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Uticaj citrusnih flavanona na tiroidnu homeostazu i lipidni status
starih pacova

Sazetak

Citrusni flavanoni, naringenin (NAR) 1 hesperetin (HES), su polifenolne supstance koje
zbog sterne slicnosti sa endogenim tiroksinom (T4) mogu da interferiraju sa aktivnoscu
tiroidne peroksidaze, klju¢nog enzima u biosintezi tiroidnih hormona. Sa starenjem se
povecava osetljivost tiroidne osovine na efekte egzogenih supstanci i raste rizik od
nastanka hroni¢nih bolesti usled opadanja detoksikacione sposobnosti i akumulacije
lipida u jetri. Cilj ove doktorske disertacije bio je da se ispita uticaj NAR i HES na
tiroidnu homeostazu i lipidni status 24 meseca starih muzjaka pacova Wistar soja.
Supstance su aplikovane per os u dozi od 15 mg/kg t.m., tokom Cetiri nedelje. Rezultati
ove disertacije su pokazali da NAR 1 HES uzrokuju strukturne i ultrastrukturne promene
Stitaste Zlezde starih muzjaka pacova, povecavaju imunohistohemijsku ekspresiju
tiroglobulina za koji je vezan T4 1 vaskularnog endotelijalnog faktora rasta. Ekspresija
trijodtironinom (T3) regulisanih gena u jetri je sniZena nakon tretmana citrusnim
flavanonima. U serumu, NAR je povisio koncentracije TSH i HDL, dok je koncentracija
antioksidativnih enzima jetre snizena nakon oba tretmana. UocCava se desaturacija
masnih kiselina u fosfolipidima membrane hepatocita, povecanje udela n-3, a sniZzenja
zastupljenosti n-6 masnih kiselina nakon primene oba citrusna flavanona. Smanjuje se
lipidna peroksidacija membrane hepatocita 1 poboljSava antioksidativna zastita u jetri
nakon NAR i HES tretmana. NAR je ispolji jaci efekat, jer je uticao na aktivnost,
gensku 1 proteinsku ekspresiju antioksidativnih enzima, 1 parametre redoks ravnoteze,
dok je HES pojacao antioksidativnu zasStitu, ali u manjoj meri. Upotreba citrusnih
flavanona uzrokuje nezeljene efekte - subklicnicku hipotireozu koju prate povisen nivo
TSH 1 smanjena ekspresija Ts regulisanih gena u jetri. Medutim, sa stanovista
desaturacije membrane hepatocita i poboljsanja antioksidativne zastite u jetri, upotreba
NAR i1 HES se moze smatrati korisnom, imaju¢i u vidu uticaj ovih promena na
produzenje duzine zivotnog veka.

Kljuéne reci: Citrusni flavnoni, naringenin, hesperetin, Stitasta Zlezda, tiroidna
homeostaza, jetra, lipidni status, masnokiselinski profil fosfolipida, antioksidativna
zastita, stari Wistar pacovi

Naucna oblast: Biologija

Uza naucna oblast: Eksperimentalna biomedicina



Impact of citrus flavanones on thyroid homeostasis and lipid status of
old-aged rats

Abstract

Citrus flavanones, naringenin (NAR) and hesperetin (HES), are polyphenolic
substances, structurally similar to endogenous thyroxine (T4), that can interfere with the
activity of thyroid peroxidase, the key enzyme in thyroid hormone biosynthesis. With
aging, thyroid axis sensitivity to the effects of exogenously applied substances increases
and the risk of chronic diseases raises due to reduced detoxification ability and the
accumulation of lipids in the liver. The aim of this doctoral dissertation was to examine
the impact of NAR and HES on thyroid homeostasis and the lipid status of 24 months-
old Wistar male rats. The substances were administered per os at a dose of 15 mg/kg
b.w., for four weeks. The results of this dissertation have shown that NAR and HES
cause structural and ultrastructural changes in the thyroid gland of old male rats,
increasing the immunohistochemical expression of T4 bounded to thyroglobulin as well
as of vascular endothelial growth factor. Expression of triiodothyronine (Ts) regulated
genes in the liver were decreased after treatment with citrus flavanones. In the serum,
the NAR increased concentrations of TSH and HDL, while the concentration of liver
antioxidative enzymes was reduced after both treatments. The desaturation of fatty acids
in the hepatocyte membrane phospholipids, the increase in the proportion of n-3, and
the reduction in the presence of n-6 fatty acids after application of both citrus
flavanones is observed. Lipid peroxidation of the hepatocyte membrane is reduced and
the antioxidant protection is improved in the liver after NAR and HES treatments. The
NAR has a stronger effect, as it has affected the activity, gene and protein expression of
antioxidant enzymes, as well as the parameters of redox balance, while HES enhanced
antioxidant protection, but to a less degree. The use of citrus flavanones causes
unwanted effects - subclinical hypothyrosis followed by elevated TSH and reduced
expression of T; regulated genes in the liver. However, from the perspective of the
hepatocyte membrane desaturation and the enhancement of antioxidant protection in the
liver, the use of NAR and HES can be considered useful, given that the effects of these
changes are associated with the extend life span.

Key words: Citrus flavanones, naringenin, hesperetin, thyroid gland, thyroid
homeostasis, liver, lipid status, phospholipid fatty acid profile, antioxidant defence, old-
aged Wistar rats

Research area: Biology

Area of special interest: Experimental biomedicine



Lista skracéenica

ALT - alanin aminotransferaza

AOE - antioksidativni enzimi

AST — aspartat aminotransferaza

CAT — katalaza

DAB — eng. diaminobenzidine tetrahydrochloride
DHA — dokozaheksaenoinska kiselina

Dio 1 — dejodinaza tip 1

DNK — dezoksiribonukleinska kiselina

ELISA - eng. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
EPA — eikozapentaenoinska kiselina

GAPDH - gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza
GGT — gama-glutamil transpeptidaza

GPx — glutation peroksidaza

GR — glutation reduktaza

GSH - glutation

GSSG - oksidovani glutation

H,0; — vodonik peroksid

HDL — lipoprotein velike gustine

HES — hesperetin

HOL — ukupni holesterol

HPRT — hipoksantin fosforiboziltransferaza

HRP - peroksidaza poreklom iz rena (eng. Horse Radish Peroxidase)
IF — imunofluorescentno

IHH — imunohistohemijski

LDL - lipoprotein male gustine

LXR — jetreni X receptor (eng. liver X receptor)
MDA — malonildialdehid

MUFA — mononezasi¢ene masne kiseline

NAR — naringenin

NIS — natrijum-jodidni kotransporter

O - superoksid anjon radikal



PBS - fosfatom puferisan fizioloski rastvor (eng. Phosphate Buffered Saline)
PCR - reakcija lancanog umnozavanja (eng. Polymerase Chain Reaction)
PUFA - polinezasi¢ene masne kiseline

RIF — relativni intenzitet fluorescence

RNK - ribonukleinska kiselina

ROS — reaktivne vrste kiseonika

RXR - retinoid X receptor (eng. retinoid X receptor)

SDS-PAGE - natrijum-dodecilsulfat-poliakrilamid gel elektroforeza (eng. Sodium
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

SFA — zasi¢ene masne kiseline

SH grupe — sulfohidrilne grupe

SODI1 — superoksid dismutaza 1

SOD2 — superoksid dismutaza 2

T3 — trijodtironin

T4 — tiroksin

T4-Tg— T4 vezan za Tg

TBA — tiobarbituratna kiselina

TBARS - reaktivne vrste tiobarbiturine kiseline

Tg — tiroglobulin

TG — ukupni trigliceridi

TH — tiroidni hormoni

Thrsp — thyroid hormone responsive spotl 14 protein

TR — tiroidni receptor

TSH — tirostimuliraju¢i hormon

VEGF - vaskularni endotelijalni faktor rasta
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1.1. Stitasta Zlezda
1.1.1. Struktura Stitaste zZlezde

Stitasta Zlezda sisara lokalizovana je iza tiroidne hrskavice larinksa i ¢ine je dva lobusa
povezana tkivnim mostom, istmusom. Zlezdu okruzuje kapsula od rastresitog vezivnog
tkiva 1 od nje polaze vezivne septe koje zalaze u unutrasnjost zlezde. Osnovna funkcija
Stitaste Zlezde je sinteza i sekrecija tiroidnih hormona (TH). Stitasta Zlezda je jedina
endokrina zlezda sacinjena iz folikula, koji predstavljaju strukturnu i funkcionalnu
jedinicu zlezde. Folikuli su sfericnog oblika 1 morfoloski se razlikuju. Zid folikula
sastoji se iz kontinuiranog, jednoslojnog epitela koji moze da bude niskoprizmatican,
kuboidalan i1 visokoprizmatican (Wissig, 1960). Stimulacija tirostimuliraju¢im
hormonom (TSH) uzrokuje povecanje visine epitela koji postaje kuboidalan ili
visokoprizmati¢an, a dolazi i do povecanja resorpcije koloida, te smanjenja veli¢ine
lumena folikula. Koloid predstavlja meSavinu proteina, uglavnom tiroglobulina (Tg), ali
prisutni su i jodirani proteini male molekulske mase, kao i frakcije tiroidnog albumina
(Smeds, 1972).

Pored folikulskih ¢elija, endotelske ¢elije kapilara koje okruzuju folikule neophodne su
za odrzavanje arhitekture tkiva Stitaste zZlezde. Anatomski, endokrine i endotelske celije
su lokalizovane veoma blisko, Sto stvara jedinstvenu interaktivhu sredinu koja
omogucava brzu adaptaciju zlezde. Ova struktura sacinjena od folikula okruzenih
fenestriranim krvnim kapilarima naziva se angiofolikulska jedinica (AFJ) i predstavlja
morfo-funkcionalnu jedinicu zlezde (Gérard i sar., 2015; Colin i sar., 2013; Sogié-
Jurjevié i sar., 2015).

Kapilarna mreZa pokriva 20-50% povrSine folikula (Colin 1 sar., 2010, 2015). Ova
komunikacija je vazna jer omogucava brzi transport hormona u cirkulaciju i njihovu
distribuciju do ciljnih tkiva i organa. Takode, obezbeduje se brza reakcija endokrinih
¢elija na promenljivo snabdevanje jodom i potrebe organizma za TH. Pored toga,
kapilarna mreza obezbeduje da nutrijenti 1 signalni molekuli neophodni za
prezivljavanje stignu do zlezde ili da se uklone Stetni produkti.

Pored folikulskih ¢elija, u Stitastoj zlezdi pacova prisutne su i C ¢elije, pojedinacno ili u
grupama, koje nisu u direktnom kontaktu s lumenom folikula. One sekretuju kalcitonin
kao odgovor na povecanu koncentraciju kalcijuma u serumu. Pored kalcitonina, C ¢elije

luCe somatostatin, grelin, 5-hidroksi triptamin, peptid sli¢an gastrinu i druge hormone.
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Intersticijum (stromu) Stitaste Zlezde Cine limfni sudovi, kolagena vlakna, fibroblasti i
nervna vlakna. Lateralno, na obodima lobusa Stitaste zlezde se nalaze parastitaste
7lezde, parni organi odvojeni od folikulskog tkiva posebnom kapsulom. Celije ove
zlezde proizvode paratiroidni hormon koji zajedno sa kalcitoninom regulise kontroliSe

promet i koncentraciju kalcijuma 1 fosfora u organizmu (Kronenberg, 2016).

1.1.2. Morfoloska i funkcionalna heterogenost folikula

AFJ ne funkcioniSu kao uniformna (jedinstvena populacija), ve¢ kao heterogena grupa
razliCitih jedinica. Glavna karakteristika Stitaste zlezde je heterogenost folikula koja se
moze uociti na morfoloskom i funkcionalnom nivou. Morfoloski, folikuli parenhima
Stitaste zlezde razlikuju se po veli¢ini (dijametru), visini folikulskog epitela, koli¢ini 1
obojenosti koloida (Wollman, 1980). Folikuli malih dimenzija su obi¢no lokalizovani u
centralnom delu Zlezde i1 ¢ine njenu aktivnu zonu. Morfoloski su prepoznatljivi po
kuboidalnom ili cilindri¢nom epitelu i maloj koli¢ini koloida. Stimulacija jodom i TSH
izaziva brzu reakciju, te inkorporiraju velike koli¢ine joda u lumen folikula. Nasuprot
njima, folikuli ve¢ih dimenzija, tzv. makrofolikuli, pretezno su lokalizovani periferno.
KarakteriSu se nizim folikulskim epitelom 1 proSirenim lumenom. Makrofolikuli uopste
ne reaguju ili reaguju na stimulus (jod i TSH) tek nakon 1-2 sata. Oni Cine
hipofunkcionalnu zonu Zlezde (Penel i sar., 1982, 1985).

Funkcionalno, potvrdeno je da se sekrecija TH odvija prvenstveno iz novosintetisanog
pula hormona, dakle iz aktivne zone, u skladu sa ,,last come, first served* konceptom
funkcionisanja Stitaste zlezde (Schneider, 1964). Hipofunkcionalni folikuli karakterisu
se prisustvom nerastvornih tetramerskih globula Tg (Gérard i sar., 2004). Takode, ovi
autori su pokazali da u Stitastoj Zlezdi pored interfolikulska heterogenosti postoji i
intrafolikulska heterogenost, tj. da nisu svi tirociti unutar jednog folikula jednako
aktivni u sintezi TH, §to je takode potvrdila imunohistohemijska analiza Gérard i
saradnika (2002).

Tiroidni kapilari su u bliskoj vezi s funkcionalnim statusom folikula od kojih zavise.
Uocava se korelacija stepena aktivnosti folikula sa proSirenjem mikrocirkulacije oko
njega, koja je veca oko aktivnih, nego oko neaktivnih folikula (Colin i sar., 2010, 2013).
Funkcionalna karakterizacija tkiva humanih, pacovskih i1 mi$jih Stitastih Zlezda

imunohistohemijskom metodom pokazala je da je u mikrofolikulima izrazitija
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ekspresija pendrina (eng. pendred syndrome gene product, PDS), natrijum-jodidnog
kotransportera (eng. sodium-iodide symporter, NIS), tiroidne peroksidaze (eng. thyroid
peroxidase; TPO) 1 dual oksidaza (eng. dual oxidase; DUOX), u odnosu na
makrofolikule. U lumenu malih folikula takode je identifikovana jaka imunopozitivnost
tiroksina (T,4) vezanog za tiroglobulin (T4-Tg), markera funkcionalnog statusa Stitaste
zlezde (Faggiano i sar., 2004). Ova analiza predstavlja dobar eksperimentalni pristup za
utvrdivanje razlika u funkcionalnoj aktivnosti izmedu folikula 1 procenu aktivnosti
Stitaste zlezde u sintezi TH (Gérard i sar., 2003, 2004).

Odrzavanje integriteta vaskularne mreze u $titastoj zlezdi regulisano je vaskularnim
endotelskim faktorom rasta (eng. vascular endothelial growth factor; VEGF),
proteinom koji se eksprimira u folikulskim ¢elijama Stitaste zlezde (Wang 1 sar., 1998).
One proizvode VEGF kao odgovor na TSH stimulaciju, ¢ime se promovise fenestracija
i povecava vaskularna permeabilnost AFJ. U slucaju strume, u kojoj je TSH visok,
primecena je visoka ekspresija VEGF, dok hemijska blokada produkcije VEGF
ublazava posledice stimulacije TSH (Cao, 2014). Gérard i sar. (2002) su pokazali da
tirociti takode eksprimiraju azot oksid sintazu III (eng. nitric oxide synthase III; NOS
I1T) 1 da postoji pozitivna korelacija izmedu ekspresije ovog faktora i lokalne ekspanzije
mikrocirkulacije. Neaktivni folikuli su manje vaskularizovani od aktivnih i karakteriSe
ih gubitak ekspresije vaskularnih regulatora. Ovo ukazuje da su vaskularni faktori
ukljuceni u regulaciju AFJ kod miSeva 1 ljudi (Gérard i sar., 2004; Colin i sar., 2010).
Morfoloska 1 funkcionalna heterogenost koja se uocCava u Stitastoj Zlezdi moze se
smatrati adaptivnim odgovorom na razlicite fizioloSke uslove.

Najvazniji faktori u kontroli sinteze i sekrecije TH su jod i TSH (Dohan i sar., 2003;
Dunn 1 sar., 1983). Nedovoljne koli¢ine joda uzrokuju neadekvatnu sintezu TH,
povecanje sekrecije TSH 1 stimulaciju rasta zlezde (strumu) kao pokusSaj da se
kompenzuje ovaj nedostatak. Sa druge strane, prevelika koncentracija joda inhibira
sintezu TH (Wolff-Chaikoff efekat), tako Sto blokira generisanje vodonik peroksida
(H20») 1 jodinaciju Tg (Wolff i Chaikoff, 1948). TSH ima uticaj na skoro sve korake u
sintezi 1 sekreciji TH: stimulise ekspresiju NIS, TPO, Tg 1 generisanje H,O,, povecava
stvaranje trijodtironina (T3) u odnosu na T4, menja prioritet jodinacije i hormonogeneze
u tirozinskim ostacima i uti¢e na brzu internalizaciju Tg u tirocite (Dunn i sar., 1983;

Kogai i sar., 1997; Lin i sar., 2004; Rousset i sar., 2015).
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1.1.3. Celije folikulskog epitela

Tirociti, ¢elije folikulskog epitela Stitaste Zlezde su polarizovane: bazalni pol je okrenut
ka krvnim kapilarima, a apikalni pol ka lumenu folikula. Celijske organele imaju
polarnu organizaciju §to omogucava pravilnu sintezu TH 1 transport joda, jer se
specificni membranski proteini eksprimiraju na njhovom bazalnom (NIS) ili apikalnom
polu (PDS), obezbedujuci vektorski transport joda do koloida (Ericson 1 Nilsson, 1992).
Celije folikulskog epitela su povezane &vrstim vezama (lat. zonula occludens). Pred
njih, prisutne su tesne veze (eng. tight junction), kao i dezomozomi, a pukotinaste veze
omogucavaju prolaz malih molekula kroz zajednicki kanal izmedu tirocita.

Bazalno, ¢elija je okrenuta prema krvnim kapilarima od kojih je odvojena bazalnom
laminom. Na ovom polu tirocita pozicionirano je jedro. Bazolateralno je pozicioniran
TSH receptor (TSH-R) i NIS. Aktivni transport Na' uz kotransport I iz cirkulacije u
tirocite vrsi transporter NIS, dok PDS procesom pasivne difuzije transportuje I' iz
citoplazme u lumen folikula.

Sve komponente sintetskog aparata tirocita TPO, DUOX, Tg, kao I' i H,O; nalaze se na
apikalnoj membrani tirocita, gde se odvija celokupan proces biosinteze TH. Ova strana
apikalne membrane okrenuta je ka lumenu folikula i prekrivena je mikrovilima 1
pseudopodijama. U citoplazmi u neposrednoj blizini apikalne membrane uocavaju se
male kapi resorbovanog koloida, koji se usvaja procesom makropinocitoze. Ovaj proces
podrazumeva formiranje pseudopodija koje okruzuju deo koloida i njegovo usvajanje u
¢eliju.

Od ostalih organela, u citoplazmi se uocavaju brojne Stapi¢aste mitohondrije. Takode,
tirociti imaju dobro razvijen granulirani endoplazmati¢ni retikulum (gER) i Goldzi
aparat. U zavisnosti od sekretorne aktivnosti, prisutni su lizozomi razli¢itog oblika.
Lizozomi se spajaju sa koloidnim kapima, i nakon proteolize Tg, TH se oslobadaju u

cirkulaciju aktivnim transportom.
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1.2. Biosinteza, sekrecija i transport tiroidnih hormona

1.2.1. Biosinteza tiroidnih hormona

Stitasta Zlezda produkuje dva hormona, T4 i u manjoj meri Ts. Usvajanje joda iz
cirkulacije u c¢elije folikulskog epitela je esencijalan korak za sintezu TH. Na
bazolateralnoj membrani tirocita eksprimira se NIS kotransporter, koji obezbeduje
aktivan transport 2Na' i 11" u tirocite, nasuprot njihovom elektrohemijskom gradijentu
(Slika 1.1). Energija za odrzavanje gradijenta Na' obezbeduje se aktivno$¢u enzima
Na'K" -ATPaze (Bizhanova i Kopp, 2009). I potom iz citoplazme pasivnim
transportom kroz apikalnu membranu tirocita prelazi u koloid, a ceo proces je
posredovan CI/I" jonskim izmenjiva¢em pendrinom (Yoshida i sar., 2004). Pored PDS,
transport I' u lumen folikula se obavlja novootkrivenim proteinom nazvanim anoktamin
1 (Tosco i sar., 2014; Mondal i sar., 2016). Stitasta Zleda je u stanju da koncentruje jod
tako da koncentracija u Zlezdi bude 20 do 50 puta visa od njegove koncentracije u
plazmi (Berson 1955; Chung, 2014).

Celokupan proces biosinteze tiroidnih hormona odvija se na apikalnoj membrani epitela
folikulskih ¢elija Stitaste zlezde. Nakon transporta joda dolazi do njegovog oksidovanja
u jodid (Iy) aktivno$¢u enzima TPO i njegove organifikacije, kovalentnog vezivanja za
tirozinske aminokiselinske ostatke (Dunn i Dunn, 2001). Na ovaj nacin se formiraju
monojodtirozin (MIT) i dijodtirozin (DIT). Kuplovanjem dva susedna DIT formira se

T4, a jedan DIT 1 jedan MIT formiraju Ts (Slika 1.1).
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Slika 1.1 Biosinteza i sekrecija tiroidnih hormona (preuzeto i prilagodeno iz Bizhanova i Kopp,
2009). Na'/K'-ATPaza; NIS, natrijum-jodidni kotransporter; PDS, pendrin; TG, tiroglobulin;
TPO, tiroidna peroksidaza; DUOX2, dual oksidaza 2; MIT, monojodtirozin; DIT, dijodtirozin;
DEHALI, jodtirozin dehalogenaza; T, tiroksin; Ts, trijodtironin.

Aktivnost TPO je isklju¢ivo ogranicena na apikalni deo membrane tirocita (Kotani i
Ohtaki, 1987; Fayadat i sar., 1998). Kao i svaka peroksidaza, TPO zahteva H,O, za
proces oksidacije, a enzimski kompleks koji generiSe H,O, je DUOX, membranski
NADPH-zavisna flavanoprotein oksidaza. Ovi enzimi su kolokalizovani s TPO na
apikalnoj membrani tirocita (De Deken i sar., 2000), a DUOX2 je dominantna forma
koja generise H,0O, u tirocitima (Ameziane-El-Hassani i sar., 2016).

Tg je najzastupljeniji protein u Stitastoj Zlezdi (>95%) 1 njegova glavna funkcija je da
obezbedi polipeptidnu osnovu/lanac za sintezu i skladistenje TH (Dunn i Dunn, 2000).
Ovaj protein sintetiSe se u ¢elijama folikulskog epitela, odakle se sekretuje u lumen
folikula. Funkcionalni Tg je prisutan u formi dimera molekulske mase 660 kDa,
sedimentacione konstante 19S. U koloidu se takode nalaze Tg, ali 1 manji polipeptidi
koji su nastali degradacijom monomera i dimera. Kovalentnim unakrsnim vezivanjem
dimera Tg nastaju nesolubilne tetramerske globule Tg (27S), koje su uglavnom

lokalizovane u centralnom delu koloida i sluze kao rezerva prohormona zbog visokog
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sadrzaja jodotirozina. Ova rezerva se rastvara nakon TSH stimulacije ili nedovoljne
koncentracije joda (Herzog i sar., 1992). Suprotno tome, jodiranje i hormonogeneza
unutar novosintetisanih, solubilnih molekula Tg, koji su lokalizovani u neposrednoj
blizini apikalne membrane tirocita, ¢ini ih dostupnim za brzo preuzimanje od strane
folikulskog epitela za sekreciju TH, u skladu sa ,,last come, first served* konceptom

(Schneider, 1964).

1.2.2. Sekrecija tiroidnih hormona

Tiroidni folikuli generiSu slobodne hormone preuzmanjem Tg iz koloida, njegovim
transportom do lizozoma u kojima dolazi do hidrolize peptidnih veza Tg i oslobadanja
T4 1 Ts. Bazalna internalizacija Tg je posredovana endocitozom ili mikropinocitozom
vezikula u kojima se nalazi Tg.

Prilikom TSH stimulacije dolazi do mikropinocitoze, pri ¢emu se Tg internalizuje,
odnosno usvaja od strane tirocita (Bernier-Valentin i sar., 1990). Pseudopodije
predstavljaju produzetke apikalne membrane koji se projektuju u lumen folikula. One se
odvajaju od membrane kako bi formirale koloidne kapi. Pseudopodije se potom
fuzioniSu sa lizozomima u kojima se odigrava proces degradacije Tg. Formiranje
pseudopodija predstavlja najraniji znak stimulacije TSH, koje su prisutne nekoliko
minuta nakon stimulacije (Barriere i sar., 1986).

Internalizovani molekuli Tg u lizozomima podlezu hidrolitickim reakcijama koje
dovode do generisanja slobodnih TH, recikliranja MIT i DIT i kompletne degradacije
Tg proteina. Tg predstavlja supstrat za mnoge enzime lizozoma: proteaze,
glikohidrolaze, fofsataze, sulfataze itd. Endopeptidaze kao Sto su katepsin D, H i L su
sposobne da razgrade Tg molekul (Dunn i sar., 1991a, 1991; Dunn i sar., 1996). Nakon
Tg digestije, T4 1 T3 napustaju lizozome i1 dospevaju u citoplazmu, a iz citoplazme
aktivnim transportom u cirkulaciju.

Oko 70% joda iz Tg je u formi MIT i1 DIT tako da oni predstavljaju znacajan pul
unutarcelijskog izvora joda (Rousset 1 sar., 2015; Hildebrandt i sar., 1979). Kako ne bi
izgubila jod, zlezda dejodinizuje MIT 1 DIT delovanjem enzima jodotironin
dehalogenaza (Slika 1.1) i vra¢a vecéinu oslobodenog joda u koloid (Gnidehou 1 sar.,
2004; Bobyk 1 sar., 2015). U proseku 3-5x viSe joda se dnevno formira procesom

dejodinacije u zlezdi nego usvajanjem iz seruma (De Groot, 1966; Mondal i sar., 2016).
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1.2.3. Transport tiroidnih hormona
1.2.3.1. Aktivni transport tiroidnih hormona

Sve do 1970. godine, smatralo se da se transport TH kroz plazma membranu ciljnih
¢elija odvija procesom pasivne difuzije. Medutim, savremeni eksperimentalni podaci
(Visser i sar., 2007) potvrduju da je u pitanju aktivni (kontrolisani) transport, koji se vrsi
posredstvom razli¢itih transportera. U transportere TH spadaju: monokarboksilatni
proteini (eng. monocarboxylate transporter, MCT), L-tip transportera aminokiselina
(eng. L-type amino acid transporters, LAT), organski anjonski transportni polipeptidi
(eng. organic anion-transporting polypeptide, OATP) 1 natrijum/tauroholat
kotransporterski polipeptid (eng. sodium/taucholate cotransporter protein, NTCP)
(Bernal 1 sar., 2015). Transport TH je predmet intenzivnih istrazivanja i znacaj
specificne ekspresije ovih proteinskih transportera u razli¢itim tkivima ukazuje na
dodatnu, tkivno-specifi¢nu regulaciju njihove prisutnosti i bioloske aktivnosti.

MCT proteini transportuju monokarboksilatne kiseline (piruvat, laktat), ketonska tela,
karnitin 1 aromati¢ne aminokiseline. Dva c¢lana ove familije, MCT8 1 MCT10 su
natrijum i proton-nezavisni TH transporteri. MCTS je specifi¢an transporter T4 1 T3, ali 1
T3 1 T, (Bernal i sar., 2015), a eksprimira se u jetri, bubrezima, srcu, placenti, mozgu i
hipofizi (Halestrap, 2012). MCTS je visoko eksprimiran u folikulskom epitelu Stitaste
zlezde (Wirth 1 sar., 2011; di Cosmo 1 sar., 2010) a njegova bazolateralna lokalizacija
sugeriSe da je ukljucen u efluks TH (Miiller 1 Heuer, 2012). Zaista, di Cosmo 1 sar.
(2010) su pokazali da miSevi kod kojih postoji nefunkcionalan MCTS transporter, imaju
nizu koncentraciju TH u serumu. Medutim, nije jo§ potvrdeno da li jo§ neki od
transportera ucestvuje u sekreciji TH.

MCTI10 (T-tip transportera aminokiselina) je, pored T3 1 T4 specifiCan transporter
aromati¢nih aminokiselina. Eksprimira se u crevima, bubrezima, jetri, skeletnim
misSi¢ima, srcu, placenti, neuronima kako postnatalnih, tako i adultnih miSeva (Meredith
1 Christian, 2008). U poredenju s MCTS8, MCT10 je efikasniji u transportu T3 u odnosu
na T4 (Friesema i sar., 2008).

LAT su natrijum-nezavisni transporteri koji zajedno s aminokiselinama transportuju Ty i
T;. LAT1 usvajaju sve jodotironine, ali sa jasnom preferencijom prema T, 1 r'T5. LAT2
posreduje u usvajanju T3 1 T, a oba transportera ucestvuju u procesu usvajanja MIT.

LAT3 i LAT4 posreduju efluksu T, i MIT iz ¢elije (Visser, 2016). LATI i LAT2 se
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eksprimiraju u mozgu i prisutni su u endotelskim c¢elijama mozga misa u razvoju
(Bernal i sar., 2015). LAT3 se eksprimira u jetri i pankreasu (Babu i sar., 2003), a LAT4
u bubrezima, crevima mozgu i placenti (Bodoy i sar., 2005).

Clan OATP familije, OATPIC1 posreduje u transportu amfipati¢nih organskih
jedinjenja, ali poseduje afinitet prema T, i T3 (Roth 1 sar., 2012; Pizzagalli i sar., 2002).
Transporter se eksprimira u oligodendrocitima, endotelskim c¢elijama 1 mikrogliji
(Bernal 1 sar., 2015). NTCP je zaduzen za enterohepaticku cirkulaciju zuc¢nih kiselina.
Clan je familije solute carrier gena 10A, a transportuje derivate sulfata T4 i T3 u jetru
radi dejodinacije (Bernal i sar., 2015).

Pored ovih transportera, pokazno je da translokaza masnih kiselina (eng. fatty acid
translocase, FAT ili CD36) posreduje u usvajanju T3 i drugih jodotironina u srcu (van

der Putten 1 sar., 2003).

1.2.3.2. Transport tiroidnih hormona u krvi

U cirkulaciji, glavna frakcija TH je vezana za transportne proteine (ukupni TH), dok su
slobodni (nevezani), bioloski aktivni TH prisutni u veoma niskim koncentracijama u
krvi. Kod ljudi, glavni transportni protein TH u serumu je tiroksin-vezujuéi protein
(eng. thyroxine binding globuline, TBG), a ovu funkciju takode imaju transtiretin (eng.
transthyretin, TTR), jedini transportni protein TH u cerebrospinalnoj te¢nosti, 1 albumin
(Refetoff, 2000). Nekoliko drugih proteina serumu, pogotovo lipoproteini male gustine
(eng. low density lipoproteins, LDL) takode vezuju T4 1 T3 (Benvenga i Robbins, 1998).
TBG ima najveci afinitet a najslabiji kapacitet za vezivanje T4, albumin najveéi afinitet
a najslabiji kapacitet, dok TTR ima srednje jak kapacitet kao i afinitet (Kohrle 2000).
TBG poseduje jedno jodotironinsko mesto koje vezuje T4 veéim afinitetom nego Ts.
Poluzivot mu je 5 dana, a eliminiSe se u jetri. Sa starenjem dolazi do povecanja njegove
koncentracije u serumu (Braverman i sar., 1966). Steroidni hormoni, estrogeni i
androgeni uticu na koncentraciju TGB u krvi i na taj nacin indirektno mogu uticati na
nivo TH (Bisschop i sar., 2006).

TTR je glavni transportni protein TH u krvi glodara (Palha, 2002) 1 zaduZen je za
transport 50% TH. Pored TH transportuje i retinoi¢nu kiselinu (Liz i sar., 2010).
SintetiSe se u jetri, bubrezima, horoidnom pleksusu, retini i placenti (Richardson, 2009).

TTR poseduje dva mesta za vezivanje Ty, ali svaki TTR prenosi samo jedan molekul T4
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(Palha, 2002). Poluzivot mu je 2 dana, a distribucija slicna kao za TBG. Za razliku od
TBG, sinteza TTR ne zavisi od koncentracije TH u serumu (Vranckx i sar., 1995).

Albumin se sintetiSe u jetri, a afinitet za vezivanje TH mu je najmanji od svih navedenih
transportera. Njegov doprinos u transportu TH je minoran, pogotovo imaju¢i u vidu
zastupljenost ovog proteina u cirkulaciji (Refetoff, 2015). Na kraju, lipoproteini vezuju
T4 1 u nekoj meri T;. Afinitet za vezivanje T4 im je slican kao i za TTR, ali je

zanemarljiv njihov doprinos sveukupnom transportu TH (Benvenga i Robbins, 1993).

1.3. Molekularni mehanizam delovanja tiroidnih hormona

Delovanje TH, izmedu ostalog zavisi od prisustva i aktivnosti receptora TH, kao i od
aktivnosti enzima dejodinaza (DIO), koje lokalno, u tkivima, katalizuju dejodinaciju

TH, na taj nacin odredujuci koncentraciju T3, bioloski aktivne forme hormona.

1.3.1. Enzimi dejodinaze

U normalnim uslovima, Stitasta zlezda sekretuje 10x vise T4 nego Ti. Ipak, iako je
sekrecija T4 kvalitativno mnogo veca od Ts, T4 zahteva dejodinaciju i1 konverziju u Ts,
bioloski aktivnu formu TH (Malik i Hodgson, 2002; Gereben i sar., 2008). Kod glodara,
50% cirkuliSu¢eg T3 direktno sekretuje Stitasta zlezda, dok se 50% proizvodi u ciljnim
organima dejodinacijom T4 (Nguyen i sar., 1998; Schweizer i sar., 2008). Kod ljudi 80-
90% Tj; se proizvodi u perifernim tkivima (Visser, 2017; Schweizer 1 sar., 2008).

Savremena paradigma delovanja TH podrazumeva da signalni putevi TH u
pojedina¢nim tkivima mogu da se menjaju, iako koncentracija TH u serumu ostaje
nepromenjena. Ovo je moguce zahvaljuju¢i lokalnoj aktivaciji ili deaktivaciji TH
procesom dejodinacije. DIO su enzimi koji se diferencijalno eksprimiraju u razli¢itim
tkivima 1 upravo na taj na¢in omogucavaju lokalnu regulaciju TH. Postoje tri tipa ovih
enzima: DIO tip 1, 2 1 3, a svi zajedno pripadaju familiji selenoproteina, sa

selenocisteinom u aktivnom centru enzima.
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Stitasta zlezda  Cirkulacija Target organ

Tiroidni receptor

Slika 1.2 Transport i metabolizam tiroidnih hormona u ciljnim tkivima (preuzeto i prilagodeno
iz Wiersinga i sar., 2014). Ty, tiroksin; Ts, trijodtironin, MCTS8, monokarboksilatni transporter §;
DIO, dejodinaza tip 1, 2, 3.

DIOI1 se eksprimira u folikulskim ¢elijama Stitaste zlezde, hipofizi, jetri i bubrezima.
Enzim je lokalizovan u plazma membrani ¢elija (Leonard i Rosenberg, 1978; Gereben i
sar., 2008) 1 pokazano je da DIO1 ima glavnu ulogu u metabolizmu TH. Ona katalizuje
dejodinaciju spoljasnjeg prstena T4 pri ¢emu nastaje bioloSki aktivna forma Ts, ali 1
unutrasnjeg prstena T,, pri ¢emu nastaje bioloSki neaktivan rTs;. Kada je u pitanju
dejodinacija unutraSnjeg prstena, najveci afinitet DIO1 pokazuje za sulfatisane
metabolite T4 1 T3, katalizujuéi njihovu degradaciju. DIO1 takode ima vaznu ulogu u
recikliranju joda koji se ponovo koristi za biosintezu hormona (Kopp, 2008; Schneider i
sar., 2006). Ekspresija Diol je pre svega pozitivno regulisana sa T3 (Jakobs 1 sar.1997;
Toyoda i sar. 1995), a relativna koncentracija njene iRNK kod glodara zavisi od lokalne
tkivne koncentracije hormona S$titaste zlezde (Bianco i sar., 2014). Dodatno, na
ekspresiju ovog gena utiCu nutrijenti, polni hormoni, a limitiraju¢i faktor za aktivnost

svih DIO je selen (Bianco 1 sar., 2002; Koenig, 2005).

DIO2 se eksprimira u centralnom nervnom sistemu, adenohipofizi, mrkom masnom
tkivu, skeletnim miSi¢ima 1 srcu. Lokalizovana je u endoplazmati¢cnom retikulumu (Pitts
i Hoffmann, 2017; Koenig i sar., 2005) a dejodinira samo spoljasnji prsten T4 i
doprinosi lokalnoj konverziji T4 u bioaktivni T3 (Kuiper i sar., 2005). Aktivnost DIO2
negativno je regulisana T4. Na transkripcionom nivou, T3 smanjuje relativhu
koncentraciju iRNK Dio2 u cerebralnom korteksu hipotiroidnih pacova. Ipak, glavna
negativna regulacija DIO2 je posttranslacionim procesom ubikvitinizacije i njegove
degradacije u proteozomima kada je koncentracija TH visoka. Procesom ubikvitinacije

enzim se deaktivira ali ukoliko koncentracija T, u serumu opadne, ovaj pad se
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kompenzuje aktivacijom DIO2 i prevodenjem T4 u T3 (Bianco i Kim, 2006; Gereben i
sar., 2008). Ovo objaSnjava povecanje konverzije T4 u T; kada je koncentracija Ty
snizena, Sto je potvrdeno kod pacova i kod ljudi, kako in vitro i tako in vivo. Kod ljudi,
DIO2 u skeletnim miSi¢ima doprinosi perifernoj produkciji T; (Salvatore i sar., 2013;
sugeriSe da DIO2 znac¢ajno doprinosi ne samo lokalnoj, ve¢ i sistemskoj proizvodnji T3
kod ljudi (Dentice i sar., 2013; Bianco i sar., 2002).

Ranije se smatralo da kod glodara najznacajniji doprinos sistemskoj proizvodnji T; ima
DIOL1 jetre. Medutim, genetski modifikovani sistemski i parcijalni ,,knock out™ sojevi
miSeva za DIO1 (D1KO) i DIO2 (D2KO) ukazuju da DIO2 doprinosi odrzavanju
koncentracije T3 u serumu, kao i da gotovo 50% T3 u cirkulaciji proizvodi sama $titasta
zlezda (Schweizer 1 sar., 2008; Schneider i1 sar., 2006). Oba modela imaju normalnu
koncentraciju T3 i poviSenu koncentraciju T4 u serumu, usled ¢injenice da visoka
koncentracija T4 obezbeduje dovoljno supstrata da kompenzuje parcijalni gubitak
aktivnosti dejodinaza (Schweizer 1 sar., 2008). Ovo povecanje T4 moze da bude rezultat
njegove sekrecije iz Stitaste zlezde i/ili smanjenog klirensa (Bianco 1 sar., 2002).
Dodatno, stimulacija TSH moze da dovede do povecanja koncentracije T;. Kod D2KO
miSeva javlja se dvostruko povecanje koncentracije TSH u odnosu na ,wild type*
miSeve, iako je kod D1KO miSeva njegova koncentracija normalna (Schweizer i sar.,
2008; Schneider 1 sar., 2006). DIO2 je neophodna za odrzavanje lokalne kocentracije Ts
u hipofizi 1 hipotalamusu, kao deo negativnhe povratne sprege tiroidne osovine
(Ciechanover 1 sar., 2015). Sekrecija TSH zavisi od T4 i od Tz , koji se lokalno u
hipofizi generiSe aktivnoséu DIO2 (Schneider i sar., 2001), ¢ime se objasnjava zasto
dolazi do povecanja TSH tokom deficijencije joda ili blagog hipotiroidizma, stanja u
kojima koncentracija T4 u serumu opada pre nego Sto se javi pad koncentracije Ts.

DIO3 se eksprimira u mozgu, kozi, jetri, crevima, placenti i gravidnom uterusu.
Lokalizovana je u plazma membrani (Baqui i sar., 2003). Sposobna je samo za
dejodinaciju unutraSnjeg prstena na T4, pa tako iskljuivo ucestvuje u procesu
degradacije TH 1 klirensu hormona iz cirkulacije (Dentice 1 Salvatore, 2011). Visoka
aktivnost DIO3 u placenti i uterusu sprecava izlaganje fetusa visokim koncentracijama
maternalnog Ts; (Hernandez i sar., 1998). U hipertiroidizmu je poviSena, a u

hipotiroidizmu snizena (Dentice 1 sar., 2013). DIO2 1 3 igraju vaznu ulogu u regulaciji
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tkivne koncentracije T3 u mozgu i perifernom nervnom sistemu. DIO3 opada kada je
koncentracija TH niska (u toku hipotiroidizma ili deficijencije joda), ¢ime se odlazu
negativni efekti hipotiroidizma u mozgu (Ciechanover i sar., 2015). Opadanje aktivnosti
DIO3 smanjuje stopu degradacije T4, $to se dovodi u vezu s poveéanom ekspresijom
DIO2 i povecanjem koncentracije T3 u tkivu (Courtin i sar., 2005).

U jetri 1 manjoj meri u bubrezima, TH se konjuguju sa sulfatima ili glukuronskom
kiselinom 1 tako eliminiSu iz organizma (Kohrle i sar., 1988; Visser i sar., 1996). DIO1
ima najvec¢i afinitet prema glukuronidovanim ili sulfatisanim metabolitima TH (de Vries
1 sar., 2015; Visser 1 sar., 1998), $to dodatno potvrduje primarnu ulogu ovog enzima u

metabolizmu TH.

1.3.2. Tiroidni receptori

Primarna uloga TH je regulacija transkripcije ciljnih gena uklju¢enih u kontrolu
metabolizma, sréanog rada, kao i procesa razvi¢a i razvoja organizma (Mullur i sar.,
2014; Danzi i1 Klein, 2002; Samuels i sar., 1988). TH hormoni se vezuju za svoje
receptore (eng. thyroid hormone receptor, TR) koji se odlikuju visokim afinitetom 1i
specificnos¢u (Wu 1 Koenig, 2001). Naime, TR postoji u dve izoforme, TRa i1 B.
Heterogenost u ekspresiji gena za 7r posledica je posttranslacionih modifikacija te zbog
toga TRa postoji u tri izoforme TRal,02 i a3, a TRP u Cetiri TRP1, B2, B3 1 AB3. TRal
vezuje T3 veéim afinitetom nego TRP1 (Ortiga-Carvalho 1 sar., 2015), dok TRa2 1 3
izoforme ne mogu da vezu Tj (Ortiga-Carvalho i sar., 2014). Mutacije u izoformama TR
dovode do pojave rezistencije na TH (Ortiga-Carvalho i sar., 2014), §to za posledicu
ima povecanje koncentracije ukupnog holesterola (HOL) i triglicerida (TG) u serumu
(Sinha 1 sar., 2014). Ekspresija TR izoformi je tkivino specifi¢na, a postoji razlika u
ekspresiji tokom razvi¢a u odnosu na adultne jedinke (Yen, 2001).

Tral se dominantno eksprimira u srcu i mozgu. U toku razvoja, ekspresija Tra2 je
1 bubrezima, dok je ekspresija Trf2 karakteristicha za mozak, hipofizu, retinu i
unutrasnje uho (Yen, 2001; Flamant i Gauthier, 2013). Trf33 se specificno eksprimira
kod pacova u bubrezima i jetri, a izoforma TrAB3 u plu¢ima i slezini (Harvey i sar.,
2007). Tokom razvi¢a Tral 1 Trp1 su visoko eksprimirani u trofoblastima i stromalnim

¢elijama placente (Yen, 2001).
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TR pripadaju velikoj superfamiliji jedarnih receptora kojoj pripadaju estrogenski (ER) i
androgenski (AR) receptori, receptori za vitamin D (VDR), receptori aktivirani
peroksizomskim proliferatorom (eng. peroxisome proliferator-activated receptors,
PPAR), liver X receptor (eng. liver X receptor, LXR) 1 receptori za retinoi¢nu kiselinu
(eng. retinoid X receptor, RXR). Ovi receptori imaju slicnu domensku organizaciju:
amino terminalni A/B domen, centralni DNK-vezuju¢i domen i karboksi terminalni,
ligand vezuju¢i domen (LBD) (Mangelsdorf i sar., 1995).

DNK-vezuju¢i domen TR prepoznaje ,thyroid hormone response elements“ (TRE),
DNK sekvence u regulatornim promotorskim regionima target gena. Ove sekvence
poseduju direktne, heksamerne AGGTCA ponovke s razmakom od 4 bazna para (4 base
pair gap, DR4; AGGTCAnnnnAGGTCA). Njih prepoznaju TR, ali i drugi nuklearni
receptori. LBD domen odreduje specificnost receptora za ligand i1 uti¢e na formiranje
homodimera ili heterodimera sa drugim receptorima, dok aminoterminalni domen
interaguje sa korepresorima, odrzavajuci odreden stepen bazalne represije gena (Yen,
2001).

TH ulaze u ¢eliju, transportuju se u jedro 1 vezuju za svoj receptor (Slika 1.3). Vazno je
naglasiti da je TR konstitutivno vezan za TRE (Williams i Brent, 1995) i u odsustvu
liganda dovodi do represije transkripcije ciljnog gena tako da do aktivacije ovog gena

dolazi tek kad je T; vezan za TR (Slika 1.4).

14



Uvod

@

000000000000000000000000000000000/ V 1 0000000000000 00000000000000000000
f

00000000000 0000000000000000000000

000000000000000000000000000000000
Citoplazma Transmembranski
transporter

Nukleus

Slika 1.3 Aktivacija tiroidnog receptora (TR) (preuzeto i prilagodeno iz Ortiga-Carvalho i sar.,
2014). RXR, receptor za retinoicnu kiselinu; TRE, ,thyroid hormone response elements™;
iRNK, informaciona ribonukleinska kiselina.

Vec¢ina TRE je locirana uzvodno od promotora ciljnih gena, odnosno njihovih
kodiraju¢ih regiona (Yen, 2001). U zavisnosti od toga da li se za TRE vezuju kao homo-
ili heterodimeri, ispoljavaju razliiti efekat na ciljne gene. U odsustvu T3, homo- i
heterodimeri formiraju komplekse sa korepresorima, koji dovode do smanjenja
transkripcije gena (Slika 1.4). T; smanjuje dimerizaciju TRa i TR, kao i njihovo
vezivanje za TRE (Andersson i sar., 1992; Miyamoto i sar., 1993; Ribeiro i sar., 1992).
TR dimeri bolje interaguju sa korepresorima koji su ukljueni u bazalnu represiju
transkripcije gena u odsustvu Ts. Suprotno, u prisustvu T3, ovaj kompleks se
destabilizuje, korepresori disosuju 1 ostavljaju prostor za vezivanje koaktivatora.

Formiranje TR-T3 kompleksa je prvi, klju¢ni korak u pozitivnoj regulaciji gena.

Represija transkripcije Aktivacija transkripcije

VAVAY
2

e

SR

Slika 1.4 Regulacija genske ekspresije ciljnog gena trijodtironinom (T3) (preuzeto i prilagodeno
iz Ortiga-Carvalho i sar., 2014). CoR, korepresor; CoA, koaktivator; RXR, receptor za
retinoi¢nu kiselinu; TR, tiroidni receptor; TRE, ,,thyroid hormone response elements*; iRNK,
informaciona ribonukleinska kiselina.
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Heterodimer TR-RXR predstavlja funkcionalni kompleks kojim se reguliSe ekspresija
T; regulisanih gena (Liu i Brent, 2010). RXR pojacava vezivanje TR za TRE sekvencu,
a kompleks ostaje vezan za TRE ciljnog gena i u odsustvu T3, odnosno kada je za njih
vezan korepresor (Yen, 2001; Ortiga-Caravalho i sar., 2014). Pored dimerizacije s RXR,
pokazano je da TR mogu da heterodimerizuju 1 sa LXR, VDR i PPAR (Liu i1 Brent,
2010). Strukturna slicnost izmedu TR sa drugim jedarnim receptorima ukazuje na
potencijal za njihovu direktnu interakciju, ali i kompeticiju za RXR. Zato se RXR
smatra ogranicavaju¢im faktorom za delovanje TR (Evans i Mangelsdorf, 2014; Liu i

Brent, 2010).

1.4. Delovanje tiroidnih hormona na lipidni metabolizam u jetri

T3 je kljuéni metabolicki regulator homeostaze lipida, jer reguliSe ekspresiju gena
esencijalnih za proces lipogeneze 1 lipolize, kao 1 biosinteze holesterola i njegove
eliminacije u jetri (Coppola 1 sar., 2013; Kuhla i sar., 2011). U uslovima hipertireoze,
povisena koncentracija TH u krvi stimuliSe mobilizaciju masti dovodec¢i do povecanja
nivoa masnih kiselina u serumu, ali i B-oksidacije masnih kiselina u jetri i miSi¢ima.
Koncentracija TH je obrnuto proporcionalna HOL i TG u serumu (Shin i Osborne,
2003; Tan i sar., 1998; Ito 1 sar., 2003).

Kljuéni Ts-zavisni geni €iji su proteinski produkti ukljuceni u lipidini metabolizam u
jetri su: thyroid hormone responsive spoti14 protein (Thrsp ili Spot14), regulator procesa
lipogeneze; sintaza masnih kiselina (eng. fatty acid synthase, Fas), enzim koji sintetiSe
zasi¢ene masne kiseline; malat dehidrogenaza (eng. malic enzyme, Me), generator
redukovanog NADP"; protein 1c koji se vezuje za element regulisan sterolom (eng.
sterol regulatory element binding protein 1c, Srebp-Ic), aktivator sinteze masnih
kiselina; Fat, transporter slobodnih masnih kiselina; karnitin palmitoiltransferaza-1-alfa
(Cpt-1a), transporter masnih kiselina kroz membranu organela; receptor za LDL (LdI-r),
transporter LDL; Cyp7al (citohrom oksidaza 7al), limitirajui enzim u procesu

degradacije holesterola u vidu zu¢nih kiselina (Slika 1.5).
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Slika 1.5 Regulacija metabolizma u jetri posredovana trijodtironinom (T3) (preuzeto i
prilagodeno iz Sinha i sar., 2014). Spot14 ili Thrsp, thyroid hormone responsive spotl4 protein;
Fas, sintaza masnih kiselina; Accl, acil koenzim A karboksilaza 1; Lxr, ,./iver X receptor,
ChREBP, protein koji se vezuje za element regulisan ugljenim hidratima (eng. carbohydrate
regulatory element binding protein); Me, malat dehidrogenaza; SirT1, sirtuin 1; Pgcla,
koaktivator receptora aktiviranog peroksizomalnim proliferativnim faktorom gama la; Cptl,
karnitin palmitoiltransferaza 1; Fgf21, fibroblasni faktor rasta 21; CD36 ili Fat, translokaza
masnih kiselina; SR-B1, ,,scavenger receptor class B type I'‘; LDL-R, receptor za lipoprotein
male gustine (LDL); SREBP2, protein 2 koji se vezuje za element regulisan sterolom (eng.
sterol regulatory element binding protein 2); Cyp7al, citohrom oksidaza 7al; ABCGS, ,,ATP-
binding cassette” G5; TRE, ,thyroid hormone response elements*, FoxOl, ,forkhead box
protein O1 “; PCK1, fosfoenolpiruvat karboksikinaza 1; G6PC, glukozo-6-fosfat fosfataza.

Pored gena ukljucenih u regulaciju lipidnog metabolizma, T; reguliSe i ekspresiju gena
ukljucenih u proces glikogeneze (Slika 1.5; Sinha i sar., 2014).

U jetri, T; reguliSe lipogenezu stimulacijom transkripcije Thrsp, Srebp-I1c 1 Lxr, tri
klju¢na lipogena transkripciona faktora (Beltowaski, 2008; Hashimoto 2006, 2007;
Schultz i sar., 2000; Sinha 1 sar., 2014; Wu i sar., 2013). Thrsp je jedan od prvih gena
pacova okarakterisanih na molekularnom nivou koji su regulisanih T; (Kinlawi sar.,
1995). Eksprimira se isklju¢ivo u jetri, belom 1 mrkom masnom tkivu 1 mlecnim
zlezdama (Brown 1 sar., 1997). THRSP je jedarni protein, distribuiran tako da prati
lokalizaciju lipogenih enzima u jetri (Brown i sar., 1997). Funkcija Thrsp je aktivacija
lipogenih transkripcionih faktora ukljuenih u promenu metabolizma lipida sa

lipolitickog na lipogeni put (Brown 1 sar., 1997; Kinlawi i sar., 1995).
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Fas je jedan od gena koje Thrsp direktno stimuliSe (Rudolph i sar., 2014). FAS je
multienzimski protein neophodan za de novo sintezu polinezasi¢enih masnih kiselina
(eng., polyunsaturated fatty acids, PUFA) (Cunningham 1 sar., 1998), odnosno
palmitinske (C16:0) masne kiseline. Ekspresija Thrsp 1 Fas gena se brzo menja kao
odgovor na stimuluse kao §to su TH, ugljeni hidrati i PUFA (Brown i sar., 1997,
Campbell i sar., 2013; Kinlawi i sar., 1995; Kinlaw i sar., 1993). Clarke i sar. (1998) su
pokazali blisku korelaciju izmedu koncentracije Thrsp 1 Fas iRNK u jetri pacova
stimulisanih Ts. Prevelika ekspresija Trhsp uzrokuje sintezu i akumulaciju lipida u jetri
(Wu 1 sar., 2013), dok njegovo utiSavanje spreava razvoj masne jetre kod db/db
miSeva, kod kojih se spontano razvijaju dijabetes i gojazni fenotip (Huang i sar., 2013).

Pored direktne T3 regulacije, ekspresija Thrsp gena zavisi od SREBP i LXR (Wu i sar.,
2013; Hashimoto i sar., 2007). Wu 1 sar. (2013) su pokazali da sintetski analog LXR,
TO901317, direktno reguliSe genski ekspresiju Thrsp, posredstvom Srebp-Ic
promovisuci lipogenezu. Izoforma SREPB, SREBP-1c je zajedno s LXR ukljuc¢ena u
sintezu masnih kiselina, dok je SREBP-2 vazan za metabolizam holesterola (Copolla i
sar., 2013). Ukoliko su koncentracije holesterola i masnih kiselina u serumu povecane,
TH indukuju gensku ekspresiju SREBP-2, dok blokiraju SREBP-1c (Liu i Brent, 2010).
Dodatno, Ts smanjuje koncentraciju LDL u serumu stimulacijom ekspresije LDL-R
(Malik 1 Hodgson, 2002). Ekspresija Ldl-r je posredovana SREBP-2, ¢ime se
obezbeduje usvajanje holesterola 1 ubrzavanje njegove eliminacije. Pacijenti sa
hipotiroidizmom imaju hiperholesterolemiju 1 akumulaciju LDL u jetri, koja se
normalizuje tretmanom T4 (Sinha i sar., 2014). Kod hipotiroidnih pacova relativna
koncentracija iRNK za Srebp-2 nije detektabilna, ali se vra¢a u prvobutno stanje nakon
tretmana Ts (Liu 1 Brent, 2010).

T3 je direktni inhibitor PPARa, senzora masnih kiselina u ¢eliji i promotora njihove -
oksidacije u mitohondrijama i peroksizomima (Georgiadi i Kersten, 2012). Ovu
inhibiciju ostvaruje direktnom kompeticijom za RXR (Juge-Aubry i sar., 1995). S druge
strane, TH promovise lipofagiju, glavni mehanizam kojim se obezbeduju masne kiseline
za B-oksidaciju u jetri (Sinha 1 sar., 2012). Blokiranje ovog procesa usled smanjene
koncentracije i delovanja TH doprinosi razvoju masne jetre (Mao i sar., 2016). TH
povecavaju ekspresiju acil koenzim A oksidaze, proteina uklju¢enog u aktivaciju

masnih kiselina, kao i CPT-1 koji obezbeduje njihov transfer kroz membranu organela
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(Jackson-Hayes 1 sar., 2003). TH takode povecava ekspresiju klju¢nih gena sirtuin 1
(Sirtl) 1 fibroblasni faktor rasta 21 (Fgf21), koji uCestvuju u metabolizmu lipida 1
njihovoj B-oksidaciji u jetri (Chang i Guarente, 2014; Adams i sar., 2010).

Prelazak na lipogeni put metabolizma nastaje delom usled preuzimanja viska slobodnih
masnih kiselina iz seruma u jetru (Einstein i sar., 2010; Pickart, 1983). Ovo usvajanje
posredovano je transportnim proteinom FAT (Wilson 1 sar.,2016), koji je lokalizovan na
plazma membrani hepatocita i predstavlja glavni transporter slobodnih masnih kiselina
u jetru (He i sar., 2011; Wilson i sar., 2016). Poveéana ekspresija FAT u jetri mrSavih
misSeva povecava usvajanje masnih kiselina, kao 1 skladistenje i sekreciju TG, a njegovo
utiSavanje Stiti od nastanka masne jetre, snizava koncentraciju lipoproteina veoma niske
gustine (eng. very low density lipoprotein, VLDL) i apolipoproteina B (ApoB) u serumu
(Koonen i sar., 2007; Sinha i sar., 2014; Nassir i sar., 2013). Preuzimanje masnih
kiselina se povecava nakon stimulacije TH (Wierzbicki i sar., 2009), a LXR je uz TR,

direktan regulator njegove ekspresije (Wu i sar., 2013; Zhang isar., 2003).

1.5. Koncept zdravog starenja

Starenje je kompleksan fizioloski proces koji karakteriSe progresivno opadanje funkcija
organizma, usporavanje metabolizma, akumulacija mutacija uz pogorSanje sveukupnog
zdravlja (Jones 1 Boelaert, 2015). Dovodi se u vezu sa razvojem hroni¢nih oboljenja:
dijabetesa, visokog krvnog pritiska, dislipidemije, bolesti jetre, endokrinih poremecaja,
osteoporoze, sarkopenije, kancera (Goldsworthy i Potter, 2014; Ghezzi i sar., 2012;
Sheedfar i sar., 2013; Bowers i sar., 2013; Chahal i Drake, 2007; De Minicis i sar.,
2013; Sullivan-Gunn 1 Lewandowski, 2013). U osnovi mnogih od ovih bolesti leze
promene u sistemu antioksidativne odbrane, mehanizamu detoksikacije i reparacije
¢elije (Yang i sar., 2016; Thomas i sar., 2016; Pan i sar., 2016).

Statisticki podaci govore da je oko 8,5% svetske populacije starije od 65 godina
(Svetska zdravstvena organizacija, 2016). Prema procenama demografa do 2050. godine
broj starijih od 65 godina dosti¢i ¢e 17% (podaci Svetske banke za 2016. godinu).
Zemlje sa najstarijim stanovniS§tvom su Japan (27%), Italija (23%), Grcka (22%),
Nemacka i Portugal (21%), a sa najmladim afri¢ke drzave Angola i Cad (2%) i arapske
zemlje  Kuvajt (2%), Ujedinjeni  Arapski Emirati 1 Katar (1%)
(http://data.worldbank.org/indicator/SP.POP.65UP.TO.ZS).
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U naSoj zemlji, procenat stanovniStva ove starosne dobi iznosi 18,7% (prema podacima
Republickog zavoda za statistiku, 2016). Po procenama, Srbija je pri vrhu evropske liste
po starosti stanovniStva (Sevo i sar., 2015; Eurostat Yearbook, 2016).

Produzavanje duzine Zivota ne znac¢i nuzno produzavanje duZzine zdravog zivota (Childs
1 sar., 2015). Kao odgovor Svetske zdravstvene organizacije na demografske promene u
starosnoj kategoriji stanovniStva, prevencija patoloskih procesa i razvoja bolesti koje
prate proces starenja, nastao je koncept zdravog starenja. Zdravo starenje je celozivotni
proces, skup aktivnosti kojima se optimizuje 1 odrzava mentalno i fizicko zdravlje, ali i
socijalno 1 ekonomsko blagostanje starijih osoba (Hansen-Kyle, 2005; Peel 1 sar., 2005).
Takode, predstavlja prevenciju sa ciljem izostanka ili odlaganja razvoja hroni¢nih
bolesti, slabosti i nesposobnosti, ¢ime se omogucava da se starenje organizma odvija
prirodno (Hansen-Kyle, 2005; Bousquet i sar., 2015).

Ishrana je jedan od nacina kojim se moZe uticati na proces starenja. Naime, upotreba
namirnica bogatih antioksidantima, vitaminima, dijetnim vlaknima moze uticati na
smanjenje incidence hroni¢nih bolesti (Watson, 2017). Polifenoli, sekundarni metaboliti
biljaka, poseduju korisna svojstva (antiinflamatorna, antioksidativna i antikancerska),
tako da je njihova svakodnevna upotreba jedna od navika koje mogu da uti¢u na zdravo

starenje ljudi (Vauzour 1 sar., 2010).

1.5.1. Starenje i funkcija Stitaste Zlezde

Starenje se dovodi u vezu sa opadanjem funkcije Stitaste zlezde kod glodara 1 ljudi
(Morganti 1 sar., 2005; Moreira i sar., 2005; Boelaert, 2013). Mnogi simptomi
hipofunkcije Stitaste Zlezde odgovaraju promenama koje nastaju sa starenjem -
netolerancija hladnoce, porast telesne mase, povisen HOL u krvi, opadanje mentalnih
funkcija. U jednom trenutku smatralo se da je hipofunkcija Stataste Zlezde jedan od
glavnih uzroka simptoma starenja (Mariotti i sar., 1995), ali se sada zna da su ove
promene rezultat i netiroidnih bolesti (Boelaert, 2013).

Sa starenjem se povecava ucestalost oboljenja Stitaste zlezde kod ljudi, tj. raste
prevalenca tiroidnih autoimunskih bolesti 1 karcinoma (Morganti i sar., 2005; Kim i sar.,
2010; Boelaert, 2013). Sa starenjem, koncentracija reaktivnih vrsta kiseonika (eng.
reactive oxygen species; ROS) u Zlezdi raste a izlaganje visokim koncentracijama H,O,

izaziva fragmentaciju Tg 1 pojavu autoantigenosti (Duthoit 1 sar., 2000, 2001). Pored
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antitela na Tg, prisutna su antitela na TPO i TSH-R. Autoantitela za TSH-R su
odgovorna za nastanak hipertiroidizma dok se antitela na Tg i TPO dovode u vezu sa
hipotiroidizmom (Furmaniak i Smith, 1990; Armengol i sar., 2001). Tiroidna
autoantitela su retka kod zdravih stogodiSnjaka dok su prisutna kod starih,
hospitalizovanih bolesnika, §to sugeriSe da ona nisu samo posledica starenja, ve¢ su u
vezi sa bolestima karakteristicnim za starenje (da Costa i Rosenthal, 2013).
Akumulacija ROS u Sstitastoj Zlezdi moze da uzrokuje oSte¢enja na DNK i pojavu
tiroidnih tumora koji sa starenjem postaju mnogo agresivniji (Sajid-Crokett, 2015).
Takode, preterana akumulacija slobodnih radikala u hipofizi tokom starenja dovodi do
apoptoze TSH i GH ¢elija (Vitale i sar., 2013).

Kada je u pitanju koncentracija TH 1 TSH kod ljudi, nije toliko izraZzen pad koncentracje
TH, ali je uoCeno da je kod stogodisnjaka povisen TSH u serumu (Klug 1 Adelman,
1979). Kod Wistar i Dutch-Miranda muzjaka pacova starenje se karakteriSe smanjenom
sekrecijom i koncentracijom ukupnog i slobodnog T4 i T3 u krvi (Donda i Lemarchand-
Beraud, 1989; Cizza 1 sar., 1992; Moreira i sar., 2005; Silvestri 1 sar., 2008) uprkos
nepromenjenoj ili blago povisenoj koncentraciji TSH (Donda i Lemarchand-Beraud,
1989). Kod zenki pacova, samo se ukupni T4 snizava (da Costa i Rosenthal, 1996).
Posledica starenja je smanjenje sekrecije TSH usled pada dnevno-no¢ne produkcije i
sekrecije TSH molekula smanjene bioaktivnosti (Cizza i sar., 1992). Donda i
Lemarchand-Beraud (1989) su pokazali da se sa starenjem smanjuje osetljivost TSH
¢elija na stimulatorno delovanje tirotropin oslobadaju¢eg hormona (eng. thyrotropin-
releasing hormone, TRH), mada neki autori tvrde da je kod starih pacova ocuvana
bazalna i sekrecija TSH koja je stimulisana TRH (Borges i sar., 1998; Correa da Costa i
sar., 2001).

Novija istrazivanja su pokazala da je kod stogodisnjaka TSH u krvi visok 1 da ovaj
parametar pozitivno korelira sa duzinom zivota (Atzmon i sar., 2009). PoviSena
koncentracija TSH (subklinicka hipotiroza), niska koncentracija hormona rasta (eng.
growth hormone, GH) 1 njegovog efektorskog molekula, insulinu sli¢nog faktora rasta 1
(eng. insulin-like growth factor 1, IGF-1) sa starenjem (somatopauza), povezani su sa
produzenjem zivotnog veka (Gong i sar., 2014; Bowers i sar., 2013; Atzmon 1 sar.,

2009).

21



Uvod

Masa Stitaste zlezde kod starih ljudi moZe da ostane nepromenjena, da se smanji ili
poveca (Berghout i sar., 1990; Mariotti i sar. 1995). Kod pacova rastu telesna masa i
apsolutna masa Stitaste zlezde Citavog zivota, tako da relativna masa Zlezde ostaje
nepromenjena (Mariotti i sar., 1995; Takaoka, 1995; Rao-Rupanagudi i sar., 1992).
Aktivnost DIO1 se menja Sto ukazuje na poremecenu konverziju TH sa starenjem
(Donda 1 Lemarchand-Béraud, 1989; da Costa i Rosenthal, 2013). U Stitastoj zlezdi
starih muzjaka pacova aktivnost ovog enzima se smanjuje, dok suprotno, u hipofizi,
dolazi do povecanja aktivnosti DIO1 1 DIO2, S§to ukazuje na postojanje adaptivnog
mehanizma kojim se kompenzuju niske koncentracije TH u cirkulaciji rezultujuci
neprimereno normalnim novoom TSH u krvi starih pacova (Donda i Lemarchand-
Béraud, 1989). Aktivnost DIO2 u hipofizi se smanjuje nakon orhidektomije pacova u
kasnom srednjem dobu (Sosi¢-Jurjevi¢ i sar., 2012), kao i usled pada koncentracije
endogenog testosterona sa starenjem (Zirkin i Tenover, 2012).

U ciljnim organima kao S$to su jetra i bubrezi ipak postoji razlika u koncentraciji TH.
Schomburg i sar. (2007) su ukazali na polne razlike u ekspresiji Diol u jetri. Naime,
mladi muzjaci imaju vecu aktivnost a manju gensku ekspresiju u poredenju sa mladim
zenkama (Riese i sar., 2006). Medutim, poredenjem ovih parametara kod starih miseva
uocava se da aktivnost DIO1 ostaje relativno stabilna u jetri Zenki dok se kod muzjaka
smanjuje (Schomburg i sar., 2007; Donda i Lemarchand-Béraud, 1989). U bubrezima
ovaj pad nije toliko izrazen te starenje nema veliki uticaj na promenu u ekspresiji DIO1
(Schomburg i sar., 2007; Silvestri i sar., 2008). Nasuprot tome, u jetri muzjaka pacova
tokom starenja o¢uvana je osetljivost DIO1 na regulaciju androgenima (Sogi¢-Jurjevié
2012, 2015).

Kada je re¢ o DIO2, u miSi¢ima zdravih starih ljudi njena aktivnost opada (Peeters i sar.,
2005, 2006), sto doprinosi smanjenju produkcije serumskog T3, dok aktivnost DIO2 u
jetri ostaje nepromenjena (Visser i sar., 2016). U modelu izazvanog i prirodnog starenja
kod miSeva, DIO3 pokazuje neoc¢ekivan rast aktivnosti u jetri, iako je njena primarna
ekspresija vezana za fetalno tkivo (Visser i sar., 2016). Ovaj rast mozZe biti posledica
oslabljene GH/IGF1 osovine kod starih zivotinja (Visser i sar., 2016), iako rezultati
Silvestri 1 sar. (2008) sugeriSu da koncentracija DIO3 nije detektabilna u njihovom

modelu. Medutim, indukcija DIO3 uti¢e na lokalnu koncentraciju TH u tkivu, usled
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povecane deaktivacije T; 1 T4 i njihove snizene produkcije u tkivu bez ometanja
sistemske koncentracije TH (Gereben i sar., 2008).

Sa starenjem raste koncentracija TTR 1 TGB kod miseva 1 ljudi (Ding i Kopchick, 2011;
Serot 1 sar., 1997; Savu 1 sar., 1991; Vranckx i sar., 1995) kao kompenzatorni
mehanizam na smanjenje produkcije TH. Usvajanje T3 putem membranskih transportera
podleze species- 1 tkivno-specifiénoj modulaciji ekspresije. Silvestri i sar. (2008) su
pokazali da je kod 24 meseca starih pacova genska i proteinska ekspresija MCTS
snizena u jetri ali ne i u bubrezima. U jetri miSeva uoCava se povecanje genske
ekspresije skoro svih transportera TH, dok Mct8 ostaje nepromenjen (Engels i sar.,
2015).

U jetri starih pacova se ne uocavaju promene u ekspresiji TRal dok genska 1 proteinska
ekspresija TRB1 progresivno rastu (Silestri 1 sar., 2008). U bubrezima, rastu i genska 1
proteinska ekspresija TRal u odnosu na mlade zivotinje (Silestri i sar., 2008). Medutim,
kako jedarna koncentracija TRB1 opada u oba organa sa starenjem, to moze da objasni
smanjenu ekspresiju DIO1 (i snizenu koncentraciju TH), Sto sugeriSe promenjen
bioloski odgovor ovih organa na delovanje TH (Visser, 1996; Visser i sar., 2016).

Sa starenjem opada koncentracija selena u krvi (Cann i Ames, 2011). Ovaj
mikroelement ukljucen je u proces antioksidativne zastite u Stitastoj zlezdi, pa stoga
njegov pad moze dovesti do povecanja oksidativnog stresa i razvoja tiroidnih bolesti
(Vitale 1 sar., 2013; Schomburg, 2017). Takode, DIO su selenocisteinski enzimi, tako da

sa starenjem deficit selena moze uticati na njihovu aktivnost (Beckett i sar., 1992).
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1.6. Struktura i funkcija jetre

Jetra je najznacajniji 1 najkompleksniji metabolicki organ u ljudskom telu. Podeljena je
na desni i levi rezanj, koji su obavijeni omotacem od vezivnog tkiva. ReZnjevi se sastoje
iz jetrinih lobusa. U centru heksagonalnog lobusa nalazi se terminalna grana centralne
vene oko koje su rasporedeni nizovi hepatocita u obliku gredica izgradenih od jednog ili
dva sloja ¢elija. Izmedu gredica nalaze se Zu¢ni kanaliéi. Jetra je odli¢no prokrvljena jer
do nje dospeva krv iz hepaticne arterije 1 portalne vene. Njihovim grananjem u arteriole
i venule formiraju se sinusoidi, koji formiraju kapilarnu mrezu u jetri.

Portna trijada je strukturna jedinica jetre jer omogucéava osnovu za njene metabolicke i
sekretorne funkcije (Krishna, 2013). Sastoji se od hepati¢ne arterije, portalne vene i
terminalnih grana zu¢nih kanali¢a (Slika 1.6). Krv od portne trijade tece kroz sinusoide
do centralne vene, dok zu¢ putuje u suprotnom smeru, od hepatocita ka ve¢im zZu¢nim
kanalima i1 Zu¢noj kesi. lako postoji nekoliko klasifikacija lobusa, histoloski i
funkcionalno prihvacen je koncept acinusa, koji predstavlja prostor izmedu centralnih
portalnih vena i trijada (Slika 1.6).

Acinus je podeljen na 3 zone. Zona 1 se naziva Eobue

Acinus

periportalna (Slika 1.6). Najbogatija je kiseonikom i
u njoj se obavlja process lipolize, oksidativne

fosforilacije 1 glukoneogeneze. Zona 2 predstavlja

prelaz izmedu periportalne i perivenozne zone, a u

njoj se obavlja metabolizam ksenobiotika. Zona 3 ili

perivenozna zona predstavlja zonu u koju dospeva \

dezoksigenisana krv i u njoj se obavlja proces PH‘:\_‘. L
lipogeneze, glikolize i ciklus trikarbonskih kiselina s

(Colnot i Perret, 2011).
Slika 1.6 Strukturna 1 funkcionalna jedinica jetre (preuzeto 1 prilagodeno sa
https://www.studyblue.com/#flashcard/flip/8168027). PV, portalna vena; CV, centralna vena;

HA, hepati¢na arterija; ZK, zuéni kanal.

Hepatociti su najbrojnija populacija ¢elija koja €ini jetrin parenhim dok stromu ¢ine
endotelske celije sinusoida, Kupferove celije kao 1 jetrene stelatne (Ito) Ccelije.
Metabolicku funkciju jetre obavljaju hepatociti koji stvaraju i izlucuju zu¢, reguliSu

homeostazu ugljenih hidrata i holesterola, vrSe sintezu lipida i izlucuju lipoproteine
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plazme, proizvode ureu, serumske albumine, faktore zgruSavanja, enzime i sli¢no;
omogucavaju metabolizam ili detoksikaciju lekova i1 drugih molekula. Izuzetna
vaskularizovanost omoguéava jednostavnu razmenu metabolita izmedu krvi i jetre, ali i
interakciju sa imunskim celijama (McCuskey i Reilly, 1993; Fraser i1 sar., 1995;
McCuskey, 2000). Jetrene endotelske ¢elije su specijalizovane za efikasno obavljanje
procesa ultrafiltracije 1 endocitoze, Kupferove ¢elije posreduju u imunskom odgovoru, a

Ito ¢elije predstavljaju depo vitamina A.

1.6.1. Morfoloske i funkcionalne promene u jetri sa starenjem

Progresivno sa starenjem smanjuje se masa i volumen jetre (Chao i sar., 2002) kao i
protok krvi kroz nju (Anantharaju i sar., 2002). Kapilari sinusoida postaju sve vise nalik
kapilarima nefenestriranog tipa, zadebljavaju, smanjuje im se poroznost 1 broj fenestri
(defenestracija), $to uzrokuje promenu u usvajanju hilomikrona, eliminaciji lekova i
nakupljanja stetnih makromolekula (Couteur i sar., 2008). Takode, stvaraju se depoziti
lipofuscina 1 multijedarnih ¢elija u parenhimu jetre, a dolazi i do proliferacije Zu¢nih
kanala (Chao i sar., 2002). Smanjenjem sekretornog aparata u hepatocitima smanjuje se
1 koncentracija aspartat aminotransferaze (AST), alanin aminotransferaze (ALT) 1
adenozin trifosfata (ATP), usled poremecenog rada mitohondrija (Kim i sar., 2015;
Anantharaju 1 sar., 2002; MacQueen i sar., 2011). Koncentracija gama glutamil
transferaza (GGT) raste sa starenjem (Speisky, 1992).

Koncentracija TG 1 HOL u jetri raste, dok koncentracija fosfolipida ostaje
nepromenjena (Anantharaju i1 sar., 2002; Holzer i sar., 2013). Kod ljudi i pacova
smanjuje se eliminacija LDL usled smanjenja ekspresije LDL-R (Ericsson i sar., 1991;
Parini 1 sar., 1999; Grundy 1 sar., 1985), kao i klirens hilomikrona usled smanjene
propustljivosti endotelskih ¢elija (Field i Gibbons, 2000; Couteur i sar., 2008).
Smanjenje konverzije HOL u jetri smanjenjem aktivnosti Cyp7al doprinosi
dislipidemiji povezanoj sa starenjem (Galman i sar., 2007). Vazno je napomenuti da
postoje razlike u profilu lipoproteina izmedu pacova i ljudi. Konkretno, pacovi su ,,HDL
zivotinje* sa relativno niskom koncentracijom VLDL i1 LDL (Muniz i Bastida, 2008).
Takode, pacovima nedostaje ili imaju nisku aktivnost enzima holesterol estar
transfernog proteina (Ponsin i sar., 1992; Oschry i Eisenberg, 1982), koji je zaduzen za

transfer HOL estara sa HDL na VLDL ili hilomikrone. Kod pacova sa normalnom
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koncentracijom holesterola HDL ¢&ine 75% udela ukupnog HOL, dok je kod ljudi
najvisa koncentracija LDL, uz umerene koncentracije HDL 1 VLDL (Muniz 1 Bastida,
2008).

Sa starenjem dolazi do narusavanja ravnoteze izmedu sinteze i -oksidacije masnih
kiselina u pravcu sinteze 1 njihove akumulacije, ¢ime se stvaraju predispozicije za
nastanak masne jetre i1 nealkoholne masne bolesti jetre (eng. non-alcoholic fatty liver
disease, NAFLD (Kuhla i sar., 2011; Wilsoni sar., 2016). Tollet-Egnell i sar. (2001) su
pokazali povecanje transkripcije gena Thrsp, Fas i stearil CoA desaturaza (Scd-1) kod
starih Zivotinja. Takode, sa starenjem raste ekspresija Fat kod pacova i ljudi, Sto se

takode dovodi u vezu sa pojavom NAFLD (Wilson i sar., 2016; Sheedfar i sar., 2014).

1.6.2. Reaktivne vrste kiseonika i antioksidativna zaStita u jetri

Oksidativni metabolizam u jetri podrazumeva produkciju visoko reaktivnih molekula
koji sadrze kiseonik. Stitasta Zlezda direktno uti¢e na ovaj proces jer TH, povecavajuéi
¢elijsku respiraciju u mitohondrijama, povecavaju koncentraciju ROS u ¢eliji (Erdamar
1 sar., 2010; Messarah 1 sar., 2011). ROS se generiSu u mitohondrijama procesom
aerobnog metabolizma (90%), ali 1 oksidativnom eksplozijom tokom imunskog
odgovora ili detoksikacijom lekova i drugih ksenobiotika (Young i Woodside, 2001;
Krishnamurthy i Wadhwani, 2012).

U ROS spadaju hidroksil radikal (HO"), superoksidni anjon radikal (O,"), singlet
kiseonika ('O,), azot monoksid radikal (NO") i brojni lipidni peroksidi (LOO"). H,0,
nije slobodni radikal de facto ali nastaje procesom deaktivacije ROS aktivnoséu
antioksidativnih enzima i u velikim koncentracijama ispoljava Stetne efekte po celiju.
Oksidativni stres nastaje kada dode do remecenja ravnoteze izmedu prooksidanata i
antioksidanata u ¢eliji, odnosno molekula koji oStecuju i sStite ¢eliju (Catala, 2012). Iako
su neki od ROS signalni molekuli, njihova akumulacija ili nedovoljna eliminacija
uzrokuje oSte¢enje proteina, DNK i lipida (Halliwell, 2007).

ROS menjaju osobine ¢elijske membrane kao $to su fluidnost i propustljivost, transport
jona i inhibicija metabolickih procesa (Pamplona, 2008) ali uticu 1 na gubitak aktivnosti
enzima, ostecuju DNK uslovljavaju¢i pojavu senescentnog (starog) fenotipa celija

(Ziegler 1 sar., 2015; Catald, 2012; Hulbert, 2007). Smatra se da Steta nacinjena
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delovanjem ROS ima centralnu ulogu u razvoju hroni¢nih bolesti i kancera (Khansari i
sar., 2009; Pham-Huy 1 sar., 2008; Vitale i sar., 2013).

PUFA u fosfolipidima membrane su posebno podlozne lipidnoj peroksidaciji u
prisustvu ROS (Gonzalez-Covarrubias, 2013). Zasi¢ene (eng. saturated fatty acids,
SFA) i mononezasi¢ene masne kiseline (eng. monounsaturated fatty acids, MUFA) su
otporne na peroksidaciju, dok PUFA vrlo lako bivaju oStec¢ene, a podloZnije su $to im je
veéi broj nezasi¢enih dvostrukih veza (Gonzalez-Covarrubias, 2013; Hulbert, 2008).
Ovaj proces stvara LOO’ radikal koji domino efektom stvara nove radikale koji
nastavljaju da oSte¢uyju membranu. Krajnji produkti lipidne peroksidacije,
malonildialdehid (MDA) i konjugovani dieni predstavljaju mutagene i kancerogene
molekule (Pham-Huy i sar., 2008) tako da njihovo uklanjanje moze predstavljati klju¢ u
sprecCavanju bolesti povezanih sa starenjem.

Hulbert (2007) je pokazao da su pove¢an MUFA/PUFA odnos i zastupljenost SFA u
membrani povezani sa nizom stopom lipidne peroksidacije, oksidativnog osStecenja i
povecanjem duzine zivotnog veka (Slika 1.7). Stoga varijacija u lipidnom sastavu
membrane, odnosno desaturacija membrane, direktno uti¢e na stepen oksidativnih
oStecenja fosfolipida membrane 1 zivotni vek kod mnogih vrsta sisara (Hulbert, 2007,

2008; Gonzalez-Covarrubias, 2013).

[ s,a mura PUFA >
Dugovecnost
Starenje

Slika 1.7 Stepen zasi¢enosti u fosfolipidima plazma membrane direktno uti¢e na dugovecnost,
odnosno proces starenja organizma (preuzeto i prilagodeno iz Naudi i sar., 2013). SFA, eng.
saturated fatty acids, zasi¢ene masne kiseline; MUFA, eng. monounsaturated fatty acids,
mononezasi¢ene masne kiseline; PUFA, eng. polyunsaturated fatty acids, polinezasi¢ene masne
kiseline.

Odrzavanje homeostaze u uslovima povecane koncentracije ROS postize se aktivacijom
endogene antioksidativne zastite (Halliwell 1 Gutteridge, 1990; Halliwell i sar., 1992;
Johnson, 2002). Odbrana od ROS podrazumeva njihovo uklanjanje u enzimskim
reakcijama, eliminaciju elektron donorima kao S§to su redukovani glutation (GSH),
vitamin C, vitamin E, bilirubin i mokra¢na kiselina, ili eliminaciju prooksidativnih

metala vezivanjem za specifi¢ne proteine (Krishnamurthy i Wadhwani, 2012).

27



Uvod

Antioksidativni enzimi superoksid dismutaza 1 1 2 (eng. superoxide dismutase, SODI 1
2), katalaza (eng. catalase, CAT), glutation peroksidaza (eng. glutathion peroxidase,
GPx) 1 glutation reduktaza (eng. glutathion reductase, GR), kao i GSH, sposobni su da
stabilizuju ili deaktiviraju slobodne radikale pre nego Sto nanesu Stetu celijskim
makromolekulima i organelama.

U celijama sisara postoji nekoliko izoformi SOD. SOD1 (CuZnSOD) izoforma je
lokalizovana u citoplazmi i organelama gotovo svih tipova ¢elija. U aktivnom centru
enzima su cink i bakar. SOD2 (MnSOD) nalazi se u mitohondrijama i poseduje mangan
u aktivnom centru. EC-SOD (vanéelijska SOD) je cink bakar SOD koja se razlikuje od
SODI. SintetiSe se u fibroblastima i endotelskim ¢elijama a nalazi se u intersticijalnom
prostoru tkiva, plazmi, limfi 1 sinovijalnoj te¢nosti. SOD katalizuje reakciju dismutacije

02._ do HzOzI
0, +0, + 2H'—»H,0,+0,

SOD1 i SOD2 redukuju O," nastao u citoplazmi, tokom procesa respiracije ili p-
oksidacije u mitohondrijama (Guan i sar., 1998; Majima 1 sar., 1998), dok nastali H,O,
uklanjaju CAT ili GPx.

CAT je enzim koji katalizuje dvostepenu konverziju H;O, do H;O 1 O,.

CAT-Fe(III) + H,O, —supstanca |
supstanca [ + H,O, — CAT-Fe(Ill) +2H,0+0;

U aktivhom centru enzima je hem grupa. Brzina reakcije koju katalizuje je ekstremno
brza, $to implicira da je ovaj enzim nemoguce zasititi in vivo (Chance i Oshino, 1971).
Lokalizovana je u peroksizomima, u kojima se tokom procesa [-oksidacije masnih
kiselina produkuju ROS. Najaktivnija je u jetri i eritrocitima, ali je prisutna i u ostalim
tkivima.

GPx je enzim koji katalizuje oksidaciju GSH uz utro$ak, odnosno eliminaciju H,O».
ROOH + 2GSH — GSSG + H,0 + ROH

LOO’ takode moze da bude supstrat ovom enzimu, koji stoga ima ulogu u popravci
ostecenja nastalih lipidnom peroksidacijom membrane. GPx zahteva prisustvo selena u

svom aktivnom centru. lako je rasprostranjen u svim tkivima, najveca koncentracija
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ovog enzima je u jetri. Subcelularno, distribucija GPx obuhvata citoplazmu,
mitohondrije, jedro i membranu, tako da je glavni skavandZer (eng. scavenger;
uklanjivac) H,O, u ovim delovima ¢elije (Freeman i Meredith, 1988).

Za aktivnost ovog enzima neophodno je konstantno prisustvo redukovanog GSH. GR je
enzim zavisan od flavin nukleotida i ima slicnu tkivnu distribuciju kao GPx. GR
katalizuje reakciju redukcije oksidovanog GSH (GSSG) uz potrosnju NADPH" kao
kofaktora.

GSSG + NADPH + H' — 2GSH + NADP"

GSH je glavni izvor tiolnih grupa (-SH) u unutaréelijskim kompartmentima i odgovoran
je za odrzavanje redoks ravnoteze u ¢eliji. GSH redoks ravnoteza predstavlja odnos
GSH:GSSG 1 koristan je marker kojim se odreduje redoks stanje celije (Zhou 1 sar.,
2014). GSH je sposoban da direktno ispolji antioksidativnu funkciju, sakupljanjem
slobodnih radikala. Pove¢anjem GSH:GSSG odnosa podize se antiksidativni kapacitet,
dok njegovo smanjenje ukazuje na oksidativni stres i smanjenu oksidativnu odbranu.
Odnos GSH:GSSG je u normalnim uslovima uvek u korist redukovanog GSH (9:1), kao
rezultat aktivnosti enzima GR. Promene u GSH:GSSG se dovode u vezu sa procesima
koji dovode do dijabetesa i bolesti jetre (Tiwari i sar., 2013; Narasimhan 1 sar., 2010).

Pored toga, GSH predstavlja esencijalni kofaktor za GPx u reakciji eliminacije H>O,.

1.6.3. Starenje i antioksidativni enzimi u jetri

Stopa oksidativnog oStecenja raste sa starenjem, kako opada efikasnost antioksidativnog
sistema zastite i reparacionih mehanizama organizma (Rahman, 2007). Ukoliko se ROS
brzo ne uklone, izazivaju oStecenja proteina i masnih kiselina te dolazi do akumulacije
oksidovanih i glikooksidovanih produkata koji izazivaju ¢elijsko starenje (Ziegler i sar.,
2015). Glikacija koja se deSava sa starenjem ugrozava aktivnost CAT 1 remeti
mitohondrijsku antioksidativnu zastitu (Bakala 1 sar., 2012). Snizavanje aktivnosti SOD
se dovodi u vezu s razvojem Alchajmerove bolesti (Esposito i sar., 2006), dok
remecenje aktivnosti CAT i GPx doprinosi razvoju sarkopenije kod starih pacova
(Sullivan-Gunn i1 Lewandowski, 2013). Preterana koncentracija ROS u mitohondrijama,
zajedno s padom antioksidativne odbrane koja je inace veoma aktivna u jetri, dovodi do
akumulacije lipida, razvoja NAFLD i hepatocelularnog kancera (De Minicis i sar.,

2013; Floreani, 2007; Petersen i sar., 2003).
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1.7. Polifenoli i citrusni flavanoni

Flavonoidi su sekundarni metaboliti biljaka rasprostranjeni u vocu, povrcéu, orasastim
plodovima, kakau, ¢aju, kafi i vinu (Manach i sar., 2004). Uz fenolne kiseline, lignane i
stilbene, flavonoidi spadaju u polifenole, jedinjenja sa osnovnom strukturom
aromaticnog prstena i jednom ili viSe hidroksilnih grupa, ¢iji broj i polozaj definise
bioloSka svojstva ovih jedinjenja (Slika 1.8). Flavonoidi se prema strukturi dele na:
flavanone, flavone, flavonole, flavanole (katehine), izoflavone i antocijane (Slika 1.8).

Citrusni flavanoni su klasa flavonoida isklju¢ivo zastupljena u citrusnom vocu, gde
predstavljaju 95% od ukupnog sadrzaja flavonoida (Erlund, 2004). U prirodi se javljaju
u formi aglikona 1 glikozida, kao 1 njihovih metilovanih derivata. Aglikoni su bioaktivni
oblik flavonoida, dok glikozidi predstavljaju aglikone vezne za Secernu grupu, najcesce
glukozu (Chanet i sar., 2012). Glavni aglikoni citrusa (Slika 1.9) su naringenin (NAR) u
grejpfrutu, hesperetin (HES) u pomorandzi i mandarini i eriodiktiol u limunu (Khan i
sar., 2013). Analozi aglikona su glikozidi naringin, hesperidin i eriocitrin koji su u

razli¢itom procentu zastupljeni u citrusnom voc¢u (Khan i sar., 2013).

[ Polifenoli
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Slika 1.8 Podela polifenola.
Sadrzaj flavanona zavisi od dela vo¢a u kom se nalaze. Cvrsti delovi voéa, pogotovo
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albedo (beli sunderasti deo) ili membrane koje razdvajaju segmente ploda, su najbogatiji
flavanonima i imaju ih vise u poredenju sa sokom. Koncentracija glikozida flavanona u

cedenom soku od pomorandze je u opsegu od 14-77 mg / 100mL, dok koncentracija
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aglikona varira u opsegu 19-47 mg na 100 g (Peterson 1 sar., 2006). Sadrzaj glikozida
naringina u cedenom soku od grejpfruta varira izmedu 17-76 mg / 100 mL, dok na 100
g voc¢a ima 30 mg aglikona (Peterson i sar., 2006). ProseCan dnevni unos flavanona u

obliku aglikona procenjen je na 2,7-78 mg kod odraslih osoba (Chanet i sar., 2012).

o OH Hesperetin

Naringenin

Slika 1.9 Strukturna formula naringenina i hesperetina.

Pre apsorpcije, ishranom uneti glikozidi flavanona moraju da hidrolizuju do aglikona,
da bi stekli pun kapacitet bioloSkog dejstva. Ovu reakciju katalizuju enzimi glikozidaze
poreklom iz mikrobiote debelog creva (Chanet i sar., 2012). Nakon usvajanja,
flavonoidi se metabolizuju u jetri, pri ¢emu dolazi do adicije hidroksilne grupe ili
transformacije aglikona procesom metilacije, glukuronidacije ili sulfatacije. Kao rezultat
navedenog, u sistemskoj cirkulaciji flavanoni uglavnom postoje kao sulfovani i
glukuronidovani metaboliti (Tang i sar., 2012; Wang i sar., 2006). Medutim, 1 glikozidi
se takode mogu naci u cirkulaciji (Erlund i sar., 2004).

Posto flavanoni moraju da dospeju do debelog creva pre apsorpcije, njihova maksimalna
koncentracija u plazmi dostize se nakon 6h od ingestije (Chanet i sar., 2012). Ekskrecija
flavanona putem urina deSava se tokom 24h od ingestije, pri ¢emu je pik ekskrecije
izmedu 6 1 12h nakon unosa. Stepen izlu€ivanja ovih supstanci urinom, izraZzen kao

procenat od ukupnog wunosa flavonoida, sugeriSe da su flavanoni medu
1.7.1. Bioloska dejstva polifenola i citrusnih flavanona
1.7.1.1. Potencijalno Stetna bioloSka dejstva — uticaj na endokrinu homeostazu

Po definiciji Evropske komisije, endokrini ometa¢ (eng. endocrine disrupting

compound; EDC) je egzogena supstanca ili smeSa supstanci koja menja funkciju
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(funkcije) endokrinog sistema i uzrokuje Stetne efekte na zdravlje intaktnog organizma
ili njegovog potomstva. Sli¢nu definiciju propisuje i Evropsko endokrinolosko drustvo
koje kaze da su EDC hemikalije koje imitiraju, blokiraju ili ometaju delovanje hormona
u endokrinom sistemu, ¢ime mogu izazvati Stetne zdravstvene efekte u organizmu.
Efekti EDC najviSe su ispitivani na reproduktivnoj osovini. Naime, masovna izloZenost
EDC u toku prenatalnog i postnatalnog razvi¢éa moze da ostavi trajne posledice po
reproduktivno zdravlje i doprinese porastu infertilnosti u populaciji, imanentne odlike
savremenog ekonomski razvijenog dela sveta. Posebno je vazno ispitati izlaganje
organizma EDC u specificnim, osetljivim periodima kao §to su prenatalni i pubertalni ili
kod starih organizama (Diamanti-Kandarakis i sar., 2009). Mnogi EDC deluju na
reprodukciju 1 razvice tako Sto interferiraju sa signalnim putevima ER 1 AR (Shanle 1
Xu, 2011; Luccio-Camelo i Prins, 2011).

Ksenobiotici (hemijske supstance koje se nalaze u organizmu, ali se u njemu ne
proizvode) mogu da uticu na tiroidnu homeostazu delujuéi na proces sinteze i sekrecije

TH, usvajanja 1 organifikaciju joda, transporta i metabolizam TH, kao i centralnu TRH-

na tiroidnu homeostazu.

Sa druge strane, brojna istrazivanja govore da muzjaci brze metaboliSu ksenobiotike,
zbog testosterona koji stimulatorno deluje na detoksikacioni mehanizam u jetri i
bubrezima. Neki od enzima koji su pod direktnom kontrolom testosterona su CYP
enzimi (npr. CYP2C18 i CYP3A2), flavin monooksigenaze i sulfotransferaza (Mugford
1 Kedderis, 1998; Mori 1 sar., 2007). Medutim, kako sa starenjem koncentracija
testosterona progresivno opada, to korelira sa padom detoksikacione moci i
farmakokinetike ksenobiotika kod starih pacova (Schmucker, 2005; Lee i sar., 2011,
2008; Mori 1 sar., 2007). Za kriti¢ne periode zivotnog ciklusa, kada ksenobiotici mogu
da imaju najpogubniji uticaj smatraju se periodi u kojima nema sekrecije testosterona ili
je njegova koncentracija u serumu niska, kao S§to je slucaj sa prepubertalnim i starim
pacovima (Mugford i Kedderis, 1998; Mangelsdorf i sar., 2003). Dodatno, stopa
sposobnosti regeneracije jetre opada sa starenjem, a izlaganje ksenobioticima moZze

doprineti nastanku bolesti jetre (Schmucker, 2005).
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1.7.1.2. Polifenoli kao endokrini ometaci

Polifenoli su sposobni da deluju kao fitoestrogeni, odnosno supstance koje se vezuju za
nuklearne i/ili membranske ER i deluju kao endogeni estradiol, bilo u pogledu genske
ekspresije, bilo po pitanju aktivacije/inhibicije odredenih signalnih puteva (Zierau i sar.,
2008). Jednom aktivirani jedarni receptori kao dimeri vezuju se za specificne hormone
responsive elements u promotorskim regionima ciljnih gena i menjaju dinamiku njihove
ekspresije, ¢ime se objasnjava Sirok spektar metabolic¢kih perturbacija koje izazivaju u
eksperimentalnim i epidemioloSkim studijama (Heindel i sar., 2017). NAR je slab
agonista ER (Harris 1 sar., 2005), ali je sposoban da deluje kao kompetitivni antagonista
u prisustvu potentnih aktivatora ER kao $to su estradiol i genistein (Kim i Park, 2013).
NAR je sposoban da izazove odgovor iste ili skoro iste magnitude kao nanomolarne
koncentracije estradiola (Kuiper i sar., 1998). Hesperetin moZe da ispolji inhibitoran
efekat na aktivnost enzima aromataza (Ye i sar., 2012) ali ne ispoljava estrogensku
aktivnost (Kalita 1 Milligan, 2010).

Ispitivanje ovih supstanci dovodi u pitanje kvalitet procene rizika i1 evaluacije
bezbednosti njihove primene. Cak i kad se potencijalno opasne supstance detektuju i
okarakteriSu, tesko je proceniti duzinu 1 stepen izlaganja koja dovodi do Stetnih efekata
kod ljudi. Kada su u pitanju polifenoli, procena je kompleksna ne samo zato Sto je u
pitanju grupa raznovrsnih jedinjenja, ve¢ i iz razloga $to jo§ nisu razvijene metode
precizne evaluacije njihovog dejstva. Tako, merenje koncentracije odredenih metabolita
polifenola u krvi ili tkivu nije najbolje reSenje zbog intervarijabilne specifi¢nosti u
metabolisanju ovih supstanci. Dodatno, problem predstavlja sloZenost tehnika za
merenje biomarkera, kao 1 validaciju dobijenih rezultata (Mennen i sar., 2005). Kako su
ove supstance jo§ uvek nedovoljno ispitane a imaju potencijalno velike posledice po
zdravlje ljudi i ukupan biodiverzitet, potrebno je Sto detaljnije okarakterisati promene
koje nastaju kao posledic njithovog delovanja, naro€ito u in vivo istrazivanjima.

Citrusni flavanoni zbog svoje strukturne slicnosti sa endogenim tiroksinom i
estradiolom mogu da remete ravnotezu ovih endokrinih osovina tako §to uticu na
biosintezu hormona 1i/ili interakciju hormona sa njihovim receptorima i signalnim
putevima (Pellegrini i sar., 2014). Supstance koje negativno uti¢u na transport TH
potencijalno dovode do ozbiljnih poremecaja u delovanju TH. Naime, mehanizam kojim

se T3 vezuje za TR ili MCT8 ispoljava neverovatnu sli¢nost jer se vezuje izmedu spone
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koju ¢ine aminokiseline histidin i arginin, prisutne i kod TR i MCTS8 transportera
(Johannes i sar., 2016). Zbog ovakve strukture i organizacije, supstance koje su sli¢ne
TH mogu da se vezu umesto njih 1 ispolje inhibitoran efekat. Takav je slucaj sa smeSom
flavonoida silimarinom, preciS¢enim ekstraktom biljke gujina trava (lat. Silybum
marianum; eng. Milk thistle) 1 njegovim glavnim aktivnim principom, silikristinom, koji
zbog svoje strukture i sterne sliCnosti sa tiroksinom moze da se veze za MCT8 u
nanomolarnoj koncentraciji inhibiraju¢i Celijski transport TH (Johannes i sar., 2016).
Takode, izoflavon genistein zbog sterne slicnosti kompetira sa T4 za vezivno mesto u
TTR, potencijalno povecavajuci biodostupnost ovog hormona za ciljna tkiva i organe, a
takode u mikromolarnoj koncentraciji inhibira DIO1 1 MCT8 in vitro (Braun i

Schweizer, 2015).

1.7.1.3. Uticaj citrusnih flavanona na tiroidnu homeostazu

Prva antitiroidna delovanja flavonoida dokazali su Moudgla i sar (1958) kada su pacove
hranili flavonoidima oraha, izazvali im strumu i dokazali da flavonoidi inhibiraju
biosintezu TH 1 usvajanje joda. Dodatno, antitiroidni efekti prosa koreliraju sa
sadrzajem flavonoida apigenina i luteolina, koji svoje strumogene efekte ispoljavaju in
vivo, dok organifikaciju joda inhibiraju in vitro (Gaitan i sar., 1989).

Divi i Doerge (1996) su evaluirali efekte razli¢itih flavonoida na inhibiciju TPO. Medu
najpotentnijim su bili miricetin, kampferol, morin, kvercetin i NAR. Flavonoidi mogu
da deaktiviraju TPO kovalentnim vezivanjem za Kkataliticko mesto enzima ili
nekompetitivnom eliminacijom H,0O,, neophodnog za formiranje jodiranih tirozina
(Divi 1 Doerge, 1996). Ekstrakt K. brasilensis inhibira aktivnost TPO kompetitivnim
vezivanjem joda i1 kuplovanjem H,O; in vitro (Ferreira 1 sar., 2000). Antioksidativne
osobine flavonoida mogu da budu razlog inhibicije sinteze TH, imaju¢i u vidu
sposobnost flavonoida za uklanjanje H,0O,.

Inhibicijom TPO raste koncentracija TSH u serumu $to dovodi do rasta Zlezde i pojave
strume. Divi 1 sar. (1997) su pokazali da su izoflavoni soje, genistein 1 daidzein,
sposobni da blokiraju aktivnost TPO ¢ak i u koncentracijama koje su detektovane u
serumu ljudi koji redovno konzumiraju soju. Ovo utice na prolazno povecanje
koncentracije TSH i daidzeina u serumu (Hampl i sar., 2008; dos Santos i sar., 2011).
Medutim, vazno je napomenuti da efekti citrusnih flavanona na inhibiciju TPO nisu

potvrdeni in vivo. Chandra i Do (2010) su pokazali da katehini inhibiraju aktivnost
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TPO, snizavaju TH i povecaju koncentraciju TSH u serumu. Sli¢an efekat je pokazan u
nasoj laboratoriji prilikom administracije niskih doza genisteina i daidzeina u modelu
andropauze kod pacova (Sofié-Jurjevié i sar., 2010). Medutim, dalja istraZivanja su
pokazala da su izoflavoni u kompeticiji s T4 za vezivanje za TTR, zbog Cega uzrokuju
njegovo uklanjanje sa ovog transportera i povecavaju koncentraciju T4 u serumu i
posledi¢no ekspresiju T3 zavisnih gena u jetri i bubrezima (Sosié-Jurjevié i sar., 2014).
Sinteticki flavonoid, EMD21388 1 prirodni flavonoidi mogu da inhibiraju aktivnost DIO
u jetri (Schroder-van der Elst i sar., 1991; Kohrle, 2000). Ferreira i sar. (2002) su
pokazali da flavonoidi inhibiraju aktivnost DIO1, ali s razli¢itim potencijalom. NAR
inhibira aktivnost DIO1 in vivo (Cody i sar., 1986) a naringin i hesperidin sniZzavaju
koncentraciju T4 1 T3 u serumu hipertiroidnih pacova (Panda i1 Kar, 2014). Intenzitet
antitiroidnih efekata polifenola zavisi od doze, nacina ishrane (,,soy-free* ishrana kojom
se izbegavaju njihovi efekti) kao 1 starosti zivotinja (Chang i Doerge, 2000; Schmutzler
i sar., 2004; Soié-Jurjevié i sar., 2014).

Flavonoidi takode interferiraju s TH prilikom vezivanja T4 za transportni protein ili
njihovog ulaska u ¢eliju. Kohrle i sar. (1989) su dokazali da sinteticki flavonoid F21388
povecava koncentraciju slobodnog T, i T3 tako $to zamenjuju T4 na TTR transporteru.
Za razliku od delovanja na TTR, ovaj sinteticki flavonoid ne inhibira transport T3
posredovan MCT8. Ovo sugeriSe da ovaj transporter moze da razlikuje svoj ligand bolje
nego TTR (Kinne i sar., 2010).

In vitro studija Radovi¢ i sar. (2006) pokazala je inhibitorni efekat sojinih izoflavona na
vezivanje T4 za TTR u serumu i cerebrospinalnoj tecnosti. Ovaj efekat izoflavoni su
ispoljili u mikromolarnoj koncentraciji. Genistein je bio najpotentniji dok su daidzein i
glicitein imali slabiji efekat. Ipak, hronican tretman s 10 mg/kg genisteina i daidzeina ne
utice na njihovu zamenu s T4 na TTR molekulu u animalnom modelu andropauze
(Sosi¢-Jurjevi¢ i sar., 2014), verovatno zbog nanomolarne koncentracije koju ovi

izoflavoni dostiZu u serumu.

1.7.1.4. Antioksidativna aktivnost citrusnih flavanona

Dejstva citrusnih flavanona na zdravlje potvrdena su brojnim epidemioloskim i
animalnim studijama, koje su pokazale da postoji inverzna korelacija izmedu poveéanog

konzumiranja flavonoida i rizika od kardiovaskularnih bolesti, infarkta mozga i
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dijabetesa tipa 2 (Assini i sar., 2013; Mulvihill i sar., 2009). Flavanoni uticu na lipidni
metabolizam (Mulvihill i1 sar., 2016, 2014), povecavaju antioksidativnu zastitu i
inhibiraju peroksidaciju membrane u jetri pacova (Chanet i sar.; 2012).

Antioksidativna aktivnost flavanona zavisi od broja i prostornog rasporeda OH grupa u
njihovim molekulima. Dok supstitucija hidroksilne grupe obi¢no smanjuje
antioksidativnu aktivnost, adicija OH grupe je povecava (Cai i sar., 2006). Aglikoni i
glikozidi poseduju antioksidativne osobine ali su glikozidi zbog konformacije slabijeg
potencijala (Kumar 1 Pandey, 2013). Flavanoni ispoljavaju jacu antioksidativhu
aktivnost u hidrofilnoj sredini (Khan i sar., 2014), dok u lipofilnoj HES i hesperidin
pokazuju smanjenje antioksidativnog potencijala, a NAR 1 naringin postaju prooksidansi
(Finotti 1 Di Majo, 2003; de Roos i1 Duthie, 2015).

Antioksidativna svojstava NAR 1 HES pokazana su u brojnim animalnim i
epidemioloskim studijama (Chanet i sar., 2012; Khan i sar., 2014; Mulhvill i sar., 2009,
2015). Suplementacija citrusnim flavanonima u dozi od 50 — 200 mg/kg dovodi do
smanjenja oksidativnog stresa u jetri pacova tretiranih tetraciklinom, doksorubicinom,
kao 1 teSkim metalima (Renugadevi i1 Prabu, 2010; Jain i sar., 2010; Pari i
Gnanasoundari, 2006). Potvrdeno je da NAR i HES povecavaju aktivnost
antioksidativnih enzima, njihovu gensku i proteinsku ekspresiju (Doré, 2005; Forester i
Lambert, 2011; Upadhyay i Dixit, 2015) kao i ekspresiju gena ukljucenih u kontrolu
redoks ravnoteze (Moskaug i sar., 2005). Flavanoni su sposobni da se inkorporiraju u
plazma membranu zbog svoje lipofilne prirode i na taj nain je zaStite od lipidne
peroksidacije (Oteiza i sar., 2005). Sposobni su i da vezu slobodne metale, koji prilikom
oksidacije mogu da pokrenu lancanu reakciju nastanka slobodnih radikala (Perron i
Brumaghim, 2009; Wang i Brumaghim, 2011).

Kod pacijenata sa hiper-holesterolemijom, -trigliceridemijom i -insulinemijom dolazi do
povecanja ekspresije lipogenih gena (Wu i sar., 2013). 3% NAR (200 mg/kg t.m.)
normalizuje ekspresiju iRNK Srebpi-c i sintezu TG, uz stimulaciju oksidacije masnih
kiselina 1 sprecavanje akumulacije TG in vivo (Mulvihill 1 sar., 2009). Dodatno,
konzumiranje 1-2 grejpfruta ili suplementacija s 400 mg/kg NAR dnevno sniZzava
koncentraciju LDL i TG kod ovih pacijenata (Gorinstein i sar., 2004, 2006; Jung i sar.,
2003).
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Flavanoni moduliSu ekspresiju jedarnih receptora ukljucenih u kontrolu lipidnog
metabolizma - NAR je agonista PPAR a antagonista LXR (Goldwasser i sar., 2010).
Tretman NAR dovodi do povecanja gensku ekspresiju enzima ukljucenih u B-oksidaciju
masnih kiselina u jetri (Huong 1 sar., 2006), blokiraju¢i asocijaciju LXR sa njegovim
koaktivatorom i ekspresiju njegovog efektorskog gena Srebp-Ic (Goldwasser i sar.,
2010).

Metabolicke studije pokazuju da ishrana bogata mastima i HOL stimuliSe proizvodnju
VLDL i ApoB kod Ldl"” miSeva (Mulvihill 1 sar., 2009) dok suplementacija NAR 1 HES
favorizuje smanjenje koncentracije ovih molekula. U kulturi hepatocita, flavanoni
inhibiraju sekreciju ApoB molekula, glavnog konstituenta LDL (Morin i sar., 2008;
Borradaile 1 sar., 2002; Wilcox 1 sar., 2001). NAR i1 HES uti¢u na smanjenje sekrecije
ApoB 1 povecanje influksa LDL u hepatocite posredstvom LDL-R in vivo (Avior i sar.,
2013; Akiyama i sar., 2009).

Takode, nakon ishrane obogaéene holesterolom, 0,1% NAR (20 mg/kg t.m.) i 0,02%
HES (4 mg/kg t.m.) smanjuju nivo HOL u plazmi i TG u jetri pacova, smanjenjem
aktivnosti enzima 3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA reduktaze (HMGCR), klju¢nog
enzima u sintezi holesterola i acetil-CoA holesterol aciltransferaze, zaduzenog za
esterifikaciju holesterola s masnim kiselinama (Kim i sar., 2003; Lee i sar., 1999; Bok i
sar., 1999). Uz to, 50 mg/kg NAR i1 200 mg/kg hesperidina dnevno sprecavaju fibrozu
jetre snizavajuci ekspresiju antiinflamatornih gena (Chtourou i sar., 2015; Pérez-Vargas

1sar., 2014).
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Ciljevi

Citrusni flavanoni su bioaktivne supstance koje mogu da deluju blagotvorno u
prevenciji metaboli¢kih oboljenja i uspore proces starenja. Medutim, usled strukturne
slicnosti sa TH kao 1 interferencije sa TPO, klju¢nim enzimom u biosintezi TH, moguce
je da remete ravnotezu ovog endokrinog sistema. Ucestalost tiroidnih oboljenja 1
osetljivost Stitaste zlezde na dejstvo ksenobiotika se povecava sa starenjem, dok
sposobnost detoksikacije i antioksidativni kapacitet u jetri opadaju. Tiroidni hormoni

imaju znacajnu ulogu u regulaciji lipidnog metabolizma u jetri.

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je utvrditi da li hronian tretman citrusnim
flavanonima naringeninom i hesperetinom uti¢e na tiroidnu homeostazu i lipidni status
u animalnom modelu prirodno ostarelih muzjaka pacova. Realizacija cilja istrazivanja

podrazumeva utvrdivanje promena u:

- morfofunkcionalnim karakteristikama Stitaste Zlezde starih muzjaka pacova (24
meseca) u odnosu na mladi adultni uzrast (4 meseca) primenom: stereoloske,
morfometrijske 1 ultrastrukturne analize, odredivanjem imunohistohemijske ekspresije

specificnih proteina Stitaste Zlezde kao 1 koncentracije TSH 1 ukupnog T4 u krvi pacova.

- tiroidnoj homeostazi starih muzjaka nakon hroni¢nog oralnog tretmana naringeninom 1
hesperetinom, u odnosu na kontrolnu grupu istog starosnog uzrasta tretiranu
suncokretovim uljem, evaluacijom gorenavedenih morfofunkcionalnih parametara

Stitaste zlezde kao i analizom ekspresije T3 regulisanih gena u jetri.

- lipidnom statusu starih muZzjaka nakon hroni¢nog oralnog tretmana naringeninom i
hesperetinom, u odnosu na kontrolnu grupu istog starosnog uzrasta tretiranu
suncokretovim uljem, analizom koncentracije lipida i lipoproteina u serumu, strukture
jetre i njenih enzima u serumu, kao i odredivanjem masnokiselinskog profila fosfolipida

u jetri.

- parametrima antioksidativne zastite starih muZzjaka nakon hroni¢nog oralnog tretmana
naringeninom 1 hesperetinom, u odnosu na kontrolnu grupu istog starosnog uzrasta
tretiranu suncokretovim uljem, analizom aktivnosti AO enzima, njihove genske i

proteinske ekspresije, redoks ravnoteze i stepena lipidne peroksidacije membrane u jetri.
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Materijal i metode

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

Za istrazivanja su koriSéeni muzjaci pacova Wistar soja, odgajani u odgajalistu Instituta
za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢“ u Beogradu. Laboratorijski uslovi su
ispunjavali standardne uslove: zivotinje su boravile u plasticnim kavezima sa
prostirkom od sterilne strugotine, pri konstantnoj temperaturi (20-22°C), vlaZnosti
vazduha 1 rezimu osvetljenja (12h svetlost / 12h mrak), ¢ime je obezbeden dnevno-
no¢ni ritam. Tokom izvodenja eksperimenta voda i standardna laboratorijska hrana za
glodare (Veterinarski zavod Subotica AD, Serbia) su bile dostupne ad libitum.

Upotrebu zivotinja i eksperimentalni protokol odobrio je Eticki komitet Instituta za

bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢* u Beogradu (reSenje broj 2-12/12).

3.2. Tretmani Zivotinja

Muzjaci pacova Wistar soja podeljeni su u pet eksperimentalnih grupa, od po Sest
zivotinja (n=6). Prvu grupu ¢inili su mladi adultni, fizioloski intaktni muzjaci starosti
cetiri meseca (MIKON). Ostale Cetiri grupe Cinili su pacovi stari 24 meseca.

Prva grupa starih pacova je fizioloski intaktna kontrola (SIKON). Zivotinje u drugoj
kontrolnoj grupi (KON) su bile tretirane per os suncokretovim uljem (0,3 ml; Vital,
Serbia). Treca i Cetvrta grupa zivotinja bila je tretirana per os dozom od 15 mg/kg
naringenina (NAR) ili hesperetina (HES) (Sigma Aldrich, MO, USA), suspendovanim u
suncokretovom ulju. Zivotinje su tretirane istim volumenom (0,3 ml) u isto vreme

svakog dana tokom cetiri nedelje.

Naringenin 15 mg/kg t.m. (NAR)

Hesperetin 15 mg/kg t.m. (HES)

Slika 3.1 Eksperimentalne grupe
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3.3. Izolovanje organa i priprema seruma

Telesna masa merena je na po&etku eksperimenta i neposredno pre Zrtvovanja. Zivotinje
su zrtvovane brzom dekapitacijom 24h nakon poslednjeg tretmana. Stitaste Zlezde su
izolovane 1 jedan njihov lobus i1 deo jetre su potom koriS¢eni za histoloSku analizu
primenom svetlosne mikroskopije, dok je drugi lobus Stitaste zlezde pripreman za
ultrastrukturnu analizu primenom elektronske mikroskopije. Kako bi obezbedili
nepristrasnost prilikom izvodenja stereoloske metode, konkretan lobus Stitaste Zlezde
koji ¢e se kalupiti u parafinu odredivan je metodom slucajnog izbora. Uzorci jetre
zamrzavani su trenutno u tecnom azotu i ¢uvani na -70°C do koris¢enja. Ukupna krv je
ostavljana na sobnoj temperaturi da se formira ugrusak, a zatim centrifugirana na 900 x
g, 2 x 15 min. Serum je skladiSten na -70°C radi kasnije upotrebe u biohemijskim i

hormonskim analizama.

3.4. Priprema uzoraka za histolosku i ultrastrukturnu analizu

3.4.1. Priprema za histoloSku analizu

Uzorci organa su fiksirani u 4% rastvoru paraformaldehida u fosfatnom puferu (PB), pH
7,4 u trajanju od 24h. Nakon fiksacije, organi su dehidratisani u seriji etanola rastuce
koncentracije (30-100%), prosvetljeni u ksilolu i kalupljeni u paraplastu (Histowax,
Histowax Product AB, Sweden).

Jedan lobus Stitaste Zlezde izolovan zajedno sa trahejom serijski je seCen na rotacionom
mikrotomu (Leica Microsystems GmbH, Germany) tako da je debljina poprec¢nog

preseka iznosila Sum. Reprezentativni preseci jetre seceni su na debljinu od 5 um.

3.4.2. Hematoksilin eozin bojenje

Nakon deparafinizacije u ksilolu i1 rehidratacije preseka u seriji etanola opadajuce
koncentracije, preseci su kratko bojeni hematoksilinom (ICN Biocmedicals Inc., OH,
USA), ispirani u ¢esmenskoj vodi pa bojeni eozinom (Merck, Germany). Nakon
ispiranja u vodi 1 dehidratacije u seriji etanola rastu¢e koncentracije, kao i
prosvetljavanja u ksilolu, pokrovna stakla su montirana DPX medijumom za montiranje

(Sigma-Aldrich, Spain).
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3.4.3. Masson trihromatsko bojenje

Nakon deparafinizacije 1 rehidratacije, preseci su konrastirani  Weigert-ovim
hematoksilinom tokom 5 min. Nakon ispiranja ¢esmenskom vodom bojeni su
kombinacijom boja (kiseli fuksin i ponceau S, odnos 1:2) tokom 5 min. Nakon ispiranja
u destilovanoj vodi, intenzitet obojenosti je nivelisan inkubiranjem preseka u rastvoru
fosfomolibdenske i1 fosfovolframske kiseline (1:1) tokom 10 min. Nakon ovog koraka,
preseci su bojeni anilinskim plavim tokom 4 min i potom standarnom, gorenavedenom

procedurom montirani DPX medijumom.

3.4.4. Imunohistohemijsko i imunofluorescentno bojenje

Za imunohistohemijsko (IHH) bojenje proteina od interesa na presecima Stitastih zlezda
koris¢ena je indirektna IHH ili imunofluorescentna (IF) metoda (Miler i sar., 2014,
Sosié-Jurjevi¢ i sar., 2015). Analizirana je imunohistohemijska ekspresija sledeé¢ih
proteina: TPO, Tg, NIS i VEGF i imunofluorescentna ekspresija T4-Tg.

Ukratko, nakon deparafinizacije i dehidratacije preseci su inkubirani u citratnom puferu
pH 6,0 na poviSenoj temperaturi u cilju demaskiranja odgovaraju¢eg antigena,
koriS¢enjem mikrotalasne pecénice. Preseci predvideni za detekciju TPO i VEGF
antigena inkubirani su u mirkotalasnoj pe¢nici 10 (TPO) i 20 min (VEGF), pri snazi od
750 W, dok je za detekciju NIS inkubiranje trajalo 5 min na 450W. Za IHH
detektovanje Tg nije bila neophodna procedura demaskiranja antigena.

Nakon blokiranja endogene peroksidaze, u cilju izbegavanja nespecifi¢ne imunoreakcije
antitela sa okolnim tkivom, preseci su inkubirani 60 min u normalnom svinjskom
serumu (eng. normal swine serum; Dako, Denmark) razblazenom u fosfatnom puferu
(1:10). Zatim su preseci inkubirani sa primarnim antitelom na humani Tg razblazenim u
PBS (120 min / 37°C), dok su primarna antitela na humani TPO, pacovski NIS i humani
VEGF inkubirana preko no¢i na 4°C (Tabela 3.1). Nakon ovog koraka, preseci su
ispirani (PBS) i inkubirani u rastvoru odgovaraju¢eg sekundarnog antitela obelezenog
peroksidazom rena (eng. horseradish peroxidase, HRP; razblazenim u PBS, 1:100), 60
min / sobna temperatura, potom ispirani PBSom, dok je vizualizacija omogucéena
primenom hromogenog supstrata za peroksidazu, te¢nog rastvora 3,3-diaminobenzidin
tetrahidrohlorida (Dako, CA, USA). Preseci su kontrastirani u hematoksilinu,

dehidratisani serijom etanola rastu¢e koncentracije i montirani DPX medijumom za
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montiranje histoloskih preparata (Sigma-Aldrich, Spain). Specifi¢nost primarnih antitela
potvrdena je izostavljanjem primarnog antitela na drugom preseku iste plocice
(negativna kontrola) tokom imunohistohemijske procedure. Sve mikrografije su
uslikane na DM RB Photomicroscope (Leica, Germany) opremljenim s Leica DFC 320
CCD kamerom. U rezultatima su prikazani reprezentativni preseci tkiva Stitaste zlezde.

Tabela 3.1 Primarna i sekundarna antitela kori§¢ena u imunohistohemijskoj analizi

Primarna antitela

RazblazZenje u

Naziv Kat. broj Poreklo PRS Proizvodacd
TPO sc-376876 Mis 1:400 Santa Cruz, Italy
Tg A0251 Zec 1:500 Dako, Denmark
Ty4-Tg 12102 Mis 1:300 Bioscience, USA
NIS EUDA4101 Zec 1:1200 Acris, Germany

VEGF ab46154 Zec 1:100 Abcam, UK

Sekundarna antitela

Anti-zedje,

obeleZeno sa P0399 Svinja 1:100 Dako, Denmark
HRP
Anti-miSje
obeleZeno sa Ab6820 Magarac 1:100 Abcam, UK
HRP

Anti-miSje,

obeleZeno sa Molecular Probes,
A21202 Magarac 1:200
fluoroforom USA
488

Prisustvo T4-Tg u koloidu i folikulskom epitelu Stitaste zlezde pacova detektovano je IF
bojenjem. Ukratko, deparafinisani i dehidratisani preseci Stitaste zlezde inkubirani su u
0,1 M citratnom puferu, pH 6,0 tokom 10 min, pri snazi mikrotalasne pe¢nice 750 W.
Nakon ispiranja u PBS, preseci su inkubirani u rastvoru normalnog seruma magarca

(1:10; Dako, Denmark) tokom 60 min na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja
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nespecifi¢nog bojenja preseci su inkubirani sa antitelom za T4-Tg, u trajanju od 48h na
4°C (Tabela 3.1), zatim isprani u PBS 1 inkubirani sa sekundarnim antitelom
konjugovanim sa Alexa Flour 488 fluorescentnom bojom u trajanju od 120 min. Preseci
su detaljno ispirani u PBS nekoliko puta u toku 60 min, a zatim inkubirani sa enzimom
Rnk-azom (1:100), tokom 20 min na 37°C pre kontrastiranja sa propidijum jodidom
(PI), koji je koriS¢en radi definisanja granica folikula. Nakon inkubacije, preseci su
ispirani u 2 x slanom natrijum citratnom (SSC) puferu 2 x 5 min, a zatim inkubirani s PI
u trajanju od 1,5 min. Nakon ispiranja4 x 1 min u 2 x SSC i1 1 x 5 min u PBS, pokrovna
stakla su montirana Moviol 4 88 medijumom za montiranje (Sigma-Aldrich, USA).
Rezultati imunofluorescentnog bojenja praceni su pomocu konfokalnog laserskog
skeniniraju¢eg mikroskopa Olympus FV10-ASW (Olympus FLUOVIEW FV1000,
Germany). KoriS¢eni su Ar-ion (488 nm) i HeNe (543 nm) laseri radi pobudivanja

fluorescence. U rezultatima su prikazani reprezentativni preseci tkiva Stitaste zlezde.

3.4.5. Priprema za ultrastrukturnu analizu

Isecci Stitaste zlezde fiksirani su u 4% rastvoru glutar-aldehida u 0,1 M PB pH 7,4 u
trajanju od 24h / 4°C. Nakon ispiranja u PB, tkiva su postfiksirana u 1% rastvoru
osmijum tetraoksida (OsO4) u PB 60 min / 4°C. Nakon ispiranja u dejonizovanoj vodi,
tkiva su kontrastirana u 0,5% rastvoru uranil acetata 120 min / 4°C. Potom su uzorci
ispirani u dejonizovanoj vodi i dehidratisani u seriji etanola rastu¢e koncentracije (30-
100%). Uzorci su kalupljeni u smesi aralditne smole (Agar Scientific, UK) 1 u¢vrs¢ivaca
(hardener, eng. dodecenyl succinic anhydride; Agar Scientific, UK).

Kalupi tkiva Stitastih Zlezda seCeni su dijamantskim nozem (Diatome ultra 45°,
Diatome, Switzerland) na tanke preseke debljine 70 nm, na UC7 ultramikrotomu (Leica
Microsystems, Germany). Preseci su stavljani na bakarne mrezice, kontrastirani uranil
acetatom 1 olovo citratom. Snimanje je obavljano na MORGAGNI 268 elektronskom
mikroskopu (FEI Company, USA). U rezultatima su prikazani reprezentativni ultratanki

preseci tkiva Stitaste Zlezde.
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3.4.6. StereoloSka analiza Stitaste zZlezde

Serijski preseci jednog lobusa Stitaste zlezde analizirani su po metodi Miler i sar.
(2014), koris¢enjem newCAST stereoloSkog softverskog paketa Visiopharm Integrator
System, verzija 3.2.7.0. (Visiopharm, Denmark). Softver je povezan sa Olympus BX-51
mikroskopom koji poseduje integrisanu CCD kameru (PixeLink). NewCast stereoloski

sistem je generisao interaktivne stereoloske mrezice prilikom analize.

3.4.6.1. Odredivanje apsolutnog volumena

Apsolutni volumen jednog lobusa $titaste zlezde odredivan je primenom Kavalijerijevog
principa (Gundersen i Jensen, 1987). Analiziran je svaki 30-ti presek mladih adultnih 1
svaki 40-ti presek Stitastih Zlezda starih Zivotinja (obojen hematoksilin eozinom). Na
monitoru, pri uveéanju objektiva 4 x, definisan je okvir analiziranog tkiva i generisana
je stereoloSka mrezica 4 x 4. Brojanje pogodaka na odredenu histolosku fazu unutar
okvira analiziranog tkiva vrSeno je pri uvecanju objektiva 10x. Volumen Stitastih zlezda
izraCunat je kao zbir pojedinacnih volumena analiziranih faza, pri ¢emu se volumen faze

izracunava po formuli:

n
V=a(p)-d - zPi
i=1

gde je V volumen Stitaste zlezde, a(p) povrsSina koja pripada svakoj tacki uzorkovanja,
tj. jednom pogotku koji pada na analiziranu fazu, d je rastojanje izmedu dva uzastopno
analizirana preseka (150 pum u slucaju mladih adultnih ili 200 pum kod starih pacova), a
> Pi je suma pogodaka koji padaju na analiziranu fazu. Uslovi pod kojima se meri
definisani su tako da je broj pogodaka na svaku od analiziranih faza bio izmedu 100 1
200.

Volumen Stitaste zlezde izracunat je kao zbir volumena folikulskog epitela, volumena

intersticijuma i volumena koloida:
Vﬁ =Ve+\_/i+\_/k

Vg7 - volumen Stitaste zlezde, V. — volumen folikulskog epitela, Vi — volumen

intersticijuma, Vi — volumen folikulskog koloida.
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3.4.6.2. Odredivanje relativne volumenske gustine histoloskih faza

Relativna volumenska gustina (Vy) predstavlja procentualnu zastupljenost pojedinacnih
faza u ukupnom volumenu organa. IzraCunava se kao koli¢nik pogodaka na ispitivanu
fazu (epitel, intersticijum ili koloid) i ukupnog broja pogodaka (zbir pogodaka na epitel,
intersticijum i koloid). Dobijeni koli¢nik se mnozi brojem 100. Volumenska gustina se

izrazava u procentima (%) 1 predstavlja relativnu, bezdimenzionu stereolosku veli¢inu.

v
Vy = 72+ 100
SZ

Vv — Relativna volumenska gustina, Vs.,c) — volumen epitela, intersticijuma ili koloida,
Vg7 — volumen Stitaste zlezde

3.4.7. Odredivanje relativne volumenske gustine epitela imunopozitivnog na
Na'/I' kotransporter
Relativna volumenska gustina NIS-imunopozitivnog epitela radena je po metodi
opisanoj u radu Miler i sar. (2014). Ukratko, pri uvecanju objektiva 10 x i generisanom
mrezicom 4 x 4, Vy NIS-imunopozitivnog epitela (Vimunopozitivni epitel) j€ 0odredena kao
relativni odnos zbira pogodaka koji padaju na bazolateralnu membranu (Vimunopozitiva
bazolateralna membrana) 1 CItOPlazmu. (Vimunopozitivna citoplazma) tirocita, podeljenog sa ukupnim
zbirom pogodaka koji padaju na epitel, intersticijum i koloid, odnosno volumen Stitaste
zlezde (V). Vrednosti su pomnozene sa 100 i izraZzene su u procentima (%).
Vimunopozitivna bazolateralna membrana T Vimunopozitivna citoplazma

Vimunopozitivni epitel = vV
SZ

Vimunopozitivni epitel — Pogoci koji padaju na NIS-imunopozitivni epitel, Vimunopozitivna
bazolateralna membrana — POZOC1 koji padaju na NIS-imunopozitivhu bazolateralnu membranu
tirocita, Vimunopozitivna citoplazma - POgOcl koji padaju na NIS-imunopozitivhu citoplazmu,
Vg7 — volumen Stitaste Zlezde.
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3.4.8. Kvantitativna analiza imunofluorescentnog signala tiroksina vezanog
za tiroglobulin

Merenje relativnog intenziteta fluorescence (RIF) odredivano je pomocu programa
Imagel v.1.49 (NIH, MD, USA), po proceduri objavljenoj u radu Gak i sar. (2015). RIF
je odredivan na osnovu rezultata dobijenih: merenjem pojedina¢nih vrednosti za
integrativnu gustinu na 50 T4-Tg IF-pozitivnih folikula po zivotinji od koje je
oduzimana vrednost proizvoda srednje vrednosti fluoresciranja pozadine (tri
imunonegativna mesta u neposrednoj blizini merenog IF-pozitivnog folikula su takode
opisana u cilju merenja srednje vrednosti fluorescence pozadine, background) 1 povrSine

opisanih folikula. Vrednosti su mnozene sa 100 i izrazavane u procentima (%).
RIF = ID — (CA x MB)

RIF — relativni intenzitet fluorescence, ID — integrativna gustina, CA — povrSina

opisanih folikula, MB — srednja vrednost fluorescence pozadine.

3.5. Izolacija RNK, reverzna transkripcija i reakcija lancanog
umnozavanja u realnom vremenu

3.5.1. Izolacija RNK

Ukupna RNK iz jetre (50 mg) izolovana je korii¢enjem TRIzol® reagensa (Life
Technologies, USA). Ukratko, zamrznuto tkivo homogenizovano je u 0,5 ml TRIzol®
reagensa na 4°C. U homogenizovano tkivo je dodavan 0,1 ml hloroforma. Nakon
centrifugiranja 12000 x g 20 min / 4°C u mikrotubama su se jasno izdvaja tri sloja:
gornja vodena faza u kojoj se nalazila RNK, medufaza sa proteinima i lipidima, i donja
faza u kojoj je DNK. Vodena faza je prenoSena u nove sterilne mikrotube. RNK je
precipitirana dodavanjem 0,25 ml hladnog izopropanola, nakon cega su mikrotube
inkubirane 10 min na 4°C. Nakon centrifugiranja (12000 x g, 20 min / 4°C) odlivan je
supernatant, a talog RNK je ispiran u 0,5 ml 75% etanola, resuspendovan i potom dva
puta centrifugiran (7500 x g, 5 min / 4°C). Talog RNK je susen na sobnoj temperaturi pa
finalno rastvaran u 130 pl dietilpirokarbonata (DEPC; 0,1 ml DEPC u 100 ml
dejonizovane vode) vode i zamrzavan na -70°C do daljeg koris¢enja.

Koncentracija RNK je merena na spektrofotometru (Biophotometer, Eppendorf,

Germany). Za odredivanje cistoe uzorka i eventualne kontaminacije proteinima
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koris¢en je odnos apsorbanci na 260 nm 1 280 nm. Odnos A260/A280 > 1.8 smatran je
zadovoljavaju¢im, odnosno ukazivao je da nije doSlo do kontaminacije uzoraka

1izolovane RNK.

3.5.2. Reverzna transkripcija

Izolovani molekuli RNK su prevodeni u komplementarnu DNK (cDNK) reakcijom
reverzne transkripcije (RT), koriS¢enjem aparata 2720 Thermal Cycler (Applied
Biosystems, MA, USA). Za prevodenje RNK u ¢cDNK koris¢en je kit (High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, USA) koji se sastojao od:
nasumi¢nih heksamernih prajmera, 100 mM rastvora sva cetiri dezoksiribonukleotid-
trifostata (ANTP, po 2 mM ATP, TTP, GTP i CTP), pufera za reverznu transkripciju,
enzima reverzne transkriptaze i inhibitora RNaze. Reakciona smesa (20 pl) se sastojala
od 10 pl uzorka (3 pg RNK rastvorene u DEPC vodi), 2 pl pufera za reverznu
transkripciju, 0,8 pl rastvora dezoksiribonukleotid-trifostata, 2 pl nasumic¢nih prajmera,
po 1 ul enzima reverzne transkriptaze i1 inhibitora RNKaze, kao i 3,2 ul DEPC vode.
Uzorci su inkubirani na 25°C u trajanju od 10 min a zatim na 37°C, temperaturi
optimalnoj za funkcionisanje reverzne transkriptaze, u trajanju od 120 min. Reakcija je
prekidana inkubacijom uzoraka tokom 5 min na 85°C, temperaturi na kojoj dolazi do
inaktivacije ovog enzima i razdvajanja sintetisanih lanaca cDNK. Uzorci cDNK ¢uvani

su na -20°C do dalje upotrebe.

3.5.3. Reakcija lan¢anog umnoZavanja u realnom vremenu

Za kvantitativnu analizu nivoa ekspresije ispitivanih gena kori$¢ena je reakcija lan¢anog
umnozavanja pomocu polimeraze u realnom vremenu (eng. ,,real-time* polimerase
chain reaction, qPCR) metod, koris¢enjem aparata za qPCR ABI Prism 7000 (Applied
Biosystems, CA, USA).

Radi izbora odgovarajuc¢ih endogenih kontrola (gena koji se konstitutivno eksprimiraju
u tkivu; eng. housekeeping genes), uradena je optimizacija PCR reakcije i validacija
svih kori$¢enih prajmera, prikazanih u Tabeli 3.2. Validacija prajmera endogenih
kontrola podrazumevala je izraCunavanje stabilnosti njihove genske ekspresije i
efikasnost amplifikacije u odnosu na gene od interesa. Endogene kontrole koriS¢ene u
procesu validacije su: hipoksantin fosforiboziltransferaza (eng. hypoxanthine

phosphoribosyltransferase,  Hprt), gliceraldehid-3-fosfat  dehidrogenaza (eng.
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glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, Gapdh), beta aktin (S-aktin), Ciklofilin A 1
18S rRNK.

U ovoj doktorskoj disertaciji analizirani su geni regulisani trijodtironinom: Diol, Thrsp,
Lxr, Fas, Fat. Osim njih, analizirani su geni koji kodiraju iRNK antioksidativnih
enzima: Sod 1 12, Cat, Gpx i Gr.

Uporedivanjem relativne genske ekspresije trijodtironinom regulisanih gena i gena
enzima AOS u odnosu na sve navedene endogene kontrole (validacija prajmera)
dobijeni su slicni rezultati; pa ipak, Hprt je pokazao najkonzistentniju ekspresiju u
sluc¢aju gena regulisanih trijodtironinom, dok se Gapdh, pokazao najkonzistentnijim u
sluc¢aju gena enzima AQOS, te su ova dva gena izabrana za endogene kontrole.

Za gPCR koriS¢ena je mikrotitarska ploca sa 96 mesta za kvantitativni PCR
(MicroAmpTM Optical, Applied Biosystems, CA, USA). Sve reakcije radene su u
duplikatu. Reakciona smesa (10 pl) sastojala se od: 6 ul SYBR Green PCR Master
miksa (fluorescentna boja SYBR Green, enzim AmliTaq Gold DNK polimeraze i smeSe
dezoksioligonukleotida, dNTP), po 0,5 ul specificnih prajmera (finalna koncentracija
prajmera 500 nM) za gen od interesa ili za endogenu kontrolu i 4 ul odgovarajuceg
uzorka cDNK. Uslovi PCR reakcije bili su sledeci: 3 min na 95°C, 40 ciklusa od po: 15
sec na 95°C za pocetnu denaturacuju lanaca, 30 sec na 60°C i 30 sec na 72°C za
vezivanje prajmera, odnosno elongaciju lanaca. Po zavrSenom umnoZavanju se
postepeno snizavala temperatura termo bloka, pri ¢emu se smanjivan intenzitet
fluorescencije, Sto odgovara disocijaciji nastalog proizvoda. Za analizu dobijenih
rezultata koris¢en je odgovarajuci kompjuterski softver 7500 System software (Applied
Biosystems, CA, USA). Nivo ekspresije ispitivanog gena odreden je u odnosu na
ekspresiju endogene kontrole (Gapdh za enzime AOS, Hprt za Ts-zavisne gene),

22 gde je ACt razlika izmedu Ct vrednosti

detektovane u istom uzorku i iskazane kao
(eng. cycle treshold) gena od interesa i endogene kontrole. DEPC voda je nanoSena
umesto cDNK sa svim ostalim komponentama reakcione smeSe i sluzila je kao

negativna kontrola.
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PRISTUPNI BROJ U
GEN SEKVENCA PRAJMERA
BAZI PODATAKA
f: S f TTTAAGAACAACGTGGACATCAGG-3'
Dio I r: 5-GGTTTACCCTTGTAGCAGATCCT-3' NM_021653.4
r: 5-CATCGTCTTCCCTCTCGTGT-3'
Thrsp f: 5-GTCCTCTGATGGTCAAAGTC-3' NM_001007721.1
r: 5"-TCATTAGCATCCGTCGGAACA-3'
Lxr f: 5.TCAGCATCTTCTCTGCAGACCGG-3' NM_031627.2
f: 5- TGGATCCATGGCAGCTGTTG-3'
Fas r: 5- TCATTCACTGCAGCCTGAGGTC-3' NM_017332.1
f: 5- AATGAGCCCAACAGTTCCGA-3'
Fat | 1 5 GAATTAAGTTGAAACCAGGCCACA-3’ NM_031561.2
f: 5~ AAGCGGTGAACCAGTTGTG-3'
Sodl r: 5-CCAGGTCTCCAACATGCC-3' NM_017050.1
f: 5-GGTGGAGAACCCAAAGGAGA-3'
Sod2 r: 5~AGCAGTGGAATAAGGCCTGT-3' NM_017051.2
f: 5" CCAGCGACCAGATGAAGCA-3'
Cat r: 5-TGGTCAGGACATCGGGTTTC-3' NM_012520.2
f: 5" TATAGAAGCCCTGCTGTCCA-3’
Gpx r: 5-CAAGCCCAGATACCAGGAA-3' NM_030826.4
N f: 5" ACGAGGAAGACGAAATGCGTGATG-3' NM 0539062
r: 5-AGGATGAATGGCGACGCTATTGTC-3’
f: 5" TTATGGACAGGACTGAAAGACTTG-3'
Hprt | 1 5".CAGCAGGTCAGCAAAGAACTTATA-3' NM_012583.2
f: 5-GTGGACCTCATGGCCTACAT-3’
Gapdh r: 5-GGATGGAATTGTGAGGGAGA-3' NM_017008.4
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3.6. Analiza koncentracije hormona u krvnom serumu
3.6.1. Odredivanje koncentracije ukupnog tiroksina u krvnom serumu

Koncentracija ukupnog T4 merena je pacovskim ELISA esejem (eng. enzyme-linked
immunosorbent assay; CUSABIO, Kina), zasnovanim na metodi kompetitivne
inhibicije. Naime, za mikrotitarsku plocu je vezano primarno antitelo specificno za Ty,
za koje se kompetitivno vezuju T4 iz nanesenih uzoraka (poznate ili nepoznate
koncentracije) i T4 konjugovan sa biotinom. Standardi poznate koncentracije T4 1 uzorci
seruma pacova nepoznate koncentracije inkubirani su avidinom konjugovanim sa HRP.
Nakon ispiranja, dodavani su supstrati A i B pri ¢emu se razvijala boja ¢iji intenzitet je
obrnuto proporcionalan koncentraciji hormona u uzorku. Dodavanjem rastvora za
zaustavljanje reakcije prekidalo se dalje razvijanje boje, a apsorbancija rastvora
spektrofotometrijski je merena na 450 nm, koriste¢i automatski ELISA cita¢ za
mikrotitarske ploce (Multiskan Spectrum, Thermo ElectronCorporation, Finland). Na
osnovu dobijenih vrednosti konstruisana je 4PL kriva (eng. 4-parameter logistic curve,
Prism, GraphPad Softwere, Inc.) iz koje su o€itavane nepoznate vrednosti koncentracija
T, 1z uzoraka seruma eksperimentalnih Zivotinja. Koncentracija ukupnog T4 u serumu
izrazavana je u ng/ml. Merni opseg kita bio je 20-320 ng/ml, dok je koeficijent

varijacije unutar eseja bio < 15%.

3.6.2. Odredivanje koncentracije tirostimulirajuceg hormona u krvnom
serumu

Koncentracija TSH odredivana je koriS¢enjem komercijalno dostupnog pacovskog
sendvi¢ ELISA eseja (IBL ELISA Kit, Nemacka). Za mikrotitarsku plo¢u vezana su
monoklonska antitela specificna za TSH. Standardi poznatih koncentracija i uzorci
seruma nepoznate koncetracije TSH inkubirani su sa anti-TSH monoklonskim
antitelima. Nakon toga su dodavana sekundardna poliklonska antitela konjugovana s
HRP. Posle ispiranja dodavan je supstrat 3, 3", 5, 5" tetrametilbenzidin (TMB), koji se
konvertovao u plavo obojeni proizvod. Enzimska reakcija je prekidana dodavanjem
hlorovodoni¢ne kiseline, ¢ime se plava boja menjala u Zutu. Intenzitet boje bio je
direktno proporcionalan koncentraciji TSH u uzorcima. Apsorbanca je merena na 450

nm i 600 nm na ELISA ¢itacu (Multiskan Spectrum, Thermo ElectronCorporation,
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Finland). Koncentracija TSH u serumu izrazavana je u ng/ml. Merni opseg eseja bio je

0,85-3,23 ng/ml, a koeficijent varijacije unutar eseja je iznosio < 8.8%.

3.7. Analiza biohemijskih parametra u krvnom serumu

Za odredivanje biohemijskih parametara u krvnom serumu koris¢eni su komercijalno
dostupni kolorimetrijski eseji. Vrednosti apsorbance ocitavane su na Roche/Hitachi

cobas ¢ 501 sistemu.

3.7.1. Odredivanje koncentracije alanin aminotransferaze, aspartat
aminotransferaze i y-glutamiltransferaze u krvnom serumu

Odredivanje koncentracije ALT zasniva se na reakciji izmedu L-alanina 1 2-
oksoglutarata koju katalizuje ALT. U prisustvu laktat dehidrogenaze dolazi do redukcije
piruvata uz pomo¢ NADH i kao proizvod se formiraju L-laktat i NAD'. Piridoksal
fosfat u ovom eseju sluzi kao koenzim u reakciji transfera amino grupe. Stepen
oksidacije NADH je direktno proporcionalan katalitickoj aktivnosti ALT u ispitivanom
uzorku. Koncentracija ALT je izrazavana u U/L. Merni opseg eseja bio je 5-7000 U/L,
dok je koeficijent varijacije unutar eseja bio < 1.3%.

U uzorku, AST katalizuje transfer amino grupe izmedu L-aspartata i 2-oksoglutarata, pri
¢emu dolazi do formiranja oksalacetata i L-glutamata. U prisustvu malat dehidrogenaze
oksalacetat reaguje sa NADH i formira se NAD". Piridoksal fosfat sluzi kao koenzim i
obezbeduje potpunu aktivaciju enzima. Kataliticka aktivnost AST je direktno
proporcionalna stepenu oksidacije NADH u serumu ispitivanih uzoraka. Koncentracija
AST je izrazavana je u U/L. Merni opseg eseja bio je 5-7000 U/L, dok je koeficijent
varijacije unutar eseja bio < 1.3%.

Esej za odredivanje koncentracije GGT se zasniva na prenosu y-glutamil grupe sa L-y-
glutamil-3-karboksi-4-nitroanilida na glicilglicin. Koli¢ina oslobodenog 5-amino-2-
nitrobenzoata je proporcionalna aktivnosti GGT u uzorku. Koncentracija GGT je
izrazavana u U/L. Merni opseg eseja bio je 3-13200 U/L, dok je koeficijent varijacije

unutar eseja bio < 0.9%.

3.7.2. Odredivanje koncentracije holesterola u krvnom serumu

Esej za odredivanje koncentracije ukupnog holesterola zasniva se na svojstvu da estri

holesterola hidrolizuju u prisustvu holesterol esteraza pri ¢emu nastaju holesterol 1
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masne kiseline. Holesterol oksidaza tada oksiduje holesterol do holest-4-en-3-ona i
vodonik peroksida. U prisustvu peroksidaza nastali vodonik peroksid utiCe na
oksidativno vezivanje fenola i 4-aminofenazona stvarajuci kinon-imin crvene boje.
Intenzitet boje je direktno proporcionalan koncentraciji holesterola. Koncentracija
ukupnog holesterola je izrazavana u mM/L. Merni opseg eseja iznosio je 0,1-20,7
mM/L, dok je koeficijent varijacije unutar eseja bio < 1,1%.

U prisustvu magnezijumovih jona, dekstran sulfan selektivno formira komplekse sa
LDL, VLDL i hilomikronima. Ovi kompleksi rastvorljivi u vodi su otporni na enzime
modifikovane sa polietilen glikolom (PEG). Koncentracija HDL je direktno enzimski
odredivana uz pomoc¢ holesterol esteraza i oksidaza konjugovanih s PEG do formiranja
amino grupa. Holesterol estri kvantitativno hidrolizuju delovanjem holesterol esteraze
stvaraju¢i slobodan holesterol i masne kiseline. Holesterol u prisustvu kiseonika i
holesterol oksidaze oksiduje do A4-holestenona 1 vodonik peroksida. U prisustvu
peroksidaza, vodonik peroksid reaguje sa 4-amino-antipirinom i natrijum N-(2-hidroksi-
3-sulfopropil)-3,5-dimetoksianilinom, pri ¢emu se formira plavo-ljubicasta boja.
Koncentracija holesterola je direktno proporcionalna intenzitetu boje. Koncentracija
HDL holesterola je izrazavana u mM/L. Merni opseg bio je od 0,08-3,12 mM/L, dok je
koeficijent varijacije unutar eseja bio < 0,4%.

Koncentracija LDL holesterola odredivana je indirektno, koriS¢enjem Friedewald-ove

formule (Friedewald, 1972):
LDL = TC - HDL — TG / 2,2 [mM/L]

LDL - lipoproteini male gustine, TC — ukupni holesterol, TG — ukupni trigliceridi, HDL —

lipoproteini velike gustine.

3.7.3. Odredivanje koncentracije triglicerida u krvnom serumu

Metoda se zasniva na kori$¢enju lipoprotein lipaze koja brzo i u potpunosti hidrolizuje
trigliceride do glicerola, uz oksidaciju dihidroaceton fosfata i vodonik peroksida. Nastali
vodonik peroksid usled delovanja peroksidaza reaguje s 4-aminofenazonom i 4-
hlorfenolom, pri ¢emu se formira crveno obojeni proizvod (Tinderova reakcija).
Intenzitet obojenosti rastvora je dikretno proporcionalan koncentraciji triglicerida.
Koncentracija ukupnih triglicerida izrazavana je u mM/L. Merni opseg eseja iznosio je

0,1-10 mM/L, dok je koeficijent varijacije unutar eseja bio < 0,9%.
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3.8. Analiza profila masnih kiselina u fosfolipidima membrane
hepatocita jetre

3.8.1. Izolacija ukupnih lipida jetre

Za analizu ukupnih lipida homogenizovano je 200 mg jetre u 2 ml Tris-saharoznog
pufera, 90 sec / sobna temperatura. Potom je usledila sonifikacija 5 x 5 sec ru¢nim
sonifikatorom, na 30 KHz / sobna temperatura (Bandelin, Nemacka). Sonifikat je
prebacivan u staklene epruvete uz dodatak 2 ml metanol : hloroforma (M:H; 2:1) i 50
mg antioksidanta 2,6-bi-tercbutil-hidroksi-toluena (BHT). Nakon vorteksovanja u
rastvor je dodavano 7 ml M:H sa BHT te je smeSa ponovo vorteksovana. Uzorci su
sonifikovani 30 min u ultrazvu¢nom kupatilu, na 59 KHz / sobna temperatura. Nakon
sonifikacije 1 pauze u trajanju od 30 min uzorci su vorteksovani, pa je ponovljen korak
sonifikacije u ultrazvu¢nom kupatilu pod istim uslovima kao u prethodnom koraku.
Nakon toga, uzorci su filtrirani i u njih je dodavano 15 ml M:H rastvaraca. Uzorci su
potom uparavani u vakuum uparivacu na temperaturi od 50°C i resuspendovani u 10 ml
M:H 1 2 ml destilovane vode, prenoSeni u nove epruvete i vorteksovani, nakon cega su
inkubirani preko no¢i na 4°C. Slede¢eg dana, uzorci su centrifugirani na 400 x g 10 min
/ sobna temperatura, vodena faza je odlivana, dodavano je 1,5 ml destilovane vode, pa
su uzorci ponovo centrifugirani pod istim uslovima. Nakon ponovnog odlivanja vodene
faze, uzorci su upareni u vakuum uparivacu nakon ¢ega im je sukcesivno dodavano po 2
ml metanola, acetona 1 etanol benzol smeSe (1:1). Nakon svakog dodavanja rastvaraca,

uzorci su upareni do suva. Finalno, uzorci su rastvarani u 200 pul M:H.

3.8.2. Razdvajanje lipidnih klasa tankoslojnom hromatografijom

Koris¢enjem jednodimenzione tankoslojne hromatografije na silikagelu, razdvajani su
fosfolipidi jetre (Risti¢, 1991). Debljina silikagela iznosila je 0,5 mm. Totalni lipidni
ekstrakt nanoSen je na plocu u vidu linije duzine oko 3 cm, na visini 2 cm od donje ivice
ploce, koja je aktivirana na 110 °C u trajanju od 60 min. Za razvijanje frakcija lipida
koriS¢ena je smeSa petroleter-dietiletar-siretne kiseline (87:12:1, v/v/v). Razdvojene

frakcije lipida identifikovane su pod svetlos¢u UV lampe.
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3.8.3. Metilovanje masnih Kiselina

Masne kiseline su esterifikovane po modifikovanoj metodi transesterifikacije
Christopherson i1 Glass (1969). U frakciju fosfolipida izdvojenih sa odgovarajuceg sloja
silikagela dodavano je 1,5 ml n-heksana. Posle vorteksovanja, dodavano je 0,2 ml 2 M
NaOH u metanolu. Uzorci su inkubirani na 85°C jedan sat. Posle inkubacije, u
hidrolizat je dodavano 0,2 ml 1 M H,SO4 u metanolu, nakon ¢ega su uzorci ponovo
inkubirani na 85°C tokom 120 min. Nakon hladenja, smesa je centrifugirana na 900 x g

10 min / sobna temperatura, nakon ¢ega je heksanski sloj uparen do suva u struji azota.

3.8.4. Analiza masnih Kkiselina gasno-te¢nom hromatografijom

Analiza masnih kiselina fosfolipida je obavljena gasno-tecnom hromatografijom na
gasnom hromatografu Shimadzu GC 2014 sa plamenojonizacionim detektorom na Rtx
2330 koloni (dimenzija 60 m x 0,25 mmlID, debljina 0,2 um; Restek, PA, USA).
Izvedena analiza zahtevala je protok helijuma kao noseceg gasa (5 ml / min), vazduha
(320 ml / min) 1 vodonika (30 ml / min). Temperatura detektora i injektora je podeSena
na 260°C, odnosno na 220°C. Nakon 50 minuta postignuto je adekvatno razdvajanje, pri
c¢emu se temperatura kolone kretala od 140°C (5 min) do 220°C, brzinom 3°C / min (20
min). Standard masnih kiselina je koriS¢en prilikom identifikacija metil-estara masnih
kiselina. Sadrzaji pojedinacnih masnih kiselina (C16:0 do C22:6 n-3) izrazavani su u
procentima od ukupno detektovanih masnih kiselina na osnovu povrSine njihovih
pikova.

Sadrzaj ukupnih SFA odredivan je kao zbir relativnih sadrzaja C16:0 i C18:0 masnih
kiselina, zastupljenost ukupnih MUFA izracunavan je kao zbir relativnih sadrzaja
Cl16:1n-7, C18:1n-9 1 C18:1n-7, a sadrzaj PUFA predstavljan je zbirom pojedinacnih
sadrzaja C18:2n-6, C20:3n-6, C20:4n-6, C22:4n-6, C20:5n-3, C22:5n-3 1 C22:6n-3.
Sadrzaj n-3 i n-6 PUFA izrazavan je zbirom pojedinacnih PUFA u zavisnosti od

polozaja nezasicene veze.
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3.9. Izolacija ukupnih proteina i Western blot analiza
3.9.1. Izolacija ukupnih proteina jetre

Odmrznuto tkivo jetre (50mg) je homogenizovano u saharoznom puferu koji je sadrzao
0,25 M saharoze, 0,05 M Trisa, | mM EDTA, pH 7,4 u odnosu 1:10. Tkiva su
homogenizovana u ultraturaks homogenizeru (nem. Ultra-Turrax, T-25; Janke and
Kunkel, Germany), nakon c¢ega su sonifikovana ru¢nim sonifikatorom (Bandelin,
Germany) 3 x 15 sec na frekvenciji od 30 KHz. Uzorci su potom centrifugirani na
20800 x g 20 min / 4°C. Posle centrifugiranja, odvajan je supernatant koji sadrzao
ukupne proteine ¢elijskog ekstrakta i zamrzavan na -20°C do kori$¢enja.

Koncentracija ukupnih proteina u uzorcima jetre odredivana je Lorijevom metodom
(Lowry 1 sar., 1951). U 20 pl 10 x razblazenog uzoraka dodavano je 300 pl rastvora 2%
NaCO; u 0,1 M NaOH, 1% CuSO4 x 5 H,O 1 2% K-Na-tartarat u H,O (98:1:1). Nakon
inkubacije od 15 min /sobna temperatura, uzorcima je dodavano 60 pl
fosfomolibdensko-fosfovolframovog reagensa (Folin-Ciocalteu reagens), koji je bio 5 x
razblazen u destilovanoj vodi. Uzorci su inkubirani 30 min na sobnoj temperaturi uz
povremeno vorteksovanje. Apsorbanca uzoraka merena je na 670 nm automatskim
¢itacem za mikrotitarske ploce (Micro Plate Reader, GDV, Italy).

Koncentracija proteina ocitavana je iz standardne krive konstruisane na osnovu
vrednosti apsorbance standarda, albumina seruma goveceta (eng. bovine serum
albumine, BSA), u opsegu koncentracija 0,1-1 mg/ml u destilovanoj vodi. Koncentracija

proteina izrazavana je u mg/ml.

3.9.2. Elektroforeza proteina

Proteini su razdvajani na osnovu razlika u molekulskim masama metodom denaturiSuce
natrijum-dodecilsulfat-poliakrilamid gel elektroforeze (eng. sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis; SDS-PAGE), po modifikovanoj metodi Lemlija
(Laemmli, 1970), na aparatu Minigel-Twin (Biometra GmbH, Germany).

Uzorci jetre su pripremani kuvanjem 5 min na 100°C, u jednakoj zapremini pufera za
uzorke (Laemli pufer). Proteini su razdvajani na 12% gelu u trajanju od 90 min 1 pri
konstantnom naponu od 120 V. Na gelove je nanosen molekulski marker, odnosno
smeSa referentnih proteina poznatih molekulskih masa (10-170 kDa; Fermentas,

Lithuania).
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3.9.3. Imunoblot

Nakon elektroforetskog razdvajanja proteina izvrsen je prenos sa poliakrilamidnog gela
na polivinilidien fluorid (PVDF) membranu i njihovu detekciju pomocu specificnih
primarnih i sekundarnih antitela.

Nakon zavrSene elektroforeze sledio je transfer na PVDF membrane (Immobilon-FL,
veli¢ine pora 0,45 um; Millipore Corporation, Italy). Transfer je vrSen koriS¢enjem
polusuvog sistema za transfer Fastblot B43 (Biometra, Germany) na 5 mA/cm2.
Nespecifi¢no vezivanje proteina na membranama blokirano je inkubiranjem u puferu za
blokiranje (5% BSA i 0,05% Tween-20 u PBS) u trajanju od 60 min na sobnoj
temperaturi uz blago muckanje. Membrane su inkubirane sa odgovaraju¢im
razblezenjem primarnog antitela koje se specificno vezuje za proteine od interesa
(Tabela 3.3), rastvorenim u 1% BSA u PBS sa 0,05% Tween-20, preko noc¢i na 4°C
(Tabela 3.3). Nakon inkubacije, visSak primarnog antitela je ispran u PBS, a membrane
su potom inkubirane sa odgovaraju¢im razblazenjem sekundarnog antitela (Tabela 3.3)

60 min na sobnoj temperaturi.

Tabela 3.3 Primarna i sekundarna antitela kori§¢ena u imuoblot analizi.

Primarna antitela

Naziv Kat. broj | Poreklo RazblaZenje Proizvodac
B-Aktin ab8227
SOD1 ab13498 1:5000
SOD2
ab13533 Zec Abcam, UK
CAT ab16731
GPx ab22604 1:2000
GR ab16801
Sekundarna antitela
Anti-zecji,
sc-2313 Magarac 1:5000 Santa Cruz, Italy
obeleZen s HRP

Za vizuelizaciju imunopozitivnih traka, membrane su 3 min inkubirane sa
hemiluminiscentnim supstratom luminolom, uz dodatak H,O,. Kvantifikacija relativne

opticke gustine imunopozitivnih proteinskih traka na membranama odredivana je
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denzitometrijskim metodom, upotrebom programa Imagel v.1.49 (NIH, MD, USA).
Intenzitet svake trake normalizovan je prema intenzitetu imunopozitivnosti trake -

aktina.

3.10.Odredivanje aktivnosti antioksidativnih enzima

3.10.1. Priprema uzoraka za odredivanje aktivnosti antioksidativnih enzima

Za pripremu uzoraka za odredivanje aktivnosti antioksidativnih enzima, 200 mg tkiva
jetre je homogenizovano u saharoznom puferu i uzorci su pripremljeni pa centrifugirani
na 105000 x g, u trajanju od 90 min. Nakon centrifugiranja uzorci su zamrzavani na -
70°C do koris¢enja. Koncentracija proteina u uzorku odredivana je koriS¢enjem
Lorijeve metode i izrazavana je u mg/ml. Sva spektrofotometrijska merenja radena su
u duplikatu na spektrofotometru Shimadzu UV-160 (Shimadzu Scientific Instruments,

Shimadzu Corporation, Japan)

3.10.2. Odredivanje aktivnosti ukupne superoksid dismutaze

SOD je enzim koji katalizuje reakciju O*~ do H,O, ili molekulskog kiseonika (O»).
Aktivnost SOD je odredivana adrenalinskom metodom (Misra i Fridovich, 1972).
Prisutna SOD uklanja O* pri &emu inhibira reakciju autooksidacije adrenalina.
Promenom apsorbancije na 480 nm meri se brzina autooksidacije adrenalina. Porast
apsorbance na ovoj talasnoj duzini poti¢e od akumulacije adrenohroma. Brzina
autooksidacije adrenalina ekvivalantna je nagibu linearnog dela porasta apsorbance, a
procenat inhibicije se koristi kao mera kataliticke aktivnosti enzima. Brzina
autooksidacije adrenalina u odsustvu enzima prati se spektrofotometrijski i uzima se kao
referentna (kontrolna) reakcija, a brzina autooksidacije u prisustvu uzorka, odnosno
SOD, predstavlja deo referentne reakcije.

U reakcionu sme§u koju &ine 3 ml karbonatnog pufera, pH 10,2 i 3x10™ M rastvor
adrenalina u 0.1 M HCI, dodat je uzorak u koli¢ini dovoljnoj da redukuje linearni deo
krive autooksidacije adrenalina za 30-40%. Koli¢ina uzorka treba da bude tolika da
promena apsorbance u minuti (AA/min) tokom autooksidacije u linearnom delu bude
0,02-0,022. Autooksidacija adrenalina pracena je tokom Ccetiri minuta na 480 nm.
Reakcija je stabilna na temperaturi izmedu 26-30°C. Paralelno je radena i kontrolna

reakcija. Za izraCunavanje SOD aktivnosti kori§¢en je procenat inhibicije autooksidacije
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adrenalina u prisustvu SOD iz uzorka, u odnosu na kontrolnu reakciju autooksidacije
adrenalina.

Koli¢ina prisutnog SOD u uzorku izrazavana je u jedinicama SOD aktivnosti po mg
proteina (U/mg proteina). Jedinica SOD aktivnosti definisana je kao koli¢ina proteina
koja uzrokuje 50% inhibicije brzine autooksidacije adrenalina u linearnom delu porasta

apsorbance.

(AK— AA) - 2 -R
V - Cpr - AK

SOD Aktivnost =

AK — promena apsorbance kontrolne reakcije u minuti, AA — promena apsorbance
reakcije sa uzorkom u minuti, V- zapremina uzorka koji se sipa u rekcionu smesu, C, —

koncentracija proteina (mg/ml), R — razblazenje.

3.10.3. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaza 1 i 2

Princip metode je isti kao i gorepomenuti, s tom razlikom $to je za izracunavanje
aktivnosti SOD2 potrebno blokirati aktivnost SOD1. To je postignuto dodavanjem 8
mM KCN u odnosu 1:1 i inkubacijom od 30 min pre pocCetka analize. Takode, u ovom
slucaju dodavana je veca koli€¢ina uzorka jer SOD2 ¢ini svega 5-10% ukupne aktivnosti
SOD. Izracunavanje aktivnosti enzima je isto kao i za ukupnu SOD aktivnost.

Aktivnost SOD1 dobijeno je tako $to je od ukupne SOD aktivnosti oduzeta aktivnost
SOD2.

3.10.4. Odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost CAT odredivana je metodom po Kleibornu (Claiborn, 1984). Aktivnost CAT
je merena pracenjem razlaganja H,O,, odnosno pracenjem pada apsorbance pri datoj
talasnoj duZzini, pri ¢emu je poznato da vodonik peroksid ima maksimum apsorbance na
240 nm. Za slepu probu je koris¢en fosfatni pufer bez H,O,. Koli¢ina prisutne CAT u
uzorku izrazavana je u jedinicama CAT aktivnosti po mg proteina (U/mg proteina).

Tokom merenja, pracen je pad apsorbance u roku od 3 min (5 merenja na po 30 sec).

Srednja vrednost promena apsorbance treba da bude u opsegu 0,03-0,06.
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(AA,, — AAy) - 1000 -V, R

CAT Akti t =
ivnos 136 Vo Gy

AA,; - srednja promena apsorbance uzorka u minuti, AAy, - srednja promena apsorbance
slepe probe u minuti, Vi - zapremina reakcione smese (ml), R — razblazenje, C,; -
koncentracija proteina (mg/ml), V,, - zapremina uzorka (ml), 43,6 - molarni ekstikcioni

koeficijent za H,O, na 240 nm (M cm™)

3.10.5. Odredivanje aktivnosti glutation-peroksidaze

Aktivnost GPx odredivana je modifikovanom metodom Paglie i Valentina (1967).
Metod je zasnovan na osobini GPx da katalizuje oksidaciju GSH u GSSG, uz redukciju
velikog broja molekula H,O,. GSSG se ponovo redukuje do GSH uz prisustvo NADPH
koji je donor vodonika, a enzim GR katalizuje ovu reakciju. Aktivnost GPx je pra¢ena
posredno odredivanjem potrosnje NADPH, odnosno oksidacije NADPH delovanjem
GR na 340 nm. Aktivnost enzima izrazavana je u jedinicama GPx aktivnosti po mg
proteina (U/mg proteina).

U kvarcnu kivetu je redom dodavano 1,5 ml destilovane vode, 0,3 ml 1 mM GSH, 0,6
ml 0,2 mM NADPH, 0,1 ml 0,1 mM NaN3, 0,1 ml ImM EDTA, 0,3 ml 0,5 M fosfatnog
pufera pH 7,0, 0,2 ml uzorka, 0,1 ml 0,03 M t-butilhidroperoksida i 0,005 ml glutation-
reduktaze (105 IU/mg proteina). Nakon dodavanja GR reakcija je otpocinjala. Nakon
blagog mucakanja, apsorbanca je merena na 340 nm, pri temperaturi od 37°C, svakih 30
sec tokom 150 sec. Kao slepa proba koris¢eni su rastvori bez dodatog uzorka (1,6 ml

destilovane vode).

(AA,, — AAy) - 3000

GPx Aktivnost = 622 -V 'Cpr

AA,, - promena apsorbance uzorka u minuti, AAy - promena apsorbance blanka u
minuti, V - zapremina uzorka (ml), C,; - koncentracija proteina (mg/ml), 6,22 - molarni

ekstinkcioni koeficijent za NADPH M em™)

3.10.6. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze

Aktivnost ovog enzima odredivana je metodom Glatzle i1 sar. (1974). Aktivnost GR je

oc¢itavana pracenjem brzine oksidacije NADPH, ¢iji je maksimum apsorbance na 340
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nm. Aktivnost enzima izrazavana je u jedinicama GR aktivnosti po mg proteina (U/mg
proteina).

U kvarcnu kivetu je sipano: 0,6 ml fosfatnog pufera pH 7,4, 0,1 ml 2 mM GSSG, 0,1 ml
0,5 mM EDTA, 2 ml destilovane vode, 0,1 ml uzorka, i 0,1 ml 0,1 mM NADPH.
Reakcija je pocinjala kada je dodan NADPH. Za slepu probu su koriS¢eni isti rastvori,
ali bez uzorka. Spektrofotometrijski je pracena apsorbanca na talasnoj duzini od 340 nm

prema slepoj probi, na temperaturi od 37°C, svakih 30 sec tokom 150 sec.

(AA,, — AAy) - 3000
6,22 - V - Cpy

GR Aktivnost =

AA,, - promena apsorbance uzorka u minuti, AAy - promena apsorbance blanka u
minuti, V - zapremina uzorka (ml), C,; - koncentracija proteina (mg/ml), 6,22 - molarni

ekstinkcioni koeficijent za NADPH (M cm™)

3.11. Odredivanje koncentracije glutationa

3.11.1. Odredivanje koncentracije ukupnog glutationa

Koncentracija GSH odredivana je u uzorcima jetre metodom Rahmana (2006). Uzorci
su homogenizovani kori§¢enjem homogenizera (nem. Ultra-Turrax, T-25; Janke and
Kunkel, Germany) u 0,1 M K,H/KH,PO4 (KPE) pufer sa 5 mM EDTA pH 7.,5.
Precipitacija proteina iz homogenata jetre je sprovedena 10% salicilnom kiselinom i
centrifugiranjem na 10000 x g 10 min / 4°C, nakon Cega su supernatanti prebacivani u
nove mikrotube.

Spektrofotometrijski GSH esej, prilagoden za mikrotitar ¢ita¢, podrazumeva oksidaciju
GSH sa sulthidrilnim reagensom 5,5'-ditio-bis 2-nitrobenzoi¢nom kiselinom (DTNB;
Elamnov reagens), €iji produkti (TNB) se o€itavaju na 412 nm. Brzina formiranja TNB
je proporcionalna koncentraciji GSH u uzorku. Disulfidni proizvodi (GS-TNB) se
redukuju enzimom GR uz prisustvo NADPH, recikliraju¢i GSH. Zato $§to GR redukuje
formirani GSSG u 2GSH, koli¢ina izmerenog GSH predstavlja sumu redukovanog i
oksidovanog GSH u uzorku (ukupni GSH).

Stopa promene apsorbance (AA412 nm/min) je proporcionalna ukupnoj koncentraciji
GSH. Koncentracija nepoznatog uzorka je odredivana izraCunavanjem sa linearne

standardne krive GSH.
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3.11.2. Odredivanje koncentracije oksidovanog glutationa

GSSG u uzorcima je meren odmah kako bi se izbegla oksidacija GSH u GSSG. Uzorci
su tretirani sa 2-vinilpiridinom koji se kovalentno vezuje za GSH (ali ne i za GSSG).
Visak 2-vinilipiridina je neutralisan s trietanolaminom. Ostatak procedure bio je
identican kao i za ukupni GSH.

Redukovani GSH je dobijen oduzimanjem GSSG od vrednosti ukupnog GSH.

Vrednosti su izraZzavane u nM/mg proteina.

3.12. Odredivanje koncentracije ukupnih tiolnih grupa

Koncentracija ukupnih  SH grupa u krvnom serumu odredivana je
spektrofotometrijskom metodom (Ellman, 1959). Prilikom inkubacije SH gupa s
Elmanovim reagensom, SH grupe reaguju i nastaje obojen kompleks. Merenjem
apsorbance na talasnoj duzini od 412 nm na spektrofotometru (Multiskan Spectrum,
Thermo Electron Corporation, Finland) meren je stepen obojenosti, a vrednosti
koncentracije SH grupa dobijene su koriS¢enjem apsorpcionog koeficijenta za Elmanov

reagens (a = 14150 M"'ecm™). Dobijeni rezultati su izrazavani u nM/mg proteina.

3.13. Odredivanje koncentracije reaktivnih vrsta tiobarbiturne
kiseline

Koncentracija reaktivnih vrsta tiobarbiturne kiseline (TBARS) odredivana je u reakciji
izmedu MDA, proizvoda lipidne peroksidacije i tiobarbiturne kiseline (TBA), pri cemu
je nastajao obojeni proizvod (Cynamon i sar., 1985).

Odmrznuto tkivo jetre je dodavano u Tris-EDTA pufer, pH 7,4, u odnosu 1:10.
Homogenizovano je 3 x 30 sec koriS¢enjem homogenizera (nem. Ultra-Turrax, T-25;
Janke and Kunkel, Germany). Nakon toga, homogenat je sonifikovan 3 x 5 sec ru¢nim
sonifikatorom, na 30 KHz / sobna temperatura (Bandelin, Nemacka). U 700 pnl
sonifikata dodavano je 233 pl 40% trihloracetatne (sircetne) kiseline, nakon cega je
smesSa snazno promuckana na vorteksu i centrifugirana na 10000 x g 10 min. 300 pl
sonifikata je prebacivano u Ciste mikrotube (radeno u duplikatu), i u njih je dodavano
300 ul 0,6 % TBA (Sigma-Aldrich, Spain) uz muc¢kanje mikrotube. Uzorci su inkubirani
10 min na 100°C u vodenom kupatilu. Nakon inkubacije, intenzitet boje nastalog

proizvoda (roze do crveno) odredivan je spektrofotometrijski, merenjem apsorbance na
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535 nm. Koncentracija MDA izraCunavana je na osnovu molarnog apsorpcionog
koeficijenta bojenog proizvoda (a = 1,56 x 10° mM'cm™) i izrazavana u nM/mg

proteina.

3.14. Statisticka analiza

Statisticka analiza svih dobijenih rezultata je radena primenom statistickog softvera
GrpahPad Prism v6.01 (GraphPad Software, CA, USA). Pri statisti¢koj obradi prvo je
ispitivana normalnost distribucije dobijenih rezultata unutar svake eksperimentalne
grupe primenom Komogorov-Smirnov testa. Posto je potvrdena normalna distribucija i
homogenost varijanse Bartletovim (eng. Bartlett) testom u grupama starih pacova,
kori$éena je jednosmerna analiza varijanse (one-way ANOVA). Utvrdivanje znacajnosti
razlike izmedu eksperimentalnih grupa poredenjem sa odgovaraju¢om kontrolnom
grupom potvrdeno je Danetovim testom (eng. Dunnett’s post hoc test). Statisticka
obrada rezultata MIKON 1 SIKON grupe Zivotinja radena je primenom Studentovog t-
testa.

Efekat starenja na parametre tiroidne homeostaze utvrden je poredenjem sa rezultatima
dobijenim za MIKON. Potencijalni efekat rastvaraca (suncokretovo ulje) je evaluiran u
odnosu na SIKON, dok je efekat citrusnih flavanona za sve ispitivane parametre
evaluiran u odnosu na KON.

Pokazano je da ne postoji razlika izmedu strukturnih i funkcionalnih parametara Stitaste
zlezde fizioloski intaktne kontrolne grupe starih pacova (SIKON) i kontrolne grupe
tretirane suncokretovim uljem (KON), tako da je svako poredenje grupa tretiranih NAR
ili HES odnosi na KON zivotinje.

Statisticki znaajnom smatrana je razlika sa slede¢im nivoima znacajnosti: * p < 0.05,
¥ p<0,01, *** p <0,001 1 **** p <0,0001. Rezultati su predstavljani kao aritmeticka

srednja vrednost grupe £+ SD.
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Rezultati

4.1. Telesna masa, apsolutna i relativha masa organa

Telesna masa, apsolutna i relativna masa organa pacova iz svih eksperimentalnih grupa

prikazana je u Tabeli 4.1.

U odnosu na MIKON pacove, kod pacova SIKON grupe primetan je fizioloski prirast
telesne mase koji prati povecanje apsolutne mase svih ispitivanih organa (Tabela 4.1).
Telesna masa je povecana 66% (p < 0,0001), dok su apsolutna masa S$titaste zlezde, jetre
1 retroperitonealnog belog masnog tkiva poveéane za 46% (p < 0,0001), 19% (p < 0,05)
1 76% (p < 0,0001). Poredenjem relativnih masa organa ne uocava se razlika izmedu
vrednosti dobijenih za ove dve starosne grupe zivotinja.

Izmedu SIKON i KON nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika u telesnoj masi, apsolutnoj i
relativnoj masi organa. Tretmani citrusnim flavanonima nisu izmenili telesnu masu, kao

ni apsolutnu i relativnu masu organa u poredenju sa vrednostima KON grupe.
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Tabela 4.1 Telesna masa, apsolutna i relativna masa Stitaste zlezde, jetre i retroperitonealnog belog masnog tkiva mladih i starih muZzjaka

pacova. Fizioloski intaktna kontrolna grupa mladih (MIKON) i starih (SIKON) pacova, kontrolna grupa starih pacova tretiranih

suncokretovim uljem (KON) i grupe starih pacova tretiranih naringeninom (NAR) ili hesperetinom (HES).

Grupe Telesna masa Telesna masa Apsolutna  Relativha Apsolutna Relativna Apsolutna  Relativna
pre pocetka na kraju masa lobusa masa masa jetre masa jetre masa masa

eksperimenta eksperimenta Stitaste Stitaste (g) (g/t.m.) RpBMT RpBMT

(g (2 Zlezde Zlezde () (g/t.m.)
(® (g/t.m.)

MIKON 463 + 40 470 + 39 11,3£1,3 2,2+0,2 142+1,2 32+0,2 9,8+22 23+04
SIKON 770 £ 44w 697 £ 45xxxx 20,2 £ 3, 1xxxx 2.6+ 0,6 208+ 1,6 29+02 172+1,1+ 2,6+0,3
KON 680 + 44 633 +42 16,2 +1,7 22+04 173+1,9 28+0,1 152+22 24+0,3
NAR 691 £25 645 + 44 182+2,6 24+0,2 178+1,9 2,7+0,3 154+2,1 23+0,2
HES 745 + 93 686 £ 79 20,8+ 1,7 2,7+0,1 193+2,0 28+03 155+4,6 24+0,6

RpBMT - retroperitonealno belo masno tkivo. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD; n=6. * p < 0,05 i **** p < (0,0001
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4.2. Strukturna i funkcionalna karakterizacija Stitaste Zlezde starih
muZjaka pacova

4.2.1. Kvalitativno-histoloSke karakteristike Stitaste Zlezde starih muzjaka
pacova

Stitasta zlezda MIKON grupe pacova sastoji se iz dva lobusa koji su povezani
istmusom. Zlezda je obavijena tankom, fibroznom kapsulom, od koje polaze septe ka
unutrasnjosti. Parenhim zlezde ¢ine hormon-produkujuce celije folikulskog epitela i
parafolikulske C ¢elije koje sintetiSu i sekretuju TH 1 kalcitonin. Folikul se sastoji iz
jednoslojnog epitela koji okruzuje koloid. C ¢elije nikada nisu u direktnom kontaktu sa
lumenom koloida. Stitasta Zlezda je bogata mrezom krvnih sudova koji okruZuju
folikule, formiraju¢i angiofolikulske jedinice. Intersticijum Zlezde ¢ine komponente
vezivnog tkiva, fibrozna i kolagena vlakna, krvni sudovi, limfni sudovi i nervi.
Parenhim Stitaste zlezde pacova MIKON grupe c¢ine folikuli razli¢itih dimenzija.
Periferno su rasporedeni makrofolikuli ispunjeni velikom koli¢inom koloida 1
niskoprizmaticnim epitelom (Slika 4.1). Centralno lokalizovani folikuli manjih
dimenzija sadrze manju koli¢inu koloida, a oivieni su kuboidalnim folikulskim
epitelom (Slika 4.1).

Folukulska struktura zlezde kod starih adultnih Zivotinja je oCuvana. Ipak, za razliku od
MIKON pacova, u centralnom delu Zlezde u najvec¢oj meri su zastupljeni folikuli vecih
dimenzija, proSirenog lumena, oivic¢eni tankim, jednoslojnim epitelom (Slika 4.1). Osim
velikih, u parenhimu SIKON Zivotinja prisutan je i izvestan broj folikula manjih
dimenzija. Tkivo Stitaste zlezde Zivotinja ove grupe karakteriSu benigne promene:
fokalna hiperpazija C c¢elija (Slika 4.2), kao i Cesto prisustvo cisti, folikulskih 1
ultimobranhijalnih (Slika 4.2), a moguca je hiperplazija folikulskog epitela.
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Slika 4.1 Poprec¢ni presek Stitaste zlezde (Hematoksilin eozin bojenje). MIKON, fizioloski
intaktna kontrolna grupa mladih muzjaka pacova; SIKON, fizioloski intaktna kontrolna grupa
starih muzjaka pacova. Bar - 50 pum.

Slika 4.2 Ultimobranhijalna cista (A), folikulska cista (B) i hiperplazija C ¢elija (C) u Stitastoj
zlezdi fizioloski intaktne kontrolne grupe starih muzjaka pacova (SIKON). Ciste, hematoksilin
eozin bojenje; C Celije, kalcitonin imunohistohemijsko bojenje. Bar - 100 um.
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4.2.2. Kvalitativno-histoloske karakteristike Stitaste Zlezde starih muzZjaka
pacova nakon tretmana citrusnim flavanonima

Nakon tretmana citrusnim flavanonima, centralni folikuli se karakteriSu smanjenom
koli¢inom luminalnog koloida u poredenju sa KON pacovima, §to je izrazitije nakon
tretmana NAR (Slika 4.3). Na presecima Stitaste zlezde nakon Masson trihromatskog
bojenja uocava se izvesno povecanje intersticijuma, koje se ogleda u dilatiranoj

mikrovaskularnoj mrezi i povecanoj zastupljenosti C ¢elija (Slika 4.4).

Slika 4.3 Poprecni presek Stitaste Zlezde starih muZjaka pacova (Hematoksilin eozin bojenje).
KON, kontrolna grupa tretirana suncokretovim uljem; NAR, grupa tretirana naringeninom;
HES, grupa tretirana hesperetinom. Bar — 50 pm.
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Slika 4.4 Poprecni presek Stitaste zlezde starih muzjaka pacova (Masson trihromatsko bojenje).
KON, kontrolna grupa tretirana suncokretovim uljem; NAR, grupa tretirana naringeninom;
HES, grupa tretirana hesperetinom. Zvezdica, interfolikulske C celije; vrhovi strelica,
mikrocirkulacija oko parenhimskog tkiva. Bar — 50 um.
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4.2.3. Stereoloske karakteristike Stitaste Zlezde starih muzjaka pacova

Apsolutni volumen Stitaste Zlezde (Vi) MIKON grupe iznosio je 4,69 + 0,6 mm’.
Apsolutni volumeni epitela (V.), intersticijuma (V;) i1 koloida (Vi) iznose 1,5 + 0,19,
1,36 + 0,31 i 1,84 + 0,3 mm". Kod starih pacova doslo je do poveéanja svih ispitivanih
parametara u poredenju s MIKON pacovima: Vg je povecan za 135% (p < 0,0001), V.
za 142% (p < 0,001), dok su V; 1 Vi povecani za 140%, odnosno za 135%, (p < 0,0001),
respektivno (Slika 4.5).
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Slika 4.5 Apsolutni volumen S§titaste Zlezde (Vy,), epitela (V.), intersticijuma (V;) i koloida (V)
fizioloski intaktne kontrolne grupe mladih (MIKON) i fizioloski intaktne kontrolne grupe starih
muzjaka pacova (SIKON). Rezultati predstavljaju aritmeticku srednju vrednost grupe + SD;
n=5. ***p < 0,001 i ****p <0,0001.
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Rezultati

Procentualna zastupljenost apsolutnih volumenskih gustina folikulskog epitela (Vye),
intersticijuma (Vvyi) 1 koloida (Vyk) u Stitastoj zZlezdi MIKON i1 SIKON pacova
predstavljena je na Slici 4.6. Procentualna zastupljenost faza nije izmenjena sa
starenjem (Slika 4.6), iako su vrednosti njihovih apsolutnih volumena povecane (Slika

4.5), §to je u skladu sa o¢uvanom strukturom zlezde tokom starenja.
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Slika 4.6 Procentualna zastupljenost volumenskih gustina folikulskog epitela (Vye),
intersticijuma (Vyi) 1 koloida (Vvyk) u Stitastoj zlezdi fizioloski intaktne kontrolne grupe mladih
(MIKON) i fizioloski intaktne kontrolne grupe starih (SIKON) muZzjaka pacova. Rezultati
predstavljaju aritmeti¢ku srednju vrednost grupe. n=5.
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Rezultati

4.2.4. StereolosSke karakteristike Stitaste Zlezde nakon tretmana citrusnim
flavanonima

Tretmani citrusnim flavanonima nisu izmenili apsolutni volumen Stitaste zlezde. Od
svih ispitivanih parametara, jedino je Vi smanjen za 18% (p < 0,01) nakon tretmana
NAR i 22% (p < 0,01) nakon tretmana HES u poredenju s KON vrednostima (Slika
4.7).
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Slika 4.7 Apsolutni volumen Stitaste zlezde (Vy), epitela (V.), intersticijuma (V;) 1 koloida (V)
starih muzjaka pacova. KON, kontrolna grupa tretirana suncokretovim uljem; NAR, grupa
tretirana naringeninom; HES, grupa tretirana hesperetinom. Rezultati predstavljaju aritmeticku
srednju vrednost grupe + SD; n=5. ** p < (,01.
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Rezultati

Procentualna zastupljenost volumenske gustine epitela (Vye), intersticijuma (Vyi) 1
koloida (Vyc) Stitaste zlezde kontrolnih i1 Zzivotinja tretiranih citrusnim flavanonima
predstavljeni su na Slici 4.7. Nakon tretmana NAR i1 HES, Vyc se smanjila za 16% (p <
0,05) 1 9% (p < 0,05; Slika 4.8), dok se Vyi povecala za 16% (p < 0,05) i 14% (p < 0,05,
Slika 4.8), u poredenju sa vrednostima dobijenim za KON zivotinje. Vye nije bila

znacajno izmenjena nakon tretmana NAR 1 HES (Slika 4.8).
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Slika 4.8 Procentualna zastupljenost volumenskih gustina folikulskog epitela (Vye),
intersticijuma (Vyi) 1 koloida (Vyk) u Stitastoj zlezdi starih muzjaka pacova. KON, kontrolna
grupa tretirana suncokretovim uljem; NAR, grupa tretirana naringeninom; HES, grupa tretirana
hesperetinom. Rezultati predstavljaju aritmeticku srednju vrednost grupe; n=5. * p < 0,05.

72



Rezultati

4.3. Ultrastrukturna analiza Stitaste Zlezde

Tirociti Stitaste zlezde MIKON pacova pokazuju regularnu strukturu sa bazalno-
apikalnom orijentacijom. Euhromatinsko jedro (N) pozicionirano bazalno, okruzeno je
razvijenom, dilatiranom mrezom gER (Slika 4.9). U citoplazmi se nalazi veliki broj
polimorfnih lizozoma (L), uz koloidne kapi (kk) razli¢itog dijametra (Slika 4.9).
Kuboidalni epitel ukazuje na veoma dinamicnu i aktivnu Zlezdu kako u pogledu sinteze
tirogloblina (strelice; Slika 4.9), tako 1 u procesu njegove razgradnje (koloidne kapi

okruzene lizozomima; Slika 4.9).

Slika 4.9 Ultratanki presek Stitaste zlezde fizioloski intaktne kontrolne grupe mladih pacova
(MIKON). K, koloid; N, jedro; gER, granulirani endoplazmati¢ni retikulum; L, lizozom; kk,
koloidna kap; strelica, tiroglobulin. Bar — 2 pm.
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Rezultati

U tirocitima Stitaste Zlezde SIKON pacova oc¢uvana je polarizacija ¢elije od bazalnog ka
apikalnom polu. Jedro (N) je lokalizovano bazalno i oko njega se uocavaju dilatirane
cisterne gER (SIKON; Slika 4.10). Folikulski epitel je niskoprizmatican. Na apikalnoj
membrani su mikrovili uronjeni u lumen koloida (K; SIKON i KON; Slika 4.10). U
citoplazmi se uocavaju koloidne kapi (kk) razli¢itih dimenzija. Uz kapi koloida prisutni
su lizozomi (L) razlic¢ite veli¢ine (eng. dense bodies), kao 1 male, tamne vezikule u
blizini apikalnog pola koje sadrze novosintetisani tirogloubulin (strelica; Slika 4.10) 1

koji su manje brojni u odnosu na tirocite iz MIKON grupe.
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Rezultati

Slika 4.10 Ultratanki preseci §titaste zlezde starih muzjaka pacova. SIKON, fizioloski intaktna
kontrolna grupa starih pacova; KON, kontrolna grupa tretirana suncokretovim uljem. K, koloid;
N, jedro; gER, granulirani endoplazmati¢ni retikulum; L, lizozom; kk, koloidna kap; strelica,

tiroglobulin. Bar - Sum.
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Rezultati

Nakon tretmana NAR folikulski epitel je visokoprizmati¢an, sa izraZzeno aktivnim
¢elijama (Slika 4.11). U bazalnom delu tirocita je pozicionirano veliko, okruglo jedro
(N) oko kojeg se nalaze cisterne gER, manje dilatirane u odnosu na KON (Slika 4.11).
U citoplazmi se uocava razvijen Goldzijev aparat. Na apikalnom polu ¢elije primecuju
se brojni mikrovili. Polimorfni lizozomi (L) su u ve¢em broju zastupljeni u citoplazmi u
odnosu na KON, kao i koloidne kapi (kk) razli¢itog dijametra (Slika 4.11). Nekoliko
lizozoma razli¢ite veli¢ine okruzuju koloidnu kap 1 pripremaju se za fuziju s’ njom $to
ukazuje na aktivnu sekretornu funkciju ¢elije. U citoplazmi, blize apikalnom polu
prisutne su granule Tg, zastupljene u istoj meri kao i kod KON (strelice; Slika 4.11).

Ultrastrukturno, Stitasta Zlezda HES grupe karakteriSe se manje aktivhom Zlezdom u
odnosu na NAR grupu. Folikulski epitel je kuboidalan, visi u poredenju sa KON a nizi u
odnosu na NAR (Slika 4.10 1 4.11). Centralno postavljeno jedro (N) ispunjava 1/3 Celije
1 okruzeno je gER, bez vidljivog Goldzijevog aparata (Slika 4.11). UocCava se znatno
manji broj lizozoma (L) i mestimi¢no pokoja koloidna kap (kk) veceg dijametra (Slika

4.11).
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Rezultati

Slika 4.11 Ultratanki preseci Stitaste zlezde starih muzjaka pacova. NAR, grupa tretirana
naringeninom; HES, grupa tretirana hesperetinom. K, koloid; N, jedro; gER, granulirani
endoplazmati¢ni retikulum; L, lizozom; kk, koloidna kap; strelica, tiroglobulin. Bar - Spum.
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Rezultati

4.4. Funkcionalno-morfoloska karakterizacija Stitaste Zlezde starih
muZjaka pacova

Nakon osnovne kvalitativne 1 kvantitativne histoloSke analize, primenom IHH i IF
metode sprovedena je analiza specificnih proteina Stitaste zlezde: tiroidne peroksidaze
(TPO), tiroglobulina (Tg) i tiroksina vezanog za Tg (T4-Tg), koji predstavljaju
specificne markere funkcije Stitaste Zlezde, zatim natrijum-jodidnog kotransportera
(NIS), aktivnog transportera joda iz cirkulacije u tirocite. Takode, ispitivan je 1
vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) kao marker angiogeneze.

U stitastoj zlezdi MIKON, SIKON i KON pacova ne uocava se razlika u ekspresiji TPO
(Slika 4.12 1 4.13). Granularna TPO imunopozitivnost je isklju¢ivo karakteristika éelija
folikulskog epitela. Heterogenost ekspresije ovog proteina prisutna je izmedu folikula,
ali 1 unutar jednog folikula, tako da neki tirociti eksprimiraju snaznu imunoreaktivnost,
dok su drugi imunonegativni (Slika 4.12). Lokalizacja je apikalna i citoplazmatska, a
pojedini tirociti imaju izrazitu apikalnu lokalizaciju (strelica; Slika 4.12)
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Slika 4.12 Imunohistohemijska ekspresija tiroidne peroksidaze (TPO) u S$titastoj zlezdi
fizioloski intaktne kontrolne grupe mladih (MIKON) i fizioloski intaktne kontrolne grupe starih
muzjaka pacova (SIKON). Strelica, apikalna lokalizacija TPO. Bar — 25 pm.
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Rezultati

U odnosu na KON, u malim folikulima Stitaste zlezde NAR grupu pacova, TPO
imunopozitivnost je intenzivnija i koncentrisana u regionu apikalne membrane tirocita
(strelica; Slika 4.13). Nakon tretmana HES, intenzitet imunohistohemijske ekspresije
TPO je pojacan a lokalizacija apikalna i citoplazmatska (Slika 4.13). Ne uocava se
razlika u intenzitetu ekspresije TPO izmedu NAR i HES.

Slika 4.13 Imunohistohemijska ekspresija tiroidne peroksidaze (TPO) u Stitastoj zlezdi starih
muzjaka pacova. KON, kontrolna grupa tretirana suncokretovim uljem; NAR, grupa tretirana
naringeninom; HES, grupa tretirana hesperetinom. Strelica, apikalna lokalizacija TPO. Bar — 25
um.
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Rezultati

Analiza imunohistohemijske ekspresije Tg pokazala je intenzivnu granuliranu
imunopozitivnost u citoplazmi folikulskog epitela i slabiju imunopozitivnost koloida
vecéine folikula. Mestimi¢no se uo¢avaju mali folikuli koje karakteriSe intenzivna Tg-
imunopozitivnost samog koloida. Izmedu folikula MIKON i SIKON grupe se ne uocava
razlika u lokalizaciji i intenzitetu Tg-imunopozitivnosti epitela. Medutim, brojniji su

tamniji, intenzivnije obojeni mali folikuli u parenhimu SIKON pacova, iako je kod

MIKON grupe prisutna jaca granulirana citoplazmatska imunopozitivnost (Slika 4.14).

Slika 4.14 Imunohistohemijska ekspresija tiroglobulina (Tg) u Stitastoj zlezdi fizioloski intaktne
kontrole grupe mladih (MIKON) i fizioloski intaktne kontrolne grupe starih muZzjaka pacova
(SIKON). Zvezdica, jaka imunoobojenost; #, slaba imunoobojenost; strelica, granulisana
citoplazma; vrh strelice, negranulisana citoplazma. Bar — 50 m.
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Rezultati

Nakon tretmana citrusnim flavanonima ekspresija Tg je mnogo intenzivnija u
luminalnom koloidu velikih i malih folikula u poredenju sa KON grupom (slika 4.15).
Tg- imunopozitivnost epitela nije promenjena u odnosu na KON (Slika 4.15). S’ druge
strane, neki od velikih folikula pokazuju snaznu imunopozitivnost u koloidu, koja se
uocava i kod malih folikula. Kod oba tipa folikula, ekspresija Tg je prisutna i u

folikulskom epitelu. Pojedinacni tirociti su uglavnom svi imunopozitivni.

Slika 4.15 Imunohistohemijska ekspresija tiroglobulina (Tg) u Stitastoj Zlezdi starih muzjaka
pacova. KON, kontrolna grupa tretirana suncokretovim uljem; NAR, grupa tretirana
naringeninom; HES, grupa tretirana hesperetinom. Zvezdica, jaka imunoobojenost; #, slaba
imunoobojenost; strelica, granulisana citoplazma; vrh strelice, negranulisana citoplazma. Bar —
25 pm.
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Rezultati

Imunofluorescentna analiza IF ekspresije T4 vezanog za Tg je merilo prisutnosti
tiroksina u Zlezdi. Folikule centralnog dela Stitaste zlezde MIKON pacova karakterise
prisustvo jakog IF signala u delu koloida uz apikalnu membranu tirocita (Slika 4.16).
Kod SIKON i KON pacova folikule centralnog regiona veéih dimenzija odlikuje
nedostatak ili slab IF signal u luminalnom koloidu (Slika 4.16 1 4.17). Mestimi¢no su

prisutni folikuli malih dimenzija sa intenzivnijom obojenos¢u (Slika 4.16). Relativni

intenzitet fluorescence (RIF) SIKON grupe nizi je za 17% (p < 0,05) u odnosu na
vredosti MIKON grupe zivotinja (Slika 4.16).
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Slika 4.16 Imunofluorescentna ekspresija tiroksina vezanog za tiroglobulin (T;-Tg) u Stitastoj
zlezdi fizioloski intaktne kontrolne grupe mladih (MIKON) i fizioloski intaktne kontrolne grupe
starih muzjaka pacova (SIKON). Zeleni signal, T,-Tg; crveni signal, jedra kontrastirana
propidijum jodidom. Bar — 25 um. Rezultat predstavlja aritmeticku srednju vrednost grupe +
SD, n=6. * p <0,05.
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Rezultati

Kvantitativna IF analiza je pokazala povecan RIF u grupi tretiranoj NAR 1 to za 29% (p
< 0.05; Slika 4.17) u poredenju s KON grupom zivotinja (Slika 4.17). Nakon tretmana

HES, RIF je povecan 34% (p < 0.05; Slika 4.17) u poredenju s vrednos¢u dobijenom za
KON.

* %
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Slika 4.17 Imunofluorescentna ekspresija tiroksina vezanog za tiroglobulin (T,-Tg) u Stitastoj
zlezdi starih muzjaka pacova. KON, kontrolna grupa tretirana suncokretovim uljem; NAR,
grupa tretirana naringeninom; HES, grupa tretirana hesperetinom. Zeleni signal, T,-Tg; crveni
signal, jedra kontrastirana propidijum jodidom. Bar — 25 um. Relativni intenzitet fluorescence
(RIF). Rezultati predstavljaju aritmeticku srednju vrednost grupe + SD, n=6. ** p < 0,01.
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Rezultati

NIS- imunopozitivnost slabog intenziteta lokalizovana je u citoplazmi veéine tirocita
(neaktivna forma kotransportera) folikula Stitaste zlezde, dok je intenzivna bazolateralna
ekspresija ovog proteina (aktivna forma) prisutna samo kod nekih folikula. Intenzivno
obojeni folikuli su rasprostranjeni jedan do drugog tako da formiraju regione NIS-
imunopozitvnosti u okviru tkiva stitaste zlezde MIKON grupe, koji su vise zastupljeni u
ovoj grupi u odnosu na SIKON zivotinje (Slika 4.18). Kod zivotinja SIKON i KON
grupe, jaka imunopozitivnost se uocava samo na bazolateralnoj membrani folikula
malih dimenzija (strelica; Slika 4.18 1 4.19). Kod folikula vec¢ih dimenzija NIS-
imunopozitivnost prisutna je samo u citoplazmi ili je uopste nema (vrh strelice; Slika
4.18 1 4.19), Sto ukazuje na smanjeni aktivni transport joda. Iako je NIS-
imunopozitivnost prisutna u manjim folikulima SIKON grupe, kvantitativna analiza
Stitaste zlezde potvrdila je da je u MIKON grupi volumenska gustina NIS-
imunopozitivnih folikula za 29% veéa (p < 0,05) u odnosu na vrednost SIKON grupe

(Slika 4.18).
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Rezultati
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Slike 4.18 Imunohistohemijska ekspresija natrijum-jodidnog (Na'/I') kotransportera u §titastoj
zlezdi fizioloski intaktne kontrolne grupe mladih (MIKON) i fizioloski intaktne kontrolne grupe
starih muzjaka pacova (SIKON). Strelica, bazolateralna imunopozitivnost; vrh strelice,
citoplazmatska imunopozitivnost. Bar — 50 1 25 pum. Rezultat predstavlja aritmeticku srednju
vrednost grupe + SD, n=6. * p < 0,05.
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Rezultati

Tretman citrusnim flavanonima nije izazvao znacajnu razliku u ekspresiji NIS u
poredenju sa KON grupom Zivotinja (Slika 4.19), dok je bazolateralna IHH NIS-

imunopozitivnost nesto niza nakon tretmana NAR (Slika 4.19).

Volumenska gustina
NIS-imunopozitivhog
epitela (%)

Slika 4.19 Imunohistohemijska ekspresija natrijum-jodidnog (Na'/I') kotransportera u Stitastoj
zlezdi starih muzjaka pacova. KON, kontrolna grupa tretirana suncokretovim uljem; NAR,
grupa tretirana naringeninom; HES, grupa tretirana hesperetinom. Strelica, bazolateralna
imunopozitivnost. Bar — 25 um. Rezultat predstavlja aritmeticku srednju vrednost grupe + SD;
n=06.
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Rezultati

Imunohistohemijska ekspresija VEGF u Sstitastoj zlezdi MIKON grupe specificno je
prisutna u citoplazmi folikulskog epitela i uocava se u vecini folikula. Intenzitet VEGF-
imunopozitivnosti varira izmedu folikula: kod nekih je slabiji, a kod drugih jaci (Slika
4.20). Heterogenost intenziteta VEGF imunopozitivnog signala uocava se ¢ak i medu
tirocitima istog folikula (strelica; Slika 4.20). IHH VEGF-imunopozitivnost u $titastoj
zlezdi SIKON i KON pacova prisutna je samo u folikulskom epitelu manjih, aktivnijih
folikula, dok kod velikih, neaktivnih imunopozitivnost mestimic¢no izostaje (Slika 4.20 i
4.21). Takode, u §titastoj zlezdi obe eksperimentalne grupe (MIKON i SIKON), VEGF-
imunopozitivnost se ne uocava samo u tirocitima, ve¢ je prisutna 1 u C celijama

(zvezdica, Slika 4.20).

Slika 4.20 Imunohistohemijska ekspresija vaskularnog endotelijalnog faktora rasta (VEGF) u
Stitastoj zlezdi fizioloski intaktne kontrolne grupe mladih (MIKON) i fizioloski intaktne
kontrolne grupe starih muzjaka pacova (SIKON). Zvezdica, C Celije; strelica, slabije obojen
folikulski epitel; vrh strelice, jace obojen folikulski epitel. Bar - 25um.
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Rezultati

Nakon tretmana NAR imunopozitivnost se uocava u skoro svim folikulima, kako u
malim, tako 1 u velikim (Slika 4.21). Imunopozitivnost je difuzno i1 heterogeno
rasporedena u tirocitima folikulskog epitela aktivnih folikula (strelica; Slika 4.21), §to je
u skladu s rezultatima dobijenim za ekspresiju ostalih proteina. VEGF ekspresija se
nakon tretmana HES uocava u folikulskom epitelu vecine folikula, iako su prisutni
folikuli koji su ostali VEGF-imunonegativni (Slika 4.21). Osim u epitelu, u obe

eksperimentalne grupe, VEGF-imunopozitivnost je prisutna i u C ¢elijama koje se

nalaze izmedu folikula (zvezdica; Slika 4.21).
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Slika 4.21 Imunohistohemijska ekspresija vaskularnog endotelijalnog faktora rasta (VEGF) u
Stitastoj zlezdi starih muzjaka pacova. KON, kontrolna grupa tretirana suncokretovim uljem;
NAR, grupa tretirana naringeninom; HES, grupa tretirana hesperetinom. Zvezdica, C celije;
strelica, slabije obojen folikulski epitel; vrh strelice, jaCe obojen folikulski epitel. Bar - 25pum.
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Rezultati

4.5. Koncentracija tirostimulirajuceg hormona i ukupnog tiroksina u
serumu

Koncentracija TSH u serumu MIKON grupe pacova iznosila je 1.74 + 0.2 ng/ml (Slika
4.22). Nivo ukupnog T4 u cirkulaciji MIKON zivotinja iznosio je 32,99 ng/ml. U
poredenju s ovom grupom, koncentracija ukupnog tiroksina u serumu SIKON Zivotinja

znacajno je snizena i to za 40% (p < 0,05) (Slika 4.22).
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Slika 4.22 Koncentracije tirostimuliraju¢eg hormona (TSH) i ukupnog tiroksina (T,) u serumu
pacova fizioloski intaktne kontrolne grupe mladih (MIKON) i fizioloSki intaktne kontrolne
grupe starih muzjaka pacova (SIKON). Rezultati predstavljaju aritmeticku srednju vrednost
grupe = SD; n=6. * p < 0,05.

Vrednost TSH u serumu KON zivotinja je iznosila 2,01 ng/ml (Slika 4.23). Nakon
tretmana citrusnim flavanonima, koncentracija TSH u cirkulaciji se povecala samo
nakon aplikacije NAR i to za 32% (p < 0.05; Slika 4.23) u poredenju sa kontrolnim
vrednostima. Sto se ti¢e koncentracije T4 u cirkulaciji, ona je ostala nepromenjena

nakon oba tretmana u poredenju sa kontrolnim vrednostima (Slika 4.23).
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Slika 4.23 Koncentracija tirostimuliraju¢eg hormona (TSH) i ukupnog tiroksina (T4) u serumu
starih muzjaka pacova. KON, kontrolna grupa tretirana suncokretovim uljem; NAR, grupa
tretirana naringeninom; HES, grupa tretirana hesperetinom. Rezultati su predstavljeni kao
aritmeticka srednja vrednost grupe = SD; n=6. * p < 0,05.
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4.6. Uticaj citrusnih flavanona na relativhu koncentraciju iRNK gena
regulisanih trijodtironinom u jetri starih pacova

Analiza relativne koncentracije iRNK regulisanih trijodtironinom prikazana je na Slici
4.24. U grupi tretiranoj suncokretovim uljem statisticki znacajno je sniZena
koncentracija gena Fat, i to 1,5 puta (p < 0,05; Slika 4.24) u poredenju sa vrednoscu
dobijenom za SIKON grupu. Kod ostalih ispitivanih gena nije doSlo do promene
relativnog nivoa iRNK u odnosu na odgovarajuce vrednosti SIKON grupe.

U poredenju sa vrednostima dobijenim za KON grupu Zivotinja, tretman NAR smanjio
je relativnu koncentraciju iRNK sledec¢ih gena: Thrsp 3,5 puta (p < 0,0001), Lxr 3 puta
(p <0,001), Fas 3,5 puta (p < 0,001) 1 Fat 4 puta (p < 0,0001; Slika 4.24). Relativna
koncentracija Diol gena je ostala nepromenjena nakon tretmana NAR.

S druge strane, nakon tretmana HES statisticki znacajno su snizene relativne
koncentracije iRNK slede¢ih gena: Thrsp 4 puta (p < 0,0001), Lxr 3 puta (p < 0,001) 1
Fat 3,5 puta (p < 0,0001; Slika 4.24). Relativna koncentracija iRNK Diol i Fas gena

nije promenjena u odnosu na vrednosti KON grupe zivotinja.
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Slika 4.24 Relativna koncentracija iRNK za dejodinazu tip 1 (Diol), Thrsp, Lxr, sintazu masnih
kiselina (Fas) i translokazu masnih kiselina (Faf) u jetri starih muzjaka pacova. SIKON,
fizioloski intaktna kontrolna grupa; KON, kontrolna grupa tretirana suncokretovim uljem; NAR,
grupa tretirana naringeninom; HES, grupa tretirana hesperetinom. Relativna koncentracija
iRNK je izracunata u odnosu na koncentraciju iRNK za Hprt kao endogenu kontrolu. Rezultati
su prikazani kao aritmeticka srednja vrednost grupe + SD; n=6. *** p < 0,001 i **** p < 0,0001
u odnosu na KON; # p < 0,05 u odnosu na SIKON.
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4.7. Biohemijski parametri u serumu pacova tretiranih citrusnim
flavanonima

Koncentracija ukupnog holesterola (HOL), HDL, LDL i triglicerida prikazana je na
Slici 4.25.

Analiza parametara lipidnog statusa u serumu pokazala je da prose¢na koncentracija
HOL u serumu SIKON grupe iznosi 2,63 £+ 0,67 mmol/L, HDL 1,73 £+ 0,22 mmol/L,
LDL 0,6 £ 0,18 mmol/L (Slika 4.25), a prose¢na koncentracija ukupnih triglicerida u
serumu 1,0 = 0,13 mmol/L (Slika 4.25).

Nakon tretmana suncokretovim uljem, prose¢na koncentracija HOL, HDL, LDL i

triglicerida nije znacajno izmenjena (Slika 4.25).
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Slika 4.25 Koncentracija ukupnog holesterola (HOL), HDL, LDL i triglicerida (TG) u serumu
starih muZzjaka pacova. SIKON, fizioloski intaktna kontrolna grupa; KON, kontrolna grupa
tretirana suncokretovim uljem; NAR, grupa tretirana naringeninom; HES, grupa tretirana
hesperetinom. Rezultati su predstavljeni kao aritmeti¢ka srednja vrednost grupe + SD; n=6. * p
<0,05.

Nakon tretmana starih muZzjaka pacova NAR, prosecna koncentracija HOL, LDL i
ukupnih triglicerida nije znacajno izmenjena dok je vrednost HDL povisena za 48% (p
< 0,05; Slika 4.25) u odnosu na KON zivotinje.

Tretman HES nije znaCajno promenio parametre lipidnog statusa u serumu starih

muzjaka pacova u poredenju sa vrednostima iz KON grupe (Slika 4.25).
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4.8. HistoloSke karakteristike jetri starih pacova tretiranih citrusnim
flavanonima

Tkivo jetre SIKON i KON grupe odlikuje se urednom radijalnom organizacijom
hepatocita, bez vidljivih hepatocelularnih ostecenja (Slika 4.26). Nisu uocene nekrotske,
apoptotske ili hepatotoksicne promene, jedino su vidljive mestimi¢ne balonirajuce
degeneracije hepatocita. Ne uocavaju se ni tragovi masnih kapi u parenhimu, koje bi
ukazivale na eventualno prisustvo steatoze u jetri pacova ovog starosnog uzrasta (Slika
4.26). Parenhim jetre je bez prisustva krvnih elemenata, fibroze ili pokazatelja
inflamacije (Slika 4.26).

Nakon tretmana citrusnim flavanonima tkivo jetre pokazuje uredan histopatoloski nalaz,

bez vidljivih histopatoloskih promena (Slika 4.26).
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Slika 4.26 Poprec¢ni presek jetre starih muzjaka pacova. SIKON, fizioloski intaktna kontrolna
grupa; KON, kontrolna grupa tretirana suncokretovim uljem; NAR, grupa tretirana
naringeninom; HES, grupa tretirana hesperetinom. Bar — 50 um.
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4.9. Koncentracija enzima jetre u serumu

Prosecna koncentracija ALT, AST i GGT kod SIKON grupe zivotinja iznosila je 58,5 £
4,95 U/L, 245+ 23,39 U/L 14,25 + 0,5 U/L (Slika 4.27).

Koncentracija ovih enizma u serumu KON Zivotinja nije znac¢ajno promenjena u odnosu
na SIKON grupu. Prosecne vrednosti merenih parametara iznosile su 58,67 + 2,89 U/L
za ALT, 285,33 £ 30,04 U/L za AST 15,67 + 0,58 U/L za GGT (Slika 4.27).

Nakon tretmana NAR koncentracija ALT 1 AST u serumu bila je niza za 12% (p <
0,001) 1 25% (p < 0,01), u poredenju sa odgovaraju¢im vrednostima KON grupe (Slika
4.27). Vrednost GGT nije bila promenjena.

Nakon tretmana HES, statisticki znacajno su smanjene vrednosti ALT i AST i to za
12% (p < 0,01) 1 16% (p < 0,05), u odnosu na vrednosti dobijene za KON Zzivotinje
(Slika 4.27). Koncentracija GGT u serumu posle tretmana HES nije statisticki znacajno

izmenjena.
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Slika 4.27 Koncentracija alanin aminotransferaze (ALT), aspartat aminotransferaze (AST) i
gama-glutamil transpeptidaze (GGT) u serumu starih muZjaka pacova. SIKON, fizioloski
intaktna kontrolna grupa; KON, kontrolna grupa tretirana suncokretovim uljem; NAR, grupa
tretirana naringeninom; HES, grupa tretirana hesperetinom. Rezultati su predstavljeni kao
aritmeticka srednja vrednost grupe = SD; n=6. * p < 0,05, ** p < 0,01 1 *** p <0,001.
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4.10. Masnokiselinski profil fosfolipida membrane hepatocita u jetri
pacova tretiranih citrusnim flavanonima

Profil masnih kiselina fosfolipida membrane u jetri starih pacova prikazan je u Tabeli
4.2. Ukupne vrednosti SFA, MUFA i1 PUFA predstavljene su na Slici 4.28, dok su
ukupne vrednosti n-3, n-6, kao i njihov medusobni odnos graficki predstavljeni na Slici
4.29.

Tabela 4.2 Profili masnih kiselina fosfolipida hepatocita starih pacova u kontrolnim
grupama, fizioloSki intaktnoj kontrolnoj (SIKON) i kontrolnoj grupi tretiranoj
suncokretovim uljem (KON), kao i1 hepatocita starih muzjaka pacova nakon tretmana
naringeninom (NAR) 1 hesperetinom (HES).

Masna Kiselina (%) SIKON KON NAR HES
S Palmitinska C16:00  22+40,38 19,86+1,02 21,7+0,99* 22,81+1,35*
F Stearinska C18:00 23,5+1,54 24,68+2,49 23,22+1,81  23,98+2.4
A
M Palmitooleinska C16:1n-7 0,64+0,25  0,72+0,2 0,62+0,1* 0,5+0,08*
v Oleinska C18:1n-9 4,25+0,08 4,57+0,18  4,40+0,48  4,13+0,33*
Z Vakcenska C18:1n-7 3,62+0,24 3,42+0,46  4,03+0,31*  3,57+0,35
Linolna C18:2n-6 14,8+0,7 17,3+2,03" 15,2+0,88*  14,6+0,81*
DGLA C20:3n-6 0,91+£0,19 0,96+0,05 0,81+0,16*  0,63+0,07*
P Arahidonska C20:4n-6 22,6+0,82 20,96+1,27 21,26+£1,42 20,76+1,14
U Adreninska C22:4n-6 0,36+0,03 0,27+0,04*  0,31+0,03*  0,36+0,09*
F Linoleinska C18:3n-3 0,13+0,01 0,14+0,02  0,14+0,02  0,12+0,02*
A EPA C20:5n-3 0,32+0,08 0,6+0,14"  0,27+0,06*  0,15+0,07*
DPA C22:5n-3 1,03+0,13 1,03+0,16  1,04+0,17 0,97+0,17
DHA C22:6n-3 6,00+0,46 6,02+0,86  7,72+0,8*  7,29+1,06*

Rezultati su predstavljeni kao aritmeticka srednja vrednost grupe + SD; n=6. * p < 0,05 u

odnosu na KON; # p < 0,05 u odnosu na SIKON.
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Kao posledica koris¢enja suncokretovog ulja kao rastvaraca uoceno je povecanje (p <
0,05) zastupljenosti C18:2 n-6 1 C20:5 n-3 masnih kiselina, kao i smanjenja (p < 0,05)
sadrzaja C22:4 n-6 masne kiseline u poredenju sa SIKON grupom (Tabela 4.2).

U poredenju sa KON grupom, hroni¢ni tretman NAR statisticki znacajno je povisio
ukupan sadrzaj MUFA (p < 0,05), ali nije izazvao promene u zastupljenosti ukupnih
SFA i PUFA (Slika 4.28). Sadrzaj C16:0, C18:1n-7, C22:4n-6 i C22:6n-3 masnih
kiselina se povec¢ao (p < 0,05), dok se sadrzaj C16:1n-7, C18:2n-6, C20:3n-6 i C20:5n-3
smanjio (p < 0,05) nakon tretmana NAR. NAR je statisticki znac¢ajno smanjio (p < 0,05)
sadrzaj ukupnih n-6 PUFA, kao i n-6/n-3 odnos (p < 0,01), dok je s druge strane
povecao (p < 0,01) ukupni sadrzaj n-3 PUFA u poredenju sa kontrolnim vrednostima

(Slika 4.29).
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Slika 4.28 Procenat (%) ukupnih zasi¢enih (SFA), mononezasi¢enih (MUFA) i polinezasi¢enih
(PUFA) masnih kiselina fosfolipida u hepatocitima starih muzjaka pacova. SIKON, fizioloski
intaktna kontrolna grupa; KON, kontrolna grupa tretirana suncokretovim uljem; NAR, grupa
tretirana naringeninom; HES, grupa tretirana hesperetinom. Rezultati su predstavljeni kao
aritmeticka srednja vrednost grupe = SD; n= 6. * p < 0,051 ** p <0,01.
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Tretman HES je u poredenju sa KON statisticki znac¢ajno povisio (p < 0,01) SFA, snizio
(p <0,01) PUFA, dok je sadrzaj MUFA ostao nepromenjen (Slika 4.28). U HES grupi
sadrzaj C16:0, C22:4n-6 i C22:6n-3 je povecan (p < 0,05), dok je smanjen (p < 0,05)
sadrzaj C16:1n-7, C18:1n-9, C18:2n-6, C20:3n-6, C18:3n-3 i C20:5n-3 u poredenju sa
KON. Sadrzaj C18:0, C18:1n-7, C20:4n-6 1 C22:5n-3 nije promenjen nakon tretmana sa
HES (Tabela 4.2). U odnosu na kontrolne vrednosti HES je statisticki znacajno smanjio
(p < 0,0001) ukupne n-6 PUFA i odnos n-6/n-3 PUFA (p < 0,01), ali je povecao (p <
0,01) sadrzaj ukupnih n-3 PUFA (Slika 4.29).
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Slika 4.29 Procenat (%) n-3, n-6, kao i odnosa n-6 / n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina
fosfolipida jetre starih muzjaka pacova. SIKON, fizioloski intaktna kontrolna grupa; KON,
kontrolna grupa tretirana suncokretovim uljem; NAR, grupa tretirana naringeninom; HES, grupa
tretirana hesperetinom. Rezultati su predstavljeni kao aritmeticka srednja vrednost grupe + SD;
n=6. * p < 0,05, ** p <0,01 i **** p <0,0001.
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4.11. Koncentracija reaktivnih vrsta tiobarbiturne Kiseline u jetri
starih pacova

Koncentracija TBARS u jetri intaktnih (SIKON) pacova je iznosila 0,53 £ 0,03
nmol/mg proteina (Slika 4.30). Kod starih Zivotinja tretiranih suncokretovim uljem
(KON) vrednost TBARS u jetri iznosila je 0,56 + 0,02 nmol/mg proteina (Slika 4.30).
Nije doslo do promena u nivou TBARS u odnosu na SIKON grupu.

Medutim, nakon administracije oba citrusna flavanona doslo je do smanjenja (Slika
4.30) koncentracije TBARS u jetri starih pacova. Kod Zivotinja tretiranih NAR
koncentracija TBARS u jetri je opala za 20% (p < 0,01; Slika 4.30) u odnosu na KON
vrednosti.

Kao i u slu¢aju NAR, u jetrama zivotinja tretiranih HES, koncentracija TBARS je opala

za 29% (p < 0,001; Slika 4.30) u poredenju sa vrednostima dobijenim za KON Zzivotinje.
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Slika 4.30 Koncentracija reaktivnih vrsta tiobarbiturne kiseline (TBARS) u jetri starih muzjaka
pacova. SIKON, fizioloski intaktna kontrolna grupa; KON, kontrolna grupa tretirana
suncokretovim uljem; NAR, grupa tretirana naringeninom; HES, grupa tretirana hesperetinom.
Rezultati su predstavljeni kao aritmeticka srednja vrednost grupe £ SD; n=6. ** p < 0,01 1 *** p
<0,001.
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4.12. Parametri antioksidativnog statusa u jetri pacova tretiranih
citrusnim flavanonima

4.12.1. Aktivnost antioksidativnih enzima

Suncokretovo ulje (KON) nije dovelo do znacajnih promena aktivnosti antioksidativnih
enzima (AOE) u poredenju sa vrednostima dobijenim za SIKON (Slika 4.31).

Tretman citrusnim flavanonima uticao je na aktivnost antioksidativnih enzima u jetri
starih pacova. NAR je povecao aktivnost (p < 0,05) skoro svih ispitivanih AOE, sem
CAT, u poredenju sa kontrolnim vrednostima (Slika 4.31). Enzimska aktivnost SODI 1
SOD?2 je porasla za 30% (p < 0,01 i p < 0,05), dok su aktivnosti GPx i GR porasle za
97% (p < 0,001) 1 56% (p < 0,0001). Aktivnost CAT je takode bila povecana, ali ova
promena nije dostigla statisticku znacajnost (p=0,069).

U jetri pacova starih 24 meseca nakon tretmana HES doslo je do povecanja enzimske
aktivnosti CAT za 56% (p < 0,01) i GR za 28% (p < 0,01) u poredenju sa kontrolnim
vrednostima (Slika 4.31). Ipak, HES nije izazvao promenu aktivnosti ostalih ispitivanih

AOE (Slika 4.31).
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Slika 4.31 Aktivnost enzima superoksid dismutaze 1 (SOD1), superoksid dismutaze 2 (SOD2),
katalaze (CAT), glutation peroksidaze (GPx) i glutation reduktaze (GR) u jetri starih muzjaka
pacova. SIKON, fizioloski intaktna kontrolna grupa; KON, kontrolna grupa tretirana
suncokretovim uljem; NAR, grupa tretirana naringeninom; HES, grupa tretirana hesperetinom.
Rezultati predstavljaju aritmeticku srednju vrednost grupe = SD; n=6. * p < 0,05, ** p < 0,01,

4% p < 0,001 § ##%* p < 0,0001.

102



Rezultati

4.12.2. Analiza relativne genske ekspresije antioksidativnih enzima

Vrednosti relativne genske ekspresije AOE predstavljene su na Slici 4.32.

Genska ekspresija enzima Sodl, Sod2, Gpx i1 Gr je ostala nepromenjena nakon
administracije suncokretovog ulja, osim u sluc¢aju Cat gena, kod kojeg je u poredenju sa
SIKON grupom doslo do statisticki znacajnog smanjenja njegove ekspresije za 2 puta (p
<0,05; Slika 4.32).

U poredenju sa KON vrednostima, NAR je povecao gensku ekspresiju Cat 3,4 puta (p <
0,0001), Gpx 6,7 (p < 0,0001) i Gr 1,3 puta (p < 0,01; Slika 4.32). Relativna genska
ekspresija Sod! 1 Sod2 nije statisticki znacajno promenjena nakon tretmana NAR.
Tretman HES uticao je samo na povcanje (p < 0,01; Slika 4.32) genske ekspresije Cat i
to za 2,9 puta, dok genska ekspresija ostalih enzima nije znacajno promenjena u

poredenju sa KON vrednostima (Slika 4.32).
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Slika 4.32 Relativna koncentracija iRNK za superoksid dismutazu 1 (Sodl), superoksid
dismutazu 2 (Sod2), katalazu (Cat), glutation peroksidazu (Gpx) i glutation reduktazu (Gr) u
jetri starih muzjaka pacova. SIKON, fizioloski intaktna kontrolna grupa; KON, kontrolna grupa
tretirana suncokretovim uljem; NAR, grupa tretirana naringeninom; HES, grupa tretirana
hesperetinom. Relativna koncentracija iRNK je izra¢unata u odnosu na koncentraciju iRNK za
Gapdh kao endogenu kontrolu. Rezultati predstavljaju aritmeticku srednju vrednost grupe + SD;
n=6. ** p < 0,01 i **** p <0,0001 u odnosu na KON; # p < 0,05 u odnosu na SIKON.
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4.12.3. Analiza relativne proteinske ekspresije antioksidativnih enzima

Promene u proteinskoj ekspresiji enzima antioksidativne zastite nakon administracije
citrusnih flavanona prikazani su na Slici 4.33. Tretman suncokretovim uljem nije
znafajno promenio vrednosti ispitivanih parametara u poredenju sa vrednostima
dobijenim za SIKON grupu.

Analizom proteinskih profila nakon tretmana NAR, uoceno je da dolazi do povecane
proteinske ekspresije SOD2, CAT, GPx i GR enzima i to za 51% (p < 0,001), 148% (p
< 0,001), 32% (p < 0,05) 1 34% (p < 0,001), u odnosu na kontrolu (Slika 4.33). NAR
nije promenio relativne proteinske ekspresije enzima SODI1 (Slika 4.33).

S’ druge strane, za razliku od proteinskih profila dobijenih nakon tretmana NAR, HES
je smanjio proteinsku ekspresiju enzima SOD2 i GPx i to za 28% (p < 0,05) 1 51% (p <
0,01), u poredenju sa koli¢inom ovih enzima detektovanih kod KON Zzivotinja (Slika
4.33). Relativna proteinska ekspresija SOD1, CAT 1 GR enzima je ostala nepromenjena

nakon tretmana HES (Slika 4.33).
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4.33 Relativna proteinska ekspresija superoksid dismutaze 1 (SOD1), superoksid dismutaze 2
(SOD2), katalaze (CAT), glutation peroksidaze (GPx) i glutation reduktaze (GR) u jetri starih
muzjaka pacova. SIKON, fizioloski intaktna kontrolna grupa; KON, kontrolna grupa tretirana
suncokretovim uljem; NAR, grupa tretirana naringeninom; HES, grupa tretirana hesperetinom.
Relativna ekspresija proteina AOE je izraCunata u odnosu na ekspresiju proteina za aktin kao
endogenu kontrolu. Rezultati predstavljaju aritmeticku srednju vrednosti grupe + SD; n=6. * p <
0,05, ** p<0,01 i *** p <0,001.
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4.13. Parametri redoks ravnoteze

Parametri redoks ravnoteze predstavljeni su na Slici 4.34.

Nakon tretmana suncokretovim uljem, nije uocena razlika izmedu vrednosti ispitivanih
parametara u poredenju sa SIKON zZivotinjama (Slika 4.34).

Nakon tretmana NAR, koncentracija ukupnog GSH poviSena je za 28% (p < 0,001),
redukovanog GSH za 31% (p < 0,001), kao i odnosa GSH/GSSG za 26% (p < 0,05;
Slika 4.34). Tretman nije imao efekta na vrednosti GSSG (Slika 4.34). Sadrzaj ukupnih
sulfohidrilnih grupa GSH je povean za 24% (p < 0,05) u poredenju sa KON
vrednostima (Slika 4.34).

Nije uocena promena nijednog od ispitivanih parametara redoks ravnoteZe nakon

tretmana HES (Slika 4.34).
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Slika 4.34 Redoks ravnoteza: ukupni glutation (GSH), redukovani GSH, oksidovani GSH
(GSSG), odnos GSH/GSSG 1 ukupnih sulfohidrilnih (SH) grupa GSH u jetri starih muzjaka
pacova. SIKON, fizioloski intaktna kontrolna grupa; KON, kontrolna grupa tretirana
suncokretovim uljem; NAR, grupa tretirana naringeninom; HES, grupa tretirana hesperetinom.
Rezultati predstavljaju aritmeti¢ku srednju vrednost grupe = SD; n = 6.* p < 0,05 1 *** p <
0,001.
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Diskusija

Starenje predstavlja prirodan fenomen karakteristiCan za sve Celije i organizme. PocCinje
kada se u ¢eliji akumuliraju mutacije i oksidativna oStecenja koja dovode do prestanka
normalne fiziologije ¢elije 1 razvoja senescentnog fenotipa (Yang i sar., 2016; Thomas i
sar., 2016; Pan i sar., 2016; Ziegler i sar., 2015). lako starenje nije bolest per se, ono je
glavni uzork nastanka svih hroni¢nih oboljenja.

Gubljenjem koStane mase nastaje osteoporoza, opadanjem snage miSi¢a nastaje
sarkopenija, usporavanjem metabolizma razvijaju se dislipidemije 1 metabolicki
sindrom (Chahal 1 Drake, 2007; De Minicis et al., 2013; Sullivan-Gunn i Lewandowski,
2013). Uz to, slabi centralna regulacija endokrinih osovina a menja se odgovor
perifernih organa na endokrine stimuluse (Bowers i sar., 2013). Sve zajedno, to utie na
kvalitet Zivota u staroj dobi. Koncept zadravog starenja predstavlja niz aktivnosti koje u
ovom zivotnom dobu doprinose ocuvanju kvaliteta zivota i svih njegovih aspekata
(Hansen-Kyle, 2005; Peel i sar., 2005). Koris¢enje polifenolnih susptanci u koje spadaju
citrusni flavanoni moze delovati preventivno ili usporiti nastanak bolesti kod starih
(Chanet i sar., 2012; Mulvihill i sar., 2009, 2014, 2016).

Cilj ove doktorske disertacije bio je da rasvetli da li naringenin (NAR) 1 hesperetin
(HES) uti¢u na tiroidnu homeostazu, lipidni i antioksidativni status starih pacova. U
ovoj doktorskoj disertaciji koris¢en je model prirodno ostarelih muzjaka pacova starosti
24 meseca, koji odgovara starosnom dobu oko 65 godina kod ljudi (Sengupta, 2013).
homostazu usled viseg TSH, §to ih ¢ini podesnijim modelom za ovaj tip istraZzivanja
(Capen, 1997; Schmucker, 2005). Takode, stari muzjaci imaju oslabljen detoksikacioni
mehanizam u jetri u odnosu na mlade muzjake (Lee i sar., 2011).

Sa starenjem se povecava ucestalost oboljenja Stitaste zlezde kod ljudi (Boelart, 2013).
Za razliku od pacova, oboljenja su ucestalija kod Zena, ali kada se razvije malignitet
Stitaste zlezde kod muskaraca, invazitet je veéi a prognoza toka bolesti losija (Sajid-
Crokett, 2000). Takode, ucestalost kardiovaskularnih i metabolickih bolesti sa starenjem
raste kod oba pola, ali je nesto ve¢a kod musSkaraca (Vijay 1 sar., 2015; Ghezzi i sar.,
2012), sto je bio dodatan motiv za in vivo ispitivanja efekata citrusnih flavanona u ovom
eksperimentalnom modelu.

U nasim eksperimentima, citrusni flavanoni NAR i1 HES su aplikovani per os kako bi

tretman bio nutritivno relevantan i mogao da se uporedi sa unosom citrusnih flavanona
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putem hrane i pi¢a kod ljudi. Ovakav eksperimentalni pristup i nafin administracije
izabran je 1 da bi se izbegla gavaza, imaju¢i u vidu da mikrobiota u ustima ima znacajnu
ulogu u inicijalnom metabolizmu polifenola (Chanet i sar., 2012).

Flavanoni se u ljudskoj ishrani isklju¢ivo unose putem konzumiranja citrusnog voca i
sokova. Istrazivanja su pokazala da kod ljudi dnevna upotreba flavanona putem hrane
iznosi 2,7 do 78 mg (Chanet i sar., 2012). Alometrijskim kalkulacijama (West i Brown,
2005) je proracunato da primenjena doza od 15 mg/kg t.m. kod pacova odgovara dozi
od 4,4 mg/kg t.m. kod ljudi. Ova koli¢ina flavanona moze se naci u 0,2-1 L soka od
grejpfruta ili pomorandZe (Chanet i sar., 2012; Khan 1 sar., 2014). Flavanoni su davani u
formi aglikona, a ne glikozida inace prisutnog u vocéu da bi se postigla bioloski
efektivna koncentracija primenjenih supstanci (Kanaze i sar., 2007).

Suncokretovo ulje je izabrano kao medijum za administraciju supstanci jer ono sadrzi
zanemarljivu koli¢inu polifenola (Colquhoun i sar., 1996). Ostala ulja sadrze znacajnu
koli¢inu polifenola koji bi mogli da interferiraju sa antioksidativnim i drugim
osobinama NAR i1 HES (Khan i sar., 2014). Sem toga, suncokretovo ulje se ucestalo
koristi u ishrani ljudi iz ovog regiona (Isto¢na i Jugoisto¢na Evropa), a ulje je ukusna
hrana za pacove, koje zbog svog neutralnog mirisa i ukusa ,,maskira® gorak ukus
flavanona. Ovo je omoguéilo da Zivotinje hranu uzimaju voljno, bez stresa tokom
tretmana.

Sa starenjem je dosSlo do fizioloski ocekivanog porasta telesne mase SIKON pacova;
masa starih zivotinja, apsolutna masa i volumen Stitaste zlezde viSi su u odnosu na
MIKON zivotinje dok je relatvna masa Stitaste zlezde ostala nepromenjena. Ovo je u
skladu sa podacima Rao-Rupanagudi i sar. (1992) i o€ekivan je rezultat imaju¢i u vidu
da su pacovi Zzivotinje koje rastu celog zivota te porast telesne mase prati porast
apsolutne mase zlezde dok njena relativna masa ostaje nepromenjena. Suncokretovo
ulje nije imalo efekta na telesnu masu starih pacova tokom 4 nedelje tretmana. NAR ili
HES nisu izazvali znacajnu promenu telesne mase u nasem eksperimentalnom modelu.
Ipak, nekoliko studija je pokazalo da tretman polifenolima poput eriotricina (Fukuchi 1
sar., 2008) ili NAR (Ke 1 sar., 2015) znacajno smanjuje telesne mase 1 akumulaciju
smanjenje telesne mase moze da bude posledica koriS¢enja niske doze aplikovane

supstance jer su drugi autori koristili doze u rasponu od 50 do 500 mg/kg t.m. ili duzine
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trajanja tretmana, imaju¢i u vidu duZinu trajanja od 6-12 nedelja u drugim
eksperimentalnim studijama. Dodatno, nedostatak promena moZe biti uzrokovan
zivotnim dobom zivotinja. Ovo zapazanje je u skladu sa progresivnim padom
koncentracije testosterona i slabljenjem anabolickog efekta ovog hormona sa starenjem
u nasem eksperimentalnom modelu (Zirkin i Tenover, 2012).

U stitastoj zlezdi SIKON pacova prisutne su folikulske ciste i hiperplazija C ¢elija. Ovo
je u skladu sa rezultatima Martin-Lacave 1 sar. (1992), ali za razliku od rezultata ovih
autora, zastupljenost vezivnog tkiva se nije povecala u odnosu na MIKON grupu. U
parenhimu stare zlezde uocavaju se prazni folikuli i ultimobranhijalne ciste, bez
inflamatornnih reakcija i akumulacije masnih kapi, $to je u skladu s rezultatima Rao-
Rupanagudi i sar. (1992) i Lee i sar. (2016).

Nakon aplikacije citrusnih flavanona nismo uocili hipertrofiju tkiva, kao ni infiltraciju
imunskih Celija. Ipak, tretman razli¢itim flavonoidima, kao $to je viteksin iz prosa
(Mennen i sar. 2005) ili sojini izoflavoni u kombinaciji s nedostatkom joda (Hirose i
sar., 2001) dovodi do povecanja mase Stitaste zlezde, Sto nakon duzeg perioda moze da
rezultira razvojem guSavosti, autoimunskih oboljenja i/ili kancera Stitaste zlezde
(Boelaert, 2013; Vitale i sar., 2013).

Strukturni paramteri Stitaste zlezde SIKON pacova razlikuju se u vrednostima
apsolutnog volumena zlezde i pojedinacnih faza u odnosu na MIKON pacove.
Dijametar folikula je veci i na periferiji i u centralnom delu zlezde SIKON pacova, ali
se ne uocava razlika izmedu njihovih relativnih odnosa. Medutim, sa starenjem se menja
struktura Zlezde Miranda 1 Spague-Dawley soja pacova - opada visina folikulskog
epitela, dok raste dijametar folikulskog lumena i koli¢ina koloida (Rao-Rupanagudi i
sar., 1992; Mariotti i sar., 1995; Moreira 1 sar., 2005). Ovo je vazan podatak jer
pokazuje da kod Wistar pacova u staroj dobi ne dolazi do promene u relativnim
odnosima histoloskih faza. Ova kvantitativna razlika je posledica razlike u apsolutnim
volumenima izmedu MIKON i SIKON pacova, tj. rezultat je povecanja mase zlezde, a
ne uzajamnih odnosa histoloskih faza.

U predenju s KON Zzivotinjama, masa 1 apsolutni volumen Stitaste Zlezde nije bio
promenjen nakon aplikacije citrusnih flavanona. Histoloska analiza Stitaste zlezde
pokazuje smanjenje volumena koloida i poveéanje intersticijuma nakon tretmana NAR i

HES. Detektovane strukturne promene ukazuju na blagu promenu u ekonomiji TH,
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najverovatnije izazvanu poviSenim TSH u krvi, $to je u skladu sa prethodnim
rezultatima iz nase laboratorije o efektima sojinih flavonoida (Sosi¢-Jurjevié i sar.
2010). Povecanje volumena intersticijuma moze da bude rezultat povecane
prokrvljenosti 1 Sirenja mikrocirkulacije oko aktivnih folikula. PoboljSana prokrvljenost
angiofolikulskih jedinica primeéena je nakon stimulacije TSH u razli¢itim
eksperimentalnim uslovima kod pacova (Colin i sar., 2013; goéic’-JurjeVié isar., 2015).
Iako relativna volumenska gustina histoloSkih faza nije promenjena, ultrastrukturno se
uocava razlika u strukturi ¢elija folikulskog epitela SIKON pacova. U poredenju sa
ultrastrukturom tirocita MIKON pacova, folikulski epitel SIKON Zivotinja karakteriSe
se manjim brojem lizozoma i koloidnih kapi $to ukazuje na smanjenu sekretornu
aktivnost Zlezde u odnosu na mlade pacove. Utvrdene strukturne i ultrastrukturne
promene ukazuju na smanjenu produkciju TH, a u skladu su sa detektovanim snizenjem
koncentracije T4 u krvi.

Tretman citrusnim flavanonima uticao je na folikulski epitel a promene su jasno vidljive
na ultrastrukturnom nivou. NAR je izazvao povecanje visine epitela, broja polimorfnih
lizozoma 1 koloidnih kapi u citoplazmi. Sve zajedno, ovo ukazuje na sekretorno
aktivniju zlezdu u odnosu na KON grupu. Ovo bi moglo da se objasni stimulacijom
TSH, jer se povecanje broja lizozoma javlja neposredno nakon TSH stimulacije
(Uchiyama 1 sar., 1986; Krupp i Lee, 1986). S’ druge strane, HES je izazvao blaze
promene, tako da je struktura tirocita manje promenjena u odnosu na NAR grupu, ali se
ipak uocava razlika u visini folikulskog epitela u poredenju sa KON grupom. Promene
na ultrastrukturnom nivou su u skladu sa smanjenom zastupljenos¢u koloida u stitastoj
zlezdi pacova tretiranih citrusnim flavanonima i ukazuje na pojacanu aktivnost zlezde,
pogotovo nakon NAR tretmana.

Analiza ekspresije specificnih proteina Stitaste zlezde: TPO, Tg, T4-Tg, NIS i VEGF
pruzila nam je uvid u funkcionalni status Stitaste zlezde pacova. Starenje je uticalo na
smanjenje ekspresije NIS 1 T4-Tg proteina, dok su ostali paramteri nepromenjeni. NIS
kotransporter predstavlja kljucan protein u biosintezi TH jer omogucava usvajanje joda
iz cirkulacije (Bizhanova i1 Kopp, 2009). Rezultati drugih autora su u skladu sa
rezultatima ove doktorske disertacije, da se sa starenjem smanjuje imunohistohemijska

ekspresija NIS i PDS, kao i NOS III. Na ovaj nacin se indirektno potvrduje da transport
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joda i funkcionalna aktivnost Stitaste Zlezde opada u naSem eksperimentalnom modelu
(Faggiano i sar., 2004; Gérard i sar., 2002).

Osim NIS, smanjena je IHH ekspresija T4-Tg, koji predstavlja T4 vezan za Tg, te je
stoga merilo koncentracije hormona i funkcionalnog statusa Stitaste zlezde (Faggiano i
sar., 2004, Sofié-Jurjevi¢ i sar., 2014). Antitelo za T4;-Tg specificno detektuje
novosintetisani T4 i predstavlja vrlo jasan pokazatelj funkcije Zlezde. Stitasta Zlezda
starth miSeva karakteriSe se prisustvom nesolubilnih granula Tg u lumenu
hipofunkcionalnih folikula (Gérard i sar., 2004), a smanjenje RIF T4-Tg signala je u
skladu sa podacima da Stitasta zlezda pacova sa starenjem sintetiSe manje TH (Donda i
Lemarchand-Beraud, 1989; Cizza i sar., 1992; Moreira i sar., 2005).

IHH karakterizacija Stitaste Zlezde pacova tretiranth NAR ili HES pokazala je pojacan
T4-Tg signal u luminalnom koloidu folikula, kao i VEGF u folikulskom epitelu u
poredenju sa KON grupom. S druge strane, pokazano je da je ekspresija TPO, Tg i NIS
proteina u folikulskom epitelu ostala nepromenjena nakon oba tretmana. Medutim,
uocava se akumulacija TPO na apikalnoj membrani aktivnih folikula Sto ukazuje na
povecanje sintetske aktivnosti. Dodatno, suptilno povecanje Tg signala nakon tretmana
flavanonima je vazno, jer se akumuliranje Tg deSava samo u sluc¢ajevima kada je
kriti¢na koli¢ina joda organifikovana (Gerber i sar., 1981).

Pokazano je da NAR inhibira aktivnost TPO in vitro (Divi i Doerge, 1996), iako postoje
opre¢ni podaci o ovim efektima in vivo. Naime, flavonoid rutin, za koji je takode
potvrdeno da inhibira aktivnost TPO in vitro, ali u manjoj meri od NAR (Divi 1 Doerge,
1996), ima stimulatorni efekat na TPO i na usvajanje joda kada se aplikuje in vivo
(Lima Gongalves i1 sar., 2013). Dodatno, sojini izoflavoni, koji snazno inhibiraju
aktivnost TPO kako in vitro tako i in vivo, nisu uticali na promenu koncentracije TSH 1
TH u serumu mladih adultnih pacova (Chang i Doerge, 2000).

Pojacana ekspresija VEGF proteina u skladu je sa nalazom pojacane mikrocirkulacije
oko aktvnih folikula. Osim toga, TSH stimuliSe ekspresiju ovog proteina (Gérard i sar.,
2009; Cao, 2014) i u stanju je da poveca povrSinu krvnih sudova koji okruzuju folikul,
ali 1 da utice na povecanje procesa angiogeneze u slucaju vece potrebe organizma za Ty
ili usled nedostatka joda (Gérard i sar., 2009).

Izrazeniji T4-Tg RIF u $titastoj Zlezdi pacova nakon HES tretmana u poredenju s NAR

ukazuje na jaci inhibitorni efekat NAR na aktivnost TPO 1 sintezu TH u poredenju sa
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KON pacovima. Ipak, dobijeni rezultati u vezi sa povecanom ekspresijom Ts-Tg u
Stitastoj Zlezdi starih pacova ukazuju na povecanje i de novo sintezu Ti, te ocuvan
kapacitet Stitaste zlezde da odgovori na promene 1 spoljasnje stimuluse.

Kod SIKON pacova, smanjenje Ts-Tg RIF signala u S§titastoj zlezdi u skladu je sa
snizenom koncentracijom ukupnog T4 u serumu u poredenju sa vrednostima ovih
parametara dobijenih za MIKON Zivotinje. Sa starenjem, opada koncentracija T4 u
cirkulaciji usled smanjene aktivnosti zlezde, a smanjuje se i broj THS-R na folikulskim
¢elijama zbog Cega Zlezda postaje manje osetljiva na stimulaciju TSH (Armengol i sar.,
2001). Koncentracija TSH nije promenjena, Sto je u skladu sa rezultatima Donda i
Lemarchand-Beraud (1989) koji su objavili da njegova koncentracija ostaje
nepromenjena ili je blago poviSena u ovom starosnom uzrastu.

Nakon tretmana NAR, koncentracija TSH u krvi visa je u odnosu na KON grupu, iako
se uocava izvesno (ali ne 1 statisticki znacajno) povisenje TSH nakon HES tretmana.
Uprkos nepromenjenoj koncentraciji ukupnog T4 u serumu nakon tretmana oba
flavanona, ne mozemo iskljuciti mogucénost smanjene produkcije T3 u Stitastoj zlezdi
usled promena aktivnosti enzima DIO 1. Naringin i hesperidin, glikozidi NAR i1 HES,
inhibiraju aktivnost ovog enzima u jetri hipertiroidnih pacova (Panda i Kar, 2014). lako
ekspresija ovog gena u jetri u naS§em modelu nije promenjena, moguce je da je snizena u
Stitastoj zlezdi, $to je znacajno jer ona produkuje 50% T3 u cirkulaciji. Dalja istrazivanja
odredivanja ekspresije Diol 1 2 u Stitastoj Zlezdi kao 1 koncentracije Ts u krvi
neophodna su da bi ispitali ovu mogucnost.

Neke studije ukazuju da su povecana sekrecija TSH 1 normalni TH u serumu, posebno
nakon Seste decenije zivota, povezani sa produzetkom zivotnog veka (Atzmon i sar.,
2009). Takode, smanjenje aktivnosti GH/IGF-1 osovine povezuje se sa istim
fenomenom (Bowers 1 sar., 2013; Atzmon 1 sar., 2009). Preterana akumulacija Stetnih
ROS u hipofizi tokom starenja povecava broj apoptotskih ¢éelija, posebno onih koje
sekretuju TSH 1 GH (Vitale i sar., 2013). NAR i HES su potentni antioksidanti, koji
mogu da preveniraju ovu Stetu 1 poboljSaju osetljivost tirotropnih celija u cilju boljeg
odgovora na regulaciju TRH 1 TH sa starenjem (Boelaert, 2013). Lokalna aktivnost
DIO1 i 2, koja je povecana u hipofizi starih pacova (Donda i Lemarchand-Béraud,

1989; Corréa Da Costa i1 sar., 2001), mogla bi biti smanjena nakon tretmana
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flavanonima, rezultiraju¢i poviSenom sekrecijom TSH nakon tretmana NAR u ovim
eksperimentalnim uslovima, izazivajuci efekte subklinicke hipotiroze.

Radi procene statusa TH, ispitivana je genska ekspresija T; regulisanih gena u jetri:
Diol, Thrsp, Lxr, Fas 1 Fat nakon tretmana NAR 1 HES. Njihova ekspresija predstavlja
odgovor ciljnog tkiva na stimulaciju TH (Coppola i sar., 2014; Sinha i sar., 2014). NAR
je snizio ekspresiju Thrsp, Lxr, Fas 1 Fat gena, dok HES nije inhibirao ekspresiju samo
Fas gena. Ovo je znacajan rezultat, jer iako koncentracija T4 u serumu nije promenjena
nakon tretmana citrusnim flavanonima, ekspresija T3 regulisanih gena u jetri je znacajno
snizena (svih sem Diol). Moguéa objasnjenja ovog rezultata su snizena sistemska
koncentracija Tz, usled smanjene sekrecije T; iz Stitaste zlezde, kao i1 direktan
inhibitorni uticaj flavanona na aktivnost DIO 1 enzima u jetri. Dalja istrazivanja su
neophodna za rasvetljavanje ovog mehanizma.

TH reguliSu homeostazu (metabolizam) masnih kiselina i holesterola ispoljavajuéi tako
direktan efekat na lipidni status. Stoga, tiroidna disfunkcija u nasem eksperimentalnom
modelu moze da utiCe na intrahepati¢ni, kao 1 sistemski disbalans u metabolizmu ovih
nutrijenata, koji predstavljaju vazan izvor energije za celije.

NAR i HES, kao i naringin i hesperidin, uti¢u na smanjenje ekspresije gena Fas, Acc,
Ma, Thrsp Sto dovodi do smanjene lipo- i holesterogeneze u jetri (Hashimoto i Ide,
2015; Pu i sar.,, 2012; Sharma i sar., 2011; Shin i sar.,, 1999). Imajué¢i u vidu
akumulaciju lipida u jetri i povecanje koncentracije u serumu sa starenjem (Kuhla i sar.,
2011), ovaj prelazak sa lipogenog na lipoliticki put metabolizma lipida smatra se
pozitivnim ishodom. Dodatno, smanjenje ekspresije Fat se dovodi u vezu sa smanjenim
usvajanjem slobodnih masnih kiselina u jetri, jer FAT predstavlja njihov glavni
transporter (He 1 sar., 2011; Wilson i sar., 2016).

U jetri starih zivotinja dolazi do favorizovanja lipogenog puta metabolizma masti
(Kuhla i sar., 2011), §to uz pojavu simptoma hipotiroidizma, kao sto su hiperlipidemija i
usporavanje metabolizma, povecava incidencu za NAFLD (Eshraghian and Hamidian
Jahromi, 2014). Medutim, kako citrusni flavanoni uti¢u na inhibiciju lipogenih gena,
ovaj efekat NAR 1 HES se moze smatrati korisnim.

Poznato je da u nedostatku T3, TR utice na represiju transkripcije ciljnih gena, vezujuci
se samostalno za TRE sekvence u promotorskom regionu (Yen, 2001). Medutim, ova

represija ciljnih gena delimi¢no moze da bude posledica stimulatornog delovanja
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citrusnih flavanona na ekspresiju PPARa (Goldwasser i sar., 2010; Huong i sar., 2006;
Alam i sar., 2014; Cho i sar., 2011; Li i sar., 2015), imajuc¢i u vidu da su TR i PPAR u
direktnoj kompeticiji za dimerizaciju s RXR (Evans i Mangelsdorf, 2014; Liu 1 Brent,
2010). Takode, NAR inhibira LXR 1 njegov efektorski molekul SREBP-1C, na taj nacin
interferirajuci sa metabolizmom masnih kiselina i holesterola (Goldwasser i sar., 2010;
Mulvihill i sar., 2009). Imajuéi u vidu smanjenje eliminacionih procesa u jetri starih
zivotinja (Sinha 1 sar., 2014; Ulven 1 sar., 2005; Schultz 1 sar., 2000; Kalaany 1
Mangelsdorf, 2006), neznatno povecanje holesterola u serumu nakon tretmana NAR
moze se objasniti lokalnom hipotireozom u jetri, kao i direktnom interferencijom NAR
sa procesom transporta holesterola i njegove smanjene eliminacije putem Zuci.
Suncokretovo ulje nije imalo uticaja na ekspresiju ispitivanih gena u KON grupi, sem u
slu¢aju Fat. To se dovodi u vezu s povecanom koncentracijom slobodnih masnih
kiselina u serumu usled aplikacije suncokretovog ulja. Pokazano je da PUFA imaju
inhibitoran efekat na ekspresiju gena ukljucenih u proces lipogeneze u jetri (Ren i sar.,
1997; Kim 1 sar., 2003; Clarke i sar., 1990). Iako je suncokretovo ulje prirodno bogato
PUFA 18:2 n-6 (koja ¢ini 60% udela ovog ulja; Vuci¢ 1 sar., 2012), da bi znacajnije
uticala na gensku ekspresiju, zastupljenost PUFA u hrani bi trebalo da bude 10 puta visa
nego Sto je bila u naSem eksperimentalnom modelu (Clarke i sar., 1990; Ren 1 sar.,
1997).

Nakon tretmana NAR, uz poviSen TSH i nepromenjen T, (iako postoji tendencija
opadanja njegove koncentracije u serumu), uocava se poviSenje HDL, dok ostali
parametri lipidnog statusa u serumu nisu promenjeni u poredenju s KON Zzivotinjama.
Ovo je znacajno, jer su pacovi ,,HDL Zivotinje®, tj. ovaj lipoprotein je glavni transporter
HOL u krvi za razliku od ljudi kod kojih LDL ima ovu ulogu (Sanchez-Muniz i Bastida,
2008). Njegovo povecanje ukazuje na blago povisenu koncentraciju HOL u serumu, Sto
je u skladu sa blagom hipotirozom (Sinha i sar., 2014). Kod pacova i ljudi na
hiperholesterolskoj ishrani, uo¢ava se povecanje koncentracije ukupnog HOL u serumu.
Medutim, kod pacova se smanjuje koncentracija HDL, dok se kod ljudi uocava
povecanje koncentracije LDL (Chiang 1 sar., 1998; Fukushima i sar., 2001). Povecanje
koncentracije HDL nakon NAR se moze smatrati pozitivnim ishodom, imajuéi u vidu

vaznost ovog lipoproteina u transportu HOL u serumu pacova.
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Za razliku od NAR, nakon tretmana HES nije detektovana promena lipidnog profila,
kao ni TSH u cirkulaciji. Medutim, u drugim studijama i eksperimentalnim modelima
pokazano je da HES mozZe imati hipolipidemijski efekat, ali u ve¢im dozama u odnosu
na na$ eksperimentalni model. Ove doze (raspon od 50 do500 mg/kg t.m; Akiyama i
sar., 2009; Pérez-Vargas i sar., 2014; Bok 1 sar., 1999) su visestruko vece u odnosu na
nasu, nutritivno relevantnu dozu (Chanet et al. 2012)..

Hipotiroidizam se smatra faktorom rizika za razvoj NAFLD, a oba poremecaja su
povezana sa hiperlipidemijom, gojaznosScu i insulinskom rezistencijom (Coppola i sar.,
2014). S druge strane, kako se hipotiroidizam takode dovodi u vezu sa smanjenjem
rizika od nastanka oStecenja jetre (Bruck i sar., 1998) ispitali smo strukturu jetre starih
muzjaka pacova nakon tretmana NAR ili HES. Osim toga, odredili smo i koncentraciju
enzima ALT, AST 1 GGT u serumu, kako bismo izvrsili procenu funkcionalnog statusa
jetre.

Nakon tretmana oba citrusna flavanona, nismo uocili smanjenje mase jetre, steatozne
promene, inflamaciju, niti smo primetili oSte¢enja hepatocita. Koncentracija AST 1 ALT
u serumu je ¢ak snizena u poredenju sa kontrolnim vrednostima. Ovo je vazan podatak,
jer se smatra da je povecanje koncentracije AST i ALT jedan od najpouzdanijih i
promenjena, iako se poviSen GGT u serumu starih Zivotinja dovodi u vezu sa
povecanim koris¢enjem unutarcelijskog GSH (Speisky, 1992), §to ukazuje na prisustvo
oksidativnog stresa (Lee 1 sar., 2004). Prema literaturnim podacima, tretman
flavonoidima uti¢e na skracenje inflamatorne reakcije i infiltraciju imunskih ¢elija u
parenhim jetre (Xu i sar., 2015; Alam i sar., 2014). Kako je jetra starih pacova manje
funkcionalna nego kod mladih, ofuvanje njene normalne arhitekture i poboljSanje
funkcije nakon tretmana NAR 1 HES predstavlja pozitivan rezultat ovog istrazivanja.
Dostupne masne kiseline ugraduju se u fosfolipide membrane, tako da od koncentracije
odredenih masnih kiselina u citoplazmi zavisi njihov udeo u fosfolipidima membrane.
Kako su PUFA od posebnog znacaja jer su podlozne lipidnoj peroksidaciji, odredivanje
masnokiselinskog profila u fosfolipidima membrane hepatocita predstavlja pouzdan
prognosticki parametar kardiovaskularnih i metabolic¢kih bolesti (Kardum i sar., 2014).
U ovoj studiji primeceno je povecanje 18:2 n-6 PUFA u KON u poredenju sa

vrednostima dobijenim za SIKON grupu. Ovo je najverovatnije posledica visokog udela

117



Diskusija

18:2 n-6 u suncokretovom ulju (Grompone, 2011) i1 povecane ekspresije Fat
transportera, koji ucestvuje u preuzimanju masnih kiselina u jetri (Zhang i sar., 2003).
Ipak, nakon cetvoronedeljnog tretmana NAR 1 HES detektovali smo smanjenje odnosa
n-6/n-3 PUFA u masnokiselinskom profilu fosfolipida membrane hepatocita starih
pacova. Dobijeni rezultati su u rangu rezultata dobijenih u analizi masnokiselinskog
profila membrane jetrenih Celija tromesecnih pacova (Popovi¢ i sar., 2012). Ovaj
rezultat smatramo korisnim i vaznim, jer je smanjivanje sadrzaja n-3 PUFA 1 povecanje
n-6/n-3 odnosa u vezi sa nastankom bolesti jetre povezanih sa starenjem (Araya i sar.,
2004).

Prisustvo DHA, najzastupljenije n-3 masne kiseline u membrani (22:6n-3) i n-3 PUFA
je takode bila povecana nakon administracije citrusnih flavanona, dok je zastupljenost
EPA (20:5n-3) 1 n-6 PUFA bila sniZzena. Ipak, imajuci u vidu da je DHA prisutna u 30
puta vecoj koncentraciji u odnosu na EPA, ovo snizenje ne mora biti od velikog
bioloSkog znacaja (Castellini i sar., 2016).

Zastupljenost 18:3n-3 masne kiseline, neophodne za biosintezu EPA 1 DHA, je bila
smanjena u grupi tretiranoj s HES, dok je nakon tretmana NAR ostala nepromenjena.
Imaju¢i u vidu da je sinteza DHA povecana a EPA smanjena nakon oba tretmana,
moguce je da su citrusni flavanoni delovali na aktivnost i gensku ekspresiju delta 6 1 5
desaturaza, enzima koji ucestvuju u desaturaciji PUFA uklanjanjem dva vodonikova
atoma 1 stvaranjem dvostruke veze. Vauzour i saradnici (2015) su pokazali da
suplementacija antocijanom definidin-3-glukozidom smanjuje koli¢inu EPA za 60% i
relativnu koncentraciju iRNK delta 6 desaturaze. Uticaj citrusnih flavanona na aktivnost
1 ekspresiju ovih enzima zahteva dalja istrazivanja.

Takode, primetili smo promenu odnosa arahidonske : adreni¢ne kiseline ka adrenicnoj
nakon tretmana polifenolima. Ovo je od velike vaznosti jer prostaglandini i leukotrijeni
poreklom od arahidonske kiseline izazivaju inflamatornu reakciju (Kohli i Levy, 2009).
S druge strane, DHA je prekursor rezolvina, protektina i marezina, medijatora
ukljucenih u zavrSetak inflamatorne reakcije koji smanjuju inflamaciju 1 izazivaju
eferocitozu c¢elija u nekrozi ili apoptozi putem aktivacije makrofaga (Serhan, 2008).
Imajuci u vidu produzenje trajanja inflamatorne reakcije sa starenjem (Arnardottir i sar.,
2014; Recchiuti, 2014) ova promena u zastupljenosti DHA bi mogla da bude dodatni
koristan efekat NAR 1 HES, koji iziskuje dalja ispitivanja.
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U okviru fosfolipidne membrane poviSen je sadrzaj MUFA, ali samo nakon NAR
tretmana, dok je SFA povecan samo nakon HES tretmana. Poveéanje sadrzaja MUFA,
odnosno SFA u fosfolipidima i desaturacija membrane u jetri i srcu pozitivno korelira sa
produzenjem zivotnog veka kod razliCitih zivotinjskih vrsta (Anantharaju i sar., 2002;
Hulbert i sar., 2007).

Nakon tretmana HES nije promenjena genska ekspresija Fas. Ovaj rezultat je u skladu
sa povecanjem zastupljenosti palmitinske C16:0 zasi¢ene masne kiseline i posledi¢no
povecanja udela SFA u membranama hepatocita. Poznato je da HES inhibira
mikrozomalnu SCD-1 (Nichols i sar., 2011), kljuan enzim koji katalizuje desaturaciju
SFA u MUFA. SCD-1 uvodi dvostruku vezu u palmitinsku i sterinsku masnu kiselinu
(Ntambi, 1995). Time se objasnjava zasto je nakon NAR doslo do povec¢anja MUFA, a
nakon HES ne, jer je povecanje SFA signal za njihovo prevodenje u mononezasicene
masne kiseline (Ntambi, 1995).

THRSP predstavlja molekularni senzor delovanja T, a s obzirom na inhibiciju njegove
ekspresije govorimo o hipotiroidnom stanju izazvanog citrusnim flavanonima kod starih
zivotinja. Hipotiroidizam i starenje se dovode u vezu sa povecanjem oksidativnog stresa
1 opadanjem antioksidativne zastite (Petrulea i sar., 2012; Rahman, 2007).

NAR i HES poseduju antioksidativne osobine pa je deo ove doktorske disertacije
posvecen ispitivanju antioksidativnog potencijala i njihovog uticaja na proces lipidne
peroksidacije membrane u naSem modelu prirodno ostarelih pacova.

NAR 1 HES su statisti¢ki znacajno snizili koncentraciju TBARS u jetri starih pacova.
Odredivanje koncentracije TBARS je indikator stepena oStecenja lipidne membrane. S
tim u vezi, ovaj rezultat se smatra posebno pozitivnim, imajuéi u vidu da su proizvodi
oStecenja lipida 1 proteina povecani kod cCelija koje stare (Cui i sar., 2012; Ziegler i sar.,
2015). Prirodni antioksidanti iz soka grejpfruta ili pomorandze mogu da neutraliSu ROS
jer poseduju sposobnost da deluju kao skavandzeri slobodnih radikala (Cavia-Saiz i sar.,
2010). Naime, ovi aglikoni imaju hidroksilne grupe na 5- i 7- C atomu $to ih €ini
odlicnim kandidatima za eliminisanje superoksida, kao i blokatorima formiranja
TBARS.

Smanjenje lipidne peroksidacije se dovodi u vezu sa smanjenjem incidence
metabolickih disbalansa kao i kardiovaskularnih bolesti (Oteiza i sar., 2005; Assini i

sar., 2013; Mulvihill 1 sar., 2009). n-3 1 n-6 PUFA su veoma podlozne peroksidaciji koja
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za rezultat ima stvaranje velike koli¢ine ROS (Gladine i sar., 2014; Hulbert i sar., 2007).
Kao lipofilni molekuli, polifenoli prirodnog porekla mogu da se inkorporiraju u lipidne
membrane 1 da efikasno sakupljaju slobodne radikale ili da izmene fluidnost same
membrane i na taj nacin da zaustave dalje Sirenje oksidativnog oSte¢enja (Oteiza 1 sar.,
2005).

U poredenju sa mladim intaktnim kontrolama, 24-mesecni intaktni pacovi su imali nizu
aktivnost SOD1, CAT 1 GR enzima $to ukazuje na smanjenu sposobnost jetri starih
zivotinja da eliminiSu Stetne reaktivne vrste (neprikazani podaci). Dodatno,
suncokretovo ulje je snizilo relativnu gensku ekspresiju CAT u poredenju sa
vrednostima dobijenim za SIKON grupu. Na gensku ekspresiju antioksidativnih enzima
mogu da uti¢u nutritivni faktori i za razlicita ulja koja se koriste u ishrani je pokazano
da uti¢u na aktivnost ovih enzima (Ruiz-Gutiérrez i sar., 1999).

Tretman NAR je povecao aktivnost GPx i GR §to je u skladu sa pove¢anom genskom i
proteinskom ekspresijom ovih enzima. S druge strane, genska i proteinska ekspresija
CAT je bila povecana iako aktivnost ovog enzima nije znacajno izmenjena. U
normalnim uslovima, delovanjem CAT 1 GPx se Stetni H,O, transformiSe u bezopasne
poizvode. Promene u enzimskoj aktivnosti CAT 1 GPx mogu da budu glavni faktor koji
doprinosi razvoju fenotipa karakteristicnog za stare celije (Sullivan-Gunn i
Lewandowski, 2013). Osim toga, glikacija CAT smanjuje aktivnost ovog enzima i
znacajno remeti antioksidativnu ravnotezu kod starih pacova (Bakala i sar., 2012).

U grupi tretiranoj NAR povecana je enzimska aktivnost SODI1 i SOD2 u jetri. Ipak,
genska ekspresija SOD1 i SOD2 nije promenjena, dok je slu¢aju SOD2 proteinska
ekspresija povecana. NAR, ali ne HES ispoljava prooksdativne osobine. NAR formira
flavanoid radikal (Constantin i sar., 2013) koji direktno uti¢e na uoceno povecanje u
aktivnosti enzima SOD. Najvazniji parametar u evaluaciji uticaja neke supstance na
AOE je aktivnost enzima, dok genska i proteinska ekspresija enzima ne moraju da budu
u skladu sa njegovom aktivnos¢u (Weydert i Cullen, 2010). Moguce je da flavanoni
svojim osobinama stvaraju takvu mikrosredinu koja je od klju¢ne vaznosti za povecanje
aktivnosti AOE 1 to tako S§to uti¢u na difuziju supstrata ka aktivnom centru enzima.
Polifenol iz zelenog ¢aja, EGCG (epigalokatehin-3-galat) takode stvara ROS, ali se
vecina njegovih prooksidativnih aktivnosti blokira u prisustvu SOD i CAT (Li 1 sar.,

2010).
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Uzimajuéi u obzir svojstvo NAR da deluje kao prooksidans, rezultati nedvosmisleno
ukazuju da je NAR tretman poboljSao antioksidativnu zastitu u jetri starih muZzjaka.
NAR, ali ne 1 HES, izazivaju¢i blag/umeren oksidativni stres, tzv. pozitivni oksidativni
stres, moze da zaStiti organizam od letalnih promena koje bi u suprotnom izazvale
¢elijsku smrt i ostecenje tkiva (koncept hormezisa; Yan, 2014).

HES je imao blazi efekat na AOE u poredenju sa NAR. On je izazvao povecanje
aktivnosti CAT 1 GR, genske ekspresije Cat, dok je proteinska ekspresija GPx i SOD2
smanjena. Na taj nacin, na osnovu poredenja dobijenih rezultata o uticaju NAR i HES,
izgleda da su antioksidativna svojstva HES posledica njegovih sposobnosti u
stimulisanju elimininacije ROS, ali ne 1 ispoljavanja prooksidativnih osobina, kao §to je
to slucaj s NAR.

Redoks ravnoteza se poboljsala samo nakon tretmana NAR. Ova promena je u skladu sa
povecanjem aktivnosti AOE gde je suplementacija NAR povecala GSH/GSSG odnos,
kao 1 koncentraciju ukupnih tiolnih grupa u jetri starih muzjaka. Ovo povecéanje je
znacajno imaju¢i u vidu prooksidativnu prirodu NAR, ali i povecanje oksidativnog
oSte¢enja koje se javlja kod starih (Bakala, 2012; Barja, 2002). Relativno niske
koncentracije flavonoida su potrebne kako bi se stimulisala ekspresija klju¢nih gena za
sintezu GSH (Myhrstad i sar., 2002). Uocene promene svakako doprinose boljoj zastiti
od unutaréelijskog H,O, i detoksikaciji elektrofilnih supstanci (Townsend i sar., 2003).
NAR 1 HES su ispoljili pozitivan efekat koji se ogledao u poboljSanju antioksidativne
odbrane 1 smanjenju koncentracije nusproizvoda lipidne peroksidacije fosfolipida

membrane u jetri starih pacova.
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Zakljucci

Na osnovu predstavljenih rezultata, a u skladu sa postavljenim ciljevima istrazivanja

ove doktorske disertacije, mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

- u starih pacova Stitastu zlezdu karakteriSu benigne promene, ultimobranhijalne i
folikulske ciste i hiperplazija C ¢elija u intersticijumu zlezde, niskoprizmati¢ni
folikulski epitel, smanjenje sintetske aktivnosti zlezde, volumenske gustine NIS-
imunopozitivnog epitela, vrednosti RIF T4-Tg u koloidu, kao i koncentracije T4
u serumu, u poredenju sa vrednostima dobijenim za mlade muzjake;

- tretman starih muZjaka pacova citrusnim flavanonima, naringeninom i
hesperetinom:

o menja ultrastrukturne karakteristike celija folikulskog epitela; smanjuje
relativni volumen koloida i povecava relativni volumen intersticijuma
(mikrofolikulska struktura Stitaste zlezde);

o dovodi do akumulacije TPO u apikalnom delu membrane folikula i
tirocita, povecanja RIF T4-Tg u koloidu, kao i povecanja ekspresije
VEGTF u tirocitima i intersticijumu tkiva Stitaste zlezde;

o dovodi do smanjenja koncentracije enzima ALT i AST u serumu,
smanjenja relativne koncentracije iRNK 7hrsp, Lxr, Fat gena u jetri, a
ekspresija Fas gena je snizena samo nakon tretmana naringeninom,;

o uti¢e na povecanje zastupljenosti n-3, a smanjenja prisustva n-6 masnih
kiselina u fosfolipidima hepatocita;

o dovodi do snizavanja stepena lipidne peroksidacije membrane
hepatocita;

- povecanje koncentracije TSH 1 HDL u serumu starih zivotinja, kao i sekretorne
aktivnosti u tirocitima uocava se samo nakon tretmana naringeninom;

- naringenin povecava aktivnost SOD1, SOD2, GPx i GR, gensku ekspresiju Cat,
Gpx i Gr i proteinsku ekspresiju SOD2, CAT, GPx i GR enzima, ukupni i
redukovani GSH, GSH/GSSG odnos i koncentraciju SH-grupa GSH u jetri starih
pacova;

- hesperetin povecava aktivnost CAT i GR enzima, gensku ekspresiju Cat i1

smanjuje proteinsku ekspresiju SOD2 i GPx enzima.
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Opsti zakljucak

Iz navedenih pojedinac¢nih zaklju¢aka moze se izvesti opsti zakljucak da sa starenjem
dolazi do kvalitativnih i funkcionalnih promena koje se ogledaju u slabijoj sekretornoj i
sintetskoj aktivnosti Stitaste zlezde i snizavanju koncentracije T4 u serumu, u odnosu na
mlade Zivotinje. Primena citrusnih flavanona, naringenina i1 hesperetina, izaziva
simptome subklini¢ke hipotiroze koji se zapazaju na dva nivoa, centralno na nivou
hipozife i1 sekrecije TSH, a periferno supresijom ekspresije T; regulisanih gena,
menjajuci tako tiroidnu homeostazu starih muzjaka pacova. Naringenin je izazvao

znacCajnije promene vecine ispitivanih parametara u poredenju sa hesperetinom.

Ipak, pored neZeljenih efekata koje ispoljavaju na nivou hipozifno-tiroidnog sistema,
citrusni flavanoni imaju pozitivne efekte na jetru starih pacova. Njihovom upotrebom
dolazi do desaturacije masnih kiselina u fosfolipidima membrane i povecanja udela n-3
masnih kiselina, kao i poboljSanja sistema antioksidativne zasStite u jetri starih pacova.
Sistemsko poboljSanje antioksidativne zaStite potencijalno dovodi do smanjenja
autoantigenosti i1 razvoja tiroidnih i ostalih bolesti povezanih sa starenjem. Ove
promene, uz povisen nivo TSH u serumu, mogu da se dovodu u vezu sa produzenjem
zivotnog veka pacova i ljudi. Dalja istrazivanja ¢e omoguditi rasvetljavanje mehanizama
delovanja i optimizaciju upotrebe naringenina i hesperetina kao suplemenata koji mogu

da pomognu u procesu zdravog starenja.
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U3jaBa o ayTopcTBY

Mme n npeanme aytopa Mapko Munep
Bpoj nHaoekca 63030/2011
UsjaBrbyjem

[0a je QOKTOpCKa aMcepTaumja nog HacnoBoMm

YTuuaj uMTpycHKUX chriaBaHoHa Ha TUPOUAHY XOMeocTa3y U JIMMUAHU cTaTyC
cTapux nauosa

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXMBAYKOr paaa;

e [a aucepTauMja y LenvHU HW y OenoBuMa Huje 6una npeanoxeHa 3a cTuuame
Apyre avnrnioMe npema CTyaujckKMM nporpamMuma ApYrx BUCOKOLLKOJCKMX
yCTaHoBa;

e [1a Cy pe3ynTtatu KOPEeKTHO HaBedeHU U

e [a HMCaAM KpLUMO ayTopcKa rnpaBa U KOPUCTUO MHTENEKTyanHy CBOjUHY OpYruX
niua.

MoTnuc aytopa

Y Beorpagy,




U3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Nme v npe3nme aytopa Mapko Murnep

Bbpoj nHgekca 53030/2011

Ctyavnjckm nporpam __AHumMarnHa u xymaHa duamonormja

Hacnos paga Y1uuaj umMtpycHux donaBaHoHa Ha TUPOUAHY XOMEeOocTasy

N nMnmnaHun cTatyc Ctapux nauosa

Mentop _gp BpaHka LWowwuh-Jypjesuh n ap Hebojwa JacHuh

MsjaBrbyjeM ga je wtamnaHa Bep3vja MOr LOKTOPCKOr paja MCTOBETHA €feKTPOHCKO)
Bep3vju Kojy cam npegjao pagu rnoxpakweHa y [OurntariHoM penosnTopujymy
YHuBep3uteta y beorpaay.

[o3sorbaBam ga ce objaBe MOjM NMYHWM nogaun Be3aHW 3a Aobujare akagemckor
Ha3MBa AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 npe3nMe, roanHa n Mecto pohera 1 gatym
oabpaHe paga.

OB/ nuyHM nopaum Mory ce o6jaBUTM Ha MpPEXHWM CTpaHuuama AurutanHe
6ubnnoTteke, y eneKTpoOHCKOM KaTarory u y nybnvkauvjama YHusepauteTta y Beorpagay.

MoTnuc aytopa

Y Bbeorpagy,




UsjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHuepsuteTcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® aa y AurutanHu
penosutopujym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece MOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nog
Hacnosom:

YTuuaj uMTpycHux cpraBaHoHa Ha TUPOMAHY XOMeOoCTa3y U NIMMUAHU cTaTyC
cTapux nauosa

Koja je Moje ayTopcKo aero.

OucepTauujy ca cBUM NpunosumMa npeaao cam y enekTpoHCckoM hopmaTy NorogHoMm 3a
TpajHO apXuBUpaHse.

Mojy [OoOKTOpcKy nAOucepTauujy noxpaweHy Yy [OurutanHom  penosutopujymy
YHuBep3uTeTa y beorpagy un gOCTynHy y OTBOPEHOM MPUCTYMNy MOry Aa KOpUCTe CBU
Koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTuBHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce OAy4uo.

1. AytopcTteo (CC BY)
2. AytopcTtBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)
3. AytopcTBo — HekomepuumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
AyTopCTBo — HeKomepumjanHo — gaenutn nog uctum ycnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopcTtBo — genutu nog nctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo fa 3aoKpyXute camo jegHy o LWecT NoHyhHeHnx nuueHum.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHu 4eo OBE u3jaBe).

MoTnuc aytopa

Y beorpagay,




1. AyTtopctBo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPMOYLUMjy M jaBHO caomniTaBake
Aena, u npepage, ako ce HaBee MMe ayTopa Ha HauuH oapefheH oA cTpaHe ayTopa
UNn gasaoua nuueHue, Yak n y komepuuvjande cepxe. OBo je HajcnoboaHuja o cBux
nMueHun.

2. AytopcTBO — HekomepuwujanHo. [lo3BorbaBate yMHOXaBake, AUCTpuOyuunjy u
jaBHO caonwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBeae MMe aytopa Ha HaumH oapeheH
of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOrbaBa KoMmepuujanHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTopcTBO — HeKomepumjanHo — 6e3 npepapga. [Jo3BosrbaBate yMHOXaBahe,
anctpmbyumnjy M jaBHO caonwtaBake fdena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa Wn
ynoTpebe gena y cBOM ferny, ako Ce HaBede UMe ayTopa Ha HadvH ogpeheH of
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He 003BOSfbaBa KoMepuujanHy
yrnoTpeby Aena. Y ogHocy Ha cBe ocTarne nuvueHue, OBOM fMLEHLOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehu o6um npaBa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjarHo — AenuTU No4 UCTUM ycrioBuma. [lo3BorbaBare
yMHOXaBah€e, AUCTPMOYLIMjy 1 jaBHO caoniwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBeae
MMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of cTpaHe ayTopa Wnu JaBaoua NULEHLE U ako ce
npepaga AMCTpUOyWMpa MoA WCTOM WM CMYHOM NuvueHuom. OBa nuueHua He
[,03BOSbaBa KoMepLyjarndy ynotpeby aena v npepaga.

5. AyTtopcTtBO — 6e3 npepaga. [lo3BosbaBate YMHOXaBakwe, OUCTPUOYLM)y U jaBHO
caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBara nnn ynotpebe gena y cBom geny,
aKko ce HaBede MMe ayTopa Ha HadvH ogpeheH o CTpaHe ayTopa unM gasaola
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BosrbaBa KoMepuumjanHy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO — AenuTu noj UCTUM ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBahe,
AMCTPUOYUMjY M jaBHO caonLuTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBede vMe ayTopa Ha
HauuMH opapeheH op cTpaHe ayTopa WNM faBaoua JMUEHLE M ako ce npepaja
aucTpubympa nog MCTOM MNM  ClMYHOM nvueHuom. OBa nuueHua [03BoSbaBa
komepuujanHy ynoTpeby aena v npepaga. CnuyHa je copTBEPCKMM NuLeHUuama,
OOHOCHO NMUeHLama OTBOPEHOr koaa.



