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Uticaj metformina i simvastatina na mitofagiju u hepatocitima miševa na režimu 

ishrane sa visokim sadržajem masti 

 

REZIME 

Uvod: Tip 2 dijabetes predstavlja veliki zdravstveni problem za ljudsko društvo. Ovoj 

bolesti često prethodi kliničko stanje koje se naziva metabolički sindrom. C57BL/6J 

miševi na režimu ishrane sa visokim sadržajem masti (HFD) su dugo korišćen 

životinjski model za tip 2 dijabetes i metabolički sindrom. Nova saznanja o patogenezi 

insulinske rezistencije, koja je karakteristična za tip 2 dijabetes i metabolički sindrom, 

ukazala su na veliki značaj poremećaja u mitohondrijama. Ćelije regulišu sadržaj i oblik 

mitohondrija mitohondrijalnom biogenezom, fisijom i fuzijom mitohondrija i 

uklanjanjem oštećenih mitohondrija mitofagijom, koja predstavlja jedan od oblika 

selektivne autofagije. Autofagija je ćelijski katabolički proces pomoću koga ćelije 

uklanjaju oštećene i/ili nepotrebne delove citoplazme, među njima i organele, uz pomoć 

lizozomalnih enzima. Mitofagija ima pretežno zaštitnu ulogu jer se ovim procesom 

mogu ukloniti oštećene i/ili nefunkcionalne mitohondrije koje bi mogle dovesti do 

povećane produkcije kiseoničkih slobodnih radikala i oštećenja ćelije. Metformin i 

statini su često korišćeni lekovi u dijabetesu tipa 2 i metaboličkom sindromu i za oba 

ova leka se zna da ispoljavaju direktan uticaj na mitohondrije. Jetra je organ u kome se 

odigrava najveći deo metabolizma, a obilje mitohondrija je čini očiglednim izborom za 

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

Cilj: Cilj ovog istraživanja bio je da se ispita uticaj ishrane sa visokim sadržajem masti 

na ultrastrukturne karakteristike subcelularnih struktura, mitofagiju i ekspresiju 

regulatora autofagije u jetri, aorti i ishijadičnom nervu C57BL/6J miševa, kao i da se 

ispita uticaj metformina i simvastatina na ultrastrukturne karakteristike subcelularnih 

struktura, mitofagiju i ekspresiju regulatora autofagije u jetri, aorti i ishijadičnom nervu 

C57BL/6J miševa na režimu ishrane sa visokim sadržajem masti. 

Materijal i metode: Miševi soja C57BL/6J muškog pola bili su podeljeni u četiri 

grupe: grupa miševa na režimu ishrane HFD-om, metforminom tretirana grupa na 

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



kontrolna grupa miševa iste starosti. Nakon što su miševi žrtvovani cervikalnom 

dislokacijom, uzorci jetre, ishijadičnog nerva i aorte su uzimani za morfološke i 

biohemijske analize. Tkiva su dalje analizirana metodama konvencionalne svetlosne i 

konfokalne mikroskopije, transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM), 

tehnikama imunoblota i kvantitativne analize iRNK (RT-qPCR). Strukture od interesa 

su morfometrijski obrađivane, a nivoi proteina i iRNK su kvantifikovani. Rezultati su 

potom obrađeni odgovarajućim statističkim metodama da bi se procenilo postojanje 

statistički značajnih razlika u ispitivanim parametrima. 

Rezultati: Miševi iz svih grupa na režimu ishrane sa visokim sadržajem masti su na 

kraju eksperimenta imali veću telesnu masu od miševa na standardnom režimu ishrane. 

Miševi tretirani metforminom su imali manju telesnu masu od druge dve grupe HFD 

miševa na kraju eksperimenta. Rezultati oralnog testa tolerancije na glukozu su pokazali 

lošiju regulaciju nivoa glukoze kod netretiranih HFD miševa u poređenju sa kontrolnom 

grupom, i poboljšanje regulacije kod tretiranih HFD miševa koje je bilo izraženije kod 

tretmana metforminom. U jetrama netretiranih HFD miševa bile su vidljive histološke i 

ultrastrukturne promene konzistentne sa razvojem nealkoholnog steatohepatitisa, dok su 

miševi tretirani metforminom i simvastatinom imali nešto blaže promene koje su se 

ogledale u razvoju nealkoholne masne bolesti jetre. Hematoksilinom i eozinom obojeni 

uzorci ishijadičnih 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 veći kod HFD netretiranih miševa u odnosu na kontrolnu grupu životinja. Tretman 

simvastatinom kod HFD miševa je smanjio broj mitofaga u jetri, dok tretman 

metforminom nije uticao na njihov broj. Broj autofagijskih vakuola u jetri, detektovanih 

kao LC3/p62 i  LC3/LAMP1 kolokalizovana punkta na konfokalnom mikroskopu, kao i 

broj i zapreminski udeo autofagijskih vakuola u citoplazmi hepatocita detektovanih na 

TEM-u bio je veći kod HFD miševa u odnosu na kontrolnu grupu. Broj mitofaga u zidu 

aorte, detektovanih kao LC3/TOM20 kolokalizovana punkta na konfokalnom 

mikroskopu, je bio veći kod HFD netretiranih miševa u odnosu na kontrolnu grupu 

životinja. Tretman simvastatinom kod HFD miševa je smanjio broj mitofaga u zidu 

aorte, za razliku od tretmana metforminom koji nije značajno uticao na broj mitofaga 

kod miševa na režimu ishrane sa visokim sadržajem masti. Na preparatima ishijadičnih 



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 veći zapreminski udeo lipidnih kapi u citoplazmi ovih ćelija kod HFD 

miševa u odnosu na kontrolnu grupu. Zapreminski udeo lipofaga u citoplazmi 

hepatocita detektovanih na TEM-u bio je veći kod HFD miševa tretiranih metforminom 

i simvastatinom u odnosu na kontrolne i netretirane HFD miševe. Nije bilo razlike u 

zapreminskom udelu mitohondrija detektovanih na TEM-u u citoplazmi hepatocita 

između eksperimentalnih grupa. Netretirani HFD miševi su imali veći broj 

ultrastrukturnih oštećenja mijelina u ishijadičnom nervu od kontrolnih miševa. U 

uzorcima ishijadičnih nerava HFD miševa tretiranih metforminom broj ultrastrukturnih 

oštećenja mijelina bio je veći u odnosu na netretirane HFD miševe, dok je broj 

ultrastrukturnih oštećenja mijelina kod HFD miševa tretiranih simvastatinom bio manji 

nego kod netretiranih HFD miševa. Nije bilo razlike u G-odnosu mijelinizovanih 

vlakana ishijadičnog nerva između ispitivanih grupa miševa. U uzorcima aorti u svim 

eksperimentalnim grupama nisu uočene značajnije ultrastrukturne promene. 

Transmisionom elektronskom mikroskopijom detektovano je prisustvo malog broja 

autofagijskih vakuola u preparatima ishijadičnih nerava i aorti. Imunoblotom je 

utvrđeno da je količina markera autofagijskih vezikula LC3-II u jetri netretiranih HFD 

miševa manja u poređenju sa jetrama kontrolnih miševa, a da je samo u jetrama 

metforminom tretiranih HFD miševa došlo do porasta nivoa LC3-II proteina u odnosu 

na netretiranu grupu HFD miševa. Takođe, imunoblotom je utvrđeno odsustvo razlike u 

količini autofagijskog supstrata p62 u jetri ispitivanih grupa miševa. Metodama RT-

qPCR-a utvrđeno je da nije postojala razlika između ispitivanih grupa životinja u 

ekspresiji gena za regulatore autofagije ATG5, GABARAP, p62, ATG7, ATG12, 

BECN i ATG4b.  

Zaključak: Povećanje broja mitofaga u hepatocitima svih grupa na HFD-u je verovatno 

povezano sa blokadom kasnih faza autofagije u ovim ćelijama. Sa izuzetkom miševa 

tretiranih metforminom, niži nivoi LC3-II proteina u grupama na HFD-u ukazuju na 

smanjenje u indukciji neselektivne autofagije. Smanjenje broja autofagijskih vakuola 

koje sadrže 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 histološki 

nalaz na jetri viđen kod tretmana simvastatinom mogli bi da dovedu do novih saznanja o 

dosada nepoznatim, korisnim efektima statina u dijabetesu tipa 2 i metaboličkom 

sindromu. 
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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-II, 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-II 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 iRNA for autophagy regulators ATG5, GABARAP, p62, ATG7, ATG12, 

BECN and ATG4b did not differ between the examined groups judging by RT-qPCR 

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-II 

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. Metabolički sindrom i tip 2 Diabetes Mellitus 

Poremećaji metabolizma pogađaju veliki deo svetske populacije. Neke procene 

govore da oko 25 procenata odraslih u svetu ima poremećaje karakteristične za 

metabolički sindrom.1 Posebno su pogođene populacije u visoko razvijenim državama. 

U Sjedinjenim Američkim Državama (SAD) broj obolelih iznosi i do 34%2, a u Japanu 

čak 45% muškaraca i 38% žena ima metabolički sindrom3. Metabolički sindrom 

predstavlja skup poremećaja koji obuhvataju centralnu gojaznost, povišen arterijski 

krvni pritisak, poremećaje u metabolizmu triacilglicerola, holesterola i glukoze i 

rezistenciju perifernih tkiva na insulin (insulinska rezistencija).1 Trenutnoj 

epidemiološkoj situaciji najviše doprinosi moderan način života čiji je neizostavni deo 

nedovoljna fizička aktivnost i način ishrane koji nije prilagođen našem metabolizmu.4 

Kvalitativno nepravilna ishrana, kao i preterani unos energije koji prevazilazi potrebe 

organizma doprinosi pojavi metaboličkog sindroma.4  

Tip 2 dijabetes melitus (T2DM, dijabetes tipa 2) je metabolički poremećaj čije su 

glavne karakteristike povišene vrednosti glukoze u krvi, insulinska rezistencija i 

relativni (sa napredovanjem bolesti i apsolutni) deficit sekrecije insulina iz pankreasa.5 

Od njega boluje blizu 400 miliona ljudi u svetu, a neke procene govore da će 2035. 

godine skoro 600 miliona ljudi imati tip 2 dijabetes melitus.6 Kriterijumi za dijagnozu 

obuhvataju koncentraciju glukoze u krvi našte veću od 7 mmol/L ili veću od 11,1 

mmol/L dva sata nakon davanja glukoze prilikom izvođenja oralnog testa tolerancije 

glukoze (OGTT).7 Dijagnoza se takođe postavlja ako postoje simptomi tipični za T2DM 

uz koncentraciju glukoze u krvi koja povremeno prelazi 11,1 mmol/L ili ukoliko je nivo 

glikoziliranog hemoglobina (HbA1c) veći od 6,5%.7 Komplikacije T2DM su odgovorne 

za smanjen kvalitet života i mortalitet od ove bolesti.8 One zahvataju brojne organske 

sisteme i obuhvataju dijabetičnu retinopatiju, nefropatiju i neuropatiju, kardiovaskularne 

i cerebrovaskularne komplikacije, perifernu angiopatiju, poremećaje u motilitetu 

digestivne cevi, sklonost ka infekcijama, kožne promene i probleme sa sluhom.8 
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Mehanizmi nastanka ovih komplikacija su raznoliki ali često imaju za osnovu ishemiju 

tkiva koja se javlja u uznapredovalom dijabetesu.8 Metabolički sindrom često prethodi 

razvoju tip 2 dijabetesa, tako da kod pacijenata obolelih od ove bolesti viđamo i ostale 

prethodno pomenute poremećaje koji su karakteristični za metabolički sindrom.9  

1.2. Životinjski eksperimentalni modeli 

Zbog široke rasprostranjenost T2DM i metaboličkog sindroma neophodni su 

odgovarajući životinjski modeli na kojima je moguće ispitivati njihove uzroke, 

patogenezu i progresiju.10 Modeli u kojima se upotrebljavaju glodari (miševi i pacovi) 

se već dugi niz godina uspešno koriste za proučavanje ovih bolesti.10 Određeni modeli 

su adekvatniji ukoliko uspešnije reprodukuju sve promene koje se dešavaju kod ljudi što 

omogućava i ispitivanje i procenu uspešnosti različitih terapijskih pristupa.10 Ovi modeli 

se temelje na specifičnoj genetskoj osnovi eksperimentalnih životinja, na izazivanju 

oboljenja hemijskim sredstvima ili specifičnim načinom ishrane.10 Često se u 

istraživanjima koriste modeli koji se temelje na kvalitativno izmenjenoj ishrani, a jedan 

od takvih modela je i model koji je korišćen i u ovom istraživanju, miševi soja 

C57BL/6J muškog pola na režimu ishrane sa povećanim sadržajem masti.11 Ovaj model 

je takođe pogodan za ispitivanje komplikacija dijabetesa, kao što su dijabetična 

neuropatija12 i nefropatija13. 

Kada je kvalitativno izmenjena ishrana u pitanju u upotrebi su modeli u kojima se 

upotrebljava hrana bogata fruktozom, hrana bogata saharozom, hrana sa visokim 

sadržajem masti (engl. high fat diet, HFD), hrana sa visokim sadržajem ugljenih hidrata 

i masti (engl. high fat-high fructose diet, HFF)10 i hrana sa visokim sadržajem masti i 

holesterola (engl. high fat-high cholesterol diet, HFC)14. Nisu svi sojevi glodara 

pogodni za upotrebu u ovakvim modelima. Osim kvalitativno izmenjene ishrane, 

glodari treba da poseduju odgovarajuću genetsku predispoziciju koja ih čini sklonim da 

razviju karakteristične osobine T2DM i/ili metaboličkog sindroma. Tako su C57BL/6J 

miševi, a ne na primer i A/J miševi, pogodni za ispitivanje T2DM.11 U različitim 

istraživanjima u kojima su životinje bile na režimu 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 

istraživanjima javljali već posle 4 nedelje10, a u nekim eksperimentima ovakvi miševi su 

dobijali HFD i do 16 meseci15. Hrana sa visokim procentom masti, korišćena u 

različitim istraživanjima, imala je masnoće životinjskog (svinjska, goveđa mast) ili 

biljnog  porekla (kokosovo ulje, maslinovo ulje).14,16 U našem istraživanju koristili smo 

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

1.3. Autofagija 

Autofagija je katabolički proces koji ćelije koriste za razgradnju delova sopstvene 

citoplazme pomoću lizozomalnih enzima.17 U zavisnosti od toga na koji način materijal 

za razgradnju dospeva u lumen lizozoma razlikujemo tri vrste autofagije: autofagiju 

posredovanu šaperonima (CMA, engl. chaperon mediated autophagy), mikroautofagiju 

(MI) i makroautofagiju.17 U autofagiji poredovanoj šaperonima u lumen lizozoma se 

unose određeni citosolni proteini koji u svom lancu aminokiselina poseduju specifičnu 

signalnu sekvencu.18 Citosolni šaperoni prepoznaju i odvijaju ove proteine, nakon čega 

dolazi do njihovog prelaska u lumen lizozoma pomoću proteinskih kompleksa na 

membrani lizozoma u čiji sastav ulaze LAMP-2a (engl. lysosome associate membrane 

protein-2a) transmembranski proteini.18 U mikroautofagiji, sadržaj se unosi u lumen 

lizozoma tako što se lizozomalna membrana deformiše i od nje se formiraju vezikularne 

ili tubularne strukture koje prominiraju u lizozomalni lumen sve dok se ne otkinu od 

membrane lizozoma.19 Proces je detaljno opisan kod gljivice S. Cerevisiae, ali još uvek 

nije poznato da li se odvija i kod sisara.20 Međutim, poznato je da se u ćelijama sisara 

odvija tzv. endozomalna mikroautofagija (e-MI), kod koje se invaginacije membrane 

dešavaju na nivou endozoma21,22 i koja pokazuje određene sličnosti sa konvencionalnom 

mikroautofagijom. Makroautofagija (u daljem tekstu autofagija) je proces koji se na 

sličan način odvija u svim eukariotskim organizmima.23 Prvi korak u autofagiji je 

obuhvatanje delova citoplazme dvomembranskom cisternom zvanom fagofora ili 

izolaciona membrana.23,24 Spajanjem slobodnih krajeva fagofore dolazi do potpunog 

odvajanja delova citoplazme, uključujući i organele, od ostatka ćelije dvostrukom 

membranom autofagozoma.23,24 Autofagozomi se potom spajaju sa endozomima i 
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lizozomima formirajući autolizozome u kojima se ćelijske strukture razlažu 

lizozomalnim enzimima.23,24 Autofagozome i autolizozome jednim imenom zvaćemo 

autofagijske vakuole (AV).  

Proteini koji učestvuju u autofagiji su ostali dobro očuvani tokom evolucije što 

govori o velikom značaju koji ovaj proces ima za ćelije.23 Većina proteina uključenih u 

proces autofagje kod nižih organizama ima svoje ortologe kod sisara.23 Kod 

S.Cerevisiae proteini uključeni u autofagiju se nazivaju Atg (engl. autophagy related) 

proteini, a do sada ih je opisano više od 30.25 Prvi ovakav protein za koga je utvrđeno da 

ima ulogu u autofagiji nosi oznaku Atg126,27, dok je najnoviji okarakterisan Atg36, koji 

ima ulogu u selektivnoj autofagiji peroksizoma28. Ćelije aktiviraju autofagiju kada 

gladuju.29 U toku gladovanja u ćeliji se razgrađuju kompomente koje nisu neophodne za 

preživljavanje ćelija da bi se dobila energija i gradivni materijal za održavanje 

neophodnih struktura.29 Ovakva autofagija se označava kao neselektivna (engl. bulk) 

autofagija.29 Nasuprot njoj, oštećene ili iz drugog razloga nefunkcionalne strukture 

ćelije uklanjaju različitim oblicima selektivne autofagije.30 Opisane su i proučavane 

selektivna autofagija agregata proteina (agrefagija)31, endoplazminog retikuluma 

(retikulofagija)32, mitohondrija (mitofagija)33, ribozoma (ribofagija)34, peroksizoma 

(peksofagija)35, lipida (lipofagija)36, delova nukleusa (nukleofagija)32 i intracelularnih 

patogena (ksenofagija)37,38. 

U autofagiji glavnu ulogu imaju dva makromolekularna kompleksa: ULK1 (engl. 

Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1) kompleks39 i fosfatidil-inozitol-3-kinaza 

(PI3K) kompleks I40 (Slika 1.3.1). Delujući na njih, autofagiju u ćelijama sisara regulišu 

dve kinaze: mTOR (engl. mechanistic target of rapamycin)17 i AMP-aktivirana protein 

kinaza (AMPK)41. U prisustvu faktora rasta, koji preko signalnih puteva kao što su 

PI3KC1 (engl. class I phosphatidylinositol 3-kinase)-AKT/PKB (protein kinaza B)-

TSC1/2 (engl. tuberous sclerosis 1/2)-RHEB (engl. ras homolog enriched in brain)42 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)43 aktiviraju mTOR, dolazi do inhibicije 
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autofagije tako što aktivirani mTOR fosforiliše i inaktivira kinazu ULK117. Osim 

faktora rasta, aktivnost autofagije je regulisana i senzorima energetskog statusa u ćeliji 

kao što je AMPK.41 AMPK pri sniženim nivoima ATP-a u ćeliji inaktivira mTOR.41 

AMPK takođe direktno aktivira ULK1, tako sto je fosforiliše (na različitim mestima 

nego što to čini kinaza mTOR).44 AMPK fosforiliše i BECLIN1 iz PI3K kompleksa I, 

kao i VPS34/PI3KC3 (engl. class III phosphatidylinositol 3-kinase) koji nije u sastavu 

PI3K kompleksa I u ćelijama, na taj način promovišući autofagiju.45 ULK1 pak deluje 

ushodno i aktivira VPS34, ovog puta u PI3K kompleksu I, koji stvaranjem fosfatidil-

inositol-3-fosfata (PI3P) promoviše nakupljanje drugih efektorskih proteina autofagije i 

formiranje autofagozoma.46 

 

 

 

Slika 1.3.1 Komponente ULK1 kompleksa i PI3K kompleksa I. Modifikovano po M Zachari, 2017. 
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1.3.1. Autofagija u dijabetesu tipa 2 

Pokazano je da su poremećaji u autofagiji prisutni u velikom broju različitih 

patoloških stanja.17,47 Autofagija ima značajnu ulogu u razvoju tumora48-51, 

neurodegenerativnim52, kardiovaskularnim53, autoimunim54 i mnogim drugim 

bolestima. Poremećaji u autofagiji postoje i u dijabetesu tipa 2, a njihov značaj je usko 

vezan za određene vrste tkiva i organa.55 Poremećaju u sekreciji insulina povezani su sa 

defektima autofagije u β-insulocitima Langerhansovih ostrvaca.56 Autofagija u 

dijabetesu tipa 2  ima značajnu ulogu u insulin zavisnim tkivima kao što su jetra57, belo 

masno tkivo58 i skeletni mišići59. Neki autori smatraju da povećanje koncentracije 

glukoze dovodi do povećane proizvodnje slobodnih radikala i prevazilaženja 

mogućnosti antioksidativnih mehanizama, što dovodi do oksidativnog i nitrozativnog 

stresa.60,61 Moguće je da su ove promene i uzrok, a ne posledica T2DM. Naime, 

primećeno je da dugotrajno povećanje koncentracije lipida u ćelijama i tkivima dovodi 

do insulinske rezistencije i kod ljudi i kod eksperimentalnih životinja (na HFD-u npr.) 

na taj način što remeti normalne metaboličke procese u mitohondrijama62-64 u kojima se 

onda pojačano stvaraju slobodni kiseonični radikali (ROI, engl. reactive oxygen 

intermediates)65,66. Kod C57BL/6J miševa na HFD-u dolazi do poremećaja autofagije u 

jetri, najverovatnije usled povećane proizvodnje azot-monoksida (NO).67 To dovodi do 

S-nitrolizacije proteina u jetri, uključujući i lizozomalne enzime, njihove disfunkcije i 

blokade završnih stadijuma autofagije.67 Povećana produkcija NO i ROI može biti i 

posledica inflamacije68, za koju je takođe, nezavisno od nalaza vezanih za autofagiju, 

pokazano da se odvija u jetri i drugim organima i kod eksperimentalnih životinja i kod 

pacijenata sa tip 2 dijabetesom69. Ovakva blaga inflamacija je jedna od dobro proučenih 

karakteristika dijabetesa tipa 2, a smatra se da su za njenu pojavu u jetri odgovorne 

rezidentni makrofazi jetre, tzv. Kupferove ćelije.70 U više različitih istraživanja 

primećene su promene u aktivacionom stanju i proizvodnji citokina u Kupferovim 

ćelijama.69-71 Ranije je pokazano da je razvoj zapaljenskih promena u jetri kod miševa 

na ishrani sa visokim sadržajem masti povezan sa aktivacijom Kupferovih ćelija.70 
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1.4. Mitofagija 

Ćelije koriste mitofagiju kada je potrebno da iz citoplazme uklone oštećene ili 

nefunkcionalne mitohondrije ili kada je prilikom diferencijacije potrebno smanjiti 

njihov broj kao npr. tokom eritropoeze.72 Oštećene ili nefunkcionalne mitohondrije gube 

membranski potencijal na svojoj unutrašnjoj membrani što dovodi do stabilizacije 

kinase PINK1 na spoljašnjoj membrani mitohondrija.73 PINK1 fosforiliše ubikvitin na 

prethodno ubikvitinovanim mitohondrijalnim membranskim proteinima omogućavajući 

stabilizaciju PARKIN E3 ubikvitin ligaze na spoljašnjoj membrani mitohondrija.74 

PARKIN dodatno ubikvitinuje proteine spoljašnje mitohondrijalne membrane što putem 

pozitivne povratne sprege pojačava ceo ovaj proces (Slika 1.4.1).74,75 Za ubikvitinovane 

proteine se vezuju adaptorni proteini kao što 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.76 Na taj način oni predstavljaju most između izolacione 

membrane i mitohondrije koju ona progresivno okružuje.76 

 

 

Mitofagija ima veliki značaj zato što su mitohondrije koje ne funkcionišu 

adekvatno izvor kiseoničkih slobodnih radikala koji imaju potencijal da oštete druge 

Slika 1.4.1 Mitofagija.  UB – ubikvitin. P – fosfatna grupa. Modifikovano po I Dikic, 2014. 
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komponente ćelije.77 Smatra se da poremećaji u mitofagiji dovode do pojave različitih 

bolesti. Svoje ime PARKIN je dobio pošto je otkriveno da su poremećaji funkcije ovog 

proteina jedan od vodećih uzroka familijarne Parkinsonove bolesti.78 Naknadno je 

utvrđeno da isto važi i za PINK1, a poremećaji u mitofagiji su dovedeni u vezu i sa 

sporadičnim oblicima ove bolesti.78 Slobodni kiseonični radikali mogu da dovedu i do 

promena na genetskom materijalu ćelija, pa poremećaji u mitofagiji mogu da promovišu 

razvoj tumora.77 Tumor supresorska uloga PARKIN-a je pokazana u tumorima dojke i 

ovarijuma79, nesitnoćelijskom karcinomu pluća80, kao i kod hepatocelularnog 

karcinoma81,82. Pretpostavlja se da i u patogenezi kolorektralnog carcinoma Parkin gen 

učestvuje kao haploinsuficijentni tumor supresor.83 Kontrola kvaliteta mitohondrija koju 

ćelja obezbeđuje mitofagijom ima ulogu i u patogenezi hronične opstruktivne bolesti 

pluća84 i idiopatske plućne fibroze84,85, amiotrofične lateralne skleroze86 i inflamatornih 

bolesti87. 

Pre nego što se mitohondrije nađu u lumenu autofagijskih vakuola dolazi do 

njihove deobe, jer se samo relativno male mitohondrije mogu efikasno obuhvatiti 

izolacionom membranom.88,89 Deobu, ili fisiju mitohondrija, promoviše ubikvitinacija i 

deaktivacija mitohondrijalnih membranskih proteina kao što su MFN1 i MFN2 

(mitofuzin-1 i mitofuzin-2) koji pospešuju suprotan proces, fuziju mitohondrija.88 

Fuzija, fisija i mitohondrijalna biogeneza su uz mitofagiju procesi koji su odgovorni za 

kontrolu kvaliteta mitohondrija u ćelijama.90 Mitofagijom se u ćelijama smanjuje 

mitohondrijalna masa, dok se mitohondrijalnom biogenezom mitohondrijalna masa 

povećava.91 Transkripcioni faktori koji regulišu mitohondrijalnu biogenezu su proteini 

koaktivatori PPAR-γ (engl. peroxisome proliferator-activated receptor γ) 

transkripcionog faktora: PGC1α (engl. PPARγ coactivator-1), PGC1β i PRC (engl. 

PGC-1-related coactivator).92 Smatra se da PGC1β konstitutivno promoviše 

mitohondrijalnu biogenezu, a da PGC1α aktivira transkripciju mitohondrijalnih gena u 

jedru ćelije u prisustvu određenih faktora sredine.92 Najmanje ima informacija o trećem 

članu familije, proteinu PRC, čija uloga je izgleda ograničena na regulaciju 

mitohondrijalne biogeneze kod proliferacije ćelija.92 
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1.4.1. Mitofagija u dijabetesu tipa 2 

Najnovija istraživanja su pokazala da je moguće da postoji suštinska povezanost 

tip 2 dijabetesa i mitofagije.93,94 Mitohondrije su mesto gde se odvija najveći deo 

oksidativnog metabolizma u ćeliji, a promene u raspoložovosti supstrata utiču i na 

promene u funkcionisanju mitohondrija.95 Ovo je od značaja kako u smislu 

funkcionisanja eksperimentalnog modela koji je korišćen u ovim istraživanjima, tako i 

za opštu populaciju kod koje, kao što je rečeno na samom početku ove disertacije, 

promene u načinu ishrane predstavljaju jedan od najvažnijih uzroka povećanog 

oboljevanja od metaboličkog sindroma i tip 2 dijabetesa.4 

Smatra se da hronično povećani nivoi lipida u krvi i tkivima, kao što se može 

dogoditi kod ishrane bogate mastima, i kod ljudi i kod ekperimentalnih životinja dovode 

do pojave insulinske rezistencije usled poremećenih metaboličkih procesa u 

mitohondrijama, uključujući β-oksidaciju masnih kiselina.96,97 Ovo dovodi do promena 

u mitohondrijalnoj aktivnosti, mitohondrijanoj masi i kapacitetu mitohondrija za 

oksidativnu fosforilaciju.96 Kod glodara visoki nivoi slobodnih masnih kiselina dovode 

do povećane ekspresije PGC1α i mitohondrijalne mase.96 Ovi efekti bi po nekim 

autorima mogli da prethode štetnom uticaju lipida na mitohondrije životinja hranjenih 

HFD-om.96  

1.4.2. Detekcija mitofagije u tkivima 

Skeletni mišići, jetra i masno tkivo spadaju među najvažnija insulin zavisna 

tkiva. Skeletni mišići su odgovorni za najveći deo potrošnje glukoze posle obroka i za 

skoro svu uskladištenu glukozu tokom hiperinsulinemije.96 Utvrđeno je da su u tip 2 

dijabetesu masa mitohondrija i kapacitet za oksidativnu fosforilaciju u skeletnim 

mišićima smanjeni, ali da ne koreliraju sa stepenom insulinske rezistencije.96 Jetra je 

glavni organ za endogenu proizvodnju glukoze i skladišti glukozu u obliku glikogena 

tokom obroka.96 Insulinska rezistencije u jetri se ogleda u nemogućnosti jetre da smanji 

endogenu produkciju glukoze tokom hiperinsulinemije i povezana je sa količinom lipida 
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u citoplazmi hepatocita.96 Kod pacijenata obolelih od metaboličkog sindroma i tip 2 

dijabetesa, kao i kod eksperimantalnih životinja, javlja se nealkoholna bolest masne 

jetre (eng. non-alchoholic fatty liver disease; NAFLD).96,98 Ako je NAFLD praćena 

inflamacijom u jetri stanje se naziva nealkoholni steatohepatitis (eng. nonalcoholic 

steatohepatitis; NASH).96 Smatra se da nakupljanje lipida u jetri remeti funkciju 

mitohondrija i dovodi do stvaranja slobodnih kiseoničkih radikala.99 U belom masnom 

tkivu insulinska rezistencija se manifestuje kao nemogućnost insulina da spreči lipolizu, 

a primećeno je da kod dijabetesa tipa 2 dolazi do smanjenja mitohondrijalne mase u 

belim adipocitima.96 

Osim insulin zavisnih, druga tkiva koja su od značaja za proučavanje bioloških 

procesa u dijabetesu, uključujući mitofagiju, su ona tkiva u kojima se razvijaju 

komplikacije dijabetesa. Do sada su u istraživanjima bili obuhvaćeni pankreas100, 

periferni nervi101, koža102, krvni sudovi103, bubrezi104 i druga tkiva105. Izbor jetre kao 

primarnog predmeta proučavanja u ovoj disertaciji diktiran je kako prethodnim 

saznanjima koja su ukazivala da postoje određene promene u mitohondrijalnoj 

aktivnosti u tip 2 dijabetesu96, tako i osobinom hepatocita da u svojoj citoplazmi 

poseduju veliki broj mitohondrija106 što olakšava detekciju eventualnih promena u 

mitofagiji, ukoliko one postoje. Iako je fokus naših istraživanja bio na tkivu jetre, 

takođe smo ispitivali uzorke perifernih nerava i aorte, da bi smo dobili što kompletniju 

sliku efekata ispitivanih lekova u ovom eksperimentalnom modelu. 

Proučavanje autofagije se temelji na mikroskopskim i molekularno-biološkim 

metodama koje omogućuju identifikaciju autofagijskih strukutura i kvantifikaciju 

proteina (i njihovih iRNK) koji učestvuju u autofagiji.107 Metode za detekciju mitofagije 

se u velikoj meri oslanjaju na mikroskopske tehnike kojima se identifikuju autofagijske 

vakuole koje sadrže mitohondrije (mitofagi) ili njihove ostatke.107 Razloge treba tražiti u 

tome što promene u proteinima koji učestvuju u autofagiji ne ukazuju direktno na 

promene u selektivnoj autofagiji mitohondrija.107 Ukupna količina proteina u ćeliji koji 

direktno učestvuju u mitofagiji (PINK1, PARKIN npr.) ne mora obavezno da ukazuje 

na stepen aktivnosti ovog procesa, jer u regulaciji mitofagije značajnu ulogu imaju 
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njihove posttranslacione modifikacije.108  Zbog toga se za ispitivanje autofagije najviše 

koriste mikroskopske metode detekcije ovog procesa, metode konfokalne i 

fluorescentne mikroskopije i transmisione elektronske mikroskopije (TEM).107 

Konfokalnim mikroskopom mogu se identifikovati i kvantifikovati 

autofagozomi i autolizozomi koji u svom lumenu sadrže mitohondrijalne proteine.107 

Identifikacija se postiže obeležavanjem proteina markera autofagozoma (LC3) i 

mitohondrijalnih proteina kao što su TOM20 (engl. translocase of outer membrane 20) i 

COX4 (engl. cytochrome c oxidase subunit 4) fluorescentnim bojama vezanim za 

antitela koja se specifično vezuju za ove proteine.107 Metodama konfokalne 

mikroskopije moguće je direktno analizirati uzorke genetski modifikovanih životinja 

kod kojih je eksprimiran autofagozomalni ili mitohondrijalni protein za koji je 

kovalentno vezan fluorescentni protein kao što je GFP (engl. green fluorescent protein) 

ili RFP (engl. red fluorescent protein).107  

Nedavno su promovisani novi eksperimentalni modeli u kojima su kod miševa 

samo u mitohondrijama ćelija eksprimirani Keima fluorescentni protein (mt-Keima 

miševi, nepublikovan soj)109,110, odnosno mCherry-GFP-FIS1 (engl. mitochondrial 

fission 1) protein (mito-QC miševi soja C57BL/6J)111. Ovi fluorescentni proteini su 

rezistentni na dejstvo lizozomalnih proteaza, i menjaju talasnu dužinu emitovane 

svetlosti prilikom promene kiselosti sredine.109-111 Mitohondrije mt-Keima miševa 

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.109,110 Kod mito-QC miševa u kiseloj sredini autolizozoma dolazi do gašenja 

zelenog fluorescentnog signala poreklom sa GFP-a, dok ostaje vidljiv crveni 

fluorescentni signal sa mCherry proteina.111 Ograničenja ovih modela su, između 

ostalog, što ne detektuju lokalizaciju mitohondrija u autofagozomima, a ako postoji 

defekt u zakišeljavanju lumena, ni u lizozomima.  
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Prisustvo mitohondrija u autofagozomima moguće je utvrditi metodama 

transmisione elektronske mikroskopije.112 Detekcija mitohonodrija u autolizozomima 

transmisionim elektronskim mikroskopom je moguća sve dok se morfologija ovih 

organela značajno ne naruši usled enzimske digestije i na osnovu slične elektronske 

gustine sadržaja autolizozoma i mitohondrija u citosolu.112-114 Za detekciju mitohondrija 

u autolizozomima ipak se preporučuje obeležavanje mitohondrijalnih proteina zlatom 

obeleženim antitelima metodama imuno-elektroske mikroskopije.114 Zbog malog broja 

mitofaga u kojima je ultrastruktura mitohondrija dovoljno očuvana, mitofage je moguće 

identifikovati samo u ograničenom broju  preseka dostupnih za ispitivanje 

transmisionim elektronskim mikroskopije pa ova metoda nije najpogodnija za 

kvantifikaciju mitofagije.112 Za kvantifikaciju mitofagije najčešće se koriste metode 

konfokalne mikroskopije.107 

1.5. Terapija metaboličkog sindroma i dijabetesa tipa 2 

Metformin i statini spadaju među najčešće korišćene lekove u terapiji 

metaboličkog sindroma115 i tip 2 dijabetesa116. Poznato je da ovi lekovi imaju značajne 

efekte na mitohondrije. Metformin direktno inhibira kompleks I mitohondrijalnog 

respiratornog lanca što dovodi do pada nivoa ATP-a u ćeliji i indirektne aktivacije 

AMPK.117,118 Inhibicija mitohondrijalnog kompleksa I metforminom može da poveća 

proizvodnju kiseoničkih slobodnih radikala u mitohondrijama i da dovede do pojave 

„mitohondrijalnog stresa“ u ćelijama.119 Statini inhibiraju 3-hidroksi-3-metilglutaril 

koenzim A (HMG-CoA) reduktazu, ključni enzim u sintezi holesterola u ćelijama.120 

Kada je u pitanju dejstvo statina na mitohondrije, u različitim studijama su opisani i 

povoljni i nepovoljni uticaji na njihovu funkciju.121,122 S obzirom na dejstva koja 

ispoljavaju na mitohondrije, važno je ispitati uticaje ovih terapijskih modaliteta na 

mitofagiju u dijabetesu tipa 2 i metaboličkom sindromu. 
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2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

1. Ispitivanje uticaja ishrane sa visokim sadržajem masti na ultrastrukturne 

karakteristike subcelularnih struktura, mitofagiju i ekspresiju regulatora autofagije u 

jetri, aorti i ishijadičnom nervu C57BL/6J miševa. 

2. Ispitivanje uticaja metformina i simvastatina na ultrastrukturne karakteristike 

subcelularnih struktura, mitofagiju i ekspresiju regulatora autofagije u jetri, aorti i 

ishijadičnom nervu C57BL/6J miševa na režimu ishrane sa visokim sadržajem masti. 
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3. MATERIJAL I METODE 

3.1. Eksperimentalne životinje 

Miševi soja C57BL/6J muškog pola, starosti 8 nedelja, nabavljeni su iz 

vivarijuma Galenike a.d. u Beogradu. Životinje su čuvane u standardnim uslovima, sa 

slobodnim pristupom hrani i vodi u periodu od 6 meseci. Za potrebe istraživanja sve 

životinje su podeljene u 4 grupe od po 8 životinja. Kontrolna grupa je imala pristup 

standardnoj hrani, dok su tri eksperimentalne grupe bili na režimu ishrane sa povećanim 

sadržajem masti (HFD miševi). Hrana sa povećanim sadržajem 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 životinja je merena telesna masa na početku 

i na kraju istraživanja. 

Jednom dnevno, poslednjih mesec dana trajanja eksperimenta, jednoj grupi 

životinja na dijeti sa visokim sadržajem masti davan je metformin u dozi 300 mg/kg 

telesne mase, a drugoj na istom režimu ishrane simvastatin u dozi 100 mg/kg telesne 

mase orogastričnom sondom. Doza leka je prethodno bila rastvorena u 0,5 ml 

destilovane vode. Kontrolnoj grupi životinja na standardnom režimu ishrane i 

netretiranoj grupi životinja na dijeti sa visokim sadržajem masti u istom periodu je 

davana ista zapremina destilovane vode orogastričnom sondom.  

Oralni test tolerancije glukoze je izveden na svim životinjama pre žrtvovanja. 

Miševima je davan rastvor glukoze u količini 2g/kg telesne mase orogastričnom 

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 čemu je 

poslednji ispitani uzorak krvi uziman nakon 120 minuta. 
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3.2. Priprema histoloških uzoraka 

3.2.1. Uzimanje uzoraka  

Sve životinje su 6 meseci posle početka eksperimenta žrtvovane cervikalnom 

dislokacijom nakon čega 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 

tečnom azotu nakon čega su skladišteni na -80º C do dalje obrade za molekularno-

biološke analize. 

3.2.2. Obrada uzoraka za konvencionalnu svetlosnu mikroskopiju 

Uzorci tkiva  prethodno fiksirani u 4% formaldehidu su kalupljeni u parafinske 

kalupe koji su sečeni na mikrotomu. Dobijeni isečci debljine 3–5 μm su potom 

montirani na predmetna stakla i bojeni hematoksilinom i eozinom (HE)123, ili 

imunohistohemijskim metodama. Uzorci su analizirani na Leica DM4000BLED (Leica 

Microsystems, Wetzlar, Germany) mikroskopu i fotografisani uz pomoć 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 sečeni na 

mikrotomu. Dobijeni isečci debljine 3–5 μm su potom montirani na predmetna stakla. 

Za identifikaciju mitofaga i nihovu morfometrijsku analizu, uzorci za konfokalnu 

mikroskopiju su inkubirani 90 minuta sa zečijim 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–zečjim 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 zečjim anti–p62 antitelom (1:100, Novus Biologicals, Littleton, CO, USA; 

NBP1–48320) ili sa zečjim anti–LAMP1 (engl. lysosome-associated membrane 

glycoprotein 1) antitelom (1:200, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA; PA1–

654A), a zatim 60 minuta sa Alexa Fluor 633 kozjim anti–zečjim 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 ishijadičkog nerva su 

inkubirani 90 minuta sa zečjim anti–LC3B antitelom (1:100, Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA; PA5–35195), zatim 60 minuta sa Alexa Fluor 633 kozjim anti–zečjim IgG 

antitelom (1:200, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA; A21070), a posle toga 90 minuta sa 

mišjim anti–MBP (engl. myelin basic protein) antitelom (1:200, Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA; MA5-15922) i 60 minuta sa Alexa Fluor 488 kozjim anti–mišjim 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 kakodilatnom 

puferu (pH 7,3). Potom je preko uzoraka sipan prezasićen rastvor uranil-acetata u 

destilovanoj vodi, u kome su uzorci stajali preko noći na +4°C. Drugog dana, uzorci su 
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isprani destilovanom vodom, a zatim dehidrirani rastućim koncentracijama etanola od 

50%, 70% i 96% i 100% etanolom. Tkiva su isprana 2 puta u propilen-oksidu, a onda je 

preko uzoraka sipana mešavina propilen-oksida i epoksidnih smola (Epoxy Embedding 

Medium kit, 45345, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) u odnosu 3:1. Uzorci su 

ostavljeni da stoje do sledećeg jutra, da bi trećeg dana iz uzoraka bila uklonjena 

prethodno sipana mešavina i nalivena nova, ovoga puta dobijena mešanjem istih 

zapremina smola i propilen oksida. Nakon 3 sata ova mešavina je odlivena a uzorci su 

prebačeni u modle za kalupljenje. U modli je preko uzoraka nalivena kombinacija čistih 

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

Po završenoj proceduri ukalupljeni uzorci su sečeni na ultramikrotomu (Leica 

UltraCut UCT, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) staklenim nožem da bi se 

dobili polutanki isečaci debljine oko 500nm. Polutanki isečci su bojeni rastvorom 

toluidin plavog i posmatrani na svetlosnom mikroskopu da bi se odabrao deo uzorka za 

dalje sečenje. Odabrani deo uzorka je onda sečen dijamantskim nožem 

(16DIA.DU4530, DiATOME, Hatfield, PA, USA) da bi se dobili ultratanki isečci 

debljine oko 70 nm. Ultratanki isečci su montirani na bakarne mrežice (G4901, Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA). 

Posle sušenja, bakarne mrežice sa uzorcima su kontrastirane 4% rastvorom 

uranil-acetata u metanolu i rastvorom olovo-citrata. Uzorci su posle sušenja 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 određivan ručnim brojanjem 

kolokalizovanih (žutih) LC3B/TOM20 punkta. Broj autofagijskih vakuola u tkivu jetre i 

nerva je određivan ručnim brojanjem kolokalizovanih (žutih) LC3B/p62 i 

LC3B/LAMP1 punkta. Broj autofagijskih vakuola u tkivu nerva koje sadrže ostatke 
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mijelina je određivan ručnim brojanjem kolokalizovanih (žutih) LC3B/MBP punkta. 

Sve slike za morfometrijske analize su dobijene korišćenjem x63 objektiva (PL APO 

63x 1.3 Glycerol HCX CS, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) uz upotrebu x4 

digitalnog uveličanja (ukupno uveličanje 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 isečci i fotomikrografije korišćene za morfometrijske analize 

odabrane su primenom SUR metode124. Uzorci su fotografisani na najmanjem 

uveličanju na kojem je bilo moguće precizno identifikovati ispitivane strukture. 

Subcelularne strukture su kvantifikovane brojanjem ili analizom njihovog zapreminskog 

udela (engl. fractional volume analysis) u citoplazmi ćelije. Analiza zapreminskog 

udela  je urađena primenom mrežice sa tačkama u dve različite gustine (Slika 3.4.1)124 

korišćenjem formule: 

 

 

 

U formuli ΣPap predstavlja broj tačaka mrežice veće gustine unutar ispitivane 

strukture, ΣPcyt broj tačaka mrežice manje gustine unutar citoplazme, dok ρ označava 

odnos broj tačaka veće gustine i broja tačaka manje gustine na mrežici koji je iznosio 25 

(Slika 3.4.1). Na ovaj način utvrđuje se odnos površina ispitivanih struktura i 

citoplazme na preseku ćelije. Iz njega se može izvući zaključak o odnosu zapremina 

ispitivanih struktura i citoplazme na osnovu Delesse-ovog principa, koji kaže da je 
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odnos površine (engl. fractional area) proporcionalan odnosu zapremina citoplazme i 

organela u ćeliji (engl. fractional volume).124 Brojevi fotomikrografija i korišćena 

uveličanja za morfometrijski analizirane strukture dati su u tabeli (Tabela 3.4.1). U 

kvantifikaciju autofagijskih vakuola bile su uključene i izolacione membrane, koje se na 

transmisionom elektronskom mikroskopu ne mogu razlikovati od autofagozoma osim 

ako se u ravni preseka ne nalaze njihove slobodne ivice124. 

 

G-odnos (engl. G-ratio) je računat kao odnos unutrašnjeg i spoljašnjeg dijametra 

mijelinskog omotača. Na fotomikrografijama sa transmisionog elektronskog 

mikroskopa mereni su unutrašnji i spoljašnji dijametar mijelinskog omotača tako što su 

mereni najveći i najmanji dijametri i računate srednje vrednosti na način kao što je 

ranije opisano.125 

Tabela 3.4.1 Brojevi fotomikrografija i korišćena uveličanja za morfometriju. 

Slika 3.4.1 Mrežica sa tačkama u dve različite gustine na fotomikrografiji uzorka jetre. (TEM, x5600) 
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 Korišćeno 

uveličanje 

Broj 

fotomikrografija 

Zapreminski udeo autofagijskih vakuola u 

hepatocitima 
x11000 60 

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 ćelija po hepatocitu x1100 60 

Broj aktiviranih Kupferovih ćelija x5600 100 

Broj Kupferovih ćelija sa lipofazima x5600 100 

Broj Kupferovih ćelija sa masnim kapima x5600 100 

Broj oštećenog mijelina u ishijadičnom nervu x4400 100 

G-odnos u ishijadičnom nervu x4400 100 

 

3.5. Imunoblot analiza 

Tkivo je disocirano 30 minuta na 0ºC u puferu za lizu ćelija koji se sastojao od 

30 mM Tris-HCl (pH 8), 150 mM NaCl, 1% NP-40 deterdženta, 1 mM proteaznog 

inhibitora fenilmetilsulfonil fluorida (PMSF), 20 µl/ml komercijalnog rastvora 

proteaznih inhibitora (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 2 mM natrijum 

ortovanadata (Na3VO4) i 50 mM natrijum fluorida (NaF). Lizati su centrifugirani 15 

minuta na +4°C na ubrzanju od 14000 g. Koncentracija proteina u supernatantu je 
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određivana metodom po Bradford-u126. Reakcija se izvodi mešanjem 980 μl Bradford-

ovog reagensa (0,1 mg/ml Coomassie Brilliant Blue G-250, 5% (v/v) etanol, 10% (v/v) 

H3PO4 u vodi) sa 20 μl uzorka. Posle 10 minuta reakcije čitana je apsorpcija na talasnoj 

dužini od 570 nm. Koncentracija proteina u uzorku je izračunavana u odnosu na 

standardnu krivu dobijenu pomoću poznatih koncentracija BSA.  

Za elektroforezu, uzorci su pripremani kuvanjem 5 minuta na 95°C mešavine 

rastvora ekstrahovanih proteina sa odgovarajućom zapreminom redukujućeg 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-HCl, pH 6.8.  

Jednake količine proteina su sipane u bunare, a zatim su uzorci nanošeni na gel 

za sabijanje proteina (4% akrilamid/0,14% bisakrilamid, 0,1% SDS, 0,125 M Tris HCl, 

pH 6.8), koji je prethodno naslojen na gel za razdvajanje proteina (10% 

akrilamid/0,34% bisakrilamid, 0,1% SDS, 0,375 M Tris HCl, pH 8.8). Kao katalizatori 

polimerizacije gelova korišćeni 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 HCl, 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 povećan na 150 V. 

Uzorci su putovali kroz gel do izlaska ivice boje bromfenol plavo iz gela. Na svaki gel 

je naneta i smeša referentnih proteina poznatih molekularnih 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 završetku elektroforeze proteini su prebačeni sa gela pomoću 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-HCl, pH 8.3) i postavljene na visoko adsorbujući 

filter papir prethodno natopljen puferom za transfer. Gelovi su isprani malom količinom 

pufera za transfer i postavljeni na membrane. Preko gela je stavljen još jedan sloj visoko 

adsorbujućeg 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 jačine (0,8 mA/cm2 membrane).  

Po završenom transferu, nespecifično 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 

deterdženta (TBST) 60 minuta na sobnoj temperaturi. Membrane su uz blago mešanje 

inkubirane sa primarnim antitelima (1:900 zečje anti-LC3 antitelo i 1:2000 zečje anti-

SQSTM1/p62 antitelo, Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA) rastvorenim u 

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

Narednog dana membrane su isprane tri puta u TBST-u, a zatim inkubirane 75 

minuta na sobnoj temperaturi sa sekundarnim kozjim anti-zečjim 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 

količini proteina vezanog za membranu, je detektovan aparatom za detekciju 

(ChemiDoc Imager, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Ekspresija proteina, tj. relativna 

optička gustina imunoreaktivnih traka proteina, je kvantifikovana denzitometrijom 

pomoću programa Image Lab (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Rezultati su prikazani 

relativno u odnosu na aktin.  
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3.6. Određivanje količine iRNK (RT-qPCR) 

3.6.1. Izolacija RNK 

Izolacija RNK iz mišjih jetri je vršena tako što su uzorci disocirani u 1ml 

TRIzol™ (15596026, Invitrogen, Paisley, UK) reagensa posle čega je RNK 

ekstrahovana korišćenjem fazne separacije u 50 μl hloroforma. Uzorci su inkubirani 10 

minuta na +4ºC, a zatim centrifugirani 15 minuta na +4ºC 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 iRNK prebačena je u epruvete i dodavana joj je jednaka zapremina izopropanola. 

Uzorci su inkubirani 30 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim centrifugirani 15 minuta 

na +4ºC na ubrzanju 12000 g što je dovelo do izdvajanja taloga sa iRNK 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 iRNK ostavljen da se osuši i da ispari preostali etanol da bi zatim bio rastvoren 

u destilovanoj vodi. 

3.6.2. Reverzna transkripcija (RT) 

Koncentracija iRNK u uzorcima određivana je na Gene Quant spektrofotometru. 

Posle toga je 1 μg iRNK iz svakog uzorka rastvoren u 15 μl destilovane vode sa 0,2 μg 

nasumičnih heksamernih prajmera (Fermentas, Vilnus, Lithuania) i 1 mM dNTP 

(Fermentas, Vilnus, Lithuania). Za kontrolu kontaminacije upotrebljavana je destilovana 

voda korišćena za rastvaranje. Rastvori su inkubirani 10 minuta na 70°C, da bi se 

nasumični heksamerni prajmeri vezali za iRNK. Zatim su uzorci ohlađeni 5 minuta na 

0ºC i u njih je dodato po 4 µl pufera za reverznu transkripciju (5 x First Strand Buffer, 

Fermentas, Vilnus, Lithuania) i 1 µl M-MuLV reverzne transkriptaze (200 U/µl, 

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

70ºC (temperatura na kojoj se prekida reverzna transkripcija). 

3.6.3. Kvantitativna reakcija lančanog umnožavanja (qPCR) 

Kvantitativna reakcija lančanog umnožavanja molekula cDNK je izvedena na 

Realplex2 Mastercycler-u (Eppendorf, Hamburg, Germany). Korišćeni su TaqMan 

Universal PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), i TaqMan 

probe (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) na sledeće gene: ATG4b, ATG5, 

ATG7, ATG12, SQSTM1/p62, GABARAP (engl. GABA Receptor-Associated 

Protein), BECN1 i 18S ribozomalna RNK (RN18S).  

Uzorci sa cDNK su prvo zagrejani 4 minuta na 95°C da bi se aktivirala 

polimeraza. Reakciju je činilo 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 urađene u triplikatu. Relativna ekspresija gena je 

dobijena po formuli 2-ΔCT, gde je ΔCt  razlika prosečnih Ct (engl. Cycle threshold) 

vrednosti triplikata gena od interesa i prosečne Ct vrednosti kontrolnih triplikata 

(RN18S).  

3.7. Statistička analiza 

Za opisivanje numeričkih obeležja posmatranja korišćene su aritmetička sredina 

i standardna devijacija. Za ispitivanje značajnosti razlike između grupa korišćena je 

jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) praćena Tukey post-hock testom ili 

Kruskal–Wallis test rangova praćen Mann-Whitney testom. Za ispitivanje statističke 

značajnosti razlike učestalosti obeležija posmatranja korišćen je Hi-kvadrat ili Fisher-ov 

test. 
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Statistička analiza je urađena pomoću programa SPSS verzija 24 (IBM, Armonk, 

NY, USA). Vrednosti p<0,05 i  p<0,01 su smatrane statistički značajnim odnosno 

visoko značajnim. Rezultati su prikazivani kao aritmetička sredina ± standardna 

devijacija. Za grafički prikaz rezultata korišćen je Microsoft Office Excel 2016 

(Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA). 

3.8. Etički aspekti istraživanja 

Dozvole za obavljanje ovih eksperimenata izdate su od strane Etičke komisije za 

zaštitu dobrobiti oglednih životinja Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu 

(9110/2; 3/4/2018) i Ministarstva poljoprivrede, šumarstva i vodoprivrede Republike 

Srbije - Uprava za veterinu (323-07-03704/2017-05/1). 
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4. REZULTATI 

4.1. Karakteristike životinja 

 Merenja telesne mase miševa pokazala su da na početku eksperimenta nije bilo 

statistički značajne razlike između eksperimentalnih grupa. Režim ishrane i terapija 

metforminom su uticali na telesnu masu miševa na kraju eksperimenta. Miševi iz svih 

grupa na režimu ishrane sa visokim sadržajem masti su imali statistički visoko značajno 

veću telesnu masu od miševa na standardnom režimu ishrane (p<0,01). Tretman 

metforminom je, za razliku od simvastatina, uticao na telesnu masu HFD miševa. 

Miševi tretirani metforminom su imali manju telesnu masu od druge dve grupe HFD 

miševa na kraju eksperimenta, a razlika je bila statistički visoko značajna (p<0,01) 

(Grafikon 4.1.1). 

 

 

 

 

Rezultati OGTT-a su pokazali da postoji statistički visoko značajna razlika 

(p<0,01) u koncentraciji glukoze u krvi 30, 60 i 90 minuta posle aplikacije glukoze i 

Grafikon 4.1.1 Mase u gramima C57BL/6J miševa na početku (plavo) i na kraju eksperimenta (narandžasto). 

**p<0,01 u poređenju sa kontrolnom i ♯♯p<0,01 u poređenju sa netretiranom HFD grupom miševa. K – kontrola, 

HFD – režim ishrane sa visokim sadržajem masti, M – metformin, S – simvastatin. 

** 

** 

** ♯♯ 
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statistički značajna razlika (p<0,05) u koncentraciji glukoze u krvi 120 minuta posle 

aplikacije glukoze između netretiranih HFD i kontrolne grupe miševa, sa višim nivoima 

glukoze kod prvih. U poređenju sa netretiranim HFD miševima, tretman sa 

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

aplikacije glukoze postojala statistički visoko značajna (p<0,01), a 120 minuta posle 

aplikacije glukoze statistički značajna razlika (p<0,05). Tretman simvastatinom je 

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

metformina. Statistički visoko značajne razlike (p<0,01) između simvastatinom 

tretiranih HFD miševa i netretiranih HFD miševa su postojale 60 i 90 minuta posle 

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

OGTT-a bila statistički značajna (p<0,05) (Grafikon 4.1.2). 

 

 

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 

Grafikon 4.1.2 Koncentracija glukoze u krvi u mmol/L kod C57BL/6J miševa na OGTT-u. *p<0,05 i **p<0,01 

u poređenju sa kontrolnom i ♯p<0,05 i ♯♯p<0,01 u poređenju sa netretiranom HFD grupom miševa. K – 

kontrola, HFD – režim ishrane sa visokim sadržajem masti, M – metformin, S – simvastatin. 

** 

** 

** 

** 

** 

♯ 

♯ 

♯♯ 
* 

** 

** 

♯♯ 

♯♯ 

♯♯ 

♯♯ 



28 

 

 

svih grupa miševa na režimu ishrane sa visokim sadržajem masti, bila je vidljiva 

vakuolarna degeneracija hepatocita, prominentnija na periferiji nego u centralnom delu 

jetrinih lobulusa (Slika 4.2.1). U jetrama netretiranih HFD miševa bio je prisutan 

multifokalni zapaljenski infiltrat u vidu nasumično raspoređenih 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 miševa. Promene na 

jetri kod HFD miševa na metforminu i simvastatinu ukazuju na razvoj NAFLD, dok je 

nešto lošiji nalaz praćen zapaljenjem kod netretiranih HFD miševa karakterističan za 

NASH. Učestalost promena karakterističnih za NASH bila je statistički značajno veća 

(p<0,05) kod netretiranih HFD miševa u poređenju sa HFD miševima tretiranim 

metforminom i simvastatinom (Tabela 4.2.1). 

 

 

 

a 

 

b 

c d 

Slika 4.2.1 Uzorci jetre C57BL/6J miševa bojeni hematoksilinom i eozinom (x100). Strelice – zapaljenski 

infiltrat. (a) Kontrola (b) Netretirani HFD miševi (c) HFD miševi tretirani metforminom. (d) HFD miševi 

tretirani simvastatinom. 
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Tabela 4.2.1 Učestalost patoloških promena na jetri C57BL/6J HFD miševa. *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 ishijadičnog nerva C57BL/6J miševa bojeni hematoksilinom i eozinom (x100). (a) Kontrola 

(b) Netretirani HFD miševi (c) HFD miševi tretirani metforminom. (d) HFD miševi tretirani simvastatinom. 

d 

b 

c 

a 
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Hematoksilinom i eozinom obojeni preparati mišjih 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).  

 

 

 

 

4.3. Analiza uzoraka konfokalnom mikroskopijom 

Posmatranjem uzoraka jetre u kojima su fluorescentnim antitelima bili obeleženi 

LC3B i TOM20 proteini i naknadnom morfometrijskom analizom kolokalizovanih 

punkta utvrđeno je da je kod HFD netretiranih miševa postojao statistički značajno veći 

Slika 4.2.3 Uzorci aorte C57BL/6J miševa bojeni hematoksilinom i eozinom (x400). (a) Kontrola (b) Netretirani 

HFD miševi (c) HFD miševi tretirani metforminom. (d) HFD miševi tretirani simvastatinom. 

d 

b 

c 

a 
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broj mitofaga u odnosu na kontrolnu grupu životinja (p<0,05). Tretman metforminom 

kod HFD miševa nije uticao na broj mitofaga, dok je u jetrama životinja kojima je 

davan simvastatin bilo statistički značajno manje mitofaga nego u jetrama netretiranih 

HFD miševa (p<0,05) (Grafikon 4.3.1, Slika 4.3.1 i Slika 4.3.2). Analizom 

LC3B/LAMP1 obojenih uzoraka nađena je statistički visoko značajna razlika između 

sve tri grupe HFD miševa 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 utvrđeno je da je postojala statistički značajna 

razlika između netretiranih HFD miševa i kontrolne grupe u broju (p<0,05), odnosno 

statistički visoko značajna razlika između metforminom i simvastatinom tretiranih HFD 

miševa i kontrolne grupe (Grafikon 4.3.1, Slika 4.3.4). 

 

 

 

Grafikon 4.3.1 Rezultati morfometrijskih analiza uzoraka jetre C57BL/6J miševa na konfokalnom mikroskopu 

prikazani kao broj kolokalizovanih punkta. *p<0,05 i **p<0,01 u poređenju sa kontrolnom i ♯p<0,05 i ♯♯p<0,01 

u poređenju sa netretiranom HFD grupom miševa. K – kontrola, HFD – režim ishrane sa visokim sadržajem 

masti, M – metformin, S – simvastatin. 

* 

♯ 

* 

** 

** 

** 

** 
** 
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Slika 4.3.2 Detalj sa slike 4.3.1 preseka jetre jednog od C57BL/6J HFD miševa tretiranih simvastatinom 

(x1008). Žuta struktura obeležena strelicom predstavlja kolokalizaciju LC3B i TOM20 signala sa mesta u ćeliji 

gde se nalazi mitofag.  

µ  

JETRA 

 

 

 

 

K 

 

 

 

HFD 

 

 

HFD 

+  

M 

 

 

HFD 

+ 

S 

            LC3B        TOM20           LC3B + TOM20 

Slika 4.3.1 Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa preseka jetre C57BL/6J miševa obojenih 

imunofluorescentnim antitelima na LC3B (zeleno) i TOM20 (crveno) (x252). Žuta punkta predstavljaju 

kolokalizaciju LC3B i TOM20 signala sa mesta u ćeliji gde se nalaze mitofazi. Beli krug obeležava deo prikazan 

na većem uveličanju na slici 4.3.2. K – kontrola, HFD – režim ishrane sa visokim sadržajem masti, M – 

metformin, S – simvastatin. 

15m 
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JETRA 

   LC3B     LAMP1          LC3B + LAMP1  

 

K 

 

 

HFD 

 

 

HFD 

+  

M 

 

 

HFD 

+ 

S 

Slika 4.3.3 Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa preseka jetre C57BL/6J miševa obojenih 

imunofluorescentnim antitelima na LC3B (zeleno) i LAMP1 (crveno) (x252). Žuta punkta predstavljaju 

kolokalizaciju LC3B i LAMP1 signala sa mesta u ćeliji gde se nalaze autolizozomi. K – kontrola, HFD – režim 

ishrane sa visokim sadržajem masti, M – metformin, S – simvastatin. 

15µm 
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JETRA 

 

Na preparatima perifernih nerava nismo detektovali LC3B/TOM20 

kolokalizovana punkta (Slika 4.3.5). Obleležavanjem fluorescentim antitelima 

   LC3B        p62           LC3B + p62  

 

K 

 

 

HFD 

 

 

HFD 

+  

M 
 

 

HFD 

+ 

S 

Slika 4.3.4 Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa preseka jetre C57BL/6J miševa obojenih 

imunofluorescentnim antitelima na LC3B (zeleno) i p62 (crveno) (x252). Žuta punkta predstavljaju 

kolokalizaciju LC3B i p62 signala sa mesta u ćeliji gde se nalaze autofagijske vakuole. K – kontrola, HFD – 

režim ishrane sa visokim sadržajem masti, M – metformin, S – simvastatin. 

15µm 
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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 mogućnosti da detektujemo samo 

retka kolokalizovana punkta prisutna u svim eksperimentalnim grupama. 

  

ISHIJADIČNI NERV 

Slika 4.3.5 Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa preseka ishijadičnog nerva C57BL/6J miševa 

obojenih imunofluorescentnim antitelima na LC3B (zeleno) i TOM20 (crveno) (x252). K – kontrola, HFD – 

režim ishrane sa visokim sadržajem masti, M – metformin, S – simvastatin. 
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ISHIJADIČNI NERV 

 

Slika 4.3.6 Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa preseka ishijadičnog nerva C57BL/6J miševa 

obojenih imunofluorescentnim antitelima na MBP (zeleno) i LC3B (crveno) (x252). K – kontrola, HFD – režim 

ishrane sa visokim sadržajem masti, M – metformin, S – simvastatin.    – žuta kolokalizacija MBP i LC3B. 

   MBP      LC3B            MBP + LC3B  
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ISHIJADIČNI NERV 

 

 

Slika 4.3.7 Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa preseka ishijadičnog nerva C57BL/6J miševa 

obojenih imunofluorescentnim antitelima na LC3B (zeleno) i LAMP1 (crveno) (x252). K – kontrola, HFD – 

režim ishrane sa visokim sadržajem masti, M – metformin, S – simvastatin.  Strelice – žuta kolokalizacija LC3B 

i LAMP1. 

   LC3B     LAMP1          LC3B + LAMP1  
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 ISHIJADIČNI NERV 

 

 

Slika 4.3.8 Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa preseka ishijadičnog nerva C57BL/6J miševa 

obojenih imunofluorescentnim antitelima na LC3B (zeleno) i p62 (crveno) (x252). K – kontrola, HFD – režim 

ishrane sa visokim sadržajem masti, M – metformin, S – simvastatin. Strelice – žuta kolokalizacija LC3B i p62. 

   LC3B        p62           LC3B + p62  
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Na preparatima aorti u kojima su fluorescentnim antitelima bili obeleženi LC3B 

i TOM20 proteini i naknadnom morfometrijskom analizom kolokalizovanih punkta 

utvrđeno je da je kod HFD netretiranih miševa postojala statistički visoko značajna 

razlika u broju mitofaga u odnosu na kontrolnu grupu životinja (p<0,01). Tretman HFD 

miševa metforminom nije uticao na broj mitofaga, dok je u aortama životinja kojima je 

davan simvastatin bilo statistički značajno manje mitofaga nego u aortama netretiranih 

HFD miševa (p<0,05, Grafikon 4.3.2, Slika 4.3.9).  

 

 

 

 

 

Grafikon 4.3.2 Rezultati morfometrijskih analiza uzoraka aorte C57BL/6J miševa na konfokalnom mikroskopu 

prikazani kao broj kolokalizovanih punkta. **p<0,01 u poređenju sa kontrolnom i ♯p<0,05 u poređenju sa 

netretiranom HFD grupom miševa. K – kontrola, HFD – režim ishrane sa visokim sadržajem masti, M – 

metformin, S – simvastatin. 

** 

♯ 
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AORTA 
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Slika 4.3.9 Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa preseka aorte C57BL/6J miševa obojenih 

imunofluorescentnim antitelima na LC3B (zeleno) i TOM20 (crveno) (x252). Strelice ozmačavaju žuta punkta 

koja predstavljaju kolokalizaciju LC3B i TOM20 signala sa mesta u ćeliji gde se nalaze mitofazi. K – kontrola, 

HFD – režim ishrane sa visokim sadržajem masti, M – metformin, S – simvastatin. 

15µm 
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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 utvrđeno je da 

su nukleusi i organele izgledali uobičajeno, bez upadljivih ultrastrukturnih razlika među 

eksperimentalnim grupama životinja. Kod svih eksperimentalnih grupa na HFD režimu 

ishrane, za razliku od kontrolnih životinja, bio je vidljiv veći 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 miševa. U uzorcima uzetim od miševa na 

režimu ishrane sa visokim sadržajem masti vide se brojne masne kapi i autofagijske vakuole. Beli krugovi 

obeležavaju delove prikazane na većem uveličanju na slici 4.4.2 na sledećoj strani. (a) Kontrola (b) Netretirani 

HFD miševi (c) HFD miševi tretirani metforminom. (d) HFD miševi tretirani simvastatinom. (TEM, x5600) 

d 

b 

c 

a 
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Morfometrijskom analizom autofagijskih vakuola u citoplazmi hepatocita 

utvrdjeno je da postoji statistički značajna razlika (p<0,05) između kontrolne grupe 

životinja i netretiranih HFD miševa, odnosno statistički visoko značajna razlika 

(p<0,01) između kontrolne grupe životinja i HFD miševa tretiranih metforminom i 

simvastatinom u zapreminskom udelu autofagijskih vakuola (Grafikon 4.4.1). 

Statistički značajna razlika (p<0,05) u broju autofagijskih vakuola u citoplazmi 

hepatocita bila je prisutna između kontrolne grupe i netretiranih HFD miševa, kao i 

između kontrolne grupe i HFD miševa tretiranih metforminom, dok je između kontrolne 

grupe i HFD miševa tretiranih simvastatinom postojala statistički visoko značajna 

razlika (p<0,01). Između kontrolne grupe životinja i netretiranih HFD miševa, kao i 

između kontrolne grupe životinja i HFD miševa tretiranih simvastatinom bila je prisutna 

Slika 4.4.2 Detalji citoplazme hepatocita sa slike 4.4.1 C57BL/6J miševa. Crvene strelice – autofagijske vakuole. 

Bele strelice – autofagijske vakuole lipofazi. Plava strelica – fagofora zahvata mitohondriju, na većem uveličanju 

na slici 4.4.3d. . (a) Kontrola (b) Netretirani HFD miševi (c) HFD miševi tretirani metforminom. (d) HFD miševi 

tretirani simvastatinom. (TEM, x11000) 

d 

b 

c 
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statistički značajna razlika (p<0,05) u zapreminskom udelu lipidnih kapi u citoplazmi 

hepatocita, dok je između kontrolne grupe životinja i HFD miševa tretiranih 

metforminom razlika bila statistički visoko značajna (p<0,01). Određivanje 

zapreminskog odnosa mitohondrija i citoplazme hepatocita pokazalo je da nema 

statistički značajne razlike u zapreminskom udelu mitohondrija u citoplazmi hepatocita 

između različitih eksperimentalnih grupa miševa (Grafikon 4.4.1).  

 

 

 

Grafikon 4.4.1 Rezultati morfometrijskih analiza hepatocita C57BL/6J miševa na transmisionom elektronskom 

mikroskopu. *p<0,05 i **p<0,01 u poređenju sa kontrolnom i ♯p<0,05 i ♯♯p<0,01 u poređenju sa netretiranom 

HFD grupom miševa. AV – autofagijske vakuole, Vol% - zapreminski udeo u citoplazmi, K – kontrola, HFD – 

režim ishrane sa visokim sadržajem masti, M – metformin, S – simvastatin. 

* 

* 

** * 

** 
** 

** 
** 

♯♯ ♯♯ 

* 

** ** 
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U uzorcima jetre ispitivanih životinja bilo je moguće detektovati manji broj 

autofagijskih vakuola koje su u svom lumenu sadržale mitohondrije ili sadržaj koji je 

podsećao na njihove ostatke (Slika 4.4.3). Procenjeno je da se ovakve strukture ipak ne 

javljaju dovoljno često i da nije racionalno sprovoditi njihovu morfometrijsku analizu 

na TEM-u.  

 

 

Morfometrijskom analizom je utvđeno da postoji statistički visoko značajna 

razlika u odnosu broja Kupferovih ćelija i hepatocita (p<0,01) u jetrama metforminom 

tretiranih HFD miševa u poređenju sa jetrama kontrolnih i HFD miševa tretiranih 

metforminom i simvastatinom. Na osnovu ultrastrukturnog izgleda i prisustva fagozoma 

utvrđivano je stanje aktivacije Kupferovih ćelija (Slika 4.4.4). Za razliku od kontrolne 

grupe, u kojoj nismo detektovali prisustvo aktiviranih Kupferovih ćelija, one su bile 

Slika 4.4.3 Dobro očuvana (A) i delimično razgrađena mitohondrija (B) u autolizozomima hepatocita 

netretiranih HFD miševa. Mitohondrija u autofagozomu (C) i mitohondrija delimično obavijena izolacionom 

membranom (D) u citoplazmi hepatocita HFD miševa tretiranih metforminom (Detalj sa slike 4.4.2c) (TEM, 

x44000) 

d 

b 

c 

a 
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prisutne kod HFD miševa. Postoji statistički visoko značajna razlika (p<0,01) u 

procentu aktiviranih Kupferovih ćelija između netretiranih i simvastatinom tretiranih 

HFD miševa i kontrolne grupe, kao i statistički značajna razlika (p<0,05) između 

metforminom tretiranih HFD miševa i kontrolne grupe. U poređenju sa netretiranim 

HFD miševima, u jetrama miševa tretiranih metforminom i simvastatinom procenat 

aktiviranih Kupferovih ćelija bio je manji, a razlike su bile statistički visoko značajne 

(p<0,01) (Grafikon 4.4.2). 

  

 

 

 

d 

b 

c 

a 

Slika 4.4.4 Reprezentativne fotomikrografije Kupferovih ćelija iz jetri C57BL/6J miševa. Crvene strelice – 

fagozomi. Zelena strelica – lipofag. Plava strelica – masna kap. (a) Kontrola (b) Netretirani HFD miševi (c) HFD 

miševi tretirani metforminom. (d) HFD miševi tretirani simvastatinom. (TEM, x5600) 
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Da bi smo procenili ulogu Kupferovih ćelija u metabolizmu masti, utvrđivali 

smo prisustvo lipofaga (autolizozoma u čijem lumenu su bile vidljive masne kapljice) 

(Slika 4.4.5) i masnih kapi u njihovoj citoplazmi. Postojala je statistički visoko značajna 

razlika (p<0,01) u procentu Kupferovih ćelija u čijoj citoplazmi su bili detektovani 

lipofazi i masne kapi između kontrolne grupe i netretiranih HFD miševa. Razlika u 

procentu Kupferovih ćelija u čijoj citoplazmi su bile detektovane masne kapi između 

netretiranih HFD miševa i HFD miševa tretiranih metforminom i simvastinom bila je 

statistički visoko značajna (p<0,01). Postojala je statistički visoko značajna razlika 

(p<0,01) u procentu Kupferovih ćelija u čijoj citoplazmi su bile detektovani lipofazi 

između netretiranih HFD miševa i simvastatinom tretiranih HFD miševa i statistički 

značajna razlika (p<0,05) između netretiranih HFD miševa i metforminom tretiranih 

HFD miševa (Grafikon 4.4.2). 

 

  

  

 

Grafikon 4.4.2 Rezultati morfometrijskih analiza Kupferovih ćelija u jetri C57BL/6J miševa na transmisionom 

elektronskom mikroskopu. **p<0,01 u poređenju sa kontrolnom i ♯p<0,05 i ♯♯p<0,01 u poređenju sa 

netretiranom HFD grupom miševa. % - procenat od ukupnog broja Kupferovih ćelija, K – kontrola, HFD – 

režim ishrane sa visokim sadržajem masti, M – metformin, S – simvastatin. KFĆ – Kupferove ćelije. 

♯♯ ♯♯ 

** 
** 

** 

* 
♯♯ 

♯♯ 

** 

♯♯ 

♯ 

** 

♯♯ ♯♯ 
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Ultrastrukturne analize preparata perifernih nerava pokazale su da su u nervima 

sve četiri eksperimentalne grupe miševa bila prisutna kako neizmenjena mijelinizovana 

nervna vlakna tako i mijelinizovana vlakna sa različitim oštećenjima u mijelinskom 

omotaču. U kontrolnoj grupi životinja većina nervnih vlakana je bila bez znakova 

oštećenja (Slika 4.4.6a), iako je mali broj aksona bio obavijen mijelinskim omotačima 

sa određenim promenama u ultrastrukturi. U drugim grupama, oštećenja mijelinskog 

omotača su bila češće prisutna.  

Jedna vrsta oštećenja se manifestovala kao široka pukotina u centralnim 

delovima mijelinskog omotača (Slika 4.4.6b). I sa unutrašnje i sa spoljašnje strane 

ovakvih pukotina su bile zone neoštećenog, kompaktnog mijelina. Povremeno smo 

mogli da uočimo kako ove oštećene zone u centralnom mijelinu prave pun krug oko 

aksona i unutrašnje zone neoštećenog mijelina (Slika 4.4.6c). Druga vrsta oštećenja se 

manifestovala kao široka struktura koja razdvaja mijelinski omotač od aksoplazme, sa 

Slika 4.4.5 Fotomikrografija lipofaga u Kupferovoj ćeliji iz jetre Netretirani HFD miševa. Crvena strelica – 

lipofag.  
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sadržajem koji je izgledao kao različit citoplazmatski materijal (Slika 4.4.6d), a 

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

 

 

 

Netretirani miševi na režimu ishrane sa povećanim sadržajem masti su imali veći 

broj ovakvih ultrastrukturno izmenjenih mijelinizovanih vlakana od kontrolnih miševa 

(p<0,05). U uzorcima nerava miševa tretiranih metforminom i simvastatinom uočen je 

različit stepen oštećenja ultrastrukture mijelinizovanih vlakana. U uzorcima nerava 

miševa tretiranih metforminom detektovan je veći broj ošetećenja mijelinizovanih 

vlakana u odnosu na netretirane HFD miševe, dok je broj oštećenih mijelinizovanih 

vlakana kod miševa tretiranih simvastatinom bio manji nego kod netretiranih HFD 

miševa. Razlika u broju oštećenih mijelinizovanih vlakana između metforminom 

tretiranih HFD miševa i kontrolih i netretiranih HFD miševa je bila statistički visoko 

značajna (p<0,01). Broj oštećenih mijelinizovanih vlakana u uzorcima nerava miševa 

tretiranih simvastatinom nije se statistički značajno razlikovao od broja oštećenih 

mijelinizovanih vlakana u kontrolnoj grupi miševa (p=0,83) (Slika 4.4.6f). 

Slika 4.4.6 Ultrastrukturne karakteristike (a-e) i morfometrijska analiza (f) oštećenja mijelina u ishijadičnim 

nervima C57BL/6J miševa. (a) Očuvan mijelinski omotač kontrolnih miševa. (b) Pukotina u centralnom delu 

mijelinskog omotača (strelica). (c) Potpuno razdvajanje unutrašnjeg i spoljašnjeg dela mijelina (strelica). (d) 

Citoplazmatski materijal Švanove ćelije koji prominira ka aksoplazmi (strelica) (e) Mijelinska figura u 

dilatiranom unutrašnjem pojasu citoplazme Švanove ćelije (strelica). (TEM, x4400) (f) Procenat oštećenih 

mijelinizovanih vlakana. HFD – režim ishrane sa visokim sadržajem masti, *p<0,05 i **p<0,01 u poređenju sa 

kontrolnom grupom. 
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Da bi smo procenili da li je oštećenje mijelina praćeno demijelinizacijom merili 

smo spoljašnje i unutrašnje dijametre mijelinizovanih nervnih vlakana i računali G-

odnos. U ovim parametrima nije bilo statistički značajne razlike između različitih 

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 ± 0,053 0,635 ± 0,011 

 

U svim eksperimentalnim grupama aorte su bile normalnih ultrastrukturnih 

karakteristika sa jasno istaknutim elastičnim laminama između kojih su se nalazile 

glatke mišićne ćelije. 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 uočimo materijal za koji bi 

smo bili sigurni da vodi poreklo od mitohondrija.  

 

  
 

 
Slika 4.4.7 Retke autofagijske vakuole u Švanovim ćelijama i aksoplazmi ishijadičnog nerva C57BL/6J miševa. 

Beli krug – deo slike 4.4.7a prikazan na većem uveličanju na slici 4.4.7b. Crvena strelica - autofagijska vakuola. 

(TEM, a: x 8900, b: x44000) 

a b 
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4.5. Imunoblot analiza 

Količine LC3-II i p62 u jetri ispitivanih životinja date su u tabeli 4.5.1. Postojala 

je statistički visoko značajna razlika (p<0,01) u količini LC3-II između kontrolne i 

grupe životinja na HFD režimu ishrane. Tretman metforminom doveo je do statistički 

visoko značajnog porasta nivoa LC3-II kod HFD miševa (p<0,01) (Slika 4.5.1), dok 

između simvastatinom tretiranih i netretiranih HFD miševa nije bilo statistički značajne 

razlike (p=0,77). Postojala je statistički visoko značajna razlika između kontrolnih i 

HFD miševa tretiranih simvastatinom (p<0,01). Nije bilo statistički značajne razlike u 

količini p62 u jetri između ispitivanih grupa miševa. 

 

Tabela 4.5.1 Relativne količine proteina u jetri. 

 Kontrola HFD HFD + M HFD + S 

LC3-II 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 

 

Slika 4.4.8 Retke autofagijske vakuole u glatkim mišićnim ćelijama zida aorte C57BL/6J miševa. Beli krug – 

deo slike 4.4.8a prikazan na većem uveličanju na slici 4.4.8b. Crvena strelica - autofagijska vakuola.  (TEM, a: 

x5600, b: x18000)  

a b 
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4.6. Određivanje nivoa ekspresije gena 

Srednje vrednosti nivoa ekspresije gena uključenih u proces autofagije prikazane 

kao 2-ΔCt x 106 date su tabeli. Nije utvrđeno da postoji statistički značajna razlika 

između ispitivanih grupa životinja u ekspresiji ovih gena. 

Tabela 4.6.1 Vrednosti ekspresije gena uključenih u proces autofagije. 

 Kontrola HFD HFD + M HFD + S 

ATG5 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 

ATG12 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 

Slika 4.5.1 Imunoblot analiza količine LC3 i p62 proteina u jetri C57BL/6J miševa.  K – kontrola, HFD – režim 

ishrane sa visokim sadržajem masti, M – metformin, S – simvastatin.  
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5. DISKUSIJA 

U dosadašnjim istraživanjima bioloških procesa u dijabetesu tipa 2 i 

metaboličkom sindromu pažnja je bila usmerena na ispitivanje neselektivne autofagije, 

dok je istraživanje specifičnih oblika autofagije, pa i mitofagije, bilo manje zastupljeno. 

Ovo je lako razumeti s obzirom na značaj kakav jedan sveprisutni katabolički proces127 

kao što je autofagija može imati u bolestima čija patofiziološka osnova počiva na 

poremećajima metabolizma. Pored toga metode za proučavanje neselektivne autofagije 

su mnogo razvijenije i raznovrsnije od dostupnih metoda za proučavanje selektivnih 

oblika autofagije.107 Ipak, imajući u vidu da najnovija istraživanja veliki značaj u 

razvoju metaboličkog sindroma i dijabetesa tipa 2 pripisuju promenama metabolizma u 

mitohondrijama, poremećaju njihove funkcije i posledicama koje to može imati po 

ćelije96,128, potrebno je razumeti i promene u homeostazi mitohondrija129 pomoću kojih 

se ćelije adaptiraju na novonastale uslove. Neuspeh u adaptaciji ćelija, kao i u drugim 

slučajevima u medicini, dovodi do razvoja karakterističnih znakova i simptoma bolesti. 

U našem istraživanju mitofagija je ispitivana na mišjem modelu u kome je 

korišćena dijeta sa visokim sadržajem masti. Početni koraci u ispitivanjima mitofagije u 

jetri kod glodara na režimu ishrane sa visokim sadržajem masti napravljeni su razvojem 

novog mišjeg modela specifično dizajniranog za proučavanje mitofagije, transgenog 

miša za mt-Keima protein.109,110 S obzirom da Sun i saradnici nisu objavili koji soj 

miševa je korišćen za proizvodnju mt-Keima miša109,110, ostaje nejasno da li se radi o 

modelu koji uspešno oponaša karakteristike metaboličkog sindroma i dijabetesa tipa 2. 

Nedavno su objavljeni i rezultati Dethlefsen-a i saradnika u kojima se opisuju promene 

u mitofagiji kod C57BL/6J miševa na režimu ishrane sa visokim sadržajem masti i 

fruktoze, u kojima je pomoću  immunoblota analizirana ekspresija proteina koji 

učestvuju u mitofagiji.130 U ovim istraživanjima korišćeni su različiti režimi ishrane. 

Sun i saradnici su koristili hranu sa visokim sadržajem masti koja sadrži 42% kCal 

porekla iz mlečne masti, a Dethlefsen i saradnici hranu sa visokim sadržajem masti i 
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fruktoze. Iznenađujuće je da su u ovim istraživanjima dobijeni na prvi pogled 

suprotstavljeni rezultati, interpretirani od strane Suna i saradnika kao smanjenje 

mitofagije kod miševa hranjenih HFD-om109, odnosno kao povećanje mitofagije u 

studiji Dethlefsen-a i saradnika kod miševa na režimu ishrane sa visokim sadržajem 

masti i fruktoze130. U našim eksperimentima u grupi miševa netretiranoj lekovima koja 

je bila na HFD-u detektovali smo veći broj autofagijskih struktura koje sadrže 

mitohondrije, te na prvi pogled deluje da su naši rezultati saglasni sa zaključcima 

Dethlefsen-a i saradnika. Međutim, prilikom interpretacije rezultata eksperimenata u 

kojima se ispituje autofagija ili mitofagija potrebno je imati u vidu da bilo kakvo 

povećanje broja autofagijskih struktura ili količine proteina koji učestvuju u autofagiji 

(LC3, p62) može biti posledica kako indukcije autofagije, tako i njene blokade u kasnim 

stadijumima.107 Na žalost, ispitivanja autofagije na živim organizmima su, za razliku od 

ispitivanja na kulturama ćelija, znatno otežana ograničenim mogućnostima za 

ispitivanje autofagijskog fluksa.107 U radu sa kulturama ćelija, kod prividne aktivacije 

autofagije usled povećanja broja autofagozoma, autolizozoma i količine proteina koji 

učestvuju u autofagiji, sprovode se verifikacioni eksperimenti primenom supstanci kao 

što su hlorokvin ili bafilomicin, koje blokiraju terminalne faze autofagije, fuziju 

autofagozoma i lizozoma i/ili degradaciju u autolizozomima.107 Tada se očekuje, ako je 

fluks zaista povećan, da dođe do dodatnog nakupljanja pomenutih elemenata.107 Kako 

tehnike za ispitivanje autofagijskog fluksa in vivo još uvek nisu razvijene u meri u kojoj 

je to slučaj kada je u pitanju rad sa ćelijskim kulturama107, o dobijenim rezultatima se 

često može zaključivati samo indirektno. 

Povećan broj i zapreminski udeo autofagijskih vakuola u citoplazmi hepatocita i 

povećan broj LC3B/p62 i LC3B/LAMP1 kolokalizacijskih punta u jetri na konfokalnom 

mikroskopu, zajedno sa smanjenom količinom LC3-II proteina na imunoblotu, ukazuju 

na smanjenu indukciju i prisutnu blokadu kasnih faza autofagije u hepatocitima HFD 

miševa. U nedavnoj publikovanoj studiji takođe je detektovana blokada autofagije u 

ćelijama jetre u tip 2 dijabetesu.67 Rezultati ove studije ukazuju da povećana 

koncentracija NO u hepatocitima C57BL/6J miševa koji su razvili insulinsku 

rezistenciju dovodi do nitrozilacije lizozomalnih proteaza i njihove deaktivacije.67 To 
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znači da bi nakupljanje autofagijskih vakuola koje sadrže mitohondrije u našem 

eksperimentu kod HFD netretiranih miševa, kao i rezultati eksperimenata Dethlefsen-a i 

saradnika mogli da budu posledica blokade, a ne indukcije mitofagije. Nalazi kod mt-

Keima miševa mogli bi se objasniti ako bi pored inaktivacije lizozomalnih enzima 

nitrozilacijom bilo poremećeno i zakišeljavanje lizozoma. U prilog tome govori 

nedavna studija u kojoj je primećeno da u limfocitima periferne krvi bolesnika sa 

dijabetesom tipa 2 postoji poremećaj zakišeljavanja lizozoma.131 S obzirom na 

osetljivost emisionog spektra Keima proteina na promene u pH109,110 defekti u 

zakišeljavanju lizozoma bi onemogućili identifikaciju mitohondrija u autolizozomima u 

ovom eksperimentalnom modelu.  

Metformin i statini su lekovi koji se koriste u terapiji metaboličkog sindroma115 i 

tip 2 dijabetesa116 za regulaciju poremećaja u metabolizmu glukoze i holesterola. Kada 

je reč o ispitivanju efekata metformina i statina, po našim saznanjima do sada nema 

objavljenih podataka o uticaju ovih lekova na mitofagiju u jetri ni u životinjskim 

eksperimentalnim modelima za metabolički sindrom i dijabetes tipa 2, ni kod obolelih 

pacijenata. Metformin117,119 i statini121,122 deluju na biološke procese u mitohondrijama, 

pa je racionalno očekivati da bi mogli da utiču na funkcionalno stanje mitohondrija i 

njihovo uklanjanje mitofagijom u ovim oboljenjima. 

Izostanak uticaja metformina, aktivatora autofagije132, na broj mitofaga kod 

životinja na HFD režimu ishrane mogao bi da bude povezan sa odvojenom regulacijom 

neselektivne autofagije i mitofagije, te da se tumači kao izostanak indukcije mitofagije u 

ovom modelu. Ipak, s obzirom na direktno dejstvo metformina na mitohondrije u smislu 

inhibicije respiratornog lanca119, kao i predloženo promovišuće dejstvo metformina na 

mitofagiju u hepatosteatozi133, ne možemo da isključimo mogućnost da je kod HFD 

miševa u našem eksperimetu aktivacija mitofagije dostigla svoj maksimalni kapacitet i 

bez dodatnih stimulusa. Ukoliko pak u ispitivanom modelu postoji blokada mitofagije, 

to bi takođe moglo da objasni izostanak vidljivih efekata metformina. U svakom 

slučaju, povoljan uticaj metformina na regulaciju glukoze, opisan u rezultatima OGTT 
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testa, ne može se povezati sa promenama u posmatranim parametrima mitofagije kod 

ispitivanih životinja. 

Smanjenje broja mitofaga u hepatocitima pod uticajem simvastatina moglo bi 

biti posledica otklanjanja postojećeg bloka u mitofagiji kod HFD miševa ili inhibicije 

prethodno aktivirane mitofagije. Prethodno objavljeni podaci govore o značaju 

indukcije mitofagije u kardioprotektivnim efektima134 i prevenciji miopatije kao 

neželjenog efekta kod terapije statinima135. Indukcija mitofagije može biti posledica 

oštećenja mitohondrija, a u različitim istraživanjima statinima su pripisivani kako 

korisni122 tako i štetni uticaji na ove organelle121. Iako u našoj studiji nisu primećene 

razlike u ultrastrukturnoj građi mitohondrija u hepatocitima netretiranih HFD miševa i 

HFD miševa tretiranih statinima, u odnosu na miševe hranjene standardnom dijetom, ne 

mogu se isključiti promene na mitohondrijama koje nisu morfološke prirode. Ukoliko 

HFD i metabolički poremećaji kod miševa dovode do oštećenja 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 

poremećaji mitohondrija predstavljaju osnovu razvoja insulinske rezistencije96, ovakav 

uticaj simvastatina bi se mogao dovesti u vezu sa nešto boljim rezultatima koje su 

životinje na simvastatinu u ovim eksperimentima imale na OGTT-u, odnosno sa većom 

osetljivošću na insulin HFD miševa tretiranih statinima, od netretiranih HFD miševa.  

Postoji i mogućnost da simvastatin otklanja prethodno postojeći blok mitofagije 

kod HFD miševa. S obzirom da uklanjanje mitohondrija mitofagijom štiti ćelije od 

dejstva kiseoničkih slobodnih radikala koji se proizvode u oštećenim mitohondrijama136, 

ovakav uticaj simvastatina bi takođe imao povoljno dejstvo na ćelije koje bi tada bile 

manje izložene oksidativnom stresu. Opisani efekat, kao i eventualni mitoprotektivni 

efekti, doprineo bi boljoj osetljivosti na insulin simvastatinom tretiranih životinja. Ipak, 

imajući u vidu da terapija simvastatinom nije smanjila ni broj ni zapreminski udeo 

autofagijskih vakuola u citoplazmi HFD miševa, kao ni broj LC3/LAMP1 i LC3/p62 

kolokalizovanih punkta na konfokalnom mikroskopu, izgleda da simvastatin ipak ne 

utiče 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 opšte 

blokade autofagije, pa smatramo da ovo ne predstavlja verovatni mehanizam delovanja 

simvastatina. 

Ukoliko bi manji broj mitofaga kod simvastatinom tretiranih životinja bio 

rezultat inhibicije mitofagije, u okolnostima kada bi njeno neometano odvijanje 

predstavljalo zaštitni mehanizam, odnosno ako manji nivo mitofagije nije posledica 

boljeg funkcionalnog stanja i smanjenja oštećenja mitohondrija, tada bi hepatociti bili 

izloženi većem oksidativnom stresu, a simvastatin imao potencijalno štetne efekte po 

jetru. Međutim, smatramo da ovo takođe nije verovatna opcija, s obzirom na poboljšanu 

regulaciju nivoa glukoze u krvi na OGTT testu i izostanak pojave NASH kod HFD 

miševa koji su primali simvastatin. 

Nepostojanje statistički značajne razlike u nivou ekspresije iRNK gena koji 

učestvuju u autofagiji u jetri moglo bi biti posledica suviše suptilnih razlika koje nisu 

mogle biti detektovane u ovom eksperimentalnom modelu na ispitivanom broju 

životinja, ali i činjenice da su za regulaciju autofagije osim regulacije transkripcije gena 

u velikoj meri zadužene i posttranslacione kovalentne modifikacije proteina koji 

učestvuju u autofagiji137. Veći broj i zapreminski udeo autofagijskih vakuola u 

citoplazmi kod HFD miševa 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 čemu bi jedan od ova dva procesa 

mogao da dominira u pojedinim eksperimentalnim grupama. Tako pad u nivoima LC3-

II proteina u jetri kod netretiranih HFD miševa i kod HFD miševa tretiranih 

simvastatinom ukazuje da postoji smanjena indukcija i blokada kasnih faza autofagije u 

hepatocitima. Povećanje količine LC3-II kod HFD miševa tretiranih metforminom do 

nivoa uporedivog sa vrednostima prisutnim kod kontrolnih životinja ukazuje na 

indukciju autofagije u ovoj eksperimentalnoj grupi, koja ipak nije uticala na već 

povećan broj autofagijskih vakuola kod HFD miševa. U svakom slučaju, s obzirom na 

razlike u uzrocima koji dovode do mitofagije i nespecifične autofagije, tj. oštećenja 

mitohondrija i promena u unutarćelijskim komunikacionim putevima koji signaliziraju 
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nedostatak hranjivih materija138, smatramo da kod regulacije ova dva procesa ne mora 

uvek postojati uzročno-posledična povezanost. 

Kada je reč o interpretaciji ostalih rezultata naših eksperimenata, pojava NAFLD 

i NASH kod miševa na režimu ishrane HFD-om, kao i povezanost promena u 

Kupferovim ćelijama sa razvojem NASH su u saglasnosti sa prethodno objavljivanim 

rezultatima drugih istraživača. Ranije je pokazano da je razvoj zapaljenskih promena u 

jetri kod miševa na ishrani sa visokim sadržajem masti povezan sa aktivacijom 

Kupferovih ćelija70, što je u skladu sa većim brojem Kupferovih ćelija i ultrastrukturnim 

karakteristikama ovih ćelija koje ukazuju na njihovu aktivaciju u jetri netretiranih HFD 

miševa, jedinoj grupi životinja koja je u našem istraživanju imala razvijene znakove 

(zapaljenski infiltrat) karakteristične za NASH. Takođe je nedavno utvrđeno da je 

holesterol u hrani ključni faktor koji kod miševa doprinosi razvoju NASH14. Naime, 

rezutati Wouters-a i saradnika su pokazali da se samo kod miševa koji su na režimu 

ishrane sa puno masti i holesterola (1% mase holesterola u hrani, HFC), a ne i kod 

miševa koji dobijaju hranu bogatu mastima bez holesterola, razvija NASH14. Hrana u 

našim eksperimentima obogaćena mastima poreklom iz svinjske masti sadržala je oko 

0,3 % holesterola. Imajući ovo u vidu, smatramo da je moguće da je, osim bolje 

osetljivosti na insulin i efekata na mitofagiju, jedan od mogućih uzroka nepostojanja 

NASH kod simvastatinom tretiranih životinja inhibicija endogene sinteze holesterola 

simvastatinom. Osim toga, moguće je da u ovom efektu simvastatina određenu ulogu 

imaju i njegova druga poznata dejstva, nezavisna od inhibicije HMG-CoA reduktaze, 

kao što su antiinflamatorni i imunomodulatorni uticaji139. Izostanak razvoja NASH kod 

grupe na metforminu je takođe u saglasnosti sa objavljenim rezultatima Woo-a i 

saradnika da metformin smanjuje inflamaciju u jetri kod C57BL/6J miševa na HFD-u 

identičnog sastava kao u našem istraživanju (60% kCal iz masti, svinjska mast)140. 

Izostanak promena u zapreminskom udelu mitohondrija izmedju različitih 

ispitivanih grupa u našem istraživanju ukazuje da promene u mitofagiji kod HFD 

miševa nisu bile praćene promenama u ukupnoj količini mitohondrija u hepatocitima. 

Moguće je da je zbog prisutnog bloka u mitofagiji proces uklanjanja mitohondrija 



58 

 

 

relativno neefikasan, ili da hepatociti uklanjanje mitohondrija kompenzuju povećanom 

mitohondrijalnom biogenezom, što bi mogla da bude tema budućih istraživanja.  

Iako је zapreminski udeo masnih kapi u citoplazmi hepatocita bio povećan kod 

HFD miševa u odnosu na kontrole, bez statistički značajnih razlika između tretiranih i 

netretiranih grupa na HFD-u, veći broj lipofaga kod HFD miševa tretiranih 

metforminom i simvastatinom nego kod netretiranih HFD miševa ukazuje na 

potencijalno korisne efekte ovih lekova na metabolizam masti preko modulacije procesa 

autofagije. Sa druge strane, lipofazi i masne kapi u Kupferovim ćelijama su, za razliku 

od hepatocita, bili najviše prisutni kod netretiranih HFD miševa. Iako uzroci ovih 

razlika između hepatocita i Kupferovih ćelija ostaju nejasni, primamljivo je spekulisati 

da lošija regulacija metabolizma lipida u netretiranoj grupi HFD miševa dovodi do 

nakupljanja masnih kapi i indukcije lipofagije u Kupferovim ćelijama, što može biti 

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

Histološke promene na perifernim nervima koje su bile manje izražene u grupi 

životinja tretiranih simvastatinom takođe ukazuju na povoljne efekte ovog leka u 

mišjem modelu metaboličkog sindroma i dijabetesa tipa 2. Oštećenja mijelina koja su 

bila prisutna kod netretiranih HFD miševa i HFD miševa tretiranih metforminom, a u 

grupi tretiranoj simvastatinom smanjena na nivo koji je bio prisutan u kontrolnim 

životinjama, verovatno nisu posledica povoljnih efekata simvastatina na metabolizam 

glukoze, jer je metformin, koji je dodatno povećao oštećenje mijelinskog omotača, 

omogućio još bolju kontrolu glikemije na OGTT-u. Da metformin može da pogorša 

dijabetičnu neuropatiju poznato je od ranije141, dok su povoljni efekti simvastatina kod 

oštećenja mijelina prvi put pokazani u ovim istraživanjima i nedavno publikovani142. 

Takođe, izostanak demijelinizacije, sudeći po rezultatima analize G-odnosa kod 

mijelinizovanih nervnih vlakana, kao i nepostojanje zapaljenskog infiltrata u 

ishijadičnom nervu vodi nas do zaključka da ni promene u metabolizmu holesterola koji 

je neophodan za sintezu mijelina i remijelinizaciju143 ni antiinflamatorno dejstvo 

statina139 nisu imali važnu ulogu u njegovim neuroprotektivnim efektima. Na žalost, u 

perifernim nervima nismo uspeli da detektujemo prisustvo mitofaga metodama koje 
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smo imali na raspolaganju. Ovo svakako ne znači da se mitofagija u njima ne odvija, 

već da se odvija toliko retko da bi za njeno ispitivanje bilo potrebno koristiti još 

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 zaključka da razlike u autofagiji verovatno nisu prisutne. 

Sličan rezultat dobijen imunofluorescentnim bojenjem LC3B i MBP proteina ukazuje da 

autofagija verovatno nema značajnu ulogu u uklanjanu oštećenog mijelina u ovom 

eksperimentalnom modelu, što po našim saznanjima do sada nije ni publikovano u 

literaturi.  

Izostanak histoloških i ultrastrukturnih promena na aortama, uključujući 

nepostojanje aterosklerotskih promena kod HFD miševa, ukazuju na neadekvatnost 

ovog eksperimentalnog modela za ispitivanje aterosklerotskih i drugih promena koje se 

mogu javiti u zidu aorte. Za proučavanje ateroskleroze koriste se drugačiji životinjski 

modeli, kao što su miševi kojima nedostaju funkcionalni receptori za lipoproteine male 

gustine (LDL, engl. low density lipoprotein) ili za apolipoprotein E (ApoE).144 Porast 

broja mitofaga u aortama HFD miševa i njegovo smanjenje na nivo viđen kod 

kontrolnih životinja posle tretmana simvastatinom, promene koje su detektovane i u 

hepatocitima, ukazuju da promene u mitofagiji do kojih dolazi pod uticajem ispitivanih 

lekova i režima ishrane verovatno nisu ograničene samo na tkivo jetre i da je moguće da 

imaju sistemski značaj.  

Iako i terapija metforminom može dovesti do određenih neželjenih efekata, od 

kojih smo pogoršanje neuropatije dokumentovali u našim rezultatima, može se reći da je 

on lek prvog izbora za regulaciju nivoa glukoze u krvi u tip 2 dijabetesu145. Za razliku 

od metformina, upotreba simvastatina u terapiji obolelih od dijabetesa tipa 2 praćena je 

određenim kontraverzama. Pored mogućih neželjenih efekata, od kojih je najčešći 

miopatija indukovana statinima, koja se pažljivim praćenjem pacijenata na terapiji može 

na vreme preduprediti139, posebnu zabrinutost izazvali su rezultati studija koje su tvrdile 
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da se kod pacijenata na statinima, koji su ordinirani zbog povećanih vrednosti LDL 

holesterola u krvi, javlja nešto veći rizik od pojave dijabetesa tipa 2 kasnije u 

životu116,146,147. Zbog ovoga postoji bojazan da bi upotreba statina u dijabetesu tipa 2 

mogla da pogorša stanje osnovne bolesti.116,146,147 Ipak, trenutno postoji saglasnost da 

korist od kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih protektivnih efekata statina kod 

dijabetičnih pacijenata koji imaju i poremećaj regulacije holesterola prevazilazi 

prethodno pomenute rizike.116,146,147 Neuroprotektivni efekti i moguća mitoprotektivna 

dejstva u hepatocitima, pokazana u našem istraživanju, predstavljaju dodatne argumente 

koji govore u prilog sadašnjeg konsenzusa o upotrebi statina u dijabetesu tipa 2. 
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6. ZAKLJUČCI 

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

rezultata mogu se izvesti sledeći zaključci: 

• Režim ishrane sa visokim sadržajem masti dovodi do povećanja broja 

mitofaga u hepatocitima miševa usled blokade kasnih faza autofagije i 

mitofagije. Razvoj nealkoholnog steatohepatitisa kod miševa na ishrani sa 

visokim sadržajem masti povezan je sa aktivacijom i povećanjem broja 

Kupferovih ćelija. Ishrana sa visokim sadržajem masti dovodi do 

ultrastruktrunih oštećenja mijelina u perifernim nervima. 

• Simvastatin dovodi do smanjenja broja mitofaga u hepatocitima miševa na 

režimu ishrane sa visokim sadržajem masti  koji nije posledica uklanjanja 

bloka u kasnim fazama autofagije. Metformin ne utiče na broj mitofaga u 

jetri miševa na režimu ishrane sa visokim sadržajem masti. Simvastatin i 

metformin dovode do smanjene aktivacije Kupferovih ćelija i prevencije 

nealkoholnog steatohepatitisa kod životinja na ishrani sa visokim sadržajem 

masti. Simvastatin ima neuroprotektivni efekat i dovodi do smanjenja 

ultrastrukturnih oštećenja mijelina u perifernim nervima miševa na ishrani sa 

visokim sadržajem masti, dok tretman metforminom povećava postojeće 

oštećenje mijelina u perifernim nervima. 
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nauka, kao što su ime i prezime, godina i mesto rođenja i datum odbrane rada.  

Ovi lični podaci mogu se objaviti na mrežnim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom 

katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu. 

 

            Potpis doktoranda  

U Beogradu, ______27.12.2018._______ 

   _________________________ 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Prilog 3. 

Izjava o korišćenju 

 

Ovlašćujem Univerzitetsku biblioteku „Svetozar Marković“ da u Digitalni repozitorijum 

Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom: 

„Uticaj metformina i simvastatina na mitofagiju u hepatocitima miševa na režimu ishrane 

sa visokim sadržajem masti“ 

koja je moje autorsko delo.  

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno 

arhiviranje.  

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu mogu 

da koriste  svi koji poštuju odredbe sadržane u odabranom tipu licence Kreativne zajednice 

(Creative Commons) za koju sam se odlučio/la. 

1. Autorstvo 

2. Autorstvo - nekomercijalno 

3. Autorstvo – nekomercijalno – bez prerade 

4. Autorstvo – nekomercijalno – deliti pod istim uslovima 

5. Autorstvo –  bez prerade 

6. Autorstvo –  deliti pod istim uslovima 

(Molimo da zaokružite samo jednu od šest ponuđenih licenci, kratak opis licenci dat je na 

poleđini lista). 

 

            Potpis doktoranda 

U Beogradu, ____27.12.2018._________ 

     

_________________________ 

 

 

 

 

 



 

 

 

1. Autorstvo - Dozvoljavate umnožavanje, distribuciju i javno saopštavanje dela, i prerade, ako 

se navede ime autora na način određen od strane autora ili davaoca licence, čak i u komercijalne 

svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci. 

2. Autorstvo – nekomercijalno. Dozvoljavate umnožavanje, distribuciju i javno saopštavanje 

dela, i prerade, ako se navede ime autora na način određen od strane autora ili davaoca licence. 

Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela. 

3. Autorstvo - nekomercijalno – bez prerade. Dozvoljavate umnožavanje, distribuciju i javno 

saopštavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede 

ime autora na način određen od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava 

komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ograničava 

najveći obim prava korišćenja dela.  

 4. Autorstvo - nekomercijalno – deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnožavanje, 

distribuciju i javno saopštavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na način određen od 

strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili sličnom licencom. Ova 

licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. 

5. Autorstvo – bez prerade. Dozvoljavate umnožavanje, distribuciju i javno saopštavanje dela, 

bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora na način 

određen od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu 

dela. 

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnožavanje, distribuciju i javno 

saopštavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na način određen od strane autora ili 

davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili sličnom licencom. Ova licenca 

dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. Slična je softverskim licencama, odnosno 

licencama otvorenog koda. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


