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SAZETAK

Naslov doktorske disertacije: ,,Efekti estradiola na regulaciju natrijum-kalijumove

pumpe i morfologiju srca normalno uhranjenih i gojaznih pacova”

Hormon estradiol, pored svojih efekata koje ostvaruje na reprodukciju i razvice,
ukljucen je i u regulaciju metabolickih procesa u razliitim organima, ukljucujuci i srce.
Pored sistemskog efekta koje estradiol ostvaruje na kardiovaskularni sistem zapazen je, ali
i nedovoljno razjasnjen, uticaj estradiola na srce i kardiomiocite. U literaturnim podacima
koji se odnose na efekte estradiola na morfologiju srca uglavnom su izucavani efekti
estradiola u patofizioloskim stanjima hipertenzije i1 traume, dok je uloga estradiola na
morfologiju srca u patofizioloskim stanjima gojaznost i rezistencije na insulin (IR) jos
uvek nedovoljno izucena. Estradiol svoje efekte ostvaruje genomskim i negenomskim
signalnim putevima posredstvom specifi¢nih receptora za estrogen (ER), pri ¢emu dolazi
do aktivacije slozene mreze meduzavisnih intracelularnih signalnih puteva ukljucujuéi i
fosfatidilinozitol-3 kinazu (PI3K), protein kinazu B (Akt), kao i ekstracelularnim
signalima regulisane kinaze 1 i 2 (ERK1/2). Natrijum-kalijum adenozin trifosfataza
(Na'/K*-ATPaze) je membranski protein koji ima ulogu u odrzavanju elektrohemijskog
gradijenta Na* i K* jona kroz éelijsku membranu, a takode ima i vaznu ulogu u regulaciji
tonusa glatkih miSica vaskulature, kao i regulaciji kontrakcija srca. Poremecaji u funkciji
Na'/K*-ATPaze uodeni su u razli¢itim patofizioloskim stanjima kao §to su stanja
hipertenzije, gojaznosti 1 IR. Signalni putevi koji su uklju€eni u estradiolom regulisanoj
ekspresiji i aktivnosti Na'/K'-ATPaze uklju¢uju i aktivaciju Akt i ERKI1/2 kinaza.
Stimuli§uéi aktivnost Na'/K'-ATPaze, estradiol ostvaruje direktan uticaj na srce
povecavajuci kontraktilnost ¢elija srca. Nedostatak podataka u literaturi o in vivo efektima
estradiola na regulaciju Na'/K*-ATPaze i morfologiju srca, kao i mehanizmi kojima
estradiol ostvaruje svoje efekte na celije srca u patofizioloskim stanjima (gojaznost i IR),
ukazuju na znacaj realizovanih istraZivanja u okviru ove doktorske disertacije.

U ovoj doktorskoj disertaciji izu¢avani su molekularni mehanizmi in vivo efekata
estradiola na regulaciju Na'/K*-ATPaze i morfologiju srca, u koje su ukljuene Akt i
ERK1/2 kinaze, kako u fizioloSkim tako i1 u patofizioloSkim uslovima kao $to su stanja
gojaznosti 1 IR. U eksperimentima su koriS¢eni adultni pacovi Wistar soja. Dve grupe

pacova za ishranu su Koristile standardnu laboratorijsku hranu za pacove (normalno



uhranjeni pacovi), dok su druge dve grupe hranjene standardnom laboratorijskom hranom
obogacenom sa 42% masti (gojazni pacovi). Nakon 10 nedelja grupi normalno uhranjenih
(oznacene kao grupa: Estradiol) i gojaznih pacova (oznaGena Kkao grupa:
Gojazni+Estradiol), davana je jedna doza estradiola (40pg/kg), dok je ostalim pacovima
(Kontrolni i Gojazni pacovi) davana ista koli¢ina 1% etanola u fizioloSkom rastvoru.
Dvadeset Cetri sata nakon tretmana pacovi iz svih grupa su zrtvovani, izolovani su serumi i
plazme, a srca su ekstrahovana. U serumu pacova odredivane su koncentracije: glukoze
(Glu), insulina (INS), C reaktivnog proteina (CRP), leptina, Na*, K*, ukupnog holesterola
(HOL) i triglicerida (Tg), dok su u plazmi odredivane koncentracije digoksinu sli¢nih
imunoreaktivnih faktora (DLIF), slobodnih masnih kiselina (SMK) i fosfolipida. Aktivnost
Na'/K*-ATPaze je odredivana u frakciji plazma membrana izolovanih iz srca pacova.
Koris¢enjem Western blot metode odredivan je nivo ekspresije 1 fosforilacije ol
subjedinice Na'/K*-ATPaze u frakciji plazma membrana, dok je nivo fosforilacije i
ekspresije Akt i ERK1/2 kinaza odredivan u lizatima ¢elija. Imunohistohemijska analiza je
kori§¢ena za odredivanje lokalizacije Na'/K'-ATPaze u tkivu srca pomodéu antitela
specifi¢tnog na al subjedinicu Na'/K'-ATPaze. Histohemijske i morfometrijske analize
tkiva srca su kori$¢ene za odredivanje in vivo efekata estradiola i ishrane bogate mastima
na morfologiju srca.

Estradiol davan normalno uhranjenim pacovima dovodi do statisti¢ki znacajnog
povecéanja aktivnosti Na'/K'-ATPaze, ekspresije i fosforilacije ol subjedinice Na'/K-
ATPaze na plazma membranama kardiomiocita, fosforilacije Akt i ERK1/2 Kkinaza,
koncentracije ukupnih proteina u lizatima srca, kao i statisticki znacajnog smanjenja
koncentracije DLIF u plazmi i koncentracije Na* u serumu u poredenju sa netretiranim
normalno uhranjenim pacovima. Ishrana bogata mastima dovodi do statisti¢ki znac¢ajnog
povecanja telesne mase, mase srca, koncentracije ukupnih proteina u lizatima srca,
transverzalnih dijametara kardiomiocita, koncentracije Glu, INS, leptina, CRP, HOL i Tgu
serumu, koncentracije SMK i fosfolipida u plazmi, i fosforilacije ERK1/2 kinaza. Takode,
kod gojaznih pacova je uodeno statisticki zna¢ajno smanjenje aktivnosti Na'/K*-ATPaze i
ekspresije ol subjedinice Na'/K*-ATPaze, aktivnosti Akt kinaze, koncentracije DLIF u
plazmi i Na* u serumu u poredenju sa normalno uhranjenim pacovima. Estradiol davan
gojaznim pacovima dovodi do statisti¢ki znadajnog povecéanja koncentracije Na* u serumu,
aktivnosti Na'/K*-ATPaze i ekspresije al subjedinice Na'/K'-ATPaze, kao poveéanja

fosforilacije Akt kinaze. Kod gojaznih pacova tretiranih estradiolom, uoceno je statisticki



znaajno smanjenje mase srca, odnosa mase srca/mase tela, transverzalnih dijametara
kardiomiocita, koncentracije serumskog CRP i HOL.

Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju da estradiol u in vivo
uslovima kod normalno uhranjenih pacova regulise aktivnost i ekspresiju Na'/K*-ATPaze
u srcu, molekularnim mehanizmom koji ukljuc¢uje Akt i ERK1/2 kinaze. Medutim, kod
gojaznih pacova kod kojih su aktivnost i ekspresija Na*/K*-ATPaze smanjene, estradiol
stimuli$e aktivnost i ekspresiju Na'/K'-ATPaze mehanizmom koji ukljucuje ucesée Akt
kinaze. Pored uticaja na Na'/K'-ATPazu, estradiol kod gojaznih pacova uti¢e i na
morfologiju ¢elija srca jer dovodi do smanjenja gojaznos¢u—indukovane hipertrofije srca.
Interesantno je da dobijeni rezultati ukazuju na povezanost promena u regulaciji Na*/K"-
ATPaze sa promenama u morfologiji ¢elija srca normalno uhranjenih i gojaznih pacova
tretiranih  estradiolom. Izufavanja usmerena u pravcu rasvetljenja molekularnih
mehanizma kojima estradiol ostvaruje svoje efekte na regulaciju Na'/K'-ATPaze i
morfologiju srca u fizioloskim i patofizioloskim stanjima kao $to je stanje gojaznosti
zdruzeno sa rezistencijom na insulin su od izuzetne vaznosti kako za razumevanje uloge
estradiola u kardiovaskularnim oboljenjima, tako i u cilju razvijanja novih terapeutskih

strategija za tretman kardiovaskularnih oboljenja.
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ABSTRACT

Title of doctoral dissertation: “The effects of estradiol on the regulation of sodium

potassium pump and heart morphology in normally fed and obese rats *

Hormone estradiol is also involved in the regulation of metabolic processes in
various organs, including the heart. The systemic effects of estradiol on cardiovascular
system, was observed, but the effect of estradiol on the heart still is not known in detail.
The effects of estradiol on the morphology of the heart are mainly studied the effects of
estradiol in pathophysiological conditions of hypertension and trauma, whereas the role of
estradiol on the morphology of the heart in pathophysiological conditions such are obesity
and insulin resistance (IR) is still insufficiently explored. Estradiol exert its effect by
nongenomic and genomic signaling pathways, through specific receptors for estrogen
(ER), via the activation of a complex network of dependent intracellular signaling
pathways including phosphatidylinositol 3 - kinase (PI3K), protein kinase B (Akt) and
extracellular signal-regulated kinases 1 and 2 (ERK1/2). Sodium-potassium adenosine
triphosphatase (Na'/K*-ATPase ) is a membrane protein that plays a role in maintaining
the electrochemical gradient of Na* and K" ions across the cell membrane, and also plays
an important role in the regulation of muscle tone of smooth muscle vasculature , as well
as in the regulation of heart contraction. Disturbances in the Na'/K*-ATPase function have
been observed in various pathophysiological conditions such as hypertension, obesity and
IR. Estradiol regulates Na'/K*-ATPase activity and expression via the activation of Akt
and ERK1/2 signaling pathways. Stimulating the activity of the Na'/K*-ATPase, estradiol
has direct effect on the heart by increasing the contractility of cardiac cells. The lack of
literature data about in vivo effects of estradiol on the Na*/K*-ATPase regulation, the heart
morphology, and the mechanisms by which estradiol achieves its effects on heart cells in
pathophysiological conditions (obesity and IR) stresses the importance of the research
within the framework of this doctoral dissertation.

In this doctoral thesis, the molecular mechanisms of in vivo effects of estradiol on
the regulation of Na'/K*-ATPase and the morphology of the heart, via Akt and ERK1/2
kinase, both in physiological and in pathophysiological conditions such as obesity and IR,
were studied and for these experiments adult Wistar rats were used. Two groups of rats

were fed with standard laboratory rats’ foods (normally fed), while the other two groups



were used standard laboratory food enriched with 42% fat (obese rats). After 10 weeks
normally fed rats (marked as a group: Estradiol) and obese rats (marked as group: Obese +
Estradiol), were treated with a single dose of estradiol (40ug/kg), while the other rats
(marked as groups: Control and Obese) were given the same amount of 1% ethanol in
saline. Twenty four hours after treatment, rats from each group were sacrificed, serum and
plasma were isolated, and the hearts were extracted. Serum glucose, insulin, C-reactive
protein (CRP), leptin, Na*, K*, total cholesterol (HOL) and triglyceride (Tg), and plasma
digoxin like immunoreactive factor(s) (DLIF), free fatty acids (FFA), phospholipids were
measured. Activity of Na'/K'-ATPase in plasma membrane fractions was determined
using a Na*/K*-ATPase assay. Western blot analysis was used to monitor phosphorylation
and expression of ol subunit of Na'/K'-ATPase in plasma membrane fraction, and Akt
and ERK1/2 in rat heart lysates. Immunohistochemical analysis was performed for
detection of the Na'/K'-ATPase localisation in heart tissue. Histochemical and
morphometric analysis of heart tissue were used to determine the effect of estradiol and
high-fat diet on the morphology of the heart.

Following administration of estradiol to normally fed rats in comparison with
untreated rats, leads to a statistically significant increase Na'/K'-ATPase activity,
expression and phosphorylation of al subunit of Na*/K*-ATPase from rat hearts, Akt and
ERKZ1/2 kinase phosphorylation, total protein concentrations in lysates of heart, as well as
a significant decrease in plasma concentration DLIF and Na* concentrations in the serum.
The high fat diet in rats leads to a statistically significant increase in body weight, heart
weight, total protein concentrations in lysates of heart, the transverse diameters of the
cardiomyocytes, the concentration of Glu, INS, leptin, CRP, HOL and Tg in serum, and
concentrations of FFA and phospholipids in plasma, and the phosphorylation of ERK1/2
kinase. In obese rats was also observed a statistically significant decrease in Na'/K*-
ATPase activity and expression of al subunit of Na'/K*-ATPase, activation of Akt kinase,
concentration of DLIF in serum and Na" in plasma compared to normal fed rats. Estradiol
in vivo in obese rats in comparison with obese non-tretated rats leads to a statistically
significant increase of Na™ concentration in serum, Na*/K*-ATPase activity and expression
of al subunit of Na'/K'-ATPase, as Akt kinase activation. The obese rats treated with
estradiol had a statistically significant reduction in heart weight, ratio of the heart weight /
body weight, transverse diameters of cardiomyocytes, concentration of CRP and HOL in

serum.



The results presented in this doctoral thesis suggest that estradiol administrated in
vivo under normal physiological conditions regulate the activity and expression of cardiac
Na'/K*-ATPase activity, by molecular mechanisms that involve the participation of Akt
and ERK1/2 activation. Also, obtained results show that estradiol administrated in vivo in
obese/IR rats (with reduction of the Na'/K*-ATPase activity and expression), stimulates
activity and expression of Na*/K*-ATPase by mechanism that involves the participation of
Akt kinase. Besides the influence of the Na'/K*-ATPase, estradiol in states of obesity and
IR, in vivo affects the morphology of the cardiac cells and its actions leads to a reduction
in obesity- induced cardiac hypertrophy. In addition, the results indicated that there is an
association between changes in the regulation of Na'/K*-ATPase with changes in the
morphology of cardiac cells under the influence of estradiol in normal and in states of
obesity and IR. Despite the importance of regulation of cardiac Na'/K*-ATPase under
physiological and pathophysiological conditions, the molecular mechanisms of its
regulation under the influence of estradiol remain unknown. Studies directed toward
illuminating the molecular mechanism(s) by which estradiol achieves its effects on the
regulation of cardiac Na'/K*-ATPase are of great importance for understanding its role in
cardiovascular disease and for the development of new therapeutic strategies for the

treatment of cardiovascular diseases.
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Hormon estradiol je predominantna forma estrogena, prisutan u vecoj koncentraciji
kod Zena nego muskaraca. Pored svojih efekata koje ostvaruje na reprodukciju i razvice,
estradiol utice i na metabolicke procese u razli¢itim organima, ukljucujudi i srce (Nilsson i
sar., 2001; Sudar i sar.,, 2009; Murphy, 2011). Dosadasnji podaci iz literature
nedvosmisleno ukazuju na pozitivne efekte koje estradiol ostvaruje na kardiovaskularni
sistem (KVS) (Murphy 2011; Knowlton i Lee, 2012). Svoje efekte estradiol ostvaruje
genomskim i negenomskim signalnim putevima posredstvom specifi¢nih unutarcelijskih i
membranskih receptora za estrogen (ER; engl. Estrogene Receptor) (Nilsson i Gustafsson,
2002; Barros 1 Gustafsson, 2011).

Genomske efekte estradiol ostvaruju direktnim vezivanjem za specificne ER
lokalizovane u jedru (Nilsson i Gustafsson, 2002). Postoje dva tipa receptora za estrogen,
ER alfa (ERa) i ER beta (ERp) i oba su eksprimirana u ¢elijama srca (Grohe i sar., 1998;
Nilsson i sar., 2001). Estradiol moze ostvariti dejstvo i negenomskim putem, vezivanjem
za ERa ili Erp, koji podrazumeva aktivaciju sloZzene mreze meduzavisnih intracelularnih
signalnih puteva ukljucujuéi i fosfatidilinozitol-3 kinazu (PI3K; engl. PhosphatidylInositol
-3 Kinase), protein kinazu B (Akt; engl. protein kinase B; Akt8 leukemia virus), kao i
ekstracelularnim signalima regulisane kinaze 1 i 2 (ERK1/2; engl. Extracellular Signal-
Regulated Kinases 1 and 2) (Nilsson i sar., 2001; Isenovic i sar., 2002; Sudar i sar., 2008).

Gojaznost se uglavnom karakteriSe kao poremecaj sa hroni¢nim inflamatornim
statusom 1 predstavlja direktan uzrok pojave i razvoja mnogih hroni¢nih bolesti,
ukljucujuéi i kardiovaskularne bolesti (KVB). Znacaj delovanja estradiola u stanju
gojaznosti je posebno zapazen kod Zena posle menopauze kada dolazi do povecanja
visceralne gojaznosti kao i povecanog rizika od KVB (Salpeter i sar., 2006; Barros i
Gustafsson, 2011). Takode, eksperimentalni i klinicki podaci ukazuju da estradiol ima
pozitivan efekat na neke od propratnih komplikacija gojaznosti kao §to je rezistencija na

insulin (IR; engl. linsulin Resistance) (Barros i Gustafsson, 2011). Estradiol, takode,
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ostvaruje i pozitivne efekte na regulaciju metabolizma lipida i zastitu srca od oSteCenja
nastalih ishemijom (van Eickels i sar., 2001; Murphy, 2011). Delovanja estradiola na KVS
kod muskaraca kako u fizioloskim, tako i u patofizioloskim stanjima, joS je nedovoljno
prouceno.

Natrijum (Na®), Kkalijum (K") adenozin-trifosfataza (Na'/K'-ATPaza) je
membranski protein ¢ija je uloga u odrzavanju elektrohemijskog gradijenta Na* i K* jona
kroz ¢elijsku membranu. Ova pumpa ima vaznu ulogu u regulaciji tonusa glatkih misica
vaskulature (Kaplan, 2002; Isenovic i sar., 2004) i kontraktilnosti, kao i balansa
kalcijumovih (Ca?*) jona u kardiomiocitama (Schwinger i sar., 2003). Poremeéaji u
funkciji Na'/K*-ATPaze uoceni su u razli¢itim patofizioloskim stanjima kao §to su stanja
hipertenzije, gojaznosti i IR (lannello i sar., 2007; Sudar i sar., 2008). Poremecaji u
normalnom radu srca povezani su i sa znaajnim smanjenjem ekspresije Na'/K*-ATPaze
na membrani ¢elija (Liu i sar., 2012). Takode, je pokazano da je u stanjima IR smanjena
aktivnost Na'/K*-ATPaze u perifernim tkivima (lannello i sar., 2007), a u stanjima
gojaznosti u masnom tkivu genetski gojaznih miseva, kao i gojaznih pacijenata (lannello i
sar., 1994; lannello i sar., 2007).

Genomski i negenomski efekti estradiola uti¢u na povecanje aktivnosti i ekspresije
Na'/K*-ATPaze, $to je pokazano kako u nasim publikovanim radovima tako i u radovima
drugih autora (Dzurba i sar., 1997; Isenovic i sar., 2002; Palacios i sar., 2004; Sudar i sar.,
2008). Signalni putevi kojima estradiol ostvaruje efekte na povecanje ekspresije i
aktivnosti Na'/K*-ATPaze ukljucuju i aktivaciju Akt i ERK1/2 kinaza (lsenovic i sar.,
2002; Sudar i sar., 2008). Stimulisuéi aktivnost Na'/K*-ATPaze, estradiol ostvaruje
direktan uticaj na srce povecavajuci kontraktilnost ¢elija srca (Dzurba i sar., 1997; Sudar i
sar., 2008).

U literaturnim podacima koji se odnose na efekte estradiola na morfologiju srca
uglavnom su izucavani efekti estradiola u patofizioloskim stanjima hipertenzije (Garcia i
sar., 2006) i traume (Kan i sar., 2008). Nedostatak podataka u literaturi o ulozi estradiola
na morfologiju srca kao i mehanizmima kojima estradiol ostvaruje svoje efekte na
kardiomiocite u patofizioloskim stanjima (gojaznost i IR), ukazuju na znacaj istrazivanja
obuhvac¢enim ovom doktorskom disertacijom. Poznavanje molekularnih mehanizama
delovanja estradiola na Na'/K*-ATPazu kod ljudi, svakako ¢e pomo¢i razvoju novih

terapeutskih strategija u tretmanu KVB kod Zena, kao i muskaraca.
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1.1. Estradiol, opSte osobine, i molekularni mehanizmi delovanja

estradiola

Estrogeni predstavljaju kompleks hormona sa viSestrukim efektima, koji se
primarno stvaraju u ovarijumu 1 placenti kod Zena, odnosno u testisima kod muskaraca,
kao i u kori nadbubreznih Zlezda. Takode, estrogeni nastaju i tokom periferne steroidne
konverzije (Simpson i sar., 1994). Primarni estrogeni su: estradiol, estron i estriol, od kojih
je estradiol predominantan i ispoljava najja¢i efekat. Estradiol nastaje od testosterona
posredstvom enzimskog katalitickog kompleksa citohrom P450 aromataze (Ghosh i sar.,
2009). Aromataza se nalazi u endoplazmatskom retikulumu, celija osetljivih na estrogen,
kao Sto su srce i ¢elije krvnih sudova, §to ukazuje da estradiol ostvaruje potencijalne efekte
na KVS (Harada i sar., 1999; Thum i Borlak, 2002).

1.1.1. OpSte osobine estradiola

lako je primarno Zenski hormon, estradiol je odavno prepoznat kao vazan
regulatorni faktor Sirokog spektra fizioloskih procesa, ne samo kod Zena, ve¢ i kod
muskaraca (Knowlton i Lee, 2012). Pored svojih efekata koje ostvaruje na reprodukciju i
razvice, estradiol je uklju¢en u metabolicke procese u razliCitim tkivima, kako u
fizioloskim, tako i u patofizioloSkim stanjima (Nilsson i sar., 2001; Murphy, 2011;
Knowlton i Lee, 2012). Posebno interesantni su mehanizmi i signalni putevi kojima
estradiol ostvaruje svoje efekte na KVS (Murphy, 2011; Knowlton i Lee, 2012), §to je
ocigledno kod Zena posle menopauze kada nivo estradiola zapravo opada, kao i kod
hormonske supstitucije (Grodstein i sar., 2003; Wellbrock i sar., 2004; Knowlton i Lee,
2012). To znaci da su zene pre menopauze zasticene od KVB, dok muskarci kao i zene
posle menopauze, imaju isti rizik od nastanka ovih bolesti (Huang i Kaley 2004; Horstman
i sar., 2012).

1.1.2. Molekularni mehanizmi delovanja estradiola

Estradiol ostvaruje mnogobrojne bioloske efekte posredstvom ER. Jensen i
Jacobsen su jos pre pedesetak godina pokazali da estradiol ostvaruje svoje efekte vezujuéi
se za svoj ER dok su Kuiper i saradnici 1996. godine uo¢ili prisustvo drugog receptora Erf3
(Jensen i Jacobson, 1962; Kuiper i sar., 1996; Barros i Gustafsson, 2011). ERa i ERP su
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¢lanovi superfamilije nuklearnih receptora klase I, kodirani su razli¢itim genima i imaju
razli¢it nivo ekspresije, kao i visestruke nacine ,,iskrajanja“ (engl. splicing) u razli¢itim
tkivima (Nilsson i Gustafsson, 2002). Oba receptora su detektovana u endotelu krvnih
sudova i u miokardu, sto ukazuje na direktan uticaj estradiola na KVS (Grohe i sar., 1998).

Estradiol ostvaruje svoje efekte na Celijske funkcije prolaskom kroz ¢elijsku membranu
I vezivanjem za ER. Nakon vezivanja estradiola dolazi do dimerizacije receptora, 0dnosno
formiranja homodimera, a u nekom broju slu¢ajeva aff heterodimera (Razandi i sar., 2004).
Postoje dva mehanizma dejstva estradiola (Levin, 2005; Mandusic i sar., 2011). Genomske
efekte u Celiji ostvaruje uticajem na transkripciju gena (Nilsson i sar., 2001). Kao rezultat
vezivanja estradiola za AF-2 (engl. Activation Function 2) domen na ER dolazi do
konformacijskih promena i dimerizacije receptora, a potom i translokacije kompleksa
estradiol-ER iz citoplazme u jedro (Henttu i sar., 1997). Ovaj proces omogucava da
estradiol-ER kompleks interaguje sa specifiénim sekvencama na DNK posredstvom
elemenata koji odgovaraju na estrogen (ERE; engl. Estrogen Responsive Elements), a
lokalizovani su u blizini promotor regiona ciljanog gena (Nilsson i Gustafsson, 2002).
Nakon toga, formirani kompleks estradiol-ER se udruzuje i deluje saglasno sa ko-
aktivatorima koji mogu pokrenuti glavni transkripcioni aparat i inicirati ekspresiju
specificnog gena (Shibata i sar., 1997). Kada je kompleks udruzen sa drugim proteinima
poznatim kao ko-represori, transkripcija gena se utiava (Shibata i sar., 1997). Neki geni
ne sadrze U sebi ERE, ali estradiol reguliSe i njihovu ekspresiju, vezujuéi se indirektno za
DNK preko transkripcionih faktora kao $§to su: SP1 (engl. Simian virus 40 Protein-1) i
protein aktivator-1 (AP-1; engl. Activator Protein-1) (Slika 1) (Kushner i sar., 2000;
Saville i sar., 2000).

Mnogobrojne studije su pokazale da estradiol moZze da dovede do brze
unutarcelijske aktivacije signalnih puteva, bez aktiviranja jedarne transkripcije gena
(Moriarty i sar., 2006). Ovako estradiol ispoljava negenomski efekat, koji ukljucuje
posttranslacione modifikacije mnogih sintetisanih proteina (Kelly i Levin, 2001), kao §to je
fosforilacija Akt, protein kinaze A (PKA), protein kinaze C (PKC) i ERK 1/2, a koje
potom dovode do aktivacije brojnih proteina (Ewart i Klip, 1995; Isenovic i sar., 2003;
Levin 2005; Sudar i sar., 2008). Takode, signalni putevi ukljuceni u brze efekte delovanja
estradiola, dovode do fosforilacije nishodnih transkripcionih faktora, koji potom regulisu
transkripciju gena (Slika 1) (Kelly i Levin, 2001; Levin, 2009).



1. UVvOD

Nedavna istrazivanja su pokazala postojanje treCeg membranskog receptora za
estrogen spregnutog sa proteinom G (GPER; engl. G-Protein-coupled Estrogen Receptor)
(Deschamps i Murphy, 2009). Potrebna su dodatna istrazivanja koja bi razjasnila ulogu

GPER u signalnom putu delovanja estradiola.

@ meducelijski prostor

quaw
ewze|d

Akt
PKA —— fosforilacija/
PKC aktivacija proteina

ERK1/2 | 4

citoplazma

ekspresija proteina  §
/

Slika 1. Molekularni mehanizmi delovanja estradiola. E; — estradiol; Era — receptor za
estrogen alfa; Erp — receptor za estrogen beta; Akt — protein kinaza B; PKA —
protein kinaza A; PKC — protein kinaza C; ERK1/2 — ekstracelularnim signalima
regulisane kinaze 1 i 2; ERE — elementi koji reaguju sa estrogenom; SP1, —
transkripcioni faktor; AP-1 — transkripcioni faktor, protein aktivator-1; TF —
transkripcioni faktor; DNK — dezoksiribonukleinska kiselina.

1.1.2.1. Uloga Akt i ERK1/2 u molekularnim mehanizmima delovanja

estradiola

Akt je protein koji poseduje domen homolog plekstrinu (PH engl. Pleckstrin
Homology) na N-terminalnom kraju, kao i kataliticki domen na kratkom C-terminalnom
repu (Whiteman i sar., 2002). PH domeni predstavljaju kratke oligopeptidne sekvence u
proteinima znacajne za Celijsku lokalizaciju proteina i vezivanje, a poseduju visoki afinitet

prema fosfoinozitidnim grupama (Franke i sar., 1997). Formirani estradiol-ERa kompleks
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aktivira supstrat receptora za insulin 1 (IRS -1; engl. Insulin Receptor Substrate) (Mauro i
sar., 2001; Isenovic i sar., 2003). Nakon toga, aktivirani IRS-1 fosforilise p85 regulatornu
subjedinicu (Mauro i sar., 2001; Isenovic i sar., 2003), sto dovodi do aktivacije p110
katalitiCke subjedinice i njene translokacije na plazma membranu celije (Downward,
1998). Aktivirana P110 katalitiCka subjedinica fosforilise OH grupu na poziciji 3 u
inozitolnom prstenu fosfatidilinozitol-(4,5)-difosfata (PIP2; engl. Phosphatidylinositol
(4,5)-bisPhosphate), pri ¢emu nastaje fosfatidilinozitol-(3,4,5)-trifostat (PIP3; engl.
Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisPhosphate) (Cantrell, 2001; Scheid i sar.,, 2002).
Akumulacija PIP3 dovodi do privremene translokacije Akt iz citoplazme na plazma
membranu, gde se ona fosforilie na aminokiselinskim ostacima Treoninu®® (Thr®%) i
Serinu®® (Ser*”) (Stokoe i sar., 1997; Alessi i Cohen, 1998; Andjelkovic i sar., 1999;
Scheid i sar., 2002). Fosfoinozitid-zavisna protein kinaza-1 (PDK1; engl.
Phosphoinositide-Dependent Protein Kinase -1) fosforilise Akt na poziciji Thr*® (Alessi i
Cohen, 1998; Manning i Cantley, 2007), dok mehanizam fosforilacije Akt na poziciji
Ser*” jos nije potpuno razjasnjen. Kinaza za koju se smatra da fosforilise ovu poziciju je
PDK2, mada prema nekim podacima PDK1 moze fosforilisati obe pozicije (Alessi i
Cohen, 1998; Sale i Sale, 2008). Jedna grupa autora sugerie da poziciju Ser*” fosforilise
kompleks ciljnog molekula za rapamicin 2 kod sisara (mMTORC?2; engl. Mammalian Target
Of Rapamycin Complex 2) koji se sastoji od mTOR kinaze i riktora (Sarbassov i sar.,
2005). Rezultati mnogih studija su pokazali da estradiol dovodi do fosforilacije Akt na
poziciji Ser*”, ali podaci koji ukazuju na fosforilaciju Thr*®
Ren i sar., 2003; Patten i sar., 2004).

Nakon aktivacije, Akt se translocira sa plazma membrane kroz citosol do jedra, gde

su retki (Isenovic i sar., 2003;

se ukljucuje u regulaciju ekspresije specifi¢nih gena. Aktivacija PI3K/Akt signalnog puta
ima vaznu ulogu u srcu, posSto ove kinaze reguliSu funkciju i prezivljavanje Celija srca
(Huang i Kaley, 2004; Matsui i Rosenzweig, 2005). Aktivirana Akt od strane estradiola
ima ulogu u polno specifi¢noj sklonosti na KVB. Tako je pokazano da Zene pre
menopauze imaju znacajno veci intenzitet bojenja Akt u jedrima celija srca u odnosu na
muskarace ili Zene posle menopauze (Camper-Kirby i sar., 2001; Sugden i Clerk, 2001),
kao i da in vitro tretman kardiomiocita estradiolom ili fitoestrogenom, genestinom dovodi
do povecanja fosfo-Akt (Ser*”®) u jedru (Camper-Kirby i sar., 2001; Huang i Kaley, 2004).

Signalna kaskada protein kinaze aktivirane mitogenom (MAPK; engl. Mitogen-

Activated Protein Kinase) sastoji se od tri proteinske kinaze u nizu: MAPK kinaze kinaza
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(MAPKKK), MAPK kinaza (MAPKK) i MAPK (Widmann i sar., 1999). Postoje najmanje
tri razli¢ite MAPK, kao 1 tri signalna puta, odnosno razli¢ite MAPKKK i MAPKK koje ih
aktiviraju (Tomlinson, 1999). To su ERK1/2, c-Jun N-terminalna kinaza (JNK; engl. c-Jun
N-Terminal Kinasese) i p38 kinaza (Garrington i Johnson 1999; Kehat i Molkentin, 2010).
JNK i p38 kinaze uglavnom predstavljaju specijalizovane prenosioce signala u odgovoru
na stres ili povrede, tako da se one jos klasifikuju kao protein kinaze aktivirane stresom
(engl. stress-activated protein kinases), dok su ERK1/2 vise uklju¢ene u signalne puteve
inicirane mitogenima i faktorima rasta (Kehat i Molkentin 2010).

Pokazano je da estradiol brzo aktivira MAPK signalnu kaskadu (Migliaccio i sar., 1996;
Levin 2001), preko Shc-Grb2-SOS-Ras signalnog puta (Song i sar., 2002; Bulayeva i sar.,
2004). Naime, adapterski protein Shc se vezuje za estradiol-ERa kompleks pomocu
fosfotirozin vezujuceg (engl. phosphotyrosine binding) domena, ili Src homologog 2
(SH2; engl. Src Homology 2) domena, tako da dolazi do fosforilacije tirozinskih ostataka
na kolagen homologom (CH; engl. Collagen Homology) domenu (Pelicci i sar., 1995;
Pelicci i sar., 1996). Fosforilisani tirozinski ostaci na CH domenu predstavljaju mesta za
koja se vezuje SH2 domen Grb2—proteina 2 koji se vezuje za receptore faktora rasta
(Grb2; engl. Growth factor Receptor-Bound protein 2) (Brummer i sar., 2010), koji potom
aktivira guanin nukleotid faktor razmene (SOS; engl. guanine nucleotide exchange factors;
Son Of Sevenless) (Rojas i sar., 2011; Pierre i sar., 2011). Poslednji ,,¢lan“ u nizu ovog
dela signalnog puta je guanozin trifosfataza (Ras, engl. guanosine triphosphatase; Rat
Sarcoma), koji pripada familiji G proteina ili guanozin nukleotid vezuju¢ih proteina, koji
su ukljuceni u razli€ite signalne puteve u ¢eliji (Vetter i Wittinghofer, 2001; Wennerberg i
sar.,, 2005). Ras je aktiviran kada je za njega vezan guanozin—trifosfat, odnosno
deaktiviran kada je za njega vezan guanozin—difosfat (Vetter i Wittinghofer, 2001;
Wennerberg i sar., 2005). Aktivirani Ras dovodi do sekvencionalne aktivacije MAPK,
odnosno ERK1/2 koje ucestvuju u regulaciji viSe signalnih puteva ukljuéenih u Celijske
procese u KVS (Avruch i sar., 2001; Wellbrock i sar., 2004). Prva u nizu aktivacije je
MAPKKK, odnosno Raf koja fosforilise i aktivira MAPKK ili MEK1/2, koje zatim
aktiviraju ERK1/2 (Howe i sar., 1992; Kehat i Molkentin, 2010) (Shaul i Seger, 2007). Za
punu aktivnost ERK1/2 neophodna je fosforilacija na aminokiselinama Thr?® i tirozin®*
(Tyr®®) (Payne i sar., 1991; Kehat i Molkentin, 2010). Aktivirane ERK1/2 deluju tako $to
fosforilisu ciljane proteine u citoplazmi ili transkripcione faktore u jedru (Widmann i sar.,
1999; Kehat i Molkentin 2010). Nakon translokacije u jedro, ERK1/2 direktno fosforilisu
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transkripcione faktore kao §to su ELK-1, c-Fos, p53, GATA4 i Ets1/2, koji predstavljaju
regulatore rasta i proliferacije (Liang i sar., 2001; Kehat i Molkentin, 2010).

1.1.3. Efekti estradiola na morfologiju srca

Estradiol uti¢e na KVS kako u fizioloskim, tako i u patofizioloskim stanjima,
direktnim uticajem na molekularne mehanizme u ¢eliji ili indirektno preko sistemskih
efekata na nivou celog organizma (Murphy, 2011). Sistemski efekti estradiola u KVS
predstavljaju pre svega antiateromski efekati, kao S$to su: smanjenje koncentracije
lipoproteina male gustine u krvi, povecanje koncentracije lipoproteina velike gustine u
krvi, smanjenje oksidativnog stresa, kao i smanjenje proliferacije glatkih miSica
vaskulature (Murphy, 2011). Takode je pokazano da estradiol svojim delovanjem ostvaruje
povoljan efekat i na faktore inflamacije tako §to smanjuje produkciju faktora nekroze
tumora-a (TNF-a; engl. tumor necrosis factor alpha), interleukina-6 (1L-6) i IL-1 (Szalay i
sar.,, 2006; Murphy, 2011). Pored sistemskog efekta, uticaj estradiola na srce i

kardiomiocite je mnogo kompleksniji i jos uvek nedovoljno razjasnjen.
1.1.3.1. Osnovne morfoloske karakteristike srca

Srce se nalazi u perikardnoj Supljini, koja je oblozena perikardom. Perikard ¢ine
visceralni i parijetalni sloj. Visceralni perikard ili epikard oblaze miSi¢no tkivo srca.
Serozna membrana parijetalnog perikarda ojacana je spolja vezivnim tkivom bogatim
kolagenim vlaknima, koji ima ulogu u povezivanju i stabilizaciji srca, perikarda i krvnih
sudova u medijastinumu. Tanka praznina izmedu parijetalne i visceralne povrsine koje su
naspramne jedna drugoj, predstavlja perikardnu Supljinu ispunjenu perikardnom te¢noséu
koja ima ulogu lubrikanta. Vlazni zid perikarda smanjuje trenje koje nastaje tokom
otkucaja srca (Martini i sar., 2007).

Baza srca predstavlja najSiri deo srca 1 mesto ulaska, odnosno izlaska vecine
arterija i vena sistemske i pluéne cirkulacije, dok se na drugom kraju nalazi vrh srca koji se
konusno suzava. Srce je septumom izdeljeno na desnu i levu polovinu i sastoji se dve
pretkomore i dve komore. Pored funkcijskih razlika izmedu pretkomora i komora, postoje
znaCajne razlike u gradi. Zidovi komora mnogo su deblji od zidova pretkomora i to
naroCito leve komore (LK), $to joj omogucava da razvije dovoljno snazan potisak da

potisne krv kroz sistemski krvotok, za razliku od desne komore koja pumpa krv do pluca.
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Na popre¢nom preseku srca razlikuju se tri sloja: spoljasnji epikard (visceralni perikard),
srednji miokard tj. miSi¢no tkivo srca, koje sadrzi vezivno tkivo, krvne sudove i nervna
vlakana 1 unutrasnji endokard koji predstavlja jednoslojni skvamozni epitel koji se
nastavlja na endotel krvnih sudova, a od njega su izgradeni i zalisci u srcu (Martini i sar.,
2007). Pored prostog ljuspastog epitela, endotela, endokard sadrzi i subendotelno i
subendokardno vezivno tkivo (Buja i Vela, 2008).

Posebne histoloske karakteristike miokarda obezbeduju jedinstvene funkcijske
karakteristike srca kao organa. Sr¢ani mi$i¢ je prugast posto su aktinski i miozinski
filamenti rasporedeni u sarkomerama, ali je isprugavost slabije izraZzena u odnosu na
skeletne miSi¢e. Miokard srca ¢ine razliciti tipovi celija: ¢elije radne muskulature, Celije
sprovodnog sistema srca i mioendokrine ¢elije (Buja i Vela, 2008). Radne misi¢ne ¢elije ili
kardiomiociti imaju sposobnost grananja i lateralnog povezivanja, te na duznom preseku
sréano misi¢no tkivo ima izgled mreze. Naime, jedna od karakteristika kardiomiocita jeste
da se one medusobno povezuju sa narednim ¢elijama u lineranom nizu preko interkalatnih
diskova. Interkalatni diskovi sastoje od tri tipa meducelijskih spojeva: fascia adherens,
dezmozomi i komunikantni spoj (neksus ili engl. gap junction), ¢ija je uloga da obezbede
strukturni integritet miokarda i olakSaju prelaz elektricnog impulsa sa celije na celiju.
Adherentni spojevi, fascia adherens i dezmozomi, formiraju transverzalni deo ductus
intercalatusa i doprinose boljem medusobnom prijanjanju ¢elija. U nivou fascije adherens
aktinski miofilamenti miofibrila kardiomiocita su ¢vrsto povezani sa sarkolemama u
predelu interkalatnih diskova preko o aktinina i vinkulina, dok dezmozomi obezbeduju
vezivanje dezmina, centralnog intermedijarnog filamenta kardiomiocita. To omogucava
bolju povezanost dve susedne celije, 1 njihove maksimalne efikasnosti prilikom
kontrakcije. Kardiomiciti su povezani pomoc¢u pukotinastih veza, koji grade longitudinalnu
komponentu discus intercalatusa. Joni i mali molekuli slobodno se kre¢u izmedu celija
kroz komunikantne spojeve, 1 na taj nain stvaraju elektricnu vezu izmedu dva
kardiomiocita. Tako da se prenos akcionog potencijala sa jedne na drugu c¢eliju odvija sa
velikom efikasno$¢u. Dok adherentni spojevi obezbeduju strukturni integritet i povezanost
kardiomiocita, komunikantni spojevi omogucavaju medusobnu mehanicku, hemijsku i
elektricnu povezanost ¢elija Sto dovodi do toga da sré¢ano miSi¢no tkivo funkcioniSe kao
jedna celina (sréani mi$i¢ je funkcijski sincicijum). Ovakve karakteristike kardiomiocita

zahtevaju konstantnu dostupnost kiseonika 1 nutritijenata, Sto omogucéava koronarna sr¢ana
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cirkulacija koja obuhvata Siroku mrezu krvnih sudova, koji snadbevaju misi¢ srca krvlju
(Martini i sar., 2007; Buja i Vela, 2008).

Veéina kardiomiocita (75%) sadrzi jedno centralno postavljeno jedro, dok ostatak
kardiomiocita sadrzi dva jedra. Pored toga, postoji uvek i mali broj ¢elija (manje od 1%)
koje sadrze tri ili Cetiri jedra (Olivetti i sar., 1996). U sarkoplazmi kardiomiocita nalaze se
stotine mitohondrija, kao i1 obilne zalihe mioglobina (izvora kiseonika), dok su energetske
rezerve sadrzane u glikogenu i lipidima (Martini i sar., 2007). lzmedu miofibrila
rasporedene su brojne mitohondrije. Sréane miSi¢ne celije imaju brojnije 1 vece
mitohondrije od skeletnih misi¢nih ¢elija. Mitohondrije u sréanim misi¢énim ¢éelijama Cine
do 40% volumena, a u skeletnim 2 — 3% (Buja i Vela, 2008).

Vezivno tkivo srca ukljucuje veliki broj kolagenih i elasti¢nih vlakana. Oko svake
sr¢ane miSi¢ne Celije nalazi se bazalna lamina koja sadrzi poseban oblik laminina, a oko
nje fina mreza retikulinskih vlakana u sastavu endomizijuma. U endomizijumu se nalazi
obilje kapilara. Grupe srcanih miSiénih c¢elija odvojene su tankim vezivno-tkivnim
strukturama, koje sadrze krvne sudove i nerve, i odgovaraju perimizijumu skeletnog
miSi¢a. Epimizijum, u tom slucaju, bi odgovarao subendokardnom i subepikardnom
vezivnom tkivu. Ova mreza vezivnog tkiva predstavlja intersticijalno vezivno tkivo srca.
Pored toga, srce sadrzi fibroelasticno tkivo povezano sa osnovama pluéne arterije i aorte,
kao i sr¢anih zalistaka koje ¢ini fibroznu (vezivnu) potporu srca. U fibroznu potporu srca
spadaju: strukture sréanih zalistaka (listi¢i i fibrozni prstenovi), ¢vrsto trougaono polje
izmedu zalistaka (trigona fibrosa), membranozni interventrikularni septum, kao i chordae
tendinae. Fibrozni skelet srca stabilizuje poziciju kardiomiocita i zalistaka u srcu.
Omogucava fizicku potporu kardiomiocita, krvnih sudova i nerava u miokardu, ojacava
zaliske 1 sprecava prekomerno Sirenje srca, distribuira snagu kontrakcije, omogucava
elasti¢nost, $to je neophodno za vracanje srca u prvobitno stanje posle svake kontrakcije i
fizi¢ki razdvaja kardiomiocite pretkomora i komora (Martini i sar., 2007; Buja i Vela,
2008).

1.1.3.2. Estradiol i morfologija srca

Estradiol regulise rad srca i odgovoran je za polne razlike u morfologiji i funkciji
srca, kao i pove¢anom riziku od sréanih bolesti (Nilsson i sar., 2001; Knowlton i Lee,
2012). Pre puberteta, nisu uocene statisticki znacajne razlike u veli¢ini srca medu

polovima, pa su broj kardiomiocita i njihova veli¢ina isti (Malcolm i sar., 1993). Medutim,
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nakon puberteta srce kod muskaraca se uvecava u odnosu na srce Zena, da bi kona¢no bilo
uvecano za 15—30 % (de Simone i sar., 1995). Kardiomiociti muskaraca podlezu veéem
stepenu hipertrofije tokom postnatalnog rasta u odnosu na kardiomiocite Zzena u normalnim
uslovima (Grandi i sar., 1992; Leinwand, 2003). Efekti estradiola na srce u fizioloskim
stanjima ogledaju se pre svega u regulaciji funkcije jonskih kanala. Tako je pokazano da
estradiol uti¢e na povecéanje aktivnosti i ekspresije Na*/Ca®* izmenjivaca (engl. Na/Ca-
exchanger) (Chen i sar., 2011) i Na'/K'-ATPaze (Dzurba i sar., 1997) i smanjenja
aktivnosti L-tipa Ca** kanala (Johnson i sar., 1997). Takode je pokazano da estradiol utice
na povecanje sinteze glikogena u srcu, aktivacijom Akt (Sugden i Clerk, 2001) i na taj
nacin povecava energetske rezerve neophodne za normalan rad srca.

Sa druge strane, estradiol regulise i razliita patoloska stanja kao $to su: dilatacija
komora, hipertrofija miokarda, promene ekstracelularnog matriksa, oksidativni stres
(Gardner i sar., 2010; Murphy, 2011; Knowlton i Lee, 2012). Poznato je da Zene pre
menopauze imaju manju tendeciju ka hipertrofiji LK u odnosu na muskarce sli¢nih godina,
dok je pojava hipertrofije LK kod Zena posle menopauze ista kao kod muskaraca (Agabiti-
Rosei i Muiesan, 2002; Kim i Levin, 2006). Iako je u nekim klini¢kim studijama, u kojima
je ispitivan efekat estradiola kao hormonske supstitucije, pokazano da povecava rizik od
nastanka KVB (Hulley i sar., 1998; Anderson i sar., 2004) u drugim je pokazano da
prilikom hormonske supstitucije dolazi do smanjenja hipertrofije LK za 20% u poredenju
sa Zenama koje nisu na terapiji (Lim i sar., 1999; Miya i sar., 2002). Kardioprotektivna
uloga estradiola naro€ito se ispoljava u stanjima remodelovanja srca i1 razvoja sr¢ane
insuficijencije izazvane povecanjem zapremine krvi (engl. volume overload) nakon
hirurSke intervencije 1 stvaranja aortokavalne fistule, kod pacova muzjaka 1
ovarijektomisanih zenki (Gardner i sar., 2002; Brower i sar., 2003), dok davanje estradiola
ovarijektomisanim Zenkama i muZjacima znac¢ajno umanjuje ili spreava razvoj sréane
insuficijencije (Gardner i sar., 2008; Gardner i sar., 2010; Janicki i sar., 2013). Studije na
zivotinjama, takode, ukazuju na pozitivan efekat estradiola na adaptaciju (remodelovanje)
srca. Pozitivan efekat estradiola u animalnim modelima ishemije srca, ispoljava se tako Sto
dolazi do smanjenja velicine tkiva zahvaéenog infarktom (Booth i Lucchesi, 2008;
Deschamps i sar., 2010), kao i smanjenje apoptoze kardiomiocita, aktivacijom PI3K/Akt
signalnog puta (Patten i sar., 2004). Takode je pokazano da Zenke miSeva pokazuju manju
inflamaciju, brzu transformaciju miofibroblasta i brZzu neovaskularizaciju grani¢nog

podruc¢ja oko mesta infarkta u odnosu na muzjake (Wang i sar., 2012). Eksperimenti na
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muzjacima miSeva su pokazali da administracija estrogena preko minipumpe dovodi do
smanjenja hipertofije srca u stanjima posle infarkta miokarda (Cavasin i sar., 2003).
Pokazano je da tretman estradiolom, u trajanju od dve nedelje, kod muzjaka pacova
Sprague—Dawley soja znacajno smanjuje veli¢inu tkiva zahvacenu infarktom izazvanog
ishemijom u odnosu na kontrolne muzjake (Lagranha i sar., 2010). Takode je pokazano da
akutna administracija estradiola 15 minuta pre okluzije koronarnih arterija smanjuje
veli¢inu nekroti¢nog tkiva izazvanog infarktom kod muzijaka zeCeva u odnosu na kontrole
(Hale i sar., 1997). Estradiol povoljno uti¢e na srce u stanjima traume (Yu i Chaudry,
2009), sto je i pokazano u eksperimentima na muzjacima pacova podvrgnutim
laparatomiji, a potom obilnom krvarenju (Szalay i sar., 2006; Kan i sar., 2008).

Apoptoza kardiomiocita je medu glavnim  karakteristikama razli¢itih
patofizioloskih stanja srca (Haunstetter i 1zumo, 1998). Inhibicija apoptoze kardiomiocita
u cilju oCuvanja broja c¢elija koje se ne dele je vazan aspekt u prevenciji i leCenju
disfunkcije LK i daljeg razvoja bolesti srca (Ling i sar., 2006). Analize tkiva srca prilikom
transplantacije su pokazale da su apoptoza i nekroza kardiomiocita dva puta vece u
muskaraca u odnosu na zene (Guerra i sar., 1999). Pored toga je pokazano da estradiol
svojim delovanjem direktno uti¢e na smanjenje apoptoze kardiomiocita (Patten i sar.,
2004). Eksperimenti na muZjacima pacova su pokazali da estradiol poboljsava funkciju
srca nakon ostec¢enja nastalih ishemijom i reperfuzijom (Wang i sar., 2006). U istoj studiji
analize nivoa ekspresije proteina su pokazale da estradiol ima anti apoptoti¢ni efekat tako
Sto smanjuje aktivaciju proteina p38 MAPK i kaspaza 3, kao i anti inflamatorni efekat tako
§to smanjuje produkciju TNF-a, IL-1 i IL-6 (Wang i sar., 2006). Pored uticaja na
kardiomiocite pokazano je da estradiol utie 1 na druge Celije srca, poput fibroblasta
(Pedram i sar., 2010). Fibroblasti u€estvuju u strukturnim promenama u srcu, tako §to
podlezu proliferaciji, deponovanju ekstracelijskog materijala i zameni kardiomiocita
fibroblastima (Ling i sar., 2006). Regulacija rasta fibroblasta u srcu je veoma vazna tokom
patofizioloskih stanja kada dolazi do remodelovanja srca (Powell i sar., 1999). Smanjenje
estradiola kod Zena posle menopauze moze doprineti progresivnoj fibrozi (Dubey i sar.,
1998; Dubey i sar., 2002). Takode je u drugim studijama pokazano da estradiol inhibira
proliferaciju fibroblasta u srcu (Pedram i sar., 2010; Voloshenyuk i Gardner, 2010).
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1.2. Na'/K*-ATPaza

Osnovna uloga Na'/K*-ATPaze jeste odrzavanje niske koncentracije unutaréelijskog
Na’, odnosno visoke koncentracije unutaréelijskog K*, $to je neophodno za normalno
odvijanje procesa u ¢eliji. Energija za ovaj proces stvara se tokom hidrolize terminalne
fosfatne veze u molekulu ATP, pri ¢emu nastaje ADP i oslobada se orto fosfat. U stanju
mirovanja na ovaj proces se utrosi 19—28% celokupnog sintetisanog ATP u organizmu
(Rolfe i Brown, 1997). Na'/K*-ATPaza je jedan od najizu¢avanijih enzima iz familije p-
tipa ATPaza, za Cije je otkrice Jens Christian Skou nagraden Nobelovom nagradom za

hemiju 1997. godine (Skou 1957).
1.2.1. Grada i funkcija Na'/K*-ATPaze

Molekul Na'/K*-ATPaze je heterooligomer i sastoji se od o i P subjedinica, u
odnosu 1 : 1 (Kaplan 2002). Eksperimenti na preci§¢enom proteinu su pokazali da svaki
pokusaj razdvajanja a i P subjedinica dovodi do inaktivacije Na'/K*-ATPaze (Xie i sar.,
1996). Na stabilizaciju i funkciju Na*/K*-ATPaze, u nekim ¢éelijama dodatno uti¢u FXYD
proteini, koji se ¢esto nazivaju y-subjedinica (Slika 3) (Garty i Karlish, 2006). Transport
jona Na* i K*, odvija se u nekoliko koraka. Prvo se za Na*/K*-ATPazu vezu ATP i tri jona
Na® iz citoplazme. Formirani acil-fosfatni intermedijer dovodi do konformacijskih
promena Na'/K*-ATPaze i izbacivanja jona Na' izvan ¢elije. Iz meducelijskog prostora
preuzimaju se dva jona K*, a zatim se fosfatna grupa raskida i Na*/K*-ATPaza se vraéa u
prvobitnu konformaciju, pri ¢emu se joni K* oslobadaju u citoplazmu (Therien i Blostein,

2000; Liang i sar., 2001; Kaplan, 2002).
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Slika 2. Grada Na'/K'-ATPaze. Na slici je prikazan topoloski raspored a subjedinice
(zuta), P subjedinice (narandzasta) i y subjedinica ili FXYD (zelena); Na’,
natrijum; K*, kalijum. Preuzeto i modifikovano iz (Shinoda i sar., 2009).

Velika kataliti¢ka, o-subjedinica (Mr ~ 110 KDa), poseduje mesta vezivanja Na® i
K" jona, kardija¢nih glikozida, mesta prelazne fosforilacije sa ATP-om, kada se terminalna
fosfatna grupa vezuje za a-subjedinicu preko aminokiselinskog ostatka aspartata, kao i
mesta fosforilacije razli¢itim kinazama (Ohtsubo i sar., 1990; Therien i Blostein, 2000). a-
subjedinica poseduje 10 transmembranskih domena i 2 unutarcelijska luka, dok su N i C
krajevi smeSteni u unutra$njosti celije (Kaplan, 2002; Morth i sar., 2007). Veéi
citoplazmatski luk predstavlja mesto fosforilacije i vezivanja ATP (Kaplan, 2002; Morth i
sar., 2007). o-subjedinica postoji u Cetri izoforme (al, 02, o3, and o4) (Juhaszova i
Blaustein, 1997; Therien i Blostein, 2000). Dok je al-izoforma eksprimirana u svim
tkivima, a2 subjedinica je najviSe eksprimirana u mozgu, skeletnim miSi¢ima, srcu,
glatkim miSi¢ima krvnih sudova i masnom tkivu, a drugim tkivima u manjoj meri
(Dostanic-Larson i sar., 2006). a3-izoforma je uglavnom eksprimirana u neuronima i
ovarijumima, ali takode se nalazi i u srcu kod nekih vrsta (Jewell i Lingrel 1991; Therien i
Blostein, 2000). o4-izoforma je eksprimirana u testisima i ima ulogu u pokretljivosti
spermatozoida (Woo i sar., 2000). Ekspresija a-subjedinica u srcu je razlicita kod razli¢itih
vrsta, tako su al i 02 izoforme prisutne kod pacova i miSeva (Gao i sar., 1999; Berry i sar.,
2007), dok su kod ljudi prisutne tri izoforme (al, a2 i a3) (Shamraj i sar., 1991; Jewell i

sar., 1992). Razlike u aminokiselinskoj sekvenci, kod razli¢itih o subjedinica su minimalne
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i one pokazuju 85% slicnosti (Jewell i Lingrel, 1991; Blanco i Mercer, 1998). U
funkcijskom pogledu, postoje tkivno-specificne razlike medu subjedinicama (Therien i
Blostein, 2000). Tako je pokazano da su razliite izoforme (al i 02) subjedinica razli¢ito
eksprimirane u razli¢itim delovima srca pa ¢ak i na nivou iste celije, Sto ukazuje na
fizioloske specifi¢nosti (James i sar., 1999).

Manja i veoma glikozilovana B-subjedinica (Mr ~ 35-55 KDa) uti¢e na formiranje
stabilne o subjedinice (Therien i Blostein, 2000; Kaplan, 2002). Pored toga B-subjedinica
moze uticati na afinitet prema katjonima (Therien i Blostein, 2000; Kaplan, 2002). a i
subjedinice se sintetiSu nezavisno u endoplazmatskom retikulumu, a zatim se povezuju
tokom ili nakon sinteze (Geering i sar., 1996; Efendiev i sar., 2007). Smatra se da -
subjedinica deluje kao ,,chaperon u spajanju sa a subjedinicom i njihovom transportu do
membrane (Kawamura i Noguchi, 1991). pB-subjedinice se sastoje od kratkog
citoplazmatskog repa, jednog transmembranskog segmenta i velikog glikozilovanog
vancelijskog segmenta (Beggah i sar., 1997; Morth i sar., 2007). B-subjedinica se
eksprimira u tri izoforme (B1, B2 i B3). Bl izoforma je uvek prisutna, kao i al izoforma
ukazuju¢i na neophodnost al-Bl1 dimera u svim celijama, dok su ostale izoforme
eksprimirane tkivno-specifi¢éno (Tokhtaeva i sar., 2012). 2 izoforma se predominatno
eksprimira u mozgu i misi¢ima (Avila i sar., 1998), a B3 izoforma u pluc¢ima, testisima,
misi¢ima, mozgu i jetri (Appel i sar., 1996; Tokhtaeva i sar., 2012). Kod ljudi al, 02 i a3
izoforme su eksprimirane zajedno sa 1 izoformom u srcu, dok je B2 izoforma prisutna u
manjem obimu u pojedinim regionima srca (Schwinger i sar., 1999; Schwinger i sar.,
2003). Pokazano je da svaka od 4 o i 3 B izoforme subjedinica Na'/K'-ATPaze imaju
razli¢ite iRNK, kao i da se sintetiSu nezavisno jedne od drugih (Lingrel i Kuntzweiler,
1994; Jorgensen i sar., 2003). Kombinacijom razli¢itih izoformi nastaju mnogobrojni
izoenzimi (Na'/K*-ATPaze) koji se eksprimiraju u tkivno i éelijski specificnom pogledu
(Jorgensen i sar., 2003; Tokhtaeva i sar., 2012).

FXYD su familija proteina koju ¢ine sedam kratkih transmembranskih proteina
(FXYD1-FXYD?7), a karakterise ih FXYD sekvenca u njihovom vanéelijskom domenu po
kojoj su dobili naziv (Sweadner i Rael 2000; Garty i Karlish, 2006; Geering, 2008). FXYD
proteini su tkivno-specifi¢ne regulatorne subjedinice, koje uti¢u na stabilizaciju i kineticke
osobine Na'/K*-ATPaze, odnosno na afinitet prema Na* i K™ u odredenim ¢elijama ili
fizioloskim stanjima (Garty i Karlish, 2006). Tako je pokazano da je FXYD1 subjedinica

ili fosfoleman (engl. phospholemman) uglavnom eksprimirana u srcu i skeletnim misi¢ima
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(Chen i sar., 1997; Lifshitz i sar., 2006), dok je FXYD2, prvobitno nazivana y -subjedinica
uglavnom eksprimirana u bubrezima (Forbush i sar., 1978; Kim i sar., 1997; Blostein i
sar., 2003; Geering 2008). Rezultati eksperimenta na pre¢iséenim Na'/K*-ATPazama su
pokazali da je kompleks a-B-FXYDI znacajno stabilniji od o-f3 kompleksa (Lifshitz i sar.,
2006; Lifshitz i sar., 2007).

Nivo ekspresije Na'/K'-ATPaze u tkivima je razli¢iti a ekspresija razli¢itih
izoformi subjedinica je specifi¢no regulisana u razli¢itim regionima srca tokom fizioloskih
i patofizioloskih stanja (Schwinger i sar., 2003; Geering 2008). Uocena je velika razlika u
eksprimiranju Na'/K*-ATPaze izmedu ¢elija u kojima je najmanje eksprimiran kao §to su
eritrociti (250-500 molekula po éeliji) i ¢elija u kojima je ovaj enzim najvise eksprimiran,
kao $to su Celije kore mozga (11000-12000 pmol/g tkiva) (Wiley i Shaller, 1977; Schmidt i
sar., 1992; Schmidt i sar., 1996; Koksoy, 2002). Pored toga Na'/K*-ATPaza je prili¢no
eksprimirana i u tkivu srca (~ 700 pmol/g tkiva) (Schmidt i sar., 1993). Postojanje
izoformi, razliCitog nivoa ekspresije i specificne regulacije ukazuje na njihov razlicit
funkcijski potencijal. Studije u kojima su ispitivane razli¢ite heterodimerne forme Na*/K"-
ATPaze su pokazale da kardijacni glikozidi (ouabain) imaju dva puta manji afinitet
vezivanja za a2-f1 u odnosu na al-Bl ili a3-p1 heterodimere (Crambert i sar., 2000;
Muller-Ehmsen i sar., 2001). U jednoj studiji je pokazano da je afinitet prema Na" sli¢an
kod svih heterodimera (Muller-Ehmsen i sar., 2001), dok je u drugoj pokazano da al-B1
heterodimer ima najveci afinitet, a a3-p1 ima najmanji (Crambert i sar., 2000). Afinitet
prema K* je znagajno manji kod a2-p1 heterodimera u odnosu na al-1 ili a3-B1 (Muller-
Ehmsen i sar., 2001), ali takode je pokazano da je afinitet prema K slian kod svih
heterodimera (Crambert i sar., 2000).

1.2.2. Regulacija Na'/K"-ATPaze

Hormoni kao i faktori sredine (npr. koncentracija Na*, K, kardija¢ni glikozidi)
imaju efekta na aktivnost Na'/K*-ATPaze i to uticajem na ekspresiju gena subjedinica,
translokaciju sintetisanih subjedinica na plazma membranu i reverzibilnom fosforilacijom
(Ewart i Klip 1995; Isenovic i sar., 2004; Isenovic i sar., 2004; Efendiev i sar., 2007; Li i
sar., 2011).

Prvi mehanizam regulacije je povecanje ili smanjenje transkripcije gena za Na*/K"-
ATPazu, sto rezultira njenim povecanjem ili smanjenjem na plazma membrani (Therien i

Blostein, 2000; Palacios i sar., 2004). Mehanizam regulacije Na'/K'-ATPaze preko
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insercije novosintetisanih Na'/K*-ATPaza u plazma membranu predstavlja intermedijerni
mehanizam regulacije u ¢elijama, gde se novosintetisane subjedinice Na'/K'-ATPaze
dopremaju do plazma membrane iz unutaréelijskih depoa, kada je to potrebno (Hundal i
sar., 1992; Al-Khalili i sar., 2003). Pokazano je da su odeljci sa novosintetisanim Na'/K"-
ATPazama lokalizovani uz membranu (Efendiev i sar., 2007). Mehanizam reverzibilne
fosforilacije, predstavlja direktan uticaj na kinetiku enzima ve¢ prisutnih u membrani, $to
se deSava u toku nekoliko minuta do nekoliko sati (Bertorello i Katz, 1993; Therien i
Blostein, 2000). Reverzibilnom fosforilacijom Na'/K*-ATPaze preko kinaza kao §to su:
PKA, Akt, PKC, PKG, kao i ERK1/2 dolazi do ubrzanog ili usporenog transporta jona
(Ewart i Klip, 1995; Li i sar., 1999; Therien i Blostein, 2000; Al-Khalili i sar., 2004; Sudar
i sar., 2008).

Na'/K*-ATPaza je i specifi¢no mesto vezivanja kardijaénih glikozida i endogenih
kardiotoni¢nih steroida, koji se kod sisara sintetiSu sli¢no kao i steroidni hormoni (od
holesterola), a deluju kao indirektni regulatori srcane kontraktilnosti, a u malim
koncentracijama pokazuju pozitivan inotropni efekat (Akera i Brody 1977; Bagrov i sar.,
2009; Lingrel 2010). Endogeni kardiotoni¢ni steroidi i kardijacni glikozidi inhibiraju
aktivnost Na'/K*-ATPaze tako $to se vezuju za aktivno mesto na vancelijskom delu o
subjedinice (Kaplan, 2002; Bagrov i sar., 2009), i to jedan molekul ouabaina vezuje za
jedan o-B dimer (Kaplan, 2002). Nakon vezivanja za Na'/K'-ATPazu u éelijama srca,
endogeni kardiotoni¢ni steroidi i kardija¢ni glikozidi dovode do povecanja unutarcelijske
koncentracije Na*, §to dovodi do izbacivanja Na* iz éelije odnosno ulaska jona Ca®* u
éeliju posredstvom Na*/Ca?* izmenjivaga (Bagrov i sar., 2009; Lingrel, 2010). Poveéanje
unutaréelijske koncentracije Ca®* povecava kontraktilnu snagu sréanog misiéa (Akera i
Brody, 1977; Grupp i sar., 1985). Tokom patofizioloskih stanja, kao §to su hipertrofija
jer tada dolazi do smanjenja koncentracije Na*/K*-ATPaze u plazma membrani (Shamraj i
sar., 1993; Liu i sar., 2012). Stoga kontrolisana regulacija funkcije Na*/K*-ATPaze ima
veoma vaznu ulogu u tretmanu i mogucoj prevenciji ovih bolesti.

Nedavno su Liu i saradnici pokazali da smanjenje Na'/K*-ATPaze dovodi do smrti
kardiomiocita i disfunkcije srca, i sledstvene hipertrofije i sréane insuficijencije (Nadal-
Ginard i sar., 2003; Liu i sar., 2012). Drugi autori pokazuju da estradiol moze usporiti
razvoj hipertrofije srca (Al-Khalili i sar., 2003). Ovarijektomisane zenke miseva koje su

dobijale odredenu dozu estradiola ispoljavaju manji stepen hipertrofije srca nakon suzenja
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aorte u poredenju sa miSevima koji nisu bili na tretmanu estradiolom (van Eickels i sar.,
2001; Al-Khalili i sar., 2003; Donaldson i sar., 2009).

1.2.2.1. Regulacija Na'/K*-ATPaze estradiolom

Estradiol je jedan od bitnih regulatora aktivnosti i ekspresije Na'/K*-ATPaze u
KVS (Dzurba i sar., 1997; Isenovic i sar., 2002; Li i sar., 2011). Aktivnost ove pumpe je
povecana u eritrocitima zena pri maksimalnom nivou estradiola, tokom menstrualnog
ciklusa (Melis i sar., 1990). Estradiol povecéava aktivnost Na'/K*-ATPaze u kulturi ¢elija
srca (Liu i sar., 2007), i povecava ekspresiju 02 subjedinice, $to dodatno povecava njenu
aktivnost (Palacios i sar., 2004). U nedostatku estradiola, u eksperimentima na
ovarijektomisanim Zenkama pacova, aktivnost Na'/K'-ATPaze je zna¢ajno smanjena u
mozgu (Kaur i sar., 1997). Rezultati koje su objavili Li i saradnici (Li i sar., 2011),
ukazuju na protektivnu ulogu estradiola u stanjima ishemije miokarda posredstvom
povecanija aktivnosti Na*/K*-ATPaze. Koriste¢i dvo-hibridni esej kvasaca (engl. yeast two-
hybridization assay) ista grupa autora je indentifikovala Bl subjedinicu Na*/K*-ATPaze
kao protein koji interaguje sa proteinom NDRG2 (engl. N-myc Downstream-Regulated
Gene 2). NDRG2 je citoplazmatski protein, clan NDRG familije (Deng i sar., 2003; Hu i
sar., 2006), eksprimiran u mnogim tkivima, a posebno u mozgu, srcu, skeletnim misi¢ima i
bubrezima, odnosno tkivima bogatim Na'/K*-ATPazom (Hu i sar., 2006; Li i sar., 2011).
Analiza promoterskog regiona NDRG2 gena je pokazala prisustvo ERE u tom regionu, $to
ukazuje da estradiol, moze imati ulogu u regulaciji ekspresije NDRG2 (Li i sar., 2011). U
ranijim radovima je pretpostavljeno da estradiol pojacava kontraktilnost srca, i da utice na
odrzavanje homeostaze katjona u ¢elijama srca, tako $to stimulise aktivnost Na'/K®-
ATPaze na sarkolemama kardiomiocita (Dzurba i sar., 1983; Barta i sar., 1989; Dzurba i
sar., 1997). Dzubra i saradnici (Dzurba i sar., 1997) su pretpostavili da estradiol moze
uticati direktno na Na'/K*-ATPazu sli¢no kao digitalis s obzirom na njihove strukturne
sli¢nosti i da na taj nac¢in moze regulisati njenu funkciju (Franck i sar., 1984).

Pokazano je da estradiol moze uticati na aktivnost i ekspresiju Na'/K*-ATPaze
aktivacijom razli¢itih signalnih puteva. Jedan od izucavanijih mehanizama aktivacije
Na'/K*-ATPaze estradiolom, ukljuéuje i signalni put PI3K i Akt (Isenovic i sar., 2002;
Isenovic i sar., 2004; Sudar i sar., 2008). Za ERK1/2 je takode pokazano da su uklju¢ene u
regulaciju Na'/K*-ATPaze (Al-Khalili i sar., 2004; Isenovic i sar., 2004; Sudar i sar.,
2008). Eksperimenti u kojima je koris¢en PD98059, specifi¢ni inhibitor ERK1/2, pokazali
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su da dolazi do smanjenja aktivnosti Na'/K*-ATPaze, $to ukazuje da su ERK1/2 ukljudene

u signalni put regulacije Na*/K*-ATPaze (Isenovic i sar., 2004).

Plazma
membrana
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@ meducelijski prostor
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Slika 3. Efekti estradiola na regulaciju Na*/K*-ATPaze u srcu. E, — estradiol; o — alfa

subjedinica; p — beta subjedinica; FXYD 1, FXYD 1 subjedinica ili fosfoleman;
Shc — adapterski protein; IRS-1 — supstrat receptora za insulin 1; Ero. — receptor
za estrogen (engl. Estrogene Receptor) alfa; PI3K — fosfatidilinozitol-3 kinaza;
p85 — 85 kDa regulatorna subjedinica; p110, 110 kDa kataliticka subjedinica;
PIP, — fosfatidil inozitol(4,5)difosfat; PIP; — fosfatidil inozitol(3,4,5)trifosfat;
PDK1 — fosfoinozitid-zavisna protein kinaza 1; PDK 2 — fosfoinozitid-zavisna
protein kinaza 2; Akt — protein kinaza B; PH — domen homolog plekstrinu;
mTORC2 — kompleks ciljnog molekula za rapamicin 2 kod sisara; Shc —
adapterski protein; Ras, guanozin nukleotid trifosfataza; Grb2 — protein 2 koji se
vezuje za receptore faktora rasta; SOS — guanin nukleotid faktor razmene; Raf —
protein kinaze kinaze kinaza aktivirana mitogenom; MEK1/2 — protein kinaze
kinaza aktivirana mitogenom 1 i 2; ERK1/2 — ekstracelularnim signalima
regulisane kinaze 1 i 2; T°%® — treonin®®; i $*"* —serin®3;T72%? — treonin®?; Y?** —
tirozin?®; 1 povecanje; Figura Na'/K'-ATPaze preuzeta i modlflkovana iz
(Shinoda i sar., 2009).
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1.2.3. Veza izmedu gojaznosti, morfologije srca i Na'/K*-ATPaze

Gojaznost se definiSe kao poremecaj sa hroni¢nim inflamatornim statusom i
predstavlja direktan uzrok pojave i razvoja KVB (Wellen i Hotamisligil, 2003; Lehrke i
Lazar, 2004). Patogeneza gojaznosti je multifaktorna i odavno je poznato da masno tkivo
ne predstavlja samo depoe masti ve¢ da je to organ sa endokrinom funkcijom, koji sintetise
i luci veliki broj razli¢itih peptidnih i nepeptidnih jedinjenja u krvotok, a koji mogu imati
uticaj na kardiovaskularni sistem (Abel i sar., 2008). Gojaznost povecava rizik nastanka
brojnih bolesti srca, posredstvom razli¢itih mehanizama koji dovode do strukturnih i
funkcijskih promena srca. Osnovni problem u istrazivanjima uticaja gojaznosti na srce
jeste pojava propratnih patofizioloskih efekata kao S§to su: hipertenzija, dijabetes i
vaskularne bolesti (Alexander, 1985), ali i pored toga, mnogobrojni nauéni rezultati
ukazuju da gojaznost predstavlja nezavisan faktor rizika u nastanku raznih bolesti srca
(lacobellis i sar., 2002; lacobellis, 2004; lacobellis i sar., 2004).

Jedna od karakteristi¢nih propratnih stanja gojaznosti jeste IR za koju je pokazano
da povecava rizik od nastanka razli¢itih bolesti srca (Shah i Shannon, 2003; Morisco i sar.,
2006). Insulin (INS) je plejotropni hormon i ispoljava visestruke efekte na metabolizam
lipida i proteina, transport jona, proliferaciju Celija i diferencijaciju (Morisco i sar., 2006).
Tako da IR ne dovodi samo do poremecaja homeostaze glukoze (Glu), ve¢ je to kompleks
razli¢itih patofizioloskih stanja metabolizma (Morisco i sar., 2006). Patologija IR narocito
dolazi do izraZzaja u tkivima odnosno organima uglavnom konstituisanim od terminalno
diferenciranih celija, gde apoptoza Celija izazvana poremecajima metabolizma dovodi do
ireverzibilnog ostecenja (Condorelli i sar., 1999; Morisco i sar., 2006), a takav organ je
srce. U fizioloSkim stanjima, slobodne masne kiseline (SMK) predstavljaju glavni supstrat
za proizvodnju ATP u srcu, pri ¢emu se 60-70% od ukupne dobijene energije koristi za
odrzavanje sr¢anog rada (Dirkx i sar., 2011; Abel i sar., 2012). U stanju IR dolazi do
supresije procesa lipolize i povecanja nivoa SMK u krvi, a kao posledica toga dolazi do
nakupljanja lipida u miokardu, $to remeti funkciju LK (Abel i sar., 2012). Pored toga,
poveéan nivo leptina, karakteristican u stanju gojaznosti dovodi do hipertrofije
kardiomiocita (Rajapurohitam i sar., 2003; Xu i sar., 2004; Madani i sar., 2006). Takode,
smanjenje aktivnosti Na'/K*-ATPaze je u direktnoj vezi sa stanjima hiperglikemije ili

hiperinsulinemije (lannello i sar., 2007), povecanjem koncentracije SMK u membrani
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¢elija (Oishi 1 sar., 1990; Therien i1 Blostein, 2000), kao i pove¢anom koncentracijom
leptina (Beltowski i sar., 2004).

1.2.3.1. Uticaj gojaznosti na morfologiju srca

Istrazivanja morfoloskih i fizioloskih stanja srca kod eksperimentalnih Zzivotinja i
ljudi ukazuju da gojaznost postepeno dovodi do povecanja volumena krvi, povecanja
sistolne i dijastolne disfunkcije LK, hipertrofije LK, nakupljanja masti u tkivu srca, kao i
drugih patoloskih promena u strukturi tkiva srca (Artham i sar., 2008). Sve te promene
zajedno, vode tezim patofizioloskim stanjima kao S§to su disfunkcija srca i sréana
insuficijencija (Levy i sar., 1990; Milani i sar., 2006). Hipertrofija srca uoc¢ena kod pacova
koji su bili na rezimu ishrane obogacene mastima (HF; engl. High Fat) predstavlja prvi
korak u nizu aklimacionih odgovara srca na stres uzrokovan velikim brojem fizioloskih i
patofizioloskih stanja (Frey i sar., 2004). Prekomerne naslage masnog tkiva, mehanicki
vr$e pritisak na krvne sudove §to znacajno otezava normalan rad srca (Poirier i sar., 2006).
Pored toga, protok krvi u stanju mirovanja u masnom tkivu je obi¢no 2-3 ml/min po 100 g
tkiva (Larsen i sar., 1966; Lesser i Deutsch, 1967), §to je mnogo manje u poredenju sa
protokom krvi kroz skeletne misice, gde je pokazano da je protok krvi 50-75 ml/min po
100 g tkiva (Oberg i Rosell, 1967). Poveéanje mase masnog tkiva dovodi do smanjenja
ukupnog perifernog otpora §to za posledicu ima povecanje ukupnog volumena cirkuliSuce
krvi kao 1 povecanja minutnog volumena srca, kako bi se namirile sve metabolicke potrebe
srca (Kasper i sar., 1992; Alpert, 2001; Lakhani i Fein, 2011). Pove¢an minutni volumen
srca u pocetku se moze pripisati blagom povecanju broja otkucaja srca, medutim ovakvo
stanje tokom duZeg vremenskog perioda dovodi do postepenog uvecanja komora srca i
povecanog pritiska na zidove komora, $to uzrokuje nastanak minimalnog zadebljanja zida
LK (Messerli 1986; Lakhani i Fein, 2011). U pocetku ovakav proces se moze smatrati kao
mehanizamom prilagodavanja, ali u duzem vremenu dovodi do poveéanja mase miokarda i
hipertrofije LK, koja nije pra¢ena povecanjem broja kapilara koji snabdevaju miokard.
Pored toga, distanca izmedu postojecih kapilara i kardiomiocita se povecava, §to sve
zajedno dovodi do disproporcije izmedu potreba miokarda za krvlju i stepena perfuzije
miokarda i kona¢no do ishemijskih promena miokarda (Lavie i Messerli, 1986; Artham i
sar., 2008).

Medutim, postoje podaci nekoliko studija koje nisu pokazale da dolazi do znacajnih

promena u srcu gojaznih eksperimentalnih zivotinja (Abel i sar., 2008). Ove nedoslednosti
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rezultata razli¢itih studija mogu se objasniti koris¢enjem razli¢itih animalnih modela kao i
primenom razli¢itih metoda za indukciju stanja morfoloskih i funkcijskih promena srca
(Abel i sar., 2008). Rezultati studije radene na Sprague-Dawley pacovima koji su bili na
HF ishrani (32% masti) tokom 12 nedelja, nisu pokazale da i pored biohemijskih i
endokrinih poremecaja tipicnih za gojaznost dolazi do znacajnih promena u morfologiji
srca (Carroll i sar., 2006). Studija radena na istom pacovskom modelu podvrgnutim HF
ishrani (33% masti) u trajanju od 14 nedelja nije pokazala da dolazi do razvoja hipertrofije
na nivou kardiomiocita kao i celog organa (Ricci i sar., 2006).

Veci broj studija koje su radene na animalnim modelima, pokazuju da gojaznost
izazvana HF ishranom dovodi do strukturnih i funkcijskih promena srca. Ouwens i
saradnici (Ouwens i sar., 2005) su ispitujuc¢i promene na srcu Wistar pacova koji su sedam
nedelja bili na HF ishrani (50,4% masti), pokazali da razvoj gojaznosti dovodi do
hipertrofije srca. Takode, posmatranjem tkiva srca elektronskim mikroskopom uocene su
znacajne abnormalnosti u gradi ¢elija srca kod pacova na HF ishrani, dok su biohemijske
analize pokazale da je akumulacija triglicerida (Tg) u tkivu srca dva puta veéa kod pacova
na HF ishrani u odnosu na normalno uhranjene pacove (Ouwens i sar., 2005). Leopoldo i
saradnici (Eisele i sar., 2001; Leopoldo i sar., 2010) izucavali su uticaj gojaznosti na
patofizioloske promene u srcu kod Wistar pacova koji su bili na HF ishrani (42.5% masti)
u trajanju od 15 nedelja. Njihovi rezultati pokazuju da je gojaznost indukovala zadebljanje
miokarda i hipertrofiju LK, kao i poveéanje kolagena u miokardu. Takode su pokazali da
gojaznost dovodi do znacajnih ultrastrukturnih promena, kao §to su: odsustvo i/ili
dezorganizacija miofilamenata, prosSirenje sarkoplazmatskog retikuluma, promene na
mitohondrijama, kao 1 prisustvo velikog broja masnih kapljica izmedu miofibrila.
Gojaznost indukovana HF ishranom dovodi do nakupljanja masti i Tg u miokardu. HF
ishrana bazirana na zasi¢enim masnim kiselinama (60% kalorija) iz kakao putera, dovodi
do znacajnog povecéanja koli¢ine Tg u srcu, kao i apoptoze celija srca (Okere i sar., 2006).
In vitro eksperimenti na kulturama neonatalnih kardiomiocita pacova su pokazali da
zasi¢ene masne kiseline dovode do promena fosfolipida u membranama ¢elija srca, §to
inicira apoptozu ¢elije (de Vries i sar., 1997; Miller i sar., 2005).

Osnovni problem u istrazivanjima morfoloskih promena srca gojaznih osoba jeste
§to ne postoje adekvatne kontrole. Veliki broj saznanja dobijenih na osnovu obdukcije
tkiva srca gojaznih i normalno uhranjenih ljudi, ukazuju da gojaznost izaziva hipertrofiju

srca kao 1 razli¢ita stanja bolesti koronarnih arterija (koronarnu bolest, aterosklerozu
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koronarnih arterija) (Drenick i Fisler, 1988; Alpert i sar., 1995; Kortelainen 1996;
Kortelainen 2002; Cummings i sar., 2007). Klini¢ka istrazivanja uglavnom potvrduju
dokaze o negativnim efektima gojaznosti na srce. U velikoj populacionoj studiji
(Framingham Heart Study), sprovedenoj na 5881 pacijentu tokom 14 godina, pokazano je
da gojaznost dovodi do poremecaja sistolne i dijastolne funkcije srca (Kenchaiah i sar.,
2002). Uvecanje vrednosti indeksa telesne mase (BMI; engl. Body Mass Index) za svaku
jedinicu direktno je povezano sa povecanjem rizika od nastanka sr¢ane insuficijencije. U
studiji u kojoj su ucestvovali gojazni pacijenti Cija je telesna masa bila dva puta veca od
normalne, pokazano je da je doSlo do uvecanja mase LK, kao i poremecaja sistolne i
dijastolne funkcije i da gubitak tezine kod ovih pacijenata dovodi do poboljsanja (Alpert i
sar., 1995). lacobellis i saradnici (lacobellis i Leonetti, 2005; lacobellis i sar., 2007) su
pokazali da kod gojaznih osoba dolazi do povecanja masti u epikardu, kao i da je to
poveéanje u korelaciji sa koli¢inom visceralnog masnog tkiva (Shibata i sar., 1997).
Takode, povecanje masti u epikardu je u pozitivnoj korelaciji sa hipertrofijom LK
(lacobellis i sar., 2007).

1.2.3.2. Uticaj gojaznosti na aktivnost i ekspresiju Na'/K"-ATPaze

Imajuéi u vidu da je smanjenje funkcije Na'/K*-ATPaze povezano sa razvojem i/ili
patogenezom KVB, veoma je bitno razumeti mehanizme regulacije Na'/K*-ATPaze u
ovakvim stanjima. Posebno je vazna regulacija Na'/K'-ATPaze u sréanom misi¢u, gde
ovaj enzim ima vaznu ulogu u normalnoj funkciji kardiomiocita (Liu i sar., 2012).
Povecanje aktivnosti Na'/K*-ATPaze dovodi do hiperpolarizacije i relaksacije misié¢a, dok
njena ihibicija izaziva suprotan efekat (Akera i Brody 1977; Blaustein i sar., 1998). U
masnom tkivu gojaznih ljudi aktivnost Na'/K'-ATPaze je smanjena i u negativnoj
korelaciji sa vrednostima BMI (lannello i sar., 2007; lannello i sar., 2007). Takode,
pokazano je da je aktivnost Na'/K'-ATPaze smanjena kod gojaznih eksperimentalnih
zivotinja (animalni modeli) (Bray i Yukimura, 1978; Guernsey i Morishige, 1979; lannello
I sar., 1994; lannello i sar., 2007). Lin i saradnici su, izucavajuci efekte gojaznosti na
aktivnost Na'/K*-ATPaze u skeletnim misi¢ima i jetri gojaznih miseva, pokazali da je
aktivnost enzima znac¢ajno smanjenja (Lin i sar., 1978; Lin i sar., 1981).

Stanja hiperglikemije ili hiperinsulinemije, ¢esta su prateca pojava u gojaznosti, i
takode uzrokuju smanjenje aktivnosti Na'/K*-ATPaze u razli¢itim tkivima (lannello i sar.,

2007). Pokzano je da u stanjima IR za koje je karakteristi¢an pove¢an nivo SMK (lannello
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I sar., 2007), povecanje SMK u membrani ¢elija moze dovesti do inhibicije aktivnost
Na'/K*-ATPaze (Oishi i sar., 1990; Therien i Blostein, 2000). Takode, stanje gojaznosti je
povezano sa hiperleptinemijom ili rezistencijom na leptin (Katsiki i sar., 2011; Paspala i
sar., 2012). Pokazano je da povecan nivo leptina smanjuje aktivnost Na'/K*-ATPaze u
bubregu pacova (Beltowski i sar., 2004). Smanjenje aktivnosti Na'/K*-ATPaze je, takode,
pokazano u stanju dislipidemije i metabolickog sindroma (Chibalin 2007; Rodrigo i sar.,
2007). Pacijenti sa dijagnostikovanom dislipidemijom imaju smanjenu aktivnost Na*/K"-

ATPaze u eritrocitima (Uydu i sar., 2012).
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2. CILJEVI I HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

2.1. Ciljevi

Ciljevi ove doktorske disertacije su sledeci:

e izuCavanje in vivo efekata estradiola na morfologiju srca normalno uhranjenih
pacova;

e izucavanje in vivo efekata estradiola na regulaciju aktivnosti i ekspresije Na'/K"-
ATPaze u srcu normalno uhranjenih pacova;

e izuCavanje efekata ishrane bogate mastima na morfologiju srca pacova;

e izucavanje efekata ishrane bogate mastima na aktivnost i ekspresiju Na'/K*-ATPaze
U Srcu pacova;

e izucavanje in vivo efekata estradiola na morfologiju srca gojaznih pacova;

e izucavanje in vivo efekata estradiola na regulaciju aktivnosti i ekspresije Na'/K"-
ATPaze u srcu gojaznih pacova;

e izuCavanje uce$¢a AKI/ERK1/2 u efektima estradiola na morfologiju srca kao i
aktivaciju i ekspresiju Na'/K*-ATPaze u srcu normalno uhranjenih i gojaznih

pacova.
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2.2 Hipoteza

Radna hipoteza predloZenih istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije je da
estradiol in vivo utic¢e na morfologiju ¢elija srca, u smislu ublazavanja njegove hipertrofije
i da regulise aktivnost i ekspresiju Na'/K*-ATPaze mehanizmom koji ukljuéuje uéesée Akt
I ERK1/2 u srcu normalnih pacova. U patofizioloskim stanjima kao S$to je stanje
gojaznosti, Gesto zdruzeno sa pojavom IR, u kojem su aktivnost i ekspresija Na*/K"-
ATPaze smanjene, a hipertrofija ¢elija srca izrazena, estradiol svojim delovanjem takode
dovodi do poveéanja aktivnosti i ekspresije Na'/K'-ATPaze i ublazavanja hipertrofije
¢elija srca.

U postavci osnovne hipoteze poSlo se od Cinjenice da estradiol aktivacijom
signalnih puteva Akt i ERK1/2 proteinskih kinaza ostvaruje kardioprotektivne efekte. Do
sada su izudavani in vitro efekti estradiola na regulaciju Na'/K*-ATPaze i to na razligitim
¢elijskim linijama i ¢elijskim kulturama, dok su njegovi efekti na morfologiju ¢elija srca,
kako u normalnim tako i u patofizioloskim uslovima, nedovoljno dokumentovani u
literaturi. Takode, jo§ ne postoje literaturni podaci koji povezuju promene u regulaciji
Na'/K*-ATPaze sa promenama u morfologiji ¢elija srca pod delovanjem estradiola u
normalnim 1 patofizioloSkim uslovima.

Imajuc¢i u vidu sloZenost fizioloSkog uticaja estradiola, kao 1 ogranicene literaturne
podatke, koji se odnose na njegove in vivo efekte na regulaciju Na'/K*-ATPaze i
morfologiju srca, normalno uhranjeni i gojazni pacovi su tretirani estradiolom a potom
zrtvovani nakon 24 sata. Dobijeni rezultati iz ovako dizajniranih eksperimenta su doprineli
odgovoru na pitanje da li se promene u aktivnosti i ekspresiji Na'/K'-ATPaze i
morfologije srca, pod delovanjem estradiola, u normalnim i patofizioloskim stanjima
(gojaznost i IR), mogu takode dovesti u vezu sa efektima estradiola na aktivaciju Akt i

ERKZ1/2 u srcu pacova.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Eksperimentalni protokol — rad sa eksperimentalnim Zivotinjama

Za eksperimente u okviru ove doktorske disertacije koris¢eno je 28 adultnih
muzjaka pacova Wistar soja, starosti od sedam do osam nedelja, mase od 150—200 g, iz

odgajalista Instituta za nuklearne nauke ,,Vinca®, Beograd.

Standardnaishrana

ST BT - obogacena sa 42% masti

ellepau 01
efjepau OL]‘

Wistar pacov ¥ &

4

Estradiol (40 mg/kgi.p.)

eles vz
ees g

Normalno uhranjeni pacovi Gojazni pacovi

Kontrola Gojazni

Estradiol | Gojaznit+Estradiol |

Slika 1. Eksperimentalni protokol — rad sa eksperimentalnim Zivotinjama
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Kontrole netretirane (Kontrola) i estradiolom tretirane (Estradiol) Zivotinje su imale
slobodan pristup vodi i standardnoj laboratorijskoj hrani sastava: 20% proteina, 8%
celuloze, 13% vlage, 1% kalcijuma, 0,90% lizina, 0,75% metionin+cistin, 0,5% fosfora,
0,15—0,25% natrijuma, meSavine vitamina (A 10000 IU/kg, D3 1600 1U/kg, E 25 mg/kg,
B12 0,02 mg/kg), meSavine minerala (u mg/kg: cink 100, gvozde 100, magnezijum 30,
bakar 20, jod 0,5, selen 0,1), antioksidanata 100 mg/kg; digestibilna energija 11MJ/kg
(D.D. “Veterinarski zavod Subotica”, Subotica, R. Srbija) tokom 10 nedelja.
Eksperimentalne grupe, gojazni pacovi (Gojazni) i gojazni pacovi tretirani estradiolom
(Gojazni + Estradiol) su tokom narednih 10 nedelja imale slobodan pristup vodi i
standardnoj laboratorijskoj hrani obogacenoj sa 42% masti (suncokretovo ulje) (Slika 1).

Zivotinje su tokom trajanja eksperimenta ¢uvane u standardnim laboratorijskim
uslovima. Grupe od 2-3 jedinke su bile smestene u kavezima od pleksiglasa sa poklopcem
od nerdajuce Celicne zice i podlogom od piljevine koja je menjana dva-tri puta nedeljno.
Prostorije u kojima su zivotinje ¢uvane su provetravane sistemom ventilacije. Temperatura
je bila u opsegu 21 °-24 °C, dok je vlaznost vazduha bila 60—70%. Dnevno noéni ritam
imitiran je pomocu vestackog osvetljenja, 12 sati svetla odnosno 12 sati mraka.

Polovina normalno uhranjenih (Kontrola + Estradiol) i gojaznih pacova (Gojazni
+Estradiol) 24 sata pre Zrtvovanja tretirana je intraperitonealno estradiolom 40 nug/kg
(Sigma, E8875) rastvorenim u 1% etanolu u fizioloskom rastvoru. Doza od 40 ng/kg
estradiola uti¢e na regulaciju razli¢itih proteina (Akt, ERK1/2, endotelna azot—monoksid
sintaza, Na'/K*-ATPaza) kao i unutaréelijske signalne puteve $to je pokazano u na$im
ranijim eksperimentima (Koricanac i sar., 2011). Druga polovina normalno uhranjenih
(Kontrola) i gojaznih pacova (Gojazni) tretirana je intraperitonealno istom koli¢inom 1%
etanola u fizioloSkom rastvoru, radi eliminisanja efekata stresa injekcijom (Slika 1).
Tokom zrtvovanja pacovi su donoseni u kavezima pojedinacno, kako se ne bi stresirale
zrtvovanjem prethodnih zivotinja. U dubokoj anesteziji, izazvanoj etrom, Zivotinje su
zrtvovane iskrvarenjem. Krv je sakupljana i odmah prebacivana u vakutajnere za
izolovanje seruma i plazme. Srca su izolovana, postavljana na filter papir, radi uklanjanja
viska krvi i potom je merena njihova masa. Delovi tkiva srca su seceni i odvajani za
izolaciju proteina ¢elijskih membrana, odnosno izolaciju ukupnih proteina ¢elijskih lizata.
Tkiva su trenutno zamrzavana u teénom azotu, a potom c¢uvana na -70 °C, do daljih

analiza. Delovi tkiva srca u predelu vrha srca su sefeni i stavljani u 4% neutralno
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puferisani formaldehid radi daljih histohemijskih i morfometrijskih analiza tkiva i ¢elija
Srca.

KoriS¢enje 1 rad sa eksperimentalnim zivotinjama za izradu ove doktorske
disertacije je odobren od Etickog komiteta za rad sa oglednim Zivotinjama Instituta za

nuklearne nauke ,,Vinca“.
3.2. Izolovanje seruma i plazme iz krvi pacova

Polovina prikupljene krvi pacova prebacivana je u vakutajner koji ne sadrzi
antikoagulanase 1 sluzi za izolovanje seruma, dok je druga polovina krvi prebacivana u
vakutajner koji sadrzi EDTA i sluzi za izolovanje plazme.

Serumi su izolovani inkubiranjem krvi 30 minuta na sobnoj temperaturi, a potom je
krv centrifugirana 15 minuta na 3500 rpm. Dobijeni supernatanti (serumi) su alikvotirani
na manje zapremine i ¢uvani na -20 °C za dalje biohemijske analize krvi.

Plazme su izolovane tako §to je krv inkubirana 60 minuta na ledu, a potom je
centrifugirana 15 minuta na 4000 rpm. Dobijeni supernatanti (plazme) su alikvotirani na

manje zapremine i cuvani na -20 °C za dalje biohemijske analize krvi.
3.3. Odredivanje koncentracije glukoze (Glu) u serumu pacova

Koncentracija Glu u serumu pacova je merena standardizovanom GLUC-PAP
metodom (Randox, Crumlin, Velika Britanija) u Rx Daytona automatskom biohemijskom
analizatoru (Randox, Velika Britanija). Princip metode zasnhiva se na oksidaciji Glu u
glukonsku kiselinu i vodonik peroksid (H,O2) u prisustvu enzima glukozo oksidaze. Tako
nastali H,O, reaguje u prisustvu peroksidaze sa 4-aminofenazonom i fenolom, gradeci
iminohinon i vodu. Stvaranje iminohinona dovodi do promene boje reakcione smese koja
je odredivana merenjem apsorpcije svetlosti na talasnoj duzini od 505 nm. Intenzitet
nastale iminohinonske boje direktno je proporcionalan koncentraciji Glu u uzorku c¢ija je

koncentracija izrazavana u mmol/l.
3.4. Odredivanje koncentracije insulina (INS) u serumu

Koncentracija INS u serumu pacova je merena radioimunoloskom (RIA; engl.
Radioimunoassay) metodom uz koris¢enje RIA INS (PEG) komercijalnog kompleta
(INEP, Zemun, R.Srbija). Princip metode se zasniva na kompetitivnhom vezivanju INS iz

uzorka ili standarda i radioaktivno obelezenog INS (J**°~INS) za odredeni broj epitopa na
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specificnim anti-INS antitelima, pri ¢emu nastaju radioaktivno obeleZeni i neoblezeni
imunokompleksi. Ukoliko ima vise INS u uzorku, utoliko se manje obelezenog kompleksa
formira. Nastali kompleksi se taloze uz pomo¢ imunoadsorbenta (30 min na sobnoj
temperaturi), koji predstavlja kompleks vezan za sekundarno antitelo, polietilenglikola,
dok slobodni INS (obelezeni i neobelezeni), kao i slobodna antitela zaostaju u te¢noj fazi.
Radioaktivnost taloga meri se u gama-scintilacionom brojacu. Istovremeno sa uzorcima,
tretiraju se 1 standardi poznate koncentracije INS, koji sluze za konstrukciju standardne
krive na osnovu koje se odreduju koncentracije INS u uzorcima seruma. Koncentracija
INS izrazava se u mIU/I seruma.

Postupak je izvoden prema uputstvu proizvodaca: u 50 pl seruma krvi dodavano je
50 ul J**-INS i 50 pl anti-INS-antiseruma. SadrZaj je meSan na vorteksu i inkubiran na
sobnoj temperaturi 20 sati, nakon ¢ega je dodavano 250 pl imunoadsorbenta, meSano na
vorteksu i ostavljano na sobnoj temperaturi 30 minuta, potom je vrSeno centrifugiranje 25
minuta na 3000 g. Supernatant je uklanjan, a u talogu merena radioaktivnost na gama-

scintilacionom brojacu 1219 Rackbeta Liquid Scintilation Counter (LKB, Belgija).

3.5. Odredivanje indeksa rezistencije na INS (HOMA-IR) i sekrecije INS
(HOMA-B)

HOMA (engl. Homeostasis Model Assessment Index) je matematicki metod koji se
koristi za odredivanje rezinstencije na INS (IR; engl. insulin resistance) kao i sekrecije -
¢elija pankreasa (Matthews i sar., 1985). Na osnovu vrednosti Glu i INS ili C-peptida,
moguce je odrediti indeks IR (HOMA-IR), kao i funkcionalni kapacitet sekrecije B-celija
pankreasa, izracunavanjem indeksa sekrecije INS (HOMA-B) (Matthews i sar., 1985).

HOMA IR indeks je izracunavan prema formuli:

Glu (mmol/l) x INS (uU/ml)
22.5

HOMA-IR =

HOMA-B indeks izraCunavan je prema formuli:

20 x INS (pU/ml)
Glu (mmol/l) - 3,5

HOMA-B =
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3.6. Odredivanje koncentracije leptina u serumu pacova

Koncentracija leptina u serumu pacova odredivana je ELISA (engl. Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) metodom koja se zasniva na principu "sendvic¢a antitela", pomoc¢u
ELISA kompleta (ab100581, Abcam) prema uputstvu proizvodaca.

Posle nanoSenja standarda/uzoraka u mikrotitar plocu oblozenu primarnim
"hvata¢" anti-leptin antitelom i inkubiranja, leptin iz uzoraka se vezivao za dato antitelo.
Posle ispiranja dodavano je primarno antitelo specifi¢no za detekciju leptina konjugovano
biotinom koje se vezuje za razlicite epitope leptina kompletiraju¢i ELISA "sendvic".
Nakon ispiranja kojim je uklonjano nevezano antitelo dodavan je reagens za detekciju, u
ovom slucaju peroksidaza rena (HRP; engl. HoRseradish Peroxidase) vezana za
streptavidin koji se specificno vezuje za biotin. Posle ispiranja mikrotitarske ploce
dodavan je rastvor supstrata tetrametilbenzidin (TMB) — vodonik—peroksida (H20O>), koji
je supstrat za HRP i razvijana plava boja proporcionalna koli¢ini vezanog proteina, tj.
leptina. Reakcija je prekidana sumpornom kiselinom pri ¢emu je boja rastvora prelazila u
zutu, ¢iji je intenzitet proporcionalan koncentraciji leptina. Vrednosti apsorbanci za leptin
ocitavane su na talasnoj duZini od 450 nm koriS¢enjem ELISA citaca (WALLAC 1420
VICTOR, Perkin-Elmer). Koncentracija leptina odredivana je na osnovu standardne krive
konstruisane pomocu standardnih rastvora leptina (Hosoda i sar., 1996) i izrazavana je u

ng/ml.

3.7. Odredivanje koncentracije C—reaktivnog (CRP) proteina u serumu

pacova

Koncentracija CRP u serumu pacova odredivana je imunoturbidimetrijskim testom,
pomocu kompleta reagenasa za kvantitativno odredivanje CRP u serumu (System reagent
for the quantitative determination of C-Reactive Protein in human serum) u automatskom
analizatoru (Olympus AU400 analyser, Beckman Coulter, USA) prema uputstvu
proizvodaca. Princip metode zasniva se na tome da molekuli CRP precipitiraju sa covecjim
anti CRP antitelima imobilisanim na lateks cesticama. Nastali imuno kompleksi
povecavaju rasipanje svetlosti, odnosno smanjuje se intenzitet propustene svetlosti $to je
proprcionalno koncentraciji CRP u serumu. Rasipanje svetlosti meri se Citanjem

zamucenosti (engl. turbidity) na 570 nm. Koncentracija CRP je odredivana na osnovu
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standardne krive konstruisane na osnovu serije CRP standarda poznate koncentracije.

Koncentracija CRP izrazavana je u mg/l.

3.8. Odredivanje koncentracije digoksinu sli¢énih imunoreaktivnih

faktora (DLIF) u plazmi pacova

Koncentracija digoksinu sli¢nih imunoreaktivnih faktora (DLIF; engl. Digoxin Like
Immunoreactive Factor(s)) u plazmi pacova odredivana je metodom fluorescentne
imunoesej polarizacije (engl. Fluorescence Polarization ImmunoAssay, FPIA), pomoc¢u
kompleta reagenasa za kvantitativno odredivanje digoksina u serumu (TDx/TDxFLXx
Digoxin Il assay) u automatskom analizatoru (Olympus AU400 analyser, Beckman
Coulter, USA), prema uputstvu proizvodaca (Pudek i sar., 1983; Wutzler i sar., 2013).
Princip metode se zasniva na vezivanju i izdvajanju digoksina iz uzorka na imobilisanim
anti-digoksin antitelima i merenju koli¢ine fluorescentnog jedinjenja koji nastaje nakon
dodavanja specificnog reagensa (engl. digoxin fluorescin tracer) u inkubacionu smesu.

Koncentracija DLIF izrazavana je u mmol/I.

3.9. Odredivanje koncentracije natrijuma (Na") i kalijuma (K") u serumu

pacova

Koncentracija Na* je odredivana indirektnom potenciometrijom koriséenjem dve
staklene Na* elektrode (Synchron® System, Beckman Coulter, USA), od kojih jedna sluzi
za merenje koncentracije Na', dok druga predstavlja referentnu elektrodu (Jobsis, 1977).
Na" elektroda je napravljena od litijum-natrijum-aluminijum-silikatnog stakla i vazno je da
spoljasnji sloj elektrode bude adekvatno hidratisan. Kada se elektroda uroni u rastvor sa
uzorkom dolazi do razmene Na’ iz uzorka sa Na* iz hidratisanog dela elektrode. Kao
posledica ove razmene jona dolazi do promene potencijala elektrode. Ove promene
potencijala elektrode ocitavaju se pomocu referentne elektrode, a potom preracunavaju u
koncentraciju Na®.

Koncentracija K* jona je odredivana indirektnom potencijometrijom koris¢enjem
K*—selektivne elektrode (Synchron Sistem, Beckman Coulter, USA), i Na'—referentne
elektrode (Jobsis, 1977). K* selektivna elektroda sastoji se od valinomicin PVC membrane,
gija je fizicka struktura takva da su pore priblizno jednake dijametru K*, §to omogucava da

K" joni nagrade kompleks sa valinomicinom (Treasure i sar., 1986). Kada se elektroda
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uroni u rastvor sa uzorkom dolazi do reakcije K™ jona valinomicinom §to dovodi do
promene potencijala elektrode. Ove promene potencijala elektrode ocitavaju se pomocu

referentne Na'—elektrode, a potom preradunavaju u koncentraciju jona Na'.

3.10. Odredivanje koncentracije ukupnog holesterola (HOL) i

triglicerida (Tg) u serumu pacova

Koncentracija ukupnog holesterola (HOL) i triglicerida (Tg) u serumu pacova
odredivana je standardizovanom metodom enzimskog bojenja (engl. enzymatic colour
test), koris¢enjem komercijalnih kitova za HOL (engl. cholesterol oxidase-peroxidase) i
Tg (engl. lipase/glycerol phosphate oxidase/peroxidase) u automatskom analizatoru
(Olympus AU400 analyser, Beckman Coulter, USA), prema uputstvu proizvodaca.

Koncentracije HOL i Tg su izrazavane u mmol/l.

3.11. Odredivanje koncentracije fosfolipida u plazmi pacova

Koncentracija fosfolipida u plazmi pacova odredivana je kolorimetrijskom
metodom po Stjuartu (Stewart, 1980). Prednost ove metode u odnosu na druge, jeste $to
prisustvo neorganskih fosfata ne uti¢e na rezultate ovog eseja, tako da se mogu koristiti
puferi koji u sebi sadrze fosfate. Princip Stjuartovog eseja se zashiva na tome da
ekstrahovani fosfolipidi u prisustvu reagensa (vodeni rastvor gvozde(Ill)hlorida
hekshidrata FeClz x 6H,0 i amonijum tiocianata NH,SCN) grade kompleks sa amonijum-
ferotiocijanatom, koji ima maksimum apsorpcije svetlosti na 485 nm.

Postupak je izvoden tako $to je u 100 ul plazme pacova dodavano 200 pl smese
hloroform : metanol u odnosu 2 : 1. Dobijena smesa je muckana 20 sekundi, a potom
centrifugirana 3 minuta na 3000 rpm. U donji (hloroformski) sloj, u kom se nalaze
ekstrahovani fosfolipidi dodavan je hloroform do 500 pl, a potom i 500 pl reagensa.
Dobijena smesa je muckana 20 sekundi, a potom centrifugirana 10 minuta na 1000 rpm.
Nakon uklanjanja gornjeg sloja merena je opti¢ka gustina uzorka i standarda prema slepoj
probi koriS¢enjem spektrofotometra (Lambda 35UV/VIS, Perkin Elmer) na 485 nm.

Koncentracija fosfolipida je izrazavana u mg/ml.
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3.12. Odredivanje koncentracije slobodnih masnih Kkiselina (SMK) u

plazmi pacova

Koncentracija SMK u plazmi pacova odredivana je modifikovanom
kolorimetrijskom metodom po Dunkombu (Duncombe, 1964). Princip metode se zasniva
na tome da ekstrahovane SMK u hloroformu u prisustvu odgovarajuceg reagensa grade
soli bakra, koje u kontaktu sa dietilditiokarbamatom (DDC) grade kompleksno jedinjenje
Zute boje, koje ima maksimum apsorpcije svetlosti na talasnoj duzini od 436 nm.

Postupak je izvoden tako §to je u 45ul plazme dodavano 225 pl reagensa (vodeni
rastvor Cu(NOs3), x 3H,0 kome je dodat trietanolamin (TEA) pH 7.8) i kratko muckano. U
dobijenu smesu dodavano je 1125 pl hloroforma i snazno muckano 20 minuta. Zatim je
inkubaciona smes$a centrifugirana 10 minuta na 3000 rpm u klinickoj centrifugi. Nakon
uklanjanja gornjeg plavo—zelenog sloja, donjoj hloroformskoj fazi koja sadrzi
ekstrahovane SMK dodavano je 45ul 0,2% DDC. Nakon snaznog muckanja uzorci su
inkubirani 20 minuta na sobnoj temperaturi. Apsorbanca uzoraka i standarda je merena
prema slepoj probi u spektrofotometru (Lambda 35UV/VIS, Perkin Elmer) na 436 nm. Za
konstruisanje standardne krive koris¢ene su vrednosti apsorbanci ocitavanih za seriju
rastvora palmitinske Kiseline poznate koncentracije. Koncentracija fosfolipida je

izrazavana u mmol/l.

3.13. Izolovanje plazma membrana iz srca pacova

Proteini plazma membrana srca pacova su izolovani prema protokolu Luikena i
saradnika (2002). Koli¢ina od oko 200 mg tkiva istih delova srca pacova, prethodno
sitnjenih pomocu skalpela, inkubirana je u 1 ml preinkubacionog pufera (pH 7,4) koji je
sadrzao 2 M NaCl, 20 mM HEPES i 5 mM NaN3, 30 minuta na +4 °C. Nakon inkubiranja,
uzorci su centrifugirani 5 min na 1000 x g u centrifugi (Beckman, J21). Dobijeni talog je
resuspendovan a potom i homogenizovan u 1ml TES pufera za izolovanje proteina (pH
7,4) koji je sadrzao 20 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 250 mM saharoze, koktel inhibitora
serinskih, cisteinskih i kiselih proteaza (Complete, Ultra Mini, EDTA-free Roche,
Nemacka), uz dodatak 1 mM natrijum-ortovanadata, inhibitora tirozinskih proteinskih
fosfataza, pomo¢u homogenizera (T10 Basic Ultra-Turrax, IKA.Werke, Nemacka).
Rezultuju¢i homogenat je centrifugiran 5 minuta na 1000 x g, a nakon toga dobijeni talog

je homogenizovan u 1 ml TES pufera. Dobijeni homogenat je spajan sa supernatantom iz
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prethodnog centrifugiranja i centrifugiran 10 minuta na 100 x g. Supernatanti su pipetirani
a potom centrifugirani 10 minuta na 5000 x g. Dobijeni talog (T2) je resuspendovan u 300
ul TES pufera i ostavljan na -70 °C. Prema protokolu Luikena i saradnika (2002), u

resuspendovanom talogu T2 se nalazi frakcija proteina plazma membrana.
3.14. 1zolovanje ukupnih proteina iz srca pacova

Tkiva istih delova srca pacova kolic¢ine od oko 200 mg su sitnjena pomocéu
skalpela, a potom resuspendovana u 1 ml pufera za liziranje (pH 7,4) koji je sadrzavao 50
mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA 1% Triton X-100, 10% glicerola, koktel
inhibitora serinskih, cisteinskih i kiselih proteaza (Complete, Ultra Mini, EDTA-free
Roche, Nemacka), uz dodatak 1 mM Na-ortovanadata, inhibitora tirozinskih proteinskih
fosfataza. Tkiva srca pacova su homogenizovana koris¢enjem homogenizera (T10 Basic
Ultra-Turrax IKA.Werke, Nemacka), na +4 °C. Nakon homogenizacije, homogenati su
sonifikovani dva puta po pet sekundi u sonifikatoru (Sonifier B-12, Branson Sonic power
company, USA), a potom inkubirani 1 sat na +4 °C, uz rotaciju. Potom su uzorci
centrifugirani 20 minuta na 14000 rpm i temperaturi od +4 °C (Beckman, J21).

Supernatant je alikvotiran i zamrzavan na -70 °C do dalje upotrebe.
3.15. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina je odredivana spektrofotometrijskom metodom po Loriju
(Lowry i sar., 1951). Metoda se zashiva na merenju apsorbance svetlosti dva obojena
kompleksa, biuretskog koji se formira izmedu jona bakra i azota peptidnih veza u baznoj
sredini, i redukovanog Folin-Chialteau-ov reagensa (fosfomolibdenska i fosfovolframova
kiselina) pomocu boc¢nih ostataka aminokiselina tirozina, triptofana i cisteina, na 750 nm.
Intenzitet boje proporcionalan je broju peptidnih veza i koncentraciji redukujuc¢ih grupa.

Zapremina od 10 pl homogenata je razblazivana sa 990 pul dejonizovane vode, a
zatim je 25 pl razblazenja dodatno razblazivano sa 75 pl dejonizovane vode. U epruvete sa
100 pl razblazenog homogenata dodavano je 100 ul rastvora 2% natrijum dodecil sulfata
(SDS; engl. Sodium Dodecyl Sulphate), a nakon muckanja dodavano je po 1 ml 1%
rastvora Na-K tartarata u 0,5% CuSO,4x 5H,0, koji je prethodno 25 puta razblazivan u 2%
rastvoru Na,CO3z u 0,1 M NaOH. Nakon muckanja sadrzaj epruvete je inkubiran na sobnoj
temperaturi u trajanju od 10 minuta. Zatim je u inkubacionu smesu dodavano 100 ul Folin-

Chicalteau reagensa (1:2), sadrzaj epruveta ponovo muckan i inkubiran u mraku 20
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minuta. Nakon toga je merena apsorbanca na 750 nm na spektrofotometru (Ultrospec
2000, Pharmacia, Biotech). Koncentracija proteina je odredivana na osnovu standardne
krive konstruisane prema vrednostima apsorbanci oc¢itavanih za seriju rastvora albumina iz
seruma goveceta (BSA; engl. Bovine Serum Albumin) poznatih koncentracija. Intenzitet

dobijene boje je proporcionalan koncentraciji proteina i izrazavan u pg/pl.
3.16. Odredivanje aktivnosti Na'/K"-ATPaze srca pacova

Odredivanje aktivnosti Na'/K'-ATPaze u membranskoj frakciji proteina srca
pacova radeno je modifikovanom spektrofotometrijskom metodom (Katz i Epstein, 1967).
Princip metode zasniva se na odredivanju relativne aktivnosti Na'/K*-ATPaze, koja
predstavlja razliku u koli¢ini P; u uzorcima koji sadrze totalnu inkubacionu smesu bez
oubaina, specifi¢nog inhibitora Na'/K*-ATPaze i uzoraka koji sadrze totalnu inkubacionu
smeSu sa oubainom. Oslobodeni P; reaguju sa amonijum molibdatom u kiseloj sredini i
formiraju heteropoli kiselinu (engl. heteropoly acid), fosfomolibdensku kiselinu. U
prisustvu kalaja, nastaje kalaj molibdofosforna kiselina, jedinjenje plave boje, ¢iji je
maksimum apsorpcije na 690 nm (Taras i sar., 1971).

Postupak je izvoden u dva seta epruveta u ukupnom volumenu od 200 pl. U prvi
set je dodavano po 50 pl totalne inkubacione smese koja je sadrzala 200 mM Tris-HCI (pH
7,4), 400 mM NaCl, 80 mM KCI, 20 mM MgCl,, 25 ul uzorka proteina koncentracije 1
mg/ml i 105 pl dejonizovane vode. U drugi set epruveta je dodavano 50 pl totalne
inkubacione smese, 25 ul uzorka proteina koncentracije 1mg/ml, 20 pul 20 mM oubain-a i
85 pl dejonizovane vode. Reakcija je pokretana inkubacijom uzoraka 15 minuta na 37 °C
sa 20 pl 20 mM ATP, a zaustavljana dodavanjem 22 pl 3 M perhlorne kiseline i hladenjem
uzoraka na ledu. Nakon toga dodavano je 200 pl 0,02 M amonijum molibdata u 30%
H.SO, i jedne kapi kalaj hlorida (SnCl,) rastvorenog u glicerinu. Nakon inkubacije u
trajanju od 15 minuta na sobnoj temperaturi, o¢itavane su vrednosti apsorbanci na 690 nm
na spektrofotometru (Lambda 35UV/VIS, Perkin Elmer). Koncentracija fosfata je
odredivana na osnovu standardne krive konstruisane na osnovu vrednosti apsorbanci
ocitavanih za seriju rastvora NasPO, poznate koncentracije. Aktivnost Na'/K*-ATPaze

izrazavana je U mmolPi/min/mg proteina.
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3.17. Natrijum dodecil sulfat elektroforeza na poliakrilamidnom gelu
(SDS-PAGE)

Nivo ekspresije analiziranih proteina u frakcijama proteina ¢elijskih membrana i
ukupnom Celijskom lizatu odredivan je u dva koraka: metodom diskontinuirane
poliakrilamid gel elektroforeze u prisustvu deterdzenta SDS (SDS-PAGE; engl. SDS
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) (Laemmli, 1970), a potom Western blot analizom
(Towbin i sar., 1979; Burnette, 1981).

Elektroforetsko razdvajanje proteinskih frakcija izvodeno je na osnovu njihove
molekulske mase u puferu alkalnog pH, pri ¢emu se negativno naelektrisani proteini,
disocirani i denaturisani pomo¢u SDS-a krecu od katode ka anodi. Uzorci proteina su
razblazivani do koncentracije 5 mg/ml odgovaraju¢im puferom, a potom do finalnih 4
mg/ml dodavanjem 1/5 od ukupne zapremine 5 x Laemli pufera (0,5 M Tris-HCI pH 6,8,
2% SDS, 20% glicerol, 0,5% 2-B-mercaptoetanol, 0,1% bromfenol plavo). Ovako
pripremljeni uzorci kuvani su 5 minuta na 95 °C, hladeni na sobnoj temperaturi i
skladisteni na -20 °C, do daljeg rada. Za razdvajanje proteina koriséen je sistem
gradijentnog gela: 4% gel za koncentrovanje (0,5 M Tris-HCI pH 6,8, akrilamid,
bisakrilamid, SDS, APS, TEMED i H,0) i 10% gel za razdvajanje (1,5 M Tris-HCI pH
8,8, akrilamid, bisakrilamid, SDS, APS, TEMED i H,0) kao i pufer za elektroforezu (25
mM Tris-HCI, 192 mM glicin, 0,1% SDS i H,0). Lokalizovanje ispitivanih proteina
odredivano je prema molekulskoj masi koris¢enjem proteinskog markera koji se sastojao
od devet proteina poznatih molekulskih masa (10, 15, 25, 35, 55, 70, 100, 130 i 250 kDa-
marker PageRegular™Prestained Protein Ladder Plus, Fermentas, Vilnus, Litvanija).
Uzorci su nanoseni u bunari¢e gela u volumenu od 12,5 pl (50 pg ukupnih proteina) i
razdvajani SDS-PAGE elektroforezom prvo 20 minuta pri naponu od 100 V, a zatim 60
minuta pri naponu od 170V. Elektroforeza je izvodena u aparaturi za vertikalnu
elektroforezu (Bio-Rad Mini-Protean 3 Cell electrophoresis, Bio-Rad laboratories,
Hercules, CA, SAD).

3.18. Western blot

Western blot metodom se proteini sa poliakrilamidnog gela prenose na
poliviniliden fluorid membranu (PVDF) ili nitroceluloznu membranu, a potom se proteini

detektuju radi koris¢enjem specifi¢nih antitela na ispitivani protein. Transfer razdvojenih
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proteinskih frakcija sa gelova na PVDF membranu (Immobilon-P membrana, veli¢ine pora
0,45 pm, Millipore Corporation, USA), vrSen je tokom sat vremena pri konstantnoj struji
limitiranoj na 250 mA na +4 °C, u aparatu za mokri transfer (Mini Trans-Blot Cell Bio-
Rad laboratories, Hercules, CA, SAD), u transfer puferu (25 mM Tris-HCI pH 8.3, 192
mM glicin i 20% metanol). Efikasnost transfera proteina proveravana je bojenjem
membrana sa rastvorom PonsoS (0,1% rastvor Ponceau S u 5% siréetnoj kiselini, koji je
razblazivan sa istom zapreminom TBS-T pufera koji je sadrzao 25 mM Tris, 150 mM
NaCl i 0,1% Tween, pH 8.3), nakon transfera u trajanju od jednog minuta, a potom su
membrane inkubirane u puferu za blokiranje (5% rastvor BSA u TBS-T), kako bi se
onemogucilo nespecificno vezivanje antitela za membranu.

Nakon blokiranja, membrane su inkubirane preko noéi na +4 °C sa specifi¢nim
primarnim antitelima na ol-subjedinicu Na'/K*-ATPaze, fosfo al-subjedinicu Na'/K'-
ATPaze (Ser”®) i B-aktin kada su za detekciju proteina koris¢ene frakcije plazma
membrana, odnosno sa antitelima na fosfo-Akt (Ser*’®), Akt, fosfo ERK1/2 (Thr¥%/Tyr?®%,
ERK1/2 i B-aktin, kada su trazeni proteini odredivani iz ¢elijskih lizata. Kao kontrola
nanoSenja jednake koli¢ine uzoraka na gel (engl. loading control), u svim uzorcima
frakcije plazma membrana ili Celijskih lizata kori§¢ena su antitela na B-aktin, Akt ili
ERK1/2. Antitela su razblazivana do odgovaraju¢ih koncentracija u 5% nemasnom mleku
ili 5% BSA u TBS-T. Nakon inkubacije sa primarnim antitelima, membrane su ispirane 3
X 5 minuta TBS-T puferom na sobnoj temperaturi. Membrane su zatim inkubirane sat
vremena, uz meSanje na sobnoj temperaturi, sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelom
konjugovanim sa HRP, razblazivanim do odgovaraju¢e koncentracije u 5% nemasnom
mleku ili 5% BSA u TBS-T. Nakon inkubacije sa sekudarnim antitelima membrane su,
takode, ispirane tri puta po 5 minuta, na sobnoj temperaturi, TBS-T puferom. Analizirani
proteini u uzorku su vizualizovani bojenom reakcijom na samoj membrani nanoSenjem
supstrat za alkalnu fosfatazu (BCIP/NBT) ili supstrata za peroksidazu rena (ECL, engl.
Enhanced ChemiLuminescence).

U slucaju kada su sekundarna antitela bila vezana sa ALP, na membrane je
dodavan BCIP/NBT (BCIP; engl. 5-Bromo-4-Chloro-3-Indoyl Phosphate; NBT; engl.
Nitro Blue Tetrazolium Chloride; sc-2498, Santa Crouz biotechnology, inc.) reagens, koji
predstavlja supstrat za delovanje ALP. Postupak je izvoden tako S§to je membrana

inkubirana na sobnoj temperaturi, u mraku uz blago mesanje u 9,8 ml pufera (0,1 M Tris-
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HCI, pH 9,5, 0.1 M NacCl, 0,05 M MgCl,) kome je dodavano 200 ul reagensa NBT/BCIB,
do razvijanja boje. Nakon pojavljivanja signala u vidu plavo-ljubicastih traka na
membranama, koje odgovaraju analiziranim proteinima, membrane su ispirane vodom,
susene, a potom su signali kvantifikovani.

U slucaju kada su sekundarna antitela bila vezana sa HRP, na membranu je
dodavan ECL reagens, a analizirani proteini su potom detektovani pomocu
autoradiografskog filma. Metoda se zasniva na tome da peroksidaza katalizuje oksidaciju
luminola, pri ¢emu nastalo intermedijarno jedinjenje emituje svetlost (luminiscencira),
koja potom osvetljava film. Postupak je izvoden tako $to je membrana inkubirana u
reagensu dobijenom mesanjem istih zapremina rastvora luminol i p-kumarice kiseline
rastvorenih u Tris-HCI, pH 8,5 i rastvora H,O, u Tris-HCI, pH 8,5, u trajanju od 1 minuta.
Membrane su zatim suSene i postavljane u kasetu za detekciju (Hypercassette, Amersham
Life Science, SAD), a preko membrane je stavljan rentgen film (AGFA, Medical X-ray
film, Belgija). VVreme ekspozicije variralo je i trajalo je od nekoliko sekundi do nekoliko
minuta.

Intenzitet signala dobijenog na membrani tokom ALP metode ili na filmu tokom
ECL metode odgovara koli¢ini specificnog proteina u analiziranim uzorcima i odredivan je
denzitometrijskom analizom koris¢enjem rac¢unarskog programa Image J 1.45s (National
Institutes of Health, USA, http://rsb.info.nih.gov). Izmerene vrednosti za opticku gustinu
(engl. optical density) signala izrazavane su u arbitrarnim jedinicama (AJ) i dobijene

vrednosti su predstavljane u odnosu na kontrolu.

3.19.Histohemijska i morfometrijska analiza tkiva i éelija srca pacova

Analizirani su popre¢ni preseci u predelu vrha srca pacova, sa vidljivim slobodnim
zidom lumena leve i desne komore, kao i interventrikularnim septumom. Tkiva su
fiksirana imerzionim postupkom, u 4% neutralno puferisanom formaldehidu tokom 24 sata
najmanje. Potom je tkivo dehidratisano alkoholima rastucih koncentracija, prosvetljavano
u ksilolu i kalupljeno u Paraplastu aparatom za kalupljenje (Tissue Tech Il Tissue
Embedding Center). Kalupi tkiva su serijski se¢eni mikrotomom (Leica Reinhart Austria i
Leica SM 2000 R) na isecke debljine 5 um. Najpre su pravljeni preseci za histohemijska
bojenja, a potom za imunohistohemijsku analizu. Isecci su bojeni hematoksilinom i

eozinom, Masonovim trihnromnim bojenjem (Masson trichrome) i PTAH tehnikom
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(hematoksilin i fosfovolframova kiselina) (Labudovic Borovic i sar., 2010; Ballotta i sar.,
2010).

Ovako pripremljeni isecci tkiva analizirani su koriS¢enjem razli¢itih uveli¢anja na
optickom mikroskopu (Olympus BX 41) uz pomo¢ digitalne kamere (Olympus C-5060
wide zoom) i racunarskog programa (Olympus DP-soft Image Analyzer). Pored opste
analize tkiva srca mereni su transverzalni precnici ¢elija srca U nivou jedra na najmanje

deset mernih tacaka ravnomerno rasporedenih duz isecka tkiva srca.
3.20. Imunohistohemijska detekcija a; subjedinice Na'/K*-ATPaze

Parafinski kalupi tkiva prethodno pripremljeni za histohemijsku i morfometrijsku
analizu kori$¢eni su i za imunohistohemijsku analizu oy subjedinice Na'/K'-ATPaze.
Isecci za imunohistohemijsku analizu su deparafinisani i ispirani TBS-Tween puferom
(Tris buffer saline) pH 7,4 tokom 10 minuta. Potom je vrSeno demaskiranje antigena u
citratnom puferu, pH 6,0, tokom 21 minuta u mikrotalasnoj peénici podeSenoj na
maksimalnu jacinu (800 W). Razblazenje koncentrovanih primarnih antitela specifi¢nih na
0y subjedinicu Na*'/K*-ATPaze vrseno je kori$¢enjem komercijalno dostupnog diluenta
(Large Volume UltraAb Diluent, Thermo Scientific LabVision, TA-125-UD). Optimalno
razblazenje utvrdeno je na bazi prethodno uspostavljenog imunohistohemijskog eseja.
Testirana su razblazenja 1:50, 1:100, 1:200 1 1:300. Utvrdeno optimalno razblazenje za ol
Na'/K* ATPazu je 1: 100.

Delovanje endogene peroksidaze blokirano je komercijalnim preparatom (Large
Volume Hydrogen Peroxide Block, Thermo Scientific LabVision, TA-060-HP) u toku 5
do 15 minuta. Potom je nanoSen komercijalni rastvor (UltraV Block, Thermo Scientific
LabVision, TA-060-UB) u trajanju od 10 minuta, radi blokiranja nespecifi¢nog bojenja.

Pri razvijanju reakcije sistemom UltraVision (Thermo Scientific LabVision, TL-
060-HL) primenjivana je sledeca procedura. Nakon ispiranja pomoc¢u TBS-T, na isecke je
dodavano primarno antitelo specifiécno na oy subjedinicu Na'/K*-ATPaze. Iseéci su
inkubirani sa primarnim antitelom preko noci, na sobnoj temperaturi, a potom ispirani
TBS-T puferom i inkubirani sa sekundarnim, biotinilizovanim antitelom u trajanju od 30
minuta, na sobnoj temperaturi. U treCem koraku, tkivo je tretirano streptavidin
peroksidaznim obeleZivacem u trajanju od 30 minuta. Isecci su ponovo ispirani TBS-T
puferom i izlagani delovanju rastvora hromogena: DAB (diaminobenzidin) u trajanju

10—30 minuta. Potom su isecci ispirani TBS-T puferom i kontrastno bojeni Majerovim
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(Mayer) hematoksilinom (Merck, 1092490500) 30 sekundi. Isecci su dehidratisani
alkoholima rastuce koncentacije, prosvetljavani ksilolom i pokrivani pomo¢u DPX-a.

Sva imunohistohemijska bojenja izvedena su uz kontrolu kvaliteta i specifi¢nosti
bojenja, koris¢enjem pozitivnih i negativnih kontrola. Negativne kontrole dobijane su
izostavljanjem primarnog antitela i nanosenjem TBS-T pufera umesto primarnog antitela.
Reakcija je proveravana i pra¢enjem bojenja glatkih miSi¢nih celija koronarnih krvnih
sudova 1 iseCaka humane unutraSnje torakalne arterije na koje je naneseno primarno
antitelo (pozitivna kontrola). Sve promene pracene su na slobodnom zidu leve komore i

septumu uporedo. Svi uporedivani isecci bojeni su istovremeno i pod istim uslovima.

3.21. Statisticka obrada dobijenih i prikazanih rezultata

Dobijeni rezultati prikazivani su kao aritmeticka srednja vrednost + standardna
greska (SEM). Znacajnost razlika ispitivanih parametara izmedu kontrolnih i gojaznih
grupa odredivana je pomocu Student-ovog t-testa primenom Excel PC programa.

Statisti¢ki znacajnom je smatrana verovatno¢a manja od 0,05 (p<0,05).
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4. REZULTATI

4.1. In vivo efekti estradiola na regulaciju Na'/K*-ATPaze i morfologiju
srca pacova

Buduéi da je u literaturi malo podataka o efektima estradiola na regulaciju Na'/K*-

ATPaze i morfologiju srca, pacovi su tretirani ovim hormonom i nakon 24 sata zrtvovani.

4.1.1 Mase tela, mase srca i koncentracije ukupnih proteina iz srca
kontrolnih i pacova tretiranih estradiolom

U Tabeli 1. su prikazane vrednosti mase tela, mase srca, odnosa mase tela i mase
srca i koncentracije ukupnih proteina iz srca kontrolnih pacova kao i pacova tretiranih
estradiolom. Mase pacova iz obe grupe zivotinja, izmerene su pre zrtvovanja i nisu se
statisticki znaCajno razlikovale. Mase srca izolovane iz obe eksperimentalne grupe
Zivotinja nisu se statisticki znacajno razlikovale. Takode nije uocena statisticki znacajna
razlika u odnosima mase srca i mase tela pacova, dok je tretman estradiolom doveo do
statisticki znacajnog povecanja (***p < 0,01) ukupne koncentracije proteina u lizatima

izolovanih srca pacova u poredenju sa kontrolnim vrednostima.
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Eksperimentalne grupe Kontrola Estradiol
371+12 360+9
Masa tela [g] n=7 n=7
1,14+ 0,03 1,15+ 0,47
Masa srca [g] n="6 n=7
0,0031 +8,9x 10° | 0,0032 +5,77 x 10

Srce/telo odnos - -

n="7 n="7
Ukupni proteini iz srca 0,098 £ 0,006 0,151 £ 0,003 ***
[ng/pl/mg tkival n=>5 n=>5

Tabela 1. Mase tela, mase srca, odnosi mase tela i mase srca i koncentracije ukupnih
proteina iz srca kontrolnih i estradiolom tretiranih pacova. Masa tela —
merena neposredno pre zrtvovanja. Mase tela i srca su izrazene u Q.
Koncentracije ukupnih proteina iz srca pacova su izrazene u pg/ul/mg tkiva i
predstavljaju srednju aritmeticku vrednost + SEM (***p<0.001).

4.1.2. Koncentracije digoksinu sli¢énih imunoreaktivnih faktora (DLIF),
natrijuma (Na") i kalijuma (K*) u plazmi i serumu kontrolnih i
pacova tretiranih estradiolom

Merenjem koncentracije DLIF u plazmi pacova pokazano je da su njihove vrednosti
statisticki znacajno smanjene (**p < 0,01) u grupi Zivotinja tretiranih estradiolom u
poredenju sa vrednostima dobijenim kod kontrolnih Zivotinja ( Tabela 2.). Koncentracija
Na* u serumu pacova tretiranih estradiolom je neznatno, ali statisti¢ki znaajno smanjena u
iznosu od 5% (***p < 0,01) u poredenju sa kontrolnim vrednostima, dok estradiol nije

doveo do statisti¢ki znagajnih razlika u vrednostima koncentracije K* ( Tabela 2.).

Eksperimentalne Kontrola Estradiol
grupe
DLIF [mmol/I] 3,77 J:r 0,08 1,97 + (2,01 falakel
n=3 n=3
**k
Na* [mmol/] 144,3_1 1.11 138,9 1_0,39
n=4 n=>5
5,58 +0,14 5,48 + 0,38
K* [mmol/I] n=5 n=4

Tabela 2. Koncentracije digoksinu sli¢ni imunoreaktivni faktori (DLIF), natrijum
(Na") i kalijum (K) u serumu i plazmi kontrolnih i estradiolom tretiranih
pacova. Rezultati za DLIF, Na" i K* su izrazeni u mmol/l i predstavljaju
srednju aritmeti¢ku vrednost = SEM (**p<0,01, ***p<0,001).
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4.1.3. Regulacija aktivnosti Na*/K*-ATPaze, ekspresije i fosforilacije al
subjedinice Na'/K'-ATPaze srca pacova pod delovanjem
estradiola

Na'/K*-ATPaza je membranski protein, stoga smo u eksperimentima u okviru kojih
smo izudavali efekte estradiola na regulaciju aktivnosti Na'/K*-ATPaze i ekspresije ove
pumpe Koristili izolovane membrane kardiomiocita pacova tretiranih estradiolom, kao i
kontrolnih, netretiranih zivotinja. Kod tretiranih Zivotinja estradiol dovodi do statisti¢ki
znadajnog povecéanja aktivnosti Na'/K*-ATPaze u iznosu od 249%, u poredenju sa
izmerenom aktivnoséu kod kontrolnih, netretiranih pacova (Kontrola = 1,42 + 0,13 mmol
Pi/h/mg proteina; Estradiol = 4,95 + 0,41 mmol Pi/h/mg proteina; ***p < 0,001; Slika 1.).

A.

6 -

3 3

w
1

IS
1

[\=]
1

Aktivhost Na*/K*-ATP-aze
[mmol Pifh/img proteina]
(=Y w

(=]
!

Kontrola Estradiol

Slika 1. Efekti estradiola na regulaciju aktivnosti Na'/K'-ATPaze na plazma
membrani kardiomiocita pacova. Rezultati dobijeni za aktivnost Na'/K'-
ATPaze izraZzeni su u mmol Pi/h/mg proteina 1 predstavljaju srednju aritmeticku
vrednost £ SEM (n = 5), (***p<0,001).

Efekti estradiola na ekspresiju ol subjedinice Na'/K'-ATPaze kod normalno
uhranjenih pacova tretiranih estradiolom analiziran je odredivanjem nivoa fosforilacije na
Ser?®, ukupnom nivou, kao i odnosa fosforilisane forme i ukupnog nivoa proteina al
subjedinice Na'/K*-ATPaze (Slika 2. A-D). Estradiol in vivo dat dovodi do statisticki
znacajnog povecanja fosforilacije ol subjedinice za 38% (Kontrola = 100%; Estradiol =
138 + 19%; *p < 0,05) i eskpresije kataliticke subjedinice Na'/K'-ATPaze za 91% u
poredenju sa vrednostima dobijenim u grupi kontrolnih zivotinja (Kontrola = 100%;

Estradiol = 191 £ 13%; ***p < 0,001). Rezultati dobijeni analizom odnosa fosforilisane
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forme ol subjedinice i ukupnog nivoa al subjedinice, pokazuju da estradiol svojim
delovanjem dovodi do umerenog ali statisticki znaCajnog povecanja fosforilacije ol
subjedinice u srcu pacova u iznosu od 8% (Kontrola = 100%; Estradiol = 108 + 3%; *p <
0,05).

Kontrola Estradiol
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Slika 2. Efekti estradiola na nivo fosforilacije a1 subjedinice na amino kiselini Ser? i
ekspresije  al subjedinice Na'/K'-ATPaze na plazma membrani
kardiomiocita pacova. A. Fosforilacija al subjedninice Na*/K*-ATPaze na Ser®
(p-al Na'/K*-ATPaze); (n = 4). B. Ekspresija ol subjedninice Na'/K*-ATPaze
(a1 Na'/K*-ATPaze); (n = 7). C. Odnos fosforilisane forme ol subjedninice
Na'/K*-ATPaze na Ser®® i ukupne ol subjedninice Na*/K*-ATPaze (p-al Na'/K*-
ATPaze /al Na'/K'-ATPaze); (n = 4). D. Reprezentativni western blot
fosforilacije ol subjedinice Na*/K*-ATPaze na amino kiselini Ser®® i ekspresije
al subjedinice Na*/K*-ATPaze. Rezultati su izrazeni kao procenat od vrednosti
dobijene za kontrolu (Kontrola=100%) i predstavljaju srednju aritmeticku
vrednost + SEM (*p<0,05, ***p<0,001).
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4.1.4. Imunohistohemijska detekcija Na*/K*-ATPaze u srcu kontrolnih i
estradiolom tretiranih pacova

Isecci srca pacova iz obe eksperimentalne grupe, kontrolne i estradiolom tretirane,
istovremeno su bojeni pod istim uslovima kako bi se eventualne greske u radu svele na
minimum, a poredenje dobijenih rezultata je vrSeno medu isecima bojenim istim
koncentracijama primarnog antitela specificnog na al subjedinicu Na'/K'-ATPaze.
Imunoreaktivnost na Na*/K*-ATPazu je membranskog tipa i najizrazenija u sredi$njim
delovima zida srca, ukljuc¢ujuéi slobodni zid leve komore i septuma, dok je slabije izrazena
subendokardno i subepikardno u obe eksperimentalne grupe (Slika 3. A, B i Slika 4. A,
B).
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Slika 3. Efekti estradiola na lokalizaciju Na'/K*-ATPaze u predelu slobodnog zida
leve komore srca pacova. (UltraVision/DAB; uvelianja: A i B-40x, C i D-100x,
E i F-200x) Kontrola - kontrolni pacovi (A, C, E); Estradiol — pacovi tretirani
estradiolom (B, D, F).
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Slika 4. Efekti estradiola na lokalizaciju Na'/K'-ATPaze u predelu septuma srca
pacova. (UltraVision/DAB; uvelianja: A i B-40x, C i D-100x, E i F-200x)
Kontrola - kontrolni pacovi (A, C, E); Estradiol- pacovi tretirani estradiolom (B,
D, F).
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4.1.5. Fosforilacija 1 nivo proteina za Akt i ERK1/2 pod delovanjem
estradiola u srcu pacova

4.1.5.1. Efekti estradiola na fosforilaciju i nivo Akt kinaze u srcu
pacova

In vivo efekat estradiola na Akt kinazu analiziran je odredivanjem nivoa

fosforilacije Akt na Ser*’

, Nivoa ukupnog, tj. bazalnog nivoa Akt proteina, kao i odnosa
izmedu fosforilisane forme Akt i njenog ukupnog proteina. Rezultati sve tri analize su
prikazani na Slici 5. A-D. In vivo davanje estradiola dovodi do statisticki znacajnog
povecanja fosforilacije Akt na amino kiselini Ser*” (Kontrola = 100%; Estradiol = 139 +
14%; *p < 0,05), ali ne menja nivo ekspresije ukupnog Akt proteina (Kontrola = 100%;
Estradiol = 103 £ 13%) u srcu. Rezultati dobijeni izra¢unavanjem odnosa fosforilisane
forme Akt na Ser*”® i ukupnog Akt, potvrduju da davanje estradiola dovodi do statisticki

znacajnog povecanja fosforilacije Akt (Kontrola = 100%; Estradiol = 124 + 9%; *p <
0,05).
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Slika 5. Efekti estradiola na regulaciju fosforilacije Akt na amino kiselini Ser* i

ukupnog Akt proteina u srcu pacova. A. Reprezentativni western blot Akt
fosforilacije; B. Nivo fosforilacije Akt na Ser*”® (p- Akt); (n = 7). C. Nivo
ukupnog Akt (Ukupan - Akt); (n = 7). D. Odnos vrednosti p-Akt i ukupnog Akt
(p-Akt /Ukupan Akt); ( n = 7). Rezultati su izrazeni kao procenat od vrednosti
dobijene za kontrolu 1 predstavljaju srednju aritmeticku vrednost + SEM
(*p<0,05).

4.1.5.2. Efekti estradiola na fosforilaciju i nivo ERK1/2 kinaze u srcu
pacova

Efekti in vivo datog estradiola na ERK1/2 kinaze analiziran je odredivanjem nivoa

fosforilacije ERK1/2 na amino kiselinama Thr?%%j Tyr?%

, Nivoa ukupnog ERK1/2 proteina,
kao i odnosa fosforilisane forme ERK1/2 i njegovog ukupnog proteina Slika 6. A-D.
Estradiol dovodi do statisticki znacajnog povecanja fosforilacije ERK 1/2 za 55% u
poredenju sa nivoom fosforilacije izmerenim u grupi kontrolnih zivotinja (Kontrola =
100%; Estradiol = 155 + 21%; *p < 0,05), ali ne i do statisticki znacajnih promena u nivou
ukupnog ERK 1/2 (Kontrola = 100%; Estradiol = 104 + 6%). Rezultati dobijeni analizom

odnosa fosforilisane forme ERK1/2 i ukupnog ERK1/2 proteina, potvrduju da estradiol
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svojim delovanjem statisticki znacajno povecava fosforilaciju ERK1/2 u srcu pacova

(Kontrola = 100%; Estradiol = 122 + 6%; **p < 0,01).
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Slika 6. Efekti estradiola na regulaciju fosforilacije ERK1/2 na aminokiselinama
Thr®® i Tyr® i ukupnog ERK1/2 proteina u srcu pacova. A. Reprezentativni
western blot ERK 1/2 fosforilacije; B. Nivo fosforilacije ERK1/2 na
aminokiselinama Thr®® i Tyr?® (p-ERK1/2); (n = 7). C. Nivo ukupnog ERK 1/2
(Ukupni ERK1/2); (n = 7). D. Odnos p-ERK1/2 i ukupnog ERK1/2 (p-ERK1/2
/Ukupni ERK1/2); (n =7). Rezultati su izraZzeni kao procenat od vrednosti
dobijene za kontrolu i predstavljaju aritmeticku srednju vrednost £ SEM;
(*p<0,05, **p<0,01).

4.1.6. In vivo efekti estradiola na transverzalni dijametar kardiomiocita
pacova

Kori$¢enjem preparata poprecnih preseka u predelu vrha srca pacova, sa vidljivim
slobodnim zidom, lumenom leve i desne komore i interventrikularnim septumom, pored
opSte analize tkiva srca mereni su transverzalni dijametri kardiomiocita u nivou jedra na
najmanje deset mernih tacaka ravnomerno rasporedenih duz isecka tkiva srca. Rezultati

prikazani na Slici 7. A i B., pokazuju da davanje estradiola nije dovelo do statisticki
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znaCajnih promena u dijametru kardiomiocita u poredenju sa vrednostima izmerenim u

grupi kontrolnih Zivotinja (Kontrola = 15,40 = 0,10 pum; Estradiol = 15,50 + 0,15 um;).
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Slika 7. Efekti estradiola na transverzalni dijametar Kkardiomiocita pacova. A.
Uporedni prikaz transverzalnih dijametara kardiomiocita na ise¢cima tkiva srca.
B. Transverzalni dijametri kardiomiocita u nivou jedra izrazeni su u pm i
predstavljaju srednju aritmeticku vrednost + SEM; (n = 300).
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4.2. Efekti ishrane bogate masima na regulaciju Na'/K'-ATPaze i
morfologiju srca

Jedan od postavljenih ciljeva u okviru ove doktorske disertacije bio je i izu¢avanje
efekata ishrane bogate mastima na regulaciju ekspresije Na'/K*-ATPaze u srcu pacova i
morfologiju srca. Polaze¢i od postavljenih ciljeva u ovom poglavlju bi¢e prikazani
rezultati dobijeni u eksperimentima u kojima su kori$¢eni pacovi, kod kojih su gojaznost i

IR indukovani ishranom bogatom mastima.

4.2.1. Mase tela, mase srca i koncentracije ukupnih proteina iz srca
kontrolnih i gojaznih pacova

U Tabeli 3. su prikazane vrednosti mase tela i srca, odnosa mase tela i srca i
koncentracije ukupnih proteina iz srca u grupi kontrolnih i gojaznih pacova. Pacovi iz obe
grupe nisu imali statisticki znacajno razliite inicijalne mase tela. Nakon 10 nedelja,
finalne mase gojaznih pacova su povecane u odnosu na finalne mase pacova kontrolnih,
normalno uhranjenih zivotinja ali dobijene razlike nisu statisticki znacajne. Razlike finalne
1 inicijalne mase tela su statisticki znacajno povecane kod gojaznih pacova u odnosu na
kontrole (*p < 0,05). Mase srca izolovanih posle Zrtvovanja su statisticki znacajno
povecane kod gojaznih pacova u odnosu na mase srca normalno Uhranjenih pacova (**p <
0,01). Vrednosti dobijene izraCunavanjem odnosa mase srca i tela, nisu bile statisticki
znaCajno razli¢ite izmedu gojaznih i kontrolnih grupa pacova. Merenja koncentracije
ukupnih proteina iz srca pacova su pokazala da su njihove vrednosti statisticki znacajno
povecane kod gojaznih zivotinja u odnosu na vrednosti izmerene za kontrolne, normalno

hranjene pacove (***p <0,001).
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Eksperimentalne grupe Kontrola Gojazni
Inicijalna masa tela [g] 2003 1983
N=7 n="7
: 371+ 12 396 +12
Finalna masa tela [g] N=7 n=7
Razlika finalne i 165+ 8 198+ 10 *
inicijalne mase tela [g] N=6 n=7
Masa srca [g] 1,14 £ 0,03 1,29 £ 0,02 **
N=6 n=>5
0,0031+89x10° | 0,0032 +5,49 x 10°
Srce / telo odnos N =7 =6
Ukupni proteini iz srca 0,098 + 0,006 0,145 £ 0,005 ***
[pg/nl/mg tkiva] N=5 n=>5

Tabela 3. Telesne mase, mase srca, odnosi mase tela i srca, kao i koncentracije
ukupnih proteina iz srca kontrolnih i gojaznih pacova. Inicijalna masa -
masa tela na pocetku eksperimenta; finalna masa - masa tela nakon 10 nedelja,
neposredno pre Zrtvovanja. Rezultati za telesne mase i mase srca su izrazeni u
g, dok su za koncentracije ukupnih proteina iz srca izrazene u pg/pl/mg tkiva i
predstavljaju srednju aritmeti¢ku vrednost £+ SEM (*p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001).

4.2.2. Efekti ishrane bogate mastima na koncentraciju glukoze (Glu),
insulina (INS), i indekse rezistencije na INS ( HOMA-IR) i
sekrecije B-¢éelija (HOMA-B) u serumu pacova

Rezultati ispitivanja efekata ishrane bogate mastima na koncentraciju Glu, INS i
indekse HOMA-IR i HOMA-B prikazani su na Slici 8. A-D. Rezultati pokazuju da su
koncentracije Glu i INS statisti¢ki znacajno povecane u serumu gojaznih pacova u odnosu
na vrednosti izmerene u serumu kontrolnih zivotinja. (Glu: Kontrola = 9,50 + 0,28 mmol/I,
Gojazni = 10,73 £ 0,38 mmol/l,*p < 0,05; INS: Kontrola = 71 £ 4 mIU/I, Gojazni = 165 +
28 mIU/1, *p < 0,05).

Izracunate vrednosti za oba indeksa HOMA-IR (Slika 8. C) i HOMA-B (Slika 8.
D), su statisticki znacajno povecane kod gojaznih, u poredenju sa kontrolnim zivotinjama
(HOMA-IR: Kontrola = 29,9 + 0,9, Gojazni = 81,8 £ 15,5, *p < 0,05; HOMA-: Kontrola
=235,4 + 24,5, Gojazni = 435,0 = 62,8, *p < 0,05).
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Slika 8. Efekti ishrane bogate mastima na koncentraciju INS (B) i Glu (A) u serumu
pacova, kao i indekse HOMA-IR (C) i HOMA-B (D). Koncentracija INS
izrazena je u mIU/I i predstavlja srednju aritmeticku vrednost £ SEM ( n = 5);
Koncentracija Glu izrazena je u mmol/l i predstavlja srednju aritmeticku
vrednost £ SEM (n = 7); Rezultati dobijeni za HOMA-IR i HOMA-J su dobijeni
koris¢enjem formula datih u poglavlju Materijal i metode i predstavljaju srednju
aritmeticku vrednost + SEM ( n = 5); (*p<0,05).

4.2.3. Efekti ishrane bogate mastima na koncentracije leptina,
C—reaktivnog proteina (CRP), digoksinu sli¢nih imunoreaktivnih
faktora (DLIF), natrijuma (Na") i kalijuma (K") u serumu i
plazmi pacova

Kao $to je ocekivano koncentracija leptina je znaajno veca (***p < 0,001) u
serumu gojaznih pacova u odnosu na kontrolne (Tabela 4.). Osim toga, koncentracija CRP
u serumu pacova je statisticki znacajno veca (***p < 0,001), a koncentracija DLIF
statisticki manja (***p < 0,001) kod Zivotinja koje su bile na reZimu ishrane bogate
mastima u odnosu na kontrolne vrednosti (Tabela 4.). Koncentracije Na* u serumu

gojaznih pacova je statisticki znacajno smanjena (**p < 0,01) u poredenju sa kontrolnim
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vrednostima, dok ishrana bogata mastima nije dovela do statisticki znacajnih razlika u

vrednostima koncentracije K* u serumu pacova ( Tabela 4.).

Eksperimentalne Kontrola Gojazni
grupe
**k*
Leptin [ng/ml] O’Og i g,o1 0,20 :]_r 2g1
43,18+ 1,01 60,20 £+ 2,37 ***
CRP [mg/l] n=5 n=5
**k*
DLIF [mmol/l] 3’7; * g’og 181 : 2’35
*%
Na* [mmol/I] 144,r]3:i41,11 137,8n4_r:0é58
5,58 £ 0,14 5,55+ 0,30
K* [mmol/I] n=>5 n==6

Tabela 4. Leptin, C—reaktivni protein (CRP), digoksinu sli¢ni imunoreaktivni
faktori (DLIF), natrijum (Na") i kalijum (K") u serumu i plazmi
kontrolnih i gojaznih pacova. Koncentracija leptina izrazena je u ng/ml, CRP
u mg/l, dok su koncentracije DLIF, Na* i K* izrazene u mmol/l. Prikazani
rezultati predstavljaju srednju aritmeticku vrednost + SEM (**p<0,01,
***p<0,001).

4.2.4. Efekti ishrane bogate mastima na koncentracije ukupnog
holesterola (HOL) i tiglicerida (Tg) kod kontrolnih i gojaznih
pacova

Kao $to se moze videti na slici Slika 9. A koncentracija ukupnog holesterola
(HOL) je statisticki znacajno veéa U serumu gojaznih pacova u odnosu na kontrole
(Kontrola = 1,49 + 0,08; Gojazni = 1,72 = 0,04 mmol/l; *p < 0,05;). Rezultati dobijeni
merenjem koncentracije triglicerida (Tg) u serumu pacova su pokazali da ishrana bogata
mastima dovodi do statisticki znacajnog povecanja njihove vrednosti kod gojaznih pacova
u odnosu na kontrolne vrednosti (Kontrola = 1,27 £+ 0,07; Gojazni = 1,64 + 0,14 mmol/l;
*p<0,05; Slika 9. B).
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Slika 9. Efekti ishrane bogate mastima na koncentraciju (A), ukupnog holesterola
(HOL) i (B) triglicerida (Tg) u serumu pacova. Koncentracije HOL (n=7) i
Tg (n = 5) su izrazene u mmol/l i predstavljaju srednju aritmeti¢ku vrednost =
SEM; (*p<0,05).

4.2.5. Efekti ishrane bogate mastima na koncentraciju slobodnih masnih
kiselina (SMK) i fosfolipida u plazmi pacova

Rezultati merenja koncentracije SMK i fosfolipida u plazmi gojaznih i kontrolnih
pacova su prikazani na Slici 10. Dobijeni rezultati pokazuju da su koncentracije SMK
(Slika 10. A.) kao i fosfolipida (Slika 10. B) statisti¢ki znacajno povecane u plazmi
gojaznih pacova u odnosu na vrednosti izmerene u plazmi normalno hranjenih, kontrolnih
Zivotinja (SMK: Kontrola = 0,54 + 0,04; Gojazni = 1,47 + 0,08 mmol/l; ***p < 0,001;
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Fosfolipidi: Kontrola = 0,037 = 0,003 mmol/l; Gojazni = 0,058 + 0,006 mmol/l; *p <
0,05).
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Slika 10. Efekti ishrane bogate mastima na koncentraciju SMK (A) i fosfolipida (B) u
plazmi pacova. A. Koncentracije SMK su izrazene u mmol/l i predstavljaju
srednju aritmeti¢ku vrednost £ SEM (n = 5-6); B. Koncentracije fosfolipida su
izrazene u mg/ml i predstavljaju srednju aritmeti¢ku vrednost + SEM (n = 5-6);
(*p < 0,05, **p<0,01).

4.2.6. Efekti ishrane bogate mastima na regulaciju aktivnosti Na*/K"-
ATPaze, ekspresiju i fosforilaciju al subjedninice Na'/K'-ATPaze
srca pacova

U eksperimentima u okviru kojih smo izucavali efekte ishrane bogate mastima na
regulaciju aktivnosti i ekspresije Na'/K'-ATPaze, koristili smo izolovane membrane

kardiomiocita pacova. Kod Zivotinja koje su bile na ishrani bogatoj mastima, pokazano je
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da dolazi do statisti¢ki zna¢ajnog smanjenja u aktivnosti Na'/K*-ATPaze u iznosu od 42%,
u poredenju sa izmerenom aktivnosti u kontrolnim pacovima (Kontrola = 1,42 + 0,13
mmol Pi/h/mg proteina; Gojazni = 0,82 + 0,10 mmol Pi/h/mg proteina; **p < 0,01) ( Slika
11. A).

=
w
1

Aktivnost Na*/K*-ATP-aze
[mmol Pi/h/mg proteinal
& 5

0.0
Kontrola Gojazni

Slika 11. Efekti ishrane bogate mastima na regulaciju aktivnosti Na'/K*-ATPaze na
plazma membrani kardiomiocita gojaznih pacova. A. Aktivnost Na'/K"-
ATPaze izrazena je u mmol Pi/h/mg proteina i predstavlja srednju aritmeticku
vrednost + SEM (n = 5), (**p<0,01).

Efekti ishrane bogate mastima na ekspresiju al subjedinice Na'/K'-ATPaze kod
gojaznih pacova analizirani su odredivanjem nivoa fosforilacije na Ser?*, ukupnom nivou,
kao i odnosa fosforilisane forme i ukupnog nivoa proteina ol subjedinice Na*/K*-ATPaze
(Slika 12. A-D). Fosforilacija a1 subjedinice Na*/K*-ATPaze na Ser®® i ekspresija proteina
za Kkataliticku a1 subjedninicu Na'/K*-ATPaze dobijeni primenom metode Western blota,
statisticki znacajno je smanjena. Kod gojaznih pacova fosforilacije je smanjena za 48%
(Kontrola = 100%; Gojazni = 52 + 11%; **p < 0,01), a eskpresija kataliticke al
subjedinice za 37% u poredenju sa vrednostima dobijenim u grupi kontrolnih Zivotinja
(Kontrola = 100%; Gojazni = 63 + 15%; *p < 0,05). Izracunavanjem odnosa fosforilisane
forme ol subjedinice i ukupnog nivoa al subjedinice, pokazano je da ishrana bogata
mastima dovodi do smanjenja fosforilacije ol subjedinice u iznosu od 13%, ali bez

statisticke znacajnosti (Kontrola = 100%; Gojazni = 87 £+ 5%; p = 0,06).
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Slika 12. Efekti ishrane bogate mastima na nivo fosforilacije a1 subjedinice Na*/K"-
ATPaze na amino kiselini Ser? i ekspresije a1 subjedinice Na*/K*-ATPaze
na plazma membrani kardiomiocita gojaznih pacova. A. Nivo fosforilacije
al subjedninice Na*/K*-ATPaze na Ser”® (p-al Na*/K*-ATPaze); (n = 4-3). B.
Ekspresija al subjedinice Na'/K*-ATPaze (p-al Na'/K*-ATPaze); (n = 7-4). C.
Rezultati dobijeni izra¢unavanjem odnosa fosforilisane forme al i ukupne al
Na'/K*-ATPaze (p-al Na'/K'-ATPaze /al Na'/K'-ATPaze); ( n = 4-3). D.
Reprezentativni western blot fosforilacije na Ser” i ekspresije al subjedinice
Na'/K*-ATPaze. Rezultati su izrazeni kao procenat od vrednosti dobijene za
kontrolu (Kontrola=100%) i predstavljaju srednju aritmeticku vrednost £ SEM
(*p<0,05, **p<0,01).

4.2.7. Imunohistohemijska detekcija Na'/K'-ATPaze u srcu gojaznih i
kontrolnih pacova

Imunoreaktivnost na Na'/K*-ATPazu u srcu gojaznih i kontrolnih pacova su
prikazani u predelu slobodnog zida leve komore na Slici 13. A-F i u predelu septuma na
Slici 14. A-F. Kako se na slikama moze videti imunoreaktivnost na Na'/K*-ATPazu je

membranskog tipa 1 najizraZenija u srediSnjim delovima zida srca, ukljucujuéi slobodni zid
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leve komore (Slika 13. A, B) i septuma (Slika 14. A, B), dok je slabije izrazena
subendokardno i subepikardno u obe eksperimentalne grupe.

Slika 13. Imunohistohemijsko bojenje na Na'/K*-ATPazu u predelu slobodnog zid
leve komore. (UltraVision/DAB; uveli¢anja: A i B-40x, C i D-100x, E i F-
200x) Kontrola — kontrolni pacovi (A, C, E); Gojazni — gojazni pacovi (B, D, F).
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1000 um

e
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Slika 14. Imunohistohemijsko bojenje na Na'/K'-ATPazu u predelu septuma.
(UltraVision/DAB; uveli¢anja: A i B-40x, C i D-100x, E i F-200x) Kontrola —
kontrolni pacovi (A, C, E); Gojazni — gojazni pacovi (B, D, F).
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4.2.8. Efekti ishrane bogate mastima na fosforilaciju i nivo proteina Akt i
ERK1/2 kinaza u srcu pacova

4.2.8.1. Efekti ishrane bogate mastima na fosforilaciju i nivo Akt
kinaze u srcu pacova

Uticaj ishrane bogate mastima na aktivnost Akt kinaze analiziran je odredivanjem

nivoa fosforilacija Akt na Ser*’

, Nivoa ukupnog Akt, kao i odnosa fosforilisane forme i
ukupnog proteina. Rezultati sve tri analize su prikazani na Slici 15. A-D. Pokazano je da
ishrana bogata mastima ne dovodi do statisticki zna¢ajnih promena u nivou fosforilacije
Akt na amino kiselini Ser*”® (Kontrola = 100%; Gojazni = 107 + 5%), kao i nivoa ukupnog
Akt (Kontrola = 100%; Gojazni = 111 + 6%;) kod gojaznih pacova u odnosu na pacove iz
kontrolne grupe. Medutim, analiza odnosa izmedu fosforilisane forme Akt na Ser*’® i
ukupnog Akt, pokazuje da ishrana bogata mastima dovodi do statisticki znacajnog
smanjenja ove vrednosti u odnosu na kontrolne (Kontrola = 100%; Gojazni = 90 £ 2%);

***p < 0,001).
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Slika 15. Efekti ishrane bogate mastima na fosforilaciju Akt na amino kiselini Ser*’® i
ukupnog Akt proteina u srcu. A. Reprezentativni western blot Akt
fosforilacije; B. Nivo fosforilacije Akt na Ser*”® (p-Akt); (n = 6). C. Nivo
ukupnog Akt (Ukupni Akt); (n = 6). D. Odnos vrednosti p-Akt i ukupnog Akt
(p-Akt/ Ukupni Akt); (n = 5). Rezultati su izrazeni kao procenat od vrednosti

dobijene za kontrolu i predstavljaju srednju aritmeticku vrednost £+ SEM
(***p<0,001).

4.2.8.2. Efekti ishrane bogate mastima na fosforilaciju i nivo ERK1/2
kinaze u srcu pacova

Rezultati merenja fosforilacije i nivoa proteina za ERK1/2 kinazu u srcu pacova su
prikazani na Slici 16. A-D. Uticaj ishrane bogate mastima na ERK1/2 analiziran je

202 204’ nivoa

odredivanjem: nivoa fosforilacije ERK1/2 na aminokiselinama Thr™ i Tyr
ukupnog ERK1/2 proteina, kao i odnosa fosforilisane forme i ukupnog proteina. Pokazano
je da ishrana bogata mastima dovodi do statisticki znaajnog povecanja nivoa fosforilacije
ERK1/2 (Kontrola = 100%; Gojazni = 141 + 14%; *p < 0,05), ali ne i ukupnog ERK1/2

(Kontrola = 100%; Gojazni = 111 + 6%) kod gojaznih pacova u odnosu na kontrolne
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vrednosti. Odnos fosforilisane forme ERK1/2 i ukupnog ERK1/2 pokazao je da ishrana

bogata mastima ne dovodi do statisticki znacajnih promena (Kontrola = 100%; Gojazni =

108 + 5%).
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Slika 16. Efekti ishrane bogate mastima na fosforilacije ERK1/2 na aminokiselinama
Thr®®? i Tyr® i nivo ukupnog ERK1/2 proteina u srcu pacova. A.
Reprezentativni western blot ERK1/2 fosforilacije; B. Nivo fosforilacije
ERK1/2 na aminokiselinama Thr*® i Tyr®® (p-ERK1/2); (n = 7). C. Nivo
ukupnog ERK1/2 (Ukupni ERK1/2); (n = 7). D. Odnos p-ERK 1/2 i ukupnog
ERK1/2 (p-ERK1/2 /Ukupni ERK1/2); (n = 6). Rezultati su izrazeni kao
procenat od vrednosti dobijene za kontrolu i predstavljaju aritmeticku srednju
vrednost £ SEM; (*p<0,05, **p<0,01).

4.2.9. Efekti ishrane bogate mastima na transverzalni dijametar
kardiomiocita pacova

Rezultati dobijeni izu¢avanjem efekata ishrane bogate mastima na transverzalni

dijametar Celija srca pacova prikazani su na Slici 17. A i B.Pokazano je da ishrana bogata

mastima dovodi do statisti¢ki znacajnog povecanja transverzalnog dijametra kardiomiocita
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kod gojaznih pacova u odnosu na kontrolne pacove (Kontrola = 15,40 + 0,10 um; Gojazni
=17,10 £ 0,18 pm; ***p<0,001).

A.

kardiomiocita [um]
= o

Transverzalni dijametar
w

Kontrola Gojazni

Slika 17. Efekti ishrane bogate mastima na transverzalni dijametar kardiomiocita
pacova. A. Uporedni prikaz transverzalnih dijametra kardiomiocita na ise¢cima
tkiva srca. B. Rezultati dobijeni merenjem transverzalnog dijametra celija srca u
nivou jedra izrazeni su u um i predstavljaju srednju vrednost = SEM ( n = 300);
(***p<0,001).
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4.3. Promene u regulaciji Na'/K'-ATPaze i morfologije srca pod
delovanjem estradiola u srcu gojaznih, insulin rezistentnih pacova

Budu¢i da smo pokazali da je kod gojaznih pacova smanjena aktivnost i ekspresija
Na'/K*-ATPaze, i izrazena hipertrofija srca, u skladu sa postavljenim ciljevima Zeleli smo
da ispitamo efekat estradiola na pomenute parametre, stoga smo gojazne pacove tretirali
estradiolom 1 nakon 24 sata zrtvovali. Vrednosti dobijene za sve izuavane parametre u
grupi gojaznih zivotinja tretiranih estradiolom su poredene sa vrednostima dobijenim za
gojazne zivotinje kako bi se dobio uvid u efekte koje estradiol ostvaruje u uslovima

gojaznosti i IR.

4.3.1 Masa tela i srca, kao i koncentracija ukupnih proteina u srcu
gojaznih i estradiolom tretiranih gojaznih pacova

U predhodno datim tabelama Tabela 1. i Tabela 2 prikazane su mase tela i srca,
kao i koncentracije ukupnih proteina u srcu normalno uhranjenih i gojaznih pacova. Kod
gojaznih pacova tretiranih estradiolom inicijalne, finalne mase tela i razlike finalnih i
inicijalnih masa tela nisu se statisticki znacajno razlikovale u odnosu na gojazne, ne
tretirane pacove (Tabela 5.). Medutim, statisticki znacajno je manja masa srca kod
gojaznih pacova kojima je injeciran estradiol u odnosu na gojazne netretirane pacove (¥*p <
0,05), a takode je i vrednost odnosa mase srca i mase tela pacova znac¢ajno smanjen kod
gojaznih pacova tretiranih estradiolom u odnosu na gojazne pacove (*p < 0,05).
Koncentracija ukupnih proteina u srcima gojaznih pacova tretiranih estradiolom je
povecana U odnosu na vrednosti detektovane u srcima gojaznih zivotinja, ali zapazeno

povecanje nije statisticki znacajno (Tabela 5.).
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Eksperimentalne arupe Gojazni Gojazni+Estradiol
i orip (%) (%)
. 99+ 3 91+4"
Inicijalna masa tela N B
n=7{ n="7
. 107 £ 4 108 +7
Finalna masa tela B 7
n=7 n=7
Razlika finalne i 117+77 131 + 137
inicijalne mase tela n=7 n=7
111+2% 99 + 4 *
Masa srca _ _
n==6 n=>5
104 + 4 92+3*"
Srce /telo odnos n=6 n=5
Ukupni proteini iz srca 14947 156+ 77
pnip n=>5 n=>5

Tabela5. Telesna masa, masa srca, odnosi mase tela i mase srca, kao i koncentracije
ukupnih proteina u srcu gojaznih i estradiolom tretiranih gojaznih pacova.
Inicijalna masa— masa tela na pocetku eksperimenta; finalna masa— masa tela

neposredno pre zrtvovanja. Rezultati su predstavljeni kao procenat u odnosu na
vrednosti kod kontolnih pacova (Kontola = 100%) i predstavljaju srednju
aritmeticku vrednost = SEM (Gojazni+Estradiol prema Gojazni *p<0,05;
Gojazni, Gojazni+Estradiol prema Kontroli *p<0,05, #p<0,01, *"p<0,001).

4.3.2. Efekti estradiola na koncentraciju glukoze (Glu), insulina (INS), i
indekse rezistencije na INS ( HOMA-IR) i sekrecije B-celija
(HOMA-B) u serumu gojaznih pacova

Tretman gojaznih pacova estradiolom nije doveo do statisti¢ki znac¢ajnih promena
koncentracije Glu (Gojazni = 117 * 7%, Gojazni+Estradiol = 109 + 6%; Slika 18. A), INS
(Gojazni = 255 + 62%, Gojazni+Estradiol = 265 + 53%; Slika 18. B) u serumu, kao ni

HOMA-IR (Gojazni = 273 + 51%, Gojazni+Estradiol = 277 £ 50%; Slika 18. C) i
HOMA-B (Gojazni = 193 + 33%, Gojazni+Estradiol = 252 + 53%; Slika 18. D) u

poredenju sa gojaznim netretiranim pacovima.
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Slika 18. Efekti estradiola na koncentraciju Glu (A) i INS (B), kao i indekse HOMA-
IR (C) i HOMA-B (D) u serumu gojaznih pacova. Koncentracije Glu (n = 7),
INS (n = 5) u serumu, kao i HOMA-IR (n = 5) i HOMA-B (n = 5) su izrazeni
kao procenat u odnosu na vrednosti kod kontrolnih pacova (Kontola = 100%) i
predstavljaju srednju aritmeticku vrednost + SEM (Gojazni, Gojazni+Estradiol
prema Kontroli p<0,05, *#p<0,01).

4.3.3. Efekti estradiola na koncentraciji leptina, C—reaktivnog proteina
(CRP), digoksinu slicnih imunoreaktivnih faktora (DLIF),
natrijuma (Na") i kalijuma (K*) u serumu i plazmi gojaznih pacova

Rezultati merenja koncentracije leptina u serumu pacova su pokazali da estradiol ne
dovodi do statisticki znacajne razlike u koncentraciji leptina kod gojaznih pacova u odnosu
na gojazne pacove Kkoji nisu tretirani estradiolom (Tabela 6.). lzmerene i prikazane
vrednosti za CRP u serumu pacova jasno pokazuju da davanje estradiola gojaznim
zivotinjama dovodi do statisticki znacajnog smanjenja njegove vrednosti u poredenju sa
vrednostima koncentracije CRP u serumu netretiranih, gojaznih pacova (***p < 0,001),
dok tretman estradiolom ne dovodi do statisticki znacajnog efekta na koncentraciju DLIF

(Tabela 6.). Merenja koncentracije Na* u serumu gojaznih pacova su pokazala da je
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njegova koncentracija statisticki znacajno povecana kod estradiolom tretiranih gojaznih
zivotinja u odnosu na vrednosti koncentracije Na* kod gojaznih, netretiranih Zivotinja (**p
< 0,01), dok tretman estradiolom nije doveo do statisti¢ki znacajnih razlika u koncentraciji

K" u poredenju sa izmerenim vrednostima kod gojaznih pacova (Tabela 6).

Eksperimentalne Gojazni Gojazni+Estradiol
grupe (%) (%)
L eotin 394 + 109 457 + 53 "
P n=3 n=3
140 + 8 100 + 3 ***
CRP n=>5 n=>5
49 + 17 49 + 2
DLIF n=3 n=3
. 9% + 1% 101 + 0 **
Na n=>5 n=>5
K* 104 +5 116+ 8
n==6 n==6

Tabela 6. Koncentracije C—reaktivnhog proteina (CRP), digoksinu sli¢ni
imunoreaktivni faktora (DLIF), natrijuma (Na") i kalijuma (K*) u serumu
kontrolnih i estradiolom tretiranih pacova. Koncentracije leptina, CRP,
DLIF, Na* i K* su izrazene kao procenat u odnosu na vrednosti kod kontrolnih
pacova (Kontola = 100%) i predstavljaju srednju aritmeti¢ku vrednost + SEM
(Gojazni+Estradiol prema Gojazni **p<0,01, ***p<0,001; Gojazni,
Gojazni+Estradiol prema Kontroli *p<0,01, **p<0,001).

4.3.4. Efekti estradiola na koncentraciju ukupnog holesterola (HOL) i
triglicerida (Tg) u serumu gojaznih pacova tretiranih estradiolom

Na Slici 19. A-B su prikazani rezultati dobijeni merenjem koncetracije ukupnog
holesterola (HOL) i triglicerida (Tg) u serumu gojaznih pacova, kao i u serumu gojaznih
pacova tretiranih estradiolom. Tretman gojaznih pacova estradiolom dovodi do statisticki
znacajnog smanjenja koncentracije HOL u poredenju sa vrednostima dobijenim za gojazne
pacove (HOL: Gojazni 119 £ 9%, Gojazni+Estradiol = 77 £ 3%, **p < 0,01), a ne dovodi
do znacajnijih promena u koncentraciji Tg (Gojazni = 129 + 10%, Gojazni+Estradiol =
148 £ 11%).
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Slika 19. Efekat estradiola na koncentraciju (A) ukupnog holesterola (HOL) i (B)
triglicerida (Tg) u serumu gojaznih pacova. Koncentracija HOL (n = 7-6) i
Tg (n =5) izrazena je kao procenat u odnosu na vrednosti kod kontrolnih pacova
(Kontrola = 100%) i predstavlja srednju aritmeticku vrednost + SEM
(Gojazni+Estradiol prema Gojazni **p<0,01; Gojazni, Gojazni+Estradiol prema
Kontroli *p<0,05, *p<0,01, **p<0,001).

4.3.5. Efekti estradiola na koncentraciju slobodnih masnih kiselina
(SMK) i fosfolipida u plazmi gojaznih pacova

Rezultati dobijeni iz eksperimenata u kojima je izucavan efekat estradiola na
koncentraciju SMK i fosfolipida u plazmi gojaznih pacova su prikazani na Slici 20. Ai B.
Davanje estradiola gojaznim zivotinjama ne dovodi do promene koncentracije SMK i

fosfolipida u odnosu na vrednosti dobijene za ova dva analizirana parametra u serumu
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gojaznih pacova (SMK: Gojazni = 282 + 31%, Gojazni+Estradiol = 284 + 25%j;
Fosfolipidi: Gojazni = 167 + 13%, Gojazni+Estradiol = 171 + 14%)).
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Slika 20. Koncentracija SMK (A) i fosfolipida (B) u plazmi gojaznih pacova
tretiranih estradiolom. Koncentracije SMK (n = 5) i fosfolipida (n = 6-5) su
izrazene kao procenat u odnosu na vrednosti kod kontrolnih pacova (Kontola =
100%) i predstavljaju srednju aritmeticku vrednost + SEM (Gojazni,
Gojazni+Estradiol prema Kontroli “p<0,05, #*p<0,001).

4.3.6. Regulacija aktivnosti Na'/K*-ATPaze i ekspresije al subjedinice
Na'/K*-ATPaze pod delovanjem estradiola u srcu gojaznih pacova

Rezultati merenja efekata estradiola na aktivnost Na'/K*-ATPaze srca gojaznih

pacova su prikazani na Slici 21. Tretman estradiolom dovodi do statisti¢ki znacajnog

povecanja aktivnosti Na'/K*-ATPaze kod gojaznih pacova u odnosu na vrednosti izmerene
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kod gojaznih netretiranih pacova (Gojazni = 58 + 5%, Gojazni+Estradiol = 296 + 41%,
***p < 0,001).
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Slika 21. Efekti estradiola na regulaciju aktivnosti Na'/K'-ATPaze na plazma
membrani kardiomiocita gojaznih pacova. Aktivnost Na'/K'-ATPaze

izrazena je U mmol Pi/h/mg proteina i predstavlja srednju aritmeticku vrednost =
SEM (n =5), (***p<0,001).

Efekt estradiola na ekspresiju al subjedinice Na'/K*-ATPaze kod gojaznih pacova
tretiranih estradiolom analiziran je odredivanjem nivoa fosforilacije na Ser®®, ukupnom
nivou, kao i odnosa fosforilisane forme i ukupnog nivoa proteina al subjedinice Na'/K"-
ATPaze (Slika 22. A-D). Tretman kod gojaznih pacova estradiolom dovodi do statisti¢ki
znacajnog povecanja nivoa fosforilacije (Gojazni = 52 + 11%, Gojazni+Estradiol = 107 +
24%, *p = 0,05) i nivoa proteina za kataliticku o1 subjedinicu Na'/K*-ATPaze (Gojazni =
63 = 15%, Gojazni+Estradiol = 174 £ 19%, **p < 0,01) u poredenju sa vrednostima
dobijenim u grupi gojaznih pacova koji nisu tretirani estradiolom. Izra¢unavanjem odnosa
fosforilisane forme i ukupnog nivoa al subjedinice Na'/K*-ATPaze pokazano je da kod
gojaznih pacova tretiranih estradiolom nije doslo do statisticki znacajnog povecanja ove
vrednosti u odnosu na gojazne netretirane pacove (Gojazni = 87 + 5%, Gojazni+Estradiol
=105 * 7%).
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Slika 22. Efekti estradiola na nivo fosforilacije na amino kiselini Ser? i ekspresiju al
subjedinice Na'/K*-ATPaze na plazma membrani kardiomiocita gonaznih
pacova. A. Nivo fosforilacije ol subjedninice Na'/K*-ATPaze na Ser® (p-al
Na'/K*-ATPaze); (n = 3-4). B. Nivo ekspresije ol subjedinice Na'/K*-ATPaze
(p-al Na'/K*-ATPaze); (n = 4-5). C. Odnos fosforilisane forme na Ser®® i
ukupne ol Na'/K*-ATPaze (p-al Na'/K'-ATPaze /al Na'/K*-ATPaze); (n = 3-
4). D. Reprezentativni western blot fosforilacije al subjedinice Na'/K*-ATPaze
na amino kiselini Ser? i ekspresije al subjedinice Na'/K*-ATPaze. Rezultati su
izrazeni kao procenat od vrednosti dobijene za kontrolu (Kontrola=100%) i
predstavljaju srednju aritmeticku vrednost =+ SEM (Gojazni+Estradiol prema
Gojazni  *p<0,05, **p<0,01; Gojazni, Gojazni+Estradiol prema Kontroli
#0<0,05, #p<0,01).

4.3.7. Imunohistohemijska detekcija Na'/K'-ATPaze u srcu gojaznih i
kontrolnih pacova

Imunoreaktivnost na Na*/K*-ATPazu kod gojaznih pacova tretiranih estradiolom,
kao i netretiranih gojaznih pacova prikazana je u predelu slobodnog zida leve komore

(Slici 23. A-F) i u predelu septuma (Slici 24. A-F). Dobijeni rezultati pokazuju da nije
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zapzena promena u imunorekativnosti na Na'/K'-ATPazu izmedu ispitivanih grupa

pacova.

200 im

Slika 23. Imunohistohemijsko bojenje na Na'/K*-ATPazu u predelu slobodnog zida
leve komore. (UltraVision/DAB; uveli¢anja: A i B-40x, C i D-100x, E i F-
200x) Gojazni — gojazni pacovi (A, C, E); Gojazni+Estradiol — gojazni pacovi
tretirani estradiolom (B, D, F).
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Slika 24. Imunohistohemijsko bojenje na Na'/K'-ATPazu u predelu septuma.
(UltraVision/DAB; uveli¢anja: A i B-40x, C i D-100x, E i F-200x). Gojazni
pacovi (Slika 25. A, C, E); Gojazni+Estradiol pacovi (Slika 25. B, D, F).
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4.3.8. Fosforilacija i nivo proteina za Akt i ERK1/2 pod delovanjem
estradiola u srcu gojaznih pacova

4.3.8.1. Efekti estradiola na fosforilaciju i nivo proteina za Akt kinazu u
srcu gojaznih pacova

Efekat estradiola na Akt kinazu u srcu gojaznih pacova analiziran je odredivanjem

nivoa fosforilacija Akt na Ser*’®

, hivoa ukupnog, tj. bazalnog nivoa Akt proteina, kao i
odnosa izmedu fosforilisane forme Akt i njenog ukupnog proteina. Rezultati sve tri analize
su prikazani na Slici 25. A-D. Moze se uociti da estradiol kod gojaznih pacova ne menja
fosforilaciju (Gojazni = 107 £ 5%, Gojazni+Estradiol = 120 + 8%), kao i nivo ukupnog
Akt proteina (Gojazni = 111 + 6%, Gojazni+Estradiol = 112 + 10%) u poredenju sa
vrednostima dobijenim u grupi gojaznih, netretiranih pacova. Odnos fosforilisane forme
Akt na aminokiselini Ser*”® i ukupnog Akt pokazao je da kod gojaznih pacova koji su
tretirani estradiolom dolazi do statisti¢ki znacajnog povecanja ove vrednosti u odnosu na
gojazne, estradiolom netretirane pacove (Gojazni = 90 + 2%, Gojazni+Estradiol = 118 +

9%, *p < 0,05).
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Slika 25. Efekat estradiola na nivo fosforilacije Akt na amino kiselini Ser®”® i
ukupnog Akt proteina u srcu gojaznih pacova tretiranih estradiolom. A.
Reprezentativni western blot Akt fosforilacije; B. Nivo fosforilacije Akt na
Ser*® (p-Akt); (n = 6). C. Nivo ukupnog Akt (Ukupni Akt); (n = 6). D. Odnos
vrednosti p-Akt i ukupnog Akt (p-Akt/Ukupni Akt); (n = 5). Rezultati su
izrazeni kao procenat u odnosu na vrednosti kod kontrolnih pacova (Kontola =
100%) i predstavljaju srednju aritmeti¢ku vrednost £ SEM (Gojazni+Estradiol
prema Gojazni *p<0,05; Gojazni, Gojazni+Estradiol prema Kontroli
"9<0,001).

4.3.8.2. Fosforilacija i nivo proteina za ERK1/2 kinazu pod delovanjem
estradiola u srcu gojaznih pacova

Efekti koje estradiol ostvaruje na ERK1/2 kinaze u srcu gojaznih pacova analiziran

je odredivanjem nivoa fosforilacije ERK1/2 na amino kiselinama Thr?® j Tyr?*

, hivoa
ukupnog ERK1/2 proteina, kao i iz odnosa fosforilisane forme ERKZ1/2 i njegovog
ukupnog proteina. Rezultati prikazani na Slici 26. (A-D) pokazuju da tretman estradiolom
nije doveo do statisticki znacajnih promena u nivou fosforilacije (Gojazni = 142 + 15%,

Gojazni+Estradiol = 136 = 26%) i ekspresije ukupnog ERK1/2 kod gojaznih pacova u
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odnosu na netretirane gojazne pacove (Gojazni = 111 + 6%, Gojazni+Estradiol = 105 +
5%). Odnos fosforilisane forme ERK1/2 i ukupne ERK1/2 pokazao je da tretman
estradiolom ne dovodi do statisti¢ki znacajnih razlika ove vrednosti kod gojaznih pacova u
odnosu na gojazne pacove Koji nisu tretirani estradiolom (Gojazni = 105 % 5%,
Gojazni+Estradiol = 111 + 7%).
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Slika 26. Efekti estradiola na regulaciju fosforilacije ERK1/2 na aminokiselinama
Thr®? i Tyr®® i ukupnog ERKZ1/2 proteina u srcu gojaznih pacova. A.
Reprezentativni western blot ERK1/2 fosforilacije; B. Nivo fosforilacije ERK
1/2 na aminokiselinama Thr?® i Tyr®® (p-ERK1/2); (n = 7). C. Nivo ukupnog
ERK1/2 (Ukupni ERK1/2); (n = 7). D. Odnos p-ERK1/2 i ukupnog ERK1/2 (p-
ERK1/2 /Ukupni ERK1/2); (n = 5). Rezultati su izrazeni kao procenat u odnosu
na vrednosti kod kontrolnih pacova (Kontola = 100%) i predstavljaju srednju
aritmeticku vrednost = SEM (Gojazni, Gojazni+Estradiol prema Kontroli
#p<0,05).

4.3.9. Uticaj estradiola na transverzalni dijametar kardiomiocita
gojaznih pacova

Rezultati merenja transverzalnog dijametra kardiomiocita gojaznih pacova tretiranih

estradiolom, u nivou jedra su prikazani na Slici 27. A'i B. Iz prikazanih rezultata jasno se
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moze uociti da tretman estradiolom dovodi do statisticki znaCajnog smanjenja

transverzalnog dijametra kardiomiocita kod gojaznih pacova u odnosu na gojazne,

netretirane Zivotinje (Gojazni = 110,1 £ 0,5%; Gojazni+Estradiol = 103,2 £ 0,3%; ***p <
0,001).
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Slika 27. Efekat estradiola na transverzalni dijametar kardiomiocita gojaznih
pacova. A. Uporedni prikaz transverzalnih dijametra kardiomiocita na ise¢cima
tkiva srca. B. Rezultati dobijeni merenjem transverzalnog dijametra
kardiomiocita u nivou jedra (n = 300) su izrazeni kao procenat u odnosu na
vrednosti kod kontrolnih pacova (Kontrola = 100%) i predstavljaju srednju
aritmeticku vrednost + SEM (Gojazni+Estradiol prema Gojazni ***p<0,001;
Gojazni, Gojazni+Estradiol prema Kontroli *p<0,001).
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5. DISKUSIJA

Ova doktorska disertacija zasnovana je na hipotezi da estradiol in vivo uti¢e na
morfologiju éelija srca i regulise aktivnost i ekspresiju Na'/K*-ATPaze mehanizmom Kkoji
ukljucuje ucesc¢e Akt i ERK1/2 u srcu normalnih pacova. Takode je postavljeno da u
patofiziolo§kim stanjima kao §to je stanje gojaznosti, ¢esto zdruzeno sa IR (Gomez-Perez i
sar., 2008; Riant i sar., 2009), u kojem su aktivnost i ekspresija Na'/K*-ATPaze smanjene
(lannello i1 sar., 1994; Ilannello i sar., 2007), a hipertrofija celija srca izraZena
(Rajapurohitam i sar., 2003; Ouwens i sar., 2005; Leopoldo i sar., 2010), estradiol dovodi
do povedéanja aktivnosti i ekspresije Na*/K*-ATPaze i ublazavanja hipertrofije ¢elija srca.
Do sada su izu¢avani in vitro efekti estradiola na regulaciju Na*/K*-ATPaze (Isenovic i
sar., 2002; Sudar i sar., 2008) na razlic¢itim celijskim linijama (Li i sar., 2011; Gracelli i
sar., 2012) i kulturama (Sudar i sar., 2008; Laube i sar., 2011), dok su njegovi efekti na
morfologiju ¢elija srca, kako u normalnim tako 1 u patofizioloskim uslovima, nedovoljno
dokumentovani u literaturi. Takode, ne postoje podaci koji povezuju promene u regulaciji
Na'/K*-ATPaze sa promenama u morfologiji ¢elija srca pod delovanjem estradiola u
normalnim i patofizioloskim uslovima. Nedovoljno je poznato nekoliko kljuénih pitanja u
in vivo efektima estradiola u mehanizmima njegovog delovanja na regulaciju Na'/K*-
ATPaze i morfologiju srca. Stoga su za proucavanje uloge: Glu, INS, CRP, DLIF, Na*, K,
SMK, fosfolipida, aktivnosti i ekspresije Na'/K'-ATPaze, Akt i ERK1/2 i njihovih
medusobnih odnosa u regulaciji Na'/K'-ATPaze i morfologije srca, pod in vivo
delovanjem estradiola u okviru ove doktorske disertacije koris¢eni eksperimenti koji su
obuhvatili tretmane normalno uhranjenih i gojaznih pacova estradiolom u dozi od 40pg/kg
injeciranom 24 sata pre zrtvovanja.

Takode, ne postoje literaturni podaci koji povezuju in vivo efekte estradiola na

Na'/K*-ATPazu i morfologiju srca sa aktivnos¢u Akt i ERK1/2, stoga je takode jedan od
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ciljeva ove doktorske disertacije bio i izuCavanje povezanosti aktivnosti i ekspresije
Na'/K*-ATPaze i morfologije srca, sa efektima estradiola na aktivaciju Akt/ ERK1/2
signalnog puta u srcu normalnih i gojaznih pacova.

Za izuCavanje gore navedenih parametara u okviru ove doktorske disertacije
koris¢eni su muzjaci Wistar pacova, kako bi se izbegle cirkardijalne varijacije nivoa
estradiola. Osim toga koris¢enje Zenki pacova zahteva bilateralnu ovarijektomiju, ¢ime se
uklanja endogeni estradiol i sledstveno dovodi do razvoja IR, gojaznosti, inflamacije i
razli¢itih kardiovaskularnih komplikacija (Kumagai i sar., 1993; Wagner i sar., 1998; Hao
I sar., 2010; Stubbins i sar., 2012; Handgraaf i sar., 2013; Zhu i sar., 2013). Takode,
pokazano je da tretman muzjaka pacova estradiolom smanjuje remodelovanje srca
(Gardner i sar., 2010), a da su Zenke pacova zasticene od bolesti srca jer njihove celije
poseduju zastitni fenotip.

Doza apliciranog estradiola je izabrana na osnovu na$ih ranijih eksperimenata
(Koricanac i sar., 2011), kao i literaturnih podataka drugih autora (Barbacanne i sar., 1999;
Ren i sar., 2003; Wu i sar., 2008). Poznato je da estradiol dovodi do morfoloskih promena
u srcu (Gardner i sar., 2010; Janicki i sar., 2013) i da je 24 sata nakon in vivo aplikacije
postignuta dovoljna kocentracija estradiola u cirkulaciji da ostvari kardioprotektivne efekte

(Duncan i sar., 2002). Stoga su nakon 24 sata zivotinje Zrtvovane.

5.1. In vivo efekti estradiola na regulaciju Na'/K*-ATPaze i morfologiju
srca pacova

Za izuCavanje in vivo efekata estradiola u fizioloskim uslovima, koji svojim
delovanjem ostvaruje kardioprotektivne efekte, u okviru ove doktorske disertacije
koriS¢ene su dve grupe pacova uhranjenih standardnom laboratorijskom hranom tokom 10
nedelja, i 24 sata pre zrtvovanja pacovima iz jedne grupe davan je estradiol
intraperitonealno, dok je pacovima iz druge grupe davana ista koli¢ina 1% etanola u
fizioloSkom rastvoru. Radi utvrdivanja efekata estradiola na morfologiju srca u normalnim
fizioloskim uslovima uporedivane su mase srca, odnosi mase srca i mase tela pacova,
transverzalni dijametri kardiomiocita i koncentracije ukupnih proteina u lizatima srca.
Vrednosti mase srca, odnosa mase srca i mase tela pacova (Tabela 1.), kao i transverzalni
dijametri kardiomiocita (Slika 7. A i B) nisu se znacajno razlikovale kod pacova tretiranih

estradiolom u odnosu na netretirane pacove, S$to ukazuje da estradiol u fizioloSkim
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uslovima ne dovodi do znacajnih promena u morfologiji ¢elija srca. Medutim, tretman
estradiolom doveo je do statisticki znac¢ajnog povecanja ukupne koncentracije proteina u
lizatima izolovanih srca pacova u poredenju sa kontrolnim vrednostima (Tabela 1.), sto je
u saglasnosti sa podacima iz literature, koji pokazuju da estradiol svojim delovanjem
dovodi do poveéanja ekspresije razlicitih proteina u srcu (Liu i sar., 2007; Tepavcevic i
sar., 2011).

Mnogobrojni literaturni podaci ukazuju na vaznost regulacije Na'/K*-ATPaze u
razli¢itim patolo$kim stanjima srca (Shamraj i sar., 1993; Schwinger i sar., 2003; Liu i sar.,
2012). Tokom hipertrofije srca dolazi do smanjenja ekspresije Na'/K*-ATPaze (Zahler i
sar., 1996; Schwinger i sar., 2003), sto moze da dovede do ozbiljnijih komplikacija poput
sréane insuficijencije (Norgaard i sar., 1988; Schwinger i sar., 2003; Nadal-Ginard i sar.,
2003). Nedavno su Liu i saradnici pokazali da smanjenje Na'/K*-ATPaze u tkivu srca,
indukovano  marinobufageninom, dovodi do aktivacije apoptotiénog puta U
kardiomiocitima i njihove smrti, $to za posledicu ima razvoj hipertrofije (Liu i sar., 2012).
Kardioprotektivne efekate estradiol ostvaruje i regulacijom aktivnosti i ekspresije Na'/K*-
ATPaze u KVS (Dzurba i sar., 1997; Isenovic i sar., 2002; Li i sar., 2011). U nasim
eksperimentima smo pokazali da tretman pacova estradiolom dovodi do znacajnog
poveéanja aktivnosti Na'/K'-ATPaze (Slika 1.) i ekspresije ol subjedinice Na'/K'-
ATPaze (Slika 2. B) u srcu pacova. Takode smo pokazali da estradiol dovodi do znac¢ajnog
poveéanja nivoa fosforilacije al subjedinice Na*/K*-ATPaze na aminokiselinskom ostatku
Ser?®, kao i vrednosti odnosa fosforilisane forme i ukupnog nivoa al subjedinice Na*/K*-
ATPaze, u poredenju sa vrednostima dobijenim za kontrolne pacove (Slika 2. A i C).
Imunohistohemijskim bojenjem tkiva srca se uocava da je imunoreaktivnost na Na'/K"-
ATPazu membranskog tipa (Slika 3. i 4.), sto ukazuje da je Na'/K'-ATPaza vise
zastupljena na plazma membranama kardiomiocita, kao i da ne postoji znacajna razlika u
intezitetu bojenja u obe eksperimentalne grupe. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa nasim
ranijim radovima u kojima smo pokazali da tretman ¢elija in vitro estradiolom dovodi do
znadajnog povecanja ekspresije al subjedinice Na'/K'-ATPaze (Sudar i sar., 2008).
Radovi drugih autora takode ukazuju da estradiol pozitivno regulise aktivnost i ekspresiju
Na'/K*-ATPaze. Tako su, Laube i saradnici (2011) pokazali da estradiol in vitro uti¢e na
znadajno povecéanje aktivnosti i ekspresije Na'/K'-ATPaze, u epitelnim éelijama alveola
izolovanim iz fetusa pacova, Palacios i saradnici (2004) da estradiol in situ dovodi do

povecanja ekspresije a2 subjedinice Na'/K'-ATPaze i iRNK 02 subjedinice Na'/K'-
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ATPaze u aorti izolovanoj iz muzjaka pacova, a Dzubra i saradnici (1997) da tretman
ovarijektomisanih zenki pasa estradiolom dovodi do znacajnog povecanja aktivnosti
Na'/K*-ATPaze. Nedavno su Gracielli i saradnici (2012) ispitivali in vivo efekte estradiola
na ekspresiju i aktivnost Na'/K*-ATPaze u kori bubrega ovarijektomisanih Zenki pacova
Wistar soja i pokazli da su aktivnost Na*/K*-ATPaze i ekspresija al subjedinice Na'/K"-
ATPaze vraceni na isti nivo kao kod kontrolnih pacova, za razliku od ovarijektomisnih
netretiranih Zenki kod kojih su oba ova parametra zna¢ajno smanjena u odnosu na kontrolu
(Gracelli i sar., 2012). Takode, in vitro eksperimenti u istoj studiji (Gracelli i sar., 2012) su
pokazali da tretman celija estradiolom u toku 24 sata, dovodi do znacajnog povecéanja
ekspresije al subjedinice i aktivnosti Na'/K*-ATPaze. Rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj
disertaciji po prvi put ukazuju da estradiol davan muZjacima pacova u fizioloSkim
uslovima poveéava aktivnost i ekspresiju Na'/K*-ATPaze u srcu i na taj na¢in ispoljava
kardioprotektivne efekte. Brza promena aktivnosti Na'/K'-ATPaze koja nastaje pod
uticajem razli¢itih hormona ili faktora sredine ukazuje na postojanje mehanizma brze
regulacije Na'/K'-ATPaze. Pokazano je da pod uticajem hormona dolazi do brze
translokacije novosintetisanih subjedinica Na'/K*-ATPaze iz citoplazme na membranu i
poveéanja njene aktivnosti (Hundal i sar., 1992; Al-Khalili i sar., 2003; Al-Khalili i sar.,
2004; Efendiev i sar., 2007). Takode je pokazano da kardija¢ni glikozidi u malim
koncentracijama, nakon vezivanja za vancelijski deo Na'/K'-ATPaze mogu da iniciraju
signalnu kaskadu unutar celije aktivacijom inozitol 1,4,5-trisfosfat receptora na
endoplazmatskom retikulumu (Aizman i sar., 2001; Aperia 2007) ili Src kinaze (Tian i
sar., 2006). Direktna fosforilacija i defosforilacija Na'/K*-ATPaza koje su prisutne na
membrani posredstvom protein kinaza i fosfataza je dokumentovana u literaturi, ali
fosforilacija Na'/K'-ATPaze kao mehanizam regulacije njene aktivnosti jos uvek je
kontroverzan (Chibalin i sar., 1998; Chibalin i sar., 1999; Therien i Blostein 2000; Fuller i
sar., 2013). To ne zna¢i da fosforilacija Na'/K*-ATPaze kao mehanizam regulacije njene
aktivnosti nema fizioloSku znacajnost, ve¢ ukazuje na postojanje mnogo kompleksnijeg
mehanizma njene regulacije. S obzirom da mnogi hormoni uticu na aktivnost protein
kinaza i fosfataza, reverzibilna fosforilacija Na'/K*-ATPaze moZe predstavljati jo§ jedan
nacin regulacije njene aktivnosti.

U cilju izucavanja in vivo efekata estradiola na aktivnost i ekspresiju Na'/K"-
ATPaze, u daljem radu nas je interesovalo da li estradiol svojim delovanjem dovodi do

promena u koncentraciji DLIF i koncentracije Na* i K* jona u plazmi i serumu pacova.
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DLIF su potentni endogeni kardija¢ni steroidi i predstavljaju inhibitore aktivnosti Na'/K"-
ATPaze. Vezivanjem DLIF za vancelijski deo a subjedinice na mestu gde se vezuje K*
dovodi do blokiranja transporta jona Na* i K*, to za uzrok ima narusavanje asimetri¢ne
distribucije Na* i K* u i van ¢elije. U cilju uspostavljanja normalnog rada srca digoksin se
Cesto prepisuje u terapiji kod pacijenata koji imaju kongestivnu sr¢anu insuficijenciju, kao
I pacijenata sa nekim tipovima aritmija srca (Gheorghiade i sar., 1995; Group 1997).
Budu¢i da ima pozitivan inotropni efekat i da visoke doze povecavaju smrtnost kod
pacijenata sa sréanom insuficijencijom digoksin se daje u niskim dozama (Rathore i sar.,
2003). Kardija¢ni glikozidi i endogeni kardiotoni¢ni steroidi nakon vezivanja za Na'/K"-
ATPazu u veoma malim koncentracijama dovode do aktivacije signalnih puteva (Aperia
2007; Bagrov i sar., 2009). Merenjem koncentracije DLIF u plazmi u na$im
eksperimentima pokazano je da in vivo tretman estradiolom dovodi do znacajnog
smanjenja koncentracije DLIF u odnosu na kontrolne vrednosti (Tabela 2.). U nedostatku
literaturnih podataka koji ukazuju na uticaj estradiola na koncentraciju DLIF, moze se
pretpostaviti da davanje estradiola dovodi do smanjenja sinteze DLIF na taj nacin Sto
estradiol smanjuje koncentraciju holesterola, zajedni¢kog prekurzora za sintezu kako DLIF
(Lichtstein i sar., 1998; Bagrov i sar., 2009), tako i estradiola. Imajuci u vidu da je osnovna
uloga Na'/K*-ATPaze izbacivanje Na" iz ¢elije, a ubacivanje K* u ¢éeliju, $to je neophodno
za normalno odvijanje procesa u ¢eliji, u daljem radu smo merili nivo Na* i K" pod
delovanjem estradiola. Dobijeni rezultati pokazuju da je tretman estradiolom znacajno
smanjio nivo Na‘, dok nije doveo do promena koncentracije K" u serumu pacova u
poredenju sa kontrolnim vrednostima (Tabela 2.). S obzirom, da slede¢i rezultati pokazuju
da su aktivnost i ekspresija Na'/K'-ATPaze znacajno poveéane kod pacova tretiranih
estradiolom, a da su koncentracije Na* i K" u okviru referentnih vrednosti (referentne
vrednosti za Wistar pacova: K™ = 5,2-7,8 mM, Na* = 141-150 mM), zajedno ovi rezultati
ukazuju da nije narusena homeostaza Na* i K* jona, kao i da je malo snizenje koncentracije
Na* kod pacova tretiranih estradiolom mozda odgovor na stres.

Estradiol utice na aktivnost i ekspresiju Na'/K'-ATPaze aktivacijom visestrukih
signalnih puteva kao sto su Akt, PKA, PKC i ERK 1/2 (Ewart i Klip, 1995; Isenovic i sar.,
2003; Levin 2005; Sudar i sar., 2008). Medutim, retki su radovi u kojima je pokazan da
estradiol dovodi do aktivacije i ekspresije Na'/K*-ATPaze estradiolom, signalnim putem
koji ukljucuje PI3K i Akt (Isenovic i sar., 2002; Isenovic i sar., 2004; Sudar i sar., 2008) u
srcu. Aktivacija PI3K/Akt signalnog puta je bitna za ostvarivanje efekta estradiola u srcu,
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Sto je i pokazano u nasim ranijim radovima (Koricanac i sar., 2009), kao i radovima drugih
autora (Camper-Kirby i sar., 2001; Patten i sar., 2004). Izucavaju¢i in vivo efekte
estradiola u okviru ove doktorske disertacije pokazali smo da ne dolazi do statisticki
znacajnih promena u nivou ekspresije ukupnog Akt proteina u srcu (Slika 5. C), sto je u
saglasnosti sa nasim ranijim radovima (Koricanac i sar., 2009). Medutim, estradiol dovodi
do aktivacije signalnog puta koji ukljucuje fosforilaciju i aktivaciju PI3K, a potom i PDK1

kinaze koja fosforilise Akt na aminokiselinskom ostatku Thr*® §

to je polovi¢no aktivira
(Alessi i Cohen, 1998; Manning i Cantley, 2007). Za potpunu aktivaciju Akt neophodna je
fosforilacija i na drugom aminokiselinskom ostatku Ser*”® (Alessi i Cohen, 1998;
Sarbassov i sar., 2005). Potpuna aktivacija Akt dovodi do fosforilacije razlicitih supstrata u
citoplazmi i jedru, koji potom reguliSu razli¢ite Celijske procese (Hemmings i Restuccia,
2012). Tako da smo u daljem radu izucavali efekte estradiola na aktivnost Akt,

473

odredivanjem fosforilacije Akt na aminokiselinskom ostatku Ser™™”, i dobijeni rezultati

pokazuju da estradiol dovodi do statisticki znac¢ajnog povecanja nivoa fosforilacije Akt na

amino kiselini Ser*”

, U poredenju sa fosforilacijom Akt u grupi netretiranih pacova (Slika
5. B i D). Ovako dobijeni rezultati su u saglasnosti sa nasim ranijim radovima (Isenovic i
sar., 2003; Sudar i sar., 2008), kao i radovima drugih autora (Ren i sar., 2003; Sovershaev i
sar., 2006). In vitro tretman kardiomiocita estradiolom ili genestinom povecava nivo fosfo-
Akt (Ser*”®) u jedru (Camper-Kirby i sar., 2001; Huang i Kaley, 2004). Ovi rezultati
ukazuju na vaznu ulogu koju Akt, aktivirana pod delovanjem estradiola ima u srcu, tj. u
regulaciji funkcije i prezivljavanja ¢éelija srca (Huang i Kaley 2004; Matsui i Rosenzweig
2005).

Pored Akt, pokazano je da su i ERK1/2 kinaze ukljuene u regulaciju Na'/K"-
ATPaze (Al-Khalili i sar., 2004; Isenovic i sar., 2004; Sudar i sar., 2008; Lei i sar., 2008) i
da je za punu aktivnost ERK1/2 kinaza neophodna fosforilacija na aminokiselinskim
ostacima Thr?®® i Tyr®® (Payne i sar., 1991; Kehat i Molkentin, 2010). U ranijim
eksperimentima u kojima smo Koristili PD98059, specifi¢ni inhibitor ERK1/2, pokazali
smo da dolazi do smanjenja aktivnosti Na',K'-ATPaze, $to ukazuje da su ERK1/2
ukljucene u signalni put regulacije Na',K*-ATPaze (Isenovic i sar., 2004). Kasnije smo
pokazali da estradiol in vitro dovodi do povecéanja fosforilacije ERK1/2, sto je u korelaciji
sa poveéanjem ekspresije al subjedinice Na*/K*-ATPaze (Sudar i sar., 2008). Al-Khalili i
saradnici (2003) su pokazali da nakon aktivacije ERK1/2 kinaza dolazi do fosforilacije a

subjedinice Na*,K"-ATPaze u citoplazmi $to dovodi do translokacije ove pumpe na plazma
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membranu. Medutim, ovi rezultati po prvi put ukazuju na in vivo efekat estradiola na
ERK1/2 kinaze, kao i povezanost aktivnosti ERK1/2 sa aktivnoséu i ekspresijom Na*, K-
ATPaze kod muzjaka pacova. Pokazali smo da estradiol dovodi do zna¢ajnog poveéanja
fosforilacije ERK1/2 na amino kiselinama Thr®® i Tyr*® kao i da je odnos fosforilisane
forme ERK1/2 i ukupnog ERK1/2 proteina znacajno povecan, u poredenju sa kontrolnim
pacovima, dok je bazalni, odnosno ukupni nivo ERK1/2 kinaza ostao nepromenjen (Slika
6. A-D). Dobijeni rezultati ukazuju da je aktivacija obe kinaze Akt i ERK1/2, neophodan
korak u ostvarivanju efekata estradiola na povecanje aktivnosti i membranskog sadrzaja
Na*,K*-ATPaze u srcu pacova. lako se Akt i ERK1/2 kinaze aktiviraju razli¢itim
signalnim putevima i ucestvuju u razlicitim ¢elijskim procesima u fizioloskim uslovima, u
nasim ranijim eksperimentima (Isenovic i sar., 2004; Isenovic i sar., 2009), kao i u
radovima drugih autora (Campbell i sar., 2004; Deschamps i Murphy, 2009; Niba i sar.,
2013) je pokazano da su u ostvarivanju svojih efekata Akt i ERK1/2 kinaze povezane i da
specifi¢na inhibicija jedne kinaze umanjuje efekat druge. Ovi podaci dodatno usloznjavaju
signalne puteve delovanja estradiola u ¢eliji i takode ukazuju na kompleksnost mehanizma
regulacije Na'/K*-ATPaze, pod delovanjem estradiola preko signalnog puta u kome su
jedni od aktera Akt i ERK1/2.

5.2. Promene u regulaciji Na'/K'-ATPaze i morfologije srca u
eksperimentalnim uslovima gojaznosti i insulinske rezistencije

Sledeca serija eksperimenata bila je usmerena na izu¢avanja promena u regulaciji
Na'/K*-ATPaze i morfologije srca pacova koji su bili na ishrani bogatoj mastima. Ishrana
obogacena mastima, priznat je metod razvoja gojaznosti zdruzene sa IR, koja dovodi do
kompleksnih i multifaktorijalnih posledica u KVS (Woods i sar.,, 2003; Aguila i
Mandarim-de-Lacerda 2003; Buettner i sar., 2006). Jo$ su Samuels i saradnici (1942)
uocili da se kod pacova hranjenih hranom kod koje 70% energije poti¢e od masti razvija
gojaznost, pracena brojnim komplikacijama, a Masek i Fabry su 1959 uveli termin HF
ishrana (Masek i Fabry 1959; Buettner i sar., 2006). U literaturi postoji veliki broj
razli¢itih tipova HF ishrane u kojima se koriste masti biljnog ili zivotinjskog porekla, dok
udeo masti varira izmedu 20—60% (Buettner i sar.,, 2007). Nacin pripremanja
nebalansirane hrane bogate mastima moze podrazumevati zamenu ugljenih hidrata ili

proteina mastima, ili jednostavno dodavanjem masti standardnoj laboratorijskoj hrani

87



5. DISKUSIUA

(Buettner i sar., 2007). Eksperimenti u okviru ove doktorske disertacije dizajnirani su na
modelu gojaznosti. Merenjem telesnih masa na pocetku eksperimenta i nakon 10 nedelja,
ustanovili smo da primenjeni rezim HF ishrane dovodi do razvoja gojaznosti. Finalne mase
tela, izmerene neposredno pre zZrtvovanja su bile ve¢e kod gojaznih pacova, ali se nisu
statisti¢ki znacajno razlikovale, za razliku od razlike finalne i inicijalne mase koje su bile
statisticki znacajno vece kod gojaznih pacova u odnosu na kontrolne, §to je potvrda da je
primenjen rezim HF ishrane sa 42% masti, u nasim eksperimentima indukovao razvoj
gojaznosti (Tabela 3.).

Pored razvoja gojaznosti i IR, HF ishrana indukuje razvoj brojnih patofizioloskih
komplikacija kao §to su bolesti srca. Naime, u stanju gojaznosti postepeno dolazi do
razli¢itih promena u srcu, kao $to su promene u intersticijalnom tkivu, ukljuéujuéi vezivno
tkivo i krvne sudove gde dolazi do nakupljanja lipida, poveéanja kolagenih vlakana i
proliferacije fibroblasta, dok u kardiomiocitima dolazi do pojave vakuolizacije citoplazme,
odsustva i/ili dezorganizacije miofilamenata, proSirenja Sarkoplazmatskog retikuluma,
promena na mitohondrijama (Abel i sar., 2008; Leopoldo i sar., 2010). Sve ove promene
dovode do strukturnih i funkcionalnih promena u srcu, koje dovode do pojave ishemijske
kardiomiopatije, a koje se u pocetnoj fazi manifestuju hipertrofijom kardiomiocita LK
(Abel i sar., 2008; Gray i Kim, 2011). Pokazano je da kod Wistar pacova koji su sedam
nedelja bili na HF ishrani sa 50,4% masti, dolazi do razvoja gojaznosti i hipertrofije srca
(Ouwens i sar., 2005). Do sli¢nih rezultata dosli su Leopoldo i saradnici (2010), koji su
Wistar pacove podvrgnuli HF ishrani sa 42,5% masti u trajanju od 15 nedelja. Radi
utvrdivanja uticaja gojaznosti na razvoj patoloSkih stanja srca gojaznim pacovima kao i
pacovima iz kontrolne grupe, merili smo mase srca, odredivali odnose mase srca i tela
pacova, merili transverzalne dijametre kardiomiocita i koncentraciju ukupnih proteina u
lizatima izolovanih srca. Mase srca (Tabela 3.) i transverzalni dijametar kardiomiocita
(Slika 17.) znacajno su povecani kod gojaznih pacova u odnosu na kontrolne, dok se
odnosi mase srca i tela pacova nisu znacajno razlikovali (Tabela 3.). Dobijeni rezultati su
u saglasnosti sa rezultatima drugih autora koji su pokazali da HF ishrana i gojaznost
zdruzena sa IR dovode do hipertrofije LK srca (Ouwens i sar., 2005; Leopoldo i sar., 2010;
Tian i sar., 2012) i razvoja hipertenzije, usled sistemske i lokalne aktivacije sistema renin-
angiotenzin. To za posledicu ima hroni¢no oslobadanje angiotenzina Il (ANG II), hormona
koji deluje kao vazokonstriktor, inicijator rasta i inflamacije (de Kloet i sar., 2010; Kotsis i

sar., 2010; Ha i sar., 2011), sto dodatno uti¢e na nastanak hipertrofije srca. Odredivanjem
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ukupne koncentracije proteina u lizatima izolovanih srca pacova pokazali smo da su
koncentracije proteina znacajno povecane kod gojaznih pacova u poredenju sa kontrolnim
(Tabela 3.). Ovakav rezultat se moze dovesti u vezu sa razvojem hipertrofije srca koju
prati povecana ekspresija strukturnih proteina (Rajapurohitam i sar., 2003). Rajapurohitam
I saradnici (2003) su u in vitro eksperimentima na kardiomiocitima pokazali da leptin, koji
je znacajno povecéan u stanju gojaznosti, dovodi do razvoja hipertrofije kardiomiocita i do
znacajnog povecanja ekspresije a-aktina i miozina. Osim toga pokazali smo da je nivo
leptina, u serumu, kod gojaznih pacova bio znafajno povecan u poredenju sa normalno
hranjenim pacovima (Tabela 4.).

Vise puta je naglaSeno da je gojaznost Cesto zdruzena sa IR. U fizioloskim
uslovima INS nakon vezivanja za svoj receptor aktivira nishodnu signalnu kaskadu,
odnosno fosforilaciju signalnih proteina, poput PI3K i Akt (Abel i sar., 2012). Potom,
dolazi do Akt-indukovane translokacije GLUT transportera iz unutarcelijskih depoa do
plazma membrane §to omogucava ulazak Glu u ¢elije (Bertrand i sar., 2008). Medutim, u
stanju gojaznosti dolazi do smanjenja senzitivnosti Celija na INS, tako da pankreas
pojacano luci INS kako bi se postigle fizioloske funkcije, §to tokom duzeg vremenskog
perioda dovodi do poremecaja funkcije B ¢elija pankreasa i nastanka IR (Morisco i sar.,
2006). U nasim eksperimentima smo pokazli da ishrana bogata mastima dovodi do
znacajnog povecanja koncentracije Glu i INS u serumu gojaznih pacova u odnosu na
koncentracije u serumu kontrolnih zivotinja (Slika 8. A i B), §to je u skladu sa naSim
ranijim rezultatima (Sudar 2011), kao i rezultatima drugih autora (Riant i sar., 2009;
Akamine i sar., 2010; Yonezawa i sar., 2012). Pored koncentracije Glu i INS rac¢unali smo
indekse HOMA-IR i HOMA-B kako bi smo potvrdili da je doslo do razvoja IR. Statisticki
znaajno povecanje u vrednostima HOMA-IR ukazuje da je doSlo do smanjenja
senzitivnosti ¢elija na INS kod gojaznih pacova, dok pove¢anje HOMA-B ukazuje na
smanjenje sposobnosti § ¢elija pankreasa da lu¢e INS (Slika 8. C i D) i ovi rezultati su u
saglasnosti sa nasim ranijim rezultatima (Sudar, 2011), kao i rezultatima drugih autora
(Chen i sar., 2010; Wilson i Islam, 2012; Beaudry i sar., 2013; Gomez-Perez i sar., 2008).

lako se razgradnjom SMK stvara vise molekula ATP po gramu supstrata u odnosu
na Glu ili laktat, Glu i laktat proizvode vise ATP po molu kiseonika (Shiojima i Walsh,
2006; Chaanine i Hajjar, 2011), $to je posebno bitno u stanjima ishemije srca, kada je nivo
dostupnog kiseonika ogranicen (Chaanine i Hajjar, 2011). Odnos koncentracije SMK i Glu

kao supstrata za proizvodnju ATP u srcu zavisi od vise faktora kao S§to su: energetske
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potrebe srca, koncentracije supstrata u cirkulaciji, dostupnog kiseonika i hormona (Pulakat
I sar., 2011). Srce se brzo prilagodava na fluktuacije u koncentraciji dostupnih supstrata, na
razli¢ite naCine Sto mu omogucava metaboliCcku fleksibilnost tokom povecane fizicke
aktivnosti, prekomerne ishrane i gladovanja (Gertz i sar., 1988; Wisneski i sar., 1990; Abel
I sar., 2012) ali i patoloskih stanja poput gojaznosti (Pulakat i sar., 2011). Koncentracija
SMK u cirkulaciji je strogo regulisana i predstavlja balans izmedu SMK nastalih
razgradnjom Tg u masnom tkivu posredstvom lipaze, i sinteze SMK preko glicerolfosfat
aciltransferaze (Bing i sar., 1954; Rider i sar., 2013). Tokom gladovanja ili prekomerne
fizicke aktivnosti snadbevanje ¢elija Glu je smanjeno, $to dovodi do hormonske aktivacije
lipaze, povecanja koncentracije SMK u krvi i pove¢anog preuzimanja SMK od strane
kardiomiocita (Bing i sar., 1954; Lopaschuk i sar., 1994; Rider i sar., 2013). SMK i Glu
ulaze u kardiomiocite preko membranskih proteina (McArthur i sar., 1999). Mehanizam
preuzimanja SMK u Kkardiomiocitima je posredovan SMK translokazom CD36
(FAT/CD36: engl. Fatty Acid Translocase CD36) (Luiken i sar., 1997; Luiken i sar., 2003)
i SMK vezuju¢im proteinima na plazma membrani (Pulakat i sar., 2011). Medutim za
razliku od Glu za ¢iji je ulazak u ¢elije neophodan INS, ulazak SMK se desava i pod
uticajem kontrakcija celija srca (Luiken i sar., 2003; Pulakat i sar., 2011). Kontrakcije
kardiomiocita dovode do translokacije FAT/CD36 i preuzimanja SMK preko aktivirane
AMPK kinaze (Luiken i sar., 2003) koje zatim podlezu B-oksidaciji (Luiken i sar., 2002).
Na ovaj nacin se preuzimaju SMK poreklom od lipoproteina veoma male gustine (VLDL;
engl. Very-Low-Density Lipoprotein) (Bharadwaj i sar., 2010). Pored toga, SMK u
kardiomiocite mogu da udu i pasivnim transportom preko hilomikrona (Bharadwaj i sar.,
2010). SMK nastale hidrolizom VLDL pomocu lipoprotein lipaze (LpL; engl. Lipoprotein
Lipase) uglavnom se koriste u stanjima gladovanja, dok SMK nastale LpL—posredovanom
hidrolizom hilomikrona se koriste uglavnom u nakon obroka (Pulakat i sar., 2011). U
citoplazmi SMK mogu biti podvrgnute B-oksidaciji i proizvodnji ATP ili esterifikaciji do
Tg i fosfolipida (Distel i sar., 1992; van der Vusse i sar., 1992). U patoloskim stanjima,
poput gojaznosti i IR dolazi do smanjenja lipolize, $to ima za posledicu povecanje nivoa
lipida u plazmi (Abel i sar., 2012). Tokom dijabetesa, usled kombinovanog efekta IR i
visoke koncentracije cirkulisu¢ih SMK, miokard skoro isklju¢ivo koristi SMK za sintezu
ATP (Wall i Lopaschuk 1989; Rider i sar., 2013). Dakle, povecava se metabolizm SMK, a
smanjuje metabolizm Glu, §to je pokazano u humanim (Koutsari i Jensen 2006) i

animalnim studijama (Lopaschuk i Russell 1991; Boudina i sar., 2005; Rider i sar., 2013).
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Ovakav sled desavanja nastaje usled poremecaja metabolizma Glu u stanju gojaznosti i IR,
na razli¢itim nivoima kao $to su: smanjenje translokacije GLUT transportera na plazma
membranu pod uticajem INS, smanjenje glikolize, smanjenje aktivnosti piruvat
dehidrogenaze (PDH), sto sve dovodi do smanjenja oksidacije Glu (Rider i sar., 2013).
Pokazano je da je u stanju dijabetesa (Schroeder i sar., 2008), kao i kod zivotinja na HF
ishrani (Atherton i sar., 2011) smanjena aktivnost PDH. Pored toga, na plazma
membranama kardiomiocita, gojaznih Zucker pacova, prisutno je vise FAT/CD36 (Distel i
sar., 1992; van der Vusse i sar., 1992), u poredenju sa kontrolnim Zucker pacovima
(Luiken i sar., 2001). Posto kod gojaznih Zucker pacova translokacija FAT/CD36 nije
posredovana INS, povecanje FAT/CD36 na sarkolemama moZe se objasniti permanentnom
translokacijom FAT/CD36 na membranu u srcu, §to takode omogucava akumulaciju Tg
usled povecanog preuzimanja SMK (Coort i sar., 2004). Dakle, u stanjima gojaznosti i IR,
kada je smanjena translokacija GLUT posredstvom INS, a povecano prisustvo FAT/CD36
na plazma membrani dolazi do poveéanog preuzimanja SMK od strane ¢elija (Coort i sar.,
2004; Rider i sar., 2013). Povecan nivo leptina u stanju gojaznosti (Considine i sar., 1996),
takode utice na povecanje metabolizma SMK u miokardu, odnosno smanjenje
metabolizma Glu (Rider i sar., 2013). Povecéanje oksidacije SMK javlja se nezavisno od
promena u signalnom putu INS i regulacije transkripcije posredstvom PPARa — receptor o
aktiviranim proliferatorom peroksizoma (PPARa engl. Peroxisome Proliferator Activated
Receptor «), i dovodi se u vezu sa povecéanjem FAT/CD36 na plazma membrani
(Lopaschuk i sar., 2007).

Odredivanjem lipida, odnosno koncentracija HOL, Tg, SMK i fosfolipida u
cirkulaciji u nasem eksperimentalnom modelu hteli smo da pokazemo da HF ishrana i
posledi¢no razvijanje gojaznosti kao i IR, dovode do poremecaja metabolizma lipida i
povecane koncentracija u cirkulaciji. Dobijeni rezultati nedvosmisleno ukazuju da je kod
gojaznih pacova doSlo do narusavanja normalnih vrednosti lipida 1 do povecanja
koncentracije HOL, Tg,SMK i fosfolipida u cirkulaciji u odnosu na kontrole. Nasi rezultati
su u skladu sa rezultatima brojnih studija. Tako su Tian i saradnici (2012) pokazali da HF
ishrana (66%) dovodi do znacajnog povecanja SMK i Tg u krvi, a Kumara i saradnici
(2012) da dolazi do znacajnog povecanja HOL i Tg u serumu. U studiji Stubbinsa i
saradnika (2012) je pokazano da HF ishrana kod ovarijektomisanih Zenki miSeva dovodi

do povecanja koncentracije SMK i Tg u serumu. Takode, u studiji Sivabalana i saradnika
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(2008) je pokazano da HF ishrana dovodi do znacajnog poveéanja SMK, HOL i Tg u
plazmi u odnosu na kontrole.

Povecanje lipida u cirkulaciji vremenom dovodi do smanjene sposobnosti
adipocita da skladiste velike koli¢ine Tg, Sto za posledicu ima njihovu akumulaciju u
drugim tkivima primarno neprilagodenim za skladistenje lipida, poput misica i jetre (Abel i
sar., 2012), ali i srca. Tako je u stanju gojaznosti i IR pokazana pozitivna korelacija
izmedu povecane koncentracije SMK 1 Tg u cirkulaciji 1 njihovog nakupljanja u miokardu
(Lopaschuk i sar., 1994; de Vries i sar., 1997; Miller i sar., 2005; Okere i sar., 2006;
Lopaschuk i sar., 2007; Wende i Abel, 2010; Tian i sar., 2012). Dakle, uticaj HF ishrane i
razvoj gojaznosti zdruzene sa IR dovodi do brojnih metabolickih, strukturnih i
funkcionalnih promena u srcu (Bugger i Abel, 2009), sto je u skladu sa nasim rezultatima
(Tabela 3., Slika 8., Slika 17.). U pocetnim stanjima IR srce se prilagodava povecanoj
koncetraciji Glu i lipida u cirkulaciji tako $to povecava ekspresiju gena ukljucenih u
oksidaciju SMK, kao sto su PPAR-a, karnitin palmitoiltransferaza (CPT-1, engl. carnitine
palmitoyltransferase), acil-koenzim A oksidaza i dekupluju¢i protein 3 (UCP3, engl.
uncoupling protein 3) (Pagano i sar., 2008). Medutim, u kasnijim fazama povecana
hiperglikemija i nastanak hipertenzije dovode do smanjenja ekspresije PPAR-a, i
smanjenja oksidacije SMK u srcu (Pulakat i sar., 2011). Pokazano je da u stanju
hipertenzije ANG II delujuci preko svog receptora angiotenzina tipa 1 (AT1-R), dovodi do
IR, i poremecaja metabolizma Glu i lipida (Braga i Leiter, 2009; Iwanami i sar., 2009;
Lastra i sar., 2009). Pored toga, akumulacija lipida u tkivima dodatno smanjuje
preuzimanje Glu, jer izaziva disfunkciju signalne kaskade INS tako Sto dovodi do
aktivacije PKCO kinaze koja inhibira aktivaciju IRS-1 i PI3K, a samim tim smanjuje
translokaciju GLUT-4 na membranu (Boden i Shulman, 2002). Takode, je pokazano da u
regulaciji metabolizma Glu i SMK vaznu ulogu ima AMPK kinaza (Long i Zierath, 2006;
Carling i sar., 2011; Hardie 2011). Pokazano je da je u slu¢aju smanjene koncentracije
metaboli¢kih supstrata Glu i SMK u cirkulaciji aktivnost AMPK povecana, suprotno tome
povecan nivo cirkuliSu¢ih supstrata smanjuje aktivnost AMPK (Kraegen i sar., 2006; Saha
I sar., 2010). Lindholma i saradnici (Lindholm i sar., 2013) su pokazali da HF ishrana
(60% masti) kod muZzjaka pacova dovodi do znacajnog sniZenja aktivnost obe izoforme
AMPK (al i 02) u srcu. Povecanje koncentracije SMK koje smo detektovali u krvi
gojaznih pacova (Slika 10. A) moze se dovesti u vezu sa pove¢anom koncentracijom

leptina (Tabela 4.) kao i poveéanjem koncentracije Glu i INS (Slika 8.) u cirkulaciji.
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Takode, promene u koncentraciji ostalih lipida (Slika 9. i Slika 10. B) i SMK (Slika 10.
A) zapaZene kod gojaznih pacova mogu se dovesti u vezu sa stanjem IR u kome je
molekularni mehanizam delovanja INS na regulaciju Glu, SMK i lipida poremecan.
Prekomerno nakupljanje lipida u srcu (stetoza) dovodi do lipotoksi¢nosti, povecanja
¢elijskog stresa, smanjene funkcije mitohondrija i apoptoze ¢elija (Chiu i sar., 2001; Unger
I Orci, 2002; Bugger i Abel, 2008; Kusminski i sar., 2009; Zhang i Ren, 2011). Takode,
promene u signalnom putu INS, koje se deSavaju u stanju gojaznosti mogu dovesti do
povecanja rizika od hipertrofije srca, remodelovanja LK ili sréane insuficijencije (Shimizu
i sar., 2010; Christopher i sar., 2010). Sve ove promene dovode do strukturnih i
funkcionalnih promena u srcu, koje izazivaju razne ishemijske kardiomiopatije, poput
hipertrofije LK i sr¢ane insuficijencije (Abel i sar., 2008; Gray i Kim, 2011; Tian i sar.,
2012).

Gojaznost se najcesce karakterise kao poremecaj sa hroni¢nim inflamatornim
statusom 1 kao takva predstavlja direktan uzrok pojave i razvoja KVB (Wellen i
Hotamisligil, 2003; Lehrke i Lazar, 2004). Jedan od pokazatelja nespecificne inflamacije
je C-reaktivni protein (CRP) i odredivanje njegove koncentracije Se najcesée koristi za
procenu stanja povreda tkiva ili postojanja inflamacije u organizmu (Pepys i Hirschfield,
2003). U nekim patoloskim stanjima srca CRP se moze Koristiti i kao nezavisan faktor
rizika (Elkind i sar., 2006; Katan i Elkind, 2011; Maravic-Stojkovic i sar., 2013). CRP se
uglavnom sintetiSe u hepatocitima i u akutnim fazama dostize 100—1000 puta vece
vrednosti u odnosu na bazalni nivo (Zhang i sar., 1999; Devaraj i sar., 2009). Pored
hepatocita pokazano je da se CRP sintetiSe i u glatkim miSi¢nim ¢elijama, makrofagima i
endotelnim ¢elijama (Calabro i sar., 2003; Ciubotaru i sar., 2005; Venugopal i sar., 2005).
Ekspresija CRP je predominantno kontrolisana na nivou transkripcije od strane
proinflamatornih citokina IL-6, IL-1 i TNF-o, u jetri (Yudkin i sar., 1999; Pepys i
Hirschfield 2003). | u stanju gojaznosti nivo CRP je povecéan i predstavlja faktor rizika od
nastanka KVB (Choi i sar., 2013), ali tatan mehanizam kojim je ukljuen u patogenezu
KVB jos nije potpuno razjasnjen. Medutim, pokazano je da CRP ima ulogu u razvoju
endotelne disfunkcije, tako Sto povecava ekspresiju adhezionih molekula, kao i potentnog
endogenog vazokonstriktora endotelina-1 (Pasceri i sar., 2000). Takode, je pokazano da
CRP povecava ekspresiju AT1-R na povrSini glatkih misi¢nih ¢elija vaskulature (Verma i
sar., 2003; Wang i sar., 2003). Podaci iz literature ukazuju da su u stanju gojaznosti

povecane koncentracije leptina i CRP u nezavisnoj korelaciji. Ipak leptin in vitro dovodi
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do produkcije CRP u hepatocitima i endotelnim ¢éelijama, a CRP moze da se veze za leptin
1 na taj nac¢in umanji njegovu aktivnost (Chen i sar., 2006; Hribal i sar., 2013). Rezultati
nasih eksperimenta ukazuju da je razvoj gojaznosti zdruzene sa IR, verovatno doveo do
razvoja inflamatornih procesa u organizmu, jer je koncentracija CRP u serumu znacajno
povecéana, u odnosu na vrednosti kod kontrolnih Zivotinja (Tabela 4.). Budu¢i da je kod
gojaznih pacova doslo do razvoja hipertrofije srca, i da je stanje gojaznosti ¢esto praceno
hipertenzijom, indukovan CRP mozZe predstavljati faktor rizika nastanka i razvoja
hipertrofije srca. Takode, posto je pokazano da leptin moze da deluje na produkciju CRP u
hepatocitima (Chen i sar., 2006; Hribal i sar., 2013), stoga se povecana koncentracija CRP
u nasSim eksperimentima (Tabela 4.) moze dovesti u vezu sa povecanom koncentracijom
leptina, detektovanom kod gojaznih pacova (Tabela 4.).

Literaturni podaci ukazuju da gojaznost pracena hiperglikemijom i
hiperinsulinemijom uti¢e na smanjenje aktivnosti Na'/K*-ATPaze (lannello i sar., 1994;
lannello i sar., 2007; Galuska i sar., 2009). Inaello i saradnici (2007) su pokazali da je
aktivnost Na'/K*-ATPaze zna¢ajno smanjena u jetri i bubrezima kod genetski gojaznih
miSeva, a isti trend smanjenja pokazan je i u masnom tkivu ¢oveka. Galuska i saradnici
(2009) su koriste¢i Wistar Zenke pacove koje su bile 4 i 12 nedelja na HF ishrani (55%
kalorija poreklom od masti) pokazali da je aktivnost Na'/K'-ATPaze u skeletnim
misi¢ima, znacajno smanjena ve¢ nakon 4 nedelje. U istoj studiji je pokazano da je
ekspresija al subjedinice znacajno povecana, dok je ekspresija a2 i Bl subjedinica
znacajno smanjena nakon 12 nedelja kod pacova koji su bili na HF ishrani, pri ¢emu je kod
njih doslo do razvoja IR (Galuska i sar., 2009). Ranija istrazivanja su pokazala da je u
stanju gojaznosti aktivnost Na'/K*-ATPaze smanjena u jetri i skeletnim mi§i¢ima (Bray i
Yukimura, 1978; Lin i sar., 1978; Guernsey i Morishige, 1979; Lin i sar., 1981). Medutim,
prema naSim saznanjima u literaturi ne postoje podaci koji ukazuju da gojaznost izaziva
smanjenje Na'/K*-ATPaze u srcu §to za posledicu ima razvoj hipertrofije srca.

Za izucavanje efekata gojaznosti na regulaciju Na'/K*-ATPaze ispitivali smo
aktivnost, fosforilaciju i ekspresiju ove pumpe, kao i imunohistohemijsko bojenje ise¢aka
srca na ovaj protein. Takode, smo ispitivali da li su Akt i ERK1/2 kinaze ukljucene u
mehanizme koji dovode u vezu gojaznost sa regulacijom Na'/K'-ATPaze. Rezultati
eksperimenata su pokazali da su kod gojaznih pacova znaCajno smanjena aktivnost
Na'/K*-ATPaze (Slika 11.), ekspresija (Slika 12. B) i nivo fosforilacije ol subjedinice
Na*/K*-ATPaze na aminokiselinskom ostatku Ser® u odnosu sa kontrolnim pacovima
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(Slika 12. A). Vrednost odnosa fosforilisane forme i ukupnog nivoa ol subjedinice
Na'/K*-ATPaze smanjena kod gojaznih pacova u odnosu na kontrolne (p = 0,06), ali
smanjenje nije statisticki znacajno (Slika 12. C). Imunohistohemijsko bojenje ise¢aka srca
na Na'/K'-ATPazu, pokazalo je da je lokalizacija Na'/K*-ATPaze, sli¢no kontrolama
uglavnhom membranskog tipa (Slika 13. i 14). Takode smo pokazali da je odnos
fosforilisane forme Akt i ukupnog Akt znac¢ajno smanjen kod gojaznih pacova u odnosu na
kontrole, dok nije doslo do znacajnih promena u nivou fosforilacije Akt na Ser*® kao i
ukupne Akt (Slika 15.). Ovakav rezultat moze se objasniti upravo nastankom IR pri ¢emu
dolazi do smanjenja aktivnosti Akt, sto za posledicu ima redukciju aktivnosti i ekspresije
Na'/K*-ATPaze u srcu gojaznih pacova. Naime, INS je jedan od glavnih regulatora
aktivnosti i ekspresije Na'/K*-ATPaze (Al-Khalili i sar., 2003; Chibalin 2007). Al-Khalili
i saradnici (2003; 2004) su pokazali da INS poveéava sadrzaj Na'/K'-ATPaze u plazma
membrani translokacijom iz citoplazme nakon fosofrilacije a-subjedinica, posredstvom
PI3K, PKC i ERK1/2 kinaza. U razli¢itim studijama je pokazano da HF ishrana dovodi do
smanjene sposobnosti INS da aktivira unutarcelijske signalne kinaze, kao §to je PI3K i
Akt, sto moze doprineti razvoju hipertrofije LK (Mazumder i sar., 2004; Muniyappa i sar.,
2007; Lee i sar., 2010), sto je u skladu sa nasim dobijenim rezultatima (Tabela 3., Slika
15., Slika 17.) Takode, je pokazano da je u stanju hipertenzije i hipertrofije srca snizan
nivo fosforilacije Akt, ali i bazalni nivo Akt (Bhuiyan i sar., 2007).

Odredivanjem koncentracije DLIF, Na* i K* smo izucavali da li gojaznost uti¢e na
promenu njihovih koncentracija i da li se te promene mogu dovesti u vezu sa efektima
gojaznosti na morfologiju srca. Merenjem koncentracije DLIF u plazmi smo pokazali da je
njegova koncentracija znacajno snizena kod gojaznih pacova u odnosu na kontrole
(Tabela 4.). Retki su literaturni podaci koji pokazuju vezu izmedu koncentracija DLIF u
cirkulaciji 1 gojaznosti. Medutim, u dve odvojene studije je pokazano da je koncentracija
DLIF u serumu odnosno plazmi kod gojaznih osoba znacajno veca u odnosu na kontrole
(Andronico i sar., 1992; Giampietro i sar., 1992), sto je i oéekivano posSto biosinteza
holesterola potice od holesterola koji je znacajno povecan u stanju gojaznosti (Sivabalan i
sar., 2008; Kumar i sar., 2012). Medutim, neujednacenost nasih razultata sa literaturnim
podacima moze se objasniti time S$to su naSe analize radene na pacovima, ali i time §to
zivotinje nisu gladovale pre Zrtvovanja. Sliéno DLIF i koncentracija Na® je znadajno
snizena kod gojaznih pacova u odnosu na kontrole, dok koncentracija K* nije znacajno

razli¢ita (Tabela 4.). Na osnovu radova u kojima je pokazano da hipertenzija koja je ¢esto
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prisutna u stanju gojaznosti dovodi do smanjenja funkcije Na'/K'-ATPaze, $to za
posledicu ima povecanje unutaéelijkog nivoa Na* jona (Blaustein i sar., 1986; Herrera i
sar., 1988; Sudar i sar., 2008), moze se spekulisati da je upravo smanjenje aktivnosti i
ekspresije Na'/K*-ATPaze kod gojaznih pacova uzrok umerenog, ali znaéajnog smanjenja
koncentracije Na* jona.

U literaturi postoje neslaganja i kontradiktornosti o ulozi ERK1/2 kinaza u
regulaciji razli¢itih procesa u Celiji, $to se moze objasniti plejotropnim osobinama ERK1/2
kinaza (Kehat i Molkentin, 2010). Naime, regulacija hipertrofije srca ERK1/2 kinazama
moze zavisiti od duzine 1 jaCine delovanja signala, zatim od trenutka delovanja, interakcija
sa drugim signalnim proteinima i unutarcelijske lokalizacije (Kehat i Molkentin, 2010). U
kardiomiocitima u odgovoru na razli¢ite vrste stresa dolazi do aktivacije ERK1/2 kinaza
(Bueno i Molkentin, 2002). Tako je pokazano da do aktivacije ERK1/2 u kardiomiocitima
moze do¢i pod uticajem ANG II ili endotelina-1 preko receptora spregnutih sa proteinima
G, zatim preko receptora fibroblasta faktora rasta, citokina, slobodnih vrsta kiseonika, kao
I prilikom istezanja u stanjima hipertrofije (Kehat i Molkentin, 2010; Tang i sar., 2011).
Sve je ovo povezano sa razvojem hipertrofije kardiomiocita u §ta su uklju¢ene ERK1/2
kinaze (Bueno i sar., 2000; Bueno i Molkentin, 2002; Purcell i sar., 2007). Medutim, u
jednoj novijoj studiji je pokazano da aktivirana AMPK kinaza inicira aktivaciju PPARa $to
dovodi do inhibicije hipertrofije srca preko aktivacije ERK1/2 kinaza u in vitro i in vivo
uslovima (Meng i sar., 2011). U in vitro eksperimentima u primarnoj kulturi kardiomiocita
pacova pokazano je da dolazi do povecanja aktivnosti ERK1/2 kinaza tokom hipertrofije, a
takode je pokazano i da aktivacija ERK1/2 nije neophodna za razvoj hipertrofije srca in
vivo kod MEK1 nokaut miseva (Bueno i sar., 2000; Kehat i Molkentin, 2010). Moguce
objasnjenje za ovu kontradiktornost je u tome $to je u in vivo uslovima aktivacija ERK1/2
nastaje kao odgovor na odredene stimuluse, odnosno postoje periodi¢ne aktivacije i
deaktivacije ERK1/2 kinaza, (Bueno i sar., 2000; Kehat i Molkentin, 2010). Pored toga
koris¢enjem specifi¢ne fosfataze 6 (DUSP6; engl. DUal-Specificity Phosphatase 6) koja
ERK1/2 defosforilise (Fjeld i sar., 2000), pokazano je da njegova prekomerna ekspresija
DUSP6 u srcu miseva dovodi do skoro potpune inaktivacije ERK1/2, odnosno svodenja na
bazalni nivo, ¢ak i nakon stimulacije povecanjem pritiska usled konstrikcije aorte ili
pomo¢u infuzije neuroendokrinih agonista (Purcell i sar., 2007). Cak i u takvoj situaciji,
tokom hroni¢ne inhibicije ERK1/2 nije doslo do smanjenja hipertrofije srca (Purcell i sar.,

2007). U nasim eksperimentima smo pokazali da odnos fosforilisane forme ERK1/2 i
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ukupnog ERK1/2 nije znacajno razli¢it izmedu gojaznih i kontrolnih pacova (Slika 16. D),
iako je doslo do razvoja hipertrofije srca. Medutim, HF ishrana i razvoj gojaznosti su ipak

doveli do znadajno povecane fosofrilacije ERK1/2 na aminokiselinskim ostacima Thr?® i

204 1 odnosu na aktin (Slika 16. B). Ukupni nivo ERK1/2 kinaza je takode poveéan kod

Tyr
gojaznih pacova u odnosu na kontrole ali ovo povecanje nije statisticki znacajno (Slika 16.
C). U literaturi su retki podaci koji ukazuju na uticaj gojaznosti na aktivaciju ERK1/2
Kinaza u srcu u in vivo uslovima. Medutim, Rajapurohitam i saradnici (2003) su u in vitro
eksperimentima pokazali da tretman kardiomiocita leptinom dovodi do brze aktivacije p38
I ERK1/2 kinaza i posledicnog uvecanja kardiomiocita. U istoj studiji je pokazano da
koris¢enjem specificnog inhibitora p38 kinaze SB203580 dolazi do inhibicije hipertrofije
kardiomiocita, dok koris¢enjem inhibitora ERK1/2 kinaza PD98059, nije doslo do
inhibicije hipertrofije (Rajapurohitam i sar., 2003). U novijoj studiji Rajapurohitam i
saradnici (2012) su pokazali da in vitro tretman kardiomiocita leptinom dovodi do
poveéanja njihovog dijametra, poveéane fosforilacije p38 i ERK1/2 kinaza u citoplazmi,
ali i zna¢ajnog smanjenja aktivnost Na'/K*-ATPaze. Takode je u studiji Beltowskog i
saradnika (2004) ja pokazano da tretman pacova leptinom dovodi do smanjenja aktivnosti
Na'/K*-ATPaze u meduli bubrega, ali ne i u kori bubrega u odnosu na kontrolne pacove.
Sa druge strane Marcinik i saradnici (2005) su pokazali da kratko vreme nakon tretmana
leptinom dolazi do smanjenja aktivnosti Na'/K*-ATPaze u srzi bubrega, dok nakon 3 sata
do poveéanja aktivnosti Na'/K*-ATPaze. U studiji Kumara i saradnika (2012) je pokazano
da je kod gojaznih pacova znacajno povecana koncentracija leptina u serumu, dok je
aktivnost Na'/K*-ATPaze u srcu i jetri znacajno snizena. Shodno prethodno navedenim
efektima leptina, smanjenje aktivnosti i ekspresije Na'/K*-ATPaze (Slika 11. i Slika 12.) i
povecanje fosforilacije ERK1/2 kinaza u odnosu na aktin (Slika 16. B) kod gojaznih
pacova u naSim eksperimentima moZe se dovesti u vezu sa povecanom koncentracijom
leptina u cirkulaciji.

U naSim ranijim radovima (Isenovic i sar., 2004; Isenovic i sar., 2009), kao i
radovima drugih autora (Campbell i sar., 2004) pokazano je da su u ostvarivanju svojih
efekata Akt i ERK1/2 kinaze povezane i da specifi¢na inhibicija jedne kinaze umanjuje
efekat druge. S obzirom, da je u nasim eksperimetima pokazano da je doslo do znacajnog
smanjenja aktivacije Akt kinaze kod gojaznih pacova, moze se zakljuCiti da je zbog
interakcije izmedu Akt i ERK1/2 kinaza, doslo do inhibicije translokacije Na*/K*-ATPaze
na plazma membranu posredstvom ERK1/2 kinaza. Pored toga, u studiji Khundmiri i
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saradnika (2005) je pokazano da aktivacija PKCa kinaze signalnim putem koji ukljuéuje
PI3K i ERKI1/2 kinaze dovodi do fosforilacije o subjedinice Na'/K'-ATPaze na
aminokiselinskom ostatku Ser i do inhibicije aktivnost Na'/K*-ATPaze. Takode, razvoj
hipertenzije dovodi do hipertrofije srca. Tako je u novijoj studiji Tiana i saradnika (2012)
pokazano da HF ishrana i razvoj gojaznosti zdruzene sa IR dovode do povecane ekspresije
Ang II i AT1 receptora, $to doprinosi razvoju hipertrofije srca. Ovi rezultati mogu se
dovesti u vezu sa dobijenim rezultatima u okviru ove doktorske disertacije, ali i sa naSim
ranije objavljenim rezultatima (Sudar i sar., 2008), kao i radovima drugih autora (Vrbjar i
sar.,, 1999; Vrbjar i sar., 2002) koji pokazuju da razvoj hipertenzije dovodi do
funkcionalnih promena Na*/K*-ATPaze. Pored smanjenja broja aktivnih molekula Na*/K*-
ATPaze na membranama i smanjenog afinitet Na'/K*-ATPaze prema Na" jonima, u stanju
hipertenzije pretpostavlja se da dolazi do konformacionih promena kod Na'/K*-ATPaza
koje su ve¢ prisutne na membrani ili modifikacija prilikom sinteze novih subjedinica
(Vlkovicova i sar., 2005).

5.3. Promene u regulaciji Na'/K'-ATPaze i morfologije srca pod
delovanjem estradiola u srcu gojaznih, insulin rezistentnih pacova

U poglavljima 4.1.1., 4.1.3., 4.1.5. i 4.1.6. smo pokazali da estradiol davan in vivo
normalno hranjenim pacovima, ostvaruje svoje efekte kako na regulaciju aktivnosti i
ekspresije Na'/K'-ATPaze, posredstvom Akt i ERK1/2 kinaza kao i da ne dovodi do
promena morfologije srca. U poglavljima 4.2.1., 4.2.6., 4.2.8. i 4.2.9. dobijeni rezultati su
pokazali da u stanjima gojaznosti koje je indukovano HF ishranom dolazi do redukcije
aktivnosti i ekspresije Na'/K'-ATPaze, kao i poveéanja dijametra éelija srca usled
redukovane aktivnosti Akt i kao i povecane fosforilacije ERK1/2, za koju je pokazano da
ima mitogene efekte kao i da je njena povecana aktivacija, jedan od uzro¢nika uvecanja
¢elija tj. hipertrofije srca (Bueno i sar., 2000; Bueno i Molkentin, 2002; Tang i sar., 2011).
U daljem radu nas je interesovalo kako u patofizioloSkim stanjima kao $to je stanje
gojaznosti i IR, u kojem su aktivnost i ekspresija Na'/K*-ATPaze smanjene, a hipertrofija
éelija srca izrazena, estradiol in vivo uti¢e na aktivnost i ekspresiju Na'/K*-ATPaze i
dijametar celija srca. Gojazni, pacovi su 24 sata pre zrtvovanja tretirani estradiolom i

vrednosti dobijene za sve izuavane parametre su poredene sa vrednostima dobijenim za
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gojazne zivotinje kako bi se dobio uvid u efekte koje estradiol ostvaruje u uslovima
gojaznosti i IR.

Dosadasnji podaci iz literature o protektivnoj ulozi estradiola na srce u stanjima
gojaznosti su retki 1 uglavnom su izu€avani efekti kod ovarijektomisanih zenki razli¢itih
vrsta zivotinja. Tako je pokazano u studiji van Eickelsa i saradnika (van Eickels i sar.,
2001) da estradiol smanjuje hipertrofiju srca koja je uzrokovana povecanjem pritiska usled
suzenja aorte kod Zenki miSeva. To je u skladu sa nasim rezultatima koji ukazuju da
tretman estradiolom dovodi do smanjenja mase srca, odnosa mase srca i tela i
transverzalnih dijametara kardiomiocita (Tabela 5., Slika 27.). Koriste¢i isti model
ovarijektomisanih zenki miseva sa hipertrofijom LK srca Donaldson i saradnici (2009)
(Donaldson i sar., 2009) su pokazali da tretman estradiolom dovodi do znacajnog
smanjenja hipertrofije, i to smanjenjem ekspresije kalcijum/kalmodulin zavisne serin-
treonin fosfataze, kalcineurina i smanjenje aktivnosti nishodnog nukleusnog faktora koji
aktivira T Celije (nuclear factor of activated T-cell), za koje je ranije pokazano da imaju
vaznu ulogu u razvoju hipertrofije (Wilkins i sar., 2004). U studiji Pattena i saradnika
(2004) je pokazano da estradiol smanjuje apoptozu kardiomiocita kako u in vivo tako i u in
vitro uslovima kod zenki miseva nakon infarkta miokarda izazvanog ligacijom koronarnih
arterija, signalnim putem koji obuhvata uces¢e PI3K i Akt kinaza. Estradiol u in vitro
eksperimentima smanjuje hipertrofiju kardiomiocita izazvanu ANG Il ili endotelinom-1, i
to tako §to smanjuje povrsinu celija i smanjuje ekspresiju citoskeletnih proteina (Pedram i
sar., 2010).

Molekularni mehanizmi kojima estradiol ostvaruje protektivne efekte na
hipertrofiju srcu u stanjima gojaznosti kod muzjaka pacova, nisu do sada izucavani. Nasim
istraZzivanjima smo pokazali da je kod gojaznih pacova tretiranih estradiolom znacajno
smanjena masa srca kao i odnos mase srca i tela u odnosu na gojazne pacove (Tabela 5.),
Sto ukazuje na protektivnu ulogu estradiola. Mase tela, kao i razlike finalne i inicijalne
mase tela gojaznih i1 gojaznih pacova tretiranih estradiolom, nisu se medusobno razlikovale
nakon 10 nedelja (Tabela 5.), tokom kojih su bili na HF ishrani, Sto ukazuje na
ujednacenost eksperimentalnih uslova medu ispitivanim Zzivotinjama. Odredivanje
transverzalnog dijametra kardiomiocita, pokazuje da tretman estradiolom dovodi do
umerenog, ali znacajnog smanjenja ove vrednosti u odnosu na vrednosti kod gojaznih
pacova (Slika 27.). Merenjem koncentracije ukupnih proteina u srcu, pokazali smo da

estradiol kod gojaznih pacova ne dovodi do znacajnih promena u odnosu na gojazne
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pacove (Tabela 5.). lako su koncentracije ukupnih proteina znacajno povecane kod
gojaznih pacova i gojaznih pacova tretiranih estradiolom u odnosu na vrednosti kod
kontrolnih pacova (Tabela 5.), ipak je tretman estradiolom kod gojaznih pacova doveo do
ublazavanja hipertrofije srca. Usled nedostatka podataka vezanih za ekspresiju drugih
proteina, ovakav rezultat moze se objasniti time $to je kod gojaznih pacova tretiranih
estradiolom, doslo do znadajnog povecanja aktivnosti i ekspresije Na'/K*-ATPaze, za
razliku od gojaznih pacova koji nisu tretirani estradiolom, jer poveéana aktivnost Na'/K"-
ATPaze dovodi do relaksacije i smanjenja hipertrofije srca. U prilog ovoj tvrdnji su i
rezultati iz studije Pedrama i saradnika (2010) koji su pokazali da estradiol in vitro
znaajno smanjuje ekspresiju strukturnih proteina (aktina) u stanju hipertrofije
kardiomiocita izazvane ANG Il i endotelinom.

Protektivna uloga estradiola najbolje se ogleda u postojanju razlika izmedu polova
u ucestalosti gojaznosti, IR, hipertenzije i KVB, pri ¢emu Zene pre menopauze imaju manji
rizik od ovih poremecaja u odnosu na muskarce sli¢nih godina (Barrett-Connor i sar.,
2004; Shi i Clegg 2009). Estradiol je svojim delovanjem uklju¢en u regulaciju:
senzitivnosti Celija na INS, transporta Glu, krvnog pritiska i balansa energije (Barrett-
Connor i sar., 2004; Barros i Gustafsson, 2011; Handgraaf i sar., 2013). Studije na
Zivotinjama su pokazale da nakon ovarijektomije dolazi do povecanja masnog tkiva i
lipida u cirkulaciji, smanjenja senzitivnosti ¢elija na INS i smanjenja transporta Glu u
¢elije, dok dodatak egzogenog estrogena normalizuje ove parametre (Barrett-Connor i sar.,
2004). U studiji Manrique i saradnika (2012)je pokazano da nedostatak ERo kod Zenki
miSeva dovodi do smanjenja senzitivnosti ¢elija na INS na nivou celog organizma,
smanjenja transporta Glu u celije 1 povecanja oksidativnog stresa. U istoj studiji je
pokazano da je aktivnost signalnih molekula u INS putu smanjena kao §to je to slucaj sa
Akt kinazom (Manrique i sar., 2012). Gorres i saradnici su pokazali da HF ishrana
ovarijektomisanih Zenki pacova dovodi do intolerancije na Glu, $to je u vezi sa smanjenom
ekspresijom ERa i GLUT 4 (Gorres i sar., 2011).

Ispitujuci efekte estradiola kod gojaznih pacova za koje smo pokazali da su IR
pokazali smo da estradiolo ne dovodi do znacajnih promena u koncentracijama Glu i INS
(Slika 18. A1 B), niti vrednosti indeksa HOMA-IR i HOMA-B, (Slika 18. C i D) u odnosu
na gojazne pacove. Za razliku od naSih rezultata Riant i saradnici (2009) su horni¢no
tretirali estradiolom ovarijektomisane zenke miseva koje su tokom 12 nedelja bile na HF

ishrani (72% masti) i pokazali da ovaj hormon znacajno smanjuje koncentraciju Glu u
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plazmi ve¢ nakon 4 nedelje (trend smanjenja nastavlja se i nakon 12 nedelja), kao i
koncentracija bazalno merenog INS u plazmi nakon 12 nedelja. Da bi se dokazala
protektivna uloga koju estradiol ostvaruje posredstvom ERa na metabolizam Glu u istoj
studiji su koris¢éene ERa’ ovarijektomisane Zenke miSeva, istovremeno tretirane
estradiolom a na rezimu HF ishrane (Riant i sar., 2009). Rezultati su pokazali da nakon 4
nedelje tretmana estradiolom ne dolazi do pobolj$anja metabolizma Glu kod ERa™ Zenki
za razliku od ERa™" ovarijektomisanih Zenki kod kojih je Glu znadajno snizena (Riant i
sar., 2009). Do sli¢nih rezultata dosli su Bryzgalova i saradnici (2006), koji su pokazali da
nedostatak ERa, ali ne i ERP dovodi do razvoja intolerancije na Glu i smanjenja
senzitivnost na INS. | druga studija istih autora je pokazala da HF ishrana miseva dovodi
do razvoja gojaznosti, snizene tolerancije na Glu i IR, a da dugotrajni tretman miSeva
estradiolom (u koncentraciji od 50 pg/kg po danu) reguliSe metabolizam Glu i vraca INS
na normaln nivo (Bryzgalova i sar., 2008). Zhu i saradnici (2013) su pokazali da hroni¢no
davanje estradiola ovarijektomisanim zenkama miSeva na HF ishrani znacajno smanjuje
koncentraciju INS u odnosu na ovarijektomisane zenke koje nisu tretirane estradiolom,
dok koncentracija Glu u plazmi ostaje nepromenjana. U ve¢ pomenutoj studiji, Riant i
saradnici (2009) su ispitujuci efekte estradiola na ovarijektomisanim Zenkama miSeva koje
su bila na HF ishrani tokom 12 nedelja pokazali da hroni¢no davanje estradiola smanjuje
razvoj IR izazvanog HF ishranom za 50 % 1 dovodi do poboljSanja INS signalnog puta,

308 . :
, Sto je

tako §to je poveéana fosforilacije Akt na oba aminokiselinska ostatka Ser*”® i Thr
u skladu sa naSim rezultatima.

Iako je u naSim eksperimentima pokazano da estradiol znafajno povecava
fosforilaciju Akt na Ser*”® kod gojaznih pacova, §to ukazuje na pozitivne efekte estradiola
na molekule signalnog puta INS, ipak nije doSlo do normalizacije metabolizma Glu 1
smanjenja koncentracije INS u cirkulaciji. Razli¢itost naSih rezultata u odnosu na rezultata
drugih autora moze se objasniti na viSe nacina. Za razliku od vecine rezultata drugih autora
koji su ispitivanja efekata estradiola radili u in vitro ili in vivo uslovima na Zenkama
pacova prethodno ovarijektomisanim, a potom hranjenim HF hranom mi smo ispitivali
efekat estradiola in vivo kod muzjaka pacova koji su bili na HF ishrani. Pored toga pacovi
u nas$im eksperimentima su tretirani samo jednom dozom estradiola, a potom Zrtvovani
nakon 24 sata. U nasim ranijim radovima na ovarijektomisanim Zenkama pacova pokazano
je da tretman estradiolom dovodi do znacajnog smanjenja koncentracije Glu i INS ali u

znatno kra¢im vremenskim intervalima (Koricanac i sar., 2009).
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Pored smanjene osetlljivosti ¢elija na INS i poremecenog metabolizma Glu u
stanju gojaznosti i IR dolazi do poremecaja metabolizma lipida i njihove akumulacija u
razli¢itim tkivima, Sto dovodi do lipotoksi¢nosti, inflamacije, povecanog oksidativnog
stresa i poremecene funkcije mitohondrija (Roden 2005; Samuel i sar., 2010; Hotamisligil
2010; Jelenik i Roden, 2013; Jelenik i Roden, 2013). U stanju IR dolazi do narusavanja
sr¢ane funkcije, $to je izmedu ostalog uzrokovano nakupljanjem lipida u miokardu
(Christoffersen i sar., 2003; Zib i sar., 2007; Tian i sar., 2012). Ta¢an mehanizam kojim
povecan nivo lipida u miokardu dovodi do disfunkcije LK jo$ nije potpuno razjasnjen, ali
je pokazano da u ovom stanju dolazi do oksidativnog stresa, stresa ER i indukcije apoptoze
(Zhou i sar., 2000; Tian i sar., 2012), dok primenom adekvatne terapije koja snizava nivo
Tg dolazi do normalizacije funkcije srca (Coort i sar., 2004; Tian i sar., 2012). Pozitivan
efekata estradiola na KVS ispoljava se pre svega uticajem na smanjenje lipida u krvi, tako
§to svojim delovanjem povecava lipoliticku aktivnost u adipoznom tkivu, odnosno
smanjuje lipogenezu (Hewitt i sar., 2004; Jelenik i Roden, 2013; Resanovic i sar., 2013).
Tako je pokazano da estrogeni mogu smanjiti sintezu 1 povecati oksidaciju SMK u stanju
hiperinsulinemije i to preko aktivacije AMPK koja promovise oksidaciju SMK (Musatov i
sar., 2007; Gorres i sar., 2011). Takode je pokazano da estradiol moze dovesti do
poveéanja nivoa FAT/CD36 na plazma membranama kardiomiocita (Hsieh i sar., 2006;
Tepavcevic i sar., 2011; Koricanac i sar., 2012), sto dodatno povecava oksidaciju SMK.
Kori$¢enjem transgenih miseva kod kojih je inaktiviran enzim aromataza, esencijalna za
sintezu estradiola, Jones i saradnici (Jones i sar., 2000) su pokazli da nedostatak estradiola
nakon godinu dana dovodi do poveéanja koncentracije HOL i Tg u serumu. Dok
nedostatak estrogena kod muSkaraca izazvan koriS¢enjem antagonista aromataze
(testolakton) ne dovodi do promene u koncentraciji Tg (Bagatell i sar., 1994). Zheng i
saradnici (Zheng i sar., 2012) su kod muskaraca kod kojih je utvrdena koronarna bolest
srca i kod kojih je koncentracija endogenog estradiola zna¢ajno snizena, pokazali da su
koncentracije HOL i Tg bile znacajno povecane u poredenju sa zdravim kontrolama.
Pretpostavlja se da leptin ima vaznu ulogu u zastiti srca od lipotoksi¢nosti, povecavajuci
skladistenje viska lipida u adipocitima, dok istovremeno limitira skladistenje lipida u
miocitima i ostalim tkivima (Unger i sar., 1999). Pokazano je da estradiol reguliSe
senzitivnost na leptin, tako §to povecava ekspresiju receptora za leptin (Rocha i sar., 2004;

Bryzgalova i sar., 2008). U naSim rezultatima je pokazano da estradiol ne dovodi do
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znacajnih promena u koncentraciji leptina kod gojaznih pacova u odnosu na gojazne
pacove koji nisu tretirani estradiolom (Tabela 6.).

Nasi rezultati ukazuju da tretman gojaznih Zivotinja estradiolom dovodi do
znacajnog smanjenja koncentracije HOL u serumu (Slika 19. A), dok su koncentracije Tg
u serumu (Slika 19. B), odnosno SMK i fosfolipida u plazmi (Slika 20. A i B), bez
znacajnih razlika u odnosu na gojazne netretirane pacove. Slicno nasim rezultatima, Liu i
Bachmann (1998) su pokazali da estradiol, kao i njegovi metaboliti efikasno snizavaju
nivo HOL u serumu kod ovarijektomisanih Zenki pacova. Takode, EI-Nasr i saradnici
(2011) su koriste¢i ovarijektomisane Zenke pacova kod kojih je izazvan dijabetes
streptozotocinom, a potom tretirani estradiolom (50ug/kg/po danu) tokom cetri nedelje,
pokazali da estradiol dovodi do smanjenja nivoa HOL, ali i Tg, u odnosu na diajbeti¢ne ne
tretirane pacove. Riant i saradnici (2009) su pokazali da hroni¢no davanje estradiola
ovarijektomisanim miSevima koji su bili na HF ishrani tokom 12 nedelja, dovodi do
poveéanja koncentracije SMK i Tg u serumu u poredenju sa netretiranim
ovarijektomisanim mi$evima, ali povecanje nije znacajno. U drugoj studiji je pokazano da
tretman ovarijektomisanih Zenki miSeva estradiolom koje su bile na HF ishrani znacajno
smanjuje koncentraciju HOL u odnosu na ovarijektomisane zenke koje nisu tretirane, dok
ovakav tretman ne dovodi do promena u nivou Tg u plazmi (Zhu i sar., 2013). U studiji
Stubbinsa i saradnika (2012) je pokazano da HF ishrana ovarijektomisanih Zenki miSeva
dovodi do povecanja koncentracije SMK 1 Tg u serumu, dok tretman estradiolom smanjuje
koncentraciju Tg, ali pove¢ava koncentraciju SMK.

Razli¢itost rezultata dobijenih u naSim kao i u eksperimentima drugih autora
ukazuje da estradiol iako dovodi do snizavanja koncentracije lipida u cirkulaciji, ipak ne
reguliSe metabolizma lipida u potpunosti, naroc¢ito kada tretman estradiolom nije hronican,
ve¢ jednokratan. Konstantan unos velike koli¢ine lipida HF ishranom i mala potro$nja
dovode do akumulacije lipida u razli¢itim tkivima pa je za normalizaciju metabolizma
lipida potreban duzi tretman estradiolom. Estradiol nije normalizovao nivo leptina u krvi
gojaznih pacova, sto ukazuje da je doslo do razvoja rezistencije na leptin. Pored toga u
nasim eksperimentima pacovi nisu bili podvrgnuti standardnom gladovanju pre Zrtvovanja,
tako da su pacovi imali slobodan pristup hrani i nakon tretmana estradiolom.

Estradiol svojim delovanjem ispoljava antiinflamatorne efekte (Wang i sar., 2006).
Tako je u in vitro eksperimentima u kojima je ispitivan efekat estradiola na produkciju

CRP pokazano da tretman celija estradiolom kod kojih je stimulisana produkcija CRP
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koris¢enjem humanog rekombinovanog CRP, ne dovodi do smanjenja njegove ekspresije,
dok pre tretman ¢elija estradiolom znacajno smanjuje njegovu ekspresiju (Cossette i sar.,
2013). U ve¢ pomenutoj studiji Zheng i saradnici (2012) su pokazali da je koncentracija
CRP znacajno povecana kod pacijenata sa koronarnom bolesti srca, kod kojih je nivo
estradiola bio znaCajno sniZzen. Rezultati naSih eksperimenta takode ukazuju na
antiinflamatorne efekte estradiola. Kod gojaznih pacova je povecana koncentracija CRP
(Tabela 4.) dok tretman estradiolom dovodi do smanjenja koncentracije CRP u serumu
(Tabela 6.).CRP moze predstavljati faktor rizika nastanka i razvoja hipertrofije srca, pa
tretman estradiolom ostvaruje svoje protektivne efekte i posredstvom CRP.

Izu¢avanje mehanizama kojima estradiol regulise aktivnost i ekspresiju Na'/K*-
ATPaze u srcu je od velikog znacaja posebno u patoloskim stanjima, kao $to je Stanje
gojaznosti praceno hipertrofijom srca. Medutim, do sada nisu ispitivani in vivo efekti
estradiola na aktivnost i ekspresiju Na*/K*-ATPaze u srcu gojaznih pacova. Rezultati naih
ranijih istrazivanja (Isenovic i sar., 2002; Sudar i sar., 2008), kao i drugih autora (Dzurba i
sar., 1997; Palacios i sar., 2004) pokazali su da je estradiol jedan od bitnih regulatora
Na'/K*-ATPaze u srcu, i da bi mogao regulisati funkciju ove pumpe i u stanju gojaznosti i
na taj nacin redukovati Stetne efekte gojaznosti na srce. Odredivanjem efekta estradiola na
aktivnost, kao i nivo proteina za kataliticku o1 subjedninicu Na*/K*-ATPaze srca gojaznih
pacova pokazali smo statisticki znacajno povecanje ovih parametara u odnosu na gojazne
pacova koji nisu tretirani estradiolom (Slika 21. i Slika 22. B). Tretman gojaznih pacova
estradiolom znadajno poveéava nivo fosforilacije al subjedinice Na'/K'-ATPaze na
aminokiselinskom ostatku Ser®® u poredenju sa vrednostima kod gojaznih pacova, dok je
vrednost odnosa fosforilisane forme i ukupnog nivoa al subjedinice Na'/K*-ATPaze, bez
statisticke znacajnosti (Slika 22. A i C). Imunohistohemijskim bojenjem isecaka tkiva srca
na Na'/K'-ATPazu kod gojaznih pacova tretiranih estradiolom, pokazano je da je
lokalizacija Na'/K'-ATPaze sli¢no ostalim eksperimentalnim grupama uglavnom
membranskog tipa (Slika 23. i 24.).

Ispitivanjem efekata estradiola na koncentracije DLIF Na® i K, pokazali smo da
tretman gojaznih pacova nema efekta na koncentraciju DLIF i K* jona u poredenju sa
izmerenim vrednostima kod gojaznih pacova, dok je koncentracija Na* u serumu znacajno
poveéana u odnosu na gojazne, netretirane Zzivotinje (Tabela 6). lako su izmerene
koncentracije Na* i K* jona u okviru referentnih vrednosti za Wistar pacove, ipak se

znadajno povecéanje koncentracije Na® jona kod gojaznih pacova tretiranih estradiolom
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mozZe objasniti poveéanjem aktivnosti i ekspresije Na'/K'-ATPaze, koja je kod gojaznih
pacova smanjena. Kao $to je ve¢ napomenuto u stanjima hipertenzije koja je ¢esto prisutna
kod gojaznih pacova dolazi do smanjenja aktivnosti Na'/K*-ATPaze, i do poveéanja
koncentracije Na* u ¢elijama (Vrbjar i sar., 1999; Vrbjar i sar., 2002). Medutim posto je u
nasim eksperimentima pokazano da estradiol dovodi do znacajnog povecanja aktivnosti
Na'/K*-ATPaze, moze se pretpostaviti da je kao posledica toga doslo do izbacivanja vigka
Na" iz ¢elija i poveéanja njegove koncentracije u odnosu na gojazne netretirane pacove.
Pored toga ispitivali smo i uticaj estradiola na signalne kinaze Akt i ERK1/2 u
stanju gojaznosti i IR. Rezultati su pokazali da je odnos fosforilisane forme Akt na

aminokiselini Ser*’

I ukupnog Akt kod gojaznih pacova koji su tretirani estradiolom
znacajno povecan u odnosu na gojazne, estradiolom netretirane pacove, dok nije doslo do
znacajnih promena u fosforilaciji Akt, kao i ukupnog nivoa Akt u odnosu na aktin (Slika
25.). Povecanje fosofrilacije Akt ukazuje da estradiol svojim delovanjem u patoloskom
stanju kao Sto je gojaznost zdruZzena sa IR dovodi do normalizacije signalnih proteina INS
puta i na taj nacin ublaZzava nastalo stanje IR. Takode je u okviru ove doktorske disertacije
pokazana veza izmedu aktivacije Akt kinaze i povecane aktivnosti i ekspresije Na'/K'-
ATPaze, §to je u skladu sa naSim ranijim rezultatima (Isenovic i sar., 2004; Sudar i sar.,
2008).

Davanje estradiola gojaznim pacovima nije dovelo do znacajnih razlika u nivou
fosforilacije ERK1/2 kinaze, ukupnog nivoa ERK1/2 kinaza i odnosa fosforilisane forme
ERK1/2 i ukupnog nivoa ERK1/2 kinaza u odnosu na gojazne netretirane pacove (Slika
26.), iako je doslo do smanjenja hipertofije srca. Sli¢no nasim rezultatima u studiji van
Eickelsa i saradnika (van Eickels i sar., 2001) je pokazano da estradiol ne dovodi do
promena u nivou fosforilacije ERK1/2 kinaza, iako dovodi do smanjenja hipertrofije srca
koja je uzrokovana povecanjem pritiska usled suzenja aorte kod zenki miSeva, za razliku
od naSeg modela gde je hiprtrofija srca izazvana gojaznoscu. Takode, je ranije pokazano
da aktivacija ERK1/2 kinaza dovodi do translokacije Na'/K'-ATPaze na plazma
membranu i povecanja njene funkcije (Al-Khalili i sar., 2004). Medutim, kao §to je ve¢
ranije spomenuto, izostanak aktivacije ERK1/2 kinaza moze se objasniti time §to je u in
vivo uslovima aktivacija ERK1/2 ciklicna, odnosno postoje periodi¢ne aktivacije i
deaktivacije ERK1/2 kinaza (Bueno i sar., 2000; Kehat i Molkentin, 2010).

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije po prvi put ukazuju da

estradiol davan in vivo kako u normalnim tako i u patofizioloskim uslovima gojaznosti i
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IR, regulise aktivnost i ekspresiju Na'/K*-ATPaze u srcu i ublazava njegovu hipertrofiju
indukovanu gojaznoscu. Estradiol ove efekte ostvaruje preko signalnih puteva u koje su
ukljuc¢eni Akt i ERK1/2 kinaze kod normalno uhranjenih pacova, dok kod gojaznih pacova

estradiol ostvaruje svoje efekte preko signalnog puta u koji je ukljucena aktivacija samo

Akt kinaze (Slika 28.).

Estradiol Na*/K*-ATP-ase

Plasma
membrane

activity

expression of a1l

phosphorylation of a1 (Ser#)
N

Slika 28. Predlozeni mehanizam in vivo efekata estradiola na regulaciju Na'/K'-
ATPaze i srca u fizioloskim uslovima. ER— receptor za estrogen; IRS-1-
supstrat receptora za insulin 1; PI3K— fosfatidilinozitol-3 kinaza; Akt— protein
kinaza B; ERK1/2— ekstracelularnim signalima regulisane kinaze 1 i 2; Ser**-
serin*®; 71— fiziolosko poveéanje; Figura Na'/K*-ATPaze preuzeta i
modifikovana iz (Shinoda i sar., 2009).
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata dobijenih i prikazanih u okviru ove doktorske disertacije mogu
se izvesti sledeci zakljucci:
1. Estradiol in vivo kod normalno uhranjenih pacova dovodi do:

» povecéanja aktivnosti Na'/K'-ATPaze, ekspresije i fosforilacije ol
subjedinice Na'/K*-ATPaze na plazma membrani Kkardiomiocita
pacova, aktivnosti Akt i ERKZ1/2 kinaza, koncentracije ukupnih
proteina u lizatima srca,

»= smanjenja koncentracije digoksinu sli¢nih imunoreaktivnih faktora i
Na* u krvi pacova.

2. Ishrana bogata mastima dovodi do:

» povecanja mase tela, mase srca, koncentracije ukupnih proteina u
lizatima srca, transverzalnog dijametra kardiomiocita, koncentracije
glukoze i insulina, leptina, C-reaktivhog proteina, holesterola i
triglicerida u serumu, slobodnih masnih kiselina i fosfolipida u plazmi,
kao i fosforilacije ERK1/2 kinaza.

= smanjenja aktivnosti Na'/K’-ATPaze, ekspresije al subjedinice
Na'/K'-ATPaze na plazma membrani kardiomiocita pacova i
aktivnosti Akt kinaze, koncentracije digoksinu sli¢énih imunoreaktivnih
faktora u plazmi i koncentracije Na* u serumu.

3. Estradiol in vivo kod gojaznih pacova dovodi do:

= povecéanja koncentracije Na* u serumu pacova, aktivnosti Na'/K’-
ATPaze i ekspresije al subjedinice Na'/K'-ATPaze na plazma
membrani kardiomiocita pacova i povecanja aktivnosti Akt kinaze;

* smanjenja mase srca, odnosa mase srca i tela, transverzalnog dijametra
kardiomiocita, koncentracije C-reaktivnog proteina i holesterola u

serumu.
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Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji po prvi put ukazuju da estradiol
davan in vivo u fiziologkim uslovima regulise aktivnost i ekspresiju Na'/K*-ATPaze u
srcu, molekularnim mehanizmom koji ukljuéuju uces¢e Akt i ERK1/2 kinaza. Takode, po
prvi put je pokazano da estradiol davan in vivo gojaznim, IR pacovima kod kojih su
aktivnost i ekspresija Na'/K*-ATPaze smanjene, povecava ove parametre mehanizmom
koji ukljucuje ucesée Akt kinaze. Pored uticaja na Na'/K'-ATPazu, estradiol utice i na
morfologiju c¢elija srca gojaznih pacova koji su razvili IR i dovodi do smanjenja
gojaznos¢u indukovane hipertrofije srca. Promene u morfologiji ¢elija srca pod
delovanjem estradiola u patofizioloskim uslovima mogu se dovesti u vezu sa promenama u
regulaciji Na*/K*-ATPaze.

Kao jedan od potencijalnih nau¢nih doprinosa rezultata dobijenih u okviru ove
doktorske disertacije je, izmedu ostalog, upoznavanje molekularnih mehanizama delovanja
estradiola, kako u fizioloskim tako i u patofizioloskim stanjima kao sto je to npr. stanje
gojaznosti zdruzeno sa stanjem IR u kome regulacija Na'/K*-ATPaze kao i promene u
morfologiji srca imaju jednu od Kljuénih uloga. lzu¢avanja usmerena u pravcu rasvetljenja
molekularnih mehanizma kojima estradiol ostvaruje svoje efekte na regulaciju Na'/K*-
ATPaze i morfologije srca su od izuzetne vaznosti za razumevanje uloge estradiola u
kardiovaskularnim oboljenjima u cilju razvijanja novih terapeutskih strategija za tretman

kardiovaskularnih oboljenja.
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godine zaposlen je u Instututu “Vinca” u laboratoriji za Radiobiologiju i molekularnu
genetiku, department ,,Molekularna endokrinologija i bolesti metabolizma®, gde je kao
istrazivac saradnik, u potpunosti uradio eksperimentalni deo teze.

Doktorska disertacija pod naslovom , Efekti estradiola na regulaciju natrijum-
kalijumove pumpe 1 morfologiju srca normalno uhranjenih 1 gojaznih pacova” prihvacena
je na Univerzitetu u Beogradu 07.12.2012. godine.

Trenutno je angazovan na projektu: ,,Hormonska regulacija ekspresije i aktivnosti
azot oksid sintaze i natrijum kalijumove pumpe u eksperimentalnim modelima insulinske
rezistencije, dijabetesa i kardiovaskularnih poremecaja” (br. 173033), ¢iji je rukovodilac dr
Esma R. Isenovi¢, Naucni savetnik. Takode je bio i saradnik na projektima internacionalne
saradnje COST ACTION BM 0602 i CM 0602.

U svom dosadasnjem radu bio je saradnik na 22 publikacije objavljene u
Casopisima medunarodnog 1 domaceg znacaja, kao i na 5 radova saopStenih na skupu
medunarodnog i domaceg znacaja.

Glavna oblast naucno-istrazivackog rada mu je: molekularna endokrinologija,

dijabetes, gojaznost i kardiovaskularne bolesti.
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9. PRILOZI

9. PRILOZI

Mpunor 1.

W3jaBa o ayTopCcTBY

MoTnucanu-a O6pagosuh M. Munax
6poj uHaekca 53039/2010

UsjaBmbyjem
[a je AoKTopcKa AucepTauuja nog Hacrnosom

EdbekTi ecTpaguona Ha perynauujy HaTpujym-kanujymose nymne v

Mopchoorujy cpua HoOpManHo yxpakweHWX U rojasHux nayosa

e pesynTart CONnCTBEHOr UCTpaXusadkor pasa,

e [la NpeanoxeHa avcepTauyja y LenvH1 H1 y Aenosuma Huje Guna npegnoxeHa
3a fgobujake GUNO Koje Avnnome npema CTYAVjCKUM nporpamuma Apyrux
BUCOKOLLIKONCKMX YCTaHOBa, i

e [a Ccy pe3ynraTtu KOPeKTHO HaBeaeHu U

e [a HWCaM Kplumo/na ayTopcka npaBa M KOPUCTUO WMHTENeKTyanHy CBOjUHY
ApYrux nuua.

Mornuc aokTopaHTa

/%/ozu ﬂ%&;ﬁo/a/%

Y Beorpaay, 23.10.2013.
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9. PRILOZI

Mpunor 2.

W3jaBa 0 UICTOBETHOCTY LUITAMMaHe 1 eNeKTPOHCke
Bep3uje QOKTOPCKOr papa

Wme n npesume aytopa O6pagosuh M. MunaH

Bpoj nHpekca 53039/2010

Cryavjcku nporpam Buonoruja: AHuManHa u xymaa gusvonoruja

Hacnos papa EdbekTv ecTpaamona Ha perynauvjy Hatpujym-kanujymose nymne

1 Mopdonorvjy cpLia HOPMAarnHO YXPaHEHNX W rojasHMX naLosa

MeHTOp

1. _pp Ecma UceHosuh, Hay4Hn caBeTHUK, VIHCTUTYT 3a HyKneapHe Hayke "BuHya"

2. nap JeneHa hophesuh, penoBHy npodecop, YHUBEP3NTET Y Beorpagy,
Buonoluku dakynrtet

Motnucanu/a O6pagosuh M. Munax

Wsjasrbyjem Aa je WTamnaHa sepauja Mor OKTOPCKOr paaa UCToBeTHA €IeKTPOHCKO)
Bepauju kojy cam npegao/na 3a ofjaerbuBare Ha - noprany OurutanHor
penosutopujyma YHusep3suterta y Beorpaay.

[o3sorbaam Aa ce objaBe MOju MUYHW Nojauy BesaHW 3a Aobujare akapemckor
3pama [OKTOPa Hayka, Kao LITO Cy UMe U Mpesime, roavHa n MecTo pofjerba U AaTyMm
onbpaxe paaa.

OBM NWYHM nojauy Mory ce 06jaBuT Ha MPexHUM cTpaHulama purutanHe
B1UBnMoTEKE, Y ENEKTPOHCKOM KaTarnory 1 y nybnukauvjama YhusepsuteTa y Beorpapy.

MoTnuc AoKTOpaHTa

/%(/(OLH ﬁ%ﬁm;/yggji

Y Beorpagy, 23.10.2013.
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9. PRILOZI

Mpunor 3.

UsjaBa o kopuuhewy

Oenawhyjem YHuBep3auteTcky Gubnuoteky ,Cetosap Mapkosuh* ga y Ourutantu
penosuTopujym YHuBepauteTa y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauMjy nop
HacrnoBoMm:

EcbekTn ecTpaguona Ha perynauujy HaTpujym-kanujymose nymne v

Mopchonorujy cpua HopManHo yxpaweHUX U rojasHux nayosa

KOja je Moje ayTopcKo Aeno.

[IcepTauujy ca CBUM Npunosnma npeaao/na cam y enekTpoHcKoM gopmary norogHoM
3a TpPajHO apxvBupak-e.

Mojy ROKTOPCKY AvcepTauvjy noxpateHy y [urutanHu penosutopujyMm YHusepsutera
y Beorpagy Mory aa KopucTe CBU Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyyuvo/na.

@Ay'ropcrso
2. AyTOpCTBO - HeKoMepLnjanHo
3. AyTopcTBO — HekoMepLmjanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIjanHo — AeNNUTK NoA UCTUM YCrosuma
5. AytopctBo — 6es npepane
6. AyTOpCTBO — AENUTU NoA UCTUM yCroBUMa

(Monumo aa 3a0KpyXXMTe Camo jeAaHy of LEeCT MOHyReHux nuueHuM, kpaTtak onuc
NYUEeHUM AaT je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc gokropaHTa

Gwontidt

Y Beorpagy, 23.10.2013.
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