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Efekti estradiola u srcu pacova sa insulinskom rezistencijom

izazvanom ishranom bogatom fruktozom

REZIME

Fruktoza je prirodni Secer, €iji se unos poslednjih decenija dramaticno povecao,
najve¢im delom zbog povecane upotrebe kukuruznog sirupa sa visokim sadrzajem
fruktoze. Povecan unos fruktoze vodi ka razvoju metabolickog sindroma kod ljudi 1
eksperimentalnih Zivotinja. Pored promena u jetri, adipoznom tkivu 1 skeletnim
miSi¢ima, ishrana bogata fruktozom je pracena i razvojem insulinske rezistencije u srcu.
Poznato je da insulin ostvaruje svoje efekte na celije srca i da u stanju insulinske
rezistencije u srcu dolazi do poremecaja u signalnom putu Akt/eNOS 1 balansu
koriS¢enja energetskih supstrata. Posledice pove¢anog unosa fruktoze su polno zavisne,
pri ¢emu je protektivni efekat pripisan estrogenim hormonima. FizioloSke koncentracije
estrogena poboljSavaju osetljivost na insulin i deluju kardioprotektivno. Takode,
estradiol uti¢e na specificno delovanje insulina u srcu.

Cilj ove studije bio je analiza efekta estradiola na procese u srcu regulisane
insulinom u stanju insulinske rezistencije izazvane ishranom bogatom fruktozom. Zenke
pacova su podvrgnute standardnoj ishrani ili ishrani obogacenoj 10% rastvorom
fruktoze tokom 9 nedelja i ovarijektomisane 2 nedelje pre zrtvovanja, pri ¢emu je
polovina zivotinja na fruktoznoj ishrani dan nakon ovarijektomije podvrgnuta tretmanu
estradiolom. U cilju izuCavanja efekata ishrane bogate fruktozom i estradiola na
insulinom regulisanu fosforilaciju 1 unutarcelijsku lokalizaciju ispitivanih molekula,
polovina Zzivotinja je tretirana insulinom 40 minuta pre Zrtvovanja. Analizirani su
molekuli iz insulinskog signalnog puta (IRS-1, Akt i ERK1/2), kao 1 efektorni molekuli
¢iju funkciju regulise insulin, kao $to su eNOS, Na'/K'-ATP-aza i molekuli ukljuéeni u
transport 1 metabolizam energetskih supstrata u srcu (GLUT1, GLUT4, CD36, lipin 1 i
CPTI) 1 lipidni profil srca. Ispitivana je ekspresija ovih molekula na nivou proteina, kao
i njihova fosforilacija ili unutarcelijska lokalizacija.

Ishrana bogata fruktozom je povecala unos tecnosti i smanjila unos hrane, dok je
povecala ukupan kalorijski unos i koncentraciju leptina u plazmi. Estradiol je ve¢im

delom ponistio Stetne efekte ishrane na regulaciju apetita, verovatno preko povecanja



centralne osetljivosti na leptin. Zivotinje na fruktoznoj ishrani su imale povisene
koncentracije triglicerida 1 insulina u plazmi i pove¢éan HOMA indeks, smanjenu
koncentraciju slobodnih masnih kiselina, dok je koncentracija glukoze bila
nepromenjena. Estradiol je anulirao veéinu efekata ishrane bogate frukozom na
biohemijske parametre i tako povecao osetljivost na insulin, pri ¢emu je dodatno
smanjio koncentraciju slobodnih masnih kiselina u plazmi.

Ni ishrana bogata fruktozom ni estradiolski tretman nisu imali efekta na
ERK1/2. Medutim, fruktozna ishrana je smanjila fosforilaciju Akt na Ser*” i Thr'®®, i
fosforilaciju eNOS na Ser''”’, dok je povecala fosforilaciju eNOS na Thr*”, §to ukazuje
na selektivnu supresiju Akt/eNOS signalnog puta u srcu. Tretman estradiolom je
anulirao efekte fruktozne ishrane na serinske fosforilacije u molekulima Akt i eNOS,
dok uglavnom nije imao efekta na treoninske fosforilacije.

Ishrana bogata fruktozom je ispoljila pozitivne efekte na Na'/K'-ATP-azu u
srcu, tako Sto je povecala sadrzaj al 1 a2 subjedinica pumpe u plazma membranskoj
frakciji srca, pogotovo u insulinom stimulisanim uslovima, dok je smanjila ukupan
proteinski sadrzaj al subjedinice. Estradiol nije uspeo da ponisti efekte fruktozne
ishrane na subjedinice pumpe kod ovarijektomisanih Zenki pacova na ishrani bogatoj
fruktozom.

Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom su imale smanjen sadrzaj GLUT4 u
plazma membrani u insulinom stimulisanim uslovima i u mikrozomima niske gustine u
bazalnim uslovima, kao i smanjen sadrzaj GLUT1 u plazma membrani, Sto je bilo
praceno povecanim sadrzajem ovog transportera u mikrozomima niske gustine samo u
insulinom stimulisanim uslovima, kao i1 pove¢anjem ukupnog sadrzaja transportera u
srcu. Tretman Zivotinja na fruktoznoj ishrani estradiolom je smanjio sadrzaj GLUT4 u
mikrozomima niske gustine, pri ¢emu je povecao sadrzaj transportera u plazma
membranskoj frakciji u insulinom stimulisanim uslovima. Estradiol nije uticao na efekte
ishrane na sadrzaj GLUT1 u plazma membrani, dok je sadrzaj ovog transportera u
frakciji mikrozoma niske gustine bio smanjen, Cak ispod nivoa zabelezenog kod
kontrolnih Zivotinja u bazalnim uslovima. Ishrana bogata fruktozom je povecala sadrzaj
CD36 u plazma membranskoj frakciji 1 smanjila njegov sadrzaj u mikrozomima niske
gustine, dok je tretman estradiolom povecao sadrzaj transportera u ovoj frakciji, kao 1

njegov ukupan sadrzaj i dodatno povecao sadrzaj transportera u plazma membrani. Ovi



rezultati sugeriSu da ishrana bogata fruktozom stimuliSe preuzimanje masnih kiselina u
srcu, pri ¢emu estradiol potencira efekte fruktozne ishrane na preuzimanje masnih
kiselina. Ishrana bogata fruktozom nije uticala na sastav lipida u srcu, dok je
estradiolski tretman doveo do talozenja triglicerida razli¢itog sastava.

Rezultati ove studije pokazuju da je estradiol uspeo da popravi neke od Stetnih
efekata ishrane bogate fruktozom u srcu, na odredene efekte ishrane nije imao uticaja,
dok je neke potencijalno Stetne efekte ishrane €ak 1 potencirao, Sto moZe da bude od

velike vaznosti u klini¢koj praksi prilikom primene supstitucione terapije estradiolom.
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Effects of estradiol in the heart of rats with fructose-rich diet-induced

insulin resistance

ABSTRACT

Fructose is natural sugar whose intake has increased dramatically over the past
decades, mostly due to increased consumption of high-fructose corn syrup. Increased
intake of fructose initiates development of metabolic syndrome phenotype in humans
and experimental animals. In addition to changes in liver, adippose tissue and skeletal
muscle, fructose-rich diet is accompanied by cardiac insulin resistance. Cardiac muscle
is a target of insulin. Insulin resistance is accompanied by disturbances in Akt/eNOS
signalling and altered cardiac usage of energetic substrates. Consequences of enhanced
fructose intake are shown to be sex-dependent and the protective effect is attributed to
estrogens. Physiological concentrations of estrogens improve insulin sensitivity and
they are cardioprotective. Also, estrogens affect specific cardiac insulin action.

The aim of the present study was to analyze effects of estradiol on insulin-
regulated processes in the heart in insulin resistance state. Female rats were subjected to
standard diet or diet containing 10% fructose in drinking water during 9 weeks. Two
weeks before sacrifice, all animals were bilaterally ovariectomized and half of the
fructose-fed animals were subjected to estradiol replacement treatment, day after
ovariectomy. In order to study fructose-rich diet and estradiol effects on the insulin
regulated phosphorylations and subcellular localization of analyzed molecules, half of
the animals were treated with insulin, 40 min before killing. Insulin signaling molecules
(IRS-1, Akt 1 ERK1/2) were analyzed, as well as insulin regulated effector molecules,
such as eNOS, Na'/K'-ATPase and molecules involved in the transport and metabolism
of energetic substrates in the heart (GLUT1, GLUT4, CD36, lipin 1 i CPTI), as well as
profile of cardiac lipids. We examined the protein exppression of the molecules, as well
as their phosphorylation or subcellular localization.

Fructose-rich diet increased liquid intake and decreased food intake, while it
increased total caloric intake and plasma leptin concentration. Estradiol abolished most
of the detrimental effects of diet on appetite regulation, probably through increase in

central leptin sensitivity. The fructose-fed rats had increased plasma triglycerides and



insulin levels and increased HOMA index, decreased plasma free fatty acid level, while
glucose concentration was unaltered. Estradiol annulated most of fructose-rich diet
effects on biochemical parameters and thus increased insulin sensitivity, wherein it
additionally decreased plasma free fatty acid level.

Neither the diet nor estradiol treatment had a effect on ERK1/2. However
fructose diet decreased phosphorylation of Akt at Ser*”® and Thr’®®, and phosphorylation
of eNOS at Ser''”’, while it increased phosphorylation of eNOS at Thr*®, implying
selective suppression of cardiac Akt/eNOS signalling. Estradiol treatment anullated
effects of fructose diet on phosphorylation of serine residues in Akt and eNOS, but
mostly had no effect on threonine phosphorylation of the molecules.

Fructose-rich diet exert positive effects on Na'/K'-ATPase by increasing level of
pump al and a2 subunit in plasma membrane fraction of cardiac cells, especially in
insulin-stimulated conditions, while it decreased total content of al protein. Estradiol
failed to counteract fructose diet effects on subunits of pump in fructose-fed
ovariectomized female rats.

Fructose-fed rats had decreased plasma membrane content of GLUT4 in insulin-
stimulated conditions and low density microsomes content of GLUT4 in basal
conditions, as well as decreased GLUT1 level in the plasma membrane compartment,
which was accompanied by increased low density microsomes content of GLUTI in
insulin stimulated conditions and increased total cardiac cells GLUT1 level. Estradiol
treatment decreased low density microsomes content of GLUT4, while it increased
transporter level in the plasma membrane compartment in insulin-stimulated conditions.
Estradiol did not affect the diet effects on GLUTI plasma membrane content, but
GLUT!1 low density microsomes content was decreased, even below control value in
basal conditions. Fructose-rich diet increased the plasma membranes content of CD36
and decreased its content in low density microsomes fraction, while estradiol treatment
increased CD36 content in this compartment, total content of CD36 protein and
additionally increased plasma membranes content of transporter. This suggests that
fructose-rich diet stimulates fatty acid uptake in the heart, whereby estradiol potentiates
the effects of fructose diet on fatty acid uptake. Fructose-rich diet had no effects on
composition of cardiac lipids, while estradiol treatment caused accumulation of

different triglycerides.



These results indicate that estradiol managed to abrogate some of the detrimental
effects of fructose-rich diet in the heart, it had no influence on the specific effects of
diet, while it promoted some of the potentially harmful effects of fructose. This could be

of particular significance for clinical administration of estrogens.

Key words: estradiol, fructose, heart, insulin signaling, eNOS, Na'/K'-ATPase,

GLUT4, GLUT]1, CD36
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SKRACENICE

acil-CoA: engl. acyl coenzyme A

AF-1: aktiviraju¢a funkcija koja ne zavisi od liganda

AF-2: aktivirajuca funkcija koja zavisi od liganda

AMPK: proteinska kinaza koju aktivira AMP (engl. AMP-activated protein kinase)
AP1: engl. activator protein-1

AS160: Akt supstrat od 160kDa

BCA: bicinhonini¢na kiselina (engl. bicinchoninic acid)

BCIP/NBT: engl. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitroblue tetrazolium
¢GK: proteinska kinaza koja zavisi od cGMP

c¢GMP: ciklicni GMP

CNS: centralni nervni sistem

CPTI: karnitin palmitoil transferaza I (engl. carnitine palmitoyltransferase I)

DG: digliceridi

DHB: 2,5-dihidroksibenzoeva kiselina

ECL: pojacana hemiluminescencija (engl. enhanced chemiluminescence)

EDTA: etilendiamino tetrasiréetna kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)
eNOS: endotelna sintaza azot monoksida (engl. endothelial nitric oxide synthase)
ER: receptor za estrogene

ERA: engl. estrogen replacement and atherosclerosis trail

ERE: estrogen responsivni element

ERK: kinaze regulisane vancelijskim signalima (engl. extracellular signal-regulated

kinases)
ERT: supstituciona terapija estrogenom (engl. estrogen replacement therapy)
FABP: protein koji vezuje masne kiseline (engl. fatty acid binding protein)

FABPpm: plazmamembranski FABP



FAT/CD36: translokaza masnih kiselina (engl. fatty acid translocase)

FATP: transportni protein za masne kiseline (engl. fatty acid transport protein)
FFA: slobodne masne kiseline (engl. fiee fatty acid)

fld: engl. fatty liver dystrophy

GLUT: transporter za glukozu (engl. glucose transporter)

GRB2: engl. growth factor receptor-bound protein 2

HDL: engl. high-density lipoprotein

HERS: engl. heart and estrogen/progestin replacement study

HFCS: kukuruzni sirup sa visokim sadrzajem fruktoze (engl. high fructose corn syrup)
HOMA: engl. homeostasis model assessment

HRP: peroksidaza iz rena (engl. horse-radish peroxidase)

HSP90: protein toplotnog stresa 90 (engl. heat shock protein 90)

I/R: ishemija/reperfuzija

IGF-1: receptor za faktor rasta sli¢an insulinu 1 (engl. insulin-like growth factor 1)
iNOS: inducibilna NOS

IR: receptor za insulin

IRS: supstrat receptora za insulin (engl. insulin receptor substrate)

JNK: c-Jun N-terminalne kinaze (engl. c-jun N-terminal kinases)

LDL: engl. low-density lipoprotein

LDM: frakcija mikrozoma niske gustine

LPL: lipoprotein lipaza

LVH: hipertrofija leve komore (engl. left ventricular hypertrophy)

MALDI-TOF: engl. matrix-assisted laser desorption and ionization time-of-flight

mass spectrometry

MAPK: proteinska kinaza aktivirana mitogenima (engl. mitogen-activated protein

kinase)

MEK 1/2: kinaze MAPK



mTOR: ciljni molekul za rapamicin kod sisara (engl. mammalian target of rapamycin)
nNOS: neuralna NOS

NO: azot monoksid

PAP1: fosfatidat fosfataza 1 (engl. phosphatidate phosphatase-1)

PDK1: kinaza tipa 1 zavisna od PIP3 (engl. PIP3-dependent kinase 1)

PFK: fosfofruktokinaza

PGC-1a: engl. peroxisome proliferator-activated receptor gama coactivator 1o
PH domen: engl. pleckstrin homology domain

PHLPP: engl. PH-domain leucine-rich repeat protein phosphatase

PI3K: fosfatidilinozitol 3-kinaza (engl. phosphatidylinositol 3-kinase)

PIP3: fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat

PKA: proteinska kinaza A

PKB/AKkt: proteinska kinaza B

PKC: proteinska kinaza C

PM: frakcija plazma membrana

PMSF: fenilmetilsulfonil fluorid (engl. phenylmethylsulfonyl fluoride)

PP2A: proteinska fosfataza 2A (engl. protein phosphatase 2A4)

PPARa: engl. peroxisome proliferator-activated receptor a

PTB domen: domen koji vezuje fosfotirozine (engl. phosphotyrosine-binding domain)
PVDF: engl. polyvinyl difluoride

Raf: Ser/Thr specificna kinaza

Ras: mala GTP-aza

SDS PAGE: SDS elektroforeza na poliakrilamidnom gelu

SDS: natrijum dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)

Ser: serin

SH2 domen: engl. src-homology-2 domain



She: protein koji sadrzi domen 2 homolog Src (engl. src homology 2 domain containing

protein)

SOS: engl. son of sevenless

SREBPI1c: engl. sterol regulatory element binding protein Ic

TG: trigliceridi

Thr: treonin

TNFa: engl. tumor necrosis factor o

Tyr: tirozin

VLDL: lipoproteini veoma niske gustine (engl. very low density lipoprotein)

WHI-HRT: engl. womens health initiative hormone replacement trail
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Tehnoloski napredak i povoljniji ekonomski status u zemljama zapadnog sveta
tokom proSlog veka su rezultovali sedentarnim nacinom Zivota koji je pracen
povec¢anim unosom kalorija, Sto je dovelo do povecane ucestalosti metabolickog
sindroma, epidemije koja je zahvatila 1 zemlje u razvoju (Rutledge 1 Adeli, 2007).
Metabolicki sindrom predstavlja skup patologija, koje obuhvataju gojaznost u predelu
stomaka, insulinsku rezistenciju, hiperinsulinemiju, dislipidemiju 1 hipertenziju 1
predstavlja rizik za razvoj dijabetesa tipa 2, kardiovaskularnih bolesti i1 bolesti bubrega
(Ferder 1 sar., 2010).

U prvoj polovini 20. veka hipertenzija je bila retka pojava u svim delovima
sveta, osim u Evropi (Engleska, Nemacka i Francuska) i SAD. Sirenjem zapadne
kulture 1 ishrane, dosSlo je do znacajnih promena. Ucestalost hipertenzije u svetu je
povecana, pre svega kod grupa ljudi sa nizom socioekonomskom podrskom. Paralelno
sa povecanjem ucestalosti hipertenzije doSlo je do povecanja ucestalosti gojaznosti,
dijabetesa tipa 2 i bolesti bubrega. Ovo je bilo pra¢eno pove¢anjem broja pacijenata koji
obolevaju od mozdanog udara, sréane slabosti i infarkta miokarda. Pocetkom 20. veka
bolest koronarnih arterija se javljala samo u Evropi i SAD, da bi 1960. godine Svetska
Zdravstvena Organizacija proglasila epidemiju kardiovaskularnih bolesti u svetu
(Johnson i sar., 2007).

Kardiovaskularne bolesti predstavljaju vode¢i uzrok smrti u svetu, i procenjuje
se da ¢e broj ljudi koji umiru od kardiovaskularnih bolesti, uglavnom bolesti srca 1
moZzdanog udara, dosti¢i 23,3 miliona do 2030. godine. Preko 80% smrtnih slucajeva od
ovih bolesti se deSava u nerazvijenim i srednje razvijenim zemljama i javlja se gotovo
jednako kod muSkaraca i Zena. Glavni ponaSajni faktori rizika za razvoj bolesti srca i
moZdanog udara su nezdrava ishrana, fizicka neaktivnost, puSenje 1 prevelika

konzumacija alkohola (www.who.int).
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1.1 FRUKTOZA

lako se namirnice koje sadrze Secer u danasnje vreme konzumiraju gotovo u
okviru svakog obroka, masovna upotreba Secera u svakodnevnoj ishrani nije pocela tako
davno. Nakon pocetka proizvodnje Secera iz Secerne trske (15. vek) i Secerne repe (18.
vek) Secer je bio dostupan samo kraljevskim porodicama i bogatim slojevima
stanovniStva. Masovnija upotreba Secera je pocela pocetkom 20. veka 1 to prvo u
industrijski razvijenim zemljama. Ranih 1970-th u SAD se pojavio novi zasladivac,
kukuruzni sirup sa visokim sadrzajem fruktoze (HFCS, engl. high fructose corn syrup),
koji je imao prednost u odnosu na konzumni Secer, pre svega po pitanju cene (Johnson 1

sar., 2007).

1.1.1 Fruktoza u ishrani ljudi

Fruktoza je prirodni Secer koji se nalazi u medu (>10% od ukupnog sadrzaja
Secera) 1 vocu (5-10% od ukupnog sadrzaja SeCera), kao 1 u nekim vrstama povrca.
Cinjenica da mleko i meso, kao i veéina povréa, ne sadrze fruktozu, ukazuje na to da su
ljudi u maloj meri bili izloZeni fruktozi kroz ishranu, pre masovne proizvodnje Secera
(Bray, 2007). Fruktoza se takode nalazi u hrani i kao konstituent disaharida saharoze,
koji se sastoji od jednog molekula glukoze i1 jednog molekula fruktoze povezanih 1-4
glikozidnom vezom (Tran 1 sar., 2009). Unos fruktoze kod americke populacije se
povecao za gotovo 30% u periodu izmedu 1970. 1 2000. godine, velikim delom zbog
povecane upotrebe HFCS. HFCS nastaje industrijskom enzimskom izomerizacijom
glukoze iz kukuruznog skroba u fruktozu. HFCS se intenzivno koristi kao zasladiva¢ u
proizvodnji gaziranih 1 negaziranih pica, cerealija, hleba i drugih peciva, kandiranog
voca, dzemova, industrijskih slatkiSa 1 drugih dezerata. lako HFCS moze da sadrZi i do
90% fruktoze, HFCS koji se najviSe koristi kao zasladiva¢ u bezalkoholnim pi¢ima
sadrzi oko 55% fruktoze. Dve tre¢ine od ukupne potrosnje HFCS u SAD potice iz
konzumacije zasladenih bezalkoholnih pi¢a. Unos kalorija putem konzumacije
zasladenih bezalkoholnih pi¢a i 100% vo¢nih sokova se povecao sa 242 kcal/dan u
periodu izmedu 1977. 1 1978. na 270 kcal/dan u periodu od 1999. do 2004 (Bray i sar.,
2004; Ferder i sar., 2010).
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1.1.2  Metabolicki efekti ishrane obogacene fruktozom

Prekomeran unos fruktoze, primarno u formi zasladiva¢a dodatih hrani,
epidemioloski je povezan sa razvojem metabolickog sindroma (Collino, 2011). Na
osnovu brojnih podataka Bray i saradnici su zakljucili da povecana konzumacija
napitaka koji su zasladeni sa HFCS 1 sadrze vise od 50% slobodne fruktoze ima vaznu
ulogu u epidemiji gojaznosti (Bray 1 sar., 2004). Studija na odraslim gojaznim ljudima
oba pola je pokazala da konzumacija fruktoze vodi ka dislipidemiji, smanjenoj
osetljivosti na insulin 1 visceralnoj gojaznosti, dok ovi efekti nisu primeceni kod osoba
koje su konzumirale glukozu (Stanhope 1 sar., 2009).

Na osnovu eksperimentalnih studija na razli¢itim Zivotinjskim vrstama, uoceno
je da ishrana sa visokim sadrzajem fruktoze uzrokuje ve¢inu simptoma metabolickog
sindroma kod Zivotinja, dok ove promene nisu zapaZzene u animalnim studijama sa
ishranom obogac¢enom drugim vrstama ugljenih hidrata (Elliott 1 sar., 2002; Miller 1
Adeli, 2008). Ishrana razli¢itih vrsta glodara, pre svega pacova, hranom bogatom
fruktozom vodi ka razvoju hipertenzije, insulinske rezistencije, poremecene glukozne
homeostaze, dislipidemije, i drugih Stetnih metabolickih i kardiovaskularnih efekata, Sto
ih ¢ini pogodnim animalnim modelom metabolickog sindroma 1 insulinske rezistencije
(Panchal i Brown, 2011; Tran i sar., 2009).

Studije na pacovima hranjenim hranom obogaé¢enom fruktozom su pokazale da
je stepen insulinske rezistencije ve¢i kod muzjaka nego kod Zenki (Galipeau i sar.,
2002). Takode, primeceno je da je stepen osetljivosti na ishranu bogatu fruktozom veci
kod ovarijektomisanih zenki, pri ¢emu je protektivni efekat pripisan estrogenim

hormonima (Galipeau i sar., 2002).

1.1.2.1 Metabolizam fruktoze u jetri

Fruktoza se iz gastrointestinalnog trakta apsorbuje preko transportera
specificnog za fruktozu GLUTS. Jedan deo fruktoze se direktno metaboliSe u
enterocitima, gde se konvertuje u laktat i glukozu. Apsorbovana fruktoza se gotovo u
potpunosti metaboliSe u jetri preko puta koji je razli¢it od metabolizma glukoze. U jetri,

visoko eksprimirani enzim specifi¢an za fruktozu, fruktokinaza, fosforiliSe fruktozu do
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fruktoza 1-fosfata, koji se dalje konvertuje do trioza fosfata: dihidroksiaceton fosfata,
gliceraldehida 1 gliceraldehid 3-fosfata, delovanjem enzima aldolaze B i triokinaze.
Regulatorni korak u metabolizmu glukoze predstavlja fosforilacija fruktoza 6-fosfata do
fruktoza 1,6-difosfata koju katalizuje fosfofruktokinaza (PFK), koja je negativno
inhibirana citratom i ATP. Posto fruktoza zaobilazi enzim PFK, i posto fruktokinaza i
aldolaza B nisu inhibirane ATP i citratom, potencijalno sva fruktoza unesena putem
hrane se brzo konvertuje u trioza fosfate u jetri. Ovi supstrati se sukcesivno oksiduju u
jetri ili se konvertuju u glukozu 1 laktat, koji se oslobadaju u cirkulaciju ili se konvertuju
u glikogen. Mali, ali znacajan deo trioza fosfata se prevodi u alkoholnu komponentu
triglicerida (TG), glicerol 3-fosfat, i1 kroz proces de novo lipogeneze, u masne kiseline
dugih lanaca koje mogu da budu esterifikovane do TG (Tappy 1 sar., 2010; Tran 1 sar.,
2009).

Fruktoza poseduje jedinstvenu osobinu, u poredenju sa drugim Secerima, da
povecava nivo uricne kiseline u plazmi. Zbog izostanka inhibicije fruktokinaze, sva
fruktoza koja ude u ¢eliju se brzo fosforiliSe, $to rezultuje velikom potroSnjom ATP.
Ovo vodi ka aktivaciji enzima iz metabolizma purina koji degradiraju adeninske
nukleotide do uri¢ne kiseline (Collino, 2011; Ferder i sar., 2010).

Fruktoza akutno ne stimuliSe oslobadanje insulina i leptina, dva hormona klju¢na
za dugotrajnu regulaciju enrgetske homeosteze. Insulin 1 leptin reguliSu telesnu masu
tako Sto preko centralnog nervnog sistema (CNS) inhibiraju unos hrane i povecavaju
potro$nju energije. Takode, ishrana bogata fruktozom povecava koncentraciju grelina,

hormona koji povecava apetit (Elliott 1 sar., 2002).

1.2 INSULIN

Insulin ima vaznu ulogu u razli¢itim aspektima kardiovaskularnog metabolizma 1
funkcije uklju¢ujuéi metabolizam glukoze 1 masnih kiselina dugih lanaca, translaciju
proteina i vaskularni tonus (Bertrand i sar., 2008). Insulin stimuliSe potroSnju glukoze u
srcu 1 tako smanjuje potrosnju kiseonika (za oksidaciju glukoze je potrebno 12% manje
kiseonika nego za oksidaciju masnih kiselina, da bi se proizvela ista kolicina ATP) i

povecava sréanu efikasnost (Iliadis i sar., 2011). Takode, insulin pojacava kontrakciju
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kardiomiocita, dok povoljno uti¢e na relaksaciju sréanog misi¢a, povecava biogenezu
ribozoma i sintezu proteina, stimuliSe faktor rasta vaskularnog endotela i tako stimuliSe
angiogenezu, smanjuje apoptozu i stimuliSe prezivljavanje ¢elija i na kraju poboljSava
mikrocirkulaciju u srcu i rezistenciju koronarnih arterija, $to vodi ka povecéanoj

prokrvljenosti sr¢anog misi¢a (Iliadis i sar., 2011).

1.2.1 Receptor za insulin

Insulin ostvaruje ve¢inu svojih poznatih efekata u srcu preko receptora za insulin
(IR) (Slika 1) (Abel, 2004; Belke 1 sar., 2002). IR pripada superfamiliji
transmembranskih receptora koji poseduju aktivnost tirozin (Tyr) kinaze. IR je
heterotetramerni enzim koji se sastoji od dve alfa (a) (135kDa) i dve beta () (95kDa)
subjedinice, povezane disulfidnom vezom u B-a-o-f konfiguraciju. Alfa subjedinica je u
potpunosti vancelijska 1 za nju se vezuje ligand, dok B subjedinica sadrzi vancelijski
deo, transmembranski domen i unutaréelijski deo u kome je smeSten domen koji
poseduje aktivnost proteinske kinaze (DeBosch i Muslin, 2008; Ottensmeyer 1 sar.,
2000).

Insulin se asimetricno vezuje za dva razli¢ita, odvojena mesta na dimernom
receptoru 1 tako umrezava monomere receptora (De Meyts, 2004). Vezivanje insulina za
specificne regione na a subjedinici indukuje brze konfiguracione promene u receptoru
Sto vodi ka autofosforilaciji specificnih Tyr ostataka u unutaréelijskom regionu f3
subjedinice putem mehanizma transfosforilacije. Autofosforilacija rezultuje aktivacijom
Tyr kinazne aktivnosti receptora (Le Roith i Zick, 2001).

Specifi¢no vezivanje insulina za odgovarajuci receptor na povrsini ¢elije aktivira
kompleksnu mrezu signalnih puteva koji reguliSu razlicite funkcije u ¢eliji (Muniyappa i
sar., 2007). Aktivirani IR se preko fosfotirozinskih ostataka vezuje za unutarcelijske
supstrate, kao Sto su ¢lanovi familije supstrata receptora za insulin (IRS, engl. insulin
receptor substrate) 1 protein koji sadrzi domen 2 homolog Src (She, engl. src homology
2 domain containing protein) i fosforiliSe ih. Regrutovanje 1 fosforilacija ovih supstrata
aktivira dva glavna signalna puta, put fosfatidilinozitol 3-kinaze (PI3K, engl.
Pphosphatidylinositol 3-kinase) 1 proteinske kinaze aktivirane mitogenima (MAPK, engl.
mitogen-activated protein kinase) (Slika 1). Put PI3K predstavlja glavni put u
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metabolickim delovanjima insulina, dok je put MAPK ukljuen u c¢elijski rast i

diferencijaciju (Bertrand i sar., 2008) (Slika 1).

Preuzimanje

Insulin

¥
O }
' Translokacija

GLUT4 vezikula

A

Dif S :
iferencijacija ASl.l’ltEZa A Sinteza Glukoneogeneza
glikogen proteina

Sinteza lipida

Slika 1. Mehanizam delovanja insulina. Insulin se vezuje za sopstveni receptor (IR)
Sto rezultuje kaskadom tirozinskih fosforilacija koje generiSu nishodne signale. IR
fosforiliSe IRS 1 Shc. Fosforilacija IRS vodi aktivaciji signalnog puta PI3K, ciji
nishodni ¢lanovi reguliSu sintezu glikogena, proteina i1 lipida, glukoneogenezu 1
transport glukoze u ¢eliji. Fosforilacija Shc aktivira signalni put MAPK koji aktivira
serin/treonin kinaze odgovorne za ¢elijski rast 1 diferencijaciju. IR: receptor za insulin;
IRS: supstrat receptora za insulin; PI3K fosfaditilinozitol 3-kinaza; PIP3:
fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat; PDK1: kinaza tipa 1 zavisna od PIP3; aPKC: atipi¢na
proteinska kinaza C; AKT1: proteinska kinaza B1; GSK3: glikogen sintaza kinaza 3;
mTOR: ciljni molekul za rapamicin kod sisara; FOXO1: (engl. forkhead box protein
O1); GLUT4: transporter za glukozu 4; Shc: protein koji sadrzi domen 2 homolog Src;
GRB2: (engl. growth factor receptor-bound protein 2); SOS: (engl. son of sevenless);
RAS: mala GTP-aza; RAF: serin/treonin specificna kinaza; MEK1/2: MAPK kinaze;
ERK: kinaze regulisane vancelijskim signalima (Tsatsoulis i sar., 2013).

Identifikovano je najmanje 11 unutarcelijskih supstrata IR i receptora za faktor
rasta slinog insulinu 1 (IGF-1 eng. insulin-like growth factor 1) od koji Sest pripada
familiji IRS proteina, koji su imenovani kao IRS 1-6. Svi IRS proteini poseduju
konzerviran strukturni domen koji uklju¢uje PH domen (engl. pleckstrin homology
domain) 1 domen koji vezuje fosfotirozine (PTB domen, engl. phosphotyrosine-binding
domain) u N-terminalnom delu, koji su neophodni za interakcije sa celijskom

membranom 1 efikasno kuplovanje sa IR. Centralni i C-treminalni deo IRS proteina
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sadrzi do 20 potencijalnih mesta koja se nakon fosforilacije na Tyr ostacima delovanjem
Tyr kinaze IR, vezuju za nishodne signalne molekule koji poseduju SH2 domen (engl.
src-homology-2 domain) (Taniguchi i sar., 2006; Whitehead i sar., 2000).

Najmanje 4 clana IRS familije su prisutni u srcu (IRS 1-4), pri ¢emu se
pretpostavlja da je IRS-1 najvazniji IRS protein ukljucen u ¢elijski rast posredovan IR u
srcu (DeBosch i Muslin, 2008).

Insulin fosforilise IRS1 na Tyr ostacima, gde fosforilacija Tyr®® i Tyr®®,
generiSe glavno mesto za vezivanje PI3K (Gual i1 sar., 2005). IRS-1 podleze 1
fosforilaciji na serinskim (Ser) ostacima delovanjem citokina, slobodnih masnih kiselina
(FFA, engl. free fatty acid) i insulina. Postoji 70 potencijalnih mesta fosforilacije Ser

ostataka na IRS-1, pri ¢emu se smatra da serinska fosforilacija, kao §to je ona na Ser’"’

negativno reguliSe insulinski signalni put (Taniguchi i sar., 2006).

1.2.2  Signalni put PI3K/Akt

Fosfatidilinozitol 3-kinaze su odgovorne za fosforilaciju fosfatidilinozitola na
D3 poziciji 1 mogu da se podele u tri grupe (I, II 1 II) u zavisnosti od supstratne
specificnosti 1 nacina aktivacije. Klasa I PI3K fosforiliSe in vivo fosfatidilinozitol 4,5-
difosfat do fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfata (PIP3) i moze dalje da se podeli u dve
podgrupe (a i b) (Hirsch 1 sar., 2007). Klasa I PI3K je eksprimirana u srcu gde ima
vaznu ulogu u regulaciji rasta, prezivljvanja i kontraktilne funkcije kardiomiocita
(Ghigo 1 sar., 2011; Naga Prasad i sar., 2003). Podgrupa Ia PI3K su heterodimeri
sastavljeni od p110 kataliticke subjedinice i1 p85 regulatorne subjedinice, koja je vezana
za kataliticku subjedinicu i1 drzi je u neaktivnom stanju (Hirsch 1 sar., 2007). p85
regulatorna subjedinica preko SH2 domena interaguje sa fosfotirozinskim ostacima na
IRS-1 1 na taj nacin dolazi do regrutacije PI3K do plazma membrane gde katalizuje
produkciju PIP3 (Cohen, 2006). U srcu pacova odmah nakon stimulacije insulinom
dolazi do autofosforilacije IR 1 sukcesivne fosforilacije IRS-1 1 IRS-2, koji asociraju sa
p85 subjedinicom PI3K, nakon ¢ega dolazi do aktivacije p110 kataliticke subjedinice
(Velloso 1 sar., 1998). Akumulirani PIP3 na ¢elijskoj membrani indukuje regrutovanje
kinaze tipa 1 zavisne od PIP3 (PDKI, engl. PIP3-dependent kinase I) 1 proteinske
kinaze B (PKB)/Akt do plazma membrane preko njihovih PH domena S$to vodi ka
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aktivaciji Akt (Saltiel i Pessin, 2002). Delovanje insulina moZze da se blokira lipidnim
fosfatazama koje defosforilisu PIP3(SHIP2 i PTEN) (Saltiel i Pessin, 2002).

PKB/Akt je solubilni citosolni protein molekulske mase 57 kDa, koji se kod
sisara javlja u tri razli¢ite izoforme, poznate kao Aktl (PKBa), Akt2 (PKBp) i Akt3
(PKBYy). Aktl je najviSe zastupljena izoforma, sa posebno velikim stepenom ekspresije
u mozgu, srcu i plu¢ima. Sve izoforme poseduju tri konzervirana domena: PH domen u
N-terminalnom kraju, centralni kataliticki kinazni domen srodan proteinskim kinazama
A 1 C (PKA 1 PKC), koji sadrzi treonin (Thr) na poziciji 308 kod Aktl, 1 C-terminalni
regulatorni domen (sadrzi Ser'” kod Aktl) (Matsui i Rosenzweig, 2005; Sale i Sale,
2008).

Vezivanje PIP3 za PH domen Akt indukuje konformacione promene u molekulu
Akt §to olakSava proces fosorilacije Thr'®® i Ser*”?

Sale, 2008). Iako fosforilacija Thr’®® delovanjem PDKI1 delimi¢no aktivira Akt,

delovanjem ushodnih kinaza (Sale 1

473

fosforilacija Ser’’” u C-terminalnom regulatornom domenu je neophodna za potpunu

aktivnost Akt (Matsui i Rosenzweig, 2005). Pretpostavlja se da je proteinska kinaza

473 specifi¢na forma ciljnog molekula za rapamicin kod sisara

koja fosforiliSe Akt na Ser
(mTOR, engl. mammalian target of rapamycin) vezana za regulatornu subjedinicu,
poznatu kao RICTOR (Cohen, 2006).

Insulin stimuli§e aktivnost Akt u srcu preko fosforilacije Ser*’? i Thr’®® (Soltys i
sar., 2002). Akt je ukljuCen u insulinom stimulisano preuzimanje glukoze u srcu
(DeBosch 1 sar., 2006) 1 ima vaznu ulogu u regulaciji prezivljavanja i funkcije
kardiomiocita (Matsui i sar., 2001).

Aktivnost Akt reguliSe nekoliko inhibitornih molekula, koji ukljuuju i enzime

kao §to su proteinska fosfataza 2A (PP2A, engl. protein phosphatase 2A) 1 PHLPP
(engl. PH-domain leucine-rich repeat protein phosphatase) (Taniguchi i sar., 2006).

1.2.3  Signalni put MAPK

Signalni put MAPK prenosi vancelijske 1 ponekad unutarcelijske signale koji
vode do razli¢itih bioloskih efekata koji menjaju ili fino reguliSu celijske procese i
ekspresiju gena. Signalni put MAPK se sastoji od 3 nivoa kinaza koje ¢ine mrezu

umnoZzavanja signala baziranu na fosforilacijama. MAPK kaskade su generalno
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klasifikovane u tri glavne grane, gde su zavrSne kinaze u troclanoj kaskadi ovih grana
p38 kinaza, c-Jun N-terminalne kinaze (JNK, engl. c-jun n-terminal kinases) 1 kinaze
regulisane vancelijskim signalima (ERK, engl. extracellular signal-regulated kinases)
(Kehat i Molkentin, 2010). U kardiomiocitima MAPK signalnu kaskadu mogu da
aktiviraju faktori rasta, angiotenzin II, stres (Bueno i Molkentin, 2002), insulin i
agonisti al-adrenalinskog receptora (Wang i sar., 2001).

Adaptorni protein Shc se direktno vezuje za aktivirani IR, pri ¢emu dolazi do
tirozinske fosforilacije She, koji se zatim preko fosfotirozinskih ostataka vezuje za SH2
domen GRB2 (engl. growth factor receptor-bound protein 2). GRB2 prethodno preko
SH3 domena regrutuje iz citosola do plazma membrane faktor razmene guaninin
nukleotida SOS (engl. son of sevenless). Vezivanje kompleksa GRB/SOS za Shc
aktivira malu GTP-azu Ras, tako $to ubrzava zamenu GDP za GTP (Brownsey 1 sar.,
1997; McKay 1 Morrison, 2007). Aktivirana Ras se vezuje za NH2-terminalni region
Ser/Thr specifi¢ne kinaze Raf, Sto vodi ka translokaciji Raf do plazma membrane. Ras-
Raf interakcija uklanja 14-3-3 protein sa Raf kinaze, Sto omogucava njenu aktivaciju
delovanjem Ser/Thr kinaza (Le Roith i Zick, 2001). Raf fosforiliSe (i aktivira) dve
izoforme kinaze MAPK (MEK1 i MEK2) na dva Ser ostatka. MEK1 ili MEK2 zatim
fosforilisSe Thr 1 Tyr ostatke u ERK 1 1 2, 1 tako aktivira ove vrste i u citoplazmi i u
nukleusu (Sugden, 2003). ERK1 1 ERK2 su 83% identi¢ne, 1 dele ve¢inu signalnih
aktivnosti, 1 kao posledica toga obicno se pominju kao ERK1/2. Aktivirani ERK1/2
mnoge transkripcione faktore. Put ERK1/2 je ukljuCen u razvoj srca, preko njihove
uloge u prenosu signala faktora rasta, a isto tako ima ulogu u raznim patologijama srca

kao $to su hipertrofija, remodelovanje srca i apoptoza (Rose i sar., 2010).

1.3 ENDOTELNA SINTAZA AZOT MONOKSIDA

Endotelna sintaza azot monoksida (eNOS, engl. endothelial nitric oxide
synthase) je enzim iz familije azot monoksid (NO) sintaza, koje katalizuju oksidaciju L-
arginina do L-citrulina i NO, u reakciji koja zahteva prisustvo velikog broja razli¢itih

kofaktora. NO je unutar- i interelijski signalni molekul, koji reguliSe razliite
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fizioloske 1 patoloSke procese, sa posebnom ulogom u regulaciji kardiovaskularne
homeostaze (Fleming i Busse, 2003; Kukreja i Xi, 2007). Klonirane su tri izoforme
NOS: neuralna NOS (nNOS), inducibilna NOS (iNOS) i eNOS. U srcu sisara su
eksprimirane sve tri izoforme NOS u razli¢itim tipovima <delija, ukljucujuéi i
kardiomiocite. U kardiomiocitima razliCite izoforme su eksprimirane u razli¢itim
subcelijskim kompartmanima (Massion i sar., 2005).

eNOS, kao 1 sve NOS sadrze dva funkcionalno razli¢ita domena, N-terminalni
oksigenazni domen koji sadrzi mesta za vezivanje hema, BH4 1 L-arginina 1 C-
terminalni reduktazni domen, gde se nalaze mesta za vezivanje FAD, FMN 1 NADPH.
Ova dva domena su povezana mestom za prepoznavanje kalmodulina. Takode sve NOS
forme funkcioniSu u obliku dimera koji je stabilizovan pomo¢u hema, L-arginina, kao 1
BH4 (Alderton 1 sar., 2001). eNOS je jedina izoforma NOS koja je dvojako acetilovana
miristinskom 1 palmitinskom kiselinom. Ova dvojaka acetilacija je neophodna za
uspesno vezivanje eNOS za invaginacije plazma membrane, kaveole (Feron 1 Balligand,
2006). eNOS u kaveolama interaguje sa kaveolinom-3 u kardiomiocitima (Knowles 1
sar., 2011) i kaveolinom-1 u endotelijalnim ¢elijama, §to obezbeduje pravilno vezivanje
za kaveole i odrzava eNOS u inhibiranom, neaktivnom stanju (Feron i Balligand, 2006).
Povecanje unutaréelijske koncentracije Ca®" jona dovodi do formiranja kompleksa Ca*"
1 kalmodulina, koji se zatim vezuje za eNOS, pri ¢emu dolazi do disocijacije eNOS od
kaveolina 1 iniciranja njene kataliticke aktivnosti (Michel i sar., 1997a; Michel 1 sar.,
1997b).

eNOS je takode regulisana fosforilacijom na Ser, Thr i Tyr ostacima.
Najznacajnija mesta fosforilacije su Ser''”’ (za humani eNOS) i Ser''” (za govedi
eNOS) u reduktaznom domenu i Thr*”® (za humani eNOS) i Thr**” (za govedi eNOS) u
okviru kalmodulin vezuju¢eg domena (Fleming i Busse, 2003). Insulin stimuliSe

"7 (Andreozzi i sar., 2007) odnosno Ser''” aktivacijom puta

fosforilaciju Ser
PI3K/Akt, mehanizom koji ne zavisi od Ca>" (Montagnani i sar., 2001). eNOS asocira
sa proteinom toplotnog stresa 90 (HSP90, engl. heat shock protein 90), koji takode
asocira sa Akt sprecavaju¢i njegovu defosforilaciju. Nastali kompleks ubrzava
fosforilaciju 1 aktivaciju eNOS. HSP90 takode ubrzava disocijaciju eNOS od kaveolina
vezivanjem kalmodulina (Balligand, 2002; Fleming i Busse, 2003). Thr*” je

konstitutivno fosforilisan u endotelijalnim ¢elijama, Sto uzrokuje smanjenje enzimske
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aktivnosti eNOS, pri éemu insulin smanjuje fosforilaciju Thr**’ (Andreozzi i sar., 2007).
Biohemijski put koji ¢ine IR, IRS-1, PI3K i Akt ima vaznu ulogu u vazodilatatornom
delovanju insulina, tako $to aktivira eNOS 1 stimuliSe produkciju NO u vaskularnom
endotelu (Montagnani i sar., 2002; Zeng i sar., 2000).

Signalni putevi koje aktivira NO imaju veoma vaznu ulogu u odrzavanju
kardiovaskularne homeostaze. U glatkim miSi¢nim ¢elijama vaskulature NO stimuliSe
vazorelaksaciju, Sto rezultira smanjenjem krvnog pritiska. NO vecinu efekata ostvaruje
preko stimulacije proizvodnje unutarcelijskog ciklicnog GMP (cGMP), koji zatim
aktivira proteinsku kinazu koja zavisi od cGMP (cGK) (Feil 1 sar., 2003). Najve¢i deo
endogenog NO u srcu potice 1z endotelijalnih Celija koronarne vaskulature 1 ostvaruje
parakrine efekte u srcu (Massion i sar., 2003). NO osloboden iz koronarnog endotela
najznacajnije efekte postize delovanjem na relaksaciju kardiomiocita, preko fosforilacije
troponina I dejstvom ¢GK, koja vodi ka smanjenju osetljivosti miofilamenata na Ca*"
(Seddon 1 sar., 2007). eNOS je takode eksprimirana u kardiomiocitima, gde preko
autokrinih efekta NO doprinosi regulaciji kontrakcije sr¢anog miSi¢a. (Seddon i sar.,
2007).

NO ispoljava efekte i na druge funkcije kardiomiocita kao S§to su potroSnja

kiseonika, metabolizam supstrata i ¢elijski rast i prezivljavanje (Massion i sar., 2005)

1.4 NATRIJUM/KALIJUM-ATP-aza

Na'/K"-ATP-aza odrzava elektrohemijski gradijent Na" i K jona i samim tim i
membranski potencijal, koji nastaje kao posledica razli¢ite propustljivosti membrane za
ove jone (Sweeney i Klip, 1998). Ova membranska pumpa posreduje u aktivnom
transportu Na' jona iz éelije i K™ jona u ¢eliju i identifikovana je u gotovo svim
zivotinjskim tkivima, ukljuujuéi i humani sr€ani misi¢ (Schwinger i sar., 2003). Pumpa
katalizuje transfer tri unutaréelijska Na" jona u zamenu za dva vanéelijska K* jona i pri
tome koristi energiju koja nastaje hidrolizom jednog molekula ATP (Sweeney i Klip,
1998). Na'/K'-ATP-aza ima vaznu ulogu u regulaciji ¢elijskog volumena, pH

. . . . + + + . + + . .. v .
citoplazme i nivoa jona Ca®" preko Na'/H™ i Na'/ Ca*" izmenjivaca, redom, kao i u

11



UVOD

pokretanju procesa sekundarnog transporta, kao $to su Na'-zavisan transport glukoze i
aminoskiselina (Therien i Blostein, 2000).

Na'/K'-ATP-aza je heterodimer sastavljen od dve subjedinice, katalititke o
subjedinice koja pumpa Na" i K' jone i P subjedinice. Alfa subjedinica sadrzi mesta za
vezivanje Na', K', ATP i kardiotoni¢nih (digitalis) glikozida i njena transportna
aktivnost zavisi od P subjedinice. Beta subjedinica je glikoprotein i uklju¢ena je u
transport funkcionalnog enzima od endoplazmati¢nog retikuluma (mesto sinteze) do
plazma membrane. U nekim tkivima je eksprimirana 1 y subjedinica, koja ima
regulatornu ulogu (Clausen, 2003). Identifikovane su Cetiri izoforme a subjedinice 1 tri
izoforme B subjedinice, pri cemu su al—a3 subjedinice eksprimirane u velikom broju
tkiva, dok je a4 subjedinica identifikovana jedino u testisima pacova (Bers i sar., 2003).
U odraslom humanom srcu su eksprimirane sve tri izoforme a subjedinice zajedno sa 1
(Shamraj 1 sar., 1991), za razliku od srca pacova gde je a3 subjedinica predominantno
fetalna izoforma, a o2 adultna izoforma (Bers i1 sar., 2003). U skeletnim miSi¢ima
pumpa je smestena u sarkolemi, t-tubulima kao i unutarcelijskim depoima, ali precizna
identifikacija ovog pula nije u potpunosti poznata (Clausen, 2003).

Aktivnost Na'/K'-ATP-aze je regulisana koncentracijom supstrata (Na', K’ i
ATP), asocijacijom sa membranskim komponentama (kao Sto su elementi citoskeleta),
endogenim cirkuliSu¢im inhibitorima, kao i razli¢itim hormonima, kratkoro¢nom i
dugoro¢nom regulacijom (Therien i Blostein, 2000). Kratkoro¢na regulacija se postize
mehanizmima kao §to su povec¢anje koncentracije Na' (kao posledica poveéanog Na"
influksa), fosforilacija/defosforilacija, translokacija subjedinica do plazma membrane ili
poveéanje afiniteta za Na" jone. Dugoroéna regulacija ukljuéuje promene u transkripciji
gena, translaciji 1 degradaciji proteina (Sweeney 1 Klip, 1998).

Translokacija subjedinica pumpe iz unutarcelijskih depoa do plazma membrane
predstavlja glavni mehanizam regulacije aktivnosti Na'/K'-ATP-aze insulinom u
skeletnim miSi¢ima (Sweeney 1 Klip, 1998). Insulin stimuliSe translokaciju al i1 a2
subjedinica do plazma membrane u skeletnim misi¢ima, mehanizmom koji ukljucuje
aktivaciju PI3K puta i atipi¢nih PKC (Al-Khalili i sar., 2003) i ERK1/2 (Al-Khalili i
sar., 2004) i to u ve¢oj meri translokaciju a2 subjedinice.

Regulacija Na'/K'-ATP-aze je posebno vazna u sréanom misiéu, gde enzim

deluje kao indirektni regulator kontrakcije (Therien i Blostein, 2000). Kardiotoni¢ni
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glikozidi ispoljavaju pozitivni inotropni efekat zbog velikog afiniteta za vezivanje
Na'/K'-ATP-aze. To vodi ka inhibiciji enzima i poveéanju koncentracije Na" jona u
éeliji. Povecanje koncentracije Na™ jona smanjuje izbacivanje Ca>" jona iz ¢éelije putem
Na'/Ca®® izmenjivata, 3$to 1ima za posledicu akumuliranje kalcijuma u
sarkoplazmaticnom retikulumu i1 pojacavanje kontrakcije (Schwinger i sar., 2003).
Razli¢ite izoforme pumpe poseduju razli¢itu osetljivost na kardiotoni¢ne glikozide i
koncentraciju Na' jona u ¢eliji. Kod pacova al je priblizno 100 puta rezistentnija na

oubain nego a2 1 a3 subjedinica (Bers 1 sar., 2003).

1.5 METABOLIZAM U SRCU U FIZIOLOSKIM USLOVIMA

Srce je organ koji koristi energiju 1 zahteva konstantno snabdevanje energentima
1 kiseonikom da bi odrzao unutarcelijski nivo ATP, koji je neophodan za neometan
ciklus kontrakcije/relaksacije sr€anog miSi¢a (Bertrand 1 sar., 2008). U fizioloskim
uslovima proizvodnja ATP potice iz mitohondrijalne oksidacije razli¢itih supstrata, pre
svega masnih kiselina dugih lanaca (60—70%) koje dominiraju nad glukozom (20%) 1
laktatom (10%) (Bertrand i sar., 2008).

Srce ima mali kapacitet za de novo sintezu masnih kiselina kao i njihovo
skladiStenje, 1 zbog toga uglavnom zavisi od snabdevanja masnim kiselinama iz
cirkulacije. Glavni izvor masnih kiselina za srce su FFA vezane za albumin 1 TG
smesteni u jezgru lipoproteina iz krvi (Kodde i sar., 2007). Nakon transporta kroz
sarkolemu, masne kiseline se u citoplazmi vezuju za protein koji vezuje masne kiseline
(FABP, engl. fatty acid binding protein) i zatim aktiviraju esterifikacijom do acil-CoA
(engl. acyl coenzyme A) delovanjem enzima acil-CoA sintetaze. Nastali acil-CoA moZe
da se esterifikuje do TG ili se konvertuje do acilkarnitina, nakon cega ulazi u
mitohondrije 1 podleZe procesu B-oksidacije (Slika 2) (Stanley i sar., 2005). U zdravom
srcu 70-90% masnih kiselina koje udu u ¢eliju se konvertuju do acilkarnitina i trenutno
oksiduju, a 10-30% se uskladisti u obliku unutarcelijskog pula TG (Stanley i1 sar.,
2005).
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lako glukoza nije dominantan supstrat u srcu, konzumacija glukoze je ipak
znacajna u poredenju sa drugim tipovima ¢elija i moze kod ljudi da iznosi 25-50 g/dan
(Brownsey i sar., 1997).

Glukoza potrebna za rad srca potiCe iz cirkulacije ili iz unutarcelijskih depoa
glikogena. Unutaréelijska glukoza se fosforiliSe do glukoza 6-fosfata delovanjem
heksokinaze i ovaj proces predstavlja prvi regulatorni korak koji usmerava glukozu u
dalji metabolizam (Slika 2) (Depre i sar., 1999). Nakon ove aktivacije glukoza 6-fosfat
moze da ude u tri razli¢ita metabolicka puta: glikolizu (katabolicki put), glikogenezu (i

sintezu glukoznih derivata) ili u pentoza fosfatni put (Kodde 1 sar., 2007).

Intersticijalni prostor
@ <N
an @3

1y Sarkolema

\ CoA
ATPA>l HK \

7 o \.

Glikogen Oksidacija Skladiste lipida Prenos
(ATP) (TGiPL) signala

¢
:

Citoplazma

Slika 2. Preuzimanje i metabolizam supstrata u srcu u fizioloSkim uslovima. Glu:
glukoza; FFA: slobodne masne kiseline; CD36: translokaza masnih kiselina, FABPpm:
plazmamembranski protein koji vezuje masne kiseline; FABPc: citoplazmatski protein
koji vezuje masne kiseline; FATP1/6: transportni protein za masne kiseline 1 ili 6;
ACBP: protein koji vezuje acil-CoA; GLUT4/1: transporter za glukozu 4 ili 1; HK:
heksokinaza; ACS: acil-CoA sintetaza; TG: trigliceridi; PL: fosfolipidi (Coort 1 sar.,
2007).

Preuzimanje i potro$nja ovih supstrata u srcu zavisi od njihove koncentracije u
krvi. PoviSena koncentracija masnih kiselina u krvi vodi ka povecanoj -oksidaciji, Sto
ima za posledicu smanjenje oksidacije glukoze 1 piruvata inhibicijom piruvat

dehidrogenaze. Visok nivo B-oksidacije inhibira glikolizu i preko inhibicije PFK-1 i
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PFK-2 citratom. Glukoza takode moze da inhibira oksidaciju masnih kiselina
inhibicijom karnitin palmitoil transferaze 1 (CPTI, engl. carnitine palmitoyltransferase
I) preko povecanja produkcije malonil-CoA dejstvom enzima acil-CoA karboksilaze.
Ovaj ciklus ,,glukoza-masne kiseline* predstavlja Randlov ciklus (Depre i sar., 1999;
Stanley i sar., 2005).

Nezavisno od regulacije supstratne specificnosti na nivou mitohondrijalne
oksidacije (Randlov ciklus), kori§¢enje supstrata od strane srca je takode regulisano na

nivou sarkoplazmati¢ne membrane, preko proteina transportera (Glatz 1 sar., 2006).

1.5.1 Transport glukoze

Zbog svoje hidrofilne prirode, glukoza ne moZe da prode fosfolipidni dvosloj
plazma membrane prostom difuzijom (Schwenk 1 sar., 2008). Stoga, preuzimanje
glukoze je primarno proces posredovan proteinima, i odvija se delovanjem c¢lanova
familije transportera za glukozu (GLUT, engl. glucose transporter) koji pripadaju
mnogo vecoj superfamiliji transportera koji poseduju 12 transmembranskih segmenata.
Do sada je opisano dvanaest GLUT izoformi. Glavne izoforme prisutne u srcu i
skeletnim miSi¢ima su GLUT1 i1 GLUT4 (Slika 2) (Luiken i sar., 2004). Iako je GLUT4
najzastupljeniji transporter glukoze u srcu, nivo ekspresije GLUT1 je takode znacajan u
ovom organu (Fischer i sar., 1997; Kraegen i sar., 1993). Insulin i kontrakcija su glavni
fizioloski stimulatori transporta glukoze u srcu (Luiken i sar., 2004).

U bazalnim, nestimulisanim, uslovima ve¢ina GLUT4 u kardiomiocitima je
smeStena u unutarcelijskim skladiStima (Zorzano i sar., 1997). Insulin stimuliSe
translokaciju GLUT4 iz ovih skladiSta do plazma membrane kardiomiocita (Becker 1
sar., 2001; Fischer i sar., 1997). In vivo stimulacija insulinom uzrokuje interakciju PI3K
1 vezikula koje sadrze GLUT4 u kardiomiocitima (Kessler i sar., 2001). Aktivnost PI3K
u vezikulama ili u asocijaciji sa vezikulama koje sadrze GLUT4, moZe da sluzi kao
okida¢ za pokretanje procesa translokacije (Kessler i sar., 2001). Aktivacija signalnog
puta PI3K rezultuje aktivacijom PDK1, Akt i atipi¢énih PKC (He 1 sar., 2007). Atipi¢na
PKCC je ukljucena u insulinom stimulisanu translokaciju GLUT4 do plazma membrane
1 preuzimanje glukoze u kardiomiocitima (Luiken i sar., 2009). Aktivacija Akt, vodi ka

fosforilaciji 1 inhibiciji Akt supstrata od 160 kDa (AS160), koji kao negativni regulator
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translokacije zadrzava GLUT4 u skladiSnom kompartmanu u bazalnom stanju
(Schwenk 1 sar., 2008).

U adipocitima je identifikovan i Cbl-CAP—-CrkII-C3G-TC10 signalni put koji
ucestvuje u translokaciji GLUT4 nezavisno od PI3K puta. Ovaj put zapocinje u
kaveolama ili lipidnim mikrodomenima u membrani, gde nakon fosforilacije Cbl i
regrutacije CrkII-C3G kompleksa dolazi do aktivacije TC10, malog proteina iz Rho
familije, koji vezuje GTP (He 1 sar., 2007; Luiken 1 sar., 2004).

Nasuprot GLUT4, koji je predominantno uskladiSten u unutaréelijskim depoima,
GLUTTI je ve¢im delom smesten na sarkoplazmati¢noj membrani (Luiken i sar., 2004).
Smatra se da GLUTI moze da ima vaznu ulogu u transportu glukoze u sréanom misic¢u
u bazalnom metabolickom stanju (Kraegen 1 sar., 1993). Medutim, pokazano je da
insulin u srcu takode redistribuira GLUT1 iz unutarcelijskih skladiSta na povrSinu celije,
ali u mnogo manjem obimu nego GLUT4 (Egert 1 sar., 1999; Fischer 1 sar., 1997).
Mehanizam ukljucen u translokaciju GLUT1 delovanjem insulina je slican mehanizmu
uklju¢enom u translokaciju GLUT4 i podrazumeva aktivaciju PI3K (Egert i sar., 1999).

GLUTH4 je u srcu uskladiSten u najmanje dva unutaréelijska vezikularna odeljka.
Prvi odeljak predstavlja skladiSni kompartman za GLUT4, koji omogucava
translokaciju GLUT4 do plazma membrane u odgovoru na insulin. Drugi odeljak
predstavlja recikliraju¢i endozom koji sadrzi 1 GLUT4 i GLUT], i osetljiv je na rotenon
1 insulin (Becker 1 sar., 2001; Fischer i sar., 1997). Rotenon regrutuje GLUT4 1 GLUT],
dok insulin regrutuje samo GLUTI1 iz ovog odeljka (Becker i sar., 2001). Luiken i
saradnici sugeriSu postojanje i treceg odeljka za GLUT4 u kardiomiocitima, koji je
osetljiv na kontrakciju (Luiken i sar., 2004). Takode Fischer i1 saradnici sugeriSu
postojanje dodatnog pula za GLUTI, koji se razlikuje od gore navedenih skladista
(Fischer i sar., 1997).

1.5.2  Transport masnih kiselina
Zbog svojih biofizickih karakteristika masne kiseline mogu da produ kroz lipidni
dvosloj plazma membrane pasivnom difuzijom, ali ovaj proces doprinosi samo u malom

stepenu preuzimanju masnih kiselina u srcu. Kineticke studije i studije inhibicije su

pokazale da je proces preuzimanja masnih kiselina u velikoj meri posredovan
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proteinima (Schwenk i sar., 2008). U srcu, ovi membranski proteini obuhvataju
plazmamembranski FABP (FABPpm) molekulske mase 40 kDa, translokazu masnih
kiselina (FAT/CD36, engl. fatty acid translocase) molekulske mase 88 kDa, i dva ¢lana
familije transportnih proteina za masne kiseline (FATP, engl. fatty acid transport
protein), FATP1 1 FATP6, koji poseduju aktivnost acil-CoA sintetaze (Slika 2) (Glatz i
sar., 2006). CD36 i FABP ne funkcioniSu kao klasi¢ne pore/kanali, ve¢ posreduju u
preuzimanju masnih kiselina tako S§to ubrzavaju disocijaciju masnih kiselina od
albumina. CD36 dodatno kataliSe integraciju protonizovanih masnih kiselina u
spoljasnji sloj fosfolipidnog dvosloja. Nakon toga akumulacija masnih kiselina u ovom
sloju stvara difuzioni gradijent kroz plazma membranu i na taj na¢in ubrzava flip-flop
masnih kiselina u unutrasnji sloj membrane (Koonen i sar., 2005).

Preuzimanje palmitata u velikim sarkoplazmati¢nim vezikulama u srcu je 8 puta
veCe nego u istim vezikulama skeletnih misica, $to je posledica vece zastupljenosti
FAT/CD36 1 FABPpm, koji verovatno deluju kao dve komponente jedinstvenog sistema
za translokaciju masnih kiselina kroz sarkolemu (Luiken i sar., 1999).

Pronadeno je da je FAT/CD36 jednako zastupljen u plazma membrani i
mikrozomalnoj frakciji (endozomalnom odeljku), pri ¢emu nije pronadena ko-
lokalizacija izmedu FAT/CD36 i vecine unutaréelijski uskladistenog GLUT4 (Muller 1
sar., 2002). Studija Luikena i saradnika ukazuje da postoje dva funkcionalno nezavisna
unutarc¢elijska skladista za FAT/CD36, od kojih jedan regrutuje kontrakcija, a drugi
insulin (Luiken 1 sar., 2002).

Insulin stimuliSe preuzimanje masnih kiselina u ¢elijama sréanog miSi¢a, tako
Sto indukuje translokaciju FAT/CD36 iz unutaréelijskih depoa na plazma membranu
(Chabowski 1 sar., 2005; Luiken 1 sar., 2002). Insulin indukuje translokaciju FAT/CD36
putem aktivacije signalnog puta PI3K (Luiken i sar., 2002)

CD36 je odgovoran za veci deo povecanog preuzimanja masnih kiselina u
kardiomiocitima tokom povecane mehani¢ke aktivnosti (Luiken i sar., 2001b).
Povecano preuzimanje masnih kiselina u kardiomiocitima izazvano kontrakcijom je
posredovano aktivacijom proteinske kinaze koju aktivira AMP (AMPK, engl. AMP-
activated protein kinase), §to rezultira translokacijom CD36 iz unutarcelijskog skladista

na sarkolemu (Luiken i sar., 2003). Luiken i saradnici sugeriSu da je isti mehanizam
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odgovoran i za povecano preuzimanje glukoze u kontrahovanim kardiomiocitima

(Luiken i sar., 2003)

1.5.3 Lipin 1

Kod eukariota TG se sintetiSu preko dva glavna puta, glicerol fosfatnog puta i
monoacilglicerolnog puta. Glicerol fosfatni put je odgovoran za sintezu TG u ve€ini
¢elija, 1 odvija se kroz proces sukcesivnog dodavanja acil grupa na glicerol 3-fosfat, gde
je svaki korak katalizovan razli¢itim enzimom (Takeuchi 1 Reue, 2009). Enzim koji
konvertuje fosfatidat do diglicerida (DG), poznat kao fosfatidat fosfataza 1 (PAP1, engl.
phosphatidate phosphatase-1), obezbeduje DG, koji je neophodan prekursor za sintezu
TG, kao 1 fosfatidilholina 1 fosfatidiletanolamina (Reue i1 Brindley, 2008).

Kod sisara, enzimi koji ispoljavaju PAP1 aktivnost pripadaju familiji proteina
lipina, koju ¢ine tri Clana: lipin 1, lipin 2 1 lipin 3, sa razliitim obrascem tkivno
specificne ekspresije (Donkor 1 sar., 2007). Aktivnost enzima lipina zahteva prisustvo
Mg®" jona i inhibirana je N-etilmaleimidom (Donkor i sar., 2007).

Lipin 1 je visoko eksprimiran u srcu wild type miSeva (Mitra i sar., 2011), pri
¢emu odsustvo lipina 1 znacajno smanjuje aktivnost PAP u srcu fId (engl. fatty liver
dystrophy) miSeva. Lipin 2 1 lipin 3 doprinose samo sa 15-20% normalnoj aktivnosti
PAP u srcu (Kok i sar., 2012).

Lipin 1 moZe da bude lokalizovan u nekoliko razli¢itih kompartmana. Izoforme
lipina su smestene u citosolu i translociraju se do membrane endoplazmati¢nog
retikuluma, koja predstavlja glavno mesto produkcije fosfatidata, da bi izvrSili svoju
PAP1 aktivnost (Reue i1 Brindley, 2008). Pored toga, izoforme lipina mogu biti
lokalizovane i1 u nukleusu. Uloga lipina 1 u nukleusu se dovodi u vezu sa njegovom
funkcijom transkripcionog koaktivatora (Reue i Dwyer, 2009). Lipin 1 aktivira
oksidativni metabolizam masnih kiselina u jetri preko indukcije ekspresije PPARa
(engl. peroxisome proliferator-activated receptor a) 1 preko direktne fizicke interakcije
sa PPARa 1 PGC-la (engl. peroxisome proliferator-activated receptor gama
coactivator la) (Finck 1 sar., 2006). Nivo ekspresije lipina 1 u adipoznom tkivu zdravih
ljudi 1 miSeva je u korelaciji sa ekspresijom gena za oksidaciju masnih kiselina, pri

¢emu Donkor i saradnici sugeriSu da indukcija PPARa i njegovih ciljnih gena
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ukljucenih u oksidaciju masnih kiselina moze da predstavlja mehanizam kojim nivo
lipina 1 utice na osetljivost na insulin (Donkor i sar., 2008).

Funkcija lipina 1 je regulisana na nekoliko nivoa, koji ukljucuju transkripciju
iRNK, splicing iRNK, fosforilaciju proteina i subcelijsku lokalizaciju (Takeuchi i Reue,
2009). Gladovanje, glukokortikoidi i insulinska deficijencija stimuliSu ekspresiju lipina
1 mehanizmom koji zavisi od PGC-1a (Finck i sar., 2006). Masne kiseline i njihovi estri
stimuliSu translokaciju fosfatidat fosfohidrolaze iz citosola do mikrozomalne frakcije u
jetri pacova (Martin-Sanz 1 sar., 1984). Insulin smanjuje ispoljavanje PAP1 aktivnosti u
3T3-L1 adipocitima, tako Sto favorizuje citosolnu lokalizaciju lipina 1 putem njegove

fosforilacije (Harris 1 sar., 2007) i stimulacije interakcije sa 14-3-3 (Peterfy i sar., 2010).

1.5.4 Karnitin palmitoil transferaza |

Unutrasnja mitohondrijalna membrana nije permeabilna za acil-CoA dugih
lanaca, te se stoga one tansportuju iz citosola u matriks pomocu sistema CPT, koji
ukljucuje dva transferna proteina i dva dodatna proteina. CPT I 1 II su odgovorni za
transfer acil komponente, karnitin transporter plazma membrane obezbeduje
odgovaraju¢i unutarcelijski nivo L-karnitina, dok karnitin acilkarnitin translokaza
katalizuje transfer acilkarnitina i slobodnog karnitina izmedu CPTI 1 CPTII (Kodde i
sar., 2007).

CPTI pripada familji proteina koja obuhvata nekoliko drugih Kkarnitin
aciltransferaza, kao 1 aciltransferaza koje ne koriste karnitin kao sekundarni supstrat.
Javlja se u tri izoforme CPTIA, CPTIB 1 CPTIC. Prva izoforma predstavlja hepati¢nu ili
L-izoformu, ali se nalazi i u mnogim drugim tkivima kao §to su B-Celije pankreasa i
neuroni hipotalamusa. CPTIB, koja je prvo identifikovana u mitohondrijama u
skeletnim mi$i¢ima i1 sréanom miSicu, takode se javlja u drugim tkivima, posebno u
onim koja imaju veliki kapacitet za oksidaciju masnih kiselina (Zammit, 2008). U srcu
pacova su eksprimirane dve izoforme CPTI, hepaticna i miSi¢na (Cook 1 sar., 2001;
Distler i sar., 2009; Weis 1 sar., 1994). U srcu fetusa pacova, iRNK za obe izoforme
CPTI su visoko eksprimirane, pri ¢emu iRNK za CPTIB ostaje konstantna tokom

razvoja, dok se iRNK za CPTIA smanjuje (Cook i sar., 2001).
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Aktivnost CPTI je regulisana kratkorocno, nivoom malonil-CoA, koji
predstavlja intermedijer sinteze masnih kiselina, i dugoro¢no na nivou sinteze proteina
(Brady i sar., 1993). CPTIA ispoljava vec¢i afinitet za karnitin i nizi afinitet za malonil-
CoA, nego CPTIB (Zammit, 2008). Geni za CPT su regulisani ishranom i hormonima u
tkivima sa velikim stepenom potros$nje masnih kiselina kao §to su srce, misi¢i i jetra
(Bonnefont i sar., 2004). Sastav masnih kiselina u ishrani moze da bude ukljuc¢en u
regulaciju aktivnosti CPTI u mitohondrijama u srcu 1 skeletnim miSi¢ima, tako Sto
menja njihovu senzitivnost za malonil-CoA (Power 1 Newsholme, 1997). Brandt 1
saradnici su pokazali da masne kiseline dugih lanaca reguliSu ekspresiju gena miSi¢ne
izoforme CPTI u srcu pacova preko PPARa (Brandt i sar., 1998).

Insulin reguliSe CPTI na razli¢itim nivoima, pri ¢emu su literaturni podaci o
efektima insulina prilicno nekonzistentni. Rezultati studije u kulturi ¢elija (Hudson 1
sar., 1995) pokazuju da je insulin pozitivni regulator CPTI, dok rezultati in vivo studije

na miSevima (Liu 1 sar., 2007b) pokazuju da je insulin negativni regulator CPTI.

1.6 INSULINSKA REZISTENCIJA

Insulinska rezistencija se klasi¢no definiSe kao stanje umanjenog odgovora
ciljnih tkiva na normalne koncentracije insulina u cirkulaciji i ima glavnu ulogu u
razvoju dijabetesa tipa 2 (Sesti, 2006). Glavne karakteristike insulinske rezistencije su
dezinhibicija lipolize u adipoznom tkivu, poremecaj u preuzimanju glukoze u misi¢ima
1 dezinhibicija glukoneogeneze (Mlinar i sar., 2007). Insulin snizava koncentraciju
glukoze u krvi tako $to stimuliSe njeno preuzimanje uglavnom u skeletnim miSi¢ima 1
masnom tkivu 1 tako S$to inhibira produkciju endogene glukoze u jetri. U stanjima
insulinske rezistencije ovi organi ne reaguju odgovaraju¢e na delovanje insulina, $to
vodi ka hiperglikemiji 1 povecanju sekrecije insulina od strane B-celija pankreasa
(Schinner 1 sar., 2005). Kompenzatorna hiperinsulinemija kao posledica povecane
sekrecije u [-Celijama pankreasa je stoga obavezna pratea osobina insulinske
rezistencije (Mlinar i sar., 2007). Insulinska rezistencija je opisana u nekoliko bolesti
koje povecavaju kardiovaskularni rizik i smrtnost, kao $to su gojaznost, hipertenzija,

metabolicki sindrom i sr¢ana slabost (Morisco i sar., 2006).
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1.6.1 Mehanizam nastanka insulinske rezistencije

Postoji vise mehanizama koji doprinose razvoju insulinske rezistencije, i koji
ukljucuju lipotoksi¢nost, inflamaciju u masnom tkivu 1 jetri, mitohondrijalnu
disfunkciju, oksidativni stres, stres endoplazmaticnog retikuluma i mnoge druge (Ye,
2013).

Insulinska rezistencija je usko povezana sa gojaznos¢u 1 identifikovano je
nekoliko mehanizama koji posreduju u ovoj interakciji (Stumvoll i sar., 2005).
Povecanje masnih naslaga u visceralnim 1 subkutanim depoima je povezano sa
smanjenjem osetljivosti na insulin, pri ¢emu je visceralno adipozno tkivo moc¢niji
prediktor insulinske rezistencije nego subkutano masno tkivo (Kashyap i Defronzo,
2007). Poslednjih godina se tradicionalno ,glukocentricno® glediste insulinske
rezistencije pomerilo ka ,,lipocentri¢noj* perspektivi (Sesti, 2006). Adipozno tkivo se
smatra centrom insulinske rezistencije. Sa razvojem insulinske rezistencije dolazi do
smanjenja supresije lipolize pod delovanjem insulina S§to vodi ka povecanju
koncentracije masnih kiselina u cirkulaciji 1 na kraju razvoju insulinske rezistencije u
miSi¢ima 1 jetri. Primecena je uska povezanost izmedu povecanja koncentracije masnih
kiselina u plazmi, akumulacije lipida u miocitima i insulinske rezistencije (Boden i
Shulman, 2002). Naime, kada fluks masnih kiselina u perifernim ¢elijama prevazide
kapacitet puta B-oksidacije, dolazi do aktivacije puta sinteze TG i akumulacije lipidnih
intermedijera koji mogu da deluju kao lipotoksini i tako remete delovanje insulina
(Tsatsoulis 1 sar., 2013).

Hiperglikemija nakon gladovanja kod pacijenata sa dijabetesom tipa 2 je
posledica povecane produkcije glukoze u jetri zbog insulinske rezistencije. Ovo je
rezultat izostanka inhibicije dva klju¢na enzima glukoneogeneze, fosfoenolpiruvat
karboksikinaze 1 kataliticke subjedinice glukoza 6-fosfataze (Saini, 2010). Takode,
regulacija lipida u cirkulaciji preko delovanja insulina u jetri je poremecena u
insulinskoj rezistenciji 1 hiperinsulinemiji (Rask-Madsen 1 Kahn, 2012). Visceralno
adipozno tkivo sekretuje svoje produkte u portalnu cirkulaciju i tako usmerava masne
kiseline direktno u jetru gde one ucestvuju u glukoneogenezi, sintezi lipoproteina
veoma niske gustine (VLDL, engl. very low density lipoprotein), smanjenju

preuzimanja glukoze i uzrokuju insulinsku rezistenciju (Mlinar 1 sar., 2007). PoviSena
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koncentracija masnih kiselina takode utie i na sekreciju insulina i klirens insulina u
jetri, 1 na taj naCin utic¢e na endogenu produkciju glukoze (Boden i Shulman, 2002).

Skeletni misi¢i u najve¢oj meri doprinose insulinskoj rezistenciji u dijabetesu
tipa 2, pri ¢emu smanjena sinteza glikogena u miSi¢ima predstavlja glavnu
karakteristiku insulinske rezistencije u dijabetesu tipa 2 (Boden i Shulman, 2002).
Sinteza glikogena je znacajno smanjena u miSi¢ima pacijenata sa dijabetesom tipa 2 i
ovo smanjenje je posledica poremecaja u preuzimanju glukoze (Le Roith i Zick, 2001).
In vivo studije su pokazale da je kod ljudi transport glukoze regulatorni (ogranicavajuci)
korak u insulinskoj rezistenciji koju uzrokuju masne kiseline (Schinner 1 sar., 2005;
Sesti, 20006).

U srcu, insulinska rezistencija ukljuuje poremecaje u insulinskom signalnom
putu, transportu glukoze i skladistenju glikogena u kardiomiocitima, i u tom pogledu
moze da se uporedi sa insulinskom rezistencijom u skeletnim miSi¢ima (Gray 1 Kim,
2011). Medutim, vazno je napraviti razliku izmedu efekata koji su posledica sistemskih
poremecaja u stanju insulinske rezistencije (hiperinsulinemija, hiperglikemija 1
hiperlipidemija) 1 promena koje nastaju u insulinskom signalnom putu unutar sréanog
tkiva (Abel 1 sar., 2012). U stanju gojaznosti i insulinske rezistencije, srce je izlozeno
povecanom snabdevanju nutrijentima (masne kiseline 1 glukoza) Sto utie na
metabolicki kapacitet 1 efikasnost srca (Gray 1 Kim, 2011). Povecano snabdevanje
masnim kiselinama moze da dovede do akumulacije lipida u miokardu, gde kardijacna
lipotoksi¢nost moze da doprinese nastanku apoptoze, poremecaju u funkciji
mitohondrija, §to na kraju ima za posledicu poremecaj funkcije srca (Abel i sar., 2012).

Na molekulskom nivou, poremecaj u delovanju insulina je posledica mutacija ili
posttranslacionih modifikacija samog IR ili nekog od njegovih nishodnih efektornih
molekula (Le Roith i1 Zick, 2001).

Mnogi fenotipovi insulinske rezistencije mogu da se objasne promenama u
ekspresiji, procesu vezivanja, stanju fosforilacije i kinaznoj aktivnosti IR, pri ¢emu
defekti receptora nakon vezivanja insulina predstavljaju primarne dogadaje koji vode ka
razvoju insulinske rezistencije (Pessin i Saltiel, 2000). Aktivnost Tyr kinaze IR kod
pacijenata sa dijabetesom tipa 2 je znafajno smanjena, Sto moZe da bude posledica
povecane aktivnosti fosfataza specificnih za Tyr ostatke ili povecane fosforilacije Ser i

Thr ostataka na receptoru koje spre¢avaju fosforilaciju Tyr ostataka (Le Roith i Zick,
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2001). Masne kiseline preko formiranja lipidnih intermedijera aktiviraju nove PKC, od
kojih PKC9 fosforiliSe IR na Ser ostacima i PKCg inhibira ekspresiju gena za IR, i na taj
nacin stimuliSu insulinsku rezistenciju (Saini, 2010).

Fosforilacija IRS-1 na Ser i Thr ostacima ¢ini ga manje podloznim delovanju
Tyr kinaze IR i inhibira njegovo kuplovanje sa glavnim nishodnim efektornim
sistemima (Stumvoll i sar., 2005). FFA iz cirkulacije i adipokin TNFa (engl. tumor
necrosis factor a) mogu da povecaju serinsku fosforilaciju proteina IRS 1 na taj nacin
uzrokuju poremecaj u prenosu insulinskog signala. Takode, produZena stimulacija
insulinom, $to je obi¢no sluc¢aj kod dijabeticnih pacijenata sa hiperinsulinemijom, moze
da rezultira degradacijom IRS proteina (Schinner 1 sar., 2005). Kod nekoliko modela
glodara sa insulinskom rezistencijom i kod insulin rezistentnih potomaka pacijenata sa
dijabetesom tipa 2 primeéena je hiper-serinska fosforilacija Ser’®?, Ser’”’, Ser®'?, i Ser®**
ostataka (Morisco 1 sar., 2006). Povecanje unutarcelijskih metabolita masnih kiselina,
acil-CoA, DG 1 ceramida, aktivira PKCO u skeletnim misi¢ima 1 PKCe u jetri, koje
fosforiliSu Ser ostatke na IRS-1 1 IRS-2, redom (Morino i sar., 2006).

Jedan od mehanizama koji mogu da vode razvoju insulinske rezistencije
uklju¢uje naruSavanje balansa izmedu subjedinica PI3K. Povecanje ekspresije p85
subjedinice utice na asocijaciju p85-p110 heterodimera sa IRS-1, i na taj na¢in redukuje
PI3K put insulinskog delovanja (Saini, 2010).

Smanjena aktivnost PI3K moze da vodi ka redukciji aktivnosti nishodne Akt.
Smanjena aktivnosti Akt2 u jetri vodi ka aktivaciji transkripcije enzima ukljucenih u
proces glukoneogeneze (Morino 1 sar., 2006). Smanjenje insulinom stimulisane
fosforilacije AS160 u skeletnim miSi¢ima moze da ima vaznu ulogu u razvoju
insulinske rezistencije (Choi i Kim, 2010). Glikozilovani proteini, koji nastaju kao
posledica hiperglikemije, takode smanjuju aktivnost Akt (Mlinar 1 sar., 2007).
Redukcija insulinom stimulisane aktivnosti i druge kinaze nishodno od PI3K, atipi¢ne
PKCMNC, takode moZe da ima ulogu u razvoju insulinske rezistencije in vivo (Choi i
Kim, 2010).

Pored poremecaja IR/IRS-1/PI3K/PKCAC/Akt puta, razvoju insulinske
rezistencije u skeletnim misi¢ima doprinose i promene ekspresije proteina GLUT4 i
osStecenje molekulske maSinerije koja je uklju¢ena u regrutaciju, vezivanje i fuziju

vezikula koje sadrze GLUT4 sa plazma membranom (Sesti, 2006).
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1.6.2  Uloga povecanog unosa fruktoze u nastanku insulinske rezistencije

Iako su Stetni efekti fruktoze dobro poznati, mehanizmi koji dovode do razvoja
insulinske rezistencije i drugih metabolickih poremec¢aja su tek nedavno razjaSnjeni.
Jedan od mehanizama se fokusira na lipogenu prirodu Seéera, jer konzumacija fruktoze
stimuliSe de novo lipogenezu u jetri. Konzumacija velike koli¢ine fruktoze rezultuje u
povecanoj produkciji trioza fosfata u jetri, koji predstavljaju prekursore za sintezu
masnih kiselina (Tran 1 sar., 2009). Takode, fruktoza stimiluSe lipogenezu tako Sto
aktivira SREBP1c (engl. sterol regulatory element binding protein Ic) koji predstavlja
glavni transkripcioni regulator lipogeneze (Samuel, 2011). Masne kiseline sintetisane u
procesu de novo lipogeneze se esterifikuju do TG, koji se taloze u unutarcelijskim
skladiStima u jetri, pakuju u VLDL 1 sekretuju u cirkulaciju (Stanhope 1 Havel, 2008;
Tappy 1 Le, 2010). Rutladge 1 Adeli sugeriSu da TG iz VLDL u cirkulaciji mogu da
budu hidrolizovani do masnih kiselina 1 monoacilglicerola delovanjem lipoprotein
lipaze (LPL), pri ¢emu adipozno tkivo moze da preuzme ove komponente i resintetizuje
TG (Rutledge 1 Adeli, 2007). Takode, konzumacija fruktoze moze da vodi ka povecanju
mase adipoznog tkiva zbog izostanka stimulacije sekrecije insulina 1 produkcije leptina
(Elliott 1 sar., 2002). Kada se prevazide skladisni kapacitet masnog tkiva, dolazi do
poremecaja signalnih puteva u adipocitima Sto vodi ka aktivaciji procesa lipolize i
oslobadanja masnih kiselina u cirkulaciju. Ove masne kiseline moze da preuzme jetra i
uskladisti ih u obliku TG 1 drugih lipidnih intermedijera, Sto na kraju vodi ka
poremecaju u insulinskom delovanju i dislipidemiji (Rutledge i Adeli, 2007; Stanhope 1
Havel, 2008). Povisene koncentracije TG 1 masnih kiselina u cirkulaciji vode ka
povecanom preuzimanju masnih kiselina i u drugim tkivima, kao $to su misi¢i, §to moze
da uzrokuje talozenje lipidnih intermedijera u ovim tkivima i poremecaje u insulinskom
delovanju (Stanhope 1 Havel, 2008; Tappy i Le, 2010).

Pokazano je da fruktoza ne dovodi samo do promena u metaboli¢kim tkivima,
jetri, miSi¢ima 1 adipoznom tkivu, ve¢ je ovaj nacin ishrane pracen i razvojem insulinske
rezistencije u srcu (Deng i sar., 2007; Mellor i sar., 2011).

Takode, Tappy 1 saradnici sugeriSu da u razvoju metabolickih poremecaja koji
nastaju kao posledica ishrane bogate fruktozom, vaznu ulogu imaju oksidativni stres i

stres u endoplazmati¢nom retikulumu (Tappy i sar., 2010).
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Hiperurikemija, koja nastaje kao posledica unosa fruktoze, smanjuje produkciju
NO u endotelijumu, i na taj nac¢in smanjuje protok krvi u skeletnim misi¢ima, §to ima za
posledicu povecanje koncentracije insulina u krvi i razvoj periferne insulinske

rezistencije (Johnson i sar., 2007).

1.7 ESTRADIOL

Osnovni estrogeni kod ljudi su 17B-estradiol (u daljem tekstu estradiol, pri cemu
se Cesto upotreba termina ,estrogen® implicitno odnosi na 17f-estradiol), estron 1
estriol. Ovi hormoni se sintetiSu iz prekursora steroidnih hormona, gde se estradiol
generiSe iz testosterona delovanjem aromataze (Czubryt i sar., 2006). Kod Zena u
periodu pre nastupanja menopauze, estradiol koji proizvode ovarijumi predstavlja
glavni estrogen u cirkulaciji. Kod Zena koncentracija estradiola u serumu se krece od
100 pg/ml u folikulskoj fazi ciklusa do 600 pg/ml za vreme ovulacije, pri ¢emu moze da
dostigne vrednost od 20000 pg/ml tokom trudno¢e (Mendelsohn i Karas, 1999). Nakon
menopauze, koncentracije estradiola u serumu se smanjuju do vrednosti koje su slicne
ili nize nego kod muskaraca istog doba (5 do 20 pg/ml) (Mendelsohn i Karas, 1999).

Estrogeni ostvaruju bioloske efekte preko dva receptora za estrogene (ER), ERa
i ERP, koji po strukturi pripadaju superfamiliji nuklearnih receptora za
steroidne/tiroidne hormone. Ovi receptori su sastavljeni od tri nezavisna, ali
interreagujuca funkcionalna domena N-terminalni ili A/B domen, C domen ili domen
koji vezuje DNK i D/E/F domen ili domen koji vezuje ligand. N-terminalni domen, koji
je najmanje konzerviran medu nuklearnim receptorima, sadrzi aktiviraju¢u funkciju koja
ne zavisi od liganda (AF-1) i region receptora koji omogucava receptoru da interaguje
sa ¢lanovima transkripcionog kompleksa. Domen koji vezuje DNK sadrzi dve strukture
zink finger, koje imaju vaznu ulogu u dimerizaciji receptora i njegovom vezivanju za
specificnu DNK sekvencu. E/F je multifunkcionalni domen koji prepoznaje i vezuje
ligand 1 uklju€en je u dimerizaciju receptora, translokaciju u nukleus i interakciju sa
transkripcionim faktorima i1 kofaktorima, koju ostvaruje preko aktiviraju¢e funkcije koja

zavisi od liganda (AF-2) (Nilsson i Gustafsson, 2002; Nilsson i sar., 2001).
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ER su identifikovani u srcu u miSi¢nim delijama pretkomore i komore i u
fibroblastima, pri ¢emu su ovi receptori funkcionalni kako u srcu muzjaka tako 1 zenki.

Obe izoforme ER su prisutne u srcu ljudi, kao i glodara (Babiker i sar., 2002).

\,I;a -
[ 2. ligand - nezavisni | E

ﬂ\—v iRNK

P
l 3. ERE - nezavisnil ” / /

E2

E2 #I{nutlar.c’elijtski' Polizomi
7 signaini putevi
4. negenomski ] \ Proteln -
Odgovori tkiva

Slika 3. Mehanizam delovanja estradiola i signalni put receptora za estrogene.
Bioloski efekti estradiola se odvijaju preko Cetiri razli¢ita mehanizma: 1. klasicni; 2.
ligand nezavisni; 3. ERE-nezavisni 1 4. negenomski. R: receptor za E2 ili GF; E2:
estradiol; GF: faktori rasta; ERE: estrogen responsivni element; AP-1: (engl. activator
protein-1); Jun/Fos: transkripcioni faktori; P: fosforilacija (Hall i sar., 2001).

1.7.1 Genomski mehanizam delovanja estrogena

1.7.1.1 Klasi¢ni, ERE-zavisni mehanizam delovanja estrogena

ERa 1 ERB mogu da formiraju homodimere i heterodimere i tako stimuliSu
nishodne ciljne gene, pri ¢emu je favorizovano formiranje ERo homodimera i
ERo/ERP heterodimera u odnosu na ERP homodimere (Babiker i sar., 2002). U
odsustvu hormona, receptor je zarobljen u multiproteinskom inhibitornom kompleksu u
nukleusu ciljnih ¢elija (Hall i sar., 2001). Vezivanje estrogena za AF-2 domen ER

rezultira konformacionom promenom unutar ER §to vodi ka njegovoj dimerizaciji i
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vezivanju za specificno mesto u DNK nazvano estrogen responsivni element (ERE)
(Slika 3). Zatim dolazi do regrutovanja koregulatora (koaktivatori i korepresori) $to
rezultira poveéanjem ili smanjenjem ekspresije gena (Murphy, 2011). U ¢elijama gde su
eksprimirana oba tipa receptora, kona¢ni odgovor na delovanje estrogena moze da

zavisi od odnosa ERa:ERp (Hall i sar., 2001).

1.7.1.2  Ligand-nezavisni mehanizam delovanja estrogena

Pored klasi¢nog aktiviranja ER prirodnim ili sintetickim hormonima, opisani su 1
alternativni, indirektni putevi aktivacije receptora (barem izoforme o) u odsustvu
liganda kao posledica aktivacije membranskih receptora kao $to su receptori za IGF-1,
faktor rasta epiderma, faktor rasta tumora 1 dopamin (Slika 3). Pokazano je da je puna
aktivnost Ras, PKA 1 PKC esencijalna za ligand nezavisnu aktivaciju ER (Nilsson i
Gustafsson, 2002). Modifikacija fosforilisanog stanja ER delovanjem celijskih kinaza
moze da predstavlja vazan mehanizam za ligand-nezavisnu aktivaciju. Takode
fosforilacija koaktivatora delovanjem faktora rasta moze da bude vazna za ovu vrstu

aktivacije transkripcije (Hall 1 sar., 2001).

1.7.1.3 ERE-nezavisni mehanizam delovanja estrogena

Oko trec¢ina gena kod ljudi koji su regulisani ER ne sadrze ERE slicnu sekvencu.
ER mogu da regulisu ekspresiju ciljnih gena bez direktnog vezivanja za DNK, tako Sto
se preko protein—protein interakcija vezu sa kompleksom transkripcionog faktora koji je
u kontaktu sa DNK (Slika 3) (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). ER mogu da se vezu za
DNK indirektno preko transkripcionih faktora kao §to su AP1 (engl. activator protein-
1) 1 Spl (Murphy, 2011). Iako intaktna aktivnost vezivanja DNK sama po sebi nije
neophodna, domen koji vezuje DNK moZe da bude neophodan za odgovarajuce
protein—protein interakcije ili moZe biti ukljucen u regrutovanje dodatnih koregulatornih

proteina u promotorski region (Bjornstrom i Sjoberg, 2005).
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1.7.2  Negenomski mehanizam delovanja estrogena

Veliki broj odgovora ¢elije na fizioloske koncentracije estrogena se javlja brzo,
u okviru nekoliko sekundi ili minuta, $to ne moze da bude posredovano transkripcijom i
sintezom proteina. Ovi brzi efekti posredovani estrogenima se prenose preko enzimskih
puteva i jonskih kanala, putem aktivacije ER asociranih sa membranom, i oznaceni su
kao negenomski efekti (Slika 3) (Meyer 1 sar., 2009). lako podaci reaktivnosti antitela
sugerisu prisustvo ektodomena u receptoru, Sto implicira da ER mogu da egzistiraju kao
transmembranski molekuli, preovladava miSljenje da su ovi receptori asocirani sa
membranom, usidreni pomocu scaffold proteina. Pored ovih proteina, lipidna
modifikacija ER je ukljuena u vezivanje ER za membranu, gde je posebno vazna
palmitoilacija na cisteinu 447 (Moriarty 1 sar., 2006). ERa pravi komplekse sa
kaveolinom-1, c-Src, Akt, PI3K, HSP90 i eNOS u kaveolama u plazma membrani
(Knowlton 1 Lee, 2012). Membranski ER egzistiraju kao funkcionalni dimer kada su
aktivirani estrogenima i interakcija ovih receptora sa raznim scaffold ili signalnim
molekulima pojaava njihovu aktivnost (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). Estrogeni
pokrec¢u veliki broj unutarcelijskih signalnih puteva. Tu su ukljuceni aktivacija MAPK i
PI3K/Akt puteva, indukcija flukseva kroz jonske kanale, produkcija sekundarnih
glasnika posredstvom receptora koji su kuplovani sa G proteinom (cAMP 1 kalcijum),
kao 1 stimulacija receptora za faktore rasta (Moriarty 1 sar., 2006). Estradiol ispoljava
potentne negenomske efekte na aktivaciju eNOS, koji su posredovani subpopulacijom
ERa receptora koji su lokalizovani u kaveolama u endotelijalnim celijama, gde su

kuplovani sa eNOS u funkcionalni signalni kompleks (Chambliss i Shaul, 2002).

1.7.3  Efekti estradiola na osetljivost na insulin

U patogenezi metabolickog sindroma ucestvuje veliki broj faktora, ali hormoni
imaju vaznu ulogu u njegovom razvoju i progresiji (Barros 1 Gustafsson, 2011). Postoji
uska povezanost izmedu pola/reprodukcije 1 energetskog metabolizma, pri ¢emu su neki
osnovni aspekti energetskog metabolizma razli¢ito regulisani kod muZjaka 1 Zenki.

CirkuliSu¢i polni hormoni, posebno androgeni i estrogeni, kontroliSu ove polne razlike u
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balansu energije, u periodu izmedu nastupanja puberteta i menopauze (Mauvais-Jarvis,
2011).

Eksperimentalni i klini¢ki podaci pokazuju da postoji interakcija izmedu polnih
hormona i insulina prilikom delovanja na tkiva. Polni hormoni mogu da uti¢u na
osetljivost na insulin, tako Sto je povecavaju ili smanjuju, zavisno od situacije
(Livingstone i Collison, 2002). Povecanje nivoa polnih hormona u plazmi povezano sa
pubertetom, gestacijom 1 lutealnom fazom menstrualnog ciklusa je verovatno uzrok
smanjene osetljivosti na insulin tokom ovih stanja (Alonso 1 Gonzalez, 2008).
Supstituciona terapija fizioloSkom dozom estrogena je povezana sa oporavkom od
efekata koji nastaju kao posledica ovarijektomije ili menopauze, dok je viSak estrogena,
kao §to je slucaj kod terapije oralnim kontraceptivima, supstitucione terapije hormonima
ili kod visokih doza prirodnih estrogena, povezan sa poremecajem glukozne tolerancije 1
insulinskom rezistencijom (Godsland, 2005).

[zostanak polnih hormona kod Zenki pacova nakon ovarijektomije dovodi do
smanjenja osetljivosti na insulin, dok tretman estradiolom poboljSava osetljivost na
insulin kod ovih zivotinja (Alonso 1 sar., 2006; Gonzalez i sar., 2000; Liu i sar., 2004).
Moguce je da je estradiol odgovoran za povecanje osetljivosti na insulin tokom rane
trudno¢e kada je koncentracija estradiola i1 progesterona niska, dok tokom kasne
trudnoce, kada je koncentracija estradiola i progesterona visoka, estradiol verovatno
antagonizuje efekat progesterona i smanjuje osetljivost na insulin (Gonzalez 1 sar.,
2000). Takode estradiol u fizioloSkim koncentracijama znacajno popravlja poremecaj
glukozne homeostaze i osetljivosti na insulin koji nastaju kao posledica starenja (Alonso
1 sar., 2006; Alonso i sar., 2010). Medutim, suprafizioloske (farmakoloske) doze
estradiola smanjuju osetljivost na insulin u istoj ili ¢ak veoj meri nego gubitak
hormona ovarijuma (Gonzalez i sar., 2002a).

Fizioloske koncentracije estradiola povecavaju transport glukoze, aktivnost
enzima katabolizma glukoze i glikogeneze u insulin rezistentnim HepG2 ¢elijama, i na
taj nacin smanjuju insulinsku rezistenciju (Xie i sar., 2003).

Kod Zena, sekrecija insulina nakon menopauze se ne razlikuje od iste u periodu
pre nastupanja menopauze. Medutim, test tolerancije na glukozu je pokazao da u
periodu nakon menopauze, dolazi do smanjenja sekrecije insulina, kao i1 smanjenja

njegove eliminacije. Krajnji efekat je odrZzavanje nivoa insulina, slicnog onom kod Zena
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u premenopauzi (Barros 1 Gustafsson, 2011). Estradiol stimuliSe sekreciju insulina kod
pacova, verovatno preko delovanja na B ¢elije pankreasa (Gonzalez i sar., 2000).
Takode nedostatak zenskih polnih hormona kod pacova smanjuje brzinu klirensa
insulina, dok tretman estradiolom popravlja ovaj efekat (Gonzalez i sar., 2002a) i tako
¢uva organizam od hiperinsulinemije koja nastaje kao posledica ovarijektomije (Alonso
isar., 2010).

Nedostatak polnih hormona uzrokuje povecanje mase tela kod ovarijektomisnih
pacova, pri ¢emu tretman estradiolom moze da umanji ovaj efekat, Sto potvrduje da
poremecaj u statusu estrogena moze da bude povezan sa razvojem gojaznosti (Gonzalez
1 sar., 2003; Liu 1 sar., 2004). Kod ljudi se javlja polni diformizam u distibuciji masnog
tkiva, zato Sto zene generalno akumuliraju subkutano masno tkivo u glutealnim i
femoralnim regionima, dok muskarci razvijaju androidni tip distribucije masnog tkiva
sa povecanjem mase tela. Muskarci imaju dva puta viSe visceralnog adipoznog tkiva
nego Zene u premenopauzi sa istim vrednostima indeksa telesne mase (Turgeon 1 sar.,
20006).

Sposobnost estradiola da kontroliSe unos hrane, energetski balans 1 gojaznost
moze da bude posredovana njegovom interakcijom sa oreksigenim i anoreksigenim
hormonima u CNS (Butera, 2010). Tretman pacova farmakoloskim dozama estrogena
uzrokuje smanjenje aktivnosti LPL u adipoznom tkivu i povecanje aktivnosti u srcu i
dijafragmi, Sto sugeriSe da velike doze egzogenih estrogena pomeraju fluks TG iz
skladiStenja u adipoznom tkivu ka koris¢enju u skeletnim misi¢ima. Efekti estradiola na
metabolizam lipida su suprotni efektima insulina, koji favorizuju skladistenje energije
(Livingstone 1 Collison, 2002). Estradiol povecava ekspresiju iRNK (Campbell 1 sar.,
2003) 1 maksimalnu aktivnost (Campbell 1 Febbraio, 2001) nekoliko klju¢nih enzima
koji u€estvuju u putu oksidacije lipida u skeletnim misi¢ima.

Molekulski mehanizam koji je odgovoran za uticaj estradiola na osetljivost na
insulin moZe da ukljucuje efekte estradiola na molekule iz insulinskog signalnog puta.
Niske koncentracije estradiola, slicne onima u ranoj trudno¢i mogu biti odgovorne za
povecanje insulinske senzitivnosti tako §to povecavaju nivo proteina IR u perifernim
tkivima (mi$i¢i 1 adipozno tkivo) (Gonzalez i sar., 2002b). Visoke (suprafizioloske)
doze estradiola naruSavaju insulinsku senzitivnost u perifernim tkivima tako Sto

smanjuju broj IR, $to je posledica smanjenja ekspresije gena za IR (Gonzalez i sar.,
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2002a). Koncentracije estradiola sliéne onima u ranoj trudno¢i vode i ka povecanju
nivoa proteina IRS-1 u perifernim tkivima i tako povecavaju osetljivost na insulin
(Gonzalez i sar., 2001). Fizioloske koncentracije estradiola povecavaju ekspresiju iRNK

za IRS-1 1 IRS-2 kod insulin rezistentnih HepG2 ¢elija (Xie i sar., 2003).

1.7.4  Efekti estradiola u srcu

Veza izmedu pola 1 kardiovaskularnih bolesti je dobro proucena i utvrdeno je da
su zZene pre nastupanja menopauze u odredenoj meri zastiCene od kardiovaskularnih
bolesti u poredenju sa muskarcima. Ova protekcija se ve¢im delom pripisuje delovanju
zenskih polnih hormona kao §to je estradiol, koji uti€e na razli€ite procese u srcu i
vaskulaturi i1 tako smanjuje rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti (Czubryt 1 sar.,
2006). U periodu pre nastupanja menopauze Zene imaju niZi stepen ucestalosti
koronarne bolesti srca, koja se povecava brzo nakon menopauze i priblizava se stepenu
ucestalosti koji je zabelezen kod muskaraca (Gray 1 sar., 2001). Epidemioloske studije
su pokazale da kod zena u postmenopauzi nakon supstitucione terapije estrogenom
(ERT, engl. estrogen replacement therapy) dolazi do smanjenja koronarne bolesti srca
za 50%. Medutim, tri velike placebo kontrolisane studije: HERS studija (engl. heart and
estrogen/progestin replacement study), ERA studija (eng. estrogen replacement and
atherosclerosis trail) 1 WHI-HRT studija (engl. womens health initiative hormone
replacement trail) sugeriSu da ERT nije kardioprotektivna kod Zena u postmenopauzi sa
kardiovaskularnom boles¢u 1 moze ¢ak da poveca tromboembolizam i kardiovaskularne
poremecaje (Subbiah, 2002). Prve dve studije mogu da budu kritikovane na bazi toga da
su ukljucile starije pacijente sa utvrdenom koronarnom bolesti srca koji su mozda imali
povecanu podloznost trombogenim efektima estrogena, i da su kombinovale estrogen sa
androgenim progestinom, koji moze da modifikuje delovanje estrogena (Gray 1 sar.,
2001).

Estrogeni u fizioloSkim koncentracijama proizvode razli¢ite efekte na
kardiomiocite i fibroblaste, koronarnu vaskulaturu i sprovodna vlakna u srcu. Ovi efekti
mogu da se pridodaju i drugim vaskularnim 1 lipidnim odgovorima na estrogene, pri
¢emu se smatra da je 25% kardioprotekcije delovanjem estrogena posledica promene

lipidnog profila (Brown i sar., 2000). Estrogen uti¢e na koncentraciju lipida u serumu,
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koagulaciju 1 fibrinoliticki sistem, sistem antioksidativne zaStite 1 produkciju
vazoaktivnih molekula, kao §to su NO i prostaglandini, pri ¢emu svi navedeni faktori
mogu da uticu na razvoj vaskularne bolesti (Mendelsohn i Karas, 1999).

Supstituciona terapija hormonima kod Zena u postmenopauzi menja lipidni profil
ka antiaterogenim karakteristikama, uglavnom tako $to smanjuje LDL (engl. low-
density lipoprotein) holesterol i poveéava HDL (engl. high-density lipoprotein)
holesterol 1 TG (Erberich 1 sar., 2002). Estrogeni povecavaju nivo apolipoproteina Al 1
povecavaju receptore za LDL na povrSini ¢elija jetre kod Zena u postmenopauzi

(Nilsson 1 Gustafsson, 2002).
1.7.4.1 Uloga estradiola u fiziologiji srca

Postoje znacajne polne razlike u osnovnim kardiovaskularnim funkcijama.
Zdrave zene imaju vece indekse ejekcione faze u poredenju sa zdravim muskarcima iste
dobi. Zene u periodu pre nastupanja menopauze imaju veéi odnos pritisak—zapremina,
ejekcionu frakciju i ejekcionu brzinu u odnosu na Zene u postmenopauzi . Zene imaju i
vecu elasticnost arterija nego muskarci do 50. godine, nakon Cega se krutost arterija
povecava (Babiker i sar., 2002).

U koronarnim krvnim sudovima zena u postmenopauzi fizioloSke koncentracije
estradiola povecavaju koronarni protok stimulisan acetilholinom i smanjuju koronarnu
rezistenciju tako Sto povecavaju dostupnost NO, Sto je u skladu sa podacima da je
celokupna produkcija NO vecéa kod zdravih Zena u periodu pre menopauze nego kod
muskaraca (Brown i sar., 2000).

QT interval je duzi kod Zena nego kod muSkaraca i Zene su podloznije
tahikardijama komora izazvanim lekovima, §to je posledica produzetka ovog intervala
(Turgeon 1 sar., 2006). Estradiol moze da reguliSe nivo i aktivnost jonskih kanala i
moduliSe repolarizaciju srca. Estrogen smanjuje iRNK za Kv4.3 i Kv1.5 komponente
kanala za K', poveéava ekspresiju Na'/Ca®" izmenjivata i smanjuje ekspresiju Ca>"
kanala L-tipa (Murphy, 2011). Estradiol moduliSe jonske kanale i negenomskim
mehanizmom preko puta koji zavisi od cGMP. Ovo uklju¢uje NO stimulisanu blokadu

Ca”" kanala L-tipa i aktivaciju K kanala delovanjem cGK (Babiker i sar., 2002).
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Tretman ovarijektomisanih pacova estradiolom vra¢a, u okvire normalnih
vrednosti, bradikardiju koja nastaje aktivacijom barorefleksnog sistema, aktivnost
eNOS, ekspresiju eNOS 1 asocijaciju eNOS sa kaveolinom-3 i kalmodulinom u srcu

(Wang i Abdel-Rahman, 2002).

1.7.4.2 Uloga estradiola u patologijama srca

Hipertrofija leve komore (LVH, engl. left ventricular hypertrophy) srca
predstavlja nezavisni rizik za Stetne kardiovaskularne ishode kao $to su mozdani udar 1
sr¢ana slabost. Primeceno je da Zene u premenopauzi imaju manju ucestalost LVH nego
muskarci istih godina, i da supstituciona terapija estradiolom smanjuje LVH kod zena u
postmenopauzi (Kim i Levin, 2006).

Ovarijektomija kod pacova onemogucava srce da kompenzuje hipertrofiju koja
nastaje kao posledica preopterecenja pritiskom, preko smanjenja aktivnosti eNOS 1
poremecaja u signalnom putu Akt, kao i smanjenja nivoa distrofina u srcu (Bhuiyan i
sar., 2007). Tretman ovarijektomisanih pacova estradiolom popravlja poremecaje u
funkciji srca nastale kao posledica hipertrofije indukovane velikim pritiskom,
mehanizmom koji ukljucuje aktivaciju signalnog puta Akt/eNOS (Tagashira i sar.,
2011). Supstituciona terapija estradiolom spreCava razvoj hipertrofije leve komore 1
kardiomocita, preko ER, mehanizmom koji ukljucuje povecanje proteozomalne
degradacije kalcineurina (Donaldson i sar., 2009).

Povreda koja nastaje kao posledica ishemije/reperfuzije (I/R) je usko povezana
sa gubitkom kardiomiocita putem apoptoze, verovatno kao posledica kombinacije
znacajnog opterecanja ishemijom i oksidativnog stresa nakon reperfuzije (Kim i Levin,
2006). Estradiol smanjuje apoptozu i povecava prezivljavanje kardiomiocita nakon
simulirane I/R povrede, tako Sto smanjuje produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta preko
aktivacije signalnog puta PI3K/Akt (Kim i sar., 2006).

Supstituciona  terapija  fizioloSkim  koncentracijama  estradiola  kod
ovarijektomisanih Zenki miSeva redukuje apoptozu kardiomiocita nakon infarkta
miokarda mehanizmom koji ukljucuje aktivaciju puta PI3K/Akt preko ERa (Patten i
sar., 2004).
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Administracija estradiola nakon krvarenja izazvanog traumom tkiva normalizuje
funkciju srca i umanjuje povredu tkiva putem regulacije aktivnosti eNOS preko

signalnog puta p38 MAPK (Kan i sar., 2008).
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2 CILJ

Povecan unos fruktoze kod ljudi i eksperimentalnih Zivotinja izaziva dramati¢ne
metabolicke poremecaje, kao Sto su insulinska rezistencija, dijabetes tipa 2 1 metabolicki
sindrom. Promene koje izaziva ishrana obogacena fruktozom su kompleksne 1 javljaju
se u metabolickim tkivima: jetri, adipoznom tkivu 1 skeletnim miSi¢ima, ali je ovaj
nacin ishrane pracen i1 razvojem insulinske rezistencije u srcu 1 kardiovaskularnih
bolesti.

Srce je ciljni organ za insulin 1 u stanju insulinske rezistencije dolazi do
poremecaja u Akt/eNOS signalnom putu i balansu koriS¢enja energetskih supstrata u
srcu.

Pokazano je da su posledice povecanog unosa fruktoze izrazenije kod muzjaka
nego kod Zenki, pri ¢emu je protektivni efekat pripisan estrogenima. Estrogeni su od
znacCaja za odrzavanje osetljivosti na insulin i imaju vaznu ulogu u regulaciji funkcije
srca, pri cemu su njihove fizioloske koncentracije kardioprotektivne.

Ova studija je imala za cilj proveru polazne hipoteze da estrogeni mogu delovati
protektivno na srce u stanju insulinske rezistencije izazvane ishranom bogatom
fruktozom, kao S§to deluju protektivno u drugim patologijama srca. Proucavani su efekti
estradiola na procese u srcu regulisane insulinom kod ovarijektomisanih zenki pacova
na ishrani bogatoj fruktozom. Analizirani su molekuli iz insulinskog signalnog puta
(IRS-1, Akt 1 ERK1/2), kao 1 efektorni molekuli ¢iju funkciju reguliSe insulin, kao Sto
su eNOS, Na'/K'-ATPaza i molekuli ukljudeni u transport i metabolizam energetskih

supstrata u srcu (GLUT1, GLUT4, CD36, Lipin 1 i CPTI), kao 1 lipidni profil srca.
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3 MATERIJAL Il METODE

3.1 MATERIJAL

3.1.1 Hemikalije

U eksperimentima su korisS¢ene hemikalije p.a. stepena Cistoce. Od firme Sigma-
Aldrich Corporation (St. Louis MO, USA) nabavljeni su: fenilmetilsulfonil fluorid
(PMSF, engl. phenylmethylsulfonyl fluoride), saharoza, natrijum fluorid, [-
merkaptoetanol, etilendiamino tetrasiréetna kiselina (EDTA, engl.
ethylenediaminetetraacetic acid), akrilamid, bisakrilamid, albumin govedeg seruma
(BSA, engl. bovine serum albumin), natrijum dodecil sulfat (SDS, engl. sodium dodecy!
sulfate), insulin 1 17B-estradiol. Od firme SERVA electrophoresis (Heidelberg,
Germany) nabavljene su slede¢e hemikalije: Tween-20, Tris baza, glicin, aprotinin 1
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin.

Komplet za esej bicinhonini¢ne kiseline (BCA, engl. bicinchoninic acid) je
proizvod firme Pierce (Rockford, IL, USA). RIA kit za insulin je proizvod firme INEP
(Zemun, Srbija). Enzimski imunoesej test za estradiol (BC-111) je proizvod firme
BioCheck Inc. (Foster City, CA, USA). Pacovski ELISA kit za leptin je proizvod firme
Merck Millipore (Billerica, MA, USA). 2,5-dihidroksibenzoeva kiselina (DHB), matrica
za MALDI-TOF MS (engl. matrix-assisted laser desorption and ionization time-of-
flight mass spectrometry) 1 supstrati za pojaCanu hemiluminiscentnu (ECL, engl.
enhanced chemiluminescence) detekciju Western blot (luminol i1 p-kumari¢na kiselina)
su proizvodi firme Sigma Chemical Company (St. Louis, USA). Supstrat za detekciju
alkalnom fosfatazom, BCIP/NBT (engl. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate/nitroblue tetrazolium) je proizvod firme Santa Cruz Biotechnology (CA,
USA).

Zivotinje su hranjene standardnom hranom za ishranu laboratorijskih pacova,

koju proizvodi Veterinarski zavod ,,Subotica® (Subotica, Srbija).
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3.1.2 Antitela

Antitela koriS¢ena u Western blot analizi su od slede¢ih proizvodaca: zecija
poliklonska anti-GLUT4 (sc-7938), anti-GLUT1 (sc-7903), anti-CD36 (sc-9154), anti-
fosfo-Akt1/2/3 (Thr'®®) (sc-16646), anti-fosfo-Akt1/2/3 (Ser*”) (sc-7985), anti-fosfo-
eNOS (Thr*”) (sc-19827), anti-CPTI (sc-98834), anti-lipin 1 (sc-98450) i anti-IRS-1
(sc-8038) antitelo, mi§je monoklonsko anti-al subjedinica Na'/K'-ATP-aze (sc-21712),
kozje poliklonsko anti-a2 subjedinica Na'/K'-ATP-aze (sc-16049) i anti-fosfo-eNOS
(Ser''”7) (sc-12972) antitelo su proizvodi firme Santa Cruz Biotechnology (CA, USA).
Ze&ije poliklonsko anti-Akt1/2/3 (9272), anti-fosfo-ERK1/2 (Thr**%/Tyr***) (9101), anti-
ERK1/2 (9102) 1 zecije monoklonsko anti-eNOS (9586) antitelo su proizvodi firme Cell
Signaling Technology Inc. (Danvers, MA, USA). Ze¢ije anti-fosfo-IRS-1 (Ser’”’) (07-
247) antitelo je proizvod firme Upstate Biotechnology (NY, USA). Monoklonsko misje
anti-f-aktin antitelo (A5316) je proizvod firme Sigma-Aldrich Corporation (St. Louis,
MO, USA). Sekundarna antitela obelezena peroksidazom iz rena (HRP, engl. horse-
radish peroxidase) ili alkalnom fosfatazom su produkti firme Santa Cruz Biotechnology

(CA, USA).

3.1.3 Eksperimentalne Zivotinje

Rad sa eksperimentalnim Zivotinjama je odobren od strane Eticke komisije za
upotrebu eksperimentalnih Zivotinja Instituta za nuklearne nauke “Vinca”.

U eksperimentima su koridéene zenke pacova soja Wistar. Zivotinje su gajene u
standardnim laboratorijskim uslovima (na konstantnoj temperaturi od 22°C, vlaZnosti
vazduha 55% i svetlosnom rezimu 12 h svetlo/12 h mrak). Zenke starosti 21 dan su
odvojene od majki i1 podeljene u dve glavne grupe prema rezimu ishrane: Zivotinje na
standardnoj ishrani — kontrolne Zivotinje (K) i Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom
(F). Kontrolna grupa Zivotinja je imala slobodan pristup standardnoj laboratorijskoj
hrani i &esmenskoj vodi. Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom su takode imale
slobodan pristup standardnoj laboratorijskoj hrani, dok su umesto vode pile 10% rastvor

fruktoze u cesmenskoj vodi. ReZim ishrane je trajao 9 nedelja. Telesna masa zivotinja u

37



MATERIJAL I METODE

K 1 F grupi se nije znacajno razlikovala na pocetku eksperimenta. Unos tecnosti i hrane,
kao 1 masa tela su mereni tokom tretmana.

Dve nedelje pre zrtvovanja sve zivotinje su ovarijektomisane pod anestezijom
ketamin (40 mg/kg, intraperitonealno) — ksilazin (5 mg/kg, intraperitonealno), da bi se
uklonili endogeni estrogeni i izbegli njihovi efekti. Dan nakon ovarijektomije, polovina
zivotinja na fruktoznoj ishrani je podvrgnuta tretmanu 17p-estradiolom (40 pg/kg u
lanenom ulju, subkutano) (F+E2) na svaka dva dana sve do dan pre Zrtvovanja. Ostale
zivotinje na fruktozoj ishrani su tretirane odgovaraju¢om zapreminom hormonskog
rastvarata. Doza 1 nacin administracije estradiola su preuzeti iz literature kao
supstitucioni protokol, da bi se postigle koncentracije bliske fizioloSkim (Sales 1 sar.,
2010).

U cilju izu€avanja efekata ishrane bogate fruktozom 1 estradiola na insulinom
regulisanu fosforilaciju 1 lokalizaciju ispitivanih molekula, sve eksperimentalne grupe
su dodatno podeljene u dve podgrupe, od kojih je jedna tretirana insulinom (12 [U/kg u
0,015 M HCI, intraperitonealno) 40 minuta pre Zrtvovanja. Preostale Zivotinje su
tretirane odgovaraju¢om zapreminom hormonskog rastvaraca. Doza i vreme insulinskog
tretmana su takode procenjeni na osnovu literaturnih podataka (Carvalheira i sar., 2003)
1 optimizovani da bi se uocili maksimalni efekti insulina na ispitivane molekule
(Tepavcevic isar., 2011).

Sumarno, ovarijektomisane Zenke su podeljene u 6 eksperimentalnih grupa:

K — Zivotinje na standardnoj ishrani

K+INS — Zivotinje na standardnoj ishrani tretirane insulinom

F — Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom

F+INS — Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom tretirane insulinom

F+E2 — zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom tretirane estradiolom

F+E2+INS — Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom tretirane estradiolom i insulinom

Nakon 9 nedelja dijetetskog reZima Zivotinje su Zrtvovane dekapitacijom.
Izolovani su srce 1 visceralno masno tkivo 1 merena je njihova masa. Radi merenja
biohemijskih parametara Zivotinje su gladovale preko no¢i, pri ¢emu su umesto 10%
rastvora fruktoze pile vodu. Krv je sakupljena u staklene epruvete u kojima se kao
antikoagulans nalazila 6% EDTA. Koncentracija glukoze i TG je odredivana u uzorku

pune krvi, odmah nakon sakupljanja. Odredivanje ostalih biohemijskih parametara je
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vrseno u plazmi. Uzorci krvi su centrifugirani 10 min na 3000 rpm u klinickoj centrifugi
(Tehnica LC-321). Nakon centrifugiranja, plazma je prebacena u plastine epruvete i
koriS¢ena odmah ili zamrzavana i cuvana na —20°C do odredivanja ostalih biohemijskih

parametara.

3.2 METODE

3.2.1 Odredivanje biohemijskih parametara

3.2.1.1 Odredivanje koncentracije glukoze u krvi

Koncentracija glukoze je odredivana u uzorku pune krvi pomoc¢u automatskog

Accutrend glukozometra (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

3.2.1.2  Odredivanje koncentracije triglicerida u krvi

Koncentracija TG je odredivana u uzorku pune krvi pomocu aparata Multicare

(Biochemical Systems International, Arezzo, Italy).

3.2.1.3 Odredivanje koncentracije slobodnih masnih kiselina u plazmi

Koncentracija FFA u plazmi je odredivana modifikovanom metodom po
Duncombe (Duncombe, 1964). Princip metode se zasniva na tome da FFA pri dodatku
odgovaraju¢eg reagensa koji sadrzi Cu’" jone (trietanolaminski pufer i
Cu(NO);X3H,0), grade soli bakra koje se ekstrahuju u hloroformskoj fazi. Nastale soli
u kontaktu sa dietilditiokarbamatom grade kompleksno jedinjenje Zute boje, sa
maksimumom apsorpcije svetlosti na talasnoj duzini od 436 nm.

Uzorak plazme je inkubiran sa TEA puferom (trietanolamin, pH 7,8) 1
hloroformom 20 min na sobnoj temperaturi uz intenzivho mesanje. SmeSa je zatim
centrifugirana 10 min na 3000 rpm (Tehtnica LC-321), nakon ¢ega je uklonjen gornji

vodeni sloj. Srednji hloroformski sloj je prebac¢en u nove epruvete, inkubiran 20 minuta
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sa 0,2% dietilditiokarbamatom na sobnoj temperaturi i merena je apsorbanca na 436 nm
(Ultrospec II, LKB). Koncentracija FFA je ocitavana sa standardne krive koja je
dobijena prema istom protokolu koris¢enjem razliitih koncentracija palmitinske

kiseline (0,25, 0,5, 1, 1,5, 2 12,5 mM).

3.2.1.4 Odredivanje koncentracije insulina u plazmi

Odredivanje koncentracije insulina u plazmi je vrSeno pomoc¢u RIA metode,
upotrebom kita koji je testiran za odredivanje insulina u plazmi pacova. Princip metode
se zasniva na kompetitivnom vezivaju insulina iz uzorka i radioaktivno obeleZenog
insulina ('*I-insulin) za odredeni broj epitopa na specifi¢nim anti-insulin antitelima, pri
¢emu nastaju obeleZeni 1 neobelezeni imunokompleksi. Obelezenog kompleksa se
formira utoliko manje ukoliko ima viSe insulina u uzorku. Nakon inkubacije uzoraka
plazme sa obeleZzenim insulinom 1 antitelima tokom 20 h na sobnoj temperaturi, nastali
kompleksi su talozeni imunoadsorbentom (inkubacija 30 min na sobnoj temperaturi) i
centrifugirani 25 min na 3000 x g. Slobodni insulin i slobodna antitela zaostaju u tecnoj
fazi, dok talog predstavlja kombinaciju sekundarnih antitela, polietilenglikola i vezanog
insulina. Radioaktivnost taloga je merena u toku 1 minuta brojacem 1219 LKB.
Koncentracija insulina je odredena uporedivanjem sa standardnom krivom, koja je
formirana tretiranjem standarda koji sadrze precizno definisane koncentracije insulina
(0,3, 3, 10, 30, 100 1 300 mIU/1). Osetljivost eseja je 0.6 mIU/1, a unutrasnji koeficijent

varijacije u eseju 5,24%.

3.2.1.5 Odredivanje koncentracije estradiola u plazmi

Odredivanje koncentracije estradiola u plazmi je vrSeno ELISA kitom prema
instrukcijama proizvodaca. Esej se zasniva na principu kompetitivhog vezivanja
estradiola iz uzoraka i estradiola konjugovanog sa HRP za konstantnu koli¢inu zecijeg
anti-estradiolskog antitela. Nakon unoSenja uzoraka plazme i standarda, estradiola
konjugovanog sa HRP i zeCijeg anti-estradiolskog antitela u bunari¢ na mikrotitar plo¢i
koji je oblozen anti-zeCijim antitelom, smeSa je inkubirana 90 min na sobnoj

temperaturi. Sto je koncentracija estradiola u uzorku veca, koli¢ina vezanog estradiol—
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HRP konjugata je manja. Nevezani estradiol-HRP konjugat je zatim uklonjen
ispiranjem bunari¢a. Nakon toga u bunarice je dodat supstrat za HRP, 3,3°,5,5’-
tetrametilbenzidin, i smesa je inkubirana na sobnoj temperaturi 20 minuta, pri ¢emu se
razvila plava boja. Posle zaustavljanja reakcije dodatkom 1N HCI, apsorbanca rastvora
u bunari¢u je merena spektrofotometrijski na 450 nm (Wallac 1420 Victor 2, Perkin-
Elmer, Boston, MA). Intenzitet boje je proporcionalan koli¢ini enzima i obrnuto
proporcionalan koli¢ini nevezanog estradiola u uzorcima. Koncentracija estradiola je
izracunata na osnovu standardne krive, koja je dobijena merenjem apsorbance standarda

poznate koncentracije (0, 10, 30, 100, 300 1 1000 pg/ml).

3.2.1.6  Odredivanje koncentracije leptina u plazmi

Koncentracija leptina u plazmi je odredivana pomocu komercijalnog ,,sendvi¢*
ELISA eseja, prema instrukcijama proizvodaca. Nakon nanoSenja na mikrotitar plo¢u u
duplikatu, standardi, kontrolni uzorci i razblazeni uzorci plazme su inkubirani sa anti-
misjim antitelom na leptin konjugovanim sa peroksidazom rena. Nakon inspiranja, u
bunari¢e mikrotitar ploCe je dodat hromogeni supstrat HRP, 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidin
1 reakciona smeSa je inkubirana na sobnoj temperaturi. Enzimska reakcija je zatim
prekinuta dodatkom 0,5 M HCI i merene su apsorbance na 450 nm i 590 nm (590 nm je
korekciona apsorbanca) koriS¢enjem automatskog ELISA c¢itata za mikrotitar ploce
(Multiskan Spectrum, Thermo ELECTRON CORPORATION, Finska). Koncentracija
leptina je izracunata koriS¢enjem 4PL krive (eng. 4-parameter logistic curve) (Prism,

GraphPad Software, Inc.).

3.2.2 Priprema Ccelijskog lizata srca

Nakon Zrtvovanja, srca su izolovana, isprana u fizioloSkom rastvoru, osusena i
izmerena. Zatim su iseckana i pulovana, da bi se dobila dovoljna koli€¢ina za izolovanje
potrebnih ¢elijskih kompartmana. Jedna tre¢ina svakog uzorka je koriS¢ena za dobijanje
Celijskog lizata srca. Uzorci srca su homogenizovani na ledu Ultra-Turrax
homogenizerom u puferu za liziranje (pH 7,4) koji je sadrzao 10 mM Tris, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100, proteazne inhibitore (2 mM
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PMSF, 10 pg/ml leupeptin i 10 pg/ml aprotinin) i fosfatazne inhibitore (100 mM
natrijum fluorid, 10 mM natrijum pirofosfat i 2 mM natrijum ortovanadat) u odnosu 1:7
(m:V) (Dupont i sar., 1998). Homogenati su zatim centrifugirani na 600 x g, na 4°C 20
minuta u Sorvall centrifugi. Dobijeni supernatanti su centrifugirani 60 min na 100000 x
g (Beckman, Ti-50 rotor) i u nastalim supernatantima, koji predstavljaju ukupni ¢elijski
lizat, odredivana je koncentracija proteina pomo¢u BCA metode. Nakon toga uzorci
¢elijskog lizata su pripremljeni za Western blot analizu tako S§to su razblazivani do
koncentracije 5 mg/ml odgovaraju¢im puferom 1 zatim do finalnih 2,5 mg/ml
dodavanjem iste zapremine 2 x Laemmli pufera (100 mM Tris-HCI pH 6,8, 200 mM f3-
merkaptoetanol, 4% SDS, 0,2% bromfenol plavo 1 20% glicerol), kuvani (5 min na 100
°C) 1 zamrznuti na —20 °C (Laemmli, 1970).

3.2.3 Izolovanje plazma membrana i mikrozoma niske gustine iz srca

Preostale 2/3 pulovanih srca su koriS¢ene za izolaciju plazma membrana i
mikrozoma niske gustine. Uzorci su inkubirani 30 min u hladnom rastvoru soli visoke
koncentracije (2 M NaCl, 20 mM HEPES i 5 mM NaNj3, pH 7,4). Nakon inkubacije
nastala suspenzija je centrifugirana 5 min na 1000 x g (Beckman, J21) i dobijeni talog je
homogenizovan Ultra-Turrax homogenizerom u TES puferu (20 mmol/l Tris, 250
mmol/l saharoza, 1 mmol/l EDTA, pH 7,4) kom su dodati proteazni inhibitori (10 ug/ml
leupeptin, 10 pg/ml aprotinin, 2 mM PMSF). Homogenati su zatim centrifugirani 5 min
na 1000 x g, nakon Cega su talozi rehomogenizovani u TES puferu u staklo—teflon
homogenizeru i ponovo spajani sa supernatantima. Tako nastali homogenati su
centrifugirani 10 min na 100 x g i dobijeni talozi (T1) su resuspendovani u TES puferu.
Supernatanti su centrifugirani 10 min na 5000 x g i nastali talozi (T2) su resuspendovani
u TES puferu. Odgovaraju¢i supernatanti su centrifugirani 20 minuta na 20000 x g i
dobijeni talozi (T3) su resuspendovani u TES puferu. Zatim su supernatanti
centrifugirani 30 min na 48000 x g. Dobijeni talozi (T4) su resuspendovani u TES
puferu, dok su supernatanti centrifugirani 80 min na 200000 x g. Izdvojeni talozi (T5)
su resuspendovani u TES puferu. Na osnovu sugestija autora originalnog protokola
(Luiken 1 sar., 2002) talog T2 je tretiran kao frakcija plazma membrana (PM), dok je
talog TS5 tretiran kao frakcija mikrozoma niske gustine (LDM). Nakon odredivanja
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koncentracije proteina BCA metodom, uzorci PM i LDM su pripremljeni za Western

blot analizu, na isti nacin kao iuzorci ¢elijskog lizata.

3.2.4 Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u uzorcima je odredivana BCA metodom, koris¢enjem
komercijalnog kompleta (Smith 1 sar., 1985). BCA metoda predstavlja kombinaciju
biuretske reakcije, koja podrazumeva redukciju Cu®" do Cu'" proteinima u alkalnoj
sredini 1 visoko osetljive 1 selektivne kolorimetrijske detekcije bakarnih jona pomocu
reagensa koji sadrzi BCA. Kao rezultat helacije dva molekula BCA i jednog Cu'" jona
nastaje ljubiCasto obojen produkt koji apsorbuje svetlost na 562 nm. Koncentracija
proteina u uzorcima lizata, PM 1 LDM je odredena pomoéu BCA kita prema
instrukcijama proizvodaca. Koncentracija proteina je o¢itavana sa standardne krive koja
je dobijena koriS¢enjem poznatih koncentracija BSA u rasponu 20 pg/ml do 2000

pg/ml.

3.2.5 SDS elektroforeza na poliakrilamidnom gelu

U cilju analize ukupnog proteinskog sadrzaja, fosforilacije i unutarcelijske
lokalizacije molekula signalnog puta insulina i nishodnih efektornih molekula, proteini
iz uzoraka ukupnog celijskog lizata, kao i1 uzoraka PM i LDM su prvo razdvajani
metodom SDS elektroforeze na poliakrilamidnom gelu (SDS PAGE).

SDS PAGE je tehnika za razdvajanje denaturisanih proteina na osnovu razlika u
njihovoj relativnoj molekulskoj masi. Kako bi se razdvojili zavisno od njihove
molekulske mase, proteini su pomocu kuvanja 1 SDS, anjonskog deterdZenta, prevodeni
u linearne polipeptidne lance, ¢ime je naruSena tercijarna struktura proteina i maskirano
naelektrisanje koje potice od aminokiselinskih ostataka. Uzorci ukupnog ¢eljskog lizata,
PM ili LDM (75 pg proteina/bunari¢u) su nanoSeni na 7,5% ili 10% SDS
poliakrilamidni gel i1 razdvajani pomoc¢u Mini Protean Electrophoresis Cell (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Elektroforeza se odvijala prvih 15 min na 150 V, a
zatim joS§ 1,5 h na 100 V. Kao marker molekulskih masa koriSéen je proteinski marker

koji sadrzi proteine molekulskih masa 250, 130, 100, 70, 55, 35, 25, 15, 10 kDa.
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3.2.6 Western blot

Western blot je tehnika koja se koristi za detekciju i analizu proteina u
kompleksnoj smesi razli¢itih proteina, na osnovu njihove sposobnosti da se vezu za
specifi¢na antitela. To je semikvantitativna tehnika gde se nakon razdvajanja proteina
pomoc¢u SDS PAGE vrsi elektrotransfer proteina na nitroceluloznu ili PVDF (engl.
polyvinyl difluoride) membranu. Preneseni proteini se zatim detektuju pomocu
primarnith 1 sekundarnih antitela kuplovanih sa enzimom koji u reakciji sa
odgovaraju¢im supstratom daje obojeni ili hemiluminescentni produkt.

Nakon zavrSetka SDS PAGE izvrSen je transfer proteina sa gela na PVDF
membranu (Hybond-P, membrana, veli¢ine pora 0.45 pum, Amersham). Transfer je
raden u puferu za SDS PAGE (0,0025 M Tris, 0,192 M glicin 1 0,1% SDS, pH 8,3), sa
dodatkom metanola (20%) preko no¢i na 4°C, pri konstantnoj ja¢ini struje od 80 mA u
aparatu za mokri transfer (Trans-Blott Cell, Bio-Rad). Posle transfera proteina sa gela,
membrane su inkubirane u puferu za blokiranje (5% rastvor BSA u TBST puferu, TBST
pufer: 25 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1% Tween, pH 8,0) 1,5 h na sobnoj temperaturi,
da bi se sprecilo nespecifi¢no vezivanje antitela za membranu.

Nakon toga, membrane su inkubirane preko no¢i na 4°C sa primarnim antitelima
na fosfo-IRS1 (Ser’”), IRS-1, fosfo-Akt (Ser'”, Thr'®), Akt, fosfo-ERK
(Thr**?/Tyr*®), ERK, fosfo-eNOS (Ser''”” Thr*®), eNOS, B-aktin, GLUT4, GLUTI,
CD36, o2 subjedinicu Na'/K'-ATP-aze, al subjedinicu Na'/K'-ATP-aze, lipin 1 ili
CPTI pri analizi ¢elijskog lizata, kao i sa primarnim antitelima na GLUT4, GLUT],
CD36, a2 subjedinicu Na'/K-ATP-aze ili al subjedinicu Na'/K'-ATP-aze, u slu¢aju
PM i sa primarnim antitelima na GLUT4, GLUT1 1 CD36 pri analizi LDM. Razblazenja
primarnih antitela su pravljena u TBST puferu u odnosu 1:500 ili 1:1000. Posle
inkubacije sa primarnim antitelima membrane su ispirane 5 x 5 min u TBST puferu.
Nakon toga membrane su inkubirane sa sekundarnim anti-zecijim, odnosno anti-misjim
ili anti-kozjim antitelom konjugovanim sa HRP (razblaZenje 1:10000, TBST) ili
alkalnom fosfatazom (razblaZenje 1:5000, TBST), 1,5 h na sobnoj temperaturi. Zatim su
membrane ponovo ispirane 5 x 5 min u TBST puferu.

Nakon ispiranja, membrane su inkubirane sa odgovaraju¢im supstratom radi

detekcije traka koje poticu od ciljnog proteina. Ukoliko su sekundarna antitela bila
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konjugovana sa HRP, membrane su inkubirane u mraku 3 min sa ECL supstratom koji
nastaje meSanjem jednake koliine rastvora koji sadrzi luminol i rastvora koji sadrzi
vodonik perksid. Nakon toga membrane su u kaseti za razvijanje inkubirane 3 min sa
rendgen filmom (ORTO CP-G-PLUS, AGFA), pri ¢emu intenzitet signala na filmu
odgovara koli¢ini ciljnog proteina u analiziranim uzorcima. U slucaju alkalne fosfataze
membrane su inkubirane u mraku 5 min sa BCIP/NBT, koji delovanjem enzima daje
nerastvorljivi tamno-ljubicasti precipitat u vidu traka na membrani.

Posle odredivanja sadrzaja fosfo formi analiziranih molekula, membrane su
inkubirane 30 min na 50°C u puferu za ,stripovanje* (100 mM B-merkaptoetanol, 2%
SDS 1 62,5 mM Tris pH 6,7), radi uklanjanja prethodno vezanog primarnog antitela,
sekundarnog antitela i supstrata. Nakon toga membrane su ispirane 2 x 10 min u TBST
puferu i inkubirane u 5% BSA 1 reblotovane sa antitelima na IRS-1, Akt, ERK 1 eNOS.
Radi kontrole jednakog unosa proteina u svim uzorcima celijskog lizata, koriS¢eno je

anti-f-aktin antitelo.

3.2.7 Izolacija lipida iz srca i MALDI-TOF MS

Ekstrakcija lipida iz srca je radena prema modifikovanoj Folch metodi (Folch 1
sar., 1957). 100 mg tkiva je homogenizovano u 2,5 ml smeSe hloroforma i metanola
(1,5:1). U homogenat je zatim dodat vodeni rastvor 0,45 M HCI i smeSa je snazno
muckana. Nastala ekstrakciona smeSa je centrifugirana, nakon cega je gornji
hloroformski sloj izdvojen za analizu lipida.

Sastav lipida u srcu je analiziran pomoc¢u masenospektrometrijske metode koja
koristi ,,meku‘ jonizaciju uz pomo¢ matrice, koriste¢i uredaj Bruker Autoflex sa
ultraljubiCastim azotnim laserom koji emituje na 337 nm. 0,5 pl hloroformskog
ekstrakta lipida je nanoSeno na plocu (Celik presvucen zlatom) za MALDI-TOF, pri
¢emu je rastvara¢ momentalno isparavan pod strujom toplog vazduha. Nakon toga je
nanoSena ista zapremina rastvora matrice (0,5 M DHB) u metanolu, koji je takode
isparavan. Nakon ozracivanja laserom (jonizacija uzorka), joni se ubrzavaju u polju
visokog napona kako bi stigli do dela TOF analizatora koji se zasniva na vremenu

preleta. Svi maseni spektri su dobijeni u uslovima gde se ubrzavajuca voltaza
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primenjuje sa malim zakaSnjenjem nakon laserskog pulsa (delayed extraction mode) u

reflektornom modu.

3.2.8 Statisticka obrada rezultata

Kvantifikacija rezultata dobijenih Western blot metodom je vrSena
denzitometrijskom analizom signala u programu za analizu slike ImageJ (Image
Processing and Analysis in Java). Izmerene vrednosti za opticku gustinu (OD) signala
su korigovane u odnosu na pozadinu 1 izraZavane u arbitrarnim jedinicama (count).

Rezultati su izrazavani kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD) od tri
nezavisna eksperimenta vrSena sa ukupno 9 Zivotinja po grupi. Za procenu statistiCke
znacCajnosti razlika izmedu dve eksperimentalne grupe koriS¢ena je jednofaktorska
parametarska analiza varijanse — ANOVA (one-way ANOVA). Vrednost p<0,05 je

smatrana statisticki zna¢ajnom.
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4 REZULTATI

4.1 EFEKTI [ISHRANE BOGATE FRUKTOZOM I ESTRADIOLSKOG
TRETMANA NA UNOS HRANE I TECNOSTI I KALORIJSKI UNOS KOD
OVARIJEKTOMISANIH ZENKI PACOVA

Unos hrane je bio smanjen kod Zivotinja na ishrani bogatoj fruktozom (P<0,05
vs. K), dok je unos te¢nosti bio povecan (P<0,001 vs. K). Kalorijski unos je takode bio
povecan kod Zivotinja na ishrani bogatoj fruktozom (P<0,05 vs. K) (Tabela 1).

Tretman estradiolom zivotinja na ishrani bogatoj fruktozom je smanjio unos
tecnosti ali je on jo§ uvek bio povisen u odnosu na unos kod kontrolnih Zivotinja
(P<0,05 vs. K; P<0,05 vs F), dok je dodatno smanjio unos hrane (P<0,001 vs. K; P<0,05
vs. F). Takode estradiolski tretman je smanjio 1 kalorijski unos (P<0,05 vs. F) na nivo

sli¢an onom koji je zabelezen kod kontrolnih Zivotinja (Tabela 1).

42 EFEKTI ISHRANE BOGATE FRUKTOZOM 1 ESTRADIOLSKOG
TRETMANA NA FIZICKE KARAKTERISTIKE OVARIJEKTOMISANIH
ZENKI PACOVA

S obzirom da ishrana bogata fruktozom 1 estradiolski tretman mogu da uti¢u na
masu tela, srca i visceralnog masnog tkiva, merene su ove karakteristike, pri ¢emu su
masa srca 1 masa visceralnog masnog tkiva izrazene kao apsolutna ili relativna vrednost
u odnosu na masu tela.

Ni ishrana bogata fruktozom, ni estradiolski tretman nisu promenili masu tela 1
masu srca, kao ni odnos mase srca i mase tela (Tabela 1).

Sa druge strane, ishrana bogata fruktozom je dovela do povecanja apsolutne 1
relativne mase visceralnog masnog tkiva (Tabela 1). Medutim ovo poveéanje nije

statisticki znacajno, najverovatnije zbog velikih individualnih varijacija. Estradiolski
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tretman je delovao u smeru smanjenja apsolutne i relativne mase viscelarnog masnog

tkiva, ali bez statisticke znacajnosti (Tabela 1).

Tabela 1. Unos hrane, te¢nosti i kalorija i fizicke karakteristike ovarijektomisanih
Zenki pacova. Unosi hrane i te¢nosti su mereni tokom trajanja rezima ishrane za sve
eksperimentalne grupe, dok je kalorijski unos izracunat kao zbir kalorija koje su unete
kroz hranu i rastvor fruktoze. Masa tela, srca i visceralnog masnog tkiva su izmerene na
dan Zrtvovanja. Masa srca 1 masa visceralnog masnog tkiva su izrazene kao apsolutna ili
relativna vrednost u odnosu na masu tela. Svi rezultati su izrazeni kao srednja vrednost
+ S.D. 'P<0,05 vs. K, ~ P<0,001 vs. K, *P<0,05 vs. F. K: kontrola; F: fruktoza; E2:
estradiol.

K F F+E2
Unos hrane (g/dan/pacov) 19,23 £ 1,85 16,31 £3,37 14,46 + 1,62

Unos te¢nosti (ml/dan/pacov) 28,51 £ 4,54 48,75 £ 14,81 37,93 +11,49"°

LS Tra ) 1l s 211,57+2031  263,26+5829° 224,31 +32,62°

(kJ/dan/pacov)
Masa tela (g) 293,15 + 23,09 286,94 + 26,64 279,54 £ 18,71

Masa srca (g) 0,92 + 0,05 0,89 + 0,08 0,84 + 0,08
Masa srca/masa tela (x103) 2,97 £0,12 3,08 + 0,09 3,01 +0,21

Masa visceralnog masnog
tkiva 3,41 + 0,63 4,71 +2,09 3,65+1,11

(8)

Masa visceralnog masnog

1,10 £ 0,16 1,57 £ 0,60 1,29 +£ 0,36
tkiva/Masa tela (x10%)

43 EFEKTI ISHRANE BOGATE FRUKTOZOM I ESTRADIOLSKOG
TRETMANA NA BIOHEMIJSKE PARAMETRE OVARIJEKTOMISANIH
ZENKI PACOVA

4.3.1 Koncentracije glukoze i insulina i HOMA indeks

Koncentracija glukoze u krvi, koncentracija insulina u plazmi i HOMA (engl.

homeostasis model assessment) indeks su odredivani ili racunati kao parametri od

vaznosti za procenu insulinske rezistencije.
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Tretman insulinom je smanjio koncentraciju glukoze u krvi (P<0,001 vs. K) 1
povecao koncentraciju insulina u plazmi (P<0,001 vs. K) kod zivotinja na standardnoj
ishrani, $to je i bilo oc¢ekivano (Tabela 2).

Ishrana bogata fruktozom nije dovela do znaCajnog povecanja koncentracije
glukoze u krvi kod Zivotinja sa ili bez insulinskog tretmana (Tabela 2). U bazalnim
uslovima estradiolski tretman zivotinja na ishrani bogatoj fruktozom je smanjio
koncentraciju glukoze u odnosu na Zivotinje bez tretmana (P<0,05 vs. F), kao 1u odnosu
na zivotinje na standardnoj ishrani (P<0,05 vs. K). Medutim, u insulinom stimulisanim
uslovima koncentracija glukoze kod zivotinja na ishrani bogatoj fruktozom koje su
primale estradiol bila je znacajno smanjena samo u odnosu na Zivotinje na fruktoznoj
ishrani bez estradiolskog tretmana (P<0,05 vs. F+INS) (Tabela 2).

Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom su imale povi§enu koncentraciju insulina
u plazmi u odnosu na kontrolne Zivotinje (P<0,05 vs. K), pri ¢emu je tretman ovih
zivotinja estradiolom anulirao efekte ishrane na koncentraciju insulina u plazmi (P<0,05
vs. F) (Tabela 2).

HOMA indeks, koji predstavlja indikator insulinske rezistencije, je racunat iz
podataka za koncentraciju glukoze i1 koncentraciju insulina prema formuli: insulin
(mU/l) x [glukoza (mmol/1)/22,5]. HOMA indeks je bio povecan kod Zzivotinja na
ishrani bogatoj fruktozom (P<0,001 vs. K), ali je estradiolski tretman ovih zivotinja
smanjio vrednost HOMA indeksa do nivoa zabeleZzenog kod Zivotinja na standardnoj

ishrani (P<0,01 vs. F) (Tabela 2).

4.3.2 Koncentracije triglicerida i slobodnih masnih kiselina

Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom su imale znacajno povisene koncentracije
TG u krvi samo u bazalnim uslovima (P<0,05 vs. K). Zivotinje na ishrani bogatoj
fruktozom koje su primale estradiol su imale nizu koncentraciju TG u krvi, ali je ona i
dalje bila poviSena u odnosu na vrednosti kod kontrolnih Zivotinja (P<0,05 vs. K)
(Tabela 2).

Ishrana bogata fruktozom je smanjila koncentraciju FFA u plazmi u bazalnim

uslovima (P<0,05 vs. K), pri ¢emu je tretman estradiolom Zzivotinja na ishrani bogatoj
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fruktozom uzrokovao dodatno smanjenje koncentracije FFA (P<0,001 vs. K; P<0,01 vs.
F) (Tabela 2).

Insulinski tretman je, sam po sebi, smanjio koncentraciju TG 1 koncentraciju
FFA u plazmi (P<0,001 vs. K za oba parametra) (Tabela 2). Ishrana bogata fruktozom je
umanjila efekte insulina na koncentraciju TG (P<0,01 vs. F) i koncentraciju FFA
(P<0,05 vs. F), dok je estradiolski tretman Zzivotinja na ishrani bogatoj fruktozom
poboljsao efekte insulina na koncentraciju TG (P<0,001 vs. F+E2), ali ne i na

koncentraciju FFA (Tabela 2).

4.3.3 Koncentracija leptina

Koncentracija leptina u plazmi je bila povisena kod pacova na ishrani bogatoj
fruktozom (P<0,05 vs. K), dok je estradiolski tretman ovih Zivotinja delovao u pravcu
smanjenja koncentracije leptina, ali je ona 1 dalje bila znacajno povisena u odnosu na

koncentracije zabeleZzene kod pacova na standardnoj ishrani (P<0,05 vs. K) (Tabela 2).

4.3.4 Koncentracija estradiola

Koncentracija estradiola u plazmi je merena u cilju potvrde ovarijektomije i
estradiolskog tretmana. Koncentracije estradiola su bile niske kod svih eksperimentalnih
grupa, ukljucuju¢i 1 grupe tretirane estradiolom. Koncentracije estradiola razli¢itih
grupa se nisu znacajno razlikovale, osim §to su u insulinom stimulisanim uslovima
zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom koje su primale estradiol imale povecanu
koncentraciju estradiola u odnosu na Zzivotinje na standardnoj ishrani (P<0,05 vs.

K+INS) (Tabela 2).
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Tabela 2. Biohemijski parametri ovarijektomisanih Zenki pacova. Koncentracije glukoze i TG su izmerene u punoj krvi na dan
zrtvovanja, dok su koncentracije FFA i hormona odrggene u plazmi, kao $to je opisano u odeljku Materijal i metode. Svi rezultati su
izrazeni kao srednja vrednost + S.D. "P<0,05 vs. K, ~P<0,001 vs. K, *P<0,05 vs. F, *P<0,01 vs. F, P<0,05 vs. K+INS, “P<0,05 vs.

277?

F+INS, "'P<0,001 vs. F+E2. TG: trigliceridi; FFA: slobodne masne kiseline; K: kontrola; F: fruktoza; E2: estradiol; INS: insulin.
K F F+E2 K+INS F+INS F+E2+INS
Glukoza (., 098 6,74 £1,33 5,37 £0,30" 2,85+1,29" 3,21 0,41 2,82 +0,23¢
(mmol/l)
Insulin . s
(mU/) 21,60 +£ 16,13 47,48 + 34,08 13,08 + 5,07 430,07 + 74,13 376,93 + 71,88 361,99 + 74,78
.HOMA 4,31 2,41 13,63 + 6,82 3,17 +1,37% / / /
indeks
TG 1,39 £ 0,22 2,19 +£0,93" 1,73 £0,28" 0,97 £0,14™ 1,14 +£0,26% 1,07 £0,05°%
(mmol/l)
FFA * ***ss *kk $
0,657 £ 0,156 0,509 + 0,141 0,293 + 0,058 0,362 +£ 0,139 0,334 + 0,142 0,227 £ 0,085
(mmol/I)
Leptin . .
0,45 + 0,27 2,17 £1,22 1,40 + 0,54 / / /
(ng/ml)
E2 (pg/ml) 4,73 £1,17 4,08 +2.16 4,21+ 1,69 3,25+ 1,57 4,56 + 1,12 5,58 + 1,75"
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4.4 EFEKTI [ISHRANE BOGATE FRUKTOZOM 1 ESTRADIOLSKOG
TRETMANA NA MOLEKULE INSULINSKOG SIGNALNOG PUTA U SRCU
OVARIJEKTOMISANIH ZENKI PACOVA

4.4.1 Sadriaj proteina i fosforilacija IRS-1 na Ser’”’

Funkcija IRS-1 je negativno regulisana fosforilacijom Ser ostataka, kao Sto je

7 se nije znagajno povecao kod Zivotinja na

Ser’”’. Stepen fosforilacije IRSI na Ser’
ishrani bogatoj fruktozom, dok je estradiolski tretman ovih Zivotinja smanjio

fosforilaciju Ser ostatka u poredenju sa kontrolnim Zivotinjama (P<0,05 vs. K) (Slika 4).

pSer’”IRS-1 S .
RS- (. -
K F o F+E2

200 1
MmF

150 - L
4 x
= 100
o
<

50 -

0 A

Slika 4. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na fosforilaciju
IRS-1 na Ser’” u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova. Sadrzaj proteina u éelijskom
lizatu je odreden Western blot metodom 1 prikazani su rezultati kvantifikacije traka na
imunoblotovima. Sadrzaj fosforilisane forme IRS-1 je normalizovan na ukupan sadrzaj
proteina IRS-1. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost = S.D. i izraZeni kao
procenat od odgovaraju¢e kontrole. Na vrhu slike su prikazani i reprezentativni
imunoblotovi. *P<0,05 vs. K. K: kontrola; F: fruktoza; E2: estradiol.

Ukupan proteinski sadrzaj IRS-1 u ¢elijskom lizatu srca se nije promenio kod

zivotinja na ishrani bogatoj fruktozom bez ili sa estradiolskim tretmanom (Slika 5).
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Slika 5. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na sadrzaj
proteina IRS-1 u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova. Sadrzaj proteina u ¢elijskom
lizatu je odreden kao §to je dato u opisu uz sliku 4. Prikazani su reprezentativni
imunoblotovi 1 sadrzaj IRS-1 predstavljen kao srednja vrednost = S.D. i izrazen kao
procenat od odgovarajuce kontrole. B-aktin je koris¢en kao /oading kontrola. Skracenice
su date u opisu uz sliku 4.

4.4.2  Sadriaj proteina i fosforilacija Akt na Ser” i Thi’"

Ishrana bogata fruktozom je dovela do smanjenja fosforilacije Akt na Ser*” u
bazalnim uslovima (P<0,001 vs. K), dok je tretman estradiolom zivotinja na ishrani
bogatoj fruktozom anulirao efekte ishrane na fosforilaciju ovog aminokiselinskog
ostatka (Slika 6).

Fosforilacija Akt na Thr’® bila je znaajno smanjena i u bazalnim (P<0,01 vs.
K) 1 u insulinom stimulisanim uslovima (P<0,05 vs. K+INS) kod pacova na ishrani
bogatoj fruktozom (Slika 7). Tretman estradiolom kod ovih Zivotinja je anulirao efekte

ishrane na insulinom stimulisanu fosforilaciju Akt na Thr’” dok je u bazalnim

uslovima ovaj efekat izostao (P<0,01 vs. K) (Slika 7).
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Slika 6. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na fosforilaciju
Akt na Ser’” u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova. SadrZaj proteina u éelijskom
lizatu je odreden kao $to je dato u opisu uz sliku 4. Sadrzaj fosforilisane forme Akt je
normalizovan na ukupan sadrzaj proteina Akt. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost = S.D. 1 izraZzeni kao procenat od odgovaraju¢e kontrole. Na vrhu slike su
prikazani i reprezentativni imunoblotovi. ***P<0,001 vs. K. K: kontrola; F: fruktoza; E2:
estradiol; INS: insulin.

pThri® Akt
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Slika 7. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na fosforilaciju
Akt na Thr'® u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova. Sadraj proteina u celijskom
lizatu je odreden kao Sto je dato u opisu uz sliku 4. Prikazani su reprezentativni
imunoblotovi i sadrzaj fosforilisane forme Akt normalizovan na ukupan sadrZaj proteina
Akt, predstavljen kao srednja vrednost + S.D. i izraZzen kao procenat od odgovarajuce
kontrole. “P<0,01 vs. K, “P<0,05 vs. K+INS. Skracenice su date u opisu uz sliku 6.
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Ni ishrana bogata fruktozom, ni estradiolski tretman nisu promenili ukupan

proteinski sadrzaj Akt, koji je odreden kao sadrzaj Akt u Celijskom lizatu srca (Slika 8).

AK — ——
(3-aktin = = - ~
K F F+E2

220 1
200 1 MF
180 1 W F+E2
160 1
140
120 A I
100
80 1
60 -
40 A
20
0

Slika 8. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na sadrzaj
proteina Akt u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova. Sadrzaj proteina u celijskom
lizatu je odreden kao Sto je dato u opisu uz sliku 4. Prikazani su reprezentativni
imunoblotovi 1 sadrzaj proteina Akt predstavljen kao srednja vrednost + S.D. 1 izrazen
kao procenat od odgovaraju¢e kontrole. B-aktin je koriS¢en kao loading kontrola.
Skracenice su date u opisu uz sliku 4.

% od K

4.4.3  Sadraj proteina i fosforilacija ERK1/2 na Thr*"?/Tyr*"

Efekti fruktozne ishrane i estradiolskog tretmana na mitogeni signalni put u srcu
su izuc¢avani preko ERK1/2 kinaze. Kao i u slu¢aju apsolutne i relativne mase srca, ni
ishrana bogata fruktozom, ni estradiolski tretman nisu promenili stepen fosforilacije
ERKI1/2 na Thrzoz/Tyr204 (Slika 9), kao ni ukupan sadrzaj ERK1/2 (Slika 10) u ¢elijskom

lizatu srca.
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Slika 9. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na fosforilaciju
ERK1/2 na Thr*®/Tyr** u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova. SadrZaj proteina u
¢elijskom lizatu je odreden kao Sto je dato u opisu uz sliku 4. Prikazani su
reprezentativni imunoblotovi 1 sadrzaj fosforilisane forme ERK1/2 normalizovan na
ukupan sadrzaj proteina ERK1/2, predstavljen kao srednja vrednost + S.D. i izraZzen kao
procenat od odgovarajuce kontrole. Skracenice su date u opisu uz sliku 6.
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Slika 10. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na sadrzaj
proteina ERK1/2 u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova. SadrZaj proteina u
Celijskom lizatu je odreden kao Sto je dato u opisu uz sliku 4. Prikazani su
reprezentativni imunoblotovi 1 sadrzaj proteina ERK1/2 predstavljen kao srednja
vrednost = S.D. 1 izrazen kao procenat od odgovaraju¢e kontrole. B-aktin je koriS¢en
kao loading kontrola. Skracenice su date u opisu uz sliku 4.
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4.5 EFEKTI [ISHRANE BOGATE FRUKTOZOM 1 ESTRADIOLSKOG
TRETMANA NA SADRZAJ I FOSFORILACIJU ENDOTELNE SINTAZE
AZOT MONOKSIDA U SRCU OVARIJEKTOMISANIH ZENKI PACOVA

Ishrana bogata fruktozom je uzrokovala znacajno smanjenje stepena aktivirajuce

fosforilacije eNOS na Ser''”’

u insulinom stimulisanim ulovima (P<0,05 vs. K+INS)
(Slika 11). Tretman estradiolom Zivotinja na ishrani bogatoj fruktozom je ponistio
negativne efekte ishrane 1 povecao stepen fosforilacije serinskog ostatka iznad nivoa
zabelezenog kod kontrolnih Zivotinja, kako u insulinom stimulisanim (P<0,05 vs.
K+INS; P<0,01 vs. F+INS), tako i u bazalnim uslovima (P<0,05 vs. K; P<0,05 vs. F)

(Slika 11).
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Slika 11. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na fosforilaciju
eNOS na Ser''”’. Sadrzaj proteina u ¢elijskom lizatu je odreden kao to je dato u opisu
uz sliku 4. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi 1 sadrzaj fosforilisane forme eNOS
normalizovan na ukupan sadrZaj proteina eNOS, predstavljen kao srednja vrednost +
S.D. i izrazen kao procenat od odgovarajuc¢e kontrole. *P<0,05 vs. K, $P<O,05 vs. F,
"P<0,05 vs. K+INS, ““P<0,01 vs. F+INS. Skracenice su date u opisu uz sliku 6.

Ishrana bogata fruktozom je povecala stepen inhibitorne fosforilacije eNOS na
Thr*”® u bazalnim (P<0,001 vs. K) i insulinom stimulisanim uslovima (P<0,05 vs.

K+INS) (Slika 12). Estradiolski tretman nije imao uticaja na fosforilaciju treoninskog

ostatka (Slika 12).
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Slika 12. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na fosforilaciju
eNOS na Thr**>. Sadrzaj proteina u ¢elijskom lizatu je odreden kao $to je dato u opisu
uz sliku 4. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi 1 sadrzaj fosforilisane forme eNOS
normalizovan na ukupan sadrzaj proteina eNOS, predstavljen kao srednja vrednost +
S.D. i izrazen kao procenat od odgovarajuée kontrole. = P<0,001 vs. K, "P<0,05 vs.
K+INS. Skrac¢enice su date u opisu uz sliku 6.

Ukupan proteinski sadrzaj eNOS u ¢elijskom lizatu srca se nije promenio nakon

ishrane bogate fruktozom, kao ni pod estradiolskim tretmanom (Slika 13).
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Slika 13. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na sadrzaj
proteina eNOS u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova. SadrZaj proteina u ¢elijskom
lizatu je odreden kao §to je dato u opisu uz sliku 4. Prikazani su reprezentativni
imunoblotovi 1 sadrzaj eNOS predstavljen kao srednja vrednost + S.D. i izraZen kao
procenat od odgovarajuce kontrole. B-aktin je koris¢en kao /loading kontrola. Skracenice
su date u opisu uz sliku 4.
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4.6 EFEKTI [ISHRANE BOGATE FRUKTOZOM I ESTRADIOLSKOG
TRETMANA NA SADRZAJ ALFA 1 I ALFA 2 SUBIJEDINICA
NATRIJUM/KALIJUM-ATP-aze U SRCU OVARIJEKTOMISANIH ZENKI
PACOVA

al i a2 su glavne izoforme Kkataliticke subjedince Na'/K'-ATP-aze u srcu
odraslog pacova. lako se al subjedinica smatra housekeeping molekulom i Cesto se
koristi kao kontrola za PM kompartman, ishrana bogata fruktozom je znacdajno
promenila sadrzaj al subjedinice u PM u ¢elijama srca ovarijektomisanih zenki pacova.
Proteinski sadrzaj al subjedinice pumpe u PM je bio znacajno povecan kod pacova na
ishrani bogatoj fruktozom, kako u bazalnim (P<0,001 vs. K), tako i u insulinom
stimulisanim uslovima (P<0,001 vs. K+INS) (Slika 14). Estradiolski tretman ovih
zivotinja nije imao efekta na promene nastale kao posledica ishrane bogate fruktozom

(P<0,001 vs. K; P<0,001 vs. K+INS) (Slika 14).
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Slika 14. Sadrzaj al subjedinice Na'/K'-ATP-aze u PM. Sadrzaj proteina u PM je
odreden Western blot metodom 1 prikazani su rezultati kvantifikacije traka na
imunoblotovima. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost = S.D. i izrazeni kao
procenat od odgovaraju¢e kontrole. Na vrhu slike su prikazani i reprezentativni
imunoblotovi. ~ P<0,001 vs. K, " P<0,001 vs. K+INS. Skra¢enice su date u opisu uz
sliku 6.

59



REZULTATI

Medutim, ishrana bogata fruktozom je smanjila ukupan proteinski sadrzaj al
subjedinice u srcu (P<0,001 vs. K), pri ¢emu je on bio smanjen i u prisustvu estradiola

(P<0,001 vs. K) (Slika 15).
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Slika 15. SadrZaj al subjedinice Na'/K'-ATP-aze u lizatu. Sadrzaj proteina je
odreden kao S$to je dato u opisu uz sliku 4. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i
sadrzaj al subjedinice predstavljen kao srednja vrednost + S.D. i izraZena kao procenat
od odgovarajuée kontrole. B-aktin je kori¢en kao loading kontrola. ~ P<0,001 vs. K.
Skracenice su date u opisu uz sliku 4.

Ishrana bogata fruktozom nije znacajno promenila sadrzaj a2 subjedinice u PM
u bazalnim uslovima, dok je u insulinom stimulisanim uslovima povecala sadrzaj a2
subjedinice u ovoj frakciji (P<0,001 vs. K+INS) (Slika 16). Tretman estradiolom pacova
na ishrani bogatoj fruktozom je smanjio sadrzaj a2 subjedinice u PM u bazalnim
uslovima (P<0,001 vs. K; P<0,05 vs. F), dok je kod pacova na ishrani bogatoj fruktozom
tretiranih insulinom estradiolski tretman umanjio efekte ishrane (P<0,05 vs. F+INS), ali
je sadrzaj a2 subjedinice u PM bio i dalje poviSen u odnosu na sadrzaj kod Zivotinja na
standardnoj ishrani (P<0,01 vs. K+INS) (Slika 16).

Ni ishrana bogata fruktozom ni estradiolski tretman nisu promenili sadrzaj o2

subjedinice u ¢elijskom lizatu srca (Slika 17).
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Slika 16. Sadrzaj a2 subjedinice Na'/K'-ATP-aze u PM. Sadrzaj proteina je odreden
kao S§to je opisano uz sliku 14. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i sadrzaj a2
subjedinice predstavljen kao srednja vrednost £ S.D. i izrazen kao procenat od
odgovarajuée kontrole.  P<0,001 vs. K, P<0,05 vs. F, "P<0,01 vs. K+INS, "*P<0,001
vs. K+INS, &P<0,05 vs. F+INS. Skracenice su date u opisu uz sliku 6.
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Slika 17. SadrZaj o2 subjedinice Na'/K'-ATP-aze u lizatu. Sadrzaj proteina je
odreden kao S$to je dato u opisu uz sliku 4. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi 1
sadrzaj a2 subjedinice predstavljen kao srednja vrednost = S.D. i izrazen kao procenat
od odgovarajuce kontrole. B-aktin je koris¢en kao loading kontrola. Skracenice su date
u opisu uz sliku 4.
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4.7 EFEKTI ISHRANE BOGATE FRUKTOZOM I ESTRADIOLSKOG
TRETMANA NA SADRZAJ 1 UNUTARCELIJSKU LOKALIZACIIU
TRANSPORTERA ZA GLUKOZU 1 MASNE KISELINE U SRCU
OVARIJEKTOMISANIH ZENKI PACOVA

4.7.1 Sadriaj GLUT4 u plazma membranama, mikrozomima niske gustine i lizatu srca

GLUT4 je glavni insulinom regulisani transporter glukoze u srcu. SadrZaj
GLUT4 u PM srca se nije promenio kod pacova na ishrani bogatoj fruktozom u
bazalnim uslovima, dok je sadrzaj transportera u PM bio smanjen u insulinom
stimulisanim uslovima (P<0,01 vs. K+INS) (Slika 18). Estradiolski tretman je
uzrokovao smanjenje sadrzaja GLUT4 u PM kod Zivotinja na ishrani bogatoj fruktozom
u bazalnim uslovima (P<0,05 vs. K; P<0,05 vs. F), dok je u insulinom stimulisanim

uslovima anulirao efekte ishrane na promene sadrzaja transportera u PM (Slika 18).
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Slika 18. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na sadrzaj
GLUT4 u PM u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova. Sadrzaj proteina je odreden
kao Sto je dato u opisu uz sliku 14. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i1 sadrZaj
GLUT4 predstavljen kao srednja vrednost + S.D. i izrazen kao procenat od
odgovarajuce kontrole. *P<0,005 vs. K, $P<O,05 vs. F, ##P<0,0l vs. K+INS. Skracenice
su date u opisu uz sliku 6.
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Ishrana bogata fruktozom je smanjila sadrzaj GLUT4 u LDM kod pacova bez
insulinskog tretmana (P<0,01 vs. K), ali nije imala efekta na sadrzaj GLUT4 u LDM u
insulinom stimulisanim uslovima (Slika 19). Medutim, tretman estradiolom pacova na
ishrani bogatoj fruktozom je smanjio sadrzaj GLUT4 u LDM u odnosu na zivotinje na
standardnoj ishrani, kako u bazalnim tako i uslovima nakon stimulacije insulinom

(P<0,05 vs. K; P<0,05 vs. K+INS) (Slika 19).
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Slika 19. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na sadrzaj
GLUT4 u LDM u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova. Sadrzaj proteina u LDM je
odreden Western blot metodom 1 prikazani su rezultati kvantifikacije traka na
imunoblotovima. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost = S.D. i izrazeni kao
procenat od odgovaraju¢e kontrole. Na vrhu slike su prikazani i1 reprezentativni
imunoblotovi. "P<0,05 vs. K, " P<0,01 vs. K, "P<0,05 vs. K+INS. Skraéenice su date u
opisu uz sliku 6.

Proteinski sadrzaj GLUT4 u lizatu srca se nije promenio kod Zivotinja na ishrani

bogatoj fruktozom sa ili bez estradiolskog tretmana (Slika 20).
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Slika 20. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na sadrzaj
GLUT4 u lizatu srca ovarijektomisanih Zenki pacova. Sadrzaj proteina je odreden
kao Sto je dato u opisu uz sliku 4. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi 1 sadrZaj
GLUT4 predstavljen kao srednja vrednost + S.D. 1 izraZzen kao procenat od
odgovarajuce kontrole. B-aktin je koriS¢en kao loading kontrola. Skracenice su date u
opisu uz sliku 4.

4.7.2 Sadrzaj GLUTI u plazma membranama, mikrozomima niske gustine i lizatu srca

GLUTI je transporter glukoze odgovoran za transport glukoze u bazalnom
metabolickom stanju u srcu, ali je u odredenoj meri osetljiv i na delovanje insulina.
Ishrana bogata fruktozom je smanjila sadrzaj GLUT1 u PM i u bazalnim i u insulinom
stimulisanim uslovima (P<0,01 vs. K; P<0,05 vs. K+INS) (Slika 21). Sadrzaj GLUTI u
PM je bio smanjen i kod Zivotinja na ishrani bogatoj fruktozom koje su primale
estradiol u odnosu na Zzivotinje na standardnoj ishrani, kako u bazalnim, tako 1 u
uslovima nakon stimulacije insulinom (P<0,001 vs. K; P<0,001 vs. K+INS) (Slika 21).

Smanjenje sadrzaja GLUT1 u PM je bilo praceno povecanjem sadrzaja
transportera u LDM samo kod pacova na ishrani bogatoj fruktozom koji su primili
insulin (P<0,01 vs. K+INS) (Slika 22). Estradiolski tretman je smanjio sadrzaj GLUT1 u
LDM kod pacova na ishrani bogatoj fruktozom u bazalnim uslovima (P<0,01 vs. K;
P<0,01 vs. F), dok je kod Zivotinja koje su primile insulin anulirao efekte fruktozne

ishrane (Slika 22).
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Slika 21. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na sadrzaj
GLUT1 u PM u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova. SadrZaj proteina je odreden
kao Sto je dato u opisu uz sliku 14. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi 1 sadrZaj
GLUT1 predstavljen kao srednja vrednost + S.D. 1 izrazen kao procenat od
odgovarajuée kontrole. ~P<0,01 vs. K, = P<0,001 vs. K, “P<0,05 vs. K+INS,
#P<0,001 vs. K+INS. Skraéenice su date u opisu uz sliku 6.
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Slika 22. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na sadrzaj
GLUT1 u LDM u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova. SadrZaj proteina je odreden
kao Sto je dato u opisu uz sliku 19. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i1 sadrZaj
GLUT1 predstavljen kao srednja vrednost + S.D. i1 izrazen kao procenat od
odgovarajuée kontrole. “P<0,01 vs. K, *P<0,01 vs. F, ¥P<0,01 vs. K+INS, Skraéenice
su date u opisu uz sliku 6.
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Ishrana bogata fruktozom je znacajno povecala ukupan proteinski sadrzaj
GLUTT1 u srcu (P<0,001 vs K), dok je kod pacova na fruktoznoj ishrani koje su primale
estradiol sadrzaj proteina GLUT1 bio na nivou zabelezenom kod kontrolnih Zivotinja
(Slika 23).
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Slika 23. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na sadrzaj
GLUT1 u lizatu u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova. Sadrzaj proteina je odreden
kao Sto je dato u opisu uz sliku 4. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi 1 sadrzaj
GLUTI1 predstavljen kao srednja vrednost + S.D. 1 izrazen kao procenat od
odgovarajuée kontrole. B-aktin je koriiéen kao loading kontrola. = P<0,001 vs. K.
Skracenice su date u opisu uz sliku 4.

4.7.3  Sadrzaj CD36 u plazma membranama, mikrozomima niske gustine i lizatu srca

CD36 je glavni transporter za masne kiseline u srcu, koji ciklira izmedu
unutarcelijskih skladiSta i plazma membrane, gde ucestvuje u preuzimanju masnih
kiselina. Ishrana bogata fruktozom je povecala sadrzaj CD36 u PM u bazalnim i u
insulinom stimulisanim uslovima (P<0,05 vs. K; P<0,05 vs. K+INS) (Slika 24). Tretman
estradiolom Zivotinja na ishrani bogatoj fruktozom dodatno je povecao sadrzaj CD36 u
PM kako u bazalnim (P<0,01 vs. K; P<0,05 vs. F), tako i u insulinom stimulisanim

uslovima (P<0,001 vs. K+INS; P < 0,05 vs. F+INS) (Slika 24).
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Slika 24. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na sadrzaj CD36
u PM u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova. Sadrzaj proteina je odreden kao Sto je
dato u opisu uz sliku 14. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i1 sadrzaj CD36
predstavljen kao srednja vrednost + S.D. i izraZen kao procenat od odgovarajuce
kontrole. "P<0,05 vs. K, "P<0,01 vs. K, *P<0,05 vs. F, *P<0,05 vs. K+INS, **P<0,001
vs. K+INS, &P<0,05 vs. F+INS. Skracenice su date u opisu uz sliku 6.

Povecanje sadrzaja CD36 u PM u srcu pacova na ishrani bogatoj fruktozom bez
estradiolskog tretmana je bilo praeno smanjenjem sadrzaja transportera u LDM
kompartmanu (P<0,01 vs. K; P<0,01 vs. K+INS), $to ukazuje na translokaciju CD36 iz
unutarc¢elijskih kompartmana na plazma membranu (Slika 25). Medutim, estradiolski
tretman je znacajno povecao i sadrzaj transportera u LDM srca kod Zivotinja bez
(P<0,05 vs. K; P<0,01 vs. F) i sa insulinskim tretmanom (P<0,05 vs. K+INS; P<0,01 vs.
F+INS) (Slika 25).

Ukupan celijski sadrzaj CD36 u srcu se nije promenio kod Zivotinja na ishrani
bogatoj fruktozom, dok je tretman estradiolom ovih zivotinja doveo do povecanja
sadrzaja CD36 u lizatu srca u odnosu na Zivotinje bez tretmana, Sto je u skladu sa

povecanjem sadrzaja ovog molekula u PM i LDM (P<0,05 vs. F) (Slika 26).
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Slika 25. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na sadrzaj CD36
u LDM u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova. Sadrzaj proteina je odreden kao §to je
dato u opisu uz sliku 19. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i1 sadrzaj CD36
predstavljen kao srednja vrednost + S.D. i izraZen kao procenat od odgovarajuce
kontrole. ‘P<0,05 vs. K, " P<0,01 vs. K, **P<0,01 vs. F, "P<0,05 vs. K+INS, *P<0,01 vs.
K+INS, ¥4P<0,01 vs. F+INS. Skracenice su date u opisu uz sliku 6.
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Slika 26. Efekti ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom na sadrzaj CD36
u lizatu srca ovarijektomisanih Zenki pacova. Sadrzaj proteina je odreden kao Sto je
dato u opisu uz sliku 4. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i sadrzaj CD36
predstavljen kao srednja vrednost + S.D. i izraZzen kao procenat od odgovarajuce
kontrole. B-aktin je koriS¢en kao loading kontrola. $P<0,05 vs. F. Skracenice su date u
opisu uz sliku 4.
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4.8 EFEKTI [ISHRANE BOGATE FRUKTOZOM I ESTRADIOLSKOG
TRETMANA NA SADRZAJ LIPINA 1 I CPTI U SRCU
OVARIJEKTOMISANIH ZENKI PACOVA

Lipin 1 i CPTI imaju vaznu ulogu u metabolizmu masnih kiselina nakon
njihovog ulaska u ¢eliju. Medutim, ni ishrana bogata fruktozom ni estradiolski tretman
nisu promenili proteinski sadrzaj lipina 1 i CPTI, koji su odredeni kao ukupan sadrzaj

ispitivanih molekula u ¢elijskom lizatu srca (Slika 27 i Slika 28).
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Slika 27. Sadrzaj lipina 1 u lizatu. Sadrzaj proteina u ¢elijskom lizatu je odreden kao
Sto je dato u opisu uz sliku 4. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i sadrzaj lipina
1 predstavljen kao srednja vrednost £ S.D. i izraZzen kao procenat od odgovarajuce
kontrole. B-aktin je koriS¢en kao loading kontrola. Skracenice su date u opisu uz sliku 4.
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Slika 28. Sadrzaj CPTI u lizatu. Sadrzaj proteina u ¢elijskom lizatu je odreden kao $to
je dato u opisu uz sliku 4. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi 1 sadrzaj CPTI
predstavljen kao srednja vrednost + S.D. 1 izrazen kao procenat od odgovarajuce
kontrole. B-aktin je koriS¢en kao loading kontrola. Skracenice su date u opisu uz sliku 4.

4.9 EFEKTI [ISHRANE BOGATE FRUKTOZOM 1 ESTRADIOLSKOG
TRETMANA NA LIPIDNI PROFIL SRCA OVARIJEKTOMISANIH ZENKI
PACOVA

Povecan sadrzaj CD36 u PM srca kao posledica ishrane bogate fruktozom i
tretmana estradiolom, ukazuje na povecan ulazak masnih kiselina u ¢eliju 1 promene u
metabolizmu 1 taloZenju lipida u srcu. Sastav lipida u srcu je odreden pomoc¢u MALDI-
TOF MS metode, pri ¢emu su na reprezentativnim spektrima prikazani glavni ¢elijski
fosfolipidi 1 TG, gde su signali koji poti¢u od fosfatidilholina 1 TG odredeni na osnovu
odnosa masa/naelektrisanje.

Nisu uocene znacajne razlike u sastavu lipida izolovanih iz srca pacova na
standardnoj ishrani i srca pacova na ishrani bogatoj fruktozom (Slika 29a i b). Signali u
oblasti TG nisu detektovani, najverovatnije kao posledica njihove niske koncentracije 1
supresije pikova u prisustvu fosfatidilholina (Petkovic i sar., 2001).

Kod ovarijektomisanih zenki na ishrani bogatoj fruktozom koje su bile tretirane
estradiolom detektovano je povecanje intenziteta signala koji poticu od TG, Sto ukazuje
na povecan sadrzaj ovih lipida u srcu (Slika 29c¢). Detektovani su slede¢i trigliceridi: TG

(50:2), TG (50:1), TG (52:3), TG (52:2), i TG (54:3). Prvi broj ukazuje na ukupan broj
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ugljenikovih atoma u ostacima masnih kiselina, dok drugi broj ukazuje na ukupan broj
dvostrukih veza, s obzirom da tacnu poziciju ostatka masne kiseline u molekulu TG i
poziciju dvostruke veze u masnoj kiselini nije moguce odrediti ovom metodom. U svim
slu¢ajevima, mogli su biti detektovani samo Na-adukti TG u MALDI-TOF masenom

spektru, $to je u skladu sa njihovim ponaSanjem tokom masene spektrometrije.

a) 734.6 [PC 16:0, 16:0] + H'

( — 760.6 [PC 16:0, 18:1] + H

__ 786.6[PC 18:0,18:2] + H'

" J...IJ, ki vt
b) 782.6 [PC 16:0, 18:1] + Na'
7606 1 .
(PC 16:0, 18:1] + H' | —— 786.6 [PC 18:0, 18:2] + H
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Slika 29. Pozitivni MALDI-TOF maseni spektri lipida izolovanih iz srca
ovarijektomisanih Zenki pacova na a) standardnoj ishrani, b) ishrani bogatoj
fruktozom i c) ishrani bogatoj fruktozom koje su bile tretirane estradiolom. Spektri
su dobijeni u reflektornom modu sa DHB kao matricom pod uslovima delayed
extraction mode. Prikazani su reprezentativni spektri 4 nezavisna merenja. Signali na
spektrima su odredeni na osnovu odnosa m/z i prikazan je njihov identitet. m: masa, z:
naelektrisanje; TG: trigliceridi; PC: fosfatidilholin.
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Brojne epidemioloske studije su pokazale da je povefan unos fruktoze
poslednjih decenija, pretezno kroz sokove i druge napitke zasladene HFCS, povezan sa
razvojem metabolickog sindroma 1 kardiovaskularnih poremecaja. Ovi efekti su
primeceni 1 kod dece koja konzumiraju sokove uz obroke, posebno uz one koji se
spremaju u lancima brze hrane (Basciano 1 sar., 2005; Khitan 1 Kim, 2013). Analizom
komercijalnih zasladenih napitaka, prisutnih na americkom trziStu, pokazano je da se
ukupan sadrzaj Secera u ovim napicima krece izmedu 5,5% 1 12,7%, pri cemu u nekim
sokovima sadrzaj fruktoze prelazi 7% (Ventura i sar., 2011). Administracija jednog
takvog napitka pacovima u trajanju od 8 nedelja je dovela do promena u lipidnom
profilu Zivotinja (Botezelli 1 sar., 2010). Takode, studija Stanhope i saradnika sugeriSe
da konzumacija napitaka zasladenih fruktozom kod muskaraca u vecoj meri vodi ka

razvoju metaboliCkih poremecaja, nego kod zena (Stanhope i sar., 2009).

U ovoj studiji su izucavani efekti estradiola kao potencijalnog protektora
insulinskog signalnog puta i procesa reguliasanih insulinom, kao $to su produkcija NO,
transport jona i1 metabolizam energetskih supstrata, u srcu pacova sa insulinskom
rezistencijom izazvanom ishranom bogatom fruktozom. U cilju izu€avanja ovih efekata
ovarijektomisane Zenke pacova su podvrgnute rezimu ishrane sa 10% rastvorom
fruktoze u vodi sa ili bez tretmana fizioloskim dozama estradiola, pri ¢emu je polovina
zivotinja bila tretirana insulinom.

Koncentracija estradiola u plazmi je bila niska kod svih grupa Zivotinja (Tabela
2), §to je u skladu sa ¢injenicom da su Zivotinje bilateralno ovarijektomisane 2 nedelje
pre zrtvovanja. Medutim, 1 grupe koje su bile tretirane estradiolom takode su imale
niske koncentracije estradiola u plazmi, Sto je bilo neocekivano. Ovo je verovatno
posledica kratkog poluzivota estradiola (Schulster i sar., 1976) i1 Cinjenice da je

poslednja injekcija hormona aplicirana dan pre Zrtvovanja.
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Kao 1 §to je bilo o¢ekivano, ishrana bogata fruktozom je povecala unos tec¢nosti i
smanyjila unos ¢vrste hrane kod pacova u ovoj studiji, pri ¢emu je ukupan kalorijski unos
bio takode povecan, verovatno kao posledica povecanog unosa rastvora fruktoze
(Tabela 1). Medutim, povecan kalorijski unos nije uticao na masu tela pacova. Ovi
rezultati su u skladu sa podacima dobijenim na pacovima koji su pili 10% rastvor
fruktoze (Xi i sar., 2007) i pacovima koji su pili komercijalni napitak sa visokim
sadrzajem fruktoze (Botezelli i sar., 2010) tokom 8 nedelja.

Poznato je da fruktoza akutno ne stimuliSe sekreciju insulina, $to moze da ima za
posledicu smanjenu produkciju leptina, koji u€estvuje u regulaciji apetita 1 energetske
homeostaze (Sanchez-Lozada i sar., 2008). Medutim, konzumacija rastvora fruktoze u
ovoj studiji je povecala koncentraciju leptina u plazmi ovarijektomisanih zenki pacova
(Tabela 2), Sto je verovatno posledica povecane koncentracije insulina u plazmi ovih
zivotinja (Huang 1 sar., 2004). Povecana koncentracija leptina u plazmi Zivotinja na
ishrani bogatoj fruktozom moze da ukazuje na prisustvo leptinske rezistencije, jer kao 1
u studiji Lindqvist i saradnika, povecan nivo leptina nije uspeo da smanji kalorijski unos
(Lindqvist i sar., 2008). Bursac i sardnici su pokazali prisustvo leptinske rezistencije u
hipotalamusu muzjaka pacova na ishrani obogacenoj 60% rastvorom fruktoze (Bursac 1
sar., 2014).

Stanhope 1 saradnici su pokazali da konzumacija fruktoze specificno vodi ka
povecanju naslaga TG u visceralnom masnom tkivu, dok konzumacija glukoze
favorizuje talozenje lipida u subkutanom masnom tkivu (Stanhope i sar., 2009).
Visceralno masno tkivo je metabolicki aktivnije od subkutanog, mnogo lakse podleze
lipolizi, oslobadaju¢i velike koli¢ine masnih kiselina u cirkulaciju (Tsatsoulis i sar.,
2013). Za razliku od studije Xi i saradnika (Xi i sar., 2007), ishrana bogata fruktozom u
ovoj studiji nije dovela do statisti¢ki znac¢ajne promene mase visceralnog masnog tkiva,
ali se primecuje tendencija povecanja (Tabela 1).

Poznato je da polni hormoni potentno kontroliSu unos hrane i masu tela, pri
¢emu estradiol moZe da smanji unos hrane putem uticaja na oreksigene i anoreksigene
hormone 1 uti¢e na distribuciju masnog tkiva u organizmu (favorizujuéi taloZenje u
subkutanim depoima), tako §to povecava centralnu osetljivost na leptin (Brown i1 Clegg,

2010). Takode, Guerra i saradnici su pokazali da je koncentracija leptina u plazmi veca
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kod zena, nego kod muskaraca, nezavisno od razlike u masi adipoznog tkiva (Guerra i
sar., 2008).

U ovoj studiji zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom koje su primale estradiol su
imale poviSenu koncentraciju leptina u plazmi u odnosu na zivotinje na standardnoj
ishrani (Tabela 2). Medutim, estradiolski tretman je smanjio unos teCnosti i Cvrste
hrane, kao i1 ukupan kalorijski unos kod zivotinja na ishrani bogatoj fruktozom (Tabela
1). Kako su Matyskova 1 saradnici u svojim eksperimentima pokazali da suplementacija
estradiola kod ovarijektomisanih miSeva na ishrani bogatoj mastima poboljSava
centralnu osetljivost na leptin (Matyskova 1 sar., 2010), smanjenje ukupnog kalorijskog
unosa kod pacova na ishrani bogatoj fruktozom tretiranih estradiolom je verovatno
posledica povecane centralne osetljivosti na leptin.

Estradiolski tretman pacova na ishrani bogatoj fruktozom nije imao uticaja na
masu tela, dok je delovao u pravcu smanjenja mase visceralnog masnog tkiva, ali ova

promena nije bila statisticki znacajna (Tabela 1).

Literaturni podaci pokazuju da ishrana obogacena fruktozom uzrokuje povecanje
mase srca 1 razvoj LVH (Al-Awwadi 1 sar., 2005; Thirunavukkarasu i sar., 2004).
Ishrana bogata fruktozom nije dovela do promene mase srca kod pacova u ovoj studiji
(Tabela 1), sto moze da se pripiSe trajanju rezima ishrane i/ili procentu fruktoze u
ishrani.

Takode, tretman pacova na ishrani bogatoj fruktozom estradiolom nije uticao na
masu srca (Tabela 1). Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim za mitogeni

ERK1/2 signalni put, gde takode nisu zapazeni efekti ishrane i hormonskog tretmana

(Slika 9 i 10).

Na osnovu gore navedenih rezultata moZe se zakljuditi da je ishrana bogata
fruktozom dovela do poremecaja u regulaciji apetita kod ovarijektomisanih Zenki
pacova, verovatno preko poremecaja u centralnoj osetljivosti na leptin, dok je
estradiol ve¢im delom ponistio efekte ishrane. Takode, uocava se da promene u

regulaciji apetita nisu u velikoj meri uticale na pojavu gojaznosti.
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5.1 EFEKTI ESTRADIOLA NA BIOHEMIJSKE PARAMETRE KOD PACOVA
SA  INSULINSKOM  REZISTENCIJOM IZAZVANOM ISHRANOM
BOGATOM FRUKTOZOM

Konzumacija fruktoze kod ljudi je povezana sa svim odlikama metabolickog
sindroma, koje ukljuc¢uju dislipidemiju, visceralnu gojaznost, insulinsku rezistenciju i
povisen krvni pritisak (Dekker 1 sar., 2010). Isto tako, ishrana pacova ¢vrstom hranom
koja sadrzi 60% fruktoze tokom 12 nedelja (Liao 1 sar., 2010) ili samo tokom 2 nedelje
(Vikrant 1 sar., 2001) je dovela do razvoja insulinske rezistencije 1 dislipidemije.
Fruktoza se smatra SeCerom koji u najvecoj meri dovodi do hipertrigliceridemije, jer
zbog specificnog metabolizma, velike koli¢ine fruktoze stimuliSu sintezu TG 1
produkciju VLDL u jetri (Fried 1 Rao, 2003). Takode, smatra se da povecanoj
koncentraciji TG u plazmi nakon konzumacije fruktoze, doprinosi i smanjena brzina
hidrolize 1 klirensa lipoproteina bogatih TG (Dekker 1 sar., 2010). Prekomerna
produkcija VLDL-TG ¢estica moze brzo da dovede do prevelike akumulacije masti u
adipocitima, Sto zatim stimuliSe kaskadu dogadaja, koji ukljucuju i1 oslobadanje masnih
kiselina 1 drugih lipida iz adipocita i poremecaj u sekreciji adipokina (Rutledge 1 Adeli,
2007).

U skladu sa rezultatima preliminarne studije nase grupe (Zakula i sar., 2011),
ovarijektomisane Zenke pacova na ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze u vodi,
su imale poviSene koncentracije insulina i TG u plazmi u odnosu na zivotinje na
standardnoj ishrani, Sto je bilo praceno razvojem insulinske rezistencije (povecan
HOMA indeks) (Tabela 2). Sli¢an obrazac promene biohemijskih parametara, koji
nastaje kao posledica ishrane bogate fruktozom, je primecen i od strane drugih autora
(Vazquez-Prieto i sar., 2010a; Yadav i sar., 2007). S obzirom da fruktoza ne stimuliSe
sekreciju insulina, hiperinsulinemija kod pacova na ishrani bogatoj fruktozom u ovoj
studiji je verovatno posledica insulinske rezistencije. Hyakukoku i saradnici su u svojim
eksperimentima pokazali da je signalni put PI3K selektivno poremecen u skeletnim
misi¢ima kod pacova na ishrani obogacenoj fruktozom (Hyakukoku 1 sar., 2003). Ovi
autori sugeriSu da poremecaj ovog puta moZe da uzrokuje hiperinsulinemiju

(Hyakukoku i sar., 2003).
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Za razliku od studija Vazquez-Prieto i saradnika (Vazquez-Prieto i sar., 2010a) i
Yadav i saradnika (Yadav i sar., 2007), kod pacova na ishrani bogatoj fruktozom u ovoj
studiji nije primeéeno znacajno povecanje koncentracije glukoze u krvi (Tabela 2).
Izostanak hiperglikemije je verovatno posledica hiperinsulinemije koja odrzava
koncentraciju glukoze u okviru normalnih vrednosti.

Literaturni podaci koji se ticu efekata ishrane obogadene fruktozom na
koncentraciju FFA u plazmi su kontroverzni. Neki autori su ustanovili da ishrana
obogacena fruktozom povecava koncentraciju FFA u plazmi (Xi 1 sar., 2007; Yadav 1
sar., 2007), dok drugi autori nisu uocili promene u koncentraciji FFA (Morel 1 sar.,
2003). U ovoj studiji je ishrana bogata fruktozom smanjila koncentraciju FFA u plazmi
zivotinja (Tabela 2), $to je u skladu sa rezultatom dobijenim u studiji sa pacovima koji
su podvrgnuti ishrani sa visokim sadrzajem masti i1 fruktoze i tretirani malom dozom
streptozotocina (HFHFS) (Menard 1 sar., 2010). Prema Menard 1 saradnicima, visoka
koncentracija insulina kod pacova na HFHFS je verovatno doprinela smanjenoj
koncentraciji FFA u plazmi i smanjenom preuzimanju masnih kiselina u srcu ovih
zivotinja, preko supresije lipolize u adipoznom tkivu (Menard i sar., 2010).

Fizioloski 1 geneticki dokazi ukazuju na to da estradiol i ERa favorizuju
osetljivost na insulin kod glodara i ljudi oba pola kada se koncentracije estradiola krecu
u uskom fizioloSkom ,prozoru®, dok visoke koncentracije estrogena izazivaju
rezistenciju na insulin (Mauvais-Jarvis, 2011). Supstituciona terapija estradiolom kod
Zena u menopauzi je povezana sa unapredenom supresijom lipolize delovanjem
insulina, Sto sugeriSe da povecana lipoliza i oslobadanje masnih kiselina iz adipoznog
tkiva kod Zena sa nedostatkom estradiola moZe da doprinese razvoju insulinske
rezistencije (Louet 1 sar., 2004). Takode, estradiol sprecava razvoj insulinske
rezistencije kod ovarijektomisanih zenki pacova tako Sto favorizuje oksidaciju glukoze
u skeletnim miSi¢ima, preko povecanja ekspresije molekula iz insulinskog signalnog
puta (Narasimhan i sar., 2013). Tretman ob/ob miSeva estradiolom je popravio
osetljivost na insulin, §to je najverovatnije posledica poboljSanog odgovora jetre na
delovanje insulina, jer dolazi do smanjenja ekspresije gena koji u€estvuju u sintezi
lipida 1 smanjenog taloZenja TG u jetri (Gao i sar., 2000).

U ovoj studiji, estradiolski tretman je smanjio koncentraciju glukoze i insulina u

plazmi i vrednost HOMA indeksa, koji predstavlja meru insulinske rezistencije, kod
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pacova na ishrani obogaéenoj fruktozom, pri ¢emu je koncentracija glukoze bila niza od
one zabelezene kod Zivotinja na standardnoj ishrani (Tabela 2). Vasudevan i saradnici
su takode primetili poboljSanje osetljivosti na insulin kod intaktnih i gonadektomisanih
muzjaka pacova na ishrani bogatoj fruktozom koji su bili tretirani estradiolom
(Vasudevan i sar., 2005). Povecana osetljivost na insulin kod zivotinja na ishrani
bogatoj fruktozom koje su primale estradiol, verovatno je posledica povecanog
odgovora perifernih tkiva na delovanje insulina. Naime, u eksperimentima na miSevima
na ishrani bogatoj mastima, Bryzgalova i1 saradnici su pokazali da je povecanje
osetljivosti na insulin nakon tretmana estradiolom povezano sa smanjenom ekspresijom
lipogenih gena u jetri i adipoznom tkivu, kao i supresijom ekspresije hepati¢ne glukoza
6-fosfataze (Bryzgalova i sar., 2008). Takode, estradiolski tretman je smanjio stepen
insulinske rezistencije kod ovarijektomisanih miSeva na ishrani obogacenoj mastima,
pri ¢emu je u isto vreme poboljSao fosforilaciju Akt stimulisanu insulinom u skeletnim
miSi¢ima (Riant 1 sar., 2009).

Kao 1 u studiji Vasudevan i saradnika (Vasudevan i sar., 2005), estradiol nije
znaCajno smanjio koncentraciju TG u plazmi pacova na ishrani bogatoj fruktozom
(Tabela 2) . Iako nije statisticki znacajno, ovo smanjenje nije ni bilo oc¢ekivano, jer neki
autori sugerisu da je upravo povecanje nivoa TG u plazmi glavni problem primene ERT
kod zena u postmenopauzi (Erberich 1 sar., 2002; Stevenson, 2009).

Takode, estradiol je smanjio koncentraciju FFA u plazmi pacova na fruktoznoj
ishrani (Tabela 2), sto je u skladu sa nalazima Jensena i saradnika (Jensen i sar., 1994).
Naime, oni su pokazali da je oslobadanje palmitata iz masnog tkiva Zena u

postmenopauzi mnogo manje nakon primene ERT (Jensen i sar., 1994).

Evidentno je da je ishrana obogacena fruktozom u ovoj studiji dovela do
razvoja insulinske rezistencije, sa izrazitom hipertrigliceridemijom, koja je
verovatno posledica specificnog metabolizma fruktoze u jetri. Iako tretman
estradiolom nije sprecio razvoj hipertrigliceridemije, uspeo je da prevenira pojavu

hiperinsulinemije i razvoj insulinske rezistencije.
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5.2 EFEKTI ESTRADIOLA NA MOLEKULE INSULINSKOG SIGNALNOG
PUTA U SRCU PACOVA SA INSULINSKOM REZISTENCIJOM
[ZAZVANOM ISHRANOM BOGATOM FRUKTOZOM

Na ¢elijskom nivou izraz ,,insulinska rezistencija“ se definiSe kao neadekvatno
prenosenje insulinskog signala nishodno od receptora do krajnjih supstrata delovanja
insulina, koji su uklju€eni u razli¢ite metabolicke 1 mitogene aspekte celijske funkcije
(Saini, 2010). Poremec¢aj u delovanju insulina u sréanom misi¢u moZze direktno da
doprinese nekim od metaboli¢kih poremecaja koji su primeceni u srcima ljudi 1
zivotinja sa gojaznoS¢u, insulinskom rezistencijom 1 dijabetesom (Abel, 2005).
Epidemiloske studije sugeriSu da su gojaznost, hiperinsulinemija i dijabetes tipa 2
nezavisno povezani sa razvojem LVH, $to je povezano sa poremecajima sistole 1
dijastole (Abel, 2005). Studije na animalnim modelima gojaznosti i dijabetesa su
pokazale prisustvo LVH kod ovih stanja (Abel, 2005). Carvalheira i saradnici su
pokazali da je kod gojaznih Zucker pacova rezistentnih na insulin, delovanje insulina
preko PI3K/Akt puta u srcu bilo selektivno inhibirano dok je signalni put MAPK ostao
funkcionalan, 1 oni sugeriSu da upravo disbalans izmedu ova dva puta moZe da ima
ulogu u razvoju kardiovaskularnih poremecaja (Carvalheira i sar., 2003).

Koricanac 1 saradnici sugeriSu da postoji veoma kompleksna interakcija izmedu
pozitivnih 1 negativnih efekata estradiola, ukljucuju¢i kako genomske, tako i
negenomske efekte, na regulaciju insulinskog delovanja u srcu (Koricanac i sar., 2009).
Estradiol ispoljava kardioprotektivne efekte, tako S$to podstiCe prezivljavanje
kardiomiocita aktivacijom signalnog puta PI3K/Akt, brzim negenomskim efektima
(Patten 1 Karas, 2006). Takode, estradiol sprecava razvoj hipertrofije srca nakon
stimulacije angiotenzinom II, mehanizmom koji ukljucuje inhibiciju aktivacije ERK

(Pedram i sar., 2008).

Fosforilacija IRS-1 i IRS-2 na Tyr ostacima predstavlja prvi korak, nakon
aktivacije tirozin kinaze IR, kojim otpocinje prenos insulinskog signala unutar celije
(Thirone i sar., 2006). Fosforilacija IRS-1 na Ser’”’ rezultuje disocijacijom od IR i
pokrece njegovu degradaciju delovanjem proteaznih enzima, $to uzrokuje poremecaj u

insulinskom signalnom putu (Morisco i sar., 2006). TNFa, masne kiseline, insulin i
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¢elijski stres mogu da aktiviraju proteinske kinaze specificne za Ser ostatke, koje zatim
fosforili§u IRS-1 na Ser’”’ (Gual i sar., 2005).

U studiji Hyakukoku i saradnika ishrana obogaéena fruktozom nije promenila
nivo IRS-1 proteina u skeletnim miSi¢ima (Hyakukoku i sar., 2003). Takode, u
eksperimentima na svinjama ishrana obogacena mastima i fruktozom nije uticala na
nivo proteina IRS-1 u srcu, ali je povecala stepen fosforilacije IRS-1 na Ser’”’ (Lee i
sar., 2010). Ova studija povrduje rezultate studija na skeletnim misi¢ima 1 srcu o
odsustvu efekata ishrane obogacene fruktozom na ukupan proteinski sadrzaj IRS-1
(Slika 5). Medutim, ishrana bogata fruktozom nije znacajno povecala nivo fosforilacije
IRS-1 na Ser’” (Slika 4), §to moze da se dovede u vezu sa izostankom promene
lipidnog profila srca ovarijektomisanih pacova na ishrani bogatoj fruktozom u odnosu
na zivotinje na standardnoj ishrani (Slika 29a 1 b), koji sugeriSe da nije doSlo do
nagomilavanja S$tetnih lipidnih intermedijera u srcu. Naime TG, DG 1 ceramidi
aktiviraju kinaze koje fosforiliSu IRS-1 na serinskim ostacima (Zhang i sar., 2010).

Ne postoje literaturni podaci koji se tiCu efekata estradiola na IRS-1 u srcu u
uslovima povecanog unosa fruktoze ili kod drugih animalnih modela insulinske
rezistencije. Medutim, hroni¢ni tretman estradiolom ovarijektomisanih Zenki miSeva na
ishrani bogatoj mastima je povecao sadrzaj proteina IRS-1 u skeletnim mis¢ima (Riant 1
sar., 2009). Takode, akutni tretman estradiolom nije uticao na nivo proteina za IRS-1 u
srcu ovarijektomisanih Zenki pacova na standardnoj ishrani (Koricanac i sar., 2009).
Kao 1 u studiji sa akutnim tretmanom, u ovoj studiji hroni¢ni tretman estradiolom
ovarijektomisanih Zenki pacova na ishrani bogatoj fruktozom nije promenio ukupan
proteinski sadrzaj IRS-1 u srcu (Slika 5), dok je smanjio stepen fosforilacije IRS-1 na

307 ispod nivoa zabelezenog kod Zivotinja na standardnoj ishrani (Slika 4), §to moze

Ser
da bude posledica izostanka akumulacije Stetnih lipidnih intermedijera u srcu pacova na
ishrani bogatoj fruktozom. Naime, iako lipidni profil srca ovih Zivotinja (Slika 29c)
ukazuje na talozenje TG, ne mora da znaci da je doSlo do taloZenja i1 drugih lipidnih

.....

srce nego akumulacija neutralnih TG (Bayeva i sar., 2013).

Signalni put PI3K/Akt ima vaznu ulogu u srcu i ispoljava kardioprotektivne

efekte, tako Sto reguliSe rast, preZivljavanje, funkciju i metabolizam kardiomiocita
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(Matsui 1 sar., 2003). Akt moze da bude regulisan procesom fosforilacije, pri cemu se
fosforilacija Thr’® i Ser*” smatraju krucijalnim za aktivnost Akt (Latronico i sar.,
2004).

U skeletnim mi$i¢ima pacova, ishrana bogata fruktozom nije promenila ukupan
sadrzaj Akt, medutim insulinom stimulisana fosforilacija Akt je bila smanjena (Li i sar.,
2008). U studiji Qin i saradnika fruktozna ishrana nije promenila ekspresiju iRNK za
Akt u srcu pacova (Qin 1 sar., 2010). U ovoj studiji, nivo proteina Akt u srcu
ovarijektomisanih Zenki se nije promenio u uslovima povecanog unosa fruktoze (Slika

8). U studiji Prakash i saradnika, stepen fosforilacije Akt na Ser*”

je bio znacajno
smanjen u srcu pacova na ishrani obogacenoj fruktozom (Prakash i sar., 2011). Rezultati
ove studije koji se ticu poremecaja u fosforilaciji aminokiselinskih ostataka u molekulu
Akt, su uglavnom u skladu sa literaturnim podacima i sa rezultatima nase preliminarne
studije (Zakula 1 sar., 2011). Ishrana bogata fruktozom je smanjila fosforilaciju Akt na
Ser'” i Thr’® u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova (Slika 6 i 7), pri ¢emu je
smanjenje fosforilacije na Ser'” bilo znatajno samo u bazalnim uslovima. Sli¢ne
promene su zapazili i Deng i1 saradnici u eksperimentima na pacovima na ishrani
bogatoj holesterolom i fruktozom (Deng i sar., 2007). Naime, u studiji Deng 1 saradnika

insulin je stimulisao fosforilaciju Akt na Ser*”

1 kod kontrolnih i kod pacova na
obogacéenoj ishrani, dok je insulinom stimulisana fosforilacija Akt na Thr’®® bila gotovo
potpuno blokirana kod zivotinja na ishrani obogacenoj holesterolom i fruktozom (Deng
i sar., 2007). Ove razlike u fosforilaciji Ser®’ i Thr’® u bazalnim i insulinom
stimulisanim uslovima, mogu da ukazuju na razli¢itu ulogu fosforilacije ovih
aminokiselinskih ostataka u delovanju insulina u srcu.

Camper-Kirby 1 saradnici sugeriSu da razlika u stepenu rizika za razvoj
kardiovaskularnih bolesti kod polova moze da se pripiSe povecanoj aktivaciji Akt u srcu
zena, usled delovanja estrogena (Camper-Kirby i sar., 2001). Akutni tretman
estradiolom je stimulisao fosforilaciju Akt na Ser’” i na Thr’®® (Koricanac i sar., 2011)
u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova. U slicnoj studiji, koli¢ina proteina Akt je bila

nepromenjena, dok je insulinom stimulisana fosforilacija Akt na Ser*”

bila povecana u
srcu 6 h nakon tretmana estradiolom (Koricanac 1 sar., 2009). U eksperimentima na
ovarijektomisanim Zenkama miSeva na ishrani obogac¢enoj mastima estradiolski tretman

je u insulinom stimulisanim uslovima poveéao fosforilaciju Akt na Ser*” i Thr'®® u

80



DISKUSIJA

skeletnim miSi¢ima (Riant i sar., 2009). U ovoj studiji, hroni¢ni tretman estradiolom
nije promenio sadrzaj proteina Akt u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova na ishrani
bogatoj fruktozom (Slika 8), ali je ve¢im delom sprecio Stetne efekte ishrane bogate
fruktozom na fosforilaciju Akt na Ser*” i Thr’®® (Slika 6 i 7).

Raczliciti efekti fruktoze i estradiola na fosforilaciju aminokiselinskih ostataka u
molekulu Akt mogu da budu posledica razlicitih efekata na kinaze/fosfataze odgovorne

za njihovu fosforilaciju/defosforilaciju, gde fruktoza verovatno smanjuje aktivnost

PDK1 i RICTOR-mTOR kinaze, dok ih estradiol aktivira.

Klini¢ke studije i1 studije na zivotinjama sugeriSu da je signalni put ERK1/2
uklju¢en u patofizioloSki razvoj hipertrofije srca, preko indukcije aktivnosti raznih
transkripcionih faktora (Asrih 1 sar., 2013). Takode, brojni literaturni podaci ukazuju na
to da je povecan unos fruktoze kod glodara povezan sa razvojem hipertrofije srca, koja
je pracena poremecajem funkcionalnih parametara leve komore (Chess i sar., 2007,
Panchal 1 sar., 2011). Na osnovu ovoga moze se zakljuciti da bi aktivacija mitogenog
ERK1/2 puta, mogla biti odgovorna za razvoj hipertrofije srca kod zivotinja na ishrani
obogacenoj fruktozom.

Medutim, u ovoj studiji ishrana bogata fruktozom nije promenila ukupan ¢elijski
sadrzaj i stepen fosforilacije ERK1/2 na Thr**?/Tyr*® u srcu ovarijektomisanih Zenki
pacova (Slika 9 1 10). Ovi rezulati su u skladu sa rezultatom studije Mellor i1 saradnika,
koji su pokazali da ne postoji znaCajna razlika u stepenu fosforilacije ERK1/2 na
Thr**?/Tyr*® u srcu izmedu miSeva na fruktoznoj ishrani i miSeva na standardnoj ishrani
(Mellor i sar., 2011).

Osim Sto sprecava razvoj hipertrofije srca, estradiol takode moze i da aktivira
mitogeni signalni put ERK1/2. Naime, estradiol stimuliSe transkripcioni faktor Egr-1 u
izolovanim kardiomiocitima pacova, preko aktivacije ERK1/2 (de Jager i sar., 2001).
Takode, akutni tretman estradiolom povecava fosforilaciju ERK1/2 na Thr**%/Tyr*™ u
srcu ovarijektomisanih Zenki pacova (Koricanac i sar., 2011). Medutim, u ovoj studiji
estradiolski tretman Zivotinja na ishrani bogatoj fruktozom nije promenio stepen
fosforilacije ERK1/2 na Thr*®%/Tyr**, kao ni ukupan proteinski sadrzaj ERK1/2 u srcu
(Slika 9 1 10). Razlika izmedu ove i studija na kardiomiocitima u kulturi i pri akutnom

tretmanu, moze da bude posledica nacina aplikacije hormona, a isto tako moze da
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ukazuje i na poremecaje u aktivaciji ERK1/2 signalnog puta, koji nastaju kao posledica

fruktozne ishrane.

Rezultati ove studije sugeriSu da je ishrana bogata fruktozom dovela do
razvoja insulinske rezistencije u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova, pri ¢emu je
selektivno uticala na insulinski signalni put, gde je uzrokovala znacajnu supresiju
metabolickog signalnog puta Akt, dok je mitogeni signalni put ERK1/2 ostao
netaknut. Estradiol je uspeo da ponisti neke, ali ne sve, Stetne efekte ishrane u

bazalnim i insulinom stimulisanim uslovima.

5.3 EFEKTI ESTRADIOLA NA ENDOTELNU SINTAZU AZOT MONOKSIDA U
SRCU PACOVA SA INSULINSKOM REZISTENCIJOM IZAZVANOM
ISHRANOM BOGATOM FRUKTOZOM

eNOS ima vaznu ulogu u modulaciji procesa kontrakcije, relaksacije 1 brzine
otkucaja srca (Massion i Balligand, 2003). NO, koji nastaje delovanjem eNOS, je
veoma vazan regulator kardiovaskularne homeostaze, jer kao endogeni vazodilatatorni
gas, konstantno reguliSe dijametar krvnih sudova i odrzava antiproliferativno i
antiapoptoticko okruzenje u zidu sudova (Sessa, 2004). Insulin ispoljava
kardioprotektivne efekte, koji se ogledaju u antiapoptoskom delovanju nakon I/R
povrede srca, tako S$to stimuliSe produkciju NO, putem aktivacije signalnog puta
PI3K/Akt/eNOS u srcu (Gao i sar., 2002). Aktivnost eNOS je izmedu ostalog regulisana

177 . - 495
1 negativno na Thr

1 fosforilacijom aminokiselinskih ostataka, pozitivho na Ser
(Mount i sar., 2007)

Veliki broj literaturnih podataka pokazuje da ishrana obogacena fruktozom
smanjuje aktivnost eNOS u srcu (Miatello i sar., 2001; Miatello 1 sar., 2005; Vazquez-
Prieto i sar., 2010b; Vazquez-Prieto i sar., 2011) i aorti (Miatello i sar., 2001; Miatello i
sar., 2005) pacova. Ove studije su u skladu sa studijom Nyby i saradnika koji su
pokazali da je ekspresija iRNK 1 proteina za eNOS smanjena u srcu i aorti kod pacova
na fruktoznoj ishrani (Nyby i sar., 2005). Takode, u studiji Prakash i saradnika koli¢ina

1177

proteina eNOS, kao i stepen fosforilacije na Ser ' su bili zna¢ajno smanjeni u srcu
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pacova na ishrani obogaéenoj fruktozom (Prakash i sar., 2011). Medutim, u ovoj studiji,
ishrana bogata fruktozom nije promenila sadrzaj proteina eNOS u srcu (Slika 13), Sto
moze da bude posledica razli¢itog procenta fruktoze u ishrani. Naime, Prakash i
saradnici su u svojim eksperimentima koristili 25% rastvor fruktoze u vodi i1 ¢vrstu
hranu koja sadrzi 35% fruktoze (Prakash isar., 2011).

U skladu sa literaturnim podacima, i u ovoj studiji ishrana bogata fruktozom je

smanjila fosforilaciju eNOS na Ser''”’

u srcu pacova, pogotovo u insulinom
stimulisanim uslovima (Slika 11). S obzirom da je pokazano da Akt aktivira eNOS, tako
Sto ga fosforilise na Ser''”” (Michell i sar., 1999), smanjena fosforilacija eNOS na

1177
Ser

u srcu zivotinja na ishrani bogatoj fruktozom u ovoj studiji verovatno je
posledica smanjene aktivacije Akt.

Povec¢an unos fruktoze u ovoj studiji je stimulisao inhibitornu fosforilaciju
eNOS na Thr*”> u srcu pacova (Slika 12), §to je takode u skladu sa literaturnim
podacima u vezi sa aktivno$¢u eNOS u srcu pacova na ishrani obogacenoj fruktozom.
Poveéanje fosforilacije eNOS na Thr*”> ukazuje na promene u aktivnosti
kinaza/fosfataza, koje su odgovorne za fosforilaciju/defosforilaciju ovog ostatka.
Andreozzi 1 saradnici sugeriSu da je protein fosfataza 1 odgovorna za insulinom
indukovanu defosforilaciju Thr**® u molekulu eNOS (Andreozzi i sar., 2007), dok je za
proces fosforilacije ovog ostatka odgovorna PKC (Fleming i sar., 2001).

Estrogeni ostvaruju kardioprotektivne efekte i preko regulacije ekspresije i
aktivnosti eNOS, uzimajuéi u obzir razli¢ite efekte koje ostvaruje NO u Celiji (Murphy 1
Steenbergen, 2007). Estradiol stimuliSe ekspresiju iNOS 1 eNOS u kardiomiocitima, §to
ukazuje na potencijalni mehanizam kako estrogeni mogu da moduli$u ekspresiju NOS i
formiranje NO u srcu (Nuedling 1 sar., 1999). Estradiol stimuliSe oslobadanje NO u
endotelijalnim c¢elijama i brzim efektima preko membranskih ER putem aktivacije
signalnog puta PI3K/Akt (Haynes i sar., 2000).

Do sada nisu izucavani efekti estradiola na eNOS u srcu u animalnim modelima
insulinske rezistencije. Kod zdravih ovarijektomisanih Zenki pacova, 30 minuta nakon

1177

aplikacije, estradiol stimuliSe fosforilaciju eNOS na Ser '* u srcu (Koricanac 1 sar.,

2011). Takode, hroni¢ni tretman estradiolom u trajanju od 14 dana je povecao nivo
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proteina eNOS 1 fosforilaciju eNOS na Ser u srcu ovarijektomisanih pacova

(Ricchiuti 1 sar., 2009). U ovoj studiji, estradiol nije imao efekta na ukupan sadrzaj
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eNOS u srcu pacova na ishrani bogatoj fruktozom (Slika 13), dok je povecao nivo
fosforilacije eNOS na Ser''”” ak iznad nivoa zabeleZenog kod Zivotinja na standardnoj
ishrani (Slika 11). Stimulatorni efekat estradiola na fosforilaciju Ser ostatka u srcu
pacova na ishrani bogatoj fruktozom je verovatno posledica aktivacije Akt, koja
fosforilise eNOS na ovoj poziciji. Medutim tretman ovarijektomisanih zenki na ishrani
bogatoj fruktozom estradiolom nije imao efekta na inhibitornu fosforilaciju eNOS na
Thr**® u srcu (Slika 12). Izostanak efekata na ovu fosforilaciju ukazuje na to da estradiol

nema efekta na protein fosfatazu 1, koja je odgovorna za defosforilaciju eNOS naThr*”.

Uocene promene u fosforilaciji molekula eNOS kod Zenki pacova na ishrani
bogatoj fruktozom ukazuju na moguce smanjenje enzimske aktivnosti, $to moze da
ima za posledicu smanjenu produkciju NO i poremecaj u regulaciji funkcije srca.
Rezultati ove studije sugeriSu i to da estradiol verovatno moze da prevenira Stetne
efekte ishrane na nivo produkcije NO, ali u odredenoj meri, s obzirom da je
estradiolski tretman ispoljio znacajne efekte samo na nivou aktivirajuce

fosforilacije u eNOS molekulu.

54 EFEKTI ESTRADIOLA NA NATRIJUM/KALIJUM-ATP-azu U SRCU
PACOVA SA INSULINSKOM REZISTENCIJIOM IZAZVANOM ISHRANOM
BOGATOM FRUKTOZOM

Regulacija aktivnosti Na'/K'-ATP-aze je posebno vazna u srcu, gde enzim
indirektno kontroliSe kontrakciju sréanog misic¢a (Fuller i sar., 2013). Zheng i saradnici
su pokazali da aktivacija Na'/K -ATP-aze specifi¢nim antitelom u srcu pacova moze da
proizvede 1 pozitivnu inotropiju i kardioprotektivne efekte, preko aktivacije signalnih
puteva ERK1/2 i PI3K/Akt (Zheng i sar., 2011).

Iako postoje neslaganja u literaturnim podacima o aktivnosti Na'/K'-ATP-aze u
razli¢itim tkivima u gojaznosti i dijabetesu, ve¢ina studija je zabeleZila smanjenu
aktivnost pumpe u ovim stanjima (Iannello i sar., 2007). U studiji Galuska i saradnika

ishrana obogacena mastima je smanjila aktivnost Na'/K'-ATP-aze u skeletnim
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miSi¢ima zenki pacova, gde je ekspresija proteina za o2 subjedincu takode bila
smanjena, a za ol povecana (Galuska i sar., 2009).

U ovoj studiji ishrana bogata fruktozom je smanjila ukupan sadrzaj ol
subjedinice u srcu ovarijektomisanih zenki pacova (Slika 15), dok je sadrzaj o2
subjedinice bio nepromenjen (Slika 17). S obzirom da su aktivnost i ekspresija pumpe
regulisani razli¢itim hormonima i drugim nehormonskim regulatorima (Clausen, 2003;
Therien 1 Blostein, 2000), mehanizam kojim fruktoza reguliSe aktivnost pumpe mogao
bi da ukljucuje neke od ovih regulatora. Kod pacova u ovoj studiji ishrana obogacena
fruktozom je povecala sadrzaj subjedinica pumpe u PM frakciji srca, pogotovo u
insulinom stimulisanim uslovima (Slika 14 1 16). Pored toga §to imaju vaznu ulogu u
regulaciji osetljivosti na insulin, insulin 1 masne kiseline su ukljuceni i u regulaciju
funkcije Na'/K'-ATP-aze. Naime, u studiji Koricanca i saradnika insulin je stimulisao
translokaciju a2 subjedinice do PM u srcu ovarijektomisanih zenki pacova (Koricanac i
sar., 2011), dok su masne kiseline prikazane kao inhibitori aktivnosti pumpe (Iannello 1
sar., 2007; Kelly 1 sar., 1986). Tako, povec¢ana koncentracija insulina i smanjena
koncentracija FFA kod pacova na ishrani bogatoj fruktozom u ovoj studiji predstavljaju
povoline uslove za funkciju Na'/K'-ATP-aze, §to moze da bude potencijalno
objasnjenje za povecan sadrzaj subjedinica u PM srca. Slicne pozitivne efekte ishrane
obogacene fruktozom, koji su posredovani hiperinsulinemijom, su zapazili i Berger i
saradnici u vaskularnom tkivu pacova (Berger i sar., 1998).

U svojim eksperimentima Dzurba 1 saradnici su pokazali da estradiol stimuliSe
aktivnost Na'/K'-ATP-aze u sarkoplazmatiénoj membrani srca tako $to stimuliSe
aktivaciju enzima kalijumom (Dzurba i sar., 1997). Takode pokazano je da estradiol
moze da poveéa aktivnost Na'/K'-ATP-aze i stimulide ekspresiju B1 subjedinice pumpe
u embrionalnim ¢elijama srca pacova (Liu 1 sar., 2007a). Estradiolski tretman muzjaka
pacova je posle 24 h poveéao aktivnost Na'/K'-ATP-aze u srcu, kao i sadrzaj ol
subjedinice u PM srca (Obradovic i sar., 2014). Medutim, akutni tretman estradiolom
nije uticao na sadrzaj a2 subjedinice pumpe u plazma membrani srca ovarijektomisanih
zenki pacova (Koricanac i sar., 2011).

Estradiolski tretman Zivotinja na ishrani bogatoj fuktozom je delimi¢no smanjio
sadrzaj a2 subjedinice u PM u insulinom stimulisanim uslovima, dok je u bazalnim

uslovima bio ispod nivoa zabeleZenog kod Zivotinja na standardnoj ishrani (slika 16).
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lako zenke na ishrani bogatoj fruktozom koje su primale estradiol u ovoj studiji nisu
bile hiperinsulinemicne, estradiolski tretman je kod njih dodatno smanjio koncentarciju
FFA u plazmi (Tabela 2). Stoga niske koncentracije FFA u plazmi ovih Zivotinja mogu

da budu uzrok povecanog sadrzaja subjedinica pumpe u PM srca.

Ishrana obogacena frukozom u ovoj studiji je ispoljila pozitivne efekte na
subjedinice Na'/K'-ATP-aze, pre svega na nivou njihove éelijske lokalizacije, $to je
bilo iznenadujuée, pri ¢emu su efekti ishrane bili posebno izrazeni kod al
subjedinice. Rezultati James i saradnika sugeriSu da u srcu misa ol i o2
subjedinica imaju razli¢itu fizioloSku funkciju, gde o2 subjedinica ima specifiénu
ulogu u regulaciji unutarcelijske koncentracije Ca® jona i posreduje u pozitivhom
inotropnom odgovoru kardiotoni¢nih glikezida (James i sar., 1999). Rezultati ove
studije pokazuju da estradiol nije uspeo da ponisti ve¢inu efekata ishrane bogate

fruktozom na Na'/K'-ATP-azu u srcu pacova na ishrani bogatoj fruktozom.

5.5 EFEKTI ESTRADIOLA NA TRANSPORT ENERGETSKIH SUPSTRATA I
METABOLIZAM MASNIH KISELINA U SRCU PACOVA SA
INSULINSKOM REZISTENCIJOM IZAZVANOM ISHRANOM BOGATOM
FRUKTOZOM

Pacijenti koju boluju od dijabetesa su izloZzeni povecanom riziku za razvoj
razli¢itih kardiovaskularnih komplikacija, kao §to su povecana ateroskleroza u velikim
arterijama 1 povecana koronarna ateroskleroza, koja povecava rizik za infarkt miokarda,
mozdani udar i1 gubitak udova. Dijabetes takode moze da uti¢e na strukturu i funkciju
srca u odsustvu promena u krvnom pritisku 1 bolesti koronarnih arterija, u stanju koje se
naziva dijabeti¢na kardiomiopatija (Boudina i Abel, 2007). Dijabeti¢na kardiomiopatija
kod ljudi se karakteriSe poremecajem dijastole, koja je cesto pracena razvojem
disfunkcije sistole (Bayeva i sar., 2013). Insulinska rezistencija predstavlja faktor rizika
za razvoj disfunkcije leve komore 1 prestanak rada srca i1 jedna je od karakteristika

dijabetesa tipa 2 (Dirkx i sar., 2011).
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U patogenezi dijabeticne kardiomiopatije ucestvuje viSe faktora, gde se
poremecaj u metabolizmu supstrata i energetskom metabolizmu u srcu pokazao kao
vazan kontributor (Boudina i Abel, 2007). U dijabeti¢nom srcu dolazi do dramati¢ne
promene koja se ogleda u smanjenom korisé¢enju glukoze i gotovo potpunom oslanjanju
na masne kiseline kao izvor energije, Sto rezultuje gubitkom metabolicke fleksibilnosti
(Bayeva 1 sar., 2013). U eksperimentima na dijabeticnim Zucker pacovima, koriste¢i
ehokardiografiju 1 PET (engl. positron emission tomography) tehniku, van den Brom 1
saradnici su pokazali da se u ranoj dijabeti¢noj kardiomiopatiji, koja je bila povezana sa
poremecajima dijastole 1 sistole, javlja povecana oksidacija masnih kiselina u srcu, sa
prate¢im smanjenjem insulinom posredovane potroSnje glukoze (van den Brom i sar.,
2009). Rezultati eksperimenta Coort 1 saradnika na gojaznim Zucker pacovima
rezistentnim na insulin, sugeriSu da tokom postepenog razvoja od gojaznosti do
dijabetesa tipa 2, poremecaj u preuzimanju masnih kiselina u srcu prethodi poremecaju
u preuzimanju glukoze (Coort i sar., 2004).

Ustanovljeno je da kod gojaznih i pacijenata sa dijabetesom tipa 2, kao i kod
modela glodara sa insulinskom rezistencijom, gojaznoscu 1 dijabetesom tipa 2, dolazi do
akumulacije lipida u srcu (Coort i sar., 2007). Atkinson i saradnici su pokazali da je kod
JCR:LA-cp pacova rezistentnih na insulin, akumulacija lipida u srcu posledica
povecanog snabdevanja srca masnim kiselinama, pre nego smanjene oksidacije istih
(Atkinson 1 sar., 2003). Boudina i saradnici sugeriSu da uprkos pove¢anom koris¢enju
masnih kiselina u dijabeticnom srcu, pove¢ano preuzimanje masnih kiselina verovatno
prevazilazi brzinu oksidacije u srcu, Sto rezultuje akumulacijom lipida u sr¢anom
miSicu, koji mogu da uzrokuju lipotoksi¢nost (Boudina i Abel, 2007). Asrih i saradnici
su pokazali da izlaganje kardiomiocita masnim kiselinama uzrokuje poremecaj u
insulinskom signalnom putu i smanjenje insulinom stimulisanog transporta glukoze u
srcu (Asrih i sar., 2012).

Postoji ograni¢en broj literaturnih podataka o efektima estrogena na
metabolizam u srcu, koji su kompleksni i mogu da obuhvataju efekte estrogena na
ekspresiju gena ukljucenih u metabolizam, kao i1 indirektne efekte estrogena na
metabolizam preko modulacije produkcije NO (Murphy i Steenbergen, 2007). U
eksperimentima na PPARa-/- miSevima, Djoudi i saradnici su pokazali da su nakon

inhibicije CPTI, hipoglikemija, akumulacija lipida u jetri i srcu i stepen smrtnosti bili
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mnogo vec¢i kod muzjaka nego kod zenki, pri ¢emu je estradiolski tertman muzjaka u
velikoj meri prevenirao ove efekte (Djouadi i sar., 1998). Ovi rezultati sugerisu da
delovanje estrogena ima vaznu logu u lipidnoj homeostazi u srcu i jetri preko regulacije
puta iskoriS¢avanja masnih kiselina (Djouadi i sar., 1998). Studija Herero 1 saradnika je
pokazala da su estrogeni ukljuceni u selekciju supstrata u srcu (Herrero i sar., 2005).
Naime, potro$nja masnih kiselina u srcu je bila vec¢a kod zena u postmenopauzi koje su
uzimale estrogen u poredenju sa muskarcima, 1 imala je tendenciju povecanja u

poredenju sa Zenama koje nisu primale hormonsku terapiju (Herrero i sar., 2005).

Clanovi GLUT familije, GLUT4 i GLUT1 su odgovorni za preuzimanje glukoze
u kardiomiocitima, gde je GLUT1 uglavnom uklju¢en u bazalno preuzimanje glukoze,
dok GLUT4 povecava preuzimanje glukoze pri delovanju vancelijskih stimulusa, kao
Sto su insulin ili kontrakcija (Steinbusch 1 sar., 2011). Kod spontano dijabeti¢nih Goto-
Kakizaki pacova, bazalno preuzimanje glukoze u srcu je bilo nepromenjeno u odnosu na
kontrolne pacove istog pola, dok je insulinom stimulisano preuzimanje glukoze bilo
smanjeno (Desrois 1 sar., 2004). Ovo je bilo praceno smanjenim sadrzajem proteina
GLUT4 u srcu dijabeti¢nih pacova, dok je sadrzaj proteina GLUT1 ostao isti (Desrois 1
sar., 2004).

U svojim eksperimentima Qin 1 saradnici su uocili da je sadrzaj iRNK za
GLUT4 i GLUTI bio smanjen u srcu pacova na ishrani obogacenoj fruktozom u odnosu
na zivotinje na standardnoj ishrani (Qin i sar., 2010). Medutim, u studiji Mellor 1
saradnika ishrana obogacena fruktozom nije promenila ekspresiju iRNK 1 proteina za
GLUT4 u srcu miSa (Mellor i sar., 2011). U skladu sa rezultatima studije na miSevima,
ni u ovoj studiji ishrana bogata fruktozom nije uticala na nivo proteina GLUT4 u srcu
(Slika 20), dok je sadrzaj proteina GLUT1 bio povecan u odnosu na Zivotinje na
standardnoj ishrani (Slika 23). Laybutt i saradnici su pokazali da insulin selektivno
reguliSe ekspresiju GLUT1 u sréanom miSicu in vivo, pri ¢emu dostupnost supstrata
moduliSe ovaj efekat. Naime, tokom gladovanja hiperinsulinemija dovodi do znacajne
overekspresije GLUT1, dok prisustvo visoke koncentracije glukoze ili FFA, blokira ovo
povecanje (Laybutt i sar., 1997). Povecan sadrzaj GLUT1 u srcu Zivotinja na ishrani

bogatoj fruktozom u ovoj studiji, moze da bude posledica prisustva visokih
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koncentracija insulina i niskih koncentracija FFA u plazmi ovih Zivotinja, kao i u
slu¢aju subjedinica pumpe.

Rezultati ove studije su pokazali da je sadrzaj GLUT4 u PM srca zivotinja na
fruktoznoj ishrani bio smanjen samo u insulinom stimulisanim uslovima (Slika 18), §to
nije bilo pra¢eno promenom sadrzaja GLUT4 u LDM (Slika 19). Medutim ishrana
bogata fruktozom je dovela do translokacije GLUTI1 iz PM do LDM u insulinom
stimulisanim uslovima, dok u bazalnim uslovima smanjenje GLUT1 u PM nije bilo
praceno povecanim sadrZajem transportera u LDM frakciji srca (Slika 21 1 22). U
eksperimentima na pacovima na ishrani bogatoj holesterolom i fruktozom, Deng 1
saradnici su uocili smanjen nivo proteina GLUT4 u PM u srcu ovih Zivotinja samo u
insulinom stimulisanim uslovima, Sto nije bilo pra¢eno promenom sadrzaja proteina u
citosolnoj frakciji, dok se sadrzaj GLUT1 nije menjao ni u bazalnim ni u insulinom
stimulisanim uslovima (Deng 1 sar., 2007). Oni sugeriSu da je smanjen sadrzaj GLUT4
u PM posledica poremecaja u insulinskom signalnom putu u srcu, koji se ogleda u
smanjenoj insulinom stimulisanoj fosforilaciji Akt (Deng i sar., 2007). U skladu sa tim,
1 u ovoj studiji smanjenje nivoa GLUTA4, kao 1 proteina GLUT1 u PM, moZe da bude
posledica uo¢ene smanjene aktivacije Akt u srcu delovanjem insulina. Sli¢ne efekte su
zapazili Li 1 saradnici u studiji na skeletnim misi¢ima. Ishrana obogacena fruktozom
nije promenila ukupan sadrzaj GLUT4, ali je smanjila insulinom stimulisanu
translokaciju GLUT4 na plazma membranu i smanjila aktivaciju Akt 1 PKC{ u
skeletnim misi¢ima (Li i sar., 2008).

Smanjen sadrzaj transportera u PM, ukazuje na potencijalno smanjeno
preuzimanje glukoze u srcu zenki pacova na ishrani bogatoj fruktozom. Ocigledno je da
je ishrana imala izrazenije efekte na GLUTI, Sto mozZe da ima vazinu ulogu u
preuzimanju i iskoris¢avanju glukoze u bazalnim uslovima.

Studija na C57BL/6JO miSevima je pokazala da je sistemska aktivacija ERa
dovoljna 1 da je njegova ekspresija neophodna za odrZavanje preuzimanja glukoze u
fizioloskim uslovima u srcu, $to verovatno doprinosi kardioprotektivnim efektima
estrogena (Arias-Loza i sar., 2012). U literaturi postoje samo podaci koji se odnose na
estradiolsku regulaciju ekspresije glukoznih transportera u drugim tkivima. Studija na
ovarijektomisanim pacovima je pokazala da suprafizioloske doze estradiola mogu da

suprimiraju ekspresiju iIRNK za GLUT4 u adipoznom tkivu, dok je u skeletnim
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misSi¢ima ovaj efekat izostao (Sugaya i sar., 1999). Nasuprot tome, injekcija estradiola
je dovela do povecanja sadrzaja iRNK i proteina za GLUT1 u uterusu pacova nakon 4-8
h (Welch i Gorski, 1999).

Kod pacova na ishrani bogatoj fruktozom u ovoj studiji, estradiolski tretman nije
uticao na ukupan sadrzaj GLUT4 u srcu, dok je sprecio povecanje GLUT1 proteina
(Slika 20 1 23). Takode, tretman estradiolom je smanjio sadrzaj GLUT4 u PM srca u
bazalnim uslovima, dok je vratio nivo GLUT4 u PM na nivo zabelezen kod kontrolnih
zivotinja u insulinom stimulisanim uslovima, §to je bilo pra¢eno smanjenjem sadrzaja
transportera u LDM frakciji (Slika 18 1 19). Rezultati studije Tepavcevic 1 saradnika su
pokazali da je u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova injekcija estradiola dovela do
translokacije GLUT4 iz LDM na PM 20-40 minuta nakon tretmana (Tepavcevic i sar.,
2011). Bez obzira na razli¢it nacin aplikacije hormona ili razli¢it stepen osetljivosti na
insulin kod pacova u ove dve studije, zapazaju se pozitivni efekti estradiola na GLUT4
kod Zivotinja na ishrani bogatoj fruktozom, barem u insulinom stimulisanim uslovima.
Pozitivni efekti estradiola na GLUT4 mogu da budu posledica pozitivnog efekta
estradiola na aktivaciju Akt u srcu pacova na ishrani bogatoj fruktozom.

Medutim, u ovoj studiji estradiol je potencirao efekte fruktoze na sadrzaj
GLUTI u PM srca. Naime, kod pacova na ishrani bogatoj fruktozom koji su primali
estradiol, sadrzaj GLUTI u PM je bio takode smanjen kako u bazalnim, tako i u
insulinom stimulisanim uslovima, dok je sadrzaj ovog tansportera u LDM frakciji bio
smanjen, cak ispod nivoa zabeleZenog kod kontrolnih Zivotinja u bazalnim uslovima
(Slika 21 1 22). Smanjen sadrzaj GLUT1 u obe frakcije srca kod pacova na ishrani
bogatoj fruktozom koji su primali estradiol je verovatno posledica smanjenja ukupnog
sadrzaja proteina delovanjem estradiola.

Ovi rezultati pokazuju da je estradiol ponistio efekte ishrane na transportere za
glukozu samo delimicno na nivou lokalizacije GLUT4 transportera, Sto sugeriSe da
estradiolski tretman mozda nema velikog uticaja na preuzimanje glukoze u srcu pacova

na ishrani bogatoj fruktozom.
Prema Glatz i saradnicima, CD36 znacajno doprinosi regulaciji oksidacije i

esterifikacije masnih kiselina u srcu i skeletnim misi¢ima, posebno tokom metabolic¢kih

izazova (Glatz i sar., 2010). Studija Luikena i saradnika je pokazala da je preuzimanje
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masnih kiselina u vezikulama povecano u srcu gojaznih Zucker pacova, kao posledica
povecanog sadrzaja transportera masnih kiselina, CD36 i FABPpm, u plazma
membrani, a ne promene ukupne koli¢ine transportera (Luiken i sar., 2001a). Takode,
rezultati eksperimenta Coort i saradnika sugeriSu da je permanentna relokacija CD36 iz
unutarcelijskog kompartmana do sarkoleme odgovorna za poveéano preuzimanje
masnih kiselina u srcu gojaznih Zucker pacova (Coort i sar., 2004).

U skeletnim miSi¢ima C57BL/J6 miSeva ishrana obogacena fruktozom je
povecala nivo CD36 proteina (Song 1 sar., 2012). Takode, u studiji Qin saradnika
ishrana bogata fruktozom je povecala nivo iRNK za CD36, kao 1 samog proteina u srcu
pacova (Qin 1 sar., 2010). U ovoj studiji ishrana bogata fruktozom nije promenila nivo
proteina za CD36 u srcu ovarijektomisanih zenki pacova (Slika 26), dok je uzrokovala
translokaciju CD36 iz LDM frakcije do PM u bazalnim 1 insulinom stimulisanim
uslovima (Slika 24 1 25). Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima studija na drugim
animalnim modelima insulinske rezistencije, kao $to su gojazni Zucker pacovi (Coort 1
sar., 2004; Luiken 1 sar., 2001a) 1 sugeriSe povecano preuzimanje masnih kiselina u srcu
pacova na ishrani bogatoj fruktozom. Povecana dostupnost masnih kiselina srcu u naSoj
studiji, verovatno potice od TG iz cirkulacije, a ne od FFA iz cirkulacije (Menard i sar.,
2010). Naime, u studiji na knock-out miSevima Bharadwaj 1 saradnici su pokazali da je
lipoliza delovanjem LPL iz srca ukljuena u preuzimanje lipida iz lipoproteina bogatih
TG, pri ¢emu je CD36 odgovoran za preuzimanje masnih kiselina u srcu koje poticu iz
VLDL-TG cestica (Bharadwaj i sar., 2010).

Kao 1 u slucaju transpotera za glukozu, iako postoje rezultati koji ukazuju na
ulogu estradiola u regulaciji ekspresije CD36 u drugim tkivima, kao §to je jetra (Cheung
1 sar., 2007), literaturni podaci koji se ticu efekata estradiola na CD36 u srcu su retki.
Pokazano je da administarcija estradiola kod muZjaka pacova nakon krvarenja
izazvanog traumom tkiva povecava nivo proteina CD36 u srcu (Hsieh i sar., 2006). I u
ovoj studiji estradiolski tretman je povecao ukupan sadrZaj proteina za CD36 u srcu
pacova na ishrani bogatoj fruktozom (Slika 26), kao i sadrzaj transportera u LDM
frakciji srca ovih Zivotinja (Slika 25). Takode estradiolski tretman pacova na ishrani
bogatoj fruktozom je dodatno povecao sadrzaj CD36 u PM (Slika 24), §to jednim delom
moze da se pripiSe i translokaciji transportera iz unutarcelijskog kompartmana putem

aktivacije signalnog puta Akt delovanjem estradiola (Tepavcevic i sar., 2011).

91



DISKUSIJA

Tepavéevi¢ i saradnici su u svojoj studiji zabelezili da injekcija estradiola vodi ka
brzom povecanju CD36 u PM u srcu ovarijektomisanih zenki pacova (Tepavcevic i sar.,
2011), $to je u skladu sa rezultatom nase studije.

Ovi rezultati sugerisu da estradiolski tretman Zenki pacova na ishrani bogatoj
fruktozom moze dodatno da stimulise preuzimanje i koris¢enje masnih kiselina u srcu,

Sto moze da vodi ka razvoju patologije srca.

U gotovo svim tkivima, nakon ulaska u ¢eliju, masne kiseline ulaze u tri glavna
metabolicka puta: mogu da budu konvertovane do glicerololipida, ukljucuju¢i TG, DG 1
glavne membranske fosfolipide; mogu da se konvertuju u sfingolipide, ukljucujuci
sfingomijelin 1 ceramide 1 mogu da budu oksidovane u cilju proizvodnje energije
(Chavez i Summers, 2010).

U studiji Holloway 1 saradnika, povecan transport masnih kiselina 1 sadrzaj
CD36 i FABPpm u plazma membrani su bili pra¢eni pove¢anom brzinom esterifikacije
do TG i povecanim sadrzajem TG u sr¢anom miSi¢u gojaznih Zucker pacova, dok su
brzina oksidacije masnih kiselina, kao 1 aktivnost CPTI bili nepromenjeni (Holloway i
sar., 2011). Takode, u srcu pacova na ishrani bogatoj mastima, relokacija CD36 do
plazma membrane je povecala preuzimanje masnih kiselina, pri ¢emu je i esterifikacija
masnih kiselina do TG 1 fosfolipida takode bila povecana u srcu ovih zivotinja (Ouwens
1 sar., 2007). Ovo je bilo povezano sa povec¢anim sadrzajem TG u sr¢anom mis$icu, pri
¢emu je apsolutna brzina oksidacije masnih kiselina bila ista kod pacova na standardnoj
ishrani 1 pacova na ishrani bogatoj mastima (Ouwens i sar., 2007).

Kod pacova na ishrani obogacenoj fruktozom, koja je Cinila vise od 60%
kalorijske vrednosti hrane, nakon 20 dana je doSlo do povecanja sadrzaja holesterola,
TG, FFA i smanjenja sadrzaja fosfolipida u srcu (Thirunavukkarasu i sar., 2004). U ovoj
studiji ishrana ovarijektomisanih Zenki pacova sa 10% rastvorom fruktoze tokom 9
nedelja nije dovela do promene lipidnog profila srca (Slika 29a 1 b), §to moze da
ukazuje na izostanak akumulacije TG 1 drugih lipidnih intermedijera u srcu ovih
zivotinja. Takode, kod svinja ishrana obogac¢ena mastima i fruktozom nije promenila
ukupan nivo TG 1 DG u srcu Zivotinja, ali je njihov sastav bio znacajno promenjen, gde
je pul TG, kao i DG bio obogacen ostacima zasi¢enih masnih kiselina, dok je sadrzaj

ostataka polinezasi¢enih masnih kiselina bio smanjen (Lee i sar., 2010).
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U naSoj nedavnoj studiji ishrana muzjaka pacova hranom obogacenom 10%
rastvorom fruktoze tokom 9 nedelja je dovela do promene lipidnog profila srca, koja se
ogledala u pojavi TG razli¢itog sastava (Romic i sar., 2014). Ovo je bilo praéeno i
povecanjem nivoa proteina lipina 1 (Romic i sar., 2014), enzima iz familije lipina koji
katalizuju pretposlednji korak u glicerol fosfatnom putu sinteze TG (Csaki i sar., 2013).

U ovoj studiji, ishrana bogata fruktozom nije promenila sadrzaj proteina za lipin
1 (Slika 27) u srcu ovarijektomisnih Zenki pacova, Sto je u skladu sa rezultatom o
lipidnom profilu srca ovih Zivotinja, koji je takode bio nepromenjen.

U srcu ovarijektomisanih Zenki pacova ishrana bogata fruktozom nije promenila
ni ukupan sadrzaj CPTI proteina (Slika 28). Kako CPTI predstavlja mesto regulacije -
oksidacije u mitohondrijama ¢elija srca i skeletnih miSic¢a in vivo (Eaton i sar., 2001),
izostanak promene ekspresije ovog molekula, moze da ukazuje na to da kod zivotinja na
ishrani bogatoj fruktozom nije doslo do povecanog ulaska masnih kiselina u mitohodrije
1 promene brzine B-oksidacije u srcu.

Literaturni podaci koji se odnose na efekte estradiola na akumulaciju lipida u
perifernim organima su razliCiti, 1 verovatno zavise od ispitivanog organa i
patoloskog/fizioloSkog stanja. Naime, estradiol je smanjio stepen akumulacije lipida u
kardiomiocitima nakon krvarenja izazvanog traumom tkiva (Hsieh i sar., 2006), dok
nije imao uticaja na sadrzaj TG u jetri kod ovarijektomisanih miseva na ishrani bogatoj
mastima (Riant i sar., 2009).

U ovoj studiji estradioski tretman pacova na ishrani bogatoj fruktozom je
promenio lipidni profil srca, pri ¢emu su kod ovih zivotinja identifikovani TG razli¢itog
sastava, koji nisu bili prisutni u srcima kontrolnih Zivotinja i zZivotinja na ishrani bogatoj
fruktozom bez estradiolskog tretmana (Slika 29¢). Na osnovu prethodnih studija, moze
se zakljuciti da estradiol primarno usmerava masne kiseline u B-oksidaciju, i tako
proizvodi energiju za funkcionisanje sréanog miSi¢a (Maher 1 sar., 2010; Tarnopolsky,
2000). Rezultati ove studije sugeriSu da u kombinaciji, estradiol i ishrana bogata
fruktozom, mogu da ubrzaju potroSnju oksidativnog kapaciteta mitohondrija, Sto
preusmerava masne kiseline u proces sinteze TG 1 potencijalno drugih lipida.

Estradiol nije promenio sadrzaj proteina lipina 1 u srcu pacova na ishrani
bogatoj fruktozom. Medutim, kako su lipin proteini smeSteni u citosolu 1 asociraju sa

membranom endoplazmati¢nog retikuluma tokom obavljanja svoje aktivnosti (Csaki i
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sar., 2013), estradiol mozda stimuliSe sintezu TG u srcu pacova na ishrani bogatoj
fruktozom tako Sto stimuliSe translokaciju lipina 1 do endoplazmati¢nog retikuluma.
Takode, estradiolski tretman Zenki pacova na ishrani bogatoj fruktozom nije
promenio ni sadrzaj CPTI proteina u srcu ovih zivotinja. Medutim, ovo ne mora da
znaci da nije doslo do povecanog ulaska masnih kiselina u mitohondrije, s obzirom da
na aktivnost CPTI, putem promene senzitivnosti za malonil-CoA, moze da utice i vrsta
masnih kiselina (Power 1 Newsholme, 1997), koje mozda u ve¢oj meri ulaze u srce kod

zivotinja tretiranih estradiolom.

Rezultati ove studije sugeriSu da ishrana obogacena fruktozom vodi ka
smanjenom preuzimanju glukoze i povecanom preuzimanju masnih Kkiselina u srcu
ovarijektomisanih Zenki pacova, uglavnom preko uticaja na translokaciju
transportera za ove supstrate do plazma membrane, $to moZe da vodi povecanoj
potroSnji masnih Kkiselina i patologiji srca. Estradiolski tretman Zivotinja na
ishrani bogatoj fruktozom je u maloj meri prevenirao efekte ishrane na
preuzimanje glukoze, dok je potencirao efekte ishrane na preuzimanje masnih
kiselina, Sto je rezultiralo nakupljanjem TG u srcu. Ovo ukazuje da na nivou
preuzimanja supstrata u srcu, estradiol pojacava Stetne efekte fruktoze, Sto moze

da ima fatalne posledice za srce.
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6 ZAKLJUCAK

Rezultati ove studije pokazuju da je ishrana obogacena fruktozom dovela do
poremecaja u regulaciji apetita, do pojave dislipidemije i razvoja insulinske rezistencije,
kao 1 supresije Akt/eNOS signalnog puta u srcu, dok je ispoljila neocekivane pozitivne
efekte na Na'/K'-ATP-azu u srcu. Takode fruktozna ishrana je dovela do premecaja u
preuzimanju energetskih supstrata u srcu, na nivou translokacije transportera za glukozu
1 masne kiseline do plazma membrane.

Estradiol je uspeo da spreci ve¢inu Stetnih efekata ishrane bogate fruktozom, pre
svega na nivou biohemijskih parametara, fosforilacije serinskih osataka u Akt/eNOS
signalnom putu 1 lokalizacije GLUT4 u srcu, §to potvrduje njegove pozitivne efekte na
osetljivost na insulin 1 u odredenoj meri kardioprotektivne efekte. Medutim, estradiol
nije uspeo da spre¢i efekte fruktozne ishrane na Na'/K'-ATP-azu, fosforilaciju
treoninskih ostataka u Akt/eNOS putu i lokalizaciju GLUTI1. Takode, estradiol je
potencirao Stetne efekte ishrane na metabolizam lipida u srcu, Sto moze da ima fatalne
posledice za srce.

Ova studija predstavlja originalni doprinos razumevanju efekata estrogenih
hormona u kontekstu rezistencije na insulin u srcu, pri ¢emu dobijeni rezultati mogu da
imaju posebno vaznu ulogu u klinickoj praksi prilikom primene hormonske terapije kod

Zena sa insulinskom rezistencijom i dijabetesom tipa 2.
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Mpunor 1.

W3jaBa o0 ayTopCcTBY

Motnmcaun-a _ Creexana . Pomuh

Bpoj nHaekca _B3062/2010

WsjaBruyjem
Aa je AOKTOpCcKa AWCEpTaLmMja NoA HacnoBoMm

4EtbekTw ecTpaguvona y Cpuy nauosa ca MWHCYNMHCKOM pe3ucTeHLUujoMm
M3a3saHOM HcxpaHom GoraToMm dpykToaom”

* pE3ynTaT CONCTBEHOr UCTRAXUBAHKOr Paaa,

+ [a NpeanoxeHa gucepTauuja y UennHN H1 y AenosuMa Hije Guna npeanoxeHa
3a gobBujakee BWNO koje Aunnome npema CTYAWJCKMM nporpamuma apyrix
EVCOKOLUKONCKWX YCTaHOB3,

* [acy pesyntaTy KOPeKTHO HaBedeHW 1

e 03 HUCAM KpLMO/Ma ayTopcka Mpasa W KOPUCTMO MHTENeKTyanHy CBOjuHY
apyrux nada.

MoTnuc pokTopaHaa

Y beorpagy, _ 30.03.2015.
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Mpunor 2.

W3jaBa 0 ICTOBETHOCTYU WITAMMNAHE U €NEeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Wme n npeanme ayropa Creenana . Pomuh

Bpoj wHaekca _53062/2010

Cryavjckn nporpam __Buonoruja — AHuMansa v xymada duanonorvja

Hacnoe paga _ “Edvextv ecTpaavona y cpuy NaLosa ca WHCYIMHCKOM DE3UCTEHLIMOM
W3a3saHom McxpaHom BoraTom dpykTosom”

MenTop [opaH whaHay, HayyHu caBeTHuk, WHCTUTYT 3a HywneapHe Hayke
BuHya" YHusepauteT y Beorpaay

Hebojwa _ Jackuh oueHT, Buonowkwn  dbakynteT, YHuBepauTeT ¥
Beorpaay

MotnucaHu/a Crsewara b. Pomuh

WMajaerbyjem Aa je wramnaHa eepavja mMor LOKTOPCKOr paja WCTOBETHa eneKTPOHCKD)
Bepajy oy cam npegao/na sa cofjaerouearse Ha noprtany [JurutanHor
penoauTopujyma YHuBepauterta y Beorpaay.

[ossomsasam Aa ce ofjase MoOjU NWYHW Nojaum BesaHM 3a gobujaree akagemckor
3Bawa QOKTopa Hayka, Kao WTo cy uMme U npeanme, rognHa n mecTo poﬁerba n aatym
opbpaHe pafa.

OBW nNuYyHW nogaun Mory ce ofjaeuTv Ha MpemHWM CcTpaHuuama aurutanHe
BubBnuoTeke, y ENeKTPOHCKOM KaTanory W y nyBnukauujama YHueepsuteta y beorpaay.

Motnuc gokTopaHpa

Y Beorpagy, __30.03.2015.
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MNpunor 3.

WUzjaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHueepawTeTcky OnGnuotery ,Ceetosap Mapkosuh' ga y durutansm
penoauTopujyMm YHusepawTeta y Beorpaply yHece Mojy AokTopcky AwcepTauujy nog
Hacnosom:

,EdbekTH ecTpaguona y cpuy nauoBa c€a MHCYNMHCKOM pe3ucTeHuMjom
W3a3BaHOM WCXpaHOM BoraTtom chpykTozom™

Koja je moje ayTopeke Aeno.

OucepTauujy ca CBMM NpUnoanma npefao/na cam y enekTpoHCKoM opmarty NorogHomM
32 TpajHOo apxveupame.

Mojy qokTopcky AWcepTauujy noxparseHy y [duriutansu penoautopujyMm YHusepauTeTta
y Beorpagy mory fa kopucTe cawm koju nowTyjy ogpeabe caapxaxe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe sajeqHuue (Creative Commons) 3a xojy cam ce ogny4uno/na.

1. AyTopcTeo
2. AyTopcTBC - HekomepUujanHo
@Awopcmc — HeKoMepuujanHo — Ges npepage
4, AYTOPCTBO — HEKOMEPLUMWjaNHO — A&NUTY No4 UCTUM yenosuma
5. Aytopcteo — Bes npepape
6. AyTopCcTEO — ASNUTH NOQ MCTUM YCNoBKMMA

{Monwmo ga 3a0Kpy¥WTe camo jeaHy of wWecT noHyfeHux nuueHuw, Kpatak onuc
NWUEHUM BaT je Ha nonefjuHu nucTa),

MoTnuc gokTopanaa

Y Beorpagy, _30.03.2015.
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1. AytopcTeo - [lo3BorbaBate ymHOMaBarwe, AWCTPUBYUM)Y W jaBHo caonwTasakwe
fAena, u npepage, ako ce Hasede WMe ayTopa Ha HauwH oapefer of cTpaHe ayTopa
WK fasaoua NuueHUe, Yak v y KomepuwjanHe cepxe. OBo je HajcnoBogHuja o ceux
AWLEHLM,

2. AyTopcTBC — HekoMepuujanHo. [oseorsagarte yMHOMaBRakE, AMCTPMBYLM]Y 1 jaBHo
caonTaBake OEena, U Npepage, ako ce Hagede WMe ayTopa Ha HauuH oapefied o
cTpaHe ayTopa wnu gasaoua nuueHue. Osa NuUeHUa He Joaeorbasa KoMepuvjanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTopcTeBO - HekomepuwjanHo — Gea npepage. [lossorbasate yMHOM@BaHE,
ancTpuByumly v jaBHO caonwTasarke aena, Ges npomeHa, npeobnukosarkea Mnn
ynotpebe Aena y cBOM [eny. ako ce Haeede Wme ayTopa Ha HauwH ogpefeH og
CTpaHe ayTopa Mnu Aaeaoua nuuerue. OBa nNUUEHUa He OO3BOSLABA KOMEPUMWjanHY
ynotpeby aena. ¥ oaHocy Ha cee ocTane nuueHue, 0BOM MMUEHUOM ce orpaHu4aea
Hajeehu obvmM npasa kopuwhera gena.

4, AyTOpPCTSO - HEKOMepuMjanHo — Jenwtu nofd ucTum ycnoeuma. [ossoreasare
YyMHOXKABAHE, AMCTPUBYLUW)Y W jaBHO caonwTasake fena, W Npepaje, ako ce Hasepe
“Me ayTopa Ha HauuH oppefeH of cTpade ayTopa unu Jdasaola niueHue W ako ce
npepaga Avctpubyupa nog WCTOM WAM CNWMHOM nNWueHuom. Osa nuueHla He
[03sorsaea Komepumjanky ynotpeby gena v npepaga.

5. Aytopcteo — Bea npepage. [oasor-aBate ymHOMaBawe, gucTpuByuudjy v [asHo
caonwTasare gena, Gea npomeHa, npeobnukoearsa Mnw ynotpebe gena y ceom geny,
aKko ce HaBege WMe ayTopa Ha HaduH opapefeH of cTpake aytopa unu fasaoua
nuuerue. Oea nyLUeHUa A03B0IbaBa KoMepUWjanyy ynoTtpeby aena.

6. AyYTOpPCTBO - [4enuTH noj WCTUM ycnoswma. [loidsorbasate yMHOXaBalbe,
ancTpubyuumly W jaBHo caonwTaeakse Aena, v Npepage, ako ce HaBege vMe ayTopa Ha
HauuH ogpeReH oOpf cTpaHe ayrTopa WNW [asaola nWUEHUe W ako ce npepaga
aveTpubyupa nog MCTOM unuM cnuydom nuueHuom. Oea nuueHua [o3soibasa
komepuMjanHy ynotpeSy gena u npepaga. Cnuuea je codraepckum NuueHUama,
OAHOCHO NWLieHLIAaMa OTBOPEHOT KOAA.



