tretman vitaminom D je povećao i stepen insulinom stimulisane fosforilacije GSK-

3  na Ser9 koja je znaĉajna za regulaciju aktivnosti enzima glikogen sintaze u srcu. Vitamin D je 

znaĉajno smanjio nivo FoxO1 proteina u ukupnom ćelijskom ekstraktu i citosolnoj frakciji, bez 
uticaja na PDK4 ĉiju ekspresiju FoxO1 reguliše. Tretman je znaĉajano uticao i na ekspresiju enzima 
ukljuĉenih u sintezu/degradaciju malonil-CoA, i to tako što je smanjio ekspresiju MCD i povećao 

ekspresiju ACC. Ovakav efekat mogao bi da ukaţe na povećanu dostupnost malonil-CoA koji je 
negativni alosteriĉki regulator aktivnosti CPT1 zaduţene za transport masnih kiselina u 

mitohondrije, na ĉiju ekspresiju tretman nije uticao. Tretman vitaminom D je povećao ekspresiju 

PGC1, dok su promene na nivou ostalih ispitivanih molekula ukljuĉenih u -oksidaciju (VLCAD) 

i njenu regulaciju (PPAR, lipin1) izostale. Ekspresija SPT1 smanjena je nakon tretmana, dok je 
ekspresija UCP3 povećana. Ekspresija molekula ukljuĉenih u fazu kontrakcije miokarda (LTCC, 

RyR2) smanjena je nakon tretmana dok je ekspresija kljuĉnog proteina u fazi relaksacije miokarda 
(SERCA2) povećana.  

Ova studija je pokazala da vitamin D ostvaruje direktne i indirektne efekte u srcu zdravih 
pacova, pri ĉemu ima potencijal da stimuliše glukozni metabolizam uz istovremenu modulaciju 

metabolizma masnih kiselina. TakoĊe, rezultati ukazuju i na pozitivno delovanje vitamina D na 
relaksaciju miokarda. 

Kljuĉne reĉi: vitamin D, insulinski signalni put, metabolizam srca 

Nauĉna oblast: Biologija 
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 The effect of vitamin D on metabolic processes regulated by insulin in the heart of the rats  

Abstract 

Vitamin D is a lipophilic steroid prohormone known for its role in calcium absorption and bone 
mineralization. In recent decades, numerous observational studies have indicated the connection 

between vitamin D deficiency and various diseases, leading researchers to investigate the potential 
extraskeletal effects of this molecule. It has been shown that vitamin D can affect systemic glucose 

homeostasis as well as insulin sensitivity in skeletal muscle, liver and adipose tissue. The effects of 
vitamin D on the heart, as an important site of insulin action, have been studied only to a very 
limited extent, especially under physiological conditions, and therefore the aim of this dissertation 

was to analyze the effects of vitamin D on insulin-regulated metabolic processes in the heart of 
healthy rats. 

Male Wistar rats were treated with cholecalciferol for six weeks. To investigate the effects of 
vitamin D treatment on insulin-regulated phosphorylation and intracellular localization of the 

analyzed moleculles, half of the animals received an insulin injection 40 minutes before killing. 
Molecular biological methods, were used to analyze gene or protein expression of molecules 

involved in insulin signaling, glucose and fatty acids transport and metabolism, and calcium 
transport in the heart. 

Vitamin D treatment did not affect systemic glucose homeostasis parameters (glucose, AUC, 
IPGTT) and insulin secretion, whereas it significantly decreased the concentration of nonesterified 

fatty acids in the lipid profile. In the heart of vitamin D-treated animals, a significant redistribution 
of the vitamin D receptor from the cytosol to the nucleus was observed, indicating a direct effect of 
vitamin D in the heart. Vitamin D treatment affected the level of insulin-induced phosphorylation of 

key molecules of the PI3K/Akt pathway (pIRS-1 Ser307, pAkt Thr308), whereas no changes were 
observed at the level of the effector molecules of the MAPK signaling pathway (ERK1/2). The 
levels of glucose transporters (GLUT1, GLUT4) and fatty acid transporters (CD36, FATP1) in the 

plasma membrane did not change after treatment. Vitamin D increased the expression of enzymes 
involved in the regulation of glycolysis, PFK2 and HK2, indicating a stimulatory effect at the level 

of glucose catabolism in the heart. In addition, the vitamin D treatment increased the level of 

insulin-stimulated phosphorylation of GSK-3  Ser9, which is important for the regulation of 

glycogen synthase enzyme activity in the heart. Vitamin D also significantly decreased the level of 
FoxO1 protein in the whole cell extract and in the cytosolic fraction, without affecting PDK4, 
whose expression is regulated by FoxO1. Treatment significantly affected the expression of 

enzymes involved in the synthesis/degradation of malonyl-CoA, by decreasing the expression of 
MCD and increasing the expression of ACC. This effect may indicate increased availability of 

malonyl-CoA, which is a negative allosteric regulator of the activity of CPT1 responsible for the 
transport of fatty acids into mitochondria, whose expression was not affected by treatment. Vitamin 

D treatment increased the expression of PGC1, whereas there were no changes in other studied 

molecules involved in -oxidation (VLCAD) and its regulation (PPAR, lipin1). The expression of 

SPT1 was decreased after treatment, while the expression of UCP3 was increased. The expression 
of molecules involved in the myocardial contraction phase (LTCC, RyR2) was decreased after 
treatment, whereas the expression of a key protein of the myocardial relaxation phase (SERCA2) 

was increased. 

This study demonstrates that vitamin D exerts direct and indirect effects on the heart of healthy 
rats, and has the potential to stimulate glucose metabolism while modulating fatty acid metabolism. 
In addition, the results suggest a beneficial effect of vitamin D on myocardial relaxation phase. 

Keywords: vitamin D, insulin signaling, heart metabolism 
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SKRAĆENICE 

ACADs               acil-CoA dehidrogenaze (engl. Acyl-CoA Dehydrogenases) 

ACC acetil-CoA karboksilaza (engl. Acetyl-CoA Carboxylase)  

acil-CoA engl. Acyl Coenzyme A 

AF-1 aktivirajuća funkcija koja ne zavisi od liganda  

AF-2 aktivirajuća funkcija koja zavisi od liganda 

AMPK AMP-aktivirana protein kinaza (engl. AMP-Activated Protein Kinase) 

ANT adenin nukleotid translokaze (engl. Adenine Nucleotide Translocase) 

AS160 Akt supstrat od 160kDa 

ATP adenozin trifosfat 

AUC površina ispod krive (eng. Area Under the Curve) 

BCA bicinhoniniĉna kiselina (engl. Bicinchoninic Acid) 

BSA goveĊi serum albumin (engl. Bovine Serum Albumin) 

CaMKII kalmodulin zavisna kinaza 2 (engl. CAM-Dependent Kinase II) 

CD36 klaster diferencijacije 36  

cDNK komplementarna DNK 

CPT-1 karnitin palmitoil transferaza 1 (engl. Carnitine Palmitoyltransferase 1) 

CPT-2 karnitin palmitoil transferaza 2 (engl. Carnitine Palmitoyltransferase 2) 

CYP2R1 engl. Cytochrome P450 Family 2 Subfamily Member R1 

CYP27B1 engl. Cytochrome P450 Family 27 Subfamily B Member 1 

CYP24A1 engl. Cytochrome P450 Family 24 Subfamily A Member 1 

DAG diacilglicerol (engl. Diacylglycerol) 

DBP protein koji vezuje vitamin D (engl. Vitamin D Binding Protein) 

DEPC eng. Diethylpyrocarbonate 

DDC dietilditiokarbamat 

ECL pojaĉana hemiluminescencija (engl. Enhanced Chemiluminescence) 

EDTA etilendiamino tetrasirćetna kiselina (engl. Ethylenediaminetetraacetic Acid) 

eIF4E eukariotski faktor inicijacije translacije 4E  

ER endoplazmatiĉni retikulum 

ERK kinaze regulisane vanćelijskim signalima (engl. Extracellular Signal-Regulated 
Kinases) 



 
 

FABPpm plazmamembranski protein koji vezuje masne kiseline (engl. Plasma Membrane 
Fatty Acid Binding Protein) 

FADH2 flavin adenin dinukleotid 

FAT translokaza masnih kiselina (engl. Fatty Acid Translocase) 

FATP transportni proteini masnih kiselina (engl. Fatty Acid Transport Protein) 

FGF23 faktora rasta fibroblasta 23 (engl. Fibroblast Growth Factor 23) 

FoxO engl. Forkhead Box O 

Fru-1,6-BisP fruktozo-1,6-bisfosfat 

Fru-2,6-BisP fruktozo-2,6-bisfosfat  

Fru-6-P fruktozo-6-fosfat  

GAP proteini koji aktiviraju GTPazu (engl. GTPase-Activating Protein) 

GDP guanozin difosfat 

GLUT transporter za glukozu (engl. Glucose Transporter) 

Glu-1-P glukozo-1-fosfat  

Glu-6-P glukozo-6-fosfat  

Grb2-SOS engl. Growth Factor Receptor Bound 2 – Son of Sevenless  

GS glikogen sintaza 

GSK-3β kinaza glikogen sintaze 3β (engl. Glycogen Synthase Kinase 3β) 

GSV vezikule za skladištenje GLUT4 (engl. GLUT4 Storage Vesicles) 

HDAC histon deacetilaze 

HDL engl. High-Density Lipoprotein 

HFD ishrana bogata mastima (engl. High Fat Diet) 

HK heksokinaza 

HOMA engl. Homeostasis Model Assessment 

H/R hipooksija/reoksigenacija  

IPGTT intraperitonealni test tolerancije na glukozu  

IR receptor za insulin (engl. Insulin Receptor) 

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

IRV vezikule koje reaguju na insulin (engl. Insulin-Responsive Vesicles) 

JNK engl. c-Jun N-terminal Kinases 

KVB kardiovaskularne bolesti 



 
 

LDL engl. Low-Density Lipoprotein 

LTCC kalcijumski kanal L-tipa (engl. L-type Ca2+ Channels) 

MAPK proteinska kinaza aktivirana mitogenima (engl. Mitogen-Activated Protein 
Kinase) 

MCD malonil-CoA dekarboksilaza (engl. Malonyl-CoA Decarboxylase) 

MMT mrko masno tkivo  

mTOR ciljni molekul za rapamicin kod sisara (engl. Mammalian Target of Rapamycin) 

NADH nikotinamid adenin dinukleotid  

NCX1 Na+/Ca2+ izmenjivaĉ (engl. Na+/Ca2+ Exchanger) 

NEFA neesterifikovane masne kiseline (engl. Non-Esterified Fatty Acids) 

NF-B nuklearni faktor kapa B (engl. Nuclear Factor-kappa B) 

NO azot monoksid 

NR nuklearni receptori  

PA fosfatidna kiselina (engl. Phosphatidic Acid) 

PAP1 fosfatidat fosfataza 1 (engl. Phosphatidate Phosphatase-1) 

PDH piruvat dehidrogenaza (engl. Pyruvate Dehydrogenase) 

PDIA3 engl. Protein Disulfide-Isomerase A3 

PDK kinaza piruvat dehidrogenaze (engl. Pyruvate Dehydrogenase Kinase) 

PDK1 fosfoinozitid-zavisna kinaza 1 (engl. Phosphoinositide-Dependent Kinase 1)  

PFK fosfofruktokinaza  

PGC1α koaktivator 1α receptora aktiviranog peroksizomalnim proliferatorom (engl. 

Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator 1α) 

PH engl. Pleckstrin Homology  

PHLPP engl. PH-domain Leucine-Rich Repeat Protein Phosphatase 

PI3K fosfatidilinozitol 3-kinaza (engl. Phosphatidylinositol 3-Kinase) 

PIP2 fosfatidil inozitol 4,5- bifosfat  

PIP3 fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat 

PKA protein kinaza A (engl. protein kinase A) 

PKB/Akt protein kinaza B (engl. protein kinase B) 

PKC protein kinaza C (engl. protein kinase C) 

PLA2 fosfolipaza A2 (engl. Phospholipase A2) 



 
 

PMSF fenilmetilsulfonil fluorid (engl. Phenylmethylsulfonyl Fluoride) 

PP1 protein fosfataza 1 (engl. Protein Phosphatase 1) 

PP2A protein fosfataza 2A (engl. Protein Phosphatase 2A) 

PPARα engl. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor α 

PTB engl. Phosphotyrosine-Binding  

PTH paratireoidni hormon  

PTP engl. Protein Tyrosine Phosphatase 

RAAS renin-angiotenzin aldosteron sistem  

RIA radioimunoesej  

PVDF engl. Polyvinyl Difluoride  

qPCR kvantitativna lanĉana reakcija polimeraze (eng. Quantitative Polymerase Chain 
Reaction) 

RT reverzna transkripcija (engl. Reverse Transcription) 

RXR retinoidni receptor X (engl. Retinoid X Receptor) 

RyR2 rijanodinski receptor tipa 2 (engl. Ryanodine Receptor 2) 

SDS natrijum dodecil sulfat (engl. Sodium Dodecyl Sulfate) 

Ser serin 

SERCA engl. Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Calcium Atpase 

SH2 engl. Src-Homology-2  

Shc protein koji sadrţi domen 2 homolog Src (engl. Src Homology 2 Domain 

Containing Protein) 

SPT serin palmitoiltransferaza (engl. Serine Palmitoyltransferase) 

SR sarkoplazmatiĉni retikulum  

S6K S6 kinaza  

TAG triacilgliceroli  

TEA trietanolamin 

Thr treonin 

TSC2 kompleks 2 tuberozne skleroze (engl. Tuberous Sclerosis Complex 2) 

Tyr tirozin  

T1DM tip 1 dijabetes  

T2DM tip 2 dijabetes 



 
 

UCP engl. Uncoupling Protein 

UV zraĉenje ultravioletno zraĉenje 

VDR receptor za vitamin D (engl. Vitamin D Receptor) 

VDREs elementi responsivni na vitamin D (engl. Vitamin D Responsive Elements) 

VGCC R-tip voltaţno-zavisnog kalcijumovog kanala (engl. R-type Voltage-Gated 
Calcium Channel) 

VLACD acil-CoA dehidrogenaza veoma dugog lanca (engl. Very Long-Chain Acyl-CoA 
Dehydrogenase) 

VLDL engl. Very Low Density Lipoprotein 

WISK engl. Wortmannin-Sensitive and Insulin-Stimulated Protein Kinase 

1,25(OH)2D3 1,25-dihidroksivitamin D3  

4E-BP1 eIF4E-vezujući protein-1 

7-DHA 7-dehidroksiholesterol  

24,25(OH)2D3 24,25-dihidroksivitamin D3  

25(OH)D3 25-hidroksivitamin D3  
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1. UVOD 
 

Vitamin D je otkriven pre više od 100 godina ali je postao tema istraţivanja u oblasti 
endokrinologije decenijama kasnije nakon otkrića njegove strukture prohormona (Saponaro et al., 

2020). Kljuĉna uloga vitamina D u organizmu je odrţavanje homeostaze jona kalcijuma (Ca2+) i 
fosfora u cirkulaciji što direktno utiĉe na funkciju skeletno-mišićnog sistema. Brojne studije 
ukazuju da vitamin D ostvaruje efekte i na druge organske sisteme (Bouillon et al., 2019), naroĉito 

na funkcionisanje imunog sistema (Martens et al., 2020). 

Koncentracija vitamina D u cirkulaciji koja je optimalna za ljudsko zdravlje nije zvaniĉno 
utvrĊena, dok se koncentracija manja od 30 nmol/l smatra graniĉnom vrednošću koja se definiše 
kao nedostatak vitamina D (Amrein et al., 2020).  

Nedavno publikovane opservacione studije sugerišu da oko 40% Evropljana ima nedostatak 

vitamina D (Cashman et al., 2016). Osim prvobitno uoĉenog efekta nedostatka vitamina D koji 
dovodi do razvoja rahitisa kod dece, niska koncentracija vitamina D u cirkulaciji danas se povezuje 
sa povećanim rizikom od nastanka osteoporoze, dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti (KVB), 

odreĊenih karcinoma, kognitivnog pada, depresije, komplikacija u trudnoći, autoimunih bolesti, 
alergija, pa ĉak i mišićne slabosti (Hossein-nezhad & Holick, 2013). Dnevni unos od 400 IU 

vitamina D moţe spreĉiti nutritivni rahitis kod odojĉadi i dece (Munns et al., 2016), meĊutim efekti 
suplementacije vitaminom D na skeletni sistem kod odraslih, kao i potencijalni efekti na druga tkiva 
su i dalje predmet rasprave. I pored toga, vitamin D je jedan od najĉešće korišćenih suplemenata 

širom sveta (Bouillon & Bikle, 2019).  

Jedan od najkontroverznijih aspekata savremene medicine predstavlja uloga koju vitamin D ima 

u prevenciji KVB. Nekoliko epidemioloških studija je pokazalo da je nedostatak vitamina D 
povezan sa konvencionalnim faktorima rizika za nastanak KVB, sa visokom stopom incidence i 

nepovoljnom prognozom ishoda ovih bolesti. S druge strane, opservacione studije, randomizovana 
kontrolisana ispitivanja i meta-analize nisu uspele da pokaţu da suplementacija vitaminom D u 
ishrani moţe da poboljša prognozu ishoda KVB (Trimarco et al., 2022). 

Iako je spektar ispitivanih efekata vitamina D proširen poslednjih godina, mehanizmi kojima 

ovaj vitamin ispoljava svoju biološku funkciju i dalje nisu u potpunosti poznati ili shvaćeni (Donati 
et al., 2022). Stoga vitamin D i njegova potencijalna uloga u patogenezi, progresiji i prevenciji 
razliĉitih poremećaja predstavljaju trend u nauĉnim istraţivanjima. 
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1.1. Metaboliĉki procesi u srcu 
 

Normalno funkcionisanje srca zahteva ogromnu koliĉinu energije. Konstantno snabdevanje 

energentima i kiseonikom omogućava odrţavanje intracelularnog nivoa adenozin trifosfata (ATP) 
koji je neophodan za kontraktilnu aktivnost i funkcionisanje jonskih pumpi (Bertrand et al., 2008). 
Koliĉina uskladištenog molekula ATP u kardiomiocitima dovoljna je da odrţi otkucaje srca svega 

nekoliko sekundi (Kolwicz et al., 2013), ali usklaĊenost njegove sinteze i hidrolize obezbeĊuje 
odrţavanje bazalnog nivoa ATP, ĉak i prilikom znatno povećanog stepena rada srca (Stanley et al., 

2005). Promene u procesima koji stvaraju ATP direktno utiĉu na kontraktilnu funkciju srca (Doenst 
et al., 2013). U proces kontrakcije i relaksacije miokarda ukljuĉeni su joni Ca2+ koji deluju kao 
sekundarni glasnici, i mnogobrojni citosolni i membranski proteini koji regulišu homeostazu Ca2+ u 

ćeliji. Ekscitacija kardiomiocita dovodi do promene membranskog potencijala na koji reaguju 
voltaţno zavisni Ca2+ kanali L-tipa (LTCC, engl. L-type Ca2+ Channels) i omogućavaju ulazak Ca2+ 

u citosol ćelija. Ulazak Ca2+ dovodi do dodatnog oslobaĊanja Ca2+ iz sarkoplazmatiĉnog retikuluma 
(SR) putem rijanodinskog receptora tipa 2 (RyR2, engl. Ryanodine Receptor 2) što znaĉajno 
povećava koncentraciju slobodnog Ca2+ u citosolu. U citosolu se Ca2+ vezuje za protein troponinC 

na kompleksu aktinskih miofilamenata i indukuje konformacione promene aktina koji se zatim 
vezuje za ATPazu na glavi miozina izazivajući pokrete u kompleksu aktin-miozin koji dovode do 

kontrakcije miocita (Lahiri et al., 2021). Da bi došlo do relaksacije neophodno je da se 
koncentracija Ca2+ u citosolu smanji što je omogućeno delovanjem nekoliko transportnih proteina, 
pre svega sarkoplazmatiĉne Ca2+-ATPaze (SERCA, engl. Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum 

Calcium Atpase) i Na+/Ca2+ izmenjivaĉa (NCX1, engl. Na+/Ca2+ Exchanger), dok sarkolemalna 
Ca2+-ATPaza i mitohondrijski Ca2+ uniporter uĉestvuju u manjem obimu.  

U fiziološkim uslovima srce koristi razliĉite energetske supstrate u procesu oksidacije za 
proizvodnju ATP u mitohondrijama i opšte je prihvaćeno da su masne kiseline dominantni supstrat 

koji koriste ćelije miokarda odraslih osoba (Kolwicz et al., 2013). MeĊutim, kardiomiociti poseduju 
i metaboliĉku fleksibilnost odnosno mogućnost korišćenja razliĉitih supstrata kao izvora energije, u 
zavisnosti od njihove dostupnosti i trenutnog stanja organizma (Goldberg et al., 2012; Kolwicz et 

al., 2013). Optimalno funkcionisanje srca podrazumeva da se istovremeno koriste svi dostupni 
supstrati (Pascual & Coleman, 2016). Mogućnost korišćenja razliĉitih energetskih supstrata za 

proizvodnju ATP je naroĉito znaĉajna u uslovima akutnog i/ili hroniĉnog stresa (Ritterhoff & Tian, 
2017). Kratkoroĉno, promene u korišćenju razliĉitih energetskih supstrata mogu biti korisne za 
odrţavanje optimalnog snabdevanja energijom, meĊutim, dugoroĉno ovakve promene mogu 

rezultirati narušenom srĉanom funkcijom (Ritterhoff & Tian, 2017). Na primer, tokom kratkotrajne 
ishemije smanjuje se aerobna proizvodnja ATP dok se glikoliza i razgradnja glikogena pojaĉavaju 

što je adaptivni mehanizam. MeĊutim, tokom dugotrajne ishemije, povećana stopa glikolize dovodi 
do akumulacije protona [H+] što postaje štetno za srce. Kod pacijenata sa dijabetesom tipa 1 
(T1DM) i dijabetesom tipa 2 (T2DM) dolazi do razvoja dijabetiĉne kardiomiopatije koja se 

generalno karakteriše povećanim preuzimanjem i oksidacijom masnih kiselina, dok je istovremeno 
preuzimanje glukoze, glikoliza i oksidacija glukoze smanjena (Bugger & Abel, 2014). Povećan 

metabolizam masnih kiselina uz smanjen metabolizam glukoze kod dijabetiĉne kardiomiopatije 
dovodi do povećane potrošnje kiseonika bez ekvivalentnog povećanja kontrakcije, što rezultuje 
smanjenom srĉanom efikasnošću (Bugger & Abel, 2014), koja se u ranim fazama karakteriše 

abnormalnom dijastolom, dok se promene na nivou sistole javljaju u kasnijim fazama bolesti (Lee 
& Kim, 2017).  

Regulacija upotrebe supstrata u srcu zavisi od njihove koncentracije u cirkulaciji, broja 
specifiĉnih transportera prisutnih u ćelijskoj membrani kardiomiocita, i aktivnosti enzima i 

supstrata/produkata/kofaktora koji su ukljuĉeni u njihov metabolizam (Zuurbier et al., 2020). 
Insulin je glavni regulator energetskog metabolizma u kardiomiocitima (Guo & Guo, 2017). 

Promene u koncentraciji insulina u cirkulaciji na dnevnom nivou i promene povezane sa unosom 
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hrane utiĉu na srĉani metabolizam delovanjem na nivou perifernih ciljnih tkiva, što reguliše 
dostupnost supstrata u cirkulaciji, ali i direktnim uticajem na miokard (Abel, 2021). Nakon obroka, 
osloboĊeni insulin stimuliše preuzimanje i korišćenje glukoze i sintezu makromolekula u srcu. 

Glukoza je tada primarni supstrat za oksidaciju i generiše oko 70% ATP, dok oksidacija masnih 
kiselina obezbeĊuje samo 20% ATP u srcu. Kada se nivo insulina smanji, povećava se nivo 

glukagona koji aktivira kataboliĉki metabolizam, ukljuĉujući pojaĉanu lipolizu u masnom tkivu što 
povećava dostupnost masnih kiselina u cirkulaciji. U takvim uslovima, masne kiseline su glavni 
supstrat za proizvodnju ATP u srcu (Bertrand et al., 2008). U specifiĉnim situacijama razliĉiti 

supstrati postaju dominanti izvori energije u srcu, na primer, laktat koji se tokom intenzivnog 
veţbanja proizvodi u skeletnim mišićima i oslobaĊa u cirkulaciju, ili ketonska tela, koja se u 

cirkulaciji javljaju usled produţenog gladovanja ili ketogenih dijeta (Kolwicz et al., 2013). 
Regulacija energetskog balansa u srcu odvija se i mehanizmom finog podešavanja upotrebe 
supstrata (Hue & Taegtmeyer, 2009) tako što visoka koncentracija jednog supstrata u plazmi 

inhibira upotrebu drugih supstrata (Randlov ciklus) (Abel, 2021). 

 

1.1.1. Metabolizam masnih kiselina 

 
1.1.1.1. Transport masnih kiselina 
 

Većina masnih kiselina egzogenog porekla koje srce koristi potiĉe od neesterifikovanih masnih 

kiselina (NEFA, engl. Non-Esterified Fatty Acids), zatim iz hilomikrona, a samo manji deo potiĉe iz 
partikula veoma male gustine (VLDL, engl. Very Low Density Lipoproteins) (Hauton et al., 2001). 

Masne kiseline se transportuju pomoću proteinskih nosaĉa, dok difuzija u manjoj meri doprinosi 
njihovom ulasku u kardiomiocite (Liu et al., 2018). Proteinski nosaĉi mogu biti translokaze masnih 
kiselina (FAT, engl. Fatty Acid Translocase), transportni proteini masnih kiselina (FATP, engl. 

Fatty Acid Transport Protein) ili plazma membranski proteini koji vezuju masne kiseline 
(FABPpm, eng. Plasma Membrane Fatty Acid Binding Protein) (D’Souza et al., 2016). Dominantna 

translokaza masnih kiselina u srcu je integralni membranski protein oznaĉen kao klaster 
diferencijacije 36 (CD36) (Stanley et al., 2005). Ljudi sa mutacijama u genu za CD36 imaju niţe 
stope preuzimanja analoga dugolanĉanih masnih kiselina u poreĊenju sa zdravim osobama, što 

sugeriše da CD36 delimiĉno reguliše brzinu preuzimanja masnih kiselina u miokardu kod ljudi 
(Stanley et al., 2005). Ulogu u preuzimanju masnih kiselina u kardiomiocite, imaju i transportni 

proteini FATP1 i FATP6. MeĊutim, za razliku od CD36 koji ima kljuĉnu ulogu u bazalnim 
uslovima, uloga FATP dobija na znaĉaju prilikom metaboliĉkih promena (Glatz et al., 2010). 
Prilikom transporta kroz membranu kardiomiocita, NEFA se vezuju za FABPpm i dolazi do njihove 

aktivacije esterifikacijom do dugolanĉanog acil-CoA (engl. Acyl Coenzyme A) delovanjem acil-CoA 
sintetaze. FATP ima i aktivnost acil-CoA sintetaze te obezbeĊuje takozvano „zarobljavanje― masnih 

kiselina jednom kada uĊu u ćeliju ĉime se odrţava gradijent njihove koncentracije i kuplovanje 
transporta sa metabolizmom u ćeliji (Glatz et al., 2010). Nastali dugolanĉani acil-CoA se usmerava 
ka β-oksidaciji ili se skladišti u obliku triacilglicerola (TAG) (Glatz et al., 2010). 

 

1.1.1.2. -oksidacija masnih kiselina 
 

U srcu se β-oksidacija odvija u mitohondrijama i u znatno manjoj meri u peroksizomima. U 

meĊumembranskom prostoru mitohondrija, delovanjem enzima karnitin palmitoiltransferaze 1 
(CPT-1, engl. Carnitine Palmitoyltransferase I) dugolanĉani acil-CoA se prevodi u dugolanĉani 

acil-karnitin. S obzirom da je unutrašnja mitohondrijalna membrana nepropustljiva za masne 
kiseline, naroĉito one sa velikim brojem ugljenikovih atoma, nastanak acil-karnitina je neophodan 
za transport masnih kiselina u mitohondrijalni matriks. Transport omogućava enzim karnitin 
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aciltranslokaza koja prebacuje acil-karnitin kroz unutrašnju mitohondrijalnu membranu u zamenu 
za slobodni karnitin. U matriksu, karnitin palmitoiltransferaza 2 (CPT-2, engl. Carnitine 
Palmitoyltransferase II) regeneriše dugolanĉani acil-CoA. Od tri enzima koja su ukljuĉena u 

transmembranski mitohondrijalni transport, CPT-1 ima kljuĉnu regulatornu ulogu u kontroli stepena 
preuzimanja masnih kiselina u mitohondrije (Kodde et al., 2007). Transportovani acil-CoA derivati 

u matriksu mitohondrija podleţu procesu β-oksidacije koji podrazumeva usklaĊeno delovanje više 
enzima prisutnih u mitohondrijama. Za oksidaciju acil-CoA nerazgranatog lanca, kao što je 
palmitoil-CoA, potrebna je serija specifiĉnih acil-CoA dehidrogenaza (ACADs, engl. Acyl-CoA 

Dehydrogenases), enoil-CoA hidrataza, 3-hidroksiacil-CoA dehidrogenaza i 3-ketoacil-CoA tiolaza 
koje katalizuju cikliĉno oslobaĊanje acetil-CoA jedinica. Pored ovih enzima, za oksidaciju acil-CoA 

razgranatog lanca kao i nezasićenih masnih kiselina neophodno je i uĉešće niza pomoćnih enzima 

(Wanders et al., 2010). ACADs, koje katalizuju prvu enzimsku reakciju u procesu -oksidacije, se 

meĊusobno razlikuju prema specifiĉnosti za masne kiseline razliĉitih duţina i mogu se razlikovati 
ĉetiri vrste: acil-CoA dehidrogenaza kratkog lanca, srednjeg lanca, dugog lanca i veoma dugog 

lanca (VLCAD, engl. Very Long-Chain Acyl-CoA Dehydrogenase). Svi enzimi ukljuĉeni u -

oksidaciju masnih kiselina podleţu regulaciji mehanizmom negativne povratne sprege od strane 
produkata enzimske reakcije, ali i transkripcionoj regulaciji (Lopaschuk et al., 2010).  

Svaki ciklus -oksidacije masnih kiselina dovodi do skraćivanja acilnog dela za dva ugljenika, 

kao i do proizvodnje acetil-CoA, flavin adenin dinukleotida (FADH2) i nikotinamid adenin 
dinukleotida (NADH) (Lopaschuk et al., 2010). Nastali molekuli acetil-CoA ulaze u Krebsov 

ciklus, u kojem se generiše FADH2 i NADH ĉijom se reoksidacijom na respiratornom lancu 
oslobaĊa energija za nastanak dva, odnosno tri molekula ATP (Wanders et al., 2010).  

 

1.1.1.3. Transkipciona regulacija -oksidacije 

 
Kontrola transkripcije gena za proteine ukljuĉene u β-oksidaciju masnih kiselina je regulisana 

velikim delom aktivnošću receptora aktiviranog peroksizomalnim proliferatorom α (PPARα, engl. 
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor α) koji pripada superfamiliji nuklearnih receptora (NR) 

zavisnih od liganda. Ligandi za PPARα ukljuĉuju metabolite masnih kiselina i/ili lipida kao što su 
eikozanoidi i leukotrieni. U odsustvu liganda, PPARα regrutuje korepresore i histon deacetilaze, što 
rezultira kompaktnijim okruţenjem hromatina u kome je transkripcija onemogućena. Aktivacija 

PPAR vezivanjem liganda indukuje konformacionu promenu koja dovodi do disocijacije 
korepresora i regrutovanja proteinskih kompleksa koji sadrţe histon acetiltransferazu ĉijom 

aktivnošću se modifikuje lokalna struktura hromatina i omogućava transkripcija gena. Pored toga, 
vezivanje liganda za PPARα izaziva heterodimerizaciju PPARα sa retinoidnim X receptorom 

(RXR, engl. Retinoid X Receptor) i regrutovanje koaktivatora nakon ĉega se formirani kompleks 
vezuje za PPAR responsivne elemente koji se nalaze na promotorskim regionima ciljnih gena 
(Sugden et al., 2010). Ciljni geni PPARα kodiraju proteine ukljuĉene u metabolizam masnih 

kiselina, poĉevši od onih koji vrše transport masnih kiselina preko plazma membrane, 
tioesterifikaciju, transport u mitohondrije, do proteina koji regulišu metabolizam malonil-CoA, 

mitohondrijalnu β-oksidaciju i oksidaciju glukoze (Duncan & Finck, 2008; Huss & Kelly, 2004; 
Lopaschuk et al., 2010). Prekomerna ekspresija PPARα u srcu dovodi do znaĉajnog povećanja 
preuzimanja i β-oksidacije masnih kiselina usled povećane ekspresije proteina ukljuĉenih u ove 

procese. Suprotno, delecija PPARα dovodi do smanjene ekspresije proteina ukljuĉenih u β-
oksidaciju, što je praćeno smanjenjem β-oksidacije masnih kiselina i istovremenim povećanjem 

oksidacije glukoze (Duncan & Finck, 2008; Lopaschuk et al., 2010).  

Koaktivator 1α receptora aktiviranog peroksizomalnim proliferatorom (PGC1α engl. Peroxisome 

Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator 1α) je visoko eksprimiran u srcu i vaţan je za 
mitohondrijalnu biogenezu i kontrolu energetskog metabolizma. PGC-1 koaktivira mnoge ĉlanove 
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superfamilije NR, ukljuĉujući PPAR, receptore povezane sa estrogenom i nuklearni respiratorni 
faktor-1, ali i druge transkripcione faktore i regulatorne proteine (Sugden et al., 2010). Ekspresija 
PGC-1α je pozitivno regulisana u uslovima koji povećavaju potrebu za energijom i od strane 

razliĉitih signalnih molekula, dok se dodatni nivo regulacije vrši putem post-translacionih 
modifikacija (Di et al., 2018; Sugden et al., 2010). Povećana ekspresija PGC-1α u fiziološkim -

veţbanje ili u patofiziološkim uslovima -gladovanje i dijabetes, dovodi do dramatiĉnih fenotipskih 
promena kao što su povećana mitohondrijalna biogeneza, povećana β-oksidacija masnih kiselina i 
oksidativna fosforilacija, dok smanjena ekspresija PGC-1α (kao što je u srcu fetusa, srĉanoj 

hipertrofiji i insuficijenciji) ima suprotan efekat (Di et al., 2018; Lopaschuk et al., 2010). 

 

1.1.1.4. Skladištenje masnih kiselina 
 

 Kardiomiociti imaju ograniĉen kapacitet za skladištenje lipida. Depo TAG nalazi se u 
citoplazmi kardiomiocita u okviru relativno malih lipidnih kapljica. Nekada se smatrao statiĉnim, 
neaktivnim skladištem masti, ali je nedavno otkriveno da se u okviru lipidnih kapljica odvija veoma 

dinamiĉan proces sinteze i hidrolize TAG. Ove unutrašnje zalihe lipida doprinose sa 10% 
proizvodnji mitohondrijalnog ATP, što se moţe povećati i do 50% ukoliko egzogene masne kiseline 

postanu ograniĉene (Saddik & Lopaschuk, 1991). TAG uskladišteni u lipidnim kapljicama se 
uglavnom proizvode de novo preko glicerol fosfatnog puta, koji ukljuĉuje sekvencijalne reakcije 
enzima aciltransferaza i fosfataza na mitohondrijalnoj i sarkoplazmatiĉnoj (SR)/endoplazmatiĉnoj 

(ER) membrani (Kienesberger et al., 2013). Centralni intermedijer ovog puta je fosfatidna kiselina 
(PA, engl. Phosphatidic Acid), od koje nastaju diacil glicerol (DAG, engl. diacylglycerol), 

prekursor TAG i fosfolipida, i citidindifosfat-DAG, prekursor drugih fosfolipida (Lutkewitte & 
Finck, 2020). Enzim koji katalizuje nastanak DAG od PA je fosfatidat fosfataza 1 (PAP1, engl. 
Phosphatidate Phosphatase-1), koja kod sisara pripada familiji proteina lipina, koja obuhvata tri 

ĉlana: lipin1, lipin2 i lipin3, sa jedinstvenim obrascem tkivne ekspresije. U kardiomiocitima lipin1 
ĉini gotovo svu PAP1 aktivnost (Reue, 2009). Izoforme lipina mogu biti lokalizovane i u jedru gde 

deluju kao transkripcioni koaktivatori, i u kompleksu sa PPAR i PGC1regulišu ekspresiju gena za 

proteine ukljuĉene u -oksidaciju masnih kielina (Chen et al., 2015a).  

Visoke koncentracije lipida i lipidnih derivata, usled prevazilaţenja kapaciteta njihovog 
deponovanja i β-oksidacije, mogu dovesti do metaboliĉkih poremećaja i/ili gubitka funkcije ćelija, 

što se definiše kao lipotoksiĉnost (Lipke et al., 2022). Akumulacija neutralnih lipida unutar 
kardiomiocita je karakteristika srca dijabetiĉara, kao i gojaznih ljudi i glodara (Harmancey et al., 

2008; Wende & Abel, 2010). Povećani oksidativni stres, stres ER, razvoj insulinske rezistencije kao 
i inflamacija su mehanizmi ukljuĉeni u lipotoksiĉnost (Lipke et al., 2022). Akumuliranje 
intermedijera metabolizma lipida poput ceramida, DAG i acilkarnitina u svim ćelijama izuzev 

adipocita, doprinosi nastanku lipotoksiĉnosti (Carpentier, 2018). U razliĉitim modelima 
lipotoksiĉne kardiomiopatije, dijabetesa i gojaznosti kod glodara, uoĉen je povećan sadrţaj 

ceramida u miokardu koji se dovodi u vezu sa srĉanom disfunkcijom (Chiu et al., 2001; Son et al., 
2007; Zhou et al., 2000). Ceramidi su esencijalni prekursori većine sloţenih sfingolipida, i za 
razliku od sfingolipida koji su lokalizovani u lipidnim dvoslojevima, gde obavljaju brojne 

strukturne funkcije, ceramidi mogu funkcionisati i kao signalni molekuli (Choi et al., 2021). De 
novo sinteza sfingolipida poĉinje u ER sa kondenzacijom palmitoil-CoA i serina, reakcijom koju 

katalizuje enzimski kompleks serin palmitoiltransferaze (SPT, engl. Serine Palmitoyltransferase), 
koji je ujedno ograniĉavajući (eng. rate-limiting) enzim ovog procesa (Choi et al., 2021).  
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1.1.2. Metabolizam glukoze 

 
Glukoza putem cirkulacije dolazi do ciljnih ćelija pri ĉemu se njen transport u ćeliju odvija 

olakšanom difuzijom preko glukoznih transportera (GLUT, engl. Glucose Transporter). Do sada je 
otkriveno 14 izoformi koje imaju tkivno specifiĉnu distribuciju (Manolescu et al., 2007). U 

kardiomiocitima eksprimiran je veći broj izoformi GLUT meĊu kojima najvaţniju ulogu u fluksu 
glukoze imaju GLUT1 i GLUT4. U adultnim kardiomiocitima GLUT4 izoforma eksprimirana je u 

većoj meri u odnosu na GLUT1 izoformu (Szablewski, 2017). GLUT1 izoforma je lokalizovana u 
najvećoj meri na plazma membrani i odgovorna je za transport glukoze u bazalnim uslovima, dok je 
GLUT4 izoforma predominantno lokalizovana u unutarćelijskim vezikulama i translocira se na 

plazma membranu pod insulinskom stimulacijom (Shao & Tian, 2015). U bazalnom stanju postoji 
konstitutivan proces recikliranja tokom kojeg GLUT4 sa plazma membrane endocitozom prelazi u 

rane endozome potom u reciklirajuće endozome, a zatim se egzocitozom ponovo translocira na 
plazma membranu. Osim ovog reciklaţnog sistema vezikula GLUT4, u ćeliji postoje i vezikule za 
skladištenje GLUT4 (GSV, engl. GLUT4 Storage Vesicles) koje su lokalizovane u perinuklearnom 

prostoru u odeljcima endozomalnog sistema kao i vezikule koje reaguju na insulin (IRV, engl. 
Insulin-Responsive Vesicles) i nalaze se rasute po citoplazmi. Upravo se smatra da su IRV 

rezervoari GLUT4 koji se pod insulinskom stimulacijom translociraju na plazma membranu (Jaldin-
Fincati et al., 2017). Smatra se da insulin aktivira dve odvojene signalne kaskade koje paralelno 
stimulišu translokaciju GLUT4. Jedna je aktivacija serin/treonin (Ser/Thr) protein kinaze B/Akt 

(PKB/Akt, engl. protein kinase B), koja reguliše proteine ukljuĉene u membranski transport 
vezikula, a druga aktivacija male GTPaze, Rac1, iz porodice Rho koja reguliše remodelovanje 
aktinske mreţe (Jaldin-Fincati et al., 2017). Osim insulina, stimulus za translokaciju GLUT4 na 

membranu je i kontrakcija kardiomiocita. Ekspresija GLUT4 u miokardu i skeletnim mišićima je 
skoro jednaka, što ukazuje da razvoj insulinske rezistencije razliĉite etiologije dovodi do smanjenja 

fluksa glukoze kako u skeletnim mišićima tako i u miokardu (Oleinikov, 2019).  

U ćeliji se glukoza prevodi u glukozo-6-fosfat (Glu-6-P) delovanjem enzima heksokinaze (HK). 

Ovim procesom obezbeĊuje se odrţavanje gradijenta koncentracije glukoze kroz membranu, i 
omogućava njen katabolizam. Formirani Glu-6-P u ćeliji moţe ući u tri razliĉita metaboliĉka puta. 

Prvi metaboliĉki put vodi ka sintezi glikogena, UDP-galaktoze i UDP-glukuronata, drugi ka 
glikolizi dok treći predstavlja put pentozo fosfata (Adeva-Andany et al., 2016).  

U srcu se rezerve glikogena smanjuju tokom razvoja, pa u adultnim kardiomiocitima on zauzima 
svega 2% zapremine ćelije. Smatra se da srce ne koristi glukozu iz glikogena tokom normalne 

aktivnosti već tokom naglog povećanja srĉanog rada i tokom ishemije (Depre et al., 1999). 
MeĊutim, mutacije u genima koji kodiraju enzime koji uĉestvuju u razgradnji glikogena u većoj 
meri remete funkciju srca u odnosu na ostala tkiva, što govori o vaţnosti regulacije sadrţaja 

glikogena u srcu (Chandramouli et al., 2015). 

Glikoliza se odvija u citosolu svih ćelija i ne zahteva prisustvo kiseonika. Ukupni neto energetski 

bilans glikolize je relativno mali, svega dva molekula ATP po molekulu glukoze. Prvi korak 
glikolize je fosforilacija glukoze u Glu-6-P koju katalizuje enzim HK. Nakon toga delovanjem 

enzima fosfoglukozo izomeraze, Glu-6-P se izomerizuje u fruktozo-6-fosfat (Fru-6-P). Fosfofrukto 
kinaza 1 (PFK1) katalizuje fosforilaciju Fru-6-P u fruktozo-1,6-bisfosfat (Fru-1,6-BisP) (Lenzen, 
2014). Glavne kontrolne taĉke procesa glikolize predstavljaju regulacije aktivnosti enzima HK i 

PFK1 (Hue & Rider, 1987). Aktivnost PFK1 je inhibirana visokim nivoom ATP i NADH koji 
ukazuju na povoljno energetsko stanje ćelije, kao i visokim nivoom citrata koji ukazuje na dovoljno 

prisustvo prekursora za biosintetske puteve. Sa druge strane, fruktozo-2,6-bisfosfat (Fru-2,6-BisP) 
je snaţan alosteriĉki aktivator PFK1, koji nastaje delovanjem enzima fosfofrukto kinaze 2 (PFK2) 
na Glu-6-P (Hue & Rider, 1987). U poslednjoj reakciji glikolize, enzim piruvat kinaza prenosi 

fosfornu grupu sa fosfoenolpiruvata na ADP ĉime nastaje drugi molekul ATP u glikolizi i krajnji 
produkt - piruvat (Lenzen, 2014). Nastali piruvat iz citosola prelazi u mitohondrije gde se vrši 
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oksidativna dekarboksilacija piruvata delovanjem kompleksa piruvat dehidrohenaze (PDH, engl. 
Pyruvate Dehydrogenase) pri ĉemu nastaje acetil-CoA i NADH. Dinamiĉke promene u stanju 
aktivnosti kompleksa postiţu se suprotstavljenim delovanjem ĉetiri razliĉite kinaze piruvat 

dehidrogenaze (PDK, engl. Pyruvate Dehydrogenase Kinase) i fosfataze piruvat dehidrogenaze 1 i 
2 (Jeon et al., 2021). Regulacija aktivnosti PDH ekspresijom PDK4 je kljuĉni faktor za odrţavanje 

metaboliĉke fleksibilnosti u srcu (Holloway et al., 2022). Nastali acetil-CoA sa jedne strane 
predstavlja poĉetno jedinjenje za ciklus trikarbonskih kiselina (Krebsov ciklus), dok sa druge strane 
izlazi iz mitohondrija i sluţi za sintezu masnih kiselina u citosolu. Tokom Krebsovog ciklusa 

oslobaĊa se CO2 i NADH i FADH2 koji sluţe kao donori elektrona na elektron transportnom lancu 
na unutrašnjoj membrani mitohondrija gde se odvija oksidativna fosforilacija odnosno biosinteza 

ATP molekula (Adeva-Andany et al., 2016).  

Proces oksidativne fosforilacije odvija se na unutrašnjoj mitohondrijalnoj membrani i 

katalizovan je enzimom ATP-sintazom. ATP-sintaza ili kompeks V nalazi se u neposednoj blizini 
respiratornog lanca koji se sastoji od kompleksa I, II, III i IV koji predstavljaju seriju prenosilaca 

elektrona sa NADH i FADH2 na molekul kiseonika (O2). U toku prenosa elektrona izmeĊu 
kompleksa respiratornog lanca dolazi do ispumpavanja [H+] iz matriksa mitohondrija u 
meĊumembranski prostor ĉime se formira elektrohemijski gradijent [H+] koji je ujedno i uslov za 

biosintezu ATP. Iako se smatra da su procesi prenosa elektrona na respiratornom lancu i 
oksidativna fosforilacija veoma tesno spregnuti, oni nisu u potpunosti kuplovani zbog toga što se 

neki od [H+] vraćaju do mitohondrijalnog matriksa putevima koji ne zavise od sinteze ATP. Ova 
pojava, poznata i kao „curenje‖ [H+], moţe biti bazalna i inducibilna. Prisustvo adenin nukleotid 
translokaze (ANT, engl. Adenine Nucleotide Translocase) na unutrašnjoj mitohondrijalnoj 

membrani zasluţno je za veliku proporciju bazalnog „curenja―, koje je konstitutivno i neregulisano, 
i ĉiji mehanizam nije u potpunosti poznat (Cadenas, 2018). Najbolje izuĉeni protein koji uĉestvuje u 
inducibilnom curenju [H+] je UCP1 (engl. Uncoupling Protein 1) koji je u velikoj meri eksprimiran 

na unutrašnoj mitohondrijalnoj membrani ćelija mrkog masnog tkiva (MMT) gde mu je fiziološka 
funkcija adaptivna termogeneza. UCP1 je inhibiran purinskim nukleotidima u fiziološkim 

koncentracijama, naroĉito guanin difosfatom (GDP), dok se smatra da NEFA snaţno povećavaju 
njegovu aktivnost (Demine et al., 2019). U ćelijama MMT, pod dejstvom epinefrina dolazi do 
razgradnje lipida i glukoze i poslediĉne aktivacije UCP1 koja vodi do odvajanja procesa respiracije 

od oksidativne fosforilacije pri ĉemu se energetski fluks [H+] koristi za generisanje toplote ali ne i 
ATP (Echtay et al., 2018). Na osnovu sekvenci komplementarne DNK (cDNK), 20 godina nakon 

otkrića UCP1, opisani su drugi proteini veoma sliĉni UCP1 koji su eksprimirani u MMT ali i u 
drugim tkivima. Prvootkriveni bio je UCP2, zatim i UCP3 koji su delili pribliţno 59% homologije 
sa UCP1, a kod sisara su kasnije otkriveni i UCP4 i UCP5 sa 30% homologije (Bouillaud et al., 

2016). Otkriće novih UCP proteina i njihova ekspresija u tkivima gde adaptivna termogeneza nema 
znaĉaja, otvorila je mogućnost da ovi proteini, osim termogene, mogu imati i neke druge funkcije 

poput zaštite od oksidativnih oštećenja, degenerativnih bolesti i starenja (Brand & Esteves, 2005). 
TakoĊe, postoje hipoteze po kojima UCP proteini mogu uĉestvovati i u izvozu masnih kiselina i 
njihovih peroksida iz mitohondrija ĉime se ostvaruje uticaj na njihov metabolizam (Brand & 

Esteves, 2005). U srcu su eksprimirane UCP2 i UCP3 izoforme proteina (Alán et al., 2009). 

 

1.1.3. Randlov ciklus  

 
Randlov ciklus ili „glukoza-masne kiseline― ciklus opisuje kompeticiju izmeĊu glukoze i masnih 

kiselina kao supstrata u procesu oksidacije i njihovu meĊusobnu regulaciju koja je nezavisna od 
hormona (Hue & Taegtmeyer, 2009; Randle et al., 1963). Ovaj efekat masnih kiselina najpre je 
otkriven u srcu, zatim u jetri i β ćelijama pankreasa, a onda i u drugim tkivima, što govori o 

univerzalnosti ovog procesa. U bazalnom stanju intermedijeri -oksidacije mogu uticati na 
metabolizam glukoze inhibirajući aktivnost PFK1 i PDH enzima (Slika 1A.). Naime, kada je stepen 
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β-oksidacije povećan dolazi do povećane produkcije acetil-CoA i NADH koji inhibiraju aktivnost 
PDH. Povišena koliĉina acetil-CoA povećava produkciju citrata koji inhibira aktivnost enzima 
PFK1 ĉime se spreĉava konverzija Fru-6-P u Fru-1,6-BisP, i poslediĉnog nagomilavanja ovog 

intermedijera koji eventualno moţe inhibirati aktivnost enzima HK (Hue & Taegtmeyer, 2009).  

Iako je originalan rad Randla i saradnika (Randle et al., 1963) ukazivao da postoji i reciproĉan 
efekat, odnosno da intermedijeri oksidacije glukoze mogu suprimirati oksidaciju masnih kiselina, 
taĉan mehanizam ove pojave otkriven je kasnije. Lipogeni intermedijer glikolize, malonil-CoA, ima 

kljuĉnu ulogu u ovom procesu. Naime, kada se koncentracija insulina poveća kao odgovor na 
povećanje koncentracije glukoze u cirkulaciji, dolazi do povećanog preuzimanja glukoze u ćelije 

koja se kataboliše u procesu glikolize. Nastali piruvat se aktivnošću PDH u mitohondrijama prevodi 
u acetil-CoA koji ulazi u Krebsov ciklus. U prvoj reakciji Krebsovog ciklusa nastaje citrat koji 
delimiĉno moţe preći u citosol gde sa jedne strane moţe delovati na PFK1, a delom se moţe 

regenerisati acetil-CoA. Na acetil-CoA u citosolu deluje enzim acetil-CoA karboksilaza (ACC, 
engl. Acetyl-CoA Carboxylase) koja ga prevodi u malonil-CoA. Malonil-CoA direktno deluje na 

CPT-1, tako što blokira njegovu aktivnost i spreĉava transport masnih kiselina iz citosola u 
mitohondrije (Slika 1B.) (Depre et al., 1999). Malonil-CoA u srcu ima kratak poluţivot i njegov 
nivo se kontroliše dinamikom procesa sinteze i degradacije pod dejstvom enzima ACC i malonil-

CoA dekarboksilaze (MCD, engl. Malonyl-CoA Decarboxylase), respektivno (Hopkins et al., 2003). 
U jetri je eksprimirana ACC1 izoforma enzima koja je lokalizovana u citosolu i ima ulogu u de 

novo lipogenezi dok u srcu dominira ACC2 izoforma, lokalizovana na spoljašnjoj membrani 
mitohondrija i ima iskljuĉivu ulogu u nastanku malonil-CoA poreklom od oksidacije glukoze koji 
blokira β-oksidaciju masnih kiselina (Abu-Elheiga et al., 2000). Razlika izmeĊu jetre i srca ogleda 

se i u senzitivnosti CPT-1 na malonil-CoA, pri ĉemu postoji veća senzitivnost u srcu zbog ĉega 
povećanje koncentracije malonil-CoA u srcu uvek inhibira aktivnost CPT-1 (Bird & Saggerson, 
1984; Hue & Taegtmeyer, 2009). S druge strane, tokom reperfuzije ishemijskih srca pacova 

pokazano je da fosforilacija i naknadna inhibicija obe izoforme ACC1/ACC2, potiskuje konverziju 
acetil-CoA u malonil-CoA i povećava unos masnih kiselina u mitohondrije (Kudo et al., 1996).  

Glavni regulator aktivnosti ACC u srcu je AMP-aktivirana protein kinaza (AMPK, engl. AMP 
Activated Protein Kinase) koja vrši fosforilaciju ACC na Ser79 i inhibira njegovu enzimsku 

aktivnost (Dyck et al., 1999; Scott et al., 2002). TakoĊe, neke studije sugerišu da bi AMPK mogao 
da utiĉe i na aktivnost enzima MCD (Sambandam et al., 2004). AMPK je filogenetski oĉuvan 

enzimski kompleks koji funkcioniše kao senzor ćelijskog energetskog statusa i utiĉe na regulaciju 
ćelijskog metabolizma i energetsku homeostazu. U uslovima energetskog stresa koji se javlja kao 
posledica nedostatka dostupnosti nutrijenata ili delovanja farmakoloških agenasa, aktivirani AMPK 

obnavlja energetski balans tako što aktivira kataboliĉke puteve koji proizvode ATP i inhibira 
anaboliĉke puteve koji troše ATP (Mihaylova & Shaw, 2011). Regulacija aktivnosti AMPK dešava 

se na nivou alosteriĉke modifikacije enzima i delovanja uzvodnih kinaza i fosfataza. U okviru 
kinaznog domena AMPK nalazi se ostatak treonina (Thr172) ĉiji je status fosforilacije kljuĉna 
determinanta za aktivnost enzima (Yan et al., 2018). TakoĊe, pokazano je da AMPK u srcu podleţe 

inhibitornoj fosforilaciji na serinskom ostatku (Ser485) koju vrši Akt (Kovacic et al., 2003). 
Aktivirani AMPK u srcu, osim delovanja na ACC molekul, utiĉe i na transport vezikula sa GLUT4 

što omogućava povećan stepen preuzimanja glukoze (Horie et al., 2008; Luiken et al., 2015). 
TakoĊe, AMPK utiĉe i na preuzimanje masnih kiselina stimulisanjem transporta CD36 molekula iz 
intracelularnih depoa na površinu sarkoleme (Luiken et al., 2003). 
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Slika 1. Šematski prikaz Randlovog ciklusa. Metabolizam u srcu u bazalnim (A) i insulinom 
stimulisanim uslovima (B). U bazalnom stanju, acetil-CoA neophodan za nastanak ATP potiĉe uglavnom iz 

-oksidacije masnih kiselina, i inhibira oksidaciju glukoze putem Randlovog ciklusa (isprekidane linije). 
Kada se koncentracija insulina poveća u odgovoru na povećanje glukoze u cirkulaciji, glukoza postaje glavni 
energetski supstrat za srce. Insulin indukuje translokaciju GLUT4 na plazma membranu i stimuliše enzime 
PFK-1/PFK2, što dovodi do istovremene stimulacije preuzimanja glukoze i glikolize. CoA: koenzim A; Fru-
1,6-BisP: fruktozo-1,6-bisfosfat; Glu-6-P: glukozo-6-fosfat; PFK-1: fosfofrukto kinaza 1; PFK-2: fosfofrukto 
kinaza 2; GLUT4: transporter za glukozu 4; PDH: piruvat dehidrogenaza. Preuzeto i modifikovano iz 

Bertrand et al., 2015.  

1.2. Insulin 
  

Insulin je polipeptidni hormon koji ima širok spektar fizioloških delovanja sa vaţnom ulogom u 

homeostazi glikemije, ćelijskom rastu i metabolizmu. Svoje efekte ostvaruje vezivanjem za receptor 
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za insulin (IR, engl. Insulin Receptor) na površini ćelija. Glavna ciljna tkiva na koja deluje insulin 
su jetra, skeletni mišići i adipozno tkivo u kojima ispoljava anaboliĉko dejstvo (Petersen & 
Shulman, 2018). IR je u velikoj meri eksprimiran i u kardiomiocitima, zbog ĉega srce takoĊe 

predstavlja organ na koji deluje insulin. Insulin utiĉe na vaskularni tonus, zatim kontraktilnost, 
apoptozu/preţivljavanje i rast kardiomiocita, kao i na metabolizam glukoze i masnih kiselina i 

sintezu proteina u srcu (Iliadis et al., 2011).  

Pokazano je da fiziološke koncentracije insulina, i pre i posle obroka, dovode do inotropnog 

odgovora tj. povećanja snage srĉanog mišića, dok je ovaj efekat oslabljen kod gojaznih ljudi sa 
insulinskom rezistencijom (Baron, 1994). Sistemska insulinska rezistencija je ĉesto prisutna kod 

pacijenata sa kongestivnom ili ishemijskom srĉanom insuficijencijom ili idiopatskom dilatiranom 
kardiomiopatijom (Paolisso et al., 1991; Swan et al., 1997) zbog ĉega se smatra da insulinska 
rezistencija moţe doprineti kontraktilnoj disfunkciji. Poremećaji intracelularne homeostaze Ca2+, 

barem delimiĉno, izazivaju kontraktilnu disfunkciju srca kod dijabetiĉnih pacova (Lagadic-
Gossmann et al., 1996). Efekti insulina na molekule ukljuĉene u regulaciju unutraćelijske 

homeostaze Ca2+ su testirani u in vivo i in vitro uslovima kod ljudi i nekoliko animalnih modela gde 
je pokazano da insulin povećava fluks Ca2+ kroz LTCC (Aulbach, 1999; Maier et al., 1999) i 
reverzni NCX (Von Lewinski et al., 2005), kao i da utiĉe na gensku i proteinsku ekspresiju 

SERCA2 i RyR (Teshima et al., 2000).  

Dobar animalni model sistem koji omogućava izuĉavanje direktnih efekata insulina na srce su 

miševi sa specifiĉnom delecijom IR u kardiomiocitima (CIRKO miševi). Belke i saradnici su 
pokazali da delecija IR u kardiomiocitima miševa u ranom postnatalnom periodu dovodi do zastoja 

u rastu srca i zadrţavanja metaboliĉkih karakteristika fetalnog srca, poput povećane glikolize i 
smanjene oksidacije masnih kiselina, što ukazuje na vaţnu ulogu insulina u tranziciji izmeĊu 
fetalnog ka adultnom srcu (Belke et al., 2002). TakoĊe, pokazano je i da narušen insulinski signalni 

put u srcu CIRKO miševa dovodi do mitohondrijalne disfunkcije koja se ogleda u redukciji 
kapaciteta mitohondrijalne oksidacije i sinteze ATP (Boudina et al., 2009). Dramatiĉno pogoršanje 

srĉane efikasnosti primećeno je kod dijabetiĉnih CIRKO miševa u odnosu na normalne CIRKO 
miševe, što ukazuje na sinergistiĉko delovanje metaboliĉkih promena koje prate dijabetes, i 
insulinskog signalnog puta u srcu per se (Bugger et al., 2012).  

 

1.2.1. Signalni putevi insulina 
 

U ciljnim ćelijama insulin moţe pokrenuti dva glavna signalna puta: put fosfatidilinozitol 3-
kinaze (PI3K, engl. Phosphatidylinositol 3-Kinase) odgovoran za metaboliĉke efekte insulina, i put 
proteinske kinaze aktivirane mitogenima (MAPK, engl. Mitogen-Activated Protein Kinase) koji 

reguliše rast i diferencijaciju ćelija (Slika 2). Koncentracije insulina neophodne za stimulisanje 
metaboliĉkih odgovora su niţe od onih koje su potrebne za mitogene odgovore (Petersen & 

Shulman, 2018). Oba signalna puta zapoĉinju vezivanjem insulina za IR na površini ćelije.  
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Slika 2. PI3K/Akt i MAPK signalni putevi aktivirani insulinom. Aktivni IR prenosi signal insulina 
na efektorske proteine nizvodno, preko porodice proteina IRS koji obezbeĊuju specifiĉna mesta za vezivanje 
koja aktiviraju druge kinaze kao što je PI3K. PI3K stupa u interakciju sa svojim supstratom, PIP2 u ćelijskoj 
membrani, stvarajući PIP3, koji sluţi kao mesto vezivanja PDK1 i mTORC2 kinaze koje zatim aktiviraju 
Akt fosfrilacijom dva razliĉita ostatka. Akt reguliše metaboliĉke efekte insulina kroz fosforilaciju širokog 
spektra supstrata. S druge strane, IR osim što fosforiliše IRS, takoĊe fosforiliše Shc protein, i oba proteina 
nezavisno mogu da aktiviraju protein Grb2 koji zatim aktivira MAP kinaze (Raf-1, MEK i ERK 1/2). 
ERK1/2 aktivira faktore transkripcije i nuklearne proteine, i na taj naĉin insulin modulira ekspresiju gena i 
rast ćelija. IR: receptor za insulin; IRS: supstrat receptora za insulin; PI3K: fosfaditilinozitol 3-kinaza; PIP2: 
fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat; PIP3: fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat; PDK1: kinaza tipa 1 zavisna od PIP3; 
PTP1B: proteinska tirozinska fosfataza 1B; AKT: proteinska kinaza B; GSK3: kinaza glikogen sintaze 3; 
mTOR: ciljni molekul za rapamicin kod sisara; FoxO1: (engl. Forkhead Box Protein O1); GLUT4: 
transporter za glukozu 4; Shc: protein koji sadrţi domen 2 homolog Src; GRB2: (engl. Growth Factor 
Receptor-Bound Protein 2); SOS: (engl. Son of Sevenless); MAPK: proteinske kinaze aktivirane 
mitogenima; ERK: kinaze regulisane vanćelijskim signalima; MEK: MAPK ERK kinaze. Preuzeto i 

modifikovano iz Ortiz-Huidobro et al., 2021. 
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1.2.1.1.  Receptor za insulin i supstrati receptora za insulin 
 

IR je heterotetramerni protein sastavljen od dve α i dve β subjedinice. Vanćelijski domen 
receptora koji vezuje insulin ĉine α subjedinice dok su β subjedinice transmembranski domeni 

receptora sa aktivnošću tirozin kinaze (Petersen & Shulman, 2018). Osim što vezuju insulin, α 
subjedinice ograniĉavaju tirozin kinaznu aktivnost β subjedinica. Vezivanjem liganda za receptor 
dolazi do konformacionih promena u okviru β subjedinica koje aktiviraju tirozin kinaznu aktivnost i 

vrše trans-autofosforilaciju većeg broja tirozinskih ostataka. Kljuĉne fosforilacije dešavaju se na 
tirozinskim (Tyr) ostacima 1158, 1162, i 1163 u okviru aktivacione petlje i dovode do oslobaĊanja 

katalitiĉkog mesta enzima što povećava afinitet receptora za ATP i potencijalne supstrate 
(Youngren, 2007). Fosforilisani Tyr ostaci β subjedinica predstavljaju mesta regrutovanja razliĉitih 
klasa proteina, od kojih su najvaţniji ĉlanovi familije supstrata receptora za insulin (IRS, engl. 

Insulin Receptor Substrate) i protein koji sadrţi domen 2 homolog Src (Shc, engl. Src Homology 2 
Domain Containing Protein).  

Kod sisara postoje ĉetiri izoforme IRS proteina sa razliĉitom ćelijskom distribucijom pri ĉemu su 
IRS-1 i IRS-2 glavne izoforme ukljuĉene u regulaciju metabolizma (Haeusler et al., 2018). IRS 

proteini na amino terminusu poseduju konzervirani plekstrin homologni (PH, engl. Pleckstrin 
Homology) domen i fosfotirozin vezujući (PTB, engl. engl. Phosphotyrosine-Binding) domen. PH 

domen omogućava vezivanje IRS proteina za fosfoinozitide ćelijske membrane i blisku lokalizaciju 
IRS proteina sa IR. TakoĊe, PH domen omogućava i protein-protein interakcije IRS proteina 
meĊusobno, ali i sa drugim ćelijskim konstituentima. PTB domen omogućava vezivanje IRS 

proteina za IR. C terminalni region IRS proteina je slabo konzerviran i sadrţi mnogobrojne Tyr 
ostatke koji podleţu fosforilaciji od strane IR i sluţe kao mesta vezivanja efektornih proteina koji 

sadrţe SH2 (engl. Src Homology 2) domen (Boura‐Halfon & Zick, 2009).  

Okonĉanje aktivnosti insulinskog signalnog puta je strogo regulisan proces. Jedan od 

mehanizama regulacije podrazumeva internalizaciju i degradaciju IR. Sa druge strane aktivirajuće 
fosforilacije na IR i IRS proteinima mogu biti uklonjene delovanjem proteinskih fosfataza. Najbolje 

opisana fosfataza koja uĉestvuje u ovom procesu je proteinska tirozinska fosfataza (PTP, engl. 
Protein Tyrosine Phosphatase) 1B. Pokazano je da je ekspresija i aktivnost PTP1B fosfataze 
povećana u jetri, masnom tkivu, skeletnim mišićima i nukleus arquatus hipotalamusa kod miševa na 

reţimu ishrane bogate mastima (HFD, engl High Fat Diet), kod kojih je razvijena gojaznost i 
insulinska rezistencija (Zabolotny et al., 2008). TakoĊe je pokazano da se smanjenjem ekspresije 

PTP1B u jetri i masnom tkivu, upotrebom antisens oligonukleotida, povećava osetljivost na insulin i 
normalizuje nivo glukoze u krvi kod dijabetiĉnih ob/ob miševa (Gum et al., 2003). Okonĉanje 
insulinske signalizacije takoĊe moţe biti ostvareno i delovanjem serin kinaza na IRS proteine, pri 

ĉemu serinske (Ser) fosforilacije na IRS proteinima deluju kao negativni regulatori njihove 
aktivnosti (Saltiel, 2015).  

 

1.2.1.2. Signalni put PI3K 
 

Prvi protein za koji je utvrĊeno da stupa u interakciju sa IRS proteinima bila je PI3K klase IA 

(Saltiel, 2015), koji predstavlja heterodimerni protein koji se sastoji od p85 regulatorne subjedinice 

i od p110 katalitiĉke subjedinice. U okviru regulatorne subjedinice nalazi se SH2 domen preko 
kojeg se PI3K povezuje sa IRS proteinima i lokalizuje u blizini plazma membrane. Povezivanje sa 
IRS proteinima aktivira katalitiĉku subjedinicu i ona deluje na fosfatidil inozitol 4,5-bifosfat (PIP2) 

u plazma membrani pri ĉemu nastaje sekundarni glasnik fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat (PIP3) 
(Huang et al., 2018). Povećanje PIP3 u plazma membrani izaziva regrutovanje i kolokalizaciju 

nekoliko Ser/Thr kinaza, meĊu kojima i fosfoinozitid-zavisnu kinazu 1 (PDK1, engl. 
Phosphoinositide-Dependent Kinase 1) i Akt.  
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Nakon što se aktivira, PDK1 fosforiliše, a time i aktivira najmanje 23 kinaze iz porodice AGC 
kinaza, meĊu kojima su Akt, S6 kinaza (S6K), protein kinazu C δ (PKC, engl. Protein Kinase C) i 
druge (Leroux et al., 2018). Studije delovanja insulina pokazale su da je PI3K/Akt put odgovoran za 

stimulaciju glikolize u srcu tako što sa jedne strane povećava unos glukoze u srce preko GLUT4 
transportera, a sa druge strane povećava aktivnost PFK2 enzima (Deprez et al., 1997). Korišćenjem 

inhibitora u in vitro studijama pokazano je da je aktivacija PFK2 u srcu nezavisna od delovanja Akt 
i S6K, ali da zahteva oĉuvanu aktivnost PDK1 (Bertrand et al., 1999). TakoĊe je pokazano i da 
postoji kinaza nizvodno od PDK1 koja bi mogla biti odgovorna za ove fosforilacije i nazvana je 

WISK (engl. Wortmannin-Sensitive and Insulin-Stimulated Protein Kinase) (Deprez et al., 2000). 
PDK1 omogućava dalji prenos insulinskog signala od PI3K ka aktivaciji Akt (Cheng et al., 2010).  

Akt je Ser/Thr kinaza koja se kod sisara eksprimira u tri izoforme pri ĉemu je Akt1 izoforma 
prisutna u svim tkivima, Akt2 izoforma eksprimirana je uglavnom u ćelijama koje su osetljive na 

insulin dok je Akt3 izoforma u najvećoj meri eksprimirana u mozgu i testisima (Fayard et al., 
2010). Za maksimalnu aktivnost Akt neophodne su dve fosforilacije, fosforilacija Thr308 u 

kinaznom domenu od strane PDK1, i fosforilacija Ser473 u C-terminalnom regulatornom domenu 
koju vrši kompleks 2 ciljnog molekula za rapamicin kod sisara (mTORC2, engl. Mammalian Target 
of Rapamycin Complex 2) ĉija aktivnost takoĊe zavisi od PI3K (Huang et al., 2018; Manning & 

Toker, 2017). Signalizacija posredovana PI3K/Akt putem moţe biti prekinuta delovanjem fosfataze 
PTEN na lipidne sekundarne glasnike. TakoĊe, signalizacija moţe biti prekinuta i delovanjem 

protein fosfataze 2A (PP2A, engl. Protein Phosphatase 2A) i PHLPP (engl. PH-domain Leucine-
Rich Repeat Protein Phosphatase) koje defosforilišu Akt na ostacima Thr308 i Ser473, respektivno 
(Manning & Toker, 2017). U kardiovaskularnom sistemu, prenos signala nizvodno od Akt ukljuĉen 

je u regulaciju ćelijskog metabolizma, angiogeneze, vazorelaksacije, preţivljavanja, rasta i 
proliferacije ćelija što je obezbeĊeno njenim delovanjem na razliĉite supstrate (Abeyrathna & Su, 
2015).  

Aktivirani Akt utiĉe na transport vezikula koje u sebi sadrţe GLUT4 (Jaldin-Fincati et al., 2017) 

i vezikula koje sadrţe CD36 molekule (Samovski et al., 2012), identiĉnim mehanizmom. Proteini 
ukljuĉeni u regulaciju vezikularnog transporta su mali GTP-vezujući proteini-Rab GTPaze. Rab 
GTPaze funkcionišu kao molekularni prekidaĉi koji mogu prelaziti iz GTP-vezane aktivne forme u 

GDP-vezanu neaktivnu formu, i obrnuto. Konverzija iz GTP-vezanog oblika u GDP-vezanu formu 
se dešava putem hidrolize GTP, koja nije voĊena samo intrinziĉnom aktivnošću proteina, već je 

takoĊe katalizovana proteinima koji aktiviraju GTPazu (GAP, engl. GTPase-Activating Protein). U 
bazalnim uslovima ovi proteini onemogućavaju aktivnost Rab GTPaza na vezikulama i spreĉavaju 
njihovu translokaciju na plazma membranu. Aktivirani Akt fosforiliše Rab GAP nazvan Akt 

supstrat od 160 kDa (AS160), i ĉlana njegove porodice TBC1D1. Fosforilacija pomoću Akt dovodi 
do inaktivacije AS160 i TBC1D1, ĉime se njihov inhibitorni efekat na Rab GTPaze ukida i 

stimuliše se translokacija vezikula na plazma membranu (Jaldin-Fincati et al., 2017).  

Akt takoĊe utiĉe i na aktivnost transkripcionih faktora FoxO (engl. Forkhead Box O) familije. 

Ova familija obuhvata ĉetiri ĉlana: FoxO1, FoxO3, FoxO4 i FoxO6, pri ĉemu su prva tri 
eksprimirana u srcu dok je FoxO6 eksprimiran u mozgu (Ronnebaum & Patterson, 2010). FoxO 

proteini pripadaju velikoj superfamiliji Fox proteina koji dele veoma sliĉan domen vezivanja na 
DNK molekulu oznaĉen kao forkhead box (Schmitt-Ney, 2020). U jedru, FoxO proteini se vezuju 
za konzerviranu sekvencu vezivanja na DNK, TTGTTTAC, i mogu se povezati sa razliĉitim 

koaktivatorima (Ronnebaum & Patterson, 2010). Brunet i saradnici su prvi pokazali da Akt 
fosforiliše FoxO3 na ostacima Thr32, Ser253 i Ser315, in vitro i in vivo, što dovodi do translokacije 

FoxO3 iz jedra u citoplazmu (Brunet et al., 1999). Fosforilacije od strane Akt nisu dovoljne da 
izazovu strukturne promene u domenu proteina koji je odgovoran za vezivanje na DNK molekulu, 
što znaĉi da Akt ne utiĉe direktno na aktivnost ovih proteina, već omogućava generisanje mesta za 

vezivanje adapterskih proteina 14-3-3 koji zatim omogućavaju izlazak iz jedra (Tzivion et al., 
2011). Na ovaj naĉin Akt vrši negativnu regulaciju transkripcione aktivnosti FoxO proteina. FoxO 
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proteini su ukljuĉeni u regulaciju metabolizma, autofagiju, apoptozu, starenje, ćelijski rast i 
diferencijaciju, te zaštitu od oksidativnog stresa (Schmitt-Ney, 2020). FoxO1 utiĉe na metabolizam 
glukoze u srcu tako što na transkripcionom nivou reguliše enzim PDK4 ĉime direktno smanjuje 

oksidaciju glukoze. S druge strane, inhibicija FoxO1 od strane Akt dovodi smanjene ekspresije 
enzima PDK4 i poslediĉno do povećane oksidacije glukoze. TakoĊe FoxO1 ima znaĉajnu ulogu i u 

regulaciji snabdevanja srca masnim kiselinama tako što utiĉe na translokaciju transportera CD36 na 
plazma membranu ĉime povećava njihov unos u srce i poslediĉnu oksidaciju (Puthanveetil et al., 
2013).  

Akt deluje i na proces sinteze glikogena u ćeliji tako što fosforiliše Ser/Thr kinazu glikogen 

sintaze 3β (GSK-3β, engl. Glycogen Synthase Kinase 3) na ostatku Ser9 i dovodi do ukidanja njene 
aktivnosti. GSK-3β je u ćeliji konstitutivno aktivna i tako odrţava glikogen sintazu (GS, engl. 

Glycogen Synthase) u neaktivnom fosforilisanom stanju. Insulin, preko Akt, uklanja inhibitorni 
efekat GSK-3β sa GS i na taj naĉin stimuliše sintezu glikogena (Singh et al., 2019). Akt obezbeĊuje 
još jedan stimulus za sintezu glikogena, aktivacijom protein fosfataze 1 (PP1, engl. Protein 

Phosphatase-1) koja defosforiliše GS i tako je aktivira (Chandramouli et al., 2015). 

Akt stimuliše i biosintetske procese aktivacijom kompleksa 1 ciljnog molekula za rapamicin kod 

sisara (mTORC1, engl. Mammalian Target of Rapamycin Complex 1). Akt vrši fosforilaciju 
proteina kompleksa 2 tuberozne skleroze (TSC2, engl. Tuberous Sclerosis Complex 2) koji 

funkcioniše u okviru kompleksa sa proteinima TSC1 i TBC1D7, što dovodi do inhibicije aktivnosti 
kompleksa. U svom aktivnom obliku, TSC2 deluje kao GAP specifiĉan za GTPazu Rheb i vrši 
konverziju Rheb-GTP u Rheb-GDP. Dakle, Akt svojim delovanjem ukida inhibitorni efekat TSC2 

na Rheb i omogućava aktivaciju mTORC1 (Manning & Toker, 2017). Aktivirani mTORC1 
stimuliše razliĉite anaboliĉke procese, kao što su sinteza proteina, lipida i nukleotida, dok 

istovremeno inhibira kataboliĉki proces autofagije (Manning & Toker, 2017). Najviše prouĉavani 
supstrati mTORC1 su S6K i eukariotski faktor inicijacije translacije 4E (eIF4E)-vezujući protein-1 
(4E-BP1). mTORC1 fosforiliše i aktivira S6K, što zauzvrat promoviše biogenezu iRNK i aktivira 

proces translacije proteina. Nasuprot tome, mTORC1 inhibira 4E-BP1 i omogućava formiranje 
eIF4E kompleksa koji pokreće translaciju zavisnu od 5’ kape (Sciarretta et al., 2014). mTORC1 ima 

i vaţnu ulogu u inhibiciji PI3K/Akt puta povratnom spregom. Veliki deo ove regulacije se pripisuje 
mTORC1-zavisnoj degradaciji IRS-1 i IRS-2 kroz višestruke fosforilacije Ser na ovim proteinima 
posredovane mTORC1, S6K ili drugim nepoznatim nizvodnim protein kinazama, ĉime se u velikoj 

meri smanjuje aktivacija PI3K/Akt puta. TakoĊe S6K moţe vršiti fosforilaciju mTORC2 
komponenti i smanjiti mTORC2-zavisnu fosforilaciju Akt (Manning & Toker, 2017). 

 

1.2.1.3. Signalni put MAPK 
 

Signalizacija preko IR moţe aktivirati MAPK signalni put ukljuĉen u regulaciju procesa ćelijske 
proliferacije, diferencijacije i ćelijske smrti (Bedinger & Adams, 2015). Familija enzima MAPK 

obuhvata kinaze regulisane vanćelijskim signalima (ERK, engl. Extracellular Signal-Regulated 
Kinases), JNK (engl. c-Jun N-terminal Kinase) i p38 kinazu (Roberts, 2012). Signalizacija 

podrazumeva trokinazni modul u kojem se dve uzvodne protein kinaze aktiviraju tokom 
fosforilacione kaskade i dovode do aktivacije odgovarajuće MAPK (Pearson, 2001). U srcu ERK1/2 
kaskada je kljuĉni regulator mitogenog odgovora na insulin (Bedinger & Adams, 2015) i aktivira se 

kroz Ras/Raf/MEK kaskadu (Roberts, 2012). Kaskada zapoĉinje vezivanjem adaptornog proteina 
Shc preko PTB domena za aktivirani IR što dalje regrutuje kompleks proteina Grb2-SOS (engl. 

Growth Factor Receptor Bound 2 – Son of Sevenless) na plazma membranu. SOS deluje kao faktor 
razmene guanin nukleotida i aktivira malu GTPazu Ras. Ras zatim regrutuje i aktivira Raf koji 
inicira kinaznu kaskadu koja rezultuje u aktivaciji ERK1/2 (Poloz & Stambolic, 2015; Taniguchi et 

al., 2006). Puna aktivnost ERK1/2 zahteva fosforilaciju na Tyr i Thr ostacima (Ferrell & Bhatt, 
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1997). Aktivirani ERK1/2 funkcioniše kao kinaza koja fosforiliše razliĉite ciljne molekule u 
citoplazmi i jedru. MeĊu identifikovanim citoplazmatskim targetima su citoskeletni elementi, 
membranski receptori i ćelijski adhezivni proteini, dok u jedru targete predstavljaju uglavnom 

transkripcioni faktori (Gilbert et al., 2021). Put ERK1/2 ukljuĉen je u fazi razvoja srca ali takoĊe i u 
procesima kardioprotektivne i maladaptivne hipertrofije (Gallo et al., 2019; Wang, 2007).  

 

1.3. Vitamin D 
 

1.3.1. Hemijska struktura, sinteza i distribucija vitamina D 
 

Vitamin D prema nomenklaturi spada u liposolubilne vitamine, dok je prema hemijskoj strukturi 

steroid, taĉnije sekosteroid jer je veza izmeĊu 9. i 10. ugljenikovog atoma u B prstenu 
ciklopentanoperhidrofenantrena prekinuta (Bouillon et al., 1995). Kada se govori o vitaminu D 

najĉešće se podrazumevaju dve forme prohormona, holekalciferol (vitamin D3) i ergokalciferol 
(vitamin D2), koje se meĊusobno razlikuju u strukturi boĉnog lanca. Obe forme vitamina D mogu 
se uneti hranom, holekalciferol putem obogaćenih namirnica (mleko i mleĉni proizvodi, ţitarice, 

margarini) ili iz masne ribe, ţivotinjskih masti i ţumanaca, dok se ergokalciferol nalazi u 
suplementima i prirodno kod peĉuraka i kvasaca. Relativno mali broj namirnica obiluje ili je 

obogaćen vitaminom D zbog ĉega hrana predstavlja dopunski izvor vitamina D, dok je primarni 
izvor njegova sinteza u ćelijama koţe ţivotinja. Delovanjem UV-B zraĉenja na 7-
dehidroksiholesterol (7-DHA), prekursor holesterola, nastaje pre-vitamin D3 u koţi koji zatim 

podleţe termalnoj izomerizaciji pri ĉemu nastaje holekalciferol (Jenkinson, 2019). Pre-vitamin D3 
moţe dati i dva inertna jedinjenja, lumisterol i tahisterol, ili pak biti ponovo konvertovan u 7-DHA 
što predstavlja mehanizme zaštite od prekomernog izlaganja sunĉevim zracima (Jenkinson, 2019). 

Smatra se da endogena produkcija obezbeĊuje ĉak 80% dnevnih potreba organizma za vitaminom D 
(Borel et al., 2015). Produkcija u koţi zavisi od endogenih faktora kao što su uzrast i pigmentacija 

koţe. Starenjem dolazi do smanjenja nivoa 7-DHA i kapaciteta koţe da produkuje holekalciferol 
(MacLaughlin & Holick, 1985). Efekat smanjenja produkcije ispoljava i melanin prisutan u koţi 
koji efikasno apsorbuje UV-B zraĉenje. ZagaĊenje vazduha, godišnje doba, geografska širina i 

upotreba zaštitnih krema za sunĉanje spadaju u grupu egzogenih faktora koji utiĉu na produkciju 
holekalciferola u koţi (Holick, 1995). Ergokalciferol takoĊe moţe nastati endogeno delovanjem 

UV-B zraĉenja na ergosterol (Berretta et al., 2022).  

Vitamin D unet hranom se apsorbuje u tankom crevu na isti naĉin kao i TAG, holesterol i 

fosfolipidi (Borel et al., 2015), tako da u cirkulaciju ulazi u okviru hilomikrona što omogućava 
njegovo preuzimanje od strane masnog tkiva i mišića gde se moţe deponovati, pre nego što stigne 

do jetre (Jones, 2008). Sa druge strane, vitamin D koji nastaje u koţi se transportuje direktno do 
jetre vezan za transportne proteine plazme, u najvećoj meri za protein koji vezuje vitamin D (DBP, 
engl. Vitamin D Binding Protein), i u manjoj meri za albumin i lipoproteine. DBP vezuje razliĉite 

metabolite vitamina D razliĉitim afinitetom, u poretku 25-hidroksivitamin D3 (25(OH)D3) = 24,25-
dihidroksivitamin D3 (24,25(OH)2D3) > 1,25-dihidroksivitamin D3 (1,25(OH)2D3) > vitamin D 

(Bouillon et al., 2020; Dusso et al., 2005). Skoro 99% metabolita vitamina D prisutnih u cirkulaciji 
je vezano za proteine što utiĉe na njihovu bioraspoloţivost i poluţivot (Dusso et al., 2005). Kod 
gojaznih osoba vitamin D se u znaĉajnoj meri deponuje u masnom tkivu što smanjuje 

bioraspoloţivost (Blum et al., 2008; Gil et al., 2018). 
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1.3.2. Metabolizam vitamina D 
 

Metaboliĉka konverzija dva prohormona je sliĉna od trenutka kada se naĊu u cirkulaciji i vodi 

nastanku mnogobrojnih metabolita od kojih je 1,25(OH)2D3 (kalcitriol) glavni aktivni oblik 
vitamina D (Slika 3.) (Gil et al., 2018). Put od inertnog do biološki aktivnog metabolita vitamina D 

podrazumeva dvostepeni proces hidroksilacije koji katalizuju enzimi koji pripadaju superfamiliji 
citohrom P450. U jetri, vitamin D podleţe prvoj hidroksilaciji delovanjem enzima sa 25-
hidroksilaznom aktivnošću, pri ĉemu nastaje 25(OH)D, najzastupljenija cirkulišuća forma vitamina 

D. Do danas je identifikovano najmanje šest enzima sa 25-hidroksilaznom aktivnošću (Jenkinson, 
2019) ali se ĉini da kod ljudi primarno funkcioniše enzim CYP2R1 (engl. Cytochrome P450 Family 

2 Subfamily Member R1) (Christakos et al., 2019). Proseĉan poluţivot 25(OH)D u plazmi je oko tri 
nedelje zbog ĉega njegova koncentracija ujedno predstavlja i parametar koji se koristi za 
odreĊivanje statusa vitamina D u organizmu (Gil et al., 2018). Iz jetre, 25(OH)D se transportuje do 

proksimalnih tubula bubrega gde se dešava druga hidroksilacija od strane enzima sa 1α-
hidroksilaznom aktivnošću (CYP27B1, engl. Cytochrome P450 Family 27 Subfamily B Member 1), 

pri ĉemu nastaje 1,25(OH)2D3 (Christakos et al., 2016). CYP27B1 je do danas jedini opisani enzim 
sa 1α-hidroksilaznom aktivnošću i osim u bubrezima eksprimiran je i u drugim tkivima, poput 
epidermisa, kostiju, placente i ćelija imunskog sistema, što ukazuje na lokalnu produkciju aktivne 

forme vitamina D (Bikle & Christakos, 2020; Christakos et al., 2019). Aktivnost enzima CYP27B1 
je strogo regulisan proces, i smatra se da samo mali deo ukupnog pula 25(OH)D iz cirkulacije 

podleţe 1α-hidroksilaciji. Regulacija aktivnosti CYP27B1 u bubrezima zavisi od paratireoidnog 
hormona (PTH), faktora rasta fibroblasta 23 (FGF23, engl. Fibroblast Growth Factor 23) i 
1,25(OH)2D3 (Gil et al., 2018), dok u drugim tkivima regulaciju vrše uglavnom citokini i faktori 

rasta (Bikle & Christakos, 2020), na naĉin koji nije dovoljno poznat. 

Enzim CYP24A1 (engl. Cytochrome P450 Family 24 Subfamily A Member 1) katalizuje 

nekoliko reakcija u procesu degradacije 25(OH)D i 1,25(OH)2D3 koji kao rezultat daju metabolite 
sa hidroksilnim grupama na C-23 i C-24 atomu, pri ĉemu kao krajnji produkti nastaju 

1α,25(OH)2D3-26,23-lakton i kalcitroiĉna kiselina, respektivno. Kalcitroiĉna kiselina se izluĉuje 
putem ţuĉi, ali se takoĊe moţe ekskretovati i putem urina nakon konjugacije (Jenkinson, 2019). 
CYP24A1 je do danas jedini opisani enzim koji moţe da katalizuje ove reakcije (Jenkinson, 2019). 

Ovaj enzim je široko eksprimiran, i nalazi se u svim ćelijama u kojima je eksprimiran receptor za 
vitamin D (VDR, engl. Vitamin D Receptor) što omogućava zaštitu od nekontrolisane aktivacije 

receptora (Gil et al., 2018). Aktivnost enzima regulisana je od strane PTH, FGF23 i 1,25(OH)2D3. 
Iako se generalno smatra da CYP24A1 ima glavnu ulogu u katabolizmu metabolita vitamina D, 
njegovom aktivnošću mogu nastati i biološki aktivni produkti, ali sa znaĉajno manjom sposobnošću 

aktivacije VDR (Jenkinson, 2019). 

 

1.3.3. Receptor za vitamin D 

 
Biološku aktivnost 1,25(OH)2D3 ostvaruje vezivanjem za VDR koji pripada superfamiliji 

jedarnih receptora (Slika 3.). VDR je protein od 427 aminokiselinskih ostataka koji se nalazi u 
citoplazmi i jedru ćelija (Barsony et al., 1997) i sa najvećim afinitetom vezuje 1,25(OH)2D3, dok je 
afinitet za 25(OH)D i 24,25(OH)2D3 100 puta manji (Dusso et al., 2005). Nakon vezivanja liganda 

dolazi do konformacione promene koja omogućava udruţivanje sa neokupiranim RXR. Formirani 
heterodimer VDR-RXR se u jedru vezuje za specifiĉne DNK sekvence oznaĉene kao elementi 

responsivni na vitamin D (VDREs, engl. Vitamin D Responsive Elements) koji se nalaze u okviru 
promotora ciljnih gena ĉiju ekspresiju reguliše (Lu et al., 2018). Vezivanje kompleksa VDR-RXR 
za VDREs inicira ili aktivaciju (regrutacijom kompleksa proteina koji deluju kao koaktivatori) ili 

supresiju (regrutacijom kompleksa proteina koji deluju kao korepresori) transkripcije ciljnih gena. 
Ekspresija VDR je identifikovana u gotovo svim ćelijama sa jedrom (Bouillon et al., 2008). 
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Mnogobrojne studije ispitivanja profila genske ekspresije pokazale su da 1,25(OH)2D3 direktno ili 
indirektno reguliše ekspresiju velikog broja gena (Wang et al., 2005) i da moţe biti ukljuĉen u 
regulaciju mnogobrojnih ćelijskih procesa ukljuĉujući rast, diferencijaciju, apoptozu, DNK 

reparaciju, membranski transport, metabolizam, ćelijsku adheziju i oksidativni stres (Bouillon et al., 
2008).  

Poznato je da steroidni molekuli osim receptorom posredovane modulacije transkripcije gena 
mogu ostvariti i brze negenomske efekte (Slika 3.). Ovakve efekte ispoljavaju i metaboliti vitamina 

D. Nemere i saradnici (Nemere et al., 1984) su pokazali da 1,25(OH)2D3 znaĉajno poveća 
transepitelno kretanje Ca2+ u perfundovanom dvanaestopalaĉnom crevu pilića, što je bio prvi 

zapaţeni fenomen delovanja 1,25(OH)2D3 koji ne zahteva aktivaciju genoma i de novo sintezu 
proteina, poznat kao transkaltahija (Nemere et al., 1984). Kasnije, u mnogobrojnim in vitro 
studijama je ustanovljeno da se negenomsko delovanje vitamina D moţe manifestovati kroz 

aktivaciju signalnih molekula kao što su fosfolipaza C i fosfolipaza A2 (PLA2, engl. Phospholipase 
A2), PI3K i p21ras, zatim stvaranje sekundarnih glasnika (Ca2+, cikliĉni adenozin monofosfat, 

masne kiseline i 3-fosfoinozitidi), i aktivacija protein kinaza poput protein kinaze A (PKA, engl. 
protein kinase A), MAPK, PKC i kalmodulin zavisne kinaze 2 (CaMKII, engl. CAM-Dependent 
Kinase II) (Hii & Ferrante, 2016). Tada se postavilo pitanje postojanja receptora koji posreduje u 

negenomskim efektima. Najistaknutiji protein asociran sa membranom koji moţe vezivati 
metabolite vitamina D i za koji je pokazano da je kritiĉan za njihove brze efekte je ĉlan 3 protein 

disulfid izomeraze familije A (PDIA3, engl, Protein Disulfide-Isomerase A3). Kristalografske 
studije nisu uspele da dokaţu postojanje vezujućeg mesta za steroidne hormone u strukturi PDIA3 
tako da je pretpostavljeno da bi on mogao da sluţi kao molekularni šaperon za VDR ili DBP 

(Donati et al., 2022). Studija na osteoblastima pokazala je da aktivacija src i PLA2 posredovana 
1,25(OH)2D3 zahteva i PDIA3 i VDR (Chen et al., 2013). TakoĊe je utvrĊeno da VDR osim u jedru 
moţe biti lokalizovan i na membranama bogatim kaveolama, kao i da kolokalizuje sa PDIA3 i 

kaveolinom 1 (Chen et al., 2013). Ovakvi rezultati sugerišu da postoji mogućnost za selektivnu 
upotrebu VDR za razliĉite negenomske/genomske signalne puteve. 
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Slika 3. Šematski pregled kanonskog metabolizma vitamina D i njegovih genomskih ili 

negenomskih efekata. VDR: receptor za vitamin D; VDR Mem: membranski receptor za vitamin D; 
RXR: retinoidni receptor X; VDREs: elementi responsivni na vitamin D; Raf: Ser/Thr specifiĉna kinaza; 
Ras: mala GTP-aza; PKC: protein kinaza C; PKA: protein kinaza A; MEK: kinaza mitogenima aktivirane 
kinaze; ERK: kinaze regulisane vanćelijskim signalima. Preuzeto i modifikovano iz Gkotinakou et al., 2022. 

 

1.3.4. Osnovna biološka dejstva vitamina D 

 
Odrţavanje koncentracije Ca2+ u cirkulaciji na konstantnom nivou od 1mmol/l je strogo regulisan 

proces koji osim delovanja vitamina D ukljuĉuje i PTH i kalcitonin. Paratireoidna ţlezda registruje 
pad koncentracije Ca2+ u cirkulaciji i u okviru nekoliko sekundi izluĉuje PTH. PTH deluje na kosti, 
gde stimuliše resorpciju kostiju, i na bubrege gde stimuliše reapsorpciju Ca2+, smanjuje reapsorpciju 

fosfora i aktivira 1α-hidroksilazu koja prevodi kalcidiol u kalcitriol. Ovako nastala aktivna forma 
vitamina D ostvaruje efekte na bubrege gde stimuliše reapsorpciju Ca2+, na tanko crevo gde 

stimuliše apsorpciju Ca2+ i na kosti gde ostvaruje isti efekat kao i PTH (Jones et al., 1998). Smatra 
se da je glavni efekat vitamina D na odrţavanje homeostaze Ca2+ upravo apsorpcija Ca2+ u crevima 
(Christakos et al., 2019). Kada je koncentracija Ca2+ u optimalnom opsegu signal za sekreciju PTH 

se ukida ali je neophodno i delovanje kalcitonina koji nastaje i oslobaĊa se iz „C― ćelija tiroidne 
ţlezde i blokira proces resorpcije kostiju (Jones et al., 1998; Khundmiri et al., 2016). Nedostatak 
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vitamina D tokom razvoja kostiju dovodi do zaostatka u rastu i rahitisa, dok kod odraslih moţe 
izazvati sekundarni hiperparatireoidizam koji dovodi do osteoporoze i/ili osteomalacije (Christakos 
et al., 2019). 

Uloga vitamina D u zdravlju kostiju je dobro poznata, ali predstavlja samo jedan aspekt 

plejotropnog funkcionalnog profila ovog molekula. Poslednjih decenija veliki broj istraţivanja 
fokusiran je na ulogu vitamina D u funkcionisanju imunskog, kardiovaskularnog i reproduktivnog 
sistema, fiziologiji skeletnih mišića, koţe i masnog tkiva, u metabolizmu glukoze, 

neurokognitivnim funkcijama, kao i modulaciji ćelijske proliferacije (Caprio et al., 2017). Uloga 
vitamina D u ovim procesima nije u potpunosti razjašnjena i zahteva dalja istraţivanja.  

 

1.3.5. Efekti vitamina D u kardiovaskularnom sistemu 
 

KVB su znaĉajan uzrok morbiditeta i mortaliteta širom sveta. Prema podacima Svetske 

zdravstvene organizacije ĉak 17.9 miliona ljudi u 2019. godini umrlo je od posledica KVB, 
prevashodno od srĉanog udara i šloga. Pored tradicionalnih faktora rizika za nastanak KVB, 

otkrivaju se novi faktori rizika sa potencijalno relevantnim prognostiĉkim i terapijskim 
implikacijama, meĊu kojima je nedostatak vitamina D u fokusu interesovanja (Cosentino et al., 
2021). Osamdesetih godina prošlog veka sezonske varijacije u incidenci KVB prvi put su pripisane 

sezonskim varijacijama u koncentraciji vitamina D u serumu i od tada su podstaknuta istraţivanja o 
potencijalnim benefitima vitamina D na kardiovaskularno zdravlje (Pilz et al., 2016). Metaboliti 

vitamina D utiĉu na nekoliko tipova ćelija koje su relevantne za kardiovaskularnu fiziologiju i 
patologiju meĊu kojima su endotelne ćelije, glatke mišićne ćelije, kardiomiociti i ćelije imunskog 
sistema (Norman & Powell, 2014). VDR je prvi put identifikovan u zdravom srcu pacova 1986. 

godine (Walters et al., 1986), a kasnije je otkriveno da kardiomiociti i fibroblasti u srcu 
eksprimiraju i 1α-hidroksilazu (Chen et al., 2008), što je ukazalo na mogućnost lokalne produkcije i 

parakrinog/autokrinog delovanja vitamina D na srce i krvne sudove. Zaista, opservacione studije na 
ljudima su otkrile povezanost izmeĊu nedostatka vitamina D i hipertenzije, hipertrofije leve komore 
i srĉane insuficijencije (Al Mheid et al., 2011), a eksperimentalni modeli su pokazali da vitamin D 

ima nekoliko efekata na kardiovaskularni sistem, ukljuĉujući antihipertrofiĉna svojstva, inhibiciju 
proliferacije kardiomiocita, stimulaciju proliferacije vaskularnih glatkih mišićnih ćelija, ekspresiju 

faktora rasta vaskularnog endotela, inhibiciju renin-angiotenzin aldosteronskog sistema (RAAS) i 
luĉenje natriuretskog peptida (Cosentino et al., 2021).  

Eksperimenti na globalnim VDR knock-out animalnim modelima su pokazali da nedostatak 
VDR uzrokuje hipertenziju koja je praćena povišenim nivoom atrijalnog natriuretiĉkog peptida. U 
ovim modelima, kao posledica hipertenzije javlja se i hipertrofija miokarda (Li et al., 2002; Xiang 

et al., 2005). Kasniji eksperimenti na miševima kod kojih ne postoji ekspresija VDR u 
kardiomiocitima (engl. cardiomyocyte-specific VDR knock-out) pokazali su da i u odsustvu 

hipertenzije dolazi do pojave hipertrofije miokarda, što je ukazalo na direktan uticaj vitamina D na 
prevenciju hipertrofije u srcu (Chen et al., 2011). Antihipertenzivna svojstva vitamina D uglavnom 
se pripisuju inhibiciji RAAS koji je ukljuĉen u regulaciju krvnog pritiska. VDREs su pronaĊeni u 

promotoru gena za renin, i inhibicija ekspresije renina delovanjem vitamina D potvrĊena je in vitro i 
in vivo. Miševi sa globalnom delecijom VDR imaju povećane nivoe iRNK i proteina renina, kao i 

povećanu proizvodnju angiotenzina II u plazmi (Li et al., 2002). Sliĉan fenotip pokazuju i 
CYP27B1 knock-out miševi, kod kojih je tretman sa 1,25(OH)2D3 smanjio aktivnost RAAS i 
normalizovao krvni pritisak (Zhou et al., 2008a). Studija Tomaschitz i saradnika pokazala je da niţi 

nivoi vitamina D negativno koreliraju sa regulacijom RAAS, što neizbeţno dovodi do hipertenzije 
(Tomaschitz et al., 2010). U drugoj studiji, pacijentima sa hipertenzijom i nedostatkom vitamina D 

davana je nedeljna doza holekalciferola tokom dva meseca, nakon ĉega su svi uĉesnici imali 
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sniţene nivoe renina i aldosterona u plazmi (Carrara et al., 2014), što je u saglasnosti sa nalazima iz 
animalnih studija.  

Metaboliti vitamina D utiĉu na diferencijaciju imunskih i inflamatornih ćelija i proizvodnju 
citokina, što znaĉi da imaju ulogu u razvoju ateroskleroze i drugih poremećaja povezanih sa 

vaskularnom inflamacijom (Martens et al., 2020). Nuklearni faktor kapa B (NF-B, engl. Nuclear 
Factor-kappa B) deluje kao faktor transkripcije u jedru i stimuliše transkripciju proinflamatornih 

citokina kao što su IL-6, IL-8 i TNF- koji su ukljuĉeni u progresiju koronarne arterijske bolesti 

(Legarth et al., 2020). Studija na svinjama je pokazala da vitamin D spreĉava aktivnost NF-B u 

epikardijalnom masnom tkivu i na taj naĉin moţe pozitivno uticati na prevenciju i tretman 
koronarne arterijske bolesti (Chen et al., 2016a). Vitamin D povećava endotelni NO, koji osim 

vazodilatornog efekta, ostvaruje inhibitorni efekat na agregaciju i adheziju trombocita i leukocita, 
što igra ulogu u ranom razvoju ateroskleroze (Menezes et al., 2014). Pored toga, uoĉeno je da 

vitamin D smanjuje apsorpciju holesterola od strane makrofaga, što je vaţan proces u nastanku 
ateroskleroze (Riek et al., 2013). 

Studija Lee i saradnika je pokazala da vitamin D spreĉava oksidativni stres i reguliše 
mitohondrijalnu aktivnost i na taj naĉin smanjuje apoptozu izazvanu hipoksijom/reoksigenacijom 

(H/R) u ćelijama kardiomiocita. TakoĊe, navodi se da vitamin D ispoljava kardioprotektivne efekte 
tako što spreĉava H/R-indukovanu mitohondrijalnu fisiju i mitofagiju inhibicijom ekspresije 

mitohondrijalnih fisionih proteina i mitohondrijalnog fisionog faktora (Lee et al., 2020). Kod 
ateroskleroze je takoĊe otkrivena mitohondrijalna disfunkcija, meĊutim, nejasno je da li vitamin D 
reguliše mitohondrijalnu disfunkciju u razvoju ateroskleroze (Mandarino et al., 2015; Poznyak et 

al., 2021).  

Navedeni rezultati ukazuju na to da vitamin D/VDR signalizacija utiĉe na nekoliko aspekata 

kardiovaskularnog sistema i moţe pozitivno delovati na funkciju endotela krvnih sudova i 
kardiomiocita, meĊutim funkcionalni znaĉaj delovanja vitamina D u fiziologiji kardiovaskularnog 

sistema zahteva dalja istraţivanja. 

 

1.3.6. Efekti vitamina D na insulinsko delovanje 
 

Nedostatak vitamina D je široko rasprostranjen kod ljudi sa T1DM i T2DM (Al-Shoumer, 2015; 

Mathieu, 2015), dok je visok nivo vitamina D povezan sa manjim rizikom od nastanka bolesti 
(Pittas et al., 2012).  

Literaturni podaci ukazuju na nekoliko mogućih mehanizama kojima vitamin D postiţe pozitivne 
efekte na sistemsku glukoznu homeostazu. Pretpostavlja se da vitamin D moţe uticati na sintezu i 

sekreciju insulina u -ćelijama pankreasa. VDR je eksprimiran u -ćelijama pankreasa i smatra se 
da ima znaĉajnu ulogu u regulaciji funkcije ovih ćelija (Bornstedt et al., 2020). Znaĉaj uloge 

vitamina D u funkciji -ćelija pankreasa potvrĊuje i prisustvo 1-hidroksilaze u ovim ćelijama ĉime 
su stvoreni uslovi da se vitamin D lokalno konvertuje u aktivni oblik (Bland et al., 2004). Studije su 

pokazale da 1,25(OH)2D3 stimuliše biosintezu insulina u -ćelijama pankreasa pacova in vitro 
(Bourlon et al., 1999). Pokazano je da nedostatak vitamina D ima nepovoljne efekte na sekreciju 

insulina kod glodara (Cheng et al., 2013; Norman et al., 1980). Miševi bez funkcionalnog VDR 
imaju poremećenu sekreciju insulina nakon tretmana glukozom, kao i smanjenu sintezu insulina 

(Zeitz et al., 2003). TakoĊe, stimulacija glukozom povećava ekspresiju Vdr u -ćelijama pankreasa 
ljudi i miševa što ukazuje da vitamin D moţe uticati na sekreciju insulina direktnim putem preko 

VDR (Kjalarsdottir et al., 2019). Osim toga, pokazano je i da preinkubacija -ćelija pankreasa sa 
1,25(OH)2D3 povećava glukozom stimulisan influks Ca2+ regulacijom ekspresije gena za R-tip 

voltaţno-zavisnog kalcijumovog kanala (VGCC, engl. R-type Voltage-Gated Calcium Channel), 
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ukazujući da vitamin D moţe uticati na sekreciju insulina i indirektno, preko regulacije fluksa Ca2+ 

u ovim ćelijama (Kjalarsdottir et al., 2019). Osim VGCC, sekrecija insulina iz -ćelija pankreasa 

regulisana je i proteinima koji vezuju Ca2+, poput kalbindina, koji je pod transkripcionom 
regulacijom vitamina D. Stoga je delovanje vitamina D na ovaj protein predloţeno kao još jedan 
mehanizam indirektnog delovanja vitamina D na sekreciju insulina (Mohd Ghozali et al., 2022).  

Pored uticaja na sintezu i luĉenje insulina, vitamin D moţe uĉestvovati u odrţavanju glukozne 

homeostaze i kroz svoje efekte na insulinsku osetljivost. VDR je eksprimiran u skeletnim mišićima 
i masnom tkivu, koji su glavna metaboliĉka tkiva. Zanimljivo je da ekspresija VDR u skeletnim 
mišićima opada sa godinama, sliĉno kao i osetljivost na insulin (Alvarez & Ashraf, 2010). 

Molekularni mehanizmi odgovorni za vezu izmeĊu vitamina D i insulinsku osetljivost su i dalje 
predmet rasprave i mogu biti tkivno-specifiĉni (Mohd Ghozali et al., 2022). Pokazano je da kod 

ljudi promotor gena za IR sadrţi VDREs (Maestro et al., 2003), kao i da 1,25(OH)2D3 povećava 
ekspresiju IR na nivou iRNK i proteina u humanim promonocitnim ćelijama (Leal et al., 1995; 
Maestro et al., 2000). Stoga bi vitamin D kroz povećanje ekspresije IR u ćelijama ciljnih tkiva 

mogao da utiĉe na poboljšanje insulinske osetljivosti. Sa druge strane, nedostatak vitamina D 
mogao bi da utiĉe na smanjenje ekspresije IR na ćelijama ciljnih tkiva insulina i na taj naĉin 

doprinese nastanku insulinske rezistencije (Mohd Ghozali et al., 2022; Szymczak-Pajor & 
Śliwińska, 2019). Indirektno, vitamin D moţe uticati na insulinsku osetljivost preko PTH i RAAS. 
Nedostatak vitamina D moţe dovesti do povećanja nivoa PTH u cirkulaciji za koji je 

dokumentovano da smanjuje insulinom stimulisano preuzimanje glukoze, kao i do prekomerne 
aktivacije RAAS koji moţe inhibirati delovanje insulina u ciljnim tkivima (Mohd Ghozali et al., 

2022; Szymczak-Pajor & Śliwińska, 2019). Poznato je da vitamin D ima imunomodulatorne i 
antiinflamatorne efekte, što moţe smanjiti perifernu insulinsku rezistenciju delovanjem na hroniĉnu 
inflamaciju niskog intenziteta koja je ukljuĉena u nastanak insulinske rezistencije, posebno kod 

T2DM (Nik et al., 2023). 

Literaturni podaci iz kliniĉkih studija obiluju kontradiktornim podacima o uticaju suplementacije 

vitaminom D na metabolizam glukoze kod ljudi sa dijabetesom. Studija koju su sproveli Breslavsky 
i saradnici pokazala je da suplementacija vitaminom D ne samo da smanjuje nivo glukoze u krvi 

već i povećava osetljivost na insulin kod dijabetiĉara (Breslavsky et al., 2013). TakoĊe je 
dokumentovano da rana suplementacija vitaminom D smanjuje rizik od razvoja T1DM kod genetski 
predisponiranih pedijatrijskih pacijenata, kao i da je unos vitamina D obrnuto povezan sa razvojem 

komplikacija kod T2DM (Nik et al., 2023). Sa druge strane, Seida i saradnici su sugerisali da 
suplementacija vitaminom D nije imala efekta na glukoznu homeostazu kao i na prevenciju razvoja 

dijabetesa kod zdravih odraslih osoba, kod preddijabetiĉara i pacijenata sa T2DM (Seida et al., 
2014). Drugi autori su zakljuĉili da dokazi o korisnim efektima suplementacije vitaminom D nisu 
dovoljni da bi ga preporuĉili kao sredstvo za poboljšanje kontrole glikemije kod pacijenata sa 

T2DM, jer narušava glikemiju natašte ili toleranciju na glukozu (George et al., 2012a). Lerchbaum i 
saradnici ĉak tvrde da tretman vitaminom D moţe imati negativan efekat na insulinsku osetljivost 

kod zdravih muškaraca (Lerchbaum et al., 2019). 
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2. CILJ ISTRAŢIVANJA 
 

Prethodne eksperimentalne studije na ţivotinjama ukazuju da suplementacija vitaminom D 
poboljšava kontrolu glikemije i insulinsku osetljivost u stanjima insulinske rezistencije ukljuĉujući i 

T2DM. Smatra se da se uloga vitamina D u metaboliĉkoj kontroli postiţe direktnim delovanjem na 

sintezu i sekreciju insulina u -ćelijama pankreasa, kao i direktnim delovanjem na ciljna tkiva 

insulina (skeletni mišići, jetra, adipozno tkivo). Sa druge strane, vrlo malo se zna o ulozi vitamina D 
u regulaciji funkcije srca, koje je takoĊe organ ĉija fizologija u velikoj meri zavisi od direktnih i 

indirektnih efekata insulina.  

Na osnovu podataka iz literature koji ukazuju na:  

(1) postojanje VDR i 1-hidroksilaze u srcu,  

(2) povezanost deficijencije vitamina D sa incidencom kardiovaskularnih bolesti i dijabetesa, kao 
i  

(3) delovanje vitamina D u ciljnim tkivima insulina,  

postavljena je hipoteza da vitamin D moţe ostvariti direktne efekte na procese regulisane 
insulinom u srcu.  

Cilj ove studije je ispitivanje dejstva vitamina D u srcu u fiziološkim uslovima na molekule 
ukljuĉene u insulinski signalni put i procese regulisane insulinom kao što su transport i metabolizam 

glukoze i masnih kiselina i transport kalcijuma.  

Ova studija treba da doprinese razumevanju efekata vitamina D u srcu na molekule i procese 
regulisane insulinom, u cilju razvoja novih terapijskih strategija koje bi mogle spreĉiti nastanak i/ili 
razvoj poremećaja povezanih sa insulinskim delovanjem u srcu. 
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3. MATERIJAL I METODE 
 

Sve eksperimentalne procedure su odobrene od strane Etiĉke komisije za upotrebu 
eksperimentalnih ţivotinja Instituta za nuklearne nauke „Vinĉa―, Instituta od nacionalnog znaĉaja 
za Republiku Srbiju, Univerziteta u Beogradu i Ministarstva poljoprivrede i zaštite ţivotne sredine 

(Uprava za veterinu) koje je izdalo Rešenje o odobrenju sprovoĊenja ogleda na ţivotinjama, broj: 
323-07-00046/2016-05.  

 

3.1. Eksperimentalne ţivotinje i dizajn eksperimenta 
 

U eksperimentu su korišćeni muţjaci pacova soja Wistar. Ţivotinje su gajene u vivarijumu 
Laboratorije za molekularnu biologiju i endokrinologiju, Instituta za nuklearne nauke „Vinĉa―, 
Instituta od nacionalnog znaĉaja za Republiku Srbiju, pod standardnim laboratorijskim uslovima 

(temperatura 22°C, svetlosni reţim 12h svetlo/12h mrak, vlaţnost vazduha 55%), u kavezima sa 
slobodnim (ad libitum) pristupom hrani i vodi.  

Ţivotinje stare 12 nedelja su odabrane tako da budu pribliţne telesne mase i nasumiĉno su 
podeljene u dve eksperimentalne grupe sa po 20 ţivotinja:  

 kontrolnu (K) i  

 vitamin D (VitD) grupu. 

 Tokom 6 nedelja ţivotinje iz VitD grupe su tretirane holekalciferolom (Santa Cruz 
Biotechnology) rastvorenim u kukuruznom ulju (D.O.O. UVITA), dok su ţivotinje iz K grupe 

primale rastvaraĉ. Holekalciferol je apliciran intraperitonealno, 3 puta nedeljno u dve razliĉite doze 
(ponedeljkom i sredom u dozi od 25 μg/kg telesne mase što odgovara dozi od 1000IU, i petkom u 
dozi od 37,5 μg/kg što odgovara dozi od 1500IU), kako bi se na nedeljnom nivou postigao dnevni 

unos od 500IU vitamina D. Ĉest problem kod terapijske primene vitamina D je nastanak 
hiperkalcemije zbog kljuĉne uloge koju vitamin D ima u regulaciji homeostaze Ca2+. Doza vitamina 

D primenjena u eksperimentu odabrana je na osnovu literaturnih podataka koji su pokazali da ne 
postoji opasnost od nastanka hiperkalcemije (Salum et al., 2012). Injeciranje ţivotinja tri puta 
nedeljno izabrano je radije nego svakodnevno kako bi se smanjio nivo stresa kod ţivotinja.  

Kako bi se ispitali efekti tretmana vitaminom D na insulinsku regulaciju fosforilacije i 

unutarćelijske lokalizacije ciljnih molekula, polovina ţivotinja iz obe grupe primila je, 40 min pre 
ţrtvovanja, intraperitonealnu injekciju insulina u dozi od 12IU/kg. Doza insulina i vremenski okvir 
odabrani su na osnovu prethodnih eksperimenata kojima je pokazano da ovakvi uslovi aplikacije 

omogućavaju detektovanje maksimalnih efekata insulina na nivo transportera glukoze i transportera 
masnih kiselina u plazma membrani, kao i na fosforilacije nekih od molekula insulinskog signalnog 

puta (Koricanac et al., 2011; Tepavcevic et al., 2011).  

 

3.2. Izolovanje tkiva srca i plazme   
 

Ţivotinje su gladovale preko noći nakon ĉega su ţrtvovane bez anestezije dekapitacijom na 
giljotini. Ţrtvovanje je obavljeno 24h nakon poslednje injekcije holekalciferola. Prilikom 

ţrtvovanja, srca su izolovana, isprana u fiziološkom rastvoru, oceĊena, izmerena i ĉuvana na -80°C. 
Krv je sakupljana u litijum-heparinske vakutajnere. Iz pune krvi, odmah nakon sakupljanja, merena 

je koncentracija glukoze, dok je za odreĊivanje ostalih biohemijskih parametra izolovana plazma.  
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Krv je centrifugirana na kliniĉkoj centrifugi (Tehnica LC-321), 10 minuta na 3000 rpm. Nakon 
centrifugiranja, dobijeni supernatant – plazma, ĉuvana je na -20°C do odreĊivanja odgovarajućih 
biohemijskih parametara.  

 

3.3. Biohemijske analize 
 

3.3.1. OdreĊivanje koncentracije glukoze u krvi  
 

Koncentracija glukoze odreĊena je iz uzoraka pune krvi upotrebom automatskog Accutrend 
glukozometra (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). 

 

3.3.2. OdreĊivanje koncentracije triglicerida i holesterola u plazmi 

 

Koncentracije triglicerida, HDL, LDL i ukupnog holesterola u uzorcima plazme odreĊene su 
komercijalno, korišćenjem BioSystems analizatora A25 (Barcelona, Spain). 

 

3.3.3. OdreĊivanje koncentracije slobodnih masnih kiselina u plazmi 
 

Koncentracija slobodnih masnih kiselina u plazmi odreĊena je modifikovanom kolorimetrijskom 
metodom po Duncombe-u (Duncombe, 1964). Metoda se zasniva na reakciji nastanka soli bakra 
koje formiraju slobodne masne kiseline u hloroformu sa odgovarajućim reagensom 

(trietanolaminski (TEA) pufer + Cu(NO)3), a potom se dodavanjem dietilditiokarbamata (DDC) 
formira kompleksno jedinjenje ţute boje sa maksimumom apsorpcije na talasnoj duţini od 436nm.  

U staklenim šlifovanim epruvetama kratko su mešani uzorci plazme i TEA pufer, a nakon toga je 
dodat hloroform. Potom su epruvete prebaĉene u šejker gde su snaţno mućkane 20 minuta. 

Inkubacione smeše su centrifugirane 10 minuta na 3000 rpm u kliniĉkoj centrifugi (Tehtnica LC-
321), pri ĉemu je došlo do formiranja 3 sloja. Gornji, plavozeleni sloj je paţljivo uklonjen, dok je iz 

srednjeg hloroformskog sloja prenet 1 ml uzorka u posebne epruvete, gde je potom dodat 0.2% 
DDC. Nakon snaţnog mešanja i inkubacije u trajanju od 20 min, uzorcima je merena apsorbanca na 
436nm (Ultrospec II, LKB). Koncentracija slobodnih masnih kiselina u uzorcima oĉitana je sa 

standardne krive koja je napravljena na osnovu serije razblaţenja palmitinske kiseline (od 0,25 mM 
do 2,5 mM). 

 

3.3.4. OdreĊivanje koncentracije 25(OH)D3 u plazmi 
 

Koncentracije 25(OH)D3 u uzorcima plazme odreĊene su komercijalno, hemiluminiscentnim 
esejom (Ral, Barcelona, Spain). 

 

3.3.5. OdreĊivanje koncentracije Ca2+ i fosfora u plazmi 
 

Koncentracije Ca2+ i fosfora u uzorcima plazme odreĊene su komercijalno, korišćenjem 
BioSystems analizatora A25 (Barcelona, Spain). 
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3.3.6. OdreĊivanje koncentracije insulina u plazmi 
 

Koncentracije insulina u uzorcima plazme odreĊeni su komercijalno, radioimunološkom (RIA) 
metodom (INEP, Beograd). 

 

3.3.7. Intraperitonealni test tolerancije na glukozu  
 

Intraperitonealni test tolerancije na glukozu (IPGTT) uraĊen je nedelju dana pre ţrtvovanja. 
Ţivotinje su gladovale preko noći. Korišćen je rastvor glukoze koncentracije 500 mg/ml 

(Veterinarski zavod Subotica), pri ĉemu je ţivotinjama injecirana doza od 2 g/kg telesne mase 
intraperitonealno. Uzorci krvi uzeti su iz repne vene neposredno pre injeciranja kao i 15, 30, 60, 90 

i 120 minuta nakon injekcije. Koncentracija glukoze u svim vremenskim taĉkama odreĊena je 
upotrebom automatskog Accutrend glukozometra (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Germany). Za procenu tolerancije na glukozu korišćena je površina ispod krive (AUC, eng. Area 

Under the Curve) koja predstavlja nivo glukoze u funkciji vremena.  

 

3.4. Molekularno-biološke analize 
 

3.4.1. Priprema uzoraka za Western blot analizu 
 

3.4.1.1. Priprema ukupnog ćelijskog ekstrakta srca 
 

Tkivo je odleĊeno a zatim homogenizovano na ledu Ultra-Turrax homogenizerom 3 puta po 30 
sekundi u modifikovanom RIPA puferu (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM etilendiamino 
tetrasirćetna kiselina (EDTA, engl. Ethylenediaminetetraacetic Acid), 0.2% Na-deoksiholat, 0.2% 

natrijum dodecil sulfat (SDS, engl. Sodium Dodecyl Sulfate), 1% Triton X-100) sa proteaznim (1 
mM fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF, engl. Phenylmethylsulfonyl Fluoride), 10 µg/ml leupeptin, i 

10 µg/ml aprotinin) i fosfataznim inhibitorima (10 mM natrijum fluorid i 1 mM natrijum 
ortovanadat), u odnosu 1:6 (m:V).  

Homogenati su centrifugirani 30 minuta na 15000 x g (Beckman, J21 rotor) na 4°C. U dobijenim 
supernatantima, koji predstavljaju ukupan ćelijski ekstrakt srca, odreĊena je koncentracija proteina 

metodom pomoću bicinhoniniĉne kiseline (BCA, engl. Bicinchoninic Acid). Za Western blot analizu 
uzorci su svedeni na istu koncentraciju, a zatim su pomešani sa jednakom zapreminom 2 x Laemmli 
pufera (100 mM Tris-HCl pH 6,8, 200 mM β-merkaptoetanol, 4% SDS, 0,2% bromfenol plavo i 

20% glicerol) i kuvani 5 min na 95°C nakon ĉega su ĉuvani na -20°C. 

 

3.4.1.2. Izolovanje plazma membranske frakcije srca 
 

Za izolaciju plazma membranske frakcije srca korišćen je protokol Luiken i sar. (Luiken et al., 

2002). Uzorci tkiva srca su inkubirani 30 minuta na 4°C u preinkubacionom puferu (2 M NaCl, 20 
mM HEPES, 5 mM NaN3, pH 7.4), a zatim su centrifugirani 5 minuta na 1000 x g (Beckman, J21 

rotor). Nastali talozi su homogenizovani na ledu Ultra-Turrax homogenizerom 3 puta po 30 sekundi 
u TES puferu (20 mM Tris, 1 mM EDTA, 250 mM saharoza, pH 7.4) sa proteaznim inhibitorima (1 
mM PMSF, 10 µg/ml leupeptin, i 10 µg/ml aprotinin). Homogenati su centrifugirani 5 minuta na 

1000 x g (Beckman, J21 rotor). Dobijeni talozi su rehomogenizovani u TES puferu u ruĉnom 
staklo-staklo homogenizeru, nakon ĉega su im dodati supernatanti. Nakon centrifugiranja (10 

minuta, 100 x g (Beckman, J21 rotor)) odvojeni su supernatanti koji su potom centrifugirani 10 
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minuta na 5000 x g (Beckman, J21 rotor). Dobijeni talozi predstavljali su frakciju plazma 
membrana, u kojima je odreĊena koncentracija proteina BCA metodom. Uzorci plazma membrana 
za Western blot analizu su pripremljeni na isti naĉin kao i uzorci ukupnog ćelijskog ekstrakta srca.  

 

3.4.1.3. Izolovanje citoplazmatiĉne, jedarne i mikrozomalne frakcije srca  
 

Izolacija navedenih ćelijskih frakcija raĊena je po uzoru na metodu Evans i sar. (Evans et al., 

1983). Uzorci tkiva srca su homogenizovani na ledu Ultra-Turrax homogenizerom 3 puta po 30 
sekundi u TEMG puferu (50 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 12 mM monotioglicerol, 10% glicerol, 
pH 7,5) sa proteaznim (1 mM PMSF, 10 µg/ml leupeptin, i 10 µg/ml aprotinin) i fosfataznim 

inhibitorima (2 mM Na-ortovanadat, 100 mM natrijum fluorid), u odnosu 1:4 (m:V). Homogenati 
su profiltrirani kroz gazu, a potom su centrifugirani 15 minuta na 1000 x g (Beckman, J21 rotor) na 

4°C. Formirani talozi (T1) su dalje korišćeni za dobijanje jedarne frakcije, dok su supernantanti 
(S1) korišćeni za dobijanje citoplazmatiĉne i mikrozomalne frakcije.  

Talozi (T1) su isprani jedanput sa TMG puferom (20 mM Tris-HCl, 12 mM monotioglicerol, 
10% glicerol, ph 7,5) i dva puta sa TMG puferom u koji je dodat 0.2% Triton X-100. IzmeĊu 
svakog ispiranja raĊeno je centrifugiranje 15 minuta na 1000 x g (Beckman, J21 rotor). Isprani 

talozi su resuspendovani u puferu za liziranje jedara (TEMG pufer, 0.5 M KCl), i ostavljeni su 60 
minuta na ledu uz mešanje staklenim štapićem svakih 15 minuta. Nakon liziranja, suspenzije su 

centrifugirane 60 minuta na 105000 x g (Beckman, Ti-50 rotor). Dobijeni supernatanti predstavljali 
su jedarnu frakciju u kojoj je odreĊena koncentracija proteina metodom po Loriju i uzorci za 
Western blot analizu su pripremljeni na isti naĉin kao i uzorci ukupnog ćelijskog ekstrakta srca.  

Supernatanti (S1) su centrifugirani 30 minuta na 12000 x g (Beckman, Ti-50 rotor), a potom su 

dobijeni supernatanti centrifugirani 60 minuta na 100000 x g (Beckman, Ti-50 rotor), sve na 4°C. 
Supernatanti iz ovog centrifugiranja predstavljali su citoplazmatiĉne frakcije, dok su talozi 
resuspendovani u TEMG puferu i oni su predstavljali mikrozomalne frakcije. U obe frakcije 

odreĊena je koncentracija proteina metodom po Loriju i uzorci za Western blot analizu su 
pripremljeni na isti naĉin kao i uzorci ukupnog ćelijskog ekstrakta srca. 

 

3.4.2. OdreĊivanje koncentracije proteina 
 

3.4.2.1. BCA metoda  
 

Koncentracija proteina u uzorcima ukupnog ćelijskog ekstrakta i plazma membranske frakcije 

srca odreĊena je BCA metodom (Smith et al., 1985). Metoda predstavlja kombinaciju biuretske 
reakcije, tokom koje proteini u alkalnom medijumu redukuju Cu2+ do Cu1+, i kolorimetrijske 
detekcije jona Cu1+ pomoću reagensa koji sadrţi BCA. Tokom eseja se formira ruţiĉasto obojeni 

produkt koji ima maksimum apsorbancije na 562 nm, a nastaje helacijom dva molekula BCA sa 
jednim jonom Cu1+. Koncentracije proteina u uzorcima oĉitavane su sa standardne krive koja je 

napravljena sa poznatim koncentracijama rastvora goveĊeg serum albumina (BSA, engl. Bovine 
Serum Albumin) (20 µg/ml do 2000 µg/ml). 

 

3.4.2.2.  Metoda po Loriju 
 

Koncentracija proteina u uzorcima citosolne, jedarne i mikrozomalne frakcije srca odreĊena je 
metodom po Loriju (Lowry et al., 1951). Metoda je zasnovana na biuretskoj reakciji, tokom koje 
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proteini u alkalnom medijumu redukuju Cu2+ do Cu1+, i oksido-redukujućoj reakciji pomoću 
Folinovog reagensa. Aromatiĉne rezidue proteina i Cu1+ se oksiduju a Folinov reagens se redukuje 
pri ĉemu dolazi do nastanka molibden plavog koji ima maksimum apsorbancije na 500 nm. 

Koncentracije proteina u uzorcima oĉitavane su sa standardne krive koja je napravljena sa poznatim 
koncentracijama BSA (20 µg/ml do 2000 µg/ml). 

 

3.4.3. Western blot analiza 
 

Proteini su razdvajani elektroforezom na SDS-poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE). Nakon 
elektroforeze vršen je transfer proteina na PVDF (engl. Polyvinyl Difluoride) membranu a zatim je 

raĊena imunodetekcija i relativna kvantifikacija koliĉine proteina nakon denzitometrijske detekcije 
signala.  

 

3.4.3.1. SDS-PAGE 
 

Elektroforeza je raĊena na diskontinuiranom poliakrilamidnom gelu, debljine 1 ili 1,5 mm. Gel 
se sastojao od 4% gela za koncentrovanje i 7,5% ili 10% gela za razdvajanje. Na gelove su nanošeni 

uzorci (25 μg-50 μg proteina/bunariću) i standard molekulskih masa proteina ProteinPlus Prestained 
Ladder (Fermentas, Lithuania). Elektroforeza se odvijala na sobnoj temperaturi, u puferu za 
elektroforezu (0,0025 M Tris, 0,192 M glicin i 0,1% SDS, pH 8,3). Prvih 15 minuta elektroforeza se 

odvijala pri konstantnom naponu od 120 V i narednih 60 minuta pri konstantnom naponu od 100 V, 
u aparatu za vertikalnu elektroforezu Mini Protean Electrophoresis Cell (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, USA).  

 

3.4.3.2. Transfer proteina sa gela na membranu 
 

Nakon elektroforeze, gelovi su isprani u puferu za transfer (pufer za elektroforezu sa dodatkom 

20% metanola), a zatim je formiran „sendviĉ― kojim se omogućio kontakt gela sa nanetim 
razdvojenim proteinskim uzorcima i PVDF membranom (sunĊer, filter papir, gel, PVDF membrana, 

filter papir, sunĊer). Sendviĉ je spakovan u sistem za mokri transfer (Trans-Blott Cell, Bio-Rad), 
naliven puferom za transfer i stavljen na prekonoćni prenos proteina sa gela na membranu pri 
konstantnoj jaĉini struje od 80 mA, na 4°C.  

 

3.4.3.3. Imunodetekcija 
 

Membrane su nakon prekonoćnog transfera obojene Ponceau S bojom (1% Ponceau S u 5% 
sirćetnoj kiselini) radi provere uspešnosti transfera. Da bi se spreĉilo nespecifiĉno vezivanje 

antitela, membrane su inkubirane u puferu za blokiranje (5% nemasno mleko u prahu ili 5% BSA 
rastvoreni u TBST puferu: 25 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween, pH 7,75) 90 minuta na sobnoj 

temperaturi, uz blago mućkanje. Blokirane membrane su popreĉno iseĉene na osnovu proteinskog 
markera na ţeljenim molekulskim masama i inkubirane preko noći na 4°C sa odgovarajućim 
primarnim antitelima (Tabela 1) uz blago mućkanje. Nakon toga, membrane su ispirane 5 x 5 

minuta u TBST puferu, a zatim inkubirane sa odgovarajućim sekundarnim antitelima (Tabela 2) 90 
minuta na sobnoj temperaturi.  
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Tabela 1. Karakteristike primarnih antitela koja su korišćena u Western blot analizi. 

Antitelo Kataloški 

broj 

Poreklo ProizvoĊaĉ Razblaţenje 

anti-Insulin Rβ sc-711 zec Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:1000 

anti-PTP1B sc-1718 zec Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:1000 

anti-p-IRS-1 (Ser
307

) sc-33956 zec Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:1000 

anti-p-IRS-1 (Tyr
632

) sc-17196 zec Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:1000 

anti-IRS-1 sc-8038 miš Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:1000 

anti-p-Akt (Ser
473

) sc-7985 zec Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:1000 

anti-p-Akt (Thr
308

) sc-16646 zec Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:500 

anti-Akt sc-8312 zec Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:1000 

anti- p-GSK3β (Ser
9
) sc-11757 zec Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:1500 

anti-GSK3β sc-9166 zec Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:1000 

anti-p-PFK (Ser
466

) sc-32966 zec Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:1000 

anti-PFK sc-50956 koza Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:750 

anti-p-Erk1/2 (Thr
202

/Tyr
204

) #9101 zec Cell Signaling Technology, SAD 1:1500 

anti-Erk1/2 #9102 zec Cell Signaling Technology, SAD 1:1500 

anti-p-S6K (Thr
421

/Ser
424

) #9204 zec Cell Signaling Technology, SAD 1:1000 

anti-S6K ab264128 zec abcam 1:2000 

anti-FoxO1 #2880 zec Cell Signaling Technology, SAD 1:1000 

anti-VDR sc-13133 miš Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:500 

anti-GLUT1 sc-7903 zec Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:500 

anti-GLUT4 sc-7938 zec Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:500 

anti-CD36 sc-9154 zec Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:1000 

anti-FATP1(ACSVL5) sc-25541 zec Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:1000 

anti-lipin1 sc-98450 zec Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:1000 

anti-CPTI sc-98834 zec Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:1000 

anti-PPARα sc-398394 miš Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:1000 

anti-PGC1α ab54481 zec abcam 1:1000 

anti-p-ACC (Ser
79

) #3661S zec Cell Signaling Technology, SAD 1:1000 

anti-ACC #3676S zec Cell Signaling Technology, SAD 1:1000 

anti-L-type Ca++ CP α1C sc-398433 miš Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:1000 

anti-NCX1 sc-30304-R zec Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:1000 

anti-SERCA2 sc-376235 miš Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:2000 

anti-βactin sc-47778 miš Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:2000 

anti-Calnexin ab22595 zec abcam 1:2000 

 

Tabela 2. Karakteristike sekundarnih antitela koja su korišćena u Western blot analizi. 

Antitelo Kataloški broj ProizvoĊaĉ Razblaţenje 

goat anti-rabbit IgG-HRP sc-2030 Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:10000 

donkey anti-goat IgG-HRP sc-2020 Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:10000 

goat anti-mouse IgG-HRP sc-2005 Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:10000 

 

Nakon inkubacije, membrane su ponovo ispirane 5 x 5 minuta u TBST puferu a zatim inkubirane 
2 minuta sa supstratom za pojaĉanu hemiluminiscentnu (ECL, engl. Enhanced Chemiluminescence) 

detekciju koji je napravljen mešanjem jednake koliĉine rastvora A (Luminol, p-kumariĉna kiselina) 
i rastvora B (30% H2O2, 1M Tris-HCl, pH 8,5). Membrane su zatim prebaĉene u kasete za 
razvijanje i inkubirane 2 minuta sa rendgen filmom (ORTHO CP-GU M, AGFA ili MXBE Film, 

Carestream). 

Za analizu stepena fosforilacije ispitivanih molekula, nakon detektovanja signala fosforilisane 
forme, membrane su inkubirane na 50°C 30 minuta u puferu za stripovanje (100 mM β-
merkaptoetanol, 2% SDS i 62,5 mM Tris, pH 6,7), ispirane u TBST puferu 2 x 10 minuta, i zatim 

inkubirane u puferu za blokiranje 90 minuta. Nakon toga je procedura ponovljena od inkubacije sa 
primarnim antitelom za totalnu formu istog molekula.  
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Kvantifikacija dobijenih signala na filmovima vršena je denzitometrijskom analizom u programu 
za analizu slika ImageJ (NIH, USA). Izmerene vrednosti za optiĉku gustinu (OD) signala su 
korigovane u odnosu na pozadinu i izraţavane u arbitrarnim jedinicama (count). Za kontrolu 

jednakog unosa proteina u svakom uzorku za ukupni ćelijski ekstrakt i citoplazmatiĉnu frakciju 
korišćena je detektovana koliĉina β aktina, za mikrozomalnu frakciju kalneksina, za jedarnu i 

plazma membransku frakciju korišćen je ukupan protein u uzorku dobijen bojenjem membrane 
Ponceau S bojom. Jedan uzorak odabran je kao interna kontrola i nanošen je na sve gelove, kako bi 
se omogućila normalizacija uzoraka iz razliĉitih elektroforeza.  

 

3.4.4. Reverzna transkripcija sa kvantitativnom lanĉanom reakcijom polimeraze (RT-qPCR) 
 

Za analizu ekspresije gena korišćena je metoda kvantitativne lanĉane reakcije polimeraze (qPCR, 

eng. Quantitative Polymerase Chain Reaction) kojoj je prethodila reverzna trankripcija (RT, engl. 
Reverse Transcription).  

 

3.4.4.1. Izolacija ukupne RNK 
 

Ukupna RNK izolovana je iz uzoraka srca pacova koji su prethodno ĉuvani na –80°C. 100 mg 
tkiva je ruĉno homogenizovano sa 1ml reagensa za liziranje (TRI Reagent, Ambion) u staklo-staklo 
homogenizeru, nakon ĉega je homogenat centrifugiran (10 minuta, 4°C, 11900 x g (Eppendorf 

5417R)). Nakon centrifugiranja, odvojeni supernatant je temperiran u šejkeru (5 minuta, 30°C), a 
zatim mu je dodat hloroform. Uzorci su ruĉno promućkani a zatim su centrifugirani (10 minuta, 

4°C, 11900 x g). Nakon centrifugiranja paţljivim pipetiranjem vodena faza u kojoj se nalazi RNK 
je prebaĉena u novi set mikrotuba, a zatim je dodat 3M Na-acetat u razmeri 1:10, a potom i 96% 
etanol u duplo većem volumenu u odnosu na vodenu fazu. Uzorci su potom ostavljeni na -20°C 

preko noći kako bi došlo do precipitacije RNK. Sledećeg dana, uzorci su centrifugirani (10 minuta, 
4°C, 11900 x g), nakon ĉega je novonastali talog ispran dodatkom 1ml 75% etanola, i dodatnim 

centrifugiranjem (4 minuta, 4°C, 11900 x g). Nakon poslednjeg centrifugiranja 75% etanol je 
odliven i uzorci su ostavljeni 10 minuta da se prosuše. Nakon toga, svaki uzorak je resuspendovan u 
100μl DEPC (eng. Diethylpyrocarbonate) –tretirane vode. Izolovana ukupna RNK ĉuvana je na -

20°C. 

 

3.4.4.2. OdreĊivanje koncentracije RNK 
 

Koncentracija dobijene RNK odreĊena je spektrofotometrijskim merenjem na NanoDrop® 
aparatu (Thermo Scientific). Za dalju upotrebu korišćeni su RNK uzorci ĉiji je odnos izmerenih 
apsorbancija na 260nm i na 280nm (A260/A280) bio izmeĊu 1.8 i 2.2 što ukazuje na zadovoljavajući 

kvalitet izolovanih nukleinskih kiselina. TakoĊe, kvalitet i integritet dobijene RNK provereni su 
vizuelizacijom na UV transiluminatoru (GelDoc Imaging system) nakon elektroforeze na 1.5% 

agaroznom gelu u prisustvu etidijum-bromida. 

 

3.4.4.3. Reverzna transkripcija RNK 
 

Pre same reverzne transkripcije primenjen je protokol za uklanjanje genomske DNK iz uzoraka 

izolovane RNK (1μg) korišćenjem komercijalnog kita „DNase I, RNase-free― (Thermo Scientific), 
po uputstvu proizvoĊaĉa.  
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Dobijena RNK (1μg) je prevedena u cDNK uz pomoć komercijalnog kita za reverznu 
transkripciju „High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits― (Applied Biosystems, 
ThermoFischer Scientific) na osnovu instrukcija proizvoĊaĉa. Dobijena cDNK ĉuvana je na -20°C 

do daljeg korišćenja.  

 

3.4.4.4. qPCR 
 

Korišćen je komercijalni kit „Power SYBR® Green Master Mix― (Applied Biosystems). 

Komponente reakcione smeše (10μl) u bunariću ĉinili su 4 x razblaţena cDNK uzorka, Master Mix, 
odgovarajući prajmeri (Tabela 3) i MilliQ voda pri ĉemu je udeo svake komponente odreĊen po 

uputstvu proizvoĊaĉa. Reakcije umnoţavanja su raĊene u duplikatu, u aparatu 7500 Real-Time PCR 
System Thermocycler (Applied Biosystems) pod sledećim uslovima: inicijalna denaturacija na 

95°C 10 min, 40 ciklusa denaturacije na 95°C 15s i hibridizacija na 60°C 1min. Na osnovu 
apsolutne kvantifikacije koja je podrazumevala korišćenje serije razblaţenja cDNK za svaki par 
prajmera gena odreĊena je efikasnost amplifikacije kao i odgovarajuća radna koncentracija cDNK. 

Za svaku reakciju analizirana je kriva topljenja kako bi se potvrdilo umnoţavanje specifiĉnog 
produkta. Vrednosti relativne ekspresije ciljnih gena su dobijene metodom 2-ΔCt, pri ĉemu je ΔCt = 

Ct (ciljni gen) - Ct (kontrolni gen). Kao kontrolni gen korišćen je Rpl19 koji kodira protein 60S 
subjedinice ribozoma. 

 

3.5. Statistiĉka obrada rezultata 
 

Rezultati su izraţavani kao srednja vrednost ± standardna devijacija (S.D.) od 10 uzoraka za 
Western blot analizu, odnosno 6 uzoraka za RT-qPCR analizu. Provera da li podaci podleţu 

normalnoj raspodeli izvršena je upotrebom Shapiro-Wilk testa, dok je F-test korišćen za 
uporeĊivanje jednakosti varijanse izmeĊu grupa. Za poreĊenje kontrolne i eksperimentalne grupe 
korišćen je Studentov t-test, pri ĉemu je vrednost p<0.05 smatrana statistiĉki znaĉajnom.  
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Tabela 3. Oznake gena i sekvence prajmera koji su korišćeni u RT-qPCR analizi. 

Oznaka 

gena 

Naziv gena Sekvenca prajmera (5'-3') Veliĉina 

fragmenta(bp) 

Hk2 Heksokinaza 2 
F: TGGGCTGGACAACCTCAAAG 74 

R: CCTTGGCAAAGTGAGGATGAAG 

Acadl 

Acil-CoA 

dehidrogenaza 

veoma dugog lanca 

F: GGAATGAAAGCCCAGGACACAG 170 

R: TCAAACATGAACTCACAGGCAGAAA 

Spt1 
Serin-palmitoil 

transferaza 1 

F: CAGTGCAGCCTGCTTTGCTA 141 

R: GCCTTTCGAGGATTCTTTTGATC 

Pdk4 
Kinaza piruvat 

dehidrogenaze 4 

F: GGATTACTGACCGCCTCTTTAGTT 73 

R: GCATTCCGTGAATTGTCCATC 

Ampk 
AMP-aktivirana 

protein kinaza 

F: GGGATCCATCAGCAA CTATCG 140 

R: TTCCTGGTCTTGGAGCTACGT 

Vdr 
Receptor za vitamin 

D 

F: TGACCCCACCTACGCTGACT 
79 

R:CCTTGGAGAATAGCTCCCTGTACT 

cyp27B 1α-hidroksilaza 
F: GAGATCACAGGCGCTGTGAAC 107 

R: TACAATCTCAACACTTCTTTGATCA 

cyp24A 24-hidroksilaza 
F: TGGATGAGCTGTGCGATGA 75 

R:TGCTTTCAAAGGACCACTTGTTC 

Ucp3 
Dekuplujući protein 

3 

F: GACTCACAGGCAGCAAAGGAA 131 

R: GAGGAGATCAGCAAAACAGGC 

Ryr2 
Rijanodinski receptor 

tipa 2 

F: GGCTTCTTCCGCATTGTCTC 125 

R: TCTCCTCGCACCTCATCCT 

Mlycd 
Malonil-CoA 

dekarboksilaza 

F: ACTTCTTCTCCCACTGCTCC 216 

R:GCTTTATGAGGAAGGTGCCG 

Rpl19 
Ribozomalni protein 

L19 

F:TCGCCAATGCCAACTCTC 
89 

R: AGCCCGGGAATGGACAGT 
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4. REZULTATI 
 

4.1. Efekti vitamina D na telesnu masu i masu srca 
 

Tretman vitaminom D nije uticao na telesnu masu ţivotinja (Tabela 4). TakoĊe, masa srca 
izraţena kao apsolutna i kao relativna vrednost u odnosu na masu tela, je ostala nepromenjena 

nakon tretmana (Tabela 4).  

Tabela 4. Efekat vitamina D na masu tela, apsolutnu i relativnu masu srca. 

 K VitD  

Masa tela (g) 479.65 ± 53.90  490.20 ± 54.67 

Masa srca (g) 1.21 ± 0.15  1.22 ± 0.13 
Relativna masa srca (x1000) 2.52 ± 0.15  2.50 ± 0.15 

Svi rezultati su izraţeni kao srednja vrednost ± S.D. K: kontrola, VitD: vitamin D. 

 

4.2. Efekti vitamina D na biohemijske karakteristike pacova 
 

Parametar 25(OH)D, kao najstabilniji metabolit vitamina D u cirkulaciji, meren je u cilju potvrde 

tretmana. Kao što je prikazano u tabeli 5, koncentracija 25(OH)D je statistiĉki znaĉajno povećana 
kod grupe ţivotinja tretirane vitaminom D (p< 0.001).  

Izmerene koncentracije Ca2+ i fosfora u cirkulaciji ukazale su da tretman vitaminom D u trajanju 
od 6 nedelja nije doveo do poremećaja u homeostazi izmerenih jona (Tabela 5). 

Statistiĉki znaĉajna promena nije uoĉena ni na nivou koncentracije insulina u krvi nakon 
tretmana vitaminom D (Tabela 5).  

Insulinska stimulacija je potvrĊena rezultatom da je aplikacija insulina 40 minuta pre ţrtvovanja 

dovela do statistiĉki znaĉajnog smanjenja koncentracije glukoze u krvi pacova i u prisustvu (2.17 ± 
0.23; p<0.001 vs VitD) i u odsustvu vitamina D (2.36 ± 0.19; p<0.001 vs K). Nasuprot tome, sam 
tretman vitaminom D nije statistiĉki znaĉajno uticao na koncentraciju glukoze u krvi (Tabela 5).  

Za procenu insulinske osetljivosti korišćen je IPGTT (Slika 4) koji je pokazao da se površina 

ispod krive (parametar AUC) nije statistiĉki znaĉajno promenila nakon tretmana vitaminom D 
(Tabela 5).  

Koncentracija triglicerida i holesterola u plazmi nije se statistiĉki znaĉajno promenila nakon 
tretmana vitaminom D (Tabela 5). Za razliku od njih, koncentracija NEFA u plazmi je statistiĉki 
znaĉajno smanjena nakon tretmana vitaminom D (Tabela 5).  
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Tabela 5. Efekat vitamina D na biohemijske parametre. 

 K VitD 

25(OH)D (ng/ml) 35.94 ± 4.70  89.99 ± 13.48*** 

Kalcijum (mmol/l) 2.30 ± 0.05 2.34 ± 0.03 

Fosfor (mmol/l) 1.58 ± 0.40  1.76 ± 0.23 
Glukoza (mmol/l) 5.19 ± 0.46  5.02 ± 0.34 

Insulin (IU/l) 16.43 ± 2.24  14.47 ± 1.96 
AUC 1453.62 ± 253.19  1451.00 ± 97.35 
HDL 0.81±0.14  0.84±0.16 

LDL 0.17±0.04  0.15±0.06 
Totalni HL 1.47±0.21  1.46±0.34 

TG 0.53±0.15  0.47±0.12 
NEFA (mmol/l) 0.64 ± 0.11  0.52 ± 0.12* 
Svi rezultati su izraţeni kao srednja vrednost ± S.D. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu grupa ispitana je 
Studentovim t-testom (*p<0.05, ***p<0.001). K: kontrola; VitD: vitamin D; 25(OH)D: 25-hidroksi vitamin 
D; AUC: engl. Area Under the Curve; HDL: engl. High Density Lipoprotein; LDL: engl. Low Density 
Lipoprotein; HL: holesterol; TG: trigliceridi; NEFA: engl. Non-Esterified Fatty Acids. 
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Slika 4. Rezultati IPGTT kontrolnih i vitaminom D tretiranih ţivotinja. Koncentracija glukoze 
merena je u 6 vremenskih taĉaka, neposredno pre injeciranja (0) i 15, 30, 60, 90 i 120 minuta nakon 

injeciranja glukoze. Svaka taĉka predstavlja srednju vrednost ± S.D. (n=6).  
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4.3. Efekti vitamina D na VDR i enzime ukljuĉene u metabolizam vitamina D 
 

Tretman vitaminom D doveo je do statistiĉki znaĉajnog smanjenja nivoa proteina VDR u 
citosolnoj frakciji srca pacova (Slika 5; p<0.01), dok je istovremeno uoĉeno statistiĉki znaĉajno 

povećanje nivoa ovog proteina u jedarnoj frakciji (Slika 5; p<0.05).  

 

 

Slika 5. Efekat tretmana vitaminom D na unutarćelijsku distribuciju proteina VDR izmeĊu 

citosolne (A) i jedarne frakcije (B) srca pacova. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i rezultati 
kvantifikacije traka na imunoblotovima koji su predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D. Nivo proteina VDR 
u citosolnoj frakciji normalizovan je na -aktin (A). Nivo VDR proteina u jedarnoj frakciji normalizovan je 
na sadrţaj ukupnih proteina na membrani (B). Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu grupa ispitana je 

Studentovim t-testom (*p<0.05; **p<0.01). K: kontrola, VitD: vitamin D. 
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RT-qPCR metodom ispitivana je relativna ekspresija iRNK za VDR i enzime 1-hidroksilazu i 
24-hidroksilazu u srcu pacova. Tretman vitaminom D nije doveo do promene u relativnoj ekspresiji 

iRNK za VDR (Slika 6). RT-qPCR metodom nisu detektovani produkti iRNK za 1-hidroksilazu i 
24-hidroksilazu.  

 

 

Slika 6. Efekat tretmana vitaminom D na relativnu ekspresiju iRNK za VDR (Vdr) u srcu 

pacova. Relativna ekspresija iRNK odreĊena je metodom RT-qPCR. Za normalizaciju rezultata kao 
endogena kontrola korišćena je iRNK za Rpl19 koji kodira protein 60S subjedinice ribozoma. Dobijene 
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± S.D. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu kontrolne i 

tretirane grupe ispitana je Studentovim t-testom. K: kontrola, VitD: vitamin D. 
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4.4. Efekti vitamina D na molekule insulinskog signalnog puta u srcu pacova  

 

Korišćenjem Western blot metode ispitani su efekti tretmana vitaminom D na proteinski nivo 
kljuĉnih molekula insulinskog signalnog puta (IR, IRS-1, PTP1B, S6K, Akt, ERK1/2) u ukupnom 
ćelijskom ekstraktu srca. Kod molekula kod kojih je praćen stepen fosforilacija koje su zavisne od 

insulina (pIRS-1 Ser307, pIRS-1 Tyr632, pS6K Thr421/Ser424, pAkt Ser473, pAkt Thr308, pERK1/2 

Thr202/Tyr204), za analizu su korišćeni uzorci srca pacova tretiranih insulinom.  

Nivo proteina IR ostao je nepromenjen nakon tretmana vitaminom D (Slika 7). 

 

 

Slika 7. Efekat tretmana vitaminom D na nivo proteina IR u srcu pacova. Prikazani su 
reprezentativni imunoblotovi i rezultati kvantifikacije traka na imunoblotovima koji su predstavljeni kao 

srednja vrednost ± S.D. Nivo proteina normalizovan je na -aktin. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu 

grupa ispitana je Studentovim t-testom. K: kontrola, VitD: vitamin D. 
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Dalje je odreĊen ukupan nivo proteina IRS-1 kao i stepen dve funkcionalno znaĉajne 
fosforilacije molekula. Fosforilacija IRS-1 na Ser307 je negativni regulator aktivnosti molekula dok 
je fosforilacija IRS-1 na Tyr632 stimulisana insulinom i omogućava dalji prenos insulinskog signala. 

Ukupan nivo IRS-1 proteina nije se promenio nakon tretmana vitaminom D (Slika 8A). TakoĊe, u 
insulinom stimulisanim uslovima vitamin D nije uticao na stepen fosforilacije IRS-1 na Tyr632 

(Slika 8B), dok je detektovano statistiĉki znaĉajno smanjenje stepena fosforilacije IRS-1 na Ser307 
(Slika 8B; p<0.05).  

 

 

Slika 8. Efekat tretmana vitaminom D na ukupan nivo proteina IRS-1 (A) i stepen 

fosforilacije IRS-1 proteina na Ser307 i Tyr632 u uslovima insulinske stimulacije (B) u srcu 

pacova. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i rezultati kvantifikacije traka koji su predstavljeni kao 

srednja vrednost ± S.D. Ukupan nivo proteina normalizovan je na -aktin (A). Nivo fosforilisane forme IRS-
1 je normalizovan na ukupan nivo proteina IRS-1 (B). Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu grupa ispitana je 

Studentovim t-testom (*p<0.05). K: kontrola, VitD: vitamin D, Ins: insulin. 
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Ispitan je i ukupan sadrţaj PTP1B koja uklanja aktivirajuće fosforilacije sa IR i IRS-1 proteina te 
tako moţe uticati na njihovu aktivnost. Ukupan sadrţaj proteina PTP1B u ukupnom ćelijskom 
ekstraktu nije se promenio nakon tretmana vitaminom D (Slika 9). 

 

 

Slika 9. Efekat tretmana vitaminom D na nivo proteina PTP1B u srcu pacova. Prikazani su 
reprezentativni imunoblotovi i rezultati kvantifikacije traka na imunoblotovima koji su predstavljeni kao 

srednja vrednost ± S.D. Nivo proteina normalizovan je na -aktin. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu 

grupa ispitana je Studentovim t-testom. K: kontrola, VitD: vitamin D. 
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Kako je uoĉena promena na fosforilaciji IRS-1 na Ser307, ispitali smo da li je vitamin D ovakav 
efekat ostvario preko S6K koja reguliše prenos insulinskog signala negativnom povratnom spregom 
tako što fosforiliše Ser ostatatke IRS proteina i inhibira njihovu aktivnost. Vitamin D nije uticao na 

stepen fosforilacije S6K na Thr421/Ser424 u uslovima insulinske stimulacije (Slika 10B). TakoĊe, ni 
ukupan nivo proteina S6K nije se statistiĉki znaĉajno promenio nakon tretmana vitaminom D (Slika 

10A).  

 

 

Slika 10. Efekat tretmana vitaminom D na ukupan nivo S6K (A) i stepen fosforilacije S6K na 

Thr421/Ser424 u uslovima insulinske stimulacije (B) u srcu pacova. Prikazani su reprezentativni 
imunoblotovi i rezultati kvantifikacije traka koji su predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D. Ukupan nivo 

proteina normalizovan je na -aktin (A). Nivo fosforilisane forme S6K je normalizovan na ukupan nivo 
proteina S6K (B). Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu grupa ispitana je Studentovim t-testom. K: kontrola, 

VitD: vitamin D, Ins: insulin. 
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Metaboliĉki efekti insulina ostvaruju se aktivacijom PI3K signalnog puta u kojem centralnu 
ulogu ima molekul Akt. Efekat tretmana vitaminom D na Akt ispitivan je na osnovu ukupnog nivoa 
Akt proteina, kao i na osnovu dve aktivacione fosforilacije Akt na Ser473 i Thr308. Ukupan nivo 

proteina Akt ostao je nepromenjen nakon tretmana vitaminom D (Slika 11A). U uslovima 
insulinske stimulacije, vitamin D je statistiĉki znaĉajno povećao stepen fosforilacije Akt na Thr308 

(Slika 11B; p<0.01), za razliku od fosforilacije na Ser473 gde nije bilo promene (Slika 11B).  

 

 

Slika 11. Efekat tretmana vitaminom D na ukupan nivo Akt (A) i stepen fosforilacije Akt na 

Ser473 i Thr308 u uslovima insulinske stimulacije (B) u srcu pacova. Prikazani su reprezentativni 
imunoblotovi i rezultati kvantifikacije traka koji su predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D. Ukupan nivo 

proteina normalizovan je na -aktin (A). Nivo fosforilisane forme Akt je normalizovan na ukupan nivo 
proteina Akt (B). Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu grupa ispitana je Studentovim t-testom (**p<0.01). 
K: kontrola, VitD: vitamin D, Ins: insulin. 
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Druga grana insulinskog signalnog puta, mitogeni signalni put, ispitivan je preko ERK 1/2 
kinaze. Tretman vitaminom D u trajanju od 6 nedelja nije doveo do promena ukupnog nivoa 
proteina ERK 1/2 (Slika 12A). TakoĊe, vitamin D nije uticao na stepen fosforilacije ERK 1/2 na 

Thr202/Tyr204 u uslovima insulinske stimulacije (Slika 12B). 

 

 

Slika 12. Efekat tretmana vitaminom D na ukupan nivo ERK1/2 (A) i stepen fosforilacije 

ERK1/2 na Thr202/Tyr204 u uslovima insulinske stimulacije (B) u srcu pacova. Prikazani su 
reprezentativni imunoblotovi i rezultati kvantifikacije traka koji su predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D. 

Ukupan nivo proteina normalizovan je na -aktin (A). Nivo fosforilisane forme ERK1/2 je normalizovan na 
ukupan nivo proteina ERK1/2 (B). Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu grupa ispitana je Studentovim t-

testom. K: kontrola, VitD: vitamin D, Ins: insulin. 
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4.5. Efekti vitamina D na molekule ukljuĉene u transport i metabolizam glukoze u 
srcu pacova 

 
Korišćenjem Western blot metode ispitani su efekti tretmana vitaminom D na proteinsku 

ekspresiju molekula ukljuĉenih u transport (GLUT4, GLUT1) i metabolizam glukoze (GSK-3 , 
PFK2, FoxO1) u srcu. RT-qPCR metodom odreĊena je relativna ekspresija gena za molekule 

ukljuĉene u metabolizam glukoze (HK2, PDK4) u srcu. Proteinska ekspresija GLUT4, GLUT1, 

GSK-3 , PFK2 i FoxO1, kao i relativna ekspresija gena za HK2 i PDK4, odreĊeni su u uzorcima 

srca pacova koji nisu tretirani insulinom. Stepen fosforilacije GSK-3na Ser9 i PFK2 na Ser466, kao 

i unutarćelijska lokalizacija FoxO1, GLUT4 i GLUT1 su pod direktnom insulinskom regulacijom, 

zbog ĉega su oni odreĊeni u uslovima insulinske stimulacije.  

Nivo proteina GLUT4 ostao je nepromenjen nakon tretmana vitaminom D (Slika 13A). TakoĊe, 
vitamin D nije statistiĉki znaĉajno uticao na nivo proteina GLUT1 i GLUT4 u plazma membranskoj 
frakciji srca, u uslovima insulinske stimulacije (Slika 13B).  

 

Slika 13. Efekat tretmana vitaminom D na nivo GLUT4 u ukupnom ćelijskom ekstraktu (A) i 

nivo GLUT1 i GLUT4 u plazma membranskoj frakciji u uslovima insulinske stimulacije (B) u 

srcu pacova. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i rezultati kvantifikacije traka na imunoblotovima 

koji su predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D. Nivo proteina GLUT4 normalizovan je na -aktin (A). 
Nivo proteina GLUT1 i GLUT4 normalizovan je na sadrţaj ukupnih proteina na membrani (B). Statistiĉka 

znaĉajnost razlika izmeĊu grupa ispitana je Studentovim t-testom. K: kontrola, VitD: vitamin D, Ins: insulin. 
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Ukupan nivo proteina PFK2 koji je ukljuĉen u regulaciju procesa glikolize povećan je nakon 
tretmana vitaminom D (Slika 14A; p<0.05). Vitamin D nije uticao na stepen fosforilacije PFK2 na 
Ser466 u uslovima insulinske stimulacije (Slika 14B). 

 

Slika 14. Efekat tretmana vitaminom D na ukupan nivo PFK2 (A) i stepen fosforilacije PFK2 

na Ser466 u uslovima insulinske stimulacije (B) u srcu pacova. Prikazani su reprezentativni 
imunoblotovi i rezultati kvantifikacije traka koji su predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D. Ukupan nivo 

proteina normalizovan je na -aktin (A). Nivo fosforilisane forme PFK2 je normalizovan na ukupan nivo 
proteina PFK2 (B). Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu grupa ispitana je Studentovim t-testom (*p<0.05). 

K: kontrola, VitD: vitamin D, Ins: insulin. 
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Naši rezultati pokazuju da tretman vitaminom D dovodi do povećanja relativne ekspresije iRNK 
za HK2 koja reguliše poĉetni korak glikolize (Slika 15; p<0.05). 

 

 

Slika 15. Efekat tretmana vitaminom D na relativnu ekspresiju iRNK za HK2 (Hk2) u srcu 

pacova. Relativna ekspresija iRNK odreĊena je metodom RT-qPCR. Za normalizaciju rezultata kao 
endogena kontrola korišćena je iRNK za Rpl19 koji kodira protein 60S subjedinice ribozoma. Dobijene 
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± S.D. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu kontrolne i 

tretirane grupe ispitana je Studentovim t-testom (*p<0.05). K: kontrola, VitD: vitamin D. 
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Nakon ispitivanja efekata vitamina D na molekule ukljuĉene u glikolizu i njenu regulaciju, 
ispitali smo i efekat vitamina D na gensku ekspresiju PDK4 koji je ukljuĉen u regulaciju aktivnosti 
enzima PDH koji omogućava dalji put razgradnje glukoze, odnosno oksidativnu dekarboksilaciju 

piruvata. TakoĊe ispitali smo i efekat vitamina D na ekspresiju i unutarćelijsku lokalizaciju 
molekula FoxO1 koji je kljuĉni transkripcioni regulator PDK4.  

Relativna ekspresija iRNK za PDK4 nije se statistiĉki znaĉajno promenila nakon tretmana 
vitaminom D (Slika 16).  

 

 

Slika 16. Efekat tretmana vitaminom D na relativnu ekspresiju iRNK za PDK4 (Pdk4) u srcu 

pacova. Relativna ekspresija iRNK odreĊena je metodom RT-qPCR. Za normalizaciju rezultata kao 
endogena kontrola korišćena je iRNK za Rpl19 koji kodira protein 60S subjedinice ribozoma. Dobijene 
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± S.D. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu kontrolne i 

tretirane grupe ispitana je Studentovim t-testom. K: kontrola, VitD: vitamin D. 
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Rezultati su pokazali da je ukupan nivo proteina FoxO1 u srcu pacova statistiĉki znaĉajno 
smanjen nakon tretmana vitaminom D (Slika 17; p<0.01).  

 

 

Slika 17. Efekat tretmana vitaminom D na nivo proteina FoxO1 u ukupnom ćelijskom 

ekstraktu srca pacova. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i rezultati kvantifikacije traka na 

imunoblotovima koji su predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D. Nivo proteina normalizovan je na -aktin. 
Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu grupa ispitana je Studentovim t-testom (**p<0.01). K: kontrola, VitD: 

vitamin D. 
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U uslovima insulinske stimulacije, nivo proteina FoxO1 u citosolnoj frakciji je statistiĉki 
znaĉajno smanjen nakon tretmana vitaminom D (Slika 18A; p<0.01), dok je nivo proteina u 
jedarnoj frakciji ostao nepromenjen (Slika 18B). 

 

 

Slika 18. Efekat tretmana vitaminom D, u uslovima insulinske stimulacije, na unutarćelijsku 

distribuciju proteina FoxO1 izmeĊu citosolne (A) i jedarne frakcije (B) srca pacova. Prikazani 
su reprezentativni imunoblotovi i rezultati kvantifikacije traka na imunoblotovima koji su predstavljeni kao 

srednja vrednost ± S.D. Nivo proteina FoxO1 normalizovan je na -aktin (A). Nivo FoxO1 proteina 
normalizovan je na sadrţaj ukupnih proteina na membrani (B). Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu grupa 

ispitana je Studentovim t-testom (**p<0.01). K: kontrola, VitD: vitamin D, Ins: insulin. 
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Proces sinteze glikogena u srcu, kao jedan od metaboliĉkih puteva u koje se glukoza moţe 

usmeriti, analiziran je preko molekula GSK-3  koji je direktno ukljuĉen u regulaciju aktivnosti 

enzima GS. Ukupan nivo proteina GSK-3  ostao je nepromenjen nakon tretmana vitaminom D 

(Slika 19A). Sa druge strane, vitamin D je povećao stepen fosforilacije GSK-3  na Ser9 u uslovima 

insulinske stimulacije (Slika 19B; p<0.05). 

 

 

Slika 19. Efekat tretmana vitaminom D na ukupan nivo GSK-3  (A) i stepen fosforilacije 

GSK-3  na Ser9 u uslovima insulinske stimulacije (B) u srcu pacova. Prikazani su reprezentativni 
imunoblotovi i rezultati kvantifikacije traka koji su predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D. Ukupan nivo 

proteina normalizovan je na -aktin (A). Nivo fosforilisane forme GSK-3 je normalizovan na ukupan nivo 

proteina GSK-3 (B). Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu grupa ispitana je Studentovim t-testom 
(*p<0.05). K: kontrola, VitD: vitamin D, Ins: insulin. 
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4.6. Efekti vitamina D na molekule ukljuĉene u transport i metabolizam masnih 
kiselina u srcu pacova 

 
Proteinski nivo glavnih transportera masnih kiselina, CD36 i FATP1, ostao je nepromenjen u 

plazma membranskoj frakciji srca pacova nakon tretmana vitaminom D u uslovima insulinske 

stimulacije (Slika 20). 

 

 

Slika 20. Efekat tretmana vitaminom D na nivo proteina CD36 i FATP1 u plazma 

membranskoj frakciji srca pacova u uslovima insulinske stimulacije. Prikazani su reprezentativni 
imunoblotovi i rezultati kvantifikacije traka koji su predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D. Nivo proteina 
je normalizovan na sadrţaj ukupnih proteina na membrani. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu grupa 

ispitana je Studentovim t-testom. K: kontrola, VitD: vitamin D, Ins:insulin. 
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Većina masnih kiselina koje ulaze u srce usmeravaju se direktno u mitohondrije gde se odvija -
oksidacija. Kljuĉnu ulogu u preuzimanju masnih kiselina iz citoplazme u mitohondrije ima protein 

CPT-1. Nivo proteina CPT-1 nije se promenio nakon tretmana vitaminom D (Slika 21). 

 

 

Slika 21. Efekat tretmana vitaminom D na nivo proteina CPT-1 u srcu pacova. Prikazani su 
reprezentativni imunoblotovi i rezultati kvantifikacije traka na imunoblotovima koji su predstavljeni kao 
srednja vrednost ± S.D. Nivo proteina normalizovan je na -aktin. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu 

grupa ispitana je Studentovim t-testom. K: kontrola, VitD: vitamin D. 
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Kako je aktivnost CPT-1 proteina alosteriĉki inhibirana interakcijom sa malonil-CoA, ispitivan 
je i efekat vitamina D na enzime ACC i MCD koji su ukljuĉeni u proces sinteze i degradacije ovog 
molekula. Pored toga, kljuĉni regulator aktivnosti ACC proteina je protein AMPK koji vrši 

fosforilaciju ACC na Ser79 ĉime inhibira njegovu enzimsku aktivnost zbog ĉega smo ispitali uticaj 
tretmana i na nivou ovog molekula. Stepen inhibitorne fosforilacije ACC na Ser79 ostao je 

nepromenjen nakon tretmana vitaminom D (Slika 22), dok je ukupan sadrţaj ACC proteina 
statistiĉki znaĉajno povećan (Slika 22; p<0.01).  

 

 

Slika 22. Efekat tretmana vitaminom D na ukupan nivo ACC (A) i stepen fosforilacije ACC 

na Ser79 (B) u srcu pacova. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i rezultati kvantifikacije traka koji 
su predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D. Ukupan nivo proteina normalizovan je na -aktin (A). Nivo 
fosforilisane forme ACC je normalizovan na ukupan nivo proteina ACC (B). Statistiĉka znaĉajnost razlika 

izmeĊu grupa ispitana je Studentovim t-testom (**p<0.01). K: kontrola, VitD: vitamin D. 
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Relativna ekspresija iRNK za AMPK kod pacova na tretmanu vitaminom D ostala je na nivou 
sliĉnom kao kod kontrolnih ţivotinja (Slika 23).  

 

 

Slika 23. Efekat tretmana vitaminom D na relativnu ekspresiju iRNK za AMPK (Ampk) u 

srcu pacova. Relativna ekspresija iRNK odreĊena je metodom RT-qPCR. Za normalizaciju rezultata kao 
endogena kontrola korišćena je iRNK za Rpl19 koji kodira protein 60S subjedinice ribozoma. Dobijene 
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± S.D. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu kontrolne i 

tretirane grupe ispitana je Studentovim t-testom. K: kontrola, VitD: vitamin D. 
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MCD je enzim koji katalizuje reverzibilnu reakciju u odnosu na ACC, i prevodi nastali malonil-
CoA u acetil-CoA. Tretman vitaminom D doveo je do statistiĉki znaĉajnog smanjenja relativne 
ekspresije iRNK za MCD u srcu pacova (Slika 24; p<0.05 ).  

 

 

Slika 24. Efekat tretmana vitaminom D na relativnu ekspresiju iRNK za MCD (Mlycd) u srcu 

pacova. Relativna ekspresija iRNK odreĊena je metodom RT-qPCR. Za normalizaciju rezultata kao 
endogena kontrola korišćena je iRNK za Rpl19 koji kodira protein 60S subjedinice ribozoma. Dobijene 
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± S.D. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu kontrolne i 
tretirane grupe ispitana je Studentovim t-testom (*p<0.05). K: kontrola, VitD: vitamin D. 
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Western blot metodom ispitana je proteinska ekspresija transkripcionih regulatora -oksidacije 

(PGC1, PPAR i lipin1). Nivo proteina PGC1 u jedarnoj frakciji srca je statistiĉki znaĉajno 

povećan nakon tretmana vitaminom D (Slika 25; p<0.01).  

 

 

Slika 25. Efekat tretmana vitaminom D na nivo proteina PGC1  u jedarnoj frakciji srca 

pacova. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i rezultati kvantifikacije traka na imunoblotovima koji su 
predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D. Nivo proteina normalizovan je na sadrţaj ukupnih proteina na 
membrani. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu grupa ispitana je Studentovim t-testom (**p<0.01). K: 

kontrola, VitD: vitamin D. 
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Nivo proteina PPAR u jedarnoj frakciji srca nije se statistiĉki znaĉajno promenio nakon 
tretmana vitaminom D (Slika 26). 

 

 

Slika 26. Efekat tretmana vitaminom D na nivo proteina PPAR  u jedarnoj frakciji srca 

pacova. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i rezultati kvantifikacije traka na imunoblotovima koji su 
predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D. Nivo proteina normalizovan je na sadrţaj ukupnih proteina na 
membrani. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu grupa ispitana je Studentovim t-testom. K: kontrola, VitD: 

vitamin D. 
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Nivo proteina lipin1 u jedarnoj frakciji srca nije se statistiĉki znaĉajno promenio nakon tretmana 
vitaminom D (Slika 27). 

 

 

Slika 27. Efekat tretmana vitaminom D na nivo proteina lipin1 u jedarnoj frakciji srca 

pacova. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i rezultati kvantifikacije traka na imunoblotovima koji su 
predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D. Nivo proteina normalizovan je na sadrţaj ukupnih proteina na 
membrani. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu grupa ispitana je Studentovim t-testom. K: kontrola, VitD: 
vitamin D. 
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Relativna ekspresija iRNK za VLCAD, enzim koji katalizuje poĉetnu reakciju u procesu - 
oksidacije, ostala je nepromenjena nakon tretmana vitaminom D (Slika 28). 

 

 

Slika 28. Efekat tretmana vitaminom D na relativnu ekspresiju iRNK za VLCAD (Acadl) u 

srcu pacova. Relativna ekspresija iRNK odreĊena je metodom RT-qPCR. Za normalizaciju rezultata kao 
endogena kontrola korišćena je iRNK za Rpl19 koji kodira protein 60S subjedinice ribozoma. Dobijene 
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± S.D. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu kontrolne i 

tretirane grupe ispitana je Studentovim t-testom. K: kontrola, VitD: vitamin D. 
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Kako su dobijeni rezultati pokazali da tretman vitaminom D indirektno moţe smanjiti dostupnost 
masnih kiselina za oksidaciju putem alosteriĉke inhibicije CPT-1, interesovalo nas je da li se masne 
kiseline preusmeravaju u puteve sinteze TAG ili ceramida.  

Ukupan sadrţaj proteina lipin1 odreĊen je i u mikrozomalnoj frakciji srca gde ovaj protein 

uĉestvuje u procesu biosinteze TAG. Ekspresija proteina lipin1 nakon tretmana vitaminom D nije 
znaĉajno promenjena u mikrozomalnoj frakciji (Slika 29).  

 

 

Slika 29. Efekat tretmana vitaminom D na nivo proteina lipin1 u mikrozomalnoj frakciji srca 

pacova. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i rezultati kvantifikacije traka na imunoblotovima koji su 
predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D. Nivo proteina normalizovan je na kalneksin. Statistiĉka znaĉajnost 

razlika izmeĊu grupa ispitana je Studentovim t-testom. K: kontrola, VitD: vitamin D. 
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Uticaj tretmana vitaminom D na biosintezu ceramida u srcu ispitan je preko analize ekspresije 
iRNK za SPT1 koji je kljuĉni enzim ukljuĉen u ovaj proces. Tretman vitaminom D doveo je do 
smanjenja relativne ekspresije iRNK za SPT1 u srcu pacova (Slika 30; p<0.01). 

 

 

Slika 30. Efekat tretmana vitaminom D na relativnu ekspresiju iRNK za SPT1 (Spt1) u srcu 

pacova. Relativna ekspresija iRNK odreĊena je metodom RT-qPCR. Za normalizaciju rezultata kao 
endogena kontrola korišćena je iRNK za Rpl19 koji kodira protein 60S subjedinice ribozoma. Dobijene 
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± S.D. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu kontrolne i 
tretirane grupe ispitana je Studentovim t-testom (**p<0.01). K: kontrola, VitD: vitamin D. 
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Kako se pretpostavlja da UCP proteini mogu uticati na metabolizam masnih kiselina, ispitali smo 
efekat tretmana na relativnu ekspresiju iRNK za UCP3 izoformu koja je eksprimirana u srcu. 
Tretman vitaminom D doveo je do statistiĉki znaĉajnog povećanja relativne ekspresije iRNK za 

UCP3 (Slika 31; p<0.05).  

 

 

Slika 31. Efekat tretmana vitaminom D na relativnu ekspresiju iRNK za UCP3 (Ucp3) u srcu 

pacova. Relativna ekspresija iRNK odreĊena je metodom RT-qPCR. Za normalizaciju rezultata kao 
endogena kontrola korišćena je iRNK za Rpl19 koji kodira protein 60S subjedinice ribozoma. Dobijene 
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± S.D. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu kontrolne i 

tretirane grupe ispitana je Studentovim t-testom (*p<0.05). K: kontrola, VitD: vitamin D. 
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4.7. Efekti vitamina D na jonske kanale ukljuĉene u proces kontrakcije/relaksacije 
srca pacova  

 

Kontraktilna aktivnost srca je energetski veoma zahtevan proces koji poĉiva na pravilnom i 

koordinisanom funkcionisanju jonskih kanala. Promene u dostupnosti nutrijenata kao i u njihovom 
metabolizmu u srcu mogu se odraziti i na aktivnost ovih molekula. U ukupnom ćelijskom ekstraktu 
srca nivo proteina LTCC je statistiĉki znaĉajno smanjen nakon tretmana vitaminom D (Slika 32A; 

p<0.001). S druge strane, naši rezultati pokazuju da vitamin D nije uticao na nivo proteina NCX1 u 
plazma membranskoj frakciji srca (Slika 32B), dok je nivo proteina SERCA2 u mikrozomalnoj 

frakciji znaĉajno povećan (Slika 32C; p<0.05). 

 

 

Slika 32. Efekat tretmana vitaminom D na nivo proteina LTCC u ukupnom ćelijskom 

ekstraktu (A), nivo proteina NCX1 u plazma membranskoj frakciji (B) i nivo proteina 

SERCA2 u mikrozomalnoj frakciji (C) srca pacova. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i 
rezultati kvantifikacije traka na imunoblotovima koji su predstavljeni kao srednja vrednost ± S.D. Nivo 

proteina LTCC normalizovan je na -aktin (A). Nivo proteina NCX1 normalizovan je na sadrţaj ukupnih 
proteina na membrani (B). Nivo proteina SERCA2 normalizovan je na kalneksin (C). Statistiĉka znaĉajnost 

razlika izmeĊu grupa ispitana je Studentovim t-testom (*p<0.05; ***p<0.001). K: kontrola, VitD: vitamin D. 
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Tretman vitaminom D doveo je do statistiĉki znaĉajnog smanjenja relativne ekspresije iRNK za 
RyR2 u srcu pacova (Slika 33; p<0.05). 

 

 

 

Slika 33. Efekat tretmana vitaminom D na relativnu ekspresiju iRNK za RyR2 (Ryr2) u srcu 

pacova. Relativna ekspresija iRNK odreĊena je metodom RT-qPCR. Za normalizaciju rezultata kao 
endogena kontrola korišćena je iRNK za Rpl19 koji kodira protein 60S subjedinice ribozoma. Dobijene 
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± S.D. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu kontrolne i 

tretirane grupe ispitana je Studentovim t-testom (*p<0.05). K: kontrola, VitD: vitamin D. 
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5. DISKUSIJA 
 

Ĉinjenica da je VDR eksprimiran u skoro svim tkivima ukazuje da vitamin D ne reguliše samo 
homeostazu Ca2+, već i imunitet, rast i diferencijaciju ćelija, kao i energetski metabolizam 

(Carlberg, 2022). Epidemiološke studije su pokazale vezu izmeĊu niskog nivoa vitamina D u 
cirkulaciji i spektra KVB, naroĉito hipertenzije, ateroskleroze i srĉane insuficijencije (Latic & 

Erben, 2020). Osim toga, nedostatak vitamina D je povezan i sa metaboliĉkim bolestima (Park et 
al., 2018; Pittas et al., 2007), poput dijabetesa, insulinske rezistencije i gojaznosti, a koje su 
udruţene ili prethode kardiovaskularnim poremećajima. Iako epidemiološke studije dosledno 

pokazuju povezanost izmeĊu niskog nivoa vitamina D u cirkulaciji i većeg rizika od 
kardiovaskularnih poremećaja i mortaliteta (Marquina et al., 2019), kliniĉke studije nisu uspele da 

dokaţu da suplementacija vitaminom D moţe smanjiti rizik od KVB (Bouillon et al., 2022). Ove 
nedoslednosti mogu biti posledica heterogenosti studija (dizajn studije, veliĉina uzorka, kliniĉke 
karakteristike pacijenata, doza i trajanje suplementacije) ali takoĊe mogu ukazivati i na ĉinjenicu da 

je suplementacija vitaminom D neophodna, ali nije dovoljna da bi se smanjio rizik od KVB 
(Trimarco et al., 2022). Oĉekivanja da primena vitamina D ima efekata u leĉenju 

kardiometaboliĉkih bolesti su velika (Marquina et al., 2019). Nasuprot tome, informacije o 
fiziološkoj ulozi vitamina D u srcu su nepotpune i literatura obiluje kontroverznim podacima na ovu 
temu. Rezultati studija variraju od toga da se VDR ne moţe detektovati u ćelijama miokarda (Wang 

& DeLuca, 2011) do otkrića enzima koji uĉestvuju u metabolizmu vitamina D u ovim ćelijama, što 
ukazuje da aktivni oblik vitamina D moţe nastati i lokalno u srcu (Chanakul et al., 2013). Uprkos 

predloţenim mehanizmima delovanja vitamina D u srcu, korisni efekti na kardiovaskularno zdravlje 
su i dalje diskutabilni (Gardner et al., 2013).  

U literaturi postoji veliki broj animalnih studija koje ispituju efekat suplementacije vitaminom D 
kod razliĉitih kardiometaboliĉkih poremećaja (Alrefaie et al., 2022; Derakhshanian et al., 2019; Lee 
et al., 2014; Panizo et al., 2013; Philouze et al., 2022), dok se ova studija fokusirala na izuĉavanje 

efekata vitamina D na metaboliĉke procese u zdravom srcu. 

 

5.1. Efekti vitamina D na biohemijske parametre pacova 
 

Koncentracija Ca2+ i fosfora u plazmi pacova nije se znaĉajno promenila nakon tretmana 
holekalciferolom (Tabela 5), što ukazuje da efekti vitamina D na analizirane procese u srcu ne 
mogu biti posledica narušene mineralne homeostaze kod tretiranih ţivotinja. U ovoj studiji je 

svakog drugog dana primenjivana doza holekalciferola od 12.5 μg/kg, i ona nije dovela do 
hiperkalcemije i kalcifikacije mekih tkiva kod pacova (Salum et al., 2012).  

Tretman holekalciferolom je smanjio nivo NEFA u plazmi ţivotinja, dok su ostali parameri 
lipidnog profila ostali nepromenjeni (Tabela 5). U studiji Oczkowicz i saradnika, lipidni profil 

zdravih pacova oba pola nije se promenio nakon 12 nedelja tremana vitaminom D (Oczkowicz et 
al., 2021), što delimiĉno potvrĊuje rezultate naše studije. Smanjenje nivoa NEFA moţe biti 

posledica efekta vitamina D na nivou masnog tkiva jer je pokazano da vitamin D stimuliše 
lipogenezu i inhibira lipolizu (Shi et al., 2001; Wong et al., 2011). Studije u kojima je efekat 
vitamina D ispitivan kod ţivotinja koje imaju izmenjen lipidni profil usled razliĉitih intervencija, 

pokazuju da vitamin D blagotvorno utiĉe na lipidne parametre vraćajući ih u okvir kontrolnih 
vrednosti (Babaei et al., 2015; Moharir et al., 2022; Mostafa et al., 2016). Opservacione studije su 

pokazale da je nedostatak vitamina D kod ljudi povezan sa povećanom koncentracijom ukupnog 
HL, LDL i TAG u cirkulaciji. MeĊutim, interventne studije kod ljudi sa nedostatkom vitamina D 
nisu uspele da potvrde pozitivan efekat suplementacije vitaminom D na poboljšanje lipidnog profila 

(Challoumas, 2014). Visoka koncentracija NEFA u cirkulaciji povećava preuzimanje masnih 

kiselina i -oksidaciju u kardiomiocitima što moţe biti štetno za srce (Pilz & März, 2008) i 
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povezano je sa mortalitetom od KVB (Xiong et al., 2015), zbog ĉega bi uoĉeni efekat 
holekalciferola na smanjenje NEFA u cirkulaciji u našoj studiji mogao biti kardioprotektivan. Pored 
toga, nivo masnih kiselina i njihov sastav mogu uticati i na odgovor ćelija na dejstvo insulina (Sears 

& Perry, 2015). 

Literaturni podaci ukazuju da vitamin D moţe uticati na glukoznu homeostazu s obzirom da -

ćelije pankreasa eksprimiraju VDR i 1-hidroksilazu (Alvarez & Ashraf, 2010). TakoĊe, sekrecija 

insulina je Ca2+-zavisan proces, te vitamin D zbog svoje primarne uloge u homeostazi ovog jona 

moţe i indirektno uticati na sekretornu funkciju -ćelija (Pittas et al., 2007). Kod pacova u našoj 

studiji nivo insulina u plazmi nije se znaĉajno promenio nakon tretmana holekalciferolom, iako je 
postojala tendencija smanjenja (Tabela 5). Prethodne studije sugerišu da vitamin D ne utiĉe na 

bazalno oslobaĊanje insulina već da iskljuĉivo utiĉe na oslobaĊanje insulina u odgovoru na 
stimulaciju glukozom (Pittas et al., 2007). Studija Bornstedt i saradnika je pokazala da ćelije 
pankreasa, prethodno inkubirane sa 1,25(OH)2D3 luĉe više insulina nakon stimulacije visokom 

dozom glukoze (22 mM) u odnosu na ćelije koje nisu tretirane vitaminom D, dok u odsustvu 
glukoze promene u sekreciji insulina izmeĊu tretiranih i kontrolnih ćelija nisu primećene (Bornstedt 

et al., 2019). U skladu sa tim, nepromenjen nivo insulina u našoj studiji mogao bi biti posledica 
nepromenjenog nivoa glukoze u cirkulaciji (Tabela 5).  

Animalne studije u kojima su ispitivani efekti vitamina D na homeostazu glukoze kod modela 
insulinske rezistencije i metaboliĉkog sindroma, uglavnom ukazuju na pozitivan efekat 
suplementacije vitaminom D na parametre poput glikemije i HOMA (engl. Homeostasis Model 

Assessment) indeksa (Benetti et al., 2018; Derakhshanian et al., 2019; Hoseini et al., 2017; Mazzone 
et al., 2018). U studiji Mutt i saradnika u kojoj je nedostatak vitamina D doveo do nastanka 

insulinske rezistencije, suplementacija vitaminom D ostvarila je pozitivan efekat na insulinsku 
senzitivnost i HOMA indeks kod miševa na kontrolnoj ishrani, dok je kod miševa na ishrani bogatoj 
mastima i šećerima koristan efekat suplementacije vitaminom D izostao (Mutt et al., 2020). U 

studiji Mendes i saradnika kod pacova sa insulinskom rezistencijom, petodnevni tretman sa 
1,25(OH)2D3 doveo je do smanjenja glikemije dok razlike u glikemijskom profilu nisu uoĉene kod 

zdravih ţivotinja pod tretmanom (Mendes et al., 2022). Navedeni rezultat se moţe uporediti sa 
rezultatima naše studije koja je takoĊe pokazala da se insulinska osetljivost zdravih ţivotinja (Slika 
4), merena IPGTT nije znaĉajno promenila nakon tretmana holekalciferolom. 

Na osnovu analize biohemijskih parametara moglo bi se zakljuĉiti da suplementacija 

holekalciferolom u datoj dozi i reţimu ne remeti homeostazu minerala u cirkulaciji i ne utiĉe 

na glikemiju i luĉenje insulina kod zdravih pacova. Smanjenje koncentracije NEFA u 

cikulaciji uoĉeno u našoj studiji moglo bi biti kardioprotektivno. 

 

5.2. Efekti vitamina D na fiziĉke karakteristike pacova 
 

Tretman holekalciferolom nije uticao na telesnu masu pacova (Tabela 4). Prema literaturi, 

suplementacija vitaminom D moţe imati blagotvorno dejstvo na regulaciju telesne mase 
prevashodno u uslovima prekomernog energetskog unosa. Studija Cordeiro i saradnika je pokazala 
da suplementacija vitaminom D ne dovodi do promene u telesnoj masi kod ţivotinja na standardnoj 

ishrani, dok je kod ţivotinja koje su osim standardne hrane konzumirale i industrijski procesovanu 
hranu i gazirana pića, primećeno oko 34% manje povećanje telesne mase tokom perioda 

suplementacije (Cordeiro et al., 2021). TakoĊe, kod mišjeg animalnog modela gojaznosti koja je 
izazvana HFD, administracija vitamina D dovela je do smanjenja telesne mase i do smanjenja 
prirasta telesne mase, ali su ovi parametri i dalje bili statistiĉki znaĉajno veći u poreĊenju sa 

kontrolnim ţivotinjama (Gomaa & El-Aziz, 2017). U našoj studiji pacovi su konzumirali 
standardnu hranu koja im je bila dostupna ad libitum, stoga je izostanak efekta tretmana na telesnu 
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masu u skladu sa literaturnim podacima. U našoj studiji nije došlo ni do znaĉajnih promena 
relativne i apsolutne mase srca (Tabela 4), što je u skladu sa nepostojanjem promena na nivou 
ekspresije ERK1/2 molekula (Slika 12), koji je kljuĉni efektor mitogenog signalnog puta u srcu, 

ukljuĉen u proces hipertrofije. Pokazano je da aktivirani VDR poseduje direktnu antihipertrofiĉnu 
aktivnost u srcu (Chen et al., 2011). Osim toga, vitamin D moţe igrati vaţnu ulogu u smanjenju 

hipertrofije leve komore kroz modulaciju RAAS (Carrara et al., 2014; Zhou et al., 2008a). Iako je 
antihipertrofiĉno delovanje vitamina D uglavnom pokazano u animalnim modelima hipertrofije 
(Panizo et al., 2013; Zhang et al., 2018), jedna studija ĉak izveštava o blagom smanjenju relativne 

mase srca kod zdravih ţenki pacova nakon suplementacije vitaminom D u visokoj dozi, dok isti 
efekat nije zabeleţen kod muţjaka (Oczkowicz et al., 2021).  

Iz navedenih rezultata zakljuĉujemo da hroniĉna suplementacija holekalciferolom kod 

zdravih pacova ne dovodi do promena u ukupnoj telesnoj masi i masi srca. 

 

5.3. Efekti vitamina D na VDR i enzime ukljuĉene u metabolizam vitamina D 
 

Ekspresija Vdr regulisana je PTH, retinoiĉnom kiselinom, glukokortikoidima i 1,25(OH)2D3 

(Pike & Meyer, 2012). Pokazano je da 1,25(OH)2D3 povećava ekspresiju Vdr u ćelijama kostiju, 
bubrega i creva, mehanizmima koji su tkivno specifiĉni (Lee et al., 2015). Tretman 
holekalciferolom u našoj studiji nije uticao na ekspresiju Vdr u srcu pacova (Slika 6). Neke studije 

na miševima su takoĊe pokazale da 1,25(OH)2D3 nije imao uticaja na ekspresiju Vdr u srcu (Wang 
et al., 2012), dok su druge pokazale da je ekspresija Vdr povećana nakon tretmana sa 1,25(OH)2D3 

(Yang et al., 2021). Sliĉno rezultatima naše studije, rezultati studije Oczkowicz i saradnika su 
pokazali da tretman vitaminom D u tri razliĉite doze ne dovodi do promene ekspresije Vdr u jetri, 
bubrezima, mozgu i masnom tkivu pacova (Oczkowicz et al., 2021). Povećanje ekspresije 

transkripata Vdr uoĉeno u crevima pacova nije se moglo detektovati 24h nakon administracije 
1,25(OH)2D3 (Strom et al., 1989), na osnovu ĉega se moţe zakljuĉiti da osim tkivno-specifiĉnih 
razlika, rezultati mogu odstupati i u zavisnosti od dizajna studije. Kako je u našoj studiji ţrtvovanje 

ţivotinja i uzorkovanje sprovedeno 24h nakon poslednje aplikacije holekalciferola kako bi se 
izbegli akutni efekti tretmana, i dalje postoji mogućnost da holekalciferol akutno moţe uticati na 

ekspresiju Vdr u srcu, što je potrebno dodatno ispitati jer relevantni literaturni podaci o tome ne 
postoje. Uprkos nepromenjenoj ekspresiji iRNK za VDR, analiza ekspresije proteina u ovoj studiji 
je pokazala smanjenje nivoa VDR u citosolnoj frakciji (Slika 5A) uz istovremeno povećanje nivoa 

proteina u jedarnoj frakciji (Slika 5B). Uoĉena redistribucija VDR iz citosola u jedro implicira da 
efekti vitamina D na analizirane srĉane procese mogu biti posledica direktnog delovanja vitamina D 

u srcu. Studija Tishkoff i saradnika je pokazala da se u kardiomiocitima miševa i pacova VDR 
translocira u jedro nakon tretmana sa 1,25(OH)2D3 (Tishkoff et al., 2008), što podrţava rezultate 
dobijene u našoj studiji. U ćelijama poput enterocita, gde je uloga vitamina D najviše izuĉavana, 

proces redistribucije VDR iz citoplazme u jedro nakon vezivanja liganda je takoĊe potvrĊen 
(Klopot et al., 2007). 

Za razliku od VDR, enzim koji je ukljuĉen u metabolizam vitamina D, 1-hidroksilaza, nije 

detektovan u srcu ispitivanih ţivotinja što je u saglasnosti sa prethodno objavljenim podacima 
(Zehnder et al., 2001). MeĊutim, postoje studije u kojima je dokumentovana ekspresija ovog 
enzima u srcu na nivou iRNK (Chanakul et al., 2013), kao i na nivou proteina (Chen et al., 2008).  

Gore navedeni rezultati sugerišu da vitamin D ostvaruje direktne efekte u srcu, 

aktivacijom VDR koji se redistribuira iz citosolne u jedarnu frakciju. Odsustvo detekcije 1 -

hidroksilaze u srcu sugeriše da aktivna forma vitamina D ne nastaje u srcu. 

 



 DISKUSIJA 

 

  66  
 

5.4. Efekti vitamina D na molekule insulinskog signalnog puta u srcu pacova 
 
Insulin deluje direktno na srce posredstvom signalnog puta PKB/Akt (Iliadis et al., 2011). 

Stimulacijom ulaska glukoze koja postaje primarni izvor energije u ćelijama srca, insulin smanjuje 
potrošnju O2 u miokardu i poboljšava srĉanu efikasnost (Iliadis et al., 2011). Insulinska rezistencija, 

koja se definiše kao eksperimentalno ili kliniĉko stanje u kojem insulin ispoljava biološki efekat 
manji od oĉekivanog, je jedan od komorbiditeta koji se ĉesto povezuje sa KVB (Ormazabal et al., 
2018). Insulinska rezistencija u srcu dovodi do poremećaja u insulinskom signalnom putu i 

preuzimanju glukoze, kao i do smanjenog oksidativnog kapaciteta mitohondrija (Abel, 2021). 
Animalne studije sugerišu da vitamin D ima uticaja na insulinski signalni put u skeletnim mišićima, 

masnom tkivu i jetri (Antinozzi et al., 2017; Gomes Castro et al., 2014; Mutt et al., 2020; Parker et 
al., 2016), dok su studije koje ispituju efekte u srcu veoma retke (Nizami et al., 2019). Pored toga 
što su retke, studije o efektima vitamina D u srcu uglavnom su sprovedene u patološkim uslovima, 

što oteţava definisanje uloge vitamina D u fiziologiji srca, kao i definisanje mehanizama kojima se 
eventualni efekti postiţu. 

U našoj studiji, tretman holekalciferolom nije uticao na nivo proteina IR u srcu pacova (Slika 7). 
Pokazano je da kod ljudi promotor gena za IR sadrţi VDREs (Maestro et al., 2003), kao i da 

1,25(OH)2D3 povećava ekspresiju IR na nivou proteina i iRNK u humanim promonocitnim 
ćelijama (Leal et al., 1995; Maestro et al., 2000). George i saradnici su pokazali da suplementacija 

vitaminom D povećava ekspresiju IR u jetri dijabetiĉnih pacova (George et al., 2012b). Sa druge 
strane, nekoliko studija je pokazalo odsustvo efekata suplementacije vitaminom D na ekspresiju IR 
u jetri dijabetiĉnih pacova (Calle et al., 2008) i jetri miševa na dijeti sa niskim ali i sa visokim 

sadrţajem masti (Alkharfy et al., 2013). Studija na ćelijama jetre zebrice (Danio rerio) pokazala je 
da 1,25(OH)2D3 statistiĉki znaĉajno povećava ekspresiju IR tipa A u uslovima visoke koncentracije 

glukoze, dok se ovi efekti nisu ispoljili u uslovima normoglikemije (Shao et al., 2022). TakoĊe, 
studija Calle i saradnika je pokazala da vitamin D ne utiĉe na ekspresiju gena za IR u bubrezima, 
jetri i adipoznom tkivu kod zdravih pacova (Calle et al., 2008). U istoj studiji, kod pacova kod kojih 

je dijabetes izazvan streptozotocinom, vitamin D je ostvario delimiĉno pozitivan efekat na 
ekspresiju gena za IR u jetri i adipoznom tkivu, dok su u bubrezima izostali efekti i vitamina D i 

streptozotocina (Calle et al., 2008). Ovakvi podaci ukazuju da efekat vitamina D na ekspresiju IR 
moţe biti tkivno-specifiĉan i da u velikoj meri zavisi i od prisustva/odsustva patološkog stanja.  

Nizvodno od IR dalje širenje insulinskog signala u ćeliju odvija se preko IRS proteina. 
Fosforilacije IRS-1 molekula su kljuĉne taĉke u insulinskom signalnom putu, pri ĉemu je kinazna 
aktivnost IR odgovorna za fosforilaciju Tyr ostatka IRS-1 proteina i poslediĉno formiranje mesta za 

interakciju sa odgovarajućim nizvodnim efektorima (Taniguchi et al., 2006). U našoj studiji tretman 
holekalciferolom nije uticao na ukupan nivo IRS-1 proteina (Slika 8A) i na stepen insulinom 

stimulisane fosforilacije IRS-1 na Tyr632 u srcu pacova (Slika 8B). 

PTP defosfosforilišu tirozinske ostatke IR i IRS-1⁄2 proteina u roku od nekoliko minuta od 

insulinske stimulacije kako bi se insulinski signalni put inaktivirao (Tiganis, 2013). Jedna od PTP 
ukljuĉenih u negativnu regulaciju delovanja insulina je PTP1B. Ptp1n-knock-out miševi ispoljavaju 

povećanu osetljivost na insulin koja je povezana sa povećanom aktivacijom IR i nizvodnom 
fosforilacijom IRS-1 na Tyr ostacima u jetri i skeletnim mišićima (Elchebly et al., 1999; Klaman et 
al., 2000). U našoj studiji nije došlo do promene ukupnog nivoa PTP1B (Slika 9) što je u skladu sa 

nepromenjenim nivoom insulin-zavisne fosforilacije IRS-1 na Tyr632. Literaturni podaci o efektu 
vitamina D na ekspresiju PTP1B u srcu ne postoje, dok studije na drugim tkivima pokazuju razliĉite 

rezultate. Tako je tretman vitaminom D kod animalnog modela T2DM, smanjio ekspresiju gena i 
proteina PTP1B u jetri, na nivoe detektovane kod kontrolnih ţivotinja (Yang et al., 2016), dok 
tretman vitaminom D nije imao uticaja na ekspresiju proteina PTP1B ni u jetri ni u masnom tkivu 

kod mišjeg modela Alchajmerove bolesti za koji su karakteristiĉni višestruki metaboliĉki 
poremećaji povezani sa starenjem (Rui et al., 2017). 
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Fosforilacije Ser/Thr ostataka IRS-1 proteina su kljuĉni dogaĊaji u regulaciji insulinske 
signalizacije mehanizmom negativne povratne sprege i dovode do disocijacije IRS-1 proteina od IR, 
ĉime spreĉavaju dalju fosforilaciju Tyr ostataka i inhibiraju interakciju sa nizvodnim efektorima 

(Boura-Halfon & Zick, 2009). Za razliku od nepromenjenog stepena fosforilacije IRS-1 na Tyr632 u 
našoj studiji, stepen fosforilacije IRS-1 na Ser307 je smanjen nakon tretmana holekalciferolom (Slika 

8B). U studiji Benetti i saradnika uoĉeno je da ishrana bogata mastima i šećerima dovodi do 
znaĉajnog povećanja stepena fosforilacije IRS-1 na Ser307 u skeletnim mišićima pacova, a da je 
tretman vitaminom D uspešno smanjio stepen ove fosforilacije (Benetti et al., 2018). Sliĉni rezultati 

dobijeni su i u kulturi ćelija skeletnih mišića u kojima je insulinska rezistencija, izazvana 
inkubacijom ćelija sa masnim kiselinama, dovela do povećanja stepena fosforilacije IRS-1 na Ser307 

i smanjenja stepena fosforilacije IRS-1 na Tyr632, dok je tretman vitaminom D ublaţio ove promene 
(Zhou et al., 2008b). U uslovima insulinske rezistencije najĉešće uoĉena promena ogleda se u 
povećanju nivoa inhibitorne fosforilacije IRS-1 na Ser307, stoga bi detektovano smanjenje stepena 

ove fosforilacije nakon tretmana vitaminom D u našoj studiji moglo da se protumaĉi kao pozitivan 
efekat na prenos insulinskog signala u srcu. 

Jedan od mehanizama koji bi mogao da bude u osnovi uoĉene promene na stepen fosforilacije 
IRS-1 je aktivacija S6K1 koja direktno fosforiliše IRS-1 na Ser307 in vitro (Harrington et al., 2004). 

TakoĊe, pokazano je da vitamin D-VDR kompleks defosforiliše/inaktivira S6K kroz aktivaciju 
fosfataza PP1c/PP2Ac in vitro (Bettoun et al., 2002). Rezultat naše studije, da holekalciferol nije 

promenio stepen fosforilacije S6K na Thr421/Ser424 (Slika 10B), ukazuje da smanjeni nivo 
fosforilacije IRS-1 na Ser307, nije posredovan promenom aktivnosti S6K1 pod dejstvom vitamina D. 
S druge strane, proinflamatorni citokini i masne kiseline takoĊe mogu aktivirati druge Ser/Thr 

kinaze, poput PKC  i JNK, koje mogu negativno da utiĉu na insulinsku signalnu transdukciju 
(Zick, 2005). Inhibitorni efekti JNK na prenos insulinskog signala mogu se, bar delimiĉno, pripisati 

njegovoj sposobnosti da fosforiliše IRS-1 na Ser307 (Zick, 2005). Pokazano je da predtretman 
vitaminom D inhibira aktivaciju JNK izazvanu stresom u ćelijama keratinocita (Ravid et al., 2002), 
a sliĉni rezultati dobijeni su i u kulturi ćelija skeletnih mišića, gde je pokazano da tretman 

vitaminom D znaĉajno smanjuje aktivaciju JNK stimulisanu povećanom koncentracijom masnih 
kiselina (Zhou et al., 2008b). Ovi rezultati impliciraju da bi i u srcu vitamin D mogao da deluje na 

stepen fosforilacije IRS-1 na Ser307 kroz modulaciju aktivnosti JNK, što je neophodno dodatno 
ispitati.  

Ukupan nivo Akt proteina, kao i stepen insulinom stimulisane fosforilacije Akt na Ser473 ostao je 
nepromenjen (Slika 11A i 11B), dok je stepen insulinom stimulisane fosforilacije Akt na Thr308 

povećan nakon tretmana holekalciferolom (Slika 11B). Kod mišjeg modela Alchajmerove bolesti i 
kod vitamin D-deficijentnih miševa, suplementacija vitaminom D dovela je do povećanja stepena 
fosforilacije Akt na Ser473 u jetri, ali sliĉno rezultatima naše studije u srcu, nije bilo efekta na stepen 

ove fosforilacije u masnom tkivu (Mutt et al., 2020; Rui et al., 2017). S obzirom da na prouĉavane 
fosforilacije Akt utiĉu dve razliĉite kinaze (Huang et al., 2018; Manning & Toker, 2017), moglo bi 

se spekulisati da vitamin D ostvaruje svoj efekat preko PDK1.  

ERK1/2 enzimi predstavljaju deo signalne kaskade MAPK koja indukuje reprogramiranje 

ekspresije gena i na taj naĉin stimulišu ćelijski rast, proliferaciju, diferencijaciju i anti-apoptotiĉke 
efekte (Lorenz et al., 2009). U kardiomiocitima ovi proteini imaju jasnu ulogu u hipertrofiji i 

remodeliranju kardiomiocita (Gallo et al., 2019; Gilbert et al., 2021). U našoj studiji, tretman 
holekalciferolom nije promenio ukupan nivo ERK1/2 i stepen insulinom stimulisane fosforilacije 
ERK1/2 na Thr202/Tyr204 (Slika 12A i 12B). Literaturni podaci ukazuju da vitamin D ispoljava 

antihipertrofiĉno dejstvo. Nizami i saradnici su pokazali da kod pacova sa nedostatkom vitamina D 
dolazi do razvoja hipertrofije u srcu i indukcije fetalnog programa gena, što je praćeno povećanim 

nivoom fosforilacije ERK1/2 na Thr202/Tyr204 (Nizami et al., 2019). U studiji na pacovima sa 
hroniĉnom bubreţnom insuficijencijom koja je praćena hipertrofijom leve komore, tretman 
agonistima VDR smanjio je stepen fosforilacije ERK1/2 na Thr202/Tyr204 (Panizo et al., 2013). 
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TakoĊe, u studiji na miševima kod kojih je hipertrofija zida leve komore srca uzrokovana 
hroniĉnom hipertenzijom, tretman vitaminom D je smanjio nivo fosforilacije ERK1/2 na 
Thr202/Tyr204, u odnosu na miševe sa hipertrofijom koji nisu tretirani vitaminom D (Zhang et al., 

2018). Za razliku od navedenih studija u kojima je vitamin D smanjio aktivnost ERK1/2 u uslovima 
hipertrofije, rezultati naše studije ukazuju da vitamin D ne utiĉe na insulinom stimulisan ERK1/2 

mitogeni put u srcu u fiziološkim uslovima. 

Tretman holekalciferolom je ostvario selektivan efekat na nivou kljuĉnih insulinom-

indukovanih fosforilacija molekula u metaboliĉkom signalnom putu insulina. Smanjen stepen 

fosforilacije IRS-1 na Ser307 i povećan stepen fosforilacije Akt na Thr308 ukazuju na pozitivan 

efekat vitamina D na insulinsku osetljivost u srcu. Sa druge strane, naši rezultati sugerišu da 

vitamin D ne utiĉe na mitogeni signalni put insulina u fiziološkim uslovima.  

 

5.5. Efekti vitamina D na molekule ukljuĉene u transport i metabolizam glukoze u 
srcu pacova 

 

Koncentracija glukoze u krvi odrţava se u uskom opsegu, zbog ĉega glukoza predstavlja 
najpouzdaniji izvor za proizvodnju energije. Vaţnost metabolizma glukoze putem glikolize izraţena 
je u uslovima ishemije i hipertrofije srca, dok je uloga aerobnog metabolizma glukoze za podršku 

normalnoj kontraktilnoj funkciji manje izuĉavana, uglavnom zbog dobro poznate ĉinjenice da su 
masne kiseline dominantno gorivo za proizvodnju energije u srcu (Depre et al., 1999). Transport 

glukoze u kardiomiocitima je regulisan transmembranskim gradijentom koncentracije glukoze i 
sadrţajem glukoznih transportera u plazma membrani kardiomiocita. Stimulacija insulinom, 
povećan stepen kontrakcije ili ishemija su vaţni faktori koji povećavaju sadrţaj glukoznih 

transportera u plazma membrani kardiomiocita, ĉime se povećava kapacitet za transport i 
preuzimanje glukoze unutar ćelije (Stanley et al., 2005). 

U kulturi ćelija kardiomiocita kod kojih je ekspresija VDR smanjena korišćenjem shRNK 
smanjenjeno je insulinom stimulisano preuzimanje glukoze i translokacija GLUT4 što ukazuje na 

vaţnu ulogu VDR u regulaciji insulinske senzitivnosti miokarda (Nizami et al., 2019). Tretman 
holekalciferolom u našoj studiji je praćen tendencijom povećanja ukupnog nivoa GLUT4 proteina u 

srcu, iako ova promena nije bila statistiĉki znaĉajna (Slika 13A). Na nivou ekspresije GLUT1 i 
GLUT4 u plazma membrani nisu uoĉene promene nakon tretmana vitaminom D u uslovima 
insulinske stimulacije (Slika 13B). Osim naše i studije Nizami i saradnika, nema drugih studija koje 

su se bavile efektima vitamina D na izoforme GLUT u srcu, stoga relevantni literaturni podaci 
proistiĉu iz studija na drugim ciljnim tkivima insulina. Tretman 1,25(OH)2D3 ne utiĉe na nivo 

GLUT4 i transport glukoze u 3T3L1 adipocitima (Manna & Jain, 2012), dok je u ćelijama skeletnih 
mišića primećen pozitivan efekat razliĉitih VDR agonista na ukupan nivo i translokaciju GLUT4, 
kao i na preuzimanje glukoze (Antinozzi et al., 2017; Gomes Castro et al., 2014). TakoĊe, Gomes 

Castro i saradnici su pokazali da stimulacija preuzimanja glukoze u m. soleus pacova zahteva 
aktivnost 1,25(OH)2D3 u jedru (Gomes Castro et al., 2014). Studija na ćelijama skeletnih mišića, 

pokazala je da tretman 1,25(OH)2D3 u uslovima visoke koncentracije glukoze dovodi do povećane 
ekspresije GLUT4, dok je efekat izostao u uslovima optimalne koncentracije glukoze (Manna et al., 
2018). U skladu sa tim, nepromenjena koncentracija glukoze u cirkulaciji nakon tretmana 

holekalciferolom u našoj studiji (Tabela 5) mogla bi biti povezana sa izostankom efekta 
holekalciferola na nivo i translokaciju GLUT4 u srcu. U kardiomiocitima, transport glukoze u 

bazalnim uslovima odvija se uglavnom preko GLUT1 (Kraegen et al., 1993), pri ĉemu se pojaĉan 
transport posredovan GLUT1 povezuje sa aktivacijom AMPK (Abbud et al., 2000; Barnes et al., 
2002; Wu et al., 2013). U uslovima ćelijskog energetskog stresa aktivacija AMPK povećava i 

translokaciju GLUT4 na plazma membranu kardiomiocita (Coven et al., 2003; Horie et al., 2008; Li 
et al., 2004), što predstavlja kardioprotektivni i adaptivni odgovor (Li et al., 2019). Nakon tretmana 
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holekalciferolom u našoj studiji nisu uoĉene promene u ekspresiji Ampk (Slika 24), što je u skladu 
sa prethodno navedenim rezultatima nepromenjenog nivoa GLUT1 i GLUT4 u plazma membrani 
(Slika 13B).  

Insulin aktivira PFK2 u srcu kroz dve serinske fosforilacije (Ser466, Ser483) (Bertrand et al., 

1999). U našoj studiji stepen fosforilacije PFK2 na Ser466 je ostao nepromenjen nakon tretmana 
holekalciferolom u insulinom stimulisanim uslovima (Slika 14B). Alternativno, fosforilaciju PFK2 
na Ser466 vrši i AMPK ĉime stimuliše njenu aktivnost (Li et al., 2019; Marsin et al., 2000). 

Nepromenjen nivo ekspresije Ampk u našoj studiji (Slika 23) je u skladu sa nepromenjenim 
stepenom fosforilacije PFK2 na Ser466. Iako nismo detektovali povećanje nivoa aktivirajuće 

fosforilacije PFK2, tretman holekalciferolom u našoj studiji doveo je do povećanja ukupnog nivoa 
PFK2 (Slika 14A) i povećanja nivoa ekspresije Hk2 (Slika 15). Rezultat naše studije da 
holekalciferol povećava ekspresiju Hk2 u srcu je vrlo znaĉajan jer je pokazano da smanjenje 

proteinskog nivoa HK2 dovodi do smanjene srĉane funkcije i izmenjenog remodeliranja nakon 
ishemije i reperfuzije (Wu et al., 2011). U skladu sa našim rezultatima, Santos i saradnici su 

pokazali da suplementacija vitaminom D povećava aktivnost glikolitiĉkih enzima PFK i laktat 
dehidrogenaze u srcu zdravih pacova (Santos et al., 2021). TakoĊe, u studiji koja koristi model 
nedostatka vitamina D, smanjena ekspresija gena glikolitiĉkih enzima HK i PFK u skeletnim 

mišićima pacova vraćena je na kontrolne vrednosti nakon prebacivanja ţivotinja na ishranu koja je 
sadrţala 2000 IU vitamina D /kg hrane (Gogulothu et al., 2020). Pozitivan efekat suplementacije 

vitaminom D na aktivnost enzima ukljuĉenih u procese glikolize i glukoneogeneze uoĉen je i u jetri 
dijabetiĉnih miševa kod kojih je postojalo smanjenje aktivnosti glikolitiĉkih enzima i povećanje 
aktivnosti enzima ukljuĉenih u glukoneogenezu (Meerza et al., 2012). Naši rezultati bi mogli 

ukazivati da vitamin D ostvaruje efekat u procesu glikolize na nivou transkripcione regulacije HK2 
i regulacije proteinske ekspresije PFK2.  

Nakon glikolize, nastali piruvat podleţe oksidaciji delovanjem PDH. Insulin kontroliše PDH 
suprimirajući ekspresiju i aktivnost PDK4. Insulin inhibira ekspresiju PDK4 posredstvom PI3K/Akt 

puta. Aktivirani Akt fosforiliše FoxO transkripcione faktore koji se translociraju iz jedra u 
citoplazmu što onemogućava ekspresiju Pdk4 (Kwon & Harris, 2004; Roche & Hiromasa, 2007). U 
našoj studiji vitamin D je smanjio nivo FoxO1 u ukupnom ćelijskom ekstraktu srca (Slika 17), što je 

u skladu sa nedavno dobijenim rezultatima koji pokazuju da vitamin D negativno reguliše 
ekspresiju FoxO1 u ćelijama srca (Guo et al., 2020) i skeletnih mišića (Chen et al., 2016b). Ovakav 

rezultat mogao bi biti direktna posledica povećane fosforilacije Akt (Slika 11), koja vodi povećanoj 
fosforilaciji FoxO1 i njegovom izlasku iz jedra, nakon ĉega podleţe degradaciji u citosolu 
(Puthanveetil et al., 2013). Isti efekat suplementacije vitaminom D već je primećen u jetri miševa 

(Mutt et al., 2020). MeĊutim, naša studija pokazuje da na nivou unutarćelijske distribucije proteina 
FoxO1, tretman vitaminom D u uslovima insulinske stimulacije, dovodi do smanjenja nivoa ovog 

proteina iskljuĉivo u citosolnoj frakciji (Slika 18A), dok se promena nivoa u jedarnoj frakciji ne 
dogaĊa (Slika 18B). Studija Chen i saradnika pokazala je da je efekat vitamina D na translokaciju 
FoxO1 molekula iz jedra dozno-zavisan (Chen et al., 2016b), što moţe posluţiti i za objašnjenje 

naših rezultata. Ovakav profil promene ukazuje da vitamin D u našoj studiji reguliše nivo FoxO1 
proteina u srcu na transkripcionom nivou, bez uticaja na aktivnost molekula u jedru. Tretman 

holekalciferolom nije doveo do promene u ekspresiji Pdk4 (Slika 16), što je u skladu sa 
nepromenjenim nivoom ekspresije FoxO1 u jedarnoj frakciji (Slika 18B). Odsustvo promena u 
ekspresiji Pdk4 se poklapa i sa nepromenjenim nivoom GLUT4 i GLUT1 na plazma membrani 

(Slika 13B), uzimajući u obzir literaturu koja sugeriše da nivo PDK4 obrnuto korelira ne samo sa 
stepenom oksidacije glukoze već i stepenom preuzimanja glukoze u srcu (Li et al., 2017).  

Tretman holekalciferolom u našoj studiji doveo je do povećanja nivoa insulinom stimulisane 

fosforilacije GSK-3  na Ser9 (Slika 19B). Prema literaturnim podacima povećana fosforilacija 

GSK3 na Ser9 je kljuĉna za insulinsku aktivaciju GS u srcu (Mora et al., 2005). Inhibicija aktivnosti 
GSK3 u izolovanom perfundovanom srcu pacova dovodi do povećane sinteze glikogena (Omar et 
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al., 2010). Osim toga, u ovoj studiji je otkriveno i povećanje ekspresije Hk2 koja proizvodi glukozo 
6-fosfat koji je alosteriĉki stimulator GS. To takoĊe moţe ukazati na povećanu sintezu glikogena 
(Bouskila et al., 2010; McManus et al., 2005). Podaci o efektima vitamina D na sintezu glikogena u 

srcu ne postoje, ali je pokazano da tretman vitaminom D povećava sadrţaj glikogena u jetri 
dijabetiĉnih pacova (George et al., 2012b). TakoĊe, suplementacija vitaminom D uticala je na 

povećanje sadrţaja glikogena i fosforilacije GSK3 na Ser9 u jetri vitamin D-deficijentnih miševa 

(Mutt et al., 2020). GSK-3uĉestvuje u većem broju ćelijskih funkcija (Patel & Woodgett, 2017), 

što ukazuje da uoĉeno povećanje inhibitorne fosforilacije GSK-3  pod delovanjem vitamina D u 
uslovima insulinske stimulacije, moţe da ima uticaja i na druge signalne puteve koji nisu povezani 

sa sintezom glikogena. 

Tretman holekalciferolom nije  uticao na nivo glukoznih transportera u plazma 

membranskoj frakciji srca u uslovima insulinske stimulacije što moţe ukazati na to da nije 

došlo do promena nivoa preuzimanja glukoze u srcu pacova. MeĊutim, povećana ekspresija 

Hk2 ukazuje na stimulaciju glikolize, što potvrĊuje i povećana ekspresija PFK2 molekula. 

Osim toga, HK2 stimuliše sintezu glikogena, što zajedno sa promenom na nivou GSK-3  

molekula moţe ukazati na pojaĉanu sintezu glikogena u srcu pod delovanjem vitamina D.  

 

5.6. Efekti vitamina D na molekule ukljuĉene u transport i metabolizam masnih 

kiselina u srcu pacova 
 

Regulacija upotrebe masnih kiselina kao izvora energije u srcu vrši se na razliĉitim nivoima: od 

njihove dostupnosti u cirkulaciji, kroz transport preko sarkoplazmatiĉne membrane i esterifikacije, 
do ulaska u mitohondrije i oksidacije (Oleinikov, 2019). Stopa preuzimanja masnih kiselina u srce 
je prvenstveno odreĊena koncentracijom NEFA u plazmi (Stanley et al., 2005). Kod ljudi akutno 

smanjenje NEFA u cirkulaciji smanjuje preuzimanje masnih kiselina u ćelije srca za ĉak 80% 
(Tuunanen et al., 2006). Tretman holekalciferolom u našoj studiji je smanjio koncentraciju NEFA u 

cirkulaciji pacova, što bi moglo uticati na preuzimanje masnih kiselina u srcu kroz smanjenu 
dostupnost supstrata. Ipak, promene nivoa CD36 i FATP1, najvaţnijih transportera masnih kiselina 
u plazma membrani ćelija srca, nisu uoĉene u uslovima insulinske stimulacije (Slika 20). Ovaj nalaz 

je u skladu sa studijom Yang i saradnika koji su takoĊe pokazali da se nivo CD36 transportera ne 
menja pod dejstvom vitamina D u srcu miševa na HFD, potvrĊujući da vitamin D ne utiĉe direktno 

na transportere masnih kiselina u srcu (Yang et al., 2021). Povećan unos masnih kiselina je glavni 
faktor za indukciju ekspresije Pdk4 (Jeon et al., 2021) koja se nije promenila nakon tretmana 
holekalciferolom u našoj studiji (Slika 16), što je u skladu sa odsustvom promena na nivou 

transportera. MeĊutim, bez obzira na to što je nivo transportera u plazma membranskoj frakciji 
ostao nepromenjen, smanjena koncentracija NEFA u cirkulaciji nakon tretmana vitaminom D 

mogla bi doprineti smanjenom preuzimanju masnih kiselina u srcu.  

U našoj studiji, ekspresija CPT-1 nije se promenila nakon tretmana holekalciferolom (Slika 21). 
MeĊutim, tretman je povećao ekspresiju ACC (Slika 22) i smanjio ekspresiju Mlycd (Slika 24). 

Kako je pokazano da inhibicija MCD dovodi do povećanja nivoa malonil-CoA u zdravom srcu 
(Wang et al., 2019), smanjena ekspresija Mlycd u našoj studiji mogla bi da ukazuje na povećanu 

sintezu malonil-CoA, koji alosterički inhibira aktivnost CPT-1. Prema našim saznanjima, efekti 
vitamina D na molekul CPT-1 u srcu zdravih ţivotinja nisu do sada izuĉavani. Tretman vitaminom 
D smanjio je nivo CPT-1 u srcu dijabetiĉnih pacova (Lee et al., 2014) i miševa na HFD (Yang et al., 

2021), kod kojih je nivo ovog proteina bio povećan. Studije na ţivotinjama kod kojih je primenom 
specifiĉnog tipa ishrane izazvan poremećaj na nivou lipidnog metabolizma ukazuju da vitamin D 

ispoljava tkivno-specifiĉne efekte (Marcotorchino et al., 2014; Park et al., 2016; Yin et al., 2012). 
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Dalje je ispitano kako tretman holekalciferolom utiĉe na ekspresiju molekula ukljuĉenih u 

transkripcionu regulaciju -oksidacije. PPAR-PGC1 kompleks reguliše metaboliĉki odgovor 

ćelije u uslovima povećane potrebe za korišćenjem masnih kiselina (Duncan & Finck, 2008). 
Povećan unos masnih kiselina u kardiomiocite, kao što je sluĉaj kod ţivotinja sa dijabetesom, moţe 

dovesti do povećane signalizacije preko PPAR(Bayeva et al., 2013). U našoj studiji, nivo 

PPAR u jedru nije bio promenjen nakon tretmana holekalciferolom (Slika 26), dok je nivo 

PGC1 u jedru bio povećan (Slika 25). Za razliku od naših rezultata u zdravom srcu, u studiji Lee i 

saradnika ekspresija PPAR i PGC1 u srcu dijabetiĉnih pacova je povećana, a tretman vitaminom 

D je uspešno ublaţio ove promene (Lee et al., 2014). Lipin1 je kljuĉni transkripcioni koaktivator 

koji deluje zajedno sa PPAR i PGC1 u indukciji gena za oksidaciju masnih kiselina u jetri (Finck 

et al., 2006). U srcu, lipin1 takoĊe utiĉe na metabolizam lipida (Chambers et al., 2021). Indukcija 

PGC1 u zdravom srcu miša dovoljna je da izazove ekspresiju lipina1, što pokazuje da je lipin1 

ciljni gen PGC1 in vivo (Mitra et al., 2011). U našoj studiji, ekspresija lipina1 u jedru ostala je 
nepromenjena nakon tretmana holekalciferolom (Slika 27). S obzirom da nismo detektovali 

promene nivoa PPAR i lipina1, postoji mogućnost da uoĉena promena nivoa PGC1 u našoj 

studiji nije direktno povezana sa regulacijom -oksidacije, već odslikava povezanost sa drugim 

procesima u srcu. Povećanje nivoa PGC1 u jedru (Slika 25) bi moglo biti povezano sa povećanjem 

nivoa VDR u jedru (Slika 5B), s obzirom da su drugi autori pokazali da VDR formira kompleks sa 

PGC1 i deluje kao njegov koaktivator u regulaciji ekspresije ciljnih gena (Savkur et al., 2005). U 

našoj studiji, holekalciferol nije uticao na ekspresiju Acadl (Slika 28), enzima koji katalizuje 

inicijalni korak u -oksidaciji. Ovi rezultati, kao i prethodno navedeni rezultat neizmenjene 

ekspresije Pdk4 (Slika 16), markera pojaĉane oksidacije masnih kiselina (Pettersen et al., 2019), 
ukazuju da u našoj studiji holekalciferol nije direktno uticao na proces oksidacije masnih kiselina 

u srcu zdravih pacova. 

Pored delovanja u jedru, sve izoforme lipina se kreću kroz citosol do membrana ER i 

mitohondrija gde imaju ulogu u sintezi prekursora TAG (Reue & Wang, 2019). TAG 
sintetisani/skladišteni u srcu doprinose proizvodnji ATP (Saddik & Lopaschuk, 1991), ali i 

obezbeĊuju ligande koji aktiviraju PPARi stoga utiĉu na oksidaciju masnih kiselina. U skladu sa 

tim, nivo lipina1 odreĊen je i u mikrozomalnoj frakciji srca gde takoĊe nisu detektovane promene 
(Slika 29). Ovaj rezultat ukazuje da tretman holekalciferolom nije uticao na proces sinteze TAG 

posredovane lipinom u srcu što je u skladu sa odsustvom promene u nivou PPAR. U saglasnosti 
sa našim rezultatima su i rezultati studije Philouze i saradnika koji su pokazali da vitamina D ne 

ostvaruje efekat na sintezu TAG u srcu ţivotinja kod kojih je izazvan T2DM (Philouze et al., 2022).  

Smanjena ekspresija Spt1 (Slika 30), enzima koji uĉestvuje u biosintezi ceramida, ukazuje na 

pozitivan efekat tretmana holekalciferolom na lipidni metabolizam u srcu. UtvrĊeno je da je 
akumulacija ceramida povezana sa apoptozom u miokardu kod gojaznih Zucker pacova, kao i kod 

miševa sa povećanom ekspresijom PPAR ili dugolanĉane acil CoA sintetaze 1 u srcu (Chiu et al., 
2001; Son et al., 2007; Zhou et al., 2000). Eksperimentalni tretmani koji dovode do smanjenja nivoa 

ceramida u srcu poboljšavaju srĉanu funkciju kod gojaznih Zucker pacova i miševa sa povećanom 
ekspresijom lipoprotein lipaze u srcu (Park et al., 2008; Ussher et al., 2012). Philouze i saradnici su 
pokazali da je suplementacija holekalciferolom smanjila nivo ceramida i DAG u miokardu kod 

mišjeg modela T2DM (Philouze et al., 2022), što je u skladu sa rezultatima naše studije. Smanjena 
aktivnost SPT1 koja poslediĉno ukazuje na smanjenu biosintezu ceramida u srcu moţe biti rezultat 

inhibicije aktivnosti MCD (Samokhvalov et al., 2012). U studiji Wanga i saradnika, inhibicija 
aktivnosti MCD u srcu nakon ishemijske/reperfuzijske povrede takoĊe je praćena smanjenom 
ekspresijom SPT1 (Wang et al., 2019). Navedeni rezultati su u skladu sa rezultatima naše studije u 

kojoj je detektovano smanjenje ekspresije Mlycd istovremeno sa smanjenjem ekspresije Spt1 (Slika 
23 i 30). Ceramidi promovišu insulinsku rezistenciju tako što aktiviraju kinazu koja fosforiliše i 

aktivira JNK koja potom fosforiliše IRS-1 na Ser307 i time onemogućava dalji prenos signala sa 
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aktiviranog IR ka PI3K (Kuzmenko & Klimentyeva, 2016). Osim ovog mehanizma, ceramidi deluju 
inhibitorno i na nivou proteina Akt preko aktivacije PKC δ (Powell et al., 2003) ili PP2A (Teruel et 
al., 2001). UtvrĊeno je da smanjenje nivoa SPT1 u srcu gojaznih miševa sa insulinskom 

rezistencijom doprinosi poboljšanju insulinske osetljivosti miokarda i poslediĉno korišćenju 
glukoze (Ussher et al., 2012). Ovakvi rezultati sugerišu da i u našoj studiji smanjenje ekspresije 

Spt1 nakon tretmana vitaminom D doprinosi uoĉenom poboljšanju prenosa insulinskog signala u 
srcu.  

Na osnovu svih rezultata vezanih za uticaj vitamina D na metabolizam masti u zdravom 

srcu moţemo zakljuĉiti da je vitamin D uticao na smanjenu dostupnost NEFA u cirkulaciji 

kao i na modulaciju aktivnosti CPT1 posredstvom alosteriĉke inhibicije od strane malonil-

CoA, dok nije uticao na molekule ukljuĉene u proces  -oksidacije. Tretman holekalciferolom 

nije ostvario uticaj na sintezu TAG dok je smanjenjem ekspresije Spt1 uticao na sintezu 

ceramida u zdravom srcu. 

 

5.7. Efekti vitamina D na ekspresiju Ucp3 u srcu pacova 
 

Tretman holekalciferolom u našoj studiji doveo je do povećane ekspresije Ucp3 u srcu pacova 
(Slika 31). Moguće je da vitamin D direktno reguliše ekspresiju Ucp3 u srcu pacova, kao što je to 

pokazano u skeletnim mišićima miševa (Fan et al., 2016). Rezultati studija koje su analizirale 
ekspresiju Ucp3 u srcu kao odgovor na HFD dosledno pokazuju povećanu ekspresiju u poreĊenju sa 

ekspresijom u srcu ţivotinja na standardnoj ishrani (Alrefaie et al., 2022; Cole et al., 2011; Liu et 
al., 2014). Povećana ekspresija Ucp3 kao odgovor na HFD se smatra korisnim odbrambenim 
mehanizmom za smanjenje proizvodnje reaktivnih vrsta kiseonika i zaštitu kardiomiocita od 

apoptoze (Bodyak et al., 2007). Zaista, poznato je da UCP proteini deluju tako da smanjuju 
proizvodnju reaktivnih vrsta kiseonika, oksidativni stres i lipotoksiĉnost, ali i povećavaju 

preţivljavanje ćelija srca (Ruiz-Ramírez et al., 2016). Studija Alrefaie i saradnika pokazala je 
kardioprotektivne efekte vitamina D na markere apoptoze, oksidativnog stresa i inflamacije kod 
pacova na HFD, koji su povezani sa uticajem vitamina D na ekspresiju Ucp3 (Alrefaie et al., 2022). 

Stoga se povećana ekspresija Ucp3 kod pacova tretiranih holekalciferolom u našoj studiji takoĊe 
moţe tumaĉiti kao korisna za srce.  

Pokazano je da postoji razliĉit obrazac ekspresije UCP3 u srcu u zavisnosti od faze razvića, pri 
ĉemu se ekspresija UCP3 kod miševa detektuje tek nakon roĊenja i ubrzo dostiţe maksimalni nivo 

(Hilse et al., 2018). Ovo povećanje dovodi se u vezu sa povećanjem ekspresije markera -oksidacije 
masnih kiselina, koja se dešava tek u danima nakon roĊenja (Hilse et al., 2018). Pokazano je i da 

povećana koncentracija masnih kiselina stimuliše ekspresiju Ucp3 aktivacijom PPAR u skeletnim 
mišićima i srcu pacova (Brun et al., 1999; Young et al., 2001), što dodatno ukazuje na vezu izmeĊu 

oksidacije masnih kiselina i UCP3. U odnosu na navedene podatke, povećana ekspresija Ucp3 u 
našoj studiji nije u saglasnosti sa uoĉenim promenama u metabolizmu masnih kiselina zbog ĉega je 

teško dovesti ove promene u direktnu vezu. S druge strane, pokazano je da ekspresija Ucp3 korelira 

sa aktivnošću Akt/GSK-3  puta za preţivljavanje (Chen et al., 2015b), za koji smo pokazali da je 

stimulisan u srcu pacova tretiranih holekalciferolom.  

Tretman holekalciferolom doveo je do povećanja ekspresije Ucp3 što bi moglo da se smatra 

kardioprotektivnim efektom zbog uloge ovog proteina u oksidativnoj zaštiti.  
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5.8. Efekti vitamina D na jonske kanale ukljuĉene u proces kontrakcije/relaksacije 
srca pacova  

 

Kontraktilna aktivnost srca zahteva veliku potrošnju energije i preciznu regulaciju unutarćelijske 

koncentracije Ca2+. Ritmiĉne kontrakcije i relaksacije kardiomiocita zahtevaju cikliĉne promene u 
unutarćelijskoj koncentraciji Ca2+ i regulišu se jonskim kanalima i izmenjivaĉima (Hamilton & 

Terentyev, 2018). Veliki deo ukupnog ATP proizvedenog u metaboliĉkim procesima troši se na 
kontrakciju srca (Bertero & Maack, 2018), pri ĉemu SERCA2 troši oko jedne trećine (Nagoshi et 
al., 2011). U našoj studiji, tretman holekalciferolom doveo je do povećanja ukupnog nivoa 

SERCA2 u mikrozomalnoj frakciji srca pacova (Slika 32C) što bi moglo da ukaţe na povećan unos 
Ca2+ u SR tokom relaksacije miokarda. Vetter i saradnici su pokazali da povećana ekspresija i 

aktivnost SERCA2 u srcu dovodi do poboljšanja dijastole, ali indirektno i sistole, povećanjem 
koliĉine Ca2+ u SR (Vetter et al., 2002). Pokazalo se i da povećana ekspresija SERCA2 u srcu 
poboljšava kontraktilnost miokarda kod dijabetiĉnih pacova i štiti od razvoja aritmija (Bayeva et al., 

2013; Hamilton & Terentyev, 2018). U fiziološkim uslovima u kardiomiocitima PGC1 indukuje 

ekspresiju SERCA2 (Chen et al., 2010), stoga bi povećan jedarni sadrţaj PGC1 mogao biti 

povezan sa povećanom ekspresijom SERCA2 u ovoj studiji (Slika 25 i 32C). Chen i saradnici su 

pokazali i da citosolnom klirensu Ca2+ izazvanom PGC1 ne doprinosi razmena preko NCX1, već 

iskljuĉivo preko SERCA2 (Chen et al., 2010), što se takoĊe moţe uporediti sa rezultatima naše 
studije u kojoj nije uoĉena promena na nivou ekspresije NCX1 (Slika 32B). Ovi rezultati ukazuju na 

to da bi vitamin D preko PGC1 mogao poboljšati kapacitet ventrikularne dijastole, ubrzavajući 
klirens Ca2+ preko SERCA2 što bi mogao biti jedan od mehanizama koji spaja energetski 

metabolizam srca sa unutarćelijskom regulacijom koncentracije Ca2+ i kontraktilnošću miokarda. 

Povećana aktivnost SIRT1 utiĉe na povećanje aktivnosti PGC1u jedru (Anderson et al., 2008) i na 

povećanje ekspresije SERCA2 (Sulaiman et al., 2010). Kako je pokazano da vitamin D povećava 
ekspresiju SIRT1 u srcu pacova (Qu et al., 2017), delovanje preko SIRT1 mogao bi biti mehanizam 

kojim vitamin D ostvaruje efekat na ove molekule. Ekspresija SERCA2a je negativno regulisana od 

strane GSK-3  njegovim direktnim vezivanjem za promotor gena atp2a2 (Flepisi et al., 2013). U 

skladu sa tim, uoĉeni efekat na povećanje stepena inhibitorne fosforilacije GSK-3  (Slika 19B) 
mogao bi biti još jedan mehanizam kojim je vitamin D doveo do povećanja ekspresije SERCA2 u 

srcu pacova u našoj studiji. Sugerisano je i da VDR ima ulogu u regulaciji kontraktilnosti srca tako 
što se direktno vezuje za SERCA2 (Zhao & Simpson, 2010). Tishkoff i saradnici tvrde da je vitamin 
D vaţan za odrţavanje dijastole i da se poboljšanjem dijastolnih parametara obezbeĊuje uspešno 

punjenje komora srca (Tishkoff et al., 2008). U srcu pacova tretiranih holekalciferolom, ekspresija 
molekula ukljuĉenih u povećanje sadrţaja citosolnog Ca2+ tokom sistole miokarda, LTCC i Ryr2, je 

smanjena (Slika 32A i 33), što je u potpunoj saglasnosti sa rezultatima Tishkoff i saradnika koji 
pokazuju da vitamin D smanjuje brzinu kontrakcije i povećava brzinu relaksacije srca (Tishkoff et 
al., 2008). Iako su poremećene funkcije LTCC i RyR2 ukljuĉene u patologije srca, posebno u 

nastanak aritmija (Hamilton & Terentyev, 2018), promene ekspresije ovih molekula izazvane 
vitaminom D u našoj studiji, mogu biti modulacija unutarćelijske regulacije nivoa Ca2+ unutar 

fiziološkog opsega. 

Primećeno je da unutarćelijski nivo Ca2+ utiĉe na selekciju energetskih supstrata u srcu 

(Schönekess et al., 1995). Sa druge strane, Aitken-Buck i saradnici predlaţu da proizvodnja 
dugolanĉanih acilkarnitina od strane CPT-1 dovodi do povećanja Ca2+ u citosolu kardiomiocita 
(Aitken-Buck et al., 2020) što bi mogao biti potencijalni mehanizam koji povezuje uoĉene promene 

u metabolizmu masnih kiselina sa promenama u ekspresiji molekula ukljuĉenih u odrţavanje 
homeostaze Ca2+. Smanjenje ekspresije LTCC i Ryr2 (Slika 32A i 33), kao i povećanje nivoa 

SERCA2 (Slika 32C), detektovano u našoj studiji, mogu ukazivati na smanjenu aktivnost CPT-1, 
uprkos nepromenjenoj ekspresiji ovog proteina (Slika 21). Visoka koncentracija Ca2+ u citosolu 
povezana je sa povećanim nivoom GLUT4 i CD36 u plazma membrani kardiomiocita (Angin et al., 
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2014) i sa povećanom oksidacijom masnih kiselina u skeletnim mišićima (Balu et al., 2016). 
Uzimajući u obzir uoĉene promene ekspresije molekula ukljuĉenih u proces regulacije 
unutarćelijske koncentracije Ca2+ u ovoj studiji, indikovano je smanjenje Ca2+ u citosolu, što je u 

saglasnosti sa nepromenjenim nivoima GLUT4 (Slika 13B) i CD36 (Slika 20) u plazma membrani i 

nepromenjenim parametrima -oksidacije. Studija Belke i saradnika pokazala je da kod miševa sa 

povećanom ekspresijom SERCA2 u srcu dolazi do povećanog korišćenja glukoze i smanjenog 
korišćenja masnih kiselina u oksidativnom metabolizmu (Belke et al., 2007), što je takoĊe u skladu 

sa rezultatima naše studije.  

Promene uoĉene na molekulima ukljuĉenim u proces regulacije unutarćelijske 

koncentracije Ca2+ nakon tretmana holekalciferolom ukazuju na povećan unos Ca2+ u SR i 

njegov smanjen sadrţaj u citosolu, što se moţe pozitivno odraziti na kontraktilnost miokarda.  

 



 ZAKLJUĈAK 

 

  75  
 

6. ZAKLJUĈAK 

 
Rezultati naše studije predstavljaju originalni doprinos razumevanju efekata vitamina D na 

procese regulisane insulinom u zdravom srcu. Sagledani u celini, rezultati ukazuju da vitamin D u 
zdravom srcu ostvaruje direktne i indirektne efekte i favorizuje metabolizam glukoze u odnosu na 

metabolizam masnih kiselina.  

Promene uoĉene na molekulima ukljuĉenim u insulinski signalni put i metabolizam glukoze 

ukazuju na stimulaciju prenosa insulinskog signala, glikolize i sinteze glikogena. Istovremeno, 
vitamin D indirektno deluje na smanjenje dostupnosti masnih kiselina što moţe da ukaţe na 
modulaciju njihovog metabolizma u srcu. Pored toga, uoĉeni efekat na smanjenje sinteze ceramida 

ukazuje na kardioprotektivno delovanje vitamina D. TakoĊe, vitamin D ostvaruje efekat na 
molekule ukljuĉene u regulaciju unutarćelijske koncentracije Ca2+ što se moţe odraziti na 

kontraktilnu funkciju srca.  

S obzirom na široku upotrebu suplementacije vitamina D u humanoj populaciji, uoĉeni efekti u 
zdravom srcu ukazuju na neophodan oprez prilikom primene ovog vitamina/prohormona kod 

zdravih ljudi. S druge strane, naši rezultati idu u prilog tezi da vitamin D moţe imati pozitivan 
uticaj u patološkim stanjima srca, posebno onim koje su posledica insulinske rezistencije i 

dijabetesa. Dijabetiĉna kardiomiopatija karakteriše se promenama u energetskom metabolizmu srca, 
naroĉito u pogledu odnosa oksidacije masnih kiselina i glukoze koji je pomeren ka povećanoj 
oksidaciji masnih kiselina. TakoĊe, ovo stanje karakteriše i poremećena kontraktilna funkcija, koja 

je izmeĊu ostalog i posledica promena na nivou molekula ukljuĉenih u regulaciju unutarćelijske 
koncentracije kalcijuma. U ovom patološkom stanju vitamin D bi mogao da ostvari pozitivan efekat 

na kontraktilnost i ponovno uspostavljanje ravnoteţe izmeĊu metabolizma glukoze i masnih 
kiselina.  
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докторског рада 

 

Име и презиме аутора Тамара Д. Ивковић  

Број индекса Б3008/2017 

Студијски програм Биологија 

Наслов рада „Ефекат витамина Де на метаболичке процесе регулисане инсулином 
у  срцу пацова“ 

 

Ментори  др Тијана Ћулафић, виши научни сарадник, Институт за нуклеарне 
 науке „Винча” - Институт од националног значаја за Републику 
Србију,  Универзитет у Београду  
 
 др Тања Јевђовић, доцент, Биолошки факултет, Универзитет у 
Београду 
 
 

Изјављујем да је штампана верзија мог докторског рада истоветна електронској 

верзији коју сам предао/ла ради похрањивања у Дигиталном репозиторијуму 

Универзитета у Београду.  

 
Дозвољавам да се објаве моји лични подаци везани за добијање академског назива 

доктора наука, као што су име и презиме, година и место рођења и датум одбране рада.  

 
Ови лични подаци могу се објавити на мрежним страницама дигиталне библиотеке, у 

електронском каталогу и у публикацијама Универзитета у Београду.  

 

 

 

 

Потпис аутора  

У Београду, __________________ 
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Изјава о коришћењу 

 

Овлашћујем Универзитетску библиотеку „Светозар Марковић“ да у Дигитални 

репозиторијум Универзитета у Београду унесе моју докторску дисертацију под 

насловом:  

„Ефекат витамина Де на метаболичке процесе регулисане инсулином у срцу 

пацова“ 

која је моје ауторско дело.  

 

Дисертацију са свим прилозима предао/ла сам у електронском формату погодном за 

трајно архивирање.  

 

Моју докторску дисертацију похрањену у Дигиталном репозиторијуму Универзитета у 

Београду и доступну у отвореном приступу могу да користе сви који поштују одредбе 

садржане у одабраном типу лиценце Креативне заједнице (Creative Commons) за коју 

сам се одлучио/ла.  

1. Ауторство (CC BY)  

2. Ауторство – некомерцијално (CC BY-NC)  

3. Ауторство – некомерцијално – без прерада (CC BY-NC-ND)  

4. Ауторство – некомерцијално – делити под истим условима (CC BY-NC-SA)  

5. Ауторство – без прерада (CC BY-ND)  

6. Ауторство – делити под истим условима (CC BY-SA)  

(Молимо да заокружите само једну од шест понуђених лиценци.  

Кратак опис лиценци је саставни део ове изјаве).  

 

Потпис аутора  
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_________________________________ 



 

 

 

  

1. Ауторство. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и 

прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца 

лиценце, чак и у комерцијалне сврхе. Ово је најслободнија од свих лиценци.  

 

2. Ауторство – некомерцијално. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно 

саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране 

аутора или даваоца лиценце. Ова лиценца не дозвољава комерцијалну употребу дела.  

 

3. Ауторство – некомерцијално – без прерада. Дозвољавате умножавање, 

дистрибуцију и јавно саопштавање дела, без промена, преобликовања или употребе 

дела у свом делу, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или 

даваоца лиценце. Ова лиценца не дозвољава комерцијалну употребу дела. У односу на 

све остале лиценце, овом лиценцом се ограничава највећи обим права коришћења дела.  

 

4. Ауторство – некомерцијално – делити под истим условима. Дозвољавате 

умножавање, дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име 

аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце и ако се прерада 

дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова лиценца не дозвољава 

комерцијалну употребу дела и прерада.  

 

5. Ауторство – без прерада. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно 

саопштавање дела, без промена, преобликовања или употребе дела у свом делу, ако се 

наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце. Ова 

лиценца дозвољава комерцијалну употребу дела.  

 

6. Ауторство – делити под истим условима. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију 

и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од 

стране аутора или даваоца лиценце и ако се прерада дистрибуира под истом или 

сличном лиценцом. Ова лиценца дозвољава комерцијалну употребу дела и прерада. 

Слична је софтверским лиценцама, односно лиценцама отвореног кода. 


