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Razvoj metabolickog sindroma izazvanog kombinacijom stresa i
ishrane obogacene fruktozom — doprinos glukokortikoida u

visceralnom masnom tkivu i hipotalamusu Zenke pacova

Sazetak

Savremen nacin Zivota karakteriSu prekomeran unos fruktoze i svakodnevni
stres koji koincidiraju sa pojavom metabolickog sindroma (MetS), vodeceg faktora
rizika za razvoj dijabetesa tipa 2 1 bolesti srca. NaruSen signalni put glukokortikoidnih
hormona (GH), regulatora metabolizma i odgovora na stres, moze biti uklju¢en u
patofiziologiju MetS-a.

Cilj ove doktorske disertacije bio je da se testira hipoteza da fruktoza u
kombinaciji sa hroni¢nim stresom dovodi do poremecaja u signalnom putu GH
odgovornih za razvoj karakteristika MetS-a kod Zenki pacova. U tom cilju ispitani su
efekti devetonedeljnog izlaganja ishrani obogacenoj fruktozom i nepredvidivom stresu
na prereceptorski metabolizam GH, ekspresiju i1 funkciju glukokortikoidnog receptora i
njime regulisanih gena ukljucenih u metabolizam masti u visceralnom masnom tkivu
(VMT). Pod istim uslovima ispitani su i leptinski signalni put u hipotalamusu i
inflamatorni status oba pomenuta tkiva.

Rezultati pokazuju da dugorocna ishrana obogacena fruktozom stimulise
adipogenezu i1 de novo lipogenezu u VMT-u, dok hroni¢ni nepredvidivi stres promovise
lipolizu. Tako suprotni, ovi efekti su najverovatnije posledica aktivnosti GH. Nijedan od
tretmana nije uticao na leptinski signalni put niti na regulaciju unosa hrane u
hipotalamusu. Takode, rezultati sugeriSu da je inflamacija u VMT-u jedna od prvih
posledica konzumiranja fruktoze buduci da se razvija pre nego $to se mogu uociti
gojaznost i inflamacija u hipotalamusu.

Sumarno, fruktoza svojim lipogenim uticajem uzrokuje metabolicke 1
fizioloske promene koje doprinose razvoju metabolickog sindroma, dok su posledice
hroni¢nog stresa izraZenije u odnosu na efekte fruktoze i1 predominantno usmeravaju
metabolizam ka potro$nji energije, pri ¢emu u oba slucaja GH ostvaruju znacajan

doprinos.
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The development of metabolic syndrome induced by the combination
of stress and fructose enriched diet — the contribution of
glucocorticoids in visceral adipose tissue and hypothalamus of female
rats

Abstract

Hallmarks of modern lifestyle, fructose overconsumption and daily exposure to
unpredictable stress, coincide with the onset of metabolic syndrome (MetS), leading risk
factor for the development of type 2 diabetes and cardiovascular diseases.
Glucocorticoid hormones (GC), main regulators of metabolism and response to stress,
could be involved in the pathophysiology of MetS.

The aim of this doctoral dissertation was to test the hypothesis that the
combination of fructose diet and chronic unpredictable stress evokes disturbances in GC
signaling responsible for the development of MetS in female rats. We analyzed the
effects of 9 week exposure to fructose enriched diet and stress on GC prereceptor
metabolism, expression and function of glucocorticoid receptor and receptor regulated
genes involved in lipid metabolism in visceral adipose tissue (VAT). Also, we analyzed
leptin signaling in hypothalamus and inflammation in both tissues.

Results showed that long term fructose overconsumption stimulated
adipogenesis and de novo lipogenesis in VAT, while chronic stress promoted lipolysis.
Although opposing, these effects probably result from the GC activity. Leptin signaling
and appetite regulation in hypothalamus were not affected by these treatments. Also,
results suggest that VAT inflammation is one of the first consequences of fructose
overconsumption as it was developed before the onset of obesity and inflammation in
hypothalamus.

In summary, lipogenic effects of fructose elicit metabolic and physiologic
disturbances that contribute to the development of MetS, while chronic stress
predominantly directs metabolism to energy expenditure and exceeds the effects of

fructose. In both cases, GC play a significant role.



Key words: glucocorticoid hormones; glucocorticoid receptor; fructose; chronic
unpredictable stress; visceral adipose tissue; lipid metabolism; hypothalamus; leptin;

inflammation; young and adult female rats;
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1.1 Metaboli¢ki sindrom

Istorijski posmatrano koncept metabolickog sindroma prvi put se pojavio jos$
20-tih godina proslog veka, kada je Svedski lekar Kylin ukazao na povezanost visokog
krvnog pritiska (hipertenzije) i1 visoke koncentracije glukoze u krvi (hiperglikemije) sa
razvojem gihta (Kylin, 1923). Dvadesetak godina kasnije Vague je ukazao da se
visceralna gojaznost nalazi u vezi sa metabolickim poremecajima koji se javljaju u
okviru dijabetesa tipa2 1 kardiovaskularnih bolesti (Vague, 1947). Godine 1988.
Reaven je prvi upotrebio termin ,,sindrom X i istakao klinicki znacaj pojave slede¢ih
poremecaja u kombinaciji: hipertenzije, promenjene tolerancije na glukozu, visokog
nivoa triglicerida (hipertrigliceridemije) i niskog nivoa lipoproteina visoke gustine (eng.
High-density lipoprotein; HDL)' (Reaven, 1988). Godinu dana kasnije Kaplan je
preimenovao sindrom u ,,smrtonosnu ¢etvorku”, ukazujuci na posebnu vaznost pojave
visceralne gojaznosti, koja je kod Revan-a bila zanemarena, u jedinstvu sa
hipertenzijom, hipertrigliceridemijom i smanjenom tolerancijom na glukozu. U
narednim periodima koriS§¢ni su brojni drugi izrazi poput ,sindrom insulinske
rezistencije”, ,,polimetabolic¢ki sindrom”, ,,sindrom civilizacije” i drugi. Danas se smatra
da je za skup visceralne gojaznosti, hiperglikemije, insulinske rezistencije, hipertenzije i
dislipidemije®, najadekvatniji termin metaboli¢ki sindrom i kao takav se najéesée koristi
u literaturi (Aydin i sar., 2014; Kaur 1 Jaspinder, 2014).

PoteSko¢e u definisanju metaboli¢kog sindroma pracene su i problemima u
standardizaciji dijagnostickih kriterijuma. Internacionalna federacija za dijabetes
definisala je metabolicki sindrom kao prisustvo visceralne gojaznosti u kombinaciji sa

bilo koja dva faktora od sledecih:

e koncentracija triglicerida visa od 150 mg/dL (1,7 mmol/L)

"HDL — lipoproteini krvne plazme koji poseduju visok sadrzaj proteina i nizak sadrZaj triglicerida i
holesterola, koreliraju sa smanjenim rizikom od kardiovaskularnih bolesti i oznacavaju se kao ,,dobar
holesterol®.

? Dislipidemija — pove¢an nivo triglicerida i lipoproteina niske gustine, uz smanjen nivo HDL-a.



e koncentracija HDL-a niza od 40 mg/dL (1,03 mmol/L) kod muskaraca
odnosno 50 mg/dL (1,29 mmol/L) kod Zena

e poviSen krvni pritisak (sistolni krvni pritisak iznad 130 mm Hg ili
dijastolni krvni pritisak iznad 85 mm Hg)

e koncentracija glukoze u plazmi nakon gladovanja visa od 100 mg/dL

(5,6 mmol/L).

Velika svetska zdravstvena udruzenja pridaju izuzetnu vaznost metabolickom
sindromu, zbog toga Sto on predstavlja znacajnu predispoziciju za razvoj dijabetesa,
kardiovaskularnih bolesti i bolesti bubrega. Nazalost, kako je istaknuto, dijagnozu
metabolickog sindroma nije lako uspostaviti, a u leCenju se upotrebljava iskljucivo
simptomatska terapija. Situaciju otezava Cinjenica da se ne javljaju svi opisani simptomi
kod svakog pacijenta, ve¢ se najceS¢e prvo javlja jedan od simptoma koji potom
povecava verovatnocu pojave sledecih. Ipak, visceralna gojaznost se smatra najées¢om i

najizrazenijom karakteristikom metaboli¢kog sindroma.

1.1.1 Gojaznost u metabolickom sindromu — doprinos visceralnog
masnog tkiva

Svetska zdravstvena organizacija je uvrstila gojaznost u epidemiju svetskih
razmera, s obzirom da je broj gojaznih osoba na svetskom nivou vise nego udvostruc¢en
u odnosu na 1980. godinu. Tako je 2014. godine procenjeno da postoji ¢ak 1,9 milijardi
gojaznih osoba u svetu (“WHO | Obesity and overweight,” 2016). Kriterijum gojaznosti
se menjao kroz vekove i kulture. Danas se kao mera gojaznosti najcesce koristi indeks
telesne mase (eng. Body mass index; BMI) koji su 1972. godine uveli Keys i sar., (Keys
1 sar., 1972), a racuna se kao koli¢nik mase tela izrazene u kilogramima (kg) 1 kvadrata

visine izrazene u metrima (m).
BMI= telesna masa (kg) / (telesna visina (m))*

U zavisnosti od vrednosti BMI odredene su kategorije gojaznosti (Tabela 1) pri ¢emu

se gojaznom smatra odrasla osoba ¢iji je BMI jednak ili ve¢i od 30 (“WHO | Obesity:
preventing and managing the global epidemic,” 2015).



Tabela 1. Odredivanje tipa gojaznosti zasnovano na vrednosti BMI.

Tip gojaznosti BMI
Gojaznost tipa I 30 -34,9
Gojaznost tipa 11 34,9 -39,9

Gojaznost tipa 111
>40
(Morbidna
gojaznost)

BMI- indeks telesne mase (eng. Body mass index);
Preuzeto iz (“WHO | Obesity: preventing and
managing the global epidemic,” 2015).

Medutim, veliki problem sa definisanjem gojaznosti putem BMI vrednosti je u
tome $to on nije pouzdan pokazatelj sadrzaja i1 distribucije masti u organizmu. Tako
osobe sa visokim BMI mogu imati nizak sadrZaj masti i obrnuto. Najbolji primer su
sportisti koji imaju veliku miSiénu masu i starije osobe kod kojih su miSi¢éna masa i
gustina kostiju smanjene. Stoga se, kao dodatni kriterijum pri dijagnostikovanju
gojaznosti Cesto koriste obim struka kao 1 odnos obima struka i kuka, koji daju bolji
uvid u distribuciju masnog tkiva u telu (Pouliot i sar., 1994).

Gojaznost nastaje kao posledica naruSenog balansa unosa i potroSnje energije.
Visak energije se u vidu triglicerida akumulira u masnom tkivu $to dovodi do Sirenja
masnog tkiva na dva nac¢ina — povecanjem zapremine adipocita usled akumulacije masti

(hipertrofija) i sazrevanjem novih adipocita putem adipogeneze (hiperplazija) (Slika 1).
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Slika 1. Rast masnog tkiva hipertrofijom i hiperplazijom.
Preuzeto 1 modifikovano sa sajta:
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tkiva u perifernom, gluteo-

regionu (Donahue 1 sar.,
1987; Lapidus i sar., 1984). Brojna istrazivanja doprinosa razli¢itth masnih depoa
metaboli¢kim promenama kod gojaznih ljudi ukazuju da se za razliku od subkutane,
visceralna gojaznost nalazi u korelaciji sa nivoom holesterola 1 triglicerida u serumu
(Fujioka 1 sar., 1987), kao 1 da doprinosi stvaranju lipidnog profila koji promovise
nakupljanje masnih plaka u krvnim sudovima (Nieves i sar., 2003). Pove¢ana masa
visceralnog masnog tkiva kod premenopauzalnih Zena povezana je sa povecanjem
krvnog pritiska, dok kod gojaznih Zena sa razvijenom hipertenzijom redukcija mase
ovog masnog depoa dovodi do smanjenja krvnog pritiska (Kanai i sar., 1996). Cak i kod
osoba koje nisu gojazne, uvecanje visceralnog masnog tkiva povezano je sa razvojem
sr¢anih oboljenja i povecanim rizikom od sréanog udara (Nakamura i sar., 1994).
Desetogodis$nje ispitivanje uticaja visceralne gojaznosti na razvoj dijabetesa pokazalo je
da je upravo ovaj tip gojaznosti predhodi pojavi dijabetesa tipa 2, ¢ak 1 nezavisno od
nivoa insulina, glikemije, BMI i porodi¢ne anamneze (Boyko i sar., 2000). Stoga,
visceralna gojaznost predstavlja znacajan faktor rizika za nastanak 1 razvoj
metaboli¢kog sindroma.
Razlozi zbog kojih visceralna gojaznost ima tako alarmantne posledice po
zdravlje pored same anatomske lokalizacije jesu i bogata vaskularizacija kao i veca

metabolicka aktivnost ovog depoa masnog tkiva u odnosu na ostale (Tchernof i
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Després, 2013; Wajchenberg i sar., 2002). Ve¢ dugi niz godina je poznato da masno
tkivo nije samo pasivan depo u kome se akumuliraju masti ve¢ da predstavlja i aktivan
metabolicki centar koji sintetiSe i sekretuje Citav niz proteina koji se oznacavaju kao
adipokini. U zavisnosti od energetskog statusa u masnom tkivu, adipociti sekretuju
razliiti set adipokina koji ostvaruju autokrino, parakrino i/ili endokrino dejstvo na
metabolicke organe poput jetre 1 pankreasa kao i na centre regulacije unosa hrane u
mozgu moduliSu¢i tako njithovu funkciju i1 uskladujuéi je sa energetskim potrebama
organizma (Rezaee, 2013). Povecanje mase masnog tkiva u gojaznosti, narocito
visceralnog, dovodi do izmenjene funkcije adipocita i1 disbalansa u sekreciji adipokina
Sto doprinosi poremecaju energetskog metabolizma i razvoju patolosSkih posledica

povezanih sa njim (Gimeno i Klaman, 2005; Matsuzawa, 2000).

1.1.2 Polne razlike u metabolickom sindromu

Sve vise studija ukazuje da postoje znacajne razlike u incidenci metabolickog
sindroma izmedu polova. Takode, polne razlike se uocavaju 1 u verovatno¢i pojave
pojedinacnih poremecaja koji ¢ine metabolicki sindrom kao 1 u tome da ¢e njihov skup
dovesti do razvoja metaboli¢kog sindroma. Istrazivanja ukazuju da hiperglikemija,
povecani BMI i obim struka kao i smanjen nivo HDL-a viSe doprinose razvoju
metabolickog sindroma kod Zena u odnosu na muskarce kod kojih su se kao znacajniji
parametri izvojili povecan nivo triglicerida i1 hipertenzija (Beigh 1 Jain, 2012).
Interesantno, polovi se razlikuju i po dominantnom tipu gojaznosti koji razvijaju. Za
muskarce je karakteristican abdomenalni tip gojaznosti, koji se upravo iz ovog razloga
naziva androidni tip, dok je kod zena ¢es¢i gluteo-femoralni oznacen i1 kao ginoidni tip
gojaznosti (Vague, 1947). lako je dominantni tip gojaznosti koji se javlja kod Zena u
manjoj korelaciji sa metabolickim sindrom per se, procenat gojaznosti medu Zenama
znacajno je porastao poslednjih godina povlaceci i povecan razvoj komplikacija koje su
u vezi sa njom. Podaci ukazuju da je 2012. godine u Sjedninjenim Americkim
DrZzavama bilo oko 2 miliona viSe gojaznih Zena nego muskaraca, a slicni podaci
prijavljeni su i za zemlje u razvoju na jugo-istoku Azije (Fezeu i sar., 2007; Jahan i sar.,
2007) (Slika 2). Takode, zene su podloznije razvijanju morbidne gojaznosti. Dodatno,

nakon menopauze centralni tip gojaznosti postaje dominantan i kod Zena, nose¢i sa
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sobom sve prateée rizike i povecanu prevalencu metabolickog sindroma kod ove
populacije Zena (Marjani 1 Moghasemi, 2012; Ponholzer i1 sar., 2008). Stoga, nije
iznenadujuce §to rezultati mnogih studija ukazuju da je pojava metabolickog sindroma
ucestalija kod Zena nego kod muskaraca (Park i sar., 2006; Sidorenkov i sar., 2010).
Ipak, najveéi broj animalnih istrazivanja vezanih za metabolicki sindrom sprovodi se na

muzjacima.

Ucestalost (%)

B 0dos 20 do 30

B 5do1o 30do 40
10do15 MW 4odos0
15do20 m 50 do6o

Ucestalost (%)

m odos 20 do 30
W 5dolo 30do 40
10do15 W 4odos0
15do20 MW 50 do6o

Slika 2. Ucestalost gojaznosti (BMI>30) kod muskaraca (A) i Zena (B). Prikazani su podaci
za 2013.godinu i populaciju stariju od 20. godina.
Preuzeto i modifikovano iz (Ng i sar., 2014)



1.2 Uloga fruktoze u razvoju metabolickog sindroma

Iako istrazivanja pokazuju da geneticki faktori imaju znac¢ajnu ulogu u razvijanju
metaboli¢kih poremecaja koji prate sindrom (Rankinen 1 sar., 2002), brzina kojom se
metabolicki sindrom rasirio po svetu kao i1 raznolikost populacije koju pogada ukazuje
da faktori sredine imaju znacajniju ulogu u njegovom razvoju. Kako je metabolicki
sindrom bolest modernog doba, sve je visSe pokusaja da se njegovi uzroci prepoznaju u
na¢inu Zivota modernog Coveka, prevashodno u ishrani i stresnom okruzenju.
Visokokalori¢na hrana bogata Secerima, narocito fruktozom, postala je neizostavan deo
ljudske ishrane, a unos fruktoze je u znatnom porastu poslednjih decenija.

Fruktoza je monosaharid safinjen od Sest ugljenikovih atoma. Iako ima istu
hemijski formulu kao glukoza, C¢H;,O¢, fruktoza poseduje keto-grupu na drugom
ugljenikovom atomu dok se na prvom ugljenikovom atomu glukoze nalazi
aldehidna-grupa (Slika 3). Upravo ova hemijska razlika povla¢i za sobom potpuno

drugaciju sudbinu dva tako slicna monosaharida.

H 0 H
N7 .
H—(.|7—OH C|=0
HO —(ll—H HO — (!:—H
H—(JJ—OH H—(l:—OH
H—Cli—OH H—(|:—0H
H—Clﬁ—OH H—(!:—OH
y ’
Glukoza Fruktoza

Slika 3. Strukturna formula glukoze (levo) i fruktoze (desno).

Evolutivno posmatrano fruktoza je oduvek prisutna u ishrani ¢oveka. Najveci
sadrzaj fruktoze u prirodi ima voce, povrée i med, koji su bili jedini izvori fruktoze koje
je Covek koristio. Medutim, u ishrani savremenog ¢oveka fruktoza je zastupljena u
mnogo vecoj koli¢ini nego Sto je to ranije bio slucaj. Veliki doprinos u tome imao je
razvoj visoko fruktoznog kukuruznog sirupa (eng. High fructose corn syrup; HFCS),
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kada je tehnologija prehrambene industrije omogucila konverziju glukoze u fruktozu.
Jeftina proizvodnja HFCS-a i Cinjenica da je fruktoza slada od glukoze i saharoze
doprineli su da HFCS postane najc¢es¢e koriS¢en zasladivac Sirom sveta (Dornas i sar.,
2015). Smatra se da najveci doprinos u povec¢anom unosu fruktoze u savremenom
drustvu imaju napici zasladeni fruktozom 1 HFCS-om (Popkin 1 sar., 2006; Samuel,
2011), ¢ije se konzumiranje drasti¢no povecalo u poslednje tri decenije (Lindqvist i sar.,
2008) (Slika 4). Posebno alarmantnim smatraju se podaci da preko 30% dece uzrasta od
1-5 godina konzumira vestacki zasladene napitke (Fulgoni i Quann, 2012), kao i da
adolescenti u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama konzumiraju u proseku 72,8 g fruktoze

dnevno i to najve¢im delom upravo kroz zasladene napitke (Vos i sar., 2008).

Unos fruktoze u Sjedinjenim Americkim Drzavama

Kilogram
36
27
18 = HFCs
9
0 [ T S R A [ A (RN AN SN S BN S |

O N DN o D v
CELLILLESSSESESSEESESS

Godina

HFCS — visoko fruktozni Kukuruzni sirup oo

ERS

Slika 4. Prikaz unosa fruktoze u Sjedinjenim Americkim DrZavama u periodu 1966.-2006.
godine. Preuzeto i modifikovano sa sajta Centra za ekonomska istrazivanja Sjedinjenih
Americ¢kih Drzava: https://www.ers.usda.gov/

Povecan unos fruktoze u svakodnevnoj ishrani inicirao je brojna istraZivanja o
uticaju ovog Secera na metabolizam. Studije na animalnim modelima su pokazale da
ishrana bogata fruktozom utiCe na razvoj gojaznosti, hipertenzije, hiperlipidemije i
insulinske rezistencije kod pacova, miSeva, hr¢aka i pasa (Dekker i sar., 2010; Jiirgens i
sar., 2005). Epidemioloski podaci pokazuju da povecana upotreba fruktoze korelira sa

sve ucestalijom pojavom visceralne gojaznosti, insulinske rezistencije, dijabetesa tipa 2,



hipertrigliceridemije, kardiovaskularnih bolesti 1 potpuno razvijenog metabolickog
sindroma kod dece i odraslih (Brown i sar., 2008; Perez-Pozo i sar., 2010; Pollock i sar.,
2012). Treba ista¢i da se prilikom unosa zasladenih napitaka unos energije reguliSe
manje precizno nego kada se unosi ¢vrsta hrana. Naime, pokazano je da konzumiranje
zasladenih pi¢a dovodi do veceg povecanja telesne mase kod oba pola nego §to je to
slucaj kada se ista koli¢ina Secera unese u vidu ¢vrste hrane (DiMeglio 1 Mattes, 2000).
Od izuzetnog znacaja je Cinjenica da za razliku od glukoze, fruktoza ne dovodi do
izlu¢ivanja insulina nakon konzumiranja kao i da metabolizam fruktoze nije regulisan
ovim hormonom (Dekker 1 sar., 2010), Sto moze doprineti pove¢anom unosu hrane i
razvoju gojaznosti. Ipak, kada se fruktoza unosi kroz voce i povrce, prate¢e komponente
obezbeduju porast insulina 1 pravovremenu regulaciju sitosti. Ovo je i razlog zbog koga
unos fruktoze na ovaj nacin ne predstavlja faktor rizika za poremecaje u metabolizmu i
razvoj metaboliCkog sindroma. S druge strane, kada se fruktoza unosi putem tecnosti,
kroz sokove i razli¢ite bezalkoholne napitke, informacije o lako unetoj velikoj koli¢ini
energije se ne procesuiraju adekvatno i ne prenose do centara regulacije energetskog

balansa i apetita.

1.2.1 Metabolizam fruktoze — lipogeni potencijal

Razlog nastanka metabolickih poremecaja usled preterane konzumacije fruktoze
mogao bi delom da lezi i u nacinu na koji se ona metaboliSe. Naime, metabolizam
fruktoze se razlikuje od metabolizma glukoze pocevsi od same apsorpcije. Glukoza se u
¢elije unosi pomocu vise transportera (GLUT) koji se razlikuju po svojoj kinetici i
distribuciji u razli¢itim tipovima Celija a njihova regulacija ¢ini vazan vid kontrole nivoa
glukoze u krvi, proces u kome insulin ostvaruje znacajnu ulogu. Nasuprot glukozi,
fruktoza se apsorbuje pomocu specificanog transpotera GLUTS koji nije regulisan
insulinom ni energetskim statusom u celiji. Dodatno, nivo ekspresije GLUTS na
¢elijama pankreasa je veoma nizak, gotovo zanemarljiv, te se informacija o unetoj
fruktozi ne detektuje u ovom organu $to je 1 najverovatniji razlog nedostatka efekata
fruktoze na sekreciju insulina (Aydin i sar., 2014). Fruktoza se alternativho moze
transportovati i preko GLUT2, bidirekcionog transportera niskog afiniteta, koji se

smatra glavnim transporterom za unos fruktoze u celije jetre. Dva pomenuta
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transportera dovoljna su za distribuiranje fruktoze u organizmu (Douard i1 Ferraris,
2008).

Fruktoza iz krvi najve¢im delom biva preuzeta od strane celija jetre, gde se
razgraduje u procesu glikolize ali na nesto drugaciji nacin od glukoze (Slika 5). Naime,
fruktoza se u glikolizu ukljuc¢uje nekoliko koraka nishodno nego Sto to Cini glukoza.
Prvi enzim glikolize, heksokinaza poseduje i do 20 puta manji afinitet za fruktozu u
odnosu na glukozu (Voet i Voet, 2011). S obzirom da u jetri postoji visok nivo glukoze i
da nivo enzima heksokinaze nije visok, fruktoza se ne moze ukljuciti u glikolizu
konverzijom u glukozo-6-fosfat. Stoga, kada se nade u jetri, ona prvo postaje supstrat
enzimu fruktokinazi koji je fosforiliSe do fruktozo-1-fosfata. Ova forma fruktoze se
pomoc¢u enzima fruktozo-1-fosfat aldolaze prevodi u gliceraldehid i dihidroksiaceton
fosfat. Dihidroksiaceton fosfat se izomerizacijom moze prevesti u gliceraldehid-3-fosfat
dok ¢e sam gliceraldehid do te tacke doci fosforilacijom (Slika 5). Enzimi fruktokinaza
1 fruktozo-1-fosfat aldolaza kao supstrat koriste isklju¢ivo fruktozu odnosno
fruktozo-1-fosfat i njihova aktivnost nije regulisana ni insulinom ni energetskim
statusom u celiji. Stoga, kljucni aspekt metabolizma fruktoze u jetri jeste Sto ona
zaobilazi regulaciju na nivou heksokinaze 1 fosfofruktokinaze, te prilikom povecanog
unosa fruktoze, znacajan deo molekula nastavlja da obezbeduje intermedijere glikolize
distalno od mesta delovanja ovih enzima (Voet i Voet, 2011). Kao rezultat najvec¢i deo
fruktoze se brzo konvertuje u gliceraldehid i dihidroksiaceton fosfat u ¢elijama jetre
¢ime se obezbeduju supstrati za sintezu masnih kiselina i triglicerida nezavisno od
energetskog statusa. Nastali trigliceridi se u ¢elijama jetre pakuju u VLDL (eng. Very
low-density lipoprotein, VLDL) partikule koje se oslobadaju u krvotok. Zaista,
istrazivanja ukazuju da ishrana obogacena fruktozom remeti lipidnu homeostazu. Tako,
dugotrajno konzumiranje fruktoze povecava nivo triglicerida u cirkulaciji, povecava
ektopicno nakupljanje masti u jetri i miSi¢ima (Le 1 sar., 2009) i doprinosi steatozi jetre
kod muskaraca (L& i sar., 2006). Cak i nakon akutnog konzumiranja tenosti zasladene
fruktozom, Zene optimalne telesne mase imaju povecan nivoa triglicerida u krvi u
odnosu na izokalorijski unet napitak zasladen glukozom (Teff 1 sar., 2004). Geneticka
inhibicija fruktokinaze kod miSeva spreava nastanak poremecaja metabolizma i razvoj
metaboli¢kog sindroma §to govori o doprinosu koji specifiCan nacin metabolizma

frukoze ima u formiranju posledica njenog preteranog unosa (Ishimoto i sar., 2012).
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Stoga, povecan unos fruktoze moze dovesti do povecanja nivoa triglicerida u cirkulaciji,
njihove akumulacije u masnom tkivu, ¢ime se uzrokuje gojaznost, ali i ektopi¢nog
nakupljanja masti koje dovodi do masne jetre (Rutledge 1 Adeli, 2007). Upravo zbog
ove osobine fruktoza se naziva i lipogenim Secerom i njen uticaj na razvoj metabolickih

poremecaja zauzima sve vecu paznju naucne javnosti.

Fruktoza Glukoza

ﬁ Heksokinaza

Glukozo-6-fosfat

Fruktokinaza
Fosfoglukozoizomeraza

Fruktozo-6-fosfat

ﬂ u Fosfofruktokinaza ATP
Citrat

Fruktozo-1-fosfat Fruktozo-1,6-bisfosfat

[] Fruktozo-1-fosfat aldolaze ’j]

Gliceraldehid Dihidroksiaceton-fosfat Gliceraldehid-3-fosfat

I A ST

Glicerol-3-fosfat
Laktat @ Piruvat

Acil glicerol ‘_u: Acil-CoA Q::‘} Acetil-CoA :’ Citrat

VLDL CO, + ATP

L

Slika 5. Uporedni prikaz puteva razgradnje glukoze i fruktoze. Razgradnja fruktoze
zaobilazi klju¢ne kontrolne tacke glikolitickog puta, enzime heksokinazu i fosfofruktokinazu
koji su regulisani ATP-om i citratom, tako da se razgranja glukoze uskladuduje sa energetskim
statusom celije. Kako se fruktoza u glikolizu ukljucuje nishodno od mesta delovanja ovih
enzima, razgradnja fruktoze nastavlja da obezbeduje intermedijere za sintezu masnih kiselina i
triglicerida nezavisno od energetskih potreba. Preuzeto i modifikovano iz (Rutledge i Adeli,
2007)
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1.3 Stres

Izlozenost stresu postala je svakodnevica savremenog coveka. Istovremeno, u
savremenom drustvu se povecala incidenca gojaznosti, hipertenzije, dijabetesa tipa 2,
autoimunih bolesti, alergija kao 1 poremecaja poput anksioznosti, insomnije, depresije
(Chrousos, 2009). Upravo se iz ovog razloga javila potreba da se ispita da li i na koji
nacin stres doprinosi pojavi i razvoju bolesti i metabolickih poremec¢aja medu kojima se
nalazi 1 metabolicki sindrom.

Vitalni fizioloski sistemi u telu su evolutivno usmereni ka o¢uvanju homeostaze.
Medutim, dinamicka ravnoteZza koja karakteriSe homeostazu se nalazi pod stalnim
pritiskom unutraS$njih i spoljasnjih uticaja koji se jednim imenom oznacavaju kao
stresori. Stres se stoga moze definisati kao stanje ugrozene homeostaze ili nesklada
izazvanog fiziCkim, psiholoskim, infektivnim ili sredinskim faktorima (Kyrou 1 sar.,
2006). Stresori se po svojoj prirodi dele na: fizicke (trauma, operacija, intenzivna
hladno¢a ili vru¢ina), hemijske (smanjeno snabdevanje kiseonikom, poremecéena
kiselo-bazna ravnoteza), fizioloske (prejako vezbanje, hemoragi¢ni Sok, intezivan bol),
psihicke ili emotivne (strah, tuga, anksioznost) i socijalne (li¢ni konflikti, promene stila
zivota) (Torres 1 Nowson, 2007). Po duZzini trajanja stresori mogu biti kratkotrajni
(akutni) ili se mogu javljati svakodnevno (hronic¢ni).

Svi stresori, nezavisno od svoje prirode, pokre¢u opsti odgovor organizma na
stres (Selye, 1998) Prisustvo i delovanje stresora se registruje u perifernim tkivima i
organima pogodenim stresorom kao 1 u viSe moZdanih centara poput mozdanog stabla,
hipokampusa, hipotalamusa, amigdale i1 prefrontalnog koreteksa. Glavno mesto
integracije svih ovih signala 1 formiranja odgovora organizma na stres lokalizovano je u
hipotalamusu. Kao rezultat aktivacije odgovora na stres pokrecu se brojne fizicke,
hemijske 1 promene u ponasSanju, koje se deSavaju sa ciljem da se ponovo uspostavi
homeostaza i poveca Sansa za prezivljavanjem. Adaptacije u ponaSanju su usmerene
tako da obezbede povecanje kognitivne sposobnosti, koncentraciju, budnost i oprez, dok
se inhibiraju vegetativne funkcije 1 ponaSanje vezano njih, poput reprodukcije i potrage
za hranom. Fizicke adaptacije se odigravaju u funkciji obezbedivanja dovoljno energije

za borbu u stresnoj situaciji, poboljSanja procesa zarastanja rana i intenziviranja
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detoksikacije sa ciljem brzog uklanjanja toksi¢nih supstrata 1 metabolickih
meduproizvoda nastalih tokom izlaganja stresu (Ulrich-Lai i Herman, 2009).

Smatra se da su za prve promene koje se uocavaju prilikom izlaganja stresoru
pretezno zasluzni kateholamini, krajnji efektori autonomne komponente odgovora na

stres koju ¢ini hipotalamusno-simpati¢ko-adrenomedularna osa (Carrasco 1 Van De Kar,

2003) (Slika 6).
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Slika 6. Uticaj kateholamina na funkcije tkiva i organa u odgovoru organizma na stres.
Prisustvo stresora aktivira hipotalmusno-simpaticko-adrenomedularnu osu koja za rezultat ima
sekreciju kateholamina. Putem cirkulacije kateholamini dospevaju do ciljnih tkiva moduliSuéi
njihove funkcije u cilju povecavanje verovatnoce prezivljavanja i adpatiranja na stresne uslove.
Preuzeto i modifikovano sa: https://www.linkedin.com/pulse/stress-what-mark-shields-ceo-life-
practice-group.

Neuroendokrinu komponentu odgovora na stres ¢ini
hipotalamusno-hipofizno-adrenokortikalna osa (HHA), koja se zavrSava sintezom i
sekrecijom glukokortikoidnih hormona. Iako se efekti ovih hormona jednim delom
preklapaju sa efektima kateholamina, glukokortikodi ostvaruju znacajniju ulogu u
redistribuciji energije u organizmu tokom odgovora na stres. Naime, glukokortikidi
pospesuju porast nivoa glukoze u krvi povecavajuéi na taj nadin izvor energije za
centralni nervni sistem (CNS) i vitalne organe koji se u stresnim situacijama nalaze pod
posebnim optere¢enjem. To postizu stimulacijom sinteze glukoze u jetri uz istovremenu
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inhibiciju njenog preuzimanja i deponovanja u jetri, masnom tkivu i misi¢ima. Energija
se obezbeduje i1 povecanjem razgradnje masti u masnom tkivu (Macfarlane 1 sar., 2008)
(iako u masnom tkivu ostvaruju i lipogenu i adipogenu ulogu koja ¢e biti detaljnije
opisana u narednim poglavljima) i degradacijom proteina u vise razli¢itih tkiva (Burt i

sar., 2007), ¢ime se obezbeduju dodatni supstrati za sintezu glukoze (Slika 7).
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Slika 7. Uticaj glukokortikoida na redistribuciju energije tokom izlaganja stresu. Povecan
nivo glukokortikoida u stresnim uslovima stimulisSe glukoneogenezu u jetri, lipolizu u masnom
tkivu i razgradnju proteina u miSi¢ima. Dodatno, glukokortikoidi spreCavaju preuzimanja
glukoze od strane jetre, masnog tkiva i misi¢a. Svi pomenuti efekti za posledicu imaju
povecanje nivoa glukoze u cirkulaciji povecavajuci na taj nain izvor energije za centralni
nervni sistem.GK-glukokortikoidi. Preuzeto i modifikovano iz (R. Patel i sar., 2014).

Paralelno sa prethodnim, glukokortikoidi i komponenete aktivirane HHA ose,
negativno reguliSu tiroidnu osu, gonadalnu osu i osu hormona rasta, tako inhibirajuci
energetski zavisne procese koje ove ose kontroliSu (Kyrou 1 sar., 2006).

Iz svega prethodno navedenog jasno je da odgovor na stres dovodi do velikih
promena u organizmu. Medutim, te promene imaju protektivno dejstvo samo ukoliko
deluju u ograni¢enom vremenskom periodu tokom trajanja stresne situacije. Veoma
vazna uloga glukokortikoida je da oni omogucéavaju 1 oporavak organizma nakon
delovanja trenutnog stresora kao i pripremu organizma za borbu sa narednim stresorima.

Formiranje adekvatnog i dobro regulisanog odgovora na stres koji omogucava
borbu organizma sa trenutnim i budué¢im stresorima je od izuzetne vaznosti za
odrzavanje homeostaze. Promene u sposobnosti organizma da adekvatno odgovori na
dejstvo stresora, poput pojac¢anog ili produzenog odgovora, mogu prouzrokovati pojavu

mnogih poremecaja i bolesti.
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1.3.1 Stres i metaboli¢ki sindrom

Kako je hroni¢ni stres prepoznat kao sveprisutna karakteristika savremenog
Zivota, sve je viSe studija koje ukazuju na vezu hroni¢nog stresa sa metabolickim
sindromom (Kyrou i sar., 2006) (Slika 8). Pa tako, prisustvo i svakodnevno izlaganje
psihosocijalnim stresovima je povezano sa nastankom 1 razvojem metabolickog
sindroma (Rosmond, 2005). Radnici koji su svakodnevno tokom posla izlozeni stresu
imaju dvostruko vecu verovatnocu za razvoj metabolickog sindroma u odnosu na ljude
koji posao obavljaju bez stresa (Chandola i sar., 2006). Takode, prisustvo stresa i
stresnih situacija povecava rizik od nastanka pojedinacnih poremecaja koji se javljaju u
okviru metabolickog sindroma. Naime, studije ukazuju da hroni¢na izloZenost stresu
moze dovesti do razvoja hipertenzije kod ljudi (Spruill, 2010) i pacova (Henry i sar.,
1993). Poznato je da organizam kao odgovor na akutni stres ubrzava srcani ritam i
povecava krvni pritisak. Medutim, hroni¢no izlaganje stresu se povezuje sa razvojem
hipertenzije koja se najverovatnije javlja kao posledica ucestalih povecanja krvnog
pritiska u kombinaciji sa smanjenom kontrolom vrac¢anja pritiska na fizioloSki nivo
(Spruill, 2010). Posledice hipertenzije doprinose razvoju bolesti kardiovaskularnog
sistema a kada se one jave u kombinaciji sa ostalim parametrima metabolickog
sindroma inicidenca smrtnosti od sr¢anih oboljenja se znacajno uvecava (Rosmond,

2005).

16



Slika 8. Semastki prikaz
uticaja stresa na razvoj
metabolickog sindroma.
Stres pokrece dve klju¢ne ose
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(Vaccarino i Bremner, 2005)
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Klini¢ke studije ukazuju na postojanje veze izmedu hroni¢nog stresa i visceralne
gojaznosti (Dallman 1 sar., 2003; Karagiannides 1 sar., 2014). Meta analiza
longitudilanlnih studija o efektima stresa istice da stres kojem su ljudi svakodnevno
izloZeni na poslu ima uticaja na povecanje adipoznosti (Wardle i sar., 2011). Veoma
Cesto, osobe koje su dozivele stresne dogadaje karakteriSe visi BMI (Morris i sar.,
2014), a promene u BMI vrednosti se mogu predvideti 1 pra¢enjem psihosocijalnih
stresora sa kojima se ljudi bore (Nyberg i sar., 2012). Medutim, uticaj stresa na telesnu
masu nije tako jednostavan i jednoznacan. Studije ukazuju da neki ljudi u prisustvu
svakodnevnog stresa dobijaju dok drugi gube na masi (Dallman i sar., 2003). Analiza
promena u telesnoj masi kod studenata pokazala je da je hronic¢ni stres kojem su studenti
izloZeni tokom prve godine studija povezan sa povecanim rizikom kako za poveéanjem
tako i za smanjenjem telesne mase, narocito medu zenskom populacijom (Serlachius i
sar., 2007). Sli¢cna dihotomija u efektima stresa na telesnu masu detektovana je i u $iroj
populaciji naroCito nakon izlaganja stresorima koji se vezuju za tip posla, poslovne
zahteve 1 socijalno okuzZenje na poslu (Kiviméki 1 sar., 2006). Takode, razli¢iti protokoli
stresa primenjeni na eksperimentalnim zivotinjama dovode do razli¢itih metabolickih

fenotipova, pri ¢emu neki dovode do povecanja (Karagiannides i sar., 2014; Shively i
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sar., 2009) a neki do smanjenja telesne mase (Matsuura i sar., 2015). Stoga, odnos
izmedu stresa 1 gojaznosti ostaje nedovoljno razjasnjen.

Razli¢itim ishodima hroni¢nog stresa na telesnu masu mogu doprineti razlike u
regulaciji unosa hrane. Naime, poznato je da stres moze znacajno uticati na regulaciju
apetita. Komponente odgovora organizma na stres su usko uklju¢ene u centralne nervne
mreze koje reguliSu unos hrane, te ostvaruju direktne ili indirektne efekte na centre za
apetit 1 energetski balans u hipotalamusu. Pod uticajem akutnog stresa, poput pretnje za
li¢nu sigurnost ili zivot, aktivira se ,,bori se ili bezi” odgovor na stres koji inhibira sve
vegetativne funkcije pa i1 osecaj gladi 1 apetit. Sa druge strane, hronican stres indukuje
slozeniji odgovor, te neke osobe izloZene hroni¢nom stresu izbegavaju hranu dok druge
pocinju da unose vece koli¢ine hrane naroCito one sa povec¢anim sadrZzajem energije
(Oliver 1 sar., 2000; Schiffman i sar., 2000). Ljudi pod stresom cCesto posezu za
takozvanom ,,uteSnom‘ hranom, koja je posebno prijatnog ukusa jer najcesS¢e obiluje
ugljenim hidratima 1 mastima (Fachin i sar., 2008). Pomenuti obrazac ponasanja
primecen je 1 kod Zivotinja kojima se tokom izlaganja stresu ponudi ovaj tip hrane (Kuo
i sar., 2007).

Studije ukazuju da stres moze dovesti 1 do promena u lipidnom profilu, te osobe
koje su dozivele velike stresne dogadaje poput zemljotresa, iznenenadnog gubitka posla
1 finansijskih prihoda pokazuju povecéan nivo triglicerida i holesterola u krvi (Kelishadi,
2012). Izlozenost hroni¢nom stresu uvecava rizik za povecanje holesterola i razvoj
dislipidemije kod muskaraca nezavisno od zdravstvenog statusa i1 cCinilaca poput
gojaznosti, slabe fizicke aktivnosti, puSenja 1 alkohola (Siegrist 1 sar., 1988, 1997).
Povecan nivo holesterola u krvi pokazan je i kod hroni¢no stresiranih zena koje rade u
policiji u odnosu na ostatak zenske populacije (Yoo i Franke, 2011). Stoga, stres i
nezavisno od razvoja gojaznosti moze doprineti razvoju metabolickih promena 1
komplikacija koje doprinose metaboli¢kom sindromu.

Mehanizam putem koga izlaganje stresu uti¢e na razvoj metaboli¢kih
poremecaja nije u potpunosti razjasnjen. Kao $to je predhodno opisano, delovanje
stresora praceno je aktiviranjem odgovora organizma na stres koji podrazumeva
sekreciju glukokortikoida. Glukokortikoidi su 1 vazni regulatori energetskog
metabolizma i njihovom sekrecijom tokom stresnih situacija se obezbeduje dovoljno

energije za prezivljavanje organizma, ubrzava oporavak i vracanje u stanje homeostaze
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(Sapolsky 1 sar., 2000). Stoga, glukokortikoidi predstavljaju veoma znacajnu vezu
izmedu regulacije energetskog statusa i1 odgovora organizma na stres. Hroni¢no
izlaganje stresu dovodi se u vezu sa promenama u regulaciji sekrecije i aktivnosti
glukokortikoidnih hormona, a kako pacijenti sa hronicnim povecanjem nivoa
glukokortikoida pokazuju karakteristike metabolickog sindroma, javila se potreba za

ispitivanjem uloge glukokortikoida u razvoju metabolickog sindroma.

1.4 Glukokortikoidni hormoni i metabolicki sindrom

Glukokortikoidi predstavaljaju klasu steroidnih hormona koje sintetiSu i1 luce
adrenalne Zlezde. Ime su dobili po sposobnosti da promoviSu konverziju proteina i
lipida u glukozu, narocito tokom stresnih situacija (Gross i Cidlowski, 2008). Dva
osnovna c¢lana glukokortikoidne familije sterodnih hormona su aktivni kortizol 1
neaktivni  kortizon kod 1ljudi, odnosno aktivni kortikosteron 1 neaktivni
11-dehidrokortikosteron kod pacova. Aktivne i neaktivne forme glukokortikoida nastaju
u celijama zona fasciculata adrenalnih zlezda pod regulacijom HHA ose. Naime,
hipotalamus, kao odgovor na stimuluse iz spoljasnje sredine 1 samog organizma,
sintetiSe kortikotropni oslobadaju¢i hormon (eng. Corticotropin-releasing hormone;
CRH), koji  stimuliSe  sekreciju  adrenokortikotropnog  hormona  (eng.
Adrenocorticotropic hormone, ACTH) iz prednjeg reznja hipofize. Upravo ovaj
hipofizni hormon ostvaruje direktnu pozitivnu regulaciju na adrenalne Zlezde,
stimuliSu¢i sintezu 1 oslobadanje glukokortikoida. Pod normalnim fizioloskim uslovima,
HHA osa biva regulisana negativnhom povratnom spregom, pri ¢emu svaki hormon u

kaskadi inhibira sekreciju prethodnog (Slika 9).
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Hipotalamus

Slika 9. Sematski prikaz HHA ose. U
odgovoru na stimuluse iz spoljasnje sredine i iz
samog organizma hipotalamus sintetiSe i
sekretuje CRH, koji stimuliSe sekreciju ACTH
iz prednjeg reznja hipofize. Upravo ovaj
hipofizni hormon ostvaruje direktnu pozitivnu
regulaciju na adrenalne Zzlezde, stimuliSuci
sintezu i1 oslobadanje kortizola. HHA osa je
regulisana negativnom povratnom spregom, pri
¢emu svaki hormon u kaskadi inhibira sekreciju
prethodnog. HHA-hipotalamusno-hipofizno-
adrenokortikalna osa; CRH- kortikotropni
oslobadaju¢i  hormon; = ACTH-  adreno-
kortikotropni hormon. Preuzeto i modifikovano:
https://drsimonsaysscience.org/tag/amphetamine

ACTH
(putem cirkulacije)

Kortizol

Sintetisani 1 oslobodeni glukokortikoidi dospevaju u krv, gde se neaktivne forme
najvec¢im delom transportuju u slobodnom obliku dok se aktivni glukokortikoidi vezuju
za kortikosteroid-vezuju¢i globulin 1 delom za albumin (Dunn i sar., 1981). Sekrecija
glukokortikoida pokazuje cirkadijalni obrazac, visoko konzervisan tokom evolucije
sisara. Maksimum sekrecije aktivnih formi glukokortikoida ostvaruje se u ranim
jutarnjim satima, §to se dovodi u vezu sa procesom budenja, dok se minimum javlja oko
pono¢i (Biddie i sar., 2012). Situacija je obrnuta kod zivotinja koje su aktivne nocu, kao
Sto je to slucaj sa pacovima, kod kojih se maksimum sekrecije glukokortikoida ostvaruje
u pono¢, a minimum u jutarnjim ¢asovima. Pulsatornost se smatra vaznom osobinom
signalnog puta glukokortikoida (Biddie i sar., 2012). Amplituda i1 frekvencija pulseva
visoko su varijabilni, a studije na pacovima ukazuju i na postojanje polnih razlika
(Atkinson 1 Waddell, 1997). Sekrecija neaktivnih formi, medutim, ne pokazuje
znacajniju povezanost sa cirkadijalnim ritmom (Atkinson 1 Waddell, 1997).

Degradacija glukokortikoida odvija se u jetri. Krajnji metaboliti, Sa- i
5B-tetrahidrokortizol 1 5pB-tetrahidrokortizon, odstranjuju se iz organizma putem
mokrace 1 njihov nivo se moze Kkoristiti kao bioloSki marker metabolizma

glukokortikoida (Wang, 2005).
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1.4.1. Uloge glukokortikoida

Potreba za sintezom 1 sekrecijom glukokortikoida javlja se joS u periodu fetalnog
razvica. Glavna uloga glukokortikoida u tom periodu je da se obezbedi pravilan i
blagovremeni prenatalni razvoj i sazrevanje organa poput pluéa, srca, jetre, bubrega,
(Drake 1 sar., 2007) kao 1 enzimatskih sistema koji ¢e omoguciti opstanak van materice.
Nakon pravilnog razvica, efekti glukokortikoida pretezno su usmereni na regulaciju
metaboli¢kih procesa, imunog sistema i odgovora organizma na stres. Njihova sekrecija
tokom stresnih situacija omogucéava obezbedivanje dovoljno energije za prezivljavanje
organizma, brz oporavak i vrac¢anje u stanje homeostaze, kao i pripremu za odgovor na
naredne stresore i1 izazove pa je drugi naziv za glukokortikoide i ,,hormoni stresa”.
Delujuéi na centre CNS-a koji reguliSu unos hrane i potro$nju energije, glukokortikoidi
doprinose odrzavanju energetske homeostaze u organizmu (Sapolsky i sar., 2000). Kao
Sto je ve¢ prethodno istaknuto glukokortikoidi ostvaruju uticaj i na nivou perifernih
organa, deluju na jetru, pankreas, masno tkivo 1 miSi¢e, reguliSu¢i nivo dostupnih
nutrijenata prevashodno glukoze. Naime, glukokortikoidi stimuliSu proces de novo
sinteze glukoze (glukoneogenezu) i proces razgradnje glikogena (glikogenolizu) u jetri
pozitivnom regulacijom ekspresije gena koji kodiraju enzime ovih metabolic¢kih puteva.
Stoga, u uslovima energetskog deficita ili velikih energetskih zahteva poput izlaganja
stresu glukokortikoidi stimuliSu povecanje nivoa glukoze u krvi. Istovremeno, ovi
hormoni sprecavaju preuzimanje glukoze i deponovanje energije u masnom tkivu. To se
postize zahvaljujuéi inhibitornoj ulozi koju glukokortikoidi ostvaruju na sintezu insulina
iz B celija pankreasa (Lambillotte 1 sar., 1997). Dodatno, tretman glukokortikoidima
negativno reguliSe nivo receptora za insulin i nivo nishodnih komponenti signalnog puta
insulina u ¢elijama masnog tkiva, Sto kao posledicu ima smanjenje nivoa glukoznog
transportera na povrsini ovih ¢elija i smanjeno preuzimanje glukoze (Caperuto i sar.,
2006). Stoga, kao posledica delovanja glukokortikoida razvija se umanjena tolerancija
na glukozu 1 hiperglikemija, koje mogu postati perzistentne i doprineti razvoju
metaboli¢kog sindroma u slucaju produzZenog izlaganja glukokortikoidima i smanjene
kontrole njihovih efekata. Efekti koje glukokortikoidi ostvaruju u masnom tkivu veoma

su kompleksni te se sve vise naucne paznje poklanja ispitivanju doprinosa koji
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glukokortikoidi u masnom tkivu mogu imati na nastanak metabolickih poremecaja,
prevashodno metabolickog sindroma.

S obzirom na Sirok spektar procesa koji reguliSu glukokortikoidi, naruSavanje
funkcije ovog hormonskog sistema moze predstavljati veliku pretnju za organizam.
Istrazivanja ukazuju da povecana koncentracija glukokortikoida u prenatalnom periodu,
nezavisno od etiologije, moze da uslovi razvijanje hipertenzije, hiperglikemije 1
hiperinsulinemije u adultnom priodu (Drake i sar., 2007).

Poremecaj izazvan dugotrajnim izlaganjem organizma visokim koncentracijama
kortizola oznaCava se kao KuSingov sindrom. Klini¢ka slika osoba sa ovim
poremecajem ukljucuje smanjenu toleranciju na glukozu, hipertenziju, smanjenu
misSi¢nu masu, povecan nivo triglicerida, izraZenu redistribucija masnog tkiva u smislu
akumulacije masnih naslaga u centralnom (visceralnom) regionu i smanjenja
subkutanog masnog tkiva (Lonn 1 sar., 1994). Pojava visceralne gojaznosti zajedno sa
hipertrenzijom, hipetrigliceridemijom i smanjenom tolerancijom na glukozu, ukazuje na
velike sli¢nosti izmedu klini¢kih karakteristika KuSinogovog i1 metabolickog sindroma.
Zaista, postoje studije koje ukazuju da bi suptilne promene u glukokortikoidnoj
signalizaciji mogle biti vazan Ccinilac u patogenezi metabolickog sindroma i
metaboli¢kih poremecaja koji ga Cine. Istrazivanja su pokazala da je nivo kortizola
povecan kod starijih osoba koje imaju jednu ili viSe karakteristika metabolickog
sindroma kao i da postoji korelacija izmedu ukupnih metabolita glukokortikoida u urinu
1 broja karakteristika metabolickog sindroma kod ovih pacijenata (Andrew i sar., 2002).
Takode, studije na Siroj populaciji su pokazale vezu izmedu povecane aktivnosti
glukokortikoida 1 hipertenzije, hiperglikemije i insulinske rezistencije (Filipovsky i sar.,
1996; Walker i sar., 1998). Medutim, gojazne osobe najeS¢e nemaju povecan nivo
glukokokortikoida u cirkulaciji, ve¢ pokazuju lokalnu hiperkortizolemiju u metabolicki
aktivnim organima poput masnog tkiva, jetre i skletnih misSi¢a (Salehi i sar., 2005; Seckl
1 Walker, 2001). Za ovu pojavu je zasluzan prereceptorski metabolizam glukokortikoida

o ¢ijim karakteristikama 1 ulogama u metabolickim poremecajim ¢e biti re¢i u nastavku.
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1.4.2. Prereceptorski metabolizam glukokortikoida

Vazan aspekt regulacije glukokortikoida odvija se na nivou prereceptorskog
metabolizma koji predstavlja unutarcelijsku aktivaciju glukokortikoidnih hormona
regulisanu aktivnoS¢u dva mikrozomska enzima oznaCena kao 11B-hidroksisteroid
dehidrogenaza tipa 1 (HSDI1) 1 11B-hidroksisteroid dehidrogenaza tipa 2 (HSD2)
(Slika 10.). Enzimi su produkti odvojenih gena a njihova ekspresija je regulisana na
tkivno-specifican nacin (Walker i Stewart, 2003). Enzim HSDI redukuje neaktivnu
formu glukokortikoida u aktivnu. Kofaktor ovog enzima je NADPH (eng. Nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate), kojeg generiSe heksozo-6-fosfat dehidrogenaza (eng.
Hexose-6-phosphate dehydrogenase, H6PDH), enzim koji je fizicki spregnut sa HSDI1,
na unutraS$njoj strani endoplazmati¢nog retikuluma (Banhegyi i sar., 2004). Naime,
molekul NADPH nastaje od NADP' u reakciji u kojoj se glukozo-6-fosfat,
transportovan iz  citoplazme u endoplazmati¢ni  retikulum, prevodi u
6-fosfoglukonolakton. Na ovaj nacin, zahvaljuju¢i aktivnosti HOPDH, enzim HSD1 ima
na raspolaganju NADPH u neposrednoj blizini delovanja, Sto inace ne bi bilo moguce
imajuéi u vidu da je membrana endoplazmati¢nog retikuluma nepropustljiva za

piridinske nukleotide (Dallman i sar., 2004).
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Slika 10. Reverzibilna konverzija kortizola i Kkortizona
posredstvom enzima HSD1 i HSD2. HSD1-11p-hidroksisteroid
dehidrogenaza tipa 1; HSD2-11p-hidroksisteroid dehidrogenaza
tipa 2; Preuzeto i modifikovano iz (Hu i sar., 2013).

Enzim HSDI1 je eksprimiran kako kod ljudi (Ricketts i sar., 1998), tako i kod
pacova (Lakshmi i sar., 1991) u velikom broju tkiva i organa ukljucujuéi jetru, masno

tkivo, skeletne miSi¢e, srce 1 glatke miSi¢e krvnih sudova, prednji rezanj hipofize,
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hipotalamus, hipokampus i koru nadbubrezne zlezde (Bujalska i sar., 1997; Lakshmi 1
sar., 1991; Shimojo i sar., 1996; Tannin i sar., 1991). Siroka rasprostranjenost enzima
HSD1 u metabolicki vaznim tkivima i1 organima ukazuje na znacajno prisustvo aktivnih
glukokortikoida u centrima regulacije metabolizma.

Nasuprot prethodnom, HSD2 omogucava odvijanje reakcije u suprotnom smeru,
odnosno vrsi konverziju glukokortikoida iz aktivnih u neaktivne forme uz pomo¢
NAD-a kao kofaktora. Glavna uloga ovog enzima je da spreci da se aktivna forma
glukokortikoida nade u neposrednoj blizini mineralokortikoidnog receptora, koji
poseduje visoki afinitet prema hormonu. lako se eksprimira u brojnim tkivima tokom
fetalnog razvoja ukljucujuéi i1 placentu, kod odraslih jedinki enzim HSD2 je prisutan
samo u tkivima poput bubrega, pljuvaénih Zlezda i debelog creva, u kojima
mineralokorikoidi ostvaruju svoje efekte u regulaciji nivoa soli u organizmu i kontroli
krvnog pritiska (Seckl i sar., 2004). Celije poseduju mehanizme regulacije ekspresije
gena koji utiu na selektivnu aktivaciju promotora gena za HSDI1 ili 2, ¢ime se postize
fina modulacija uticaja koji glukokortikoidi ostvaruju na celiju (Gross i Cidlowski,
2008).

Promene u nivou 1 aktivnosti enzima prereceptorskog metabolizma
glukokortikoida odreduju nivo aktivnih hormona unutar tkiva te se uticaj koji
glukokortikoidi ostvaruju moze povecati ili smanjiti u samom tkivu nezavisno od nivoa
u cirkulaciji. Jedan od mehanizama kojima glukokortikoidi mogu doprineti razvoju
patofizioloskih promena je unutarcelijsko povecanje njihove koncentracije usled
izmenjene regulacija nivoa ovih enzima. Zaista, istraZivanja metabolickih poremecaja
pokazuju da gojazne osobe imaju povecan nivo HSD1 u masnom tkivu (Desbriere i sar.,
2006), kao 1 da se aktivnost enzima u ovom tkivu nalazi u pozitivnoj korelaciji sa
vrednosti BMI kod Zena (Rask 1 sar., 2002). Analiziraju¢i metabolizam jednojajcanih
blizanaca Kannisto i sar., (2004) su pokazali da se razlike u BMI u okviru para nalaze u
pozitivnoj korelaciji sa ekspresijom HSDI u masnom tkivu (Kannisto i sar., 2004).
Dodatno, transgeni miSevi koji selektivno eksprimiraju HSD1 u masnom tkivu u meri
koja je detektovana kod gojaznih osoba, razvijaju dislipidemiju, insulinsku rezistenciju 1
visceralnu gojaznost, glavne odlike metabolickog sindroma (Masuzaki i sar., 2001).
Nasuprot tome, miSevi koji ne poseduju HSD1 pokazuju smanjenu akumulaciju

visceralnog masnog tkiva nakon ishrane bogate mastima i ne razvijaju gojaznost ni
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dijabetes, bez obzira na povecan kalorijski unos u odnosu na geneticki neizmenjene
miseve na istoj ishrani (Morton i sar., 2004). Dodatno, tackasti polimorfizmi u sekvenci
gena koji nosi informaciju za HSD1 povezani su sa stepenom progresije insulinske
rezistencije i pojavom hipertenzije 1 dijabetesa ¢ak i nezavisno od razvoja gojaznosti
(Nair 1 sar., 2004). Stoga, izmenjena regulacija ekspresije 1 aktivnosti HSD1, enzima
prereceptorskog metabolizma glukokortikoida, mogla bi biti znacajan ¢inilac u razvoju

metaboli¢kog sindroma.

1.4.3. Glukokortikoidni receptor

Glukokortikoidni  hormoni  ostvaruju  svoje  efekte  posredstvom
glukokortikoidnog receptora (GR) koji pripada superfamiliji nuklearnih receptora
regulisanih ligandom (Evans, 1988). Kao 1 drugi ¢lanovi familije nuklearnih receptora i
GR poseduje modularnu strukturu (Evans, 1988), u kojoj se razlikuju tri razlicita
funkcionalna domena: domen za vezivanje liganda (eng. Ligand binding domain,; LBD),
domen za vezivanje DNK (eng. DNA binding domain, DBD) 1 N-terminalni domen
(NTD) (Slika 11).

I 1 T 1 1) 1 1 | T
7 262 421 4 458 517 556 - 751 767 177
] 1

Slika 11. Struktura glukokortikoidnog receptora. Preuzeto i modifikovano iz
(Weikum i sar., 2017)

C-terminalni domen receptora, LBD, sadrzi dva subdomena 12 i AF-2 (eng.
Activation function domain-2), ¢ija je aktivacija strogo zavisna od prisustva liganda te je
klju¢no mesto GR-a za prepoznavanje i vezivanje steroidnih hormona (Evans, 1988).

Pored toga, ovaj region je odgovoran za povezivanje sa Saperonima, poput Hsp90 (eng.
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Heat shock protein 90), tokom procesa aktivacije receptora, ucestvuje u
homodimerizaciji receptora a poseduje i1 sekvencu za jedarnu lokalizaciju, koja
obezbeduje translokaciju receptora u jedro (Zhou i Cidlowski, 2005).

Interakcija GR-a sa DNK se ostvaruje posredstvom DBD-a, visoko
konzervisanog domena koji ¢ini centralni deo polipeptidnog lanca receptora. U ovom
domenu izdvajaju se dve strukture oznacene kao ,,cinkani prsti” pomocu kojih receptor
ostvaruje interakciju sa molekulom DNK (Hérd i sar., 1990; Luisi i sar., 1991). U
okviru DBD-a nalazi se i dodatna sekvenca za jedarnu lokalizaciju koja uz veé
pomenutu u LBD-u obezbeduje da receptor, nakon aktivacije napusti citoplazmu i ude u
jedro, kao 1 signal za napusStanje jedra, zahvaljuju¢i kome receptor ima moguénost
povratka u citoplazmu (Heitzer i sar., 2007; Zhou 1 Cidlowski, 2005).

U okviru NTD-a smesten je region oznacen kao transaktivacioni domen
nezavisan od liganda; t1 ili AF-1(eng. Activation function domain-1). Jo§ pre viSe od
dve decenije primeceno je, a potom i potvrdeno, da transkripciona aktivnost receptora
zavisi od NTD-a, tacnije od njegovog AF-1 regiona (Dieken i Miesfeld, 1992;
O’Malley, 1990). Naime, AF-1 subdomen ima nestrukturiranu prirodu i tek kada se
veze za odredeni molekul sa kojim GR stupa u interakciju dolazi do uspostavljanja
stabilnije konformacije AF1 regiona koja predstavlja platformu za vezivanje
koregulatora (Khan i sar., 2011). Stoga, uslovljeno savijanje AF-1 klju¢no je za
sposobnost receptora da stupa u interakcije sa Sirokim spektrom proteina koji mogu da
odrede krajnji efekat koji ¢e se ostvariti na transkripciju ciljnih gena. Smatra se da je
ova osobina receptora zasluzna za razliCite efekte koje on ostvaruje na ekspresiju
velikog broja gena kao i za razlike u efektima koje ostvaruje u razli¢itim tipovima
¢elija.

Kada za GR nije vezan hormon on se predominantno nalazi u citoplazmi u
sastavu dinami¢nog Saperonskog multiproteinskog heterokompleksa koji konstantno
prolazi kroz cikluse disocijacije i reasocijacije (Hu i sar., 1994; Picard i Yamamoto,

1987) (Slika 12).
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Slika 12. Glukokortikoidni signalni put. Kada nije vezan za hormon, GR se nalazi u
citoplazmi u multiproteinskom Saperonskom kompleksu. Po vezivanju hormona, sastav ovog
kompleksa se menja i GR premesta iz citoplazme u jedro gde ¢e ostvariti svoju ulogu
transkripcionog regulatora. GR-glukokortikoidni receptor, GRE-eng. Glucocorticoid-responsive
elements, Hsp-proteini toplotnog Soka, FKBP52-eng. FK506 binding protein 52. Preuzeto i
modifikovano sa http://jimlund.org/blog/?p=168.

Saperonski kompleks obezbeduje pravilno savijanje receptora koje dovodi do
njegovog sazrevanja u konformaciju koja vezuje hormon sa visokim afinitetom (Pratt 1
Toft, 1997). Naime, Hsp70 se uz pomo¢ nekoliko koSaperona vezuje za hidrofobne
delove novosintetisanog, nesavijenog receptora i dovodi do njegovog savijanja. Klju¢nu
ulogu u sazrevanju receptora ima Hsp90 ¢ije vezivanje za LBD dovodi do otvaranja
hidrofobnog dZepa receptora u koji se smeSta hormon (Grenert i sar., 1999; Nemoto i
sar., 1990). Zbog toga GR ima Cak sto puta niZi afinitet za vezivanje glukokortikoida
ukoliko nije u kompleksu sa Hsp90 (Nemoto i sar., 1990). Pored otvaranja hidrofobnog
dZzepa, Hsp90 vezuje odgovaraju¢e imunofiline Sto dovodi do konacnog sazrevanja
GR-a koji ima visok afinitet za vezivanje glukokortikoida.

Receptor se aktivira vezivanjem hormona. Nakon vezivanja, hormon postaje

integralni deo hidrofobnog jezgra receptora, a GR trpi kontinuirano savijanje LBD-a
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praceno hiperfosforilacijom (Bodwell 1 sar., 1993). Male promene konformacije
hidrofobnog dzepa izazvane vezivanjem hormona se prenose u ostale delove LBD-a §to
za posledicu ima disocijaciju nekih komponenti Saperonskog heterokompleksa (Sanchez
i sar., 1987). Disocijacija Hsp90 dovodi do demaskiranja DBD-a i signala za
dimerizaciju receptora u okviru njega (Schowalter 1 sar., 1991) kao i1 do demaskiranja
sekvenci za jedarnu lokalizaciju (Picard i Yamamoto, 1987). Na ovaj nacin se GR po
vezivanju hormona premesSta iz citoplazme u jedro gde e ostvariti svoju ulogu
transkripcionog regulatora.

U jedru GR ostvaruje ulogu transkripcionog regulatora vezivanjem za DNK
sekvence koje se nalaze u okviru promotora gena ¢iju ekspresiju reguliSe receptor kao i
interakcijom sa drugim transkripcionim regulatorima (Chandler i sar., 1983; Stréhle i
sar., 1988).

Receptor se u formi homodimera vezuje za regulatorne sekvence DNK koje su
oznacene kao GRE (eng. Glucocorticoid-responsive elements). Razlikuju se dve vrste
GRE, pozitivne i negativne (nGRE), u zavisnosti od efekta koji receptor ostvaruje
vezujuci se za njih. Homodimer vezan za pozitivhu GRE sekvencu ¢ini osnovu odnosno
skelu za koju se vezuju koaktivatori koji olakSavaju regrutovanje medijatorskog
kompleksa, opstih transkripcionih faktora i RNK polimeraze stimuliSu¢i tako
transkripciju ciljnog gena. Pozitivne GRE se mogu na¢i i u okviru sloZzenih promotora
koji pored samih GRE poseduju i regulatorna mesta za koje se vezuju drugi
transkripcioni regulatori (Cole 1 sar., 1995). Vezivanje GR-a za sekvence nGRE dovodi
do strukturnih promena na povrSini receptora koje prepoznaju proteini sa ulogom
korepresora koji regrutuju komplekse histon deacetilaza $to uzrokuje kondenzovanje
hromatina, ¢ine¢i gen nedostupnim za transkripciju. Pored toga, u mnogim slucajevima,
nGRE se preklapaju sa mestima vezivanja drugih transkripcionih regulatora. Tada,
vezivanje receptora za nGRE, fizicki onemogucava druge transkripcione regulatore da
ucine isto, te transkripcija gena izostaje. Postoje i slozeni promotori u ¢ijem se sastavu
nalaze nGRE. U ovom slucaju interakcija koju GR ostvaruje sa drugim transkripcionim
regulatorima vezanim za kompleksni promotor dovodi do inhibicije transkripcije gena
(Heitzer i sar., 2007).

Pored opisanih mehanizama, GR stupa u protein-protein interakcije sa drugim

transkripcionim regulatorima u jedru (Li i sar., 2003), ¢ime najcesc¢e ostvaruje negativnu
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regulaciju ekspresije gena. Ovo je od posebnog znacCaja kada su u pitanju
proinflamatorni transkripcioni regulatori kao Sto su NF-kB (eng. Nuclear factor kB) i
AP-1 (eng. Activator protein-1), Sto predstavlja mehanizam kojim glukokortikoidi

ostvaruju svoje antiinflamatorne efekte.

1.4.4. Efekti glukokortikoida u masnom tkivu

Sve je viSe podataka da glukokortikoidi uti¢u na gotovo sve aspekte masnog
tkiva od diferencijacije ¢elija masnog tkiva do metabolizma i endokrine funkcije.
Smatra se da glukokortikoidi reguliSu ekspresiju oko 20 % gena koji se eksprimiraju u
adipocitima dok je od 8840 lokacija na genomu koje su identifikovane kao regioni

vezivanja GR-a, ve¢i deo specifi¢an za adipocite (Lee i sar., 2014).

1.4.4.1. Uloga glukokortikoida u adipogenezi

Proces diferencijacije adipocita od pekursorskih ¢elija do potpuno zrelih
adipocita prati veoma precizan redosled vremenski regulisanih dogadaja. Naime,
prekursorske ¢elije masnog tkiva se formiraju od mezenhimalnih mati¢nih celija
nastalih iz mezodermalnog sloja embriona. Ove pluripotentne ¢elije primaju vancelijske
signale koje ih usmeravaju ka preadipocitnoj Ccelijskoj liniji. Adipogeneza je
kontrolisana Cvrsto regulisanom transkripcionom kaskadom, u kojoj transkripcioni
regulatori aktiviraju ili inhibiraju ekspresiju jedni drugih. Kaskada dogadaja u
adipogenezi se moze podeliti na bar dva odvojena talasa transkripcionih regulatora
neophodnih za ostvarivanje programa diferencijacije adipocita. Prvi talas podrazumeva
aktivaciju ekspresije nekoliko regulatora rane faze adipogeneze poput C/EBPf/ 6 (eng.
CCAAT/enhancer binding protein B/d), KLF (eng. Kruppel-like factor family), CREB
(eng. cAMP-response element-binding protein) 1 SREBPlc (eng. Sterol regulatory
element binding protein 1c). Ovi transkripcioni regulatori potom iniciraju ekspresiju
regulatora drugog talasa od kojih su najznacajniji C/EBPa i PPARY (eng. Peroxisome
proliferator activated receptor y) koji su zasluzni za aktiviranje gena koji ¢e dovesti do
sazrevanja adipocita. Mnogi od navedenih transkripcionih regulatora poput SREBPIc i
PPARy, koji imaju vazne funkcije u adipogenezi, ostvaruju i znacajne efekte na

regulaciju gena ukljucenih u lipidni metabolizam u adipocitima. Ipak, PPARy se smatra
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glavnim molekulom u regulaciji adipogeneze buduc¢i da je jedini transkripcioni regulator
bez koga ovaj proces ne moze da se odigra i jos uvek nije identifikovan molekul koji bi
mogao da bude njegova funkcionalna zamena u ovom procesu (Lee i Ge, 2014).

Podaci ukazuju da su za potpunu diferencijaciju adipocita neophodni i
glukokortikoidi. Naime, jo§ 80-tih godina proslog veka Champan i sar. (1985) su
primetili da se adipogeneza odigrava brze i efikasnije u prisustvu ovih hormona.
Pokazano je da tretman deksametazonom stimuliSe kako morfoloSke tako i biohemijske
promene adipocita u kulturi, povecavajuéi broj ¢elija koje akumuliraju lipide kao i1 nivo
transkripcije gena specificnih za adipocite (Chapman 1 sar., 1985). Asada 1 sar., (2011)
su pokazali da inhibicija aktivnosti GR-a, upotrebom antagonista RU486, kao i delecija
gena za GR ili mutacija receptora tako da ne poseduje DBD, sprecavaju diferencijaciju
(Asada 1 sar., 2011). Efekti glukokortikoida na adipogenezu pokazani su 1 in vivo
istrazivanjima. Najbolji primer su pacijenti sa hroni¢nim povecanjem nivoa
glukokortikoidnih hormona kod kojih je kao posledica stimulisana adipogeneza (Ferrau
1 Korbonits, 2015). Dodatno, hroni¢no izlaganje pacova glukokortikoidima stimuliSe
proces diferencijacije preadipocita u zrele adipocite naro€ito u visceralnom masnom
tkivu (Campbell i sar., 2011). Danas je poznato da i kortizol 1 deksametazon stimuliSu
diferencijaciju adipocita po dozno-zavisnom obrascu. Zbog svega navedenog
deksametazon se nalazi u Sirokoj upotrebi kao neophodna komponenta koktela za in

vitro adipogenezu.

1.4.4.2. Lipogeni i lipoliticki efekti glukokortikoida

Davno je napusteno misljenje da masno tkivo ima samo ulogu pasivnog depoa
masnih kiselina u organizmu. Danas je poznato da ono reguliSe metabolizam masnih
kiselina u zavisnosti od energetskih potreba organizma ali i da predstavlja veoma vazan
endokrini centar koji obaveStava CNS 1 periferna tkiva o energetskom statusu i zajedno
sa njima reguliSe unos hrane. Naime, kada je dostupnost nutritijenata visoka a fizicka
aktivnost niska, viSak energije se skladiSti u masnom tkivu u formi triglicerida, koji
nastaju od slobodnih masnih kiselina i glicerola u procesu esterifikacije. Kada se
obavljaju energetski zahtevne radnje poput vezbanja ili nastupi period gladovanja, na

pad u energiji masno tkivo reaguje lipolizom, odnosno razlaganjem triglicerida na
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glicerol 1 slobodne masne kiseline koje se oslobadaju u cirkulaciju gde postaju dostupne
drugim organima (Peckett i sar., 2011). Odrzavanje balansa izmedu procesa sinteze
lipida odnosno lipogeneze i1 procesa lipolize veoma je vazno za organizam, a
glukokortikoidi se smatraju klju¢nim regulatorima energetskog fluksa u adipocitima.

Dugo se smatralo da je glavna uloga glukokortikoida u lipolizi permisivna — da
olakSavaju 1 pojacavaju efekte drugih Cinilaca (Exton 1 sar., 1972). Medutim, tretman
adipocita u kulturi deksametazonom uzrokuje oslobadanje slobodnih masnih kiselina 1
glicerola, na dozno-zavistan nacin (Xu i sar., 2009). Visestruko povecanje slobodnih
masnih kiselina u plazmi detektovano je 1 nakon subkutane aplikacije deksametazona
kod pacova, pri ¢emu masno tkivo tretiranih Zivotinja karakteriSe povecan efluks
glicerola u odnosu na netretirane zivotinje (Xu i sar., 2009). Kako masno tkivo ne
poseduje enzim glicerol kinazu koji je neophodan za transport glicerola u adipocite,
nivo glicerola u sistemskoj cirkulaciji smatra se direktnom merom lipolize u masnom
tkivu (Macfarlane i sar., 2008). Direktan uticaj glukokortikoida na lipolizu postao je,
stoga, ocigledniji.

Proces lipolize obavljaju enzimi lipaze koji vode viSestepeni proces razlaganja
triglicerida. Prvi korak lipolize je uklanjanje jedne masne kiseline 1 nastanak
intermedijera diacilglicerola Sto katalizuje enzim ATGL (eng. Adipose triglyceride
lipase). Hormon senzitivna lipaza (HSL) prevodi diacilglicerol u monoacilglicerol
uklanjanjem jo$ jedne masne kiseline, dok zavrs$ni korak, odvajanje tre¢e i poslednje
masne kiseline od glicerola obavlja enzim MNGL (eng. Monoacylglycerol lipase).
Smatra se da se sve tri lipaze nalaze pod regulacijom glukokortikoidima. Enzimi ATGL
(Villena i sar., 2004) i HSL (Slavin i sar., 1994) predstavljaju klju¢ne enzime lipolize a
njihova ekspresija pozitivno je regulisana glukokortikoidima. Naime, tretman
deksametazonom pozitivno reguliSe HSL 1 ATGL, kako na transkripcionom tako i na
translacionom nivou, dovodeci pri tome do povecanja aktivnosti ovih lipaza u
adipocitima (Xu 1 sar., 2009). lako je pokazano prisustvo GRE u genima koji kodiraju
HSL i MNGL, takve sekvence jo$ uvek nisu identifikovane u genu za ATGL (Wang i
sar., 2012; Yu i sar., 2010). Kao posledica pozitivne regulacije lipaza glukokortikoidima
dolazi do oslobadanja slobodnih masnih kiselina iz masnog tkiva u cirkulaciju, koje
mogu biti preuzete od strane okolnih tkiva za oksidaciju ili skladiStenje. Medutim, u

slu¢aju produzenog delovanja glukokortikoidnih hormona, moze do¢i do nakupljanja
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masti u tkivima poput jetre i bubrega, kao i do smanjene tolerancije na glukozu usled
prisustva povecane koncentracije masnih kiselina u krvi (Jaworski 1 sar., 2007).

Pored uticaja koji ostvaruju na razgradnju ve¢ deponovanih triglicerida,
glukokortikoidi povecavaju dostupnost masnih kiselina tkivima regulacijom enzima
lipoproteinske lipaze (LPL). Naime, trigliceridi se u cirkulaciji nalaze kao deo
kompleksa VLDL-a ili hilomikrona u zavisnosti od toga da li vode poreklo iz jetre ili iz
digestivnog trakta, redom. Smatra se da je LPL primarni enzim zaduZen za hidrolizu
triglicerida iz ovih kompleksa i posledicno usmeravnje masnih kiselina u tkiva. Ljudi sa
deficijencijom LPL-a razvijaju ozbiljnu hipertrigliceridemiju i pankreatitis dok miSevi
umiru u roku od 24 h (Goldberg i sar., 2009). Nasuprot prethodnom, tkivno specifi¢no
povecanje ekspresije LPL-a uzrokuje unutarcelijsko nakupljanje triglicerida 1 razvoj
insulinske rezistencije samog tkiva (Kim i sar., 2001). Masno tkivo, kao organ koji ima
veliki kapacitet za unos masnih kiselina, ima posebno izrazenu ekspresiju LPL-a
(Gonzales 1 Orlando, 2007). Studije ukazuju da glukokortikoidi pozitivno regulisu LPL
na transkripcionom nivou a region za vezivanje GR-a identifikovan je uzvodno od
mesta pocetka transkripije Lp/ gena u adipocitima (Yu i sar., 2010). Dodatno, tretman
kortizolom u trajanju od dva dana viSestruko povecava sintezu i aktivnost LPL enzima u
masnom tkivu in vitro (Ottosson 1 sar., 1994), dok se nakon upotrebe antagonista GR-a
zapazaju suprotni efekti (Ottosson 1 sar., 1995). Takode, smatra se da glukokortikoidi
reguliSu LPL i na posttranslacionom nivou, pretezno promovisuéi smanjenje degradacije
ovog enzima (Appel i Fried, 1992).

Kako su glukokortikoidi pretezno katabolicki hormoni, ispitivanje lipoliti¢kih
efekata ovih hormona zauzelo je centralno mesto u istrazivanjima. Medutim,
glukokortikoidi  ostvaruju veoma znacCajne efekte na proces lipogeneze.
Acetil CoA carboksilaza (ACC) je enzim koji prevodi acetil-CoA u malonil-CoA, §to je
ujedno i vazna tacka regulacije procesa sinteze masnih kiselina. Naime, in vivo 1 in vitro
studijama je potvrdeno da se ekspresija ACC nalazi pod pozitivnom regulacijom
glukokortikoida (Gathercole i sar., 2011; Slavin i sar., 1994). U mi$jim adipocitima
identifikovani su regioni za koje se vezuje GR u okviru promotora i u njegovoj
neposrednoj blizini kao 1 u intronskim sekvencama Acc gena (Yu i sar., 2010). Jos jedan
znacajan enzim za odvijanje procesa lipogeneze i njegovu regulaciju je sintaza masnih

kiselina (eng. Fatty acid synthase, FAS). U promotoru Fas gena nalazi se GRE
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sekvenca putem koje glukokortikoidi pozitivno regulisu ekspresiju ovog gena (Lu i sar.,
2001; Wang 1 sar., 2012). U prilog tome govori i studija u kojoj tretman
deksametazonom povecava ekspresiju reporterskog gena pod promotorom Fas gena
(Soncini i sar., 1995). Uticaj glukokortikoida na regulaciju FAS-a pokazan je u mnogim
tkivima poput masnog tkiva, jetre i plu¢a (Sul 1 Wang, 1998).

Pored pozitivnog uticaja na proces sinteze masnih kiselina, glukokortikoidi
pospeSuju 1 proces sinteze triglicerida pozitivnom regulacijom ekspresije gena koji
kodiraju glavne enzime ovog metabolickog puta (Wang i sar., 2012).

Akumulacija TG u ¢elijama masnog tkiva je dinami¢an proces u kome se
hidroliza i re-esterifikacija stalno smenjuju. Promene u balansu ova dva procesa i
njihovoj regulaciji mogu doprineti nastanku metabolickog sindroma (Ayala-Sumuano i
sar., 2013). Dok je za hidrolizu triglicerida izmedu ostalih enzima zasluzan veé
pomenuti HSL, proces re-esterifikacije masnih kiselina do triglicerida u adipocitima
odvija se pod regulacijom enzima fosfoenol piruvat karboksikinaze (eng. Phosphoenol
pyruvate carboxykinase; PEPCK). Pored pomenute uloge, PEPCK ostvaruje 1 veoma
vaznu ulogu u procesu de novo sinteze glicerol-3-fosfata iz piruvata i amino kiselina,
¢ime se obezbeduje prekursor za sintezu triglicerida (Reshef 1 sar., 2003). Transkripcija
gena za PEPCK je regulisana glukokortikoidima i to pozitivno u jetri a negativno u
masnom tkivu, te je PEPCK primer kompleksne funkcije glukokortikoida u razli¢itim
tkivima.

Razli¢iti depoi masnog tkiva pokazali su razli¢itu osetljiviost na efekte
glukokortikoida. Visceralno masno tkivo poseduje vecu koncentraciju enzima HSDI
(Bujalska 1 sar., 1997) i GR-a (Masuzaki i sar., 2001) od subkutanog depoa i adipociti
visceralnog masnog tkiva poseduju vec¢u sposobnost vezivanja glukokortikoida (Sjogren
1 sar., 1994). Dodatno, smatra se da je pozitivan efekat glukokortikoida na ekspresiju 1
aktivnost LPL-a posebno izrazen u visceralnom masnom tkivu §to doprinosi akumulaciji
masnih naslaga upravo u ovom regionu (Fried i sar.,, 1998). Na ovaj nacin
glukokortikoidi doprinose redistribuciji masnog tkiva u telu. Ovaj efekat je najuocljiviji
na primeru pacijenata sa hroni¢no visokim nivoom glukokortikoida koje karakteriSe
jabucasti fenotip usled povecanja visceralnog masnog tkiva. lako nije lako napraviti
razliku izmedu primarne gojaznosti 1 rasta masnog tkiva wusled delovanja

glukokortikoida poredenje mase visceralnog masnog tkiva gojaznih Zena i zena sa
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endogenom hiperkortizolemijom pokazuje da zene sa endogenom hiperkortizolemijom
imaju znacajno viSe visceralnog masnog tkiva u poredenju sa gojaznim Zenama iste
telesne mase, BMI vrednosti, odnosa obima struka i kuka kao i godina starosti, $to
ukazuje na to da glukokortikoidi zaista pospesuju rast visceralnog masnog tkiva (Fried i

sar., 1998).

1.5 Regulacija unosa hrane i energetskog balansa

Regulacija energetske homeostaze 1 odrzavanje optimalne telesne mase je veoma
kompleksan proces. Zapocinje regulacijom unosa hrane koja se odigrava u CNS-u, pri
¢emu je odgovornost podeljena izmedu vise regiona, od kicmene mozdine pa do viSih
centara u kori velikog mozga. Uspesna regulacija energetske homeostaze zasnovana je
na sposobnosti mozga da primi, interpretira i intergriSe Sirok spektar signala koji nose
informacije o nutritivnom 1 energetskom statusu organizma i da na osnovu tih
informacija moduli$e unos hrane ali 1 potroSnju energije.

Glavni centar mozga za odrzavanje energetske homeostaze u organizmu je
hipotalamus. Regioni hipotalamusa ukljuceni u regulaciju unosa hrane i energetske
homeostaze su nukleus arkuatus, paraventrikularni nukleus kao i ventromedialni 1
lateralni  hipotalamus. Neuronski putevi koji povezuju pomenute regione su
organizovani u kompleksne mreze putem kojih uti¢u na unos hrane i potrosnju energije.
Klinicke studije na pacijentima sa lezijama u razli¢itim strukturama hipotalamusa
dovele su do razvoja teorije o dualnim centrima regulacije, koja predlaze postojanje
diskretnog centra za sitost i centra za glad u hipotalamusu (Stellar, 1994). Detaljne
analize neurona koji ¢ine razliite regione hipotalamusa ukazuju da je regulacija u njima
mnogo kompleksnija. Tako signali za stimulaciju unosa hrane idu preko nukleusa
arkuatusa 1 lateralnog hipotalamusa dok nukleus arkuatus, paraventrikularni nukleus 1
ventrmedijalni hipotalamus prenose signale za sitost i posledi¢nu inhibiciju apetita.
Medutim, nukleus arkuatus se smatra kljuénim regionom hipotalamusa u kontroli
energetskog balansa i lezije u ovom regionu imaju za posledicu gojaznost i hiperfagiju
(Olney, 1969). Anatomska pozicija nukleusa arkuatusa je takva da obezbeduje

neposrednu blizinu krvno-mozdanoj barijeri. Ova strateSka pozicija je izuzetno vazna.
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Naime, pankreas, masno tkivo, kao i razli¢iti regioni digestivnog trakta, sintetiSu i
oslobadaju hormone u zavisnosti od metabolickog statusa i1 potreba. Neuroni nukleusa
arkuatusa poseduju receptore za ove hormone te prvi registruju signale koji putem
krvotoka pristizu iz perifernih tkiva i organa. IntegriSu¢i i moduliSuéi signale o
energetskom statusu na periferiji nukleus arkuatus lu¢i neuropeptide kojima Salje
informacije drugim regionima hipotalamusa i drugim centrima mozga i tako prilagodava
unos hrane metabolickim potrebama organizma (Slika 13).

U zavisnosti od tipa neuropeptida koje sekretuju, neuroni nukleusa arkuatusa
dele se na dve populacije. Prva inhibira apetit sintezom 1 lucenjem takozvanih
anoreksigenih neuropeptida — transkripta koji je regulisan kokainom i amfetaminom
(eng. Cocaine and amphetamine related transcript; CART) kao i proopiomelanokortina
(POMC). U nukleusu arkuatusu, POMC je prekursor za aMSH (eng. a melanocyte
stimulating hormone) koji sprovodi signal za inhibiciju unosa hrane na paraventrikularni
nukleus i nekoliko drugih regiona mozga vezivanjem za jedan od pet tipova receptora,
od kojih je najistaknutiji MC4-R (eng. Melanocortin 4 receptor) (Cone, 2005). Druga
populacija neurona eksprimira neuropeptide AgRP (eng. Agouti-related peptide) i
neuropeptid Y (NPY) koji deluju¢i preko svojih receptora stimuliSu unos hrane te se
oznacavaju i kao oreksigeni neuropeptirdi. NPY se eksprimira i u mnogim drugim
mozdanim centrima i predstavlja jedan od najrasprostranjenijih neuropeptida u mozgu,
dok se AgRP sintetiSe gotovo iskljucivo u neuronima nukleusa arkuatusa (Cansell i sar.,
2012). Svoje pozitivne efekte na unos hrane, AgRP ostvaruje kao inverzni agonist
MC4-R, kako na samim POMC neuronima u nukleusu arkuatusu tako i u drugim
nukleusima hipotalamusa (Woods 1 sar., 2008). POMC neuroni poseduju i NPY-Y1 tip
receptora, koji po vezivanju NPY dovodi do inhibicije aktivnosti ovih neurona. Stoga,
kada je jedna populacija neurona u nukleusu arkuatusu aktivna druga posledi¢no biva
inhibirana. Balans izmedu aktivnosti dve grupe neurona determiniSe da li ¢e biti
stimulisan unos hrane i punjenje enegretskih zaliha ili ¢e apetit biti suprimiran a depoi

masti podvrgnuti razlaganju u cilju dobijanja energije (Woods i sar., 2008).
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T T Obe  pomenute  populacije
- | neurona nukleusa arkuatusa imaju
projekcije 1 ka drugim jedrima
hipotalamusa poput paraventrikularnog
nukleusa, ventromedijalnog i1 lateralnog
hipotalamusa. Veoma znaCajna je veza
nukleusa arkuatusa sa paraventriku-
larnim nukleusom. Naime, paraventriku-
larni nukleus sintetiSe CRH koji se
sekretuje iz hipotalamusa ka hipofizi
¢ime se aktivira HHA osa §to je narocito
izrazeno tokom stresa. Krajnji produkti

HHA ose, glukokortikloidni hormoni,

predstavljaju regulatore metabolickih

rocesa, glukoneogeneze i glikogenolize
Slika 13. Integracija signala o energetskom P & & EHkog

statusu razli¢itih organa obavlja se u u jetri, lipolize i lipogeneze u masnom
nukleusu arkuatusu. Preuzeto 1 modifikovano . . . .
iz (Broberger, 2005). tkivu kao 1 procesa razgradnje proteina

u skeletnim miSi¢ima. Na ovaj nacin
signali o energetskom stanju i potrebama organizma prikupljeni i integrisani u nukleusu
arkuatusu pokre¢cu HHA osu kao efektorni mehanizam koji moduliSe metabolicke
procese uskladujuéi ih sa zahtevima organizma. Dodatno, CRH se pored sekrecije ka
hipofizi usmerava i u nukleus arkuatus u kome inhibira ekspresiju NPY 1 AgRP (Currie,
2003; Heinrichs i sar., 1993) te ostvaruje anoreksigene efekte (Uchoa i sar., 2010).

U proces regulacije unosa hrane ukljuceni su i drugi centri mozga. Naime,
informacije o energetskom statusu prenose se od hipotalamusa do centara odgovornih za
memoriju, motivaciju, planiranje, ucenje i motorne obrazce neophodne za dopremanje i
uzimanje hrane (Slika 13.). Stoga, mnogi signalni putevi koji reguliSu energetski balans
pocinju i/ili se zavrSavaju u hipotalamusu u kome moduliSu nivoe oreksigenih i
anoreksigenih neuropeptida. Pod njih spadaju kako kratkoro¢ni mehanizmi kontrole, sa
primarnom ulogom da spre€e preteran unos hrane tokom svakog pojedina¢nog obroka
tako 1 sistemi za dugoroCnu regulaciju, koji uti¢u na odrzavanje nivoa energetskih

rezervi u formi masti u organizmu. Upravo iz ovog razloga adekvatna i efikasna
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integracija signala od strane hipotalamusa je klju¢ni dogadaj koji dalje determiniSe na

koji nacin 1 u kom smeru ¢e se odigrati adaptabilne promene u organizmu.

1.5.1. Leptin

Leptin je hormon koji igra vaznu ulogu u regulaciji unosa hrane i potros$nje
energije. Otkri¢e leptina predstavljalo je veliki korak u razumevanju komunikacije
izmedu centara u mozgu i periferije, posebno masnog tkiva. Naime, leptin se sintetiSe u
adipocitima 1 oslobada u cirkulaciju kao signal pozitivnog energetskog statusa

organizma i u mozgu inhibira apetit i stimuliSe potrosSnju energije.

1.5.1.1. Regulacija sekrecije leptina

Kao $to je istaknuto, glavno mesto sinteze i sekrecije leptina je masno tkivo, dok
se u manjim koli¢inama moze sekretovati i iz placente, kostne srzi, zeluca, hipofize,
mozga 1 miSi¢a. Medutim, znaaj leptina sekretovanog van masnog tkiva nije u
potpunosti razjasnjen (Ribiere i Plut, 2005). S obzirom na to da je sekrecija leptina
uslovljena povoljnim energetskim statusom 1 da je njegova koncentracija u masnom
tkivu 1 plazmi direktno srazmerna masi masnog tkiva (Ahima i sar., 2000) ne iznenaduje
Sto se leptin smatra znacajnim markerom koli¢ine masnog tkiva u telu (Bastard i sar.,
2006). Zaista, nivo leptina u cirkulaciji kao i nivo njegove ekspresije u masnom tkivu
nalaze se u snaznoj korelaciji sa BMI i masom masnog tkiva. Sekrecija leptina ima
pulsatorni karakter i podleze cirkadijalnoj regulaciji nezavisno od efekata koje masa
masnog tkiva i telesna masa ostvaruju na njegov nivo (Harris, 2014). Pulsatorna
sekrecija leptina zadrzava se i kod gojaznih osoba, ali je amplituda pulseva kod ovih
osoba vec¢a u odnosu na mrSave (Dardeno 1 sar., 2010). Dnevne fluktuacije nivoa leptina
kod ljudi podrazumevaju porast njegovog nivoa u kasnim vecernjim satima i dostizanje
pika oko pono¢i dok u ranim jutarnjim satima dolazi do smanjenja nivoa leptina
(Licinio 1 sar., 1997). Smatra se da je ovaj obrazac sekrecije kod ljudi u vezi sa
inhibicijom unosa hrane tokom noci odnosno aktivnim hranjenjem tokom dana. Osobe
kod kojih je nivo leptina poremecen razvijaju takozvani ,,sindrom no¢nog prejedanja®,
poremecaj u ishrani koji se manifestuje izmenjenim ciklusom spavanja i konzumiranjem

velike koli¢ine hrane tokom noc¢i (Boston i sar., 2008). Dodatno, kada se pacovima
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rotira period unosa hrane sa no¢nog na dnevni, dolazi do rotacije i u obrazcu sekrecije
leptina (Bodosi 1 sar., 2004). Negativni energetski balans takode ostvaruje efekte na
nivo leptina te izostanak obroka uzrokuje drasti¢an pad nivoa leptina kod ljudi, a nakon
dvodnevnog gladovanja leptin gotovo da nije prisutan u cirkulaciji (Chan i sar., 2003).
Zato se smatra da, pored korelacije sa masom masnog tkiva 1 dugoro¢nim energetskim
statusom, leptin predstavlja i senzor kratkotrajnih promena u energetskom balansu i da
su dnevne fluktuacije nivoa leptina najve¢im delom uslovljene unosom hrane. Novije
studije pokazuju da je ekspresija leptina regulisana glavnim regulatorima cirkadijalnog
ritma, te da poremecaji u cirkadijalnom ritmu mogu inhibirati dnevne varijacije u nivou
leptina nezavisno od unosa hrane i telesne mase (Kettner i sar., 2015). Dakle, regulacija
nivoa leptina uslovljena je cirkadijalnim ritmom, unosom hrane, energetskim statusom i
koli¢inom masnog tkiva. Takode, drugi regulatori energetskog metabolizma moduli$u
nivo leptina, te insulin 1 glukokortikoidi povecavaju a adrenergi¢ki hormoni smanjuju
njegov nivo. Primecene su i razlike u nivou leptina izmedu polova. Nivo leptina je visi
kod zena nego kod musSkaraca istih godina i telesne mase. Jedan od razloga za ovu
polnu razliku bi mogao biti razli€iti uticaj koji gonadalni hormoni ostvaruju na leptin,
pri ¢emu androgeni inhibiraju a estrogeni stimuliSu njegovu ekspresiju (Coll 1 sar.,

2007).

1.5.1.2. Leptinski signalni put

Leptin ostvaruje svoje efekte posredstvom leptinskog receptora (eng. Obesity
receptor; ObR), koji pripada familiji citokinskih receptora klase I. Receptor Cine
vancelijski domen za koji se vezuje ligand, transmemebranski i1 unutarcelijski domen.
Postoji viSe varijanti ObR iRNK koje nastaju kao produkt alternativnog splajsovanja i
koje nose informacije za bar pet izoformi leptinskog receptora (ObRa,b,c,d,f). Sve
izoforme imaju identiCan transmembranski domen ali se razlikuju po unutaréelijskom

domenu.
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Smatra se da je
glavna izoforma receptora
preko koje leptin ostvaruje

‘ svoje funkcije, duga
1zoforma — ObRD, s obzirom
da je ona jedina sposobna da
po aktivaciji pokrene proces
transdukcije signala (Ribiere
1 Plut, 2005). Vezivanje

leptina za ODbRb inicira

konformacion romen

o onformacionu promenu

receptorskog  homodimera

Slika 14.Leptinski signalni put. Preuzeto i modifikovano: koja omogucava aktivaciju

https://themedicalbiochemistrypage.org/adipose-tissue.ph ) . .
P typage.orgfacip He-pap janus kinaze tipa 2 (JAK2;

Slika 14). Naime, ObRb ne poseduje sopstvenu enzimsku aktivnost ve¢ prenos signala
zapocinje aktivacijom JAK?2 koji je nekovalentno asociran sa unutaréelijskim domenom
receptora. Aktivirani JAK2 se autofosforiliSe 1 fosforiliSe tirozinske ostatake na 985.
1077. 1 1138. poziciji ObRb-a (Myers i sar., 2008) nakon cega se za receptor i JAK2
vezuju proteini koji svojim domenima za prepoznavanje fosfotirozinskih ostataka
specifi¢no prepoznaju razlicite fosforilisane pozicije. Od prirode ovih proteina zavisi da
li ¢e ishod signalnog puta biti aktivacionog ili inhibitornog karaktera. Tako STAT3 i
STATS (eng. Signal transducer and activator of transcription) pozitivno reguliSu
transkripciju ciljnih gena kao odgovor na vezivanje leptina za receptor, dok SOCS3
(eng. Supressor of cytokine signaling 3) 1 PTP1B (eng. Proteinska tirozin fosfataza 1B)
dovode do prekida signalnog puta leptina. Dodatno, aktivirani STAT3 izmedu ostalih
gena pozitivno reguliSe i gen za SOCS3 te tako doprinosi kontroli i blagovremenom
prekidanju leptinskog signala. Na taj nacin signalni put leptina podleZe autoregulaciji

povratnom spregom (Myers i sar., 2008).

1.5.1.3. Uloge leptina

Glavno mesto delovanja leptina u CNS-u je hipotalmus pri ¢emu je

koncentracija leptinskog receptora najvisa u neuronima koji ¢ine nukleuse ukljuc¢ene u
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regulaciju unosa hrane: paraventrikularni nukleus, ventromedialni 1 lateralni
hipotalamus 1 prevashodno, nukleus arkuatus. Leptin se sekretuje kada su energetski
uslovi povoljni i uloga mu je da inhibira oreksigene i stimuliSe anoreksigene neuronske
populacije u nukleusu arkuatusu, izazivaju¢i oseéaj sitosti i prestanak unosa hrane
(Cammisotto 1 Bendayan, 2007). Vezivanje leptina za receptor stimuliSe sintezu POMC
1 sekreciju aMSH 1 inhibira oslobadanja NPY 1 AgRP (Cowley i sar., 2001; Myers i sar.,
2008). Pored uticaja na hipotalamus, leptin ostvaruje efekte i na jedra mozdanog stabla
stimuliSuéi simpaticki nervni sistem ¢ime poveéava potrosnju energije.

Iako mnogi efekti leptina proistiCu iz njegove direktne uloge u hipotalamusu,
funkcionalni leptinski receptori su identifikovani i na ¢elijama jetre, bubrega, srca,
plu¢a, masnog tkiva i miSi¢a (Margetic i sar., 2002). Smatra se da je glavna uloga
leptina u ovim tkivima zaStita organa od lipotoksi¢nosti i nagomilavanja masti u
periodima pozitivnog energetskog balansa (Unger, 2002; Unger 1 Roth, 2015). Tako je
ektopi¢na akumulacija lipida kod misSeva i pacova sa urodenim nedostatkom leptina na
ishrani koja sadrzi 6% masti veca nego kod kontrolnih jedinki na ishrani sa 60% masti
(Lee i sar., 2001). Leptin ucestvuje i u regulaciji nivoa glukoze te povecava osetljivost
tkiva na insulin i1 u sadejstvu sa insulinom pospeSuje preuzimanje glukoze iz krvi.
Dodatno, kada su zalihe energije niske, usled pada nivoa leptina dolazi do smanjenja
aktivnosti gonadalne i tireoidne ose, inhibicije remodelovanja i rasta tkiva kao 1 do
promocije oksidacije masnih kiselina (Dardeno i sar., 2010; Myers i sar., 2008).

Studije ukazuju da leptin moze obavljati modulaciju imunskog sistema (Wisse,
2004). Struktura leptina veoma je slicna citokinima, a kako leptinski receptor pripada
familiji citokinskih receptora klase I, mnogi leptin ubrajaju i u kategoriju citokina
(Wisse, 2004). Smatra se da leptin ima vaznu ulogu u pravilnom razvoju imunskog
sistema. Naime, nedostatak leptina dovodi do naruSavanja kortiko-medularne strukture
timusa koja je praéena apoptozom CD4" i CD8" populacije timocita, a neuhranjenost
dovodi do atrofije timusa. Egzogeno unosenje ili prevencija pada nivoa leptina u takvim
okolnostima sprecava ostec¢enja timusa (Hérle i Straub, 2006).

Medutim, povecan nivo leptina, naroCito ukoliko je hroni¢no visok, podstice
razvoj inflamacije. Tako je pokazano da leptin stimuliSe oslobadanje reaktivnog
kiseonika iz neutrofila, promovisSe diferencijaciju i prezivljavanje dendritskih antigen

prezentujuéih celija, povecava proliferaciju i citotoksi¢nost c¢elija oznacenih kao
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na infiltraciju makrofagi povecanjem pokretljivosti monocita niz zidove endotelnih
¢elija kapilara 1 stimulacijom oslobadanja MCP-1 (eng. Monocite chemoattractant
protein-1), kljuénog faktora za privlacenje makrofagi ka adipocitima (Li i sar., 2006).
Uloga leptina u razvoju imunskog sistema kao 1 proinflamatorni efekti njegove
povecane koncentracije ¢ine leptin vaznom karikom koja povezuje energetski status
organizma sa imunskim sistemom. Pored toga $to leptin doprinosi razvoju inflamacije,
proinflamatorni citokini povecavaju nivo leptina (Sarraf i sar., 1997) zatvarajuci krug.
Na ovaj nacin leptin putem inflamacije moze pospesiti rasplamsavanje patofizioloSkih

posledica gojaznosti i nastanak metaboliockog sindroma (Ouchi i sar., 2011).

1.5.1.4. Leptinska rezistencija

Nakon otkri¢a da suprimira apetit, leptin je delovao kao veoma dobar kandidat
za razvoj terapije kod osoba povisene telesne mase i apetita. Medutim, gojazne osobe
pokazuju pojacan apetit 1 unos hrane bez obzira na visok nivo leptina u cirkulaciji
(Frederich 1 sar., 1995). Razlog za ovakvu pojavu je nastanak leptinske rezistencije,
odnosno smanjenje osetljivosti organizma na leptin. Naime, leptin se od masnog tkiva
transportuje cirkulacijom do krvno-mozdane barijere koju prolazi posredstvom
transportera, nakon ¢ega nastavlja svoj put mikrocirkulacijom do razli¢itih mozdanih
regiona gde se vezuje za leptinski receptor (Banks 1 sar., 2004). Leptinska rezistencija se
moze javiti kao posledica inhibicije transporta leptina do receptora u mozgu, defekta
leptinskog receptora i smanjenja njegove sposobnosti prenosa signala kao i blokade
nishodnih neuronskih puteva. Razvoj leptinske rezistencije je razlog zbog koga
leptinska terapija gotovo 1 ne smanjuje unos hrane i telesnu masu kada je gojaznost veé¢
prisutna (Thaler i Schwartz, 2010).

Razlic¢iti modeli leptinske rezistencije kod pacova su pokazali da ona povecava
verovatno¢u razvoja gojaznosti (Scarpace i1 Zhang, 2008). Smanjena osetljivost
hipotalamusa na leptin, onemogucava sprovodenje anoreksigenog signala te dolazi do
povecanja apetita, naroCito tokom konzumiranja energetski bogate hrane, Cime se
stvaraju uslovi za razvoj gojaznosti. Pored toga, studije pokazuju da se nivo leptina u
krvi nalazi u pozitivnoj korelaciji sa parametrima metabolickog sindroma poput

hipertenzije i insulinske rezistencije ¢ak 1 nezavisno od gojaznosti (Huang i sar., 2004;
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Patel i sar., 2008). Naime, poznato je da je leptin vazan regulator lipidne homeostaze i
van masnog tkiva te tako leptinska rezistencija dovodi do povecane akumulacije
triglicerida u jetri, pankreasu i1 skeletnim miSi¢ima S$to uzorkuje lipotoksi¢nost i
doprinosi smanjenoj osetljivosti ovih organa na insulin i razvoju insulinske rezistencije
(Unger, 2002). DesetogodiSnje klinicko istrazivanje je pokazalo da hiperleptinemija
moze predvideti nastanak metaboli¢kog sindroma, i1 pogorsanje klinic¢ke slike pacijenata
sa ovim sindromom (Franks 1 sar., 2005). Nebalansirana ishrana koja ima visok sadrZaj
masti 1/ili SeCera moze biti uzrok leptinske rezistencije (Vasselli i sar., 2013).
Dugorocna ishrana bogata fruktozom moze dovesti do hiperleptinemije 1 razvoja
leptinske rezistencije (Alzamendi i sar., 2009; Bursa¢ i sar., 2014). Na dominantan
efekat fruktoze ukazali su 1 Shapiro i sar.,, (2011) pokazavsi da ishrana bogata
kombinacijom masti i fruktoze uzrokuje hiperleptinemiju i leptinsku rezistenciju kod
pacova, dok se efekti gube nakon izbacivanja fruktoze iz ishrane (Shapiro 1 sar., 2011).
Dodatno, Sestomesec¢na ishrana bogata fruktozom pokazala je razvoj leptinske
rezistencije kod pacova iako su telesna masa i1 nivo leptina u cirkulaciji nakon tretmana
bili nepromenjeni u odnosu na standardno hranjenu grupu (Shapiro i sar., 2008). Izgleda
da ishrana bogata fruktozom iskljuCuje leptin iz regulatorne mreze koja odrzava
enegetski balans ¢ime se stvara znacajna predispoziciju za razvoj gojaznosti.

Kako su hiperleptinemia i leptinska rezistencija usko povezani sa nastankom i
razvojem metaboli¢kog sindroma (Patel i sar., 2008), regulacija leptina bi mogla biti
jedan od mehanizama putem koga ishrana bogata fruktozom doprinosi pojavi

metabolickog sindroma.

1.5.2. Uloga glukokortikoida u regulaciji unosa hrane

Davno je primeceno da glukokortikoidi imaju sposobnost modulacije unosa
hrane. Najocigledniji primer su pacijenti sa Kusingovim sindromom kod kojih se visok
nivo glukokortikoida dovodi u vezu sa povecanim apetitom (Geer 1 sar., 2016).
Suprotno, nizak nivo glukokortikoida kod pacijenata sa Adisonovom boles¢u doprinosi
gubitku apetita i razvoju simptoma anoreksije (Nieman i Chanco Turner, 2006). Takode,
adrenalektomija kod pacova dovodi do redukcije apetitita dok naknadno dodavanje

glukokortikoida ostvaruje reverzibilni efekat (Uchoa 1 sar., 2010). Injeciranje
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deksametazona u lateralnu komoru stimuliSe unos hrane i povecanje telesne mase
pacova (Jeanrenaud i Rohner-Jeanrenaud, 2000) Sto takode potvrduje da glukokortikoidi
uticu na regulaciju unosa hrane u CNS-u. Kako CRH ostvaruje anoreksigene efekte u
nukleusu arkuatusu (Currie, 2003; Heinrichs i sar., 1993; Uchoa i sar., 2010) inhibicija
sinteze 1 sekrecije CRH u hipotalamusu putem negativne povratne sprege bi mogla biti
jedan od mehanizama kojima glukokortikoidi ostvaruju oreksigeno dejstvo. Dodatno,
glukokortikoidi reguliSu ekspresiju gena koji kodiraju neuropeptide uklju¢ene u
regulaciju unosa hrane. Naime, GR je visoko eksprimiran u neuronima koji sekretuju
NPY/AgRP 1 POMC u nukleusu arkuatusu, a GRE sekvence su prisutne u samim
promotorima ili njihovoj neposrednoj blizini gena koji kodiraju POMC, NPY i AgRP
(Cintra 1 Bortolotti, 1992; Lee i sar., 2013; Misaki 1 sar., 1992). Takode, efekti NPY na
povecanje unosa hrane i telesne mase se ne odvijaju bez prisustva glukokortikoida
(Jeanrenaud i1 Rohner-Jeanrenaud, 2000). Na primeru animalnog modela KuSingovog
sindroma pokazan je pojacan apetit kao posledica poviSenog nivoa glukokortikoida koji
stimuliSu ekspresiju AgRP-a u nukleusu arkuatusu hipotalamusa (Nakayama i sar.,
2011).

Medutim, uticaj glukokortikoida na unos hrane nije tako jednoznacan te neka
istrazivanja istiCu smanjenje apetita 1 telesne mase kao posledicu delovanja
glukokortikoida. Intraperitonealna infuzija deksametazona u periodu od 3 dana
rezultovala je u smanjenom unosu hrane i telesne mase kod pacova (Zakrzewska i sar.,
1999). Nesto duzi tretmani glukokortikoidima takode znac¢ajno smanjuju apetit (Konno i
sar., 2008; De Vos i sar., 1995). Dodatno, tretman razli¢itim dozama glukokortikoida
smanjuje ekspresiju gena za NPY 1 AgRP kod gojaznih pacova, a viSe doze dovode do
istih efekata kod pacova normalne mase (Liu i sar., 2011).

Pored uticaja na centralne komponenete regulacije unosa hrane, krajnji efekat
koji ¢e glukokortikoidi ostvariiti na energetski balans zavisi 1 od njihovog uticaja na
metabolizam u perifernim tkivima i interakcije sa drugim regulatorima ukljuenim u
odrzavanje energetske homeostaze. Treba ista¢i da glukokortikoidi povecavaju sintezu i
sekreciju leptina u adipocitima (Slieker 1 sar., 1996; Won Jahng 1 sar., 2008;
Zakrzewska 1 sar., 1999), dok adrenalektomija dovodi do smanjenja nivoa leptina u
plazmi zivotinja hranjenih ad libitum (Savontaus i sar., 2002) Takode, nivo leptina u

plazmi zivotinja koje su nahranjene nakon gladovanja ne moze da raste bez prisustva

43



glukokortikoida (Uchoa 1 sar., 2012). Glukokortikoidi pozitivno reguliSu transkripciju
gena koji kodira leptin u masnom tkivu u ¢ijem su promotoru detektovane GRE
sekvence (Gong 1 sar., 1996). Medutim, iako glukokortikoidi stimuliSu ekspresiju
leptina u masnom tkivu, istrazivanja navode da glukokortikoidi uti¢u i na ogranicavanje
efekata koje ovaj adipokin ostvaruje. Naime, pokazano je da leptin ostvaruje znatno jaci
1 dugotrajniji efekat na unos hrane kod adrenalektomisanih pacova nego kod intaktnih
kontrola, a dodavanje deksametazona ovim zivotinjama, smanjuje dejstvo leptina na
dozno zavisan nacin (Zakrzewska i sar., 1997). U jednoj humanoj studiji tretman Zena
glukokortikoidima je 1 pored povecanja nivoa leptina povecao 1 unos hrane i telesnu
masu (Uddén i sar., 2003). Pretpostavljeno je da glukokortikoidi smanjuju osetljivost
hipotlamusa na leptin. Zaista, adrenalektomija povecava nivo iRNK za leptinski
receptor 1 ekspresiju STAT-3 a smanjuje ekspresiju SOCS3, inhibitora signalnog puta
leptina (Madiehe 1 sar., 2001). Centralni tretman glukokortikoidima smanjuje nivo
fosforilisane forme STAT-3, koja nastaje po vezivanju leptina za receptor i neophodna
je za sprovodenje aktivirajuceg signala (Ishida-Takahashi i sar., 2004). Dodatno, leptin
ima sposobnost negativne regulacije nivoa glukokortikoida uticajem na ekspresiju CRH
u paraventrikularnom jedru (Huang 1 sar., 2006) i delovanjem na adrenalne Zlezde
(Bornstein i sar., 1997). Sta sve determini$e koji ¢e biti krajnji ishod interakcije
glukokortikoida i leptina na unos hrane kao i u kojoj meri bi nacin ishrane ili izloZenost

stresu usmerili njihove efekte, nije u potpunosti razjasnjeno.

1.6 Inflamacija i metabolicki sindrom

U naporima da se metaboli¢ki sindrom okarakteriSe iz viSe uglova zapazeno je
da je sindrom prac¢en hroni¢nom inflamacijom niskog intenziteta (Monteiro 1 Azevedo,
2010) te je ispitivanje inflamatornog statusa i njegovog doprinosa nastanku i razvoju

metaboli¢kog sindoma postalo fokus brojnih istrazivanja.
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1.6.1. Inflamatorni odgovor

Inflamacija predstavlja fizioloski odgovor organizma na unutaréelijska oStec¢enja
ili vancelijske Stetne stimuluse, koji iniciraju sekreciju proinflamatornih medijatora. Cilj
inflamacije je uklanjanje oSte¢uju¢eg agensa i ponovno uspostavljanje funkcije
oStec¢enog tkiva. Inflamaciju iniciraju ¢elije samog oSte¢enog tkiva, kao 1 mast ¢elije 1
makrofagi nastanjeni u tkivu, oslobadanjem proinflamatornih medijatora koji ukljucuju
bioaktivne amine, lipidne medijatore i citokine, narocito interleukine 11 6 (IL1 i IL6) i
faktor nekroze tumora o (eng. Tumor necrosis factor a; TNFa). Ovi signalni molekuli
dovode do vazodilatacije, povecane propustljivosti endotela kapilara 1 migracije
leukocita i monocita/makrofagi u oste¢eno tkivo (Coutinho i Chapman, 2011).

NF«B je induciblini transkripcioni regulator koga aktivira veliki broj
inflamatornih i sredinskih faktora. Sastoji se iz familije od pet ¢lanova, koji formiraju
homo ili heterodimere. U neaktivnom stanju dimeri NFkB su lokalizovani u citoplazmi i
asocirani sa inhibitornim proteinima IkB (inhibitorni protein «B). U prisustvu
odgovarajuceg stimulusa dolazi do aktivacije kinaze koja fosforiliSe IxB (eng. IxB
kinase; IKK) koja fosforiliSe IkB proteine ¢ime oni postaju supstrat za ubikvitinizaciju i
posledi¢nu degradaciju. Tako oslobodeni NFkB dimeri prelaze u jedro gde se vezuju za
specifi¢ne sekvence DNK i reguliSu transkripciju ciljnih gena (Sun 1 Andersson, 2002).

Signalni put NFxB je ukljucen u razvoj bolesti u ¢ijoj osnovi bi se mogla naci
inflamacija poput astme, artritisa, autoimunskih bolesti 1 metaboli¢kog sindroma.
Proinflamatorni citokini aktiviraju NFkB nakon Cega on aktivira ekspresiju gena koji
kodiraju proinflamatorne citokine, ¢ime se stvara zafarani krug. Kako proinflamatorni
citokini deluju 1 parakrino i endokrino aktivacija NFkB i inflamacija se mogu Siriti od

¢elije do Celije 1 dalje.

1.6.2.  Metabolic¢ka inflamacija

Inflamacija koja prati metabolic¢ki sindrom se ne javlja kao posledica infekcije ili
povrede, ve¢ narusene metabolicke ravnoteze te se oznacava jos i kao “metainflamacija”
(Hotamisligil, 2006). Intenzitet ove inflamacije je uvek nizak iako je ona dugotrajna i

poprima hroni¢ni karakter. Nekad se za nju navodi i termin “parainflamacija” da ukaze
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na intermedijarni status izmedu bazalnog i1 jakog inflamatornog stanja. Bezobzira na
nizak intenzitet inflamacije, smatra se da dugotrajno prisustvo proinflamatornih markera
pospesuje nastanak brojnih metabolickih poremecéaja (Yudkin i sar., 1999). Naime,
istrazivanja su pokazala prisustvo povecanog nivoa proinflamatornih citokina IL1, IL6 i
TNFa u masnom tkivu 1 cirkulaciji gojaznih osoba (Kern 1 sar., 1995; Ziccardi 1 sar.,
2002). Ekspresija gena za IL1 u visceralnom masnom tkivu nalazi se u pozitivnoj
korelaciji sa obimom struka (Esser i sar., 2013), a nivo TNFa u cirkulaciji u korelaciji
sa BMI (Mendall i sar., 1997). Dugoroc¢ni tretman IL1 uzrokuje insulinsku rezistenciju u
ukazuju da prisustvo inflamatornih markera na sistemskom nivou doprinosi razvoju
insulinske rezistencije kod mladih (Herder i sar., 2007; Moran i sar., 2005) 1 odraslih
(Festa i sar., 2000; Wu i sar., 2002). Progresija insulinske rezistencije ka dijabetesu tipa
2 pracena je stanjem hroni¢ne inflamacije niskog inteziteta (Yusuf i sar., 2004), a nivo
proinflamatornih citkina IL6 i TNFa je povecan u serumu obolelih od dijabetesa tipa 2

(Cardellini i sar., 2007; Mohamed-Ali i sar., 1997)

1.6.2.1. Razvoj metabolicke inflamacije u masnom tkivu

Povecanje mase masnog tkiva uzrokuje promene u njegovoj endokrinoj i
metaboli¢koj funkciji koje mogu doprineti razvoju metaboli¢kih poremecaja. Gojaznost
je pracena hroni¢nom inflamacijom niskog intenziteta pri ¢emu preko 50% iRNK
transkripata koji se sintetiSu u masnom tkivu tokom gojaznosti nastaju prepisivanjem
gena ukljucenih u razvoj inflamacije (Xu 1 sar., 2003). Pre nesto viSe od 20 godina
Hotamisligil 1 sar. (1993) su medu prvima ukazali na vezu izmedu gojaznosti i
inflamacije, pokazavsi da se TNFa prekomerno eksprimira u masnom tkivu gojaznih
miSeva (Hotamisligil i sar., 1993). Kasnije studije detektovale su povecan nivo
proinflamatornih citokina (naroc¢ito IL1, IL6 1 TNFa) u masnom tkivu (Kern i sar.,
1995; Ziccardi i sar., 2002) nezavisno od uzroka gojaznosti (Xu 1 sar., 2003). Kako se u
gojazanosti inflamacija u masnom tkivu moze detektovati i u momentu kada je u drugim
organima, poput jetre, miSi¢a 1 pankreasa, joS uvek nema, smatra se da je masno tkivo
primarno mesto nastanka inflamacije u gojaznosti (Xu i sar., 2003). Gojazne osobe
imaju povecan nivo proinflamatornih citokina u cirkulaciji ukazuju¢i da promene u

masnom tkivu imaju potencijal ka Sirenju i na druge organe i tkiva. S druge strane,
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smanjenje telesne mase dovodi do snizavanja nivoa proinflamatornih citokina kao i
ublazavanja simptoma metabolickog sindroma kod dece i odraslih (Bastard 1 sar., 2000;
Dandona i sar., 1998; Martos 1 sar., 2009). Stoga se inflamatorni status masnog tkiva
izdvojio kao vazan prognosticki parametar.

Adipociti imaju sposobnost da sintetiSu 1 oslobadaju znatne koli¢ine
proinflamatornih adipokina i citokina, ukljuc¢ju¢i TNFa, IL1 1 IL6 (Monteiro i Azevedo,
2010). Takode, eksprimiraju i gene koji kodiraju hemoatraktantne proteine i receptore
ukljucene u stimulaciju T-limfocita (Meijer i1 sar., 2011), zbog cega su adipociti
sposobni da privla¢e imunske ¢elije u masno tkivu 1 propagiraju inflamaciju. U skladu s
tim, mnoge studije pokazuju da je gojaznost pracena infiltracijom makrofagi u masno
tkivo miSeva 1 ljudi (Weisberg i sar., 2003; Xu i sar., 2003). Takode, bez obzira na
etiologiju gojaznosti, u visceralnom masnom tkivu se moze detektovati povecana
ekspresija gena koji se specificno eksprimiraju u makrofagima (Xu i sar., 2003).

Inflamatorni putevi pokrenuti u adipocitima prepli¢u se sa signalnim putevima
insulina (Hotamisligil i sar., 2010), te proinflamatorni citokini koje luci masno tkivo
gojaznih osoba mogu doprineti razvoju drugih metabolickih poremecaja popout
insulinske rezistencije 1 dijabetesa tipa 2. Zaista, nivo IL6 1 TNFa u serumu gojaznih
Zena se nalazi u pozitivnoj korelaciji sa razvojem dijabetesa tipa 2 (Tangvarasittichai i
sar., 2016). Takode, IL1, IL6 i TNFa mogu izazvati insulinsku rezistenciju u
adipocitima (Grimble, 2002; Hrnciar i sar., 1999), dok kod gojaznih miSeva kojima
nedostaje TNFa usled indukovane mutacije u genu koji ga kodira, insulinski signalni
put nije narusen (Hotamisligil i1 sar., 1997). Pored toga Sto proinflamatorni citokini
ostvaruju lipoliticke efekte, lipoliza je favorizovana usled insulinske rezistencije u
adipocitima (Plomgaard i sar., 2008; Xu i sar., 2003) §to sveukupno povecava
oslobadanje slobodnih masnih kiselina u cirkulaciju. Same masne kiseline pospesuju
razvoj insulinske rezistencije u jetri i skletnim misi¢ima (Krssak i sar., 1999; Yu i sar.,
2002). Dakle, razvoj inflamacije u masnom tkivu gojaznih osoba mogao bi doprineti
pojavi metabolickih poremecaja poput insulinske rezistencije i dijabetesa Cime se
stvaraju uslovi za nastanak metabolickog sindroma.

Nisu u potpunosti poznati uzroci razvoja inflamacije u masnom tkivu gojaznih
osoba. Jedan od predlozenih mehanizama ukljucuje preoptere¢enje nutrijentima,

prevashodno masnim kiselinama. Poznato je da tokom unosa hrane kod zdravih osoba
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normalne telesne mase dolazi do blage inflamacije u krvotoku koja nestaje nakon
metabolisanja hranljivih materija (Calder i sar., 2011). Kod gojaznosti ili unosom
prevelikih koli¢ina hrane, ova inflamacija se moZe intenzivirati. Naime, intenzivan
metabolizam masnih kiselina bi mogao izazvati stres endoplazmaticnog retikuluma i
uzrokovati razvoj oksidativnog stresa u ¢elijama $to je usko povezano sa pokretanjem
proinflamatornih signalnih puteva (Emanuela i sar., 2012). Pored energetskog tereta za
organizam, preopterecenje hranljivim materijama moZe predstavljati i sredinski faktor
koji prepoznaju ¢elije urodenog imunskog odgovora, uzrokujuéi inflamaciju (Schenk i
sar., 2008; Shoelson i Goldfine, 2009). Postoje podaci da se TLR (eng. Toll like
receptor), evolutivno konzervirani receptor sa funkcijom prepoznavanja patogena, moze
aktivirati zasi¢enim masnim Kkiselinama iz cirkulacije ili tkiva, 1 tako pokrenuti
unutarcelijski inflamatorni signalni put (Thaler i Schwartz, 2010). lako se prvobitno
smatralo da jedino celije imunskog sistema poseduju TLR, danas je poznato da se
funkcionalni receptor eksprimira i u mnogim drugim ¢elijama ukljucujuci 1 adipocite
(Schéffler i sar., 2007). Jo§ jedan od pretpostavljenih mehanizama je nastanak hipoksije
usled rasta i Sirenja masnog tkiva tokom razvoja gojaznosti povecanjem veli¢ine
postojecih adipocita 1 stimulacijom diferencijacije adipocita iz prekursorskih celija. U
takvim uslovima, ¢esto dolazi do nedovoljnog snabdevanja rastu¢eg masnog tkiva
kiseonikom 1 faktorima iz krvi $to dovodi do nekroze. Poznato je da nekroza kao tip
¢elijske smrti dovodi do izlivanja ¢elijkog sadrzaja $to je signal za akumulaciju ¢éelija
imunskog sistema, prevashodno makrofagi, unutar tkiva 1 do aktiviranja imunskog
odogovora (Monteiro i Azevedo, 2010).

Visceralno masno tkivo sekretuje viSe proinflamatornih citokina po gramu tkiva
nego subkutani depo, Sto istice znacaj visceralnog depoa u stvaranju inflamacije u
gojaznosti (Fain, 2006). Dodatno, hirurSko uklanjanje isklju¢ivo subkutanog masnog
tkiva ne dovodi do snizavanja nivoa proinflamatornih citokina (Klein 1 sar., 2004) $to je
uocljivo nakon smanjenja mase visceralnog masnog tkiva (Ziccardi i sar., 2002). Smatra
se da sistemska inflamacija niskog intenziteta karakteristicna za metabolicki sindrom

vodi poreklo od visceralnog masnog tkiva.
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1.6.2.2. Razvoj metabolicke inflamacije u hipotalamusu

Pored sistemske inflamacije, u metabolickom sindromu se moZze detektovati i
inflamacija u CNS-u, posebno u hipotalamusu (Cai, 2013a; Thaler i Schwartz, 2010;
Zhang 1 sar., 2008). Naime, inflamacija niskog intenziteta u hipotalamusu,
okarakterisana aktivacijom NFxB signalnog puta, detektovana je u gojaznosti ali 1
poremecajima koji su povezani sa njom poput hipertenzije, leptinske i insulinske
rezistencije i1 dijabetesa tipa 2 (Cai, 2013b; Kleinridders i sar., 2009; Purkayastha i sar.,
2011). Sliéno kao kod inflamacije u masnom tkivu, preopterecenje hranljivim
materijama se smatra jednim od okidaca inflamacije u mozgu. Istrazivanja pokazuju da
akutno izlaganje CNS-a glukozi i lipidima dovodi do aktivacije IKKB/NF«xB kompleksa
1 pokretanja NFkB signalnog puta u hipotalamusu (Zhang i sar., 2008). Dugoro¢na
ishrana bogata mastima izaziva promenu obrazca ekspresije proinflamatornih citokina
kao i1 povecanu aktivaciju NFkB-a u hipotalamusu (De Souza i sar., 2005). Takode,
povecan unos fruktoze moZe dovesti do povecanja ekspresije IL1, IL6 i1 TNFa u
hipotalamusu (Li i sar., 2015).

Mehanizam putem koga hranljive materije izazivaju neuroinflamaciju mogao bi
da ukljucuje stres endoplazmatic¢nog retikuluma usled preopterecenja u sintezi i obradi
proteina, razvoj oksidativnog stresa kao posledicu povecane produkcije reaktivnih vrsta
kiseonika ili njihovog slabijeg ukljanjanja tokom pojacanog metabolizma hranljivih
materija, kao 1 aktivaciju citokinskih 1 TLR receptora na povrSini ¢elija koji potom
pokrecu inflamatorni odgovor (Cai, 2013a). lako su masne kiseline predominantni
aktivatori TLR-a, pokazano je da fruktoza povecava njegovu ekspresiju u hipotalamusu
(Li 1 sar., 2015) te bi stoga mogla indirektno doprineti povecanoj osetljivosti ovog dela
mozga na razvoj inflamacije. Dalje, neke studije pokazuju da ishrana bogata mastima
povecava nivo endotoksina i da Zivotinje na takvoj ishrani razvijaju prenaglaseni
odgovor na njihovo prisustvo povecavajuci ekspresiju gena za proinflamatorne citokine
(Thaler i Schwartz, 2010).

Bez obzira na uzrok nastanka, inflamacija u hipotalamusu narusava regulaciju
unosa hrane i1 energetskog balansa Sto moze dovesti do razvoja gojaznosti 1 sa njom
povezanih poremecaja. Naime, u uslovima optimalne ishrane, nivo IkB proteina,
glavnog regulatora aktivnosti NF«xB signalnog puta, visoko je eksprimiran u
hipotalamusu te je aktivnost NFkB-a negativno regulisana u ovom delu mozga pri
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fizioloSkim wuslovima. Dodatno, in sifu hibridizacijom je pokazano da se IKKp
predominantno eksprimira u delu hipotalamusa u kome su smesteni centri regulacije
unosa hrane 1 energetskog balansa, §to zbirno ukazuje na posebnu osetljivost ovog dela
hipotalamusa na uticaj proinflamatornih signala i razvoj inflamacije (Zhang i sar.,
2008). Upravo je u neuronima nukleusa arcuatusa koji sekretuju AgRP/NPY 1 POMC,
povisena aktivacija NFxB signalnog puta u odgovoru na povecano prisustvo hranljivih
materija (Zhang i sar., 2008).

Inflamacija u hipotalamusu moZze narusiti leptinsku i insulinsku osetljivost
neurona koji sekretuju AgRP/NPY 1 POMC. Naime, proinflamatorni markeri mogu
uticati na pozitivnu regulaciju inhibitora leptinskog i insulinskog signalnog puta poput
proteina SOCS3 (Thaler i Schwartz, 2010). Promotor gena za SOCS3 poseduje dva
mesta za vezivanje NFkB transkripcionog regulatora i delecija bilo kog od ovih mesta
znacajno umanjuje aktivnost promotora. Tretman celija TNFa citokinom uzokuje

povecanje SOCS3 na nivou iRNK i proteina.

1.6.3.  Stres i inflamacija — uloga glukokortikoida

Veliki procenat populacije svakodnevno je izloZen stresu razlicite etiologije, $to
ne samo da naruSava opsti utisak dobrog stanja organizma ve¢ 1 uzrokuje
hiperosetljivost imunskog sistema stimuliSu¢i razvoj alergija, astme 1 raznih
autoimunskih oboljenja (Thaler i Schwartz, 2010). Procene razli¢itih izvora su da je 1 do
75% poseta lekaru zasnovano na posledicama stresa $to govori o Sirini i ozbiljnosti
efekata koje stres ostvaruje na zdravlje ljudi (Marshall, 2011). Komponente odgovora
organizma na stres mogu pojacati ili inhibirati neke aspekte imunskog sistema
(Dhabhar, 2002; Glaser 1 sar., 2000). Rane studije o ulozi stresa u razvoju inflamacije
ukazale su da stres ostvaruje imunosupresivne efekte, povecavajuéi verovatnocu pojave
infekcije 1 smanjujuci reakciju organizma na vakcine (Yang i Glaser, 2002). Ipak,
mehanizam delovanja stresa na imunski sistem i1 dalje ima mnogo nepoznanica. Smatra
se da centralnu ulogu nema supresija imunskog sistema ve¢ poremecena regulacija koja
dovodi do neadekvatnog odgovora, izmenjene duZine trajanja, balansa medijatora i
efektora inflamacije kao i poremecaja anti-inflamatorne zastite. Zbog uticaja stresa na

ovako kompleksnu regulaciju imunskog sistema, postoje oprecni literaturni podaci po
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kojima stres moze imati i pro- i anti-inflamatorne efekate. Tako se hroni¢ni stres
istovremeno dovodi u vezu sa redukovanjem ¢elijskog imunskog odgovora leukocita i
monocita 1 njihovom smanjenom produkcijom proinflamatornih citokina (Bauer 1 sar.,
2000; Kiecolt-Glaser i sar., 1996, 1995) kao i sa povecanjem inflamatornih markera i
izazivanjem inflamacije u masnom tkivu 1 cirkulaciji (Karagiannides i sar., 2014). Na
krajnji rezultat efekta stresa na imunski sistem uti¢e i intenzitet stresora kao i duzina i
ucestalost izlaganja, ¢ineci uticaj stresa na imunski sistem jo$ sloZenijim.

Glukokortikoidi, kao glavni akteri u odgovoru organizma na stres, ostvaruju
interakcije sa imunskim sistemom moduliSu¢i njegov odgovor. Naime, prirodni 1
sinteticki glukokortikoidi su u Sirokoj upotrebi u le¢enju kako akutnih tako i1 hroni¢nih
inflamacija. Svoje anti-inflamatorno dejstvo, glukokortikoidi ostvaruju od prvih etapa u
razvoju inflamacije tako S§to spreCavaju vazodilataciju i povecanje propustljivosti
kapilara 1 smanjuju migraciju leukocita na mesto inflamacije (Coutinho i Chapman,
2011). Takode, mogu izazvati apoptozu neutrofila, bazofila, eozinofila i T limfocita ali 1
modulaciju funkcija B limfocita, monocita, makrofagi i granulocita i na taj nacin
smanjiti inflamaciju (Sorrells i Sapolsky, 2007). U makrofagima, glukokortikoidi
inhibiraju p38 kinazu, moduliSu¢i produkciju citokina (Bhattacharyya i sar., 2007).
Glukokortikoidi inhibiraju ekspresiju gena koji kodiraju proinflamatorne citokine i
hemokine, molekule za adheziju ¢elija kao i1 klju¢ne enzime uklju€ene u inicijaciju i
odrzavanje inflamacije (Coutinho i Chapman, 2011), dok istovremeno pozitivho
reguliSu ekspresiju anti-inflamatornih gena (Uhlenhaut i sar., 2013).

Glukokortikoidi inhbiraju NFxB signalni put deluju¢i preko vise razli¢itih
mehanizama zasnovanih na protein-protein interakcijama. Naime, pokazano je da GR
direktno stupa u interakciju sa p65 subjednicom u samom jedru, ¢ime je onemogucena
transaktivaciona funkcija ove subjedinice NF«B (Liden i sar., 1997). Dalje, GR moZze da
blokira regrutovanje transkripcionog elongacionog faktora na promotore za koje je
vezan NFkB te time spreci pocetak transkripcije proinflamatornih gena regulisanih
NF«B-om (Luecke i Yamamoto, 2005). Regrutovanje histon dezacetilaze na promotore
koje reguliSe NFkB (Ito i sar., 2006), ili pak spreavanje interakcije NFkB sa histon
acetiltransferazama (McKay 1 Cidlowski, 2000) su primeri kako glukokortikoidi mogu 1
na epigenetickom nivou da negativno reguliSu aktivnost NFxB-a. Glukokortikoidi

aktiviraju 1 ekspresiju GILZ proteina (eng. Glucocorticoid-induced leucine zipper) za
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koga je pokazano da dovodi do inhibicije NFkB signalnog puta jos uvek nedovoljno

razjasnjenim mehanizmom (Ayroldi i Riccardi, 2009).
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Savremeni nacin zivota karakteriSe povecan unos preradene, visokokalori¢ne
hrane bogate fruktozom i svakodnevna izloZzenost stresu. Primeceno je da ovi faktori
koreliraju sa sve ucestalijom pojavom metabolickog sindroma koji u poslednjih
nekoliko decenija alarmira svetsku zdravstvenu javnost budu¢i da predstavlja vodeci
faktor rizika za razvoj dijabetesa tipa 2 i kardiovaskularnih bolesti. Na osnovu ¢injenice
da se u metabolickom sindromu ispoljavaju 1 simptomi hiperkortizolemije
pretpostavljeno je da je u patogenezu ovog sindroma ukljuen signalni put
glukokortikoidnih hormona.

Hipotalamus je jedan od kljuénih regiona centralnog nervnog sistema za
odrzavanje energetske 1 metabolicke homeostaze u organizmu kao i za regulaciju
odgovora organizma na delovanje stresora. Danas je poznato da i masno tkivo
predstavlja vrlo aktivan metabolicki centar koji ucestvuje u regulaciji energetske
homeostaze. Dodatno, visceralna gojaznost je jedna od najizrazitijih karakteristika
metabolickog sindroma te su upravo visceralno masno tkivo i hipotalamus fokus nasih
ispitivanja.

Iako se metabolicki sindrom ceS¢e javlja kod Zena, najve¢i broj animalnih
studija koje se bave patogenezom ovog sindroma sprovedena je na muzjacima. Zbog
toga su istraZzivanja na Zenkama od izuzetnog znafaja za bolje razumevanje
molekularnih mehanizama nastanka i razvoja sindroma.

Imajuc¢i sve prethodno u vidu, cilj ove doktorske disertacije bio je da se testira
hipoteza da ishrana bogata fruktozom u kombinaciji sa hroni¢nim stresom dovodi do
promena u glukokortikoidnoj signalizaciji u visceralnom masnom tkivu i hipotalamusu
koje doprinose razvoju karakteristika metabolickog sindroma kod Zenki pacova. Posebni
ciljevi ove doktorske disertacije bili su da se odgovori na sledeca pitanja:

e Da li ishrana bogata fruktozom, hroni¢ni nepredvidivi stres i/ili njihova
kombinacija dovode do promena u nivou ekspresije enzima prereceptorskog
metabolizma glukokortikoida (HSD1 1 H6PDH), unutarc¢elijske distribucije i
funkcionalnih karkateristika GR-a kao 1 ekspresije gena regulisanih GR-om koji
su ukljuceni u metabolizam lipida u visceralnom masnom tkivu Zenki pacova.

e Da li postoje razlike u prereceptorskom metabolizmu glukokortikoida, nivou

GR-a 1 ekspresiji oreksigenih neuropeptida regulisanih ovim receptorom u
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hipotalamusu zenki pacova nakon ishrane bogate fruktozom, hroni¢nog
nepredvidivog stresa i njihove kombinacije.

Da 1li nakon primenjenih tretmana dolazi do promena ekspresije leptina u
masnom tkivu 1 njegovog nivoa u cirkulaciji, kao 1 do promena ekspresije
ObRb-a i inhibitora leptinske signalizacije u hipotalamusu, koje mogu da
dovedu do razvoja leptinske rezistencije.

Da 1li pomenuti tretmani dovode do promena u inflamatornom statusu
visceralnog masnog tkiva 1 hipotalamusa, kao 1 da 1li se efekti fruktoze na
markere inflamacije u visceralnom masnom tkivu razlikuju kod mladih i

adultnih Zenki pacova.
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Materijal 1 metode
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3.1. Materijal

Fruktoza je nabavljena od firme Apipek (Becej, Srbija). Neobelezeni sinteticki
glukokortikoid deksametazon 1 misje monoklonsko antitelo na B Aktin (AC-15)
proizvodi su firme Sigma Chemicals (St. Louis, MO, USA). Radioaktivno obelezeni
[1,2,4 - °'H] deksametazon  ([’H]Dex, specifitna radioaktivnost 36,0 Ci/mmol),
polivinildifluoridna (PVDF) membrana, 1 komplet za detekciju “Western blotting
reagent pack” u ¢ijem sastavu su: kozji IgG (na misja i zecja antitela) konjugovan sa
alkalnom fosfatazom, kao i hemifluorescentni (ECF) supstrat za detekciju kupljeni su od
firme Amersham (Pharmacia Biotech, UK). KoriS¢ena su zecja poliklonska antitela na:
GR (PA1-511A), nabavljeno od firme Affinity BioReagents-a (Golden, CO, USA);
HSD1 (ab109554) od firme Abcam (Cembrige, UK); H6PDH (sc-67394), SREBPl1c
(sc-366), karnitin palmitoil transferaza 1 (eng. Carnitine palmitoyltransferase 1; CPT1)
(sc-98834), NFkB/p65 (sc-372), IkB (sc-371), ObRb (sc-8391) kao 1 miSje monoklonsko
antitelo na PPARY (sc-7273) kupljeni su od firme Santa Cruise biotechnology (Santa
Cruise, CA, USA). Markeri kori$¢eni za elektroforetsko odredivanje molekulskih masa
proteina su proizvod kompanije Thermo Fisher Scientific Inc. Komplet za kvantitativno
odredivanje koncentracije kortikosterona u serumu 1 plazmi je proizvod firme
Immunodiagnosticsystems Itd. (UK). Komplet za reverznu transkripciju ,,High capacity
cDNA reverse transcription kit”; mikrotitar reakcione plo¢e od 96 mesta, inhibitor
RNaze, prajmeri i probe za: ACC (Rn00573474 ml), FAS (Rn00685720 ml), LPL
(Rn00561482 m1), Leptin (Rn00565158 ml), HSL (Rn00563444 ml), PEPCK
(Rn01529014 m1), IL1 (Rn00580432 ml), IL6 (Rn01410330 ml), TNFa
(Rn01525859 ¢g1), SOCS3 (Rn00585674 sl), AgRP (Rn01431703 gl), NPY
(Rn01410145_m1), ObRb (Rn00561369 ml) i hipoksantin fosforibozil transferaza 1
(HPRT1) (Rn01527840 ml); kao i ,,TagMan Universal Master Mix” kupljeni su od

firme Applied Biosystems. Dezoksiribonukleaza I je kupljena od firme Fermentas, a
reagens TRIzol® od firme AmBion. Voda ,,RNase-DNase free water” proizvod je

firme Eppendorf.
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3.2. Tretman Zivotinja

U studiji su koris¢ene dve starosne grupe Zenki pacova soja Wistar, starosti 21
dan i 2.5 meseca na pocCetku eksperimenta kada su nasumic¢no rasporedene 3 po kavezu i
dalje podeljene u eksperimentalne grupe. Mlade Zenke su podeljene na osnovu ishrane
kojoj ¢e biti podvrgnute u dve eksperimentalne grupe: K — mlade zenke hranjene
standardnom hranom 1 pija¢com vodom i F — mlade Zenke hranjene istom hranom 1 10%
rastvorom fruktoze umesto vode. Adultne Zenke su podeljene u Cetiri eksperimentalne
grupe: K — Zivotinje hranjene standardnom laboratorijskom hranom i pijaéom vodom; F
— zivotinje hranjene istom hranom i 10% rastvorom fruktoze umesto vode; S — Zivotinje
hranjene na isti na¢in kao kontrolne 1 izlagane hroni¢nom, nepredvidivom stresu; i SF —
zivotinje koje su uz ishranu obogacenu fruktozom izlagane i hroni¢nom nepredvidivom
stresu. Primenjeni protokol stresa predstavlja izmenjeni protokol Joelsa i sar., (Joéls 1
sar., 2004) i ukljucuje slede¢e dnevne stresore: prinudno plivanje u hladnoj vodi tokom
10 min, fizicko ogranicenje kretanja tokom 60 min, boravak u hladnoj sobi na 4°C
tokom 50 min, mokru prostirku u periodu od 4 h, zamenu kaveza u trajanju od 2 h,
klackanje kaveza tokom 1 h i nagnut kavez pod uglom od 45° tokom no¢i. Vreme
pocetka i tip dnevnog stresora su nasumi¢no odabrani na pocetku eksperimenta. Sve
eksperimentalne zivotinje su imale ad [ibitum prisup hrani 1 tecnosti 1 boravile su na
konstantnoj temperaturi od 22°C 1 definisanom dnevno-no¢nom ciklusu sa smenom na
12 sati. Studija je uradena u skladu sa etickim nacelima Evropske komisije za zaStitu
zivotinja 2010/63/EU 1 odobrena od strane Etickog komiteta za upotrebu laboratorijskih

zivotinja Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢* (No 3-12/12).
3.3. Karakterizacija animalnog modela

Unos hrane i te¢nosti meren je svakodnevno tokom 9 nedelja tretmana i na
osnovu dobijenih podataka izracunat je unos energije poreklom od hrane (1 g=11 KJ) i
fruktoze (1 ml=1,72 KJ) dok je ukupan energetski unos dobijen iz njihovog zbira.
Telesna masa merena je prvog i poslednjeg dana eksperimenta dok je masa masnog
tkiva merena neposredno nakon Zrtvovanja i na osnovu nje je izraCunat odnos mase

masnog tkiva i telesne mase poslednjeg dana eksperimenta.
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Zivotinje su Zrtvovane brzom dekapitacijom. Noé¢ pred Zrtvovanje svim
zivotinjama je uklonjena hrana a grupama na fruktoznom rezimu 1 fruktoza, koja je
zamenjena pija¢om vodom. Sve Zivotinje su Zrtvovane u diestrusnoj fazi estrusnog
ciklusa, odredenoj analizom vaginalnih briseva pod mikroskopom. Krv iz trupa
pojedinacnih zivotinja prikupljana je u odvojenim tubama oblozenim sa EDTA 1
centrifugirana na 3000g 10 min, nakon ¢ega se kao supernatant izdvaja krvna plazma.
Plazme su ¢uvane na -20°C do upotrebe. Koncentracija triglicerida merena je iz pune
krvi neposredno nakon zrtvovanja MultiCare dijagnostickim trakama. Nivoi slobodnih

masnih kiselina i mokraéne kiseline u plazmi odredeni su komercijalno.
3.4. Priprema kompartmana visceralnog masnog tkiva

Izolovano visceralno masno tkivo (retroperitonealno, perirenalno i omentalno) je
odmah zamrznuto 1 do daljeg korisS¢enja Cuvano u tecnom azotu. Nakon odmrzavanja
tkivo je izmereno i u odnosu 1:1 (m/z) homogenizovano u hladnom homogenizacionom
puferu, 20 mM Tris-HCI, pH 7.4, koji sadrzi 10% glicerol, 50 mM NaCl, 1 mM
EDTA-Na;, 1 mM EGTA-Na,, 2mM ditiotreitol, 20 mM Na,MoQO,4, 0,15 mM
spermidin, 0,1 mM fenilmetilsulfonilfluorid, 5 pg/ml antipain, 5 pg/ml aprotinin, 10
pg/ml inhibitor tripsina, 20 mM [-glicerofosfat, 5 mM NasP,07;, 25 mM NaF. Deo
homogenata je sonifikovan na ledu, 3 x 15s na 1A i 50/60 Hz, sa amplitudom 30%
(Hielscher Ultrasound Processor) i potom centrifugiran 1 h na 105000 g, 4°C. Dobijeni
supernatanti su koriSéeni kao ukupni celijski ekstrakti. Preostali deo homogenata je
centrifugiran 10 min, na 2000 g, 4°C. Supernatant (S1) je koriS¢en za dobijanje citosola
1 mikrozomske frakcije. Talog (T1) je ispran homogenizacionim puferom (10 min,
2000 g, 4°C), nakon cega je resuspendovan u jednakoj zapremini (m/z) NUN pufera
(25 mM HEPES, pH 7,6, koji sadrzi 1 M ureu, 300 mM NaCl, 1% NP40, 2 mM
ditiotreitol, 20 mM Na;MoQOy4, 0,15 mM spermidin, 0,1 mM fenilmetilsulfonilfluorid,
20 mM B-glicerofosfat, 5 mM Na4P,07 1 25 mM NaF) i inkubiran | h na ledu uz esto
mesSanje na vibracionoj mesalici. Po zavrSetku inkubacije suspenzija je centrifugirana
10 min na 8000 g, 4°C i supernatant je koriS¢en kao jedarni ekstrakt. Supernatant S1 je
centrifugiran 1 h na 105000 g, 4°C, nakon Cega je supernatant koriS¢en kao citosol, dok

je talog koji predstavlja mikrozomsku frakciju opran sa 100 mM NasP,0O7, pH 7,4 (1 h,
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105.000 g, 4°C) i resuspendovan u fosfatnom puferu (50 mM K,HPO4, 10 mM KH;POy,
0,1 mM EDTA, 20% glicerol 1 0,1 mM ditiotreitol, pH 7,4).

3.5. Priprema ukupnih Celijskih ekstrakata hipotalmusa

Izolovani hipotalamusi su odmah zamrznuti i do dalje upotrebe ¢uvani u te€cnom
azotu. Nakon odmrzavanja tkivo je homogenizovano u hladnom RIPA puferu (50 mM
Tris-HCI, pH 7,4, koji sadrzi 150 mM NaCl, 10 mM EDTA-Na,, 10 mM EGTA-Na,,
0.5% Triton X, 1% NP40, 0.1% SDS, 2 mM ditiotreitol, 20 mM Na,MoO4, 0,1 mM
fenilmetilsulfonilfluorid, 5 pg/ml antipain, 5 mM NaysP,07, 25 mM NaF) u odnosu 1:4
(m/z). Homogenati su sonifikovani 3x5 s, 1A, 50/60 Hz na ledu i vorteksovani, pa
potom centrifugirani 20 min na 14000g, 4°C. Izdvojeni supernatanti su koriS¢eni kao

ukupni ¢elijski ekstrakti hipotalamusa.
3.6. Elektroforeza na poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE)

Razdvajanje proteina prema molekulskim masama izvrSeno je elektroforezom na
poliakrilamidnim gelovima u aparaturi Mini-Protean II Electrophoresis Cell (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). Svaki gel bio je saCinjen iz dva funkcionalno razlicita dela,
gornjeg gela za koncentrovanje (4% akrilamid/0,14% bisakrilamid, 0,1% SDS,
125 mM Tris-HCI, pH 6,8) 1 donjeg gela za razdvajanje proteina molekulskih masa
izmedu 50 1 100kDa (7,5% akrilamid/0,27% bisakrilamid, 0,1% SDS,
375 mM Tris-HCI, pH 8,8) odnosno gela za razdvajanje proteina manjih molekulskih
masa (12% akrilamid / 0,43% bisakrilamid, 0,1% SDS, 375 mM Tris-HCI, pH 8,8). Kao
katalizatori polimerizacije gelova koriS¢eni su 0,05% amonijum persulfat i 0,033%
TEMED.

Uzorci su pripremljeni kuvanjem 5 min na 100°C u jednakoj zapremini
redukujuceg 2 puta koncentrovanog pufera za uzorke (125 mM Tris, pH 6,8 koji sadrzi
20% t/z glicerol, 4% t/z SDS 1 10% B-merkaptoetanol), nakon ¢ega su nanoSeni na gel i
razdvajani pri konstantnom naponu od 120 V na 4°C u trajanju oko 90 min (pufer za

rezervoare: 192 mM glicin, 0,1% SDS 1 25 mM Tris-HCI, pH 8,3).
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3.7. Western blot metoda

Transfer proteina sa gelova na PVDF membrane vrSen je u aparaturi Mini
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), preko
no¢i pri konstantnoj struji od 135 mA po gelu na 4°C, u 25 mM Tris puferu, pH 8,3,
koji sadrzi 192 mM glicin i 20% (t/z) metanol. Nakon transfera PVDF membrane su
bojene 1% rastvorom Ponceau S u 5% sircetnoj kiselini, kako bi se proverila efikasnost
transfera. Mesta na membranama koja nisu zauzeta proteinima, blokirana su
inkubacijom 1h na sobnoj temperaturi u PBS puferu (1,5 mM KH,PO4, 6,5 mM
Na,HPOy, 2,7 mM KCl, 0,14 M NaCl, pH 7,2) koji sadrzi 1% nemasnog mleka u prahu.
Za detekciju GR-a, HSD1, H6PDH, CPT1, SREBPlc, PPARy, NF«B, IkB, ObRb i
B aktina koriS¢ena su primarna antitela: PA1-511A, ab109554, sc-67394, sc-98834,
sc-366, sc-7273, sc-372, sc-371, sc-8391 i AC-15, redom. Membrane su sa primarnim
antitelima inkubirane preko no¢i na 4°C uz meSanje, a zatim ispirane 4 puta po 5 min
PBS puferom koji sadrzi 0,1% Tween 20 1 inkubirane sa odgovaraju¢im sekundarnim
antitelom konjugovanim sa alkalnom fosfatazom, tokom 1 h na sobnoj temperaturi.
B-aktin je koriS¢en za svaki uzorak kao kontrola jednakog nanoSenja uzoraka na gel. Pre
izvodenja enzimske reakcije membrane su isprane PBS puferom koji sadrzi 0,1%
Tween 20, a zatim cistim PBS puferom. Imunopozitivne trake na membranama su
vizuelizovane inkubacijom sa ECF supstratom za alkalnu fosfatazu i skenirane na
skeneru za detekciju fluorescencije STORM (Amersham, UK). Kvantitativna analiza
relativnih integrisanih optickih gustina imunopozitivnih traka izvrSena je ImageQuant
softverom. Nakon detekcije svakog od proteina vezana antitela su uklonjena pomocu

0,2 M NaOH, membrane ponovo blokirane i dalje inkubirane sa narednim antitelom.
3.8. Izolovanje RNK

Ukupna RNK iz visceralnog masnog tkiva i hipotalamusa Zenki pacova
izolovana je upotrebom reagensa TRIzol® prema uputstvima proizvodaca. Ukratko,
tkiva su homogenizovana u reagensu TRIzol® 1:10 (m/z) i homogenati su centrifugirani
(10 min, 12.000 g, 4°C) nakon cega je odbacen gornji lipidni sloj, a supernatant je
inkubiran 5 min na 30°C. Zatim je dodat hloroform i centrifugiranjem (10 min,

12.000 g, 4°C) je izdvojena povrSinska, vodena faza u kojoj se nalazi RNK, koja je
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potom precipitirana preko no¢i na -20°C dodavanjem 3M Na-acetata, pH 5,0 1
izopropanola. Precipitirana RNK je prana 75% etanolom (10 min, 14.000 g, 4°C) i
rastvorena u vodi u kojoj nema RNaza i DNaza. Alikvot RNK je odvojen za odredivanje
koncentracije i Cistoée RNK, a u ostatak je dodat inhibitor RNaza i tako pripremljeni

uzorci su zamrznuti 1 ¢uvani na -80°C do upotrebe.
3.9. DNazni tretman i reverzna transkripcija

Moguc¢a kontaminacija pripremljenih uzoraka RNK sa DNK uklonjena je
enzimskim tretmanom. Enzim dezoksiribonukleaza 1 (DNaza 1) je endonukleaza koja
vrsi digestiju jednolancane i dvolan¢ane DNK. Enzim je dodat u uzorke RNK i nakon
polucasovne inkubacije na 37°C, reakcija je zaustavljena zagrevanjem na 65°C u
prisustvu EDTA. Za prevodenje RNK u cDNK koris¢en je komplet za reverznu
transkripciju ,,High capacity cDNA reverse transcription kit” prema uputstvu
proizvodaca. Reverzna transkripcija je izvrSena u reakcionoj smesi zapremine 20 pl, u
kojoj su se pored RNK uzorka nalazili enzim reverzna transkriptaza (MultiScribe™),
smesa dezoksiribonukleotidtrifosfata (ANTP) 1 nasumi¢no konstruisani prajmeri.
Reakcija se odvijala po slede¢em tempereturnom rezimu: 10 min na 25°C, a zatim
2 sata na 37°C i zaustavljena je zagrevanjem na 85°C. Uz svaku pojedinacnu reakciju
reverzne transkripcije odvijala se i dodatna reakcija bez prisustva enzima reverzne
transkriptaze koja je sluzila kao negativna kontrola. Sintetisana cDNK cuvana je

na -80°C do dalje upotrebe.

3.10. Lanc¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu

(Real-time PCR)

Ispitana je ekspresija gena koji kodiraju ACC, FAS, LPL, PEPCK, HSL i Leptin
u visceralnom masnom tkivu, NPY, AgRP, SOCS3 i ObRb u hipotalamusu, dok je nivo
ekspresije gena koji kodiraju IL1, IL6 1 TNFa odredivan u oba ispitivana tkiva. Sve
lancane reakcije polimeraze (eng. Polymerase chain reaction; PCR) u realnom
vremenu, takode poznate pod nazivom kvantitativni PCR (qPCR), izvodene su u aparatu
AB Prism 7000 Sequence Detector System (Applied Biosystems). Ukupna zapremina

reakcione smesSe iznosila je 25 pl, a ¢inili su je: 1x ,,TagMan Universal PCR Master
62



b

Mix”, 1x ,,TagMan Gene Expression Assay” i kao matrica 20 ng cDNK sintetisane
reverznom transkripcijom na RNK izolovanoj iz visceralnog masnog tkiva odnosno
hipotalamusa eksperimentalnih Zivotinja. ,,TagMan Universal Master Mix” sadrzi
AmpliTaq Gold DNK polimerazu, dNTP uz dUTP, AmpErase uracil N glikozilazu i kao
pasivnu referencu ROX boju ,,TagMan Gene Expression Assay” za odabrani gen sadrzi
par neobelezenih prajmera i TagMan MGB (eng. Minor groove binder) probu obelezenu
reporterskom FAM fluorescentnom bojom na 5'kraju, a na 3'kraju se nalazi hvata¢
(eng. Quencher) koji sluzi da suprimira fluorescenciju reporterske boje kada se nalazi u
njenoj blizini, odnosno kada je proba intaktna. Da bi se izbegla kontaminacija
genomskom DNK koriS¢eni su prajmeri koji se prostiru preko spoja egzon-egzon.

Faza inicijacije PCR reakcije ostvarena je inkubacijom 2 min na 50°C u toku
koje se aktivira uracil-N-glikozilaza i 10 min na 95°C tokom koje se aktivira AmpliTaq
Gold DNK polimeraza, nakon ¢ega sledi 40 ciklusa od po 15 s denaturacije na 95°C
pracenih sa po 60 s na 60°C u toku kojih dolazi do hibridizacije i elongacije prajmera.
Svako merenje je ukljucivalo ,slepu” probu, kao negativnu kontrolu u kojoj je
izostavljena cDNK. Sve reakcije su izvedene u triplikatu na mikrotitar ploci sa 96
mesta. Da bi se smanjile varijacije, za amplifikaciju svih gena u jednom uzorku
koris¢ena je ista ¢cDNK smeSa, dok je svaki pojedinac¢ni gen ispitan u razli¢itim

uzorcima na jednoj PCR ploci. Kao referentni gen koriS¢en je HPRT1.

3.11. Odredivanje ravnoteznih parametara vezivanja

hormona za receptor

Ravnotezni parametri interakcije hormon-receptor, konstanta disocijacije (Kp) i
broj vezivnih mesta za hormon (Bmax) odredeni su u citosolima visceralnog masnog
tkiva zenki pacova. Alikvoti (50 pul) citosola su inkubirani 18 h na ledu sa 7 razlicitih
koncentracija ["H]Dex-a u rasponu od 1-70 nM u prisustvu i odsustvu 100 puta veée
koncentracije Dex-a. Nevezani hormon je uklonjen adsorbcijom na ugalj-dekstran
inkubacijom 10 min na 0°C sa suspenzijom koja sadrzi 3,75% aktivnog uglja 1
0,375% dekstrana. Nakon inkubacije uzorci su centrifugirani 1 min na 12000 g, 4°C i

supernatanti su direktno unoSeni u scintilacioni koktel radi merenja radioaktivnosti
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(Rackbeta scintilacioni broja¢ za te¢ne uzorke, LKB, sa efikasno$¢u od oko 48%). Sva
merenja su radena u triplikatu.

Dobijene krive zasi¢enja imaju oblik pravougle hiperbole i predstavljaju
zavisnost broja kompleksa hormon-receptor od koncentracije raspolozivog hormona.
Krive zasi¢enja su fitovane pomocu programa GrapHPAd PrismIII 1 iz njih su

izra¢unate numericke vrednosti za Kp 1 Buax-
3.12. Odredivanje koncentracije kortikosterona i leptina

Koncentracija kortikosterona u citosolima visceralnog masnog tkiva i nivo
kortikosterona i leptina u plazmi Zenki pacova odredivani su upotrebom kompleta za
kvantitativno odredivanje koncentracije kortikosterona 1 leptina enzimskim
imunoesejem prema uputstvima proizvodaca. Apsorbanca je merena spektrofotometrom
Multiscan Spectrum (Thermo ELECTRON CORPORATION, Finland) u mikrotitar

plo¢ama sa 96 mesta.
3.13. Odredivanje koncentracije proteina i RNK

Koncentracija proteina u uzorcima je odredivana metodom po Spektoru (Spector
1978). Standardna kriva je konstruisana na osnovu merenja apsorbance rastvora
albumina govedeg seruma poznatih koncentracija. Apsorbanca je merena na talasnoj
duzini od 595 nm, spektrofotometrom Multiscan Spectrum (Thermo ELECTRON
CORPORATION, Finland) u mikrotitar plocama sa 96 mesta.

Koncentracija RNK je odredena merenjem apsorbance uzorka na talasnoj duZini
od 260 nm spektrofotometrom BioPhotometer (Eppendorf). Imajuéi u vidu da
apsorbanca od jedne jedinice, merena na 260 nm odgovara 40 pg/ml RNK,
koncentracija RNK je automatski izraCunata po formuli:

C =40 x Ay x faktor razblazenja
Za proveru ¢isto¢e RNK uziman je odnos apsorbance na 260, 280 i 230 nm. Apsorpija
na 280 nm ukazuje na prisustvo proteina u uzorku, dok apsorpcija na 230 nm ukazuje na
kontaminaciju uzorka wugljenim hidratima, peptidima, fenolima 1 aromaticnim
jedinjenjima.  Odnosi  A260/A280>1.8 1 A260/A230>1.8 smatrani su

zadovoljavajuéim.
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3.14. HistoloSka anliza visceralnog masnog tkiva

Deo visceralnog masnog tkiva pojedinacnih Zivotinja izdvojen je odmah nakon
izolovanja 1 fiksiran u 4% paraformaldehidu. Nakon isteka 24 h, tkiva su
dehidratizovana u serijskim razblaZzenjima etanola (30%-100%) i ksilenu. Tkiva su
potom ukalupljena u parafinske blokove (Histolab Product Ab, Goteborg, Sweden) i
seCena rotacionim mikrotomom (RM 2125RT Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)
na preseke debljine 10 um. Deparafizovani i rehidratisani preseci visceralnog masnog
tkiva potom su bojeni hematoksilinom i eozinom. Morfometrijska anliza izvedena je
programom Adiposoft (automatizovanim softverom za analizu ¢elija masnog tkiva iz
histoloskih preseka). Slike preseka za analizu dobijene su mikroskopom (Olympus, BX-
51, Olympus Corp., Tokyo, Japan) opremljenim sa CCD video kamerom (PixeLINK,
Ottawa, ON, Canada) kojim upravlja softverski paket newCAST (Visiopharm Integrator
System, version 3.2.7.0, Visiopharm, Denmark). Analizirani su broj i dijametar
adipocita na 100 ¢elija po preseku, na tri preseka po Zivotinji 1 pet zivotinja po

eksperimentalnoj grupi.
3.15. Statisticka analiza

U cilju odredivanja efekata koje ostvaruju fruktoza i hroni¢ni, nepredvidivi
stress, samostalno i u kombinaciji, primenjena je dvostruka ANOVA praéena posthoc
Tukey statistickim testom. Nivo verovatno¢e manji od 0,05 smatran je statistiCki

znaCajnim.
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4. Rezultati
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4.1. Fizioloski i biohemijski parametri Zenki pacova

Karakterizacija animalnog modela primenjenog u ovoj studiji je izvrSena
analizom svakondevnog unosa hrane i tecnosti, merenjem mase tela zivotinja, kao 1
merenjem mase visceralnog masnog tkiva. Dodatno, odredena je koncentracija
triglicerida, slobodnih masnih kiselina i mokra¢ne kiseline u krvnoj plazmi nakon
Zrtvovanja.

Dnevni unos energije, izracunat po formuli hrana (g) x 11 + fruktoza (ml) x 1,72
1 izrazen u KJ, bio je slican kod svih adultnih Zenki nezavisno od rezima ishrane ili
primenjenog stresa (Tabela 4.1.). Ipak, dvostruka ANOVA pokazala je znacajan efekat
stresa [F (1,11)=5,48; P<0,05] i fruktoze [F (1,11)=131,63; P<0,0001] u energetskom
unosu poreklom od hrane. Naime, obe grupe Zivotinja koje su pile fruktozu su unele
znacajno manje energije poreklom od hrane u odnosu na Zivotinje na standardnoj hrani 1
pijacoj vodi (P<0,001), s§to je u ukupnom energetskom unosu kompenzovano energijom
poreklom od fruktoze.

Dvostruka ANOVA pokazala je da stres ima izraziti efekat na masu tela
[F (1,37)=13,17; P<0,001], masu visceralnog masnog tkiva [F (1,37)=23,45; P<0,0001],
kao 1 na odnos mase masnog tkiva i telesne mase [F (1,37)=17,94; P<0,001] kod
adultnih zenki. Naime, post-hoc test ukazao je na znacajno smanjenje mase tela adultnih
zivotinja koje su pile fruktozu u kombinaciji sa izlaganjem stresu u poredenju sa
kontrolnim (P<0,01) i nestresiranim Zenkama hranjenim fruktozom (P<0,05). Dalje, i
apsolutna 1 relativna masa visceralnog masnog tkiva bila je smanjena kod adultnih
zivotinja izlaganih stresu na standardnoj (P<0,001) ali i na ishrani bogatoj fruktozom
(P<0,01 za apsolutnu, P<0,05 za relativhu masu) u odnosu na kontrolnu grupu adultnih
zenki (Tabela 4.1.). Telesna masa mladih Zenki koje su konzumirale fruktozu nije se
znacajno promenila ali je apsolutna i relativna masa visceralnog masnog tkiva bila
povecana (P<0,05), Sto ukazuje na povecanu visceralnu adipoznost ovih Zenki
(Tabela 4.2.).

Nivo triglicerida 1 slobodnih masnih kiselina u plazmi se nije razlikovao izmedu
Cetiri ispitivane eksperimentalne grupe adultnih Zenki (Tabela 4.1.).

Znacajan efekat fruktoze [F (1,35)=7,83; P<0,01], ali i stresa [F (1,35)=6,67;

P<0,05], ostvaren je na nivo mokraéne kiseline u plazmi adultnih nestresiranih Zenki
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koje su pile fruktozu, S§to je povecalo njen nivo (P<0,05) kod ovih Zenki u odnosu na

adultne netretirane zenke (Tabela 4.1.).

Tabela 4.1. Energetski unos, masa tela i visceralnog masnog tkiva 1 biohemijski

parametri

Kontrola

Fruktoza

Stres

Stres + Fruktoza

Energija od
hrane (kJ)

259,66 + 6,87

175,27 + 6,88 ***

253,04 + 3,98

142,01 + 12,28 ks 88

Energija od
fruktoze (kJ)

125,94 £ 7,76

142,96 = 17,95

Ukupan
energetski
unos (kJ)

259,66 £+ 6,87

301,22 £ 14,42

253,043 £3,98

284,97 +£ 15,50

Masa tela (g)

274,17+ 6,16

272,63 +£ 9,64

258,00 £ 5,82

239,70 + 5,79%* *

Masa
visceralnog
masnog tkiva

(2)

10,65 +£0,95

9,67+ 1,17

5,69 £0,51 ***

6,53 £0,61 **

Masa
visceralnog
masnog tkiva/
Masa tela
(x1000)

3,85+0,27

3,54 +£0,42

2,21 £0,20 ***

2,74 £ 0,26 *

Slobodne
masne
kiseline (mM)

0,82 +0,08

0,92 +0,13

0,84 + 0,09

0,99 + 0,08

Trigliceridi
(mM)

1,01 £ 0,06

1,07 £ 0,09

1,00 £ 0,12

1,10 £ 0,08

Mokrac¢na
kiselina
(umol/L)

100,36 + 6,79

136,72 £ 12,75 *

89,88 £ 9,41

102,24 + 5,26

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SEM; Energetski unos je izrazen po danu po zivotinji;
*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, promene u odnosu na K; “P<0,05, promene u odnosu F; $p<0,001,
promene u odnosu na S.

68



Tabela 4.2. Masa tela i visceralnog masnog tkiva mladih Zzenki

Kontrola Fruktoza
Masa tela (g) 259,00 £ 9,55 271,23 £8,48
Masa visceralnog masnog tkiva (g) 3,20+ 0,44 5,06 + 0,82*
Masa visceralnog masnog tkiva / Masa tela (x1000) 12,43 + 1,74 18,29 £ 2,51*

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SEM; Energetski unos je izrazen po danu po zivotinji;
*P<0,05, izmedu tretiranih i netretirane zivotinja.

4.2. Visceralno masno tkivo

4.2.1. HistoloSka analiza visceralnog masnog tkiva Zenki pacova

Preseci visceralnog masnog tkiva obojeni hematoksilinom i eozinom analizirani
su uz pomo¢ programa Adiposoft. Rezultati analize su pokazali da su ¢elije manjeg
(0-50 um) 1 veceg (50-100 um) dijametra homogeno distribuirane u svim
eksperimentalnim grupama, dok su jasno definisana ostrvca manjih adipocita primeéena
samo u F grupi (Slika 4.1.A). Prisustvo adipocita ve¢ih od 100 pum bilo je zanemarljivo.

Dvostruka ANOVA je pokazala znacajan efekat stresa na veli¢inu adipocita
[F (1,16)=27,75; P<0,0001] i to tako da je izlaganje hronicnom stresu povecalo
zastupljenost ¢elija manjeg dijametra kod Zivotinja izlaganih stresu na standardnoj
(P<0,01) 1 ishani bogatoj fruktozom (P<0,05) u poredenju sa kontrolnom grupom
zivotinja. Posledi¢no, ucestalost vecih adipocita bila je smanjena kod obe grupe
izlagane stresu, i to S (P<0,01) 1 SF (P<0,05) grupe u poredenju sa kontrolnom grupom
(Slika 4.1.B). Kod nestresiranih Zenki koje su pile fruktozu ucestalost malih adipocita je
bila 3 puta vec¢a (P<0,001) u ostrvcima u poredenju sa homogeno distribuiranim

¢elijama iste eksperimentalne grupe (Slika 4.1.C).
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Slika 4.1. Histoloska i morfometriska analiza visceralnog masnog tkiva adultnih Zenki.
Grupe: K — kontrola; F — zivotinje hranjene 10% rastvorom fruktoze ad libitum; S — zivotinje na
standardnoj ishrani izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu; SF — Zivotinje koje su
konzumirale fruktozu i izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu. A) Reprezentativni preseci
visceralnog masnog tkiva obojeni hematoksilinom i eozinom (uveli¢anje x 10) i ostrvca malih
adipocita iz F grupe (F-ostrvce). B) Distribucija veli¢ine adipocita (u intervalima od 50 um) za
sve Cetiri eksperimentalne grupe. Prikazane su srednje vrednosti = SEM (tri polja po preseku, tri
preseka po zivotinji i pet Zivotinja po eksperimentalnoj grupi). Statisticka znacajnost (dvostruka
ANOVA): *P<0,05, SF u odnosu na K; **P<0,01, S u odnosu na K; “P<0,05, SF u odnosu na F.
C) Distribucija veli¢ine adipocita (sa intervalima od 50 pm) iz ostrvaca malih adipocita F grupe
(F-ostrvce) u poredenju sa homogeno distriuiranim ¢elijama iste grupe. Prikazane su srednje
vrednosti + SEM (tri polja po preseku, tri preseka po Zivotinji i pet zivotinja po
eksperimentalnoj grupi). Statisticka znaGajnost (Studentov t-test): ““4P<0,001, F-ostrvce u
odnosu na homogeno distribuirane celije.

4.2.2. Prereceptorski metabolizam glukokortikoida

Nivo glukokortikoidnih hormona u krvnoj plazmi i visceralnom masnom tkivu
ispitan je ELISA metodom. S obzirom da se glukokortikoidni hormoni pre vezivanja za

receptor prevode iz neaktivne u aktivnu formu posredstvom enzima HSD1 i H6PDH,
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Western blot metodom ispitan je proteinski nivo ova dva enzima koji cine
prereceptorski metabolizam glukokortikoida.

Iako nije bilo znacajne promene u nivou kortikosterona u plazmi (rezultati nisu
prikazani), dvostruka ANOVA je pokazala znacajan efekat stresa [F (1,24)=13,85;
P<0,01] 1 interakcije faktora [F (1,24)=6,39; P<0,05] na nivo kortikosterona u
citosolima visceralnog masnog tkiva. Rezultati post-hoc testa ukazali su na povecanje
koncentracije kortikosterona u citosolima visceralnog masnog tkiva Zivotinja koje su
pile fruktozu i bile izlagane stresu u odnosu na kontrolne (za 40,9%, P<0,05) i

nestresirane zivotinje koje su pile fruktozu (za 75,5%, P<0,01) (Slika 4.2.).

it
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Slika 4.2. Koncentracija kortikostrerona u visceralnom masnom tkiva adultnih Zenki
pacova. Grupe: K — kontrola; F — zivotinje hranjene 10% rastvorom fruktoze ad libitum; S —
zivotinje na standardnoj ishrani izlagane hroni¢énom nepredvidivom stresu; SF — Zivotinje koje
su konzumirale fruktozu 1 izlagane hronicnom nepredvidivom stresu. Koncentracija
kortikosterona merena je ELISA metodom u citosolima visceralnog masnog tkiva Prikazane su
srednje vrednosti + SEM. Statisti¢ka znacajnost (dvostruka ANOVA): *P<0,05, SF u odnosu na
K; #P<0,01, SF u odnosu na F.

Nivo kortlkosterona (ng/mg)
N

Semikvantitativna analiza intenziteta imunopozitivnih traka proteina HSD1 u
mikrozomima visceralnog masnog tkiva i dvostruka ANOVA pokazali su dvostruko
ve¢i (P<0,05) nivo ovog proteina kod stresiranih Zzivotinja koje su pile fruktozu u
odnosu na netretirane zivotinje, a kao posledica znacajnog efekta stresa [F (1,17)=10,16;
P<0,01]. Statisticki znaCajne promene u nivou H6PDH proteina nisu primeéene

(Slika 4.3.).
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Slika 4.3. Nivo HSD1 i H6PDH proteina u visceralnom masnom tkivu adultnih Zenki
pacova. Grupe: K — kontrola; F — Zivotinje hranjene 10% rastvorom fruktoze ad libitum; S —
zivotinje na standardnoj ishrani izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu; SF — Zivotinje koje
su konzumirale fruktozu i izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu. Mikrozomska frakcija
visceralnog masnog tkiva analizirana je Western blot metodom. Relativna integrisana opticka
gustina imunoreaktivnih traka koje odgovaraju HSD1, H6PDH i B aktinu merena je pomocéu
softvera ImageQuant. Korekcija nejednakog nanoSenja uzoraka na gel izvrSena je
izracunavanjem odnosa intenziteta HSD1, H6PDH i 3 aktinskih traka za svaki uzorak. Relativni
nivo HSD1 i H6PDH je izrazen u arbitrarnim jedinicama (AJ). Prikazane su srednje vrednosti +
SEM. Statisticka znacajnost (dvostruka ANOVA): *P<0,05, SF u odnosu na K.

4.2.3. Nivo GR proteina i njegova unutarcelijska distribucija

Da bi se ispitalo kako ishrana obogacena fruktozom i izloZenost hroni¢nom
nepredvidivom stresu uti¢e na nivo GR proteina i njegovu unutarcelijsku distribuciju u
visceralnom masnom tkivu, uzorci citosola i nukleosola ovog tkiva su ispitani Western
blot metodom. Na nivou citoplazme, dvostruka ANOVA pokazala je znacajan efekat
stresa [F (1,10)=5,87; P<0,05], fruktoze [F (1,10)=6,95; P<0,05], kao 1 njihove
interakcije [F (1,10)=5,20; P<0,05] na nivo GR proteina, kao i da su tretmani smanjili
nivo GR-a za ¢ak 50% (P<0,05) kod svih tretiranih grupa u odnosu na kontrolnu grupu
zivotinja. Paralelno sa prethodnim, detektovan je znacajan efekat stresa [F (1,12)=20,81;
P<0,001] i fruktoze [F (1,12)=16,51; P<0,01] na jedarnu akumulaciju receptora. Analiza
rezultata pokazala je dvostruko povecanje (P<0,05) nivoa GR-a u nukleosolima nakon
odvojeno primenjenih tretmana i trostruko povecanje (P<0,001) nakon njihove

kombinacije u odnosu na netetirane zivotinje (Slika 4.4.).
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Slika 4.4. Nivo GR proteina i njegova unutaréelijska distribucija u visceralnom masnom
tkivu adultnih Zenki pacova. Grupe: K — kontrola; F — Zivotinje hranjene 10% rastvorom
fruktoze ad libitum; S — Zivotinje na standardnoj ishrani izlagane hroni¢nom nepredvidivom
stresu; SF — zivotinje koje su konzumirale fruktozu i izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu.
Nivo GR-a odreden je Western blot metodom u citosolima i nukleosolima visceralnog masnog
tkiva. Relativna integrisana opticka gustina imunoreaktivnih traka koje odgovaraju GR-u i
B aktinu merena je pomocu softvera ImageQuant. Korekcija nejednakog nanosenja uzoraka na
gel izvrSena je izraCunavanjem odnosa intenziteta GR-a i P aktinskih traka za svaki uzorak.
Relativni nivo GR-a je izraZen u arbitrarnim jedinicama (AJ). Prikazane su srednje vrednosti +
SEM. Statisticka znacajnost (dvostruka ANOVA): *P<0,05, F, S ili SF u odnosu na K (citosoli);
*P<0,05, F ili S u odnosu na K; ***P<0,001, SF u odnosu na K; “P<0,05, SF u odnosu na F
(nukleosoli).

4.2.4. RavnoteZzni parametri vezivanja hormona za GR

Prilikom ispitivanja signalnog puta glukokortikoida, posebnu paZnju treba
obratiti 1 na funkcionalne parametre GR-a. Stoga je pored promena u relativnim
koncentracijama GR proteina, u citosolima visceralnog masnog tkiva analiziran i uticaj
fruktoze, stresa i njihove kombinacije na ravnotezne parametre vezivanja hormona za
receptor. Odredeni su ravnotezna konstanta disocijacije (Kp), koja odgovara
koncentraciji hormona pri kojoj se postize zasi¢enje polovine vezivnih mesta receptora,
a obrnuto je proporcionalna afinitetu receptora, i Bmax koji predstavlja maksimalan broj
vezivnih mesta za hormon. Numericke vrednosti ovih funkcionalnih parametara GR-a
izraCunate su iz tipi¢nih krivih zasi¢enja koje su dobijene pracenjem kompetitivnog
vezivanja radioaktivno obelezenog [*H]Dex-a i neobelezenog Dex-a za GR u

inkubacionim smeSama sa razli¢itim koncentracijama hormona. Nakon toga, izracunat
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je 1 vezivni potencijal GR-a koji predstavlja odnos Bp./Kp. Statisticka analiza
(dvostruka ANOVA) rezultata ukazuje da nema znacajnih promena ni u jednoj od
ispitanih karakteristika receptora izmedu tretiranith 1 netretiranih adultnih Zenki

(Slika 4.5.).
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Slika 4.5. RavnoteZni parametri vezivanja deksametazona za GR u visceralnom masnom
tkivu adultnih Zenki pacova. Grupe: K — kontrola; F — Zivotinje hranjene 10% rastvorom
fruktoze ad libitum; S — Zivotinje na standardnoj ishrani izlagane hroni¢nom nepredvidivom
stresu; SF — Zivotinje koje su konzumirale fruktozu i izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu.
Alikvoti citosola visceralnog masnog tkiva adultnih Zenki inkubirani su (18 h, 0°C) sa 7
razli¢itih koncentracija [H]deksametazona (1-70 nM) u prisustvu i odsustvu 100 puta veée
koncentracije neobelezenog deksametazona. Nevezani steroid je uklonjen adsorpcijom na
dekstran oblozen aktivnim ugljem. Krive zasi¢enja iz kojih su izra¢unate numeri¢ke vrednosti
za ravnoteznu kontantu disocijacije — Kp 1 broj vezivnih mesta za hormona — By, fitovane su
pomocu softverskog paketa GraphPad Prism v4.0. Vezivni potencijal GR-a je izracunat kao
odnos B.x/Kp. Sva merenja su radena u triplikatu. Prikazane su srednje vrednosti + SEM. Nije
bilo statisticki znacajnih promena izmedu grupa (dvostruka ANOVA).
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4.2.5. Ekspresija gena lipidnog metabolizma regulisanih GR-om

Ekspresija gena ukljucenih u regulaciju lipidnog metabolizma u visceralnom
masnom tkivu a koji su regulisani GR-om ispitana je RT-PCR metodom. Znacajan
efekat fruktoze detektovan je za gene koji kodiraju enzime ukljuene u proces
lipogeneze: LPL [F (1,26)=6,24; P<0,05], ACC [F (1,29)=16,34; P<0,001], FAS
[F (1,24)=21,83; P<0,0001] kao i efekat interakcije fruktoze i stresa za: LPL
[F (1,26)=6,46; P<0,05], ACC [F (1,29)=7,18; P<0,05], FAS [F (1,24)=35,55;
P<0,00001] 1 PEPCK [F (1,29)=7,93; P<0,01]. Stres je ostvario efekat na gen za HSL
[F (1,20)=8,89; P<0,01], glavni regulatorni enzim u procesu razgradnje lipida. Dalje,
nivo iRNK za sve ispitivane enzime ukljucene u proces lipogeneze bio je povecan u
visceralnom masnom tkivu nestresiranih Zenki koje su pile fruktozu (P<0,001 za ACC i
FAS, P<0,05 za LPL i PEPCK). Nasuprot tome, nivo iRNK za HSL je bio povecan
(P<0,05) u obe grupe Zivotinja izlaganih stresu nezavisno od rezima ishrane, u
poredenju sa netretiranim Zivotinjama. Zenke na ishrani bogatoj fruktozom koje su
izlagane stresu su imale nizi nivo iRNK za ACC (P<0,05) 1 FAS (P<0,001) u poredenju

sa zenkama na istoj ishrani koje nisu izlagane stresu (Slika 4.6.).
4.2.6. Nivo transkripcionih regulatora ukljucenih u metabolizam lipida

Ispitivanje nivoa jedarnih proteina SREBPIc i PPARYy, vaznih transkripcionih
regulatora u adipocitima, pokazala su znacajan efekat fruktoze [F (1,12)=9,30; P<0,01] 1
interakcije fruktoze i stresa [F (1,12)=9,14; P<0,01] na nivo proteina PPARYy, te je
pokazano znacajno povecanje nivoa ovog proteina kod nestresiranih Zenki koje su pile
fruktozu u odnosu na kontrolnu grupu (P<0,01). Dodatno, pokazano je smanjenje nivoa
PPARy proteina kod Zenki kombinovanog tretmana u odnosu na F grupu Zenki
(P<0,05). Nivo SREBPIc proteina nije bio promenjen pod uticajem ni jednog od
ispitivanih tretmana (Slika 4.7.).
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Slika 4.6. Relativna koncentracija iIRNK za enzime lipidnog metabolizma regulisane
GR-om u visceralnom masnom tkivu adultnih Zenki pacova. Grupe: K — kontrola; F —
zivotinje hranjene 10% rastvorom fruktoze ad libitum; S — Zivotinje na standardnoj ishrani
izlagane hroni¢énom nepredvidivom stresu; SF — Zivotinje koje su konzumirale fruktozu i
izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu. Relativna koncentracija iRNK za ACC, FAS, LPL,
PEPCK i HSL ispitana je metodom lanc¢ane reakcije polimeraze u realnom vremenu pomocu
Tagman proba i prajmera, u uzorcima visceralnog masnog tkiva adultnih zenki. Rezultati su
analizirani komparativnom Ct metodom. Za normalizaciju je kori§¢en HPRT1. Svi uzorci radeni
su u triplikatu. Prikazane su srednje vrednosti + SEM izracunate za svaku grupu (n=9 zivotinja
po grupi) i izrazene kao promena u odnosu na srednju vrednost odgovarajué¢ih kontrola.
Statisticka znacajnost (dvostruka ANOVA):*P<0,05, F, S ili SF u odnosu na K; ***P<(,001, F
u odnosu na K; “P<0,05 i “*P<0,001, SF u odnosu na F.
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Slika 4.7. Nivo transkripcionih regulatora metabolizma lipida u visceralnom masnom
tkivu adultnih Zenki pacova. Grupe: K — kontrola; F — Zivotinje hranjene 10% rastvorom
fruktoze ad libitum; S — Zivotinje na standardnoj ishrani izlagane hroni¢nom nepredvidivom
stresu; SF — Zivotinje koje su konzumirale fruktozu i izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu.
Nivo SREBPI1c i PPARYy proteina odreden je Western blot metodom u nukleosolima visceralnog
masnog tkiva Zzenki. Relativna integrisana opticka gustina imunoreaktivnih traka koje
odgovaraju ispitivanim proteinima i § aktinu merena je pomocu softvera ImageQuant. Korekcija
nejednakog nanoSenja uzoraka na gel izvrSena je izraCunavanjem odnosa intenziteta SREBPIc,
PPARy i B aktinskih traka za svaki uzorak. Relativni nivo SREBP1c i PPARYy izrazen je u
arbitrarnim jedinicama (AJ). Prikazane su srednje vrednosti = SEM. Statisticka znacajnost
(dvostruka ANOVA): **P<0,01, F u odnosu na K; *P<0,05, SF u odnosu na F.

SREBP1c

B aktin

F-3

.=}
Nivo PPARy (Al)
M
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4.2.7. Nivo enzima CPT1

Nivo proteina CPT1, klju¢nog enzima za transport slobodnih masnih kiselina u
mitohondrije 1 regulaciju B-oksidacije, odreden je Western blot metodom u visceralnom
masnom tkivu Zenki sve Cetiri eksperimentalne grupe. Dvostruka ANOVA pokazala je
znacajan efekat samostalno primenjenog stresa [F (1,12)=41,30; P<0,0001] i interakcije
stresa 1 fruktoze [F (1,12)=10,48; P<0,01] na nivo CPT1 proteina u ukupnim ¢elijskim
ekstraktima. Naime, post-hoc testom detektovano je povecanje nivoa CPT1 proteina kod
stresiranih zenki na standardnoj ishrani (P<0,001) i ishrani obogacenoj fruktozom
(P<0,05) u poredenju sa kontrolnom grupom, kao i smanjenje kod stresiranih zenki koje
su pile fruktozu u odnosu na stresirane Zenke na standardnoj ishrani (P<0,05)

(Slika 4.8.).
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Slika 4.8. Nivo CPT1 proteina u visceralnom masnom tkivu adultnih Zenki pacova. Grupe:
K — kontrola; F — Zivotinje hranjene 10% rastvorom fruktoze ad libitum; S — zivotinje na
standardnoj ishrani izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu; SF — zivotinje koje su
konzumirale fruktozu i izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu. Nivo CPT1 odreden je
Western blot metodom u ukupnom celijskom ekstraktu visceralnog masnog tkiva Zenki.
Relativna integrisana opti¢ka gustina imunoreaktivnih traka koje odgovaraju CPT1 i B aktinu
merena je pomocu softvera ImageQuant. Korekcija nejednakog nanoSenja uzoraka na gel
izvrSena je izracunavanjem odnosa intenziteta CPT1 i P aktinskih traka za svaki uzorak.
Relativni nivo CPT1 je izrazen u arbitrarnim jedinicama (AJ). Prikazane su srednje vrednosti +
SEM. Statisticka znac¢ajnost (dvostruka ANOVA): *P<0,05, SF u odnosu na K; ***P<0,001, S
u odnosu na K; $P<O,05, SF u odnosu na S.

4.2.8. Inflamatorni status visceralnog masnog tkiva

Vazan aspekt ispitivanja uticaja fruktoze i stresa na visceralno masno tkivo jeste
analiza inflamatornog statusa ovog tkiva, s obzirom da je poznato da je gojaznost
prac¢ena hroni¢nom inflamacijom niskog intenziteta i da se fruktoza dovodi u vezu sa
promenama endokrine funkcije visceralnog masnog tkiva ukljucujuéi povecanu
produkciju proinflamatornih markera.

Imajuéi predhodno u vidu, Western blot metodom ispitan je proteinski nivo i
unutaréelijska distribucija NFkB, inducibilnog transkripcionog regulatora koji ima
esencijalnu ulogu u transkripcionoj aktivaciji proinflamatornih gena. Iako nije
detektovana statisticki znacajna razlika izmedu eksperimentalnih grupa adultnih Zenki u

proteinskom nivou NFkB u citoplazmi, dvostruka ANOVA pokazala je znacajan efekat
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fruktoze [F (1,10)=27,52; P<0,001] na nivo ovog transkripcionog regulatora u jedru.
Naime, fruktoza je znacajno povecala nivo NFkB kod nestresiranih zivotinja koje su
pile fuktozu (P<0,01) kao i kod Zivotinja izlaganih kombinacijom fruktoze i stresa
(P<0,05) u odnosu na netretirane zivotinje (Slika 4.9.). Jedarna akumulacija NF«B
proteina detektovana je 1 kod mladih Zenki koje su pile fruktozu, kod kojih je zabelezen
smanjen nivo NFkB u citoplazmi (za 30%, P<0,01) a povecan u jedru (za 60%, P<0,05)

u odnosu na netretirane mlade zenke (Slika 4.10.).
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Slika 4.9. Nivo NFkB proteina i njegova unutaréelijska distribucija u visceralnom masnom
tkivu adultnih Zenki pacova. Grupe: K — kontrola; F — Zivotinje hranjene 10% rastvorom
fruktoze ad libitum; S — Zivotinje na standardnoj ishrani izlagane hroni¢nom nepredvidivom
stresu; SF — Zivotinje koje su konzumirale fruktozu i izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu.
Nivo NF«kB odreden je Western blot metodom u citosolima i nukleosolima visceralnog masnog
tkiva zenki. Relativna integrisana optiCka gustina imunoreaktivnih traka koje odgovaraju
NF«B-u i f aktinu merena je pomocu softvera ImageQuant. Korekcija nejednakog nanoSenja
uzoraka na gel izvrSena je izraCunavanjem odnosa intenziteta NFxB i B aktinskih traka za svaki
uzorak. Relativni nivo NF«kB je izrazen u arbitrarnim jedinicama (AJ). Prikazane su srednje
vrednosti = SEM. Statisticka znacajnost (dvostruka ANOVA): *P<0,05, SF u odnosu na K;
**P<0,01, F u odnosu na K.
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Slika 4.10. Nivo NFkB proteina i njegova unutaréelijska distribucija u visceralnom
masnom tkivu mladih Zenki pacova. Grupe: K — kontrola; F — Zivotinje hranjene 10%
rastvorom fruktoze ad libitum. Nivo NFkB odreden je Western blot metodom u citosolima i
nukleosolima visceralnog masnog tkiva mladih Zenki. Relativna integrisana opticka gustina
imunoreaktivnih traka koje odgovaraju NFxB i laminu B merena je pomocu softvera
ImageQuant. Korekcija nejednakog nanoSenja uzoraka na gel izvrSena je izraCunavanjem
odnosa intenziteta NFkB-a i lamina B traka za svaki uzorak. Relativni nivo NF«kB-a je izrazen u
arbitrarnim jedinicama (AJ). Statisticka znacajnost (Studentov t-test): **P<0,01, F u odnosu na
K (citosoli); ¥*P<0,05, F u odnosu na K (nukleosoli).
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Ispitivanje inflamatornog statusa visceralnog masnog tkiva nastavljeno je
analizom nivoa iRNK za proinflamatorne citokine RT-PCR metodom. Dvostruka
ANOVA pokazala je znacajan efekat fruktoze, IL1 [F (1,30)=7,97; P<0,01],
IL6 [F (1,27)=20,97; P<0,0001], TNFa [F (1,29)=12,18; P<0,01], efekat stresa,
IL1 [F (1,30)=5,11; P<0,05], IL6 [F (1,27)=43,13; P<0.0001], kao i njihove interakcije,
IL1 [F (1,30)=10,69; P<0,01], IL6 [F (1,27)=41,86; P<0,000001]. Primenjeni tretmani
su uticali na znacajno povecanje nivoa iRNK za sva tri proinflamatorna citokina kod
nestresiranih adultnih Zenki koje su pile fruktozu i to IL1 (P<0,01) i IL6 (P<0,001) u
odnosu na sve ostale adultne grupe zivotinja, kao 1 povec¢anje TNFa (P<0,05) u odnosu
na netretirane adultne Zenke. Kod adultnih Zenki koje su bile izlagane kombinacijom
tretmana detektovano je smanjenje nivoa iRNK koje nose informacije za IL1 (P<0,01) i
IL6 (P<0,001) u odnosu na F grupu adultnih Zenki (Slika 4.11.). Povecan nivo iRNK za
IL1 (P<0,05) detektovan je 1 kod mladih Zenki koje su pile fruktozu dok nivo ekspresije
TNFa kod mladih Zenki nije bio promenjen (Slika 4.12.).

80



28 - 6

— xR —_
o o
[ = =
L] (]
£21 - £ *kk
e [+]
o ‘6. 4 -
z =
= =
a4 I 2
o ®
| 29
A v
= 0.7 - =
= = it
j
K F 5 5F K F s SF

- =
% -]
. )

=
]
.

b
™
.

IRNK TNFa (relatlvna promena)
o o
W -]

[=]
|

*
] I T I
K F 5 SF

Slika 4.11. Relativna koncentracija iRNK za IL1, IL6 i TNFa u visceralnom masnom tkivu
adultnih Zenki pacova. Grupe: K — kontrola; F — Zivotinje hranjene 10% rastvorom fruktoze ad
libitum; S — Zivotinje na standardnoj ishrani izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu; SF —
zivotinje koje su konzumirale fruktozu i izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu. Relativna
koncentracija iRNK za IL1, IL6 i TNFa ispitana je metodom lancane reakcije polimeraze u
realnom vremenu pomoc¢u Tagman proba i prajmera, u uzorcima visceralnog masnog tkiva
adultnih Zenki. Rezultati su analizirani komparativnom Ct metodom. Za normalizaciju je
koris¢en HPRTI1. Svi uzorci radeni su u triplikatu. Prikazane su srednje vrednosti + SEM
izracunate za svaku grupu (n=9 zivotinja po grupi) i izraZzene kao promena u odnosu na srednju
vrednost odgovarajué¢ih kontrola. Statisticka znacajnost (dvostruka ANOVA):*P<0,05,
##P<0,01 { ***P<0,001, F u odnosu na K; *P<0,01 i “*P<0,001, SF u odnosu na F.
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Slika 4.12. Relativna koncentracija iRNK za IL1 i TNFa u visceralnom masnom tkivu
mladih Zenki pacova. Grupe: K — kontrola; F — zivotinje hranjene 10% rastvorom fruktoze ad
libitum. Relativna koncentracija iRNK za IL1 i TNFa ispitana je metodom lancane reakcije
polimeraze u realnom vremenu pomocu Tagman proba i prajmera, u uzorcima visceralnog
masnog tkiva mladih Zzenki. Rezultati su analizirani komparativnom Ct metodom. Za
normalizaciju je koriS§¢en HPRT1. Svi uzorci radeni su u triplikatu. Prikazane su srednje
vrednosti = SEM izracunate za svaku grupu (n=9 Zivotinja po grupi) i izraZene kao promena u
odnosu na srednju vrednost odgovarajucih kontrola. Statisticka znacajnost (Studentov t-test):
*P<0,05, F u odnosu na K.

4.3. Hipotalamus

Hipotalamus predstavlja jedan od glavnih centara regulacije unosa hrane u
organizam kao 1 kontrole odgovora i adaptacije organizma na stres. Izmedu razlicitih
jedara hipotalamusa nalazi se razvijena neuronska mreZa oreksigenih i anoreksigenih
puteva koji reguliSu energetski status organizma kroz kontrolu apetita i potroSnju
energije. Glukokortikoidi kao hormoni stresa i1 regulatori energetskog metabolizma
ostvaruju svoje efekte i u hipotalamusu, gde uticu na centre za modulaciju odgovora
organizma na stres i ekspresiju neuropeptida koji reguliSu unos energije. Stoga je u
hipotalamusu zenki pacova izlaganih ishrani bogatoj fruktozom, hroni¢nom stresu i
njihovoj kombinaciji ispitan signalni put glukokortikoida, sugnalni put anoreksigenog
hormona leptina, kao 1 nivoi oreksigenih neuropeptida. Inflamacija se sve ¢eS¢e dovodi
u vezu sa razvojem gojaznosti i metabolickog sindroma, a glukokortikoidi kao poznati
modulatori inflamatornih procesa mogli bi ostvariti ulogu u zastiti hipotalamusa od
razvoja inflamacije. U ovoj studiji ispitan je 1 inflamatorni status hipotalamusa
odredivanjem nivoa NFkB i IkB proteina, i ekspresije proinflamatornih citokina: IL1,

IL6 i TNFa.
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4.3.1. Prereceptorski metabolizam glukokortikoida

Prereceptorski metabolizam glukokortikoida u hipotalamusu ispitan je analizom
proteinskog nivoa HSD1 i1 H6PDH, enzima zaduzenih za tkivnu regeneraciju
glukokortikoidnih hormona. Dvostruka ANOVA pokazala je znafajan efekat stresa
[F (1,11)=7,64; P<0,05], fruktoze [F (1,11)=9,44;P<0,05] 1 njthove interakcije
[F (1,11)=7,19; P<0,05] na nivo HSDI1 proteina. Post-hoc testom detektovano je
povecanje nivoa HSD1 kod Zenki izlaganih kombinaciji stresa 1 ishrane bogate
fruktozom u odnosu na netretirane i nestrisirane Zenke koje su pile frukozu (P<0,01) kao
i u odnosu na stresirane zivotinje na standardnoj ishrani (P<0,05) (Slika 4.13.). Takode,
kod stresiranih Zzenki koje su pile fruktozu detektovan je i povecan nivo H6PDH
proteina u odnosu na K (P<0,05), F (P<0,05) 1 S (P<0,01) grupu kao posledica efekata
fruktoze [F (1,12)=10,65; P<0,01] i njene interakcije sa stresom [F (1,12)=12,74;
P<0,01] (Slika 4.13.).
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Slika 4.13. Nivo proteina HSD1 i H6PDH u hipotalamusu adultnih Zenki pacova. Grupe: K
— kontrola; F — Zivotinje hranjene 10% rastvorom fruktoze ad libitum; S — Zivotinje na
standardnoj ishrani izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu; SF — Zivotinje koje su
konzumirale fruktozu i izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu. Ukupni celijski ekstrakt
hipotalamusa adultnih Zenki analiziran je Western blot metodom. Relativna integrisana opticka
gustina imunoreaktivnih traka koje odgovaraju HSD1, H6PDH i B aktinu merena je pomocu
softvera ImageQuant. Korekcija nejednakog nanoSenja uzoraka na gel izvrSena je
izraCunavanjem odnosa intenziteta HSD1 odnosno H6PDH i f aktinskih traka za svaki uzorak.
Relativni nivo HSD1 i H6PDH je izrazen u arbitrarnim jedinicama (AJ). Prikazane su srednje
vrednosti = SEM. Statisticka znacajnost (dvostruka ANOVA): *P<0,05 i **P<0,01, SF u
odnosu na K; "P<0,05 i #P<0,01, SF u odnosu na F; $P<0,05 1 $$P<0,01, SF u odnosu na S.
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4.3.2. Nivo GR proteina

Western blot metodom odreden je nivo proteina GR u ukupnim ¢elijskim ekstraktima
hipotalamusa. Dvostruka ANOVA pokazala je znacajan efekat stresa [F (1,4)=9,07;
P<0,05], fruktoze [F (1,4)=8,50; P<0,05] i njihove interakcije [F (1,4)=9,41; P<0,05].
Post-hoc testom utvrdeno je povecanje nivoa proteina GR kod stresiranih zenki na
ishrani bogatoj fruktozom u odnosu na sve ostale grupe (P<0,05) (Slika 4.14.).

Ukupni celijski ekstrakt

B aktin M

$

#
*
. i l
0 J '
K F s SF
Slika 4.14. Nivo GR proteina u hipotalamusu adultnih Zenki pacova. Grupe: K — kontrola; F
— zivotinje hranjene 10% rastvorom fruktoze ad libitum; S — Zivotinje na standardnoj ishrani
izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu; SF — zivotinje koje su konzumirale fruktozu i
izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu. Nivo GR-a odreden je Western blot metodom u
ukupnom ¢elijskom ekstraktu hipotalamusa adultnih zenki. Relativna integrisana opticka gustina
imunoreaktivnih traka koje odgovaraju GR-u i B aktinu merena je pomocu softvera ImageQuant.
Korekcija nejednakog nanosSenja uzoraka na gel izvrSena je izraCunavanjem odnosa intenziteta
GR-a i B aktinskih traka za svaki uzorak. Relativni nivo GR-a je izraZzen u arbitrarnim

jedinicama (AJ). Prikazane su srednje vrednosti £+ SEM. StatistiCka znacajnost (dvostruka
ANOVA):*P<0,05, SF u odnosu na K; “P<0,05, SF u odnosu na F; $P<0,05, SF u odnosu na S.

GR

Nivo GR-a (A))

4.3.3. Ekspresija gena za oreksigene neuropeptide

Ispitivanje nivoa iRNK za oreksigene neuropeptide, NPY i AgRp, RT-PCR metodom,

nije pokazalo znacajan efekat ni jednog od primenjenih tretmana (Slika 4.15.).
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Slika 4.15. Relativna koncentracija iRNK za NPY i AgRP u hipotalamusu adultnih Zenki
pacova. Grupe: K — kontrola; F — Zivotinje hranjene 10% rastvorom fruktoze ad libitum; S —
zivotinje na standardnoj ishrani izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu; SF — Zivotinje koje
su konzumirale fruktozu i izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu. Relativna koncentracija
iRNK za NPY i AgRP merena je metodom lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu
pomoc¢u Tagman proba i prajmera, u uzorcima hipotalamusa adultnih Zenki. Rezultati su
analizirani komparativhom Ct metodom. Za normalizaciju je koris¢en HPRT1. Svi uzorci su
radeni u triplikatu. Prikazane su srednje vrednosti + SEM izraCunate za svaku grupu (n=9
Zivotinja po grupi) i izrazene kao promena u odnosu na srednju vrednost odgovarajucih
kontrola. Nije bilo statisticki znacajnih promena izmedu grupa (dvostruka ANOVA).
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4.3.4. Nivo leptina, ObRb-a i inhibitora leptinskog puta

Leptin je hormon koji se sintetiSe 1 oslobada iz ¢elija masnog tkiva u cirkulaciju
odakle preko krvno-mozdane barijere dospeva do ciljnih delova mozga u kojima preko
receptora ostvaruje svoje funkcije. Leptinska signalizacija ispitana je analizom nivoa
iRNK za leptin u adipocitima visceralnog masnog tkiva i proteinskog nivoa leptina
sekretovanog u cikulaciju. Takode, u hipotalamusu je ispitan proteinski nivo i nivo
iIRNK za ObRb kao i nivo transkripcije gena za SOCS3, inhibitora signalnog puta
leptina u hipotalamusu.

Dvostruka ANOVA pokazala je znacajan efekat stresa [F (1,29)=17,06;
P<0,001] i interakcije stresa i fruktoze [F (1,29)=7,45; P<0,05] na nivo iRNK za leptin
u adipocitima. Post-hoc testom zabeleZzeno je povecanje iRNK za leptin kod
nestresiranih Zivotinja koje su pile fruktozu u odnosu na netretirane Zivotinje (P<0,05)
kao i znacajno smanjenje njegovog nivoa kod stresiranih zZivotinja koje su pile fruktozu
u poredenju sa nestresiranim zivotinjama na istom rezimu ishrane (P<0,001)

(Slika 4.16.).
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Stres je ostvario znacajan efekat [F (1,33)=25,81; P<0,0001] na nivo leptina u
plazmi, $to se ogleda u njegovom smanjenju kod grupa izlaganih stresu na standardnoj
(P<0,01) 1 ishrani bogatoj fruktozom (P<0,05) u odnosu na kontrolnu grupu kao i
smanjenju kod stresiranih Zenki koje su pile fruktozu u odnosu na nestresirane zenke na
ishrani bogatoj fruktozom (P<0,05) (Slika 4.17.).

Ishrana obogacena fruktozom 1 izlaganje stresu nisu uticali na nivo ObRb
proteina kao ni na nivo iRNK za ObRb u hipotalamusu bilo da su primenjeni
samostalno ili u kombinaciji (Slika 4.18.).

Sa druge strane, znacajan efekat stresa [F (1,20)=223,42; P<0,0001] i fruktoze
[F (1,20)=15,51; P<0,001] na nivo iRNK za SOCS3 doveo je do njegovog smanjenja
kod obe stresirane grupe nezavisno od reZima ishrane u poredenju sa kontrolnom
grupom (P<0,001). Smanjenje je detektovano i kod stresiranih zenki na ishrani bogatoj
fruktozom u odnosu na zivotinje izlagane samo stresu (P<0,05) 1 zivotinje samo na

ishrani obogacenoj fruktozom (P<0,001) (Slika 4.19.).
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Slika 4.16. Relativna koncentracija iRNK za leptin u visceralnom masnom tkivu adultnih
Zenki pacova. Grupe: K — kontrola; F — Zivotinje hranjene 10% rastvorom fruktoze ad libitum;
S — Zivotinje na standardnoj ishrani izlagane hronicnom nepredvidivom stresu; SF — zivotinje
koje su konzumirale fruktozu i izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu. Relativna
koncentracija iRNK za leptin ispitana je metodom lancane reakcije polimeraze u realnom
vremenu pomoc¢u Tagman proba i prajmera, u uzorcima hipotalamusa adultnih Zenki. Rezultati
su analizirani komparativnom Ct metodom. Za normalizaciju je koris§¢en HPRT1. Svi uzorci
radeni su u triplikatu. Prikazane su srednje vrednosti + SEM izracunate za svaku grupu (n=9
zivotinja po grupi) i izraZzene kao promena u odnosu na srednju vrednost odgovarajucih
kontrola. Statisticka znacajnost (dvostruka ANOVA): *P<0,05, F u odnosu na K; ##p<0,001, SF
u odnosu na F.
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Slika 4.17. Koncentracija leptina u plazmi adultnih Zenki pacova. Grupe: K — kontrola; F —

zivotinje hranjene 10% rastvorom fruktoze ad [ibitum; S — zivotinje na standardnoj ishrani

izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu; SF — Zivotinje koje su konzumirale fruktozu i

izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu. Koncentracija leptina merena je ELISA metodom u

plazmi Zenki. Prikazane su srednje vrednosti = SEM. Statisticka znaCajnost (dvostruka

ANOVA): *P<0,05, SF u odnosu na K; **P<(,01, S u odnosu na K; *P<0,05, SF u odnosu na F.
08

it

Slika 4.18. Ekspresija ObRb-a u hipotalamusu adultnih Zenki pacova. Grupe: K — kontrola;
F — Zivotinje hranjene 10% rastvorom fruktoze ad libitum; S — Zivotinje na standardnoj ishrani
izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu; SF — Zivotinje koje su konzumirale fruktozu i
izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu. A) Nivo proteina ObRb odreden je Western blot
metodom u ukupnom celijskom ekstraktu hipotalamusa. Relativna integrisana opticka gustina
imunoreaktivnih traka koje odgovaraju ObRb-u i f aktinu merena je pomocu softvera
ImageQuant. Korekcija nejednakog nanoSenja uzoraka na gel izvrSena je izraCunavanjem
odnosa intenziteta ObRb-a i j aktinskih traka za svaki uzorak. Relativni nivo ObRb-a je izrazen
u arbitrarnim jedinicama (AJ). Prikazane su srednje vrednosti + SEM. B) Relativna
koncentracija iRNK za ObRb ispitana je metodom lancane reakcije polimeraze u realnom
vremenu pomoc¢u Taqman proba i prajmera. Rezultati su analizirani komparativnom Ct
metodom. Za normalizaciju je koris§¢en HPRT1. Svi uzorci radeni su u triplikatu. Prikazane su
srednje vrednosti = SEM izraCunate za svaku grupu (n=9 zivotinja po grupi) i izrazene kao
promena u odnosu na srednju vrednost odgovarajuc¢ih kontrola. Nije bilo statisticki znacajnih
promena izmedu grupa (dvostruka ANOVA).

Ukupni celijski ekstrakt

CbRb

B aktin

Nivo ObRb (Al)
o o
F- [}
e
o

=]
)
QObRb IRNK (relatlvna promena)
=]
]

=]
|

87



=) o -
o s N
L L |

IRNK SQCS3 (relatlvna promena)
o
e

L3
*kk it
- I !
0 T T T l
K F S SF

Slika 4.19. Relativha koncentracija iRNK za SOCS3 u hipotalamusu adultnih Zenki
pacova. Grupe: K — kontrola; F — Zivotinje hranjene 10% rastvorom fruktoze ad libitum; S —
zivotinje na standardnoj ishrani izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu; SF — Zivotinje koje
su konzumirale fruktozu i izlagane hroni¢nom nepredvidivom stresu. Relativna koncentracija
iRNK za SOCS3 ispitana je metodom lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu pomocéu
Tagman proba i prajmera, u uzorcima hipotalamusa adultnih Zenki. Rezultati su analizirani
komparativnom Ct metodom. Za normalizaciju je koris¢en HPRT1. Svi uzorci radeni su u
triplikatu. Prikazane su srednje vrednosti £ SEM izraCunate za svaku grupu (n=9 Zzivotinja po
grupi) i izraZzene kao promena u odnosu na srednju vrednost odgovarajucih kontrola. Statisticka
znacajnost (dvostruka ANOVA): ***P<(,001, S ili SF u odnosu na K; ##p<0,001, SF u odnosu
na F; *P<0,05, SF u odnosu na S.

4.3.5. Inflamatorni status hipotalamusa

S obzirom da su metabolicki poremecaji Cesto praceni lokalnom, tkivnom
inflamacijom i1 da je jedna od veoma vaznih uloga glukokortikoida sprecavanje
inflamatornih procesa, od posebnog znacaja za ovu studiju bilo je ispitivanje parametara
inflamaciju u hipotalamusu.

Ispitivanje nivoa proteina NFkB i1 njegovog inhibitora IkB, pokazalo je da
nijedan od primenjenih tretmana samostalno ili u kombinaciji nije doveo do promena u
njihovom nivou (Slika 4.20.). S druge strane, analize nivoa iRNK za proinflamatorne
citokine pokazale su =znaCajan efekat stresa na ILI[F (1,19)=9,18; P<0,01],
IL6 [F (1,20)=4,54; P<0,05] 1 TNFa [F (1,16)=14,95; P<0,01] kao i efekat interakcije
stresa 1 fruktoze na TNFa [F (1,16)=4,67; P<0,05]. Post-hoc testom detektovan je
smanjen nivo iIRNK za IL1, IL6 1 TNFa (P<0,05) kod stresiranih Zenki koje su pile
fruktozu u odnosu na netretirane zenke, kao 1 smanjen nivo IL1 (P<0,05) i TNFa
(P<0,01) kod iste grupe zenki u odnosu na zenke koje su pile samo fruktozu

(Slika 4.21.).
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Slika 4.20. Nivo NFkB i IkB proteina u hipotalamusu adultnih Zenki pacova. Grupe: K —
kontrola; F — Zivotinje hranjene 10% rastvorom fruktoze ad libitum; S — Zivotinje na standardnoj
ishrani izlagane hroni¢cnom nepredvidivom stresu; SF — Zivotinje koje su konzumirale fruktozu i
izlagane hronicnom nepredvidivom stresu. Nivo NF«kB i IxB odreden je Western blot metodom
u ukupnom ¢elijskom ekstraktu hipotalamusa Zenki Relativna integrisana opticka gustina
imunoreaktivnih traka koje odgovaraju ispitivanim proteinima i 3 aktinu merena je pomocu
softvera ImageQuant. Korekcija nejednakog nanoSenja uzoraka na gel izvrSena je
izraCunavanjem odnosa intenziteta NFxB, kB i  aktinskih traka za svaki uzorak. Relativni nivo
ispitivanih proteina izraZen je u arbitrarnim jedinicama (AJ). Prikazane su srednje vrednosti +
SEM. Nije bilo statisti¢ki zna¢ajnih promena izmedu grupa ni za jedan od ispitivanih proteina
(dvostruka ANOVA).
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Slika 4.21. Relativna koncentracija iRNK za IL1, IL6 i TNFa u hipotalamusu adultnih
Zenki pacova. Grupe: K — kontrola; F — Zivotinje hranjene 10% rastvorom fruktoze ad libitum;
S — Zivotinje na standardnoj ishrani izlagane hronicnom nepredvidivom stresu; SF — zivotinje
koje su konzumirale fruktozu i izlagane hroni¢énom nepredvidivom stresu. Relativna
koncentracija iRNK za IL1, IL6 i TNFa ispitana je metodom lancane reakcije polimeraze u
realnom vremenu pomo¢u Taqman proba i prajmera, u uzorcima hipotalamusa adultnih.
Rezultati su analizirani komparativnom Ct metodom. Za normalizaciju je koris§¢en HPRT1. Svi
uzorci radeni su u triplikatu. Prikazane su srednje vrednosti = SEM izraCunate za svaku grupu
(n=9 zivotinja po grupi) i izrazene kao promena u odnosu na srednju vrednost odgovaraju¢ih
kontrola. Statisticka znacajnost (dvostruka ANOVA): *P<0,05, SF u odnosu na K; "P<0,05 i
#P<0,01, SF u odnosu na F.
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Glukokortikoidni hormoni predstavljaju veoma vazne regulatore energetskog
metabolizma 1 odgovora organizma na stres. NaruSen signalni put glukokortikoida
nalazi se u osnovi mnogih poremecaja i bolesti. U novije vreme glukokortikoidi su
dovedeni u vezu sa nastankom i razvojem metabolickog sindroma koga ¢ini skup
biohemijskih 1 klini€¢kih karakteristika poput visceralne gojaznosti, insulinske
rezistencije, hipertenzije, hiperglikemije i1 hipertrigliceridemije. Metabolicki sindrom je
okarakterisan kao bolest modernog doba i zadobija sve vecu paznju naucne zajednice i
svetske zdravstvene organizacije buduci da predstavlja faktor rizika za razvoj dijabetesa
tipa 2 1 kardiovaskularnih bolesti. Naime, moderan nadin Zivota karakteriSu povecan
unos preradene, visokokaloricne hrane bogate fruktozom i1 svakodnevna izlozenost
stresu. Savremen ¢ovek ne unosi vise fruktozu samo putem voca i povréa, vec 1 kroz
,brzu”, konzerviranu hranu i pica, u koje se fruktoza obilato dodaje radi poboljSanja
ukusa. Tokom proteklih nekoliko decenija zabelezeno je izrazito povecanje unosa
fruktoze koje koincidira sa dramaticnim porastom broja osoba koje pate od
metaboli¢kog sindroma. Dodatno, savremeni covek je optere¢en raznim oblicima
odgovornosti na poslu, u porodici i u drustvu te je hroni¢ni stres prepoznat kao
sveprisutni deo Zivota coveka. Sve je vise studija koje ukazuju na povezanost hroni¢nog
stresa sa metabolickim sindromom 1 poremecajima koji ulaze u njegov sastav.

Istrazivanja sprovedena ovim doktorskim radom predstavljaju doprinos
boljem razumevanju molekularnih mehanizama kojima fruktoza uneta ishranom i
izlaganje hroni¢nom nepredvidivom stresu odvojeno ili u kombinaciji uticu na signalni
put glukokortikoida u visceralnom masnom tkivu i hipotalamusu, doprinose¢i razvoju
karakteristika metabolickog sindroma kod Zenki pacova. U tu svrhu ispitani su efekti
fruktoze, hroni¢nog stresa i njihove kombinacije na nivo enzima prereceptorskog
metabolizma glukokortikoida, nivo 1 unutarcelijsku distribuciju GR-a kao 1 ekspresiju
gena regulisanih GR-om a koji su ukljuceni u lipidni metabolizam u visceralnom
masnom tkivu 1 koji reguliSu apetit u hipotalamusu. Posebna paZnja je posvecena
ispitivanju signalnog puta leptina u hipotalamusu kao i inflamatornog statusa oba

pomenuta tkiva.
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5.1. Efekat fruktoze i/ili hroni¢nog nepredvidivog stresa na

metabolizam lipida u visceralnom masnom tkivu

Brojna ispitivanja beleZe da ishrana bogata fruktozom povecava telesnu masu 1
pospesSuje razvoj gojaznosti. Naime, jo§ devedesetih godina proslog veka, Tordoff i
Alleva (1990) su ukazali da konzumiranje pi¢a zasladenih fruktozom doprinosi
povecanju telesne mase kod muskaraca i Zena (Tordoff i Alleva, 1990). Sli¢no je
zabeleZeno 1 pracenjem uticaja fruktoze na metabolizam Zivotinja. Pa tako, unos 10%
rastvora fruktoze u periodu od tri nedelje je uzrokovao povecanje mase abdomenalnog
masnog tkiva kod muZjaka pacova (Alzamendi i sar., 2009), a isti efekat zabelezen je
kod miSeva pri primeni 15% rastvora fruktoze (Jiirgens i sar., 2005). Uvecanje telesne
mase nakon dvonedeljne ishrane koja sadrzi 60% fruktoze pokazano je ¢ak i na modelu
hrcka soja Golden Sirian Hamster, koji se smatra rezistentnim na metabolicke efekte
povecanog unosa ugljenih hidrata (Kasim-Karakas i sar., 1996). Rezultati ove doktorske
disertacije na mladim Zenkama su pokazali da je ishrana bogata fruktozom dovela do
povecanja mase visceralnog masnog tkiva 1 njegovog udela u ukupnoj telesnoj masi
(Tabela 4.2.). Sli¢no, rezultati Alzamendi 1 sar., (2010) su pokazali povecanje apsolutne
1 relativne vrednosti mase masnog tkiva nakon povecanog unosa fruktoze putem ishrane
kod Zenki pacova (Alzamendi i sar., 2010). Medutim, u velikom broju studija prime¢eno
je da metabolicke promene koje nastaju kao posledica povecanog unosa fruktoze ne
ukljuéuju nuzno 1 povecanje telesne mase. Devetonedeljna ishrana obogacena
fruktozom u naSoj studiji nije dovela do povecanja telesne mase kao ni mase
visceralnog masnog tkiva adultnih nestresiranih zenki pacova (Tabela 4.1.). U skladu sa
ovim, telesna masa, masa visceralnog masnog tkiva, kao 1 udeo visceralnog masnog
tkiva u telesnoj masi nisu bili promenjeni ni kod muzjaka pacova nakon osmonedeljne
(Zubira 1 sar., 2016) odnosno devetonedeljne (Bursa¢ i sar., 2013) ishrane bogate
fruktozom. U nekim studijama ni ishrana koja sadrzi 60% fruktozu nije dovela do
povecanja telesne mase muzjaka miseva (Tillman 1 sar., 2014) 1 pacova (Bursac¢ i sar.,
2014). Dodatno, Le 1 sar., (2010) su pokazali da nakon 4 nedelje primene ishrane bogate
fruktozom nema promene telesne mase kao ni procenta masnog tkiva kod zdravih ljudi

(Lé 1 sar., 2006), dok su Suga i sar., (2000) pokazali da zenke pacova sa predispozicijom
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za gojaznost usled lezija ventromedijalnog dela hipotalamusa, nisu razvile gojaznost ni
uvecanje masnog tkiva nakon dvonedeljne ishrane bogate fruktozom (Suga 1 sar., 2000).
lako ishrana bogata fruktozom nije uticala na masu visceralnog masnog tkiva
nestresiranih Zenki u ovde predstavljenoj studiji, histoloska analiza ovog tkiva pokazala
je prisustvo ostrvaca malih adipocita (Slika 4.1.). Ovo je vrlo znacajno zapaZanje zato
Sto ukazuje na prisustvo adipogeneze i1 pripremu tkiva za proSirivanje kapaciteta za
dodatnu akumulaciju energije u vidu masti. Adipogeni uticaj fruktoze primecen u nasem
istrazivanju u skladu je sa rezultatima nekoliko studija koje ukazuju da fruktoza
ostvaruje uticaj na proces adipogeneze. Pa tako, obogacenje standardnog medijuma
fruktozom stimuliSe adipogenezu u celijskoj kulturi na dozno-zavistan nacin (Du i
Heaney, 2012). Da dobijeni efekat nije posledica samo povecanog izvora energije u
medijumu, ukazuju rezultati po kojima je fruktoza efikasnija od glukoze u pokretanju
diferencijacije adipocita (Legeza i sar., 2014; Zubira 1 sar., 2016). Stoga, adipociti u
kulturi mogu efikasno da koriste fruktozu kao jedini izvor ugljenih hidrata i ona je
dovoljna za uspesnu diferencijaciju adipocita (Legeza i sar., 2014). Sli¢no je pokazano i
u in vivo uslovima, te se ostrvca malih adipocita uocavaju na histoloSkim presecima
visceralnog masnog tkiva muZzZjaka nakon ishrane sa visokim sadrzajem fruktoze
(Bursac 1 sar., 2014). Dodatno, kada se preadipociti iz masnog tkiva Zivotinja hranjenih
fruktozom gaje u kulturi, oni daju ve¢i broj potpuno diferenciranih adipocita u odnosu
na preadipocite iz masnog tkiva kontrolnih pacova (Zubira i sar., 2016). Dakle, fruktoza
moze da poveca sposobnost ¢elija masnog tkiva da se diferenciraju 1 da odgovore na
proadipogene stimuluse. Ishrana bogata fruktozom primenjena u naSoj studiji
predstavlja vid energetskog optere¢enja za adultne nestresirane Zenke Sto je signal za
inicijaciju adipogeneze i formiranje ostrvaca malih adipocita u visceralnom masnom
tkivu ovih Zenki.

Veliki broj studija ukazuje da fruktoza izaziva energetski disbalans i
optere¢enje. Hrana bogata fruktozom je veoma prijatnog ukusa, te se u studijama
efekata fruktoze najCesée prijavljuje povecan energetski unos zasnovan na povecanom
unosu hrane koja sadrzi fruktozu u odnosu na unos standardne hrane (Bursac i sar.,
2013, 2014; Zubira 1 sar., 2016). Zato se postavlja pitanje da li se promene koje se
zapazaju nakon povecanog unosa fruktoze mogu pripisati samom Seceru ili pove¢anom

energetskom unosu. U nasoj studiji adultne nestresirane zenke koje su pile fruktozu nisu
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imale promenjen unos energije u odnosu na zivotinje na standardnoj ishrani.
Pretpostavljaju¢i da se Zzivotinje nisu razlikovale ni u pogledu energetske potrosnje,
moglo bi se zakljuciti da adipogeni efekti fruktoze u masnom tkivu nestresiranih Zenki
nisu posledica povecanog energetskog unosa, ve¢ efekti same fruktoze.

Nasuprot nestresiranim zenkama koje su pile fruktozu, Zivotinje izlagane stresu
su imale smanjenu apsolutnu i relativnu masu visceralnog masnog tkiva nezavisno od
tipa ishrane (Tabela 4.1.). Histoloska analiza je pokazala da je masno tkivo ovih
zivotinja sacinjeno od znatno manjih adipocita u poredenju sa kontrolnim jedinkama
(Slika 4.1.). Literaturni podaci o ulozi stresa u razvoju gojaznosti 1 efektima na masno
tkivo su kontradiktorni. Konstatovano je, na primer, da se izlaganje svakodnevnom
stresu nalazi u korelaciji sa povecanjem telesne mase i za 10 kg kod sredovecnih
muskaraca (Korkeila i sar., 1998). U trinaestogodiSnjoj studiji Fower-Brown 1 sar.,
(2009) su pokazali da se sa povecanjem stepena izlozenosti stresu povecava i BMI kod
polno zrelih Zena (Fowler-Brown 1 sar., 2009). Sli¢no, pacovi izlagani hroni¢nom
nepredvidivom stresu u periodu od 35 dana imali su znafajno veéi procenat masnog
tkiva u organizmu i poveéanje intraabdomenalnog masnog tkiva u odnosu na
nestresirane Zivotinje (Karagiannides 1 sar., 2014). Medutim, nasuprot prethodnim
podacima, mnogo je onih koji govore da svakodnevno izlaganje stresu moze dovesti i
do gubitka telesne mase. Hroni¢na izolacija miSeva uzrokuje smanjenje mase
perigonadalnog masnog tkiva i smanjeni prirast telesne mase (Bartolomucci i sar.,
2009). Sli¢no, adipociti manjeg dijametra u odnosu na kontrolne Zivotinje primeceni su i
kod miSeva hroni¢no izlaganih psihosocijalnim stresovima (Bartolomucci 1 sar., 2009).
Hronicni stres imobilizacije ima za posledicu gubitak telesne mase kod pacova (Marti i
sar., 1994). Pacovi koji su svakodnevno izlagani imobilizacionom stresu u trajanju od
dva sata naglo su gubili telesnu masu tokom svih 15 dana primene stresa (Jeong i sar.,
2013). Cak i akutno izlaganje stresu u periodu od 3 sata dovodi do smanjenja telesne
mase kod pacova, koja ne dostiZze nivo kontrolnih Zivotinja ni nakon 10 dana (Rybkin i
sar., 1997). Takode, mnogi ljudi na stres reaguju smanjenjem telesne mase (Dallman i
sar., 2003). Studije koje obuhvataju studentsku populaciju ukazuju da mnogi studenti
gube na telesnoj masi usled hroni¢nog stresa u€enja i1 polaganja ispita (Serlachius i sar.,

2007).
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Jo$ uvek nije u potpunosti jasno koji faktori determini$u da li ¢e izlaganje stresu
za posledicu imati povecanje ili smanjenje telesne mase. Jedna od pretpostavki je da je
energetski status na pocetku delovanja stresa bitan ¢inilac koji moze da modifikuje
krajnje efekte stresa na telesnu masu ljudi i1 zivotinja. Tako, pokazano je da muskarci sa
visokim vrednostima BMI, kao posledicu hroni¢nog stresa povecavaju telesnu masu,
dok hronicno stresirani muskarci sa niskim vrednostima BMI, s protokom vremena gube
na masi (Kiviméki i sar., 2006). Pra¢enjem 1355 muskaraca i zena kroz period od 9
godina pokazano je da je kod gojaznih muskaraca i zena hroni¢no izlaganje stresu na
poslu, u privatnom Zivotu, zbog finansijskih problema i zivotnih neprilika povezano sa
povecanim prirastom telesne mase (Block 1 sar., 2009). Medutim, kod osoba sa
normalnim BMI vrednostima, hroni¢an stres se nalazi u korelaciji sa smanjenim
prirastom telesne mase. U prilog tome idu i rezultati dobijeni u naSoj studiji u kojoj su
pacovi na pocetku eksperimenta imali optimalnu telesnu masu koja je odgovarala
kontrolnim jedinkama, a nakon devetonedeljnog izlaganja hroni¢nom stresu imali su
smanjenu masu visceralnog masnog tkiva, pa ¢ak i znaajno smanjenje telesne mase
ukoliko su uz stres bili podvrgnuti i ishrani bogatoj fruktozom.

Dodatno, razliciti protokoli stresa pokazuju razlicite efekte na telesnu masu, te je
prednost modela hroni¢nog nepredvidivog stresa primenjenog u nasoj studiji u tome $to
kombinuje fizicke i psihicke stresore podrazavajuéi tako situacije iz realnog Zivota
(Flegal i sar., 2002). Znacajno je Sto i studije koje ispituju efekte kombinacije stresa i
hrane bogate ugljenim hidratima, takode prijavljuju oprecne rezultate. Kuo 1 sar., (2007)
su pokazali povecanu zapreminu visceralnog masnog tkiva kod pacova izlaganih
hladno¢i u kombinaciji sa ishranom bogatom Secerima i mastima, dok su Michel i sar.,
(2005) primetili da hroni¢an stres smanjuje udeo masnog tkiva u telu miSeva na hrani sa
visokim sadrzajem Secera, 1 to kako kod sojeva podloznih razvoju gojaznosti tako i kod
sojeva rezistentnih na gojaznost. Medutim, za sada nema studija koje ispituju efekte
hroni¢nog nepredvidivog stresa u kombinaciji sa ishranom bogatom fruktozom.

Autori koji su pokazali smanjenje mase masnog tkiva kao posledicu stresa ¢esto
ukazuju 1 na smanjen apetit navode¢i da je nedovoljan unos hranljivih materija bar
delimi¢no odgovoran za gubitak mase masnog tkiva. Nasuprot tome, u studiji Jeonga i
sar., (2013) primena stresa inicijalno smanjuje apetit i telesnu masu misSeva, i1 to

smanjenje mase ostaje znacajno do kraja eksperimentalnog perioda iako unos hrane
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stresiranih Zivotinja dostize 90% unosa kontrolnih. Sli€no, kod pacova hroni¢no
izlaganih imobilizacionom stresu smanjenje telesne mase zadrzava se Cak 40 dana
nakon prestanka stresnog tretmana dok je hipogafija trajala samo 4 dana duze od stresa
(Harris 1 sar., 1998). Na sli¢nu sitaciju ukazuju i Uchida i sar., (2012) koji su detektovali
smanjenje prinosa telesne mase 1 mase masnog tkiva kod stresiranih miSeva bez
promena u koli¢ini unete hrane u poredenju sa kontrolnim zivotinjama. U skladu sa
prethodnim, u naSoj studiji nije bilo znacajnih razlika u energetskom unosu izmedu
stresiranih 1 nestresiranih Zenki te se smanjena masa visceralnog masnog tkiva
stresiranih Zivotinja ne moze pripisati smanjenju apetita.

Ideja o ucescu glukokortikoidnih hormona i njihovih receptora u patofiziologiji
gojaznosti 1 metabolickog sindroma, zasnovana je na velikoj fenotipskoj sli¢nosti
izmedu pacijenata sa metaboli¢ckim sindromom i obolelih od Kusingovog sindroma koja
se manifestuje kroz hipertenziju, dislipidemiju, visceralnu gojaznost i1 smanjenu
toleranciju na glukozu. Kao posebno znacajan efekat glukokortikoida na masno tkivo
izdvojio se uticaj ovih hormona na procese lipolize i lipogeneze §to ih €ini vaznim
regulatorima energetskog fluksa u adipocitima (revidirano u (Wang i sar., 2012)).

Rezultati ovog doktorata su pokazali da nivo kortikosterona u plazmi nije bio
promenjen devetonedeljnim tretmanom fruktozom i/ili hroni¢nim, nepredvidivim
stresom. lako su glukokortikoidi poznati kao hormoni stresa i njihova sinteza i sekrecija
su inicirane stresom, uticaj hroni¢nog, nepredvidivog stresa na nivo glukokortikoida nije
uvek pra¢en povecanjem koncentracije ovih hormona u cirkulaciji. Nedavno su Lu 1
sar., (2015) pokazali da hroni¢ni, nepredvidivi stres ne uti¢e na nivo kortikosterona u
plazmi Zenki pacova u diestrusu. Azpiroz i sar., (1999) su takode prijavili nepromenjen
nivo kortikosterona u serumu miseva izlaganih stresu tokom 4 i 7 nedelja, sli¢no kao i
Kort 1 Weijma (1982) koji su zenke Brown Norway pacova izlagali dvomese¢nom stresu
u vidu promene svetlog i tamnog dnevnog ciklusa.

Nepromenjen nivo kortikosterona u plazmi nestresiranih zenki koje su pile
fruktozu je u skladu sa nasim prethodnim rezultatima koji su pokazali da metabolicke
promene izazvane ishranom bogatom fruktozom nisu nuZzno pracene sistemskim
promenama u nivou glukokortikoida (Kovacevi¢ i sar., 2014). Pored toga, pokazano je
da dvadesetéetvorocasovni i jednonedeljni tretmani 16% rastvorom fruktoze nisu uticali

na promene nivoa kortikosterona u cirkulaciji pacova (London i Castonguay, 2011).
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Sli¢no, ni muZjaci pacova koji su tokom devet nedelja konzumirali 10% odnosno 60%
rastvor fruktoze nisu imali izmenjen nivo kortikosterona (Bursac i sar., 2013, 2014), §to
je potvrdeno i na modelu hr¢ka nakon 6 nedelja ishrane koja sadrzi 60% fruktoze
(Campbell 1 sar., 2009). Slicno tome, zapazeno je da gojaznost nije povezana sa
promenama koncentracije glukokortikoida izvan fizioloskog opsega (Salehi 1 sar.,
2005). Studije na zivotinjama i ljudima ukazuju da je gojaznost pradena povecanom
regeneracijom aktivnih formi glukokortikoida unutar samih tkiva (Livingstone i sar.,
2000; Rask 1 sar., 2001). Proces unutarcelijske aktivacije glukokortikoidnog hormona
katalizovan je HSD1 enzimom 1 povecana ekspresija ovog enzima je primecena u
masnom tkivu gojaznih osoba. Naime, istrazivanja metabolickih poremec¢aja pokazuju
da gojazne osobe imaju povecan nivo HSD1 u masnom tkivu (Desbriere 1 sar., 2006),
kao i1 da se aktivnost enzima u ovom tkivu nalazi u pozitivnoj korelaciji sa vrednosti
BMI kod zena (Rask 1 sar., 2002). Nasuprot tome, misSevi koji ne poseduju HSD1
pokazuju smanjenu akumulaciju visceralnog masnog tkiva nakon ishrane bogate
mastima 1 ne razvijaju gojaznost ni dijabetes, bez obzira na povecan kalorijski unos u
odnosu na geneticki neizmenjene miSeve na istoj ishrani (Morton i sar., 2004). Rezultati
predstavljeni u ovoj tezi pokazali su da fruktoza i stres povecavaju nivo proteina HSD1 1
posledi¢no koncentraciju kortikosterona u visceralnom masnom tkivu samo kada se
primene u kombinaciji, dok nivo H6PDH, enzima koji je funkcionalno spregnut sa
HSDI nije bio promenjen ni u jednoj od ekspreimentalnih grupa (Slika 4.2.i Slika 4.3.).
Nakon pojedina¢nih tretmana nije zabeleZena promena nivoa HSD1, §to je bilo posebno
iznenadujuce za nestresirane Zenke koje su pile fruktozu, s obzirom da postoje podaci da
fruktoza povecava ekspresiju gena za HSDI1 u masnom tkivu pacova (London i
Castonguay, 2011) kao i njegovu ekspresiju i1 aktivnost u 3T3-L1 ¢elijskoj kuturi
(Legeza 1 sar., 2014). Takode, raniji rezultati dobijeni u naSoj laboratoriji na mladim
zenkama ukazuju da je ishrana obogacena fruktozom povezana sa povecanjem nivoa
proteina HSD1 u visceralnom masnom tkivu (Kovacevi¢ i sar., 2014). Moguce je da
koncentracija fruktoze i/ili trajanje primenjenog rezima ishrane nisu bili dovoljni da
ostvare uticaj na prereceptorski metabolizam glukokortikoida u masnom tkivu adultnih
zenki, te da izlaganje stresu predstavlja dodatno opterecenje.

U daljem toku istrazivanja ispitali smo uticaj fruktoze i/ili stresa na funkciju 1

eksprsiju GR-a. Nasi rezultati pokazuju povecan nivo GR proteina u nukleusima
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visceralnog masnog tkiva svih tretiranih grupa zivotinja u odnosu na netretirane zenke.
Istovremeno, detektovano je smanjenje njegovog nivoa u citosolima S§to ukazuje na
hormon-zavisnu aktivaciju receptora kao posledicu delovanja fruktoze, stresa kao i1
njihove kombinacije (Slika 4.4.).

Neke studije pokazuju da stres moze povecati ekspresiju GR-a na iRNK i
proteinskom nivou. Tako, uoc¢eno je da hronic¢ni stres izazvan hladno¢om povecava nivo
transkripcije gena za GR kao 1 nivo GR proteina u visceralnom masnom tkivu gojaznih
pacova (Nagasawa i sar., 2016), dok je mikroCip analizom pokazano da hroni¢ni stres
povecava ekspresiju GR-a u masnom tkivu pacova kao 1 mrezu gena koji se nalaze pod
regulacijom receptora ukazuju¢i da je receptor funkcionalan (Karagiannides i sar.,
2014). lako u naSoj studiji nije zapaZeno povecanje proteinskog nivoa GR-a u
visceralnom masnom tkivu, izrazena akumulacija receptora u jedru ukazuje na to da
hronic¢ni stres aktivira glukokortikoidnu signalizaciju u ovom tkivu nezavisno od rezima
ishrane.

Uticaj ishrane bogate fruktozom na glukokortikoidni receptor manje je jasan.
Naime, jedarna akumulacija GR-a u visceralnom masnom tkivu pokazana je na modelu
muzjaka pacova hranjenith 10% fruktozom (Bursa¢ i sar., 2013), a povecan proteinski
nivo GR-a detektovan je i u perirenalnom masnom tkivu fizicki aktivnih hré¢aka nakon 6
nedelja ishrane obogacene fruktozom (Campbell i sar., 2009). U skladu sa prethodnim
su i na$i rezultati koji su pokazali smanjenje proteinskog niva GR-a u citoplazmi uz
istovremeno povecanje u jedru ukazujuéi na aktivaciju receptora. Treba ista¢i da su
prethodni razultati iz naSe laboratorije na mladim pacovima pokazali suprotne efekate
fruktoze na ekspresiju i celijsku distribuciju GR-a. Mladi muZjaci pacova koji su
konzumirali 60% fruktozu kao i mlade Zenke na ishrani koja sadrzi 10% fruktozu
pokazuju smanjen nivo GR proteina kako u citosolima tako i1 u jedrima visceralnog
masnog tkiva (Bursa¢ i sar., 2014; Kovacevi¢ 1 sar., 2014). Ostaje da se ispita koji
¢inioci usmeravaju uticaj fruktoze ka aktivaciji ili inhibiciji signalnog puta
glukokortikoida.

Vazna karakteristika GR-a koja odreduje njegovu funkcionalnost je sposobnost
receptora da veze hormon. Stoga su ispitani efekti ishrane obogacene fruktozom i
izlaganja hroni¢nom stresu na parametre vezivanja GR-a za glukokortikoidni hormon.

Afinitet GR-a prema hormonu i maksimalni broj receptora koji su sposobni da vezu
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hormon, nisu bili promenjeni pod dejstvom ni jednog od ispitivanih tretmana bilo da su
primenjeni samostalno ili u kombinaciji (Slika 4.5.). Imaju¢i ovo u vidu kao i €injenicu
da je proteinski nivo HSD1 bio povecan kod stresiranih Zenki hranjenih fruktozom,
pretpostavka je da je akumulacija GR-a u jedru ove grupe Zzivotinja posledica
stimulisane unutaréelijske regeneracije kortikosterona. Takode, na osnovu nasih
rezultata, malo je verovatno da prereceptorski metabolizam glukokortikoida igra ulogu
u aktivaciji receptora kod Zivotinja koje su izlagane pojedina¢nim tretmanima pa treba
uzeti u razmatranje i druge faktore poput stimulisanog ulaska i inhibiranog izlaska
receptora iz jedra (Grad 1 Picard, 2007). Da li je neki od ovih aspekata promenjen pod
uticajem ishrane bogate fruktozom ili izlaganja stresom ostaje da se ispita.

Glukokortikoidi ostvaruju kompleksnu funkciju u masnom tkivu koja se ogleda
u njihovoj sposobnosti da reguliSu suprotne procese u metabolizmu lipida. Oni stimuliSu
ekspresiju gena koji kodiraju kako enzime uklju¢ene u sintezu masnih kiselina 1
gliceroneogenezu, tako i enzime ukljucene u razgradnju triglicerida u masnom tkivu
(Campbell 1 sar., 2011; Vegiopoulos i Herzig, 2007). Dodatno, glukokortikoidi su
neophodni za potpunu diferencijaciju adipocita (Asada i sar., 2011). Zbog toga je
slede¢i korak u analizi karakteristika signalnog puta glukokortikoda u masnom tkivu
nakon ishrane bogate fruktozom i/ili hroni¢nog stresa bio da se ispita transkripciona
aktivnost GR-a odredivanjem nivoa iRNK njegovih ciljnih gena koji su ukljuceni u
lipidni metabolizam. Rezultati su pokazali da su fruktoza i stres doveli do aktivacije
potpuno razliCite grupe gena lipidnog metabolizma koji su regulisani GR-om. Naime,
samostalno primenjena fruktoza je uticala na gene ukljuCene u lipogene procese,
povecanjem nivoa iRNK koje kodiraju ACC, FAS, LPL i PEPCK. Nasuprot tome,
hroni¢ni nepredvidivi stres, nezavisno od primenjene ishrane, poveéao je nivo iRNK
koje nose informaciju za HSL, enzim lipolitickog puta (Slika 4.6.).

Ispitivanja uticaja sve vece zastupljenosti fruktoze u ishrani na lipidni
metabolizam ukazala su da fruktoza moze da stimuliSe de novo sintezu lipida. Nivo
postprandijalne sinteze masnih kiselina u jetri znacajno je povecan kod muskaraca i
zena nakon deset nedelja konzumiranja pica zasladenih fruktozom (Stanhope 1 sar.,
2009). Ekspresija gena koji kodiraju ACC 1 FAS znacajno je veca u hepatocitima
miSeva koji su konzumirali fruktozu u odnosu na miseve koji su unosili standardnu

hranu (Miyazaki i sar., 2004). Dodatno, istrazivanja ukazuju da fruktoza stimuliSe

100



sintezu masnih kiselina i u masnom tkivu. Pa tako, muzjaci pacova koji su tokom devet
nedelja konzumirali 60% rastvor fruktoze pokazuju povecanu transkripciju gena koji
kodira FAS u visceralnom masnom tkivu (Bursac¢ i sar., 2014). Nivo iRNK za FAS i1
formiranje masnih kapi se odvijaju znatno brze u adipocitima koji rastu na medijumu
obogacenom fruktozom u odnosu na standardni medijum (Robubi i sar., 2014). Sli¢no,
rezultati nase studije su pokazali povecanu transkripciju gena koji kodiraju ACC 1 FAS
u visceralnom masnom tkivu Zenki koje su konzumirale samo fruktozu. Aktivacija gena
koji kodiraju ove enzime ukljuc¢ene u put sinteze masnih kiselina kod nestresiranih zenki
koje su pile fruktozu je u skladu sa uocenim ostrvcima malih adipocita u visceralnom
masnom tkivu koji ukazuju na prisustvo adipogeneze. Ovo je i u skaldu sa Gathercole 1
sar., (2011) koji su pokazali da nivo ACC proteina raste tokom diferencijacije celijske
linije humanih adipocita.

Jedan od glavnih transkripcionih regulatora odgovornih za regulaciju sinteze
masnih kiselina i holesterola je SREBPlc (Eberlé¢ 1 sar., 2004). Naime, mesta na
genomu za vezivanje SREBPI1c-a nalaze se u okviru veéine gena ukljucenih u sintezu
lipida, a medu njima i ACC i FAS gena (Bennett i sar., 1995). Tako postoje studije koje
pokuzuju da ishrana bogata fruktozom moze da poveca nivo SREBPlc-a u jetri
(Miyazaki 1 sar., 2004) i visceralnom masnom tkivu (Bursa¢ i sar., 2014), jedarni nivo
SREBPI1c nije bio promenjen u nasoj studiji (Slika 4.7.). Stoga, mehanizam putem koga
je fruktoza u naSoj studiji povecala ekspresiju gena koji kodiraju enzime ukljuc¢ene u
proces sinteze masnih kiselina u masnom tkivu ne ukljucuje povecanu stimulaciju
SREBPIc-a. Jedan od alternativnih mehanizama primecenih efekata fruktoze bi mogao
ukljuciti glukokortikoide, s obzirom da je poznato da oni pozitivho reguliSu proces
lipogeneze. Naime, in vivo i in vitro studijama je potvrdeno da se ekspresija ACC nalazi
pod pozitivhom regulacijom glukokortikoida (Gathercole 1 sar., 2011; Slavin 1 sar.,
1994). U promotoru Fas gena nalazi se GRE sekvenca putem koje glukokortikoidi
pozitivno reguliSu ekspresiju ovog gena (Lu i sar., 2001; Wang i sar., 2012). U prilog
tome govori i studija u kojoj tretman deksametazonom povecava ekspresiju
reporterskog gena pod promotorom Fas gena (Soncini 1 sar., 1995). Uticaj
glukokortikoida na regulaciju FAS-a pokazan je u mnogim tkivima poput masnog tkiva,
jetre i plu¢a (Sul i Wang, 1998). Na osnovu nepromenjenog nivoa SREBP1c-a i jedarne

akumulacije GR-a u visceralnom masnom tkivu nestresiranih zenki koje su pile fruktozu
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moze se pretpostaviti da je povecan nivo iRNK za FAS i ACC posledica aktivacije
transkripcije ovih gena glukokortikoidima. Stoga, nasSi rezultati ukazuju da u uslovima
prekomernog konzumiranja fruktoze, GR pospesuje sintezu masnih kiselina aktivacijom
ekspresije lipogenog seta gena, a novoformirani adipociti se mogu smatrati pripremom
organizma za njithovo deponovanje.

Ishrana obogacena fruktozom se dovodi u vezu sa povecanjem triglicerida u
plazmi. Naime, pored toga Sto stimuliSe de novo lipogenezu, fruktoza se smatra veoma
lipogenim Seéerom i zbog specificnog nacina njene razgradnje u jetri. Kljuéni aspekt
metabolizma fruktoze u jetri jeste Sto ona ulazi u glikolizu nizvodno od heksokinaze 1
fosfofruktokinaze. Na taj nadin fruktoza zaobilazi regulaciju ovih enzima ATP-om i
citratom i izbegava reverzibilne reakcije. Usled toga, prilikom poveéanog unosa, najveci
deo fruktoze se brzo konvertuje u gliceraldehid i dihidroksiaceton fosfat u ¢elijama jetre
¢ime se obezbeduju supstrati za sintezu masnih kiselina 1 triglicerida nezavisno od
energetskog statusa. Ishrana bogata fruktozom je uzrokovala znacajno povecanje
triglicerida u cirkulaciji muZzjaka pacova (Bursa¢ i sar., 2013; Zubira i sar., 2016), a
Herman i saradnici su jo$ 70-tih godina proSlog veka pokazali da poveéan nivo
triglicerida u serumu pacova postoji tokom svih 100 dana ishrane bogate fruktozom i da
njihov nivo opada sa prelaskom na standardnu hranu (Herman i sar., 1970).
Konzumiranje fruktoze u trajanju od 4 nedelje povecava nivo triglicerida u cirkulaciji i
doprinosi steatozi jetre kod muskaraca (L€ i sar., 2006). Medutim, postoje i studije koje
ukazuju na neizmenjenu koncentraciju triglicerida nakon ishrane bogate fruktozom.
Naime, Sestonedeljna ishrana koja sadrzi 17% fruktoze nije dovela do promena
postprandijalnog nivoa triglicerida kod mladih muskaraca i starijih Zena (Bantle 1 sar.,
2000). Nakon dve godine pracenja efekata hroni¢nog konzumiranja saharoze, ksilitola i
fruktoze kod zdravih ljudi, pokazano je da fruktoza ne dovodi do promena u nivou
holesterola i triglicerida u cirkulaciji (Huttunen i sar., 1976). Neizmenjena koncentracija
triglicerida i slobodnih masnih kielina pokazana je i kod miSeva nakon 14 nedelja
ishrane koja sadrzi 60% fruktoze (Tillman i sar., 2014). U skladu sa ovim studijama su i
rezultati naSeg istrazivanja koji su pokazali da kod adultnih Zenki koje su pile samo
fruktozu nije bilo promena u nivou triglicerida ni slobodnih masnih kiselina
(Tabela 4.1.). To ukazuje da devetonedeljna ishrana bogata fruktozom kod adultnih

zenki nije bila dovoljna da dovede do poremecaja u lipidnom metabolizmu koje bi se
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odrazile na sistemske promene u nivoima triglicerida i slobodnih masnih kiselina. Iako
je ishrana bogata fruktozom u ovoj eksperimentalnoj grupi stimulisala ekspresiju gena
lipogenog puta i inicirala pojavu adipogeneze detektovanu u vidu ostrvaca malih
adipocita na histoloSkim presecima, najverovatnije da je kapacitet masnog tkiva
dovoljan da izdrzi lipogene efekte koje fruktoza ostvaruje te masa visceralnog masnog
tkiva 1 dalje ostaje nepromenjena. Ispitujuci uticaj ishrane bogate ugljenim hidratima na
pojavu hipertrigliceridemije, Parks 1 Hellerstein (2000) ukazuju da pored poveéane
sinteze triglicerida u jetri veoma vazan doprinos hipertrigliceridemiji ima i smanjeno
uklanjanje triglicerida iz cirkulacije. Kljuéni enzim koji omogucava preuzimanje
triglicerida iz cirkulacije u ¢elije je LPL. Naime ovaj enzim vrsi hidrolizu triglicerida iz
hilomikrona i VLDL do slobodnih masnih kiselina koje onda ulaze u masno tkivo gde
bivaju re-esterifikovane u trigliceride i deponovane u adipocitima (Cryer, 1981). lako
nema mnogo podataka o direktnom uticaju samostalno primenjene fruktoze na LPL,
Kazumi 1 sar., (1997) sugeriSu da ishrana bogata fruktozom kod gojaznih pacova
naruSava proces uklanjanja triglicerida iz cirkulacije ostavljaju¢i nivo triglicerida daleko
viS§im nego Sto bi se ocekivalo iz nivoa stimulacije sinteze triglicerida (Kazumi i sar.,
1997). Dodatno, pokazano je da se kod osoba sa hipertrigliceridemijom aktivnost LPL-a
nalazi u inverznoj korelaciji sa koncentracijom VLDL-a i ukupnih triglicerida (Parks 1
Hellerstein, 2000). Stoga, poveéan nivo ekspresije gena koji kodira LPL kod
nestresiranih Zenki koje su pile fruktozu ukazuje na povecano preuzimanje triglicerida
iz cirkulacije u adipocite, Sto moze biti razlog nepromenjenog nivoa triglicerida u
plazmi ovih Zivotinja a novoformirani adipociti obezbeduju povecan kapacitet
visceralnog masnog tkiva za preuzimanje triglicerida.

Adipogeneza, odnosno formiranje ostrvaca sastavljenih iz malih adipocita koje
smo uocili histoloSkom analizom u visceralnom masnom tkivu nestresiranih Zivotinja
koje su hranjene fruktozom, najverovatnije je asocirana sa povecanjem nivoa proteina
PPARy u jedru (Slika 4.7.). Naime, PPARy predstavlja klju¢ni regulator i neophodnu
komponentu diferencijacije adipocita (Rosen i sar., 1999) koja odreduje kompetentnost
prekursorskih ¢elija adipocita odnosno sposobnost ¢elija da se diferenciraju u adipocite
u odgovoru na adipogeni signal (Cristancho i1 Lazar, 2011). Sve je viSe studija koje
govore o pozitivnom uticaju koji fruktoza ima na regulaciju PPARy. Tako, povecana

transkripcija gena za PPARy pokazana je u masnom tkivu muzjaka i zenki nakon 24
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nedelje ishrane obogacéene fruktozom (Pektas i sar., 2016). Isti efekat pokazan je i u
adipocitima izolovanim iz masnog tkiva zivotinja nakon 8 nedelja ishrane bogate
fruktozom (Zubira 1 sar., 2016). Tretman 3T3-L1 preadipocita razli¢itim dozama
fruktoze povecava diferencijaciju masnih ¢elija, proteinski nivo PPARYy i transkripciju
gena koji ga kodira (Du 1 Heaney, 2012). Legeza i sar., (2014) ukazuju da fruktoza
stimuliSe ekspresiju PPARy u adipocitima kao i da je povecanje dvostruko vece u
odnosu na tretman glukozom. Dodatno, tretman preadipocita fruktozom moze
uzrokovati povecanje nivoa C/EBPa proteina, ¢lana familije CCAAT transkripcionih
regulatora koji su neophodni za diferencijaciju adipocita 1 smatraju se markerima
adipogeneze (Du i Heaney, 2012; Legeza 1 sar., 2014). Povecana ekspresija C/EBPa
pokazana je 1 in vivo, u masnom tkivu muzjaka pacova hranjenih fruktozom (Zubira i
sar., 2016). Naime, PPARy i C/EBPa se smatraju glavnim pokreta¢ima kaskade
dogadaja koji ¢ine adipogenezu. Istrazivanja pokazuju da se mesta za vezivanje PPARy
1 C/EBPa nalaze u okolini najve¢eg broja gena koji su aktivirani tokom adipogeneze
kao 1 da svaki od ova dva transkripciona regulatora ima sposobnost medusobne
regulacije i autoregulacije (Lefterova i sar., 2008; Wu i sar., 1999). Povecana jedarna
akumulacija PPARy proteina kao 1 pojava ostrvaca malih adipocita u visceralnom
masnom tkivu nakon ishrane obogacene fruktozom pokazana u naSem i slicnim
istrazivanjima zajedno sa povecanjem ekspresije C/EBPa detekovanim u mnogim
studijama koje ispituju efekte fruktoze doprinose pretpostavci da fruktoza ima izraziti
potencijal da stimuliSe adipogenezu.

Iznenadujuce, adipogeneza primecena u visceralnom masnom tkivu nije dovela
do povecanja mase ovog tkiva. Ipak, ovaj rezultat je u skladu sa rezultatima Okuna i
sar., (Okuno i sar., 1998) koji su ispitivali efekte troglitazona, agonista za PPARy, na
masno tkivo gojaznih Zucker pacova i pokazali povecan broj malih adipocita bez efekta
na ukupnu masu masnog tkiva. Interesantno je ista¢i da je za razliku od ovde
predstavljenih rezultata koji pokazuju hiperplaziju visceralnog masnog tkiva nakon
devetonedeljnog konzumiranja 10% fruktoze, u nasoj laboratoriji pokazano prisustvo
kako hiperplazije tako 1 hipertrofije kod Zivotinja koje su pile 60% rastvor fruktoze
(Bursac 1 sar., 2014). Na osnovu toga moze se pretpostaviti da hiperplazija masnog tkiva
prethodi hipertrofiji koja se najverovatnije javlja tek kada je metaboli¢ko opterecenje

dovoljno veliko.
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Doprinos glukokortikoidnih hormona 1 njihovog receptora procesu adipogeneze
je Siroko proucavan i dobro dokumentovan. Pokazano je da i kortizol 1 deksametazon
stimuliSu diferencijaciju adipocita po dozno-zavisnom obrascu (Hauner i sar., 1989), a
kulture tretirane deksametazonom imaju veéi broj ostrvaca malih adipocita (Ayala-
Sumuano 1 sar., 2013). Upotrebom siRNK, Stegar i sar., (2010) su pokazali da ¢elije
3T3-L1, u kojima je inhibiran GR nisu sposobne da efikasno deponuju lipide i
eksprimiraju gene specifiéne za adipocite. Jedan od pretpostavljenih molekularnih
mehanizama je da GR u kooperaciji sa C/EBPp, epigenetickim mehanizmima aktivira
transkripciju gena za PPARY, prevashodno regrutovanjem koaktivatora koji indukuju
acetilaciju histona H3 u okviru pojacivaca gena za PPARy (Steger i sar., 2010). Dalje,
podaci ukazuju da deksametazon stimuliSe fosforilaciju C/EBPP na treoninu na 188.
poziciji, Sto je kljucna post-translaciona modifikacija ovog molekula za odvijanje
adipogenze (Ayala-Sumuano 1 sar., 2011; Park 1 sar., 2004). lako nema podataka da su
transkripcioni regulatori prvog talasa adipogeneze poput C/EBPa, C/EBPB, SREBPF1a
i1 SREBPFlc, direktno regulisani glukokortikoidima, njithov nivo u potpuno
diferenciranim adipocitima je visi u kulturama koje su tokom ranih faza diferencijacije
tretirane deksametazonom nego u onima koje nisu (Ayala-Sumuano 1 sar., 2013).
Glukokortikoidi mogu da stimuliSu adipogenezu i posredstvom gena koji se nalaze pod
regulacijom GR-a, s obzirom na to da je aktivnost gena za lipogene enzime ACC
(Levert i sar., 2002) i FAS (Schmid i sar., 2005) koji su regulisani GR-om, neophodna
za ekspresiju PPARy tokom diferencijacije adipocita 1 da inhibitori ova dva enzima
spreavaju sazrevanje preadipocita. S tim u vezi, ekspresija ACC 1 FAS stimulisana
GR-om kod nestresiranih Zenki koje su konzumirale fruktozu bi mogla pospesiti
adipogenezu kod ovih Zivotinja. Jednom aktiviran, PPARy moze ucestvovati u
pozitivnoj regulaciji sopstvenog gena i gena koji kodira C/EBPa sa kojim potom dalje
propagira proces adipogeneze (Steger i sar., 2010).

Jo§ jedna veoma vaZzna uloga PPARY je da aktivira ekspresiju gena koji kodiraju
enzime ukljucene u proces preuzimanja masnih kiselina iz cirkulacije i koji promovisu
njihovo recikliranje pre nego eksport iz ¢elija masnog tkiva (Lehrke 1 Lazar, 2005).
Medu pomenutom grupom gena regulisanih sa PPARY, nalazi se i PEPCK. Pored toga
Sto je kljucni enzim gliceroneogeneze, PEPCK predstavlja vazan korak u kontroli

re-esterifikacije slobodnih masnih kiselina u masnom tkivu (Franckhauser i sar., 2002).
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Na ovaj nacin PEPCK promovise uklanjanje slobodnih masnih kiselina iz cirkulacije.
Nepromenjen nivo ekspresije gena za HSL kod nestresiranih Zzivotinja koje su pile
fruktozu ukazuje na odsustvo lipolize koja bi uslovila oslobadanje slobodnih masnih
kiselina iz masnog tkiva. Zajedno sa povecanom ekspresijom gena za PEPCK u istoj
eksperimentalnoj grupi, ovi rezultati bi mogli da objasne zasto u nasoj studiji ishrana
obogacena fruktozom, suprotno ocekivanjima, nije povecala nivo slobodnih masnih
kiselina u cirkulaciji. Kompleksna regulatorna mreza koja kontroliSe transkripciju gena
za PEPCK ukljucuje i PPARY i glukokortikoide. U masnom tkivu, PEPCK je negativno
regulisan GR-om (Vegiopoulos 1 Herzig, 2007), te bi stoga njegovo povecanje u
visceralnom masnom tkivu nestresiranih zenki koje su pile fruktozu moglo biti
pripisano transkripcionoj aktivnosti PPARy.

Nasuprot promenama opisanim kod nestresiranih zenki koje su pile fruktozu,
obe grupe Zenki izlaganih stresu su imale povecan nivo ekspresije gena koji kodira
HSL, enzim uklju¢en u proces hidrolize triglicerida i glavno mesto regulacije ovog
procesa. Povecana ekspresija gena za HSL u visceralnom masnom tkivu, ukazuje na
povecanu razgradnju triglicerida u adipocitima koja moze rezultovati smanjenjem
veli¢ine adipocita i mase masnog tkiva Sto je 1 primeceno kod obe grupe stresiranih
zenki.

Poznato je da tokom stresnih izazova postoje visoki zahtevi za energijom te se
pored povecane koncentracije glukoze u krvi stimuli$e i razlaganje triglicerida u cilju
povecavanja nivoa dostupnih slobodnih masnih kiselina koje iz cirkulacije mogu
preuzeti Celije van masnog tkiva. Stoga glukokortikoidi, kao hormoni stresa ostvaruju
pozitivhu regulaciju ekspresije HSL-a. Naime, tretman deksametazonom pozitivno
reguliSe HSL, kako na iRNK tako i na nivou proteina, uticuci pri tome i na poveéanje
aktivnosti ove lipaze u adipocitima, Sto se inhibira upotrebom RU486, antagonista GR-a
(Xu 1 sar., 2009). Ovi rezultati ukazuju na to da bi stres mogao da uzrokuje lipolizu
posredstvom GR-a, koja za rezultat ima redukciju mase masnog tkiva nezavisno od
rezima ishrane. ITako bi mehanizmi odgovorni za jedarnu akumulaciju GR-a kod
Zivotinja izlaganih stresu na standardnoj 1 ishrani obogacenoj fruktozom mogli biti
razli€iti, transkripciona aktivnost receptora u obe stresirane grupe zivotinja bila je
usmerena ka lipolitiCkom putu, dok ekspresija analiziranih gena lipogenog puta nije bila

promenjena kod ovih zivotinja (Slika 4.6.). Takode, ekspresija PEPCK nije bila

106



promenjena ni u jednoj od grupa Zenki izlaganih stresu, Sto podrzava ideju da pod
stresnim okolnostima kod adultnih zenki GR moze doprineti gubitku mase visceralnog
masnog tkiva usled povecane lipolize pre nego inhibicijom lipogeneze.

S ciljem da se objasni zasto nivo slobodnih masnih kiselina u plazmi Zivotinja
izlaganih stresu nije bio promenjen uprkos povecanoj ekspresiji gena za HSL u
adipocitama, ispitan je nivo CPT1 proteina, klju¢nog regulatornog enzima koji
omogucava transport slobodnih masnih kiselina u mitohondrije i njihovu posledi¢nu
oksidaciju. Nasi rezultati su pokazali pove¢an nivo CPT1 proteina u masnom tkivu obe
grupe stresiranih Zenki (Slika 4.8.), $to ukazuje na povecanu potros$nju energije kod
ovih Zivotinja. Iako je primarna uloga ¢elija belog masnog tkiva da skladisti lipide pre
nego da vrsi oksidaciju slobodnih masnih kiselina, prisustvo i aktivnost CPT1 u belom
masnom tkivu su pokazani i kod pacova i kod ljudi (Brown i sar., 1997; Malandrino i
sar., 2015). PoviSen nivo CPT1 proteina bi za posledicu mogao da ima povecanu
oksidaciju slobodnih masnih kiselina nastalih razlaganjem triglicerida, ¢ime bi moglo da
se objasni zaSto nivo slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji Zenki izlaganih stresu nije
bio povecan i pored povisenog nivoa HSL.

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da je dugorocna ishrana obogacena
fruktozom 1 izlaganje hroni¢nom nepredvidivom stresu izazvalo suprotne efekte na
metabolizam lipida u visceralnom masnom tkivu adultnih Zenki pacova. Dok je ishrana
obogacena fruktozom stimulisala adipogenezu, de novo lipogenezu i preuzimanje lipida
od strane masnog tkiva, hroni¢ni stres je, nezavisno od nacina ishrane, promovisao
lipolizu i transport masnih kiselina u mitohondrije. Opisani efekti fruktoze, stresa i
njihove kombinacije na metabolizam lipida u visceralnom masnom tkivu najverovatnije
se ostvaruju posredstvom aktivnosti glukokortikoidnih hormona, s obzirom da efekti

koincidiraju sa pove¢anom jedarnom akumulacijom 1 transkripcionom aktivnoséu GR-a.
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5.2. Efekti ishrane bogate fruktozom, hroni¢nog stresa i
njihove kombinacije na razvoj inflamacije u visceralnom

masnom tkivu

Hroni¢na inflamacija niskog intenziteta je prisutna kod pacijenata obolelih od
razli¢itih metabolickih poremecaja ukljucujuéi 1 metabolicki sindrom (Yudkin i sar.,
1999). Sve vecu paznju istrazivaca privlaci inflamacija koja se uocava u visceralnom
masnom tkivu gojaznih osoba, s obzirom da je upravo visceralno masno tkivo
prepoznato kao vazan metaboli¢ki 1 endokrini centar koji uti¢e na regulaciju energetske
homeostaze. Stoga je bilo od interesa da se ispita da li fruktoza i hronic¢an, nepredvidivi
stres primenjeni samostalno ili u kombinaciji dovode do inflamacije u masnom tkivu.
Gojaznost je postala veoma izrazena i u mladoj populaciji a studije upozoravaju da u
ishrani dece sve ¢eSc¢e preradena hrana bogata fruktozom zamenjuje neophodne hranjive
sastojke (Bray i1 Popkin, 2013). Posebno su alarmantni podaci da 1 preko 30% dece
uzrasta od 1-5 godina konzumira vestacki zasladene napitke (Fulgoni i Quann, 2012).
Procene su da bi unos fruktoze kod dece bio smanjen za 82% kada bi se eliminisali svi
ostali izvori fruktoze izuzev voca i povréa (Vos 1 sar., 2008). Tako su povecani markeri
inflamacije detektovani kod gojazne dece uzrasta od samo 6 godina (Zimmermann i
Aeberli, 2008), uticaj fruktoze na inflamaciju kod mladih, narocito devojCica, nije
dovoljno ispitan i razjasnjen. Nasi prethodni rezultati su pokazali da mlade, preadultne
zenke pacova hranjene fruktozom razvijaju adipoznost najverovatnije kao posledicu
izostanka lipolitickih efekata glukokortikoida €iji je signalni put inhibiran u visceralnom
masnom tkivu (Kovacevi¢ i sar., 2014). Rezultati na adultnim Zenkama prikazani u
ovom doktoratu ukazuju da ishrana bogata fruktozom ne dovodi do povecanja mase
masnog tkiva ni razvoja gojaznosti, ali inicira pojavu adipogeneze kao i1 jedarnu
akumulaciju GR-a 1 njegovu transkripcionu aktivnost u masnom tkivu. Kako se efekti
fruktoze na masu masnog tkiva i glukokortikoidnu signalizaciju u njemu znacajno
razlikuju izmedu mladih i adultnih Zenki, pretpostavka je da bi se i efekti fruktoze na
markere inflamacije u visceralnom masnom tkivu mogli razlikovati kod mladih i

adultnih Zenki pacova. Zbog toga je ovom studijom analiziran inflamatorni status ne
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samo adultnih ve¢ 1 preadultnih zenki pacova, koje su hranjene fruktozom odmah nakon
odvajanja od majki.

Nakon analize markera inflamacije uoceno je da fruktoza ostvaruje znacajan
efekat na razvoj inflamacije u visceralnom masnom tkivu i kod mladih i kod adultnih
zenki. Kod obe grupe adultnih zenki koje su konzumirale fruktozu uocena je jedarna
akumulacija p65, transkripciono aktivne subjedinice NFxB, ukazujuéi na aktivaciju
ovog proinflamatornog transkripcionog regulatora (Slika 4.9.). Ovo je potvrdeno i
ispitivanjem ekspresije gena za proinflamatorne citokine IL1, IL6 i TNFa koji su
regulisani NFkB-om, koje je pokazalo stimulisanu ekspresiju ovih gena kod
nestresiranih  adultnih Zenki koje su pile fruktozu (Slika 4.11.). Aktivacija
proinflamatornog transkripcionog regulatora NFkB pokazana je i kod mladih Zenki koje
su konzumirale fruktozu u masnom tkivu gde je proteinski nivo NFxB bio znacajno
povecan u jedarnoj frakeiji (Slika 4.10.). Medutim, izgleda da je glavni inflamatorni
akter u masnom tkivu mladih Zenki proinflamorni citokin IL1 ¢ija je ekspresija bila
povecana nakon devetonedeljnog konzumiranja fruktoze Sto nije zapaZeno u slucaju
TNFa (Slika 4.12.).

Pojava inflamacije nakon ishrane bogate fruktozom nije iznenadujuca s obzirom
da postoje literaturni podaci koji svedoce o tome da fruktoza moze biti uzrocnik
hroni¢ne inflamacije niskog intenziteta u mnogim tkivima (Ruiz-Nufiez i sar., 2013;
Rutledge i Adeli, 2007). Tako je pokazano da unos hrane sa visokim sadrzajem fruktoze
olakSava migraciju leukocita povecanjem ekspresije adhezivnih proteina na povrsSini
endotelnih ¢elija kao i da povecava infilatraciju makrofaga u bubrege stimuliSu¢i razvoj
inflamacije 1 doprinosec¢i razvoju bolesti bubrega (Glushakova i sar., 2008). Sli¢no,
ishrana bogata fruktozom povezana je sa aktivacijom NF«kB proteina u srcu muzjaka
pacova (Padiya 1 sar., 2014), kao 1 pove¢anim nivoima proinflamatornih citokina IL1 1
TNFa u jetri (Castro 1 sar., 2012) 1 plazmi (Huang 1 sar., 2013; Madani 1 sar., 2012;
Sivaraman 1 sar., 2013). Istaknuta je i veza izmedu ishrane bogate fruktozom i
izmenjene endokrine funkcije visceralnog masnog tkiva ukljucujuéi i povecanu
produkciju markera inflamacije. Povecanje IL6 je u masnom tkivu muZjaka miSeva
uoceno na transkripcionom i proteinskom nivou nakon 8 nedelja ishrane sa visokim
sadrzajem fruktoze (Magliano i sar., 2015). Muzjaci pacova soja Sprague—Dawley

imaju poveéan nivo IL6 1 TNFa u masnom tkivu nakon dugotrajne ishrane koja sadrzi
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65% fruktoze (Hsieh 1 sar., 2013), a isti efekat je zabelezen 1 u masnom tkivu muzjaka
Wistar pacova koji su pili 10% rastvor fruktoze (Mohammad Reza 1 sar., 2015). Iz
prilozenog se vidi da je najveci broj studija koje ispituju efekte fruktoze na inflamatorni
status u razli¢itim tkivima raden na muzjacima. Jedno od retkih istrazivanja sprovedenih
na zenkama je pokazalo da dodatak 10% rastvora fruktoze standaradnoj ishrani
povecava nivo IL1, IL6 1 TNFa u masnom tkivu Zenki pacova posle 24 nedelje (Pektas i
sar., 2016). NaSa studija pokazuje da se inflamacija u masnom tkivu zenki koje su
konzumirale 10% fruktozu javlja i mnogo ranije, ve¢ nakon 9 nedelja.

Mehanizam nastanka inflamacije kao posledice unosa hrane bogate fruktozom
nije u potpunosti razjasnjen. Jedan od puteva kojim bi fruktoza mogla da dovede do
inflamacije ukljucuje stimulaciju adipogeneze i pove¢anje mase masnog tkiva. Naime,
sve ve¢i broj istrazivanja ukazuje da fruktoza, kao Secer sa velikim lipogenim
potencijalom, moze uticati na razvoj gojaznosti kod ljudi 1 zivotinja (Bray 1 sar., 2004;
Jirgens 1 sar., 2005). Pokazano je da je fruktoza dovoljna za uspeSni zavrSetak
diferencijacije adipocita u kulturi i da je efikasnija od glukoze u indukovanju ekspresije
gena koji su specifini za adipocite (Du i Heaney, 2012; Legeza i sar., 2014) Sto svedoci
o stimulatornom efektu fruktoze na proces adipogeneze. Poznato je da su rast masnog
tkiva 1 gojaznost praceni razvojem hroni¢ne inflamacije niskog intenziteta u samom
tkivu. Povecanje mase masnog tkiva 1 gojaznost povezani su sa aktivacijom
transkripcionog regulatora NFxB kao i povec¢anjem ekspresije gena za proinflamatorne
citokine IL1, IL6 1 TNFa, koji su najve¢im delom pod transkripcionom kontrolom
NF«B-a (revidirano u (Wellen 1 Hotamisligil, 2005)). Rast masnog tkiva stvara uslove u
kojima adipociti mogu sekretovati hemoatraktantne signale putem kojih se stimuliSe
regrutovanje makrofaga u masno tkivo (Wellen i Hotamisligil, 2005), te je infiltracija
makrofaga u masno tkivo opisana u slucajevima gojaznosti 1 kod miseva 1 kod ljudi
(Weisberg i sar., 2003; Xu i sar., 2003).

Razlog pojave inflamacije u masnom tkivu tokom gojaznosti nije u potpunosti
jasan i jo§ uvek predstavlja fokus mnogih istrazivanja. Ipak, pojava hipoksije tokom
gojaznosti se istice kao najceS¢e pominjani uzrok promene inflamatornog stanja. Naime,
poznato je da su tkiva povecane mase pod izazovom da snabdeju kiseonikom sve svoje
delove, te je prisustvo hipoksije ¢esta posledica. U gojaznosti, masno tkivo bi moglo biti

upravo pred takvim izazovom, §to je i potvrdeno upotrebom specifi¢ne hemijske probe
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za hipoksiju 1 pracenjem ekspresije gena koji kodiraju markere hipoksije u masnom
tkivu geneticki gojaznih miseva i miseva kojima je gojaznost izazavana ishranom (Ye i
sar., 2007). Studije ukazuju 1 da je hipoksija povezana sa oslobadanjem
proinflamatornih citokina IL6 i TNFa iz masnog tkiva kod ljudi (O’Rourke i sar., 2011)
kao 1 da su makrofagi osetljivi na prisustvo hipoksije, te kao odgovor pokrecu
produkciju plejade citokina i drugih proinflamatornih faktora (Murdoch i sar., 2005).
Tesna veza izmedu hipoksije u masnom tkivu povec¢ane mase kao i u masnom tkivu u
ekspanziji sa povecanjem proinflamatornih markera ukazuje da bi upravo sredinski
uslovi bez kiseonika mogli biti signal za razvoj inflamacije u masnom tkivu (Trayhurn,
2013; Ye i sar., 2007). Takode, pokazano je da hipoksija povecava ekspresiju GLUTS,
specifi¢nog transportera za fruktozu, u humanim adipocitama (Wood i sar., 2007) $to bi
dodatno moglo doprineti stvaranju efekta zacaranog kruga u kome ishrana bogata
fruktozom stimuliSe povecanje masnog tkiva 1 stvaranje hipoksi¢nih uslova koji potom
olakSavaju transport fruktoze. Zaista, Sirenje visceralnog masnog tkiva kod mladih zenki
koje su pile fruktozu moZe dovesti do uslova hipoksije. Takode, prilikom formiranja
novih adipocita u masnom tkivu odraslih nestresiranih Zenki na ishrani obogacenoj
fruktozom, moZe postojati povecana potreba za kiseonikom 1 hranljivim sastojcima Sto
oslikava uslove nedovoljne prokrvljenosti. Sveukupno, ovakvi uslovi bi mogli
propagirati nastanak inflamacije, koja i jeste prime¢ena u masnom tkivu ovih Zivotinja.
Efekat fruktoze na razvoj inflamacije u masnom tkivu mogao bi se ostvariti i
putem uticaja na oksidativni status i na mehanizme odbrane od oksidativnog stresa.
Naime, studije ukazuju da je ishrana bogata fruktozom ukljuena u promovisanje
oksidativnog stresa (Giris i sar., 2014) 1 da se za period od samo nedelju dana primene
fruktoze moze povecati nivo reaktivnih vrsta kiseonika u aorti, srcu i cirkulaciji
(Delbosc 1 sar., 2005). Tretman pacova na ishrani bogatoj fruktozom antioksidansima
smanjuje produkciju markera oksidativnog stresa i predstavlja prevenciju od ostecenja i
poremecaja koji nastaju kao posledica njihovog delovanja (Armutcu i sar., 2005).
Podaci ukazuju da fruktoza naruSava antioksidativhu odbranu, te ishrana obogacena
fruktozom smanjuje aktivnost i/ili ekspresiju antioksidativnih enzima u masnom tkivu 1
drugim organima poput jetre i miSi¢a, kako kod Zenki (Fields i Lewis, 1995; Mellouk i
sar., 2012) tako i kod muzjaka (Cavarape i sar., 2001; Madani i sar., 2012) pacova.

Kako je i u naSoj laboratoriji pokazano da ishrana obogacena fruktozom smanjuje
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proteinski nivo antioksidativnih enzima u visceralnom masnom tkivu mladih Zenki
(Kovacevic 1 sar., 2017), ostaje da se ispita da li i u kojoj meri ishrana bogata fruktozom
menja oksidativni status masnog tkiva adultnih Zenki pacova.

Glukokortikoidi predstavljaju znac¢ajne modulatore inflamatornog odgovora, a
kako naSi rezultati pokazuju da je kod pacova koji su konzumirali fruktozu
glukokortikoidna signalizacija izmenjena u odnosu na Zivotinje na standardnoj ishrani,
jedan od pretpostavljenih mehanizama kojima fruktoza menja inflamatorni status
masnog tkiva je glukokortikoidni signalni put. Nasim prethodnim rezultatima pokazano
je da ishrana bogata fruktozom dovodi do smanjenja transkripcije gena za GR,
smanjenog nivoa GR proteina u citosolima i1 jedrima kao i smanjenja kapaciteta i
afiniteta receptora za vezivanje hormona u masnom tkivu mladih Zenki (Kovacevi¢ i
sar., 2014). Rezultati ovog doktorata su pokazali da u visceralnom masnom tkivu
mladih Zzenki koje su pile fruktozu postoji jedarna akumulacija NFxB proteina 1
povecana ekspresija gena za proinflamatorni citokin IL1 Cija je ekspresija pozitivno
regulisana NFxB-om. Stoga, moglo bi se pretpostaviti da inhibicija signalnog puta
glukokortikoida  bar jednim delom doprinosi aktivaciji  proinflamatornog
transkripcionog regulatora NF«B 1 posledi¢noj ekspresiji proinflamatornog citokina IL1
koji dovode do razvoja inflamacije kod mladih zenki. Medutim, mehanizam bi mogao
biti potpuno drugaciji kod adultnih zenki koje su pile samo fruktozu s obzirom na to da
se kod njih inflamacija razvija uprkos izrazenoj jedarnoj akumulaciji GR-a. Interesantno
je da za razliku od mladih Zenki, glukokortikoidna signalizacija nema uticaj na
inflamatorni status kod adultnih Zenki, Sto ukazuje da fruktoza pokrece razlicite
mehanizme u zavisnosti od starosti. [zgleda da bi faktori koji promovisu inflamaciju kao
posledicu ishrane obogacene fruktozom mogli da ostvare dominantan efekat u odnosu
na anti-inflamatornu aktivnost glukokortikoida kod nestresiranih zenki koje su pile
fruktozu. Jedan od kandidata koji bi mogao da moduliSe anti-inflamatornu funkciju
glukokortikoida je inhibitorni faktor migracije makrofaga, MIF (eng. Macrophage
migration inhibitory factor). Naime, MIF je jedini do sada poznati proinflamatorni
citokin ¢ija je ekspresija indukovana glukokortikoidima, a koji istovremeno inhibira
anti-inflamatornu funkciju glukokortikoida (Ji 1 sar., 2015). Pa je tako pokazano da
egzogeni dodatak MIF-a smanjuje inhibitorni efekat glukokortikoida na ekspresiju

proinflamatornih citokina, IL1, IL6 i TNFa, u ¢elijskoj kulturi monocita kod kojih je
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inflamacija izazvana lipopolisaharidima (Calandra 1 sar., 1995). Isti efekat je potvrden 1
in vivo, na primeru endotoksemije kod koje se letalni efekat javlja kao posledica
aktivacije citokina izazvanih endotoksinima. Iako je poznato da rani tretman
glukokortikoidima efikasno suprimira produkciju citokina i povecava prezivljavanje
endotoksemije, dodatak MIF-a obolelim miSevima blokira protektivno dejstvo
glukokortikoida i pove¢ava smrtnost (Calandra i sar., 1995). Jo$ uvek se malo zna o
uticaju visoko kalori¢ne ishrane na regulaciju MIF-a i doprinosu razli¢itih hranjivih
materija na aktivaciju ovog proinflamatornog citokina. Retke studije koje ispituju ove
efekte ukazuju na povecan nivo MIF proteina u masnom tkivu mladih muZjaka pacova
na ishrani bogatoj fruktozom (Velickovi¢ i sar., 2013) kao i muzjaka miseva na ishrani
bogatoj mastima (Finucane i sar., 2014). Imajuéi u vidu rezultate prikazane u ovom
doktoratu koji ukazuju na aktivirani signalni put glukokortikoida koji ne ostvaruje
anti-inflamatorne efekte u visceralnom masnom tkivu nestresiranih, odraslih Zenki
pacova koje su pile fruktozu, moze se pretpostaviti da bi aktivacija MIF-a mogla
doprineti modulaciji glukokortikoidnih efekata i doprineti razvoju inflamacije kod ove
grupe zivotinja. Ipak, neophodne su dodatne analize za potvrdu ovih pretpostavki.
Interesantno je da je kod nestresiranih adultnih Zenki koje su pile fruktozu
detektovan povecan nivo mokraéne kiseline u cirkulaciji (Tabela 4.1.), koju sve veci
broj studija navodi kao znacajan uzrok inflamacije. Pove¢an nivo mokra¢ne kiseline u
serumu najve¢im delom vodi poreklo od metabolizma fruktoze u jetri, a pokazano je da
1 masno tkivo ima sposobnost sekrecije mokraéne kiseline, Sto se povecava sa
gojaznos¢u 1 hipoksicnim uslovima koji Cesto nastupaju tokom rasta masnog tkiva
(Tsushima i sar., 2013). Naime, povecan unos fruktoze dovodi do drasticnog povecanja
hidrolize ATP-a u jetri, tako da se, nakon samo 5 minuta intravenoznog unosa fruktoze,
nivo ATP-a u jetri smanjuje za 50% (Méenpéd 1 sar., 1968). Prvi korak metabolizma
fruktoze predstavlja njenu brzu fosforilaciju do fruktozo-1-fosfata koju katalizuje
fruktokinaza. Tokom ovog procesa se trosi ATP i povecava koli¢ina AMP-a, ¢ijom
dezaminacijom uz pomo¢ enzima AMP-dezaminaze nastaje inosinmonofosfat koji je
prekusor za sintezu mokraéne kiseline (Kurtz i1 sar., 1986). Kutz 1 sar., (1986) su
pokazali da intravenozni unos fruktoze izaziva gotovo trenutno povecanje nivoa
inozina, hipoksantina i ksantina, intermedijera puta sinteze mokraéne kiseline, u plazmi

pacova i ljudi. Dodatno, brojne humane i animalne studije pokazale su da fruktoza moze
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da indukuje hiperurikemiju odnosno da dovede do povecanja nivoa mokraéne kiseline u
krvi (Dornas 1 sar., 2015; Emmerson, 1974; Macdonald i sar., 1978). Upravo se povecan
nivo mokraéne kiseline izazvan fruktozom dovodi u vezu sa mnogim metabolickim
posledicama ishrane bogate fruktozom, ali i poremecajima koji se javljaju u sklopu
metabolickog sindroma (Johnson 1 sar., 2007). Nakagawa 1 sar., (2006) su pokazali da
pacovi na ishrani bogatoj fruktozom imaju povec¢anu koncentraciju mokraéne kiseline 1
da se njenim smanjenjem sprecava razvoj insulinske rezistencije. Nivo mokraéne
kiseline se od skoro koristi i kao znacajan prognosticki parametar za gojaznost i
promene u metabolizmu masnog tkiva kod ljudi (Cardoso i sar., 2013; Stirpe i sar.,
1970). Smatra se da bi jedan od glavnih mehanizama putem kojih mokra¢na kiselina
naruSava metabolicke procese u celiji bio indukovanje inflamacije. Paradoksalno,
mokracana kiselina ima anti-oksidativni efekat u serumu, medutim nakon transporta u
¢elije ostvaruje proinflamatorne efekte pokrecuéi inflamatorni odgovor (Sautin i sar.,
2007). Tako je pokazano da mokracna kiselina povec¢ava nivo MCP-1 u adipocitima u
kulturi, dok je smanjenje njenog nivo uzrokovalo smanjenje ekspresije MPC-1 1 TNFa
in vivo (Baldwin 1 sar., 2011). Takode, mokra¢na kiselina moze da aktivira NFkB u
razli¢itim ¢elijama poput tubularnih ¢elija bubrega i ¢elija glatke muskulature krvotoka
(Kanellis 1 sar., 2003; Zhou i sar., 2012). Stoga bi povecana koncentracija mokraéne
kiseline kod adultnih nestresiranih Zenki koje su pile fruktozu mogla da bude pokretac
inflamatornih procesa u masnom tkivu odnosno aktivacije NF«B, proinflamatornog
transkripcionog regulatora koji bi potom stimulisao ekspresiju proinflamatornih citokina
IL1, 116 i TNFa.

Hronican stres primenjen samostalno ili u kombinaciji sa fruktozom nije doveo
do promena u nivoima inflamatornih citokina, ni do razvoja inflamacije. Uprkos
povecanoj jedarnog akumulaciji NFxB proteina kod stresiranih Zenki koje su
konzumirale fruktozu (Slika 4.9.), transkripcija proinflamatornih gena regulisanih
NF«xB-om nije bila promenjena (Slika 4.11.). Brojna literatura navodi oprecne rezultate
po kojima izlaganje stresu moze imati i pro- i anti-inflamatorne posledice. Tako,
muZjaci pacova izlagani hroni¢nom stresu tokom 35 dana razvijaju inflamaciju u
masnom tkivu okarakterisanu pove¢anim proteinskim nivoom proinflamatornih citokina
IL1, IL6 i TNFa (Karagiannides i sar., 2014). Prinudno plivanje uzrokuje povecanje

fagocitne sposobnosti makrofagi kod miseva (Barriga i sar., 2001), a isti efekat je
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primecen 1 kod starih zenki i muzjaka misSeva bilo da je primenjen akutni ili hroni¢ni
stres (Ferrandez 1 Fuente, 1999). S druge strane, smanjenje telesne temperature
zeCevima za 3°C inhibira aktivnost neutrofila 1 smanjuje broj fagocitnih celija
(Garbulinski 1 sar., 1991). Kod osoba koje neguju hronicno teske bolesnike, ovaj vid
stresa smanjuje proliferaciju limfocita i njihovu sekretornu sposobnost, redukujuci tako
¢elijski imunski odgovor (Bauer 1 sar., 2000).

Izostanak inflamacije kod obe grupe Zenki izlaganih stresu moze biti posledica
aktiviranog signalnog puta glukokortikoida koji je pokazan jedarnom akumulacijom
GR-a kod ovih grupa zenki. Naime, poznato je da glukokortikoidi ostvaruju
anti-inflamatorno dejstvo a prirodni 1 sinteticki glukokortikoidi su u Sirokoj upotrebi u
leCenju kako akutnih tako i hroni¢nih inflamacija 1 nalaze se u prvom planu
anti-inflamatornih 1 imunosupresivnih terapija. Svoje anti-inflamatorno dejstvo
glukokortikoidi ostvaruju izazivanjem apoptoze neutrofila, bazofila, eozinofila i T
limfocita, modulacijom funkcije B limfocita, monocita, makrofaga 1 granulocita kao i
inhibicijom ekspresije gena koji kodiraju proinflamorne citokine i hemokine, molekule
za adheziju ¢elija kao 1 klju¢ne enzime uklju€ene u inicijaciju i odrzavanje inflamacije.
Glukokortikoidi modulisu imunski odgovor i delovanjem na signalni put NF«kB tako Sto
inhibiraju njegovu aktivnost u jedru (Cruz-Topete 1 Cidlowski, 2014). Interesantno je
ista¢i da je jedarna akumulacija NFkB-a 1 GR-a u masnom tkivu primecena i kod
stresiranih 1 kod nestresiranih Zenki koje su pile fruktozu, ali da se inflamacija, u smislu
povecane ekspresije proinflamatornih interleukina, razvila samo kod nestresiranih. Ovi
rezultati ukazuju na to da fruktoza ima potencijal da razvije inflamaciju u masnom
tkivu, pogotovo ako se uzme u obzir da samostalno primenjen stres nije doveo do
jedarne akumulacije NFkB-a. Medutim, izgleda da izlaganje hroni¢nom stresu tokom
prekomernog konzumiranja fruktoze predstavlja milje u kome glukokortikoidi ostvaruju
svoje anti-inflamatorne efekte suprimirajuéi transkripcionu aktivnost NFkB, dok u
slu¢aju samostalno primenjene fruktoze drugi c¢inioci nadvladavaju ove efekte
glukokortikoida o ¢emu je ranije bilo viSe reci.

Stimulisana lipoliza u masnom tkivu obe grupe adultnih Zenki izlaganih stresu,
koja je najverovatnije posledica aktiviranog signalnog puta glukokortikoida, dovela je
do smanjenja mase masnog tkiva nezavisno od rezima ishrane. Mnoge studije ukazuju

na benefit smanjenja telesne mase 1 mase masnog tkiva na zdravlje ljudi. Smatra se da je
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pozitivan efekat gubitka mase i1 smanjenja mase masnog tkiva na metabolicke
poremecaje koji se razvijaju kao posledica gojaznosti u tesnoj vezi sa poboljSanjem
inflamatornog statusa masnog tkiva (Clément i1 sar., 2004). Klinicka ispitivanja su
pokazala znacajno smanjenje markera inflamacije u masnom tkivu, IL1, IL6, TNFa,
nakon gubitka telesne mase (Moschen 1 sar., 2010; Ziccardi i sar., 2002). Poznato je da
je veli¢ina adipocita vazna determinanta njegove sekretorne aktivnosti, te se sa
povecanjem njihove veli¢ine menja i balans sekretovanih pro- i anti-inflamatornih
adipokina u smeru nastanka inflamacije (Skurk i sar., 2007). Smanjenje veliCine
adipocita 1 mase masnog tkiva kao posledica izlaganja hroni¢nom stresu, detektovano u
obe stresirane grupe adultnih zenki, moglo bi stoga doprineti odrzavanju inflamatornog
statusa u fiziolo§kim granicama.

Nasi rezultati ukazuju da povecan unos fruktoze dovodi do inflamacije u
masnom tkivu kako mladih tako 1 adultnih Zenki pacova, dok izlaganje hroni¢énom
stresu nije promenilo inflamatorni status masnog tkiva adulnih Zenki bez obzira na
rezim ishrane. Inflamacija je kod mladih detektovana zajedno sa gojaznos¢u dok je kod
adultnih jedinki prisustvo inflamacije pokazano i pre razvoja gojaznosti. To ukazuje, s
jedne strane, na posebnu osetljivost mladih jedinki na efekte fruktoze, a s druge strane,
da bi inflamacija u masnom tkivu mogla biti primarni dogadaj koji ¢e doprineti

nastanku novih metaboli¢kih poremecaja i da se ne javlja samo kao njihova posledica.

5.3. Efekat ishrane bogate fruktozom i/ili hroni¢nog
nepredvidivog stresa na regulaciju unosa hrane u

hipotalamusu

Hipotalamus predstavlja kljuéni region CNS-a za regulaciju energetske i
metabolicke homeostaze u organizmu. Sposobnost hipotalamusa da primi, interpretira i
intergriSe Sirok spektar signala koji nose informacije o nutritivnom 1 energetskom
statusu organizma i da na osnovu tih informacija moduliSe unos hrane ali i potroS$nju
energije, ¢ini ovaj deo mozga glavnim centrom regulacije energetskog balansa. U
jedrima hipotalamusa odvija se i kontrola odgovora organizma na delovanje stresora 1

izlaganje stresnim uslovima. Kako se upravo u hipotalamusu ukrstaju centri regulacije
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energetskog balansa (putem kvalitativne i1 kvantitiativne kontrole unosa hrane) 1
regulacije odgovora organizma na stres, za dalji tok naseg istrazivanja od posebne
vaznosti je bilo da se ispitaju efekti ishrane obogaéene fruktozom i hroni¢nog

nepredvidivivog stresa samostalno ili u kombinaciji na signalne puteve u hipotalamusu.

Imaju¢i u vidu Siroku upotrebu fruktoze u svakodnevnoj ishrani coveka
poslednjih decenija, sve su Cesc€a ispitivanja efekata koje fruktoza ostvaruje na razlicite
centre za regulaciju apetita CNS-a. Postoje podaci da centralna i intraperitonealna
aplikacija fruktoze moze da aktivira neurone paraventrikularnog nukleusa u
hipotalamusu, rezultuju¢i sekrecijom CRH 1 posledicnim povecanjem nivoa
glukokortikoida (Kinote 1 sar., 2012). Kako su uloge glukokortikoida u mozgu
visestruke 1 ukljucuju regulaciju energetskog balansa, odgovora organizma na stres i
inflamatornog statusa, ispitivanje uticaja fruktoze na glukokortikoidnu signalizaciju u
hipotalamusu moglo bi dati znacajan doprinos u rasvetljavanju mehanizma kojim
fruktoza izaziva metaboliCke poremecaje. Veoma vazno je pitanje doze, odnosno koju je
koli¢inu fruktoze neophodno uneti da bi u organizmu dostigla koncentraciju dovoljnu da
ostvari uticaj na centre u hipotalamusu i signalne puteve u njima. Rezultati nase studije
pokazuju da 10% rastvor fruktoze konzumiran tokom devet nedelja nije doveo do
promena proteinskog nivoa enzima prereceptorskog metabolizma glukokortikoida,
HSD1 i H6PDH (Slika 4.13.), kao ni nivoa GR proteina (Slika 4.14.) u hipotalamusu
nestresiranih Zenki. Sli¢na situacija primecena je i kod mladih Zenki i muzjaka pacova
kod kojih ishrana obogaéena 10% fruktozom nije dovela do promena proteinskog nivoa
GR-a, nivoa njegove iRNK, kao ni nivoa proteina HSD1 1 H6PDH u hipotalamusu
(Milutinovi¢ 1 sar., 2014). Takode, pacovi na ishrani koja sadrzi 40% fruktoze u
kombinaciji sa mastima nisu imali promenjen nivo ekspresije gena za GR u
hipotalamusu (Marissal-Arvy i sar., 2013). Tek je povecanje koncentracije konzumirane
fruktoze na 60% dovelo do povecéanja proteinskog nivoa GR-a u hipotalamusu muzjaka,
bez promena prereceporskog metabolizma (Bursac 1 sar., 2014). Oc¢igledno je da je 10%
fruktoza primenjena u nasoj studiji nedovoljna koli¢ina fruktoze da bi se ostvario tako
direktan uticaj na stimulaciju sekrecije glukokortikoida i pokretanje signalnog puta
glukokortikoida u hipotalamusu.

Za razliku od delovanja fruktoze, efekti hroni¢nog stresa na hipotalamus 1 druge

centre u mozgu daleko su viSe izuCavani 1 poznati. Naime, izlaganje stresu aktivira
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grupu neurona u paraventrikularnom nukleusu hipotalamusa koji sekretuyju CRH
pokrec¢u¢i HHA osu ¢iji je krajnji efekat sekrecija glukokortikoida. Medutim, nivo ovih
hormona stresa se vrlo brzo vra¢a na bazalni usled negativne povratne regulacije HHA
ose samim glukokortikoidima, koji deluju¢i preko GR-a inhibiraju sekreciju CRH u
hipotalamusu 1 ACTH u hipofizi (Sapolsky 1 sar., 2000). U prisustvu povecanih doza
glukokortikoida, GR podleze takozvanoj homologoj negativnoj regulaciji (eng.
Homologous down regulation) pod kojom se podrazumeva da receptor aktiviran
glukokortikoidima smanjuje transkripciju sopstvenog gena (Burnstein i sar., 1990;
Oakley 1 Cidlowski, 1993). Stoga su glukokortikoidni hormoni vaZzni regulatori nivoa
GR-a u hipotalamusu tokom stresa. Medutim, nasi rezultati pokazuju da hroni¢ni
nepredvidivi stres nije povecao nivo glukokortikodnih hormona u cirkulaciji Zenki na
standardnoj ishrani. PoSto ni proteinski nivo enzima prereceptorskog metabolizma
glukokortikoida nije bio promenjen (Slika 4.13.), izostalo je 1 povecanje koncentracije
aktivnih glukokortikoida u hipotalamusu. Pored toga, stres nije uzrokovao ni promenu
proteinskog nivoa GR-a u hipotalamusu (Slika 4.14.). 1z svega navedenog moze se
zakljuc¢iti da ovde primenjen model hroni¢nog stresa nije uticao na signalni put
glukokortikoida u hipotalamusu Zenki na standardnoj ishrani. Sliéno ovim rezultatima,
nepromenjen nivo transkripcije gena za GR pokazan je nakon akutnog i hroni¢nog
stresa izazvanog boravkom u bu¢nim uslovima kod muzjaka (Eraslan i sar., 2015), kao i
nakon dugotrajnog prinudnog plivanja primenjenog samostalno ili u kombinaciji sa
dugotrajnim ogranicenjem kretanja kod Zenki pacova (Karandrea i sar., 2002). Takode,
akutno primenjeni stres ogranicenja kretanja (Gadek-Michalska 1 sar., 2013) i hroni¢an
stres imobilizacije nisu doveli do promena proteinskog nivoa GR-a u hipotalamusu
muzjaka pacova (Mizoguchi i sar., 2003).

Nasuprot samostalno primenjenom stresu, kombinacija hroni¢nog stresa i
ishrane bogate fruktozom je u naSoj studiji dovela do povecanog proteinskog nivoa
GR-a, kao i do povecane regeneracije glukokortikoida u hipotalamusu, o ¢emu svedoce
povecani proteinski nivo HSD 1 H6PDH (Slika 4.13. i Slika 4.14.). Gotovo da nema
literaturnih podataka o uticaju hroni¢nog stresa kombinovanog sa ishranom bogatom
fruktozom na signalni put glukokortikoida u hipotalamusu. Kako je naSim rezultatima
pokazano da ni jedan od primenjenih tretmana samostalno nije doveo do znacajnih

promena u proteinskim nivoima enzima prereceptorskog metabolizma glukokortikoida
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kao ni samog receptora u hipotalamusu, ovom studijom je istaknuto da je za stimulaciju
signalnog puta glukokortikoida u hipotalamusu vrlo znacajno da se izlaganje stresu i
konzumiranje fruktoze jave u kombinaciji.

O posledicama aktivacije signalnog puta glukokortikoida nakon konzumiranja
fruktoze 1 izlaganja stresu, na regulaciju unosa hrane 1 razvoj inflamacije u

hipotalamusu bice vise re¢i u nastavku ove diskusije.

Leptin je hormon koji igra vaznu ulogu u regulaciji unosa hrane i potrosnje
energije. Otkri¢e leptina predstavljalo je veliki korak u otkrivanju i razumevanju
komunikacije izmedu mozga i masnog tkiva, kao primarnog depoa energije u
organizmu. Efekat koji oralno uneta fruktoza ostvaruje na nivo leptina je kompleksan.
Naime, akutno konzumiranje fruktoze dovodi do smanjenja nivoa leptina. Fruktoza
uneta putem tecnosti u periodu od 24h, pokre¢e kod Zena slabiji leptinski odgovor u
vidu niZeg nivoa leptina u cirkulaciji od izokalorijski unete glukoze (Teff i sar., 2004). S
druge strane, dugotrajna ishrana bogata fruktozom uzrokuje hiperleptinemiju kod ljudi 1
pacova (Lé 1 sar., 2006; Lindqvist i sar., 2008) dovode¢i do razvoja leptinske
rezistencije (Shapiro i sar., 2008, 2011). Nasi rezultati pokazuju da je fruktoza povecala
nivo iRNK za leptin u adipocitima nestresiranih zenki u odnosu na netretirane zivotinje
(Slika 4.16.) Sto nije bilo praceno promenama u nivou leptina sekretovanog u plazmu
(Slika 4.17.). Iako je jo§ mnogo toga ostalo da se otkrije o mehanizmima regulacije
transkripcije gena za leptin, poznato je da on spada u grupu gena masnog tkiva koja biva
aktivirana tokom diferencijacije adipocita. Pokazano je da C/EBPa, jedan od glavnih
transkripcionih regulatora adipogeneze, moze da aktivira promotor gena za leptin
(Hollenberg 1 sar., 1997). Takode, dodavanje agonista za PPARy tokom diferencijacije
3T3-L1 ¢elija povecava ekspresiju leptina. Adipogeneza opisana prisustvom ostrvaca
malih adipocita pra¢ena poveéanjem nivoa PPARy u jedarnoj frakciji visceralnog
masnog tkiva u nasoj studiji, mogli bi doprineti povecanju nivoa iRNK za leptin u
masnom tkivu nestresiranih zenki koje su pile fruktozu.

Povecana transkripcija gena za leptin kod nestresiranih Zenki koje su pile
fruktozu nije uzrokovala povecanje nivoa leptina u plazmi $to ukazuje da su nedostajali
dodatni stimulusi za sekreciju leptina. Jedan od njih bi mogao biti insulin. Naime,
insulin je jedan od veoma vaznih pozitivnih regulatora leptina koji stimuliSe njegovu

biosintezu i oslobadanje u cirkulaciju, smanjuje unutarcelijsku degradaciju i produzava
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vreme polu-zivota novosintetisanog leptina (Lee 1 Fried, 2009). Medutim, merenja
koncentracije insulina u nasoj studiji, pokazala su da insulin u krvi nije bio znac¢ajno
promenjen ni kod jedne ekspreimentalne grupe (rezultati nisu prikazani). Na povecanje
nivoa insulina u krvi uti¢e prevashodno povecanje glukoze, dok fruktoza ostvaruje
veoma slab efekat na njegovu sekreciju. Po svoj prilici, fruktoza ne stimuliSe sekreciju
insulina usled veoma niskog nivoa GLUTS transportera za fruktozu na [ ¢elijama
pankreasa (Curry, 1989). Rezus majmuni koji su primali intravenoznu infuziju fruktoze
tokom 8 h, imali su blago snizen nivo insulina i nepromenjenu koncentraciju leptina u
cirkulaciji za razliku od infuzije iste koli¢ine glukoze koja je dovela do povecanja nivoa
leptina za oko 50% u odnosu na bazalni nivo (Havel, 1997). Sli¢no, Teff i sar., (2004)
su pokazali da je nivo leptina nakon obroka bogatog fruktozom znatno nizi nego nakon
unosa iste koli¢ine glukoze. Prethodno je potvrdeno i u humanim studijama u kojima
unos pica sa srednjim 1 visokim sadrzajem fruktoze nije doveo do promena nivoa leptina
(Aeberli 1 sar., 2011). Stoga, odusutvo gojaznosti u kombinaciji sa nepromenjenim
nivoom insulina kod nestresiranih Zenki koje su pile fruktozu moglo bi da objasni zasto
nije doslo do povecanja nivoa leptina u plazmi ove grupe Zivotinja.

S druge strane, hroni¢an stres je uzrokovao smanjenje nivoa sekretovanog
leptina u plazmi (Slika 4.17.), dok nivo iRNK koja nosi informaciju za sintezu leptina
nije bio znacajno promenjen ni kod jedne od stesiranih grupa Zenki u odnosu na
netretirane Zenke (Slika 4.16.). Leptin se sintetiSe i oslobada iz adipocita, a
koncentracija ovog hormona u plazmi direktno zavisi od mase masnog tkiva. Stoga se
nivo leptina povecava u gojaznosti a smanjuje sa gubitkom telesne mase (Myers 1 sar.,
2008). Upravo i nasi rezultati pokazuju da Zzenke koje su imale smanjenu masu masnog
tkiva, kao posledicu izlaganja stresu, imaju i smanjen nivo leptina u plazmi, dok Zenke
hranjene samo fruktozom, kod kojih je gojaznost izostala, imaju neizmenjen nivo
leptina. Stoga, rezultat prikazan naSom studijom oslikava opisanu korelaciju nivoa
sekretovanog leptina i mase masnog tkiva.

Sve je viSe studija koje ukazuju da izlaganje stresu dovodi do promena u nivou
leptina. Te je tako pokazano da pacovi hroni¢no izlagani nepredvidivom stresu imaju
smanjen nivo leptina u plazmi (Lu 1 sar., 2006). Stres koji podrazumeva fizicko
ograni¢enje kretanja smanjuje nivo leptina kod miseva ve¢ nakon dva dana primene

(Jeong i sar., 2013), a nizak nivo leptina zadrzava se i po otklanjanju stresa (Harris i
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sar., 2002). U skladu sa tim 1 naSi rezultati ukazuju da izlaganje stresu dovodi do
smanjenja nivoa leptina kod Zzenki nezavisno od rezima ishrane. lako se moze
pretpostaviti da je smanjena koncentracija leptina u plazmi primecena u nasoj studiji
posledica smanjene mase masnog tkiva, mehanizam putem koga stres zapravo ostvaruje
efekte na nivo leptina nije u potpunosti poznat. Glukokortikoidi, kao hormoni stresa,
predstavljaju kandidate za modulatore sinteze i1 sekrecije leptina tokom izlaganja
stresnim ~ situacijama. Analiziraju¢i uticaj glukokortikoida na zrele adipocite
Ayala-Sumano i sar., (2013) su primetili da u ¢elijama u kojima glukokortikoidi
stimulisu lipolizu ujedno, ostvaruju 1 negativnu regulaciju ekspresije leptina. Upotrebom
antagonista GR-a, autori istiCu da je ovaj receptor vazan inhibitor transkripcije gena za
leptin u zrelim adipocitima. Stoga, nije isklju¢eno da u masnom tkivu stresiranih zenki u
naSoj studiji, glukokortikoidi usmereni na ispoljavanje lipolitickih efekata mogu
doprineti i smanjenom nivou leptina.

Mnoge studije isti¢u da glukokortikoidi mogu ostvariti i potpuno suprotni efekat
na ekspresiju leptina. Zaista, postoje podaci da tretman glukokortikoidima moze da
poveca sintezu i1 sekreciju leptina u adipocitima (Slieker i sar., 1996; Won Jahng i sar.,
2008; Zakrzewska 1 sar., 1999). Akutno povecan nivo glukokortikoida pozitivno
reguliSe ekspresiju leptina u masnom tkivu, posredstvom GRE sekvence, rezultujuci
prolaznim povecanjem nivoa leptina u plazmi (Kyrou i sar., 2006). Nije u potpunosti
razjas$njeno Sta sve determiniSe koji ¢e se efekat glukokortikoida ispoljiti ali bi to mogli
biti isti signali koji usmeravaju glukokortikoidno dejstvo ka lipolitickim odnosno
lipogenim 1 adipogenim efektima u masnom tkivu. Stoga, glukokortikoidi imaju
potencijal da dvojako reguliSu eksperesiju leptina u masnom tkivu. Nasi rezultati beleze
da glukokortikoidi stimuliSu procese lipogeneze i adipogeneze u masnom tkivu
nestresiranith  Zenki koje su pile fruktozu. Potpuno suprotno usmereni efekti
glukokortikoida nego kod stresiranih Zenki bi u ovom slu¢aju mogli ucestvovati u
procesima koji su rezultovali povec¢anjem nivoa iRNK za leptin. Svoje efekte, GR bi
mogao ostvariti direktno, poveéanjem transkripcije gena za leptin putem GRE sekvence
ili indikretno, putem stimulacije adipogeneze i ekspresije PPARy 1 C/EBPa za koje je
pokazano da aktiviraju transkripciju gena za leptin tokom adipogeneze.

Najveci deo svoje bioloske uloge leptin ostvaruje vezivanjem za svoje receptore

u mozgu, narocito u hipotalamusu kao klju¢nom centru integracije signala energetskog
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balansa. Stoga, aktivnost signalnog puta leptina zavisi 1 od nivoa leptinskog receptora u
hipotalamusu. Nasi rezultati pokazuju da ni jedan od tretmana primenjen samostalno ili
u kombinaciji nije promenio nivo transkripcije gena za leptinski receptor niti nivo
receptorskog proteina u ovom regionu mozga (Slika 4.18.). To bi moglo da ukaze na
neometanu funkciju receptora kod svih grupa zenki, odnosno da nijedan od tretmana
nije doveo do leptinske rezistencije, zbog Cega bi trebalo ispitati i funkconalne
karakteristike leptinskog receptora kao i regulatore njegove aktivnosti.

Upravo jedan od takvih, vaznih regulatora je SOCS3 koji prepoznaje aktiviranu,
fosforilisanu formu receptora 1 vezuje se za nju, tako ogranicavajuci aktivnost signalnog
puta leptina. Ekspresija gena koji kodira SOCS3 pozitivno je regulisana samim
leptinskim putem te je ovo primer negativne povratne sprege (Myers 1 sar., 2008).
Rezultati naSe studije pokazuju smanjen nivo iRNK za SOCS3 u hipotalamusu obe
grupe stresiranih zenki (Slika 4.19.), $to ne iznenaduje s obzirom da je nivo leptina u
plazmi smanjen te verovatno nema ni aktivacije ObRb-a koja bi stimulisala ekspresiju
SOCS3, a time 1 negativnu povratnu spregu. lako postoje i alternativni vidovi regulacije
ekspresije SOCS3, pozitivna regulacija leptinom se smatra jednim od glavnih
regulatornih mehanizama, te bi upravo njegov izostanak kod stresiranih zivotinja mogao
uzrokovati smanjenje nivoa iRNK za SOCS3. S obzirom na smanjen nivo leptina u
plazmi ovih Zivotinja uz smanjenu ekspresiju SOCS3 regulatora u hipotalamusu, nema
znakova leptinske rezistencije kod stresiranih zenki. Nausprot tome, kod nestresiranih
zenki koje su pile fruktozu nije primecena promena u nivou ekpresije ovog regulatora
leptinskog puta. Nepromenjena ekspresija SOCS3 1 ObRb-a u hipotalamusu zajedno sa
nepromenjenim nivom leptina u plazmi ide u prilog nasoj pretpostavci da je leptinska
signalizacija u hipotalamusu nestresiranih Zenki koje su pile fruktozu funkcionalana te
da nije doslo do razvoja leptinske rezistencije. Dodatno, izmeren nivo triglicerida je kod
ovih Zivotinja u fizioloskim granicama i kao takav predstavlja jo§ jedan faktor koji
nagovestava neizmenjenu leptinsku signalizaciju. Naime, leptinska rezistencija se moze
javiti i kao posledica naruSenog transporta leptina kroz krvno-mozdanu barijeru koji se
obavlja posredstvom posebnog receptora. PoviSen nivo triglicerida u krvi, $to je Cest
sluc¢aj kod gojaznih i osoba obolelih od metabolickog sindroma, narusava sposobnost
receptora da transportuje leptin i jedan je od glavnih razloga za razvoj leptinske

rezistencije (Banks i sar., 2004). Stoga, iako se leptinski signalni put nalazio pod
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ocCiglednim pritiskom fruktoze unete ishranom koja je inicirala povecanje transkripcije
gena za leptin u adipocitima, naSi rezultati sugeriSu da nema znacajnih izmena u
signalnom putu leptina ni znakova leptinske rezistencije u ciljnom mozdanom tkivu
nestresiranih Zenki koje su fruktozu.

Hrana bogata fruktozom je veoma prijatnog ukusa, te se u studijama koje
ispituju efekte fruktoze najcesce prijavljuje povecan unos hrane koja sadrzi fruktozu u
odnosu na standardnu hranu (Bursa¢ i sar., 2013, 2014; Zubira i sar., 2016). Kako je
pokazano da izlaganje stresnim situacijama moze da utice na apetit, ovom studijom su
ispitani 1 efekti fruktoze, stresa 1 njihove kombinacije na ekspresiju oreksigenih
neuropeptida NPY i AgRP-a u hipotalamusu.

Devetonedeljna ishrana obogac¢ena 10% rastvorom fruktoze nije dovela do
promena u nivou iRNK za NPY i AgRP kod adultnih nestresiranih zenki pacova koje su
pile fruktozu (Slika 4.15.). Tako postoje studije koje isticu da povecan unos hrane
bogate fruktozom moze dovesti do povecanja ekspresije oreksigenih neuropeptida,
prevashodno NPY, u hipotalamusu (Beck, 2006; Li 1 sar., 2015), neke studije ukazuju i
na smanjenje ekspresije ovog neuropeptida kao rezultat kompenzatornog mehanizma
usled povecanog energetskog unosa (Beck, 2006; Lindqvist i sar., 2008). U naSoj studiji
adultne nestresirane zenke koje su pile fruktozu nisu imale promenjen unos energije $to
je u skladu sa nepromenjenim nivoom ekspresije oreksigenih neuropeptida kod ove
grupe pacova. Nakon intracerebroventrikularnog ubrizgavanja fruktoze nije primecen
znaCajan efekat na nivo NPY i AgRP-a u hipotalamusu (Cha 1 sar., 2008). Dodatno,
ispitivanjem aktivnosti hipotalamusa funkcionalnom magnetnom rezonancom nakon
intravenoznog unosa fruktoze nisu detektovane znacajne razlike u odnosu na bazalni
nivo aktivnosti ili nivo nakon unosa fizioloskog rastvora (Purnell i sar., 2011). Takode,
prethodni rezultati naSe laboratorije ukazuju da 10% rastvor fruktoze nije uzrokovao
promene u nivou iRNK za NPY kod mladih muzjaka i zenki pacova (Milutinovi¢ i sar.,
2014), kao 1 da je tek povecanje procenta konzumirane fruktoze na 60% dovelo do
povecanja ekspresije ovog neuropeptide (Bursa¢ i sar., 2014). S obzirom da gotovo
nema studija koje direktno povezuju oralni unos fruktoze sa njenim efektima na
regulaciju apetita u hipotalamusu, znacajna je opservacija da bi procenat konzumirane
fruktoze mogao imati vaznu ulogu u ostvarivanju efekata fruktoze na nivo oreksigenih

odnosno anoreksigenih neuropeptida u hipotalamusu.
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Poznato je 1 da stres moze da dovede do promena u regulaciji energetskog
balansa 1 apetita, zbog ¢ega neki ljudi dobijaju dok drugi gube na telesnoj masi kada su
izloZeni stresnim situacijama (Dallman 1 sar., 2003). Smatra se da bi se efekti stresora
mogli javiti kao posledica promene ekspresije oreksigenih i anoreksigenih neuropeptida
prevashodno u hipotalamusu. Posebna paZnja je usmerena na ispitivanje efekata stresa
na NPY s obzirom da on ostvaruje ulogu i u adaptaciji organizma na stres (revidirano u
(Reichmann i Holzer, 2016)).

Zaista, studije ukazuju da stres utice na promenu ekspresije NPY u mozgu,
medutim smer 1 intenzitet tih promena umnogome zavise od vrste i duzine trajanja
primenjenog stresa kao 1 od ispitivanog regiona mozga. Najveci broj studija ukazuje da
akutni stres povecava ekspresiju NPY u hipotalamusu (Chigr i sar., 2014; Conrad i
McEwen, 2000), dok hroni¢no izlaganje stresu dovodi do smanjenja nivoa ovog
neuropeptida (Wang 1 sar., 2013). Ipak, neke studije ukazuju da stres ne dovodi do
promena ekspresije oreksigenih neuropeptida u hipotalamusu. Ovo je bio slucaj i sa
hroni¢nim stresom primenjenim u nasoj studiji koji nije doveo do promena u nivou
transkripcije gena kako za NPY tako ni za AgRP u hipotalamusu Zenki bez obzira na
rezima ishrane. Throsell 1 sar., (1999) su pokazali da hroni¢an stres ogranicenja kretanja
nije uzrokovao promene nivoa peptida i iRNK za NPY u hipotalamusu pacova iako je
priraStaj telesne mase bio smanjen. U studiji koja je pratila uticaj hroni¢nog stresa na
metabolizam je istaknuto da je nakon 15 dana izlaganja stresu telesna masa miSeva bila
izrazito smanjena dok su nivoi iIRNK za NPY 1 AgRP u hipotalamusu ostali
nepromenjeni (Jeong 1 sar., 2013). U prvi mah nepromenjen nivo ekspresije oreksigenih
neuropeptide u hipotalamusu stresiranih Zenki koji smo zapazili deluje neocekivano.
Naime, kod ovih zivotinja su masa masnog tkiva i telesna masa bile smanjenje, §to bi se
moglo objasniti kao posledica smanjenog apetita usled smanjene ekspresije oreksigenih
neuropeptida u hipotalamusu. Medutim, energetski unos svih eksperimentalnih grupa u
nasoj studiji bio je isti, ukazuju¢i da nije bilo promene u apetitu te je i neizmenjena
ekspresija AgRP i NPY u skladu sa tim. Gore opisane promene telesne i mase masnog
tkiva su najverovatnije uzrokovane lipolitickim efektima glukokortikoida u masnom
tkivu $to je ranije detaljno opisano. Regulacija unosa hrane i energetskog balansa tokom
izlaganja stresu je po svemu sudeéi veoma kompleksna i ukljucuje modifikaciju

aktivnosti mnogih kontrolnih mehanizma. Neizmenjen nivo NPY i AgRP-a kao i
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izokalorijski unos energije nakon dugorofnog izlaganja stresu koji je doveo do
smanjenja mase masnog tkiva kod obe grupe stresiranih zenki u nasoj studiji govori o
tome da mehanizmi koji bi stimulisali povecanje unosa hrane kojom bi se nadoknadile
energetske rezerve nisu pokrenuti. Sli¢no, Jeong i sar., (2013) ukazuju da hronicni stres
smanjuje telesnu masu miSeva a da pri tome miSevi ni u jednom trenutku tokom dve
nedelje koliko je trajao stresni tretman nisu razvili kompenzatornu hiperfagiju. Dodatno,
Harris 1 sar., (1998) isticu da nakon zavrSetka stresnog tretmana koji je uzrokovao
smanjenje telesne mase zivotinja, nema ni tendencije pojacavanja apetita u cilju
nadoknade izgubljene telesne mase koja je ostala znaCajno niza u poredenju sa
nestresiranim zivotinjama ¢ak i1 40 dana nakon prestanka delovanja stresa. Nasuprot
tome, Zivotinje kod kojih je uzrok smanjenja telesne mase restrikcija hrane, drasticno
povecavaju koli¢inu unete hrane u trenutku kada hrana ponovo postane dostupna kako
bi nadoknadile smanjene rezerve energije (Harris 1 sar., 1986).

Jedan od veoma bitnih negativnih regulatora ekspresije NPY 1 AgRP
neuropeptida u hipotalamusu je leptin, ¢iji je nivo direktno zavistan od veli¢ine masnog
tkiva. Leptin ucestvuje u ogranicavanju unosa hrane u periodima energetskog izobilja i
stimulaciji apetita kada postoji pad u rezervama energije. lako je u nasoj studiji, u
skladu sa smanjenom masom visceralnog masnog tkiva, nivo leptina bio smanjen u
plazmi svih stresiranih Zenki to nije uzrokovalo povecanje nivoa oreksigenih
neuropeptida u hipotalamusu. Sli¢cno naSim rezultatima, Harris i1 sar., (2002) su
detektovali smanjenje nivoa leptina tokom 1 nakon izlaganja pacova stresu, a da pri
tome kao posledicu nisu uocili stimulaciju unosa hrane ¢ak ni nakon zavrSetka
delovanja stresa. Takode, Jeong i sar. (2013) su zapazili smanjenje nivoa leptina kod
miSeva hroni¢no izlaganih imobilizacionom stresu. Cak i u studijama u kojima je
uoceno povecanje nivoa leptina i leptinskog receptora u nukleusu arkuatusu nakon
izlaganja stresu, nije nuzno detektovana i promena u nivou NPY (Wang i sar., 2012).
Iako je poznato da je leptin vazan adipokin koji reguliSe unos hrane i odrZavanje
energetskog balansa, i iako se njegov nivo menja u stresnim situacijama, nasi rezultati
zajedno sa prethodno navedenim studijama sugeriSu da tokom izlaganja stresu leptin
nijje odgovoran za regulaciju unosa hrane i1 promene u ekspresiji oreksigenih

neuropeptoda koje se javljaju kao posledica stresa.
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Glukokortikoidi kao hormoni stresa ¢ine jo§ jedan od veoma vaznih Cinilaca
zaduzenih za regulaciju energetskog balansa u stresnim situacijama. Naime,
glukokortikoidi inicijalno uti¢u na inhibiciju apetita u trenucima pocetnog suoc¢avanja sa
stresnom situacijom i borbom za opstanak. Dugoro¢no, glukokortikoidi su zasluzni za
povecanje unosa hrane u cilju §to brzeg povratka izgubljenih resursa 1 energetske
homeostaze. U skladu sa tim i istrazivanja o uticaju glukokortikoida na ekspresiju NPY
1 AgRP daju oprecne rezultate. Pokazano je da je GR visoko eksprimiran u neuronima
koji sekretuju NPY i AgRP u nukleusu arkuatusu, kao i da su GRE sekvence prisutne u
neposrednoj blizini ili u samim promotorima gena koji kodiraju NPY 1 AgRP (Cintra 1
Bortolotti, 1992; Lee i sar., 2013; Misaki i sar., 1992). Shimizu i sar., (2008) ukazuju da
glukokortikoidi povecavaju nivo iRNK za NPY i AgRP u nukleusu arkuatusu
hipotalamusa pacova. Medutim, prijavljeno je i smanjenje ekspresije ovih oreksigenih
neuropeptida kod gojaznih pacova nakon tretmana razli¢itim dozama glukokortikoida,
kao 1 kod pacova normalne telesne mase tretiranih viSim dozama ovih hormona (Liu i
sar., 2011). U naSoj studiji povecanje nivoa GR-a i povecanje proteinskog nivoa enzima
prereceptorskog metabolizma glukokortikoida u hipotalamusu stresiranih Zzenki koje su

pile fruktozu nisu uticali na nivo iRNK za NPY 1 AgRP.

5.4. Efekti ishrane bogate fruktozom, hroni¢nog stresa i

njihove kombinacije na razvoj inflamacije u hipotalamusu

Sve je viSe studija koje ukazuju na postojanje veze izmedu razvoja inflamacije u
mozgu 1 poremecaja koji se javljaju pod okriljem metabolickog sindroma.
Interdisciplinarna istrazivanja neuroendokrinologije i neuroimunologije ukazuju da
slaba kontrola inflamacije u mozgu a narocito u hipotalamusu moze uzrokovati prekide
neurotransmiterskih mreza S$to bi naruSilo regulaciju metabolicke 1 energetske
homeostaze u organizmu (Purkayastha i Cai, 2013). Ovom studijom analiziran je i uticaj
fruktoze, hroni¢nog stresa i njihove kombinacije na inflamatorni status hipotalamusa.

Istrazivanja efekata fruktoze ukazuju da ishrana bogata ovim Seerom moze
dovesti do razvoja inflamacije u mozgu. Pokazano je da povecan unos fruktoze moze da

aktivira signalni put NFkB 1 poveca ekspresiju njime regulisanih proinflamatornih
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citokina IL1, IL6 1 TNFa u hipotalamusu, uzrokuju¢i inflamaciju (Li 1 sar., 2015; Xu 1
sar., 2016). Ipak, u vecini in vivo studija koje isticu da fruktoza izaziva neuroinflmaciju
detektovane su i povecana masa masnog tkiva i poremecaj lipidnog statusa u vidu
povecanja nivoa triglicerida i slobodnih masnih kiselina u krvnoj plazmi. Medutim, i
dalje nije postignut jasan konsezus o tome da li je neuroinflamacija uzrok ili posledica
gojaznosti 1 metabolickih poremecaja koji se dovode u vezu sa povecanim unosom
fruktoze. Jedni autori pokazuju da povecan unos hranljivih materija, prevashodno masti
i fruktoze, izaziva inflamaciju u hipotalamusu, kojom se narusava balans neuropeptida
zaduZenih za kontrolu unosa hrane 1 potroSnje energije, tako uzrokuju¢i gojaznost (Li 1
sar., 2015; Xu 1 sar., 2016; Zhang i sar., 2008). Drugi autori sugeriSu da bi ciklus mogao
da zapocne efektima koje povecan unos hranljivih materija ostvaruje na masno tkivo
izazivajuéi porast njegove mase, razvoj inflamacije i posledi¢ne promene endokrine
funkcije putem koje masno tkivo ostvaruje vezu sa centrima u hipotalamusu, ¢ime se
narusava kontrola energetskog balansa organizma (Arnoldussen i sar., 2014; Letra i sar.,
2014; Parimisetty 1 sar., 2016). Na osnovu toga $to nijedan od ispitivanih parametara
inflamacije, poput proteinskog nivoa NF«B, IkB i ekspresije proinflamatornih citokina,
nije bio promenjen u hipotalamusu nestresiranih Zenki pacova koje su pile fruktozu
(Slika 4.20. i Slika 4.21.), moze se zakljuciti da fruktoza nije uzrokovala pojavu
inflamacije u ovom delu mozga. S obzirom na to da kod ove grupe Zivotinja nije
zapazena gojaznost, niti povisen nivo triglicerida i/ili slobodnih masnih kiselina u
plazmi, nasi rezultati idu u prilog studijama koje ukazuju da je gojaznost vazan aspekt u
razvoju inflamacije u hipotalamusu.

Dobro je poznato da masno tkivo ostvaruje komunikaciju sa centrima u mozgu
putem sekretovanih adipokina. Sve ¢eS¢e, u zizi interesovanja nalaze se ispitivanja
uloga adipokina leptina, rezistina 1 adiponektina u razvoju poremecaja funkcije mozga i
nastanku bolesti poput demencije i Alchajmerove bolesti (Letra i sar., 2014; Misiak i
sar., 2012). Masno tkivo predstavlja i izvor proinflamatornih citokina, $to je posebno
izrazeno u gojaznosti (Kern i sar., 1995; Ziccardi i sar., 2002) i tokom energetskih
optere¢enja kakvo predstavlja povecan unos fruktoze. Ilako se smatra da
neuroinflamaciju najve¢im delom pokrecu proinflamatorni citokini poreklom od celija
mikroglije i astrocita, Misiak i sar., (2012) sugeriSu da se ne moZe zanemariti znacaj

citokina koji dolaze sa periferije a ¢iji je izvor masno tkivo. Pretpostavke su da ¢ak i
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subklinicka inflamacija masnog tkiva moze da ima ulogu u razvoju centralne
inflamacije 1 da pokre¢e mehanizme koji vode do promena u mozgu i razvoja
neurodegeneracije (Misiak i sar., 2012). Dalje, inflamacija masnog tkiva i produkcija
proinflamatornih citokina 1 reaktivnih vrsta kiseonika dovodi se u vezu i sa
naruSavanjem selektivne propustljivosti krvno-mozdane barijere (Parimisetty 1 sar.,
2016). Kako se u nasoj studiji pod uticajem ishrane bogate fruktozom primenjene bez
izlaganja stresu inflamacija razvila samo u visceralnom masnom tkivu, moZe se
pretpostaviti da bi fruktoza mogla izazivati metabolicke promene primarnim
delovanjem na masno tkivo. Stoga, inflamatorne promene u visceralnom masnom tkivu
mogu biti primarni dogadaj koji bi potom mogao doprineti razvoju inflamacije u
hipotalamusu za §ta bi verovatno bio neophodan unos vece koli¢ine fruktoze i/ili duzi
period njenog konzumiranja.

Studije ukazuju da izlaganje fizickom, psiholoskom i kombinovanom stresu
stimuliSe proinflamatorni odgovor u mozgu, pracen sekrecijom proinflmatornih
citokina, prostanoida, azot-monoksida i aktivacijom njihovih transkripcionih regulatora
(Gadek-Michalska i sar., 2013). Pacovi izlagani hroni¢nom stresu u periodu od 4
nedelje imali su povecan nivo transkripcije gena za proinflamatorne citokine 1 smanjenu
transkripciju gena za anti-inflamatorne citokine u hipokampusu, hipotalamusu i
korteksu mozga (You i sar., 2011). Medutim, u nasoj studiji, izlaganje Zenki pacova
hroni¢nom nepredvidivom stresu samostalno ili u kombinaciji sa ishranom bogatom
fruktozom nije dovelo do razvoja inflamacije. Naprotiv, kombinacija stresa i fruktoze
smanjila je nivo transkripcije gena za proinflamatorne citokine IL1, IL6, TNFa u
odnosu na netretirane Zenke (Slika 4.21.). Razlog za to mogao bi da lezi u aktiviranom
signalnom putu glukokortikoidnih hormona, koji kao vazni modulatori imunskog
odgovora organizma, ostvaruju svoje anti-inflamatorne efekte putem viSe razliitih
mehanizama, kako na periferiji tako 1 u CNS-u. Klini¢ke studije pokazuju da pacijenti
sa bolestima koje karakteriSe neuroinflamacija, poput multiple skleroze 1
encefalomijelitisa, ulaze u stadijum remisije simptoma bolesti pod uslovima hroni¢nog
povecanja nivoa glukokortikoida (Elenkov i Chrousos, 1999). Transgeni soj miSeva koje
karakteriSe pojacan signalni put glukokortikoida pokazuje rezistenciju i na pokusaj
indukovanja encefalomijelitisa (van den Brandt i sar., 2007). OpSti imunosupresivni

efekat koji glukokortikoidi ostvaruju i u CNS-u ukljuuje smanjenje nivoa
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proinflamatornih citokina, poput IL1, IL6 1 TNFa, Sto se postize direktno, inhibicijom
transkripcije gena koji kodiraju ove citokine (Almawi i sar., 1996; Brattsiand 1 Linden,
1996) kao 1 indirektno, putem inhibicije transaktivacione sposobnosti njihovog
transkripcionog regulatora NFkB (De Bosscher i sar., 2000). S obzirom da su nasi
rezultati pokazali povec¢an nivo proteina HSDI1 1 H6PDH, enzima ukljuCenih u
prereceptorski metabolizam glukokortikoida, kao 1 povecan proteinski nivo GR-a u
hipotalamusu stresiranih Zenki koje su pile fruktozu, smanjen nivo iRNK za IL1, IL6 i
TNFa je najverovatnije posledica delovanja glukokortikoida. Nivo NF«xB proteina i
njegovog citoplazmaticnog inhibitora [kB nije bio promenjen ni jednim od primenjenih
tretmana (Slika 4.20.), sto je u skladu sa cinjenicom da glukokortikoidi inhibiraju
ekspresiju proinflamatornih citokina inhibicijom transkripcione aktivnosti NFkB putem
protein-protein interakcija u jedru.

Pored opisanog, postoje 1 drugi mehanizmi kojima glukokortikoidi kontroliSu
neuroinflamaciju, poput indukcije apoptoze T limfocita, inhibicije regrutovanja
leukocita na krvno-mozdanoj barijeri i kontrole njihove migracije, oCuvanja integriteta i
selektivne propustljivosti krvno-mozdane barijere (revidirano u (Tischner i Reichardt,
2007)). Da 1i je 1 u kojoj meri neki od ovih mehanizama ukljuen u ostvarivanje

anti-inflamatornog dejstva glukokortikoida u naSoj studiji, ostaje da se ispita.
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6. Zakljucci
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Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije zajedno pokazuju da

fruktoza svojim lipogenim efektima uzrokuje metabolicke 1 fizioloSke promene koje

mogu

predstavljati osnovu za razvoj metabolickog sindroma, dok su posledice

hroni¢nog stresa izrazenije u odnosu na efekte fruktoze i uglavnom usmeravaju

metabolizam ka potroSnji energije, pri ¢emu 1 u jednom i u drugom slucaju

glukokortikoidi ostvaruju znacajan doprinos. Na ovo ukazuju slede¢i zakljucci:

v

Dugorocna ishrana obogaéena fruktozom i izlaganje hroni¢cnom nepredvidivom
stresu izazivaju suprotne efekte na metabolizam lipida u visceralnom masnom
tkivu adultnih Zenki pacova:

e [shrana obogacena fruktozom stimuliSe adipogenezu, de novo

lipogenezu i preuzimanje lipida.
e Hroni¢ni stres smanjuje masu masnog tkiva, promovise lipolizu i
transport masnih kiselina u mitohondrije nezavisno od nacina ishrane.

Metabolicki efekti fruktoze i stresa u visceralnom masnom tkivu najverovatnije
se ostvaruju posredstvom aktivnosti glukokortikoidnih hormona, s obzirom da
koincidiraju sa pove¢anom jedarnom akumulacijom 1 transkripcionom
aktivno$éu GR-a.
Konzumiranje fruktoze kao ni izlaganje hroni¢nom nepredvidivom stresu ne
dovode do promena u glukokortikoidnom 1 leptinskom signalnom putu koje bi
narusSile regulaciju unosa hrane kod Zenki pacova o ¢emu svedoce neizmenjena
ekspresija oreksigenih neuropeptida u hipotalamusu, kao i izokalorijski unos
energije.
Prekomerni unos fruktoze dovodi do razvoja inflamacije u visceralnom masnom
tkivu kako kod mladih tako 1 kod adultniih nestresiranih Zenki pacova. Medutim,
za razliku od mladih, najverovatnije je da promene u glukokortikodnom
signalnom putu nisu uklju¢ene u pokretanje inflamacije u ovom tkivu adultnih
zenki.
U hipotalamusu glukokortikoidi ispoljavaju antinflamatorne efekte pri cemu je
za stimulaciju signalnog puta glukokortikoida neophodno da se izlaganje stresu i

konzumiranje fruktoze jave u kombinaciji.
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v Inflamacija u visceralom masnom tkivu je jedna od prvih posledica
konzumiranja fruktoze budu¢i da se razvija u trenutku kada ni gojaznost ni

inflamacija u hipotalamusu nisu uocljive.
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CaollUTaBame JeNa, U Ipepaje, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HauMH oJipeheH of
CTpaHe ayTopa WM JaBaola juieHne. OBa IHUIEHIIA HE J03BOJhaBa KOMEPIHjAIHY
ynotpeOy nena.

3. AyTOpCTBO — HEKOMepHMjaaHO — 0Oe3 mpepaga. /lo3BosbaBaTe yMHOXaBame,
JUCTpUOYLIM]y M JaBHO CaoMIlTaBame Jeia, 0e3 NpoMmMeHa, NpeoOIMKoBama WU
ynoTpebe aena y CBOM Jelly, aKo ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauMH ofpeleH of cTpaHe
ayTopa Wid JaaBaoiia juieHre. OBa JHUIEHIIa HE J03BOJbaBa KOMEPIHjaIHy yMmoTpeOy
nena. Y oJHOCY Ha CBe OCTaJie JIMIEHIIE, OBOM JIMLIEHIIOM Ce orpaHuyaBa HajBehu oOum
npasa Kopuihema sena.

4. AYyTOpPCTBO — HEKOMEPUMjAJIHO — JIeJIUTH MOJ UCTUM ycaoBuma. Jlo3BosbaBare
YMHO’KaBamwe, TUCTpUOYLM]y U JaBHO CaONILTaBame Jeja, U Mpepajie, ako ce HaBele
uMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH oJ cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JHUICHIIE M aKo ce
npepaga AMCTpUOyWpa TIOJ WMCTOM WM CIUYHOM JuieHnoMm. OBa JHIEHIA He
J103BOJbaBa KOMEpLMjaIHy yoTpeOy Jena u nmpepasja.

5. AyropcTBo — 0e3 mpepajaa. Jlo3BojbaBare yMHOXKaBame, JUCTPUOYIH]Y W JaBHO
CaoIIITaBame Jeia, 0e3 mpoMeHa, NpeoOIMKoBamka WIKM yHoTpede Jiena y CBOM Jielny,
aKo ce HaBeJe UME ayTopa Ha HauMH ojipel)eH o/ cTpaHe ayTopa WM J1aBaolia JIMLIEHIIE.
Oga nuIIeHIIa 103B0JbaBa KOMEPLUjalIHy yIIOTpeOy nerna.

6. AyTOpPCTBO — [eJIMTH MOJ HCTHM YyciaoBuma. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBame,
TUCTPUOYIIMjy W jaBHO CAOINIITaBame JIeNa, U Mpepaje, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha
HauMH ojapeheH oJ cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIUIEHIIE M ako ce Ipepaja
TUCTpUOyHpa TOJ HCTOM WM CIMYHOM JjwmileHioM. OBa JHIIEHIIa 103BOJhaBa
KOMepIjaHy ynotpeOy naema u mpepaga. CinuyHa je codTBEPCKHM JHIEHIIAMa,
OJIHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJ1a.



