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ULOGA KANABINOIDNIH CB1 RECEPTORA U PATOGENEZI
NEALKOHOLNE MASNE BOLESTI JETRE I1ZAZVANE DIJETOM
BOGATOM MASTIMA KOD MISEVA

Nealkoholna masna bolest jetre (NAFLD) obuhvata Sirok spektar bolesti jetre, od
inicijalne steatoze do steatohepatitisa, koji moze dalje da progredira do fibroze i ciroze
jetre, uz mogucnost razvoja hepatocelularnog karcinoma. Klju¢nu ulogu u patogenezi
NAFLD, na samom pocetku, ima insulinska rezistencija (IR) u masnom tkivu, koja
povecava lipolizu i dopremanje masnih kiselina (MK) u jetru, a takode uti¢e i na
posrast de novo sinteze MK u heptocitima. Tako, najpre dolazi do razvoja steatoze, koja
povecava osetljivost hepatocita na oSte¢enje dejstvom faktora aktivacije inflamatorne
kaskade 1 fibrogeneze, dovodeci do dalje progresije bolesti u steatohepatitis 1 fibrozu
jetre. Medu ovim faktorima najznacajniji su oksidativni/nitrozativni  stres,
mitohondrijalna disfunkcija, lipotoksi¢nost, proinflamatorni citokini, kao i1 disbalans
produkcije adipokina. DosadaSnja eksperimentalna 1 klinicka istraZivanja ukazala su na
znacajnu ulogu endokanabinoidnog sistema (ES) u razvoju NAFLD. U naSoj studiji
koriS¢ena je dijeta bogata mastima (HFD, engl. high fat diet), koja izaziva strukturne,
funkcionalne 1 metabolicke promene u jetri miSeva sli¢ne ispoljavanjima NAFLD i
metabolickog sindroma u ljudi (porast nivoa oksidativhog i nitrozativnog stresa u

hepatocitima, razvoj dislipidemije, IR, hepaticke steatoze, inflamacije 1 fibroze).

Ciljevi ove disertacije su bili: da se ispita uloga kanabinoidnih CB1 receptora u
patogenezi NAFLD sa posebnim osvrtom na ulogu u razvoju oksidativnog/nitrozativnog
stresa, uticaj na kapacitet antioksidativne zastite, kao i1 koncentraciju Zn, Cu, Mn i Fe u
tkivu jetre; da se ispita uticaj CB1 receptora na lipidni status, profil MK u jetri
(palmitinska, stearinska, oleinska, linoleinska i arahidonska kiselina), kao 1 adipokine
(leptin, apelin, rezistin i visfatin) i proinflamatorne citokine (IL-6 1 IFN-y) u masnom
tkivu 1 jetri; da se ispita uticaj blokade CB1 receptora na glikemiju, koncentraciju

insulina 1 HOMA indeks.

NAFLD je izazvana muZjacima miSeva C57BL/6 soja, uzrasta 8 nedelja,
primenom HFD. Pre samog eksperimenta sve Zivotinje (n=40) bile su hranjene
kontrolnom dijetom. Nakon 8 nedelja Zivotinje su podeljene na sledece grupe: 1.

kontrolna grupa hranjena kontrolnom dijetom u toku 20 nedelja (C; n=10); 2. grupa



hranjena HFD u periodu od devete do dvadesete nedelje (HF; n=10); 3. grupa hranjena
kontrolnom dijetom u toku 20 nedelja i tretirana rimonabantom (R; n=10); 4. grupa
hranjena HFD od devete do dvadesete nedelje 1 tretirana rimonabantom (HFR; n=10).
Dnevne doze rimonabanta (10 mg/kg) bile su administrirane HFR 1 R grupi
orogastricnom sondom svakodnevno u toku poslednje dve nedelje. Nakon dvadesete
nedelje Zivotinje su bile Zrtvovane. U krvi je odredena aktivnosti alanin
aminotransferaze (ALT) i aspartat aminotransferaze (AST), lipidni status, glikemija 1
koncentracija insulina. Uzorci jetre kori§¢eni su za patohistoloSku verifikaciju NAFLD,
odredivanje profila MK, koncentracije Zn, Cu, Mn i Fe, kao i za odredivanje parametara
oksidativnog/nitrozativnog stresa (malondialdehida /MDA/ 1 nitrita + nitrata /NOX/) 1
antioksidativne zastite (redukovani glutation /GSH/, mangan superoksid dismutaze
/MnSOD/, bakar/cink superoksid dismutaze /Cu/ZnSOD/) spektrofotometrijski.
Epididimalno 1 ingvinalno masno tkivo je hirurSki uklonjeno 1 potom koriS¢eno za
odredivanje adipokina (apelin, leptin, visfatin i rezistin), proinflamatornih citokina (IL-

6, IFN-y) ELISA metodom.

Rezultati nasSe studije su pokazali da je aktivnost AST 1 ALT u serumu bila
znacajno viSa u HF grupi u poredenju sa kontrolom (p<0.01). Tretman rimonabantom
doveo je do znacajnog sniZenja aktivnosti AST 1 ALT u R grupi, kao i u HFR grupi u
poredenju sa C and HF grupom (p<0.01). Primena HFD dovela je do pojave umerene
steatoze sa portalnim inflamatornim infiltratom i1 fokalnim nekrotiénim promenama u
parenhimu. Nasuprot tome, HFR grupa nije razvila inflamatorni infiltrat 1 fokalne
nekroti¢ne promene, ve¢ samo umerenu steatozu. Dnevni unos hrane bio znacajno nizi u
HF grupi u poredenju sa kontrolom (p<0.01). Tretman rimonabantom doveo je do
znacajnog smanjenja dnevnog unosa hrane u HFR grupi u toku 19. i 20. nedelje u

poredenju sa prvih 18 nedelja (p<0.05).

Koncentracija MDA i NOXx u jetri bila je pove¢ana u HF grupi u poredenju sa
kontrolom (p<0.05). S druge strane, rimonabant je indukovao smanjenje koncentracije
MDA i NOx u HFR grupi u poredenju sa HF grupom (p<0.01). Aktivnost ukupne SOD
bila je povec¢ana u HF grupi u poredenju sa C grupom (p<0.01), dok je njena aktivnost
bila snizena u HFR grupi u poredenju sa HF grupom (p<0.01). Aktivnosti MnSOD i
Cu/ZnSOD pratile su promene ukupne SOD. Koncentracija GSH bila je snizena u HF



grupi u poredenju sa kontrolom (p<0.01). Medutim, uoceno je povecanje koncentracije
GSH u HFR grupi u poredenju sa HF grupom (p<0.01). Koncentracija Zn bila je
znacajno snizena u HF grupi u poredenju sa kontrolom (p<0.05). Medutim, primena
rimonabanta dovela je do porasta njegove koncentracije u HFR grupi u poredenju sa HF
grupom (p<0.01). Primena HFD dovela je do porasta koncentracije Fe u jetri u
poredenju sa kontrolom (p<0.01), dok je rimonabant doveo do smanjenja njegove
koncentracije u HFR grupi (p<0.01). Koncentracije Cu i Mn u HF grupi bile su
znacajno povecane u poredenju sa kontrolom (p<0.01). Znacajan porast koncentracije

Cu i Mn uocen je u HFR grupi u poredenju sa HF grupom (p<0.01).

Koncentracija ukupnog holesterola, HDL i1 LDL frakcije u plazmi bila je
povecana u HF grupi u poredenju sa kontrolom (p<0.01). Primena rimonabanta dovela
je do porasta koncentracije ukupnog holesterola i HDL u HFR grupi u poredenju sa HF
grupom (p<0.01). Sa druge strane, koncentracija LDL holesterola bila je znacajno niza u
HFR grupi u poredenju sa HF grupom (p<0.01). Primena rimonabanta izazvala je
sniZenje proporcije palmitinske 1 oleinske kiseline u HFR grupi u odnosu na HF grupu
(p<0.01). Uocen je porast proporcije palmitinske i oleinske kiseline u HF grupi u
poredenju sa kontrolom (p<0.05). Proporcija stearinske kiseline bila je visa u HF grupi
u odnosu na kontrolu (p<0.01). Proporcija linoleinske kiseline bila je poviSena u HF
grupi u poredenju sa kontrolom (p<0.05). Znacajno povecanje proporcije linoleinske
kiseline uoceno je u HFR grupi u poredenju sa HF grupom (p>0.01). Proporcija
arahidonske kiseline bila je niza u HF gruupi u poredenju sa kontrolom (p<0.01).
Nasuprot tome, rimonabant je doveo do porasta proporcije arahidonske kiseline u HFR

grupi u poredenju sa HF grupom (p<0.01).

Glikemija, koncentracija insulina u plazmi, kao i HOMA-IR indeks bili su
poviSeni u HF grupi u poredenju sa kontrolom (p<0.01). Primena rimonabanta dovela je
do sniZenja koncentracije glukoze, insulina i HOMA-IR indeksa u HFR grupi u
poredenju sa HF grupom (p<0.01). Koncentracija leptina, apelina, visfatina i rezistina u
supkutanom i visceralnom masnom tkivu bila je ve¢a u HF grupi u poredenju sa
kontrolom (p<0.01). Primena rimonabanta dovela je do sniZenja koncentracije svih
adipokina u potkoZnom i visceralnom masnom tkivu u HFR grupi u poredenju sa HF

grupom (p<0.01).



NaSa studija je pokazala da je koncentracija IL-6 i1 IFN-y u supkutanom 1
visceralnom masnom tkivu bila znacajno viSa u HF grupi u poredenju sa kontrolom
(p<0.01). Sa druge strane, tretman rimonabantom izazvao je znafajno smanjenje
koncentracije IL-6 i IFN-y u oba masna tkiva u HFR grupi u poredenju sa HF grupom
(p<0.01). Analiza koncentracije citokina u tkivu jetre pokazala je da je HFD dovela do
znacajnog porasta koncentracije IL-6 i IFN-y u poredenju sa kontrolom (p<0.01). Nivo

oba citokina u jetri bio je znacajno nizi u HFR grupi u odnosu na HF grupu (p<0.01).

Nasi rezultati ukazuju na prooksidantni efekat endokanabinoida, Sto je i1
potvrdeno smanjenjem intenziteta lipidne peroksidacije u grupama Zivotinja koje se bile
na kontrolnoj ishrani i HFD nakon tretmana rimonabantom. Moguce objaSnjenje za
ovakav rezultat odnosi se na antiinflamatorne i citoprotektivne efekte koji nastaju usled
inhibicije CB1 receptora. Usled blokade CB1 receptora doslo je do smanjenja glikemije,
insulinemije i HOMA-IR indeksa. Time se zapravo potvrduje da endokanabinoidi preko
CBI1 receptora vrSe negativnu modulaciju insulin-zavisnog preuzimanja glukoze. Osim
toga, blokada CB1 receptora dovodi do normalizacije profila adipokina u supkutanom i
visceralnom masnom tkivu, kao 1 smanjenja produkcije proinflamatornih citokina, kako
u jetri, tako i u masnom tkivu. Takode, primena rimonabanta dovela je do znacajnog
smanjenja inflamatornog odgovora u tkivu jetre, poboljSavajuci patohistoloSke promene
1 smanjujuc¢i koncentraciju IL-6 1 IFN-y u jetri. UtiCu¢i na smanjenje niskostepene
inflamacije, blokada CB1 receptora mogla bi da ima znaCajnu ulogu u poboljSanju IR i
normalizaciji glikemije uocenih u ovoj studiji. Nasi rezultati ukazuju na potencijalnu
korist blokade CB1 receptora u tretmanu HFD-indukovane NAFLD 1 to usled
modulacije  lipidnog profila, profila MK u jetrii kao 1 smanjenja

oksidativnog/nitrozativnog stresa i poboljSanja patohistoloskih promena u jetri.

Kljucne reéi: nealkoholna masna bolest jetre, endokanabinoidni sistem, rimonabant,
oksidativni/nitrozativni stres, profil masnih kiselina, adipokini, proinflamatorni citokini
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THE ROLE OF CANNABINOID CB1 RECEPTORS IN THE PATHOGENESIS
OF NON ALCOHOLIC FATTY LIVER DISEASE CAUSED BY HIGH-FAT
DIET IN MICE

Non alcoholic fatty liver disease (NAFLD) encompasses a wide range of liver
diseases from initial steatosis to steatohepatitis, which may further progress to liver
fibrosis or cirrhosis and potentially develop hepatocellular carcinoma. At the very
beginning, insulin resistance (IR) in adipose tissue has the key role in the NAFLD
pathogenesis, increasing lipolysis and supply of fatty acids (FA) to liver and also
affecting the increase of de novo synthesis of FA in hepatocytes. In this manner
steatosis occurs first, increasing the sensitivity to the damage occurred due to the factors
which activate inflammatory cascade and fibrogenesis and lead to further progression of
the disease towards steatohepatitis and liver fibrosis. The most significant among these
factors are oxidative/nitrosative stress, mitochondrial dysfunction, lipotoxicity,
proinflammatory cytokines, as well as the adipokine production imbalance. Previous
experimental and clinical research has emphasized the considerable role of the
endocannabinoid system (ECS) in the development of NAFLD. In our study we used
high fat diet (HFD) which causes structural, functional and metabolic changes in mouse
liver similar to the manifestations of NAFLD and metabolic syndrome in humans
(increased level of oxidative and nitrosative stress in hepatocytes, development of

dyslipidemia, IR, hepatic steatosis, inflammation and fibrosis).

The goals of this thesis were: to test the role of cannabinoid CB1 receptors in the
pathogenesis of NAFLD with particular overview of their role in the development of
oxidative/nitrosative stress, impact on the capacity of antioxidative protection, as well
as Zn, Cu, Mn and Fe concentrations in liver tissue; to test the impact of CB1 receptors
on the lipid profile, FA profile in liver (palmitic, stearic, oleic, linoleic and arachidonic),
as well as adipokines (leptin, apelin, resistin and visfatin) and proinflammatory
cytokines (IL-6 and IFN- v) in adipose tissue and liver; to test the impact of blocking

CBI receptors on glycemia, insulin concentration and HOMA-IR index.

HFD was applied on 8 weeks old male mice of C57BL/6 strain, which caused
NAFLD to occur. Before the very experiment all the animals (n=40) were fed a control

diet. After 8 weeks the animals were divided into the following groups: 1. a control



group fed the control diet for 20 weeks (C; n=10); 2. a group fed a HFD in the period
between week 9 and week 20 (HF; n=10); 3. a group fed the control diet for 20 weeks
and treated with rimonabant (R; n=10); 4. a group fed the HFD in the period between
week 9 and week 20 and treated with rimonabant (HFR; n=10). Daily doses of
rimonabant (10 mg/kg) were administered to the HFR and R groups by means of an
orogastric tube on a daily basis for the last two weeks. After week 20 the animals were
sacrificed. The blood tests showed a certain activity of alanine-aminotransferase (ALT)
and aspartate-aminotransferase (AST), lipid profile, glycemia and insulin concentration.
Liver samples were used for the histopathological verification of NAFLD, FA profile
determination, Zn, Cu, Mn and Fe concentrations, as well as for the determination of
oxidative/nitrosative stress parameters (malondialdehydes /MDA/ and nitrites + nitrates
/NOx/) and antioxidative protection (reduced glutathione /GSH/, manganese superoxide
dismutase /MnSOD/, copper/zinc superoxide dismutase /Cu/ZnSOD/) by means of
spectrophotometric method. Epididymal and inguinal adipose tissue was surgically
removed and then used to determine adipokines (apelin, leptin, visfatin and resistin) and

proinflammatory cytokines (IL-6, IFN- y) by means of ELISA method.

The results of our study showed that the activity of AST and ALT in the serum was
significantly higher in the HF group as compared to the control group (p<0.01). The
rimonabant treatment led to a considerably reduced activity of AST and ALT in the R
and HFR groups as compared to the C and HF groups (p<0.01). HFD application led to
moderate steatosis with portal inflammatory infiltrate and focal necrotic changes in the
parenchyma. Conversely, the HFR group did not develop inflammatory infiltrate or
focal necrotic changes, only moderate steatosis. The daily intake of food was
significantly lower in the HF group in comparison to the control group (p<0.01). The
rimonabant treatment caused a considerable reduction of the daily food intake in the

HFR group during weeks 19 and 20 as compared to the first 18 weeks (p<0.05).

MDA and NOx concentrations in liver were increased in the HF group as compared
to the control group (p<0.05). On the other hand, rimonabant induced the reduction in
MDA and NOx concentrations in the HFR group as compared to the HF group
(p<0.01). Total SOD activity was increased in the HF group in comparison to the C
group (p<0.01), while its activity was reduced in the HFR group as compared to the HF



group (p<0.01). The activity of MnSOD and Cu/ZnSOD followed the changes of the
total SOD. GSH concentration was lower in the HF group as compared to the control
group (p<0.01). However, there was an increased concentration of GSH in the HFR
group compared to the HF group (p<0.01). Zn concentration was substantially lower in
the HF group compared to the control group (p<0.05). However, the rimonabant
application led to its increase in the HFR group compared to the HF group (p<0.01).
HFD application led to the increase of Fe concentration in liver with regards to the HF
group (p<0.01), whereas rimonabant led to its reduction compared to the HFR group
(p<0.01). Cu and Mn concentrations in the HF group were largely increased as
compared to the control group (p<0.01). A significant increase of Cu and Mn

concentrations was observed in the HFR group as compared to the HF group (p<0.01).

The concentration of total cholesterol, HDL and LDL fractions, in the plasma was
increased in the HF group compared to the control group (p<0.01). The rimonabant
application led to the increase of total cholesterol and HDL in the HFR group compared
to the HF group (p<0.01). On the other hand, LDL cholesterol concentration was
significantly lower in the HFR group than the HF group (p<0.01). The rimonabant
application caused the reduction of palmitic and oleic acids ratio in the HFR group as
compared to the HF group (p<0.01). It was observed that palmitic and oleic acids ratio
was higher in the HF group than the control group (p<0.05). Stearic acid ratio was
higher in the HF group than the control group (p<0.01). Linoleic acid ratio was higher
in the HF group than the control group (p<0.05). Considerable increase of linoleic acid
ratio was observed in the HFR group as compared to the HF group (p>0.01).
Arachidonic acid ratio was lower in the HF group than the control group (p<0.01).
Conversely, rimonabant led to the increased ratio of arachidonic acid in the HFR group
as compared to the HF group (p<0.01).

Glycemia, insulin concentration in the plasma and HOMA-IR index were elevated
in the HF group in comparison to the control group (p<0.01). The rimonabant
application led to the reduction of the concentration of glucose, insulin and HOMA-IR
index in the HFR group as compared to the HF group (p<0.01). Leptin, apelin, visfatin
and resistin concentrations in the subcutaneous and visceral adipose tissue were higher

in the HF group than the control group (p<0.01). The rimonabant application led to the



lowered concentrations of all adipokines in the subcutaneous and visceral adipose tissue
in the HFR group as compared to the HF group (p<0.01).

Our study showed that the concentrations of IL-6 and IFN-y in the subcutaneous and
visceral adipose tissue were substantially higher in the HF group than the control group
(p<0.01). On the other hand, the rimonabant treatment caused a significant reduction of
IL-6 and IFN-y concentrations in both adipose tissues in the HFR group as compared to
the HF group (p<0.01). The analysis of cytokine concentration in liver tissue showed
that the HFD led to the significantly increased IL-6 and IFN-y concentrations as
compared to the control group (p<0.01). The level of both cytokines in liver was much
lower in the HFR group than the HF group (p<0.01).

Our results indicate the prooxidant effect of endocannabinoids, which was
confirmed by the lowered intensity of lipid peroxidation in the groups of animals which
were fed the control diet and HFD after rimonabant treatment. This result can be
explained by antiinflammatory and cytoprotective effects which occur due to CB1
receptor inhibition. CB1 receptor blocking resulted in the reduction of glycemia,
insulinemia and HOMA-IR index. This, in fact, confirms that endocannabinoids
perform negative modulation of insulin-dependent glucose uptake via their CBI1
receptors. Apart from this, CB1 receptor blocking leads to normalized adipokine profile
in the subcutaneous and visceral adipose tissue and reduced production of
proinflammatory cytokines both in liver and adipose tissue. Also, the rimonabant
application caused a substantial reduction of inflammatory response in liver tissue,
enhancing the histopathological changes and lowering IL-6 and IFN-y concentrations in
liver. By affecting the reduction of the low grade inflammation, CB1 receptor blocking
may play a significant role in IR improvement and normalization of glycemia observed
in this study. Our results show a potential advantage of blocking CB1 receptors in the
treatment of HFD-induced NAFLD due to the modulation of lipid status, FA profile in
liver, as well as reduction of oxidative/nitrosative stress and enhancement of
pathohistological liver changes.

Keywords: nonalcoholic fatty liver disease, endocannabinoid system, rimonabant,
oxidative/nitrosative stress, fatty acid profile, adipokines, proinflammatory cytokines
Scientific field: Medicine

Narrow scientific field: Physiological sciences
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I UVOD
1.1. POJAM NEALKOHOLNE MASNE BOLESTI JETRE

Jetra je sediste eteri¢ne duse.

Postulat drevne kineske medicine

Nealkoholna masna bolest jetre (NAFLD, engl. nonalcoholic fatty liver disease)
obuhvata Sirok spektar bolesti jetre, od inicijalne steatoze do steatohepatitisa (NASH,
engl. nonalcoholic steatohepatitis), koji moze dalje da progredira do fibroze i ciroze
jetre, uz mogucénost razvoja hepatocelularnog karcinoma (1). Pojednostavljeno receno,
NAFLD podrazumeva prisustvo vecih koli¢ina masti u jetri, koje se daljim razvojem
bolesti negativno odrazava, kako na metabolizam brojnih lipidnih komponenti, tako i na
metabolizam ugljenih hidrata, narocito glukoze (2, 3). S tim u vezi, kod NAFLD
pocetna steatoza moZe da se razvije u NASH, koga odlikuje inflamacijski proces 1
hepatocelularno oStecenje. Sa progresijom NAFLD, dolazi do fibrogeneze, koja zatim u
10-20% obolelih osoba povecava rizik za nastanak ciroze jetre u naredne dve decenije
njihovog Zivota (4). Osim toga, progresija ove bolesti povezana je sa povecanjem
mortaliteta usled terminalne hepaticke insuficijencije i hepatocelularnog karcinoma (1).

U razvijenim delovima sveta i zemljama u tranziciji, NAFLD predstavlja rastuci
zdravstveni problem, koji je usko povezan sa pandemijom gojaznosti 1 nastankom
metabolickog sindroma (MS) (4). Medutim, ova naj¢eS¢a hroni¢na bolest jetre nije
svojstvena samo modernom druStvu, o Cemu govori i podatak da je izmenjen
metabolizam masnih kiselina utvrden kod egipatskih mumija, koje su stare preko 2000
godina (5).

NAFLD, kao hepaticko ispoljavanje MS, udruZena je sa razvojem gojaznosti,
hipertenzije, dislipidemije, insulinske rezistencije (IR) i dijebetesa melitusa (diabetes
mellitus) tip 2 (DM tip II) (1, 4). Ovaj veoma cCest skup patofizioloskih poremecaja koji
imaju metabolicko poreklo, oznacen joS kao sindrom IR, prisutan je kod priblizno svake
Cetvrte odrasle osobe (6). Koncept MS, prvi put je opisan 1923. godine, kada je Svedski
lekar Kilin (Kylin) istakao znacaj udruZenosti hiperglikemije, arterijske hipertenzije i
hiperurikemije (7). Tokom narednih decenija, brojne epidemioloske i klini¢ke studije

identifikovale su udruzenost IR, poviSenog nivoa triglicerida (TG) u plazmi, sniZene
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vrednosti lipoproteina velike gustine (HDL, engl. high density lipoproteins) u plazmi,
poremecaja tolerancije glukoze, arterijske hipertenzije 1 povecanog rizika za razvoj
kardiovaskularnih (KVS) oboljenja (8). Medutim, pravi pocetak razmiSljanja o
patogenezi MS vezan je za prepoznavanje kljucne uloge IR i njenih posledica, kao 1
sagledavanje Cinjenice da je masno tkivo metabolicki aktivan organ (6). S tim u vezi,
Geri Raven (Gerry Reaven) je 1988. godine terminom sindrom X oznacio intoleranciju
glukoze, arterijsku hipertenziju 1 dislipidemiju u ¢ijoj osnovi je, zapravo, IR (9). Ubrzo
potom, Kaplan je skrenuo paZnju nau¢noj javnosti na povecano prisustvo abdominalnog
(centralnog /visceralnog/) tipa gojaznosti kod obolelih od ovog sindroma, upotrebivsi
tom prilikom prvi put termin “smrtonosni kvartet” za udruZenu pojavu intolerancije
glukoze, arterijske hipertenzije, dislipidemije 1 visceralnog tipa gojaznosti (8). Pokazano
je da je rizik da osobe sa MS ispolje NAFLD 4 do 11 puta veci u poredenju sa osobama
kod kojih nije prisutna IR (10).

Povec¢ano nakupljanje TG u jetri u odsustvu prekomernog unosa alkohola pocelo
je da pobuduje naucnu paznju pocetkom Sezdesetih godina proslog veka (11, 12).
Naime, uprkos tome $to ve¢ milionima godina nosi gen svog paleolitskog pretka koji se
borio za svaki zalogaj hrane, ¢ovek modernog doba se suocio sa prehrambenim
izobiljem kome teSko odoleva, pri ¢emu nije fizicki aktivan kao u osvit civilizacije, pa
se taj viSak kalorija i zasi¢enih masti okrenuo protiv njega sa ucestalijom pojavom MS.
U tom smislu, moderan nacin ishrane (visok procenat Secera, masti i razni aditivi u
hrani) i njen izmenjen hrononutritivni ritam ¢ine da je ljudska populacija u razvijenim
zemljama 1 zemljama u tranziciji u postprandijalnom stanju tokom celog dana (8).
Prema hipotezi o stedljivom genotipu (genotipu “Skrtici”’), koju je 1962. godine postavio
americki geneticar DZejms Nil (James Neel), upravo genetska selekcija koja je
omogucila efikasnije deponovanje masti, zapravo postaje maladaptivha promena u
savremenom svetu. S tim u vezi, DZejms Nil je istakao da je covek u toku evolucije
¢esto bio izloZen periodima gladovanja, Sto je dovelo do favorizovanja onih gena koji
promovisu efikasnije deponovanje masti izmedu perioda gladovanja, koji su, shodno
tome, nazvani Stedljivi geni, jer omogucavaju pripremu za period gladovanja. Medutim
gladovanje u savremenim uslovima izostaje, pa nastaje IR, sa posledicnom epidemijom
gojaznosti (13). Pobornici hipoteze o Stedljivom genotipu pojavu IR objaSnjavaju

pozitivhom selekcijom Stedljivih gena, koja je obezbedivala preZivljavanje samo onih
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pojedinaca u rodovsko-lovackoj zajednici, €iji je metabolizam bio tako formiran da je u
periodima ‘“gozbe” mogao brzo da primi i deponuje velike koli¢ine hrane bogate
energijom, koje bi, potom, u periodima gladovanja racionalno 1 Stedljivo troSio. Takav
metabolicki profil u osnovi je imao receptorsku i postreceptorsku rezistenciju na insulin
1 predstavljao je prednost u uslovima tradicionalnog nacina Zivota. Nasuprot tome, u
istoriji civilizacije periodi gladovanja su prakticno nestali, tako da je postojeci
metabolicki profil postao nepoZeljno naslede iz proslosti. U takvim uslovima, IR
zadobija patoloSke razmere, dovodeci najpre do kompenzacijske hiperinsulinemije, koja
moZze trajati godinama. U tom periodu organizam sintetiSe veliku koli¢inu insulina, i na
taj nacin odrZava nivo glukoze u normalnom opsegu. Vremenom se endokrini pankreas
iscrpljuje 1 osoba iz faze hiperinsulinemije ulazi u fazu hipoinsulinemije. Tokom tog
prelaza u jednom trenutku kapacitet lucenja insulina viSe nije dovoljan za prevazilazenje
IR, pa nastaje relativan nedostatak insulina i manifestna hiperglikemija, koja je narocito
izraZena u periodu posle uzimanja hrane bogate ugljenim hidratima, zbog ¢ega se naziva
intolerancija glukoze. Kasnije se uspostavlja stalna hiperglikemija, koja odlikuje
Secernu bolest (3, 8, 14). Pored toga, fenomen IR je znaCajan i za nastanak nekih
poremecaja metabolizma lipida, gojaznosti 1 poviSenog krvnog pritiska (6).

Termin NASH prvi put je upotrebio Jirgen Ludvig (Jiirgen Ludwig) 1980.
godine (15). Pod ovim terminom on je podrazumevao nagomilavanje TG u jetri kod 20
pacijenata (12 Zena i1 8 muSkaraca) sa hroni¢nim oboljenjem jetre, koji su duze od 10
godina bili ispitivani na Klinici Mejo (Mayo Clinic) u Sjedinjenim Americkim
Drzavama (SAD) (15). Kod 18 pacijenata (90%) je verifikovana gojaznost (15). Svi
pacijenti su negirali konzumiranje alkohola, iako je patohistolo$ki nalaz ukazivao na
lezije koje su tipi¢ne za alkoholni hepatitis (steatoza, lobularna inflamacija, balonirajuca
degeneracija hepatocita uz prisustvo Malorijevih /Mallory-Denk/ telasaca, i dr.) (15).
Tako je NASH, koji je kod ovih bolesnika potvrden biopsijom, “doveo lekare klinicare
u situaciju da ne odustaju od pokusaja da od pacijenata dobiju priznanje o
prekomernom unosu alkohola, odnosno da istrajavaju u svojim nastojanjima da im
rodaci pacijenata potvrde prisustvo te Stetne navike” (15). Osim toga, daljim
ispitivanjem ustanovljeno je da NASH u odnosu na alkoholni hepatitis ima razli€it
klini¢ki i bioloski profil (16, 17). Utvrdeno je, takode, da se NASH sporije razvija u
odnosu na alkoholni hepatitis (18). Tako se rasvetljavanje enigme NASH kretalo u

3



opsegu od pseudoalkoholnog hepatitisa, steatonekroze i dijabetesnog hepatitisa, do
NAFLD kao multisistemske bolesti (19).

Mogu¢i uzroci NAFLD prikazani su u tabeli 1 (20, 21). Shodno hipotezi o
stedljivom fenotipu, koju su Hejls i Barker (Hales i Barker) postavili 1992. godine,
novorodena deca koja su se razvijala u uslovima intrauterine malnutricije, adaptiraju se
na oskudnu ishranu smanjenjem energetske potroSnje (22). Pokazalo se da su ovakve
metabolicke adaptacije korisne kada se osobe slabije hrane u periodu detinjstva i
odraslog doba. Medutim, sa porastom unosa hrane ove metabolicke adaptacije
povecavaju rizik za nastanak MS kasnije tokom Zivota. U prilog tome govori i
povezanost male telesne teZine na rodenju, izazvane intrauterinom malnutricijom, i
razvoja IR 1 dijabetesa tip 2 u kasnijem Zivotnom dobu (23).

Savremeno poimanje NAFLD definiSe kao multisistemsku bolest, koja povecava
rizik za nastanak 1 razvoj dijabetesa tip 2, oboljenja srca (disfunkcija 1 hipertrofija leve
komore, fibrilacija pretkomora i kalcifikacija zalistaka) 1 krvnih sudova, kao 1 hroni¢ne
bubreZne bolesti (19). Uz to, NAFLD je povezana i sa drugim hroni¢nim bolestima, kao
Sto su iznenadni prestanak disanja u toku spavanja (sleep apnea u sklopu hroni¢ne
opstrukcijske pluéne bolesti /HOBP/), maligne bolesti (karcinom kolona, karcinom
rektuma, itd.), osteoporoza, psorijaza, endokrinopatije (sindrom policisti¢nih jajnika, 1
dr.) (19).

Uprkos neprekidnom ovladavanju biomedicinskim znanjima 1 tehnikama,
naucnici su jo§ uvek daleko od potpunog razumevanja patogeneze NAFLD. S tim u
vezi, u okviru savremenog pristupa ovoj bolesti, najSire prihvacena je hipoteza dva
udara. U prvom udaru, usled IR povecava se lipoliticka aktivnost masnog tkiva. Na taj
natin se povecava transport slobodnih masnih kiselina (SMK) u jetru (palmitinske,
stearinske, oleinske, linoleinske, arahidonske kiseline, i dr.), kojeg prati de novo
lipogeneza, dovode¢i do akumulacije TG u hepatocitima (4). U drugom udaru,
oksidativni stres, lipotoksi¢nost i1 prekomerna produkcija proinflamatornih citokina
dovode do progresije steatoze u NASH i fibrozu (1). S obzirom da hipoteza dva udara
ne obja$njava sve molekulske 1 metabolicke promene koje nastaju u toku NAFLD, u
poslednje vreme se patogeneza ove bolesti sve viSe sagledava kroz prizmu hipoteze
visestrukih udara. Naime, ova hipoteza se zasniva na viSestrukim udarima koji deluju

zajedno kod genetski predisponiranih osoba (IR, adipokini /leptin, apelin, rezistin,
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visfatin, 1 dr./), proinflamatorni citokini (interleukin-6 /IL-6/, interferon-y /INF-y/, i dr.),
nutritivni faktori, uticaj crevne mikroflore, kao i genetski i epigenetski faktori) (24).

Tabela 1. Moguci uzroci NAFLD (modifikovano prema referencama 201 21)

Metabolopatije

Nedostatak apolipoproteina B (abetalipoproteinemija)

Bolesti deponovanja glikogena (glikogenoze)

Veber-Kristianova (Weber-Christian) bolest

Volmanova (Wolman) bolest (nedostatak lizozomske kisele lipaze)
Akutno nastala masna bolest jetre u trudnoci

Lipodistrofija

Hemohromatoza

Nedostatak a-1 antitripsina

Vilsonova (Wilson) bolest

Endokrinopatije
Hipopituitarizam
Hipotireoidizam

Lekovi

Metotreksat

Diltiazem

HAART (engl. highly active antiretroviral therapy)
Amiodaron

Glukokortikoidi

Toksini
Alkohol
Toksini iz spoljaSnje sredine (toksini otrovnih gljiva, i sl.)

Nutritivni faktori

Malnutricija i gladovanje

Parenteralna ishrana

Nagli gubitak telesne teZine

Hirurske intervencije (gastriCni bajpas, jejuno-ilealni bajpas, 1 sl.)
Divertikuloza jejunuma pracena olakSanim razmnoZavanjem bakterija

Autoimunske bolesti
Autoimunski hepatitis
Celija¢na bolest (glutenska enteropatija)

Inflamacija
Infekcija izazvana HIV virusom (HIV, engl. human immunodeficiency virus)
Hroni¢na infekcija izazvana hepatitis C virusom

Genetski faktori

Varijanta sekvence rs738409 C> G u PNPLA3 (engl. patatin-like phospholipase domain-containing
3 /PNPLA3, odnosno adiponutrin/) genu odreduje koli¢inu masti u jetri

Prisustvo E167K varijante TM6SF2 (engl. transmembrane 6-superfamily member 2) gena je
prediktor progresije NAFLD

Polimorfizam GCKR (engl. glucokinase /hexokinase 4/ regulator), SNP rs780094 utie na stepen
oStecenja jetre (SNP, engl. single nucleotide polymorphism)

Epigenetski faktori

Metilacija MTTP promotora; poremecaj acetilacije histona-Sirtuini (SIRTs, engl. Silent Information
Regulator-2 family); smanjena metilacija Cdknl inhibitora hepati¢nog Celijskog ciklusa;
Nekodiraju¢e RNK sekvence — miRNA (engl. microRNA /mikroRNK/)




1.2. PATOHISTOLOSKE KARAKTERISTIKE NAFLD

U patohistoloSkom smislu NAFLD obuhvata steatozu, koja predstavlja relativno
benigno stanje bez hepatocelularnog oStecenja, zatim NASH, koji podrazumeva steatozu
u zoni 1, kao 1 inflamaciju i1 fibrozu, koje se uglavnom uocavaju kod dece u
prepubertetskom periodu. Razli¢iti sistemi za odredivanje stadijuma i gradusa NAFLD
su ustanovljeni u cilju utvrdivanja promena u toku ove bolesti, predstavljaju¢i na taj

nacin pogodno sredstvo za kliniCka istraZivanja (25, 26).

Kod odraslih NAFLD je klasifikovana u dve kategorije. Prvu kategoriju predstavlja
NASH kao progresivna bolest jetre, koju karakteriSu steatoza, inflamatorne promene i
hepatocelularno oStecenje, dok se u drugoj kategoriji nalazi steatoza bez karakteristika
NASH, za koju se koristi izraz nealkoholna masna jetra (NAFL) (27). NAFL, koja se
Cesto oznacava i kao "jednostavna steatoza", mogu odlikovati inflamacija 1 drugi tipovi
oStecenja hepatocita. Za razliku od NAFL koja se generalno smatra benignim stanjem,
NASH je progresivna bolest koja moZe dalje da se razvija do ciroze jetre i
hepatocelularnog karcinoma (1, 4, 25, 28-30). S tim u vezi, opisani su slucajevi
progresije NAFL u NASH, pri ¢emu faktori rizika koji do toga dovode nisu u potpunosti
poznati (31, 32). Stoga, ma koliko klasifikacija NAFL i NASH izgledala jednostavno,
prilikom dijagnostikovanja NASH, uvek treba imati na umu i individualne varijacije

izmedu patologa (25).

U vecini slucajeva patohistoloske karakteristike NAFLD se ne mogu razlikovati
od onih koje karakteriSu alkoholnu bolest jetre, pa je zbog toga neophodno da se patolog
oslanja na klinicara, kako bi iskljucio alkohol kao etioloski faktor. U dijagnostiCkom
smislu, patolozi dele NAFLD na NAFL (preteZzno makrovezikularna steatoza sa ili bez
nespecificnih zapaljenjskih promena) i NASH. PatohistoloSke karakteristike NASH
podrazumevaju makrovezikularnu steatozu, balonirajucu degeneraciju hepatocita,
diseminovanu (uglavnom lobularnu) inflamaciju, kao 1 prisustvo apoptotskih i
Maloriijevih telaSaca. Takode, potrebno je ista¢i da iako je izvestan stepen fibroze Cesto
prisutan, on nije neophodan za postavljanje dijagnoze. Nasuprot NAFL, NASH odlikuju
specificna oStecenja jetre, koja se mogu prepoznati ¢ak i u prisustvu drugih oboljenja

jetre. U ranim fazama bolesti, najizraZzenije patohistoloSke promene se uocavaju u zoni 3
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hepati¢nog acinusa. Postavljanje dijagnoze NASH oteZava i ¢injenica da patohistoloske
karakteristike steatohepatitisa nisu prisutne u jednakoj meri u svakoj biopsiji, kao i da
nijedna karakteristika sama po sebi nije dovoljna za utvrdivanje dijagnoze. Imajuéi u
vidu da NAFLD ima kompleksnu patogenezu i Siroki spektar patohistoloSkih nalaza,

radi Sto preciznije procene teZzine NAFLD koriste se skoring sistemi (25).

Steatoza.- Steatoza je patohistoloSka karakteristika koja se uocava u razliCitim
oblicima NAFLD. Nju karakteriSe akumulacija lipida, prvenstveno TG u zoni 3.
Medutim, ova nespecifi¢na promena se moze uociti i u sklopu drugih bolesti jetre. Po
pravilu, klinicki znaCajnom smatra se steatoza koja obuhvata najmanje 5% hepatocita
(pri vizuelnoj proceni) (33). Uprkos tome, steatoza moZe biti teSko prepoznatljiva u toku
ciroze jetre. U svakom slu¢aju NASH se moZe dijagnostikovati na osnovu klju¢nih

karakteristika (baloniraju¢a degeneracija i Malorijeva telaSca) (25).

U NAFLD steatoza je naj¢eS¢e makrovezikularna, mada moZe biti sastavljena i od
meSavine velikih 1 malih vakuola (34). Kod makrovezikularne steatoze jedna veca ili
nekoliko manjih, dobro definisanih masnih kapi zauzimaju vec¢i deo citoplazme,
potiskujuci jedro na periferiju. Ovakav oblik steatoze osim u NAFLD, moZe se uociti i u
toku alkoholne bolesti jetre, primene nekih lekova (nifedipin, diltiazem, tamoksifen,
estrogeni, kortikosteroidi, 1 dr.), kod infekcija izazvanih virusima heptatitsa B, C i D,
poremecaja  metabolizma  lipoproteina  (abetalipoproteinemija 1 familijarna
hipobetalipoproteinemija), poremecaja ishrane (totalna parenteralna ishrana, proteinsko-
energetska malnutricija /kvaSiorkor/, gastri€ni i1 jejunoilealni bajpas i1 nagli gubitak

telesne tezine) (20, 21).

Makrovezikularna steatoza odlikuje 90% slucajeva NAFLD, dok je
mikrovezikularna steatoza retko prisutna (do 10% slucajeva) (35). Tipicna
mikrovezikularna steatoza, koju odlikuje penast izgled citoplazme, nikada nije difuzno
rasporedena, ve¢ se uocava ili u pojedinacnim hepatocitima, ili u malim grupama
hepatocita. Ona se ucestalo javlja kod obolelih od Rejovog sindroma i urodenih
poremecaja metabolizma masnih kiselina. Osim toga, ovaj oblik steatoze nastaje 1 kao
posledica intoksikacije aflatoksinom 1 pojednim lekovima (salicilati, natrijum-valproat,
tetraciklini, didanozim, stavudin, fialuridin, propofol, i dr.) (35). Na samom pocetku

bolesti, steatoza je najizraZenija u zoni 3 hepati¢nog acinusa. Medutim, kako bolest
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napreduje, steatoza se moZze ravnomerno proSiriti duz hepatinog acinusa, ili imati

nepravilnu distribuciju (35).

Inflamacija u NASH.- Inflamacija u toku NASH podrazumeva prisustvo
meSovitog inflamatornog infiltrata, uglavnom lobularne distribucije. Lobularni infiltrat
se sastoji od meSavine CD4 (+) i CD8 (+) limfocita i diseminovanih agregacija
Kupferovih ¢elija (mikrogranulomi) (36). Osim toga, mogu se videti i
polimorfonuklearni leukociti (PMN), naro€ito u blizini Malorijevih telaSaca. U nekim
slu€ajevima mogu se uociti i eozinofili. Takode, u portnim prostorima ili u blizini
hepati¢nih vena mogu biti prisutni 1 lipogranulomi. Ukoliko je u toku NASH prisutna
inflamacija portnih prostora, onda je ona obi¢no blaga. U portnom infiltratu tada
dominiraju CD8 (+) limfociti i makrofagi, a teZina inflamacije portnih prostora se
povezuje sa stadijumom fibroze (37, 38). U slucaju izraZzene inflamacije portnih prostora
neophodno je iskljuciti prisustvo virusnog ili autoimunskog hepatitisa. Znacajno je
istaci i da izraZena inflamacija, iako nije neophodna za dijagnozu NASH, Cesto ukazuje

na napredovanje bolesti (39).

Hepatocelularno oStecenje u toku NASH - Hepatocelularno oStecenje u toku
NASH moZe da varira od baloniraju¢e degeneracije i1 apoptoze do manje specificnih
reaktivnih promena. Baloniraju¢a degeneracija je patohistoloska karakteristika od
velikog zna¢aja u dijagnostici NASH. StaviSe, prisustvo samo jedne balonirane éelije
moZe da usmeri dijagnozu u pravcu NASH. Uz to, njeno prisustvo ima i prognosticki
znacaj, jer ukazuje na povecan rizik od progresije bolesti ka cirozi (40). Balonirana
¢elija je obicno velika (nekoliko puta vec¢a od neizmenjenog hepatocita). U bledoj ili
bistroj citoplazmi ovih celija, uo€avaju se eozinofilne niti (najéeSce u vidu perja ili
paperja) 1 veliko hiperhromati¢no jedro sa izraZzenim jedarcem. Pored toga, PMN mogu

da okruZzuju balonirane hepatocite, Sto je oznaceno kao satelitoza (41-43).

Malorijeva telasSca, ranije oznacena kao Mallory-Denk telaSca (44), su zapravo
eozinofilne intracitoplazmatske inkluzije sastavljene od nesavijenih intermedijernih
filamenata (uglavnom keratina), Saperonskih proteina, proteina toplotnog Soka (engl.
heatshock proteins), kao i drugih sastojaka (44-47). Uprkos tome $to Malorijeva telasca
nisu neophodna za patohistoloSku identifikaciju NASH, njthovo prisustvo ima

prognosticki znacaj, jer ukazuje na pogorSanje bolesti, naroCito kada su udruZena sa
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steatohepatitisom 1 fibrozom (40). Malorijeva telaSca, koja su 1911. godine otkrili Frenk
i Malori (Frank i Mallory) kod obolelih od alkoholnog hepatitisa, nisu specifi¢na za
NASH (48). Osim toga, njihovo prisustvo se moZe uociti 1 u toku steatohepatitisa
izazvanog lekovima (naroCito amjodaronom), hroni¢ne holestaze 1 hepatocelularnog

karcinoma (25).

Fibroza u toku NASH.- U normalnim uslovima perisinusoidni ekstracelularni
matriks se sastoji iz matriksa po sastavu slicnom bazalnoj membrani, koji saCinjavaju
kolagen tip IV 1 VI, kao 1 male koli¢ine kolagena tip I 1 III (39, 49). U toku NASH
fibroza je Cesto prisutna i obi¢no je perisinusoidna ili pericelularna u zoni 3 hepaticnog
acinusa. Kolagen 1 drugi proteini ekstracelularnog matriksa, koji su najéeSce istaloZeni
duz sinusoida oko hepatocita, mogu se vizuelizovati Mason trihrom (Massone
trichrome) bojenjem. Fibroza jetre koja nastaje u kasnijim stadijumima ukazuje na
disbalans izmedu stvaranja i razgradnje ekstracelularnog matriksa. Sa pogorSanjem
bolesti portna fibroza postaje sve uocljivija 1 moze da doZzivi dalju progresiju do
uznapredovale (bridZing, engl. bridging) fibroze i ciroze. Naime, u toku fibroze kao i
ciroze jetre, u Diseovim prostorima akumulira se fibronektin, laminin, kolagen tip III,
kao 1 proteoglikani, tenascin, dekorin 1 biglikan (39, 49). Treba napomenuti 1 opisane
sluc¢ajve NASH u gojazne dece, kod kojih je bila evidentirana samo fibroza portnih
prostora. U pojedinim uzorcima biopsija u toku ciroze jetre nije verifikovana
perisinusoidna/pericelularna fibroza, kao 1 patohistoloske karakteristike aktivnog
oboljenja. Stoga, bez NASH koji je prethodno potvrden biopsijom, ciroza jetre se moze

oznaciti jedino kao kriptogena (49).

U toku NAFLD mogu se uocCiti 1 apoptotska (acidofilna) tela. Ova tela su
nespecifi¢ni pokazatelji oStecenja jetre, koji se osim kod NASH, vidaju i u toku
virusnog hepatitisa 1 drugih hepaticnih oStecenja. Hepatociti koji su doZiveli
programiranu ¢elijsku smrt (apoptozu), postaju mala, eozinofilna tela, nekad u vidu

nepravilnih, diseminovanih jedarnih fragmenata (50).

Formiranje megamitohondrija u toku NASH moZe biti posledica hepatocelularnog
oStecenja nastalog usled stvaranja oksidovanih fosfolipida ili lipoproteina (51, 52).
Medutim, prisustvo megamitohondrija nije karakeristicno samo za NASH, ve¢ se ovako

izmenjene Celijske organele mogu uociti 1 kod obolelih od alkoholnog steatohepatitisa,
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kao 1 toksi¢nog oStecenja jetre izazvanog lekovima (53). Osim toga, u toku NASH u
periportnim hepatocitima ¢esto su prisutna vakuolizovana glikozilirana jedra. Ova jedra
pojedinac¢no nemaju dijagnosticki znacaj. Medutim, ona mogu da ukaZu na nealkoholnu
etiologiju, s obzirom da su odsutna u 90% sluCajeva steatohepatitisa izazvanih
alkoholom (54). Uz to, u uzorcima biopsija obolelih od NAFLD cesto se uocava
neznatno deponovanje gvozda. Naime, ovaj mikroelement se najées¢e akumulira u
hepatocitima i ¢elijama retikuloendotelnog sistema (RES). Nakupljanje gvozda u RES-u
dovodi se u vezu sa uznapredovalim oblicima fibroze. Medutim, znacaj ove
hemosideroze nije u potpunosti rasvetljen. S tim u vezi, deficit gvozda izazvan

flebotomijom razmatra se kao dodatna terapija NASH (55, 56).

Skoring sistem, gradusi i stadijumi.- Sistem za procenu gradusa i stadijuma
NASH, koji su predloZili Brant (Brunt) i saradnici u upotrebi je od 1999. godine (57).
Oni su za odredivanje gradusa bolesti predloZili patohistoloske karakteristike (steatoza,
balonirajuc¢a degeneracija i stepen inflamacije), dok su stadijum bolesti odredivali na
osnovu lokalizacije fibroze. Na osnovu ovako predloZenog sistema, NASH se mozZe
ispoljiti u vidu tri gradusa (blagi, umereni i teSki), u kombinaciji sa Cetiri moguca
stadijuma fibroze (Tabela 2). Ovaj sistem je koristan i primenjuje se za patohistolosku
procenu samo onih slucajeva koji su dijagnostikovani kao NASH. Uz to, ovaj se sistem

moZe koristiti u pedijatrijskoj populaciji, kod koje se NASH tipi¢no ispoljava (25).

Tabela 2. Brantov sistem odredivanja gradusa i stadijuma steatohepatitisa (57)

Gradus Steatoza ~ Baloniranje Lobularna Portna Stadijum Fibroza
steatohepatitisa inflamacija inflamacija fibroze
Blagi Obuhvata  Povremeno  Rasuta, blaga  Odsutna ili 0 Odsutna
do 2/3 u zoni 3 akutna i blaga
hroni¢na
Umereni Bilokoji  Cesto u zoni Blaga Blaga do 1 Zona 3
stepen 3 udruZena sa umerena perisinusoidna
baloniranjem fibroza
Teski Tipi¢no Izrazeno u Blaga do Blaga do 2 Zona 3
vise od zoni 3 umerena umerena perisinusoidna i
2/3 periportna
fibroza
3 Bridzing
fibroza do
progresivne
fibroze
4 Ciroza
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Grupa eksperata Nacionalnog Instituta za dijabetes, digestivne bolesti 1 bolesti
bubrega (engl. National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases
/NIDDKY/) je 2002. godine osnovala multicentricnu NASH klini¢ku istraZivacku mreZu
(engl. NASH Clinical Research Network /NASH CRN/) u cilju ispitivanja etiopatogeneze
1 terapije NASH. Stru¢njaci te istrazivacke mreZe koji se bave patologijom predstavili su
svoj sistem za validaciju 1 procenu celokupnog spektra patohistoloskih promena u toku
NAFLD kod dece i odraslih (58). Klju¢ne karakteristike tog sistema prikazane su u
Tabeli 3.

Nedavno je Bedosa (Bedossa) sa svojim saradnicima predlozio dodatni skoring
sistem za dijagnosti¢ku kategorizaciju NAFLD u NAFL i NASH. Ovaj sistem je slican
NASH CRN skoring sistemu. Medutim, on sadrzi dodatni algoritam na osnovu koga
steatoza skor od najmanje 1 ukazuje na NAFL i NASH. Osim toga, prema ovom skoring
sistemu razlikovanje NAFL od NASH zavisi od prisustva lobularne inflamacije 1
baloniranih hepatocita. Za dijagnostikovanje NASH na obe skale (NASH CRN skoring

sistem 1 skoring sistem po Bedosi i saradnicima) neophodan je skor 1 (59).

Specifi¢ni slucajevi (dedji uzrast).- Svimer (Schwimmer) i njegovi saradnici su
opisali dve vrste steatohepatitisa u pedijatrijskoj populaciji. Prvi tip steatohepatitisa, koji
se ceS¢e javlja kod devojCica, ispoljava se na sliCan nacin kao steatohepatitis kod
odraslih (steatoza pretezno u zoni 3) (60). Nasuprot tome, drugi tip steatohepatitisa, koji
se ceSce javlja kod decaka, karakteriSe panacinusna steatoza, ili je steatoza ograni¢ena
na zonu 1. Pored toga, znaCajno je ista¢i da NAFLD u dece retko prati balonirajuca

degeneracija, dok je fibroza generalno blaga ili odsutna (61).

Specifi¢ni slucajevi (barijatrijska hirurgija).- Veéina gojaznih pacijenata koji su
podvrgnuti operacijama u cilju gubitka telesne mase (barijatrijska hirurgija) ima
izraZzenu steatozu u uzorcima biopsija jetre (62, 63). PatohistoloSke promene u toku
NASH nakon ovakvih operacija su nedovoljno istrazene (64). S tim u vezi, nedavno je
sprovedena opsezna meta-analiza, koja je obuhvatila 1620 uzoraka biopsija pacijenata
podvrgnutih barijatijskoj hirurgiji. Njeni rezultati su pokazali visoku prevalenciju
steatoze (u 91% uzoraka biopsija), i1 steatohepatitisa (u 37% slucajeva) (65). Uprkos
visokom riziku za razvoj NAFLD, biopsija se ne sprovodi rutinski kod gojaznih
pacijenata. Osim toga, bitno je napomenuti da normalna aktivnost aminotransferaza u
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serumu ne garantuje odsustvo hepatocelularnih oStec¢enja. U prilog tome govori i studija

Konzorcijuma barijatrijske hirurgije, koja je pokazala da je u 8%

steatohepatitisa aktivnost aminotransferaza bila normalna.

Tabela 3. Glavni elementi NASH CRN skoring sistema (56)

slucajeva

Gradus ili stadijum Karakteristike
Fibroza
0 Odsutna
1 Perisinusoidna/periportna; definisana 3 podstadijuma
2 Perisinusoidna i periportna fibroza
3 BridZing fibroza
4 Ciroza
Baloniranje
0 Odsutno
1 Nekoliko
2 Mnogo
Lobularna inflamacija
0 Nema fokusa
1 Manje od 2 fokusa na 20x / polje
2 2-4 fokusa na 20x / polje
3 >4 fokusa na 20x / polje
Portna inflamacija
0 Nema
1 Blaga
2 IzraZenija od blage
3
Steatoza
0 <5%
1 5%-33%
2 33%-67%
3 >67%
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Uz to, u priblizno 5% uznapredovalih oblika fibroze registrovana je fizioloSka aktivnost
ovih enzima (66). Osim toga, Lassailly i njegovi saradnici su ustanovili povlacenje
patohistoloSkih promena nakon barijatrijske operacije kod 85% pacijenata, Sto se

povezuje sa smanjenjem telesne teZine 1 aktivnosti aminotransferaza u serumu (67).

1.3. DIJAGNOZA I KLINICKE MANIFESTA CIJE NAFLD

Dijagnoza NAFLD se postavlja uz pomo¢ odgovarajucih tehnika vizuelizacije
jetre (imidZing tehnike) 1/ili na osnovu patohistoloskog nalaza tkiva jetre, pri ¢emu su
iskljuceni prekomerno konzumiranje alkohola, virusni hepatitis, neadekvatna upotreba
hepatotoksi¢nih lekova, kao i autoimunske bolesti jetre, nasledna hemohromatoza i
Vilsonova bolest (68, 70). U vecini slucajeva, NAFLD se ispoljava bez simptoma (69,
70). Kod nekih pacijenata prisutni su blagi nespecificni simptomi 1 znaci
(hepatomegalija, tupi bol u gornjem desnom kvadrantu abdomena i hroni¢ni zamor),
koji nisu pouzdani pokazatelji stadijuma bolesti (69, 70). Kod ovih pacijenata cesto se
objektivno uocava i abdominalna gojaznost, blaga osetljivost donjeg desnog kvadranta
abdomena na palpaciju, kao i acanthosis nigricans, i druge manifestacije IR (70, 71).

Biopsija jetre.- Biopsija jetre predstavlja zlatni standard u dijagnostici NAFLD
(69, 72), uprkos tome $to je povezana sa nastankom potencijalnih rizika i1 komplikacija
(73). Tako, ova invazivha metoda omogucava iskljuCivanje drugih uzroka
hepatocelularnog oboljenja i1 oSte¢enja. Uz to, na osnovu biopsije jetre vrsi se procena
masne i baloniraju¢e degeneracije hepatocita, odreduje se opseg lobularne inflamacije,
kao 1 prisustvo 1 intenzitet fibroze jetre (57, 58). Pri tom, uvek treba imati na umu da
interpretacija patohistoloskog nalaza jetre koji je dobijen biopsijom cesto zavisi od
subjektivne procene patologa (74). Osim toga, biopsijom se ispituje samo mali uzorak
tkiva jetre, na osnovu koga nije uvek moguce zakljuciti kakve sve patoloSke promene
postoje u preostalom jetrinom parenhimu (75).

U cilju zaobilaZenja biopsije, u dijagnostici NAFLD se kao alternativne metode
manjeg rizika i manje senzitivnosti i specificnosti u poredenju sa biopsijom cesto koriste
serumski biohemijski markeri i tehnike vizuelizacije jetre (69, 73).

Serumski biohemijski markeri.- Kao Sto je vec istaknuto, NAFLD karakteriSe

asimptomatsko ispoljavanje, pa se shodno tome, na ovu bolest najées¢e posumnja kada
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su prisutni faktori rizika udruzeni sa poviSenim vrednostima serumskih biohemijskih
markera (aminotransferaza /transaminaza/, gama-glutamiltranspeptidaze /y-GT/ 1
feritina) (20, 75). Tipino se wuocava dvostruki ili trostruki porast aktivnosti
aminotransferaza u serumu (alanin aminotransferaze /ALT/ 1 aspartat aminotransferaze
/AST/), pri cemu je njihov medusobni odnos (AST/ALT) manji od 1 (70, 76). S tim u
vezi, znacajno je pomenuti da rane stadijume bolesti odlikuje povisSena aktivnost ALT u
poredenju sa AST. Medutim, kako NASH progredira ka cirozi, dolazi do promene, pa
aktivnost AST postaje ve¢a u odnosu na ALT (75). Uopsteno govoreci, medu lekarima
u praksi je postignut konsenzus da je svrsishodno pre¢i na suptilnije procedure za
utvrdivanje NAFLD, nakon dobijanja poviSene aktivnosti ALT (veée od dvostruke
normalne vrednosti), koja je ustanovljena na osnovu dva merenja aktivnosti ovog
enzima (20). Pored toga, vazno je napomenuti da aminotransferaze nisu specifi¢ni
indikatori procesa inflamacije i fibroze u jetri. StaviSe, u preko 78% pacijenata sa
NAFLD aktivnost jetrinih aminotransferaza moze ostati u fizioloSkim granicama (20,
69).

Nasuprot tome, utvrdena je korelacija izmedu poviSene aktivnosti y-GT u jetri i
uznapredovale fibroze (20, 77). Osim toga, trombocitopenija, hiperbilirubinemija,
hipoalbuminemija 1 produZeno protrombinsko vreme ukazuju na razvoj ciroze jetre i
portne hipertenzije (69). Takode, u novije vreme, u serumu se odreduje i koncentracija
citokeratina-18 (CK-18), koji predstavlja marker apoptoze hepatocita. Pokazano je da je
ovaj serumski marker znacajno povisen u obolelih od NASH (75). Pored toga, uoceno je
da je dijagnoza NASH i NAFLD umnogome olakSana kada se ovaj marker analizira u
kombinaciji sa fibroblastnim faktorom rasta-21 (FGF-21) (78).

Izmenjen metabolizam gvozda (poviSena serumska koncentracija feritina i
zasicenost /saturacija/ transferina) je registrovan u priblizno 50% obolelih od NASH
(79). U tom smislu, rezultati klini¢ke studije koja je obuhvatila 600 pacijenata sa
NAFLD su ukazali na povezanost poviSene serumske koncentracije feritina 1
progresivnog razvoja fibroze jetre, zbog Cega je ovaj serumski biohemijski marker
svrstan u nezavisne prediktore uznapredovale fibroze (69).

Tehnike vizuelizacije jetre.- NAFLD se u humanoj populaciji primarno ispituje
neinvazivnim imidZing metodama, kao Sto su na primer, dvojni radioloski skrining

protokol koji se sastoji od ultrasonografije i pregleda jetre kompjuterizovanom
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tomografijim (CT), tranzicionalni elastografski pregled jetre (tranzicionalna
elastografija), i dr. (20, 69).

Za detekciju steatoze u svakodnevnoj klinickoj praksi najceS¢e se primenjuje
ultrazvucéni pregled abdomena (ultrasonografija) (15, 20, 69, 75). Senzitivnost ove
relativno jeftine 1 Siroko dostupne metode je od 60% do 94%, dok se specifi€nost krece
od 66% do 95% (75). Mada dijagnosticki kapacitet ultrasonografije raste sa povecanjem
stepena steatoze (20, 80, 81), pomocu ove metode nije moguce napraviti preciznu
razliku izmedu deponovanja masti u jetri i steatohepatitisa (20, 69). Uz to, kod gojaznih
pacijenata ogranicenje ove metode se manifestuje u vidu smanjenja senzitivnosti (69).

CT koji se zasniva na upotrebi kontrasta se moZe koristiti za verifikaciju steatoze
(69, 82). Medutim, senzitivnost i specificnost ove metode je niZza u odnosu na CT bez
kontrasta (20). Pored toga, ova metoda nije pogodna za ispitivanje inflamacije u tkivu
jetre (69). CT bez kontrasta je pokazala dobre rezultate u proceni intenziteta steatoze
(senzitivnost 82% 1 specificnost 100%) (20, 75, 83, 84). U gojaznih pacijenata sa
NAFLD dijagnosticke mogucnosti tranzicionalne elastografije koja se zasniva na
primeni ultrazvuka je neophodno dalje istraZivati (69).

U danaS$nje vreme magnetna rezonanca (MR) predstavlja najprecizniju imidzZing
tehniku za detekciju steatoze (senzitivnost 100%, specifi¢nost 92.3%) (20, 69, 85, 86).
Tako je uz pomo¢ ove metode moguce vizuelizovati masne promene u jetri, ¢ak i kada
su one zastupljene u koli¢ini manjoj od 3% (69, 85). Nedavno je naucna javnost
upoznata sa relativno novom MR imidZing tehnikom ('H-MRS, engl. 1.5 Tesla 'H-
Magnetic Resonance Spectroscopy), koja postiZze odli¢ne rezultate u dijagnostici masnih
promena u jetri (69). Pokazalo se, takode, da su nalazi dobijeni kori§¢enjem ove metode
u korelaciji sa patohistolo$kim nalazima biopsije jetre (20, 69, 87, 88).

Prirodni tok NAFLD.- Prirodni tok NAFLD moZe biti razli¢it. U prognostickom
smislu pacijenti sa NAFLD se svrstavaju u dve kategorije. Prvu kategoriju ¢ine pacijenti
sa nealkoholnom masnom jetrom (NAFL, engl. nonalcoholic fatty liver), koja je
najc¢eSc¢e okarakterisana kao jednostavna steatoza, dok se u drugoj kategoriji nalaze
pacijenti sa NASH (21, 89, 90). Za razliku od NASH, koji je uglavnom progresivnog
toka, NAFL ne progredira, ili se razvija u teZe oblike bolesti neuporedivo sporije u
odnosu na NASH (1, 89, 90). S tim u vezi, utvrdeno je da NAFL moZe da progredira u

NASH u 5-20% pacijenata, dok se progresivna fibroza jetre uocava u 10-20% pacijenata
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sa NAFL. Osim toga, u manje od 5% pacijenata NAFL moZe da direktno progredira u
cirozu jetre (90, 91).

Rezultati klinicke studije u kojoj su duZze od 10 godina praceni pacijenti sa NASH
su pokazali da se kod priblizno 20% pacijenata NASH moZe razviti u cirozu. Uz to,
smrtonosni oblik ove bolesti registrovan je u 8% pacijenata (4, 92). Takode, u pacijenata
sa NASH je utvrdeno i da je uznapredovala fibroza jetre (stadijum fibroze veci od 2)
povezana sa vecom stopom smrtnosti u odnosu na pacijente sa NASH kod kojih je
fibroza bila prisutna u pocetnim stadijumima (4, 89, 92, 93). Vazno je istaci da se
NAFL 1 NASH, ukljucujuci i one oblike ovih bolesti koje ne progrediraju u cirozu,
nalaze na listi najznacajnijih faktora rizika za nastanak hepatocelularnog karcinoma (1,
4, 94-98).

Uopsteno govore¢i, NAFLD 1 u dece i u odraslih podleze sporoj progresiji.
Medutim, proces fibrogeneze se odvija brzo, tako da se fibroza prvog stepena u NAFL
javlja 14 godina nakon postavljanja dijagnoze, dok se u NASH ona konstatuje posle 7
godina od pocetka bolesti. Medutim, ukoliko oboleli od NAFL, odnosno NASH
istovremeno pate i od poviSenog arterijskog krvnog pritiska, fibroza prvog stepena se
razvija u dvostruko kra¢em vremenskom periodu (21, 99). Utvrdeno je, takode, da u
prisustvu ciroze, €ija se prevalencija u opS$toj populaciji krece u opsegu od 0.05% do
0.3% (90, 100), rizik za nastanak hepatocelularnog karcinoma dostiZze 2% na godiSnjem
nivou (90, 101).

Posebno je zabrinjavajuca Cinjenica da se ciroza jetre javlja u sve mladem
Zivotnom dobu. Tako su Svimer i njegovi saradnici opisali cirozu kod osmogodisnjeg
deteta sa NASH (60). Osim toga, u dece i adolescenata sa NAFLD registrovani su
metabolicki faktori rizika i KVS oboljenja (102). Progresivna priroda NASH ogleda se i
u sve vecoj incidenciji kriptogene ciroze, koja se u danaSnje vreme smatra sastavnim
delom sindroma izgaranja na poslu (engl. burn out syndrome) (89). S tim u vezi, u preko
70% pacijenata sa kriptogenom cirozom uocavaju se gojaznost i dijabetes melitus tip 2

(4, 89).
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1.4. EPIDEMIOLOSKE KARAKTERISTIKE NAFLD

Hronicne nezarazne bolesti.- HroniCne nezarazne bolesti su vodeci uzrok
mortaliteta na globalnom nivou, to jest kako u nerazvijenim zemljama, tako 1 u
zemljama u tranziciji i razvijenim zemljama (103). Naime, od 38 miliona smrtnih ishoda
uzrokovanih hroni¢nim nezaraznim bolestima u svetu, na godiSnjem nivou viSe od 40%
(16 miliona) ¢ini prevremeni mortalitet koji se odnosi na osobe mlade od 70 godina
(103, 104). Prevalencija hroni¢nih nezaraznih bolesti je takode u porastu (104). Tako,
17.5 miliona svih smrtnih slucajeva godiSnje Sirom sveta su posledica razli¢itih KVS
oboljenja, malignih bolesti (8.2 miliona smrtnih slu¢ajeva godiSnje), mozdanog udara (6
miliona smrtnih slucajeva godiSnje), HOBP (4 miliona smrtnih sluc¢ajeva godiSnje) 1
dijabetesa melitusa (1.5 milion smrtnih slucajeva godiSnje) (103, 104). U naSoj zemlji
naj¢eS¢i uzroci prevremene smrtnosti su ishemijska bolest srca, moZdani udar,
kardiomiopatije, karcinom plu¢a i samopovredivanje (104, 105). S druge strane, ako se
u naSoj zemlji posmatra period od 1990. godine do 2010. godine, moZe se uociti
opadanje smrtnosti od zaraznih bolesti i porast prevremene smrtnosti zbog hroni¢nih
nezaraznih bolesti (104, 106).

Razli¢ite hroni¢ne nezarazne bolesti se medusobno razlikuju u odnosu na broj
godina zdravog Zivota koji je izgubljen zbog onesposobljenosti ili prevremene smrtnosti
(DALYs, engl. disability adjusted life years) (104, 105). Vecinu hroni¢nih nezaraznih
bolesti karakteriSe povecanje vrednosti ovog parametra u periodu izmedu 1990. godine i
2010. godine (106). Suocena sa ovim trendom, Svetska zdravstvena organizacija (SZO)
je do 2025. godine postavila 9 meta za borbu protiv hroni¢nih nezaraznih bolesti (104).
Jedna od njih je smanjenje prevremene smrtnosti za 25%, Sest se odnosi na redukciju
faktora rizika, a preostale dve na dostupnost medicinskih tehnologija 1 lekova, i
odgovarajucu pokrivenost populacije (104, 107).

Gojaznost i NAFLD.- Prema broju izgubljenih godina zdravog Zivota (DALYS),
gojaznost spada medu prvih deset faktora rizika za nastanak hroni¢nih nezaraznih
bolesti, pa samim tim 1 NAFLD kao hepaticke manifestacije MS (8). SZO je 2014.
godine objavila podatak da je 1.9 milijardi odraslih osoba gojazno. Ova organizacija
predvida da ¢e do 2025. godine 2.3 milijarde odraslih osoba patiti od gojaznosti (108).

Porazavaju¢im podacima SZO se pridruzuje i €injenica da 20 miliona dece u svetu,
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mlade od 5 godina, ima prekomernu telesnu masu (8, 108). Osim toga, prosecna
vrednost indeksa telesne mase (BMI, engl. body mass index) odraslog stanovniStva
Evrope iznosi 26.5 kg/mz. To znaci da 400 miliona Evropljana ima prekomernu telesnu
masu, dok je 130 miliona Evropljana gojazno. Uz to, stanje uhranjenosti dece u Evropi
je takode zabrinjavajuce, s obzirom da 20% dece ima prekomernu telesnu masu, a 33%
je gojazno (8).

Takode, prekomerna telesna masa i gojaznost Evropljana su povezani sa vise od
milion smrtnih slucajeva godiSnje 1 12 miliona izgubljenih godina zdravog Zivota
(DALYSs) (8, 108). Sli¢no tome, u SAD u periodu od 1988. godine do 2008. godine
prevalencija visceralne gojaznosti je porasla sa 35% na 51% (90). U sklopu pandemije
gojaznosti, procenjuje se da je prevalencija NAFLD izmedu 80% i 90% (69), dok
prevalencija ove bolesti kod patoloski gojaznih osoba raste 1 preko 90% (109). Pored
toga, prevalencija NAFLD kod gojazne dece izrazito raste (40-70%), i u proseku iznosi
53% (102). Poznato je, takode, da u ljudi koji Cesto konzumiraju vece koli¢ine alkohola,
gojaznost dvostruko povecava rizik za nastanak steatoze (30). Osim toga, u gojaznih
ljudi prevalencija NASH se kre¢e u opsegu od 10% do 56%, pri ¢emu srednja
prevalencija iznosi 33% (89).

Do podataka o prevalenciji NAFLD u naSoj zemlji se, za sada, jedino moZe doci
na indirektan nacin, imajuci u vidu da ne postoje registri obolelih osoba. S obzirom da
je NAFLD hepaticno ispoljavanje MS udruZeno sa razvojem gojaznosti, statistiCki
podaci koji se odnose na ove hroni¢ne nezarazne bolesti su alarmantni. Naime, u Srbiji
polovina odraslog stanovniStva ima prekomernu telesnu masu, dok je svaki peti odrasli
stanovnik gojazan (110). Uz to, na ovom geografskom podrucju, kao Sto je vec
istaknuto, hroni¢ne nezarazne bolesti su vodeci uzrok morbiditeta i mortaliteta, pri cemu
je udeo KVS bolesti u opStem mortalitetu 55.2% (8, 110). Osim toga, na teritoriji
Vojvodine je utvrdeno da 74.3% stanovniStva oba pola, uzrasta 45 godina i starijeg ima
prekomernu telesnu masu 1/ili gojaznost, dok je 33.3% osoba navedenog starosnog doba
gojazno. S tim u vezi, u Vojvodini, u osoba oba pola, uzrasta 45 godina 1 starijeg,
ucestalost MS iznosi 16.9%. Oko 15% dece na ovom podrucju je gojazno, sa
tendencijom razvoja MS kod svakog treceg deteta (8). Ako se nastavi porast broja
gojaznih osoba, stru¢njaci SZO predvidaju da ¢e 2025. godine 3.27 miliona odraslih

ljudi u Srbiji imati prekomernu telesnu masu, a pretpostavlja se da ¢e se ¢ak 249.000
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dece Skolskog uzrasta svrstati u grupu gojaznih ili onih koji imaju viSak kilograma. To
takode znaci da ¢e 2025. godine 32.000 dece imati ispoljen prvi stepen masne jetre
(110).

MS i NAFLD.- MS predstavlja znacajan faktor rizika za nastanak 1 razvoj
NAFLD (111). Ovaj sindrom je zasnovan na interakciji endogenih (genetskih) faktora 1
egzogenih faktora (gojaznost, fizicka neaktivnost, unos hrane velike energetske gustine
/hrana bogata ugljenim hidratima i mastima/, uzrast, pol, rasa, pozitivha porodi¢na
anamneza gojaznosti 1/ili arterijske hipertenzije 1/ili dijabetesa melitusa, oteZano
prilagodavanje stresnim situacijama, hronicni stres, i dr.), koji dovode do nastanka IR i
povecanja koli¢ine visceralnog masnog tkiva (6, 8). MS je najviSe odgovoran za razvoj
KVS oboljenja u poslednjoj deceniji (6, 112). Osobe sa MS imaju dva puta veci rizik za
nastanak mortaliteta usled KVS oboljenja 1 tri puta veci rizik da obole od infarkta
miokarda ili moZdanog udara u odnosu na zdrave osobe. Uz to, ove osobe imaju i
visestruko vec¢i rizik da obole od dijabetesa tip 2 (3, 112). Takode, sve komponente MS
su nezavisni uzroc¢nici KVS dogadaja, kao Sto su mozdani udar, kardiomiopatija, bolest
koronarnih arterija, infarkt miokarda, sr€ana insuficijencija i iznenadna srcana smrt (6,
112). Stavise, NAFLD se danas ubraja u nezavisne faktore rizika za nastanak KVS
oboljenja (113, 114).

Prevalencija MS znacajno varira u zavisnosti od kriterijjuma koji su koriS¢eni za
njegovu dijagnozu, kao i uzrasta, pola 1 etnicke pripadnosti obolelih osoba (8, 112). U
tom smislu, prevalencija MS u SAD iznosi 16% u crnog stanovniStva, 25% u belaca i
36% u populaciji Hispanoamerikanaca (8). Nasuprot tome, ucestalost MS u populaciji
tinejdZzera u SAD iznosi 9.1% u mladi¢a i 3.7% u devojaka (8, 112). Medutim,
pokazano je da prevalencija MS raste sa godinama i iznosi 44% kod osoba starih
izmedu 60 i 69 godina (8). Takode, rezultat opsezne studije sprovedene u Australiji
ukazuje da svaki peti stanovnik ovog kontinenta pati od MS (8, 112). Sli¢no tome, svaki
Sesti stanovnik Evrope ima MS, dok u zemljama Evropske unije svaki tre¢i stanovnik
boluje od ovog sindroma (112).

Nutritivno objasnjenje za visoku prevalenciju MS i njegovih posledica u naSoj
zemlji, ostalim zemljama u tranziciji 1 razvijenim zemljama u svetu nalazi se u
povecanju dnevnog energetskog unosa i energetske gustine hrane (visok sadrZaj masti u

dnevnom energetskom unosu), kao i nedovoljnoj fizickoj aktivnosti. Tako se u periodu
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od 1964. godine do 2000. godine proseCan dnevni energetski unos pojedinca u svetu
povecao sa 2358 kcal na 2803 kcal, dok se unos masti povecao sa 53 grama na 73 grama
(8). Vazno je napomenuti i da priblizno 50% uvecanog unosa kalorija nastaje usled
konzumiranja zaSecerenih pi¢a (115). Pokazano je, takode, da je procentualni odnos
unosa masti 1 dnevnog energetskog unosa (FER, engl. fat to energy ratio) najvazniji
pokazatelj energetske gustine hrane. Stoga, ukoliko je FER viSi, utoliko je rizik za
nastanak MS 1 njegovih posledica veci (8, 112). Osim toga, prema podacima SZO, 1.7
miliona smrtnih ishoda (2.8%) na globalnom nivou su posledica nedovoljnog
konzumiranja voca i povréa (104, 116). Takode, procenjuje se da bi smanjenje
koriS¢enja soli u ishrani sa 9-12 g/dan, koliko sada iznosi svetski prosek, na
preporucenih 5 g/dan, moglo da znacajno utiCe na smanjenje incidencije arterijske
hipertenzije i1 drugih metabolickih poremecaja u €ijoj osnovi se nalazi IR (6, 116).

Rezultati istraZivanja prehrambenih navika stanovniStva naSe zemlje ukazuju na
neophodnost podizanja nivoa i kvaliteta znanja u vezi sa pravilnom ishranom, budu¢i da
se tek svaki deseti odrasli stanovnik Srbije adekvatno hrani. Osim toga, ustanovljeno je
da samo 15.5% odraslih ljudi u Srbiji svakodnevno unosi dve porcije voca, dok svega
12.2% redovno konzumira tri 1 viSe porcija povréa svakog dana (110). U vezi sa
navedenim cCinjenicama, u oblasti nutrigenomike na primeru MS, kao multifaktorske 1
poligenske bolesti, aktivno se traga za takozvanim “genomic-based” fenotipskim
biomarkerima, koji bi bili validni 1 omogucili otkrivanje bolesti u preklinickoj fazi 1
efektivnu primenu strategija ishrane u prevenciji (104).

Brojne epidemioloske i klinicke studije su ukazale na ¢vrstu povezanost NAFLD i
svake pojedina¢ne komponente MS (1, 2, 4, 6, 8, 12, 19, 21, 90, 111, 117-123).

Dijabetes i NAFLD.- Dijabetes melitus svakih Sest sekundi odnese jedan Zivot, a
dve osobe u svetu obole od ove bolesti (124). Zbog svog evolutivnog toka 1 velike
ucestalosti, ova bolest je u savremenoj literaturi oznaena kao pandemijski problem
morbiditeta 1 mortaliteta (125). DefiniSe se kao stanje hroni¢ne hiperglikemije nastale
usled apsolutnog ili relativnog nedostatka insulina, koje dovodi do poremecaja
metabolizma ugljenih hidrata, lipida i proteina, a kao jednu od dominantnih posledica
ima razvoj hroni¢nih angiopatskih komplikacija u vidu ateroskleroze i mikroangiopatije

(126).
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Prema aktuelnim podacima Medunarodnog udruzZenja za borbu protiv dijabetesa
(IDF, engl. International Diabetes Federation), od dijabetesa boluje vise od 415 miliona
ljudi Sirom sveta, a oCekuje se da taj broj do 2040. godine poraste na 642 miliona (127).
Preko 35 miliona ljudi u Evropi boluje od dijabetesa, a procenjuje se da ¢e do 2030.
godine 43 miliona ljudi oboleti od ove bolesti (14). U Srbiji 710000 ljudi ima dijabetes,
a to je ujedno i peti vodeéi uzrok smrti u nasoj zemlji. Cak 90% ovih pacijenata boluje
od dijabetesa tip 2, a zbog blagih simptoma bolesti tre¢ina njih 1 ne zna da su oboleli
(110).

Dijabetes 1 KVS oboljenja su uzrocnici visSe od 70% smrtnih slucajeva u svetu
(104, 128). Svake godine broj obolelih od dijabetesa tip 1 (prema prethodnoj
klasifikaciji oznaCen kao insulin zavisni dijabetes) poraste za 3% (127). Ovaj tip
dijabetesa je hroni¢na autoimunska bolest koja pogada decu u najranijem uzrastu (129).
Javlja se naglo, Cesto i1 kod zdravih 1 vitkih ljudi (126, 129).

Najcesca forma dijabetesa je tip 2 (prema prethodnoj klasifikaciji oznacen kao
insulin nezavisni dijabetes), jer devetoro od deset ljudi ima upravo ovaj tip dijabetesa
(130, 131). Dijabetes tip 2 je progresivna bolest, koja sve viSe pogada mlade i osobe
izmedu 35. i 64. godine. KarakteriSe se dugim asimptomatskim predijabetesnim
stanjem, koje moZe da traje godinama (126, 130, 131). Za njegov nastanak su, pored
starenja populacije, uglavnom odgovorni nepravilna ishrana, sedentarni nacin Zivota i
nasledna osnova (124, 126-128). Povecana prevalencija dijabetesa kod radno aktivnog
stanovniStva, zbog dugotrajnog toka bolesti 1 propratnih komplikacija povecava
troSkove lecenja (110, 125, 130, 131).

Kod pacijenata sa dijabetesom tip 2 rizik za nastanak NAFLD je izuzetno veliki.
Stavise, u ovih osoba zabeleZen je porast mortaliteta usled razvoja ciroze jetre (3, 19,
132).

Prevalencija NAFLD i NASH .- Prevalencija NAFLD se razlikuje u zavisnosti od
dijagnosticke procedure, godina starosti, pola i etnicke pripadnosti ispitanika, kao i
geografskog podrucja 1 nacina ispitivanja (populacione ili klinicke studije) (4, 21, 89,
90, 121, 123).

Globalno posmatrano, prevalencija NAFLD se krece u opsegu od 4% do 46% (89,
123). Procenjuje se da 11-46% odraslog stanovniStva u Severnoj Americi boluje od ove

bolesti (121). Tako je u SAD prevalencija NAFLD u populaciji Hispanoamerikanaca
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najveca 1 iznosi 45%, u belaca je 33%, dok je najniza u Afroamerikanaca (24%) (121).
Procenjuje se, takode, da u proseku svaki Cetvrti odrasli stanovnik u Evropi ima
NAFLD (4-49%) (121). Pri tom, prevalencija varira od regiona do regiona (najniZa je u
Rumuniji /8%/, a najviSa u Grckoj /45%/) (4). Pored toga, prevalencija NAFLD je u
porastu i na ostalim kontinentima (u JuzZnoj Americi je 27-35%, u Aziji je 15-44% i u
Africi je 9-20% ) (121). U Australiji je NAFLD ustanovljena kod 12.8% adolescenata
(16.3% devojaka 1 10.1% mladic¢a) (90).

Prevalencija NAFLD je veca u gradovima i ostalim industrijskim zonama u
odnosu na ruralnu sredinu (4, 121). Do porasta prevalencije NAFLD dovodi i starenje
(90, 123). Takode, muskarci ceS¢e boluju od ove bolesti u odnosu na Zene (90, 123). S
tim u vezi, nedavno je objavljen podatak da je prevalencija NAFLD u muskaraca 30-
40%, a u zena 15-20% (19). Tako je, na primer, prevalencija NAFLD 35% u Holandana
starijih od 76 godina (90). S druge strane, kod dece je prevalencija 3-10%, pri cemu je
ova bolest dvostruko ¢eSc¢a kod decaka (121). Nasuprot tome, NAFLD koja je prisutna u
7% normalno uhranjenih osoba, ¢eSc¢e se javlja u Zena u poredenju sa muskarcima (21).
Uz to, u Japanu, u =zdravih normalno uhranjenih davalaca tkiva jetre
prevalencijaNAFLD je iznosila 17.9%, dok je u SAD, u ispitivanoj grupi donora tkiva
jetre, koji su takode bili zdravi i normalno uhranjeni, prevalencija ove bolesti bila
priblizno dvostruko veca (34%) (123).

Kao §to je ve¢ pomenuto, prevalencija NAFLD zavisi 1 od dijagnostickih metoda
koje se koriste u njenoj proceni. Shodno tome, primenom ultrasonografije procenjeno je
da se prevalencija NAFLD kreée u opsegu od 17% do 46%, dok uz pomoé 'H-MRS
njena vrednost iznosi 31% (121).

Podaci koji se odnose na epidemioloSke karakteristike NASH su oskudni.
Pretpostavlja se da 3-5% ljudi na svetu boluje od NASH (4, 121, 123). Pretpostavlja se,
takode, da priblizno isti procenat stanovniStva SAD ima ovu bolest (4). Osim toga,
procenjuje se da je prevalencija NASH u pacijenata sa NAFLD veca od 59.1% (121).

Gojaznost, dijabetes melitus tip 2, MS, kao 1 njegove pojedinacne komponente su
najznacajniji faktori rizika za nastanak i razvoj NAFLD, koji umnogome povecavaju
prevalenciju NAFLD i NASH (1-4, 19-21, 89, 90, 121).

Incidencija NAFLD i NASH.- Ne postoje precizni podaci o incidenciji NAFLD,

Sto je delimi¢no posledica €injenice da je NAFLD uglavnom ,tiha* bolest (4). Na
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osnovu ultrazvuénog pregleda abdomena, incidencija NAFLD se godiSnje krece u
opsegu od 20 do 86 slu¢ajeva na posmatranih 1000 ljudi, dok njena vrednost iznosi 34
slu¢aja godi$nje kada se isti broj ispitanika pregleda uz pomoé 'H-MRS (21). Uz to,
smatra se da su gojaznost, IR, sedentarni nain Zivota i nepravilna ishrana narocito
odgovorni za povecanje incidencije NAFLD do 40% kod stanovnika Zapadne Zemljine
hemisfere (123). Sli¢na situacija se uoc€ava i u Africi, Aziji, Australiji, Srednjem Istoku 1

Latinskoj Americi (120, 121, 123).

1.5. PATOGENEZA NAFLD

Kao Sto je prethodno ve¢ istaknuto, NAFLD ne prestaje da pobuduje
interesovanje nau¢nika. Do sada je najSire bila prihvacena ,hipoteza dva udara”, prema
kojoj IR i de novo sinteza SMK predstavljaju klju¢ne mehanizme u razvoju NAFLD.
Najpre, IR u masnom tkivu povecava lipolizu i dopremanje SMK u jetru, a takode utice
i na porast de novo sinteze masnih kiselina u heptocitima (133). Tako, u prvom udaru
dolazi do steatoze (akumulacije TG u hepatocitima), koja povecava osetljivost tkiva
jetre na oStecenje, do koga dovodi drugi udar. U tom smislu, drugi udar podrazumeva
sinergisticko dejstvo razli¢itih faktora koji aktiviraju inflamatornu kaskadu i
fibrogenezu. Na taj nacin dolazi do dalje progresije bolesti u steatohepatitis 1 fibrozu
jetre. Do drugog udara dovode oksidativni/nitrozativni stres, mitohondrijalna
disfunkcija, lipotoksi¢nost, proinflamatorni citokini, kao i disbalans u produkciji
adipokina (133). Ova hipoteza je u velikoj meri podrZzana animalnim modelima
gojaznosti (leptin deficijentni ob/ob miSevi, i dr.) sa karakteristicno izrazenom
akumulacijom TG u hepatocitima, koja tek nakon dejstva faktora drugog udara dovodi
do progresije u steatohepatitis i1 fibrozu jetre (134). DosadaSnja istraZivanja jasno
ukazuju da SMK imaju direktnu ulogu u oSete¢enju hepatocita, $to je vremenom dovelo
do modifikacije ove teorije. U toku gojaznosti, kao 1 u toku IR, postoji povecano
dopremanje SMK u jetru, gde podleZu procesu [-oksidacije ili esterifikacije sa
glicerolom, grade¢i TG (135). Poznato je da SMK ispoljavaju direktan toksian efekat,
povecavajuci intenzitet oksidativnog stresa i aktivaciju inflamatornih puteva u celiji.
Shodno tome, akumulacija TG u hepatocitima moZe biti protektivni mehanizam, kojim
se spreCavaju toksi¢ni efekti neesterifikovanih SMK (135). U meduvremenu, istraZeni

su 1 novi faktori od znacaja za progresiju NAFLD. Tako je uveden termin ’’tre¢i udar’’,
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kojim se oznaCava neadekvatna proliferacija hepatocita (135). U fizioloSkim uslovima,
nekroza hepatocita stimuliSe proliferaciju zrelih hepatocita, u cilju odrZavanja strukture 1
funkcije jetre (135). Medutim, oksidativni stres, kao centralna patobiohemijska
karakteristika ove bolesti, inhibira proliferaciju zrelih hepatocita, dovode¢i do
ekspanzije populacije progenitorskih (ovalnih) celija, koje imaju sposobnost
diferentovanja u Celije slicne hepatocitima (135). Porast broja oba tipa celija je u
pozitivnoj korelaciji sa postojanjem fibroznih promena u jetri (135). Osim toga, smatra
se da aktivacija ovih ¢elija moze imati ulogu u hepaticnoj kancerogenezi (135). Imajuci
u vidu da razvijeni stadijumi bolesti (fibroza/ciroza jetre) u velikoj meri zavise od
efikasnosti regeneracije hepatocita, odumiranje hepatocita 1 neadekvatna proliferacija

hepatocitnih progenitora su oznaceni kao *’tre¢i udar’” u patogenezi NAFLD (135).

Novija saznanja omogucila su bolje razumevanje sloZenih etiopatogenetskih
mehanizama humane NAFLD. Kako prethodna hipoteza ne objasnjava u potpunosti sve
molekularne 1 metaboli¢ke promene koje nastaju u toku ove bolesti, u poslednje vreme
je sve viSe u literaturi zastupljena ,,hipoteza visestrukih udara” (136). Ova hipoteza, kao
Sto je ve¢ prethodno istaknuto, zasniva se na viSestrukim udarima koji deluju
sinergisticki kod genetski predisponirane osobe. Ovi udari podrazumevaju IR, hormone

masnog tkiva, proinflamatorne citokine,
nutritivne faktore, uticaj crevne mikroflore, kao i1 genetske i epigenetske faktore (136).

1.5.1. Uloga insulinske rezitencije u patogenezi NAFLD
Danas se smatra da NAFLD predstavlja hepaticnu manifestaciju MS (133). MS

predstavlja udruZenu pojavu intolerancije glukoze, arterijske hipertenzije, dislipidemije,
centralnog (abdominalnog /visceralnog/) tipa gojaznosti, kao 1 postojanje drugih
metabolickih poremecaja u €ijoj se osnovi nalazi IR. Ovaj sindrom odlikuje celijski
defekt dejstva insulina, tj. insulin usled neadekvatne intracelularne signalne transdukcije
ne ostvaruje svoje bioloSke efekte. U takvim uslovima, IR u kombinaciji sa posledicnom
hiperinsulinemijom izaziva brojne metaboli¢ke poremecaje, koji imaju klju¢nu ulogu u
nastanku, kako steatoze, tako i steatohepatitisa (135). Primeceno je da pacijenti koji
imaju steatozu ili NASH u odsustvu DM tip 2, imaju smanjenu insulinsku senzitivnost
(137, 138). IR ima vrlo znacajnu ulogu u nastanku steatoze 1 njenoj progresiji u NASH,

jer je u direktnoj vezi sa razvojem lipotoksi¢nosti, oksidativnog stresa i1 aktivacije
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inflamatorne kaskade (139). S tim u vezi, smatra se da je IR u toku NAFLD primarni
metabolicki poremecaj, koji je kod ovih pacijenata prisutan nezavisno od komorbiditeta
(gojaznosti 1 DM tip 2), Sto je pokazano kod normalno uhranjenih pacijenata sa NAFLD
koji nisu imali dijabetes (140).

IR, kako na receptorskom nivou (sniZena autofosforilacija tirozina), tako i na
postreceptorskom nivou (smanjeno preuzimanje glukoze 1 smanjeno stvaranje
sekundarnih glasnika), bitno doprinosi nastanku poremecaja metabolizma (disglikemije,
dislipidemije, gojaznosti, DM tip 2 i NAFLD) (141, 142). Ona moZe biti periferna
(smanjeno insulinom posredovano preuzimanje glukoze u skeletne miSi¢e 1 masno
tkivo) 1 hepati¢na (nemogucnost insulina da smanji produkciju glukoze u jetri) (143).
Vazno je napomenuti da oboleli od NAFLD pokazuju znacajan stepen IR na nivou
miSica, koji se ispoljava neadekvatnim preuzimanjem glukoze. Uz to, na nivou jetre IR
smanjuje sposobnost insulina da inhibira hepati¢nu glukoneogenezu i glikogenolizu.
Osim toge, IR u masnom tkivu povecava intenzitet lipolize, dovode¢i do porasta

koncentracije cirkuliSu¢ih SMK (144).

Insulin svoje efekte (povecan transport glukoze u celije, inhibicija lipolize,
stimulacija sinteze proteina, povecan aktivni transport aminokiselina, i dr.) ostvaruje
vezivanjem za isulinske receptore na celijskim membranama insulin zavisnih tkiva.
Nakon toga, dolazi do autofosforilacije tirozinskih rezidua B-subjedinice receptora, t;j.
aktivacije tirozin kinaze. Na taj naCin aktiviraju se signalni putevi, oznaceni kao PI-3K
(signalni put fosfatidil-inozitol-3 kinaze) i MAP (mitogen aktivirani signalni put protein
kinaze). Shodno tome, aktivirani insulinski receptor vrSi aktivaciju IRS-1/2/3/4
(supstrati za insulinski receptor). Poznato je da IRS-1 ima glavnu ulogu u procesu
sinteze glikogena u skeletnim miSi¢ima, dok IRS-2 uglavnom posreduje u efektima

insulina u glukoneogenezi i glikogenezi u jetri (143, 145).

U stanjima koja su pracena pojavom IR, aktivnost MAP kinaze je o¢uvana, dok je
PI-3K put blokiran usled fosforilacije serinskih rezidua IRS-1 i insulinskog receptora
(146). Uprkos tome S$to je potvrdena povezanost IR i NAFLD, i dalje ostaje nejasno da
li IR uzrokuje povecanu akumulaciju TG u jetri, ili povecanje TG ¥ili njihovih
metabolita doprinosi razvoju hepatic¢ne i sistemske IR (147, 148). U svakom slucaju,
NAFLD 1 NASH predstavljaju dve najzastupljenije bolesti jetre povezane sa IR (149).
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Brojni ¢inioci mogu da remete signalnu kaskadu insulina 1 time olakSaju nastanak IR 1
NAFLD (SMK, faktor tumorske nekroze-o /TNF-o, engl. tumor necrosis factor-al,
nuklearni faktor kapa B /NF-kB/, ceramidi, jun-N-terminalna kinaza-1/JNK-1/,
supresori citokinske signalizacije /SOCS, engl. suppressor of cytokine signalling/ i
citohromni enzimski sistem CYP2EI) (135, 150). Pokazano je da u stanjima IR,
hiperinsulinemija dovodi do ushodne regulacije transkripcionog faktora za SREBP-1c
(engl. sterol regulatory element-binding protein-1c), koji ima klju¢nu ulogu u regulaciji
gena ukljucenih u de novo lipogenezu (135). Osim toga, hiperinsulinemija dovodi i do
inhibicije B-oksidacije masnih Kkiselina, $to dalje doprinosi akumulaciji masti u

hepatocitima 1 nastanku NAFLD (150).

1.5.2. Mehanizam akumulacije TG u hepatocitima

S obzirom da u fizioloSkom smislu jetra ne predstavlja depo masti, koli¢ina TG u
hepatocitima je normalno niska (151). Jedna od klju¢nih karakteristika NAFLD je
akumulacija TG, koji u hepatocitima nastaju esterifikacijom SMK sa glicerolom.
Lipoliza u masnom tkivu (hidroliza TG u adipocitima do SMK 1 glicerola), dijetarne
masti i de novo lipogeneza koja se odvija u hepatocitima, predstavljaju glavne izvore
SMK u jetri (152). SMK koje se nalaze u hepatocitima podleZu procesu B-oksidacije ili
se reesterifikuju do TG 1, potom, dalje sekretuju u formi lipoproteinskih Cestica veoma
male gustine (VLDL, engl. very low density lipoproteins) (152). Shodno tome,
akumulacija TG u hepatocitima nastaje usled povecanog dopremanja SMK, povecanja
de novo sinteze MK, smanjene sekrecije VLDL iz hepatocita ili smanjenja intenziteta [3-
oksidacije (152). U cilju utvrdivanja znacaja svakog od ova tri izvora SMK u patogenezi
NAFLD, Donnelly je sa svojim saradnicima koristio viSestruko stabilnu izotopsku
metodu. kojom je utvrdeno da 60% sadrzaja TG u hepatocitima nastaje esterifikacijom
SMK iz masnog tkiva, 26% od de novo lipogeneze i 15% su dijetarne SMK (153).
Nasuprot tome, kod zdravih ispitanika de novo lipogeneza ucestvuje sa manje od 5% u
formiranju hepati¢nih TG (154). Kod zdravih osoba, u periodu izmedu obroka, lipoliza
u masnom tkivu dovodi do oslobadanja neesterifikovanih SMK, ¢ija koncentracija u
plazmi raste, tako da ih tkiva koriste kao izvor energije. Takode, ove SMK jetra Koristi i
u procesu glukoneogeneze. Nasuprot tome, nakon obroka pankreas poveceva sekreciju
insulina, povecavajuéi intenzitet lipogeneze, i inhibirajuci pri tom lipolizu i B-oksidaciju

SMK u mitohondrijama (135). Na taj naCin stimuliSe se koriS¢enje glukoze kao
26



energetskog izvora, smanjuje se koriS¢enje SMK 1 omoguc¢ava njihovo deponovanje u
masnom tkivu (135). Kao posledica IR, smanjuje se inhibitorni uticaj insulina na
lipolizu u masnom tkivu i povecava koncentracija SMK u cirkulaciji (135). Imajuéi u
vidu znacajnu lipoliticku 1 metaboliCku aktivnost visceralnog masnog tkiva, SMK koje

ovo masno tkivo oslobada odlaze direktno do jetre putem portne cirkulacije (155).

SMK, koje hapatociti reesterifikuju u TG, poticu iz plazme, ili ih hepatociti sami
sintetiSu iz nelipidnih prekursora u procesu de novo lipogeneze (151). Smatra se da de
novo lipogeneza ima znaCajnu ulogu u razvoju steatoze, s obzirom da ucestvuje u
nastanku 26% hepaticnih TG u toku NAFLD (151). Glavni prekursori u procesu de
novo lipogeneze su glukoza, aminokiseline i1 etanol. Naime, njihovim katabolizmom
nastaje acetil-koenzim A (acetil-CoA), zbog ¢ega su ovi prekursori pogodni za sintezu
masnih kiselina u toku intermedijernog metabolozma (156). U toku glikolize, glukoza
se konvertuje u piruvat, koji se dalje procesom oksidativne dekarbiksilacije prevodi u
acetil-CoA. U sledec¢em koraku, iz acetil-CoA nastaje malonil-CoA pod katalitickim
dejstvom acetil-CoA karboksilaze (ACC). Sintaza masnih kiselina (FAS, engl. fatty acid
synthase ) koristi malonil-CoA kao supstrat u procesu sinteze palmitinske kiseline. Tako
nastala palmitinska kiselina se dalje procesom elongacije 1 desaturacije, uz pomoc¢
elongaze dugolancanih masnih kiselina 6 (ELOVL6, engl. long chain fatty acid
elongase 6) i stearoil-CoA desaturaze 1 (SCD1) prevodi u mononezasi¢ene masne
kiseline, koje zatim predstavljaju glavne supstrate u procesu sinteze hepaticnih TG
(151). IR udruZena sa hiperinsulinemijom dovodi do ushodne regulacije SREBP-1c, koji
je kljucni transkripcioni faktor regulacije de novo lipogeneze, kao i inhibicije [-
oksidacije, ¢ime se stimuliSe dalja akumulacija TG u hepatocitima (135). Proces
lipogeneze je kontrolisan na transkripcijskom nivou. U toku IR, kao 1 u
postprandijalnom periodu, dolazi do porasta koncentracije glukoze i insulina u plazmi,
pri cemu obe ove komponente stimuliSu proces de novo lipogeneze (151). Glukoza i
insulin stimuliSu lipogenezu aktivacijom transkripcionih faktora, ChREBP (engl.
carbohydrate responsive element-binding protein) i SREBP-1c. Oba ova transkripciona
faktora potom pokrecu proces transkripcije lipogenih gena, vezuju¢i se za nuklearni
receptor, odnosno specificnu nukleotidnu sekvencu (respondivni element) u
promotorskom regionu velikog broja gena (151). Stim u vezi, vezivanje liganda dovodi

do konformacione promene nuklearnog receptora, Sto rezultuje koordinisanom
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disocijacijom korepresora i angazovanjem koaktivacijskih proteina u cilju odvijanja
procesa transkripcije. SREBP-1c je transkripcioni faktor koji podstice ekspresiju
lipogenih gena, ukljucujuci gene za FAS, ACC 1 SCDI1 (157). Postoje razli¢ite izoforme
SREBP. Tako su SREBP-1c i SREBP-2 su izrazito eksprimirani u jetri, dok SREBP-1a
ima veoma nizak nivo ekspresije u jetri odraslih miSeva, pacova 1 ljudi (157). SREBP-
Ic je predominantna forma u jetri, ukljuena u regulaciju transkripcije gena koji
kontroliSu de novo lipogenezu, dok SREBP-2 ima znacajniju ulogu u procesu biosinteze
i metabolizma holesterola. SREBP-1a, koja je neznatno zastupljena u jetri, takode
reguliSe lipogenezu 1 metabolizam holesterola (157). Transkripciju SREBP-1c mogu da
pokrenu insulin 1 LxRa (transkripcioni faktor koji deluje kao senzor holesterola) (157).
Insulin stimuliSe transkripciju SREBP-1c preko joS uvek nedovoljno objasnjenog PI3K-
zavisnog mehanizma, uz ucesce hepaticnog X receptora (LXR, engl. liver X receptor).
LXR je nukleusni hormonski receptor ukljucen u regulaciju homeostaze holesterola, ¢iju
aktivaciju podsticu oksisterolski metaboliti holesterola. Nakon aktivacije ovog
nukleusnog hormonskog receptora, dolazi do njegove heterodimerizacije sa retinoidnim
X receptorom (RXR), pri ¢emu se stimuliSe ekspresija gena od kljunog znacaja za
katabolizam 1 eliminaciju holesterola. LXRa je najzastupljenija izoforma u jetri, 1
ujedno veoma potentan aktivator SREBP-1c, ¢ijim posredstvom insulin u najvecoj meri
stimuliSe hepaticku lipogenezu (151). Pored insulina i glukoza stimuliSe de novo
lipogenezu, prvenstveno preko proteina koji vezuje ChREBP. Osim toga, utvrdeno je da
je ChREBP direktna meta za LXR, koji je znacCajan regulator lipogenih puteva, u sklopu
transkripcione kontrole SREBP-1c. Poznato je da su oksisteroli ligandi za LXR.
Takode, utvrdeno je da glukoza moZe da aktivira ovaj receptor, i time indukuje
ekspresiju ChREBP 1 drugih gena ukljucenih u proces hepaticke lipogeneze (157). U
uslovima hiperglikemije raste hepaticka koncentracija fosforilisanih intermedijera koji
aktiviraju ChREBP, §to zatim dovodi do njegovog vezivanja za promotore gena u formi
heterotetramera zajedno sa MIx (engl. Max-like protein X). ChREBP ne uti¢e samo na
ekspresiju enzima glikolize i lipogeneze kao predisponirajuci faktor razvoja steatoze,
ve¢ 1 na glukokinazni regulatorni protein, koji inhibira preuzimanje glukoze u jetru.
Indukcija transkripcije ovog gena ispoljava se kao hepaticna glukozna intolerancija ili

hepati¢na IR (157).
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Razvoju steatoze doprinosi 1 smanjenje intenziteta oksidacije SMK. Osim
insulina, znacajan faktor koji reguliSe proces oksidacije SMK je i PPAR (engl.
peroxisome proliferator activated receptor). Postoje razli¢ite izoforme PPAR. Tako, na
primer, u hepatocitima se preko PPAR-a vr§i kontrola gena koji su vazni za transport
lipida i njihovu oksidaciju. Poznato je, takode, da se u adipocitima posredstvom PPAR-
v odvija kontrola lipogeneze, deponovanja lipida i diferencijacije masnih celija (158).
Vazno je napomenuti da se PPAR-a nalazi 1 u vaskularnim glatkim miSi¢nim celijama,
dok se u endotelnim ¢elijama i makrofazima nalaze oba tipa PPAR, a i B, Sto je od
znacaja za ispoljavanje endotelne disfunkcije (smanjena produkcija azot monoksida
/NO/, povecano stvaranje endotelina-1 /ET-1/ i tromboksana A, /TXA,/ 1 smanjena
fibrinoliti¢ka aktivnost usled poviSenog nivoa inhibitora aktivatora plazminogena-1
/PAI-1, engl. plasminogen activator inhibitor-1/) (159). PPAR-a u jetri ima klju¢nu
ulogu u metabolizmu SMK, kao stimulator ekspresije gena ukljuenih u
mitohondrijalnu i1 peroksizomalnu oksidaciju SMK, §to posledicno smanjuje hepati¢ni
depo TG (157). PPAR-o formira heterodimer sa RXR, koji se zatim vezuje za specifi¢ne
DNK sekvence, poznate kao PPREs (engl. peroxisome proliferator response elements).
Ovaj transkripcioni kompleks, potom, stimuliSe ekspresiju gena koji promoviSu
oksidaciju SMK. Osim toga, utvrdeno je da PPAR-a direktno stimuli§e produkciju
fibroblastnog faktora rasta 21 (FGF21, engl. fibroblast growth factor 21). FGF21 se
sintetiSe u jetri i oslobada u cirkulaciju, tako da deluje kao hormon, stimuliSu¢i
oksidaciju SMK, ketogenezu i glukoneogenezu u periodu gladovanja (160).

Jetra sintetiSe VLDL cestice, koje zatim odlaze do perifernih tkiva (prvenstveno
skeletnih miSi¢a, masnog tkiva i sréanog miSica), u kojima sluze kao izvor TG. VLDL
je nosa¢ TG, koji se sastoji iz hidrofobnog jezgra, izgradenog najve¢im delom od TG i
estara holesterola. Svaka VLDL cestica je stabilizovana apolipoproteinom B 100 (ApoB
100). ApoB 100 je dugolancani polipeptid, koji se u lumenu endoplazmatskog
retikuluma (ER) povezuje sa lipidima, uz pomo¢ mikrozomalnog trigliceridnog transfer
proteina (MTP). Takve nascentne VLDL cestice se dalje vezikulama dopremaju do
GoldZijevog aparata, gde u potpunosti sazrevaju. Zrele VLDL Ccestice sekretuju se
egzocitozom u Diseove (Diss) prostore, odakle dospevaju do hepaticnih sinusouda i
sistemske cirkulacije (161). U perifernim tkivima, VLDL podleze hidrolizi pod

dejstvom lipoproteinske lipaze (LPL), pri ¢emu nastaju lipoproteini srednje gustine
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(IDL, engl. intermediate density lipoproteins) i lipoproteini male gustine (LDL, engl.
low denstity lipoproteins) (151). Insulin ima znacajnu ulogu u regulaciji intenziteta
produkcije VLDL, stimuliSu¢i degradaciju ApoB 100 mehanizmom koji ukljucuje
autofagiju (162). Osim toga, insulin negativno deluje na ekspresiju MTP, te se, stoga,
sveukupni neto efekat insulina ispoljava smanjenjem postprandijalne sekrecije VLDL
(162). Time se omogucava perifernim tkivima da u ve¢oj meri koriste hilomikrone koji
sadrze egzogene TG. U uslovima IR, PI-3K put je blokiran, pri cemu ushodna regulacija
SREBP-1c smanjuje sintezu VLDL cestica (151). Poremecaji sinteze MTP 1 ApoB 100,
1 sekrecije VLDL su dodatni potencijalni mehanizmi koji smanjuju sposobnost
hepatocita da sekretuju lipide, doprinoseci na taj nacin hepatickoj akumulaciji TG (135).

U toku postprandijalnog perioda, hepaticka -oksidacija je suprimirana
antilipolitickim dejstvom insulina, Sto smanjuje dopremanje SMK u jetru. Osim toga,
insulin dovodi do olakSane de novo lipogeneze posredstvom SREBP-1c aktivirane ACC
(151). Malonil-CoA, koji nastaje dejstvom ACC, inhibira aktivnost Kkarnitin
palmitoiltransferaze 1 (CPT1), Sto zatim smanjuje ulazak SMK u mitohondrije 1
redukuje intenzitet B-oksidacije (151). Budu¢i da je IR pracena neadekvatnom
supresijom lipolize u masnom tkivu, koli¢ina SMK koje se dopremaju do jetre
prevazilazi kapacitet njihove p-oksidacije u mitohondrijama. Prekomerna produkcija
acetil-CoA dovodi do intenziviranja ciklusa trikarbonskih kiselina 1 povecanog
dopremanja elektrona do respiratornog lanca, ¢ime se povecava stvaranje slobodnih

radikala (157).

1.5.3. Uloga masnih kiselina i lipotoksi¢nosti

U fizioloSkim uslovima insulin inhibira oslobadanje SMK iz adipocita. Najveci
depo energije u organizmu nalazi se u obliku TG u masnom tkivu. U endotelu kapilara
LPL hidrolizuje TG iz cirkuliSucih hilomikrona 1 VLDL do glicerola i SMK, koje zatim
preuzimaju adipociti i reesterifikuju u TG. Medutim, u slu¢aju nedostatka energije,
deponovani TG se hidrolizuju do SMK 1 glicerola, pod katalitickim uplivom hormon
senzitivne lipaze (HSL). Glukagon, adrenalin, noradrenalin, adrenokortikotropni
hormon (ACTH), tireostimuliSu¢i hormon (TSH) i hormon rasta aktiviraju HSL, dok
insulin suprotno deluje na ovaj enzim, tako da u uslovima IR izostaje insulinom

posredovana lipoliza u masnom tkivu. ViSak SMK, koji na ovaj naCin nastaje,
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transportuje se cirkulacijom do skeletnih miSic¢a i jetre. U jetri se, potom, vrSi oksidacija
jednog dela SMK, dok se preostali njihov sadrzaj reesterifikuje u TG, koji se potom u
sastavu VLDL cestica sekretuju u cirkulaciju. Medutim, sav viSak TG, koji ne mozZe
ovim putem da se eliminiSe, ostaje u hepatocitima, doprinoseci nastanku steatoze (153).
Pokazano je da pogorSanju insulinske senzitivnosti doprinose depoi TG ektopicno
locirani u skeletnim miSi¢ima i jetri, i adipocitokini (interleukin-6 /IL-6,/, TNF-q, idr.),

koji smanjuju osetljivost jetre i skeletnih miSic¢a na insulin (163).

SMK u cirkulaciji su vezane za albumine, dok su intracelularne SMK vezane za
odgovarajuce proteine (FABPs, engl. fatty acid binding proteins), koji preuzimaju SMK
u hepatocitima, adipocitima i enterocitima (164). FABPs sluZe kao intracelularni kanali
za dopremanje SMK enzimima, koji ih, potom, koriste kao supstrate (165). Poznato je,
takode, da je celijsko preuzimanje dugolanCanih neesterifikovanih masnih kiselina
olakSano 1 prisustvom proteina koji su udruzZeni sa ¢elijskom membranom, kao Sto su
translokaza masnih kiselina (FAT/CD36) i transportni proteini masnih kiselina (FATPs,
engl. fatty acid transport proteins). U ljudi, FATPs predstavljaju homologu porodicu
proteina (FATP1-6) sa specifiénim karakteristikama ekspresije. Smatra se da FATP1 1
FATP4 imaju glavnu ulogu u masnom tkivu. Pokazano je da su u regulaciju
transkripcije FATP uklju¢eni molekuli koje u gojaznosti i1 stanjima IR moduliraju
potencijalni ligandi (insulin, PPAR, nativne 1 oksidacijski modifikovane lipoproteinske
Cestice, medijatori inflamacije i citokini). Utvrdeno je da je ekspresija pojedinih
specificnih proteina koji u€estvuju u transportu SMK u masnom tkivu u korelaciji sa IR
1 gojaznosti, 1 da, posebno FATP4, ima ulogu u steenoj gojaznosti. Shodno tome,
FATP4 bi mogao biti veoma atraktivan cilj za medikamentoznu prevenciju 1/ili terapiju

gojaznosti (166).

Dugo se smatralo da je akumulacija lipida u hepatocitima zapravo pocetak
NAFLD. Medutim, novija saznanja ukazuju da je akumulacija TG u hepatocitima
adaptivni, protektivni mehanizam koji Stiti hepatocite od formiranja toksicnih lipidnih
medijatora. NezZeljeni efekti povecane akumulacije SMK u razliitim organima i tkivima
su oznaceni terminom lipotoksi¢nost (167). Ovaj termin obuhvata celijsko oStecenje i
smrt Celija, koji nastaju dejstvom SMK, njihovih metabolita i TG. Mehanizmi

toksi¢nosti SMK su raznovrsni, imaju¢i u vidu da SMK mogu da daju veliki broj
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produkata koji se razlikuju po duZini lanca, mestu desaturacije, kao 1 cis 1 trans
konfiguraciji dvostrukih veza (167). Novija istrazivanja ukazuju da SMK 1 njihovi
metaboliti (fosfatidicna i lizofosfatidiéna kiseilna, ceramid i diacilglicerol /DAG/)
dovode do lipotoksicnog oStecenja hepatocita, razvojem stresa ER, pokretanjem
mehanizama apoptoze, inflamacije i pogorSanjem stepena IR (168). Jo§ je Randle sa
svojim saradnicima 1963. godine utvrdio povezanost viska intracelularnih SMK,
metabolizma glukoze i1 IR, pri ¢emu intracelularna akumulacija metabolita SMK
smanjuje insulinom posredovano preuzimanje glukoze. Naime, povecano oslobadanje
SMK prati porast njihove B-oksidacije, Sto inhibitorno deluje na glikolizu. Zbog
intenzivnije PB-oksidacije dolazi do porasta acetil-CoA/CoA odnosa, kao i odnosa
izmedu nikotinamid adenin dinukleotida u redukovanom (NADH) i oksidovanom
obliku (NAD") u mitohondrijama, $to posledi¢no dovodi do inaktivacije piruvat
dehidrogenaze. Na taj naCin spreCava se konvertovanje piruvata u acetil-CoA, pa
nakupljanje citrata inhibira fosfofruktokinazu, koja ima kljuénu ulogu u procesu
glikolize. Shodno tome, akumulira se glukozo-6-fosfat, koji zatim inaktivira
heksokinazu 2, dovodec¢i do smanjenog preuzimanja glukoze u ¢elije (169). Osim toga,
porast koncentracije SMK u celijama dovodi do povecanja koncentracije njihovih
metabolita (DAG, acil-CoA i ceramida), koji u slede¢em koraku aktiviraju serin/treonin
kinaze, ¢ime se fosforiliSu ostaci serina i tirozina na IRS-1 i IRS-2. Time se smanjuje
sposobnost IRS da aktivira PI-3K, Sto dodatno redukuje transport glukoze u ¢elije (170).
Pove¢an influks SMK u hepatocite onemogucava insulin da smanji hepaticku
produkciju glukoze. Ustanovljeno je da porast koncentracije DAG dovodi do aktivacije
protein kinaze C (PKC), ¢ime se smanjuje kinazna aktivnost insulinskog receptora.
Shodno tome, smanjuje se fosforilacija tirozinskih rezidua IRS-2, Sto dalje redukuje PI-
3K aktivnost, dovode¢i do smanjenja aktivnosti glikogen sintaze, i samim tim,
smanjenog preuzimanja glukoze u jetri. StaviSe, izostanak supresivnog efekta insulina
na stvaranje glukoze u jetri povecava hepaticnu produkciju glukoze, Sto sveukupno

dovodi do porasta glikemije (170).

Hroni¢no izlaganje dugolanc¢anim SMK, u uslovima neefikasnog delovanja
insulina, omoguc¢ava ovim lipidnim molekulima da udu u toksi¢ne metabolicke puteve i
dovedu do programirane celijske smrti (lipoapoptoze) (166). Poznato je da zasi¢ene

SMK kao ligandi za TLR-4 (engl. toll-like receptor) mogu da dovedu do aktivacije
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kaskadnog mehanizma apoptoze (171). Apoptoza, to jest programirana celijska smrt,
predstavlja jedno od znacajnijih obeleZja NASH, koja se uoCava u uslovima
prekomernog nakupljanja lipida u celiji (lipoapoptoza). Kod pacijenata sa NAFLD,
intenzitet hepatocitne apoptoze korelira sa stepenom oStecenja jetre. Utvrdena je
pozitivna korelacija lipoapoptoze 1 AST/ALT odnosa koji je ve¢i od jedan, i intenziteta
hepaticke fibroze (172). Apoptozu reguliSe Bcl-2 proteinska familija u mitohondrijama.
Ova familija proteina obuhvata anitapoptotske proteine (Mcl-1 i Bcl-xL), proapoptotske
proteine (Bax i Bak), kao i biosenzore Celijske smrti u koje spadaju BH-3 proteini (Bim
1 Puma) (172). Apoptoza hepatocita moZe se aktivirati spoljasnjim i unutra$njim putem.
Spoljasnji put aktiviraju receptori smrti koji se nalaze na ¢elijskoj membrani, u koje
spadaju Fas, TNF-R1 (engl. tumor necrosis factor receptor 1) i TRAIL-Rs (engl. tumor
necrosis factor related apoptosis inducing ligand receptors). Vezivanjem liganada za
ove receptore pokrece se kaskada intracelularnih puteva koji zatim aktiviraju kaspaze
(172). Poznato je da SMK mogu da dovedu do ushodne regulacije receptora smrti,
narocCito Fas i TRAIL receptora 5, $to je potvrdeno kod pacijenata sa NASH (172). S
tim u vezi, povecanje ekspresije ovih receptora predstavlja potencijalno vaZan
mehanizam kojim SMK pokrecu mehanizam apoptoze hepatocita. Za razliku od
spoljaSnjeg apoptotskog puta, aktivaciju unutraSnjeg puta pokrece stres cCelijskih
organela (ER, lizozoma i mitohondrija). Nedavno je potvrdeno da zasi¢ene SMK
indukuju JNK-zavisnu lipoapoptozu aktivacijom proapoptotskih proteina Bim 1 Bax, $to

zatim dovodi do pokretanja mitohondrijalnog puta apoptoze (172).

1.5.4. Uloga ceramida

Ceramidi su sfingolipidi koji ucestvuju u izgradnji lipidnog dvosloja celijskih
membrana. Osim toga, u slucaju njihove prekomerne akumulacije u hepatocitima, oni
deluju kao signalni molekuli, doprinosec¢i razvoju IR (173). Imajuci u vidu da ceramidi
inhibiraju insulinsku signalizaciju i1 indukuju oksidativni stres 1 inflamaciju, danas se
smatraju znacajnim faktorom progresije ove bolesti (174).

Sinteza ceramida odvija se u ER, pri ¢emu su faktori koji mogu da povecaju
intenzitet sinteze ovih molekula povecena koncentracija serina u citoplazmi, oksidativni
stres 1 oksidovane LDL cestice (173). Ceramidi se sintetiSu iz palmitoil-CoA 1 serina uz

aktivnost serin palmitoil-CoA transferaze, 3-oksosfinganin reduktaze, ceramid sintaze i

33



dihidroceramid desaturaze (173). Imajuci prethodno iznete Cinjenice u vidu, vazno je
napomenuti i da dijeta bogata zasicenim SMK stimuliSe sintezu ceramida. Redoks status
u celiji takode utice na sintezu ceramida, putem glutationom (GSH) posredovane
inhibicije dihidroceramid desaturaze. Osim toga, ceramidi mogu uticati na ekspresiju

gena za proinflamatorne citokine aktivacijom NF-xB (173).

Ceramidi mogu nastati 1 hidrolizom sfingomijelina u celijskim membranama
posredstvom neutralne sfingomijelinaze (173). Bitno je napomenuti da u toku
inflamacije dolazi do porasta aktivnosti sfingomijelinaze. Nasuprot tome, GSH deluje
kao negativan modulator aktivnosti ovog enzima, tako da smanjenje koncentracije GSH
dovodi do porasta aktivnosti sfingomijelinaze (175). Ispitivanja sprovedena na ¢elijskim
kulturama pokazala su da IL-1P dovodi do porasta produkcije sfingomojelina i ceramida

u hepatocitima (173).

Gojazni miSevi sa steatozom imaju povecanu koncentraciju ceramida u jetri.
Inhibicija sinteze ceramida miriocinom dovodi do redukcije stepena makrovezikularne

steatoze, kao 1 sadrzaja TG u hepatocitima (173).

Ceramidi doprinose nastanku IR, prvenstveno naruSavanjem insulinske
signalizacije u jetri 1 skeletnim miSi¢ima. Pokazano je da ovi sfingolipidi u skeletnim
miSi¢ima smanjuju insulinsku senzitivnost redukuju¢i GLUT4 translokaciju 1
preuzimanje glukoze u celije. Sa druge strane, ceramidi u jetri deluju prevashodno
povecavajudi aktivnost serin kinaza (inhibitor kB kinaze-f /IxBk-p/ i JNK), za koje je

poznato da inhibiraju insulinski signalni put (173).

Nedavno je sugerisano da je jedan od potencijanih hepatoprotektivnih
mehanizama adiponektina posredovan smanjenjem koncentracije hepatinih ceramida.
Adiponektin je antiinflamatorni citokin, koji poboljSava insulinsku senzitivnost
inhibicijom glukoneogeneze i lipogeneze, kao 1 porastom intenziteta oksidacije SMK u
mitohondrijama hepatocita (176, 177). Uz to, adiponektin smanjuje nivo ceramida u
hepatocitima, dovode¢i do porasta aktivnosti ceramidaze, koja ceramid prevodi u
sfingozin-1-fosfat (173). Na ovaj naCin poboljSava se insulinska senzitivnost jetre, $to
ukazuje na potencijalne terapijske efekte adiponektinom posredovane modulacije

koncentracije ceramida (173).
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1.5.5. Uloga oksidativnog / nitrozativnog stresa i mitohondrijalne disfunkcije

Savremena istrazivanja ukazuju na znacajnu ulogu oksidativnog i nitrozativnog
stresa (OS, NS) u razvoju NAFLD (178, 179). Posebno je znacajna njihova uloga u
progresiji hepatocelularnog oStecenja, indukciji 1 progresiji inflamacije 1 fibroze (178).
Slobodni radikali su izrazito nestabilni i reaktivni atomi ili molekuli koji sadrze
nesparene elektrone u spoljasnjoj orbiti (179). Stvaranje slobodnih radikala je fizioloSki
proces povezan sa aerobnom prirodom celijskog metabolizma (179). Tokom normalnog
metabolizma celije stvaraju se slobodne kiseonicke (ROS, engl. reactive oxygen
species) 1 reaktivne azotne vrste (RNS, engl. reactive nitrogen species). U niskim
koncetracijama ROS 1 RNS imaju ulogu zastite Celije od razliCitih Stetnih uticaja,
uCestvuju u procesima digestije fagocitovanih Cestica, 1 posreduju u intracelularnoj
signalizaciji (179). Kao signalni molekuli ukljuceni su u procese regulacije celijske
transkripcije, proliferacije, maligne alteracije, kao 1 aktivacije programirane celijske

smrti (180).

Kada se poveca produkcija slobodnih radikala i time narusi redoks potencijal,
ispoljava se njihov negativan efekat, odnosno dolazi do OS. Usled povecanog stvaranja
slobodnih radikala i smanjenog kapaciteta antioksidativne zastite dolazi do poremecaja

,,yedoks homeostaze,"

kiselina (180). U toku NAFLD raste produkcija ROS, kao Sto su singlet kiseonik,

1 posledicnog oStecenja celijskih lipida, proteina 1 nukleinskih

superoksid anjon (02°_), vodonik peroksid (H,0,) i hidroksi radikal (OH—-). Hepatociti
poseduju sisteme antioksidativne zaStite za spreCavanje prekomernog porasta
koncentracije ROS 1 RNS, koji se u okviru normalnog celijskog metabolizma
neprekidno stvaraju i razgraduju. U Celijsku antioksidativnu zastitu su ukljuceni
razliciti enzimi (katalaza, superoksid dismutaza /SOD/, glutation peroksidaza, 1 dr.) 1

neenzimske bioloski aktivne materije (GSH, vitamini /A, C, E, idr./, i sl.) (180).

Kao §to je ve¢ prethodno naglaseno, u toku NAFLD dolazi do porasta produkcije
ROS 1 RNS, i poremecene funkcije antioksidativnih protektivnih mehanizama (133,
181). Glavni izvori slobodnih radikala su mikrozomalni enzimi oksidacije SMK
(naro€ito citohrom P4502E1 /CYP2EL/), lipooksigenazni i ciklooksigenazni signalni
putevi, mitohondrijalna disfunkcija, ksantin oksidaza, kao 1 porast intracelularne

koncentracije gvozda (Fe) (133). Osim toga, dodatni izvor ROS predstavljaju aktivirane
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Kupferove (Kupffer) ¢elije, kao i druge inflamatorne celije koje produkuju ROS usled
pojacane aktivnosti nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaze (133). U
mitohondrijama se odvijaju oksido-redukcioni procesi (oksidativna fosforilacija, f-
oksidacija SMK, i dr.), koje odlikuje stvaranje vece koli¢ine ROS (180). S tim u vezi, u
uslovima OS, mitohondrije postaju podloZne oksidativnom oStecenju, Sto posledicno
dovodi do njihove disfunkcije. Tom priliko iz ovih Celijskih organela u citoplazmu se
oslobada veca koli¢ina ROS, pa nastaje specifican zacarani krug (circulus vitiosus)
oksidativnog oStecenja hepatocita (182). Smatra se da su mitohondrijalna disfunkcija 1
inflamatorne Celije glavni izvor ROS u toku progresije jednostavne steatoze u NASH
(180). Osim toga, pokazano je da je kod miSeva hranjenih dijetom bogatom mastima
(HFD, engl. high fat diet) u jetri i masnom tkivu doslo do porasta ekspresije gena
odgovornih za povecanu produkciju pre pojave IR. To ukazuje da slobodni radikali
doprinose razvoju IR u toku primene HFD (183, 184). Budu¢i da su mitohondrije glavni
izvor ROS, u njima su razvijeni mehanizmi antioksidativne zaStite, kao Sto su GSH,

SOD i glutation peroksidaza (179).

U mitohondrijama i citoplazmi se nalazi O, , kojeg zatim SOD katalitickim
putem konvertuje u manje toksicnu ROS, H,0O,. U hepatocitima postoje dve izoforme
ovog enzima, manganSOD (MnSOD, prvenstveno prisutna u mitohondijama) 1
bakar/cinkSOD (Cu/ZnSOD, pretezno zastupljena u citoplazmi) (133). Disfunkcija
mitohondrija u znacajnoj meri doprinosi nastanku i razvoju OS, uglavnom usled izrazito
smanjene ekspresije mitohondrijalne DNK. Tako, nastaje redukcija aktivnosti
respiratornog kompleksa I, III, IV, 1 ATP-sintaznog kompleksa V, dovodeci do porasta
mitohondrijalne produkcije O, i HO; (179). Dodatni izvor O, je i ksantin oksidaza,
koja je u citosolu uklju¢ena u metabolicke procese razgradnje purina. Ovaj enzim
prevodi hipoksantin u ksantin, pa se ksantin dalje konvertuje u mokra¢nu kiselinu. U

oba ova koraka dolazi do redukcije kiseonika, pri ¢emu nastaje O,".

Aktivnost NADPH oksidaze predstavlja vazan izvor ROS. Razli¢ite izoforme
ovog enzima eksprimirane su u hepatocitima, stelatnim i Kupferovim ¢elijama, kao i u
mononuklearnim i polimorfonukearnim celijama inflamatornog inflitrata (179, 180).

Kataliti¢kim dejstvom ovog enzima dolazi do porasta produkcije O, i HO, (179).
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Mikrozomalni enzimi oksidacije SMK, koji su od znacaja za normalno odvijanje
metabolizma SMK, holesterola, Zuc¢nih kiselina, kao 1 katabolizam ksenobiotika
(CYP2EL, i dr), takode predstavljaju dodatni izvor ROS. U tom pogledu, CYP2E1 i
CYP4A imaju istaknutu ulogu u lipooksigenaciji dugolan¢anih SMK, ¢ime se sprecava
ispoljavanje njihovih potencijalno toksi¢nih efekata, pri ¢emu kao sporedni produkt
nastaju ROS (184). Aktivnost CYP2EI se povecava posredstvom razliitih faktora, kao
Sto su SMK, ketoni, etanol, IR, i dr. (184). Najveca aktivnost ovog enzima u toku
NAFLD uocena je u acinusnoj zoni 3, koja u suStini predstavlja primarno mesto
oStecenja parenhima jetre u NASH (184). IstraZivanja pokazuju da kod transgenih
miSeva sa prekomernom ekspresijom CYP2E1 dolazi do nishodne regulacije insulinskih

signalnih puteva, doprinoseci na taj nacin nastanku IR u toku NAFLD (185, 186).

Produkcija ROS je najcesce potpomognuta u¢es¢em redoks-aktivnih metala, koji
umnogome uti¢u na redoks status celije. U fizioloSkim uslovima mehanizmi regulacije
intracelularne koncentracije Fe onemogucavaju nakupljanje prekomerne koli¢ine
slobodnog Fe u ¢eliji (187). U in vivo uslovima u stanju OS, visak O, povecava
koncentraciju slobodnog Fe, oslobadajuci ga iz molekula koji ga sadrZe. Pokazano je da
O, mozZe da oslobodi Fe iz enzima koji sadrze 4Fe—4S grupu (familija dehidrataza-
liaza, i dr.) (119). Na taj na¢in, u uslovima intracelularnog OS O," ispoljava
oksidativno dejstvo na enzime koji sadrze 4Fe—4S grupu, olakSavajuci, pri tom,
nastanak OH- iz H,O,, §to posledi¢no dovodi do izdvajanja Fe** (187). Oslobodeno
Fe’* moZe da ucestvuje u Fentonovoj reakciji, stvarajuéi tim putem veoma reaktivni

OH-:
Fe* +H,0, — Fe** + «OH + OH-

Takode, O, ulestvuje u Haber-Vajsovoj (Heber-Weiss) reakciji, koja kombinuje
Fentonovu reakciju sa redukcijom Fe’* uz pomoé O,”, dajuéi, pri tom, Fe®" i

molekularni kiseonik (O,):

Fe’* + 02._ — Fe** + 0O,

Imajuéi u vidu da O,” ima sposobnost da daljim reakcijama stvara druge ROS,

neophodno je da se ovaj citotoksiCan oksidacijski agens Sto pre redukuje u

37



intracelularnom prostoru (187). Redukcija O, u HyO, vrsi se pod katalitickim uplivom

SOD:

202._ +2H — H,O, + O,

Azot monoksid (NO, engl. nitric oxide) je vrlo reaktivan slobodni radikal, koji u
fizioloSkim uslovima funkcioniSe kao signalni molekul. On ucestvuje u regulaciji
razliCitih fizioloSkih procesa, uklju€ujuci neurotransmisiju, odrzavanje krvnog pritiska u
fizioloSkim okvirima, mehanizme nespecificne zastite, relaksaciju vaskularnih glatkih
miSi¢nih celija, 1 dr. (187). NO nastaje u tkivima posredstvom katalitiCke aktivnosti NO
sintaze (NOS, engl. nitric oxide synthase), koja metaboliSe arginin do citrulina.
Pokazano je da NO u jetri ispoljava dualisticko dejstvo, u zavisnosti od koli¢ine u kojoj
se sintetiSe, kao 1 intenziteta hepaticke produkcije ROS. U uslovima smanjene
produkcije ROS, NO ispoljava citoprotektivno dejstvo, dok u stanju OS, NO moze

delovati kao agens nitrozativnog oStecenja hepatocita (187).

FizioloSki najvec¢i deo NO se sintetiSe u sinusoidnim endotelnim Celijama jetre
katalitickim dejstvom konstitutivne NO sintaze (eNOS) 1 u tom vaskularnom odeljku
ispoljava vazodilatatorno i antiagregaciono dejstvo. U NASH dolazi do povecanja
produkcije NO, usled aktivacije Kupferovih, endotelnih i1 zvezdastih (stelatnih, [fo)
¢elijja. Povecana sinteza NO u ovim celijama je posledica aktivacije inducibilne NO
sintaze (INOS), do koje dovode endotoksini Gram negativnih bakterija crevne
mikroflore i razli¢iti medijatori zapaljenjske reakcije. U uslovima NS, u hepatocitima se
povecava produkcija NO, koji u sledeCem metabolickom koraku ispoljava citotoksi¢na
dejstva usled povecanog stvaranja izrazito reaktivnih RNS, peroksinitrita (ONOO ) i

azot trioksida (N,O3) (187). ONOO™ nastaje u reakciji NO sa O, :

NO + O,” — ONOO™

ONOOQO spada u grupu vrlo snaznih oksidacionih sredstava koji mogu uzrokovati
fragmentaciju DNK 1 lipidnu peroksidaciju. N,Os; nastaje u reakciji NO sa O,. U
stanjima naruSene ravnoteZe izmedu oksidanasa 1 antioksidanasa u Kkorist
rasplamsavanja i dodatnog odrZavanja OS i NS, oba ova reaktivna azotna jedinjenja

mogu da uzrokuju poremecaje funkcije biomakromolekula. Stavise, tom prilikom
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najéeS¢e dolazi do fragmentacije lanaca DNK, inaktivacije enzima 1 strukturnih

proteina, i lipidne peroksidacije (187).

Oksidativno/nitrozativno oSte¢enje hepatocita moZe da nastane na tri nacina, to
jest u toku lipidne peroksidacije, stimulacije produkcije citokina 1 Fas-ligand

indukcijom apoptoze.

U usolovima OS dolazi do oStecenja polinezasi¢enih rezidua masnih kiselina,
koje se nalaze u sastavu membranskih fosfolipida. Proces lipidne peroksidacije, kojem
su rezidue ovih lipidnih molekula naroc€ito podlozne, protice kroz tri faze, odnosno fazu
inicijacije, propagacije i terminacije (187). Naime, O, u reakciji sa polinezasi¢enim
masnim kiselinama fosfolipida dovodi do stvaranja hidroperoksil radikala, c¢ime
otpocCinje inicijalna faza lipidne peroksidacije. U slede¢em koraku peroksidacije lipida,
nastaje peroksi radikal (ROO"), koji, zatim, ulazi u proces ciklizacije i prevodi se u
endoperokside. Nakon toga, od endoperoksida kao prekursora sintetiSe se
malondialdehid (MDA) (187). Drugi znaCajan produkt lipidne peroksidacije je 4-
hidroksinonenal (4-HNE). Oba ova citotoksi¢na lipidna produkta mogu da aktiviraju

stelatne celije, dovodeci, pri tom, do porasta sinteze kolagena u jetri.

Mitohondrije su najviSe oSte¢ene delovanjem slobodnih radikala u poredenju sa
ostalim Celijskim organelama (180). U ovim organelama smanjuje se membranski
potencijal i dolazi do narusavanja permeabilnosti njihovih membrana. Zatim se oslobada
kaspaza 3, koja pokrece mehanizam programirane celijske smrti, tako da je oksidativno
oSte¢enje mitohondrija jedan od mehanizama inicijacije apoptoze hepatocita. Takode,
zbog poremecene funkcije mitohondrija, redukuje se intenzitet B-oksidacije SMK, S$to

doprinosi nastanku 1 razvoju mikrovezikularne steatoze jetre (180).

Podaci iz literature ukazuju da ROS povecavaju ekspresiju Fas liganada, koji se
potom vezuju za odgovarajue membranske receptore, Sto poslediéno dovodi do
aktivacije kaspaza i procesa apoptoze (180). Takode, Fas aktivacija je povezana sa
pokretanjem intracelularnih signalnih puteva stresa (MAP kinaznog puta i puta
aktivacije NFxB), povecavajuci, pri tom, sintezu brojnih faktora hemotakse, kao Sto su
TNF-a, transformiSuci faktor rasta-p (TGF-B, engl. transforming growth factor-f), 1L-6
IL-8, i dr. (180). Ovi hemoatraktanti stimuliSu infiltraciju jetre PMN, Sto predstavlja
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kljuénu patohistoloSku karakteristiku NASH. Lipidna peroksidacija, kao i povecano
stvaranje i oslobadanje hemokina u uslovima oksidativno/nitrozativhog hepatickog

oStecenja u velikoj meri doprinose progresiji steatoze u NASH (180).
1.5.6. Mehanizmi progresije steatoze u steatohepatitis

NASH predstavlja razvijenu formu NAFLD, koja moZe dalje da progredira u
fibrozu 1 cirozu jetre. Klju¢ni faktori u progresiji NASH su OS, mitohondrijalna
disfunkcija, lipotoksicnost, IR, crevni endotoksini, kao i proinflamatorni citokini 1
adipokini (136). Pokazano je da steatoza ne ispoljava striktno progresivni karakter,
odnosno ne dovodi neminovno do nastanka i razvoja NASH. Razloge za razliCite
varijante toka bolesti treba traziti u delovanju ne samo sredinskih, ve¢ 1 genetskih 1

epigenetskih faktora (187).

U toku steatoze hepatociti su preoptereceni viSkom TG 1 SMK. S tim u vezi,
hepatociti su razvili protektivne mehanizme, kojima se redukuje koli¢ina akumuliranih
TG 1 SMK 1 samim tim sprecava potiskivanje subcelularnih struktura. U tom smislu,
antisteatozni efekat ispoljava porast sekrecije VLDL, koji se odvija u pocetnom
stadijumu intracelularne akumulacije TG. Medutim, sa progresijom bolesti, ovaj
mehanizam takode progresivno slabi. Uz to, porast intenziteta B-oksidacije predstavlja
dodatni citoprotektivni mehanizam SMK (188, 189). Mada joS uvek nisu u potpunosti
razjasnjeni mehanizmi koji dovode do intenziviranja B-oksidacije u toku steatoze,
smatra se da su SMK i PPAR-a glavni induktori ovoga metabolickog procesa, s
obzirom da stimuliSu karnitin palmitoil transferazu-1 (CPT-1), koja zatim povecava
dopremanje SMK u mitohondrije (136). Usled intenzivne de novo lipogeneze i
prekomernog hepatickog influksa SMK koje poti€u iz masnog tkiva, prevazilazi se
metabolicki kapacitet mitohondrija, Sto potom dovodi do povecane produkcije ROS 1
indukcije inflamatornih puteva (136). Osim toga, ustanovljeno je da sinergisticko
dejstvo ROS 1 oksidovanih LDL cestica (oxLDL) moZe da indukuje aktivaciju
Kupferovih 1 stelatnih ¢elija, zapo€injuci na taj nacin infamaciju 1 fibrozu u parenhimu

jetre (136).

Indukcija inflamatornih puteva u NASH se delimicno moZe objasniti

smanjenom produkcijom adiponektina i drugih antiinflamatornih faktora (190). NF-xB
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je transkripcioni faktor koji predstavlja glavni regulator aktivacije inflamatorne kaskade
u NASH. U tom procesu, IKK2 sastavna subjedinica ovog nuklearnog faktora ima
glavnu ulogu u njegovoj aktivaciji. Dosadasnja eksperimentalna i klini¢ka istraZivanja
ukazala su na znacajnu ulogu aktivacije NF-kB inflamatornog puta u NASH (136).
Prekomerna ekspresija IKK2 1 posledi¢na aktivacija NF-xB u hepatocitima dovodi do
razvoja hroni¢ne inflamacije 1 IR, kao posledica povecanog stvaranja proinflamatornih 1
profibrogenih faktora (TNF-a, iL-6, IL-1B3, TGF- B, i dr.) (135, 136). Pokazano je da je
porast koncentracije TNF-a u serumu i tkivu jetre u pozitivnoj korelaciji, kako sa
patohistoloSkim pokazateljima progresije bolesti, tako 1 sa stepenom IR (135). Sli¢no
tome, publikovani podaci ukazuju da je povecana serumska i hepati¢ka koncentracija
IL-6 u pozitivnoj korelaciji sa stepenom inflamacije 1 fibroze u jetri eksperimentalnih
Zivotinja i pacijenata sa NASH (135). Takode, podaci iz literature ukazuju da je
povecana produkcija proinflamatornih i profibrogenih faktora (TNF-a, iL-6, IL-1p,
TGF- B, i dr.) od klju¢nog znaCaja u progresiji steatoze u steatohepatitis. Naime,
eksperimentalnim istraZivanjima je utvrdeno da primena ovih citokina dovodi do
ispoljavanja patohistoloskih karakteristika NASH, kao Sto su nekroza 1 apoptoza
hepatocita, hemotaksa neutrofila i ostalih PMN, prisustvo Malorijevih telasaca, kao i
aktivacija stelatnih ¢elija (191). TNF-a, koji se nalazi u tkivu jetre, jednim delom potice
iz masnog tkiva, dok preostala koli¢ina ovog citokina nastaje u hepatocitima 1
aktiviranim Kupferovim ¢elijama. U toku progresije steatoze u steatohepatitis, hepaticki
porast sadrzaja TNF-a indukuje produkciju RNS, direktno uti¢e na enzime transportnog

lanca elektorna i dovodi do smrti hepatocita aktivacijom kaspaze 8 (178).

TGF-B kao proinflamatorni i profibrogeni faktor indukuje tkivne transglutaminaze,
koje zatim dovode do unakrsnog povezivanja citokeratina, Sto se nalazi u osnovi
formiranja Malorijevih telSaca (178). Glavni izvor ovog citokina u NASH su Kupferove
¢elije. Ove Celije produkuju TGF-, a on potom aktivira stelatne ¢elije u miofibroblaste

koji sintetiSu kolagen, Sto posledi¢no dovodi do progresije inflamacije u fibrozu (178).

1.5.7. Uloga masnog tkiva, proinflamatornih citokina i adipokina u progresiji

NAFLD

Masno tkivo i1 njegovi produkti imaju posebno vaznu ulogu u razvoju steatoze i u
njenoj progresiji u steatohepatitis. Porast koli¢ine masnog tkiva dovodi do hroni¢ne
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niskostepene inflamacije. Ovo stanje hroni¢ne inflamacije predstavlja zajednicki
patogenetski faktor u procesima ateroskleroze, IR 1 NASH. Inflamaciju niskog stepena
odlikuje dvostruko 1/ili trostruko porastom nivoa citokina, kao Sto su TNF, IL-6, CRP
(C-reaktivni protein) i dr. Povec¢an broj 1 kvalitativna izmenjenost ¢elija masnog tkiva u
gojaznosti mogu dovesti do hroni¢ne aktivacije imunskog sistema sa posledicnim
razvojem IR, MS 1 DM tip 2 (192). Pretpostavlja se da gojaznost aktivira imunski sistem
preko disfunkcije organela adipocita 1 posredstvom hipoksije masnog tkiva. Disfunkcija
mitohondrija dovodi do razvoja OS zbog energetskog "prepunjavanja" SMK u
hipertrofisanom masnom tkivu. OS usled povecanog stvaranja slobodnih radikala
aktivira imunski sistem putem NF-xB 1 drugih redoks-senzitivnih transkripcijskih
faktora (193). Takode, i disfunkcija ER u stanjima viSka hranljivih materija dovodi do
pojacane inflamacije preko tri transmembranska proteina koji posledi¢no aktiviraju NF-
kB. Tokom hipoksije masnog tkiva, u gojaznosti adipociti produkuju transkripcioni
faktor indukovan hipoksijom (HIF-1a, engl. hypoxia-inducible factor-1a), koji aktivira
gene zaduZene za angiogenezu, metabolizam glukoze, Celijski stres 1 inflamaciju (194,
195). Takode, utvrdeno je da u hipoksi¢nim uslovima dolazi do smanjenog stvaranja
adiponektina, dok je produkcija leptina i IL-6 povecana, Sto dodatno doprinosi
odrzavanju inflamacije u masnom tkivu (196). Nasuprot tome, gubitak telesne teZine
znaCajno poboljSava oksigenaciju masnog tkiva i dovodi do povecanja ekspresije
adiponektina (197). Podaci in vitro studija pokazuju da humani preadipociti u uslovima
hipoksije pojaCavaju ekspresiju leptinskih receptora, 1 istovremeno smanjuju

ispoljavanje PPARY receptora (198).

Utvrdeno je da se fenotip i broj makrofaga znacajno razlikuju kod gojaznih i
normalno uhranjenih osoba (199). Takode je utvrdeno da je stepen inflamacije masnog
tkiva makrofagima povezan sa progresijom IR 1 NAFLD. To znaci da kako gojaznost
napreduje, tako sve viSe makrofaga menja svoj fenotip, tj. prelazi sa M, fenotipa
(antiinflamacijski citokinski profil) na M; fenotip (inflamacijski citokinski profil) (199).
M; makrofagi sekretuju TNF-a, IL-1B, IL-6, i druge citokine, koji rasplamsavaju
zapaljenjski proces, dok M, makrofagi oslobadaju IL-10, antagonist IL-1 receptora, i sl.
(200). Infiltracija masnog tkiva M; makrofagima dodatno podstice migraciju imunskih
¢elija 1 doprinosi razvoju hroni¢nog zapaljenjskog procesa (201). Danas se smatra da

nekroza adipocita u toku razvoja gojaznosti predstavlja primarni fagocitni stimulus koji
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omogucava makrofagnu infiltraciju masnog tkiva (202). Uz to, razli€ite studije ukazuju
na vezu izmedu faktora koji inhibira migraciju makrofaga (MIF, engl. migratory
inhibiting factor) i IR (202, 203). S tim u vezi, MIF stimuliSe sekreciju TNF-a, IL-6 i
IL-1pB, a inhibira oslobadanje IL-10, Sto dovodi do ispoljavanja inflamacijskog fenotipa
makrofaga. Takode, pokazano je da sa porastom stepena IR adipocita raste sekrecija
MIF, ¢ime se razbuktava postojeci zapaljenjski proces u masnom tkivu (203). U MIF -/-
miSeva (miSevi bez funkcionalnog MIF) je uoCena znacajna redukcija lokalnog
zapaljenjskog procesa u masnom tkivu, smanjenje makrofagne infiltracije 1 porast

insulinske senzitivnosti ne samo u masnom tkivu, ve¢ i na sistemskom nivou (204).

Masno tkivo usled hroni¢ne inflamacije oslobada brojne bioloSki aktivne
supstance (IL-1pB, IL-6, TNF-a, monocitni protein-hemotakse-1 /MCP-1/, adipokine, i
dr.). Povecana ekspresija MCP-1 podsti¢e monocitnu infiltraciju belog masnog tkiva, a
zatim se monociti transformiSu u rezidentne makrofage masnog tkiva (200). Adipociti
utiCu 1 na povecanje ekspresije adhezivnih molekula na endotelnim celijama (ICAM-1,
engl. intracellular adhesion molecule-1 1 PECAM-1, engl. platelet endothelial cell
adhesion molecule-1), §to dalje stimuliSe migraciju monocita prema masnom tkivu
(200). Pored adipocita, sekretornu aktivnost u masnom tkivu obavljaju i aktivirani
makrofagi, koji lu¢enjem hemokina i drugih proinflamatornih citokina omogucavaju
odrZavanje 1 progresiju zapaljenjskog procesa (200). Osim proinflamatornih citokina u
masnom tkivu nastaju i1 adipokini (leptin, adiponektin, rezistin, hemerin, omentin i
apelin) koji ispoljavaju autokrino, parakrino i endokrino dejstvo, uti¢u¢i na unos hrane,
utroSak energije, metabolizam, te samim tim 1 na progresiju NAFLD (205). Pokazano je
da poremecaji sekrecije i odnosa izmedu pojedinih adipokina u velikoj meri doprinose
progresiji NASH, kao 1 razvoju ciroze jetre nastale progresijom NASH (205).
Adipokine, prema potencijalnoj ulozi u patogenezi NAFLD, moZzemo podeliti na one
koji imaju pozitivan, odnosno negativan uticaj. Adiponektin je adipokin sa pozitivnom,
to jest suprimirajucom ulogom u razvoju NAFLD, dok rezistin ima sasvim suprotno
dejstvo (206). Adiponektin smanjuje stepen IR, ima antisteatoti¢no i antiinflamatorno
dejstvo, dok neki drugi produkti masnog tkiva, kao Sto je TNF-a, povecavaju stepen IR 1
deluju proinflamatorno. Adiponektin inhibira ekspresiju 1 sekreciju TNF-q, 1 na taj nacin
smanjuje IR (206). Sa druge strane, TNF-a suprimira transkripciju gena za adiponektin,

povecavajuci IR. U normalnim uslovima, postoji balans izmedu adiponektina i TNF-q,
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koji sa porastom koli¢ine masnog tkiva dovodi do hroni¢ne, niskostepene inflamacije,
IR i NAFLD (206). Osim toga, znacajnu ulogu ima i odnos izmedu visfatina, IL-6 i
TNF-o. Visfatin ima imunomodulatorno i proinflamatorno dejstvo, s obzirom da

indukuje sintezu IL-6 1 TNF-a (205).

Leptin je prvi opisan adipokin (207). U hipotalamusu leptin stimuliSe stvaranje
anoreksigenih peptida (a-MSH /o-melanostimuliSu¢i hormon/ i CART /engl. cocain and
amphetamine regulated transcript/), ¢ime se smanjuje unos hrane (208, 209). Osim
uloge u regulaciji apetita, leptin utie 1 na gustinu koStane mase, imunski sistem 1
reproduktivnu  funkciju. Tako, hipoleptinemija dovodi do smanjene sekrecije
gonadotropina, pa nastaje inhibicija ovulacije (210). Koncentracija leptina u serumu je
visoka kod gojaznih osoba, tj. proporcionalna je BMI. Nasuprot tome, sadrzaj leptina
opada sa smanjenjem unosa kalorija i u stanjima gladovanja, pa se niski nivoi leptina
smatraju znakom negativnog energetskog bilansa (208). Eksperimenti in vivo su
pokazali da osim gojaznosti, glukokortikoidi, glukoza 1 insulin povecavaju nivo leptina
u krvi (211), dok redukovan unos hrane, prekomerna fizicka aktivnost i gubitak telesne
teZine sniZavaju nivo ovog adipokina (212). Pored toga, pokazano je da leptin sniZava
sadrZaj masti u miocitima, hepatocitima i  ¢elijama Langerhansovih ostrvaca pankreasa
(213). Leptin direktno stimuliSe adenozin monofosfat kinazu (AMPK), koja aktivira -
oksidaciju i glikolizu (214). Zivotinje sa nedostatkom leptina (ob/ob miSevi, db/db
miSevi 1 fa/fa pacovi) su gojazne, sa razvijenom IR 1 masnom jetrom, dok primenom
injekcija leptina dolazi do ublaZzavanja steatoze 1 metabolickih poremecaja. Kod ljudi
terapija leptinom sniZava aktivnost hepatickih enzima 1 masti, smanjuje BMI 1
poboljSava histopatoloski nalaz jetre. Ustanovljeno je da leptin spada u glavne faktore
koji su ukljuCeni u fibrogenezu, imaju¢i u vidu da stimuliSe oslobadanje TGF-f i
direktno aktivira zvezdaste (stelatne) celije (215). Pokazano je da leptin deluje
proinflamatorno i profibrogeno posredstvom povecanja aktivnosti NADPH oksidaze,
dovode¢i, na taj nacin, do ushodne regulacije miR21, koji predstavlja klju¢ni regulator

TGF-f signalnog puta (216).

Adiponektin, mada u najvecoj meri nastaje u masnom tkivu, mogu sintetisati
hepatociti i1 druge celije, obi¢no kao odgovor na oStecenje parenhima jetre (205). Za

razliku od ostalih adipokina, nivo adiponektina je obrnuto proporcionalan koli¢ini
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masnog tkiva, a direktno je proporcionalan stepenu insulinske senzitivnosti (205). Tako,
na primer, nivo adiponektina u serumu je sniZzen od 20% do 40% kod gojaznih osoba sa
razvijenom NAFLD u odnosu na zdrave osobe (217). Adiponektin svoje efekte
ostvaruje preko transmembranskih receptora (AdipoR1 i1 AdipoR2) (205). Oba ova
receptora prisutna su u skeletnim miSi¢ima 1 jetri, pri ¢emu je ekspresija AdipoR2
izraZzenija u jetri (205). Adiponektin posredstvom svojih receptora u jetri (pretezno
AdipoR2) potencira inhibitorno dejstvo insulina na glukoneogenezu, popravlja
insulinsku senzitivnost, a time i periferno preuzimanje glukoze (217). Stavie,
ustanovljeno je da nedostatak adiponektina predstavlja vazan faktor rizika za nastanak
masne jetre, steatohepatitisa i1 ostalih vidova oStecenja jetre (218). Kod pacijenata sa
DM tip 2, koncentracija adiponektina je obrnuto proporcionalna sadrzaju masti u jetri
(219). Studije na animalnim modelima su pokazale da adiponektin ispoljava snaZne
zaStitne efekte na razliCita oStecenja jetre (218, 220). U skeletnim miSi¢ima adiponektin
stimuliSe B-oksidaciju SMK, ¢ime se smanjuje koli¢ina TG u skeletnim miSi¢énim
¢elijjama, 1 na taj nacin smanjuje IR (218). Osim toga, smatra se da adiponektin spre¢ava
apoptozu adipocita, kao jedno od obelezja NAFLD (221). Pored hepatocita, ovaj
adipokin ispoljava i antiinflamatorne 1 antifibrogene efekte, delujuci na stelatne cCelije,
Kupferove ¢elije, kao 1 na celije sinusoida (205). Ovo antiinflamatorno dejstvo ostvaruje
se supresijom gena za proinflamatorne citokine (TNF-o i1 IL-6) 1 indukcijom
antiinflamatornih citokina (IL-10, IL-13, i dr.) (222), dok se antifibrogeni efekat postize
spreCavanjem aktivacije 1 proliferacije stelatnih celija, kao 1 indukcijom njihove

apoptoze (222).

Rezistin je adipokin koga sekretuju makrofagi 1 adipociti (205). Brojne studije na
Zivotinjama su pokazale da jetra, skeletni miSi¢i i masno tkivo predstavljaju ciljne
organe dejstva rezistina, pri ¢emu njegova koncentracija u tkivu jetre raste sa stepenom
njenog oStecenja (205, 220). U skeletnim miSi¢ima rezistin smanjuje preuzimanje i
metabolisanje SMK, dovode¢i na taj naCin do IR. Pored toga, postoje dokazi da
egzogeni tretman rezistinom znacajno stimuliSe ekspresiju gena za SOCS3, koji je
poznat kao inhibitor insulinskih signalnih puteva. Ustanovljeno je, takode, da rezistin
ispoljava proinflamatorno dejstvo, jer stimuliSe oslobadanje TNF-a i interleukina 12
(IL-12) iz makrofaga preko NF-kB signalnog puta (223). Skorasnje studije su pokazale

da rezistin indukuje steatozu, smanjujuci aktivnost mitohondrija preko signalnog puta
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koji ukljuéuje PKC, PKG, p65, kao i putem inhibicije koaktivatora la (PGC-1la)
neophodnog za aktivaciju PPAR-y (215).

Visfatin produkuju uglavnom makrofagi koji infiltriraju masno tkivo. On je
ukljucen u procese regulacije Celijskog rasta, apoptoze, replikacije DNK, mehanizme
reparacije 1 angiogeneze, kao 1 celijskog energetskog metabolizma (205). U patogenezi
NAFLD visfatin deluje proinflamatorno putem stimulacije produkcije TNF-a, IL-6 1 IL-
1B (205). Nasuprot tome, povecanje koncentracije visfatina moZe da stimuliSe
produkciju antiinflamatornih citokina, kao $to su IL-10, IL-13, i dr. Takode, pokazani su
1 pozitivni efekti visfatina na razvoj steatoze, i1 to uglavnom, kako posredstvom

regulacije metabolizma B-Celija pankreasa, tako i smanjenjem stepena IR (205).

Hemerin je nedavno otkriven adipokin, sa najveCom ekspresijom u jetri i
visceralnom masnom tkivu. Ovaj hemokin ispoljava snazan antiinflamatorni efekat na
aktivirane makrofage. Pored toga, hemerin ima klju¢nu ulogu u diferencijaciji adipocita
1 ekspresiji gena za regulaciju metabolizma glukoze i lipida u ovim ¢elijama (224). Na
kulturi adipocita je pokazano da hemerin pojacava insulinom stimulisano preuzimanje
glukoze, kao 1 fosforilaciju insulinskog receptora, Sto ukazuje na potencijalnu
sposobnost hemerina da poveca osetljivost masnog tkiva na insulin (225). Utvrdeno je
da primena rekombinantnog TNF-a povecava produkciju hemerina u adipocitima (226).
Takode, uoceno je da ovaj hemokin povecava adhezivnost makrofaga za VCAM-1,
(engl. vascular cell adhesion molecule-1) 1 fibronektin, uti¢u¢i na taj nafin na
inflamatorni proces u jetri (227).

Omentin je adipokin Cija je ekspresija prvenstveno registrovana u visceralnom
masnom tkivu. FizioloSka uloga ovog adipokina u metabolizmu glukoze, kao 1 uloga
njegovih receptora jo§ uvek nisu u potpunosti istrazeni (205). U masnom tkivu
omentuma, to jest u ¢elijama strome, registrovana je izraZenija ekspresija omentina u
poredenju sa adipocitima. Smatra se da omentin poboljSava osetljivost na insulin, s
obzirom da ovaj adipokin podstie insulinom stimulisan transport glukoze i fosforilaciju
u supkutanim 1 visceralnim adipocitima (228). Koncentracija omentina u plazmi je u
obrnutoj korelaciji sa gojaznoScu 1 IR. Nasuprot tome, zapaZena je pozitivna korelacija
izmedu sadrZaja omentina, adiponektina i HDL (229). U ljudi administracija glukoze i

insulina u omentalno masno tkivo dovodi do dozno-zavisnog smanjenja ekspresije
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omentina. Omentin postoji u dve izoforme, omentin 1 i omentin 2. Omentin 1 je glavna
cirkuliSu¢a forma, koja pozitivno utie na insulinsku senzitivnost. Koncentracija
omentina 1 u cirkulaciji znacajno je redukovana kod gojaznih osoba i dijabeti¢ara (DM
tip 2) u poredenju sa normalno uhranjenim osobama (230). Kod pacijenata sa histoloski
potvrdenom NAFLD cirkuli§u¢i nivoi omentina bili su znac¢ajno povecani u poredenju

sa zdravim kontrolama (205).

Apelin je peptidni hormon koji se dovodi u vezu sa IR 1 gojaznoS¢u. Njegova
sekrecija iz brojnih tkiva je regulisana insulinom. U skeletnim miSi¢ima i masnom tkivu
apelin ispoljava pozitivne efekte na insulinsku senzitivnost, preuzimanje glukoze i
lipolizu. Uz to, ovaj adipokin doprinosi 1 nastanku inflamacije i angiogeneze (205).
Medutim, klinicke studije su ukazale na porast koncentracije apelina u plazmi u toku
gojaznosti, smanjene tolerancije glukoze i DM tip 2 (231). Takode, pokazano je da
apelin ima i proinflamatorno dejstvo, buduci da je utvrdena pozitivna korelacija izmedu

koncentracije ovog adipokina i proinflamatornih citokina (232, 233).
1.5.8. Mehanizmi progresije NASH u fibrozu i cirozu jetre

Kao posledica hroni¢nog inflamatornog procesa u jetri moze do¢i do razvoja
fibroze i ciroze (234). Fibroza jetre se karakteriSe prekomernom akumulacijom proteina
ekstracelularnog matriksa, uglavnom kolagena 1 elastina, kao 1 glikoproteina,
proteoglikana 1 hijaluronske kiseline (235). Fibrogeneza pocinje u perisinusoidnim,
Disovim prostorima, u metabolicki najvulnerabilnijoj zoni 3 hepati¢nih acinusa
(perivenozno), ispoljavaju¢i se, inicijalno, pericentralnom fibrozom (235). Iz
perisinusoidnih prostora fibrozni proces se S§iri, okruZuje hepatocite 1 dovodi do
zadebljanja Disovih prostora. Sa razvojem ciroze jetre, ovaj pericentralni fibrozni
proces se manifestuje formiranjem septi koje izoluju regenerativne noduluse (235).
Porast subendotelnog nakupljanja komponenti ekstracelularnog matriksa u Disovim
prostorima dovodi do poremecaja razmene materija izmedju hepatocita 1 krvi, pa
hepatociti oteZano preuzimaju toksiCne supstance, uz naruSen prelazak biosintetskih

produkata iz hepatocita u cirkulaciju (235).

Medijatori hroni¢nog inflamatornog procesa dovode do aktivacije, fenotipske

transformacije 1 proliferacije hepati¢nih stelatnih (/7o) ¢elija, koje imaju klju¢nu ulogu u
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patogenezi fibroze i ciroze jetre (235). U fizioloSkim uslovima ove Celije ispoljavaju
slabu proliferativnu aktivnost i imaju ulogu u deponovanju vitamina A. Medutim, u toku
hroni¢nih zapaljenjskih procesa dolazi do njihove fenotipske transformacije u
miofibroblaste koji gube depoe vitamina A, pri ¢emu je povecana ekspresija
glatkomiSi¢nog a-aktina. Osim toga, povecava se 1 njihova proliferativna aktivnost, kao
1 biosinteza kolagena tipa I i III. Aktivirane stelatne celije, odnosno miofibroblasti,
imaju sposobnost kontrakcije, doprinoseci na taj na¢in porastu intrahepati¢ne vaskularne
rezistencije 1 razvoju portne hipertenzije u toku fibroze jetre (234). Ovakva fenotipska
transformacija stelatnih ¢elija posredovana je parakrinim dejstvom medijatora koje
stvaraju Kupferove celije, hepatociti, endotelne ¢elije sinusoida, kao i nehepaticne celije
(trombociti 1 limfociti). Od profibrogenih medijatora najznacajniji 1 najefektivniji su
TGF-B1 i trombocitni faktor rasta (PDGF, engl. platelet derived growth factor) (235).
Osim navedenih faktora, na fibrogenezu uti€u i adipokini. Na primer, adiponektin
ispoljava antifibrogeno dejstvo 1 suprimira proliferaciju 1 migraciju stelatnih celija
(234). Leptin, iako primarno stvaraju adipociti, moZe biti sintetisan 1 u stelatnim
¢elijama (234). Tom prilikom nastaju reaktivni aldehidi, koji imaju ulogu, ne samo u
progresiji steatoze u NASH, ve¢ i1 u razvoju fibroze jetre. Kako fibroza progredira, tako
vremenom dolazi do razvoja ciroze jetre, u toku koje Disovi prostori bivaju ispunjeni
fibroznim tkivom, pri ¢emu se gube fenestre endotelnih ¢elija, Sto posledicno dovodi do
tzv. sinusoidne kapilarizacije. U histoloskom smislu, cirozu jetre karakteriSe prisustvo

vaskularizovanih fibroznih septi koje razdvajaju ostrvca hepatocita (236).

1.6. OPSTE KARAKTERISTIKE I ULOGA ENDOKANABINOIDNOG
SISTEMA U RAZVOJU NAFLD
Covek je pokretni kanabis
David Albahari
Dosadasnja eksperimentalna 1 klinicka istraZivanja ukazala su na znacajnu ulogu
endokanabinoidnog sistema (ES) u razvoju NAFLD. ES je kompleksan fizioloSki sistem
koji se sastoji iz kanabinoidnih receptora (CB1 i CB2), endokanabinoida i enzima

ukljucenih u sintezu i razgradnju endokanabinoida (Shema 1).
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Endokanabinoidni sistem

Kanabinoidni receptori ” Endokanabinoidi I | Enzimi
Glavni receptori Glavni biosintetski enzimi
CB1 NAPE
cB2 Glavni endokanabinoidi DAG lipaza
. . . 2-AG
Pridruzeni receptori AEA Glavni kataboli¢ki enzimi
TRPV1 NADA FAAH
GPR119 MAG lipaza
GPR55

CB1,CB2, GPR119, GPR55 su

" tori povezani sa G proteinom: Nastaju iz prehrambenih masti; Uti¢u na remodelovanje membranskih fosfolipida;
ecep $Rg$/1gzq nsii kpnolfe om; Sinteti$u se po potrebi; glavni produkti degradacije su glicerol, etanolamin,
. e jonski kanal, brzo se katabolisu arahidonska, oleinska i palmitinska kiselina

Svi receptori se aktiviraju lokalno -

Shema 1. Prikaz molekularnog sastava komponenti endokanabinoidnog sistema

Kanabinoidi su hemijski vrlo razli¢ite supstance koje aktiviraju kanabinoidne
receptore, ukljucujuéi fitokanabinoide (nalaze se u biljkama poput marihuane /cannabis
satival), endokanabinoide (koji nastaju u organizmu), kao 1 sintetske kanabinoide (237).
Cannabis sativa predstavlja izvor 66 fitokanabinoida, koji se koriste kao rekreaciona
droga. Poznata su, takode, i neka terapijska svojstva ovih fitokanabinoida (238).
Dominantni fitokanabinoid u ovoj biljci je tetra-hidro-kanabinol (THC), koji je izolovan
1 sintetisan 1964. godine (237). Njegovo otkric¢e posledicno je dovelo do identifikacije
kanabinoidnih receptora i njihovih endogenih liganada (endokanabinoida). NajviSe
istraZivani endokanabinoidi su anandamid (N-arahidonoiletanolamid, AEA) i1 2-
arahidonoil-glicerol, to jest 2-AG. Osim toga, otkriveni su i drugi ligandi kanabinoidnih

receptora, kao Sto su noladin etar, virodamin i N-arahidonoildopamin (NADA) (239).

Endokanabinoidi su lipofilni endogeni ligandi kanabinoidnih receptora, ¢iji su
prekursori estri, etri 1 amidi arahidonske kiseline 1 drugih dugolancanih polinezasic¢enih
masnih kiselina (237). ES predstavlja retrogradni signalni sistem, koji u nervnom

sistemu i perifernim tkivima inhibira oslobadanje neurotransmitera iz presinaptic¢kih

49



neurona (237). Endokanabinoidi se sintetiSu u postsinaptickom zavrSetku, odakle se
potom oslobadaju i deluju na presinaptiCku membranu posredstvom CB1 i CB2

receptora (238). Do sada najbolje prouceni endokanabinoidi su AEA 1 2-AG.

CBI1 kanabinoidni receptori identifikovani su u tkivima koja su od posebnog
znacaja za regulaciju energetske homeostaze (strukture centralnog nervnog sistema
/CNS/, jetra, masno tkivo, skeletni miSi¢i, gastrointestinalni trakt i endokrini pankreas).
Ekspresija CB1 receptora u ovim tkivima u velikoj meri zavisi od nutritivnog statusa.
Tako, u gojaznih osoba 1 osoba obolelih od NAFLD 1 MS uocena je povecana aktivnost
ES (240). Takode je poznato da se metabolizam masnih kiselina i modulacija
inflamatornog procesa u jetri odvija pod uplivom ES. Medutim, precizni molekulski

mehanizmi koji do toga dovode jo$ uvek nisu u potpunosti razjaSnjeni (240, 241).

Intracelularna signalna kaskada preko CBI1 receptora podrazumeva inhibiciju
adenilat ciklaze, smanjenje aktivnosti protein A signalne kaskade i stimulaciju MAP
kinaznog puta. Stimulacija CB1 receptora dovodi do aktivacije Gi/o proteina, Sto deluje
inhibitorno na adenilat ciklazom posredovanu konverziju ATP u cAMP. S tim u vezi,
cAMP se vezuje za regulatornu subjedinicu protein kinaze A (PKA), dovodec¢i do
oslobadanja kataliticke subjedinice. Ovako aktivirana PKA, fosforiliSe A tip
kalijumskih kanala, Sto posledi¢no izaziva smanjenje protoka jona kalijuma (241). Gi/o
protein, aktiviran preko CB1 receptora, moze direktno da inhibira N ili P/Q tip
kalcijumskih kanala. Pored toga, aktivacija CB1 receptora moZe da aktivira 1 razliCite
intracelularne kinaze, kao Sto su fokalna adhezivna kinaza (FAK), fosfatidilinozitol-3-
kinaza i MAP kinaza, Sto dalje aktivira transkripcione faktore i gensku ekspresiju (241).
Najznacajniji enzimi koji inhibiraju dejstvo endokanabinoida su FAAH (engl. fatty acid
amide hidrolase), koja razgraduje anandamid i u izvesnoj meri 2-AG, kao i
monoacilglicerol lipaza (MAG lipaza), koja prvenstveno hidrolizuje 2-AG (176)
(Shema 1).

Za razliku od peptidnih 1 aminergicnih neurotransmitera, endokanabinoidi su
derivati arahidonske kiseline, i kao takvi ne mogu biti deponovani u sinaptickim
vezikulama. Posto je onemoguceno njihovo deponovanje, oni se stvaraju i oslobadaju na
zahtev, ostvarujuc¢i parakrino 1 autokrino dejstvo (242). Endokanabinoidi deluju
retrogradno, a to znaci da se produkuju i oslobadaju na nivou postsinaptickog zavrSetka
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1 ostvaruju dejstvo na presinaptickoj membrani posredstvom CB1 i1 CB2 receptora
(242). Dva najbolje ispitana endokanabinoida, anandamid i1 2-AG, su derivati

arahidonske kiseline (239).

Savremeni vodi¢i za ishranu preporucuju da se smanji unos zasi¢enih SMK 1
poveca unos polinezasi¢enth SMK, narocito linoleinske kiseline, imajuc¢i u vidu da ova
kiselina predstavlja prekursor arahidonske kiseline i1 endokanabinoida. Linoleinska
kiselina se u organizmu najpre prevodi u 7y-linoleinsku, potom u eikozatetraenoi¢nu
kiselinu, koja zatim prelazi u arahidonsku kiselinu. U ovom procesu ucestvuju dve
desaturaze i jedna elongaza (243). Arahidonska kiselina se moZe razliitim putevima
prevesti u anandamid. U tom smislu, najéeS¢e se odvija metabolicka reakcija izmedu
arahidonske kiseline i etanolamida, uz kataliticku aktivnost FAAH, koji predstavlja

klju¢ni enzim za razgradnju anandamida (244).

Drugi metabolicki put ukljuéen u sintezu N-arahidonoil-etanolamida
podrazumeva reakciju arahidonske kiseline sa fosfatidil-etanolamidom u prisustvu
kalcijum zavisne N-aciltransferaze, pri Cemu nastaje N-arahidonoil-fosfatidil-
etanolamid (NAPE). NAPE se u prisustvu enzima N-acilfosfatidiletanolamin specifi¢ne
fosfolipaze D prevodi u anandamid i fosfatidiénu kiselinu. Smatra se da je NAPE
najvazniji izvor anandamida (244). Sinteza 2-AG, takode, podrazumeva nekoliko
metabolickih puteva. Jedan od tih puteva se odnosi na prevodenje DAG u 2-AG, uz
pomo¢ diacilglicerol lipaze (DAG lipaze), pri cemu DAG nastaje iz fosfatidilinozitola,
fosfatidilholina 1 fosfatidicne kiseline posredstvom fosfolipaze C, a iz fosfatidilholina i

fosfatidicne kiseline 1 dodatnim posredstvom fosfataze (244).

Endokanabinoidna signalizacija se zavrSava dvostepenim procesom, koji
podrazumeva transport endokanabinoida u celijju i1 hidrolizu specificnim enzimima
(240). Oba ova koraka su veoma bitna u kontroli nivoa endokanabinoida u tkivima,
omogucavajuci njithovu brzu eliminaciju i1 prestanak dejstva. Endokanabinoidi se u
¢eliju preuzimaju pomocu transportera koji je Siroko rasprostranjen u CNS,
omogucavajuci preuzimanje i anandamida i 2-AG bez utroSka energije (240). Kao Sto je
ve¢ istaknuto, hidrolizu endokanabinoida vr§e dva enzima, FAAH i monoacilglicerol

lipaza (MAG lipaza) (Shema 1). FAAH je membranski enzim i pripada familiji serin
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hidrolaza. Mada FAAH moZe da hidrolizuje 1 2-AG, vazno je napomenuti da je kljucni

enzim za njegovu hidrolizu MAG lipaza, koji je takode serin hidrolaza (240).

Danas se smatra da ES ima vaznu ulogu u centralnoj i perifernoj regulaciji opstih
anaboliC¢kih procesa. Porast njegovog tonusa u CNS podsti¢e unos hrane i deponovanje
enrgije. Sistemska 1/ili lokalna primena antagonista CB1 receptora smanjuje unos hrane i

dovodi do gubitka telesne teZine (237).

Zanimljivo je ista¢i i to da hroni¢na primena CB1 blokatora dovodi samo do
prolaznog smanjenja unosa hrane u toku jedne do maksimalno dve nedelje, dok se
smanjenje telesne teZine, normalizacija glikemije i lipidnog statusa odrZava sve vreme
primene ovih kanabinoidnih blokatora (237, 245). Stoga, moZe se zakljuciti da
endokanabinoidi imaju 1 neka periferna dejstva, koja su, kao 1 njihova centralna dejstva,
usmerena na odrZavanje anabolickog tonusa (237, 245). U prilog tome govori €injenica
da su CBI receptori identifikovani u razli¢itim tkivima u kojima se vrSi regulacija
energetske homeostaze (masno tkivo, jetra, skeletni miSi¢i, gastrointestinalni trakt i
endokrini pankreas). Ekspresija CB1 receptora u ovim tkivima zavisi od nutritivhog
statusa, tako da je aktivnost ES povecana kod gojaznih osoba. Pored toga, rezultati
eksperimentalnih istraZivanja su pokazali da su CB1 nock out miSevi (CB1-/-) otporni

na razvoj dijetom indukovane gojaznosti (237, 245).

ES utice na koli¢inu masnog tkiva u organizmu, ne samo posredstvom centralnog
mehanizma regulacije apetita, ve¢ i1 preko perifernih metabolickih efekata na nivou
masnog tkiva. Naime, CB1 receptori su prisutni u belom masnom tkivu, i njihova
aktivacija povecava aktivnost lipoproteinske lipaze (237). Ovo saznanje ukazuje na to da
ES deluje direktno na masno tkivo, doprinosi na taj nac¢in akumulaciji masti nezavisno
od koli¢ine unete hrane. IstraZivanja sprovedena na T3T adipocitnoj celijskoj liniji
miSeva pokazala su da blokada CBI1 receptora zaustavlja proliferaciju adipocita,
odnosno da endokanabinoidi stimuliSu proliferaciju ovih celijja (246). Osim toga,
endokanabinoidi imaju znacajnu ulogu u diferencijaciji preadipocita u zrele adipocite
(246). Endokanabinoidi podsti¢u lipogenezu u adipocitima prvenstveno stimulacijom
adipocita da preuzimaju glukozu, to jest povecanjem insulinom indukovane

translokacije GLUT4 transportera (246). Povecano preuzimanje glukoze i1 posledi¢ni
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porast glikolize obezbeduje adipocitima biosintetske prekursore za de novo sintezu

SMK, Sto predstavlja osnovu prolipogenog dejstva endokanabinoida (246).

ES u znacajnoj meri utiCe 1 na metabolizam SMK u jetri. CB1 receptore
eksprimiraju hepatociti, narocito oko centrolobularne vene. Aktivacija CB1 receptora u
jetri povecava ekspresiju SREBP-1c, koji zatim reguliSe ekspresiju gena ukljucenih u
sintezu SMK, kao i gena za acetil-CoA karboksilazu-1 i sintazu masnih kiselina (156).
Ovaj metabolicki kaskadni mehanizam se nalazi u osnovi stimulatornog efekta CB1
agonista na sintezu SMK 1 lipogenezu u hepatocitima.

Skorasnja saznanja ukazuju da je hepati¢ni ES ukljuen u patogenezu NAFLD.
Na eksperimentalnim modelima je utvrdeno da je hepaticki sadrZaj anandamida povisen
1 pracen ushodnom regulacijm broja CB1 receptora (242). Uz to, studije na animalnim
modelima ukazuju da CBI1 receptori u znacajnoj meri doprinose razvoju steatoze i IR
(242). Tako, CB1”" miSevi ne razvijaju gojaznost i steatozu indukovanu primenom
HFD. Osim toga, ovi miSevi pokazuju znacajno nizi stepen IR. S druge strane, kada se
fa/fa gojazni pacovi tretiraju rimonabantom (CB1 antagonist), dolazi do poboljSanja
steatoze i insulinske senzitivnosti (242).

Podaci iz literature ukazuju i na ulogu ES u razvoju inflamacije udruZene sa
NASH. Tako je pokazano da stimulacija CB1 receptora redukuje sekreciju
adiponektina, koji ispoljava antiinflamatorno dejstvo u jetri (247, 248). CB1 receptori su
znaCajni 1 za progresiju bolesti, s obzirom da primena rimonabanta ili genetska

inaktivacija CB1 receptora u znaCajnom opsegu redukuje progresiju fibroze jetre (242).

1.7. EKSPERIMENTALNI MODELI NAFLD

U dosadaS$njim istrazivanjima NAFLD koriS¢eni su razli¢iti eksperimentalni
animalni modeli (ob/ob, db/db, protein koji vezuje sterol regulatorni element 1-c
/SREBP-1c¢/ transgeni miSevi i nutritivni modeli) (249). U sklopu nutritivnih modela
NAFLD, najcesce se primenjuje HFD 1 metionin-holin deficijentna dijeta (MCD, engl.
methionine-choline deficient diet). Uprkos primeni razli¢itih animalnih modela, nijedan
od njih ne reflektuje u celini funkcionalne i1 patohistoloSke promene humane NAFLD

(250).
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Da bi eksperimentalni model NAFLD bio reproducibilan, neophodno je da se u
jetri verifikuju steatoza, intralobularna infiltracija, balonirano izmenjeni hepatociti, kao 1
perisinusoidalna fibroza u zoni 3. Pored navedenog, Zivotinja bi trebalo i1 da ispoljava
razli¢ite metabolicke abnormalnosti, kao Sto su gojaznost, IR, hiperglikemija u periodu
gladovanja, dislipidemija 1 izmenjen profil adipokina (249).

Kod SREBP-1c transgenih miSeva postoji prekomerna ekspresija SREBP-1c
gena, koji predstavlja znacajan lipogeni transkripcioni faktor (249). Na taj naCin nastaje
kongenitalna lipodistrofija sa izrazenom IR, pri ¢emu se dijabetes razvija sekundarno,
kao posledica poremecene diferencijacije adipocita. U ovom modelu dolazi do
smanjenja koli¢ine masnog tkiva, uz akumulaciju lipida u jetri. Ovi miSevi bi mogli biti
od Kkoristi za istraZivanje steatohepatitisa udruzenog sa lipodistrofijom. Medutim, i dalje
ostaje bez odgovora pitanje da li su ovi miSevi pogodni za proucavanje humane
NAFLD, buduc¢i da kod ljudi sa NAFLD dolazi do porasta kolicline visceralnog masnog
tkiva (249).

Kod ob/ob miSeva postoji mutacija gena za leptin, koji u fizioloSkim uslovima
produkuje masno tkivo 1 ima anoreksigeno dejstvo na nivou ventromedijalnog jedra
hipotalamusa (249). Ovi miSevi ispoljavaju hiperfagiju, ekstremnu gojaznost,
hiperglikemiju, IR, kao i hiperinsulinemiju. Medutim, kod ovih miSeva se registruje
steatoza, koja spontano ne progredira u steatohepatitis (249).

Kod db/db miSeva postoji mutacija gena za leptinski receptor. Prisutna je, takode,
centralna rezistencija na leptin, koja dodatno onemogucava njegovo dejstvo, iako je ovaj
adipokin prisutan u cirkulaciji u poviSenoj koncentraciji. U db/db miSeva se uocava
gojaznost, IR, dijabetes 1 mikrovezikularna steatoza (249).

MCD dijeta ima poviSen sadrzaj sukroze 1 masti (40 % sukroze i 10% masti), a
manjak metionina i holina (249). Usled deficita metionina, dolazi do nedostatka
cisteina, glavnog prekursora GSH, dok zbog nedostatka holina postoji manjak
fosfatidilholina, koji je neophodan za formiranje VLDL cestica. Stoga, posledicno se
akumulira TG u hepatocitima. U uslovima OS dolazi do aktivacije hepati¢nih stelatnih i
Kupferovih celija, koja, zatim, pokrece procese inflamacije 1 fibroze jetre (251).
Steatohepatitis se razvija ve¢ desetog dana, a perisinusioidna fibroza izmedu osme i
desete nedelje od pocetka primene MCD (249). Glavni nedostatak ovog modela je

odsustvo ispoljavanja metabolickih poremecaja, koji se javljaju kod ljudi sa NASH
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(249, 251). Naime, dolazi do znaCajnog gubitka telesne teZzine (20% telesne teZine se
gubi nakon trece nedelje), hipoglikemije u periodu gladovanja, hipoinsulinemije i
hipoleptinemije, pri ¢emu je koncentracija adiponektina u serumu normalna ili povecana
(249).

MiSevi na HFD, koji su najvec¢i deo kalorija dobijali iz masti (71% kalorija iz
masti, 11% iz ugljenih hidrata i 18 % iz proteina), razvijaju MS sa NAFLD (250). Osim
toga, pokazano je da dolazi do razvoja gojaznosti, porasta aktivnosti AST, IR,
hiperinsulinemije, oksidativnhog oStecenja hepatocita, kao i1 disfunkcije mitohondrija

(250, 251).

1.8. UTICAJ RIMONABANTA NA PATOGENEZU I PROGRESIJU NAFLD

Imajuci u vidu da je aktivnost ES povecana u toku gojaznosti, MS 1 pridruzenim
metabolickim poremecajima, poSlo se od pretpostavke da bi supresija ES mogla da
dovede do poboljSanja zdravstvenog stanja (252). Rimonabant (SR141716) je prvi
sintetisani blokator CB1 receptora, kako u CNS, tako i na periferiji (251) (Shema 2).
Pokazalo se da rimonabant inhibicijom CB1 receptora dovodi do anoreksigenih i
termogenih efekata koji su posredovani njegovim dejstvom na kanabinoidne receptore u
CNS (253). Osim toga, pokazano je da ovaj CB1 blokator potencira signale sitosti iz
gastrointestinalnog trakta, inhibira lipogenezu u jetri i smanjuje depoe masti u masnom
tkivu (253).

Efekat rimonabanta na redukciju telesne teZine, kao i poboljSanje metaboli¢kog
profila, bio je prilicno ohrabrujuci. S tim u vezi, sprovedene su velike klinicke studije u
cilju ispitivanja dugotrajnih efekata rimonabanta, kao 1 efikasnosti i bezbednosti ovoga
leka (254, 255). Tako su RIO (engl. rimonabant in obesity), klinicke studije u Evropi i
Severnoj Americi, ispitivale dejstva rimonabanta kod gojaznih pacijenata sa
pridruZzenim metaboli¢kim poremecajima, dok su RIO-Lipids i RIO-Diabetes studije
obuhvatale pacijente sa hiperlipidemijom i dijabetesom. Sve Cetiri klinicke studije su
pokazale veoma sli¢ne efekte rimonabanta. Naime, rimonabant je doveo do smanjenja
telesne tezine u proseku za 4.7 kg, nakon godinu dana od pocetka njegove primene

(256). Uz to, primena rimonabanta je dovela do normalizacije glikemije i poboljSanja
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lipidnog statusa (HDL se povecao za 23%, dok se koncentracija TG snizila za 15%)
(257).

Klinicke studije dugotrajnih efekata rimonabanta pokazale su da ovaj blokator
CBI1 receptora uprkos svojoj efikasnosti nije bezbedan za upotrebu, s obzirom da
ispoljava brojna neZeljena dejstva (mucnina, altralgije, dijareja, anksiznost i teZi oblici
depresije sa suicidnim ishodima), Sto je bio glavni razlog njegovog povlacenja iz

upotrebe 2008. godine (258, 259).

ClI Cl

Shema 2. Struktura molekula rimonabanta (SR141716)
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II CILJEVI

HFD izaziva funkcionalne, metaboli¢ke i strukturne promene u jetri miSeva, koje
su slicne ispoljavanjima NAFLD i1 MS u ljudi (porast nivoa oksidativnog i nitrozativnog
stresa u hepatocitima, smanjenje kapaciteta hepaticke antioksidativne zaStite, izmenjena
koncentracija oligoelemenata 1 masnih kiselina u tkivu jetre, razvoj dislipidemije 1
disglikemije, kao 1 hepatiCke steatoze, inflamacije 1 fibroze). Blokada CBl1
kanabinoidnih receptora ublazava navedene funkcionalne i strukturne promene,
poboljSava metabolicki profil u NAFLD izazvanoj HFD 1 moZe se koristiti kao
potencijalno hepatoprotektivno 1 terapijsko sredstvo u NAFLD. Stoga su ciljevi ove

disertacije bili:

» Ispitati ulogu kanabinoidnih CB1 receptora u patogenezi NAFLD sa posebnim
osvrtom na ulogu u razvoju oksidativnog/nitrozativnog stresa, uticaj na kapacitet
antioksidativne zasStite, kao 1 koncentraciju oligoelemenata (Zn, Cu, Mn 1 Fe) u

tkivu jetre

» Ispitati uticaj CB1 receptora na lipidni status, profil masnih kiselina u jetri
(palmitinska, stearinska, oleinska, linoleinska i arahidonska kiselina), kao i
adipokine (leptin, apelin, rezistin 1 visfatin) i proinflamatorne citokine (IL-6 1

IFN-y) u masnom tkivu i jetri

» Ispitati uticaj blokade CB1 receptora na glikemiju, koncentraciju insulina 1

HOMA-IR indeks (HOMA, engl. homeostatic model assessment)
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IITI MATERIJAL I METODE
3.1. Eksperimentalne Zivotinje

Eksperimenti su sprovedeni na muZjacima miSeva C57BL/6 soja, uzrasta 8
nedelja, teZine 21-25 g, odgajenih na Vojnomedicinskoj akademiji u Beogradu. Muzjaci
miSeva ovog soja su koriS¢eni radi ujednaCavanja razlike unutar grupe, jer nema
ciklinih promena u reproduktivnom traktu. Zivotinje su &uvane u pojedina¢nim
kavezima od pleksiglasa u standardnim laboratorijskim uslovima (temperatura 22 +
2°C, relativna vlaznost vazduha 50 = 10%, dvanaestocasovni ciklusi svetlost-tama sa
uklju¢ivanjem svetla u 9 h), pri ¢emu su im hrana i voda bile dostupne ad libitum. Sve
eksperimentalne procedure su bile u skladu sa Direktivom Evropskog parlamenta
(2010/63/EU) 1 odobrene 22.04.2016. godine od strane Eticke komisije Medicinskog
fakulteta u Beogradu (MFUB) (dozvola broj 476/1). Eksperimentalna animalna studija

je sprovedena na Institutu za patoloSku fiziologiju MFUB.
3.2. Eksperimentalni dizajn

NAFLD je izazvana miSevima primenom HFD (MP Biochemical, CA, USA), ¢iji
je sastav prikazan u Tabeli 4. Pre samog eksperimenta sve Zivotinje (n=40) bile su
hranjene kontrolnom dijetom (standardnom peletiranom hranom za miSeve).

Tabela 4. Sastav dijete sa pove€anim sadrzajem masti (HFD)

Nutriejnti %

PreciS¢eni kazein 20.00
DL-Metionin 0.30
Sukroza 30.58
Kukuruzni skrob 20.00
Kokosovo ulje 20.00
Alphacel, nenutritivna masa 5.00

DL - a-tokoferol u prahu (250 IU/g) 0.12

AIN — 76 mineralna meSavina 4.00

Ukupno 100
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Nakon 8 nedelja Zivotinje su nasumicno podeljene na sledece grupe: 1. kontrolna
grupa hranjena kontrolnom dijetom u toku 20 nedelja (C; n=10); 2. grupa hranjena HFD
u periodu od devete do dvadesete nedelje (HF; n=10); 3. grupa hranjena kontrolnom
dijetom u toku 20 nedelja i tretirana rimonabantom (SR141716) svakodnevno u toku
poslednje dve nedelje (R; n=10); 4. grupa hranjena HFD od devete do dvadesete nedelje
1 tretirana rimonabantom (SR141716) svakodnevno u toku poslednje dve nedelje (HFR;
n=10).

Dnevne doze rimonabanta (10 mg/kg) bile su administrirane HFR 1 R grupi
orogastricnom sondom svakodnevno u toku poslednje dve nedelje. Pre primene
rimonabant je rastvoren u 0.1% Tween 80 u destilovanoj vodi u koncentraciji od
2mg/mL 1 20 sekundi sonifikovan na ledu uz pomo¢ digitalnog Bransovog sonifikatora.
Istovremeno C i HF grupe dobijale su fizioloSki rastvor na isti na¢in. Nakon dvadesete
nedelje sve Zivotinje su bile Zrtvovane iskrvarenjem u ketaminskoj anesteziji (100
mg/kg intraperitonealno).

Uzorci krvi uzeti su punkcijom desne komore u cilju odredivanja parametara
oStecenja hepatocita (alanin aminotransferaza /ALT/ 1 aspartat aminotransferaza /AST/),

lipidnog statusa, glikemije, kao i koncentracije insulina.

Uzorci jetre koriS¢eni su za patohistoloSku verifikaciju stepena steatoze,
inflamacije i fibroze, za odredivanje profila masnih kiselina, kao i koncentracije
oligoelemenata (Zn, Cu, Mn 1 Fe). Osim toga, uzorci jetre su koriS¢eni i za biohemijsko
odredivanje parametara oksidativnog/nitrozativhog stresa (MDA 1 NOx) i

antioksidativne zastite (GSH, MnSOD i Cu/ZnSOD).

Uzorci jetre za patohistologiju su fiksirani u 4% puferisanom formalinu i
ukalupljeni u parafinu. Isecci tkiva debljine Sum bojeni su hematoksilinom i eozinom
(HE bojenje). HistoloSki preparati su analizirani 1 fotografisani uz pomo¢
kombinovanog fotobinokularnog svetlosnog mikroskopa Olympus BXS5, opremljenog sa
kamerom (Artcore S00MI Co.Ltd.Japan).

Epididimalno i ingvinalno masno tkivo je hirurski uklonjeno 1 potom koriS¢eno za
odredivanje adipokina (apelin, leptin, visfatin i rezistin), proinflamatornih citokina (IL-6

i IFN-y).

59



3.3. Biohemijske analize

Ispitivanje ostec¢enja hepatocita.- Ostecenje hepatocita potvrdeno je biohemijski,
odredivanjem aktivnosti ALT i AST u serumu. Aktivnost ovih enzima merena je
spektrofotometrijski na spektrofotometru BTS-330 prema instrukcijama proizvodaca,
koriS¢enjem specijalnih kitova koji sadrze 2-oksoglutarat (Sigma Aldrich, St.Louis,
MO).

Odredivanje oksidativnog/nitrozativnog stresa.- Uzorci jetre su homogenizovani
na ledu, u hladnom puferisanom saharoznom medijumu (0.25 M/L saharoze, 10 mmol/L
K/NaPO4 pufera pH 7 1 1 mmol/L etilendiaminotetrasir¢etne kiseline /EDTA/).
Homogenati su zatim centrifugirani na 2000xg 15 minuta na 4°C. Supernatanti su bili
preneti u epruvete 1 dodatno centrifugirani na 3200xg u toku 30 minuta na 4°C.
Izdvojeni sediment je rastvoren u dejonizovanoj vodi. Nakon sat vremena inkubacije,
uzorci su centrifugirani na 3000xg 15 minuta na 4°C, a izdvojeni supernatant je ¢uvan
na -70°C. Proteini su odredeni po Lorijevoj (Lowry) metodi koriS¢enjem govedeg
seruma kao standarda (260).

Stepen lipidne peroksidacije je odreden merenjem koncentracije MDA u tkivu
jetre. MDA je odreden spektrofotometrijski u reakciji sa tiobarbiturnom kiselinom, kao
Sto su opisali Giroti (Girotti) 1 saradnici (261), pri ¢emu nastaje obojeni kompleks.
Koli¢ina stvorenog MDA odredena je spektrofotometrijski na 533 nm. Rezultati su

izrazeni kao nmol MDA po miligramu proteina (nmol/mg proteina).

Koncentracija NOy, kao mera produkcije NO odredena je uz pomo¢ Grisovog
(Griess) reagensa na slede¢i nacin: nakon redukcije nitrata, ukupni nitriti reaguju sa
sulfanilamidom 1 N-(I-naftil) etilendiaminom 1 kao produkt nastaje azo boja, koja je
odredena spektrofotometrijski na 492 nm (262). Rezultati su izraZeni kao nmol NO po

miligramu proteina (nmol/mg proteina).

Odredivanje parametara antioksidativne zastite.- Sadrzaj GSH odreden je
spektrofotometrijski primenom 35,5-ditiobis-2-nitrobenzoeve kiseline (DTNB). DTNB
reaguje sa alifaticnim tiol jedinjenjima pri pH 8 stvarajuci p-nitrofenol anjon Zute boje.
Intenzitet boje je ocitan na spektrofotometru, na talasnoj duzini od 412 nm (263).

Rezultati su izraZzeni kao nmol GSH po miligramu proteina (nmol/mg proteina).
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Aktivnost ukupne SOD (EC1.15.1.1.; SOD) je odredena spektrofotometrijski kao
procenat inhibicije autooksidacije adrenalina u baznoj sredini na 480 nm (264). Nakon
dodatka 10 mM adrenalina (Sigma, St. Louis, USA), analiza je izvedena u natrijjum
bikarbonatnom puferu (50 mM, pH 10.2; Serva, Feinbiochemica, Heidelberg, New
York) koji sadrzi 0.1 mM EDTA (Sigma, St. Louis, USA). Uzorci za odredivanje
MnSOD su najpre tretirani 0.8 mM rastvorom kalijum cijanida (KCN) (Sigma, St.
Louis, USA), a zatim analizirani kao Sto je prethodno opisano (264). Aktivnost
Cu/ZnSOD odredena je kao razlika ukupne SOD i MnSOD. Ove enzimske aktivnosti
su izraZene jedinicama po miligramu proteina (U/mg prot.).

Odredivanje koncentracije oligoelemenata.- Za odredivanje koncentracije
oligoelemenata uzorci jetre su najpre bili razgradeni uz pomo¢ MDS-2000 sistema
mikrotalasne digestije u 10 mL razblazene azotne kiseline (1:1), nakon ¢ega je dodato
10 mL koncentrovane azotne kiseline (265). Uzorci su tretirani prema programu u tri
koraka u toku 20 minuta, pri snazi od 630+30 W 1 temperaturnom opsegu od 140-
160°C. Nakon kompletne digestije uzorci su preneti u volumetrijske bo¢ice od 50mL
(265). Sadrzaj Zn i Cu je odreden plamenom atomskom apsorpcionom spektrometrijom
(FAAS, engl. flame atomic absorption spectrometry), dok je za odredivanjue Mn i Fe
koriS¢ena grafitna pe¢na atomska apsorpciona spektrometrija (GF AAS, engl. graphite
furnace atomic absorption spectrometry) (265). SadrZaj oligoelemenata je izrazen kao

miligram na kilogram tkiva jetre (mg/kg).

Odredivanje lipidnog statusa.- Koncentracija TG je odredena enzimskom
kolorimetrijskom metodom. Prema ovoj metodi, za odredivanje koncentracije TG u
plazmi koriS¢en je modifikovani reagens holesterol oksidaza, dodavanjem 2,4,6-
tribromo-3-hidroksi benzoi¢ne kiseline (TBHBA) (Triglyceride Quantification Kit,
ab65336) (266).

Koncentracija ukupnog holesterola (UH) je odredena merenjem koliCine
stvorenog H,0,, nastalog pod dejstvom holesterol oksidaze u reakciji sa 4-
aminoantipirinom i fenolom na 500 nm (Cambridge, UK, Cholesterol Assay Kit,

ab65390 ) (266).

Koncentracija LDL u plazmi je dobijena kombinacijom ultracentrifugiranja i

precipitacione procedure, koju su opisali Fridvald (Friedewald) i saradnici (267).
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Koncentracija HDL je odredena enzimskom kolorimetrijskom metodom (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland). U prisustvu dvostruko pozitivno naelektrisanih
anjona, HDL frakcija je merena posle selektivne LDL precipitacije polianjon sulfatom.
U naSem eksperimentalnom protokolu dekstran sulfat 1 magnezijum sulfat su koriS¢eni u
saglasnosti sa Centrom za kontrolu i prevenciju bolesti (engl. Center of Disease Control
and Prevention) (Atlanta, GA: Lipid Reference Section). Nakon centrifugiranja HDL

frakcija je odredena direktno u supernatantu koriS¢enjem PAP metode (268).

Odredivanje profila masnih kiselina u jetri.- Masti za dalju analizu masnih
kiselina u tkivu jetre su ekstrahovane prema metodi koju su opisali Blaj i Dajer (Bligh i
Dyer) (269). Metil estri masnih kiselina iz lipidne komponente su transesterifikovani uz
pomoc¢ hlorovodonicne kiseline (HCI) u metanolu prema metodi koju su opisali ISihara 1
Fukubajasi (Ichihara i Fukubayashi) (270), a potom i kvantifikovani uz pomo¢ aparata
Agilent Technoligies (7890A Gas Chromatograph, Santa Clara, CA) sa detektorom
plamene jonizacije. Odvajanje metil estara masnih kiselina je izvedeno na 112-88A7,
HP-88 kapilarnim kolumnama (100 m x 0.25 mm X 0.2 pm), uz pomo¢ helijuma (He)
kao noseceg gasa, sa brzinom protoka od 105 mL/min. Uzorci su ubrizgani na pocetnoj
temperaturi pe¢i od 175°C, temperaturi injektora od 250°C 1 temperaturi detektora od
280°C. Temperatura peci je programirana da se poveca sa 175°C na 220°C brzinom od
5°C/min. Masne kiseline su identifikovane na osnovu njihovog vremena zadrzavanja sa
referentnim standardima za masne kiseline (Supelco, FAME Mix, Sigma Aldrich) 1

izrazene su kao procenat u odnosu na ukupni sadrzaj masnih kiselina u jetri.

Odredivanje adipokina i proinflamatornih citokina u masnom tkivu i jetri.- Za
odredivanje koncentracije leptina, apelina, visfatina i rezistina u uzorcima supkutanog i
visceralnog masnog tkiva koriS¢eni su ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent
assay) kitovi nabavljeni od Sigma-Aldrich (Louis, USA), a za odredivanje koncentracije
IL-6 1 IFN-y u ovim tkivima 1 jetri, koriS¢eni su ELISA kitovi nabavljeni od BD
Bioscience (San Diego, USA). Uzorci masnog tkiva najpre su homogenizovani u 10
puta vecoj zapremini PBS. Nakon centrifugiranja (10 minuta na 12000 g 1 temperaturi
od 4°C), supernatanti su pazljivo prikupljeni kroz masni kola€ i rastvoreni u PBS u
zapreminskom odnosu 1/40000 i kori§¢eni za odredivanje ELISA metodom prema

uputstvima proizvodaca (271).
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Odredivanje koncentracije glukoze u plazmi.- Koncentracija glukoze u plazmi je
odredena enzimskom kolorimetrijskom glukoza-oksidaza metodom, prema uputstvu
proizvodaca (Roche, Boehringer Mannheim, Germany). Princip ove metode je da
glukoza-oksidaza oksiduje glukozu do glukonata, pri ¢emu se izdvaja H,O,. H,O;
reaguje sa aminofenazonom i fenolom, pri ¢emu dolazi do promene boje. Uzorak
plazme od 10 pL pomeSan je sa 2 mL reagensa i inkubiran 30 minuta na sobnoj
temperaturi (20-25°C). Nakon ovog vremena doSlo je do promene boje i apsorbanca
uzorka je ocitana na talasnoj duZini od 500 nm na kolorimetru PC800 (Brinkmann,

Westbury, USA) (272).

Odredivanje koncentracije insulina u plazmi.- Za odredivanje koncentracije
insulina u plazmi koriS¢eni su ELISA kitovi (Abcam, Cambridge, UK) prema

uputstvima proizvodaca.

Odredivanje HOMA-IR indeksa.- Koncentracije glukoze i insulina kori§¢ene su za
odredivanje HOMA-IR indeksa. HOMA-IR indeks se dobija kada se koncentracija
glukoze u plazmi (mmol/L) pomnoZi sa koncentracijom insulina u plazmi (mU/L) i

podeli sa 22.5 (273).
3.4. Statisti¢ka analiza

Svi rezultati su izraZeni kao srednja vrednost + standardna greSka. Normalna
distribucija parametara je potvrdena Kolmogorov-Smirnovljevim testom, dok je za
procenu statisticke znacajnosti razlike izmedu grupa koriS¢ena analiza varijanse
(ANOVA) sa Takijevim (Tuckey) post hoc testom. StatistiCka analiza vrSena je
kompjuterskim programom SPSS 15.0, pri ¢emu je razlika smatrana statisticki

znacajnom ako je p<0.05.
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IV REZULTATI
4.1. Uticaj rimonabanta na parametre hepatocelularnog oste¢enja

Rezultati naSe studije su pokazali da je aktivnost AST u serumu bila znaCajno visa
u HF grupi (258.95 + 19.99 U/L) u poredenju sa kontrolnom grupom (191.91 + 7.65
U/L) (p<0.01). S druge strane, tretman rimonabantom doveo je do zna¢ajnog sniZenja
aktivnosti AST u R grupi (155.60 £ 10.27 U/L), kao 1 HFR grupi (125.46 = 8.70 U/L) u
poredenju sa C and HF grupom (p<0.01) (Grafikon 1).

Primena HF dijete dovela je do porasta aktivnosti ALT u serumu u HF grupi
(60.98 = 1.96 U/L) u poredenju sa kontrolom (49.25 + 3.38 U/L) (p<0.01). Medutim, u
obe grupe tretirane rimonabantom uoceno je znaajno sniZenje aktivnosti ALT (R:
30.77 £ 1.07 U/L, HFR: 34.29 £+ 2.89 U/L) u poredenju sa C i HF grupom (p<0.01)
(Grafikon 1).
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Grafikon 1. Uticaj rimonabanta na aktivnost AST i ALT u serumu nakon 20 nedelja primene HFD. C-
kontrolna grupa na kontrolnoj dijeti u toku 20 nedelja; R-grupa na kontrolnoj dijeti u toku 20 nedelja, koja
je tretirana rimonabantom u 19. i 20. nedelji; HF-grupa na HFD u toku 20 nedelja; HFR-grupa na HFD u
toku 20 nedelja, koja je tretirana rimonabantom u 19. i 20. nedelji. Statisticka znacajnost razlike izmedu

grupa je procenjena koriS¢enjem dvostruke analize varijanse (ANOVA) sa Takijevim post hoc testom

(**p<0.01 u odnosu na C grupu, ##p<0.01 u odnosu na HF grupu).
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4.2. Uticaj rimonabanta na patohistoloSke promene u jetri

U C i1 R grupi nisu uocene patohistoloSke promene u jetri (Slika 1A i 1B).
Medutim, HFD je dovela do umerene steatoze sa portalnim inflamatornim infiltratom i
fokalnim nekroticnim promenama u parenhimu (Slika 1C). Nasuprot tome, primena
rimonabanta kod Zivotinja na HFD (HFR grupa) nije dovela do razvoja inflamatornog

infiltrata i fokalnih nekroti¢nih promena, ve¢ samo do umerene steatoze (Slika 1D).

C D

Slika 1. Uticaj rimonabanta na patohistoloske promene u jetri. HE obojeni preparati su se¢eni do debljine
od 5um, analizirani i fotografisani uz pomo¢ kombinovanog fotobinokularnog svetlosnog mikroskopa
Olympus BX51. (A) Normalna jetra kontrolne grupe /10x/; (B) Tkivo jetre R grupe bez patohistoloskih
promena /10x/; (C) Umerena steatoza sa portalnim inflamatornim infiltratom i fokalnim nekroti¢nim

promenama u parenhimu jetre HF grupe /20x/; (D) Umerena steatoza u parenhimu jetre HFR grupe /10x/.
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4.3. Uticaj rimonabanta na odnos teZine jetre i telesne tezine

Rezultati ovog istrazivanja nisu pokazali zna€ajnu razliku u odnosu teZine jetre i
telesne tezine izmedu R grupe (4.75 * 0.20%) i kontrole (4.58 = 0.22%) (p>0.05). S
druge strane, primena HFD dovela je do znaajnog porasta odnosa jetre i telesne teZine
u HF grupi (4.86 = 0.17%) u poredenju sa C grupom (p<0.05), dok se u HFR grupi
(4.67 £ 0.14%) uocava sniZenje ovog odnosa u poredenju sa HF grupom (p<0.05)
(Tabela 5).

Tabela 5. Uticaj rimonabanta na odnos teZine jetre 1 telesne teZine

Grupe %

C 4.58 +0.22
R 4.75 £ 0.20
HF 4.86 +0.17*
HFR 4.67 +0.14"

Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena koriS¢enjem dvostruke analize varijanse

(ANOVA) sa Takijevim post hoc testom (*p<0.05 u odnosu na C grupu; #p<0.05 u odnosu na HF grupu).
y p P
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4.4. Uticaj rimonabanta na dnevni unos hrane

Rezultati ove studije ukazuju da je dnevni unos hrane bio znaCajno niZi u grupi
koja je bila na HF dijeti (HF; 3.06 = 0.18 g/dan) u poredenju sa grupom koja je bila na
standardnoj kontrolnoj ishrani (C; 4.30 = 0.33 g/dan) (p<0.01). Tretman rimonabantom
doveo je do znacajnog smanjenja dnevnog unosa hrane u HFR grupi u toku 19. 1 20.
nedelje (2.66 = 0.19 g/dan) u poredenju sa prvih 18 nedelja (3.03 + 0.21 g/dan)
(p<0.05). Slicno smanjenje unosa hrane uoceno je u R grupi u toku 19. i 20. nedelje
(2.56 * 0.23 g/dan) u poredenju sa prvih 18 nedelja (4.31 + 0.34 g/dan) (p<0.01)
(Grafikon 2).
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Grafikon 2. Uticaj rimonabanta na dnevni unos hrane u toku 20 nedelja (C, R, HF i HFR). Statisticka
znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena koriS¢enjem dvostruke analize varijanse (ANOVA) sa

Takijevim post hoc testom (*p<0.05 u odnosu na prvih 18 nedelja; **p<0.01 u odnosu na prvih 18

nedelja; ##p<0.01u odnosu na kontrolnu grupu).
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4.5. Uticaj rimonabanta na parametre oksidativnog/nitrozativnog stresa u jetri

Koncentracija MDA u jetri bila je znacajno povecana u HF grupi (777.99 = 70.87
nmol/ mg prot.) u poredenju sa kontrolom (661.09 + 106.72 nmol/mg prot.) (p<0.05). S
druge strane, rimonabant je indukovao znaCajno smanjenje koncentracije MDA u HFR
grupi (197.04 + 17.99 nmol/mg prot.) u poredenju sa HF grupom (p<0.01). Znacajno
smanjenje koncentracije MDA uoceno je 1 u grupi miSeva koji su bili na kontrolnoj
ishrani i tretirani rimonabantom (483.18 * 26.59 nmol/mg prot.) u poredenju sa

kontrolom (p<0.01) (Grafikon 3A).

Primena HFD dovela je do porasta koncentracije NOx u HF grupi (18.10 = 2.94
nmol/mg prot.) u poredenju sa kontrolom (15.51 * 2.02 nmol/mg prot.) (p<0.01).
Primena rimonabanta dovela je do smanjenja sadrZzaja NOx u HFR grupi (10.31 + 1.66

nmol/mg prot.) u poredenju sa HF grupom (p<0.01) (Grafikon 3B).

Aktivnost ukupne SOD bila je znaCajno povecana u HF grupi (31.17 + 3.05 U/mg
prot.) u poredenju sa kontrolom (14.88 + 2.86 U/mg prot.) (p<0.01). Takode, povecana
aktivnost ovog enzima bila je uocena i u R grupi (32.57 + 3.06 U/mg prot.) u poredenju
sa C grupom (p<0.01). S druge strane, aktivnost ukupne SOD bila je snizena u HFR
grupi (22.84 + 3.27 U/mg prot.) u poredenju sa HF grupom (p<0.01). Aktivnosti
MnSOD i Cu/ZnSOD izoenzima pratile su promene ukupne SOD (Grafikon 4).

Koncentracija GSH bila je znacajno snizena u HF grupi (62.43 + 8.86 nmol/mg
prot.) u poredenju sa kontrolom (104.59 + 13.16 nmol/mg prot.) (p<0.01). Medutim,
znacajno povecanje koncentracije GSH uoceno je u HFR grupi (100.09 + 5.39 nmol/mg
prot.) u poredenju sa HF grupom (p<0.01). Nasuprot tome, pad koncentracije GSH
uocen je u R grupi (92.46 £ 10.19 nmol/mg prot.) u odnosu na kontrolu (p<0.05)
(Grafikon 5).
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Grafikon 3. Uticaj rimonabanta na koncentraciju malondialdehida (MDA) (A) i NOx (B) u jetri nakon 20
nedelja (C, R, HF i HFR). Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena koriS¢enjem
dvostruke analize varijanse (ANOVA) sa Takijevim post hoc testom (*p<0.05 u odnosu na C grupu;

**p<0.01 u odnosu na C grupu; ##p<0.01 u odnosu na HF grupu).
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Grafikon 4. Uticaj rimonabanta na aktivnost ukupne superoksid dizmutaze, kao i njenih izoformi Cu/Zn
SOD i MnSOD u jetri nakon 20 nedelja (C, R, HF i HFR). Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je
procenjena kori$¢enjem dvostruke analize varijanse (ANOVA) sa Takijevim post hoc testom (**p<0.01 u

odnosu na C grupu; ##p<0.01u odnosu na HF grupu).
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Grafikon 5. Uticaj rimonabanta na sadrzaj glutationa u jetri nakon 20 nedelja (C, R, HF i HFR).

Sadrzaj GSH u jetri (nmol/mg prot.)

Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena kori$¢enjem dvostruke analize varijanse
(ANOVA) sa Takijevim post hoc testom (*p<0.05 u odnosu na C grupu; **p<0.01 u odnosu na C grupu;
##p<0.01u odnosu na HF grupu).
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4.6. Uticaj rimonabanta na koncentraciju oligoelemenata u jetri

Koncentracija Zn bila je znacCajno sniZzena u HF grupi (29.10 + 2.38 mg/kg) u
poredenju sa kontrolnom grupom (36.69 + 5.02 mg/kg) (p<0.05). Medutim, primena
rimonabanta dovela je do porasta njegove koncentracije u HFR grupi (50.1+ 8.65
mg/kg) u poredenju sa HF grupom (p<0.01), kao i u R grupi (45.79 £+ 6.16 mg/kg) u
poredenju sa C grupom (p<0.01) (Tabela 6).

Primena HFD dovela je do porasta koncentracije Fe u jetri (110.59£10.07 mg/kg)
u poredenju sa kontrolom (82.9 * 4.83 mg/kg) (p<0.01), dok je primena rimonabanta
dovela do smanjenja njegove koncentracije u HFR grupi (70.46 = 10.07 mg/kg) u
poredenju sa HF grupom (p<0.01). Nasuprot tome, porast njegove koncentracije uocen

u R grupi (88.09 = 6.22 mg/kg) u poredenju sa kontrolom (p<0.01) (Tabela 6).

Koncentracija Cu u HF grupi (4.33 + 0.24 mg/kg) bila je znacajno povecana u
poredenju sa kontrolom (2.66 * 0.15 mg/kg) (p<0.01). Takode, znaCajan porast
koncentracije Cu uocen je u HFR grupi (5.53 + 1.38 mg/kg) u poredenju sa HF grupom,
kao i u R grupi (4.04 = 0.48 mg/kg) u poredenju sa C grupom (p<0.01) (Tabela 6).

Slicno promeni koncentracije Cu, primena dijete sa visokim sadrZzajem masti
dovela je do porasta koncentracije Mn u jetri (2.41 * 0.23 mg/kg) u poredenju sa
kontrolom (1.27 + 0.01 mg/kg) (p<0.01). Primena rimonabanta dovela je do porasta
koncentracije Mn u HFR grupi (10.01 + 1.99 mg/kg) u poredenju sa HF grupom
(p<0.01). Nasuprot Cu, koncentracija Mn u jetri bila je znacajno niZza u R grupi (0.06

0.01 mg/kg) u poredenju sa C grupom (p<0.01) (Tabela 6).
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Tabela 6. Uticaj rimonabanta na koncentraciju oligoelemenata u jetri

Koncentracije oligoelemenata (mg/kg)

Grupe Zn Fe Cu Mn

C 36.69 % 5.00 82.9 + 4.83 2.66%0.15 1.27 +0.01
R 4579 +6.16 88.09 £6.22 404048 0.06+0.01

HF 29.10 £2.38" 110.59 +10.07  433+024 241023
HFR 50.1%8.65" 7046 +10.07" 553 +138"  10.01%1.99"

Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena koriS¢enjem dvostruke analize varijanse

(ANOVA) sa Takijevim post hoc testom (*p<0.05 u odnosu na C grupu; **p<0.01 u odnosu na C grupu;
##p<0.01u odnosu na HF grupu).
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4.7. Uticaj rimonabanta na koncentraciju triglicerida u plazmi

Koncentracija TG u plazmi bila je poviSena u R grupi (1.06 = 0.09 mmol/L) u
odnosu na kontrolu (0.85 + 0.04 mmol/L) (p<0.01). Medutim, nisu uocene promene
koncentracije TG u serumu izmedu C i HF grupe (0.87 £ 0.03 mmol/L) (p>0.05). Osim
toga, nije uocena statistiCcki znacajna razlika izmedu HF i HFR grupe (0.82 + 0.04

mmol/L) (p<0.05) (Grafikon 6).
4.8. Uticaj rimonabanta na koncentraciju holesterola u plazmi

Koncentracija UH u plazmi bila je povec¢ana u HF grupi (3.29 £ 0.03 mmol/L) u
poredenju sa kontrolom (2.41 = 0.05 mmol/L) (p<0.01). S druge strane, rimonabant je
doveo do porasta koncentracije UH u obe rimonabantom tretirane grupe — R (4.38 +
0.07 mmol/L) i HFR (4.02 + 0.08 mmol/L) u poredenju sa C i HF grupom (p<0.01)
(Grafikon 6).

Analiza holesterolskih frakcija u plazmi pokazala je da je HFD dovela do porasta
koncentracije HDL u HF grupi (3.48 £ 0.05 mmol/L) u poredenju sa kontrolom (2.33 +
0.04 mmol/L) (p<0.01). S druge strane, rimonabant je izazvao porast koncentracije
HDL u serumu u obe rimonabantom tretirane grupe R (4.34 + 0.08 mmol/L) i1 HFR
(4.17 £ 0.04 mmol/L) u poredenju sa C (C:R, p<0.01) i HF grupom (HF:HFR, p<0.01).
(Grafikon 6).

Nivo LDL holesterola bio je znacajno poviSen u HF grupi (0.29 + 0.02 mmol/L) u
poredenju sa kontrolom (0.07 = 0.03 mmol/L) (p<0.01). Tretman rimonabantom doveo
je do nesignifikantnog porasta koncentracije LDL u R grupi (0.08 + 0.01 mmol/L) u
poredenju sa C grupom (p>0.05). Sa druge strane, koncentracija LDL holesterola bila je
znacajno niza u HFR grupi (0.17 £ 0.03 mmol/L) u poredenju sa HF grupom (p<0.01)
(Grafikon 7).
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Grafikon 6. Uticaj rimonabanta na koncentraciju TG, UH i HDL u plazmi nakon 20 nedelja (C, R, HF i

HFR). Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena koris¢enjem dvostruke analize varijanse
(ANOVA) sa Takijevim post hoc testom (**p<0.01 u odnosu na C grupu; ##p<0.01u odnosu na HF

grupu).

05 -
045 4
04 -
0.35 4 wx
0.3 A
0.25 4
0.2 -
0.15 4
0.1 A

0 T T
C R H

(mmol/L)

Koncentracija LDL holesterola u
plazmi

F HFR

Grafikon 7. Uticaj rimonabanta na koncentraciju LDL holesterola u plazmi nakon 20 nedelja (C, R, HF i

HFR). Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena koris¢enjem dvostruke analize varijanse
(ANOVA) sa Takijevim post hoc testom (**p<0.01 u odnosu na C grupu; ##p<0.01u odnosu na HF
grupu).
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4.9. Uticaj rimonabanta na tezinu supkutanog i visceralnog masnog tkiva

TeZina supkutanog masnog tkiva bila je znacajno viSa u HF grupi (0.05 + 0.03 g)
u odnosu na kontrolu (0.03 + 0.015 g) (p<0.05). Primena rimonabanta dovela je do
smanjenja teZine supkutanog masnog tkiva u R grupi (0.02 = 0.01 g) u poredenju sa C
grupom (p<0.05). Medutim, najve¢e smanjenje teZine supkutanog masnog tkiva je

uoceno u HFR grupi (0.02 £ 0.015 g) u poredenju sa HF grupom (p<0.01) (Grafikon 8).

Porast tezine visceralnog masnog tkiva uocen je u HF grupi (0.73 £ 0.09 g) u
poredenju sa kontrolom (0.35 £ 0.07 g) (p<0.01). Nasuprot tome, u HFR grupi (0.48 %
0.06 g) tezina visceralnog masnog tkiva bila niza u odnosu na HF grupu (p<0.01). S
druge strane, rimonabant je doveo do smanjenja teZine visceralnog masnog tkiva u R

grupi (0.23 £ 0.04 g) u poredenju sa kontrolom (p<0.05) (Grafikon 8).

o0
o 0.9 7 - B Supkutano
U | masno tkivo
0.8 -|-
£
0 i
2 0.7 Visceralno
© 06 - i masnotkivo
T .
23 g5 - T
g
D=2 04 T
c ¥ *
g 0.3 -
= T
o 0.2 -~
?
© 0.1 - * * i
ey ol mmtt ol BT
l—
c R HF HFR

Grafikon 8. Uticaj rimonabanta na teZinu supkutanog i visceralnog masnog tkiva nakon 20 nedelja (C, R,
HF i HFR). Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena koriS¢enjem dvostruke analize

varijanse (ANOVA) sa Takijevim post hoc testom (*p<0.05 u odnosu na C grupu; **p<0.01 u odnosu na

C grupu; ##p<0.01u odnosu na HF grupu).
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4.10. Uticaj rimonabanta na proporciju masnih Kkiselina u jetri

Primena rimonabanta izazvala je smanjenje proporcije palmitinske kiseline
(C16:0) u R grupi (21.22 + 1.2 %) u poredenju sa kontrolom (22.66 = 0.58 %) (p<0.05).
Osim toga, rimonabant je doveo do sniZenja proporcije palmitinske kiseline 1 u HFR
grupi (22.53+ 1.00 %) u odnosu na HF grupu (23.32 = 0.69 %) (p<0.01). Takode, uocen
je porast proporcije palmitinske kiseline u HF grupi u poredenju sa kontrolom (p<0.05)

(Grafikon 9).

Proporcija stearinske kiseline (C18:0) bila je viSa u HF grupi (13.22 + 1.13 %) u
odnosu na kontrolu (10.44 + 0.63 %) (p<0.01). Primena rimonabanta izazvala je
znacajno smanjenje proporcije stearinske kiseline u obe rimonabantom tretirane grupe -
R (7.22 £ 1.2 %) i HFR (11.68 + 0.62 %) u poredenju sa C i HF grupom (p<0.01)
(Grafikon 9).

Proporcija oleinske kiseline (C18:1) bila je povecana u HF grupi (31.14 + 0.62 %)
u poredenju sa kontrolom (13.26 + 0.67 %) (p<0.01). Primena rimonabanta dovela je do
smanjenja proporcije oleinske kiseline u R grupi (10.24 + 1.1 %) u poredenju sa C
grupom (p<0.05), kao i u HFR grupi (24.33 £ 1.3 %) u poredenju sa HF grupom
(p<0.01) (Grafikon 9).

Proporcija linoleinske kiseline (C18:2 n6) bila je znacajno poviSena u HF grupi
(4.78 £ 0.64 %) u poredenju sa kontrolom (3.78 + 0.64 %) (p<0.05). Znacajno
povecanje proporcije linoleinske kiseline uoceno je u R grupi (18.6 £ 1.27 %) u odnosu
na kontrolu (p<0.01), kao i u HFR grupi (20.98 £ 1.59 %) u poredenju sa HF grupom
(p<0.01) (Grafikon 9).

Proporcija arahidonske kiseline (C20:4 n6) bila je znacajno niza u HF grupi (8.16
+ 1.34 %) u poredenju sa kontrolom (11.88 + 0.39 %) (p<0.01). S druge strane, primena
rimonabanta nije dovela do promena u proporciji arahidonske kiseline u R grupi (11.02
+ 0.1 %) u poredenju sa kontrolom (p>0.05). Nasuprot tome, rimonabant je doveo do
porasta proporcije arahidonske kiseline u HFR grupi (11.67 = 0.9 %) u poredenju sa HF
grupom (p<0.01) (Grafikon 9).
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Grafikon 9. Proporcija masnih kiselina u jetri nakon 20 nedelja (C, R, HF i HFR). Statisti¢ka znacajnost

razlike izmedu grupa je procenjena koriS§¢enjem dvostruke analize varijanse (ANOVA) sa Takijevim post
hoc testom (¥p<0.05 u odnosu na C grupu; **p<0.01 u odnosu na C grupu; ##p<0.01u odnosu na HF

grupu).
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4.11. Uticaj rimonabanta na koncentraciju glukoze u plazmi

Koncentracija glukoze u plazmi bila je ve¢a u HF grupi (9.60+0.81mmol/L) u
poredenju sa kontrolom (8.37 = 0.22 mmol/L) (p<0.01). S druge strane, primena
rimonabanta dovela je do sniZenja koncentracije glukoze u obe grupe tretirane
rimonabantom (R: 5.60 + 0.43 mmol/L, HFR: 7.94 = 1.42 mmol/L) u poredenju sa C i
HF grupom (p<0.01) (Grafikon 10).
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Grafikon 10. Uticaj rimonabanta na koncentraciju glukoze u plazmi nakon 20 nedelja (C, R, HF i HFR).

Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena koriS¢enjem dvostruke analize varijanse
(ANOVA) sa Takijevim post hoc testom (**p<0.01 u odnosu na C grupu; ##p<0.01u odnosu na HF

grupu).
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4.12. Uticaj rimonabanta na koncentraciju insulina u plazmi

Koncentracija insulina u plazmi bila je znaCajno veta u HF grupi
(2.69+0.31ng/mL) u poredenju sa kontrolom (0.44 + 0.09 ng/mL) (p<0.01). Medutim,
primena rimonabanta dovela je do sniZenja koncentracije insulina u obe grupe tretirane
rimonabantom (R: 0.35 = 0.06 ng/mL, HFR: 0.54 + 0.14 ng/mL) u poredenju sa C i HF
grupom (p<0.01) (Grafikon 11).
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Grafikon 11. Uticaj rimonabanta na koncentraciju insulina u plazmi nakon 20 nedelja (C, R, HF i HFR).

Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena koriS¢enjem dvostruke analize varijanse
(ANOVA) sa Takijevim post hoc testom (**p<0.01 u odnosu na C grupu; ##p<0.01 u odnosu na HF

grupu).
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4.13. Uticaj rimonabanta na HOMA-IR indeks

HOMA-IR indeks je bio povisen u HF grupi (29.84%1.21) u poredenju sa
kontrolom (4.25 + 0.52 ) (p<0.01). S druge strane, primena rimonabanta dovela je do
snizenja HOMA-IR indeksa u obe grupe tretirane rimonabantom (R: 2.26 + 0.33, HFR:
4.95 £1.12 ) u poredenju sa C i HF grupom (p<0.01) (Grafikon 12).
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Grafikon 12. Uticaj rimonabanta na HOMA indeks nakon 20 nedelja (C, R, HF i HFR). Statisticka

znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena koriS¢enjem dvostruke analize varijanse (ANOVA) sa

Takijevim post hoc testom (**p<0.01 u odnosu na C grupu; ##p<0.01u odnosu na HF grupu).
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4.14. Uticaj rimonabanta na koncentraciju leptina u supkutanom i visceralnom

masnom tkivu

Koncentracija leptina u supkutanom masnom tkivu bila je veca u HF grupi (4.34
+ (.32 ng/mL) u poredenju sa kontrolom (2.10 + 0.27 ng/mL) (p<0.01). S druge strane,
primena rimonabanta dovela je do sniZenja koncentracije leptina u potkoZnom masnom

tkivu u HFR grupi (2.24 + 0.29 ng/mL) u poredenju sa HF grupom (p<0.01) (Tabela 7).

HFD je dovela do porasta koncentracije leptina u visceralnom masnom tkivu
(7.25 + 0.96 ng/mL) u poredenju sa kontrolom (3.61 + 0.44 ng/mL) (p<0.01). S druge
strane, koncentracija leptina u epididimalnom masnom tkivu bila je znaCajno niZza u

HFR grupi (3.52 + 0.29 ng/mL) u poredenju sa HF grupom (p<0.01) (Tabela 8).

4.15. Uticaj rimonabanta na koncentraciju rezistina u supkutanom i visceralnom

masnom tkivu

Nasa studija je pokazala da je koncentracija rezistina u supkutanom masnom tkivu
bila znacajno visa u HF grupi (0.78 = 0.03 ng/mL) u poredenju sa kontrolnom grupom
(0.27 £ 0.02 ng/mL) (p<0.01). Nasuprot tome, znafajno smanjenje koncentracije
rezistina u ingvinalnom masnom tkivu uoceno je u R grupi (0.12 + 0.01 ng/mL) u
poredenju sa kontrolom, kao i u HFR grupi (0.32 £ 0.03 ng/mL) u odnosu na HF grupu
(p<0.01) (Tabela 7).

HFD je dovela do porasta koncentracije rezistina u visceralnom masnom tkivu u
HF grupi (1.07 = 0.06 ng/mL) u poredenju sa grupom Zivotinja koja je bila na
kontrolnoj ishrani (0.33 + 0.01 ng/mL) (p<0.01). Sli¢no tome, koncentracija rezistina u
epididimalnom masnom tkivu bila je znacajno niza u R grupi (0.28 £ 0.01 ng/mL) u
poredenju sa kontrolom, kao i u HFR grupi (0.61 + 0.06 ng/mL) u odnosu na HF grupu
(p<0.01) (Tabela 8).
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4.16. Uticaj rimonabanta na koncentraciju apelina u supkutanom i visceralnom

masnom tkivu

Analiza koncentracije adipokina u supkutanom masnom tkivu pokazala je da je
HFD dovela do porasta koncentracije apelina u HF grupi (345.51 + 24.67 ng/mL) u
poredenju sa kontrolom (207.9 £+ 19.22 ng/mL) (p<0.01). Sa druge strane, rimonabant je
izazvao znaCajno smanjenje koncentracije apelina u potkoZznom masnom tkivu R grupe
(119.26 + 6.21 ng/mL) u poredenju sa kontrolom, kao i u HFR grupi (263.88 + 17.14
ng/mL) u odnosu na HF grupu (p<0.01) (Tabela 7).

Koncentracija apelina u visceralnom masnom tkivu bila je znacajno viSa u grupi
Zivotinja na HFD (393.22 + 27.25 ng/mL) u poredenju sa grupom koja je bila na
kontrolnoj ishrani (212.86 + 12.16 ng/mL) (p<0.01). Nasuprot tome, primena
rimonabanta dovela je do smanjenja koncentracije apelina u epididimalnom masnom
tkivu u R grupi (149.13 + 6.77 ng/mL) u poredenju sa kontrolom, kao i u HFR grupi
(254.39 £ 18.33 ng/mL) u odnosu na HF grupu (p<0.01) (Tabela 8).

4.17. Uticaj rimonabanta na koncentraciju visfatina u supkutanom i visceralnom

masnom tkivu

Koncentracija visfatina u supkutanom masnom tkivu bila je ve¢a u HF grupi
(73.44 £ 1.67 ng/mL) u poredenju sa kontrolom (7.58 * 0.12 ng/mL) (p<0.01).
Medutim, primena rimonabanta nije dovela do statisticki znaCajnih promena njegove
koncentracije u potkoZnom masnom tkivu u R grupi (7.47 £ 0.16 ng/mL) u poredenju sa
C grupom (p>0.05). Nasuprot tome, tretman rimonabantom doveo je do znaajnog
smanjenja koncentracije visfatina u supkutanom masnom tkivu u HFR grupi (6.92 +

0.44 ng/mL) u poredenju sa HF grupom (p<0.01) (Tabela 7).

Koncentracija visfatina u visceralnom masnom tkivu bila je znacajno veca u HF
grupi (620.51 £ 27.25 ng/mL) u odnosu na kontrolu (49.29 + 3.56 ng/mL) (p<0.01).
Medutim, primena rimonabanta redukovala je koncentraciju visfatina u visceralnom
masnom tkivu u R grupi (44.19 + 2.44 ng/mL) u poredenju sa C grupom (p<0.05).
Sli¢no tome, nivo visfatina u epididimalnom masnom tkivu bio je znacajno nizi i u HFR

grupi (54.18 = 4.72 ng/mL) u odnosu na HF grupu (p<0.01) (Tabela 8).
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4.18. Uticaj rimonabanta na koncentraciju IL-6 u supkutanom i visceralnom

masnom tkivu

NaSa studija je pokazala da je koncentracija IL-6 u supkutanom masnom tkivu
bila znacajno viSa u HF grupi (17.49 = 1.12 pg/mL) u poredenju sa kontrolnom grupom
zivotinja (3.29 + 0.54 pg/mL) (p<0.01). Sa druge strane, tretman rimonabantom izazvao
je znaCajno smanjenje koncentracije IL-6 u potkoZnom masnom tkivu u HFR grupi
(3.55 £ 0.55 pg/mL) u poredenju sa grupom miSeva koji su bili samo na HFD (p<0.01)
(Tabela 7).

HFD je dovela do porasta koncentracije IL-6 u visceralnom masnom tkivu u HF
grupi (24.72 + 1.91 pg/mL) u poredenju sa grupom Zivotinja koja je bila na kontrolnoj
ishrani (6.44 £ 0.77 pg/mL) (p<0.01). Osim toga, tretman rimonabantom doveo je do
smanjenja koncentracije IL-6 u epididimalnom masnom tkivu u HFR grupi (6.64 = 0.86

pg/mL) u odnosu na HF grupu (p<0.01) (Tabela 8).

4.19. Uticaj rimonabanta na koncentraciju IFN-y u supkutanom i visceralnom

masnom tkivu

Koncentracija IFN-y u supkutanom masnom tkivu bila je znaCajno viSa u grupi
Zivotinja na HFD (1.65 + 0.10 pg/mL) u poredenju sa grupom koja je bila na kontrolnoj
ishrani (0.67 £ 0.03 pg/mL) (p<0.01). Nasuporot tome, primena rimonabanta dovela je
do smanjenja koncentracije IFN-y u potkoZnom masnom tkivu u R grupi (0.58 + 0.01
pg/mL) u poredenju sa kontrolom, kao i u HFR grupi (0.72 = 0.06 pg/mL) u odnosu na
HF grupu (p<0.01) (Tabela 7).

Primena HFD je dovela do porasta koncentracije IFN-y u visceralnom masnom
tkivu u HF grupi (131.16 + 11.95 pg/mL) u poredenju sa grupom Zivotinja koja je bila
na kontrolnoj ishrani (65.83 + 4.72 pg/mL) (p<0.01). Sli¢no tome, koncentracija IFN-y
u epididimalnom masnom tkivu bila je znacajno niza u HFR grupi (68.61 + 7.62 pg/mL)
u odnosu na HF grupu (p<0.01) (Tabela 8).
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Tabela 7. Efekat rimonabanta na koncentraciju adipokina (leptin, rezistin, apelin i

visfatin) 1 proinflamatornih citokina (IL-6 i IFN-y) u supkutanom masnom tkivu nakon

20 nedelja (C, R, HF, HFR)

Parametar Grupa
C R HF HFR

Leptin (ng/mL) 2.10 £0.27 2.10£0.22 4.34 +0.32%* 2.24 +0.29"
Rezistin (ng/mL) 0.27 £0.02 0.12 +£0.01%** 0.78 + 0.03%* 0.32 +0.03"
Apelin (ng/mL) 207.9 £19.22  119.26 £ 6.21%%  345.51+24.67%* 263.88 +17.14"
Visfatin (ng/mL) 7.58 +0.12 7.47+0.16 73.44 + 1.67%* 6.92 + 0.44%

IL-6 (pg/mL) 3.29 £0.54 3.22 +0.39 17.49 + 1,127 3.55 +0.55™
IFN-y (pg/mL) 0.67 £0.03 0.58 +0.01%* 1.65 +0.10%* 0.72 +0.06"

Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena koriS¢enjem dvostruke analize varijanse

(ANOVA) sa Takijevim post hoc testom (**p<0.01 vs. C, ##p<0.01 vs. HF)
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Tabela 8. Efekat rimonabanta na koncentraciju adipokina (leptin, rezistin, apelin i

visfatin) 1 proinflamatornih citokina (IL-6 i IFN-y) u visceralnom masnom tkivu nakon

20 nedelja (C, R, HF, HFR)

Parametar Grupa
C R HF HFR

Leptin (ng/mL) 3.61 +0.44 3.42+£0.35 7.25 +0.96%* 3.52 +0.29"
Rezistin (ng/mL) 0.33+0.01 0.28 +0.01** 1.07 £ 0.06%* 0.61 +0.06"
Apelin (ng/mL) 212.86+12.16  149.13 £6.77*%*  393.22+27.25%* 254.39 + 18.33"
Visfatin (ng/mL) 49.29 +3.56 44.19 £2.44%  620.51%27.25%%  54.18 +4.72"

IL-6 (pg/mL) 6.44 +0.77 6.21 +0.42 24.72 +1.91%* 6.64 +0.86™
IFN-y (pg/mL) 65.83 +4.72 67.42 £7.33 131.16211.95%%  68.61 + 7.62*

Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena koriS¢enjem dvostruke analize varijanse

(ANOVA) sa Takijevim post hoc testom (*p<0.05 vs. C, **p<0.01 vs. C, ##p<0.01 vs. HF).
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4.20. Uticaj rimonabanta na koncentraciju IL-6 i IFN-y u tkivu jetre

Analiza koncentracije citokina u tkivu jetre pokazala je da je primena HFD dovela
do znacajnog porasta koncentracije 1L-6 (189.25 * 14.66 pg/mL) u poredenju sa
kontrolnom grupom (34.48 + 0.98 pg/mL) (p<0.01). Nasuprot tome, tretman
rimonabantom doveo je do smanjenja koncentracije IL-6 u tkivu jetre R grupe (31.22 +
0.75 pg/mL) u poredenju sa kontrolom (p<0.05). Sli¢no tome, nivo IL-6 u jetri bio je
znacajno nizi u HFR grupi (35.72 +£ 2.12 pg/mL) u odnosu na HF grupu (p<0.01)
(Tabela 9).

Koncentracija IFN-y u tkivu jetre bila je znacajno vec¢a u HF grupi (207.45 +
23.78 pg/mL) u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (136.94 + 18.44 pg/mL) (p<0.01).
Medutim, primena rimonabanta dovela je do porasta koncentracije IL-6 u jetri u R grupi
(139.51 £ 16.27 pg/mL) u odnosu na kontrolu (p<0.05). Nasuprot tome, nivo IL-6 u
tkivu jetre bio je znacajno redukovan u HFR grupi (131.45 £ 15.85 pg/mL) u poredenju
sa HF grupom (p<0.01) (Tabela 9).
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Tabela 9. Efekat rimonabanta na koncentraciju proinflamatornih citokina (IL-6 i IFN-y)

u tkivu jetre nakon 20 nedelja (C, R, HF, HFR)

Parametar Grupa

HFR

IL-6 (pg/mL) 34.48 £0.98 31.22 £0.75* 189.25£14.66**

IFN-y (pg/mL) 136.94 +£18.44  139.51 £16.27*  207.45+23.78**

35.72 +2.12"

131.45 + 15.85™

Statisticka znacajnost razlike izmedu grupa je procenjena koriS¢enjem dvostruke analize varijanse

(ANOVA) sa Takijevim post hoc testom (*p<0.05 vs. C, **p<0.01 vs. C, ##p<0.01 vs. HF).
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V DISKUSIJA

NAFLD predstavlja rastuci globalni zdravstveni problem, koji je usko povezan sa
pandemijom gojaznosti i nastankom MS. Prevalencija ove bolesti danas iznosi izmedu
20 1 30% u razvijenom delu sveta. Medutim, taj procenat je znacajno veci u populaciji
dijabeticara (50%) i gojaznih osoba (57-74%) (275). U izu¢avanju NAFLD esencijalnu
ulogu imaju animalni modeli. Do sada je opisan veliki broj animalnih modela, od kojih
ni jedan ne odraZava u potpunosti sve morfoloSke 1 patofizioloSke karakteristike humane
NAFLD. U ovoj studiji koriS¢ena je HFD, koja je kod miSeva C57BL/6 soja dovela do
izrazene masne promene jetre nakon 20. nedelje (Slika 1C). S obzirom da je blaga
steatoza sa portalnim inflamatornim infiltratom i nekroticnim promenama nadena u
parenhimu jetre miSeva na HFD (Slika 1C), moZe se pretpostaviti da su SMK 1 OS
ukljuceni u nastanak ovih hepatickih lezija. Ovom studijom je pokazano da se animalni
model NAFLD koja je izazvana HFD moZe koristiti kao pogodan za ispitivanje uloge
OS, NS, i SMK u razvoju NAFLD. Osim toga, uocen je i znaCajan porast odnosa
jetra/telesna teZina u grupi Zivotinja na HFD u poredenju sa onima koje su bile na
kontrolnoj ishrani (Tabela 5). Ovakav nalaz je u skladu sa velikim brojem studija koje
pokazuju vezu izmedu primene HFD i hepatocelularnog ostecenja (133, 134, 156).
Poznato je da ishrana bogata mastima moZe dovesti do razvoja steatoze usled
povecanog preuzimanja lipida u hepatocite (Slika 1C). Osim povecanog hepatickog
preuzimanja lipida, i HFD izazvan porast ekspresije gena koji promoviSu de novo

lipogenezu igra znacajnu ulogu u patogenezi NAFLD (133, 134, 276).

U naSoj studiji primena HFD indukovala je signifikantan porast aktivnosti
transaminaza u serumu (AST i ALT) u poredenju sa kontrolom (Grafikon 1). Porast
aktivnosti ovih enzima jasno pokazuje da ishrana bogata mastima dovodi do
hepatocelularnog oStecenja, Sto ujedno predstavlja 1 biohemijsku potvrdu

patohistoloSkog nalaza NAFLD (Slika 1C).

Nasa studija ukazuje da ES u znacajnoj meri, i sa razli¢itih aspekata, doprinosi
nastanku NASH posredstvom CB1 receptora. S druge strane, ovom studijom je
pokazano da blokada CBI1 receptora protektivno deluje na razvoj patohistoloskih
promena u jetri, do kojih dovodi primena HFD (Slika 1D). Kao S$to je ve¢ ranije
naglaSeno, rimonabant je prvi lek primenjen kod ljudi sa ciljem da blokira CB1

88



receptore u mozgu i na periferiji. Efekti CB1 antagonizma na smanjenje telesne teZine 1
poboljsanje metabolickog profila bili su veoma ohrabrujuci, tako da su pokrenute Cetiri
velike klinicke studije u cilju ispitivanja njegovih dugotrajnih efekata, kao 1 njegove
efikasnosti 1 bezbednosti (253, 255, 257, 277, 278). Medutim, rimonabant je naknadno
povucen zbog neZeljenih efekata, kao Sto su mucnina, bolovi u zglobovima, dijareja,
vrtoglavice, anksioznost, depresija 1 pokuSaji samoubistva (254). Iako ne postoji
mogucnost za dalju primenu rimonabanta kod ljudi, naSa studija pokazuje da
antagonizam CB1 receptora moZe biti od velike koristi u leCenju NAFLD. S tim u vezi,
joS uvek nije razja$njeno koji specifi¢ni signalni put CB1 receptora treba aktivirati, da bi
se ispoljili terapijski korisni efekti. Takode, nije rasvetljeno koji signalni put ovih

receptora je neophodno iskljuciti kako bi se izbegla pojava nezeljenih efekata (279).

Poznato je da je efekat rimonabanta udruZzen sa redukcijom intenziteta
zapaljenjskih procesa. Prethodna pretklinicka 1 klinicka istraZivanja nefropatije i
kardiomiopatije ustanovila su antiinflamatorne i citoprotektivne efekte CB1 antagonista,
koji nastaju usled smanjenja produkcije TNF-a i NF-kB (280, 281). Rezultati naSih
istrazivanja jasno sugeriSu da je antiinflamatorni efekat rimonabanta dodatno
posredovan smanjenjem intenziteta lipidne peroksidacije (Grafikon 3A). Nasa studija
takode jasno pokazuje da su HFD indukovana lipidna peroksidacija i NS u jetri
povezani sa razvojem steatoze 1 portne inflamacije (Slika 1C). Uloga OS u patogenezi
NAFLD je poznata, kao i njegova medusobna povezanost sa inflamacijom (178, 282).
Tako, aktivirane Kupferove 1 druge inflamatorne celije produkuju ROS, i time
pogorSavaju stepen lipidne peroksidacije (282). Dodatni izvor ROS u NAFLD
predstavlja masnim kiselinama indukovan porast aktivnosti CYP2E1 (252, 283),
mitohondrijalna disfunkcija, povecena aktivnost NADPH oksidaze (252, 284), kao i
porast koncentracije ceramida u hepatocitima (173). U cilju isklju¢enja HFD kao
moguceg razloga hiperprodukcije ROS u hepatocitima, u naSoj studiji smo merili dnevni
unos hrane. S tim u vezi, naSi rezultati pokazuju da unos hrane ne predstavlja
doprinoseci faktor, to jest faktor koji bi uticao na intenzitet oksidativno/nitrozativnog

oStecenja hepatocita (Grafikon 2 i 3A).

NaSi rezultati pokazuju da endokanabinoidi pogorSavaju OS u NAFLD i

doprinose razvoju NASH posredstvom CB1 receptora. Zapravo, ovo je prva studija koja
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je paznju usmerila na efekte endokanabinoida 1 selektivhog CB1 antagoniste,
rimonabanta, na OS/NS u jetri. Naime, prooksidativni efekti endokanabinoida su
potvrdeni smanjenjem lipidne peroksidacije u grupama Zivotinja koje se bile na
kontrolnoj ishrani i HFD nakon tretmana rimonabantom (Grafikon 3A). Medutim,
efekat rimonabanta, koji je bio mnogo izrazeniji u HFR grupi, je povezan sa znacajnim
smanjenjem inflamacije (Slika 1D). Ovaj nalaz je u skladu sa poviSenim nivoom
anandamida 1 ushodnom regulacijom CB1 receptora, koji su registrovani u HFD

indukovanoj NAFLD (285).

U ovoj studiji HFD je dovela do porasta koncentracije NOx u HF grupi u
poredenju sa kontrolom (Grafikon 3B). Ovakav nalaz je u skladu sa rezultatima drugih
istrazivaca, koji su pokazali povezanost primene HFD 1 nitrozativnog oStecenja
hepatocita (284, 286, 287). Poznato je da usled povecanog koriS¢enja masti u ishrani
dolazi do steatoze, kao posledica povecanog preuzimanja SMK u hepatocite. S tim u
vezi, oksidativni/nitrozativni stres, koji pri tom nastaje, ima klju¢nu ulogu u razvoju
NASH (287). Uz to, NOx moZe da potencira citotoksi¢nost posredstvom reakcije sa O,
(stvaranje nitrotirozina) (288). Osim toga, postoji povezanost akumulacije nitrotirozina i
intenziteta patohistoloskih promena (289). Takode, utvrdena je povecana ekspresija
gena za inducibilnu NO sintazu (iNOS) u jetri miSeva na HFD (287). Rezultati nase
studije pokazuju da sam zapaljenjski proces moZe doprineti NS u HF grupi. Naime,
aktivacija inflamatornih celija u jetri povecava produkciju ROS 1 RNS, pa peroksinitriti,
kao vrlo snazni citotoksicni RNS, mogu da direktno reaguju sa membranskim
fosfolipidima, DNK i proteinima. Takode, ovi reaktivni metaboliti azota mogu da
dovedu do indirektnog oStecenja cCelije, koje je posredovano slobodnim radikalima
(290).

OS/NS 1 zapaljenjski proces u jetri su, kao Sto je prethodno pomenuto,
medusobno povezani i u velikom obimu uklju¢eni u razvoj NAFLD. Poznato je da
hiperprodukcija ROS 1 RNS moze dovesti do oStecenja 1 smrti hepatocita. Pored toga,
ustanovljeno je da ROS i RNS stimuliSu oslobadanje citokina, koji zatim podsti¢u
inflamatorni proces i razvoj NASH (181). Takode, utvrdeno je da je NF-kB od

esencijalne vaznosti za regrutovanje inflamatornih ¢elija u NASH (290), kao 1 indukciju
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gena za iINOS u makrofagima i drugim c¢elijama koje ucestvuju u nastanku i razvoju ove
bolesti jetre (287, 290).

Nasa studija ukazuje da tretman rimonabantom dovodi do znaCajnog smanjenja
koncentracije NOx u HFR grupi u poredenju sa HF grupom (Grafikon 3B). Moguce
objaSnjenje za ovakav rezultat koji je u skladu sa podacima iz literature, odnosi se na
antiinflamatorne 1 citoprotektivne efekte nastale usled inhibicije ili genetske delecije
CBI receptora (280, 281, 291-293). Poznato je da porast OS 1 NS, kao i rasplamsavanje
zapaljenja, dovode do porasta produkcije endokanabinoida, odnosno do smanjenja
njihove inaktivacije (290, 294, 295). Moguce je da u naSem modelu endokanabinoidi
doprinose nastanku oStecenja funkcije jetre stimulacijom ekspresije INOS u
parenhimskim celijama jetre, kao 1 aktivacijom CB1 receptora u perifernim
mononuklearnim ¢elijama (296). Osim toga, na$ rezultat je u vezi sa objavljenim
podacima koji istiCu protektivni znacaj blokade CB1 receptora na oStecenje jetre nastalo

primenom HFD (297).

GSH, kao multifunkcionalni, neenzimski antioksidans, je glavna komponenta
intracelularnog odrZavanja redoks stanja. On ujedno predstavlja prvu liniju odbrane od
oksidativnog/nitrozativnog oStecenja (298). Ovom studijom smo pokazali da HFD
dovodi do znaCajnog smanjenja sadrzaja GSH u jetri (Grafikon 5). U skladu sa
rezultatima prethodnih istrazivanja (183, 284, 287, 299), na§ nalaz ukazuje da primena
HFD pomera redoks stanje prema prooksidativhom statusu. Osim toga, smanjenje
sadrzaja GSH u jetri, koje je dobijeno u naSoj studiji, je praeno porastom intenziteta
lipidne peroksidacije (Grafikon 3A), potvrdujuéi na taj nacin oksidativno/nitrozativno

oStecenje hepatocita.

Kao S§to je prethodno pomenuto, znaCajna uloga u nastanku NS u HFD
indukovanom oStecenju hepatocita pripisuje se visokim koncentracijama NOX, koje su
pronadene u tkivu jetre (287). Do sada objavljeni podaci ukazuju da se u wuslovima
hiperprodukcije  NOx smanjuje aktivnost katalaze 1 GSH, c¢ime se redukuje
antioksidativni kapacitet hepatocita (298). Pored toga, moguce je da supresija iNOS
moZe dodatno da smanji nivo GSH u jetri, imajuci u vidu da se GSH moZe konjugovati
sa NO 1 na taj naCin posluziti kao supstrat za stvaranje S-nitrozo-glutationa (300).
Rezultati naSe studije ukazuju da je sadrzaj GSH u jetri bio znaCajno visi kod miSeva
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koji su dobijali HFD i zatim tretirani rimonabantom, u poredenju sa miSevima na HFD
(Grafikon 5). Ovaj porast koncentracije GSH moze da predstavlja adaptivni odgovor
hepatocita na povecanu produkciju ROS. Osim toga, porast GSH nam ukazuje da

blokada CB1 receptora moZe imati blagotvorno dejstvo na redoks status hepatocita.

SOD, kao glavni enzim antioksidativne zaStite Celija, ukljuen je u konverziju
O, u manje toksi¢ni H,0,. Prisutan je u hepatocitima u dve izoforme, kao Cu/ZnSOD
(citoplazmatska SOD) i MnSOD (mitohondrijalna SOD) (178). U naSoj studiji se
aktivnost obe izoforme SOD povecava usled primene HFD (Grafikon 4). Ovaj rast
aktivnosti SOD se moze tumaciti kao adaptivni odgovor hepatocita na porast produkcije
ROS, koji nastaje u toku administracije HFD. Nasi nalazi su u korelaciji sa rezultatima
drugih studija koje ukazuju da je jetra organ sa najizrazitijim porastom aktivnosti SOD
nakon primene HFD (283, 284). Dobijeni porast aktivnosti MnSOD nije iznenadujuci,
jer su mitohondrije najvaznije organele u procesu produkcije ROS (284). Osim toga,

poznato je da MnSOD ima mogucnost da ograni¢i produkciju peroksinitrita (301).

Porast aktivnosti ukupne SOD, kao i njenih izoenzima utvrden je u jetri miSeva
tretiranih rimonabantom (Grafikon 4). S obzirom na ulogu SOD, kao glavnog sistema
odbrane od O,", ¢ini se da je porast njegove aktivnosti nakon dejstva rimonabanta,
poboljSao antioksidativni sistem hepatocita. Ovaj rezultat je sliCan objavljenim
podacima koji ukazuju da blokada CB1 kanabinoidnih receptora moZe ispoljiti

blagotvorne efekte na OS/NS oStecenje bubreznog i sr€anog tkiva (280, 293).

U naSoj studiji, HFD je dovela do porasta koncentracije Fe u jetri u odnosu na
kontrolu (Tabela 6). Ovaj rezultat je u saglasnosti sa rezultatima istraZivanja drugih
autora, koji podrzavaju hipotezu da Fe u hepatocitima i1 izmenjeni metabolizma lipida
imaju sinergisticku ulogu u razvoju NAFLD/NASH (302, 303). U skladu s tim, poznato
je da je Fe sastavni deo enzima i transportnih proteina ukljuenih u metabolizam lipida,
tako da moZe uticati na lipidno opterec¢enje hepatocita, intrahepatocitne metabolicke
puteve 1 sekreciju lipida iz hepatocita. S druge strane, Fe u svom fero obliku mozZe i
indirektno da utice na metabolizam lipida. Naime, ¢elijsko opterec¢enje gvozdem dovodi
do razvoja OS 1 lipidne peroksidacije, Sto zatim moZe modifikovati profil SMK u
¢elijskim membranama, dovodeci na taj nacin do njihovog oStecenja, kao 1 oSteenja
¢elijskih organela (poremecaj mitohondrijalnog oksidativnog metabolizma, i sl.) (302).
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Osim toga, akumulacija Fe ima proinflamatornu i profibrogenu ulogu, koju ostvaruje
aktiviranjem Kupferovih ¢elija i sledstvenim oslobadanjem proinflamatornih citokina,
kao 1 aktivacijom stelatnih Celija, Sto za posledicu ima zamenu parenhima vezivnim
tkivom (304). Nasi rezultati pokazuju da je rimonabant izazvao smanjenje hepati¢nog
sadrZzaja Fe u HFR grupi u poredenju sa miSevima na HFD (Tabela 6). S obzirom na
primenu dijete bogate mastima, porast hepaticne koncentracije Fe 1 CB1 receptora moze
biti ukljucen u nastanak hepatocelularnog oStecenja. Nasi rezultati ukazuju da blokada
CB1 receptora ispoljava supresivne efekte na razvoj OS povezanog sa porastom
koncentracije Fe u ¢elijama. Takode, pozitivni efekti blokade CB1 receptora, koji su
dobijeni u nasoj studiji, mogu biti posledica poboljSanja poreme¢enog metabolizma Fe u

hepatocitima.

Rezultati naSe studije pokazuju znacajan pad koncentracije Zn u jetri miSeva na
HFD u poredenju sa kontrolnim vrednostima (Tabela 6). Ovo smanjenje koncentracije
Zn je u saglasnosti sa objavljenim rezultatima koji ukazuju na moguci upliv Zn kao
modulatora ekspresije gena u hepatocitima, koji su od znaCaja za homeostazu lipida
(305). S tim u vezi, Zn-zavisni transkripcioni faktori (PPAR-q, i dr.), kao 1 hepatocitni
nuklearni faktor-4a (HNF-40), imaju znacajnu ulogu u regulaciji metabolizma lipida u
hepatocitima (304, 305). Intrahepatocitna akumulacija lipida moZe da poremeti
ekspresiju Zn-zavisnih transkripcionih faktora (306). Osim toga, disfunkcija proteinskih
transportera Zn, koja je posredovana proinflamatornim citokinima i1 OS, smanjuje
koncentraciju ovog oligoelementa u plazmi, Sto je zatim pra¢eno porastom hepaticne
akumulacije lipida i facilitacijom inflamatornog odgovora (305, 307). Takode, utvrdeno

je da nedostatak Zn u ishrani moZe indukovati lipidnu peroksidaciju hepatocita (308).

Sve je viSe potvrda u nau¢nom svetu da Zn ima zaStitnu ulogu u akutnim i
hroni¢nim oSte¢enjima jetre. Medutim, osnova ovih hepatoprotektivnih efekata nije u
potpunosti objaSnjena (305, 309). U naSoj studiji je koncentracija Zn bila znacajno
povecana u obe grupe tretirane rimonabantom u poredenju sa kontrolnim vrednostima
(Tabela 6). Ovakav nalaz ukazuje da farmakoloSka blokada CB1 receptora u
hepatocitima doprinosi na neki nacin protektivnim efektima Zn, imajuci u vidu da ovaj

element u tragu ima kljunu ulogu u odrZanju integriteta celije 1 njenih funkcija (307).
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NaS$i rezultati pokazuju da je koncentracija Cu 1 Mn bila znacajno viSa u grupi
miSeva na HFD u poredenju sa kontrolnom grupom (Tabela 6). Ovi nalazi su u
korelaciji sa objavljenim podacima, koji ukazuju da je poremecaj homesotaze Cu, Zn 1

selena doprinoseci faktor u razvoju NAFLD (310).

Znacajan porast koncentracije Cu 1 Mn uocen je u grupi miSeva na HFD tretiranih
rimonabantom u poredenju sa miSevima na HFD, kao i u grupi Zivotinja koje su bile na
kontrolnoj ishrani i dobijale rimonabant u poredenju sa kontrolnom grupom. S druge
strane, nasuprot koncentraciji Cu, koncentracija Mn u grupi tretiranoj rimonabantom
bila je sniZzena u poredenju sa kontrolom (Tabela 6). Ovaj nalaz ukazuje da se preko

blokade CB1 receptora moZe uticati na sadrzaj Cu i Mn u jetri.

NAFLD, kao hepati¢ka manifestacija MS, postaje veliki zdravstveni problem
savremenog sveta, s obzirom na galopirajuci porast prevalencije gojaznosti, komponenti
MS 1 njima pridruzenih bolesti (311). Vecina pacijenata sa NAFLD razvija jednostavnu
steatozu, koja se ispoljava enormnom akumulacijom lipida unutar hepatocita (310). U
ovoj studiji primena HFD dovela je do akumulacije lipida, ne samo unutar hepatocita,
ve¢ 1 u supkutanom i visceralnom masnom tkivu, pri ¢emu je porast teZine visceralnog
masnog tkiva vec¢i u odnosu na porast supkutanog masnog tkiva (Grafikon 8). Ovakav
nalaz naSe studije je u saglasnosti sa razultatima drugih autora koji jasno ukazuju na
povezanost HFD 1 distribucije masnog tkiva (311, 312, 272). Prema savremenim
saznanjima uloga visceralnog masnog tkiva u patogenezi NAFLD je zna¢ajnija od one
koju ima supkutano masno tkivo (313, 314). StaviSe, visceralni tip gojaznosti je
prepoznat kao jedan od faktora rizika za nastanak steatoze (272, 311, 313, 314). Eguchi
i sar. su utvrdili postojanje pozitivne korelacije izmedu stepena steatoze i koliCine
visceralnog masnog tkiva (315). Do sli¢nih rezultata dosli su i Van der Poorten i sar.
koji su utvrdili pozitivnu korelaciju izmedu koli¢ine visceralnog masnog tkiva, stepena
inflamacije 1 fibroze u NAFLD (314). Zasto vec¢ina pacijenata ima jednostavnu steatozu,
dok drugi razvijaju progresivni NASH, ostaje 1 dalje pitanje bez definitivnog odgovora

u humanoj hepatologiji.

Rezultati naSe studije pokazuju da je tretman rimonabantom doveo do znacajnog
smanjenja koli¢ine 1 supkutanog 1 visceralnog masnog tkiva (Grafikon 8). Ovakav nalaz
u skladu je sa objavljenim eksperimentalnim podacima koji ukazuju na znacaj blokade
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CB1 receptora kao moguceg mehanizma zaStite masnog tkiva od Stetnih posledica HFD
visceralnog masnog tkiva u poredenju sa kontrolom (Grafikon 8). Medutim, mehanizam
koji povezuje visceralni tip gojaznosti, ES 1 NAFLD nije jo§ uvek u potpunosti
razjaSnjen. Eksperimentalna 1 klinicka istraZivanja jasno pokazuju da je gojaznost
povezana sa prekomernom aktivacijom ES u visceralnom masnom tkivu (317, 318).
Aktivacija CB1 kanabinoidnih receptora dovodi do porasta aktivnosti lipoproteinske
lipaze u primarnim miSjim adipocitima, Sto povecava fluks masnih kiselina u adipocite,
koji ih potom koriste za sintezu TG. Uloga ES u akumulaciji neutralnih lipida u
adipocitima je potvrdena studijom Matiasa i sar., koja je pokazala da tretman 3T3-
F442A celija HU210 endokanabinoidnim agonistom dovodi do akumulacije lipidnih
kapi unutar adipocita (319). 1z naSih rezultata se jasno vidi da HFD uslovljen porast
sinteze TG u adipocitima dovodi do porasta koli¢ine masnog tkiva. S druge strane, usled
hipertrofije adipocita 1 defektne adipogeneze, postoji ogranicenje deponovanja lipida,
Sto za posledicu ima njihovu ektopinu akumulaciju, pretezno u jetri 1 skeletnim
miSi¢ima, ¢ime se smanjuje insulinska senzitivnost u ovim tkivima (320). Pored toga,
visceralno masno tkivo je lipoliticki aktivnije od supkutanog masnog tkiva, pa se SMK
otpustaju direktno u portnu cirkulaciju. Najznacajniji izvori TG koji doprinose razvoju
NAFLD su SMK oslobodene iz visceralnog masnog tkiva, de novo sintetisane SMK,

kao 1 SMK koje poticu iz ishrane (321).

Eksperimentalne studije potvrduju da je povecanje koli¢ine masnog tkiva
ograniceno, tako da usled hipertrofije dolazi do stvaranja hipoksi¢nih uslova unutar
ovog tkiva. U ovakvim uslovima moZe do¢i i do nekroze adipocita, Sto predstavlja
okidac¢ za aktivaciju makrofaga (322, 323). Disfunkcionalni adipociti oslobadaju faktore
hemotakse (MCP-1 i druge hemokine), koji stimuliSu usmereno kretanje monocita u
masno tkivo (324). MCP-1 smanjuje insulinom stimulisano preuzimanje glukoze u
adipocite, Sto doprinosi razvoju IR u visceralnom masnom tkivu u znacajno vecem
opsegu u poredjenju sa masnim tkivom u drugim delovima tela (325). Dobro je poznato
da je gojaznost stanje hroni¢ne niskostepene inflamacije, jer se u masnom tkivu
gojaznih osoba prekomerno produkuju proinflamatorni citokini, kao Sto su TNF-a, IL-6,

1 dr. Ovi citokini potom stimuliSu makrofagnu infiltraciju 1 odrZavanje inflamacije. Svi

95



gore objaSnjeni faktori sinergisticki umnogome doprinose razvoju IR, kao krucijalne

karakteristike NAFLD (326).

U skladu sa drugim studijama (156, 272, 285, 327-329), naSi rezultati pokazuju da
selektivni CB1 antagonizam u znacajnoj meri redukuje telesnu teZinu gojaznih miSeva,
ukazujuci na taj naCin da blokada CB1 receptora stimuliSe energetski metabolizam 1
smanjuje koli¢ini masnog tkiva (Grafikon 8). Razmatraju¢i ove promene na nivou celog
organizma, uocljivo je da one nastaju usled povecanja energetske potroSnje i porasta
kapaciteta oksidativnog metabolizma u razli¢itim tkivima, narocito u smedem masnom
tkivu, skeletnim miSi¢ima 1 jetri (272, 285, 327). Uzimajuci u obzir samo belo masno
tkivo, nastale promene bi mogle biti objaSnjene porastom intenziteta lipolize,
redukcijom lipogeneze 1 porastom oksidacije SMK u adipocitima (156, 285). Pored
toga, rezultati drugih istraZzivaca ukazuju na poviSen tonus ES kod gojaznih ljudi. Tako
je utvrdeno da je koncentracija ANA i 2-AG u cirkulaciji poviSena kod gojaznih Zena
(330, 331), kao i da je koncentracija 2-AG poviSena u visceralnom masnom tkivu
gojaznih osoba (319). Ovi rezultati, kao i rezultati drugih studija koje su pokazale da je
aktivnost enzima ukljuenih u proces biosinteze endokanabinoida poviSena u
visceralnom masnom tkivu gojaznih osoba (285), kao i pozitivna korelacija izmedu
koncentracije 2-AG u plazmi 1 koliine visceralnog masnog tkiva, govore u prilog
kljuéne uloge aktivacije ES u visceralnom masnom tkivu u gojaznosti i njenim
komplikacijama (319, 272, 285, 317). Pored toga, i dalje se malo zna o preciznim
biohemijskim mehanizmima koji dovode do prekomerne aktivacije ES u toku
gojaznosti. Medutim, ova i prethodno pomenute studije ukazuju da bi CB1 receptori u
masnom tkivu mogli predstavljati selektivhu metu u tretmanu gojaznosti i njenih

komplikacija.

Jetra ima klju¢nu ulogu u stvaranju i metaboli¢koj obradi cirkuliSucih lipoproteina
(311). Rezultati novijih istrazivanja ukazuju da u NAFLD dolazi do znaajne
disregulacije homeostaze lipoproteina (311, 332, 333). Osim toga, epidemioloske
studije pokazuju da postoji povezanost povecanog unosa holesterola i stepena progresije
NAFLD (334-336). Unos prekomerne koli¢ine holesterola putem hrane, takode se
pokazao kao jedan od nacina indukcije eksperimentalne NASH na razli€itim animalnim

modelima (332, 337-340). Takode, poznato je da hepatociti i adipociti mogu da
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akumuliraju velike lipidne kapi, kao odgovor na prekomerni unos hrane bogate mastima
ili kao posledica metabolickih poremecaja (311). Nedavno je pokazano da u takvim
uslovima dolazi do formiranja kristala holesterola u lipidnim kapima steatoticnih
hepatocita, kako kod pacijenata sa NASH, tako i u miSjem modelu HFD indukovane
NASH (311, 341, 342). Sli¢no ovim promenama, u nasoj studiji uoceno je da u NAFLD
dolazi do poremecaja homeostaze holesterola. Naime, znaCajan porast koncentracije
TG, UH i njegove LDL frakcije u plazmi uocen je kod miSeva na HFD u poredenju sa
miSevima koji su bili na kontrolnoj ishrani (Grafikon 6 1 7). Pored toga, uoceno je da je
HFD dovela do znacajnog smanjenja koncentracije HDL u HF grupi u poredenju sa
kontrolom (Grafikon 6). Ovi rezultati su u saglasnosti sa brojnim studijama koje
ukazuju na povezanost dislipidemije i NAFLD (168, 311, 341, 343-346). Takode,
lipotoksi¢ni lipidi imaju znacajnu ulogu u progresiji NAFLD (311, 328, 347). Prema
hipotezi dva udara, NASH nastaje uled nakupljanja razliitih toksi¢nih lipidnih
metabolita, dok se steatoza razvija kao odgovor na prekomernu akumulaciju lipida koji
ne ispoljavaju lipotoksi¢ne efekte (311, 332, 337). S tim u vezi, danas se smatra da je
slobodan holesterol kljucni lipotoksi¢ni molekul u razvoju NASH, jer ima sposobnost
aktivacije Kupferovih 1 hepatiCnih stelatnih ¢elija, Sto doprinosi nastanku

nekroinflamatornih promena 1 fibroze u parenhimu jetre (311).

Rezultati ove studije ukazuju da je NAFLD udruZena sa aterogenim lipidnim
profilom. Holesterol moze da indukuje aktivaciju makrofaga, kao stoZernih celija
inflamacijskog odgovora u procesu ateroskleroze, $to je potvrdeno rezultatima razli¢itih
istrazivanja (348-350). Osim toga, pokazano je da akumulacija holesterola u
lizozomima moZe da pokrene inflamatorni odgovor aktivacijom Kupferovih ¢elija, kao i
da pojaca ve¢ postoje¢i zapaljenjski proces u eksperimentalno indukovanom NASH
(349, 350). Takode, nedavno sprovedene studije pokazale su da prekomerno i
neregulisano preuzimanje oxLDL posredstvom receptora CistaCa (engl. scavenger
receptors) eksprimiranih na Kupferovim ¢elijama dovodi do lizozomalne akumulacije
holesterola, Sto pokrece inflamatorni odgovor u eksperimentalnom NASH (351, 352). U
kojoj meri su ovakvi procesi zna€ajni u patogenezi humane NASH joS uvek nije u
potpunosti rasvetljeno, s obzirom da je NASH kod ljudi vrlo ¢esto udruZena sa

hiperlipidemijom i dislipidemijom (353, 354).
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Rezultati naSeg istraZivanja su pokazali da rimonabant dovodi do sniZenja
koncentracije UH i TG u plazmi u poredenju sa kontrolom (Grafikon 6). Osim toga,
uoceno je da primena rimonabanta kod Zivotinja na HFD indukuje znacajno smanjenje
koncentracije UH i TG u plazmi u poredenju sa miSevima na HFD (Grafikon 6).
Takode, uoceno je znacajno smanjenje koncentracije LDL holesterola u plazmi misSeva
na HFD tretiranih rimonabantom u odnosu na miSeve na HFD (Grafikon 7). Sa druge
strane, koncentracija HDL holesterola u plazmi bila je znaCajno poviSena kod miSeva
koji su tretirani rimonabantom u poredenju sa kontrolnim vrednostima (Grafikon 6), kao
1 kod miSeva na HFD tretiranih rimonabantom u odnosu na miSeve na HFD (Grafikon
6). Dobijeni rezultati sugeriSu da blokada CB1 receptora moZe uticati na poboljSanje
aterogenog lipidnog statusa koji je udruzen sa NAFLD, koja je izazvana primenom
dijete bogate mastima. StaviSe, ovi rezultati ukazuju da antagonizam CBI1 receptora,
moZe biti delotvoran, ne samo u leCenju gojaznosti, ve¢ 1 kao protektivno sredstvo u

NAFLD (Slika 1D).

Rezultati naSeg istraZivanja su u saglasnosti sa brojnim ekspreimentalnim
studijama koje ukazuju na delotvornu primenu antagonista CB1 receptora u NAFLD,
kako kod miSeva (133, 156, 278, 285, 316, 317, 327, 328), tako i kod ljudi (258, 276,
292, 330). Pored toga, rezultati ove studije ukazuju da prekomerna aktivnost ES ima
glavnu ulogu u regulaciji metabolizma lipida na centralnom 1 perifernom nivou (285,
292). Hiperaktivacija ES je narocito ispoljena na nivou hipotalamusa i u perifernim
tkivima ( u jetri, pankreasu 1 epididimalnom masnom tkivu) kod Zivotinja na HFD, kao 1
u visceralnom masnom tkivu i krvi gojaznih ljudi (156, 312, 316, 317, 331). Medutim, i
dalje se malo zna o preciznim biohemijskim mehanizmima koji su u osnovi povecane
aktivnosti ES u toku gojaznosti. S tim u vezi, sve je viSe eksperimentalnih potvrda da je
porast sinteze SMK u hepatocitima u toku razvoja steatoze indukovane primenom HFD

posredovan aktivacijom CB1 receptora (povecan sadrzaj ANA) (133, 292, 327, 328).

Takode, pokazano je da aktivacija CB1 receptora moZe da poveca ekspresiju gena
u hepatocitima za lipogeni transkripcioni faktor SREBP-1, kao 1 njegove ciljne enzime,
ACC1 1 FAS. Ovi efekti se mogu blokirati primenom CB1 antagonista (156, 285, 312,

328). Noviji podaci ukazuju da aktivacija CB1 receptora, takode, ucestvuje i u regulaciji
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oksidacije SMK modulacijom aktivnosti hepaticne CPT-1, koji predstavlja kljucni
enzim u procesu B-oksidacije SMK (328).

Sliéno naSim rezultatima, rezultati drugih in vivo studija u kojima je koriS¢en
rimonabant kod gojaznih osoba, osoba sa prekomernom telesnom masom 1 dijabeticara,
ukazuju da blokada CB1 receptora modifikuje lipidni profil (256, 258, 285, 355, 356).
Ovi efekti mogu biti delom objaSnjeni direktnim uticajem rimonabanta na metabolizam
lipida u jetri. Imaju¢i u vidu da ovaj CB1 antagonist poboljSava lipidni status 1 redukuje
sadrzaj masti u hepatocitima, nedavno je pretpostavljeno da periferni CB1 receptori
mogu predstavljati 1 selektivnu metu u tretmanu steatoze i dislipidemije u cilju
smanjenja rizika od pojave neuropsihijatrijskih neZeljenih efetakta, koji nastaju kao
posledica neselektivne blokade CB1 receptora (254). Takode, podaci iz literature
ukazuju da blokada CBI1 receptora usporava progresiju ateroskleroze (357, 358).
Medutim, dodatne studije su neophodne kako bi se razjasnila uloga ES u metabolizmu
lipoproteina, sa posebnim akcentom na modulacijsku ulogu rimonabanta u produkciji

lipoproteina u jetri.

Usled ispoljavanja etiopatogenetske sli¢nosti izmedu HFD indukovane NAFLD i
humane NAFLD, ovaj animalni model je izrazito pogodan za proucavanje metabolickih
zbivanja u ljudskom organizmu, koja su od znacaja za nastanak i razvoj NAFLD u
uslovima prekomernog unosa hrane, odnosno gojaznosti. U tom smislu, analizom
uzoraka tkiva jetre miSeva i ljudi sa NAFLD utvrdeno je analogija kako izmedu lipidnih
poremecaja, tako i histoloskih promena (134). Imajuci u vidu da poviSen nivo SMK u
plazmi dovodi do porasta intracelularne sinteze TG 1 nastanka lipidnih kapi u
hepatocitima (134, 168, 334, 346), nasa studija je prva u kojoj je odredivan profil SMK

u NAFLD izazvanom hranom bogatom mastima.

Rezultati naSe studije su pokazali znaCajan porast proporcije zasi¢enih SMK
(palmitinska i stearinska kiselina) u HF grupi u poredenju sa kontrolnom grupom
(Grafikon 9). Ovakvi rezultati su u saglasnosti sa dobro poznatim hepatotoksi¢nim
efektima zasi¢enih SMK, koji dodatno pogorSavaju stepen oSteenja hepatocita u
NAFLD indukovanoj HFD (Slika 1C) (134, 168, 334, 346, 359). Klinicke studije
NAFLD ukazuju da porast koncentracije SMK u cirkulaciji predstavlja glavni izvor za
sintezu TG u hepatocitima (334, 359). In vitro studije, sprovedene na razliitim
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tipovima celija, pokazale su da njihovo eksponiranje zasi¢enim SMK stimuliSe
ekspresiju gena za proinflamatorne citokine i profibrogene faktore. Do sli¢cnog nalaza su

dosli i istrazivac¢i humane NAFLD (134).

Nedavno objavljeni rezultati ukazuju da palmitinska kiselina umnogome
doprinosi porastu genske ekspresije za fetuin-A (ax-HS-glikoprotein) aktivacijom
NFkB-zavisnog puta. U tom smislu, palmitatima indukovana ekspresija ovog
modulacijskog proteina za zasicene SMK deluje stimulativnho na akumulaciju TG u
hepatocitima (360). Noviji podaci, takode ukazuju da signalni mehanizmi pokrenuti
akumulacijom ROS, ER stresom 1 porastom sinteze ceramida, imaju znacajnu ulogu u
nastanku hepatocelularnog oStec¢enja koje je indukovano zasicenim SMK (134). Uz to,
nedavno je utvrdeno da porast koncentracije palmitinske kiseline u cirkulaciji kod
pacijenata sa NASH, moZe doprineti lipotoksicnom oStecenju preko ekstracelularnih
vezikula. Naime, utvrdeno je da usled lipotoksi¢nosti hepatociti oslobadaju velike
koli¢ine ovih vezikula, koje zatim deluju na razliCite celije u parenhimu jetre,
doprinose¢i na taj naCin patogenezi NAFLD pokretanjem mehanizama hepati¢ne
inflamacije i fibroze (361). Medutim, nacin na koji zasi¢ene SMK pokrecu progresiju

pocetne steatoze NAFLD u NASH nije do kraja rasvetljen.

Rezultati naSe studije pokazuju znaCajno sniZenje proporcije palmitinske i
stearinske kiseline u jetri u obe grupe tretirane rimonabantom (Grafikon 9). Takav
efekat rimonabanta bio je udruZen sa smanjenjem intenziteta inflamacije (Slika 1D).
Prema publikovanim podacima, sliéne promene u parenhimu jetre su bile pracene
povecanjem koncentracije ANA u cirkulaciji 1 porastom hepaticke ekspresije CB1

kanabinoidnih receptora u NAFLD koja je izazvana primenom HFD (285).

Ova studija je, takode, pokazala da primena HFD dovodi do porasta proporcije
oleinske kiseline u jetri u poredenju sa kontrolom (Grfaikon 9). Ovakav rezultat je u
saglasnosti sa rezultatima istraZivanja drugih autora koji ukazuju na korelaciju izmedu
izrazitog povecanja koncentracije oleinske kiseline u plazmi i teZine patohistoloskih
promena u jetri u NASH (346, 359, 361). Medutim, mehanizam kojim poviSeni nivoi
oleinske kiseline u jetri utiCu na razvoj steatohepatitisa 1 povecanje koliine
deponovanih lipida u hepatocitima ostaje 1 dalje predmet bazicnih i klinickih
istrazivanja. NaSa studija ukazuje da rimonabant dovodi do znacajnog pada proporcije
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oleinske kiseline u jetri u R grupi u poredenju sa kontrolom, kao i u HFR grupi u
poredenju sa HF grupom (Grafikon 9). Moguce objasnjenje ovakvih promena odnosi se
na ispoljavanje antiinflamatornih 1 citoprotektivnih efekata, koji nastaju usled
farmakoloske inhibicije ili genetske delecije CB1 receptora. Ovakav nalaz je u
saglasnosti sa brojnim, eksperimentalnim 1 klinickim studijama (156, 372, 285, 316,

328, 362).

Nedavno sprovedene studije su ukazale da polinezasi¢ene SMK suprimiraju
produkciju proinflamatornih citokina (IL 1 TNF), koji funkcioniSu kao endogeni
antiinflamatorni molekuli (332, 346, 361). Osim toga, publikovani podaci ukazuju da
pad proporcije dugolancanih polinezastéenih SMK u jetri umnogome doprinosi razvoju
masne jetre usled smanjenja metabolickog kapaciteta hepatocita (363). Naime, ova
promena moZe nastati usled smanjene desaturacije SMK ili porasta intenziteta OS u jetri

(332, 346, 363).

Neadekvatan unos linoleinske kiseline putem ishrane ili njena defektna
desaturacija i elongacija su do sada poznati faktori koji utiCu na metabolizam
polinezasi¢enih SMK (363). U takvim okolnostima, polinezasi¢cene SMK utiCu na
homeostazu lipida aktivacijom hepatiCkih transkripcionih faktora i enzima, koji imaju
klju¢nu ulogu u metabolizmu SMK i akumulaciju masti u jetri (363, 364). S tim u vezi,
znacajno je naglasiti da je inflamatorni proces u jetri obolelih od NAFLD povezan sa

nedostatkom dugolan€anih polinezasi¢enih SMK (362, 363).

Osim toga, uoceno je da je koncentracija dugolanCanih polinezasicenih SMK u
plazmi znacajno sniZena kod pacijenata koji su u terminalnoj fazi bolesti jetre, odnosno
pacijenata sa cirozom, nastalom usled dugogodiS$nje hepatitis B ili C virusne infekcije
(363). Nasuprot ovim podacima dobijenih iz kontrolisanih klini¢kih studija, u naSoj
studiji proporcija linoleinske kiseline bila je znacajno viSa u grupi miSeva na HFD u
poredenju sa miSevima koji su bili na kontrolnoj ishrani (Grafikon 9). Ova diskrepanca
izmedu proporcije linoleinske kiseline u naSem istraZivanju i klini¢kim istraZivanjima,
mogla bi se delimi¢no objasniti eksperimentalnim protokolom. Naime, u okviru nasSeg
animalnog modela potrebno je duze vreme za indukciju smanjenja hepaticke proporcije
linoleinske kiseline, s obzirom da miSevi na HFD nisu razvili cirozu, za razliku od
klinickih studija NAFLD. Pored toga, rezultati naSe studije pokazuju da je primena
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rimonabanta dovela do porasta proporcije linoleinske kiseline u jetri u obe grupe
tretirane rimonabantom u poredenju sa kontrolom i miSevima na HFD (Grafikon 9).
Ovakvi rezultati ukazuju da farmakoloSka inhibicija CB1 kanabinoidnih receptora, na

neki nacin, doprinosi protektivnm efektu linoleinske kiseline.

Poznato je da je gojaznost kod ljudi praena smanjenjem inteziteta metabolizma
esencijalnih SMK, uglavnom usled smanjenja aktivnosti desaturaza (363). S tim u vezi,
arahidonska kiselina je bioloSki aktivna i u malim koncentracijama (168, 363). Ova
esencijalna SMK je veoma znaCajna komponenta celijskih membrana, koja utice na
njihovu fluidnost, kao i1 na funkciju membranskih receptora 1 enzima (363). Osim toga,
arahidonska kiselina je prekursor eikosanoida, koji ukoliko su zastupljeni u povisenoj
koncentraciji, doprinose razvoju NAFLD 1 utiCu na odvijanje inflamatornih procesa,
stepeni viskoznosti krvi i na vazokonstrikciju (332, 346, 347, 363). U naSoj studiji
registrovano je znaCajno smanjenje proporcije arahidonske kiseline u HF grupi u
poredenju sa kontrolnom grupom (Grafikon 9). Ovakav nalaz je u saglasnosti sa
objavljenim rezultatima koji ukazuju da metaboli¢ki derivati arahidonske kiseline,
odnosno eikosanoidi, mogu da poremete metabolizam lipida u jetri (332, 346, 347, 363,
364). Nasuprot tome, primena rimonabanta dovela je do znacajnog porasta hepaticke
proporcije arahidonske kiseline u HFR grupi u poredenju sa HF grupom (Grafikon 9).
Ovi podaci ukazuju da blokada CB1 receptora moZe da doprinese pogorSanju postojecih

poremecaja metabolizma masnih kiselina u tkivu jetre.

Rezultati klinic¢kih studija ukazuju da pacijenti sa steatozom ili NASH, u odsustvu
DM tip 2, imaju smanjenu insulinsku senzitivnost (137, 138). S obzirom da je IR u
direktnoj vezi sa nastankom lipotoksi¢nosti, OS i progresijom inflamacije, kao Sto je vec¢
prethodno istaknuto, utvrdeno je da ona ima krucijalnu ulogu, kako u razvoju steatoze,
tako 1 u njenoj progresiji u NASH (139). S tim u vezi, IR u NAFLD, je zapravo
prepoznata kao primarni metabolicki poremecaj koji se odvija nezavisno od razvoja
gojaznosti 1 DM tip 2, Sto je pokazano kod normalno uhranjenih i normoglikemi¢nih
pacijenata sa NAFLD (140). Imaju¢i u vidu da je NAFLD hepati¢na manifestacija MS
(133), koju najces¢e prate pridruZzeni poremecaji glikemije i1 smanjenje insulinske

senzitivnosti, u nasoj studiji odredivane su koncentracije glukoze i insulina u plazmi.
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U naSem istrazivanju uocen je znacajan porast koncentracije glukoze u plazmi u
HF grupi u poredenju sa kontrolom (Grafikon 10). Poznato je da je jetra glavno mesto
produkcije glukoze, naro€ito u periodu izmedu obroka, i to usled precizne regulacije
procesa glikogenolize i glukoneogeneze. Buduci da u ovom eksperimentalnom modelu
dolazi do razvoja IR, porast koncentracije glukoze u plazmi je najve¢im delom
uzrokovan intenzivnijim odvijanjem procesa glukoneogeneze, do kojeg dovodi
hiperaktivnost ES u jetri (354, 365). Takode, studije sprovedene na ¢elijskim kulturama
pokazuju da je povecanje koncentracije glukoze direktno povezano sa porastom
koncentracije endokanabinoida (319). Danas se smatra da CB1 receptori imaju znacajnu
modulatornu ulogu u regulaciji metabolizma glukoze, imajuc¢i u vidu da tkiva ukljucena
u odrzavanje homeostaze glukoze eksprimiraju CB1 receptore (242). S druge strane,
CB1 knockout misevi na dijeti koja je bogata mastima ne ispoljavaju IR, za razliku od
divljeg soja miSeva iste vrste (242). Ravinet i sar. su pokazali da blokada CB1 receptora
koju uzrokuje primena rimonabanta, poboljSava poremecaje homeostaze glukoze na

miSjem modelu dijetom indukovane gojaznosti (246).

Sliéno naSem nalazu, ovi istraziva¢i su takode utvrdili da usled blokade CB1
receptora dolazi do smanjenja glikemije u grupi Zivotinja koje su bile na normalnoj
ishrani (Grafikon 10). Moguce objas$njenje ovakvog rezultata trebalo bi traZiti u porastu
influksa glukoze u pojedine celije (uglavnom skeletne miSi¢e), koji je uzrokovan
blokadom CB1 receptora (366). Linborg i sar. su radeéi na izolovanom skeletnom
misic¢u (musculus soleus), pokazali znacajno povecanje transporta glukoze u skeletni
misi¢ kod miSeva tretiranih rimonabantom, u poredenju sa kontrolnom grupom (367).
Time se zapravo potvrduje da endokanabinoidi preko CB1 receptora vr§e negativnu
modulaciju insulin-zavisnog preuzimanja glukoze, u skeletnim miSi¢ima gojaznih i

normalno uhranjenih Zivotinja (367).

Sli¢no nasim rezultatima, Osei-Hyiaman je sa svojim saradnicima pokazao da su
smanjenje tolerancije glukoze i pojava IR koje razvijaju gojazne Zivotinje posledica
delecije ili blokade hepaticnih CB1 receptora (312). Smanjenje koncentracije glukoze u
plazmi u HFR 1 R grupi, koje je registrovano u nasoj satudiji, moglo bi se objasniti
korelacijom izmedu antagonizma CB1 receptora i porasta ekspresije gena klju¢nih u

metabolizmu glukoze (319). S tim u vezi, publikovani podaci ukazuju da rimonabant
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moZze da poveca ekspresiju gena kljunih u metabolizmu glukoze, kao Sto su enzimi
glikolize u masnom tkivu (B-enolaza, fosfofruktokinaza, gliceraldehid-3-fosfat

dehidrogenaza /GAPDH/ 1 fofoglicerat mutaza) (366).

NaSa studija je potvrdila prisustvo poremecaja glikoregulacije i IR u Zivotinja na
HFD, koje se reflektuje porastom koncentracije glukoze i insulina u plazmi ove
eksperimentalne grupe (Grafikon 11). Poznato je da hiperglikemija, kao relevantan
faktor u patogenezi NAFLD, prevashodno dovodi do porasta intenziteta OS u tkivu jetre
(Grafikon 3, 4 1 5). Do olakSanog nastanka OS u bolesnika sa IR dovode hiperglikemija,
poviSen unos SMK, kao i izlaganje ultraviolentnom zradenju (368). Stavise,
hiperglikemija u ovom animalnom modelu predstavlja glavni faktor koji doprinosi
nastanku OS u MS, budu¢i da je poznato da se u stanju hiperglikemije znacajno
povecava stvaranje ROS, 1 samim tim remeti oksidoredukciona ravnoteZza u
hepatocitima. Ove promene se dogadaju kroz nekoliko mehanizama (pojac¢an
metabolizam glukoze poliolskim putem sa posledi€nim porastom produkcije sorbitola,
povecano intracelularno formiranje zavrSnih produkata glikozilacije /AGE/, aktivacija
PKC 1 povecano stvaranje peroksidnih anjona u mitohondrijskom transportnom lancu

elektrona) (369).

Uslove hiperglikemije odlikuje intenzivnija konverzija glukoze u sorbitol, Sto za
posledicu ima smanjenje koli¢ine redukovanog oblika NADPH, koji predstavlja kljucni
kofaktor za stvaranje najvaznijeg intracelijskog antioksidansa, redukovanog GSH. U
prilog tome govori registrovano smanjenje koncentracije GSH u ovoj studiji, koje je
praceno razvojem hiperglikemije u grupi miSeva na HFD (Grafikon 5 i 10). Aktivacijom
poliolskog puta, to jest nagomilavanjem sorbitola i njegove konverzije u fruktozu, kao 1
povecanjem odnosa NADH/NAD, moze doc¢i do aktivacije PKC i inhibicije aktivnosti
GAPDH (370).

Hiperglikemija dovodi do direktne ili indirektne produkcije ROS aktivacijom
DAG-PKC puta celularne signalizacije (369). Familija PKC se sastoji iz viSe razli¢itih
izoformi, od kojih se vecina aktivira posredstvom DAG, lipidnog "drugog glasnika". U
uslovima hiperglikemije nastaje povecano stvaranje dihidroksi-aceton-fosfata, koji se
potom redukuje u glicerol-3 fosfat, Sto posledi¢no dovodi do porasta sinteze DAG.
Aktivacija izoformi PKC je u osnovi razli¢itih poremecaja prenoSenja Celijskih signala.
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Vazno je istaci da PKC ispoljava i aktivnost serin-treonin kinaze, koja fosforilacijom
serinskih rezidua IRS smanjuje insulinsku senzitivnost jetre (369). Stavife, protein
kinaza C-a predstavlja snazan induktor aktivnosti NADPH oksidaze, Sto posledi¢no
uzrokuje stvaranje ROS 1 progresiju hepatocelularnog oStecenja (369). Osim stimulacije
produkcije ROS, do kojeg dovodi porast aktivnosti signalnog puta DAG-PKC,
hiperglikemija smanjuje i1 kapacitet antioksidativne zaStite hepatocita. U prilog tome
govore podaci koji ukazuju da intracelularni porast koncentracije glukoze indukuje
inaktivaciju antioksidativnih proteina (Cu/Zn SOD 1 dr.), smanjuju¢i na taj nacin

antioksidativni kapacitet hepatocita (368).

Rezultati naSe studije su u saglasnosti sa eksperimentalnim 1 klini¢kim studijama
koje potvrduju vezu izmedu NAFLD i razli¢itih komponenti MS (naroCito sa
abdominalnim tipom gojaznosti, IR, porastom koncentracije TG u plazmi, kao i
porastom LDL, odnosno smanjenjem koncentracije HDL u cirkulaciji) (371-377).
Prevalencija MS kod normalno uhranjenih pacijenata sa NAFLD iznosi 18%, dok se
kod gojaznih pacijenata sa NAFLD moZe kretati u opsegu do 67% (321, 378-380).
Osim toga, uoceno je da je NAFLD cesto udruZena sa dijabetesom tip 2 (371). Uz to,
utvrdena je i pozitivna korelacija izmedu ektopi¢ne akumulacije masti u visceralnom
masnom tkivu u bolesnika sa NAFLD i hipertenzije (378, 381). Pokazano je, takode, da
je 85% bolesnika sa NAFLD rezistentno na dejstvo insulina. Bitno je napomenuti i da
ovi bolesnici ¢esto manifestuju poremecaje metabolizma glukoze (predijabetes ili DM

tip 2, koji medutim nije dijagnostikovan) (382).

Hiperinsulinemija u naSoj studiji predstavlja potvrdu razvijene IR u miSeva koji
su bili na dijeti bogatoj mastima (Grafikon 11). Hiperinsulinemija per se, koja je pri tom
udruZena sa pojaCanim intenzitetom lipolize 1 pove¢anim unosom masti, stimuliSe
sintezu TG u hepatocitima (371). Gaggini M i sar. su potvrdili da porast sadrzaja TG u
hepatocitima, kao 1 povecanje koli¢ine visceralnog masnog tkiva, u podjednakoj meri
doprinose razvoju IR u jetri, miSi¢cima 1 masnom tkivu (354). U uslovima IR,
senzitivnost jetre na insulin 1 njegov hepaticki klirens su smanjeni proporcionalno
povecanju koli¢ine intrahepatine 1 visceralne masti, Sto je najizraZenije kod pacijenata
sa DM tip 2 u poredenju sa osobama sa IR i nemanifestnim DM tip 2 (371, 383). Osim
toga, utvrdeno je da gojazne osobe sa povecanom koli¢inom visceralnog masnog tkiva

imaju povecan intenzitet ukupne telesne lipolize u poredenju sa normalno uhranjenim
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osobama (384, 385). U tom smislu, pokazano je da je u slu¢ajevima abdominalne
gojaznosti koncentracija SMK u portnoj cirkulaciji znac¢ajno povecana u poredenju sa
njihovom koncentracijom u arterijskoj krvi, Sto za posledicu ima direktnu izloZenost
hepatocita SMK (386, 387). Do sada je poznato da porast koncentracije SMK deluje
stimulativno na hepaticnu glukoneogenezu 1 sintezu VLDL wusled delovanja
hiperinsulinemije (386, 388). S tim u vezi, porast intenziteta lipolize u visceralnom
masnom tkivu dovodi do prekomernog snabdevanja hepatocita glicerolom i SMK, $to
zatim indukuje porast hepaticke sinteze TG 1 glukoneogeneze, pri ¢emu se glicerol

koristi kao glavni supstrat u procesu glukoneogeneze (388).

U na$oj studiji, u miSeva na HFD je registrovan poviSen HOMA-IR indeks, Sto
ukazuje na prisustvo IR (Grafikon 12). Pretpostavljeni mehanizam kojim prekomerni
unos masti dovodi do razvoja IR kod C57BL/6 miSeva je porast koliCine zasi¢enih
masnih kiselina koje su u sastavu fosfolipida mitohondrijalne membrane, Sto dovodi do
smanjenja mitohondrijalne funkcije (389). IR je pracena razvojem hiperinsulinemije
(Grafikon 11), koja zajedno sa porastom lipolize i pove¢anim unosom masti indukuje
akumulaciju TG u hepatocitima, doprinoseci na taj nacin razvoju NAFLD. Poznato je da
je IR najCeSce prisutna u osnovi nastanka steatoze i njene dalje progresije u teZe oblike
bolesti. Naime, utvrdena je pozitivna korelacija izmedu koli¢ine masti u jetri i svih
komponenti MS, nezavisno od prisustva gojaznosti (389). Tako je studija koju je
sproveo Chutturi sa svojim saradnicima, biopsijom verifikovala NASH u 66 bolesnika
(390). Prema njihovoj studiji, IR (merena HOMA-IR indeksom) je esencijalna
sistemska metabolicka karakteristika NASH, koja je prisutna nezavisno od stepena
gojaznosti. Tom prilikom je, takode, uoceno da se IR ces¢e javlja kod pacijenata sa
abdominalnim tipom gojaznosti. Osim toga, uoceno je da svi ovi pacijenti ispunjavaju
minimalne kriterijume za dijagnozu sindroma IR. Poredenjem ove grupe obolelih od
NASH sa kontrolnom grupom, koju su Cinili pacijenti oboleli od hepatitisa C istog
uzrasta, pola i stepena fibroze, stepen IR bio je znacajno veci kod pacijenata sa NASH
(390). Slicno tome, ulogu IR u patogenezi NASH potvrduje pilot klini¢ka studija koju
su sproveli Caldwell i saradnici (391). Oni su utvrdili da primena troglitazona, leka koji
povecava senzitivnost tkiva na insulin, dovodi do znacCajnog smanjenja aktivnosti
transaminaza (391). Sa druge strane, kod gojaznih leptin deficijentnih miSeva (392), kao

1 kod ljudi (393), metformin redukuje aktivnost transaminaza, pri ¢emu ih ¢ak i vraca na
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normalnu vrednost u 50 % sluCajeva. Metformin, takode, poboljSava i1 druge

metabolicke poremecaje udruzene sa sindromom IR (394).

NaSa studija pokazuje da primena dijete bogate mastima dovodi do znacajnog
porasta koncentracije IL-6 1 IFN-y u supkutanom 1 visceralnom masnom tkivu (Tabela 7
1 8). Ovakav nalaz bi se mogao objasniti Cinjenicom da je gojaznost pracena
ekspanzijom masnog tkiva, usled prekomerne hipertrofije adipocita, Sto posledi¢no
dovodi do formiranja hipoksi¢nih zona u masnom tkivu. U uslovima hipoksije dolazi do
nekroze pojedinih adipocita, Sto indukuje infltraciju masnog tkiva makrofagima (395).
Adipociti, potom, oslobadaju hemokin, MCP-1, koji stimuliSe hemotaksu monocita u
masne depoe, sastavljene, pored ostalih ¢elijskih komponenti, i od oStecenih adipocita,
¢ime se odrZava hroni¢na inflamacija u masnom tkivu (395). Naime, hroni¢nu
niskostepenu inflamaciju u masnom tkivu odlikuje povecana produkcija razli¢itih
proinflamatornih citokina, kao Sto su IL-6 1 IFN-y. Uz to, ovoj inflamaciji doprinosi 1
povecano oslobadanje hemokina, koji zatim stimuliSu makrofagnu infiltraciju masnog
tkiva, 1 indukuju nastanak i odrzavanje IR, kao glavne karakteristike NAFLD 1 MS
(395). Klini¢ka istraZivanja su pokazala da izmedu 10% i 35% ukupne koncentracije IL-
6 u cirkulaciji potice iz masnog tkiva, pri ¢emu je ovaj procenat znacajno Vvisi u stanju

hipertroficnog uvec¢anja ovog tkiva (201).

Rezultati naSe studije su pokazali da primena dijete bogate mastima dovodi do
pojave hiperglikemije, porasta koncentracije insulina, kao 1 znaCajnog povecanja
HOMA-IR indeksa u poredenju sa kontrolom, $to ukazuje na prisustvo IR (Grafikon 10,
11 1 12). Ovakve promene bi mogle biti delom objaSnjene porastom koncentracije IL-6
u supkutanom 1 visceralnom masnom tkivu. Animalne studije ukazuju da postoji
pozitivna korelacija izmedu ekspresije IL-6 u masnom tkivu i stepena IR, kako u in
vivo, tako 1 u in vitro uslovima (396). Osim toga, postoje indicije o povratnoj vezi
izmedu koncentracije IL-6 i koncentracije glukoze, imajuci u vidu da rezultati nekih
studija ukazuju da porast koncentracije glukoze indukuje porast koncentracije IL-6, kao

1 da primena IL-6 dovodi do hiperglikemije i IR (395).

Nasa studija je, takode, pokazala da primena rimonabanta dovodi do znacajnog
pada koncentracije IL-6 1 IFN-y u supkutano i visceralnom masnom tkivu u HFR grupi

u poredenju sa HF grupom (Tabela 7 i 8). Ovakvi nalazi mogli bi se objasniti
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antiinflamatornim 1 citoprotektivnim efektima blokade CB1 receptora, ili njthovom
genskom delecijom, $to je ustanovljeno u brojnim preklinickim i klinickim studijama

(138, 292, 293, 312).

Rezultati naSeg istraZivanja ukazuju da primena dijete bogate mastima dovodi do
znacajnog porasta koncentracije leptina u supkutanom 1 visceralnom masnom tkivu u
poredenju sa kontrolnim vrednostima (Tabela 7 i 8). Ovakav nalaz je u saglasnosti sa
drugim studijama koje, takode, ukazuju da je ekspresija leptina u masnom tkivu
povecana u odnosu na normalno uhranjene osobe (209, 395). Prema naSoj studiji,
primena blokatora CB1 receptora dovela je do normalizacije koli¢ine supkutanog i
visceralnog masnog tkiva (Grafikon 8), ograniCavajuc¢i time mogucnost akumulacije
intracelularnih lipida. Stoga, dolazi do smanjenja produkcije leptina do normalnih
vrednosti u oba ispitivana masna tkiva, koje su priblizne vrednostima u kontrolnoj

grupi (Tabela 7 1 8).

Porast koncentracije leptina u supkutanom i visceralnom masnom tkivu u HF
grupi bio je udruZen sa znacajnim promenama histoloske grade jetrinog parenhima,
karakteristicnim za NASH (Slika 1C). Ovakav nalaz je u saglasnosti sa drugim
animalnim studijama, koje su ukazale na dualno dejstvo leptina u NAFLD (397).
Leptin moZe da ispolji protektivnu ulogu u NAFLD, narocito u pocetnim stadijumima
razvoja steatoze. Nasuprot tome, u slucaju dalje progresije bolesti, ovaj adipokin moZze
da indukuje inflamaciju 1 fibrozu jetre (206). Ovi efekti leptina bi se mogli objasniti
pokretanjem procesa kojima se poboljSava stepen insulinske senzitivnosti. Pored toga,
leptin ispoljava i antisteatoti¢ne efekte redukcijom glukoneogeneze, inhibicijom de novo
lipogeneze, kao i stimulacijom B-oksidacije u hepatocitima (397). Nasuprot tome, u
uznapredovalim stadijumima bolesti, leptin ispoljava sasvim suprotne efekte. Kao
moguce objaSnjenje takvog efekta leptina, spominje se uloga aktiviranih stelatnih celija
u kasnijim fazama NAFLD (397). IstraZivanja su pokazala da aktivirane stelatne Celije
eksprimiraju leptinski receptor, ¢ijom aktivacijom se, potom, u ovim ¢elijjama indukuje
porast produkcije proinflamatornih i proangiogenih citokina, kao i faktora rasta, Sto u

znacajnoj meri doprinosi razvoju inflamacije 1 fibroze u tkivu jetre (Slika 1C).

Bitno je napomenuti da je u naSoj studiji porast produkcije leptina u grupi miSeva
hranjenih dijetom bogatom mastima bio pracen znaCajnim smanjenjem unosa hrane.
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Ovo smanjenje unosa hrane je bilo mnogo izrazenije u toku primene rimonabanta, to
jest u obe grupe tretirane rimonabantom (Grafikon 2). Ovakav nalaz je u saglanosti sa
nekim animalnim studijama, koje su pokazale da gojazne Zivotinje kojima nedostaje
leptin (0b/ob misSevi) imaju znacajno visi nivo AEA i 2-AG u hipotalamusu u poredenju
sa kontrolama (398). Sa druge strane, akutna primena leptina kod ob/ob miseva i
normalnih pacova smanjuje koncentraciju endokanabinoida u hipotalamusu, Sto ukazuje
da bi endokanabinoidi mogli imati ulogu u regulaciji unosa hrane, kao deo neuronalnog
sistema regulisanog leptinom (398). S tim u vezi, primena antagonista CB1 receptora bi
mogla da ispolji pozitivne terapijske efekte u toku gojaznosti i sa njom udruZenih

poremecaja.

Ova studija je, takode, pokazala da primena HFD dovodi do porasta koncentracije
rezistina u supkutanom i visceralnom masnom tkivu u poredenju sa kontrolom (Tabela 7
1 8). Ovakvo povecanje koncentracije rezistina uo¢eno je i u drugim studijama koje su
nasle pozitivnu korelaciju izmedu MS, BMI i teZine patohistoloskih promena sa
poviSenim koncentracijama rezistina u cirkulaciji (339). Porast koncentracije rezistina u
HF grupi pracen je porastom koncentracije IL-6 1 IFN-y u supkutanom 1 visceralnom
masnom tkivu u poredenju sa kontrolom (Tabela 7 i 8). Ovakav rezultat je u saglasnosti
sa drugim pretklinickim studijama koje ukazuju da rezistin u znacajnoj meri doprinosi
nastanku inflamacije i IR na misSjim modelima ove bolesti (400, 401). Takode,
potvrdeno je da rezistin ispoljava proinflamatorno dejstvo stimulacijom ekspresije
proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-6, IFN-y, 1 dr.) u monocitima i makrofagima,

utiCuci time na pogorSanje stepena IR (206).

U naSoj studiji, porast koncentracije rezistina u HF grupi u oba ispitivana masna
tkiva je bio pracen porastom koncentracije glukoze 1 insulina, kao i poviSenim HOMA-
IR indeksom (Grafikon 10, 11 i 12). Ustanovljeno je da rezistin razli¢itim mehanizmima
inhibira intracelularnu insulinsku signalizaciju u adipocitima, prevashodno indukujuci
SOCS-3, koji predstavlja inhibitor insulinske signalizacije u masnom tkivu (395). U
naSoj studiji porast koncentracije rezistina u HF grupi bio je pracen znaCajnim
patohistoloSkim promenama u tkivu jetre (Tabela 7, 8 1 Slika 1C). Osim toga Sto
doprinosi nastanku i1 odrZavanju hroni¢ne niskostepene inflamacije u supkutanom 1

visceralnom masnom tkivu (Tabela 4 i 5), Rezistin, takode, dovodi do porasta
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inflamacije u tkivu jetre, aktivacijom MAPK puta 1 faktora koagulacije (206). NaSom
studijom je pokazano da blokada CB1 kanabinoidnih receptora dovodi do znacajnog
smanjenja koncentracije rezistina u supkutanom 1 visceralnom masnom tkivu u HFR
grupi u poredenju sa HF grupom (Tabela 7 i 8). Ovakvo smanjenje koncentracije
rezistina u naSoj studiji moglo bi da bude objasSnjeno antiinflamatornim efektom
blokade CB1 receptora, koji je uo¢en u brojnim eksperimentalnim studijama (133, 293,
312). S tim u vezi, antiinflamatorni efekat rimonabanta bi takode mogao da bude od
vaznosti, s obzirom da je pokazano da proinflamatorni citokini stimuliSu sekreciju

rezistina (206).

Uocili smo znacajan porast koncentracije apelina u supkutanom 1 visceralnom
masnom tkivu u grupi Zivotinja na HFD u poredenju sa onima koje su bile na kontrolnoj
ishrani (Tabela 7 1 8). Ovakav nalaz je kompatibilan sa rezultatima drugih studija, koje
su pokazale da apelin uti¢e na metabolizam glukoze i lipida, kao i1 da doprinosi razvoju
inflamacije (402). Osim toga, rezultati drugih studija ukazuju da je porast koncentracije
cirkuliSuceg apelina prisutan u toku gojaznosti, kao 1 u stanjima koja su povezana sa IR
(206, 402). Prednost ove studije bi mogla biti 1 uporedna komparacija patohistoloskih
promena po grupama, ¢ime se lakSe sagledava teZina i stepen progresije NAFLD, kao 1

povezanost ovih promena sa koncentracijom adipokina i drugih ispitivanih parametara.

Nasa studija je pokazala da je porast koncentracije apelina u supkutanom i
visceralnom masnom tkivu u grupi Zivotinja koje su bile na dijeti bogatoj mastima bio
udruzZen sa znacajnim promenama histoloske grade jetre (Slika 1C). Ovakav nalaz je u
saglasnosti sa rezultatima klinickih studija (403, 404). Naime, klinicke studije su
pokazale da postoji statisticki signifikantna povezanost koncentracije apelina u
cirkulaciji 1 stepena hepatocelularnog oStecenja (403, 404). Tako su registrovane
poviSene koncentracije apelina kod pacijenata sa NAFLD u poredenju sa kontrolama.
Nasuprot tome, nisu pronadene statisticki znacajne razlike koncentracije apelina kod
pacijenata sa jednostavnom steatozom u poredenju sa onima koji imaju razvijenu formu
NASH, (403, 404). NaSa studija ukazuje da je primena blokatora CB1 receptora u
potpunosti dovela do normalizacije koncentracije apelina u supkutanom i visceralnom
masnom tkivu u HFR grupi (Tabela 7 i 8). Ovakav nalaz mogao bi se objasniti

redukcijom koli¢ine masnog tkiva u ovoj grupi Zivotinja (Grafikon 8), smanjenjem
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produkcije proinflamatornih citokina, kako u supkutanom, tako i u visceralnom masnom
tkivu (Tabela 7 1 8), kao 1 poboljSanjem metabolickog profila u grupi tretiranoj

rimonabantom (Grafikon 10, 111 12).

Rezultati naSeg istraZzivanja pokazuju da ishrana bogata mastima u znacajnoj meri
povecava koncentraciju visfatina u supkutanom i visceralnom masnom tkivu u HF grupi
u poredenju sa kontrolim vrednostima (Tabela 7 i 8). Sli¢no tome, klinicke studije su
ustanovile poviSenu koncentraciju visfatina kod pacijenata sa NAFLD u poredenju sa
zdravim ispitanicima (405). Osim toga, radene su i animalne studije, koje su utvrdile da
visfatin u najve¢oj meri produkuju makrofagi, koji infiltriSu masno tkivo u mnogo
ve¢em stepenu u poredenju sa adipocitima (406). Ovako poviSene koncentracije
visfatina u HF grupi bile su pracene porastom koncentracije proinflamatornih citokina
(IL-6 1 IFN-y) u supkutanom 1 visceralnom masnom tkivu (Tabela 7 1 8). Osim toga,
znacajno je napomenuti da visfatin u masnom tkivu moZe imati inhibitorno dejstvo na
apoptozu makrofaga, produzavajuci tako Zivotni vek ovih celija, pa time 1 sopstvenu

produkciju (407).

Rezultati naSe studije su pokazali da je primena rimonabanta dovela do statisticki
znaCajnog smanjenja koncentracije visfatina u supkutanom i visceralnom masnom tkivu
u HFR grupi u poredenju sa HF grupom (Tabela 7 i 8). Ovi rezultati su u saglasnosti sa
nalazima studija sprovedenih na humanoj populaciji 1 eksperimentalnim animalnim
modelima, koje potvrduju da aktivacija CB1 receptora stimuliSe deponovanje masti u
adipocitima, prvenstveno aktivacijom lipogenih enzima 1 inhibicijom aktivnosti AMPK
(319). Ovakav nalaz se podudara sa naSim rezultatima koji se odnose na teZinu
supkutanog 1 visceralnog masnog tkiva u HF 1 HFR grupi (Grafikon 8). S tim u vezi,
dobijeni rezultati nam ukazuju da smanjenje koli¢ine masnog tkiva usled blokade CB1
receptora redukuje intenzitet inflamatornog procesa u masnom tkivu i sa njim povezanu

sekreciju visfatina (Tabela 7 1 8).

Ova studija je, takode, pokazala da primena HFD dovodi do porasta
koncentracije IL-6 i IFN-y u jetri, u poredenju sa kontrolim vrednostima (Tabela 9). U
istoj grupi Zivotinja verifikovano je prisustvo glavnih patohistoloskih karakteristika
NASH (Slika 1C). Ovakav nalaz je u saglasnosti sa rezultatima animalnih studija, koje

ukazuju da su oStecenje hepatocita 1 inflamacija kljune karakteristike dalje progresije
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jednostavne steatoze u mnogo teze oblike bolesti (133, 178, 252, 283, 389). Dosadasnje
animalne studije sprovedene na modelu gojaznosti indukovane primenom dijete bogate
mastima pokazale su da dolazi do razvoja IR, koja je pracena aktivacijom signalnih
puteva posredstvom TLR4 (engl. Toll-like receptors), kao i indukcijom NF-kB
signalnog puta (178). Razvoj inflamacije u toku NASH je rezultat interakcije
parenhimskih 1 neparenhimskih ¢elija, kao 1 njihovih bioloSki aktivnih produkata.
Hepatociti su, takode, meta razli¢itih medijatora, koje stvara visceralno masno tkivo
infiltrirano zapaljenjskim celijama (178). Zapravo, masno tkivo u toku gojaznosti igra
znacajnu ulogu u nastanku inflamacije 1 IR, u najvecoj meri indukujuci porast

produkcije IL-6 1 IFN-y (395).

Takode, ima dokaza da je ekspresija ovih citokina u jetri pove¢ana kod pacijenata
sa NASH u poredenju sa kontrolama i pacijentima koji su imali samo nalaz jednostavne
steatoze. Pritom je utvrdeno da je ekspresija ovih citokina statisticki znacajno vec¢a kod
pacijenata koji imaju teZi oblik bolesti (408, 409). Ono §to u najvecoj meri doprinosi
porastu hepaticke ekspresije citokina je aktivacija Kupferovih 1 stelatnih celija u
jetrinom parenhimu (410). Nedavno je sugerisano da IL-6 ima kontroverznu ulogu u
nastanku NAFLD, s obzirom da ovaj citokin ispoljava veoma povoljne efekte u
slucajevima jednostavne steatoze, stimuliSu¢i regeneraciju hepatocita (411). Sa druge
strane, hroni¢no izlaganje hepatocita visokim koncentracijama IL-6 prouzrokuje njihovo

oStecenje, razvoj inflamacije 1 IR (412).

NaSa studija pokazuje da primena rimonabanta dovodi do znacajnog smanjenja
koncentracije IL-6 1 IFN-y u tkivu jetre u HFR grupi u odnosu na HF grupu (Tabela 9).
Ovakav nalaz je u saglasnosti sa rezultatima pretklinickih studija, koji ukazuju da dijeta
bogata mastima dovodi do porasta hepaticke koncentracije anandamida, gustine CB1
receptora i sinteze masnih kiselina u jetrinom parenhimu, Sto je bilo redukovano nakom
primene antagoniste CB1 receptora (156). Osim toga, nedavno sprovedene klinicke
studije pokazale su vezu izmedu koncentracije endokanabinoida u splanhnickoj
cirkulaciji 1 stepena steatoze (413). U ovoj studiji ispitanici sa razli€itim stadijumima
steatoze podvrgnuti su kateterizaciji hepati¢ne vene u kombinaciji sa infuzijom (*Hy)
palmitata u periodu gladovanja, 1 u toku primene niskih doza insulina u infuzionom

rastvoru. Tom prilikom je utvrdena pozitivna korelacija izmedu sadrZaja masti u tkivu
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jetre 1 ekstrakcije SMK iz splanhnicke cirkulacije tokom primene insulina putem
infuzije, sa posledi¢nim porastom koncentracije 2-AG u arterijskoj i hepati¢noj venskoj
krvi. Ovi rezultati ukazuju da jetra u toku steatoze ima sposobnost da u pove¢anom
opsegu preuzima 2-AG 1 hiperprodukuje TG, koji sadrze zasicene masne Kkiseline
nastale porastom intenziteta de novo lipogeneze (413). Nasom studijom je pokazano da
primena antagoniste CB1 receptora smanjuje inflamaciju u jetrinom parenhimu (Tabela
9 i Slika 1D). Sli¢no tome, neke eksperimentalne i klinicke studije kardiomiopatije i
nefropatije pokazale su antiinflamatorne i citoprotektivne efekte primene rimonabanta,
prevashodno smanjujuc¢i produkciju proinflamatornih citokina inaktivacijom NF-xB

signalnog puta (280, 281).
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VI ZAKLJUCCI

1. Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije moze se zakljuciti da primena
antagonista CB1 receptora ispoljava mnogobrojne protektivne 1 potencijalno
terapijske efekte na NAFLD izazvane HFD. Prema naSim saznanjima ovo je prva
studija koja je ispitala efekte blokade CB1 receptora na oksidativno/nitrozativno
oStecenje jetre, kao 1 na promene koncentracije oligoelemenata (Cu, Zn, Mn 1 Fe)
koje nastaju u NAFLD. Ovi efekti su posledica izmene modulacijske uloge ES u
patogenezi NAFLD, Sto se ogleda u znaajnom smanjenju OS/NS u tkivu jetre.
Endokanabinoidi pogorSavaju OS u NAFLD i doprinose razvoju NASH posredstvom
CB1 receptora. Prooksidantni efekti endokanabinoida su potvrdeni redukcijom
intenziteta lipidne peroksidacije u obe grupe tretirane rimonabantom. Primena
rimonabanta dovodi do znacajnog smanjenja aktivnosti AST 1 ALT, kao i1 smanjenja
koncentracije MDA. HFD indukuje porast koncentracije NOx u jetri. Rimonabant

dovodi do zna¢ajnog smanjenja koncentracije NOX.

2. Znacajno poveCanje sadrzaja GSH u jetri miSeva na HFD koji su tretirani
rimonabantom moZe da predstavlja adaptivni odgovor hepatocita na povecanu
produkciju ROS. Porast GSH ukazuje da blokada CB1 receptora ima blagotvorno

dejstvo na redoks status hepatocita.

3. Porast aktivnosti ukupne SOD, kao i njenih izoenzima utvrden je u jetri miSeva
tretiranih rimonabantom. S obzirom na ulogu SOD, kao vaznog sistema odbrane od
Stetnog dejstva ROS, moZe se zakljuciti da je porast njegove aktivnosti nakon dejstva
rimonabanta doveo do povecanja antioksidativhog kapaciteta hepatocita, ¢inec¢i ih

manje osetljivim na oksidativno 1 nitrozativno oStecenje.

4. Blokada CB1 receptora ublazava posledice oksidativnog oStecenja hepatocita
indukovanog porastom koncentracije Fe u ovim celijama. UocCena je znacajno
poviSena koncentracija Zn u obe grupe tretirane rimonabantom. Ovakav nalaz
ukazuje da blokada CB1 receptora doprinosi ispoljavanju citoprotektivnih efekata
Zn, s obzirom na ulogu ovog oligoelementa u odrZanju strukturnog i funkcionalnog

integriteta Celije. Za razliku od koncentracije Cu, u grupi tretiranoj rimonabantom
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registrovana je sniZzena koncentracija Mn. Ovaj nalaz ukazuje da se inhibicijom CB1

receptora moze uticati na sadrzaj Cu i Mn u jetri.

. Rimonabant dovodi do znacajnog sniZenja hepaticke proprcije palmitinske i
stearinske kiseline u obe grupe tretirane ovim antagonistom CB1 kanabinoidnih
receptora. Pokazano je da tretman rimonabantom dovodi do povecanja proporcije
linoleinske kiseline u jetri, ukazuju¢i da inhibicija CB1 receptora doprinosi

citoprotektivnim efektima ove dugolancane masne kiseline.

. HFD indukuje znacajan porast koncentracije glukoze i insulina u plazmi, kao i1
HOMA-IR indeksa. Farmakoloska inhibicija CB1 receptora, koja je dovela do
smanjenja  glikemije, insulinemije i HOMA-IR indeksa, potvrduje da
endokanabinoidi preko CB1 receptora vrSe negativnu modulaciju insulin-zavisnog

preuzimanja glukoze.

. Blokada CB1 receptora dovodi do normalizacije profila adipokina u supkutanom i
visceralnom masnom tkivu, kao i smanjenja produkcije hepatickih i1 adipoznih
proinflamatornih citokina. Rimonabant indukuje znacajno smanjenje hepatiCkog
inflamatornog odgovora, dovode¢i do pada koncentracije IL-6 i IFN-y i poboljSanja

patohistoloSkih promena u jetri.

. Rezultati ove doktorske disertacije doprinose rasvetljavanju nepoznanica vezanih za
modulacijsku ulogu endokanabinoida 1 CB1 receptora, kako u regulaciji energetske
homeostaze, tako i1 u patogenezi NAFLD 1 njenoj progresiji. Blokada CBI1
kanabinoidnih receptora ublaZzava strukturne i funkcionalne promene u jetri miSeva
na HFD, koje se ispoljavaju u vidu modulacije lipidnog statusa 1 hepatickog profila
SMK, kao i znaCajnog smanjenja intenziteta OS/NS 1 poboljSanja patohistoloskih
promena u jetri. Takode, rezultati ove doktorske disertacije predstavljaju znacajnu
osnovu koja bi omogucila usmeravanje dosadas$njih nedovoljno efikasnih terapijskih
procedura u pravcu uspeSnijeg 1 ciljanog leCenja ove bolesti. Bolje razumevanje 1
preciznije sagledavanje uloge endokanabinoida i CB1 receptora u patogenezi i
progresiji NAFLD bi omogucilo njenu efikasniju prevenciju i samim tim produZenje

Zivotnog veka.
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VIII SPISAK SKRACENICA

ACC - acetil-CoA karboksilaza
ACTH - adrenokortikotropni hormon (engl. adrenocorticotropic hormone)
AEA - anandamid (N-arahidonoil-etanolamid)
2-AG - 2-arahidonoil-glicerol
AGE - krajnji produkt glikozilacije (engl. advanced glycation end-product)
ALT - alanin aminotransferaza
AMPK - adenozin monofosfat kinaza
ANOVA - analiza varijanse
Apo B-100 - apolipoprotein B-100
AST - aspartat aminotransferaza
ATP — adenozin trifosfat
BMI - indeks telesne mase (ITM, engl. body mass index)
cAMP - cikli¢ni adenozin monofosfat
CART - kokain i amfetamin regulisani transkript (engl. cocain and amphetamine
regulated transcript)
CB1 - kanabinoidni receptor 1
CB2 - kanabinoidni receptor 2
ChREBP - protein koji vezuje ugljenohidratni respondivni element
(engl. carbohydrate responsive element-binding protein)
CPT1 — karnitin palmitoil transferaza 1
CT - kompjuterizovana tomografija
CYP - citohrom P 450 (engl. cytochrome P450)
DAG - diacilglicerol

DALY - godine Zivota prilagodene invalidnosti (engl. disability adjusted life years)



DM tip II — dijebetes melitus (diabetes mellitus) tip 2

DTNB - 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoeva kiselina

EDTA- etilendiaminotetrasir¢etna kiselina

ELISA - engl. enzyme-linked immunosorbent assay

ELOVLG6 — engl. long chain fatty acid elongase 6

eNOS - endotelna konstitutivna NO-sintaza

ER - endoplazmatski retikulum

ES - endonakabinoidni sistem

ET-1 - endotelin-1

FAAH - engl. fatty acid amide hidrolase

FAAS - engl. flame atomic absorption spectrometry

FABPs — proteini koji vezuju masne kiseline (engl. fatty acid binding proteins)
FAK - fokalna adheziona kinaza

FAS - Sintaza masnih kiselina (engl. fatty acid synthase)

FATPs — proteini koji transportuju masne kiseline (engl. fatty acid transport proteins)
FER - engl. fat to energy ratio

FGF21 — fibroblastni faktor rasta 21 (engl. fibroblast growth factor 21)
GAPDH - gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

GCKR - engl. glucokinase /hexokinase 4/ regulator

GF AAS - engl. graphite furnace atomic absorption spectrometry
GSH - glutation

v-GT — gama-glutamiltranspeptidaza

HAART - engl. highly active antiretroviral therapy
HCI - hlorovodoni¢na kiselina

HDL - lipoprotein velike gustine (engl. high density lipoprotein)



HE — hematoksilin i eozin

HFD - dijeta bogata mastima (engl. high fat diet)

HIV - virus humane imunske deficijencije (engl. human immunodeficiency virus)
"H-MRS - spektroskopija magnetnom rezonancom (engl. 'H-magnetic spectroscopy)
4-HNE - 4-hidroksinonenal

HNF-4a - hepatocitni nuklearni faktor-4a

H,0,- vodonik peroksid

HOBP - hroni¢na opstruktivna bolest pluca

HOMA - engl. homeostatic model assessment

HSL — hormon senzitivna lipaza

ICAM-1 — intracelularni adhezivni molekul (engl. intracellular adhesion molecule-1)
IDF — Medunarodno udruZenje za dijabetes (engl. International diabetes federation)
IkBKk-p — infibitor kB kinaze-f3

iNOS - inducibilna NO sintaza

IR - insulinska rezistencija

IRS - supstrat za insulinski receptor (engl. insulin receptor substrates)

JNK-1 - jun-N-terminalna kinaza-1

KCN - kalijum cijanid

KVS - kardiovaskularni sistem

LPL - lipoproteinska lipaza

LDL - lipoprotein male gustine (engl. low density lipoprotein)

LXR - receptor X u jetri (engl. liver X receptor)

MAG - monoacilglicerol lipaza

MAP - mitogen aktivirani protein

MCD - metionin-holin deficijentna dijeta (engl. methionine-choline deficient diet)

MCP-1 - monocitni protein hemotakse-1 (engl. monocyte chemotactic protein-1)



MDA — malondialdehid

MFUB - Medicinski fakultet u Beogradu

MIF - faktor koji inhibira migraciju (engl. migratory inhibiting factor)
mikroRNK - engl. microRNA

MiIx - engl. Max-like protein X

MS — metabolicki sindrom

a-MSH - o-melanostimuli§u¢i hormon

MTP - mikrozomni transportni protein

NADA — N-arahidonoildopamin

NAD" - nikotinamid adenin dinukleotid u oksidovanom obliku

NADH - nikotinamid adenin dinukleotid u redukovanom obliku

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NO - azot monoksid (engl. nitric oxide)

NOS - azot monoksid sintaza (engl. nitric oxide synthases)

NAFL - nealkoholna masna jetra (engl. nonalcoholic fatty liver)

NASH CRN - engl. NASH clinical research network

NAFLD - nealkoholna masna bolest jetre (engl. nonalcoholic fatty liver disease)
NAPE - N-arahidonoil-fosfatidil-etanolamid

NASH - nealkoholni steatohepatitis (engl. nonalcoholic steatohepatitis)
NF-kB - nukleusni faktor kapa B

NIDDK - engl. national institute of diabetes, digestive and kidney diseases
NS — nitrozativni stres

ONOO- - peroksinitriti

OS - oksidativni stres

PAI-1 — inhibitor aktivatora plazminogena -1 (engl. plasminogen activator inhibitor-1)

PDGF - trombocitni faktor rasta (engl. platelet derived growth factor)



PECAM-1 - engl. platelet endothelial cell adhesion molecule-1
PI-3K - fosfatidil-inozitol-3 kinaza (engl. phosphoinositide 3-kinase)
PMN - polimorfonuklearni leukociti
PKA - protein kinaza A
PKC - protein kinaza C
PPAR - engl. peroxisome proliferator activated receptor
PNPLA3 - engl. patatin-like phospholipase domain-containing 3
PPREs — engl. peroxisome proliferator response elements
RES - retikuloendotelni system
RIO - engl. rimonabant in obesity
RNS - engl. reactivve nitrogen species
ROO’ - peroksi radikal
ROS - engl. reactive oxygen species
RXR - receptor za retinoid X (engl. retinoid x receptor)
SAD - Sjedinjene americke drzave
SCD1 - stearoil-CoA desaturaza 1
SIRTs - engl. silent information regulator-2 family
SMK - slobodne masne kiseline
SNP - engl. single nucleotide polymorphism
SOCS - supresori citokinske signalizacije (engl. suppressor of cytokine signalling)
SREBP - protein koji vezuje sterol-regulacijski element
(engl. sterol regulatory element-binding protein)
SOD - superoksid dismutaza
SZ0 - Svetska zdravstvena organizacija (WHO, engl. World Health Organisation)
TBHBA - 2,4,6-tribromo-3-hidroksi benzoicne kiseline

TG - trigliceridi



TGF-p — transformisucéi faktor rasta-f (engl. transforming growth factor-p)

THC - tetra-hidro-kanabinol

TLR-4 — engl. toll-like receptor-4

TRAIL-Rs - engl. tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand receptors
TSH - tireostimuliSu¢i hormon

TM6SF2 — engl. transmembrane 6-superfamily member 2

TNF-a — faktor tumorske nekroze-a (engl. tumor necrosis factor-o)

TNF-R1 — engl. tumor necrosis factor receptor 1

TXA, — tromboksan A,

UH - ukupni holesterol

VLDL - lipoprotein veoma male gustine (engl. very low density lipoprotein)
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The present study deals with the effects of rimonabant on oxidative/nitrosative stress in high diet- (HFD-) induced experimental
nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). Male mice C57BL/6 were divided into the following groups: control group fed with
control diet for 20 weeks (C; n = 6); group fed with HED for 20 weeks (HF; n = 6); group fed with standard diet and treated with
rimonabant after 18 weeks (R; n = 9); group fed with HFD and treated with rimonabant after 18 weeks (HFR; n = 10). Daily dose
of rimonabant (10 mg/kg) was administered to HFR and R group by oral gavage for two weeks. Treatment induced a decrease in
hepatic malondialdehyde concentration in HFR group compared to HF group (P < 0.01). The concentration of nitrites + nitrates
in liver was decreased in HFR group compared to HF group (P < 0.01). Liver content of reduced glutathione was higher in HFR
group compared to HF group (P < 0.01). Total liver superoxide dismutase activity in HFR group was decreased in comparison
with HF group (P < 0.01). It was found that rimonabant may influence hepatic iron, zing, copper, and manganese status. Our study

indicates potential usefulness of cannabinoid receptor type 1 blockade in the treatment of HFD-induced NAFLD.

1. Introduction

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) includes a wide
spectrum of liver diseases ranging from simple steatosis
to steatohepatitis, which can progress to fibrosis, cirrhosis,
and, ultimately, hepatocellular carcinoma [1]. NAFLD, as a
hepatic manifestation of metabolic syndrome, is associated
with dyslipidemia, obesity, insulin resistance, and type 2
diabetes mellitus [1, 2]. Although pathogenesis of NAFLD
is still incompletely understood, two key mechanisms have
been identified. Firstly, insulin resistance in the adipose
tissue increases lipolysis and the hepatic entry of free fatty
acids, as well as de novo synthesis of fatty acids and triglyc-
erides. Secondly, oxidative/nitrosative stress, mitochondrial

dysfunction, lipotoxicity, and overproduction of proinflam-
matory cytokines have been involved in progression of liver
steatosis to steatohepatitis and fibrosis (3, 4].

Excessive oxidants (free oxygen and nitrogen radicals,
reactive oxygen species (ROS), reactive nitrogen species
(RNS), etc.) and decreased antioxidant defense have been
observed in NAFLD patients [2, 5, 6]. Thus, the main
sources of ROS are hepatic microsomal fatty acid oxidizing
enzyme cytochrome P450 2E1 (CYP2EL1), cyclooxygenase and
lipoxygenase cell signal transduction pathways, mitochon-
drial dysfunction, and hepatic iron overload [4, 7]. Moreover,
activation of Kupffer cells and other inflammatory cells also
generates ROS through nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADPH) oxidase [8].
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We used rimonabant to investigate the role of CB1 receptor on hepatic FFAs profile during NAFLD. Male
mice C57BL/6 were divided into: control group fed with control diet 20 weeks (C; n=6); group fed with
HFD 20 weeks (HF: n=6); group fed with control diet and treated with rimonabant after 18 weeks (R;
n=9); group fed with HFD and treated with rimonabant after 18 weeks (HFR; n=10). Rimonabant (10 mg/
keg) was administered daily to HFR and R group by oral gavage. Rimonabant decreased liver palmitic acid
proportion in HFR group compared to HF group (p < 0.05). Liver stearic and oleic acid proportions were
decreased in R group compared to control (p < 0.01 respectively). Rimonabant increased liver linoleic and
arachidonic acid proportions in HFR group compared to HF group (p < 0.01 respectively). CB1 blockade
may be useful in the treatment of HFD-induced NAFLD due to modulation of plasma lipid and hepatic FFA

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) includes wide spec-
trum of liver diseases ranging from steatosis (triglyceride/TG/
accumulation within hepatocytes) to steatohepatitis, associated
with hepatocellular injury and activation of fibrogenic pathways
(fibrosis and cirrhosis), that may progess to hepatocellular
carcinoma (Mallat et al., 2013; Pardo et al., 2015; Friedman,
2016). Although, pathogenesis of NAFLD is still incompletely
understood, two hit mechanisms have been identified. Firstly,
insulin resistance (IR) in the adipose tissue increases lipolysis and
the hepatic entry of free fatty acids (FFAs), as well as de novo
synthesis of fatty acids and TG. Secondly, oxidative/nitrosative
stress, mitochondrial dysfunction, lipotoxicity and overproduction

of proinflammatory cytokines have been involved in progression of

liver steatosis to steatohepatitis and fibrosis (Fraulob et al., 2010;
Aubert et al., 2011; Leamy et al., 2013; Stankovi¢ et al., 2014;
Jorgatevic¢ et al., 2015). However, this “two hit hypothesis” is
increasingly replaced by the concept that benign steatosis and
nonalcoholic steatohepatitis (NASH) could be two different entities
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with divergent pathogenic pictures (Tilg and Moschen, 2010; Fuchs
et al., 2014). Thus, “multiple hits” may occur in parallel rather than
in strict sequence (Leamy et al., 2013). In this context lipid
accumulation may be considered as a “bystander phenomenon”(-
Fuchs et al.,, 2014) Constant exposure of hepatocytes to FFAs,
phosphatidic acid, lysophosphatidic acid, ceramides and diacyl-
glycerols (DAG) may result in lipotoxic insults (Trauner et al., 2010),
characterized by endoplasmatic reticulum (ER) stress, inflamma-
tion, apoptosis and necrosis of hepatocytes (Neuschwander-Tetri,
2010; Fuchs et al., 2014). In addition to potential lipotoxic TG
degradation products, cholesterol may also be an important trigger
for NAFLD development (Simonen et al., 2011; Enjoji et al., 2012).
There are evidence that increased dietary cholesterol uptake does
not only act as disease initiator but can also promote its
progression beyond the more severe stages (Subramantan et al.,
2011; Fuchs et al., 2014). Many studies have demonstrated that
saturated fatty acids (SFAs) are more toxic than their unsaturated
counterparts, resulting in a progressive lipotoxic cascade, both in
experimental models and in NAFLD patients (El-Badry et al., 2007;
Puri et al., 2007; Malhi and Gores, 2008; Leamy et al., 2013; Fuchs
et al., 2014; Stankovic et al., 2014).

The cannabinoid system (CS) refers to the cannabinoids,
cannabinoid receptors (cannabinoid receptor type 1/CB1/and type
2/CB2/) and enzymes involved in endocannabinoids (ECs)



