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Uticaj metformina i simvastatina na mitofagiju u hepatocitima miSeva na rezimu

ishrane sa visokim sadrZajem masti

REZIME

Uvod: Tip 2 dijabetes predstavlja veliki zdravstveni problem za ljudsko drustvo. Ovoj
bolesti Cesto prethodi klinicko stanje koje se naziva metabolicki sindrom. C57BL/6J
miSevi na rezimu ishrane sa visokim sadrzajem masti (HFD) su dugo koris¢en
zivotinjski model za tip 2 dijabetes i metabolicki sindrom. Nova saznanja o patogenezi
insulinske rezistencije, koja je karakteristi¢na za tip 2 dijabetes i metabolicki sindrom,
ukazala su na veliki znaéaj poremeéaja u mitohondrijama. Celije regulisu sadrzaj i oblik
mitohondrija mitohondrijalnom biogenezom, fisijom i fuzijom mitohondrija i
uklanjanjem oSteCenih mitohondrija mitofagijom, koja predstavlja jedan od oblika
selektivne autofagije. Autofagija je celijski kataboli¢ki proces pomocu koga celije
uklanjaju o$tecene i/ili nepotrebne delove citoplazme, medu njima i organele, uz pomo¢
lizozomalnih enzima. Mitofagija ima pretezno zastitnu ulogu jer se ovim procesom
mogu ukloniti oste¢ene i/ili nefunkcionalne mitohondrije koje bi mogle dovesti do
povecane produkcije kiseoni¢kih slobodnih radikala i oStecenja celije. Metformin i
statini su Cesto koriS¢eni lekovi u dijabetesu tipa 2 1 metabolickom sindromu 1 za oba
ova leka se zna da ispoljavaju direktan uticaj na mitohondrije. Jetra je organ u kome se
odigrava najveci deo metabolizma, a obilje mitohondrija je ¢ini o¢iglednim izborom za

proucavanje ovih organela i efekata lekova na njihovo uklanjanje procesom mitofagije.

Cilj: Cilj ovog istrazivanja bio je da se ispita uticaj ishrane sa visokim sadrzajem masti
na ultrastrukturne karakteristike subcelularnih struktura, mitofagiju i ekspresiju
regulatora autofagije u jetri, aorti i ishijadicnom nervu C57BL/6J miseva, kao i da se
ispita uticaj metformina i simvastatina na ultrastrukturne karakteristike subcelularnih
struktura, mitofagiju i ekspresiju regulatora autofagije u jetri, aorti i ishijadi¢cnom nervu

C57BL/6J miSeva na reZimu ishrane sa visokim sadrZajem masti.

Materijal i metode: Misevi soja C57BL/6J muskog pola bili su podeljeni u cetiri
grupe: grupa miseva na rezimu ishrane HFD-om, metforminom tretirana grupa na

rezimu ishrane HFD-om, simvastatinom tretirana grupa na rezimu ishrane HFD-om i



kontrolna grupa miseva iste starosti. Nakon §to su misevi zrtvovani cervikalnom
dislokacijom, uzorci jetre, ishijadi¢énog nerva i aorte su uzimani za morfoloske i
biohemijske analize. Tkiva su dalje analizirana metodama konvencionalne svetlosne i
konfokalne mikroskopije, transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM),
tehnikama imunoblota i kvantitativne analize iRNK (RT-gPCR). Strukture od interesa
su morfometrijski obradivane, a nivoi proteina i iRNK su kvantifikovani. Rezultati su
potom obradeni odgovaraju¢im statistickim metodama da bi se procenilo postojanje

statisticki znacajnih razlika u ispitivanim parametrima.

Rezultati: Misevi iz svih grupa na rezimu ishrane sa visokim sadrzajem masti su na
kraju eksperimenta imali ve¢u telesnu masu od miSeva na standardnom reZimu ishrane.
MiSevi tretirani metforminom su imali manju telesnu masu od druge dve grupe HFD
miseva na kraju eksperimenta. Rezultati oralnog testa tolerancije na glukozu su pokazali
lo$iju regulaciju nivoa glukoze kod netretiranin HFD miSeva u poredenju sa kontrolnom
grupom, i poboljsanje regulacije kod tretiranih HFD miSeva koje je bilo izraZenije kod
tretmana metforminom. U jetrama netretiranih HFD miSeva bile su vidljive histoloske i
ultrastrukturne promene konzistentne sa razvojem nealkoholnog steatohepatitisa, dok su
miSevi tretirani metforminom 1 simvastatinom imali neSto blaZze promene koje su se
ogledale u razvoju nealkoholne masne bolesti jetre. Hematoksilinom i eozinom obojeni
uzorci ishijadi¢nih nerava, kao i aorti, kontrolne i drugih eksperimentalnih grupa imali
su urednu strukturu i nisu se razlikovali u morfologiji. Broj mitofaga u jetri,
detektovanih kao LC3/TOM20 kolokalizovana punkta na konfokalnom mikroskopu je
bio vec¢i kod HFD netretiranih miSeva u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja. Tretman
simvastatinom kod HFD miseva je smanjio broj mitofaga u jetri, dok tretman
metforminom nije uticao na njihov broj. Broj autofagijskih vakuola u jetri, detektovanih
kao LC3/p62 1 LC3/LAMPL1 kolokalizovana punkta na konfokalnom mikroskopu, kao i
broj i zapreminski udeo autofagijskih vakuola u citoplazmi hepatocita detektovanih na
TEM-u bio je ve¢i kod HFD miSeva u odnosu na kontrolnu grupu. Broj mitofaga u zidu
aorte, detektovanih kao LC3/TOM20 kolokalizovana punkta na konfokalnom
mikroskopu, je bio ve¢i kod HFD netretiranih miSeva u odnosu na kontrolnu grupu
zivotinja. Tretman simvastatinom kod HFD miSeva je smanjio broj mitofaga u zidu
aorte, za razliku od tretmana metforminom koji nije znacajno uticao na broj mitofaga

kod miseva na rezimu ishrane sa visokim sadrzajem masti. Na preparatima ishijadi¢nih



nerava nisu detektovana LC3/TOM20 kolokalizovana punkta, a detektovan je samo
mali broj LC3/LAMP1, LC3/p62 i LC3/MPB kolokalizovanih punkta u svim
eksperimentalnim grupama. Elektronsko mikroskopskom analizom hepatocita
detektovan je ve¢i zapreminski udeo lipidnih kapi u citoplazmi ovih ¢elija kod HFD
miSeva u odnosu na kontrolnu grupu. Zapreminski udeo lipofaga u citoplazmi
hepatocita detektovanih na TEM-u bio je veéi kod HFD miseva tretiranih metforminom
1 simvastatinom u odnosu na kontrolne i1 netretirane HFD miSeve. Nije bilo razlike u
zapreminskom udelu mitohondrija detektovanih na TEM-u u citoplazmi hepatocita
izmedu eksperimentalnih grupa. Netretirani HFD miSevi su imali veéi broj
ultrastrukturnih oStecenja mijelina u ishijadicnom nervu od kontrolnih miseva. U
uzorcima ishijadi¢nih nerava HFD miseva tretiranih metforminom broj ultrastrukturnih
osStecenja mijelina bio je veéi u odnosu na netretirane HFD miSeve, dok je broj
ultrastrukturnih o$te¢enja mijelina kod HFD miSeva tretiranih simvastatinom bio manji
nego kod netretiranih HFD miSeva. Nije bilo razlike u G-odnosu mijelinizovanih
vlakana ishijadi¢nog nerva izmedu ispitivanih grupa miseva. U uzorcima aorti u svim
eksperimentalnim grupama nisu uocene znalajnije ultrastrukturne promene.
Transmisionom elektronskom mikroskopijom detektovano je prisustvo malog broja
autofagijskih vakuola u preparatima ishijadicnih nerava i aorti. Imunoblotom je
utvrdeno da je koli¢ina markera autofagijskih vezikula LC3-11 u jetri netretiranih HFD
miseva manja u poredenju sa jetrama kontrolnih miseva, a da je samo u jetrama
metforminom tretiranih HFD miseva doslo do porasta nivoa LC3-1l proteina u odnosu
na netretiranu grupu HFD miseva. Takode, imunoblotom je utvrdeno odsustvo razlike u
koli¢ini autofagijskog supstrata p62 u jetri ispitivanih grupa miSeva. Metodama RT-
gPCR-a utvrdeno je da nije postojala razlika izmedu ispitivanih grupa zivotinja u
ekspresiji gena za regulatore autofagije ATG5, GABARAP, p62, ATG7, ATG12,
BECN i ATG4b.

Zakljucak: Povecanje broja mitofaga u hepatocitima svih grupa na HFD-u je verovatno
povezano sa blokadom kasnih faza autofagije u ovim c¢elijama. Sa izuzetkom miseva
tretiranih metforminom, nizi nivoi LC3-11 proteina u grupama na HFD-u ukazuju na
smanjenje u indukciji neselektivne autofagije. Smanjenje broja autofagijskih vakuola
koje sadrze mitohondrije u grupi tretiranoj simvastatinom je verovatno povezano sa

njegovim mitoprotektivnim efektima, a ne sa uklanjanjem bloka u kasnim fazama



autofagije. Potencijalni mitoprotektivni i neuroprotektivni efekti, kao i bolji histoloski
nalaz na jetri viden kod tretmana simvastatinom mogli bi da dovedu do novih saznanja o
dosada nepoznatim, korisnim efektima statina u dijabetesu tipa 2 i metaboli¢kom

sindromu.
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Misevi, HFD, autofagija, mitofagija, metformin, statin
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Effects of metformin and simvastatin on mitophagy in the hepatocytes of mice fed
with a high fat diet

ABSTRACT

Introduction: Type 2 diabetes represents a major health burden to the society and it is
often preceded by a clinical condition referred to as metabolic syndrome. High fat diet
(HFD) fed C57BL/6J mice are a long-used animal model for both the metabolic
syndrome and type 2 diabetes. Novel insights into the pathogenesis of insulin resistance,
a feature of both of the aforementioned conditions, placed increased significance on
mitochondrial disturbances. Cells regulate mitochondrial content and shape by
mitochondrial biogenesis, fission and fusion of mitochondria, and removal of damaged
mitochondria by mitophagy, which represents one of the several selective forms of
autophagy. Autophagy is a cellular catabolic process by which cells remove damaged
and/or unnecessary parts of the cytoplasm, including organelles, with the participation
of lysosomal enzymes. Mitophagy is generally considered to be cytoprotective, because
damaged and/or dysfunctional mitochondria give rise to an excessive reactive oxygen
species production, which may have deleterious consequences to the cells. Metformin
and statins are frequently used drugs in type 2 diabetes and metabolic syndrome, and
both drugs are known to exert direct effects on mitochondria. Liver is an organ where
major part of metabolism takes place, and abundance of mitochondria makes it an
obvious choice to study these organelles and the effects these drugs might have on the

removal of mitochondria by mitophagy.

Aim: The aim of this study was to assess the effects of HFD feeding on the
ultrastructural characteristics of subcellular structures, mitophagy and autophagy
regulators expression in C57BL/6J mice liver, aorta and sciatic nerve and the effects of

metformin and simvastatin on the aforementioned cellular elements and processes.

Material and methods: Male C57BL/6J mice were assigned to four groups: HFD fed,
metformin treated HFD fed, simvastatin treated HFD fed and age matched control
group. After the animals were sacrificed by cervical dislocation, samples of liver, aorta

and sciatic nerve were collected for morphological and biochemical analysis. Tissues



were further analyzed by conventional light and confocal microscopy, transmission
electron microscopy (TEM), immunoblot and quantitative reverse transcription PCR
(RT-qPCR) techniques. Appropriate structures were morphometrically assessed and
protein and iRNA levels were quantified. The results were then processed with
appropriate statistical methods to assess for the existence of statistically significant

differences in the examined parameters.

Results: All experimental groups of HFD mice had higher body mass than control
group mice at the end of the experiment. Metformin treated mice had lower body mass
than other two groups of HFD mice at the end of the experiment. Oral glucose tolerance
test results showed worsening of blood glucose regulation in untreated HFD fed
compared with the control group of mice, and improved regulation in treated HFD mice,
more pronounced with metformin treatment. The livers of untreated HFD fed mice
showed histological and ultrastructural alterations consistent with the development of
non-alcoholic steatohepatitis, while both mice treated with metformin and simvastatin
had somewhat milder liver changes reflected in the development of non-alcoholic fatty
liver disease. Hematoxylin and eosin stained sciatic nerve and aortic specimens of
control and other experimental groups were of regular structure and did not differ in
morphology. The number of autophagic vacuoles containing mitochondria in the liver,
detected as LC3/TOM20 colocalized puncta on confocal microscope, was higher in
untreated HFD fed group of mice than in the control group. Simvastatin treatment of
HFD mice reduced the number of autophagic vacuoles containing mitochondria in the
liver, while metformin treatment had no effect in this regard. The number of autophagic
vacuoles in the liver, detected as LC3/p62 and LC3/LAMP1 colocalized puncta on
confocal microscope, and number and cytoplasmic volume fraction of autophagic
vacuoles in hepatocytes detected on TEM were higher in HFD fed compared with
control group. The number of autophagic vacuoles containing mitochondria in the aortic
wall, detected as LC3/TOM20 colocalized puncta on confocal microscope, was higher
in untreated HFD fed group of mice than in the control group. Simvastatin treatment of
HFD mice reduced the number of autophagic vacuoles containing mitochondria in the
aortic wall, while metformin treatment had no effect in this regard. In sciatic nerve
specimens LC3/TOM20 colocalized puncta could not be detected, while there were only
few LC3/LAMP1, LC3/p62 and LC3/MPB colocalized puncta in all of the examined



groups. Cytoplasmic volume fraction of lipid droplets in hepatocytes detected on TEM
was higher in HFD fed compared with control group. Cytoplasmic volume fraction of
autophagic vacuoles containing lipid droplets in hepatocytes detected on TEM was
higher in metformin and simvastatin treated HFD fed compared with untreated HFD and
the control group of mice. There was no difference in cytoplasmic volume fraction of
mitochondria detected on TEM between experimental groups. Untreated HFD mice had
larger number of ultrastructural myelin defects in sciatic nerves than the control mice. In
sciatic nerve specimens of metformin treated HFD mice the number of ultrastructural
myelin defects was higher compared with untreated HFD mice, while the number of
ultrastructural myelin defects in simvastatin treated HFD mice group was lower than in
untreated HFD mice group. There was no difference in G-ratio of myelinated sciatic
nerve fibers between experimental groups of mice. Significant ultrastructural changes
were not present in the aortic specimens of all experimental groups. There was only few
autophagic vacuoles in sciatic nerve and aortic specimens detected with the use of TEM.
The amount of LC3-11, a marker of autophagic vesicles, was lower in untreated HFD
mice than in the control mice liver, and only in the liver of metformin treated HFD mice
LC3-1l was increased compared with the untreated HFD mice group, as determined by
Western blot. Also, by Western blot, it was determined that there was no difference in
the amount of autophagy substrate p62 in the liver of the examined mice groups. The
amounts of iIRNA for autophagy regulators ATG5, GABARAP, p62, ATG7, ATG12,
BECN and ATG4b did not differ between the examined groups judging by RT-gPCR

analysis.

Conclusion: An increase in the number of autophagic vacuoles containing mitochondria
in hepatocytes of all HFD fed mice groups is probably related to the late stage
autophagy blockade in these cells. Except in the metformin treated mice, lower LC3-I11
levels in HFD fed groups indicated a decrease in non-selective autophagy induction.
Decrease of autophagic vacuoles containing mitochondria in simvastatin treated group
is probably related to its mitoprotective effects, and not with an autophagy late stage
blockade alleviation. Potential mitoprotective and neuroprotective effects, and less
severe liver histological findings seen with the simvastatin treatment, might provide
further insights into so far unknown beneficial effects of statins in type 2 diabetes and
metabolic syndrome.
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1. UVOD

1.1. Metabolic¢ki sindrom i tip 2 Diabetes Mellitus

Poremecaji metabolizma pogadaju veliki deo svetske populacije. Neke procene
govore da oko 25 procenata odraslih u svetu ima poremecaje karakteristicne za
metaboli¢ki sindrom.! Posebno su pogodene populacije u visoko razvijenim drzavama.
U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD) broj obolelih iznosi i do 34%?2, a u Japanu
dak 45% muskaraca i 38% Zzena ima metaboli¢ki sindrom®. Metaboli¢ki sindrom
predstavlja skup poremecaja koji obuhvataju centralnu gojaznost, poviSen arterijski
krvni pritisak, poremecaje u metabolizmu triacilglicerola, holesterola i glukoze i
rezistenciju perifernin tkiva na insulin (insulinska rezistencija).!  Trenutnoj

epidemioloskoj situaciji najvise doprinosi moderan nacin zivota ¢iji je neizostavni deo
nedovoljna fizi¢ka aktivnost i na¢in ishrane koji nije prilagoden nasem metabolizmu.*
Kvalitativno nepravilna ishrana, kao i preterani unos energije koji prevazilazi potrebe

organizma doprinosi pojavi metaboli¢kog sindroma.*

Tip 2 dijabetes melitus (T2DM, dijabetes tipa 2) je metabolicki poremecaj Cije su
glavne karakteristike poviSene vrednosti glukoze u krvi, insulinska rezistencija 1
relativni (sa napredovanjem bolesti i apsolutni) deficit sekrecije insulina iz pankreasa.’
Od njega boluje blizu 400 miliona ljudi u svetu, a neke procene govore da ¢e 2035.
godine skoro 600 miliona ljudi imati tip 2 dijabetes melitus.® Kriterijumi za dijagnozu
obuhvataju koncentraciju glukoze u krvi naste ve¢u od 7 mmol/L ili veéu od 11,1
mmol/L dva sata nakon davanja glukoze prilikom izvodenja oralnog testa tolerancije
glukoze (OGTT).” Dijagnoza se takode postavlja ako postoje simptomi tipiéni za T2DM
uz koncentraciju glukoze u krvi koja povremeno prelazi 11,1 mmol/L ili ukoliko je nivo
glikoziliranog hemoglobina (HbALc) veéi od 6,5%.” Komplikacije T2DM su odgovorne
za smanjen kvalitet Zivota i mortalitet od ove bolesti.® One zahvataju brojne organske
sisteme 1 obuhvataju dijabeti¢nu retinopatiju, nefropatiju i neuropatiju, kardiovaskularne
1 cerebrovaskularne komplikacije, perifernu angiopatiju, poremecaje u motilitetu

digestivne cevi, sklonost ka infekcijama, kozne promene i probleme sa sluhom.?
1



Mehanizmi nastanka ovih komplikacija su raznoliki ali ¢esto imaju za osnovu ishemiju
tkiva koja se javlja u uznapredovalom dijabetesu.® Metaboli¢ki sindrom &esto prethodi
razvoju tip 2 dijabetesa, tako da kod pacijenata obolelih od ove bolesti vidamo i ostale

prethodno pomenute poremecaje koji su karakteristi¢ni za metabolicki sindrom.®

1.2. Zivotinjski eksperimentalni modeli

Zbog Siroke rasprostranjenost T2DM 1 metaboli¢kog sindroma neophodni su
odgovaraju¢i zivotinjski modeli na kojima je mogude ispitivati njihove uzroke,
patogenezu i progresiju.l’® Modeli u kojima se upotrebljavaju glodari (misevi i pacovi)
se ve¢ dugi niz godina uspesno koriste za proucavanje ovih bolesti.’? Odredeni modeli
su adekvatniji ukoliko uspesnije reprodukuju sve promene koje se desavaju kod ljudi $to
omogucava i ispitivanje i procenu uspesnosti razli¢itih terapijskih pristupa.® Ovi modeli
se temelje na specificnoj genetskoj osnovi eksperimentalnih Zivotinja, na izazivanju
oboljenja hemijskim sredstvima ili specifiénim nacinom ishrane.’® Cesto se u
istrazivanjima koriste modeli koji se temelje na kvalitativno izmenjenoj ishrani, a jedan
od takvih modela je i model koji je koriS¢en i U ovom istrazivanju, misevi soja
C57BL/6] muskog pola na rezimu ishrane sa poveéanim sadrzajem masti.'! Ovaj model
je takode pogodan za ispitivanje komplikacija dijabetesa, kao S§to su dijabeti¢na

neuropatijal? i nefropatija®®.

Kada je kvalitativno izmenjena ishrana u pitanju u upotrebi su modeli u kojima se
upotrebljava hrana bogata fruktozom, hrana bogata saharozom, hrana sa visokim
sadrzajem masti (engl. high fat diet, HFD), hrana sa visokim sadrzajem ugljenih hidrata
i masti (engl. high fat-high fructose diet, HFF)! i hrana sa visokim sadrzajem masti i
holesterola (engl. high fat-high cholesterol diet, HFC)'*. Nisu svi sojevi glodara
pogodni za upotrebu u ovakvim modelima. Osim kvalitativno izmenjene ishrane,
glodari treba da poseduju odgovarajucu genetsku predispoziciju koja ih €ini sklonim da
razviju karakteristi¢ne osobine T2DM 1/ili metaboli¢kog sindroma. Tako su C57BL/6J
misevi, a ne na primer i A/J misevi, pogodni za ispitivanje T2DM.} U razli¢itim
istrazivanjima U Kojima su zivotinje bile na rezimu ishrane sa HFD, procenat energije
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poreklom od masti se kretao od 20 do 60%. Prvi simptomi bolesti su se u ovim
istrazivanjima javljali ve¢ posle 4 nedelje!®, a u nekim eksperimentima ovakvi misevi su
dobijali HFD i do 16 meseci'®. Hrana sa visokim procentom masti, kori$éena u
razli¢itim istraZzivanjima, imala je masnoce Zivotinjskog (svinjska, goveda mast) ili
biljnog porekla (kokosovo ulje, maslinovo ulje).}*® U nasem istrazivanju koristili smo

hranu sa 60% kcal iz masti, porekla pretezno iz svinjske masti, u periodu od 6 meseci.

1.3. Autofagija

Autofagija je kataboli¢ki proces koji ¢elije koriste za razgradnju delova sopstvene
citoplazme pomo¢u lizozomalnih enzima.!” U zavisnosti od toga na koji na¢in materijal
za razgradnju dospeva u lumen lizozoma razlikujemo tri vrste autofagije: autofagiju
posredovanu Saperonima (CMA, engl. chaperon mediated autophagy), mikroautofagiju
(MI) i makroautofagiju.l” U autofagiji poredovanoj $aperonima u lumen lizozoma se
unose odredeni citosolni proteini koji u svom lancu aminokiselina poseduju specifi¢nu
signalnu sekvencu.!® Citosolni $aperoni prepoznaju i odvijaju ove proteine, nakon ¢ega
dolazi do njihovog prelaska u lumen lizozoma pomocéu proteinskih kompleksa na
membrani lizozoma u ¢iji sastav ulaze LAMP-2a (engl. lysosome associate membrane
protein-2a) transmembranski proteini.’® U mikroautofagiji, sadrzaj se unosi u lumen
lizozoma tako $to se lizozomalna membrana deformise i od nje se formiraju vezikularne
ili tubularne strukture koje prominiraju u lizozomalni lumen sve dok se ne otkinu od
membrane lizozoma.!® Proces je detaljno opisan kod gljivice S. Cerevisiae, ali jos uvek
nije poznato da li se odvija i kod sisara.? Medutim, poznato je da se u éelijama sisara
odvija tzv. endozomalna mikroautofagija (e-Ml), kod koje se invaginacije membrane

desavaju na nivou endozoma?:%2

1 koja pokazuje odredene sli¢nosti sa konvencionalnom
mikroautofagijom. Makroautofagija (u daljem tekstu autofagija) je proces koji se na
slican nadin odvija u svim eukariotskim organizmima.?® Prvi korak u autofagiji je
obuhvatanje delova citoplazme dvomembranskom cisternom zvanom fagofora ili
izolaciona membrana.?®?* Spajanjem slobodnih krajeva fagofore dolazi do potpunog
odvajanja delova citoplazme, uklju¢ujuéi i organele, od ostatka celije dvostrukom

membranom autofagozoma.?®?* Autofagozomi se potom spajaju sa endozomima i



lizozomima formiraju¢i autolizozome u kojima se Celijske strukture razlazu
lizozomalnim enzimima.??* Autofagozome i autolizozome jednim imenom zvaéemo

autofagijske vakuole (AV).

Proteini koji u€estvuju u autofagiji su ostali dobro o¢uvani tokom evolucije §to
govori o velikom znadaju koji ovaj proces ima za éelije.?® Veéina proteina ukljucenih u
proces autofagje kod nizih organizama ima svoje ortologe kod sisara.?® Kod
S.Cerevisiae proteini ukljuéeni u autofagiju se nazivaju Atg (engl. autophagy related)
proteini, a do sada ih je opisano vise od 30.2° Prvi ovakav protein za koga je utvrdeno da
ima ulogu u autofagiji nosi oznaku Atg12%?’, dok je najnoviji okarakterisan Atg36, koji
ima ulogu u selektivnoj autofagiji peroksizoma®®. Celije aktiviraju autofagiju kada
gladuju.?® U toku gladovanja u éeliji se razgraduju kompomente koje nisu neophodne za
prezivljavanje celija da bi se dobila energija 1 gradivni materijal za odrzavanje
neophodnih struktura.?® Ovakva autofagija se oznacava kao neselektivna (engl. bulk)
autofagija.?® Nasuprot njoj, osteéene ili iz drugog razloga nefunkcionalne strukture
éelije uklanjaju razli¢itim oblicima selektivne autofagije.®® Opisane su i proucavane
selektivna autofagija agregata proteina (agrefagija)®, endoplazminog retikuluma
(retikulofagija)®2, mitohondrija (mitofagija)®®, ribozoma (ribofagija)**, peroksizoma
(peksofagija)®®, lipida (lipofagija)®®, delova nukleusa (nukleofagija)®? i intracelularnih
patogena (ksenofagija)®"*,

U autofagiji glavnu ulogu imaju dva makromolekularna kompleksa: ULK1 (engl.
Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1) kompleks® i fosfatidil-inozitol-3-kinaza
(PI3K) kompleks I (Slika 1.3.1). Deluju¢i na njih, autofagiju u éelijama sisara regulisu
dve kinaze: mTOR (engl. mechanistic target of rapamycin)!’ i AMP-aktivirana protein
kinaza (AMPK)*. U prisustvu faktora rasta, koji preko signalnih puteva kao $to su
PIBKC1 (engl. class | phosphatidylinositol 3-kinase)-AKT/PKB (protein kinaza B)-
TSC1/2 (engl. tuberous sclerosis 1/2)-RHEB (engl. ras homolog enriched in brain)*? ili
RAS-RAF (engl. rapidly accelerated fibrosarcoma)-MEK (engl. mitogen-activated
protein kinase kinase)-ERK (engl. extracellular signal-regulated kinase)-TSC1/2-

RHEB (engl. Ras homolog enriched in brain)* aktiviraju mTOR, dolazi do inhibicije
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autofagije tako §to aktivirani mTOR fosforilise i inaktivira kinazu ULK1Y. Osim
faktora rasta, aktivnost autofagije je regulisana i senzorima energetskog statusa u c¢eliji
kao $to je AMPK.** AMPK pri snizenim nivoima ATP-a u éeliji inaktivira mTOR.*
AMPK takode direktno aktivira ULK1, tako sto je fosforiliSe (na razli¢itim mestima
nego $to to ¢ini kinaza mTOR).** AMPK fosforilige i BECLIN1 iz PI3K kompleksa I,
kao 1 VPS34/PI3KC3 (engl. class 11l phosphatidylinositol 3-kinase) koji nije u sastavu
PI3K kompleksa | u ¢elijama, na taj na¢in promovisuéi autofagiju.*® ULK1 pak deluje
ushodno i aktivira VPS34, ovog puta u PI3K kompleksu I, koji stvaranjem fosfatidil-
inositol-3-fosfata (PI3P) promovise nakupljanje drugih efektorskih proteina autofagije i

formiranje autofagozoma.*®

O

Lizozom

PI3K kompleks I

Autolizozom

Slika 1.3.1 Komponente ULK1 kompleksa i PI3K kompleksa I. Modifikovano po M Zachari, 2017.



1.3.1. Autofagija u dijabetesu tipa 2

Pokazano je da su poremecaji u autofagiji prisutni u velikom broju razli¢itih
patoloskih stanja.l’4’ Autofagija ima zna¢ajnu ulogu u razvoju tumora®®>!,
neurodegenerativnim®,  kardiovaskularnim®3, autoimunim® i mnogim drugim
bolestima. Poremecaji u autofagiji postoje i u dijabetesu tipa 2, a njihov znacaj je usko
vezan za odredene vrste tkiva i organa.>® Poremecéaju u sekreciji insulina povezani su sa
defektima autofagije u p-insulocitima Langerhansovih ostrvaca.>® Autofagija u
dijabetesu tipa 2 ima znacajnu ulogu u insulin zavisnim tkivima kao $to su jetra®’, belo
masno tkivo®® i skeletni migi¢i®. Neki autori smatraju da povecanje koncentracije
glukoze dovodi do povecane proizvodnje slobodnih radikala i1 prevazilazenja
moguénosti antioksidativnih mehanizama, $to dovodi do oksidativnog i nitrozativnog
stresa.%%%! Moguée je da su ove promene i uzrok, a ne posledica T2DM. Naime,
primeceno je da dugotrajno povecanje koncentracije lipida u ¢elijama i tkivima dovodi
do insulinske rezistencije i kod ljudi i kod eksperimentalnih Zivotinja (na HFD-u npr.)
na taj nadin §to remeti normalne metaboli¢ke procese u mitohondrijama®*%* u kojima se
onda pojacano stvaraju slobodni kiseoni¢ni radikali (ROI, engl. reactive oxygen
intermediates)®%. Kod C57BL/6J miseva na HFD-u dolazi do poremecaja autofagije u
jetri, najverovatnije usled povec¢ane proizvodnje azot-monoksida (NO).%” To dovodi do
S-nitrolizacije proteina u jetri, ukljucujuéi i lizozomalne enzime, njihove disfunkcije i
blokade zavr$nih stadijuma autofagije.®” Poveéana produkcija NO i ROI moze biti i
posledica inflamacije®, za koju je takode, nezavisno od nalaza vezanih za autofagiju,
pokazano da se odvija u jetri i drugim organima i kod eksperimentalnih Zivotinja i kod
pacijenata sa tip 2 dijabetesom®. Ovakva blaga inflamacija je jedna od dobro proucenih
karakteristika dijabetesa tipa 2, a smatra se da su za njenu pojavu u jetri odgovorne
rezidentni makrofazi jetre, tzv. Kupferove éelije.”® U vise razli¢itih istrazivanja
primeéene su promene u aktivacionom stanju i proizvodnji citokina u Kupferovim
éelijama.®®"! Ranije je pokazano da je razvoj zapaljenskih promena u jetri kod miseva

na ishrani sa visokim sadrzajem masti povezan sa aktivacijom Kupferovih éelija.”®



1.4. Mitofagija

Celije koriste mitofagiju kada je potrebno da iz citoplazme uklone osteéene ili
nefunkcionalne mitohondrije ili kada je prilikom diferencijacije potrebno smanjiti
njihov broj kao npr. tokom eritropoeze.’? Osteéene ili nefunkcionalne mitohondrije gube
membranski potencijal na svojoj unutras$njoj membrani Sto dovodi do stabilizacije
kinase PINK1 na spolja$njoj membrani mitohondrija.”® PINK1 fosforili§e ubikvitin na
prethodno ubikvitinovanim mitohondrijalnim membranskim proteinima omogucavajuci
stabilizaciju PARKIN E3 ubikvitin ligaze na spolja$njoj membrani mitohondrija.”
PARKIN dodatno ubikvitinuje proteine spoljasnje mitohondrijalne membrane $to putem
pozitivne povratne sprege pojacava ceo ovaj proces (Slika 1.4.1).”4" Za ubikvitinovane
proteine se vezuju adaptorni proteini kao Sto je Sekvestozom-1/p62, koji u svojoj
strukturi poseduju LIR domene (engl. LC3 interacting region) kojima se vezuju za
proteine LC3 (engl. microtubule-associated protein light chain 3) familije na
izolacionim mebranama.”® Na taj nacin oni predstavljaju most izmedu izolacione

membrane i mitohondrije koju ona progresivno okruzuje.’®

__PINK1
“1'?;;
Parkin
DEPOLARISANA MITOFAGIJA

MITOHONDRIJA

Slika 1.4.1 Mitofagija. UB — ubikvitin. P — fosfatna grupa. Modifikovano po | Dikic, 2014.

Mitofagija ima veliki znacaj zato §to su mitohondrije koje ne funkcionisu

adekvatno izvor kiseonickih slobodnih radikala koji imaju potencijal da oStete druge



komponente ¢elije.”” Smatra se da poremeéaji u mitofagiji dovode do pojave razli¢itih
bolesti. Svoje ime PARKIN je dobio posto je otkriveno da su poremecaji funkcije ovog
proteina jedan od vodeéih uzroka familijarne Parkinsonove bolesti.”® Naknadno je
utvrdeno da isto vazi i za PINKI, a poremecaji u mitofagiji su dovedeni u vezu i sa
sporadi¢nim oblicima ove bolesti.”® Slobodni kiseoniéni radikali mogu da dovedu i do
promena na genetskom materijalu ¢elija, pa poremecaji u mitofagiji mogu da promovisu
razvoj tumora.”” Tumor supresorska uloga PARKIN-a je pokazana u tumorima dojke i
ovarijuma’, nesitnoéelijskom karcinomu plu¢a®, kao i kod hepatocelularnog
karcinoma®-82, Pretpostavlja se da i u patogenezi kolorektralnog carcinoma Parkin gen
uéestvuje kao haploinsuficijentni tumor supresor.2® Kontrola kvaliteta mitohondrija koju
¢elja obezbeduje mitofagijom ima ulogu i u patogenezi hroni¢ne opstruktivne bolesti

84,85

pluéa® i idiopatske pluéne fibroze®*8, amiotrofi¢ne lateralne skleroze® i inflamatornih

bolesti®’.

Pre nego Sto se mitohondrije nadu u lumenu autofagijskih vakuola dolazi do
njihove deobe, jer se samo relativno male mitohondrije mogu efikasno obuhvatiti
izolacionom membranom.®#° Deobu, ili fisiju mitohondrija, promovise ubikvitinacija i
deaktivacija mitohondrijalnih membranskih proteina kao $§to su MFNI i MFN2
(mitofuzin-1 i mitofuzin-2) koji pospesuju suprotan proces, fuziju mitohondrija.®
Fuzija, fisija i mitohondrijalna biogeneza su uz mitofagiju procesi koji su odgovorni za
kontrolu kvaliteta mitohondrija u éelijama.”® Mitofagijom se u éelijama smanjuje
mitohondrijalna masa, dok se mitohondrijalnom biogenezom mitohondrijalna masa
povecava.®! Transkripcioni faktori koji reguli$su mitohondrijalnu biogenezu su proteini
koaktivatori PPAR-y (engl. peroxisome proliferator-activated receptor )
transkripcionog faktora: PGCla (engl. PPARy coactivator-1), PGCI1B 1 PRC (engl.
PGC-1-related coactivator).”> Smatra se da PGCIP konstitutivno promovise
mitohondrijalnu biogenezu, a da PGCla aktivira transkripciju mitohondrijalnih gena u
jedru éelije u prisustvu odredenih faktora sredine.®? Najmanje ima informacija o treéem
¢lanu familije, proteinu PRC, ¢&ija uloga je izgleda ograniCena na regulaciju

mitohondrijalne biogeneze kod proliferacije ¢elija.%



1.4.1. Mitofagija u dijabetesu tipa 2

Najnovija istrazivanja su pokazala da je moguce da postoji sustinska povezanost
tip 2 dijabetesa i mitofagije.”*% Mitohondrije su mesto gde se odvija najveéi deo
oksidativnog metabolizma u ¢eliji, a promene u raspoloZzovosti supstrata uticu i na
promene u funkcionisanju mitohondrija.®®> Ovo je od znadaja kako u smislu
funkcionisanja eksperimentalnog modela koji je koriS¢en u ovim istrazivanjima, tako i
za opstu populaciju kod koje, kao Sto je receno na samom pocetku ove disertacije,
promene u naéinu ishrane predstavljaju jedan od najvaznijih uzroka povecanog

oboljevanja od metaboli¢kog sindroma i tip 2 dijabetesa.*

Smatra se da hroni¢no povecéani nivoi lipida u krvi i tkivima, kao $to se moze
dogoditi kod ishrane bogate mastima, i kod ljudi i kod ekperimentalnih Zivotinja dovode
do pojave insulinske rezistencije usled poremecenih metaboli€¢kih procesa u
mitohondrijama, ukljucujuéi p-oksidaciju masnih kiselina.®®®” Ovo dovodi do promena
u mitohondrijalnoj aktivnosti, mitohondrijanoj masi i kapacitetu mitohondrija za
oksidativnu fosforilaciju.®® Kod glodara visoki nivoi slobodnih masnih kiselina dovode
do poveéane ekspresije PGCla i mitohondrijalne mase.®® Ovi efekti bi po nekim
autorima mogli da prethode Stetnom uticaju lipida na mitohondrije Zivotinja hranjenih

HFD-om.%

1.4.2. Detekcija mitofagije u tkivima

Skeletni misiéi, jetra i masno tkivo spadaju medu najvaznija insulin zavisna
tkiva. Skeletni misi¢i su odgovorni za najveci deo potrosnje glukoze posle obroka i za
skoro svu uskladistenu glukozu tokom hiperinsulinemije.®® Utvrdeno je da su u tip 2
dijabetesu masa mitohondrija i kapacitet za oksidativnu fosforilaciju u skeletnim
misi¢ima smanjeni, ali da ne koreliraju sa stepenom insulinske rezistencije.®® Jetra je
glavni organ za endogenu proizvodnju glukoze i skladisti glukozu u obliku glikogena
tokom obroka.®® Insulinska rezistencije u jetri se ogleda u nemoguénosti jetre da smanji
endogenu produkciju glukoze tokom hiperinsulinemije i povezana je sa koli¢inom lipida

9



u citoplazmi hepatocita.”® Kod pacijenata obolelih od metabolickog sindroma i tip 2
dijabetesa, kao i kod eksperimantalnih Zivotinja, javlja se nealkoholna bolest masne
jetre (eng. non-alchoholic fatty liver disease; NAFLD).%% Ako je NAFLD praéena
inflamacijom u jetri stanje se naziva nealkoholni steatohepatitis (eng. nonalcoholic
steatohepatitis; NASH).% Smatra se da nakupljanje lipida u jetri remeti funkciju
mitohondrija i dovodi do stvaranja slobodnih kiseonickih radikala.”® U belom masnom
tkivu insulinska rezistencija se manifestuje kao nemoguc¢nost insulina da spreci lipolizu,
a primeceno je da kod dijabetesa tipa 2 dolazi do smanjenja mitohondrijalne mase u

belim adipocitima.®

Osim insulin zavisnih, druga tkiva koja su od znacaja za proucavanje bioloskih
procesa u dijabetesu, ukljucuju¢i mitofagiju, su ona tkiva u kojima se razvijaju
komplikacije dijabetesa. Do sada su u istrazivanjima bili obuhvaéeni pankreas'®,
periferni nervi'®, kozal®, krvni sudovi'®, bubrezi'® i druga tkival®. Izbor jetre kao
primarnog predmeta proucavanja u ovoj disertaciji diktiran je kako prethodnim
saznanjima koja su ukazivala da postoje odredene promene u mitohondrijalnoj
aktivnosti u tip 2 dijabetesu®, tako i osobinom hepatocita da u svojoj citoplazmi
poseduju veliki broj mitohondrijal® $to olaksava detekciju eventualnih promena u
mitofagiji, ukoliko one postoje. Iako je fokus nasih istrazivanja bio na tkivu jetre,
takode smo ispitivali uzorke perifernih nerava 1 aorte, da bi smo dobili §to kompletniju

sliku efekata ispitivanih lekova u ovom eksperimentalnom modelu.

Proucavanje autofagije se temelji na mikroskopskim i molekularno-bioloskim
metodama koje omogucuju identifikaciju autofagijskih strukutura i kvantifikaciju
proteina (i njihovih iRNK) koji u¢estvuju u autofagiji.'’” Metode za detekciju mitofagije
se u velikoj meri oslanjaju na mikroskopske tehnike kojima se identifikuju autofagijske
vakuole koje sadrze mitohondrije (mitofagi) ili njinove ostatke.'®” Razloge treba traziti u
tome §to promene u proteinima koji ucestvuju u autofagiji ne ukazuju direktno na
promene u selektivnoj autofagiji mitohondrija.'’” Ukupna koli¢ina proteina u ¢eliji koji
direktno ucestvuju u mitofagiji (PINK1, PARKIN npr.) ne mora obavezno da ukazuje

na stepen aktivnosti ovog procesa, jer u regulaciji mitofagije znacajnu ulogu imaju
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njihove posttranslacione modifikacije.!®® Zbog toga se za ispitivanje autofagije najvise
koriste mikroskopske metode detekcije ovog procesa, metode konfokalne i

fluorescentne mikroskopije i transmisione elektronske mikroskopije (TEM).1%

Konfokalnim mikroskopom mogu se identifikovati 1 kvantifikovati
autofagozomi i autolizozomi koji u svom lumenu sadrze mitohondrijalne proteine.?’
Identifikacija se postize obelezavanjem proteina markera autofagozoma (LC3) i
mitohondrijalnih proteina kao $to su TOM20 (engl. translocase of outer membrane 20) i
COX4 (engl. cytochrome c oxidase subunit 4) fluorescentnim bojama vezanim za
antitela koja se specificno vezuju za ove proteine.l%” Metodama konfokalne
mikroskopije moguce je direktno analizirati uzorke genetski modifikovanih zivotinja
kod kojih je eksprimiran autofagozomalni ili mitohondrijalni protein za koji je
kovalentno vezan fluorescentni protein kao $to je GFP (engl. green fluorescent protein)

ili RFP (engl. red fluorescent protein).%’

Nedavno su promovisani novi eksperimentalni modeli u kojima su kod misSeva
samo u mitohondrijama celija eksprimirani Keima fluorescentni protein (mt-Keima
misevi, nepublikovan s0j)!%!1° odnosno mCherry-GFP-FIS1 (engl. mitochondrial
fission 1) protein (mito-QC misevi soja C57BL/6J)!. Ovi fluorescentni proteini su
rezistentni na dejstvo lizozomalnih proteaza, i menjaju talasnu duzinu emitovane
svetlosti prilikom promene Kiselosti sredine.l%!! Mitohondrije mt-Keima miseva
posmatrane na fluorescentnom ili konfokalnom mikroskopu emituju svetlost u zelenom
delu spektra kada se nalaze u neutralnoj sredini, kao npr. u citoplazmi, dok u kiseloj
sredini autolizozoma (pH 4,5) mitohondrije emituju svetlost u crvenom delu
spektra.l9%11% Kod mito-QC miseva u kiseloj sredini autolizozoma dolazi do gasenja
zelenog fluorescentnog signala poreklom sa GFP-a, dok ostaje vidljiv crveni
fluorescentni signal sa mCherry proteina.!*? Ograni¢enja ovih modela su, izmedu
ostalog, $to ne detektuju lokalizaciju mitohondrija u autofagozomima, a ako postoji

defekt u zakiseljavanju lumena, ni u lizozomima.
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Prisustvo mitohondrija u autofagozomima moguée je utvrditi metodama
transmisione elektronske mikroskopije.!*? Detekcija mitohonodrija u autolizozomima
transmisionim elektronskim mikroskopom je moguca sve dok se morfologija ovih
organela znaCajno ne narusi usled enzimske digestije i na osnovu sli¢ne elektronske
gustine sadrzaja autolizozoma i mitohondrija u citosolu.!?1%* Za detekciju mitohondrija
u autolizozomima ipak se preporucuje obeleZavanje mitohondrijalnih proteina zlatom
obeleZenim antitelima metodama imuno-elektroske mikroskopije.** Zbog malog broja
mitofaga u kojima je ultrastruktura mitohondrija dovoljno o¢uvana, mitofage je moguce
identifikovati samo u ogranicenom broju  preseka dostupnih za ispitivanje
transmisionim elektronskim mikroskopije pa ova metoda nije najpogodnija za
kvantifikaciju mitofagije.!? Za kvantifikaciju mitofagije najcesée se koriste metode

konfokalne mikroskopije.1%’

1.5. Terapija metabolickog sindroma i dijabetesa tipa 2

Metformin i statini spadaju medu najéeS¢e koris¢ene lekove u terapiji
metaboli¢kog sindroma®®® i tip 2 dijabetesa®'®. Poznato je da ovi lekovi imaju znacajne
efekte na mitohondrije. Metformin direktno inhibira kompleks | mitohondrijalnog
respiratornog lanca S$to dovodi do pada nivoa ATP-a u ¢Celiji 1 indirektne aktivacije
AMPK 17418 Tphibicija mitohondrijalnog kompleksa I metforminom moze da poveéa
proizvodnju kiseoni¢kih slobodnih radikala u mitohondrijama i da dovede do pojave
,mitohondrijalnog stresa“ u ¢elijama.!*® Statini inhibiraju 3-hidroksi-3-metilglutaril
koenzim A (HMG-CoA) reduktazu, kljuéni enzim u sintezi holesterola u éelijama.'?
Kada je u pitanju dejstvo statina na mitohondrije, u razli¢itim studijama su opisani i
povoljni i nepovoljni uticaji na njihovu funkciju.l?22 S obzirom na dejstva koja
ispoljavaju na mitohondrije, vazno je ispitati uticaje ovih terapijskih modaliteta na

mitofagiju u dijabetesu tipa 2 i metabolickom sindromu.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Ispitivanje uticaja ishrane sa visokim sadrzajem masti na ultrastrukturne
karakteristike subcelularnih struktura, mitofagiju i ekspresiju regulatora autofagije u

jetri, aorti i ishijadi¢nom nervu C57BL/6J miSeva.

2. Ispitivanje uticaja metformina i simvastatina na ultrastrukturne karakteristike
subcelularnih struktura, mitofagiju i ekspresiju regulatora autofagije u jetri, aorti i

ishijadi¢nom nervu C57BL/6J miSeva na rezimu ishrane sa visokim sadrzajem masti.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

Misevi soja C57BL/6J muskog pola, starosti 8 nedelja, nabavljeni su iz
vivarijuma Galenike a.d. u Beogradu. Zivotinje su ¢uvane u standardnim uslovima, sa
slobodnim pristupom hrani i vodi u periodu od 6 meseci. Za potrebe istrazivanja sve
zivotinje su podeljene u 4 grupe od po 8 Zzivotinja. Kontrolna grupa je imala pristup
standardnoj hrani, dok su tri eksperimentalne grupe bili na rezimu ishrane sa pove¢anim
sadrzajem masti (HFD misevi). Hrana sa povecanim sadrzajem masti se od standarne
hrane razlikovala samo u procentu kalorija porekla iz masti koji je iznosio 60%, i bio
uglavnom porekla svinjske masti. Kod svih zivotinja je merena telesna masa na pocetku

I na kraju istrazivanja.

Jednom dnevno, poslednjih mesec dana trajanja eksperimenta, jednoj grupi
Zivotinja na dijeti sa visokim sadrZajem masti davan je metformin u dozi 300 mg/kg
telesne mase, a drugoj na istom rezimu ishrane simvastatin u dozi 100 mg/kg telesne
mase orogastricnom sondom. Doza leka je prethodno bila rastvorena u 0,5 ml
destilovane vode. Kontrolnoj grupi zivotinja na standardnom rezimu ishrane i
netretiranoj grupi Zivotinja na dijeti sa visokim sadrzajem masti u istom periodu je

davana ista zapremina destilovane vode orogastricnom sondom.

Oralni test tolerancije glukoze je izveden na svim Zivotinjama pre Zrtvovanja.
MiSevima je davan rastvor glukoze u koli¢ini 2g/kg telesne mase orogastri¢nom
sondom. Nivo glukoze je meren u uzorcima Krvi uzetim iz repne vene neposredno pre
davanja glukoze, i u intervalima od po 30 minuta posle aplikacije glukoze, pri cemu je

posledn;ji ispitani uzorak krvi uziman nakon 120 minuta.
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3.2. Priprema histoloSkih uzoraka

3.2.1. Uzimanje uzoraka

Sve zivotinje su 6 meseci posle pocetka eksperimenta zrtvovane cervikalnom
dislokacijom nakon Cega su im uzeti uzorci jetre, n. ischiadicusa i torakalne aorte.
Delovi ovih organa su bili fiksirani imerzionom fiksacijom u 10% neutralnom
puferovanom formalinu za ispitivanja na svetlosnom mikroskopu ili u 2,5%
glutaraldehidu za ispitivanja na elektronskom mikroskopu. Delovi jetre su zamrzavani u
teCnom azotu nakon ¢ega su skladisteni na -80° C do dalje obrade za molekularno-

bioloske analize.

3.2.2. Obrada uzoraka za konvencionalnu svetlosnu mikroskopiju

Uzorci tkiva prethodno fiksirani u 4% formaldehidu su kalupljeni u parafinske
kalupe koji su seCeni na mikrotomu. Dobijeni isecci debljine 3-5 um su potom
montirani na predmetna stakla i bojeni hematoksilinom i eozinom (HE)'?, ili
imunohistohemijskim metodama. Uzorci su analizirani na Leica DM4000BLED (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany) mikroskopu i fotografisani uz pomo¢ kamere Leica

DFC295 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

3.2.3. Obrada uzoraka za konfokalnu mikroskopiju

Svi uzorci za konfokalnu mikroskopiju su analizirani na Leica TCS SP2 (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany) konfokalnom mikroskopu. Uzorci tkiva prethodno
fiksirani u 4% formaldehidu su kalupljeni u parafinske kalupe koji su seceni na
mikrotomu. Dobijeni isecci debljine 3—5 um su potom montirani na predmetna stakla.
Za identifikaciju mitofaga i nihovu morfometrijsku analizu, uzorci za konfokalnu

mikroskopiju su inkubirani 90 minuta sa zeé¢ijim anti—-TOM20 antitelom (1:200, Santa
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Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA; sc-11415) a zatim 60 minuta sa Alexa Fluor
633 kozjim anti—zec¢jim IgG antitelom (1:200, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA; A21070)
i 90 minuta sa anti—LC3B/Dylight488 konjugovanim antitelom (1:2000, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA; PA5-22938).

Za analizu autofagije uzorci za konfokalnu mikroskopiju su inkubirani 90
minuta sa ze¢jim anti—p62 antitelom (1:100, Novus Biologicals, Littleton, CO, USA;
NBP1-48320) ili sa ze¢jim anti-LAMP1 (engl. lysosome-associated membrane
glycoprotein 1) antitelom (1:200, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA; PAl-
654A), a zatim 60 minuta sa Alexa Fluor 633 kozjim anti—ze¢jim IgG antitelom (1:200,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA; A21070) i 90 minuta sa anti-LC3B/Dylight488
konjugovanim antitelom (1:2000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA; PA5-
22938).

Za analizu uklanjanja mijelina autofagijom uzorci ishijadickog nerva su
inkubirani 90 minuta sa ze¢jim anti-LC3B antitelom (1:100, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA; PA5-35195), zatim 60 minuta sa Alexa Fluor 633 kozjim anti—ze¢jim IgG
antitelom (1:200, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA; A21070), a posle toga 90 minuta sa
misjim anti-MBP (engl. myelin basic protein) antitelom (1:200, Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA; MA5-15922) i 60 minuta sa Alexa Fluor 488 kozjim anti-misjim IgG
antitelom (1:200, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA; A-11001).

3.2.4. Obrada uzoraka za transmisionu elektronsku mikroskopiju

Uzorci tkiva su fiksirani u 2,5% glutaraldehidu na temperaturi od +4°C, a potom
kalupljeni u epoksidnim smolama. Prvog dana uzorci su isprani 3 puta u kakodilatnom
puferu (pH 7,3), dodatno fiksirani u 1% rastvorom osmijum-tetroksida u kakodilatnom
puferu tokom 60 minuta na temperaturi +4° i ponovo 3 puta isprani u kakodilathom
puferu (pH 7,3). Potom je preko uzoraka sipan prezasi¢en rastvor uranil-acetata u
destilovanoj vodi, u kome su uzorci stajali preko no¢i na +4°C. Drugog dana, uzorci su
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isprani destilovanom vodom, a zatim dehidrirani rastu¢im koncentracijama etanola od
50%, 70% i 96% i 100% etanolom. Tkiva su isprana 2 puta u propilen-oksidu, a onda je
preko uzoraka sipana mesavina propilen-oksida i epoksidnih smola (Epoxy Embedding
Medium Kkit, 45345, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) u odnosu 3:1. Uzorci su
ostavljeni da stoje do sledeceg jutra, da bi tre¢eg dana iz uzoraka bila uklonjena
prethodno sipana mesavina i nalivena nova, ovoga puta dobijena meSanjem istih
zapremina smola i propilen oksida. Nakon 3 sata ova mesavina je odlivena a uzorci su
prebaceni u modle za kalupljenje. U modli je preko uzoraka nalivena kombinacija ¢istih

epoksidnih smola i ostavljena da stoji 48h u temperaturi od 60°C.

Po zavrsenoj proceduri ukalupljeni uzorci su seceni na ultramikrotomu (Leica
UltraCut UCT, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) staklenim noZem da bi se
dobili polutanki isecaci debljine oko 500nm. Polutanki ise¢ci su bojeni rastvorom
toluidin plavog i posmatrani na svetlosnom mikroskopu da bi se odabrao deo uzorka za
dalje secenje. Odabrani deo wuzorka je onda sefen dijamantskim nozem
(16DIA.DU4530, DIATOME, Hatfield, PA, USA) da bi se dobili ultratanki isecci
debljine oko 70 nm. Ultratanki ise¢ci su montirani na bakarne mrezice (G4901, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA).

Posle suSenja, bakarne mrezice sa uzorcima Su kontrastirane 4% rastvorom
uranil-acetata u metanolu i rastvorom olovo-citrata. Uzorci su posle susenja posmatrani
na transmisionom elektronskom mikroskopu (Morgagni 268D, FEI, Hillsboro, OR,
USA).

3.3. Morfometrijska analiza na konfokalnom mikroskopu

Broj mitofaga u tkivu jetre, nerva i aorte je odredivan ru¢nim brojanjem
kolokalizovanih (zutih) LC3B/TOM20 punkta. Broj autofagijskih vakuola u tkivu jetre i
nerva je odredivan ru¢nim brojanjem kolokalizovanih (Zutih) LC3B/p62 i
LC3B/LAMP1 punkta. Broj autofagijskih vakuola u tkivu nerva koje sadrze ostatke
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mijelina je odredivan ru¢nim brojanjem kolokalizovanih (zutih) LC3B/MBP punkta.
Sve slike za morfometrijske analize su dobijene koris¢enjem x63 objektiva (PL APO
63x 1.3 Glycerol HCX CS, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) uz upotrebu x4
digitalnog uveli¢anja (ukupno uveli¢anje x252) na 20 vidnih polja po uzorku biranih

,,Systematic Uniform Random Sampling” (SUR) metodom. 124
3.4. Morfometrijska analiza na transmisionom elektronskom mikroskopu

Svi ultratanki isecci i fotomikrografije koris¢ene za morfometrijske analize
odabrane su primenom SUR metode!?. Uzorci su fotografisani na najmanjem
uveli¢anju na kojem je bilo moguée precizno identifikovati ispitivane strukture.
Subcelularne strukture su kvantifikovane brojanjem ili analizom njihovog zapreminskog
udela (engl. fractional volume analysis) u citoplazmi celije. Analiza zapreminskog
)124

udela je uradena primenom mreZice sa taCkama u dve razli¢ite gustine (Slika 3.4.1

koris¢enjem formule:

YPap
=
(ZPcyt * p)

U formuli ZPap predstavlja broj tacaka mrezice vece gustine unutar ispitivane
strukture, XPcyt broj tacaka mrezice manje gustine unutar citoplazme, dok p oznacava
odnos broj tacaka vece gustine i broja tacaka manje gustine na mrezici koji je iznosio 25
(Slika 3.4.1). Na ovaj naéin utvrduje se odnos povrSina ispitivanih struktura i
citoplazme na preseku celije. 1z njega se moze izvuéi zaklju¢ak o odnosu zapremina

ispitivanih struktura i citoplazme na osnovu Delesse-ovog principa, koji kaze da je
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odnos povrsine (engl. fractional area) proporcionalan odnosu zapremina citoplazme i
organela u éeliji (engl. fractional volume).!?* Brojevi fotomikrografija i koriséena
uveli¢anja za morfometrijski analizirane strukture dati su u tabeli (Tabela 3.4.1). U
kvantifikaciju autofagijskih vakuola bile su ukljucene i izolacione membrane, koje se na
transmisionom elektronskom mikroskopu ne mogu razlikovati od autofagozoma osim

ako se u ravni preseka ne nalaze njihove slobodne ivice?*.

Slika 3.4.1 MreZica sa tatkama u dve razli¢ite gustine na fotomikrografiji uzorka jetre. (TEM, x5600)

G-odnos (engl. G-ratio) je racunat kao odnos unutrasnjeg i spoljasnjeg dijametra
mijelinskog omotaca. Na fotomikrografijama sa transmisionog elektronskog
mikroskopa mereni su unutra$nji i spoljasnji dijametar mijelinskog omotaca tako §to su
mereni najveéi 1 najmanji dijametri i1 racunate srednje vrednosti na nacin kao §to je

ranije opisano.'?®

Tabela 3.4.1 Brojevi fotomikrografija i koriS¢ena uveli¢anja za morfometriju.
19



Koriséeno Broj
uveli¢anje fotomikrografija

Zapreminski udeo autofagijskih vakuola u

hepatocitima x11000 00
Broj autofagijskih vakuola u hepatocitima x11000 60
Zapreminski udeo lipofaga u hepatocitima x11000 60
Zapreminski udeo masnih kapi u hepatocitima x5600 60
Zapreminski udeo mitohondrija u hepatocitima x11000 60
Broj Kupferovih ¢elija po hepatocitu x1100 60
Broj aktiviranih Kupferovih ¢elija x5600 100
Broj Kupferovih ¢elija sa lipofazima x5600 100
Broj Kupferovih ¢elija sa masnim kapima x5600 100
Broj oSte¢enog mijelina u ishijadicnom nervu x4400 100
G-odnos u ishijadi¢cnom nervu x4400 100

3.5. Imunoblot analiza

Tkivo je disocirano 30 minuta na 0°C u puferu za lizu ¢éelija koji se sastojao od
30 mM Tris-HCI (pH 8), 150 mM NaCl, 1% NP-40 deterdzenta, 1 mM proteaznog
inhibitora fenilmetilsulfonil fluorida (PMSF), 20 ul/ml komercijalnog rastvora
proteaznih inhibitora (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 2 mM natrijum
ortovanadata (NasVO4) i 50 mM natrijum fluorida (NaF). Lizati su centrifugirani 15

minuta na +4°C na ubrzanju od 14000 g. Koncentracija proteina u supernatantu je
20



odredivana metodom po Bradford-u'?. Reakcija se izvodi mesanjem 980 pl Bradford-
ovog reagensa (0,1 mg/ml Coomassie Brilliant Blue G-250, 5% (v/v) etanol, 10% (v/v)
H3POas u vodi) sa 20 ul uzorka. Posle 10 minuta reakcije ¢itana je apsorpcija na talasnoj
duzini od 570 nm. Koncentracija proteina u uzorku je izra¢unavana u odnosu na

standardnu krivu dobijenu pomocu poznatih koncentracija BSA.

Za elektroforezu, uzorci su pripremani kuvanjem 5 minuta na 95°C mesavine
rastvora ekstrahovanih proteina sa odgovaraju¢om zapreminom redukujuceg pufera.
Finalne koncentracije sastojaka pufera nakon kuvanja uzorka su bile: 2% natrijum
dodecil sulfat (SDS, engl. sodium dodecyl sulfate), 10% glicerol, 2 mM 2-
merkaptoetanol, 0,002% bromfenol plavo, 62,5 mM Tris-HCI, pH 6.8.

Jednake koli¢ine proteina su sipane u bunare, a zatim su uzorci nanoSeni na gel
za sabijanje proteina (4% akrilamid/0,14% bisakrilamid, 0,1% SDS, 0,125 M Tris HCI,
pH 6.8), koji je prethodno naslojen na gel za razdvajanje proteina (10%
akrilamid/0,34% bisakrilamid, 0,1% SDS, 0,375 M Tris HCI, pH 8.8). Kao katalizatori
polimerizacije gelova koriS¢eni su 0,05% amonijum persulfat i 0,033% N,N,N',N'-
tetrametiletilen-1,2-diamin (engl. N,N,N',N'-tetramethylethylene-1,2-diamine), dok se
pufer za rezervoare u kojima je tekla elektroforeza sastojao od 192 mM glicina, 0,1%
SDS i 25 mM Tris HCI, pH 8.3. Elektroforetsko razdvajanje je trajalo oko 90 minuta pri
konstantnom naponu. Tokom prvih 20 minuta primenjivan je konstantni napon od 100
V, a posle prolaska uzoraka kroz gel za sabijanje proteina, napon je povecan na 150 V.
Uzorci su putovali kroz gel do izlaska ivice boje bromfenol plavo iz gela. Na svaki gel
je naneta i smeSa referentnih proteina poznatih molekularnin masa (10-250 kDa,
Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, BioRad, Marnes-la-Coquette, France)

da bi se odredile pozicije molekularnih masa ispitivanih proteina.

Po zavrSetku elektroforeze proteini su prebaceni sa gela pomocu aparata za
polusuvi transfer (TE 70 Semi-dry transfer unit, Amersham Biosciences, Little
Chalfont, UK) na nitrocelulozne membrane (Hybond C, GE Healthcare, Chicago, IL,
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USA). Nitrocelulozne membrane su inkubirane 2 minuta u puferu za transfer (192 mM
glicin, 20% metanol i 25 mM Tris-HCI, pH 8.3) i postavljene na visoko adsorbujuci
filter papir prethodno natopljen puferom za transfer. Gelovi su isprani malom koli¢inom
pufera za transfer i postavljeni na membrane. Preko gela je stavljen joS jedan sloj visoko
adsorbujuceg filter papira natopljenog puferom za transfer. Membrana je bila okrenuta
ka pozitivnoj, a gel ka negativnoj elektrodi. Transfer na membranu se odvijao 90 minuta

na sobnoj temperaturi pod dejstvom struje konstantne jacine (0,8 mA/cm2 membrane).

Po zavrSenom transferu, nespecificno vezivanje antitela je blokirano
inkubacijom delova membrane gde su se nalazili ispitivani proteini u rastvoru 10%
obranog mleka u Tris puferu (20 mM Tris, 137 mM NaCl, pH 7.6) sa 0,05% Tween 20
deterdZzenta (TBST) 60 minuta na sobnoj temperaturi. Membrane su uz blago mesanje
inkubirane sa primarnim antitelima (1:900 ze¢je anti-LC3 antitelo i 1:2000 ze¢je anti-
SQSTM1/p62 antitelo, Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA) rastvorenim u

5% obranom mleku na temperaturi od +4°C do sledeceg jutra.

Narednog dana membrane su isprane tri puta u TBST-u, a zatim inkubirane 75
minuta na sobnoj temperaturi sa sekundarnim kozjim anti-ze¢jim IgG antitelom
(Jackson IP Laboratories, West Grove, PA, USA) konjugovanim sa peroksidazom rena
(HRP, engl. horseradish peroxidase). Posle inkubacije, membrane su isprane tri puta u
TBST-u i prelivene hemiluminiscentnim reagensom (ECL; GE Healthcare, Chicago, IL,
USA), supstratom za peroksidazu rena. Intenzitet hemiluminiscence, proporcionalan
koli¢ini proteina vezanog za membranu, je detektovan aparatom za detekciju
(ChemiDoc Imager, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Ekspresija proteina, tj. relativna
opticka gustina imunoreaktivnih traka proteina, je kvantifikovana denzitometrijom
pomocu programa Image Lab (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Rezultati su prikazani

relativno u odnosu na aktin.
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3.6. Odredivanje koli¢ine iRNK (RT-qPCR)

3.6.1. lzolacija RNK

Izolacija RNK iz misjih jetri je vrSena tako §to su uzorci disocirani u Iml
TRIzol™ (15596026, Invitrogen, Paisley, UK) reagensa posle cega je RNK
ekstrahovana koris¢enjem fazne separacije U 50 pl hloroforma. Uzorci su inkubirani 10
minuta na +4°C, a zatim centrifugirani 15 minuta na +4°C na ubrzanju 12000 g.
Centrifugiranjem uzoraka izdvajaju se tri faze: gornja vodena faza u kojoj je iRNK,
srednja faza sa DNK, i donja hloroformska faza sa proteinima i lipidima. Vodena faza
sa iIRNK prebacena je u epruvete i dodavana joj je jednaka zapremina izopropanola.
Uzorci su inkubirani 30 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim centrifugirani 15 minuta
na +4°C na ubrzanju 12000 g Sto je dovelo do izdvajanja taloga sa iIRNK na dnu
epruvete. Po odlivanju supernatanata, talog je centrifugiran dva puta po 5 minuta na
ubrzanju 7500 g u 70% etanolom. Etanol je oba puta odliven automatskom pipetom, a
talog sa iIRNK ostavljen da se osusi i da ispari preostali etanol da bi zatim bio rastvoren

u destilovanoj vodi.

3.6.2. Reverzna transkripcija (RT)

Koncentracija iIRNK u uzorcima odredivana je na Gene Quant spektrofotometru.
Posle toga je 1 ug iIRNK iz svakog uzorka rastvoren u 15 pl destilovane vode sa 0,2 ug
nasumi¢nih heksamernih prajmera (Fermentas, Vilnus, Lithuania) i 1 mM dNTP
(Fermentas, Vilnus, Lithuania). Za kontrolu kontaminacije upotrebljavana je destilovana
voda koriS¢ena za rastvaranje. Rastvori su inkubirani 10 minuta na 70°C, da bi se
nasumic¢ni heksamerni prajmeri vezali za iRNK. Zatim su uzorci ohladeni 5 minuta na
0°C i u njih je dodato po 4 ul pufera za reverznu transkripciju (5 x First Strand Buffer,
Fermentas, Vilnus, Lithuania) i 1 pul M-MuLV reverzne transkriptaze (200 U/pl,

Fermentas, Vilnus, Lithuania). Uzorci su inkubirani redom 10 minuta na 25°C, 60
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minuta na 42°C (temperatura na kojoj se odvija reverzna transkripcija) i 10 minuta na

70°C (temperatura na kojoj se prekida reverzna transkripcija).

3.6.3. Kvantitativna reakcija lanc¢anog umnoZavanja (qPCR)

Kvantitativna reakcija lan¢anog umnozavanja molekula cDNK je izvedena na
Realplex2 Mastercycler-u (Eppendorf, Hamburg, Germany). Koris¢eni su TagMan
Universal PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), i TagMan
probe (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) na sledec¢e gene: ATG4b, ATG5,
ATG7, ATG12, SQSTM1/p62, GABARAP (engl. GABA Receptor-Associated
Protein), BECNL1 i 18S ribozomalna RNK (RN18S).

Uzorci sa cDNK su prvo zagrejani 4 minuta na 95°C da bi se aktivirala
polimeraza. Reakciju je ¢inilo 40 ciklusa koji su se sastojali od 15 sekundi denaturacije
cDNK na 95°C, 1 minut vezivanja prajmera za DNK na 45°C i sinteze novih DNK
lanaca na 60°C. Sve reakcije su uradene u triplikatu. Relativna ekspresija gena je
dobijena po formuli 22T, gde je ACt razlika prose¢nih Ct (engl. Cycle threshold)
vrednosti triplikata gena od interesa i prose¢ne Ct vrednosti kontrolnih triplikata

(RN18S).

3.7. Statisticka analiza

Za opisivanje numerickih obelezja posmatranja koris¢ene su aritmeti¢ka sredina
I standardna devijacija. Za ispitivanje znacajnosti razlike izmedu grupa kori$¢ena je
jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) pracena Tukey post-hock testom ili
Kruskal-Wallis test rangova pracen Mann-Whitney testom. Za ispitivanje statisticke
znacajnosti razlike ucestalosti obelezija posmatranja koris¢en je Hi-kvadrat ili Fisher-ov

test.
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Statisticka analiza je uradena pomocu programa SPSS verzija 24 (IBM, Armonk,
NY, USA). Vrednosti p<0,05 i p<0,01 su smatrane statisticki znacajnim odnosno
visoko znaCajnim. Rezultati su prikazivani kao aritmeticka sredina + standardna
devijacija. Za graficki prikaz rezultata koriS¢en je Microsoft Office Excel 2016

(Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA).

3.8. Eticki aspekti istrazivanja

Dozvole za obavljanje ovih eksperimenata izdate su od strane Eticke komisije za
zastitu dobrobiti oglednih zivotinja Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
(9110/2; 3/4/2018) i Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike
Srbije - Uprava za veterinu (323-07-03704/2017-05/1).
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4. REZULTATI

4.1.  Karakteristike Zivotinja

Merenja telesne mase miseva pokazala su da na pocetku eksperimenta nije bilo
statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa. Rezim ishrane 1 terapija
metforminom su uticali na telesnu masu miSeva na kraju eksperimenta. MiSevi iz svih
grupa na rezimu ishrane sa visokim sadrzajem masti su imali statisticki visoko znacajno
vecu telesnu masu od miseva na standardnom rezimu ishrane (p<0,01). Tretman
metforminom je, za razliku od simvastatina, uticao na telesnu masu HFD miSeva.
Misevi tretirani metforminom su imali manju telesnu masu od druge dve grupe HFD
miSeva na kraju eksperimenta, a razlika je bila statisticki visoko znacajna (p<0,01)
(Grafikon 4.1.1).
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Grafikon 4.1.1 Mase u gramima C57BL/6J miSeva na pocetku (plavo) i na kraju eksperimenta (narandzasto).
**p<0,01 u poredenju sa kontrolnom i ##p<0,01 u poredenju sa netretiranom HFD grupom misSeva. K — kontrola,
HFD — rezim ishrane sa visokim sadrzajem masti, M — metformin, S — simvastatin.

Rezultati OGTT-a su pokazali da postoji statisticki visoko znadajna razlika

(p<0,01) u koncentraciji glukoze u krvi 30, 60 i 90 minuta posle aplikacije glukoze i
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statistiCki znacajna razlika (p<0,05) u koncentraciji glukoze u krvi 120 minuta posle

aplikacije glukoze izmedu netretiranih HFD i kontrolne grupe miseva, sa viSim nivoima

glukoze kod prvih. U poredenju sa netretiranim HFD miSevima, tretman

Sa

metforminom je smanjio vrednosti glukoze u krvi tako da je 30, 60 i 90 minuta posle

aplikacije glukoze postojala statisticki visoko znacajna (p<0,01), a 120 minuta posle

aplikacije glukoze statisticki znacajna razlika (p<0,05). Tretman simvastatinom

je

smanjio vrednosti koncentracije glukoze u krvi na OGTT testu u manjoj meri od

metformina. Statisticki visoko znacajne razlike (p<0,01) izmedu simvastatinom

tretiranih HFD miSeva 1 netretiranih HFD miSeva su postojale 60 i 90 minuta posle

pocetka OGTT-a, dok je razlika koncentracije glukoze u krvi 30 minuta posle pocetka

OGTT-a bila statisticki znacajna (p<0,05) (Grafikon 4.1.2).

OGTT
—— HFD HFD + M HFD + S
30
T
25 * %k
*x| # T
* %
20 **lﬁﬁ T
i 1
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15 TH 1 *
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10 i 3
5
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Grafikon 4.1.2 Koncentracija glukoze u krvi u mmol/L kod C57BL/6J miSeva na OGTT-u. *p<0,05 i **p<0,01
u poredenju sa kontrolnom i #p<0,05 i ##p<0,01 u poredenju sa netretiranom HFD grupom miseva. K —
kontrola, HFD — reZim ishrane sa visokim sadrzajem masti, M — metformin, S — simvastatin.

4.2.  Analiza uzoraka konvencionalnom svetlosnom mikroskopijom

Uzorci jetre, perifernog nerva i aorte analizirani su primenom konvencionalne

svetlosne mikroskopije. Na preparatima jetre obojenim hematoksilinom i eozinom, kod
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svih grupa miseva na rezimu ishrane sa visokim sadrzajem masti, bila je vidljiva
vakuolarna degeneracija hepatocita, prominentnija na periferiji nego u centralnom delu
jetrinih lobulusa (Slika 4.2.1). U jetrama netretiranih HFD miseva bio je prisutan
multifokalni  zapaljenski infiltrat u vidu nasumi¢no rasporedenih lobularnih
mikrogranuloma (Slika 4.2.1b), dok je u grupama tretiranim metforminom i
simvastatinom zapaljenski infiltrat bio prisutan samo u malom broju uzoraka. Sve
navedene promene nisu bile prisutne u jetrama kontrolne grupe miseva. Promene na
jetri kod HFD miSeva na metforminu i simvastatinu ukazuju na razvoj NAFLD, dok je
nesto losiji nalaz pracen zapaljenjem kod netretiranih HFD miSeva karakteristican za
NASH. Ucestalost promena karakteristi¢cnih za NASH bila je statisti¢ki znac¢ajno vecéa

(p<0,05) kod netretiranth HFD miSeva u poredenju sa HFD miSevima tretiranim

metforminom i simvastatinom (Tabela 4.2.1).

& 8 ot S ] Y A g S ("\,._ 8 > -
Slika 4.2.1 Uzorci jetre C57BL/6] miseva bojeni hematoksilinom i eozinom (x100). Strelice — zapaljenski
infiltrat. (a) Kontrola (b) Netretirani HFD miSevi (¢) HFD miSevi tretirani metforminom. (d) HFD miSevi
tretirani simvastatinom.

4
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Tabela 4.2.1 Ucestalost patoloskih promena na jetri C57BL/6J HFD miseva. *p<0,05

HFD* HFD + M HFD +S
NAFLD 1 6 5
NASH 7 2 2

Hematoksilinom i eozinom obojeni uzorci perifernih nerava kontrolne i drugih
eksperimentalnih grupa imali su urednu strukturu i nisu se razlikovali u morfologiji.

Zapaljenski infiltrat nije bio vidljiv ni u jednom od analiziranih uzoraka (Slika 4.2.2).

Slika 4.2.2 Uzorci ishijadi¢nog nerva C57BL/6J miSeva bojeni hematoksilinom i eozinom (x100). (a) Kontrola
(b) Netretirani HFD miSevi (c) HFD misevi tretirani metforminom. (d) HFD miSevi tretirani simvastatinom.
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Hematoksilinom i eozinom obojeni preparati misjih aorti svih eksperimentalnih
grupa imali su urednu strukturu i nisu se razlikovali u morfologiji. Ni zapaljenski
infiltrati, ni aterosklerotske promene nisu bile prisutne u zidovima aorti ni u jednom od

analiziranih uzoraka (Slika 4.2.3).

Slika 4.2.3 Uzorci aorte C57BL/6J miSeva bojeni hematoksilinom i eozinom (x400). (a) Kontrola (b) Netretirani
HFD misevi (¢) HFD miSevi tretirani metforminom. (d) HFD miSevi tretirani simvastatinom.

4.3.  Analiza uzoraka konfokalnom mikroskopijom

Posmatranjem uzoraka jetre u kojima su fluorescentnim antitelima bili obelezeni
LC3B i TOM20 proteini i naknadnom morfometrijskom analizom kolokalizovanih

punkta utvrdeno je da je kod HFD netretiranih miSeva postojao statisticki znacajno veci
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broj mitofaga u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja (p<0,05). Tretman metforminom
kod HFD miSeva nije uticao na broj mitofaga, dok je u jetrama zivotinja Kojima je
davan simvastatin bilo statisticki zna¢ajno manje mitofaga nego u jetrama netretiranih
HFD miseva (p<0,05) (Grafikon 4.3.1, Slika 4.3.1 i Slika 4.3.2). Analizom
LC3B/LAMPI1 obojenih uzoraka nadena je statisticki visoko znacajna razlika izmedu
sve tri grupe HFD miSeva i kontrolne grupe u broju kolokalizovanih LC3B/LAMP1
punkta (p<0,01) (Grafikon 4.3.1, Slika 4.3.3). Morfometrijskom analizom
kolokalizovanih LC3B/p62 punkta utvrdeno je da je postojala statistiCki znacajna
razlika izmedu netretiranih HFD miSeva i1 kontrolne grupe u broju (p<0,05), odnosno
statisticki visoko znacajna razlika izmedu metforminom i simvastatinom tretiranih HFD

miseva i kontrolne grupe (Grafikon 4.3.1, Slika 4.3.4).
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Grafikon 4.3.1 Rezultati morfometrijskih analiza uzoraka jetre C57BL/6J miSeva na konfokalnom mikroskopu
prikazani kao broj kolokalizovanih punkta. *p<0,05 i **p<0,01 u poredenju sa kontrolnom i #p<0,05 i ##p<0,01
u poredenju sa netretiranom HFD grupom miseva. K — kontrola, HFD — rezim ishrane sa visokim sadrZajem
masti, M — metformin, S — simvastatin.
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LC3B TOM20 LC3B + TOM20

JETRA

Slika 4.3.1 Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa preseka jetre C57BL/6J miSeva obojenih
imunofluorescentnim antitelima na LC3B (zeleno) i TOM20 (crveno) (x252). Zuta punkta predstavljaju
kolokalizaciju LC3B i TOM20 signala sa mesta u Celiji gde se nalaze mitofazi. Beli krug obelezava deo prikazan
na vecem uvelianju na slici 4.3.2. K — kontrola, HFD — rezim ishrane sa visokim sadrzajem masti, M —
metformin, S — simvastatin.

HFD

Slika 4.3.2 Detalj sa slike 4.3.1 preseka jetre jednog od C57BL/6J HFD miSeva tretiranih simvastatinom
(x1008). Zuta struktura obeleZena strelicom predstavlja kolokalizaciju LC3B i TOM20 signala sa mesta u éeliji
gde se nalazi mitofag.
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LC3B LAMP1 LC3B + LAMP1

JETRA

HFD

Slika 4.3.3 Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa preseka jetre C57BL/6]J miSeva obojenih
imunofluorescentnim antitelima na LC3B (zeleno) i LAMP1 (crveno) (x252). Zuta punkta predstavljaju
kolokalizaciju LC3B i LAMPI signala sa mesta u ¢eliji gde se nalaze autolizozomi. K — kontrola, HFD — reZzim
ishrane sa visokim sadrZajem masti, M — metformin, S — simvastatin.
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LC3B LC3B + p62

HFD

JETRA

Slika 4.3.4 Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa preseka jetre C57BL/6J miSeva obojenih
imunofluorescentnim antitelima na LC3B (zeleno) i p62 (crveno) (x252). Zuta punkta predstavljaju
kolokalizaciju LC3B i p62 signala sa mesta u ¢eliji gde se nalaze autofagijske vakuole. K — kontrola, HFD —
rezim ishrane sa visokim sadrZajem masti, M — metformin, S — simvastatin.

Na preparatima perifernihn  nerava nismo detektovali LC3B/TOM20

kolokalizovana punkta (Slika 4.3.5). Oblelezavanjem fluorescentim antitelima

34



LC3B/MPB (Slika 4.3.6), LC3B/LAMP1 (Slika 4.3.7) i LC3B/p62 (Slika 4.3.8)
proteina na prepatima perifernih nerava bili smo u moguénosti da detektujemo samo

retka kolokalizovana punkta prisutna u svim eksperimentalnim grupama.

LC3B TOM20 LC3B + TOM20

K -..

ISHIJADICNI NERV

HFD

Slika 4.3.5 Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa preseka ishijadicnog nerva C57BL/6] miSeva
obojenih imunofluorescentnim antitelima na LC3B (zeleno) i TOM20 (crveno) (x252). K — kontrola, HFD —
rezim ishrane sa visokim sadrzajem masti, M — metformin, S — simvastatin.
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MBP LC3B MBP + LC3B

HFD

ISHIJADICNI NERV

Slika 4.3.6 Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa preseka ishijadi¢nog nerva C57BL/6] miSeva
obojenih imunofluorescentnim antitelima na MBP (zeleno) i LC3B (crveno) (x252). K — kontrola, HFD — rezim
ishrane sa visokim sadrZajem masti, M — metformin, S — simvastatin.*f zuta kolokalizacija MBP i LC3B.
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LC3B LAMP1 LC3B + LAMP1

HFD

.

ISHIJADICNI NERV

Slika 4.3.7 Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa preseka ishijadi¢nog nerva C57BL/6J miSeva
obojenih imunofluorescentnim antitelima na LC3B (zeleno) i LAMP1 (crveno) (x252). K — kontrola, HFD —
rezim ishrane sa visokim sadrzajem masti, M — metformin, S — simvastatin. Strelice — Zuta kolokalizacija LC3B
i LAMP1.
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Slika 4.3.8 Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa preseka ishijadi¢nog nerva C57BL/6J miSeva
obojenih imunofluorescentnim antitelima na LC3B (zeleno) i p62 (crveno) (x252). K — kontrola, HFD — rezim
ishrane sa visokim sadrZajem masti, M — metformin, S — simvastatin. Strelice — Zuta kolokalizacija LC3B i p62.
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Na preparatima aorti u kojima su fluorescentnim antitelima bili obelezeni LC3B
I TOM20 proteini i naknadnom morfometrijskom analizom kolokalizovanih punkta
utvrdeno je da je kod HFD netretiranih miSeva postojala statisticki visoko znacajna
razlika u broju mitofaga u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (p<0,01). Tretman HFD
misSeva metforminom nije uticao na broj mitofaga, dok je u aortama zivotinja kojima je
davan simvastatin bilo statisticki znacajno manje mitofaga nego u aortama netretiranih

HFD miSeva (p<0,05, Grafikon 4.3.2, Slika 4.3.9).
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Grafikon 4.3.2 Rezultati morfometrijskih analiza uzoraka aorte C57BL/6J miSeva na konfokalnom mikroskopu
prikazani kao broj kolokalizovanih punkta. **p<0,01 u poredenju sa kontrolnom i #p<0,05 u poredenju sa
netretiranom HFD grupom miSeva. K — kontrola, HFD — rezim ishrane sa visokim sadrZajem masti, M —
metformin, S — simvastatin.
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Slika 4.3.9 Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa preseka aorte C57BL/6J miSeva obojenih
imunofluorescentnim antitelima na LC3B (zeleno) i TOM20 (crveno) (x252). Strelice ozmacavaju zuta punkta
koja predstavljaju kolokalizaciju LC3B i TOM20 signala sa mesta u Celiji gde se nalaze mitofazi. K — kontrola,
HFD — rezim ishrane sa visokim sadrzajem masti, M — metformin, S — simvastatin.
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4.4. Analiza uzoraka transmisionom elektronskom mikroskopijom

Uzorci jetre, perifernog nerva i aorte analizirani su primenom transmisione
elektronske mikroskopije. Analizom ultrastrukturnih osobina hepatocita utvrdeno je da
su nukleusi i organele izgledali uobicajeno, bez upadljivih ultrastrukturnih razlika medu
eksperimentalnim grupama zivotinja. Kod svih eksperimentalnih grupa na HFD rezimu
ishrane, za razliku od kontrolnih zivotinja, bio je vidljiv veéi broj autofagijskih vakuola
i lipidnih kapi u citoplazmi hepatocita (Slika 4.4.1 i 4.4.2).

Slika 4.4.1 Reprezentativne fotomikrografije hepatocita C57BL/6J miSeva. U uzorcima uzetim od miseva na
rezimu ishrane sa visokim sadrzajem masti vide se brojne masne kapi i autofagijske vakuole. Beli krugovi
obelezavaju delove prikazane na veéem uvelicanju na slici 4.4.2 na sledecoj strani. (a) Kontrola (b) Netretirani
HFD misevi (c) HFD misevi tretirani metforminom. (d) HFD miSevi tretirani simvastatinom. (TEM, x5600)
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Slika 4.4.2 Detalji citoplazme hepatocita sa slike 4.4.1 C57BL/6J miseva. Crvene strelice — autofagijske vakuole.
Bele strelice — autofagijske vakuole lipofazi. Plava strelica — fagofora zahvata mitohondriju, na veéem uveli¢anju
na slici 4.4.3d. . (a) Kontrola (b) Netretirani HFD miSevi (c) HFD miSevi tretirani metforminom. (d) HFD miSevi
tretirani simvastatinom. (TEM, x11000)

Morfometrijskom analizom autofagijskih vakuola u citoplazmi hepatocita
utvrdjeno je da postoji statistiCki znacajna razlika (p<0,05) izmedu kontrolne grupe
zivotinja 1 netretiranth HFD miSeva, odnosno statisticki visoko znacajna razlika
(p<0,01) izmedu kontrolne grupe zivotinja i HFD miSeva tretiranih metforminom 1i

simvastatinom u zapreminskom udelu autofagijskih vakuola (Grafikon 4.4.1).

Statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) u broju autofagijskih vakuola u citoplazmi
hepatocita bila je prisutna izmedu kontrolne grupe i netretiranih HFD miseva, kao i
izmedu kontrolne grupe i HFD miseva tretiranih metforminom, dok je izmedu kontrolne
grupe i HFD miSeva tretiranih simvastatinom postojala statisti¢ki visoko znacajna
razlika (p<0,01). Izmedu kontrolne grupe Zivotinja i netretiranih HFD miseva, kao i

izmedu kontrolne grupe Zivotinja i HFD miSeva tretiranih simvastatinom bila je prisutna
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statisticki znacajna razlika (p<0,05) u zapreminskom udelu lipidnih kapi u citoplazmi
hepatocita, dok je izmedu kontrolne grupe zivotinja i HFD miSeva tretiranih
metforminom razlika bila statisticki visoko znacajna (p<0,01). Odredivanje
zapreminskog odnosa mitohondrija i citoplazme hepatocita pokazalo je da nema
statisti¢ki znacajne razlike u zapreminskom udelu mitohondrija u citoplazmi hepatocita

izmedu razli¢itih eksperimentalnih grupa miseva (Grafikon 4.4.1).
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Grafikon 4.4.1 Rezultati morfometrijskih analiza hepatocita C57BL/6] miseva na transmisionom elektronskom
mikroskopu. *p<0,05 i **p<0,01 u poredenju sa kontrolnom i #p<0,05 i ##p<0,01 u poredenju sa netretiranom
HFD grupom miseva. AV — autofagijske vakuole, Vol% - zapreminski udeo u citoplazmi, K — kontrola, HFD —
rezim ishrane sa visokim sadrzajem masti, M — metformin, S — simvastatin.
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U uzorcima jetre ispitivanih zivotinja bilo je moguée detektovati manji broj
autofagijskih vakuola koje su u svom lumenu sadrzale mitohondrije ili sadrzaj koji je
podsecao na njihove ostatke (Slika 4.4.3). Procenjeno je da se ovakve strukture ipak ne
javljaju dovoljno ¢esto i da nije racionalno sprovoditi njihovu morfometrijsku analizu
na TEM-u.

Slika 4.4.3 Dobro oc¢uvana (A) i delimiéno razgradena mitohondrija (B) u autolizozomima hepatocita
netretiranih HFD miSeva. Mitohondrija u autofagozomu (C) i mitohondrija delimi¢no obavijena izolacionom
membranom (D) u citoplazmi hepatocita HFD miSeva tretiranih metforminom (Detalj sa slike 4.4.2c) (TEM,
x44000)

Morfometrijskom analizom je utvdeno da postoji statisticki visoko znacajna
razlika u odnosu broja Kupferovih ¢elija 1 hepatocita (p<0,01) u jetrama metforminom
tretiranih HFD miseva u poredenju sa jetrama kontrolnih i HFD miseva tretiranih
metforminom i simvastatinom. Na osnovu ultrastrukturnog izgleda i prisustva fagozoma
utvrdivano je stanje aktivacije Kupferovih cCelija (Slika 4.4.4). Za razliku od kontrolne
grupe, u kojoj nismo detektovali prisustvo aktiviranih Kupferovih ¢éelija, one su bile

44



prisutne kod HFD miSeva. Postoji statisticki visoko znacajna razlika (p<0,01) u
procentu aktiviranih Kupferovih ¢elija izmedu netretiranih i simvastatinom tretiranih
HFD miSeva 1 kontrolne grupe, kao 1 statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu
metforminom tretiranth HFD miSeva 1 kontrolne grupe. U poredenju sa netretiranim
HFD miSevima, u jetrama miSeva tretiranih metforminom i simvastatinom procenat
aktiviranih Kupferovih ¢elija bio je manji, a razlike su bile statisticki visoko znacajne
(p<0,01) (Grafikon 4.4.2).

Slika 4.4.4 Reprezentativne fotomikrografije Kupferovih ¢elija iz jetri C57BL/6J miSeva. Crvene strelice —
fagozomi. Zelena strelica — lipofag. Plava strelica — masna kap. (a) Kontrola (b) Netretirani HFD miSevi (¢) HFD
miSevi tretirani metforminom. (d) HFD miSevi tretirani simvastatinom. (TEM, x5600)
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Da bi smo procenili ulogu Kupferovih ¢elija u metabolizmu masti, utvrdivali
smo prisustvo lipofaga (autolizozoma u ¢ijem lumenu su bile vidljive masne kapljice)
(Slika 4.4.5) i masnih kapi u njihovoj citoplazmi. Postojala je statisti¢ki visoko znacajna
razlika (p<0,01) u procentu Kupferovih ¢elija u ¢ijoj citoplazmi su bili detektovani
lipofazi i masne kapi izmedu kontrolne grupe i netretiranih HFD miSeva. Razlika u
procentu Kupferovih ¢elija u ¢ijoj citoplazmi su bile detektovane masne kapi izmedu
netretiranih HFD miSeva i HFD miseva tretiranih metforminom i simvastinom bila je
statistiCki visoko znacajna (p<0,01). Postojala je statisticki visoko znaCajna razlika
(p<0,01) u procentu Kupferovih ¢elija u ¢ijoj citoplazmi su bile detektovani lipofazi
izmedu netretiranih HFD miSeva i simvastatinom tretiranth HFD miSeva i statisticki
znacajna razlika (p<0,05) izmedu netretiranih HFD miSeva i metforminom tretiranih
HFD miseva (Grafikon 4.4.2).

Broj KFC: Broj Hepatocita Aktivirane KFC %
1 ok 120
09 * %k
08 100 9
07 * %k
80
06 #
05 60 &
04 # #H
03 40
0.2 20
0.1
0 0
K HFD HFD + M HFD +5 K HFD HFD + M HFD +5
KF¢€ sa lipofazima % KFC sa masnim kapima %
70 % 60 k¥
60 50
50 ﬁ 20
40
30
30
20
20
10
10 #t beci i
— 0
0 T
K HFD HFD + M HEO + S K HtD HFD + M HFD + S
10 -10
-20 -20

Grafikon 4.4.2 Rezultati morfometrijskih analiza Kupferovih Celija u jetri C57BL/6J miSeva na transmisionom
elektronskom mikroskopu. **p<0,01 u poredenju sa kontrolnom i #p<0,05 i ##p<0,01 u poredenju sa
netretiranom HFD grupom miSeva. % - procenat od ukupnog broja Kupferovih éelija, K — kontrola, HFD —
reim ishrane sa visokim sadrzajem masti, M — metformin, S — simvastatin. KFC — Kupferove celije.
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Slika 4.4.5 Fotomikrografija lipofaga u Kupferovoj éeliji iz jetre Netretirani HFD miSeva. Crvena strelica —
lipofag.

Ultrastrukturne analize preparata perifernih nerava pokazale su da su u nervima
sve Cetiri eksperimentalne grupe miseva bila prisutna kako neizmenjena mijelinizovana
nervna vlakna tako i mijelinizovana vlakna sa razli¢itim o$teCenjima u mijelinskom
omotacu. U kontrolnoj grupi Zivotinja vecina nervnih vlakana je bila bez znakova
ostecenja (Slika 4.4.6a), iako je mali broj aksona bio obavijen mijelinskim omota¢ima
sa odredenim promenama u ultrastrukturi. U drugim grupama, oste¢enja mijelinskog

omotaca su bila ¢eSce prisutna.

Jedna vrsta oStecenja se manifestovala kao Siroka pukotina u centralnim
delovima mijelinskog omotaca (Slika 4.4.6b). I sa unutraS$nje i sa spoljasnje strane
ovakvih pukotina su bile zone neosteCenog, kompaktnog mijelina. Povremeno smo
mogli da uo¢imo kako ove oSteCene zone u centralnom mijelinu prave pun krug oko
aksona i unutrasnje zone neosSte¢enog mijelina (Slika 4.4.6¢). Druga vrsta oStecenja se

manifestovala kao Siroka struktura koja razdvaja mijelinski omotac¢ od aksoplazme, sa
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sadrzajem koji je izgledao kao razliCit citoplazmatski materijal (Slika 4.4.6d), a

povremeno su se mogle videti i mijelinske figure (Slika 4.4.6e).

Kontrofa HFD HFD + HFD + simvastatin
metformin

Slika 4.4.6 Ultrastrukturne karakteristike (a-e) i morfometrijska analiza (f) o$te¢enja mijelina u ishijadi¢nim
nervima C57BL/6J miseva. (a) O¢uvan mijelinski omota¢ kontrolnih miSeva. (b) Pukotina u centralnom delu
mijelinskog omotaca (strelica). (c) Potpuno razdvajanje unutra$njeg i spoljasnjeg dela mijelina (strelica). (d)
Citoplazmatski materijal Svanove éelije koji prominira ka aksoplazmi (strelica) (e) Mijelinska figura u
dilatiranom unutra$njem pojasu citoplazme Svanove Celije (strelica). (TEM, x4400) (f) Procenat osteéenih
mijelinizovanih vlakana. HFD — reZim ishrane sa visokim sadrzajem masti, *p<0,05 i **p<0,01 u poredenju sa
kontrolnom grupom.

Netretirani miSevi na rezimu ishrane sa pove¢anim sadrzajem masti su imali veci
broj ovakvih ultrastrukturno izmenjenih mijelinizovanih vlakana od kontrolnih miSeva
(p<0,05). U uzorcima nerava miseva tretiranih metforminom i simvastatinom uocen je
razli¢it stepen oStecenja ultrastrukture mijelinizovanih vlakana. U uzorcima nerava
miSeva tretiranth metforminom detektovan je vec¢i broj oSetecenja mijelinizovanih
vlakana u odnosu na netretirane HFD miSeve, dok je broj oSte¢enith mijelinizovanih
vlakana kod miSeva tretiranih simvastatinom bio manji nego kod netretiranin HFD
miSeva. Razlika u broju oSte¢enih mijelinizovanih vlakana izmedu metforminom
tretiranih HFD miSeva 1 kontrolih 1 netretiranih HFD miSeva je bila statisticki visoko
znacajna (p<0,01). Broj oStecenih mijelinizovanih vlakana u uzorcima nerava miSeva
tretiranih simvastatinom nije se statisticki znacajno razlikovao od broja oSte¢enih

mijelinizovanih vlakana u kontrolnoj grupi miseva (p=0,83) (Slika 4.4.6f).
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Da bi smo procenili da li je oStecenje mijelina pra¢eno demijelinizacijom merili
smo spoljasnje i unutrasnje dijametre mijelinizovanih nervnih vlakana i racunali G-
odnos. U ovim parametrima nije bilo statisticki znaCajne razlike izmedu razliitih

eksperimentalnih grupa (Tabela 4.4.1).

Tabela 4.4.1 Prikaz rezultata analize G-odnosa.

Kontrola HFD HFD + M HFD + S

G-odnos 0,580 + 0,047 0,611+ 0,011 0,577 +0,063  0,635+0,011

U svim eksperimentalnim grupama aorte su bile normalnih ultrastrukturnih
karakteristika sa jasno istaknutim elasticnim laminama izmedu kojih su se nalazile
glatke miSi¢ne celije. Transmisionom elektronskom mikroskopijom uspeli smo da
detektujemo prisustvo samo malog broja autofagijskih vakuola u preparatima nerava
(Slika 4.4.7) i aorti (Slika 4.4.8), ali u njima nismo mogli da uo¢imo materijal za koji bi

smo bili sigurni da vodi poreklo od mitohondrija.

Slika 4.4.7 Retke autofagijske vakuole u Svanovim éelijama i aksoplazmi ishijadi¢nog nerva C57BL/6J miSeva.
Beli krug — deo slike 4.4.7a prikazan na ve¢em uveli¢anju na slici 4.4.7b. Crvena strelica - autofagijska vakuola.
(TEM, a: x 8900, b: x44000)
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Slika 4.4.8 Retke autofagijske vakuole u glatkim mi§i¢nim ¢éelijama zida aorte C57BL/6J miSeva. Beli krug —
deo slike 4.4.8a prikazan na vecem uvelianju na slici 4.4.8b. Crvena strelica - autofagijska vakuola. (TEM, a:
x5600, b: x18000)

4.5. Imunoblot analiza

Kolic¢ine LC3-11'i p62 u jetri ispitivanih zivotinja date su u tabeli 4.5.1. Postojala
je statisticki visoko znacajna razlika (p<0,01) u koli¢ini LC3-II izmedu kontrolne i
grupe zivotinja na HFD rezimu ishrane. Tretman metforminom doveo je do statisticki
visoko znacajnog porasta nivoa LC3-II kod HFD miseva (p<0,01) (Slika 4.5.1), dok
izmedu simvastatinom tretiranih i netretiranih HFD miSeva nije bilo statisti¢ki znacajne
razlike (p=0,77). Postojala je statisticki visoko znaajna razlika izmedu kontrolnih i
HFD miSeva tretiranih simvastatinom (p<0,01). Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u

koli¢ini p62 u jetri izmedu ispitivanih grupa miSeva.

Tabela 4.5.1 Relativne koli¢ine proteina u jetri.

Kontrola HFD HFD + M HFD + S
LC3-lI 0,098 + 0,039 0,019 + 0,006™ 0,111 +0,040 0,035+0,017"
p62 0,377 £0,378 0,133 £ 0,089 0,14 £ 0,102 0,331 +0,129

50



LC3 T D s S0 G W e e v T S WD N e N W e

LC3II o= ) g

POl e e e e - - e . - -— - b B

Aktill-~-‘-' ﬂ----- — - — — e e e — e -
Kontrola HFD HFD + M HFD + S

Slika 4.5.1 Imunoblot analiza koli¢ine LC3 i p62 proteina u jetri C57BL/6J miSeva. K — kontrola, HFD — rezim
ishrane sa visokim sadrZajem masti, M — metformin, S — simvastatin.

4.6. Odredivanje nivoa ekspresije gena

Srednje vrednosti nivoa ekspresije gena ukljuc¢enih u proces autofagije prikazane
kao 22t x 10° date su tabeli. Nije utvrdeno da postoji statisticki znacajna razlika

izmedu ispitivanih grupa zivotinja u ekspresiji ovih gena.

Tabela 4.6.1 Vrednosti ekspresije gena ukljucenih u proces autofagije.

Kontrola HFD HFD + M HFD + S

ATGS 3,28+ 2,14 3,53 £ 2,67 6,57 + 0,68 3,57 £ 2,64
GABARAP 32,12 + 21,40 57,21 + 29,63 24,88 + 5,52 31+13,08

SQSTM1/p62 50,40 24,99 89,22 + 79,43 47,31 + 23,18 55,04 +15,1

ATG7 3,33 +2,08 4,08 +£1,72 3,31+1,15 3,24 +1,12
ATGI12 0,56 + 0,43 11,23 + 25,03 0,71 +0,25 0,54 +0,22
BECN 5,02 +1,88 6,54 + 2,73 4,71+1,43 4,28 +1,08
ATG4b 3,15+1,08 3,74 £1,54 2,98 + 0,89 2,11+ 0,62
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5. DISKUSIJA

U dosadasnjim istrazivanjima bioloskih procesa u dijabetesu tipa 2 |
metaboli¢kom sindromu paznja je bila usmerena na ispitivanje neselektivne autofagije,
dok je istrazivanje specifi¢nih oblika autofagije, pa i mitofagije, bilo manje zastupljeno.
Ovo je lako razumeti s obzirom na znacaj kakav jedan sveprisutni katabolicki proces?’
kao S§to je autofagija moze imati u bolestima ¢ija patofizioloska osnova pociva na
poremecajima metabolizma. Pored toga metode za proucavanje neselektivne autofagije
su mnogo razvijenije 1 raznovrsnije od dostupnih metoda za proucavanje selektivnih
oblika autofagije.’’” Ipak, imajué¢i u vidu da najnovija istrazivanja veliki zna¢aj u
razvoju metaboli¢kog sindroma i dijabetesa tipa 2 pripisuju promenama metabolizma u
mitohondrijama, poremecaju njihove funkcije i posledicama koje to moze imati po
éelije®®128, potrebno je razumeti i promene u homeostazi mitohondrija'?® pomoéu kojih

se Celije adaptiraju na novonastale uslove. Neuspeh u adaptaciji ¢elija, kao 1 u drugim

slu¢ajevima u medicini, dovodi do razvoja karakteristi¢nih znakova i simptoma bolesti.

U naSem istrazivanju mitofagija je ispitivana na mi§jem modelu u kome je
koriS¢ena dijeta sa visokim sadrzajem masti. Pocetni koraci u ispitivanjima mitofagije u
jetri kod glodara na reZimu ishrane sa visokim sadrzajem masti napravljeni su razvojem
novog mi§jeg modela specificno dizajniranog za proucavanje mitofagije, transgenog
misa za mt-Keima protein.?%%11% S obzirom da Sun i saradnici nisu objavili koji soj
miseva je kori§éen za proizvodnju mt-Keima migal®®*1°, ostaje nejasno da li se radi o
modelu koji uspesno oponasa karakteristike metabolickog sindroma 1 dijabetesa tipa 2.
Nedavno su objavljeni i rezultati Dethlefsen-a i saradnika u kojima se opisuju promene
u mitofagiji kod C57BL/6J miSeva na rezimu ishrane sa visokim sadrzajem masti 1
fruktoze, u kojima je pomocu immunoblota analizirana ekspresija proteina koji
udestvuju u mitofagiji.'® U ovim istrazivanjima kori$éeni su razli¢iti rezimi ishrane.
Sun 1 saradnici su koristili hranu sa visokim sadrzajem masti koja sadrzi 42% kCal
porekla iz mle¢ne masti, a Dethlefsen 1 saradnici hranu sa visokim sadrZzajem masti 1
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fruktoze. lznenaduju¢e je da su u ovim istrazivanjima dobijeni na prvi pogled
suprotstavljeni rezultati, interpretirani od strane Suna i saradnika kao smanjenje

mitofagije kod miseva hranjenih HFD-om?°

, odnosno kao povecanje mitofagije u
studiji Dethlefsen-a i saradnika kod miSeva na rezimu ishrane sa visokim sadrzajem
masti i fruktoze'*®. U nasim eksperimentima u grupi miseva netretiranoj lekovima koja
je bila na HFD-u detektovali smo veéi broj autofagijskih struktura koje sadrze
mitohondrije, te na prvi pogled deluje da su nasi rezultati saglasni sa zaklju¢cima
Dethlefsen-a i saradnika. Medutim, prilikom interpretacije rezultata eksperimenata u
kojima se ispituje autofagija ili mitofagija potrebno je imati u vidu da bilo kakvo
povecanje broja autofagijskih struktura ili koli¢ine proteina koji ucestvuju u autofagiji
(LC3, p62) moze biti posledica kako indukcije autofagije, tako i njene blokade u kasnim
stadijumima.’’” Na Zalost, ispitivanja autofagije na zivim organizmima su, za razliku od
ispitivanja na kulturama celija, znatno otezana ograni¢enim moguénostima za
ispitivanje autofagijskog fluksa.!®” U radu sa kulturama éelija, kod prividne aktivacije
autofagije usled povecanja broja autofagozoma, autolizozoma 1 koli¢ine proteina koji
ucestvuju u autofagiji, sprovode se verifikacioni eksperimenti primenom supstanci kao
Sto su hlorokvin ili bafilomicin, koje blokiraju terminalne faze autofagije, fuziju
autofagozoma i lizozoma i/ili degradaciju u autolizozomima.’’” Tada se o¢ekuje, ako je
fluks zaista povec¢an, da dode do dodatnog nakupljanja pomenutih elemenata.’’” Kako
tehnike za ispitivanje autofagijskog fluksa in vivo jo$ uvek nisu razvijene u meri u kojoj
je to slu¢aj kada je u pitanju rad sa ¢elijskim kulturamal®’, o dobijenim rezultatima se

¢esto moze zakljucivati samo indirektno.

Povecan broj i zapreminski udeo autofagijskih vakuola u citoplazmi hepatocita i
povecan broj LC3B/p62 i LC3B/LAMPI1 kolokalizacijskih punta u jetri na konfokalnom
mikroskopu, zajedno sa smanjenom koli¢inom LC3-Il proteina na imunoblotu, ukazuju
na smanjenu indukciju i prisutnu blokadu kasnih faza autofagije u hepatocitima HFD
miSeva. U nedavnoj publikovanoj studiji takode je detektovana blokada autofagije u
éelijama jetre u tip 2 dijabetesu.’’ Rezultati ove studije ukazuju da poveéana
koncentracija NO u hepatocitima C57BL/6J miSeva koji su razvili insulinsku

rezistenciju dovodi do nitrozilacije lizozomalnih proteaza i njihove deaktivacije.®” To
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zna¢i da bi nakupljanje autofagijskih vakuola koje sadrze mitohondrije u nasem
eksperimentu kod HFD netretiranih miseva, kao i rezultati eksperimenata Dethlefsen-a i
saradnika mogli da budu posledica blokade, a ne indukcije mitofagije. Nalazi kod mt-
Keima miSeva mogli bi se objasniti ako bi pored inaktivacije lizozomalnih enzima
nitrozilacijom bilo poremeceno i zakiSeljavanje lizozoma. U prilog tome govori
nedavna studija u kojoj je primeéeno da u limfocitima periferne krvi bolesnika sa
dijabetesom tipa 2 postoji poremeéaj zakiseljavanja lizozoma.'*! S obzirom na
osetljivost emisionog spektra Keima proteina na promene u pH %0 defekti u
zakiSeljavanju lizozoma bi onemogucili identifikaciju mitohondrija u autolizozomima u

ovom eksperimentalnom modelu.

Metformin i statini su lekovi koji se koriste u terapiji metabolickog sindroma®®® i
tip 2 dijabetesal!® za regulaciju poremeéaja u metabolizmu glukoze i holesterola. Kada
je re¢ o ispitivanju efekata metformina i statina, po nasim saznanjima do sada nema
objavljenih podataka o uticaju ovih lekova na mitofagiju u jetri ni u Zzivotinjskim
eksperimentalnim modelima za metabolicki sindrom i dijabetes tipa 2, ni kod obolelih
pacijenata. Metformin®t’119 j statini*?122 deluju na bioloske procese u mitohondrijama,
pa je racionalno ocekivati da bi mogli da uti¢u na funkcionalno stanje mitohondrija i

njihovo uklanjanje mitofagijom u ovim oboljenjima.

Izostanak uticaja metformina, aktivatora autofagije'®, na broj mitofaga kod
zivotinja na HFD rezimu ishrane mogao bi da bude povezan sa odvojenom regulacijom
neselektivne autofagije i mitofagije, te da se tumaci kao izostanak indukcije mitofagije u
ovom modelu. Ipak, s obzirom na direktno dejstvo metformina na mitohondrije u smislu
inhibicije respiratornog lanca'?®, kao i predlozeno promovisuce dejstvo metformina na
mitofagiju u hepatosteatozi'®®, ne mozemo da isklju¢imo moguénost da je kod HFD
miSeva u naSem eksperimetu aktivacija mitofagije dostigla svoj maksimalni kapacitet i
bez dodatnih stimulusa. Ukoliko pak u ispitivanom modelu postoji blokada mitofagije,
to bi takode moglo da objasni izostanak vidljivih efekata metformina. U svakom

slu¢aju, povoljan uticaj metformina na regulaciju glukoze, opisan u rezultatima OGTT
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testa, ne moze se povezati sa promenama u posmatranim parametrima mitofagije kod

Ispitivanih zivotinja.

Smanjenje broja mitofaga u hepatocitima pod uticajem simvastatina moglo bi
biti posledica otklanjanja postoje¢eg bloka u mitofagiji kod HFD miSeva ili inhibicije
prethodno aktivirane mitofagije. Prethodno objavljeni podaci govore o znacaju
indukcije mitofagije u kardioprotektivnim efektima®®* i prevenciji miopatije kao

neZeljenog efekta kod terapije statinima®®®

. Indukcija mitofagije moze biti posledica
osSteenja mitohondrija, a u razliitim istrazivanjima statinima su pripisivani kako
korisni'?? tako i $tetni uticaji na ove organelle’?!. Tako u nasoj studiji nisu primeéene
razlike u ultrastrukturnoj gradi mitohondrija u hepatocitima netretiranih HFD miseva i
HFD miSeva tretiranih statinima, u odnosu na miSeve hranjene standardnom dijetom, ne
mogu se iskljuciti promene na mitohondrijama koje nisu morfoloske prirode. Ukoliko
HFD i metaboli¢ki poremecaji kod miseva dovode do ostecenja mitohondrija i usled
toga do indukcije mitofagije, pad broja mitofaga u hepatocitima bi mogao da ukazuje na
protektivne efekte simvastatina na mitohondrije. Kako se u nekim studijama smatra da
poremecaji mitohondrija predstavljaju osnovu razvoja insulinske rezistencije®, ovakav
uticaj simvastatina bi se mogao dovesti u vezu sa nesSto boljim rezultatima koje su

zivotinje na simvastatinu u ovim eksperimentima imale na OGTT-u, odnosno sa ve¢om

osetljivos¢u na insulin HFD miSeva tretiranih statinima, od netretiranih HFD miSeva.

Postoji 1 moguénost da simvastatin otklanja prethodno postojeci blok mitofagije
kod HFD miSeva. S obzirom da uklanjanje mitohondrija mitofagijom $titi celije od
dejstva kiseonickih slobodnih radikala koji se proizvode u osteéenim mitohondrijama?®®,
ovakav uticaj simvastatina bi takode imao povoljno dejstvo na celije koje bi tada bile
manje izlozene oksidativnom stresu. Opisani efekat, kao i eventualni mitoprotektivni
efekti, doprineo bi boljoj osetljivosti na insulin simvastatinom tretiranih zivotinja. Ipak,
imaju¢i u vidu da terapija simvastatinom nije smanjila ni broj ni zapreminski udeo
autofagijskih vakuola u citoplazmi HFD miseva, kao ni broj LC3/LAMPL i LC3/p62
kolokalizovanih punkta na konfokalnom mikroskopu, izgleda da simvastatin ipak ne

utice na eventualnu blokadu autofagije u ovom eksperimentalnom modelu. U tom
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smislu ne izgleda verovatno da bi blok u mitofagiji mogao da postoji nezavisno od opste
blokade autofagije, pa smatramo da ovo ne predstavlja verovatni mehanizam delovanja

simvastatina.

Ukoliko bi manji broj mitofaga kod simvastatinom tretiranih Zivotinja bio
rezultat inhibicije mitofagije, u okolnostima kada bi njeno neometano odvijanje
predstavljalo zastitni mehanizam, odnosno ako manji nivo mitofagije nije posledica
boljeg funkcionalnog stanja i smanjenja oste¢enja mitohondrija, tada bi hepatociti bili
izlozeni ve¢em oksidativnom stresu, a simvastatin imao potencijalno Stetne efekte po
jetru. Medutim, smatramo da ovo takode nije verovatna opcija, s obzirom na poboljsanu
regulaciju nivoa glukoze u krvi na OGTT testu i izostanak pojave NASH kod HFD

miSeva koji su primali simvastatin.

Nepostojanje statisticki znacajne razlike u nivou ekspresije iRNK gena koji
ucestvuju u autofagiji u jetri moglo bi biti posledica suvise suptilnih razlika koje nisu
mogle biti detektovane u ovom eksperimentalnom modelu na ispitivanom broju
Zivotinja, ali i ¢injenice da su za regulaciju autofagije osim regulacije transkripcije gena
u velikoj meri zaduZene i posttranslacione kovalentne modifikacije proteina koji
udestvuju u autofagiji®®’. Vec¢i broj i zapreminski udeo autofagijskih vakuola u
citoplazmi kod HFD miseva detektovan elektronskim mikroskopom i broj LC3/LAMP1
I LC3/p62 kolokalizovanih punkta na konfokalnom mikroskopu, mogao bi da bude
posledica stimulacije i/ili blokade autofagije, pri ¢emu bi jedan od ova dva procesa
mogao da dominira u pojedinim eksperimentalnim grupama. Tako pad u nivoima LC3-
I proteina u jetri kod netretiranih HFD miSeva i kod HFD miSeva tretiranih
simvastatinom ukazuje da postoji smanjena indukcija i blokada kasnih faza autofagije u
hepatocitima. Povecanje koli¢ine LC3-1l1 kod HFD miseva tretiranih metforminom do
nivoa uporedivog sa vrednostima prisutnim kod kontrolnih zivotinja ukazuje na
indukciju autofagije u ovoj eksperimentalnoj grupi, koja ipak nije uticala na vec
povecan broj autofagijskih vakuola kod HFD miSeva. U svakom slucaju, s obzirom na
razlike u uzrocima koji dovode do mitofagije i nespecifi¢ne autofagije, tj. oStecenja

mitohondrija 1 promena u unutarcelijskim komunikacionim putevima koji signaliziraju
56



nedostatak hranjivih materija’®®, smatramo da kod regulacije ova dva procesa ne mora

uvek postojati uzro¢no-posledi¢na povezanost.

Kada je rec¢ o interpretaciji ostalih rezultata nasih eksperimenata, pojava NAFLD
i NASH kod miSeva na rezimu ishrane HFD-om, kao i povezanost promena u
Kupferovim ¢elijama sa razvojem NASH su u saglasnosti sa prethodno objavljivanim
rezultatima drugih istrazivaca. Ranije je pokazano da je razvoj zapaljenskih promena u
jetri kod miSeva na ishrani sa visokim sadrzajem masti povezan sa aktivacijom
Kupferovih éelija’, $to je u skladu sa ve¢im brojem Kupferovih ¢elija i ultrastrukturnim
karakteristikama ovih ¢elija koje ukazuju na njihovu aktivaciju u jetri netretiranih HFD
miseva, jedinoj grupi Zivotinja koja je u naSem istrazivanju imala razvijene znakove
(zapaljenski infiltrat) karakteristicne za NASH. Takode je nedavno utvrdeno da je
holesterol u hrani kljuéni faktor koji kod miseva doprinosi razvoju NASH. Naime,
rezutati Wouters-a i saradnika su pokazali da se samo kod miseva koji su na rezimu
ishrane sa puno masti i holesterola (1% mase holesterola u hrani, HFC), a ne i kod
miseva koji dobijaju hranu bogatu mastima bez holesterola, razvija NASH. Hrana u
nasim eksperimentima obogacena mastima poreklom iz svinjske masti sadrzala je oko
0,3 % holesterola. Imaju¢i ovo u vidu, smatramo da je moguce da je, osim bolje
osetljivosti na insulin i efekata na mitofagiju, jedan od mogué¢ih uzroka nepostojanja
NASH kod simvastatinom tretiranih Zivotinja inhibicija endogene sinteze holesterola
simvastatinom. Osim toga, moguce je da u ovom efektu simvastatina odredenu ulogu
imaju i njegova druga poznata dejstva, nezavisna od inhibicije HMG-CoA reduktaze,
kao §to su antiinflamatorni i imunomodulatorni uticajil®. Izostanak razvoja NASH kod
grupe na metforminu je takode u saglasnosti sa objavljenim rezultatima Woo-a i
saradnika da metformin smanjuje inflamaciju u jetri kod C57BL/6J miseva na HFD-u

identi¢nog sastava kao u nagem istrazivanju (60% kCal iz masti, svinjska mast)*4.

Izostanak promena u zapreminskom udelu mitohondrija izmedju razli¢itih
ispitivanih grupa u naSem istrazivanju ukazuje da promene u mitofagiji kod HFD
miSeva nisu bile pra¢ene promenama u ukupnoj koli¢ini mitohondrija u hepatocitima.

Moguce je da je zbog prisutnog bloka u mitofagiji proces uklanjanja mitohondrija
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relativno neefikasan, ili da hepatociti uklanjanje mitohondrija kompenzuju povec¢anom

mitohondrijalnom biogenezom, §to bi mogla da bude tema bududih istrazivanja.

lako je zapreminski udeo masnih kapi u citoplazmi hepatocita bio poveéan kod
HFD miSeva u odnosu na kontrole, bez statisti¢ki znacajnih razlika izmedu tretiranih i
netretiranin grupa na HFD-u, veéi broj lipofaga kod HFD miseva tretiranih
metforminom i simvastatinom nego kod netretiranih HFD miSeva ukazuje na
potencijalno korisne efekte ovih lekova na metabolizam masti preko modulacije procesa
autofagije. Sa druge strane, lipofazi i masne kapi u Kupferovim ¢éelijama su, za razliku
od hepatocita, bili najvise prisutni kod netretiranih HFD misSeva. Iako uzroci ovih
razlika izmedu hepatocita i Kupferovih ¢elija ostaju nejasni, primamljivo je spekulisati
da loSija regulacija metabolizma lipida u netretiranoj grupi HFD miSeva dovodi do
nakupljanja masnih kapi i indukcije lipofagije u Kupferovim ¢elijama, Sto moze biti

povezano sa njihovom aktivacijom, razvojem insulinske rezistencije i pojavom NASH.

Histoloske promene na perifernim nervima koje su bile manje izraZzene u grupi
Zivotinja tretiranih simvastatinom takode ukazuju na povoljne efekte ovog leka u
misjem modelu metabolickog sindroma i dijabetesa tipa 2. OSte¢enja mijelina koja su
bila prisutna kod netretiranih HFD miseva i HFD miSeva tretiranih metforminom, a u
grupi tretiranoj simvastatinom smanjena na nivo koji je bio prisutan u kontrolnim
Zivotinjama, verovatno nisu posledica povoljnih efekata simvastatina na metabolizam
glukoze, jer je metformin, koji je dodatno povecao ostecenje mijelinskog omotaca,
omogucio jo§ bolju kontrolu glikemije na OGTT-u. Da metformin moZe da pogorsa
dijabeti¢nu neuropatiju poznato je od ranije'*!, dok su povoljni efekti simvastatina kod
osteéenja mijelina prvi put pokazani u ovim istrazivanjima i nedavno publikovani®?,
Takode, izostanak demijelinizacije, sude¢i po rezultatima analize G-odnosa kod
mijelinizovanih nervnih vlakana, kao i nepostojanje zapaljenskog infiltrata u
ishijadi¢nom nervu vodi nas do zakljucka da ni promene u metabolizmu holesterola koji
je neophodan za sintezu mijelina i remijelinizaciju'®® ni antiinflamatorno dejstvo
statina®*® nisu imali vaznu ulogu u njegovim neuroprotektivnim efektima. Na Zzalost, u

perifernim nervima nismo uspeli da detektujemo prisustvo mitofaga metodama koje
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smo imali na raspolaganju. Ovo svakako ne znaci da se mitofagija u njima ne odvija,
ve¢ da se odvija toliko retko da bi za njeno ispitivanje bilo potrebno koristiti jo$
osetljivije metode. Transmisionom elektronskom mikroskopijom smo uspeli pouzdano
da identifikujemo samo mali broj autofagijskih vakuola, koje su bile vidljive i kao mesta
kolokalizacionih punkta LC3B/LAMP1 i LC3B/p62 proteina na konfokalnom
mikroskopu. Mali broj ovih punkta i njihovo podjednako prisustvo u svim ispitivanim
grupama doveli su nas do zakljucka da razlike u autofagiji verovatno nisu prisutne.
Sli¢an rezultat dobijen imunofluorescentnim bojenjem LC3B i MBP proteina ukazuje da
autofagija verovatno nema znacajnu ulogu u uklanjanu oStecenog mijelina u ovom
eksperimentalnom modelu, §to po nasim saznanjima do sada nije ni publikovano u

literaturi.

Izostanak histoloskih 1 ultrastrukturnih promena na aortama, ukljucujuci
nepostojanje aterosklerotskih promena kod HFD miseva, ukazuju na neadekvatnost
ovog eksperimentalnog modela za ispitivanje aterosklerotskih i drugih promena koje se
mogu javiti u zidu aorte. Za proucavanje ateroskleroze koriste se drugaciji zivotinjski
modeli, kao §to su miSevi kojima nedostaju funkcionalni receptori za lipoproteine male
gustine (LDL, engl. low density lipoprotein) ili za apolipoprotein E (ApoE).!** Porast
broja mitofaga u aortama HFD miSeva i njegovo smanjenje na nivo viden kod
kontrolnih Zivotinja posle tretmana simvastatinom, promene koje su detektovane i u
hepatocitima, ukazuju da promene u mitofagiji do kojih dolazi pod uticajem ispitivanih
lekova i reZima ishrane verovatno nisu ograni¢ene samo na tkivo jetre i da je moguce da

imaju sistemski znacaj.

lako i terapija metforminom moze dovesti do odredenih nezeljenih efekata, od
kojih smo pogorSanje neuropatije dokumentovali u nasim rezultatima, moze se reci da je
on lek prvog izbora za regulaciju nivoa glukoze u krvi u tip 2 dijabetesu®®. Za razliku
od metformina, upotreba simvastatina u terapiji obolelih od dijabetesa tipa 2 pracena je
odredenim kontraverzama. Pored mogucih neZeljenih efekata, od kojih je najcesci
miopatija indukovana statinima, koja se pazljivim pracenjem pacijenata na terapiji moze

na vreme preduprediti‘®®, posebnu zabrinutost izazvali su rezultati studija koje su tvrdile
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da se kod pacijenata na statinima, koji su ordinirani zbog povecanih vrednosti LDL
holesterola u krvi, javlja neSto veéi rizik od pojave dijabetesa tipa 2 kasnije u
zivotu16148147 “7hog ovoga postoji bojazan da bi upotreba statina u dijabetesu tipa 2
mogla da pogorsa stanje osnovne bolesti.*®146147 |pak, trenutno postoji saglasnost da
korist od kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih protektivnih efekata statina kod
dijabeti¢nih pacijenata koji imaju i1 poremecaj regulacije holesterola prevazilazi
prethodno pomenute rizike.''®146147 Neuroprotektivni efekti i moguéa mitoprotektivna
dejstva u hepatocitima, pokazana u naSem istrazivanju, predstavljaju dodatne argumente

koji govore u prilog sadasnjeg konsenzusa 0 upotrebi statina u dijabetesu tipa 2.
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima ove doktorske teze, a na osnovu dobijenih

rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

Rezim ishrane sa visokim sadrzajem masti dovodi do povecanja broja
mitofaga u hepatocitima miSeva usled blokade kasnih faza autofagije I
mitofagije. Razvoj nealkoholnog steatohepatitisa kod miseva na ishrani sa
visokim sadrzajem masti povezan je sa aktivacijom i povecanjem broja
Kupferovih celija. Ishrana sa visokim sadrzajem masti dovodi do
ultrastruktrunih oste¢enja mijelina u perifernim nervima.

Simvastatin dovodi do smanjenja broja mitofaga u hepatocitima miSeva na
reZzimu ishrane sa visokim sadrzajem masti koji nije posledica uklanjanja
bloka u kasnim fazama autofagije. Metformin ne uti¢e na broj mitofaga u
jetri miSeva na rezimu ishrane sa visokim sadrzajem masti. Simvastatin i
metformin dovode do smanjene aktivacije Kupferovih ¢elija i prevencije
nealkoholnog steatohepatitisa kod Zivotinja na ishrani sa visokim sadrzajem
masti. Simvastatin ima neuroprotektivni efekat i dovodi do smanjenja
ultrastrukturnih oSte¢enja mijelina u perifernim nervima miseva na ishrani sa
visokim sadrzajem masti, dok tretman metforminom povecava postojece

ostecenje mijelina u perifernim nervima.
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