UNIVERZITET U BEOGRADU

BIOLOSKI FAKULTET

Biljana N. Bursac

Metabolicki sindrom izazvan ishranom
bogatom fruktozom: uloga signalnih
puteva regulisanih glukokortikoidnim
hormonima u visceralnom masnom tkivu i
hipotalamusu pacova

doktorska disertacija

Beograd, 2014



UNIVERSITY OF BELGRADE

FACULTY OF BIOLOGY

Biljana N. Bursac

Fructose-diet induced metabolic
syndrome: the role of glucocorticoid
signalling in the visceral adipose tissue and
hypothalamus of rats

doctoral dissertation

Belgrade, 2014



Mentori:

Dr Ana DPordevié¢, naucni saradnik, Institut za bioloska istrazivanja
»SiniSa Stankovic“, Univerzitet u Beogradu, Beograd, Srbija

Dr Gordana Matié, redovni profesor, Bioloski fakultet, Univerzitet u
Beogradu, Beograd, Srbija

Clanovi komisije:

Dr Ana DPordevié¢, naucni saradnik, Institut za bioloska istrazivanja
»oiniSa Stankovic“, Univerzitet u Beogradu, Beograd, Srbija

Dr Gordana Matié, redovni profesor, Bioloski fakultet, Univerzitet u
Beogradu, Beograd, Srbija

Dr Goran Kori¢anac, naucni savetnik, Institut za nuklearne nauke
,vinca“, Univerzitet u Beogradu, Beograd, Srbija

Datum odbrane:




Mentors:

Dr. Ana Pordevié¢, Research Associate, Institute for Biological Research
“SiniSa Stankovic¢”, University of Belgrade, Belgrade, Serbia

Dr. Gordana Mati¢, Full Professor, Faculty of Biology, University of
Belgrade, Belgrade, Serbia

Committee members:

Dr. Ana DPordevic¢, Research Associate, Institute for Biological Research
“SiniSa Stankovic”, University of Belgrade, Belgrade, Serbia

Dr. Gordana Mati¢, Full Professor, Faculty of Biology, University of
Belgrade, Belgrade, Serbia

Dr. Goran Koric¢anac, Senior Research Associate, Institute for Nuclear
Sciences “Vinca”, University of Belgrade, Belgrade, Serbia

Defense date:




Ova doktorska disertacija je uradena u Odeljenju za biohemiju Instituta
za bioloska istrazivanja ,SiniSa Stankovic“ u okviru projekta Uloga
steroidnih hormona u neuroendokrinoj adaptaciji na stres i patofiziologiji
metabolickog sindroma - molekularni mehanizmi i klinicke implikacije koji
je finansiran od strane Ministarstva za prosvetu, nauku i tehnoloski

razvoj Republike Srbije, pod rukovodstvom prof. dr Gordane Matic.

Zelela bih da izrazim svoju zahvalnost svima koji su na bilo koji nacin,
posredno ili neposredno, doprineli realizaciji ove doktorske disertacije i

otvorili mi vrata sveta nauke.



Veliku zahvalnost dugujem,

Mom mentoru, koleginici, i pre svega prijatelju, dr Ani Dordevi¢ za svo
znanje koje mi je prenela i svo vreme koje mi je posvetila, za
nepresusSnu inspiraciju i energiju koja me je gurala tokom izrade i
pisanja doktorske disertacije, na optimizmu i vedrom duhu koji mi je
pomogao da istrajem i ostvarim nasSe ciljeve. Sto je uvek bila pored
mene i zajedno sa mnom prelazila ovaj put, na nesebicnim savetima,
trudu i veri u mene, da uvek mogu (i moram) i viSe i bolje... Hvala na
velikoj posvecenosti i neprocenjivoj pomoci u izradi ove disertacije, a
najviSe, HVALA NA PRIJATELJSTVU.

Prof. dr Gordani Matié, na ukazanom poverenju da postanem deo njenog
naucnog carstva, na podrSci, dragocenim sugestijama i pomoc¢i u
diskusiji rezultata i tokom svih faza izrade ove disertacije.

Mojoj dragoj koleginici i ,ratnom drugu“ Ani Vasiljevié, na neprocenjivoj
pomoci u eksperimentalnom radu, podrSci i prijateljstvu koje mi je
pruzila od samog pocetka naseg zajednickog rada.

Dr Danijeli Vojnovié Milutinovié, za sve Sto me je naucila u
eksperimentalnom radu, na svim prijateljskim savetima i nesebicnoj
pomoci.

Koleginicama Marini Nikolié, dr Natasi Velickovié i dr Jadranki
Dunderski za podr§ku, pomoc i prijateljstvo.

Dr Goranu Koridancu, za vreme i strpljenje koje je kao ¢lan komisije za
ocenu teme i disertacije posvetio ovom radu.

Dr Jeleni Nestorov, dr Ivani Elakovié, Sanji Kovacevié¢ i svim ostalim
kolegama sa Odeljenja za Biohemiju na pomoci i korisnim savetima u
svakodnevnom radu.

Hvala svim kolegama iz Instituta za bioloSka istrazivanja ,SiniSa
Stankovic®, kao i grupi dr Gorana Koricanca iz Instituta ,Vinc¢a“ koji su
na bilo koji nac¢in doprineli izradi ove doktorske disertacije.

Svi nabrojani su na razli¢ite nac¢ine bili deo ovog rada, ali ne mogu, a da
se posebno ne zahvalim mojim roditeljima, Ani i Nenadu, i bratu
Nemanyji, koji su uvek verovali u mene, podrzavali me i bili uz mene.

Hvala mom Nesi, za svo razumevanje, podrsku i ljubav. Bez tebe i Bekca
bi sve ovo bilo mnogo teze.

Ovaj rad posvecujem mojim Anama,
jedna je od mene stvorila coveka, a druga naucnika,

Hvala Vam



Metabolicki sindrom izazvan ishranom bogatom fruktozom: uloga
signalnih puteva regulisanih glukokortikoidnim hormonima u

visceralnom masnom tkivu i hipotalamusu pacova

REZIME

Upotreba zaSecerenih napitaka bogatih fruktozom predstavlja
jedan od glavnih wuzro¢nika povecanja prevalence gojaznosti i
pridruzenih metabolickih poremecaja. Pokazano je da je fruktoza
ukljucena u razvoj 1 progresiju metabolickog sindroma putem
poremecaja regulacije metabolickih puteva u hipotalamusu i masnom
tkivu, kao glavnim organima zaduzenim za kontrolu unosa hrane i
energetskog metabolizma. Takode, poznato je da je ishrana bogata
fruktozom povezana sa stanjem leptinske rezistencije u hipotalamusu.
Postoje i dokazi da pojacana regeneracija glukokortikoida, posredovana
enzimom 110 hidroksisteroid dehidrogenazom tipa 1 (11fHSD1), moze
doprineti razvoju adipoznosti i metabolickih poremecaja.
Glukokortikoidni hormoni su wukljuc¢eni u regulaciju homeostaze
triglicerida u masnom tkivu i mogu da moduliSu i proces lipolize i
proces lipogeneze putem povecanja ekspresije lipolitickih enzima, kao
Sto je lipaza osetljiva na dejstvo hormona (eng. hormone-sensitive lipase,
HSL) ili posredstvom drugih regulatora metabolizma lipida, kao §to su
fosfoenolpiruvat karboksikinaza (eng. phosphoenolpyruvate
carboxykinase, PEPCK) i lipin-1. Proces adipogeneze u masnom tkivu
odvija se uz ucesSce brojnih transkripcionih regulatora koji stimulisu
ekspresiju gena lipogeneze medu kojima se nalazi i gen koji kodira vy
izoformu receptora koji aktivira proliferaciju peroksizoma (eng.
peroxisome proliferator-activated receptor y, PPARy) i protein koji se
vezuje za element regulisan sterolom (eng. sterol regulatory
element-binding protein-1, SREBP-1). Poremecaj funkcije masnog tkiva u

metabolickom sindromu moze biti i rezultat hroni¢ne inflamacije koja se



karakteriSe akumulacijom makrofaga u masnom tkivu i povecanom
sekrecijom proinflamatornih citokina.

Pretpostavili smo da se efekti glukokortikoidnih hormona na
razvoj visceralne adipoznosti nakon dugoroc¢ne ishrane obogacene
fruktozom, ostvaruju putem promena u leptinskoj osetljivosti u
hipotalamusu i putem promena transkripcionih regulatora adipogeneze
u visceralnom masnom tkivu muzjaka pacova soja Wistar.

U tom cilju analizirani su efekti ishrane obogacene 10% i 60%
rastvorom fruktoze u trajanju od 9 nedelja na visceralnu adipoznost,
dislipidemiju, insulinsku i leptinsku osetljivost, histoloSke promene u
masnom tkivu i koncentraciju kortikosterona u plazmi i tkivu.
Leptinska senzitivnost je analizirana odredivanjem koncentracije leptina
u plazmi, odredivanjem proteinskog nivoa leptinskog receptora (Ob-Rb),
kao i analizom nivoa iRNK za inhibitorni protein SOCS3 (eng.
suppressor of cytokine signaling) 1 neuropeptid Y (NPY).
Glukokortikoidna signalizacija u hipotalamusu i visceralnom masnom
tkivu je analizirana na nivou prereceptorskog metabolizma, kao i na
nivou ekspresije i subcelijske raspodele glukokortikoidnog receptora
(GR). Takode, izmereni su i nivoi iRNK za PEPCK i HSL kao ciljnih gena
GR-a. Pored toga, odredeni su i nivoi PPARy, SREBP-1 i lipina-1 kao
klju¢énih transkripcionih regulatora ukljuc¢enih u procese adipogeneze i
lipogeneze. U cilju procene inflamatornog stanja u masnom tkivu
analizirani su proteinski nivo i subcelijska raspodela nuklearnog
faktora kappa B (eng. nuclear factor kappa B, NFkB), kao i nivoi iRNK za
TNF-a, IL-6 i MIF.

Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da primenjene
dijete obogacene fruktozom ostvaruju razliit uticaj na razvoj visceralne
adipoznosti, kao i na signalne puteve leptina i glukokortikoida.
Povecanje koli¢ine visceralnog masnog tkiva je zapazeno samo nakon
ishrane pacova 60% rastvorom fruktoze i praceno je smanjenim nivoom
leptinskog receptora u hipotalamusu i povecanim nivoima iRNK za

SOCS3 i NPY. Zanimljivo je da je ishrana obogacena 10% rastvorom



fruktoze dovela do pojacanja glukokortikoidne signalizacije i lipolize u
masnom tkivu, dok je ishrana obogacena 60% rastvorom fruktoze
dovela do utiSavanja glukokortikoidne signalizacije i stimulacije
transkripcionih regulatora adipogeneze. Pored toga, ishrana obogacena
fruktozom nije dovela do aktivacije transkripcionog regulatora NFkB i
nije uticala na promenu proinflamatornih citokina u masnom tkivu, bez
obzira koja koncentracija fruktoze je bila primenjena.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da dugotrajna
ishrana obogacena fruktozom dovodi do pojave leptinske rezistencije u
hipotalamusu i razvoja visceralne adipoznosti, ali samo pri visokim
koncentracijama fruktoze. Rezultati su ukazali da efekti ishrane
obogacene fruktozom na pojavu adipoznosti najverovatnije ukljucuju
medusobno zavisne efekte leptina i glukokortikoida na nivou centralnih

puteva ukljucenih u kontrolu energetskog bilansa.
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Fructose-diet induced metabolic syndrome: the role of
glucocorticoid signalling in the visceral adipose tissue and

hypothalamus of rats

ABSTRACT

The rise in consumption of refined sugars high in fructose
appears to be an important factor for the development of obesity and
metabolic syndrome. Fructose has been shown to be involved in genesis
and progression of the syndrome through deregulation of metabolic
pathways in the hypothalamus and adipose tissue as major organs for
control of food intake and energy metabolism. Fructose consumption
has been previously associated with the state of leptin resistance in the
hypothalamus. Furthermore, there is evidence that enhanced
glucocorticoids regeneration, mediated by the enzyme 110
hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (11BHSD1), may contribute to
adiposity and metabolic disease. Glucocorticoids are involved in the
regulation of triglyceride homeostasis in the adipose tissue and can
modulate both lipolysis and lipogenesis through increased synthesis of
lipolytic enzymes, such as hormone-sensitive lipase (HSL), or through
other regulators of lipid metabolism, like phosphoenolpyruvate
carboxykinase (PEPCK) and lipin-1. During expansion, adipose tissue
responds by increasing adipogenesis through a complex regulatory
network of transcription factors including peroxisome
proliferator-activated receptor y (PPARy) and sterol regulatory
element-binding protein-1 (SREBP-1), both involved in stimulation of
lipogenic gene expression. Adipose tissue dysfunction in metabolic
syndrome may result from chronic inflammation characterized by
accumulation of adipose tissue macrophages and higher secretion of

proinflammatory cytokines.



We hypothesized that glucocorticoid signalling is involved in the
effects of different long-term fructose diets on the development of
visceral adiposity through alterations in hypothalamic leptin sensitivity
and adipogenic transcription factors in the visceral adipose tissue of
male Wistar rats.

We analyzed the effects of 9-week drinking of 10% and 60%
fructose solutions on visceral adiposity, dyslipidemia, insulin and leptin
sensitivity, adipose tissue histology and both plasma and tissue
corticosterone levels. Leptin sensitivity was analyzed by measuring
plasma leptin concentrations, hypothalamic leptin receptor (Ob-Rb)
protein level and suppressor of cytokine signaling (SOCS3) and
neuropeptide (NPY) mRNA level. Glucocorticoid signalling was assessed
in both hypothalamus and visceral adipose tissue at the level of
prereceptor metabolism and at the level of glucocorticoid receptor (GR)
expression and compartmental redistribution. The level of expression of
GR target genes PEPCK and HSL was also determined. In addition, we
analyzed the levels of PPARy, SREBP-1 and lipin-1 as a key
transcriptional factors involved in adipogenesis and lipogenesis. To
examine adipose tissue inflammatory state we analyzed protein level
and intracellular redistribution of nuclear factor kappa B (NFkB), as
well as mRNA levels of TNF-a, IL-6 and MIF.

The results revealed different impact of applied fructose diets on
visceral adiposity, leptin and glucocorticoid signalling. Only the rats
kept on 60% fructose diet accumulated visceral fat and developed
adiposity, which was paralleled with reduced hypothalamic Ob-Rb level
and elevated SOCS3 and NPY levels. Interestingly, 10% fructose
consumption led to enhanced glucocorticoid signalling and lipolysis in
the adipose tissue, while consumption of 60% liquid fructose led to
diminished glucocorticoid signalling, activation of adipogenic
transcription factors and adipogenesis. In addition, fructose diet
attenuated NFkB activation and did not alter proinflammatory cytokines

in the adipose tissue, regardless of fructose concentration.



In conclusion, these results propose that long-term fructose diet
leads to hypothalamic leptin resistance and development of visceral
adiposity, but only at higher fructose concentrations. The results also
suggest that adiposity-related effects of fructose consumption may
involve the interplay between leptin and glucocorticoid signalling at the

level of central effector pathways that control energy balance.

Key words: fructose; hypothalamus; visceral adipose tissue; leptin;

glucocorticoids; adipogenesis; lipolysis; inflammation
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SKRACENICE

ACC karboksilaza acetil-koenzima A
(eng. acetyl-CoA carboxylase)

ACTH adrenokortikotropni hormon
(eng. adrenocorticotropic hormone)
AgRP peptid slican Agouti proteinu (eng. agouti-related protein)
ANOVA analiza varijanse (eng. analysis of variance)
ATGL lipaza triglicerida adipocita (eng. adipose triglyceride lipase)
ATP adenozin tri fosfat
AUC povrsina ispod krive (eng. area under curve)
BA B-aktin
B2M B2-mikroglobulin
BMI indeks telesne mase (eng. body mass index)
BSA govedi serum albumin (eng. bovine serum albumin)
CART transkript koji je regulisan kokainom i amfetaminom

(eng. cocaine and amphetamine related peptide)

CBBG Coomassie brilijantno plava boja tipa G
(eng. Coomassie Brilliant Blue G)

cDNK komplementarni lanac molekula DNK
(eng. complementary DNA, cDNK)

C/EBP protein koji se vezuje za pojacivac CCAAT
(eng. CCAAT/enhancer binding protein)

CNS centralni nervni sistem
CRF kortikotropin oslobadajuci faktor
(eng. corticotropin releasing factor)
Ct prag ciklusa (eng. cycle threshold)
DEPC dietilpirokarbonat
DNK dezoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)
DTT ditiotreitol
ECF pojacana hemifluorescencija

(eng. enhanced chemifluorescence)

EDTA etilendiaminotetrasircetna kiselina



EGTA etilenglikoltetrasircetna kiselina

ELISA enzimski imuno esej
(eng. enzyme-linked immunoadsorbent assay)
FAS sintaza masnih kiselina (eng. fatty acid synthase)
FTO protein koji je povezan sa masom masnog tkiva i
gojaznoscu (eng. fat mass and obesity-associated protein)
GLUT2 glukozni transporter tipa 2 (eng. glucose transporter 2)
GLUTS glukozni transporter tipa S (eng. glucose transporter 5)
G6P glukozo-6-fosfataza (eng. glucose-6-phosphatase)
GR glukokortikoidni receptor
GRE regulatorna sekvenca DNK regulisana glukokortikoidima

(eng. glucocorticoid responsive element)
HDL lipoprotein visoke gustine (eng. high-density lipoprotein)

HEPES hidroksietil-1-piperazinetansulfonska kiselina
(eng. hydroxyethyl-1-piperazineethanesulfonic acid)

HHA hipotalamo-hipofizno-adrenalni

HOMA model za odredivanje homeostaze
(eng. homeostasis assessment model)

H6PDH heksozo-6-fosfat dehidrogenaza
(eng. hexose-6-phosphate dehydrogenase)

HPRT hipoksantin-guanin fosforiboziltransferaza
(eng. hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase)

HRP peroksidaza iz rena (eng. horseradish peroxidase)
11BHSD1 11 hidroksisteroid dehidrogenaza tipa 1
11BHSD2 11p hidroksisteroid dehidrogenaza tipa 2

HSL lipaza osetljiva na dejstvo hormona
(eng. hormone-sensitive lipase)
HSP protein toplotnog Soka (eng. heat shock protein)
IxB inhibitor kappa B
IL-1 interleukin-1
IL-6 interleukin-6
IL-10 interleukin-10
IP-GTT intraperitonealni test tolerancije na glukozu

(eng. intraperitoneal glucose tolerance test)



JAK kinaza Janus (eng. Janus kinase)

KORT kortikosteron
LPL lipaza lipoproteina (eng. lipoprotein lipase)
MCP-1 hemotakti¢ni protein monocita-1
(eng. monocyte chemotactic protein-1)
MGL lipaza monoacilglicerola (eng. monoacilglicerol lipase)
MIF faktor koji inhibira migraciju makrofaga

(eng. macrophage migration inhibitory factor)

MSC mezenhimalna stem celija
(eng. mesenchymal stem cell)

NAD nikotinamid adenin dinukleotid
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NFxB nuklearni faktor kappa B

nGRE negativna regulatorna sekvenca DNK regulisana
glukokortikoidima

NPY neuropeptid Y

Ob-R leptinski receptor (eng. obesity receptor)

oD opticka gustina (eng. optical density)

PCR lanc¢ana reakcija polimeraze

(eng. polymerase chain reaction)

PEPCK fosfoenolpiruvat karboksikinaza
(eng. phosphoenolpyruvate carboxykinase)

4PL 4-parametarska logisticka kriva
(eng. 4-parameter logistic curve)
PMSF fenilmetilsulfonil fluorid
POMC proopiomelanokortin
PPARYy y izoforma receptora koji aktivira proliferaciju peroksizoma
(eng. peroxisome proliferator-activated receptor y)
PTP1B fosfotirozin fosfataza 1B
(eng. phosphotyrosine phosphatase 1B)
PVDF poliviniliden fluorid
RNK ribonukleinska kiselina (eng. ribonucleic acid)
18S 18s rRNK

SD standardna devijacija



SDS natrijum dodecil sulfat

SEM standardna greska srednje vrednosti
(eng. standard error of mean)

SH2 homolog proteina src 2 (eng. src homology 2)

SOCS3 supresor signalnog puta citokina 3
(eng. supressor of cytokine signaling 3)

SREBP-1 protein koji se vezuje za element regulisan sterolom tipa 1
(eng. sterol regulatory element-binding protein-1)

STAT protein koji ucestvuje u transdukciji signala i aktivaciji
transkripcije (eng. signal transducers and activator of
transcription)

TBP TATA vezujucdi protein (eng. TATA binding protein)

TEMED N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamin

TGF-p3 transformisuci faktor rasta tipa
(eng. transforming growth factor 3)

TMB tetrametilbenzidin

TNF-a faktor nekroze tumora a
(eng. tumor necrosis factor-alpha)

VLDL lipoprotein veoma niske gustine
(eng. very-low-density-lipoprotein)

WHR odnos obima struka i kuka (eng. waist to hip ratio)
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Sedamdesetih godina 20. veka, Erl Butz, tadasnji sekretar
zaduzen za poljoprivredu SAD-a, izbacio je iz igre male proizvodace
kukuruza tako Sto je podsticao industrijsku proizvodnju ove zitarice.
Nedugo zatim, Butz je otiSao u Ameriku i doneo visoko fruktozni
kukuruzni sirup (eng. High Fructose Corn Syrup, HFCS), koji se ¢inio kao
privlacna alternativa upotrebi saharoze. Naime, kukuruzni sirup je bio
stabilan u kiselim pi¢ima i jelima i nije im menjao ukus. Sirovina od koje
se pravio je bila dostupna i jeftina. Prehrambena industrija ga je rado
prihvatila i krenula sa njegovom masovnom upotrebom. Gojaznost, koja je
danas epidemija, tada nije bila na radaru, pa se novi, jeftini zasladivac
koristio bez ogranicenja. Bio je trostruko jeftiniji od Secera i tecan, zbog
cega je industrija bezalkoholnih pica 80-tih godina pocela masovno da ga
koristi. Uskoro je zavrSio u svim mogudéim jelima, racunajuci i testa i
mesa: pokazao se i kao dobar konzervans. Sve je postalo slade. I

kaloricnije. Potrosnja Secera po glavi stanovnika se drasticno povedala.

A onda je eksplodirala epidemija gojaznosti, dijabetesa tipa 2 i
kardiovaskularnih bolesti.

U periodu od 1985. do 2010. godine poceli smo da unosimo u svoj
organizam oko 8% kalorija vise, da bismo sada imali ¢ak 750% vise
osoba obolelih od dijabetesa. Ispostavilo se da ovakva statistika ima veze
sa Seéerom. I to nekim tacno odredenim Seéerom?

v Pre Drugog svetskog rata ljudi su na dan unosili 15 g fruktoze

AN

Nakon Drugog svetskog rata unosili su 24 g fruktoze dnevno

AN

Do 1978. godine ova brojka je porasla na 37 g fruktoze na dan

AN

1994. godine unos fruktoze se poveéao na 55 g dnevno

v Danas, ljudi uzimaju oko 72 g fruktoze na dan
Danas populacija dece i tinejdzera unosi 12% dnevnih kalorija samo iz
fruktoze. Glukoza nije ono sto ljubitelji slatkog zele. Njen ukus nije toliko
sladak. Fruktoza jeste i ona je ,,raj za nepca“.


http://www.vitkigurman.com/2012/10/10/istorija-gojaznosti-1-deo/
http://www.vitkigurman.com/2012/10/10/istorija-gojaznosti-1-deo/
http://www.plavikrug.org/
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U cemu je razlika izmedu glukoze i fruktoze?

Glukoza je osnovna energija zZivota.

e Svi organi koriste glukozu: misiéi, jetra, srce, mozak... Pirinac,
ovas, krompir i druge skrobne namirnice se (sporije ili brze)
spretvaraqju u glukozu i koriste kao energija. Za koriséenje energije
u celijama je neophodan insulin, a glukoza ga stimuliSe.

e Ako postoji visak energije, glukoza se ,pretvara“ u rezerve:
glikogen. Ovo se desava sve dok se rezerve glikogena ne napune, i

.....

.....

mogu da koriste samo misiéi i to u toku vezbanja!

Fruktoza ne moze da se koristi kao neposredni izvor energije, jer ne

stimulise lucenje insulina.

e« Kako ne moze odmah da se koristi kao izvor energije, fruktoza se
samo u jetri.

e Pod uslovom da rezerve glikogena u jetri nisu pune, fruktoza ée ih
brzo popuniti. Telo niti moze odmah da koristi fruktozu kao
energiju, niti moze da njome popuni misiéni ,,rezervoar*.

« Cim se zalihe u jetri popune — stvaraju se masti ispod kozZe, oko
unutrasnjih organa i u krvi. I to nije sve: 1994. godine otkriven je
leptin, hormon iz masnih éelija, koji sugeriSe mozgu da je bilo dosta
hrane i da smo siti. Fruktoza je Secer koji uopste ne stimulise
sekreciju leptina. Nakon konzumiranja fruktoze nikada nedete
dobiti signal da ste siti i da vam je fruktoza ,popunila rezerve®. I
naravno, iako je fruktoza prirodan Seder, nismo je nikada ranije
unosili onako kako je danas unosimo: u sokovima, gaziranim
napicima, keksu, zemickama i hlebu, kecapu, perecama i drugim
slanim i slatkim prehrambenim proizvodima. Fruktoza je u prirodi
uvek bila zasSticena vlaknima, a viSe vlakana znaci i veéu sitost.
Nije bilo lako da se dode do velikih kolicina fruktoze. U prirodi
nema neumerene konzumacije fruktoze. Ima je samo onda kada se
konzumiraju preradevine koje imaju kukuruzni (fruktozni) sirup.

Covek je prui stavio na isti tanjir masti i ugljene hidrate (Seéer). Tada smo
postali gurmani. Onda, kada smo vestacki natrpali i jedno i drugo u iste

namirnice — postali smo gojazni.

(preuzeto i modifikovano sa wwuw.vitkigurman.com)
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Covek je oduvek sanjao da zZivi u izobilju hrane. U poslednjih sto
godina taj san mu se i ostvario, a paralelno sa tim opao je i nivo fizicke
aktivnosti. Kao rezultat savremenog nacina zivota javlja se sve vedi broj
metabolickih poremedaja od kojih l[judi danas pate. Kada se vise tih
poremedaja objedini, govorimo o metabolickom sindromu.

1.1 Definicija metabolickog sindroma

Metabolicki sindrom predstavlja skup medusobno povezanih
metabolickih poremecaja koji ukljucuje visceralnu gojaznost, insulinsku
rezistenciju, dislipidemiju i hipertenziju (Basciano i saradnici, 2005). U
zavisnosti od komponenti koje ga sacinjavaju, metabolicki sindrom kao
»majstor prerusavanja“ predstavlja kompleksno oboljenje koje tokom
poslednjih godina zadobija epidemijske razmere (Eckel i saradnici, 2005;

Kassi i saradnici, 2011).

Koncept metabolickog sindroma, kao skupa medusobno
povezanih faktora koji direktno povecavaju rizik za razvoj
kardiovaskularnih oboljenja i dijabetesa tipa 2, postoji ve¢ 80 godina
(Alberti i saradnici, 2005). Kylin je davne 1923. godine opisao
pojedinacne komponente metabolickog poremecaja koje predstavljaju
faktore rizika za kardiovaskularne bolesti, grupiSuc¢i hipertenziju,
hiperglikemiju i giht. Kasnije, tokom 1947. godine, Vague je prvi put
ukazao na znacCaj gojaznosti, a narocCito telesne raspodele masnih
naslaga tokom razvoja metabolickih poremecaja (Vague, 1947).
Savremeni koncept o metabolickom sindromu zapocinje 1988. godine
kada je Reaven grupisao dislipidemiju, hiperglikemiju i hipertenziju, i
nazvao ih Sindrom X. On je smatrao da je insulinska rezistencija
centralna komponenta sindroma (Reaven, 1988). Dvadeset godina
kasnije Reaven-ov sindrom insulinske rezistencije postaje metabolicki

sindrom.

I pored brojnih pokusSaja, joS uvek ne postoji jasno definisan
dijagnosticki kriterijum, kao ni univerzalna definicija metabolickog
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sindroma. Prvu definiciju i kriterijjume za postavljanje dijagnoze
metabolickog sindroma dala je Svetska zdravstvena organizacija 1999.
godine (eng. World Health Organization, WHO), a dve godine kasnije isto
su ucinili eksperti Nacionalnog edukacionog programa za holesterol
(eng. National Cholesterol Education Program’s (NCEP) Adult Treatment
Panel, NCEP/ATP III)([Executive Summary of The Third Report of The
National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on
Detection, Evaluation, And Treatment of High Blood Cholesterol In
Adults (Adult Treatment Panel III), 2001). Konsenzus oko definisanja
dijagnostickih kriterijuma postignut je 2005. godine od strane
Medunarodne federacije za dijabetes (eng. International Diabetes

Federation, IDF) (Alberti i saradnici, 2005).

Slika 1. Osnovne komponente metabolickog sindroma. U osnovne
komponente metabolickog sindroma se ubrajaju insulinska rezistencija,
visceralna gojaznost, dislipidemija i hipertenzija

Iako medu njima postoje razlike u predlozenim referentnim
vrednostima za pojedinacne dijagnosticke kriterijume, sve predlozene
definicije se slazu oko osnovnih komponenti metabolickog sindroma

(Kelliny i saradnici, 2008) (Slika 1):
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1. Insulinska rezistencija koja predstavlja patofizioloSko stanje u kome
su poremeceni i/ili oSteceni bioloski odgovori tkiva na dejstva insulina

oslobodenog iz pankreasa ili apliciranog egzogeno

2. Povecanje koli¢ine masnih naslaga u predelu abdomena koje dovodi
do povecanja ukupne telesne tezine i/ili abdominalne (visceralne)

gojaznosti

3. Dislipidemija koja podrazumeva povecanje nivoa holesterola u
sastavu lipoproteina veoma niske gustine (eng.
very-low-density-lipoprotein, VLDL), smanjenje nivoa holesterola u
sastavu lipoproteina visoke gustine (eng. high-density lipoprotein, HDL)

i/ili visok nivo triglicerida u krvi
4. Hipertenzija ili visok krvni pritisak

U klinickoj praksi se najcesce koristi NCEP ATP-III definicija, koja
kao osnovni kriterijum za dijagnozu metabolickog sindroma
podrazumeva postojanje najmanje tri od pet pratecih faktora rizika u
koje spadaju: visoka koncentracija glukoze (= 6.1 mmol/L), visok krvni
pritisak (= 130/85 mmHg), visok nivo triglicerida (= 1.7 mmol/L), nizak
HDL holesterol (< 1.0 mmol/L kod muS§karaca, < 1.3 mmol/L kod Zena)
i visceralna (abdominalna) gojaznost (obim struka > 102 cm kod

muskaraca, obim struka > 88 cm kod zena) (Grundy i saradnici, 2005).

U novije vreme, poremecaji kao §to su hroni¢no proinflamatorno i
protrombinsko stanje, masna infiltracija jetre (nealkoholicarski
steatohepatitis) (eng. non-alcoholic fatty liver disease) i prestanak
disanja tokom spavanja (eng. sleep apnea) se takode spominju kao
moguci c¢inioci metabolickog sindroma, cineci njegovu definiciju i

patofiziologiju jos slozenijom (Fan i Peng, 2007).
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1.2 Patofiziologija metabolickog sindroma

»Gojaznost nije samo bolest za sebe, vec i pretnja za razvoj drugih bolesti“

(Hipokrat)

Metabolicki sindrom predstavlja Siroko, i jo§ uvek nerazjasnjeno
polje istrazivanja. NajceSce koriScena hipoteza koja opisuje
patofiziologiju metabolickog sindroma se zasniva na insulinskoj
rezistenciji. Smanjena osetljivost tkiva na delovanje insulina dovodi do
povecane sinteze insulina i razvoja kompenzatorne hiperinsulinemije,
poremecaja metabolizma lipida, inflamacije i porasta krvnog pritiska.
Poslednjih godina sve veci broj podataka ukazuje na znacaj gojaznosti
kao centralne komponente u patofiziologiji metabolickog sindroma

(Alberti i Zimmet, 1998).

Prema najnovijem kriterijumu IDF-a, metabolicki sindrom se
oznacava i kao sindrom centralne gojaznosti (eng. central obesity

syndrome) (Ko, 2006).

1.2.1 Gojaznost

Gojaznost je jedan od najstarijih metabolickih poremecaja, a
danas, kao osnovni faktor rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti i
dijabetesa tipa 2, predstavlja vodeci uzroc¢nik smrtnosti (Stothard i
saradnici, 2009). Prema najnovijim podacima svetske zdravstvene
organizacije, do 2015. godine u svetu ce biti gojazno viSe od 700 miliona
ljudi. Americka medicinska asocijacija na svom poslednjem zasedanju
gojaznost definiSe kao bolest (Carter i saradnici, 2013). Gojaznost
nastaje kao posledica naruSavanja ravnoteze izmedu energetskog unosa
i potroSnje i karakteriSe se povecanjem udela masnog tkiva u ukupnoj
masi tela u meri koja dovodi do naruSavanja zdravlja (Haslam i James,

2005).

Mutacije u genu za leptin (ob/ob genotip) ili leptinski receptor

(db/db genotip) uzrokuju retke nasledne slucajeve monogenske
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gojaznosti (Clement i saradnici, 1998; Montague i saradnici, 1997).
Gojaznost moze da nastane i usled urodenih poremecaja enzimskih
sistema znacajnih za metabolizam pojedinih nutrijenata, kao Sto je
enzim FTO (eng. fat mass and obesity-associated protein) koji ima
znacajnu ulogu u metabolizmu masti i regulaciji unosa hrane (Walley i
saradnici, 2009). Polimorfizmi u okviru prvog introna gena koji nosi
informaciju za enzim FTO povezani su sa povecanjem mase tela i veCom
predispozicijim za razvoj gojaznosti (Frayling i saradnici, 2007). Pored
naslednih faktora, i faktori spoljasSnje sredine znacajno doprinose
razvoju gojaznosti. Ishrana koja sadrzi veliku koli¢inu masti i Secera, uz
nedostatak fizicke aktivnosti predstavlja glavni uzroc¢nik sve veceg
porasta prevalence gojaznosti, koja danas poprima karakteristike
epidemije (Dallman i saradnici, 2004; Friedman, 2000; Morton i
saradnict, 2006).

Masno tkivo (adipozno tkivo, telesna masnoca ili salo) predstavlja
posebnu vrstu vezivnog tkiva koje se karakteriSe heterogenoscu celija
koje ga sacinjavaju. Jednu trec¢inu masnog tkiva ¢ine zrele masne celije
(adipociti), dok preostale dve trecine masnog tkiva c¢ine male
mezenhimalne stem celije (eng. mesenchymal stem cell, MSC),
T regulatorne celije, endotelijalne prekursorske celije, celije imunskog
sistema (pre svega makrofagi) i preadipociti u razli¢itim stadijumima
razvoja. Preadipociti imaju sposobnost proliferacije i diferencijacije i
tokom procesa adipogeneze od njih nastaju zreli adipociti (Slika 2)

(Symonds i saradnici, 2012).
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Slika 2. a) Celije masnog tkiva. Jednu treéinu masnog tkiva éine zreli
adipociti, dok preostale dve trecine Cine razli¢ite ¢elije koje imaju znacajnu
ulogu u razvoju i metabolizmu masnog tkiva; b) Adipogeneza. Proliferacija
i diferencijacija mezenhimalne stem celije do stadijuma preadipocita koji
nakon sinteze lipida postaje zreli adipocit

Adipociti se grupiSu u odredenim regionima tela i zajedno sa
drugim celijskim tipovima formiraju depoe masnog tkiva. U telu postoje
dva osnovna depoa masnog tkiva, belo i mrko masno tkivo. Adipociti
poreklom iz belog masnog tkiva se karakteriSu prisustvom jedne velike,
unilokularne masne kapi koja zauzima najveci deo zapremine celije, dok
se citoplazma i jedro nalaze na periferiji Celije. Sa druge strane, adipociti
mrkog masnog tkiva poseduju multilokularnu lipidnu kap i sadrze veliki

broj mitohondrija (Slika 3) (Cinti, 2000; 2005).

a) jedro
Slika 3. Depoi masnog tkiva

a) Belo masno tkivo - adipocit
se sastoji od velike, centralno
postavljene unilokularne masne

kapi, a citoplazma i jedro se
cltoplasiiia nalaze na periferiji celije

b) lipidnakap b) Mrko masno tkivo - najvedci
deo celije ¢ini citoplazma u kojoj
se nalazi veliki broj masnih kapi i
mitohondrija. Jedro je kruznog
oblika i nalazi se blize centru

Celije
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Na celijskom nivou, gojaznost se karakteriSe povecanjem u broju
adipocita (hiperplazija) i/ili povecanjem u njihovoj zapremini

(hipertrofija) (Slika 4) (Hirsch, 1976).

Hipertrofija adipocita nastaje kao rezultat povecane akumulacije
triglicerida u veC postojecim adipocitima. Hiperplazija, koja cesto
podrazumeva adipogenezu, nastaje kao rezultat stvaranja novih
adipocita od prekursorskih celija u masnom tkivu (Bujalska i saradnici,
1999). Oba procesa se javljaju u odgovoru na pozitivni energetski bilans
i nastaju kao posledica povecanog energetskog unosa u poredenju sa

energetskom potroSnjom (Hausman i saradnici, 2001).

Stepen uhranjenosti i gojaznosti se procenjuje na osnovu dva
parametra: indeksa telesne mase (eng. body mass index, BMI) i odnosa
izmedu obima struka i kuka (eng. waist to hip ratio, WHR). Indeks
telesne mase predstavlja odnos telesne tezZine izrazene u kilogramima i

kvadrata telesne visine izrazene u metrima (kg/m?2).

N\

=X
)

\ makrofag
e ~ /

HIPERTROFIJA

Slika 4. Hiperplazija i hipertrofija adipocita. U odgovoru na pozitivan
energetski bilans tokom razvoja gojaznosti dolazi do povecanja broja
adipocita (hiperplazija) i/ili povecanja u njihovoj zapremini (hipertrofija)
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Odrasle osobe se smatraju gojaznim kada je indeks telesne mase
jednak ili vec¢i od 30 (Weisell, 2002). Za procenu stepena gojaznosti u
klinickoj praksi je pored odredivanja indeksa telesne mase neophodno i
poznavanje telesne distribucije masnog tkiva, S§to se postize
odredivanjem vrednosti odnosa izmedu obima struka i kuka izrazenih u

centimetrima (cm) (Pouliot i saradnici, 1994).

Prema distribuciji masnog tkiva u organizmu razlikuju se dva
osnovna tipa gojaznosti: ginoidni tip ili periferna gojaznost i androidni tip

poznat i kao centralna gojaznost (Slika 5) (Vague, 1946).

Ginoidni tip gojaznosti je karakteristican za Zene i naziva se
»2ojaznost u obliku kruske“. Kod ovog tipa gojaznosti dolazi do
nagomilavanja masnih celija pretezno u donjim delovima tela,
oko karlice i na butinama. Cesto se oznacava kao periferna gojaznost i
karakteriSe se nagomilavanjem masnih naslaga potkozno (u obliku

subkutanog masnog tkiva), pretezno u gluteofemoralnoj regiji.

Androidni tip gojaznosti je karakteristiCan za musSkarce i naziva
se i ,gojaznost u obliku jabuke“. Kod ovog tipa gojaznosti masne naslage
se nagomilavaju u gornjim delovima tela, u predelu ramena, grudnog
koSa i abdomena. Glavna karakteristika androidnog tipa gojaznosti je
nakupljanje masnih naslaga u regionima oko unutrasSnjih organa,
unutar abdomena, pa se ove masne naslage nazivaju i
intra-abdominalnim ili visceralnim masnim tkivom (Slika 5). U klinickoj
praksi se stoga ovaj tip gojaznosti naziva i centralna, abdominalna ili
visceralna gojaznost. Visceralna gojaznost se procenjuje merenjem
obima struka i kuka pri ¢emu su utvrdene grani¢ne vrednosti ovog

parametra 0.94 za muskarce i 0.8 za Zene.
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VISCERALNA GOJAZNOST = obim struka/ obim kuka (cm) = 0.94 muskarci

obim struka/ obim kuka (cm) = 0.8 Zzene

\~
............................ AV .,_-.STB.UK MRKO
Tl MASNO
TKIVO
= e IR ' KUK
S e e e R AR - .- .-
VISCERALNO
BELO MASNO -
TKIVO BRI SUBKUTANO
EIT B3 A BELO MASNO
% &3 X TKIVO

GINOIDNI TIP ANDROIDNI TIP
OBLIK KRUSKE OBLIK JABUKE

Slika 5. Ginoidni i androidni tip gojaznosti. Kod ginoidnog tipa
gojaznosti (,oblik kruske®“) masne naslage se nagomilavaju potkozno, u
obliku subkutanog masnog tkiva, dok se androidni tip gojaznosti (,oblik
jabuke“) karakteriSe nakupljanem masnih naslaga u predelu oko
unutrasnjih organa, u obliku visceralnog masnog tkiva

Prevalenca metabolickog sindroma, kao i wucestalost svake
pojedinacne komponente sindroma povecava se direktno sa stepenom
visceralne gojaznosti. Sa klinicko-epidemioloSkog stanovista, visceralna
gojaznost je Cesto najbolji pojedinacni prediktivni faktor rizika za razvoj

metabolickog sindroma.

1.2.2 Visceralna gojaznost

Tradicionalno shvatanje uloge masnog tkiva kao pasivnog organa
Cija je osnovna funkcija skladiStenje energije u obliku triglicerida
promenjeno je u poslednjih tridesetak godina. Otkricem leptina 1994.
godine, hormona poreklom iz masnog tkiva koji ima vaznu ulogu u
regulaciji unosa hrane, masno tkivo pocinje da se posmatra kao aktivan

metabolicki i endokrini organ (Wajchenberg, 2000).
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Sintezom 1 oslobadanjem solubilnih bioaktivnih peptida ili
adipokina (Slika 6), masno tkivo wucestvuje u regulaciji brojnih
fizioloSkih procesa u organizmu kao §to su metabolizam, rast,
energetski bilans, homeostaza glukoze, imunski odgovor, funkcija
simpatikusa i hipotalamusa, vaskularni tonus, reprodukcija i drugo

(Kershaw i Flier, 2004).

leptin
adiponektin
rezistin

preadipocit /
»

L4 adipocit

endotelijalna celija

Slika 6. Masno tkivo kao aktivan endokrini organ. Celije masnog tkiva
ucestvuju u sintezi i oslobadanju brojnih hormona, citokina i faktora rasta
(TNF-a-faktor nekroze tumora a; IL-6-interleukin 6, MCP-1-hemotakti¢ni
protein monocita-1)

U adipokine se svrstavaju brojni hormoni, citokini i faktori rasta
Cija se ekspresija povecava sa akumulacijom visceralnog masnog tkiva i
koji mogu ispoljavati svoje efekte, bilo lokalno, putem autokrine i
parakrine sekrecije, bilo sistemski, putem endokrine sekrecije koja je

kontrolisana neuroendokrinim signalima (Freedland, 2004).

Kao Sto je ve¢ pomenuto, telesna raspodela masnog tkiva ima
vaznu ulogu u patofiziologiji metabolickog sindroma. S obzirom da je
visceralno masno tkivo metabolicki aktivnije u odnosu na subkutano,
povecanje obima struka koje je praceno nagomilavanjem masnih
naslaga oko unutrasnjih organa predstavlja vodeci kardiometabolicki
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faktor rizika (Larsson i saradnici, 1984). Brojne studije na ljudima i
laboratorijskim zivotinjama su pokazale da akumulacija visceralnog
masnog tkiva doprinosi razvoju insulinske rezistencije i pridruzenih
metabolickih poremecaja kao Sto su netolerancija na glukozu, nizak
nivo HDL holesterola, povecanje nivoa triglicerida i hiperetenzija (Pascot
i saradnici, 2000). lako u literaturi ne postoji jasno definisan
mehanizam koji objaSnjava ulogu visceralne gojaznosti u razvoju
karakteristika metabolickog sindroma, veliki broj podataka ukazuje na
znacaj slobodnih masnih kiselina i citokina koji su poreklom iz

visceralnog masnog tkiva.

1.2.2.1 Visceralno masno tkivo i insulinska rezistencija

Prema teoriji lipotoksicnosti, celije visceralnog masnog tkiva
pokazuju vecu osetljivost na lipoliticku stimulaciju od strane centralnog
nervnog sistema (CNS) i slabiji odgovor na antilipoliticko dejstvo
insulina, u odnosu na celije subkutanog masnog tkiva (Faraj i saradnici,
2004). Povecanje lipoliticke aktivnosti u visceralnom masnom tkivu
doprinosi oslobadanju slobodnih masnih kiselina u cirkulaciju. Njihov
priliv u tkiva koja su osetljiva na dejstvo insulina, pre svega u jetru i
miSice, remeti homeostazu insulina, doprinosi smanjenju tolerancije na
glukozu i utice na razvoj insulinske rezistencije. Smanjena sposobnost
insulina da u fizioloSkim koncentracijama ostvari iskoriS¢avanje glukoze
u tkivima dovodi do dodatne sekrecije ovog hormona iz pankreasa, u
cilju odrzavanja optimalnog nivoa Secera u krvi, pri cemu vremenom

dolazi do razvoja hiperinsulinemije (Hamdy i saradnici, 2006).

Brojne studije su pokazale da insulinska rezistencija u uslovima
hiperinsulinemije dovodi do razvoja metabolickih i biohemijskih
poremecaja na nivou jetre, masnog tkiva i skeletnih misSica. Mehanizmi
koji doprinose razvoju ovih poremecaja podrazumevaju smanjeno
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proizvodnje glukoze u jetri procesom glukoneogeneze, povecanje sinteze
triglicerida i VLDL holesterola i posledi¢ni razvoj dislipidemije (Boden,

1998; Svedberg i saradnici, 1990; Wajchenberg, 2000) (Slika 7).

LCE RALNA GOJAZ N@

I - Tantilipoliza ‘ ( 1slobodne masne kiseline u
—— ‘ cirkulaciji —

Tslobodne masne kiseline ujetri

8 HmERNSULNEWﬂ(_‘ Losetljivost na insulin u jetri \ TVLDL ‘
krecija insulin
1per1.fema osetljivost na insulin | Mya L 2 ‘
| periferna tolerancija na glukozu |

Slika 7. Efekti visceralne gojaznosti na razvoj metabolickog sindroma
Modifikovano prema Wajchenberg i sar. (2000)

Takode, smanjen broj insulinskih receptora u jetri usporava
klirens insulina, Sto uz povecan priliv slobodnih masnih kiselina iz
visceralnog masnog tkiva rezultuje nastankom masne infiltracije u jetri.
Insulinska rezistencija u masnom tkivu dodatno doprinosi oslobadanju
novih kolicina slobodnih masnih kiselina i utice na povecanu
produkciju proinflamatornih citokina, kao S$to su faktor nekroze
tumora a (eng. tumor necrosis factor-alpha, TNF-a), interleukin-1 (IL-1) i

interleukin-6 (IL-6) (Miles i saradnici, 1997).

1.2.2.2 Visceralno masno tkivo i inflamacija

Visceralno masno tkivo doprinosi patogenezi metabolickog
sindroma i putem aktivacije inflamatornih procesa i razvoja metabolicke
inflamacije. Gojaznost se CcCesto oznacCava i kao stanje hronicne

inflamacije niskog intenziteta, koje se LkarakteriSe izmenjenom
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produkcijom adipokina i povecanom akumulacijom bioloskih markera
inflamacije, narocCito makrofaga (Weisberg i saradnici, 2003; Wellen 1
Hotamisligil, 2005). Brojne studije su pokazale da je hroni¢na inflamacija
niskog intenziteta ukljucena u razvoj insulinske rezistencije i
endotelijalne disfunkcije. Proinflamatorni citokini TNF-a i IL-6
naruSavaju normalnu aktivnost insulina u adipocitima i miSi¢nim
celijama i imaju znacajnu ulogu tokom razvoja insulinske rezistencije
(lerardi i saradnici, 2010). Studije na pacovima su pokazale da je
koncentracija TNF-a u cirkulaciji u korelaciji sa stepenom gojaznosti i
insulinske rezistencije (Tsigos i saradnici, 1999). U visceralnom masnom
tkivu gojaznih osoba glavni izvor TNF-a predstavljaju adipociti, ali je
tokom poslednjih godina pokazano da oni nisu jedini izvor inflamatornih
citokina. Naime, i neadipozne celije, kao S§to su preadipociti,
endotelijalne celije, fibroblasti, leukociti, a naroc¢ito makrofagi, doprinose
razvoju metabolicke inflamacije (Galic i saradnici, 2010). Kod osoba sa
normalnom telesnom tezinom makrofagi imaju znacaju ulogu u
reparaciji tkiva i angiogenezi, i cCesto se oznacavaju kao M2 ili
yalternativno aktivirani“ makrofagi. Sa druge strane, jedna od glavnih
morfoloskih karakteristika koja se javlja tokom uvecanja masnog tkiva je
povecan priliv M1 ili ,klasi¢no aktiviranih“ makrofaga iz cirkulacije u
masno tkivo (Gordon i Martinez, 2010; Gregor i Hotamisligil, 2011).
Kljuénu ulogu u tim procesima ima proinflamatorni citokin, faktor koji
inhibira migraciju makrofaga (eng. macrophage migration inhibitory

factor, MIF) (Kleemann i Bucala, 2010).

Tokom razvoja gojaznosti, MIF funkcioniSe kao hemoatraktant
koji dovodi do infiltracije M1 makrofaga iz cirkulacije u hipertroficno
masno tkivo. M1 makrofagi se potom nagomilavaju oko nekroticnih
adipocita ili oko ostataka njihovih lipidnih kapi i fomiraju tzv. ,strukture
nalik kruni“ (eng. crown-like structures). Nekroza adipocita predstavlja
poslednji korak u razvoju inflamacije u masnom tkivu (Murano i

saradnict, 2008; Nishimura i saradnici, 2009) (Slika 8).
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Slika 8. Infiltracija M1 makrofaga i formiranje ,strukture nalik kruni“
Modifikovano prema Nishimura i sar. (2008)

Makrofagi u okviru novoformiranih struktura oslobadaju nove
koli¢ine citokina, i na taj nac¢in pogorSavaju inflamaciju u masnom
tkivu. Glavnu ulogu u progresiji metabolicke inflamacije ima
proinflamatorni citokin TNF-a koji dovodi do aktivacije signalnog puta
nuklearnog faktora kappa B (eng. nuclear factor kappa beta, NFkB)
(Wisse, 2004).

Transkripcioni regulator NFkB pripada familiji proteina NFxB
(poznata i kao Rel familija) koja se sastoji od pet ¢lanova: p5S0 (proizvod
NFkB1 gena), p52 (proizvod NFxB2 gena), p65 (poznat i kao RelA), c-Rel
i RelB. Clanovi familije proteina NFxB funkcionisu kao dimeri i svih pet
subjedinica imaju sposobnost da grade homodimere ili heterodimere i
da stupaju u interakciju sa inhibitornim proteinima IkB. NFxkB se u
citoplazmi nalazi u neaktivnoj formi, u vidu heterodimera koji je vezan
sa inhibitornim proteinima IkB. Stimulusi koji aktiviraju signalni put
NFkB, kao Sto su citokini TNF-a i IL-1, aktiviraju kompleks IkB kinaze.
IxkB kinaza fosforiliSe IkB i dovodi do njegovog obelezavanja molekulima

ubikvitina, Sto za posledicu ima njegovu degradaciju u proteazomu.
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Degradacija IkB-a i izlaganje DNK-vezujuceg domena transkripcionog
regulatora NFkB obezbeduje njegov prelazak u jedro, u kome on
ostvaruje svoju funkciju u regulaciji ekspresije brojnih proinflamatornih

gena (Slika 9) (Baker i saradnici, 201 1; Karin i saradnici, 2004).

Visceralno masno tkivo doprinosi razvoju metabolicke inflamacije
i preko produkcije slobodnih masnih kiselina. Visak slobodnih masnih
kiselina dovodi do akumulacije bioaktivnih lipida diacilglicerola i
ceramida koji takode ucestvuju u aktivaciji signalnog puta NFxB (Hajer

i saradnici, 2008; Nguyen i saradnici, 2007) (Slika 9).

Slobodne masne kiseline Fa

TLR4; §, TINFR1

yD

Slika 9. Aktivacija signalnog puta transkripcionog regulatora NFxkB.
Stimulusi (citokini i slobodne masne kiseline) putem vezivanja za
specificne receptore (TNFR1 i TLR4) dovode do aktivacije IkB kinaze koja
fosforiliSe IxkB, dovodi do njegove degradacije i obezbeduje oslobadanje i
prelazak transkripciono aktivne subjedinice NFxB u jedro. Modifikovano
prema Baker i sar. (2011); IKK-IkB kinaza, NEMO-regulatorna subjedinica
IKK, MyD88 i TRAF-adaptorski proteini, NFxB-nuklearni faktor kappa B
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1.3 Etiologija nastanka metabolickog sindroma
»Ako zelis da nesto razumes, posmatraj njegov pocetak i razvoj“

(Aristotel)

Tokom svoje istorije, kada voda i hrana nisu bili lako dostupni,

covek je razvio efikasan metabolicki sistem za koriScenje i skladiStenje
energije. Prema ,hipotezi siromasnog gena“ (eng. the “thrifty gene
hypothesis” upravo raznovrsnost i brojnost gena koji su ukljuceni u
regulaciju energetskog metabolizma organizma omogudili su mu
evolutivnu prednost u smislu adaptacije na izazove sredine i opstanak
vrste. Danas, kada su ljudi smanjili nivo fizicke aktivnosti i kada su
okruzeni izobiljem hrane visoke energetske vrednosti, covek nosi teret
svog evolucionog nasleda. Gojaznost, insulinska rezistencija, poremecaji
u metabolizmu lipida i glukoze, hipertenzija, metabolicka inflamacija i
brojni drugi metabolicki poremecaji predstavljaju progresivne adaptacije
na novonastale uticaje iz spoljasnje sredine. Veliki broj istrazivanja
tokom poslednjih decenija imao je za cilj identifikovanje faktora rizika i
objasnjenje patogeneze ovih stanja. Ipak, etiologija nastanka

metabolickog sindroma je i dalje samo delimi¢no izucena.

1.3.1 Istorijske perspektive upotrebe Secera u ishrani coveka

Covek nije oduvek bio konzument velike koli¢ine Secera, kao S§to
je danas. U dalekoj proslosti ljudi su hranu dobijali lovom i
sakupljanjem plodova i njihova ishrana se uglavnom bazirala na mesu.
U nutritivhom pogledu, nasi preci su unosili veliku koli¢inu proteina,
neSto malo masnoca, dok je unos ugljenih hidrata bio veoma mali. Voce i
bobice su predstavljali glavni izvor ugljenih hidrata. Tokom XV i XVI
veka glavni zasladiva¢ je bio med, ali je i on koriS¢en u ogranicenim
kolic¢inama. Sve do Krstaskih ratova Evropljani nisu bili upoznati sa
Secerom, koji se koristio samo na Bliskom istoku. Konzumacija Secera u

Evropi je bila niska sve do XVIII veka, kada je pocela interkontinentalna
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trgovina sa dalekim zemljama koje su proizvodile Secer. Istovremeno je
doslo i do unapredenja njegove tehnoloSke obrade. Secer se danas nalazi
u gotovo svim prehrambrenim proizvodima. U velikim koli¢inama se
nalazi u gaziranim bezalkoholnim picima, preradevinama od mesa,
mlecnim i pekarskim proizvodima. Takav uticaj prehrambrene industrije
doveo je do znacajnog povecanja unosa fruktoze u ishrani savremenog

coveka (Basciano i saradnici, 2005).

1.4 Ishrana bogata fruktozom kao model metabolickog

sindroma
To slatko prokletstuvo...

Fruktoza ili vo¢ni Secer je ugljeni hidrat koji, zajedno sa glukozom
i galaktozom, pripada grupi monosaharida. Nalazi se u hrani biljnog
porekla, a glavni prirodni izvori fruktoze su voce i med. U industrijskoj
proizvodnji najcesSce se dobija iz SeCerne repe, Secerne trske i kukuruza i
upotrebljava se u obliku kristalne forme, visoko-fruktoznog kukuruznog
sirupa koji predstavlja meSavinu fruktoze (55%), glukoze (42%) i vode
(3%) ili u obliku saharoze (beli Secer) (Hardinge i saradnici, 1965;

Southgate i saradnici, 1978).

1.4.1 Metabolizam fruktoze u jetri

Iako je fruktoza po hemijskoj strukturi slicna glukozi, njihov
metabolizam se znatno razlikuje. Glukoza se apsorbuje iz creva pomocu
kotransportera zavisnog od natrijuma, dok se apsorpcija fruktoze u
crevima deSava procesom olakSanog transporta preko transportnog
proteina za glukozu GLUTS (eng. glucose transporter 5). U jetri, fruktoza

se brzo apsorbuje iz portalne krvi putem transportnog proteina GLUT2
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(eng. glucose transporter 2) (Corpe i saradnici, 1999; Douard i Ferraris,
2008) (Slika 10).

FRUKTOZA GLUKOZA

| cwmeurs |

Fruktoza Glukoza
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Slika 10. Metabolizam fruktoze i glukoze u jetri. Za razliku od glukoze,
metabolizam fruktoze zapocinje fosforilacijom fruktoze u fruktozo-1-fosfat
pri ¢emu se preskace glavni regulatorni korak glikolize. Intermedijeri
metabolizma fruktoze predstavljaju glavne prekursore u sintezi triglicerida.
PEPCK-fosfoenolpiruvat karboksikinaza; ACC-karboksilaza acetil-koenzima
A; FAS-sintaza masnih kiselina; GLUT-transporter za glukozu

Za razliku od glukoze koja se metaboliSe u skoro svim tkivima,
fruktoza se metaboliSe skoro iskljuc¢ivo u jetri. Prvi korak u metabolizmu
fruktoze je fosforilacija fruktoze u fruktozo-1-fosfat uz pomoc¢ enzima
fruktokinaze. Fruktozo-1-fosfat podleze hidrolizi od strane enzima
aldolaze B i transformiSe se u dve trioze, gliceraldehid i
dihidroksiaceton-fosfat, koji je intermedijer glikolize. Fruktoza, dakle,
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ulazi u glikoliticki put preskacuci prvih nekoliko koraka u ovom procesu,
u koje je ukljucena fosfofruktokinaza kao glavni regulatorni enzim
glikolize. Zbog visokog afiniteta enzima fruktokinaze prema fruktozi i
odsustva negativne povratne inhibicije fosfofruktokinaze ATP-om i
citratom, razgradnja fruktoze je prakticno nekontrolisana i dovodi do
produkcije viska triozofosfata (Mayes, 1993). Nastali produkti
metabolizma fruktoze ucestvuju u glukoneogenezi, kao i u putevima
sinteze masnih kiselina i triglicerida (Henry i saradnici, 1991).
Gliceraldehid podleze fosforilaciji do gliceraldehid-3-fosfata, koji se
ukljucuje u formiranje glukoze ili glikogena, ili se dalje razlaze do

piruvata i oksiduje do CO2 i H20 tokom ciklusa trikarboksilnih kiselina.

Jedan deo ugljenikovih atoma poreklom iz metabolizma fruktoze
moze se naci i u molekulima masnih kiselina, putem procesa de novo
lipogeneze. Unos velike koli¢ine fruktoze povecava produkciju piruvata
Sto dovodi do formiranja acetil-koenzima A (eng. acetil-Co-A), glavnog
supstrata za sintezu masnih kiselina. Dihidroksiaceton-fosfat koji
nastaje u prvim koracima metabolizma fruktoze prevodi se u
glicerol-3-fosfat, a potom i u molekul glicerola koji zajedno sa tri
molekula masnih kiselina procesom esterifikacije formira molekul
triglicerida (Mayes, 1993). S obzirom da su intermedijeri metabolizma
fruktoze glavni prekursori za sintezu triglicerida, fruktoza predstavlja
jedan od najlipogenijih nutrijenata (Dekker i saradnici, 2010;

Sheludiakova i saradnici, 2012).

1.4.2 Uticaj ishrane obogacene fruktozom na razvoj

karakteristika metabolickog sindroma

Kao Sto je vec reCeno, upotreba gaziranih i negaziranih
bezalkoholnih napitaka u kojima se fruktoza najceSce nalazi u vidu
visoko-fruktoznog kukuruznog sirupa je dramati¢no povecana tokom

poslednjih nekoliko decenija i smatra se jednim od glavnih uzroc¢nika
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povecanja prevalence gojaznosti i sa njom pridruzenih metabolickih
poremecaja (Basciano i saradnici, 2005; Elliott i saradnici, 2002; Marriott i
saradnici, 2009; Miller i Adeli, 2008). Zasladeni napici sadrze takozvane
sprazne® kalorije (eng. empty calories) koje imaju visoku energetsku, ali
nisku hranljivu vrednost. U odnosu na ¢vrstu hranu, tecna hrana ima
drugaciji uticaj na osecaj sitosti, pri ¢emu lako dolazi do njenog
prekomernog unosa. Tecna hrana ne zahteva zvakanje, Sto dovodi do
smanjenog odgovora pankreasa i do smanjene sekrecije insulina. Ona
brze prolazi kroz zZeludac u odnosu na ¢vrstu hranu i ne uzrokuje
dovoljnu produkciju hormona grelina, koji sluzi kao signal iz
gastrointestinalnog trakta za inhibiciju unosa hrane (Havel, 2005).
Studije u kojima su analizirani endokrini i metabolicki efekti
napitaka zasladenih glukozom i fruktozom su pokazale da od svih Secera
koji se koriste kao zasladivaci fruktoza najvise doprinosi poremecajima u
regulaciji unosa hrane i razvoju gojaznosti (Stanhope i Havel, 2008a).
Dugoroc¢na ishrana koja sadrzi veliku koli¢inu fruktoze dovodi do razvoja
leptinske i insulinske rezistencije, poremecaja u metabolizmu lipida i
razvoja visceralne gojaznosti (Tappy i Le, 2010). Fruktoza izaziva osecaj
sitosti koji krace traje nego osecaj sitosti poreklom od iste koli¢ine
glukoze. Za razliku od glukoze, povecan unos fruktoze dovodi do
poremecaja u signalnim putevima nekoliko neuroendokrinih faktora koji
imaju vaznu ulogu u dugorocnoj regulaciji energetskog bilansa (Aller i
saradnici, 2011; Bray i saradnici, 2004). U odnosu na glukozu, fruktoza
izaziva manji nivo sekrecije insulina iz -Celija pankreasa, najverovatnije
usled nedostatka transportera GLUTS na membranama [-celija (Curry,
1989). lako fruktoza ne stimuliSe sekreciju insulina, pokazano je da
nakon ishrane koja je obogacena fruktozom dolazi do smanjene
osetljivosti na insulin i razvoja hiperinsulinemije i/ili insulinske
rezistencije (Le i saradnici, 2009; Reaven i saradnici, 1990). Takode,
pokazano je da fruktoza doprinosi poremecajima u regulaciji unosa
hrane i na nivou CNS-a putem smanjenja produkcije leptina i razvoja
leptinske rezistencije (Botezelli i saradnici, 2010; Shapiro i saradnici,

| 23



uvoD

2008). Poremecaji u leptinskoj signalizaciji predstavljaju jedan od
mogucih mehanizama kojim ishrana koja sadrzi veliku koli¢inu fruktoze
doprinosi razvoju gojaznosti i metabolickog sindroma (Scarpace i Zhang,

2009).

Istrazivanja koja su poredila pojedinacne efekte fruktoze, glukoze
i saharoze na povecanje telesne tezine pokazala su da fruktoza, ali ne i
glukoza, stimuliSe de novo lipogenezu u jetri i doprinosi povecanju
koncentracije triglicerida u cirkulaciji nakon obroka (Khitan i Kim, 2013;
Tappy i saradnici, 2013). Istrazivanja na ljudima i laboratorijskim
pacovima su pokazala da ishrana obogacena fruktozom dovodi do
smanjenja nivoa lipidne oksidacije, Sto zajedno sa povecanom koli¢inom
triglicerida doprinosi akumulaciji masnih naslaga i razvoju gojaznosti
(Kelley i saradnici, 2004; Le i saradnici, 2009). Kao rezultat povecane
lipogene aktivnosti, fruktoza dovodi do povecanja nivoa lipida i u
razvojem masne infiltracije jetre i sistemske insulinske rezistencije, koje
zajedno sa visceralnom gojaznoScu Cine osnovu metabolickog sindroma

(Havel, 2005; Jurgens i saradnici, 2005).

1.5 Glukokortikoidni hormoni i razvoj metabolickog

sindroma

Glukokortikoidni hormoni, zajedno sa mineralokortikoidnim i polnim
hormonima, pripadaju klasi steroidnih hormona. Glukokortikoidi se
nazivaju i hormonima stresa jer spadaju u najvaznije hormone koji se
sekretuju u odgovoru organizma na stres (Datson i saradnici, 2001;

McEwen, 2008).
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1.5.1 Sinteza i sekrecija glukokortikoidnih hormona

Glukokortikoidi se sintetiSu iz holesterola i oslobadaju iz kore
nadbubrezne Zljezde pod kontrolom hipotalamusa i hipofize, kao krajnji

produkti hipotalamo-hipofizno-adrenokortikalne (HHA) ose (Slika 11).

s ) Slika 11. Hipotalamo-hipofizno-
P Hi_Pf’i‘f‘-mP“S \ adrenokortikalna osa.
;~ U l-\v-——f——\ Paraventrikularna jedra
' hipotalamusa oslobadanjem
+ J kortikotropin-oslobadajuceg
, Paravenﬁiku]é.‘ma hormona (CRF) kontrolisu lucenje
Hjpotalamus +— jedra/ adrenokortikotropnog hormona
= >~/ (ACTH) iz hipofize. ACTH stimulise
CRF oslobadanje kortikosterona ili
PrednjireZanj hipofize 1 > kortizola iz korteksa nadbubrezne
' - zljezde
ACTH
Nadbubrezna zlezda ’£ -

GLUKOKORTIKOID[——

Hipotalamus, i to posebno paraventrikularna jedra hipotalamusa,
predstavljaju primarnu strukturu CNS-a koja je ukljuc¢ena u regulaciju
HHA ose. Ova jedra su glavno mesto sinteze peptida, oslobadajuceg
faktora kortikotropina (eng. corticotrophin releasing factor, CRF), koji je
glavni regulator sinteze i sekrecije adrenokortikotropnog hormona (eng.
adrenocorticotropic hormone, ACTH) iz hipofize. CRF putem hipofiznih
portalnih sudova dospeva do prednjeg reznja hipofize, gde dovodi do
stimulacije sinteze 1 sekrecije prekursorskog peptida ACTH,
proopiomelanokortina (POMC), i posledicno samog ACTH. ACTH
osloboden u krvotok indukuje sintezu i sekreciju glukokortikoidnih
hormona iz fascikularne zone kore adrenalne Zzljezde (Engelmann i

saradnici, 2004). Sintetisani glukokortikoidi dospevaju u krv, gde se
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neaktivne forme najvecim delom transportuju u slobodnom obliku, dok
se aktivni glukokortikoidi vezuju za kortikosteroid-vezujuci globulin, i
delom za albumin (Dunn i saradnici, 1981). Obrazac sekrecije
glukokortikoidnih hormona ima cirkadijalni ritam. Kod ljudi, maksimum
sekrecije aktivnih formi glukokortikoida se javlja u ranim jutarnjim
casovima, dok se minimum javlja oko ponocCi. Situacija je obrnuta kod
zivotinja koje su aktivne nocu, kao Sto su pacovi (Wang, 2005). Aktivnost
HHA ose je regulisana mehanizmom negativne povratne sprege koja
funkcioniSe na nekoliko nivoa. Kada su u cirkulaciji prisutne visoke
koncentracije glukokortikoida, oni mehanizmom negativnhe povratne
sprege deluju na adenohipofizu i hipotalamus, inhibirajuc¢i sintezu
hormona CRF i ACTH (Keller-Wood i Dallman, 1984). Pored ove, dugacke
negativne povratne sprege, postoji i kratka, kao i ultrakratka negativna
povratna sprega. Kratkom povratnom spregom ACTH deluje na
hipotalamus inhibirajuci sintezu CRF, a ultrakratkom CRF iz sistemske
cirkulacije inhibira sopstvenu sintezu (Calogero i saradnici, 1988)
(Slika 11).

U celiji se glukokortikoidi nalaze u dve forme: aktivnoj (kortizol
kod ljudi i kortikosteron kod pacova) i neaktivnoj formi (kortizon kod
ljudi i 11-dehidrokortikosteron kod miSeva i pacova) (Joels i de Kloet,

1994).

Koncentracija aktivnih formi glukokortikoidnih hormona u celiji je
regulisana na viSe nacina. Endokrina kontrola putem aktivnosti HHA
ose obezbeduje konstantan nivo glukokortikoida u cirkulaciji. Sa druge
strane, unutarcelijska koncentracija glukokortikoidnih hormona se
znatno menja u odgovoru na fizioloSke uslove u celiji i pod kontrolom je
enzima koji ucestvuju u unutarcelijskom metabolizmu hormona koji se
oznaCava i kao prereceptorski metabolizam (Tomlinson i saradnici,

2004a).
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1.5.1.1 Prereceptorski metabolizam glukokortikoidnih hormona

Prereceptorski metabolizam glukokortikoidnih hormona predstavlja
vazan faktor regulacije unutarcelijske koncentracije glukokortikoida
putem interkonverzije aktivnih formi glukokortikoida (kortizola i
kortikosterona) i njihovih neaktivnih, 11-keto metabolita (kortizona i
dehidrokortikosterona), koju katalizuje enzim 110 hidroksisteroid
dehidrogenaza (11BHSD) (Seckl i Walker, 2001; Walker i saradnici,
2001). Okarakterisane su dve izoforme enzima 11BHSD koje su
odgovorne za tkivno-specificnu interkonverziju glukokortikoidnih
hormona: 11f hidroksisteroid dehidrogenaza tipa 1 (11BHSD1) i 110
hidroksisteroid dehidrogenaza tipa 2 (11PHSD2) (Slika 12) (Draper i
Stewart, 2005).

11-DEHIDROKORTIKOSTERON
KORTIKOSTERON

KORTIKOSTERON
aktivnaforma
11pHSD2
CP@H NAD - zavisna : CI'@H
C=0 N C=
HO DEHIDROGENAZAV // o
0 0
11BHSD1

NADP(H) - zavisna

Slika 12. Prereceptorski metabolizam glukokortikoida.
Modifikovano prema Draper i sar. (2005). G6P-glukozo-6-fosfat;
6PG-6-fosfoglukonat
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Izoforme su proizvodi razlicitih gena i imaju razlicite kataliticke
sposobnosti, fizioloSke uloge i tkivau rasprostranjenost (Tomlinson i

saradnici, 2004b; Walker i Stewart, 2003).

Enzim 11BHSD2 je dehidrogenaza zavisna od nikotinamid adenin
dinukleotida (NAD-a) koja katalizuje oksidaciju aktivnih formi
glukokortikoida u metabolicki neaktivne forme (Gathercole i Stewart,
2010; Sandeep i Walker, 2001). Ovaj enzim pre svega sluzi za
inaktivaciju  glukokortikoidnih  hormona u  ciljnim  tkivima
mineralokortikoidnih hormona, kao Sto su bubrezi, placenta, pljuvacne
i znojne zljezde (Brown i saradnici, 1996; Sandeep i saradnici, 2004). Na
ovaj nacCin, mineralokortikoidni receptor se Stiti od vezivanja
glukokortikoidnih hormona za koje ima visok afinitet i povecava se
njegova specificnost za vezivanje aldosterona (Stewart, Corrie et al.
1988; Funder, Pearce et al. 1990). Tokom razvica, u placenti i tkivima
fetusa postoji visok nivo 11BHSD2, c¢ime se fetus Stiti od dejstva
glukokortikoidnih hormona majke koji mogu da uticu na smanjenje
telesne tezine novorodenceta, ali i na razvoj hipertenzije, hiperglikemije i
poremecaja u ponasSanju u odraslom dobu (Diaz i saradnici, 1998;

Nyirenda i saradnici, 1998).
Za razliku od enzima 113HSD2, 11BHSD1 je

oksoreduktaza/dehidrogenaza zavisna od nikotinamid adenin
dinukleotid fosfata (eng. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate,
NADP(H)). Enzim 11BHSD1 predominantno funkcioniSe kao reduktaza i
dovodi do lokalnog povecanja koncentracije aktivnih formi
glukokortikoida u metabolicki aktivnim organima, kao S§to su jetra,
Stewart, 2010; Sandeep i Walker, 2001). Njegova reduktazna aktivnost
je zavisna od prisustva kofaktora NADPH, cija je sinteza rezultat
aktivnosti enzima heksozo-6-fosfat dehidrogenaze (eng.
hexose-6-phosphate dehydrogenase, H6PDH). Naime, NADPH nastaje od
NADP* u reakciji u kojoj enzim HO6PDH prevodi glukozo-6-fosfat
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poreklom iz citoplazme u  6-fosfoglukonat unutar lumena
endoplazmaticnog retikuluma (Slika 12) (Draper i Stewart, 2005).
Protein H6PDH je fizicki spregnut sa enzimom 11BHSD1 na unutrasnjoj
povrSini membrana endoplazmaticnog retikuluma gde odrzava
redukcioni potencijal neophodan za aktivnost 113HSD1 i predstavlja
glavnu kontrolnu tacku njegove enzimske aktivnosti (Bwalska i
saradnici, 2005). Istrazivanja na miSevima kojima nedostaje enzim
H6PDH (knockout HoPDH -/- miSevi) su pokazala da u odsustvu H6PDH
ne dolazi do aktivacije glukokortikoidnih hormona. U takvim uslovima,
enzim 11BHSD1 funkcioniSe kao dehidrogenaza (Atanasov i saradnici,

2008; Banhegyi i saradnici, 2004; Bujalska i saradnici, 2005).

1.5.2 Molekularni mehanizmi delovanja glukokortikoidnih

hormona

Glukokortikoidni hormoni svoje efekte na razliCite celijske procese
ostvaruju  vezivanjem = za  specificni  unutarcelijski  receptor,

glukokortikoidni receptor (GR).

Glukokortikoidni receptor pripada filogenetski konzerviranoj
superfamiliji jedarnih receptora u koje spadaju i receptori za druge
steroidne hormone (mineralokortikoide, androgene, progestine,
estrogene), receptori za vitamin D, tireoidne hormone i retinoi¢nu
kiselinu, kao i veliki broj ,receptora siroc¢ica“ (eng. orphan receptors) za

koje jos nisu identifikovani specificni ligandi (Evans, 1988).

GR se sastoji iz tri funkcionalna domena (Slika 13):
N-terminalnog domena (eng. N-terminal transactivation domain, NTD),
centralnog domena za vezivanje za DNK (eng. DNA-binding domain,
DBD) koji u svojoj strukturi sadrzi Zn?*-prste i C-terminalnog domena
za vezivanje hormona (eng. ligand-binding domain, LBD). C-terminalni

domen pokazuje i transaktivirgjucu funkciju (region AF-2), dok
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N-terminalni region reguliSe transkripciju nezavisno od vezivanja

hormona (region AF-1) (McMaster i Ray, 2007).

DNK-vezujuéi domen

AF2
AFT TZn[7Zn] | L

N-terminalni domen C-terminalni domen

Slika 13. Funkcionalni domeni glukokortikoidnog receptora

U odsustvu liganda GR se u citoplazmi nalazi u okviru
multiproteinskog Saperonskog kompleksa molekulske mase 300 kDa
(Pratt i saradnici, 2004) u C¢iji sastav ulazi sam receptor, odnosno
subjedinica velicine 94 kDa koja vezuje steroid (apo-receptor), dva
molekula proteina toplotnog Soka Hsp90 (eng. heat shock protein, Hsp),
po jedan molekul HspS6 i Hsp70, protein molekulske mase 59 kDa
(pS9), imunofilini FK506-vezujuce klase i rapamicin-vezujuce klase i
protein molekulske mase 23 kDa (p23) (Pratt i saradnici, 1996)
(Slika 14). U odsustvu hormona, multiproteinski kompleks je neaktivan
i prolazi kroz stalne cikluse disocijacije, kao i ATP-zavisne i
Hsp70-zavisne reasocijacije (Hutchison i saradnici, 1993). Nakon ulaska
u celiju procesom olakSane difuzije, glukokortikoidni hormoni se
reverzibilno vezuju za GR i formiraju aktivni kompleks hormon-receptor.
Kao posledica ove interakcije dolazi do niza alostericnih promena
receptora koje su oznacene kao aktivacija ili transformacija. Tokom
procesa aktivacije dolazi do ireverzibilne disocijacije receptora iz
multiproteinskog kompleksa, dimerizacije i delimicno fosforilisan
receptor postaje hiperfosforilisan. Konformacionim promenama dolazi do
izlaganja dela receptora koji nosi signal za lokalizaciju u jedro Sto
omogucava kompleksu hormon-receptor da prede u jedro. U jedru dolazi
do aktivacije njegove aktivnosti kao transkripcionog regulatora.
Aktivirani receptor moze da utiCe na transkripciju na dva nacina:

direktno, vezivanjem za specificnu regulatornu sekvencu regulisanu
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glukokortikoidima (eng. glucocorticoid responsive element, GRE)
(Slika 14) ili indirektno, interakcijom sa drugim transkripcionim
regulatorima bez direktnog vezivanja za DNK (Bamberger i saradnici,
1996; Lu i Cidlowski, 2004; Schaaf i Cidlowski, 2002). U promotorima
nekih gena vezivanje aktiviranog kompleksa hormon-receptor za
negativne GRE (nGRE) sekvence dovodi do inhibicije transkripcije, s tim
Sto u interakciji sa drugim transkripcionim regulatorima (NFxB) moze

dovesti i do stimulacije (Almawi i Melemedjian, 2002).

() KORT
. SN

Aktiviran

G
3 hswo monomer GR-a
FXBPS2 hsp90 b:’

Dimerizacija
[) ,—) Transkripcija
mm'n‘/m AVTANATY

GRE

Slika 14. Aktivacija signalnog puta GR-a. Neaktivni GR se nalazi u
citoplazmi vezan za multimerni Saperonski kompleks. Vezivanjem liganda
dolazi do disocijacije Saperona i aktivacije receptora
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1.5.3 FizioloSka uloga glukokortikoidnih hormona

Glukokortikoidni hormoni modulisu veliki broj fizioloskih funkcija
ukljucenih u metabolicke, inflamatorne i bihejvioralne procese. Ovi
hormoni imaju nezaobilaznu ulogu u odrzavanju homeostaze i njihovi
efekti se ostvaruju u svakom organskom sistemu organizma. Tokom
kratkorocnog delovanja glukokortikoidi omogucavaju organizmu da se
na adekvatan nacin izbori sa fizickim i psihickim stresom. Oni stimuliSu
razlaganje ugljenih hidrata i proteina i imaju efekte na skladiStenje i

razlaganje lipida (Havel, 2001; Wang, 2005).

Metabolicki efekti glukokortikoida su povezani sa poremecajima
koji se javljaju u stanju hepaticne i periferne insulinske rezistencije,
gojaznosti, dislipidemije, unosa hrane i poremecaja u metabolizmu

glukoze (Walker, 2006).

Glukokortikoidni hormoni deluju kao antagonisti insulina,
povecavaju nivo Secera u krvi i smanjuju unos Secera u periferna tkiva
¢ime doprinose razvoju insulinske rezistencije. Ovi hormoni stupaju u
interakciju sa transporterima za glukozu i sprecavaju njihovu
translokaciju na plazma membranu, i na taj nacin smanjuju unos
glukoze u jetru i periferna tkiva (Dallman i saradnici 2004).
Glukokortikoidi deluju i na B-celije pankreasa gde inhibiraju sekreciju
insulina (Delaunay i saradnici, 1997), dok u jetri povecavaju aktivnost
enzima koji su ukljuceni u procese sinteze masnih kiselina i
glukoneogeneze.  Naime, glukokortikodni  hormoni  povecavaju
transkripciju gena za glavne enzime ukljuene u proces
glukoneogeneze, kakvi su fosfoenolpiruvat karboksikinaza (eng.
phosphoenolpyruvate carboxykinase, PEPCK) i glukozo-6-fosfataza (eng.
glucose-6-phosphatase, G6P) (Hanson i Reshef, 2003).

Pored opisanih funkcija, glukokortikoidi imaju znacajnu ulogu i
kao vazni regulatori homeostaze lipida. Ovi hormoni mogu da ostvaruju

razlicite metabolicke funkcije u masnom tkivu, u zavisnosti od duzine
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trajanja, energetskog statusa u celiji i tipa masnog tkiva (Slika 15). U
visceralnom masnom tkivu, oni mogu da uticu na diferencijaciju
adipocita koja je pracena sintezom lipida, Sto dovodi do povecanja mase

masnog tkiva (Ailhaud i saradnici, 1991; Samra i saradnici, 1998).

Subkutano Visceralno
masno tkivo masno tkivo

BN 11BHSD1. f
ratkoroéni efekti- 5@ . 17 ag’
lipoliza - 258 0%
‘ lunos glukoze \"""\'j_f__j" tkivna amplifikacija
L " glukokortikoidnih
l hormona

Dugorocni efekti
lipogeneza
adipogeneza

Slika 15. Dvojaka uloga glukokortikoidnih hormona u metabolizmu
lipida
Nasuprot tome, u subkutanom masnom tkivu glukokortikoidi
uticu na procese oksidacije i razlaganje lipida Sto dovodi do oslobadanja
masnih kiselina u cirkulaciju i razvoja sistemske insulinske rezistencije

(Bjorntorp, 1996; Mattsson i Olsson, 2007).

Glukokortikoidni hormoni su i vazni regulatori imunskog sistema
i inflamatornih procesa. Pokazano je da mogu da utiCu na smanjenje
ekspresije brojnih proinflamatornih citokina kao §to su IL-1, TNF-a i
IL-6, ali i na povecanje ekspresije antiinflamatornih citokina kao Sto su
interleukin 10 (IL-10) i transformiSuc¢i faktor rasta tipa [ (eng.
transforming growth factor B, TGF-f) (Franchimont i saradnici, 2002).
Glukokortikoidi deluju i kao imunomodulatori, jer u zavisnosti od
koncentracije i vremena delovanja mogu da dovedu i do aktivacije i do

supresije  imunskog odgovora u celiji. Tokom inflamacije,
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proinflamatorni citokini aktiviraju HHA osu Sto dovodi do povecane
produkcije  glukokortikoida, koji sa druge strane svojim
imunosupresivnim dejstvom uticu na smanjenje inflamacije u celiji

(Grundy i saradnici, 2008).

Glukokortikoidni hormoni imaju vaznu ulogu i u CNS-u gde
ucestvuju u regulaciji kognitivnih i neuroendokrinih funkcija, kao i u
promenama raspoloZzenja 1 ponaSanja. Posebno znacajan aspekt
delovanja ovih hormona na CNS predstavlja njihova sposobnost da
modulisu unos hrane (Buckingham, 2006; Chrousos i Kino, 2007). Naime,
glukokortikoidni hormoni, sa jedne strane, a insulin i leptin, sa druge,
imaju reciprocne efekte na unos hrane i skladiStenje energetskih rezervi
u perifernim tkivima. Pokazano je da u CNS-u, insulin i leptin inhibiraju,
dok glukokortikoidi stimuliSu apetit. Pretpostavlja se da glukokortikoidi
svoje efekte na wunos hrane i energetsku homeostazu ostvaruju
delovanjem na centre za glad u specificnim regionima mozga i
stimulacijom ekspresije neuropeptida Y (eng. neuropeptide Y, NPY
(Schwartz i saradnici, 2000; Strack i saradnici, 1995). Kod ljudi i pacova
povecan nivo glukokortikoida dovodi do stimulacije unosa hrane koja
sadrzi velike kolicine Secera i koja se naziva i ,hranom utehe“ (eng.

comfort foods) (Peckett i saradnici, 2011).

1.5.4 Uloga glukokortikoidnih hormona u metabolickim

poremecdajima

Vague i Garrigues su joS davne 1956. godine ukazali na znacaj
glukokortikoida u telesnoj distribuciji masnih naslaga, narocCito na
akumulaciju u predelu oko unutrasnjih organa i razvoj visceralne

gojaznosti (Vague i Garrigues, 1956).

Dugoroc¢ni efekti glukokortikoida dovode do razvoja brojnih

metabolickih poremecaja i klinickih sindroma. Najbolji primer za to su
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osobe sa KusSingovim sindromom (eng. Cushing's syndrome), kod kojih
hroni¢no visoki nivo glukokortikoidnih hormona u cirkulaciji uzrokuje
razvoj gojaznosti, hipertenzije, poremecaja u metabolizmu lipida i
imunskom odgovoru. Kod pacijenata sa KuSingovim sindromom uocava
se redistribucija masnog tkiva u telu i dolazi do akumulacije masnih
naslaga u predelu abdomena, vrata i obraza i povecava se koli¢ina
visceralnog masnog tkiva (Macfarlane i saradnici, 2008). Takav obrazac
centralne akumulacije masnog tkiva, koji je pracen i poremecajima u
metabolizmu glukoze i insulinskom rezistencijom, veoma je slican
klinickoj slici metabolickog sindroma i ukazuje na znacajnu ulogu

glukokortikoidnih hormona u njegovoj patogenezi (Newell-Price, 2008).

Povecan nivo glukokortikoida, bilo da je posledica povecane
aktivnosti HHA ose (Rebuffe-Scrive i saradnici, 1988), ili mutacija u
odredenim genima (Liu i saradnici, 2003), povezan je sa razvojem
gojaznosti, insulinske rezistencije i dislipidemije (Friedman i saradnici,
1996; Veyrat-Durebex i saradnici, 2012). Za razliku od KuSingovog
sindroma, koji se karakteriSe povecanjem nivoa aktivnih formi
glukokortikoidnih hormona u plazmi, osobe sa metabolickim sindromom
imaju normalan, ili ¢ak smanjen, nivo glukokortikoidnih hormona u
cirkulaciji usled povecanog klirensa reduktazama A-prstena (Sa i 5f
reduktaze) (Drake i saradnici, 2005; Tomlinson i saradnici, 2008). U
slucaju metabolickog sindroma dolazi do promene u metabolizmu
glukokortikoida u metabolicki aktivnim tkivima, pre svega do povecanja
nivoa aktivnih formi glukokortikoida u visceralnom masnom tkivu (Seckl

i saradnici, 2004).

Istrazivanja na ljudima i pacovima su pokazala da enzim
11BHSD1 ima vaznu ulogu u patogenezi metabolickog sindroma i
gojaznosti. Kod gojaznih ljudi (Wake i saradnici, 2003), kao i kod
eksperimentalnih Zivotinja koje su model gojaznosti (Livingstone i
saradnici, 2000), povecana je ekspresija iRNK za enzim 11BHSD1 u

visceralnom masnom tkivu. MiSevi kojima nedostaje enzim 113HSD1
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(knockout 11BHSD1 -/- miSevi) su vijabilni, sposobni za normalnu
reprodukciju i imaju normalan zivotni vek. Ishrana koja sadrzi veliki
koli¢inu masnoce kod njih ne dovodi do naruSavanja tolerancije na
glukozu i insulinske osetljivosti (Kotelevtsev i saradnici, 1997; Masuzaki i
saradnici, 2001; Morton i saradnici, 2004). Sa druge strane, kod miSeva
koji imaju povecan nivo enzima 11BHSD1 u jetri dolazi do razvoja
insulinske rezistencije, dislipidemije i hipertenzije, ali ne i do gojaznosti
(Paterson i saradnici, 2004). Suprotno tome, povecan nivo 11HSDI1 u
masnom tkivu doprinosi razvoju visceralne gojaznosti, hiperinsulinemije
i insulinske rezistencije, i koristi se kao miSji model metabolickog

sindroma (Masuzaki i saradnici, 2001).

1.6 Metabolizam lipida u masnom tkivu

Masno tkivo ima vaznu regulatornu ulogu u odrzavanju
energetske homeostaze putem skladiStenja ili oslobadanja energije u
zavisnosti od energetskih potreba organizma. Tokom perioda pozitivnhog
energetskog stanja u celiji (povecan unos hrane i/ili nizak nivo fizicke
aktivnosti) viSak energije se skladisti u masnom tkivu u formi triglicerida
procesom lipogeneze. U uslovima energetskog deficita (gladovanje i/ili
povecana fizicka aktivnost) aktivira se proces lipolize koja putem
hidrolize triglicerida dovodi do oslobadanja masnih kiselina u

cirkulaciju.

1.6.1 Lipoliza

Lipoliza ili razlaganje lipida skladiStenih u formi triglicerida je
viSestepeni proces oslobadanja energije koji je regulisan aktivnoScu tri
enzima: lipaze triglicerida adipocita (eng. adipose triglyceride lipase,
ATGL), lipaze osetljive na dejstvo hormona (eng. hormone-sensitive

lipase, HSL) i lipaze monoacilglicerola (eng. monoacilglicerol lipase, MGL).
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U cCelijama masnog tkiva, ATGL katalizuje prvi korak lipolize pri ¢emu se
molekul triacilglicerola prevodi u molekul diacilglicerola uz oslobadanje
jednog molekula masnih kiselina. Primarna funkcija enzima HSL je
razlaganje molekula diacilglicerola na monoacilglicerol i joS jedan
molekul masne kiseline. Enzim MGL katalizuje poslednji korak lipolize i
odgovoran je za razlaganje monoacilglicerola na glicerol i trec¢i molekul
masnih kiselina (Carmen i Victor, 2006; Zechner i saradnici, 2012)
(Slika 16). Masne kiseline se kroz cirkulaciju prenose vezane za albumin
ili u formi triglicerida unutar hilomikrona ili VLDL-a (Large i saradnici,
2004). Enzim lipaza lipoproteina (eng. lipoprotein lipase, LPL), koja se
nalazi na spoljasnjoj povrsSini adipocita, katalizuje oslobadanje masnih
kiselina iz hilomikrona ili VLDL-a omogucavajuc¢i na taj nacin njihov
unos u adipocite, gde masne kiseline podlezu reesterifikaciji i

skladistenju u formi triglicerida (Macfarlane i saradnici, 2008).

1.6.2 Lipogeneza

Ishrana koja sadrzi veliku koli¢inu ugljenih hidrata znacajno
doprinosi povecanju de novo lipogeneze. De novo lipogeneza predstavlja
metabolicki put sinteze masnih kiselina poreklom od supstrata koji nisu
lipidne prirode (Strable i Ntambi, 2010). Novija istrazivanja pokazuju da
pored jetre, i masno tkivo ima znacajnu ulogu u procesima de novo
lipogeneze. Glavnu ulogu u tim procesima imaju enzim karboksilaza
acetil-koenzima A (eng. acetyl-CoA carboxylase, ACC) i multifunkcionalni
enzim sintaza masnih kiselina (eng. fatty acid synthase, FAS). Enzimi
ACC i FAS katalizuju sintezu masnih kiselina polazec¢i od centralnog
metabolickog intermedijera, acetil-koenzima A (Breton, 2013; Moro 1

saradnici, 2008) (Slika 16).
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Slika 16. Metabolizam lipida. Modifikovano prema Moro i sar. (2008)

SMK-slobodne masne kiseline; TAG-triacilglicerol; DAG-diacilglicerol;
MAG-monoacilglicerol; HSL-lipaza osetljiva na dejstvo hormona; ATGL-lipaza
triglicerida adipocita; MGL-lipaza monoacilglicerola; ACS-sintaza acil-koenzima A;
FAS-sintaza masnih kiselina; ACC-karboksilaza acetil-koenzima A;
DGAT-aciltransferaza diglicerida; MGAT-aciltransferaza monoglicerida;
GPAT-aciltransferaza glicerol fosfata; CPT-1-palmitoiltransferaze karnitina tipa 1

1.6.3 Hormonska regulacija metabolizma lipida u masnom tkivu

Glukokortikoidni hormoni su, pored insulina i kateholamina,
kljuéni regulatori energetskog metabolizma u masnom tkivu (Peckett i
saradnici, 2011). lako su molekularni mehanizmi samo delimi¢no
izuceni, veliki broj podataka ukazuje da glukokortikoidni hormoni
ostvaruju viSestruke, dozno-zavisne efekte na metabolizam lipida u
masnom tkivu. U zavisnosti od koli¢ine, vremena izlaganja, energetskog
statusa u celiji kao i tipa masnog tkiva, glukokortikoidni hormoni uticu
na aktiviciju lipolize, ali i na aktivaciju lipogeneze i/ili adipogeneze
(Dallman i saradnici, 2007; Rosmond i Bjorntorp, 2000; Wang i saradnici,
2012b) (Slika 17).
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Delujuci antagonisticki u odnosu na insulin, glukokortikoidni
hormoni stimuliSu oslobadanje masnih kiselina iz zrelih adipocita putem
povecanja transkripcije gena koji nose informaciju za glavne enzime
lipolize, HSL i ATGL (Campbell i saradnici, 2011; Xu i saradnici, 2009).
Iako se na ulogu glukokortikoida u metabolizmu lipida dugi niz godina
gledalo u svetlu njihove lipoliticke aktivnosti, sve vec¢i broj podataka
ukazuju i na antilipoliticku aktivnost glukokortikoidnih hormona i
njihovu ulogu u razvoju gojaznosti (Peckett i saradnici, 2011). Delujuci
zajedno sa insulinom, glukokortikoidi povecavaju ekspresiju gena koji su
ukljuceni u procese sinteze triglicerida i vazni su regulatori
diferencijacije adipocita (Azzout-Marniche i saradnici, 2000). lako
molekularni mehanizmi nisu potpuno razjasSnjeni, podaci ukazuju da
poviSen nivo glukokortikoidnih hormona u masnom tkivu moze doprineti
razvoju lipogeneze i/ili adipogeneze (Peckett i saradnici, 2011). Takode,
pokazano je da tokom diferencijacije adipocita dolazi do znacajnog
povecanja nivoa enzima 11BHSD1, narocito u visceralnom masnom tkivu
(Stears i Byrne, 2001). Naime, glukokortikoidi povecavaju aktivnost
enzima LPL, Sto omogucava unos masnih kiselina iz cirkulacije u masno
tkivo i njihovo skladiStenje u formi triglicerida. Procesi lipogeneze
stimulisani su glukokortikoidnim hormonima putem regulacije
transkripcije i aktivacije gena za glavne enzime de novo sinteze masnih
kiselina, kao §to su ACC i FAS. Jedan od mehanizama kojim
regeneracija glukokortikoida u tkivu, kao i posledicna aktivacija GR-a,
ucestvuju u procesima adipogeneze je aktivacija i transkripciona
regulacija dva klju¢na regulatora diferencijacije adipocita: proteina koji
se vezuju za pojacivaC CCAAT (eng. CCAAT/enhancer binding proteins,
C/EBPS) (Cao i saradnici, 1991) i y izoforme receptora koji aktivira
proliferaciju peroksizoma (eng. peroxisome proliferator-activated receptor
v, PPARY) (Wu i saradnict, 1995).
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Slika 17. Hormonska regulacija metabolizma lipida u adipocitima.
Glukokortikoidni hormoni imaju pretezno lipoliticku aktivnost u masnom
tkivu, ali pod odredenim uslovima deluju sinergisticki sa insulinom i
dovode do aktivacije lipogeneze i adipogeneze. Modifikovano prema Breton i
sar. (2013). SMK-slobodne masne kiseline, KORT-kortikosteron

Najveci broj podataka o morfoloSkim promenama i molekularnim
mehanizmima koji se odigravaju tokom adipogeneze dobijeni su
analizom celijskih kultura adipocita, i to najcesce 3T3-L1 celijske linije.
Naime, u in vitro studijama je pokazano da deksametazon, potentan
sinteticki glukokortikoid, moze da indukuje diferencijaciju 3T3-L1
preadipocita (Pantoja i saradnici, 2008) u uslovima kada je njihova
diferencijacija pod kontrolom dva glavna transkripciona regulatora
adipogeneze PPAR-y i C/EBP-a (Tontonoz i saradnici, 1995). Dakle,

glukokorikoidni hormoni su identifikovani kao ,adipogeni“ stimulusi koji
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doprinose diferencijaciji adipocita, ali nisu neophodni tokom odrzavanja
morfoloskih 1 biohemijskih karakteristika diferenciranih adipocita

(Gregoire i saradnici, 1998).

1.6.3.1 Adipogeneza

Adipogeneza je viSestepeni proces nastanka novih, zrelih
adipocita tokom kojeg se kroz kaskadu transkripcionih faktora reguliSe
tkivno-specificna ekspresija gena koji su ukljuceni u diferencijaciju
adipocita i metabolizam lipida (Lefterova i Lazar, 2009). Dosadasnja
istrazivanja su pokazala da glavnu ulogu u tim procesima imaju tri
transkripciona regulatora: C/EBP, PPARy i protein koji se vezuje za
element regulisan sterolom (eng. sterol regulatory element-binding
protein-1, SREBP-1) (Slika 18) (Brun i Spiegelman, 1997; Rosen i
saradnici, 2000):

SREBP1c
P PPAR Yy “~
CIEBP B/5 \ CIEBP «
-
-~
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Slika 18. Adipogeneza. Transkripcioni regulatori ukljuc¢eni u regulaciju
procesa adipogeneze

C/EBP je klasa transkripcionih regulatora ¢iji su ¢lanovi C/EBPa,
C/EBPB, i C/EBPS. Aktiviraju se u ranim fazama diferencijacije
adipocita i imaju vaznu ulogu tokom kasnijih faza adipogeneze kada

aktiviraju gene koji ucestvuju u odredivanju funkcionalnih
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karakteristika zrelih adipocita. C/EBPB i C/EBP6 se aktiviraju u
odgovoru na glukokortikoidne hormone i insulin i ucestvuju u aktivaciji

transkripcionog regulatora PPARy (Brun i saradnici, 1996).

PPARYy je ¢lan superfamilije jedarnih receptora koji je neophodan
tokom odrzavanja diferenciranog stanja adipocita. Do sada su opisana
jos dva clana PPAR familije, PPARa i PPAR(, koje imaju razli¢itu tkivnu
ekspresiju i funkciju. PPARy je specifican za masno tkivo i smatra se
glavnim transkripcionim regulatorom adipogeneze. In vitro eksperimenti
u kojima je pracena uloga PPARy u diferencijaciji prekursora adipocita
su pokazali da PPARy zajedno sa glukokortikoidnim hormonima dovodi
do diferencijacije adipocita, kao i do akumulacije lipida u novonastalim
diferenciranim adipocitima (Brun i Spiegelman, 1997; Moreno i saradnici,
2010). PPARy ucestvuje u esterifikaciji slobodnih masnih kiselina i
sintezi triglicerida putem regulacije enzima LPL i PEPCK (Bogacka i
saradnici, 2004; Kersten, 2001).

SREBP-1 je transkripcioni regulator koji ima znacajnu ulogu
tokom sinteze lipida u adipocitima putem povecanja ekspresije gena za
enzime ukljucene u de novo sintezu masnih kiselina, kao Sto su FAS i
ACC (Fagjas i saradnici, 1999). Pokazano je i da celije koje eksprimiraju
aktivnu formu SREBP-1 produkuju lipidne molekule, najverovatnije
derivate masnih kiselina, koji sluze kao ligandi za transkripcioni
regulator PPARy i dovode do njegove transkripcione aktivacije (Kim i

Spiegelman, 1996; Kim i saradnici, 1998).

Diferencijacija adipocita i lipogeneza su medusobno zavisni i
regulisani procesi, na Sta ukazuje i uloga enzima lipina-1. Lipin-1
pripada familiji enzima fosfataza fosfatidne kiseline (eng. phosphatidic
acid phosphatase, PAP). Lipin-1 katalizuje defosforilaciju fosfatidata u
diacilglicerol, prekursor triglicerida, i stoga ima vaznu wulogu u
metabolizmu i razvoju masnog tkiva (Zhang i saradnici, 2012). Visok nivo

lipina-1 se javlja u ranim fazama diferencijacije adipocita, da bi se zatim
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vratio na osnovni nivo, a potom dostigao najvisi nivo u zrelim
adipocitima koji su puni lipida. Ovakav obrazac ekspresije gena ukazuje
na vaznu ulogu lipina-1 tokom uspostavljanja programa adipogeneze,
kao i u akumulaciji triglicerida u zrelim adipocitima. Lipin-1 ucestvuje i
u diferencijaciji preadipocita putem regulacije transkripcionog regulatora

PPARYy (Reue i Brindley, 2008; Zhang i saradnici, 2008).

1.7 Uloga CNS-a u razvoju metabolickog sindroma

1.7.1 Kontrola unosa hrane i regulacija energetskog bilansa

Periferni organi i CNS su medusobno povezani kako bi obezbedili
dovoljno energije za funkcionisanje celija u normalnim uslovima, ali i
dovoljno energetskih zaliha za periode energetske oskudice. Jedan od
mehanizama kojima se energija moze obezbediti jeste nagomilavanje
masti u masnom tkivu. Unos hrane je precizno kontrolisan od strane
CNS-a i favorizovan je u odnosu na energetsku potrosnju kako bi se
organizam prilagodio na razli¢ite uslove spoljasnje sredine, a narocito na
periode kada hrana nije dostupna. Kada se uslovi spoljasSnje sredine
promene i kada fizicka aktivnost nije neophodna za obezbedivanje
energije i reprodukciju, prekomerni unos hrane doprinosi narusavanju
energetskog bilansa i dolazi do razvoja gojaznosti (Dietrich i Horvath,

2013; Morton i saradnict, 2006).

CNS vrsi integraciju i regulaciju energetskog unosa i potrosnje,
kao i regulaciju ukupne energetske homeostaze organizma (eng.
whole-body energy homeostasis) u kojoj vazno mesto zauzima
hipotalamus. Hipotalamus se sastoji od velikog broja manjih neuronskih
grupa (jedara) koje reguliSu brojne fizioloSke funkcije i predstavljaju
funkcionalnu i anatomsku vezu izmedu CNS-a i endokrinog sistema
organizma. Glavno mesto regulacije energetskog bilansa predstavlja

arkuatno jedro (eng. arcuate nucleus) hipotalamusa. Arkuatno jedro
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sadrzi specificne populacije neurona koje su ukljucene u integraciju
signala sitosti i gladi poreklom iz masnog tkiva, pankreasa i
gastrointestinalnog trakta, kao i brojnih hranljivih materija iz cirkulacije
(Erlanson-Albertsson, 2005). Ukupan unos hrane nastaje kao rezultat
ravnoteze u aktivnosti oreksigenih neurona koji stimuliSu uzimanje
hrane i anoreksigenih neurona koji inhibiraju unos hrane (Schwartz i

saradnici, 2000).

Veliki broj podataka ukazuje da poremecaji na nivou centralne
regulacije energetske homeostaze mogu dovesti do razvoja gojaznosti i
metabolickih poremecaja i imati znacajnu ulogu tokom patogeneze

metabolickog sindroma (Morrison, 2009; Morton i saradnici, 2006).

1.7.1.1 Centralna regulacija unosa hrane i energetskog bilansa

Uloga hipotalamusa u kontroli unosa hrane je prvi put uocena u
studijama na pacovima kod kojih je pokazano da lezija ventromedijalnog
hipotalamusa uzrokuje povecanje unosa hrane ili hiperfagiju i razvoj
ekstremne gojaznosti. Sa druge strane, lezija lateralnog hipotalamusa
dovodi do smanjenog unosa hrane ili afagije, pa ¢ak i do smrti usled
gladovanja (Sahu, 2004). Definisana su dva anatomski i funkcionalno
razli¢ita regiona hipotalamusa: ventromedijalni, ekscitatorni region ili
scentar za sitost“ i lateralni, inhibitorni region ili ,centar za glad“. Centri
za sitost i glad su medusobno povezani kompleksnom mreZom neurona i
zajedno sa neuronima arkuatnog jedra hipotalamusa formiraju neuralnu
mrezu centralne regulacije energetske homeostaze (Schwartz i saradnici,

2000).

U okviru arkuatnog jedra hipotalamusa razlikuju se dve glavne

populacije neurona (Slika 19):
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Slika 19. Neuralna i endokrina kontrola energetske homeostaze.

Jednu populaciju neurona c¢ine NPY/AgRP neuroni koji eksprimiraju
NPY i AgRP (eng. agouti-related protein), glavne oreksigene neuropeptide
koji doprinose povecanju unosa hrane i/ili smanjenju energetske
potrosSnje (White, 1993). Drugu populaciju ¢ine neuroni POMC/CART
koji eksprimiraju prekursor ACTH, neuropeptid POMC i transkript koji je
regulisan kokainom i amfetaminom (eng. cocaine and amphetamine
related peptide, CART). POMC i CART su anoreksigeni neuroni koji
dovode do smanjenja unosa hrane i/ili povecanja energetske potrosSnje

(Robson i saradnici, 2002; Swart i saradnici, 2002).

Obe grupe neurona su regulisane nutritivnim statusom celije i
hormonom leptinom (Coppari i saradnici, 2005). Tokom gladovanja ili
prilikom smanjenja energetskih rezervi u organizmu ekspresija NPY i

AgRP je stimulisana, dok je ekspresija POMC i CART inhibirana. Sa
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druge strane, nakon obroka dolazi do inhibicije NPY/AgRP neurona i

aktivacije POMC/CART neurona (Kalra i saradnici, 1999).

1.7.2 Leptin

Uloga hipotalamusa u regulaciji energetskog bilansa je dodatno
potvrdena otkricem leptina, anoreksigenog hormona koji se sintetiSe i
luéi iz masnog tkiva. Iako je uloga masnog tkiva kao centralnog
energetskog rezervoara poznata vekovima, tek poslednjih pedeset godina
istrazivanja su ukazala na postojanje cirkuliSuceg signala koji putem
negativne povratne sprege deluje na CNS u cilju regulacije energetskog
unosa i potroSnje. Leptin deluje na specificne neurone hipotalamusa i

dovodi do smanjenja unosa hrane i povecanja energetske potrosnje.

Naziv leptin potice od grcke reci leptos, Sto znaci tanak ili mrSav.
Leptin je otkriven uz pomoc¢ genetickih analiza specificnih sojeva
gojaznih miSeva, kod kojih je identifikovano postojanje mutacije u genu
ob (eng. obesity). Humani homolog miSijeg ob gena je gen za leptin.
Mutacije u ovom genu kod ljudi dovode do nekontrolisanog apetita i

razvoja patoloske gojaznosti (Cohen i saradnici, 1996).

Glavni izvor leptina kod odraslih osoba su adipociti belog masnog
tkiva. Koncentracija leptina u cirkulaciji je u pozitivnoj korelaciji sa
indeksom telesne mase i masom masnog tkiva i to pretezno subkutanog
depoa masnog tkiva. Sinteza leptina je stimulisana insulinom,
glukokortikoidnim  hormonima, estrogenom i proinflamatornim
citokinima, a inhibirana je adrenergickom stimulacijom i testosteronom
(Lonnquist i saradnici, 1997; Van Harmelen i saradnici, 1998; Wabitsch i

saradnict, 2001).
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1.7.2.1 Periferni efekti leptina

Periferni efekti leptina su ukljuceni u regulaciju metabolizma

lipida i glukoze u perifernim organima, pretezno u jetri, masnom tkivu i

masnih kiselina i inhibira sintezu triglicerida, Sto sprecava deponovanje
ektopicne masti u ovim organima i povecava insulinsku osetljivost
(Muoio i saradnici, 1997; Nowak i saradnici, 1998). U belom masnom
tkivu leptin stimuliSe lipolizu (Fruhbeck i Gomez-Ambrosi, 2001) i
funkcioniSe kao proinflamatorni adipokin putem povecanja produkcije
proinflamatornih medijatora kao Sto su TNF-a i IL-6 (La Cava i

Matarese, 2004).

1.7.2.2 Centralni efekti leptina

Centralni efekti leptina su uklju¢eni u regulaciju energetske
homeostaze i unosa hrane i imaju vaznu ulogu u patofiziologiji

metabolickog sindroma.

U uslovima povecanja kolicine masnog tkiva, u adipocitima dolazi
do povecane produkcije leptina koji se oslobada i cirkulacijom dospeva u
mozak. Leptin prolazi kroz krvno-mozdanu barijeru procesom olakSane
difuzije i vezuje se za specificne receptore u hipotalamusu. Leptinski
receptori (eng. obesity receptor, Ob-R) pripadaju grupi receptora za
citokine, i kao i svi membranski receptori aktiviraju se vezivanjem
liganda. Do sada je identifikovano 6 izoformi receptora koje nastaju
alternativnom obradom iRNK za gen Ob-R (Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc,
Ob-Rd, Ob-Re i Ob-Rf). Sve izoforme imaju homologe vancelijske domene
koji su odgovorni za vezivanje leptina, ali se razlikuju po duzini i
sekvenci unutarcelijskih domena (Dardeno i saradnici, 2010). Kratke

forme leptinskog receptora (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re i Ob-Rf) imaju
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kratak unutarcelijski domen i ne aktiviraju signalni put leptina. Ob-Ra
ucestvuje u transportu leptina kroz krvno-mozdanu barijeru, dok
solubilni leptinski receptor Ob-Re vezuje leptin iz cirkulacije i reguliSe

koncentraciju bioloski aktivnog leptina (Galic i saradnici, 2010)

Fizioloska uloga leptina u kontroli unosa hrane je posredovana
dugom formom leptinskog receptora (Ob-Rb) (Tartaglia i saradnici, 1995).
Ob-Rb izoforma se karakteriSe prisustvom dugog -citoplazmati¢nog
domena koji ucestvuje u prenosu leptinskog signala kroz celiju. Ob-Rb,
kao i svi receptori za citokine, pripada klasi receptora spregnutih sa
tirozin kinazama. Po vezivanju leptina, homodimerizacija Ob-Rb-a
omogucava vezivanje tirozin kinaze JAK2 (eng. Janus kinase 2) za
citoplazmatic¢ni region receptora pri ¢emu dolazi do njene aktivacije
procesom unakrsne fosforilacije. Po aktiviranju kinaze JAK2 protein
STAT3 (eng. signal transducers and activator of transcription) se preko
svog domena SH2 usmerava do kompleksa receptora i kinaze i biva
fosforilisan na tirozinskim ostacima od strane kinaze JAK2. Fosforilisani
STAT3 disosuje sa receptora, dimerizuje i odlazi u jedro gde aktivira
transkripciju ciljnih gena (Tartaglia, 1997; White i saradnici, 1997).
Jedan od ciljnih gena transkripcionog regulatora STAT3 je i gen koji
kodira protein SOCS3 (eng. supressor of cytokine signaling 3). U slucaju
signalnog puta leptina, vezivanje proteina SOCS3 za leptinski receptor
dovodi do negativne regulacije ovog signalnog puta (Bjorbaek i saradnici,
1999). Signalni put leptina moze biti regulisan i fosfatazama kao Sto je
fosfotirozin fosfataza 1B (eng. phosphotyrosine phosphatase 1B, PTP1B)
koja katalizuje defosforilaciju kinaze JAK2, Sto dovodi do smanjenja

fosforilacije proteina STAT3 (Slika 20).
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Slika 20. Signalni put leptina. Prenos signala preko leptinskog receptora
moze biti negativnho regulisan proteinima SOCS3, STAT3 i PTPI1B.
Modifikovano prema Yang i Barouch (2007)

Gen za Ob-Rb je predominantno eksprimiran u jedrima
hipotalamusa koja su ukljuc¢ena u regulaciju unosa hrane, gde leptin
svoje anoreksigeno dejstvo ostvaruje putem inhibicije transkripcije
neuropeptida NPY i AgRP i stimulacije transkripcije neuropeptida POMC
(Zhang i Scarpace, 2006). Poremecaji u signalnom putu leptina, usled
odsustva leptina, leptinskog receptora ili usled poremecaja u normalnom
funkcionisanju leptina kod zZivotinja i ljudi dovodi do razvoja hiperfagije i
patoloSke gojaznosti, kao 1 mniza pridruzenih metabolickih i

neuroendokrinih poremecaja (Sahu, 2004).

1.7.3 Leptinska rezistencija

S obzirom na fizioloSku ulogu leptina u smanjenju unosa hrane
i/ili povecanju energetske potroSnje, nakon otkrica leptina

pretpostavljeno je da bi se njegovom terapijskom primenom mogla leciti
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prekomerna tezina. Ipak, primena rekombinantnog leptina kod gojaznih
ljudi i zivotinja nije bila efikasna. Kod gojaznih ljudi dolazi do povecane
produkcije leptina i razvoja hiperleptinemije, koja je u korelaciji sa
ukupnom koli¢inom telesne masnoce (Wauters i saradnici, 2000) i ne
doprinosi smanjenju unosa hrane i telesne tezine. Stanje smanjene
osetljivosti na bioloSku ulogu leptina, ukljucuju¢i i odsustvo
anoreksigenog dejstva leptina nakon njegove spoljasnje aplikacije,
definiSe se kao leptinska rezistencija (Morrison, 2009; Scarpace i Zhang,

2009).

Svi mehanizmi koji se nalaze u osnovi nastanka leptinske
rezistencije su joS uvek nerazjaSnjeni, ali su za sada poznata tri
mehanizma (Munzberg i saradnici, 2005; Munzberg i Myers, 2005; Myers i
saradnici, 2012): poremecaj u transportu leptina kroz krvno-mozdanu
barijeru, smanjena ekspresija gena za leptinski receptor i/ili smanjen
nivo proteina leptinskog receptora i poremecaji u signalnim putevima

leptina unutar specificnih mozdanih regiona.

Poremecaji na nivou transporta leptina kroz krvno-mozdanu
barijeru predstavljaju vid periferne rezistencije na leptin i najceSce se
javljaju kod onih oblika gojaznosti koji su uzrokovani ishranom koja
sadrzi veliku koli¢inu masti i ugljenih hidrata (Scarpace i Zhang, 2009).
Mehanizam koji se nalazi u osnovi ove rezistencije je poviSen nivo
triglicerida, za koje je pokazano da interferiraju sa transportom leptina i
dovode do smanjenja mnjegovog nivoa unutar specificnih regiona
hipotalamusa (Banks i saradnici, 2004). Poznato je da je koncentracija
leptina u cerebrospinalnoj tecnosti srazmerna njegovoj koncentraciji u
cirkulaciji. Medutim, kod gojaznih osoba dolazi do smanjenja nivoa
leptina u cerebrospinalnoj tecnosti, u odnosu na cirkulaciju, Sto ukazuje
na poremecaje u transportu kroz krvno-mozdanu barijeru (Schwartz i
saradnici, 1996). Istrazivanja na pacovima su pokazala da visok nivo
leptina kod gojaznih pacova uti¢e na smanjenje ekspresije Ob-Rb i

Ob-Re izoforme leptinskog receptora u hipotalamusu, Sto za posledicu

| 50



uvoD

ima odsustvo anoreksigenog efekta leptina i razvoj centralne leptinske
rezistencije (Liu i saradnici, 2007; Scarpace i Zhang, 2007). Treci
pretpostavljeni mehanizam leptinske rezistencije se odnosi na
poremecaje u unutarcelijskim signalnim putevima leptina u odgovoru na
centralno dejstvo leptina. Molekularni mehanizmi koji se nalaze u osnovi
celijske leptinske rezistencije su poviSen nivo dva glavna negativna
regulatora signalnog puta leptina, SOCS3 i PTP1B (Bjorbaek i saradnici,
1999; Dube i Tremblay, 2005).

Leptinska rezistencija se Ccesto javlja istovremeno sa
hiperinsulinemijom, dislipidemijom i visceralnom gojaznoScu. Sve veci
broj podataka ukazuje na znacajnu ulogu leptinske rezistencije tokom
patogeneze metabolickog sindroma (Kalra, 2008). Dodatni koncept koji
se odnosi na definisanje metabolickog sindroma i njegovih osnovnih
parametara i faktora rizika odnosi se na ulogu leptinske rezistencije u

patogenezi metabolickog sindroma (Unger, 2003).
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Ishrana koja sadrzi veliku koli¢inu Secera, narocito fruktoze,
jedan je od vodecih faktora rizika za razvoj gojaznosti i metabolickog
sindroma. Pacov hranjen fruktozom razvija metabolicke karakteristike
slicne karakteristikama metabolickog sindroma kod ljudi, tako da je u

ovoj studiji koriS¢en kao zivotinjski model metabolickog sindroma.

Imajuc¢i u vidu da visceralno masno tkivo i hipotalamus imaju
kljuénu ulogu u regulaciji energetske homeostaze, cilj ove doktorske
disertacije je bio da se ispita da li ishrana obogacena razli¢itim
kolicinama fruktoze dovodi do razvoja i progresije metabolickog

sindroma putem poremecaja u signalnom putu glukokortikoida.

Nasa hipoteza bila je da se promene u signalnom putu
glukokortikoida izazvane prekomernim konzumiranjem fruktoze mogu
odraziti na metabolizam lipida i inflamaciju u visceralnom masnom
tkivu, na sistemsku i perifernu osetljivost na insulin, kao i na osetljivost
na leptin u hipotalamusu pacova. Kako bismo ostvarili postavljeni cilj
analizirali smo prereceptorski metabolizam glukokortikoida, ekspresiju i
unutarcelijsku preraspodelu GR-a, ekspresiju enzima lipidnog
metabolizma regulisanih GR-om, nivo inflamatornih medijatora i
insulinsku osetljivost u visceralnom masnom tkivu pacova koji su
putem tecnosti unosili razliCite koli¢ine fruktoze. U hipotalamusu istih
zivotinja ispitivali smo komunikaciju izmedu signalnih puteva

glukokortikoida i leptina.
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3.1 Materijal

U eksperimentima su koriS¢ene hemikalije p.a. stepena Cistoce.

Od firme Sigma Chemical Company, St. Louis, USA, nabavljeni su
natrijum dodecil sulfat (eng. sodium dodecyl sulphate, SDS),
fenilmetilsulfonil hlorid (PMSF), Tween-20, Nonidet-P40, CBBG (eng.
Coomassie Brilliant Blue G), Brom Fenol Plavo, saharoza, natrijum
fluorid, natrijum ortovanadat, natrijum pirofosfat, kalcijum hlorid,
B-merkaptoetanol, ditiotreitol (DTT), etilendiamino tetrasircetna kiselina
(NaoEDTA), akrilamid, bisakrilamid, HEPES (eng. 4-(2-hydroxyethyl)-
1-piperazineethanesulfonic acid), Tris baza, TEMED
(N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin), dietilpirokarbonat (DEPC), agaroza i
albumin iz seruma goveceta (eng. bovine serum albumin, BSA).

Od firme SERVA electrophoresis, Heidelberg, Nemacka,
nabavljene su sledece hemikalije: glicin, boja Ponceau S i proteazni
inhibitori aprotinin, leupeptin i antipain.

Od firme LACH-NER, CesSka, nabavljene su sledeée hemikalije:
etanol, metanol, fosforna kiselina, ksilol, izopropanol, hloroform i
kalijum fosfat.

Od firme Zorka Sabac, Srbija, nabavljeni su glicerol i urea.
Trizol® je nabavljen od firme Ambion, Nemacka. Od firme Veterinarski
zavod Subotica, Srbija, je nabavljena komercijalna hrana za pacove i
glukoza, dok je fruktoza nabavljena od firme API-PEK Becej, Srbija.

Za prepisivanje RNK u cDNK koriScen je High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit firme Applied Biosystems, USA. Hemikalije
koriScene za lanCanu polimeraznu reakciju u realnom vremenu su
proizvodi firme Applied Biosystems, USA. Za TagMan Real-time PCR
analizu koriSceni su eseji prikazani u Tabeli 1, firme Applied
Biosystems, USA. Prajmeri koriSceni za SYBR® Green Real-time PCR
analizu su proizvodi firme Metabion, Martinsried, Nemacka i prikazani

su u Tabeli 2.
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Tabela 1. Identifikacioni brojevi eseja endogenih kontrola i ciljnih gena
koriséenih u TagMan Real-Time PCR analizi

Oznaka gena Ime gena Identifikacioni broj eseja
BA p-aktin Rn00667869_m1
B2M p2-mikroglobulin Rn00560865_m1
18s 18s rRNK Hs99999901_s1
HPRT1 Hipoksantin-guanin fosforiboziltransferaza Rn01527840_m1
TBP TATA-vezujuéi protein Rn01455646_m1
GR Glukokortikoidni receptor Rn00561369_m1
11pHSD1 11p hidroksisteroid dehidrogenaza tipa 1 Rn00567167_m1
H6PDH Heksozo-6-fosfat dehidrogenaza Rn01519771_m1
LIPE Lipaza osetljiva na dejstvo hormona Rn00563444_m1
PEPCK Fosfoenolpiruvat karboksikinaza Rn01529014_ml1
FAS Sintaza masnih kiselina Rn01463550_m1
S0Cs3 Supresor signalnog puta citokina Rn00585674_s1
NPY Neuropeptid Y Rn01410145_m1
IL-6 Interleukin-6 Rn01410330_m1

Tabela 2. Sekvence parova prajmera koriS¢enih u SYBR® Green Real-Time

PCR analizi

Ime gena Parovi prajmera
F 5'- TC6 AGT GAC AAG CCC GTA GC-3'
TNF-a
R 5'- CTC AGC CAC TCC AGC TGC TC-3'
F5'-CCC T66 CTC CTA GCA CCA T-3'
p-aktin
R5'- GAG CCA CCA ATC CAC ACA GA-3'

Primarna antitela i njihova razblazenja koriScena u ,Western blot*

analizi su prikazana u Tabeli 3. Sva sekundarna antitela su proizvodi
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firme Amersham Biosciences, Velika Britanija. Za fluorescentnu
detekciju proteina metodom ,Western blot“ je koriS¢en koncentrovani
ECF supstrat (eng. enhanced chemifluorescence) proizvodaca Amersham

Biosciences, Velika Britanija.

Tabela 3. Primarna antitela koriSéena u ,Western blot“ analizi

Primarno Oznaka | Poreklo Koriséeno Proizvodac
antitelo razblazenje
P-aktin AC-15 mis 1:10000 Sigma-Aldrich
GR PA1-511 kunié 1:1000 Affinity Bioreagents
11pHSD1 ab393364 | kunié 1:1000 Abcam
Ob-Rb ab5593 kunié 1:250 Abcam
H6PDH sc-67394 | kunié 1:1000 Santa Cruz

Biotechnology

PPARYy sc-9000 mi$ 1:500 Santa Cruz
Biotechnology

Lipin-1 sc-98450 | kunié 1:1000 Santa Cruz
Biotechnology

SREBP-1 sc-366 kunié 1:1000 Santa Cruz
Biotechnology

Za ispitivanje koncentracije kortikosterona u plazmi i visceralnom
masnom tkivu eksperimentalnih Zivotinja koriScen je Corticosterone
High Sensitivity EIA kit, Immunodiagnostics, Velika Britanija.
Koncentarcija leptina u plazmi eksperimentalnih Zivotinja je odredena

koriScenjem Rat Leptin ELISA kit, Millipore, Italija.
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3.2 Metode

3.2.1 Gajenje i tretman eksperimentalnih Zivotinja

U eksperimentima su koriS¢eni muzjaci pacova soja Wistar, cija je
starost bila 21 dan na pocetku tretmana. Zivotinje su gajene u
standardnim laboratorijskim uslovima, na temperaturi od 20 + 2 °C i
konstantnoj vlaznosti vazduha. Prostorija je imala pravilnu izmenu
svetla i mraka u intervalima od po 12 h. Zivotinje su nasumiéno
rasporedene u tri eksperimentalne grupe, pri ¢emu je u svakoj grupi
bilo po 9 zZivotinja, i gajene su u standardnim laboratorijskim kavezima
u grupama po 3. Prvu eksperimenatalnu grupu su cinile kontrolne
zivotinje (K) koje su imale slobodan pristup komercijalnoj hrani i vodi.
Drugu i trecu eksperimentalnu grupu su Cinile Zivotinje podvrgnute
izmenjenom rezimu ishrane. Druga eksperimentalna grupa je imala
slobodan pristup komercijalnoj hrani i 10% rastvoru fruktoze u vodi
(F10), dok je treca eksperimentalna grupa imala slobodan pristup
komercijalnoj hrani i 60% rastvoru fruktoze u vodi (F60). U cilju
odrzavanja homeostatske ravnoteze, zivotinjama koje su bile podvrgnute
ishrani obogacenoj visokoprocentnim rastvorom fruktoze (60%) je bila

dostupna i voda ad libitum.

Rad sa eksperimentalnim zivotinjama je odobren od strane
etickog komiteta Instituta za bioloska istrazivanja ,SiniSa Stankovic, u
skladu sa pravilima i nacrtima evropskog etickog komiteta (EEC

Directive (86/609/EEC)).

3.2.2 Analiza fizioloSkih parametara

U cilju utvrdivanja efekata ishrane obogacene fruktozom na razvoj
hiperfagije tokom eksperimentalnog tretmana pracen je dnevni unos

hrane i tecnosti (vode, 10% rastvora fruktoze i 60% rastvora fruktoze).
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Ukupan kalorijski unos je izrazen kao koli¢ina unete energije u kJ po
zivotinji po danu. Kalorijski unos je izracunat =za svaku

eksperimentalnu grupu po slede¢im formulama:
» kontrolna grupa: koli¢ina pojedene hrane u gramima x 11 kJ

» zivotinje hranjene 10% rastvorom fruktoze: koli¢ina pojedene
hrane u gramima x 11 kJ + koli¢ina popijenog 10% rastvora

fruktoze u mililitrima x 1.72 kJ

» Zivotinje hranjene 60% rastvorom fruktoze: kolicina pojedene

hrane u gramima x 11 kJ + kolicina popijenog 60% rastvora

fruktoze x [6 x 1.72] kJ

Doprinos ishrane obogacene fruktozom razvoju gojaznosti pracen
je merenjem ukupne telesne mase i mase visceralnog masnog tkiva
kontrolnih i fruktozom hranjenih Zivotinja. Telesne mase su merene
jednom nedeljno, dok su mase visceralnog masnog tkiva izmerene u
trenutku Zrtvovanja. Odnos ukupne telesne mase i mase visceralnog

masnog tkiva je uzet kao mera adipoznosti eksperimentalnih Zivotinja.

3.2.3 Priprema plazme i odredivanje biohemijskih parametara

Po isteku tretmana u trajanju od devet nedelja Zivotinje su nakon
prekonocnog gladovanja zrtvovane dekapitacijom pomocu giljotine
(Harvard Apparatus). Krv je sakupljana u epruvete oblozene
antikoagulansom (6% EDTA) i odmah se pristupilo odredivanju
koncentracije glukoze i triglicerida koriScenjem komercijalnih traka
MultiCare (Biochemical Systems International, Italija). Krv je
centrifugirana (1600 xg, 10 min) i dobijena krvna plazma je cuvana na
-70°C do odredivanja koncentracije biohemijskih parametara (insulin,

slobodne masne kiseline, leptin i kortikosteron).
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3.2.3.1 Odredivanje koncentracije insulina i slobodnih masnih kiselina u

plazmi

Za odredivanje koncentracije insulina u krvnoj plazmi koriscen je
radioimunoesej, osetljivosti od 0.6 mlU/l1 i sa inter-esejskim
koeficijentom varijacije od 5.24%. Kao standard je koriS¢en pacovski

insulin (INEP, Srbija).

Za odredivanje koncentracije slobodnih masnih kiselina u plazmi

primenjen je modifikovan kolorimetrijski metod (Duncombe, 1964).

3.2.3.2 Odredivanje koncentracije leptina i kortikosterona u plazmi i

visceralnom masnom tkivu

Za odredivanje koncentracije leptina i kortikosterona koriScen je
kompetitivni ELISA esej u kome je za unutrasnju povrSinu mikrotitar
ploce vezano poliklonsko antitela za leptin, odnosno kortikosteron.
Kalibratori (standardi), kontrolni uzorci i razblazeni uzorci nepoznate
koncentracije leptina ili kortikosterona nanoSeni su na mikrotitar ploce
u duplikatu i inkubirani sa antitelom konjugovanim sa peroksidazom iz
rena (eng. horseradish peroxidase, HRP). Ploce su zatim tri puta
sukcesivno ispirane i dodat je hromogeni supstrat TMB
(tetrametilbenzidin) koji dovodi do razvijanja boje. Nakon prekidanja
enzimske reakcije rastvorom 0.5 M hlorovodoni¢ne kiseline izmerene su
apsorbance na specificnim talasnim duzZinama pomocu automatskog
ELISA citaca za mikrotitar ploce (Multiskan Spectrum, Thermo Electron
Corporation, Finska). Za odredivanje koncentracije leptina izmerene su
apsorbance na talasnim duzinama od 450 nm i 590 nm (590 nm je
korekciona OD), dok je za odredivanje koncentracije kortikosterona
merenje vrSeno na talasnim duzinama od 450 nm i 650 nm (650 nm je
korekciona OD). Na osnovu vrednosti ocitanih sa spektrofotometra

izracunate su koncentracije leptina i kortikosterona koriScenjem 4PL
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krive (eng. 4-parameter logistic curve, Prism, GraphPad Software, Inc.).
Koncentracije leptina i kortikosterona su izrazene u ng/ml za krvne
plazme, odnosno u ng/mg proteina za koncentraciju kortikosterona u

tkivu.

3.2.4 Odredivanje parametara insulinske osetljivosti

Kao parametri insulinske osetljivosti korisceni su
intraperitonealni test tolerancije na glukozu (eng. intraperitoneal glucose
tolerance test, IP-GTT) i indeks HOMA (eng. homeostasis assessment

model).

IP-GTT je najceSce koriScen test za odredivanje stepena
tolerancije na glukozu kod laboratorijskih Zivotinja, uglavnom pacova i
miSeva. Tri dana pre zavrSetka eksperimentalnog tretmana kontrolne
Zivotinje i zivotinje na ishrani obogacenoj fruktozom su podvrgnute
prekonoc¢nom gladovanju i u tom periodu im je bila dostupna samo
voda. Zivotinjama je intraperitonealno davano 2 g glukoze/kg telesne
mase. Koncentracije glukoze su izmerene iz krvi zZivotinja zasecanjem
repne vene neposredno pre injeciranja rastvora glukoze (500 mg/ml
rastvor glukoze) kao i u 15., 30., 60., 90. i 120. minutu nakon
injeciranja. Za odredivanje stepena tolerancije na glukozu koriscen je
matematicki izveden parametar povrSina ispod krive (eng. area under
curve, AUCguk) prema prethodno opisanim metodama proracuna (Ahren

i Filipsson, 2000).

Indeks HOMA je metoda koja se Cesto koristi za procenu stepena
insulinske rezistencije. Indeks HOMA je odreden iz vrednosti izmerenih
koncentracija glukoze u krvi i insulina u plazmi eksperimentalnih
zivotinja nakon prekonocnog gladovanja pomocu sledece formule:

insulin (mU/1) x [glukoza (mmol/1)/22.5].
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3.2.5 Izolovanje visceralnog masnog tkiva i hipotalamusa

Visceralno masno tkivo i hipotalamus su izolovani odmah nakon
dekapitacije zivotinja. Mozak je izolovan, brzo prebacen na led i zatim je
izolovan hipotalamus koji je trenutno zamrzavan i ¢uvan u tecnom
azotu do dalje obrade. Visceralno masno tkivo je izolovano operativnim
putem, oprano je ohladenim fizioloSkim rastvorom i izmereno. Jedan
deo visceralnog masnog tkiva je odvojen za histolosku analizu, dok je
ostatak tkiva trenutno zamrzavan i ¢uvan u teCnom azotu do dalje

obrade.

Za izolovanje proteina i RNK iz visceralnog masnog tkiva i
hipotalamusa kombinovana su tkiva od tri zivotinje koje pripadaju istoj
eksperimentalnoj grupi (n=9), kako bi se dobila dovoljna koli¢ina

materijala za analize.

Za potrebe histoloSke analize visceralnog masnog tkiva uzorci
masnog tkiva pojedinacnih kontrolnih Zivotinja i Zivotinja na ishrani
obogacenoj fruktozom su fiksirani u 10% formalinu u trajanju od 24
casa. Nakon fiksacije, tkiva su dehidrirana u rastucem gradijentu

etanola, prosvetljena u ksilolu i ukalupljena u parafin.

3.2.6 Histoloska i morfometrijska analiza visceralnog masnog

tkiva

Ukalupljeni uzorci visceralnog masnog tkiva seceni su na preseke
debljine 10 um i bojeni hematoksilin eozin metodom. Dobijeni histoloski
preparati su analizirani pomocu mikroskopa (Olympus, BX-51,
Olympus Corp., Japan) sa CCD video kamerom (PixeLINK, Ottawa, ON,
Kanada) koji je povezan sa monitorom i koji je pod kontrolom softvera
newCAST (Visiopharm Integrator System, verzija 3.2.7.0, Visiopharm,

Danska). Za analizu adipocita manjeg precnika koriSc¢eno je uvelicanje
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od 20 puta, dok su adipociti veceg precnika analizirani na uvelicanju od

10 puta.

Morfometrijska analiza je uradena na digitalnim fotografijama
visoke rezolucije i obuhvatala je odredivanje precnika i povrSine
adipocita koriScenjem komercijalno dostupnog softvera Adiposoft
(automatizovanog softvera specijalizovanog za histoloSku analizu belog

masnog tkiva).

3.2.7 Izolacija RNK i reakcija reverzne transkripcije

3.2.7.1 Izolacija RNK

Ukupna RNK iz visceralnog masnog tkiva i hipotalamusa je
izolovana  koriS¢enjem = Trizol® reagensa. Smrznuto tkivo je
homogenizovano u Potter-Elvehjem staklo-teflon homogenizeru u
odnosu 1 ml Trizol®-a na 100 mg tkiva visceralnog masnog tkiva ili
hipotalamusa. Dobijeni homogenati su inkubirani 5 min na 30°C kako
bi nukleoproteinski kompleksi potpuno disosovali. U svaki homogenat
je dodato 0.2 ml hloroforma, ependorfice su snazno muckane a potom i
inkubirane 3 min na temperaturi od 30°C. Nakon centrifugiranja
uzoraka (12000 xg, 15 min, 4°C) dolazi do razdvajanja faza: donja
(organska) faza, interfaza i gornja (vodena) faza. RNK koja se nalazi u
vodenoj fazi pazljivo je preneta u nove ependorfice i dodato je 0.5 ml
izopropanola. SmesSa je inkubirana 10 min na 30°C i centrifugirana
(12000 xg, 10 min, 4°C). Nakon centrifugiranja talog je resuspendovan
u jednoj zapremini 75% etanola i potom centrifugiran (12000 xg, 5 min,
4°C). Dobijeni talog je osuSen na vazduhu i rastvoren u 100 pl 0.1%
DEPC vode. Koncentracija izolovane RNK je odredena merenjem
apsorbance na talasnoj duzini od 260 nm na spektrofotometru

(BioPhotometer, Eppendorf). Aparat je automatski izracunavao
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koncentraciju RNK prema formuli c = (40 x Az2e0 x faktor razblazenja),
polazec¢i od toga da apsorbanca od jedne opticke jedinice na 260 nm
odgovara koli¢ini od 40 pg/ml RNK u uzorku. Za odredivanje cistoce
uzorka i eventualne kontaminacije proteinima koriScen je odnos
apsorpcija na 260 nm i 280 nm. Odnos Azeo/A280 > 1.8 smatran je
zadovoljavajucim, odnosno ukazivao je da nije doSlo do kontaminacije
uzoraka izolovane RNK. Kako bi se proverio integritet dobijene RNK
radena je elektroforeza ukupne RNK na 2% agaroznom gelu, u trajanju

od 30 min i pri konstantnoj voltazi od 100 V.

3.2.7.2 Reakcija reverzne transkripcije

Reakcija reverzne transkripcije je proces tokom koga se na
osnovu RNK molekula kao matrice sintetiSe komplementarni lanac

molekula DNK (eng. complementary DNA, cDNK).

Za postupak reverzne transkripcije koriScen je komplet
,High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit“. Reakcionu smesu,
ukupne zapremine 20 pl, sacinjavali su: 2 ug ukupne RNK, smeSa Cetiri
dezoksiribonukleozidtrifosfata (100 mM 25x dNTP Mix), smeSa
nasumicnih prajmera (10x RT Primers), reverzna transkriptaza
MultiScribe™ (50 U/ul), reakcioni pufer (10 x TagMan RT Buffer) i
ribonukleazni inhibitor. Reakcija reverzne transkripcije odvijala se po
sledecem temperaturnom profilu: 10 min na 25°C, potom 120 min na
37°C i zaustavljena je zagrevanjem 5 min na 85°C. Ovako dobijena

cDNK je cuvana na -70°C do dalje upotrebe.
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3.2.8 Reakcija lanéanog umnozavanja u realnom vremenu

Za odredivanje nivoa genske ekspresije koriScena je lancana
polimerazna reakcija (eng. polymerase chain reaction, PCR) u realnom
vremenu (Real-time PCR). Analiza relativnih nivoa iRNK za pojedine
gene je uradena u aparatu za kvantitativni PCR (ABI Prism 7000
Sequence Detection Applied Biosystems, USA) koriScenjem dva tipa

tehnologije: TagMan i SYBR Green.

3.2.8.1 TagMan Real-time PCR

Da bi se odredili optimalni uslovi Real-time PCR reakcije potrebni
za pouzdanu kvantifikaciju ciljnih gena uraden je odabir optimalne
endogene kontrole. Kao endogene kontrole koriste se geni koji se
konstitutivno eksprimiraju u svim celijama (eng. housekeeping genes),
Cija je ekspresija stabilna i ne menja se pod razlicitim uslovima,
tretmanima i/ili u patofizioloSkim stanjima primenjenim u
eksperimentu. Ispitani su i uporedeni nivoi ekspresije i efikasnost
amplifikacija 5 najcesce koriSc¢enih endogenih kontrola:
B2-mikroglobulin (B2M), B-aktin (BA), 18s rRNK (18S),
hipoksantin-guanin fosforiboziltransferaza (eng. HPRT1) i TATA vezujuci
protein (eng. TATA binding protein, TBP). Validacija potencijalnih
endogenih kontrola je uradena koriScenjem programa GeNorm
(Vandesompele i saradnici, 2002) i NormFinder (Andersen i saradnici,
2004) koji na osnovu kolicine RNK transkripata izracunavaju stabilnost
genske ekspresije, intergrupnu i intragrupnu varijabilnost, kao i
najstabilniju kombinaciju endogenih kontrola. Nakon izbora HPRT1 kao
odgovarajuce endogene kontrole za analizu ekspresije gene od interesa
u visceralnom masnom tkivu i hipotalamusu uradene su TagqMan
Real-time PCR reakcije za ciljne gene. U analizi su koriSceni

komercijalni eseji prikazani u Tabeli 1. Reakcionu smesSu, ukupne
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zapremine 25 ul, sacinjavali su: 1xTagqMan Universal Master Mix,
1xTagMan Gene Expression Assay Mix i 20 ng cDNK. PCR reakcija se
odvijala u sledec¢im uslovima: 2 min na 50°C, potom 10 min na 95°C, i
40 ciklusa od po 15s na 95°C i 60 s na 60°C. Na svaku plocu je
nanoSen uvek isti uzorak cDNK koji je sluzio kao kalibrator za dalja
poredenja. Za procenu Cistoce reakcionih komponenti na svaku plocu je
nanoSena negativna kontrola za svaki esej, koja je sadrzala sve reagense
za PCR, izuzev cDNK. Sve reakcije su izvedene u triplikatu na mikrotitar

plocama od 96 mesta.

Za relativnu kvantifikaciju ekspresije gena primenjena je
komparativna AAC: metoda (2-22Ct) prema kojoj su Ct vrednosti za gene
od interesa normalizovane prema Ct vrednostima endogene kontrole
HPRT1 i kalibratora (Livak i Schmittgen, 2001). Dobijeni rezultati su
analizirani pomocu programskog paketa Sequence Detection RQ Study
Add ON za 7000 System SDS, verzija 1.2.3 (Applied Biosystem, USA), sa

intervalom poverenja od 95% (p < 0.05).

3.2.8.2 SYBR Green Real-time PCR

SYBR Green Real-time PCR analiza je koriS¢ena za odredivanje
nivoa ekspresije gena za TNF-a u visceralnom masnom tkivu. U analizi
su korisceni Power SYBR® Green PCR Master Mix, specificni prajmeri i
20 ng cDNK kao matrica. Sekvence specificnih prajmera su prikazane u
Tabeli 2. PCR reakcija, ukupnog volumena 25 ul, odvijala se u
standardnim uslovima: 2 min na 50°C, potom 10 min na 95°C, i 40
ciklusa od po 15 s na 95°C i 60 s na 60°C. Po zavrSetku umnozavanja
produkata postepeno je snizena temperatura PCR reakcije i
konstruisana je kriva topljenja. Ovaj korak obezbeduje proveru
kontaminacije uzoraka genomskom DNK kao i eventualnog nastanka

tzv. ,dajmer prajmera“. Za procenu Cistoce reakcionih komponenti na
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plocu je nanoSena negativna kontrola koja je sadrzala sve reagense za
PCR, izuzev cDNK. Sve reakcije su izvedene u triplikatu na mikrotitar

plocama od 96 mesta.

Nivo ekspresije gena od interesa standardizovan je u odnosu na
ekspresiju gena za [3-aktin detektovanog u istom uzorku i iskazan kao
2-4Ct) ode je ACt razlika izmedu Ct vrednosti gena od interesa i 3-aktina.
Dobijeni rezultati su analizirani pomocu programskog paketa Sequence
Detection RQ Study Add ON za 7000 System SDS, verzija 1.2.3 (Applied

Biosystem), sa intervalom poverenja od 95% (p < 0.05).

3.2.9 Izolovanje proteina i priprema celijskih frakcija

Za odredivanje nivoa razli¢itih proteina kod kontrolnih Zivotinja i
zivotinja hranjenih fruktozom koriS¢ene su citosolna, jedarna i
mikrozomalna frakcija visceralnog masnog tkiva i ukupni -celijski

ekstrakt hipotalamusa.

3.2.9.1 Priprema citosolne, jedarne i mikrozomalne frakcije

Subcelijske frakcije su dobijene metodom diferencijalnog
centrifugiranja. Tkivo je homogenizovano u homogenizeru Ultra-Turrax
(T25, Junke & Kunkel, Nemacka) u jednoj zapremini hladnog (4°C)
20 mM Tris-HCI pufera (pH 7.4) koji je sadrzao 10% glicerol, 50 mM
NaCl, 1 mM EDTA-Naz, 1 mM EGTA-Naz, 2 mM DTT, proteazne
inhibitore (20 mM Na>MoO4, 0.15 mM spermin, 0.15 mM spermidin,
0.1 mM PMSF, 5 ug/ml antipain, 5 ug/ml leupeptin, 5 ug/ml aprotinin)
i fosfatazne inhibitore (20 mM pB-glicerofosfat, 5 mM Na4P>-O7 x 10H20, i
25 mM NaF). Dobijeni homogenat je profiltriran kroz gazu i

centrifugiran (2000 xg, 10 min, 4°C) nakon cega je supernatant
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koriScen za dobijanje citosola i mikrozoma, a talog za dobijanje jedarnog

ekstrakta.

Za dobijanje citosolne i mikrozomalne frakcije supernatant je
centrifugiran na srednjoj brzini (10000 xg, 30 min, 4°C), a potom i u
ultracentrifugi (105000 xg, 90 min, 4°C, Beckman L8-M). Dobijeni
supernatant, koji predstavlja cistu frakciju citosola, alikvotiran je i
cuvan na -70°C do dalje upotrebe. Talog je koriS¢en za dobijanje
mikrozomalne frakcije tako Sto je opran u 100 mM Na-pirofasfatnom
puferu (pH 7.4), a zatim i centrifugiran u ultracentrifugi (105000 xg,
90 min, 4°C, Beckman L8-M). Dobijeni talog je resuspendovan u 50 mM
kalijum-fosfatnom puferu (pH 7.4), koji je sadrzao 0.1 mM EDTA-Nay,
20% glicerol i 0.1 mM DTT, sonifikovan tri puta po 5 s sa pauzama od
30 s (1A, 50/60 Hz, 30% amplitude; Hielscher Ultrasound Processor) i

cuvan na -70°C kao Cista mikrozomalna frakcija.

Talog dobijen nakon centrifugiranja homogenata je ispran dva
puta (2000 xg, 10 min, 4°C) u puferu za pranje jedara koji je sadrzao
25 mM HEPES, pH 7.6, 10% glicerol, S0 mM NaCl, 1 mM EDTA-Nao,
1mM EGTA-Naz, 2 mM DTT, proteazne inhibitore (20 mM NaxMoOs4,
0.15 mM spermin, 0.15 mM spermidin, 0.1 mM PMSF, 5 ug/ml
antipain, 5 ug/ml leupeptin, 5 ug/ml aprotinin) i fosfatazne inhibitore
(20 mM B-glicerofosfat, 5 mM Na4P>0O7x 10H20, i 25 mM NaF). Nakon
pranja, precCiScena jedra u talogu su resuspendovana u jednoj
zapremini pufera za liziranje jedara koji je sadrzao 25 mM HEPES,
pH7.6, 1M ureu, 300 mM NaCl i 1% deterdzent Nonidet P-40.
Resuspendovana jedra su inkubirana na ledu najmanje 60 min, uz
intenzivno vorteksovanje, a zatim centrifugirana (14000 rpm, 10 min,
4°C). Dobijeni supernatant je koriscen kao jedarni ekstrakt i cuvan na

-70°C do dalje upotrebe (Spencer i saradnici, 2000).
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3.2.9.2 Priprema ukupnog celijskog ekstrakta

Tkivo hipotalamusa je homogenizovano u staklo-teflon
homogenizeru (Potter-Elvehjem) sa 20 =zaveslaja tuckom, u jednoj
zapremini hladnog (4°C) RIPA pufera koji je sadrzao 25 mM Tris-HCl
(pPH 7.4), 1 mM EDTA-Naz, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 1% deterdzent
Nonidet P-40, proteazne inhibitore (20 mM Naz:MoOs4, 0.15 mM spermin,
0.15 mM spermidin, 0.1 mM PMSF, 5 ug/ml antipain, 5 pg/ml
leupeptin, 5 ug/ml aprotinin) i fosfatazne inhibitore (20 mM
B-glicerofosfat, 5 mM Na4P207x 10H2O i 25 mM NaF). Dobijeni
homogenat je sonifikovan tri puta po 5s sa pauzama od 30 s (1A,
50/60 Hz, 30% amplitude; Hielscher Ultrasound Processor), inkubiran
na ledu 60 min uz intenzivno vorteksovanje, a zatim centrifugiran
(16000 xg, 20 min, 4°C). Dobijeni supernatant je koriS¢en kao ukupni

celijski ekstrakt i cuvan na -70°C do dalje upotrebe.

3.2.10 Odredivanje koncentracije proteina

Odredivanje koncentracije proteina u pripremljenim celijskim
frakcijama visceralnog masnog tkiva i hipotalamusa je wuradeno
kolorimetrijskom metodom po modifikovanoj metodi Bradford-a

(Spector, 1978).

U 20 uyl adekvatno razblazenog uzorka i standarda (albumin iz
seruma goveceta, eng. bovine serum albumin, BSA) dodato je 180 pl
Spektorovog reagensa (0.01% Coomassie Brilliant Blue G-250, 4.8%
etanol i 8.5% fosforna kiselina) i nakon 5 min inkubacije ocitana je
apsorbanca na 595 nm u mikrotitar plocama od 96 mesta, upotrebom
spektrofotometra (Multiskan Spectrum, Thermo Electron Corporation,

Finska).
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Koncentracija proteina je odredena na osnovu standardne krive
konstruisane na osnovu merenja apsorbance u rastvorima standarda u
opsegu koncentracija od 15 ug/ml do 250 ug/ml i izrazena je kao

mg proteina/ml uzorka.

3.2.11 Elektroforeza na SDS-poliakrilamidnom gelu

Proteini su razdvojeni na osnovu razlika u molekulskim masama
metodom denaturiSuce SDS-poliakrilamid gel (SDS-PAG) elektroforeze,
po modifikovanoj metodi Laemmlija (1970) na aparatu Mini-Protean II

Electrophoresis Cell (Bio-Rad).

Uzorci subcelijskih frakcija visceralnog masnog tkiva i ukupnog
Celijskog ekstrakta hipotalamusa (S0 pg) su pripremani kuvanjem
(5 min na 100°C) u jednakoj zapremini pufera za uzorke sa dvostruko
vecom  koncentracijom  (0.125M  Tris-Hcl pH 6.8, 0.4%
B-merkaptoetanol, 4% SDS, 1% Brom Fenol Plavo i 20% glicerol).
Proteini su razdvojeni na 10% poliakrilamidnim denaturiSuc¢im gelovima
u puferu za elektroforezu koji sadrzi 0.025 M Tris bazu, 0.192 M glicin i
0.1% SDS, u trajanju od 90 min i pri konstantnom naponu od 120 V.
Posle elektroforeze gelovi su koriS¢eni za ,Western blot” analizu. Kao
molekulski marker koriScena je smeSa referentnih proteina poznatih
molekulskih masa (10 - 170 kDa, Page Ruler™ Plus Prestained Protein

Ladder, Fermentas, Litvanija).

3.2.12 Detekcija proteina metodom ,,Western blot“-a

Proteini od interesa su detektovani metodom ,Western blot”, koja
pored elektroforetskog razdvajanja proteina ukljucuje i prenos proteina
sa poliakrilamidnog gela na PVDF (poliviniliden fluorid) membranu i

njihovu detekciju pomocu specificnih primarnih i sekundarnih antitela.

Nakon zavrSene elektroforeze poliakrilamidni gelovi su potopljeni
u pufer za transfer (0.192 M glicin, 20% metanol i 25 mM Tris, pH 8.3)
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u trajanju od 30 min. PVDF membrane (Immobilon-FL, velicine pora
0.45 um, Millipore Corporation, Italija) su aktivirane 100% metanolom,
a potom i inkubirane u puferu za transfer. Prenos proteina sa gelova na
membrane odvijao se metodom mokrog transfera preko noci, pri
konstantnoj struji od 135 mA po gelu, na temperaturi od 4°C u
aparaturi Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, Kalifornija). Kvalitet transfera proveravan je
bojenjem membrana 1% rastvorom Ponceau S u 5% sircetnoj kiselini.
Nespecificna mesta vezivanja proteina na membranama blokirana su
inkubiranjem u puferu za blokiranje [PBS pufer (0.137 M NaCl, 1.5 mM
KH>PO4, 16.3 mM NaHPOg4, 2.7 mM KCl) sa 5% nemasnim mlekom]|, u
trajanju od 60 min na sobnoj temperaturi uz blago muckanje.
Membrane su inkubirane sa primarnim antitelima specificnim za
protein od interesa preko noc¢i na 4°C (Tabela 3). Nakon ispiranja
primarnih antitela, membrane su inkubirane 90 min na sobnoj
temperaturi sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelima koja su
konjugovana sa alkalnom fosfatazom. Izmedu svakog od ovih koraka
sledile su serije ispiranja membrana u PBST puferu (0.1% Tween-20 u
PBS-u). Nakon inkubacije sa sekundarnim antitelom membrane su
inkubirane sa ECF supstratom. Alkalna fosfataza katalizuje konverziju
ECF supstrata u fluorescentni proizvod koji je detektovan pomocu
skenera za fluorescenciju, STORM (Amersham Bioscience, Velika
Britanija). Intenzitet izmerene fluorescencije je proporcionalan

koncentraciji ciljnog proteina u uzorku.

Kvantitativno odredivanje relativnhe opticke gustine traka na
membranama je uradeno koriScenjem kompjuterskog programa za
analizu signala (ImageQuant, GE Healthcare). Intenzitet svake
imunoreaktivne trake je normalizovan prema intenzitetu trake [3-aktina,

kao kontrole za nanetu koli¢inu totalnih proteina.
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3.2.13 Statisticka obrada rezultata

Statisticka analiza biohemijskih i fizioloSkih parametara je
uradena koriScenjem jednofaktorijalne analize varijanse (One-way
ANOVA), pracene post-hoc Tukey testom. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost + SD. Za sva merenja pretpostavljena statisticka

znacajnost je P<0.05.

Statisticka obrada morfometrijske analize visceralnog masnog
tkiva je uradena koriScenjem Studentovog t-testa. Analiza je uradena na
S zivotinja u svakoj eksperimentalnoj grupi, za svaku zivotinju
analizirana su tri preseka i po tri slike po svakom preseku (n=9 po
zivotinji). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost £ SEM, pri

cemu je P<0.05 smatrana statisticki znacajnom razlikom.

Statisticka obrada rezultata dobijenih u ELISA esejima je uradena
koriScenjem Studentovog t-testa. Za odredivanje koncentracije leptina i
kortikosterona u plazmi eksperimentalnih Zivotinja merenja su vrSena u
duplikatu za 9 zZivotinja iz svake grupe. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost + SD. Za odredivanje koncentracije kortikosterona u
masnom tkivu pomeSana je citosolna frakcija od tri Zivotinje iz iste
eksperimentalne grupe kako bi se dobilo dovoljno materijala za analizu.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost od tri kombinovane
citosolne frakcije * SEM (n=9). Za sva merenja pretpostavljena

statisticka znacajnost je P<0.05.

Statisticka obrada rezultata dobijenih u ,Western blot” i Real-time
PCR eksperimentima je uradena koriScenjem Studentovog t-testa. Svi
eksperimenti su ponovljeni tri puta, pri ¢emu su kombinovana tkiva od
tri zivotinje koje pripadaju istoj eksperimentalnoj grupi (n=9). Rezultati
su predstavljeni kao srednja vrednost * SEM. Za sva merenja

pretpostavljena statisticka znacajnost je P<0.05.
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Polazeci od postavljenih ciljeva istrazivanja, u ovoj disertaciji su
analizirani efekti ishrane bogate fruktozom (10% i 60% rastvor fruktoze)
na razvoj karakteristika metabolickog sindroma i na promene u
signalnim putevima glukokortikoidnih hormona u visceralnom masnom

tkivu i hipotalamusu muzjaka pacova.

4.1 Pacov hranjen fruktozom kao model metabolickog

sindroma

4.1.1 Unos hrane i kalorijski unos

Kao Sto je prikazano u Tabeli 4 Zivotinje koje su tokom tretmana
u trajanju od devet nedelja hranjene 10% i 60% rastvorom fruktoze
imale su statisticki znacajno smanjen unos hrane u poredenju sa
zivotinjama na standardnoj ishrani (*P<0.05). Ipak, kod ovih Zivotinja je,
u odnosu na kontrolne zivotinje, zabelezeno povecanje ukupnog
kalorijskog unosa (*P<0.05) i to poreklom od fruktoze (Tabela 4). Ovi
rezultati ukazuju da u ishrani obogacenoj fruktozom dolazi do

poremecaja u regulaciji apetita.

| 74



| REZULTATE

Tabela 4. Fizioloski parametri kontrolnih zivotinja i zivotinja hranjenih fruktozom

10% fruktoza 60% fruktoza

Unos hrane (g/dan/zivotinja) 1555 + 1.39% 16.99 + 3.06*
Unos fruktoze (ml/dan/Zivotinja) 74.10 + 11.38 13.32 £ 1.66
Kalorijski unos (kJ/dan/Zivotinja) 284.02 + 10.22* 324.35 + 11.89*

Masa tela (g) 337.50 + 8.95 34564 +9.94
Masa visceralnog masnog tkiva (g) 422 +0.40 6.26 + 0.49%%

Odnos mase visceralnog masnog
tkiva i ukupne telesne mase
(x1000)

12.39 + 1.06 18.21 + 1.40*%

Rezultati predstavljaju srednju vrednost + SD. Rezultati su obradeni One
way ANOVA analizom pracenom post-hoc Tukey testom. Statisticki
znacCajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao
*P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu i #P<0.05 za 10% rastvor fruktoze u
odnosu na 60% rastvor fruktoze

4.1.2 Masa tela i masa visceralnog masnog tkiva

Uprkos povecanom kalorijskom unosu, Zivotinje na izmenjenom
rezimu ishrane obogacene fruktozom nisu bile gojazne, §to je potvrdeno
odsustvom povecanja ukupne telesne mase u odnosu na kontrolnu
grupu zivotinja (Tabela 4). Iako fruktoza nije dovela do razvoja
gojaznosti, doprinos fruktoze narusSavanju metabolicke i energetske
homeostaze pracen je na nivou odnosa mase visceralnog masnog tkiva i
ukupne telesne mase. Ishrana zZivotinja 10% rastvorom fruktoze nije
uticala na masu visceralnog masnog tkiva, dok je kod zivotinja
hranjenih 60% rastvorom fruktoze masa visceralnog masnog tkiva bila
statisticki znacajno povecana u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 4,
*P<0.05). Kod ovih Zivotinja je dosSlo do razvoja visceralne adipoznosti

Sto je potvrdeno statisticki znacajnim povecanjem odnosa mase
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visceralnog masnog tkiva u odnosu na ukupnu telesnu masu u
poredenju sa kontrolnom grupom zivotinja (Tabela 4, *P<0.05) i grupom

zivotinja hranjenih 10% rastvorom fruktoze (Tabela 4, #P<0.05).

4.1.3 Slobodne masne kiseline, trigliceridi i kortikosteron

Kao sto je prikazano u Tabeli 5 statisticki znacajno povecanje
koncentracije triglicerida kod zivotinja hranjenih 10% rastvorom
fruktoze (**P<0.01) primeceno je i nakon dugorocne ishrane 60%
rastvorom fruktoze (*P<0.05). Nasuprot tome, statisticki znacajno
povecanje koncentracije slobodnih masnih kiselina koje je izmereno u
plazmi zivotinja nakon ishrane obogacene 10% rastvorom fruktoze
(*P<0.05) nije bilo uoceno nakon ishrane zivotinja 60% rastvorom
fruktoze. Koncentracija kortikosterona u plazmi zivotinja je ostala
nepromenjena kod obe eksperimentalne grupe koje su hranjene

fruktozom u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 5).

Tabela 5. Biohemijski parametri kontrolnih Zivotinja i zivotinja hranjenih

fruktozom
10% fruktoza 60% fruktoza
e e
Trigliceridi (mmol/L) 19+ 0.3** 155+ 0.32*
Kortikosteron (ng/ml) 238.38 + 69.34 68.05 + 45.82

Rezultati predstavljaju srednju vrednost = SD. Rezultati su obradeni One
way ANOVA analizom pracenom post-hoc Tukey testom. Statisticki
znacCajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao
*P<0.05 1 **P<0.01 u odnosu na kontrolnu grupu
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4.1.4 Parametri insulinske osetljivosti

Koncentracija glukoze koja je izmerena nakon prekonocnog
gladovanja i indeks HOMA su bili nepromenjeni kod obe grupe Zivotinja
koje su bile na izmenjenom rezimu ishrane obogacene fruktozom u
odnosu na kontrolnu grupu. Takode, izmedu eksperimentalnih grupa
nije zabeleZzena statististicki znacajna promena u koncentraciji insulina
(Tabela 6). Odredivanjem povrsSine ispod krive (AUCguk) procenjen je
stepen tolerancije na glukozu. U skladu sa povecanjem koncentracije
slobodnih masnih kiselina nakon ishrane pacova obogacene 10%
rastvorom fruktoze (Tabela 5, *P<0.05), zabelezeno je i statisticki
znacajno povecanje u vrednosti AUCguk u poredenju sa kontrolnom
grupom kao i grupom zivotinja koje su hranjene 60% rastvorom
fruktoze (Slika 21, *P<0.05, #P<0.05). Ovaj nalaz ukazuje da ishrana
obogacena 10% rastvorom fruktoze dovodi do smanjenja tolerancije na

glukozu.

Tabela 6. Parametri insulinske osetljivosti kontrolnih Zzivotinja i zivotinja
hranjenih fruktozom

10% fruktoza 60% fruktoza
Glukoza (mmol/L) 460+0.32 3.88 +0.24
Insulin (mIU/L) 8.35+4.69 13.49 + 421
Indeks HOMA 1.43 + 1.09 1.58 +1.32
IP-GTT glukoza AUC 1395.82 + 67.48*% 912.38 + 58.37

Rezultati predstavljaju srednju vrednost £ SD. Rezultati su obradeni One
way ANOVA analizom pracenom post-hoc Tukey testom. Statisticki
znacCajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao
*P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu i #P<0.05 za 10% rastvor fruktoze u
odnosu na 60% rastvor fruktoze
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Slika 21. IP-GTT kontrolnih Zivotinja i Zivotinja hranjenih fruktozom.
Rezultati predstavljaju srednju vrednost £+ SEM. Rezultati su obradeni One
way ANOVA i post-hoc Tukey testom, a statisticki znacajne razlike izmedu
eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 u odnosu na
kontrolnu grupu i #P<0.05 za 10% rastvor fruktoze u odnosu na 60%
rastvor fruktoze. (K-kontrola; F10-10% rastvor fruktoze; F60-60% rastvor
fruktoze)

4.2 Signalni put glukokortikoida u visceralnom masnom

tkivu pacova hranjenog 10% rastvorom fruktoze

Efekti ishrane obogacene 10% rastvorom fruktoze u visceralnom
masnom tkivu pacova su praceni analizom glukokortikoidne

signalizacije i inflamacije, kao i histoloSkom analizom adipocita.
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4.2.1 Prereceptorski metabolizam glukokortikoida

Prereceptorski metabolizam glukokortikoida je analiziran na
nivou proteina ukljucenih u unutarcelijsku regeneraciju
glukokortikoidnih hormona kao i odredivanjem koncentracije
kortikosterona, kao aktivne forme glukokortikoida, u visceralnom

masnom tkivu pacova.

Konverzija neaktivne forme glukokortikoida (dehidrokortikosterona)
u aktivhu formu (kortikosteron) je rezultat aktivnosti mikrozomalnih
enzima 11BHSD1 i H6PDH. ,Western blot“ analiza je pokazala znacajno
povecanje nivoa 11BHSD1 i H6PDH (Slika 22, *P<0.05) u
mikrozomalnoj frakciji visceralnog masnog tkiva nakon ishrane Zivotinja

10% rastvorom fruktoze.
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Slika 22. a) Reprezentativni ,Western blot“ eksperimenti za enzime
11BHSD1 (levo) i HGPDH (desno) u mikrozomima visceralnog masnog tkiva
kontrolnih Zivotinja i Zivotinja hranjenih 10% rastvorom fruktoze. b)
Relativni nivo 11BHSD1 (levo) i H6PDH (desno) u mikrozomima visceralnog
masnog tkiva kontrolnih zivotinja i Zivotinja hranjenih 10% rastvorom
fruktoze. (-aktin je koriS¢en kao kontrola nanoSenja jednake koli¢ine
proteina. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM i obradeni
Studentovim  t-testom, a  statisticki znacajne razlike izmedu
eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 u odnosu na
kontrolnu grupu. (K-kontrola; F10-10% rastvor fruktoze)
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Kao Sto je i ocekivano, ishrana obogacena 10% rastvorom fruktoze

stimulisala je prereceptorski metabolizam glukokortikoidnih hormona

rezultujuci

statisticki znacajnim povecanjem koncentracije tkivnog

kortikosterona (Slika 23, *P<0.05) u odnosu na kontrolu.
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Kortikosteron
(ng/mg)

1.00

0.00

4.2.2 Unutarcelijska preraspodela GR-a

K F10

Slika 23. Koncentracija
kortikosterona (ng/mg) u
visceralnom masnom
tkivu kontrolnih zivotinja
i zivotinja hranjenih 10%
rastvorom fruktoze.
Rezultati  predstavljaju
srednju vrednost =+ SEM.
Rezultati su obradeni
Studentovim t-testom, a
statisticki znacajne
razlike izmedu
eksperimentalnih grupa
su predstavljene kao
*P<0.05 u odnosu na
kontrolnu grupu.
(K-kontrola; F10-10%
rastvor fruktoze)

Kako bi se utvrdilo da li povec¢anje koncentracije kortikosterona u

visceralnom masnom tkivu dovodi do aktivacije GR-a, pracena je

unutarcelijska preraspodela ovog transkripcionog regulatora (Slika 24).

Povecanje koncentracije kortikosterona nakon ishrane obogacene

10% rastvorom fruktoze ogleda se u znacajnom smanjenju proteinskog

nivoa GR-a u citosolnoj frakciji (Slika 24 levo, *P<0.05) i istovremenom

povecanju u jedarnoj frakciji (Slika 24 desno, **P<0.01) visceralnog

masnog tkiva. Ovi rezultati ukazuju da u odgovoru na ishranu pacova

10% rastvorom fruktoze dolazi do aktivacije GR-a i njegovog prelaska iz

citoplazme u jedra.
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Slika 24.

a) Reprezentativni ,Western blot“ eksperimenti za GR u citosolu (levo) i
jedrima (desno) visceralnog masnog tkiva kontrolnih zivotinja i Zzivotinja
hranjenih 10% rastvorom fruktoze.

b) Relativni nivo GR-a u citosolu (levo) i jedrima (desno) visceralnog
masnog tkiva kontrolnih Zivotinja i Zivotinja hranjenih 10% rastvorom
fruktoze. (-aktin je koriS¢en kao kontrola nanoSenja jednake koli¢ine
proteina. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM i obradeni
Studentovim  t-testom, a  statisticki znacajne razlike izmedu
eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 i **P<0.01 u odnosu
na kontrolnu grupu. (K-kontrola; F10-10% rastvor fruktoze)
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4.2.3 Ekspresija gena lipidnog metabolizma koji su regulisani

GR-om

lako wveliki broj podataka wukazuje na znacajnu ulogu
glukokortikoidnih hormona u regulaciji lipidne homeostaze, malo se zna
o ulozi GR-a kao transkripcionog regulatora gena ukljucenih u procese

lipolize i lipogeneze u visceralnom masnom tkivu.

Kako bi se utvrdilo da li transkripciona aktivacija GR-a u
odgovoru na ishranu obogacenu 10% rastvorom fruktoze vodi ka
stimulaciji lipolize ili lipogeneze, analizirani su nivoi iRNK za HSL i
PEPCK. Pokazano je da dugoro¢na ishrana obogacena 10% rastvorom
fruktoze dovodi do znacajnog smanjenja nivoa transkripcije gena za
PEPCK (Slika 25a, *P<0.05), dok je nivo iRNK 2za HSL ostao

nepromenjen u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 25b).
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Slika 25. Relativnha koncentracija iRNK za PEPCK a) i HSL b) u
visceralnom masnom tkivu kontrolnih Zivotinja i zivotinja hranjenih 10%
rastvorom fruktoze. Relativna koncentracija iRNK je izracunata u odnosu
na koncentraciju iRNK za HPRT1 kao endogenu kontrolu. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SEM i obradeni Studentovim t-testom,
a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su
predstavljene kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu. (K-kontrola;
F10-10% rastvor fruktoze)
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4.3 Razvoj metabolicke inflamacije u visceralnom

masnom tkivu pacova hranjenog 10% rastvorom fruktoze

Kao posledica naruSavanja lipidne homeostaze u okviru
metabolicki aktivnog visceralnog masnog tkiva dolazi do razvoja
hroni¢cne inflamacije niskog intenziteta koja se oznacava kao
metabolicka inflamacija. Metabolicka inflamacija se karakteriSe
povecanom produkcijom bioloSkih markera inflamacije, medu kojima
kljuénu ulogu imaju transkripcioni regulator NFxkB i proinflamatorni

citokini kao sto su TNF-q, IL-6 i MIF.
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Slika 26.

a) Reprezentativni ,Western blot“ eksperimenti za NFkB u citosolu (levo) i
jedrima (sredina) i IkB-a u citosolu (desno) visceralnog masnog tkiva
kontrolnih Zivotinja i Zivotinja hranjenih 10% rastvorom fruktoze. b)
Relativni nivo NFkB u citosolu (levo) i jedrima (sredina) i nivo IxkB-a u
citosolu (desno) visceralnog masnog tkiva kontrolnih Zzivotinja i Zivotinja
hranjenih 10% rastvorom fruktoze. P-aktin je koriSéen kao kontrola
nanosSenja jednake koli¢ine proteina. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost £+ SEM i obradeni Studentovim t-testom, a statisticki znacajne
razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 u
odnosu na kontrolnu grupu. (K-kontrola; F10-10% rastvor fruktoze)
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U cilju odredivanja efekata ishrane obogacene 10% rastvorom na
razvoj metabolicke inflamacije analizirana je unutarcelijska raspodela
transkripciono aktivne subjedinice proteina NFxB (p65) i njegovog
inhibitornog proteina (IkB-a). Kao Sto je prikazano na Slici 26 nivo p65
subjedinice proteina NFkB je bio znacajno smanjen u citosolu (*P<0.05),
dok je nivo u jedrima ostao nepromenjen nakon ishrane obogacene 10%
rastvorom fruktoze. Nivo inhibitornog proteina IkB-a u citosolu
visceralnog masnog tkiva je ostao nepromenjen kod zivotinja na
izmenjenom rezimu ishrane u odnosu na kontrolnu grupu, ukazujuci
na odsustvo prelaska transkripciono aktivne subjedinice p65 u jedro

(Slika 26).

Pored analize efekata dugoroéne ishrane obogacene 10%
rastvorom fruktoze na subcelijsku raspodelu i aktivaciju proteina NFxB,
pracene su i promene u nivou iRNK za TNF-qa, IL-6 i MIF. Pokazano je da
kod grupe zivotinja koja je bila izlozena izmenjenom rezimu ishrane ne
dolazi do promene u koncentraciji iRNK za TNF-a i MIF u odnosu na
kontrolnu grupu Zivotinja (Slika 27), dok je IL-6 bio nedetektabilan i u
kontrolnim i u tretiranim Zzivotinjama.
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Slika 27. Relativna koncentracija iRNK za TNF-a a) i MIF b) u visceralnom
masnom tkivu kontrolnih Zzivotinja i zivotinja hranjenih 10% rastvorom
fruktoze. Relativha koncentracija iRNK je izracunata u odnosu na
koncentraciju iRNK za HPRT1 kao endogenu kontrolu. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost £ SEM i obradeni Studentovim t-testom.
Vrednost P<0.05 je smatrana statisticki znacajnom (K-kontrola; F10-10%
rastvor fruktoze)
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4.4 Histoloska i morfometrijska analiza visceralnog

masnog tkiva nakon ishrane obogacene 10% rastvorom

Jruktoze

Nakon hematoksilin eozin bojenja nisu uocene znacajne razlike u

obliku i veli¢ini adipocita kontrolnih zivotinja i Zivotinja hranjenih 10%

rastvorom fruktoze (Slika 28a). Daljom morfometrijskom analizom je

potvrdeno da ishrana zivotinja 10% rastvorom fruktoze ne utice na

promenu dijametra i povrSine adipocita u odnosu na iste parametre kod

kontrolne grupe zivotinja (Slika 28b).
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Slika 28. a) Histolo§ki preparati visceralnog masnog tkiva nakon bojenja
hematoksilin eozinom b) Morfometrijska analiza visceralnog masnog tkiva
kontrolnih Zivotinja i Zivotinja hranjenih 10% rastvorom fruktoze. Rezultati su
analizirani koriS¢enjem softverskog programa Adiposoft, predstavljeni su kao
srednja vrednost + SEM i obradeni Studentovim t-testom. Vrednost P<0.05 je
smatrana statisticki znacajnom. (K-kontrola; F10-10% rastvor fruktoze)
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4.5 Signalni put glukokortikoida u visceralnom masnom

tkiv

u pacova hranjenog 60% rastvorom fruktoze

4.5.1 Prereceptorski metabolizam glukokortikoida

sWestern blot“ analizom je pokazano da dugoroc¢na ishrana

obogacena 60% rastvorom fruktoze dovodi do statisticki znacajnog

povecanja nivoa 11BHSD1 u mikrozomalnoj frakciji visceralnog masnog

tkiva (Slika 29 levo, *P<0.05). Sa druge strane, izmenjeni rezim ishrane

nije doveo do promene u nivou mikrozomalnog enzima H6PDH

(Slika 29 desno).
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Slika 29. a) Reprezentativni ,Western blot“ eksperimenti za enzime
11BHSD1 (levo) i H6PDH (desno) u mikrozomima visceralnog masnog tkiva
kontrolnih Zivotinja i Zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze. b)
Relativni nivo 11pHSD1 i H6PDH u mikrozomima visceralnog masnog
tkiva kontrolnih Zivotinja i Zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze.
B-aktin je koriScen kao kontrola nanoSenja jednake koli¢ine proteina.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM i obradeni
Studentovim  t-testom, a @ statisticki znacajne razlike izmedu
eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 u odnosu na
kontrolnu grupu. (K-kontrola; F60-60% rastvor fruktoze)
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Za razliku od tkivne regeneracije glukokortikoidnih hormona
nakon ishrane obogacene 10% rastvorom fruktoze, koncentracija
unutarcelijskog kortikosterona u visceralnom masnom tkivu je bila
znacajno smanjena nakon ishrane zivotinja 60% rastvorom fruktoze

(Slika 30, **P<0.01) u odnosu na kontrolu.

Slika 30. Koncentracija
kortikosterona (ng/mg) u
10.00 - visceralnom masnom
tkivu kontrolnih zivotinja

2007 i zivotinja hranjenih 60%

2 8.00 4 rastvorom fruktoze.
S, 7004 Rezultati  predstavljaju
E 400 ¥ srednju vrednost £ SEM.
s 500 Rezultati su obradeni
§ ’ Studentovim t-testom, a
[ 4.00 1 statisticki znacajne
X 300 razlike izmedu
T ksperimentalnih
5 200 eksperimentalnih  grupa
> 100 1 su predstavljene kao
' **P<0.01 u odnosu na
0.00 kontrolnu grupu.

K F60 (K-kontrola, F60-60%
rastvor fruktoze)

4.5.2 Unutarcelijska preraspodela GR-a

Kao sto je ocekivano, smanjenje koncentracije aktivne forme
glukokortikoidnih hormona nakon ishrane obogacene 60% rastvorom
fruktoze je bilo praceno i odsustvom aktivacije GR-a i njegovog prelaska

u jedra.

Analizom unutarcelijske raspodele GR-a izmedu citosolne i
jedarne frakcije visceralnog masnog tkiva pokazano je da kod zivotinja
na izmenjenom rezimu ishrane dolazi do 2znacajnog smanjenja
proteinskog nivoa GR-a u obe posmatrane frakcije (Slika 31, *P<0.05) u

odnosu na kontrolu.
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Slika 31.

a) Reprezentativni ,Western blot“ eksperimenti za GR u citosolu (levo) i
jedrima (desno) visceralnog masnog tkiva kontrolnih zivotinja i zivotinja
hranjenih 60% rastvorom fruktoze.

b) Relativni nivo GR-a u citosolu (levo) i jedrima (desno) visceralnog
masnog tkiva kontrolnih Zivotinja i Zivotinja hranjenih 60% rastvorom
fruktoze. (-aktin je koriScen kao kontrola nanoSenja jednake kolic¢ine
proteina. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM i obradeni
Studentovim  t-testom, a  statisticki znacajne razlike izmedu
eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 u odnosu na
kontrolnu grupu. (K-kontrola; F60-60% rastvor fruktoze)

Niska koncentracija tkivnog kortikosterona u odgovoru na
ishranu obogacenu 60% rastvorom fruktoze ne dovodi do aktivacije

GR-a i njegovog prelaska iz citoplazme u jedra.
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4.5.3 Ekspresija gena lipidnog metabolizma koji su regulisani

GR-om

U cilju utvrdivanja efekata ishrane obogacene 60% rastvorom
fruktoze na ekspresiju gena lipidnog metabolizma regulisanih GR-om

odredeni su nivoi iRNK za gene PEPCK i HSL (Slika 32).
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Slika 32. Relativna koncentracija iRNK za PEPCK a) i HSL b) u
visceralnom masnom tkivu kontrolnih Zivotinja i zivotinja hranjenih 60%
rastvorom fruktoze. Relativna koncentracija iRNK je izracunata u odnosu
na koncentraciju iRNK za HPRT1 kao endogenu kontrolu. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost £ SEM i obradeni Studentovim t-testom,
a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su
predstavljene kao **P<0.01 u odnosu na kontrolnu grupu. (K-kontrola;
F60-60% rastvor fruktoze)

Dugoroc¢na ishrana zivotinja 60% rastvorom fruktoze dovela je do
statisticki znacajnog smanjenja nivoa iRNK za PEPCK (Slika 32a,
**P<0.01) u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja. S druge strane, nivo
iRNK za HSL je ostao nepromenjen kod tretirane grupe zivotinja

(Slika 32b).

Ovi rezultati ukazuju da dugorocna ishrana zivotinja 60%
rastvorom fruktoze ne dovodi do stimulacije lipolize, najverovatnije
usled smanjene transkripcione aktivnosti GR-a, i da visceralna
adipoznost uocena nakon fizioloSke i biohemijske karakterizacije

modela nije rezultat promena na nivou gena koji su regulisani GR-om.
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4.5.4 Ekspresija gena ukljucenih u procese adipogeneze i

lipogeneze

Povecanje kolicine masnog tkiva moze nastati kao rezultat dva
razlicita procesa: proliferacije i diferencijacije novih adipocita Sto je
poznato kao adipogeneza, i sinteze i skladiStenja triglicerida u

formiranim, zrelim adipocitima Sto je proces poznat kao lipogeneza.

Analiza adipogeneze i lipogeneze je wuradena odredivanjem
unutarcelijske distribucije i nivoa transkripcionih regulatora PPARYy,

SREBP-1 i lipina-1, kao i odredivanjem koncentracije iRNK za FAS.
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Slika 33.

a) Reprezentativni ,Western blot“ eksperimenti za PPARy u citosolu (levo) i
jedrima (desno) visceralnog masnog tkiva kontrolnih Zivotinja i Zivotinja
hranjenih 60% rastvorom fruktoze. b) Relativni nivo PPARy u citosolu (levo)
i jedrima (desno) visceralnog masnog tkiva kontrolnih Zivotinja i Zivotinja
hranjenih 60% rastvorom fruktoze. P-aktin je koriSéen kao kontrola
nanosenja jednake kolicine proteina. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost £+ SEM i obradeni Studentovim t-testom, a statisticki znacajne
razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao *P<0.05 u
odnosu na kontrolnu grupu. (K-kontrola; F60-60% rastvor fruktoze)
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Kao Sto je prikazano na Slici 33, ishrana obogacena 60%
rastvorom fruktoze je dovela do znacajnog povecanja nivoa proteina
PPARy u jedarnoj frakciji visceralnog masnog tkiva (*P<0.05) u odnosu

na kontrolnu grupu.

Ishrana obogacena 60% rastvorom fruktoze doprinosi adipogenezi
i putem stimulacije transkripcionog regulatora SREBP-1. Naime,
pokazano je da je proteinski nivo SREBP-1 bio znacajno povecan u
jedrima zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze (Slika 34,*P<0.05)

u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja.
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Slika 34.

a) Reprezentativni ,Western blot“ eksperimenti za SREBP-1 u jedrima
visceralnog masnog tkiva kontrolnih zivotinja i Zivotinja hranjenih
60% rastvorom fruktoze. b) Relativni nivo SREBP-1 u jedrima
visceralnog masnog tkiva kontrolnih Zivotinja i Zivotinja hranjenih
60% rastvorom fruktoze. B-aktin je koriScen kao kontrola nanoSenja
jednake koli¢ine proteina. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost + SEM i obradeni Studentovim t-testom, a statisticki
znacCajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene
kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu. (K-kontrola; F60-60%
rastvor fruktoze)
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Nakon analize unutarcelijske raspodele lipina-1 izmedu citosolne i
mikrozomalne frakcije potvrdeno je da izmenjen rezim ishrane utice i na
aktivaciju procesa lipogeneze. lako je nivo lipina-1 u citosolu Zivotinja
hranjenih 60% rastvorom fruktoze ostao nepromenjen u odnosu na
kontrolu (Slika 35 levo), povecanje u mikrozomalnoj frakciji (Slika 35
desno, *P<0.05) ukazuje na stimulaciju njegove enzimske aktivnosti u
visceralnom masnom tkivu Zzivotinja u odgovoru na ishranu obogacenu

60% rastvorom fruktoze.
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Slika 35.

a) Reprezentativni ,Western blot“ eksperimenti za lipin-1 u citosolu (levo) i
mikrozomima (desno) visceralnog masnog tkiva kontrolnih Zivotinja i
zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze. b) Relativni nivo lipina-1 u
citosolu (levo) i mikrozomima (desno) visceralnog masnog tkiva kontrolnih
zivotinja i zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze. -aktin je koriScen
kao kontrola nanoSenja jednake kolicine proteina. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SEM i obradeni Studentovim t-testom,
a statisticki znacéajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su
predstavljene kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu. (K-kontrola;
F60-60% rastvor fruktoze)
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Pored analize ekspresije lipina-1, efekti ishrane obogacene 60%
rastvorom fruktoze na lipogenezu su procenjeni i analizom ekspresije
gena za FAS. Kao Sto je prikazano na Slici 36, nivo iRNK za FAS je
znacajno povecan kod grupe zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze

(**P<0.01) u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja.
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Slika 36. Relativha koncentracija iRNK za FAS u visceralnom masnom
tkivu kontrolnih Zzivotinja i zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze.
Relativna koncentracija iRNK je izracunata u odnosu na koncentraciju
iRNK za HPRT1 kao endogenu kontrolu. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost + SEM i obradeni Studentovim t-testom, a statisticki
znaCajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao
**P<0.01 u odnosu na kontrolnu grupu. (K-kontrola; F60-60% rastvor
fruktoze)

4.6 Razvoj metabolicke inflamacije u visceralnom

masnom tkivu pacova hranjenog 60% rastvorom fruktoze

U cilju analize efekata ishrane obogacene 60% rastvorom fruktoze
na inflamatorne procese u visceralnom masnom tkivu analizirana je
ekspresija kljucnih medijatora metabolicke inflamacije, transkripcionog
regulatora NFkB na nivou proteina i proinflamatornih citokina TNF-a i

IL-6 na nivou iRNK.

Kao Sto je prikazano na Slici 37, ishrana zivotinja 60% rastvorom

fruktoze nije dovela do znacajnih promena u unutarcelijskoj raspodeli i
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nivou transkripciono aktivne subjedinice proteina NFkB (p65) u odnosu

na kontrolnu grupu Zivotinja.
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Slika 37.

a) Reprezentativni ,Western blot“ eksperimenti za NFxkB u citosolu (levo) i
jedrima (desno) visceralnog masnog tkiva kontrolnih Zivotinja i Zivotinja
hranjenih 60% rastvorom fruktoze. b) Relativni nivo NFkB u citosolu (levo)
i jedrima (desno) visceralnog masnog tkiva kontrolnih Zivotinja i Zivotinja
hranjenih 60% rastvorom fruktoze. PB-aktin je koriScen kao kontrola
nanoSenja jednake koli¢ine proteina. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost * SEM i obradeni Studentovim t-testom. Vrednost P<0.05 je
smatrana statisticki znac¢ajnom. (K-kontrola; F60-60% rastvor fruktoze)

Analizom nivoa iRNK za TNF-a i IL-6 je dodatno potvrdeno da u
odgovoru na dugoro¢nu ishranu zivotinja 60% rastvorom fruktoze ne
dolazi do razvoja metabolicke inflamacije. Nivo iRNK za TNF-a bio je
nepromenjen kod grupe zivotinja koje su hranjene 60% rastvorom

fruktoze u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja (Slika 38), dok je nivo
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IL-6 bio nedetektabilan kao i u slucaju zivotinja hranjenih 10%

rastvorom fruktoze.
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Slika 38. Relativna koncentracija iRNK za TNF-a u visceralnom masnom
tkivu kontrolnih Zivotinja i Zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze.
Relativna koncentracija iRNK je izracunata u odnosu na koncentraciju
iRNK za HPRT1 kao endogenu kontrolu. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost £+ SEM i obradeni Studentovim t-testom. Vrednost P<0.05
je smatrana statisticki znacajnom. (K-kontrola; F60-60% rastvor fruktoze)

4.7 HistoloSka i morfometrijska analiza visceralnog
masnog tkiva nakon ishrane obogacene 60% rastvorom
Jruktozom

Za razliku od ishrane obogacene 10% rastvorom fruktoze, gde
histoloska analiza nije pokazala razlike u visceralnom masnom tkivu
izmedu eksperimentalnih grupa, analizom histoloSkih preparata

visceralnog masnog tkiva nakon ishrane obogacene 60% rastvorom

fruktoze uocene su znacajne razlike.
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Kao Sto je prikazano na Slici 39, nakon bojenja hematoksilin
eozinom uocCene su dve jasno izdvojene populacije adipocita kod
zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze (Slika 39b). Populaciju
velikih adipocita (Slika 39e) kod ovih Zivotinja cinile su celije koje su
morfoloski bile slicne adipocitima kontrolnih Zivotinja (Slika 39c). Veliki
adipociti su se karakterisali prisustvom velike masne kapi koja je bila
okruzena debelim slojem citoplazme i Cije je jedro bilo jasno vidljivo i u
obliku polumeseca. Daljom morfometrijskom analizom je pokazano da
su i dijametar (Slika 39f, *P<0.05) i povrSina (Slika 39g, **P<0.01)
velikih adipocita Zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze znacajno
veci u poredenju sa adipocitima kontrolnih Zivotinja. Populaciju malih
Celija ¢inili su adipociti okarakterisani tankim slojem -citoplazme i
jasnim ovalnim jedrom (Slika 39d). Morfometrijskom analizom je
pokazano da su i dijametar i povrSina ovih celija bili znacajno manji u
odnosu na adipocite kontrolnih Zivotinja (Slika 39f i 39g, ***P<0.001),
kao i u odnosu na velike adipocite zivotinja hranjenih 60% rastvorom

fruktoze (Slika 39f i 39g, ##P<0.001).

Ovi rezultati ukazuju da se na osnovu histoloSke analize
visceralnog masnog tkiva moze zakljuciti da ishrana obogacena 60%
rastvorom fruktoze dovodi do jasnih promena na nivou izgleda i veli¢ine

adipocita.
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Slika 39. Hematoksilin eozin bojenje visceralnog masnog tkiva kontrolnih
zivotinja a) i Zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze b). 20x uvecanje
adipocita kontrolnih Zivotinja ¢) 20x uvecanje malih adipocita d) i velikih
adipocita zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze e). Morfometrijska
analiza kontrolnih Zivotinja i Zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze f)
i g). Rezultati su analizirani koriSéenjem softverskog programa Adiposoft,
predstavljeni su kao srednja vrednost * SEM i obradeni One way ANOVA
pracene post-hoc Tukey testom. Vrednost P<0.05 je smatrana statisticki
znacCajnom. Statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su
predstavljene kao ***P<0.001 adipociti kontrolnih zivotinja wvs mali
adipociti zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze, ##P<0.001 mali vs
veliki adipociti Zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze i **P<0.01
kontrolni adipociti vs veliki adipociti zivotinja hranjenih 60% rastvorom
fruktoze. (K-kontrola; F60-60% rastvor fruktoze)
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4.8 Signalni put glukokortikoida u hipotalamusu

pacova hranjenog 60% rastvorom fruktoze

Efekti ishrane obogacene 60% rastvorom fruktoze na razvoj
karakteristika metabolickog sindroma su praceni i na nivou analize
signalnih puteva u hipotalamusu, regionu mozga koji zauzima centralno

mesto u odrzavanju energetske homeostaze.

Kako bi se utvrdilo da 1li ishrana obogacena 60% rastvorom
fruktoze dovodi do razvoja visceralne adipoznosti putem promena na
nivou glukokortikoidne signalizacije u hipotalamusu, analiziran je

prereceptorski metabolizam glukokortikoda i nivo proteina GR-a.
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Slika 40. a) Reprezentativni ,Western blot“ eksperimenti za enzime
11BHSD1 (levo) i H6PDH (desno) u ukupnom celijskom ekstraktu
hipotalamusa kontrolnih zivotinja i zivotinja hranjenih 60% rastvorom
fruktoze. b) Relativni nivo 11BHSD1 (levo) i H6PDH (desno) u ukupnom
celijskom ekstraktu hipotalamusa kontrolnih zivotinja i Zivotinja hranjenih
60% rastvorom fruktoze. B-aktin je koriS¢en kao kontrola nanoSenja
jednake koli¢ine proteina. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost
+ SEM i obradeni Studentovim t-testom, a vrednost P<0.05 je smatrana
statisticki znacajnom. (K-kontrola; F60-60% rastvor fruktoze)
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Prereceptorski metabolizam je analiziran odredivanjem proteinskog
nivoa 11BHSD1 i H6PDH u ukupnom celijskom ekstraktu
hipotalamusa. Nakon dugoro¢ne ishrane obogacene 60% rastvorom
fruktoze koncentracije oba enzima ukljucenih u tkivnu regeneraciju
glukokortikoidnih hormona bile su nepromenjene u odnosu na

kontrolnu grupu zZivotinja (Slika 40).

Analiza proteinskog nivoa GR-a je pokazala da u ukupnom
celijskom ekstraktu hipotalamusa zivotinja hranjenih 60% rastvorom
fruktoze dolazi do znacajnog povecanje nivoa GR-a (Slika 41, *P<0.095)

u odnosu na kontrolnu grupu.
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Slika 41.

a) Reprezentativni ,Western blot“ eksperimenti za GR u ukupnom
celijskom ekstraktu hipotalamusa kontrolnih Zivotinja i Zivotinja hranjenih
60% rastvorom fruktoze.

b) Relativni nivo GR-a u ukupnom celijskom ekstraktu hipotalamusa
kontrolnih Zzivotinja i zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze. [3-aktin
je koriSéen kao kontrola nanoSenja jednake koli¢ine proteina. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SEM i obradeni Studentovim t-testom,
a statisticki znacéajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su
predstavljene kao *P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu. (K-kontrola;
F60-60% rastvor fruktoze)
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4.8.1 Ekspresija gena za NPY

Iako ishrana obogacena 60% rastvorom fruktoze nije uticala na
regeneraciju aktivnih formi glukokortikoida u hipotalamusu, povecanje
proteinskog nivoa GR-a kod Zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze
ukazuje na njegovu aktivaciju. To je i potvrdeno analizom ekspresije
gena za NPY, oreksigeni neuropeptid cija je ekspresija regulisana

GR-om.

Kao Sto je prikazano na Slici 42, ishrana Zivotinja 60% rastvorom
fruktoze dovodi do znacajnog povecanja nivoa iRNK za NPY (*P<0.05) u

odnosu na kontrolnu grupu zivotinja.

Slika 42, Relativna
%* koncentracija iRNK za
NPY u  hipotalamusu
kontrolnih  Zivotinja i
zivotinja hranjenih 60%
rastvorom fruktoze.
I Relativna  koncentracija

2.00 +

150

—_—

iRNK je izracunata u
odnosu na koncentraciju
iRNK za HPRT1 kao
endogenu kontrolu.
Rezultati su predstavljeni
kao srednja  vrednost
+* SEM i obradeni
0.00 Studentovim t-testom.

(K-kontrola; F60-60%

K F60 rastvor fruktoze)
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4.9 Signalni put leptina u hipotalamusu pacova

hranjenog 60% rastvorom fruktoze

Efekti ishrane obogacene 60% rastvorom fruktoze na signalne
puteve leptina su praceni analizom nivoa leptina u plazmi kao i
analizom nivoa leptinskog receptora (Ob-Rb) i nivoa iRNK za SOCS3 u
hipotalamusu. Nakon ishrane Zivotinja rastvorom  fruktoze
koncentracije 60%, koncentracija leptina u plazmi je bila znacajno
povecana u odnosu na zivotinje na normalnoj ishrani (Slika 43,

**P<0.01).
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Leptin (ng/ml)

¥k
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Slika 43. Koncentracija
leptina (ng/ml) u plazmi
kontrolnih zivotinja i
zivotinja  hranjenih  60%
rastvorom fruktoze. Rezultati
predstavljaju srednju
vrednost + SD. Rezultati su
obradeni Studentovim
t-testom, a statisticki
znacajne razlike izmedu
eksperimentalnih grupa su
predstavljene kao **P<0.01 u
odnosu na kontrolnu grupu.
(K-kontrola; F60-60%
rastvor fruktoze)

swWestern blot“ analizom je pokazano da kod Zivotinja hranjenih

60% rastvorom fruktoze dolazi do znacajnog smanjenja nivoa duge
izoforme leptinskog receptora [Slika 44, Ob-Rb, 125 kDa (*P<0.05)] u

odnosu na kontrolu. S obzirom da je Ob-Rb izoforma odgovorna za

prenos leptinskog signala kroz celiju, zabelezeni rezultati mogu da

ukazu na smanjenu osetljivosti na hormon leptin u odgovoru na

ishranu obogacenu 60% rastvorom fruktoze.

a)

g

Ob-Rb
(relativni nivo)

1.50

1.00

o
o
o

0.00

UKUPNI CELIJTSKI
EKSTRAKT

K Fé60
- 100 kDa

P-aktin “— S—

K Fé60

Slika 44. a) Reprezentativni
»Western blot“ eksperimenti za
Ob-R (Ob-Rb-duga izoforma,
125 kDa) u ukupnom celijskom
ekstraktu hipotalamusa
kontrolnih zivotinja i zivotinja
hranjenih 60% rastvorom
fruktoze. b) Relativni nivo Ob-R
(Ob-Rb-duga izoforma,
125 kDa) u ukupnom celijskom
ekstraktu hipotalamusa
kontrolnih Zivotinja i Zivotinja
hranjenih 60% rastvorom
fruktoze. P-aktin je koriScen
kao kontrola nanoSenja jednake
kolic¢ine proteina. Rezultati su
predstavljeni kao srednja
vrednost *SEM i obradeni
Studentovim t-testom, a
statisticki  znacajne  razlike
izmedu eksperimentalnih grupa
su predstavljene kao *P<0.05 u
odnosu na kontrolnu grupu.
(K-kontrola; F60-60% rastvor
fruktoze)
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Doprinos ishrane obogacene 60% rastvorom fruktoze na
smanjenu osetljivost na hormon leptin i razvoj leptinske rezistencije
potvrden je i analizom ekspresije gena za glavni inhibitorni protein

signalnog puta leptina, SOCS3.

U skladu sa pretpostavljenim mehanizmom leptinske rezistencije,
primecen je znacajno povecan nivo iRNK za SOCS3 kod Zzivotinja
hranjenih 60% rastvorom fruktoze u odnosu na kontrolnu grupu

Zivotinja (Slika 45, *P<0.05).
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Slika 45. Relativna koncentracija iRNK za SOCS3 u hipotalamusu
kontrolnih Zivotinja i Zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze.
Relativna koncentracija iRNK je izracunata u odnosu na koncentraciju
iRNK za HPRT1 kao endogenu kontrolu. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost * SEM i obradeni Studentovim t-testom. Statisticki
znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su predstavljene kao
*P<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu. (K-kontrola; F60-60% rastvor
fruktoze)
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Hroni¢ne bolesti kao Sto su gojaznost, dijabetes tipa 2 i
hipertenzija, zajedno obuhvacene terminom metabolicki sindrom,
nastaju kao posledica savremenog nacina zivota i predstavljaju vodece
uzrocnike smrtnosti danasSnjeg coveka (Simmons i saradnici, 2010).
Razumevanje etiologije i patofiziologije metabolickog sindroma je od
velikog znacaja s obzirom da u klinickoj praksi jo§ uvek nije definisan
univerzalan obrazac faktora rizika i klinickih simptoma sindroma.
Povecan unos fruktoze, pre svega putem bezalkoholnih pica u kojima se
ovaj SecCer koristi kao zasladivac¢, smatra se bitnim etioloSkim faktorom
u razvoju metabolickog sindroma (Bray, 2013; Bray i Champagne, 2004;
Tappy i saradnici, 2013). Veliki broj studija na zivotinjama je pokazao
da ishrana bogata fruktozom, putem poremecaja signalnih i
metabolickih puteva u metabolicki aktivnim tkivima (Ferder i saradnici,
2010; Miller i Adeli, 2008) dovodi do razvoja gojaznosti, insulinske i
leptinske rezistencije, dislipidemije, hipertenzije i inflamacije (Shapiro i
saradnici, 2008; Stanhope i Havel, 2009; Tran i saradnici, 2009;

Yokozawa i saradnici, 2008).

Uzimajuci u obzir navedene podatke, dugotrajna ishrana pacova
razliCitim rastvorima fruktoze (10% i 60% rastvor fruktoze) je odabrana
kao zivotinjski model metabolickog sindroma, pri ¢emu je bilo bitno
utvrditi i da li efekti fruktoze na razvoj metabolickog sindroma zavise od
koncentracije fruktoze u rastvoru kojim su Zivotinje hranjene.
Postavljena je hipoteza da fruktoza dovodi do razvoja gojaznosti i
metabolickog sindroma putem  poremecaja u  molekularnim
mehanizmima kojim glukokortikoidni hormoni reguliSu energetsku
homeostazu. lako se zna da su glukokortikoidni hormoni vazni
regulatori energetskog bilansa i da imaju znacajnu ulogu tokom razvoja
gojaznosti (Dallman i saradnici, 2007), bilo je neophodno analizirati
molekularne mehanizme delovanja glukokortikoida u odabranom
zivotinjskom modelu, s obzirom da je njihova uloga u patogenezi

metabolickog sindroma samo delimi¢cno razjasnjena. U tom cilju,
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praceni su efekti ishrane bogate fruktozom na promene u signalnim
putevima glukokortikoidnih hormona u centralnim organima
energetskog metabolizma, hipotalamusu i visceralnom masnom tkivu. U
cilju testiranja postavljene hipoteze analiziran je prereceptorski
metabolizam glukokortikoida, kao i nivo GR-a i njegova preraspodela
izmedu subcelijskih frakcija u visceralnom masnom tkivu i
hipotalamusu muzjaka pacova. U visceralnom masnom tkivu su
izucavani efekti ishrane bogate fruktozom na ekspresiju gena
ukljuc¢enih u metabolizam masnog tkiva (PPARy, SREBP-1, lipina-1,
HSL, PEPCK i FAS), kao i markera inflamatornih procesa (NFxkB, TNF-a,
IL-6 i MIF). U hipotalamusu je izucavana ekspresija leptinskog
receptora kao i ekspresija gena koji su ukljuceni u signalni put leptina

(SOCS3 i NPY).

5.1 FizioloSka i biohemijska karakterizacija pacova
hranjenog fruktozom kao modela metabolickog

sindroma

Pacov hranjen fruktozom se Cesto koristi kao Zivotinjski model
metabolickog sindroma (Mayes, 1993). Najveci broj istrazivanja u ovoj
oblasti zasniva se na ispitivanjima efekata fruktoze koja se unosi putem
¢vrste hrane, dok je broj podataka koji se odnose na efekte fruktoze u
tecnom stanju daleko manji (Koricanac i saradnici, 2013). U zavisnosti
od toga da li ishrana sadrzi razlicitu koli¢inu fruktoze i/ili se unosi u
kombinaciji sa drugim vrstama Secera ili mastima, zatim u zavisnosti od
toga da li je fruktoza u tecnom ili ¢vrstom obliku, ali i u zavisnosti od
duzine tretmana, dolazi do razvoja razliCitih fizioloSkih i biohemijskih
karakteristika metabolickog sindroma (Axelsen i saradnici, 2010;
Sanchez-Lozada 1 saradnici, 2007). Najznacajniji izvor fruktoze u
ljudskoj ishrani predstavljaju gazirana pica i zasladeni voc¢ni sokovi u

kojima je koncentracija fruktoze izmedu 7% i 15% (Dills, 1993).
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Procenjeno je da u ishrani coveka oko 8% od ukupnog dnevnog
kalorijskog unosa vodi poreklo od fruktoze (Havel, 2005). U naSoj
studiji, ad libitum ishrana pacova standardnom laboratorijskom hranom
i 10% rastvorom fruktoze je odabrana u cilju izucavanja metabolickih
poremecaja koji kod coveka nastaju usled prosecnog unosa fruktoze
putem zasladenih napitaka (Vos i saradnici, 2008). Istrazivanja drugih
autora su pokazala da ishrana pacova c¢vrstom hranom koja sadrzi
veliku koli¢inu fruktoze (50% ili 60% fruktoza) doprinosi razvoju
metabolickih poremecaja koji su slicni onima koji se javljaju kod osoba
obolelih od metabolickog sindroma (Hwang i saradnici, 1987; Nagai i
saradnici, 2002; Nakagawa i saradnici, 2006). Na osnovu literaturnih
podataka, pacovi koji imaju ad libitum pristup standardnoj
laboratorijskoj hrani i 60% rastvoru fruktoze su odabrani kao model za
proucavanje metabolickih promena koje kod coveka nastaju usled
prekomernog unosa napitaka u kojem se fruktoza koristi kao

zasladivac.

Nakon dugoro¢ne ishrane Zivotinja rastvorima fruktoze razlicitih
koncentracija kod obe grupe Zivotinja na izmenjenom rezZimu ishrane
dolazi do znacajnog povecanja u kalorijskom unosu u odnosu na
kontrolnu grupu zivotinja (Tabela 4). Dobijeni podaci su u saglasnosti
sa studijama u kojima je pokazano da ishrana bogata fruktozom,
nezavisno od koncentracije fruktoze, doprinosi povecanju ukupnog
kalorijskog unosa (Sanchez-Lozada 1 saradnici, 2007). Povecanje
kalorijskog unosa nastaje verovatno kao posledica prekomernog unosa
fruktoze, s obzirom da je kod ovih Zivotinja uocen smanjen unos hrane
(Tabela 4). Naime, pokazano je da fruktoza putem delovanja na
oreksigene neuropeptide u okviru jedara hipotalamusa povecava zelju
za unosom ugljenih hidrata, mnogo viSe nego za unosom ostalih vrsta
hranjivih materija (Ammar i saradnici, 2000; Benoit i saradnici, 2005;
Stanley i saradnici, 1985; Stanley i Leibowitz, 1985). Vazno je

napomenuti da fruktoza ne dovodi do stimulacije oslobadanja insulina
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iz pankreasa kao Sto to Cine druge vrste Secera (Havel, 2005; Rizkalla,
2010). Pored toga, ako je fruktoza prisutna u tecnom obliku, ona ne
uzrokuje dovoljnu produkciju hormona grelina, ¢ime dolazi do njenog
prekomernog unosa i posledicno se javlja energetski viSak (Mourao i
saradnici, 2007). Kako je telesna masa zavisna od energetskog bilansa
(Tappy i Mittendorfer, 2012), moglo bi se pretpostaviti da povecanje
ukupnog kalorijskog unosa doprinosi i povecanju telesne mase.
Medutim, u naSoj studiji Zzivotinje na rezimu ishrane obogacene
fruktozom nisu bile gojazne, Sto je potvrdeno nepromenjenom ukupnom
telesnom masom (Tabela 4). I pored brojnih studija na laboratorijskim
zivotinjama u kojima je pracen uticaj fruktoze na povecanje ukupne
telesne mase i razvoj gojaznosti, u literaturi se mogu naci razliciti
podaci. Pojedine studije ukazuju da fruktoza doprinosi povecanju
ukupne telesne mase (Jurgens i saradnici, 2005; Kanarek i Orthen-
Gambill, 1982; Williams i Szepesi, 1983), dok su drugi autori pokazali da
fruktoza nema takav efekat (Hallfrisch i saradnici, 1982; Reiser i
Hallfrisch, 1977; Vrana i saradnici, 1973). Iako fruktoza nije dovela do
razvoja gojaznosti kod zZivotinja u naSoj studiji, njen doprinos
naruSavanju metabolicke i1 energetske homeostaze ogledao se
povecanjem mase visceralnog masnog tkiva. UoCeno je da ishrana
zivotinja 10% rastvorom fruktoze ne dovodi do promena u masi
visceralnog masnog tkiva (Tabela 4). Nasuprot tome, kod Zivotinja koje
su pile 60% rastvor fruktoze masa visceralnog masnog tkiva kao i
relativan odnos mase visceralnog masnog tkiva i ukupne telesne mase
je bio znacajno povecan u odnosu na kontrolnu grupu, kao i na grupu
zivotinja koje su pile 10% rastvor fruktoze (Tabela 4). Na osnovu
dobijenih rezultata zakljucili smo da je dugorocna ishrana zivotinja
rastvorom fruktoze vece koncentracije dovela do razvoja visceralne

adipoznosti.

Bitna karakteristika ishrane obogacene fruktozom je povecanje

sinteze triglicerida i de novo lipogeneze, koje se pretezno odigrava u jetri
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saradnici su pokazali da povecan unos fruktoze dovodi do razvoja
visceralne gojaznosti, promoviSe dislipidemiju i povecava insulinsku
rezistenciju. Jedan od pretpostavljenih mehanizama koji se nalazi u
osnovi razvoja dislipidemije nakon ishrane obogacene fruktozom je
povecana produkcija triglicerida i smanjen nivo klirensa triglicerida
usled smanjene stimulacije sekrecije insulina od strane fruktoze
(Stanhope i Havel, 2008b). U naSoj studiji, ishrana obogacena 10%
rastvorom fruktoze je dovela do znacajnog povecanja koncentracije
slobodnih masnih kiselina i triglicerida u cirkulaciji (Tabela 5). Ovo
zapazanje je bilo u skladu sa rezultatima drugih autora koji su pokazali
da fruktoza dovodi do povecanja koncentracije triglicerida i slobodnih
masnih kiselina, kao i krvnog pritiska kod pacova (Nandhini i Anuradha,
2004; Reddy i saradnici, 2009; Rodriguez-Calvo i saradnici, 2009). Moze
se pretpostaviti da je jedan od razloga za odsustvo gojaznog fenotipa
nakon ishrane pacova obogacene 10% rastvorom fruktoze ektopicna
akumulacija triglicerida koja nastaje kao rezultat usmeravanja viSka
slobodnih masnih kiselina iz cirkulacije u neadipogena tkiva, pre svega
jetru i miSice (Fabbrini i saradnici, 2009). Povecanje koncentracije
triglicerida je uoceno i nakon dugorocne ishrane obogacene 60%
rastvorom fruktoze, ali kod ove grupe zivotinja nisu zabeleZzene promene
u koncentraciji slobodnih masnih kiselina (Tabela 5). Ovaj rezultat je
ukazao na moguce postojanje razlika u osetljivosti na insulin izmedu
dva razlic¢ita modela metabolickog sindroma. Naime, poznato je da je
koncentracija slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji u pozitivnoj
korelaciji sa razvojem insulinske rezistencije (Bjorntorp, 1992; Lebovitz i
Banerji, 2005). Rezultati nasih istrazivanja su pokazali da nezavisno od
koli¢ine fruktoze kojom su zivotinje hranjene, koncentracije insulina i
glukoze u plazmi ostaju nepromenjene (Tabela 6). Ovakav rezultat je bio
ocekivan, s obzirom da je poznato da u odgovoru na fruktozu dolazi do
slabe stimulacije sekrecije insulina iz p-Celija pankreasa (Elliott i
saradnici, 2002). Pored odredivanja koncentracije insulina i glukoze,
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stepen insulinske rezistencije procenjen je i na nivou parametara
insulinske osetljivosti koriS¢enjem metode IP-GTT i odredivanjem
indeksa HOMA. Kao Sto smo i ocekivali na osnovu nepromenjenih
koncentracija insulina i glukoze, indeks HOMA je bio nepromenjen kod
obe grupe zivotinja koje su bile na ishrani obogacenoj fruktozom. Ipak,
primenom metode IP-GTT uoceno je da nakon ishrane Zivotinja 10%
rastvorom fruktoze dolazi do smanjenja osetljivosti na insulin, Sto je
potvrdeno znacajnim povecanjem povrSine ispod krive (AUCgux) koja
predstavlja vremensku zavisnost koncentracije glukoze u krvi posle
opterecenja glukozom (Tabela 6 i Slika 21). Povecanje koncentracije
slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji predstavlja jedan od vodecih
uzroka razvoja i progresije insulinske rezistencije (Griffin i saradnici,
1999; McGarry, 1994). Poznato je da tokom perioda energetskog viska
dolazi do povecanja oslobadanja uskladiStene energije u vidu triglicerida
unutar masnog tkiva (Nielsen i saradnici, 2004). Kao posledica
oslobadanja velike koli¢ine slobodnih masnih kiselina i medijatora
inflamacije u cirkulaciju (Fontana i saradnici, 2007) dolazi do razvoja
insulinske rezistencije (Dekker i saradnici, 2010). U skladu sa tim,
poremecaji u osetljivosti na insulin nakon ishrane obogacene 10%
rastvorom fruktoze verovatno nastaju kao posledica povecanja
koncentracije slobodnih masnih kiselina u plazmi, koje je pokazano
samo kod ove grupe zivotinja (Tabela 5). Nakon ishrane obogacene
rastvorom fruktoze koncentracije 60% nisu zabelezene promene ni u
sistemskoj ni u lokalnoj insulinskoj osetljivosti (Tabela 6). Dobijeni
podaci su bili u saglasnosti sa nepromenjenom koncentracijom
slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji koja je zabelezena kod ove grupe
zivotinja (Tabela 5). Na osnovu dobijenih rezultata, pretpostavljeno je
da razlike u koncentraciji slobodnih masnih kiselina i brzini
preuzimanja glukoze iz krvi, koje su uocene nakon ishrane obogacene
razliCitim koncentracijama fruktoze vode poreklo od razliCitih
molekularnih promena u visceralnom masnom tkivu Zivotinja, a koje ce
biti predmet diskusije u daljem tekstu.
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5.2 Metabolicke promene u visceralnom masnom tkivu
pacova nakon ishrane obogacene 10% rastvorom

Jruktoze

Glukokortikoidni hormoni imaju znacajnu ulogu u odrzavanju
energetske homeostaze, ali je njihova uloga u patogenezi metabolickog
sindroma joS uvek nedovoljno razjasnjena. Razlog tome je njihova
dvojaka uloga u regulaciji lipidne homeostaze u masnom tkivu. Kao Sto
je vec reCeno, u zavisnosti od koncentracije i duzine izlaganja,
glukokortikoidi mogu da uticu na mobilizaciju ili skladiStenje masti
putem stimulacije procesa lipolize ili lipogeneze u adipocitima (Wang i
saradnici, 2012a). To su potvrdili rezultati in vivo i in vitro studija u
kojima je pokazano da i kratkorocno povecanje koncentracije kortizola u
fizioloSkim uslovima utice na metabolizam masnog tkiva. In vitro studije
su pokazale da glukokortikoidi pretezno doprinose oslobadanju
slobodnih masnih kiselina iz adipocita i da su efekti glukokortikoida na
lipolizu veoma znacajni u uslovima kada je nivo insulina nizak, kao §to
je to slucaj kod pacijenata obolelih od dijabetesa tipa 2 (Johnston i
saradnici, 1982; Schade i saradnici 1978). Slicno in vitro
eksperimentima, i rezultati studija u kojima su praceni efekti
kratkoro¢ne in vivo infuzije glukokortikoidnih hormona pokazali su da
tokom stanja akutne hiperkortizolemije dolazi do povecanja lipolize i
oslobadanja slobodnih masnih kiselina iz masnog tkiva (Campbell i
saradnici, 2011; Samra i saradnici, 1998). Ovi literaturni podaci su u
saglasnosti sa naSim rezultatima koji su pokazali da nakon ishrane
obogacene 10% rastvorom fruktoze dolazi do povecanja koncentracije
slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji (Tabela 5) i da je povecana
mobilizacija lipida nastala kao posledica povecanja aktivnosti
glukokortikoidnih hormona u visceralnom masnom tkivu muzjaka

pacova (Bursaé i saradnici, 2013).
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U cilju boljeg razumevanja uloge glukokortikoida u razvoju i
progresiji metabolickog sindroma analiziran je prereceptorski
metabolizam glukokortikoidnih hormona u visceralnom masnom tkivu.
Povecanje koncentracije aktivnih formi glukokortikoida (kortizola kod
ljudi, i kortikosterona kod pacova) predstavlja jednu od osnovnih
karakteristika metabolickog sindroma i nastaje kao rezultat povecane
lokalne regeneracije glukokortikoida koju katalizuje enzim 11BHSDI1
(London i Castonguay, 2009; Seckl i Walker, 2004). Kao Sto je i
ocekivano, ishrana obogacena 10% rastvorom fruktoze stimulisala je
regeneraciju glukokortikoidnih hormona u visceralnom masnom tkivu,
rezultujudi znacajnim povecanjem koncentracije tkivnog kortikosterona
(Slika 23). Lokalna regeneracija glukokortikoida je potvrdena i na nivou
proteina 11BHSD1 koji je bio znacajno povecan kod zZivotinja hranjenih
rastvorom 10% fruktoze (Slika 22). Dobijeni rezultati su bili u skladu sa
rezultatima drugih studija koji su, i na humanim i na Zivotinjskim
modelima, pokazali da fruktoza dovodi do povecanja aktivnosti enzima
11BHSD1 u masnom tkivu (London i saradnici, 2007; Morton i saradnici,
2004; Senesi i saradnici, 2010). Naime, London i saradnici su zakljucili
da fruktoza specificno indukuje promene u ekspresiji 11HSD1 tokom
24 h i da je poremecaj u glukokortikoidnoj signalizaciji dogadaj koji
prethodi fenotipskim promenama koje nastaju kao posledica ishrane
bogate fruktozom (London i Castonguay, 2011). Ishrana obogacena 10%
rastvorom fruktoze je dovela i do znacajnog povecanja proteinskog nivoa
H6PDH (Slika 22), na osnovu cega smo zakljucili da je povecanje
koncentracije kortikosterona u visceralnom masnom tkivu pacova
rezultat povecane aktivnosti enzima 11BHSD1 i H6PDH. U saglasnosti
sa dobijenim rezultatima su i literaturni podaci koji ukazuju da se
redukcioni potencijal enzima 11BHSD1, a samim tim i sposobnost
prevodenja glukokortikoida u aktivne forme, odrzava putem regeneracije
kofaktora NADPH u endoplazmaticnom retikulumu koju katalizuje

enzim HO6PDH (White i saradnici, 2007). Vazno je napomenuti da
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produkt metabolizma fruktoze, fruktozo-6-fosfat moze da wude u
endoplazmaticni retikulum, gde se prevodi u glukozo-6-fosfat i sluzi kao
supstrat za H6PDH (Senesi i saradnici, 2010). Na taj nacin, fruktoza
odrzava  redukcionu  aktivnost enzima  11BHSD1, stimuliSe
prereceptorsku regeneraciju glukokortikoidnih hormona i specificno

povecava njihovu aktivnost unutar visceralnog masnog tkiva.

Pored izucCavanja prereceptorskog metabolizma glukokortikoida,
signalni put glukokortikoidnih hormona analiziran je i na nivou
aktivnosti GR-a. Campbell i saradnici su pokazali da je sposobnost
glukokortikoida da stimuliSu proces lipolize u in vitro uslovima zavisna
od prisustva aktiviranog receptora (Campbell i saradnici, 2009).
Rezultati naSe studije su pokazali da ishrana obogacena 10% rastvorom
fruktoze dovodi do znacajnog smanjenja proteinskog nivoa GR-a u
citosolnoj frakciji visceralnog masnog tkiva i njegovog istovremenog
povecanja u jedarnoj frakciji (Slika 24). Na osnovu dobijenih rezultata
moze se pretpostaviti da povecan prereceptorski metabolizam
glukokortikoida rezultuje aktivacijom GR-a i posledicno vodi ka
promenama u ekspresiji gena ukljuc¢enih u metabolizam lipida koji su
regulisani ovim transkripcionim regulatorom. Jedan od gena Ccija je
transkripcija regulisana glukokortikoidima je gen koji kodira enzim
PEPCK (Reshef i saradnici, 2003). Nakon ishrane obogacene 10%
ratvorom fruktoze wuoceno je smanjenje nivoa iRNK za PEPCK
(Slika 25a), Sto je bilo u skladu sa povecanjem koncentracije
glukokortikoidnih hormona i pretpostavljenom aktivacijom GR-a u
visceralnom masnom tkivu pacova. Naime, gen koji nosi informaciju za
enzim PEPCK je razli¢ito regulisan od strane GR-a u zavisnosti od tipa
tkiva (Nechushtan i saradnici, 1987). U jetri, aktivirani GR stimuliSe
transkripciju ovog gena, dok je u masnom tkivu inhibira (Olswang i
saradnici, 2003). S obzirom da je PEPCK ukljucena u akumulaciju
lipida unutar adipocita i inhibiciju oslobadanja slobodnih masnih

kiselina u cirkulaciju (Bogacka i saradnici, 2004; Tordjman i saradnici,
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2003), zakljucili smo da je smanjenje nivoa enzima PEPCK jedan od
mogucih mehanizama kojim aktivirani GR ogranicava lipogenezu. Takvo
zapazanje je bilo u skladu sa studijama Campbell-a i saradnika koji su
pokazali da je povecana aktivnost glukokortikoida u masnom tkivu,
posredovana promenama u aktivnosti enzima 11BHSD1 i proteinskom
nivou GR-a, dovela do stimulacije lipolize kod gojaznih pacova koji su
bili podvrgnuti fizickoj aktivnosti (Campbell i saradnici, 2009). Kao Sto je
ve¢ naglaSeno, analizom biohemijskih parametara je uoceno da nakon
ishrane obogacene 10% rastvorom fruktoze dolazi do znacajnog
povecanja koncentracije slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji.
Imajuci na umu cinjenicu da je lipoliza poreklom iz visceralnog masnog
tkiva glavni izvor slobodnih masnih kiselina, zakljucili smo da aktivacija
GR-a u odgovoru na ishranu obogacenu 10% rastvorom fruktoze dovodi
do pomeranje ravnoteze izmedu lipolize i lipogeneze u smeru stimulacije

lipolitickih procesa.

Pored gena koji kodira PEPCK, glukokortikoidi regulisu i
transkripciju gena koji kodiraju glavne lipoliticke enzime u masnom
tkivu. Jedan od njih je i gen za enzim HSL. Poznato je da se u
promotorskom regionu gena koji kodira HSL nalazi sekvenca GRE i da
su glukokortikoidni hormoni glavni aktivatori njegove ekspresije
(Campbell i saradnici, 2011; Yu i saradnici, 2010). Slavin i saradnici su
pokazali da deksametazon preko povecanja nivoa iRNK za HSL
doprinosi razvoju insulinske rezistencije, hipertenzije i poremecaja u
metabolizmu lipida (Slavin i saradnici, 1994). lako je u visceralnom
masnom tkivu Zivotinja dosSlo do povecanja nivoa tkivnih
glukokortikoida, rezultati naSe studije su pokazali da ishrana
obogacena 10% rastvorom fruktoze nije dovela do promene na nivou
iRNK za HSL (Slika 25b). Ipak, mora se uzeti u obzir i ¢injenica da nivo
iRNK nije jedini ¢inilac koji odreduje aktivnost HSL, vec da je kljuc¢ni
faktor njene aktivacije fosforilacija (Anthonsen i saradnici, 1998; Watt i

saradnici, 2006). Pretpostavljena aktivacija lipolize potvrdena je i
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histoloSkom analizom visceralnog masnog tkiva. Primenom histoloske i
morfometrijske analize (Slika 28) pokazano je da nakon ishrane
obogacene 10% rastvorom fruktoze ne dolazi do promena u precniku i
povrsini adipocita, kao ni do akumulacije lipida unutar adipocita.
Dobijeni rezultati naveli su nas da zaklju¢imo da je povecana
koncentracija slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji Zivotinja
hranjenih 10% rastvorom fruktoze posledica akutnog povecanja
kortikosterona i aktivacije lipolitickih signalnih puteva u visceralnom

masnom tkivu (Bursaé i saradnici, 2013).

Studije na ljudima i zZivotinjama su pokazale da ishrana bogata
fruktozom ima znacajnu ulogu i u razvoju tzv. hroni¢ne inflamacije
niskog intenziteta ili metabolicke inflamacije, narocito u visceralnom
masnom tkivu i jetri (Dekker i saradnici, 2010; Rayssiguier i saradnici,
2006; Wada i saradnici, 2010). Medu brojnim citokinima, MIF se smatra
jednim od glavnih markera metabolicke inflamacije u visceralnom
masnom tkivu (Kleemann i Bucala, 2010). Tokom razvoja gojaznosti,
MIF dovodi do infiltracije makrofaga u visceralno masno tkivo i
ucestvuje u razvoju inflamacije preko sinteze TNF-a, koji je poznati
aktivator signalnog puta NFxB (Kleemann i Bucala, 2010). Kako su
makrofagi i T celije adipocita glavno mesto sinteze i sekrecije ovog
adipokina tokom perioda uvecanja visceralnog masnog tkiva (Lue i
saradnici, 2002), nepromenjen nivo iRNK za MIF u masnom tkivu
pacova hranjenih 10% rastvorom fruktoze je bio ocekivan s obzirom da
ove zivotinje nisu bile gojazne (Slika 27b i Tabela 4). Odsustvo
aktivacije inflamatornih procesa potvrdeno je i na nivou transkripcionog
regulatora NFkB. Iako je poznato da ishrana koja sadrzi veliku kolic¢inu
masti doprinosi povecanju aktivnosti NFkB kod miSeva i pacova
(Carlsen i saradnici, 2009; Chung i saradnici, 2012), efekti ishrane
bogate fruktozom su do sada uglavnom neispitani. Rezultati naSih
istrazivanja su pokazali da ishrana 10% rastvorom fruktoze dovodi do

smanjenja nivoa transkripciono aktivne subjedinice NFxkB-a u
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citoplazmi (Slika 26). Nepromenjen nivo inhibitornog proteina IkB u
citoplazmi, kao i odsustvo prelaska NFkB u jedra dodatno govori u
prilog Cinjenici da signalni put NFkB nije bio aktiviran nakon ishrane
obogacene 10% fruktozom (Slika 26). Ovo zapazanje je dalje potvrdeno i
na nivou iRNK za proinflamatorne citokine, TNF-a i IL-6, cija je
ekspresija pod kontrolom transkripcionog regulatora NFxkB (Tang i
saradnici, 2010). Naime, nivo iRNK za TNF-a je ostao nepromenjeni
nakon ishrane obogacene 10% rastvorom fruktoze (Slika 27a), dok je
iRNK za IL-6 bila nedetektabilna. Zakljuc¢ili smo da aktivirani GR, kao
poznati negativni regulator transkripcionog regulatora NFxkB (De
Bosscher i saradnici, 1997), doprinosi supresiji metabolicke inflamacije
u visceralnom masnom tkivu nakon ishrane obogacene 10% rastvorom
fruktoze. Sa druge strane, povecana koncentracija slobodnih masnih
kiselina koja je nastala usled aktivacije lipolize u visceralnom masnom
tkivu dodatno je doprinela razvoju metabolicke inflamacije u jetri
(Vasiljevi¢ i saradnici, 2013) i imala je znacajnu ulogu u razvoju

periferne insulinske rezistencije (Djordjevic i saradnici, 2013).

S obzirom da je razumevanje etiologije gojaznosti u patofiziologiji
metabolickog sindroma od velikog znacaja, moze se zakljuciti da
ishrana obogacena 10% rastvorom fruktoze ne uzrokuje sama po sebi
razvoj gojaznosti ili povecanje visceralnog masnog tkiva, ali moze
doprineti naruSavanju fizioloSkog miljea organizma, i na taj nacin

dovesti do razvoja metabolickih poremecaja.

Na osnovu svih dobijenih rezultata zakljucili smo da dugorocna
ishrana obogacena 10% rastvorom fruktoze dovodi do pojacanja
prereceptorskog metabolizma glukokortikoida u visceralnom masnom
tkivu muzjaka pacova. Povecanje unutarcelijske koncentracije
glukokortikoidnih hormona doprinosi aktivaciji GR-a i1 njegovom
prelasku iz citoplazme u jedro gde vrSi transkripcionu regulaciju gena
ukljuc¢enih u metabolizam lipida i imunski odgovor. Stanje pojacane
aktivnosti glukokortikoida, povecanje koncentracije slobodnih masnih
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kiselina i triglicerida u cirkulaciji i odsustvo povecanja mase visceralnog
masnog tkiva ukazuje da je ishrana obogacena 10% rastvorom fruktoze
uticala na balans izmedu lipolize i lipogeneze u masnom tkivu,

stimuliSuci procese lipolize (Slika 46).

&>
trigliceridi

slobodne

masne
kiseline kontrola

fru ktoza

e

8 kortikosteron

e

Slika 46. Shematski prikaz metabolickih promena u visceralnom masnom
tkivu pacova nakon ishrane obogacene 10% rastvorom fruktoze (autor
ilustracije Ana Dordevic)
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5.3 Metabolicke promene u visceralnom masnom tkivu i
hipotalamusu pacova nakon ishrane obogacene 60%

rastvorom fruktoze

Kompleksna wuloga glukokortikoidnih hormona u regulaciji
energetske homeostaze potvrdena je i u eksperimentima u kojima je
ishrana zZivotinja bila obogacena rastvorom fruktoze visoke
koncentracije. Rezultati studije su pokazali da dugoroc¢na ishrana
obogacena 60% rastvorom fruktoze dovodi do razvoja visceralne
adipoznosti kod muzjaka pacova, Sto je praceno povecanjem
koncentracije triglicerida u cirkulaciji, dok je insulinska osetljivost
ostala nepromenjena. Uoceni efekti bili su razliciti od onih koji su
detektovani nakon ishrane obogacene 10% rastvorom fruktoze,
ukazujuci da je koli¢ina fruktoze koja je prisutna u ishrani vazan c¢inilac

u patogenezi metabolickog sindroma.

Pored razlika u fiziolo§kim i biohemijskim parametrima koje su se
javile u odgovoru na ishranu obogacenu razli¢itim koncentracijama
fruktoze (Tabela 4 i Tabela 5), uoCena je i znacajna razlika u signalnom
putu glukokortikoidnih hormona u visceralnom masnom tkivu. Za
razliku od pojacane tkivne regeneracije aktivnih formi glukokortikoidnih
hormona nakon ishrane obogacene 10% rastvorom fruktoze, ishrana
zivotinja 60% rastvorom fruktoze je dovela do znacajnog smanjenja
unutarcelijske koncentracije kortikosterona (Slika 30). Analizom
prereceptorskog metabolizma glukokortikoidnih hormona u visceralnom
masnom tkivu pokazano je znacajno povecanje nivoa 113HSDI1, dok je
nivo enzima H6PDH ostao nepromenjen (Slika 29). Smanjenje tkivne
regeneracije aktivnih formi glukokortikoida moze biti posledica
nepromenjenog proteinskog nivoa H6PDH, cija aktivnost je neophodna
za odrzavanje redukcionog potencijala enzima 11BHSD1. Takode,
moguce je da dolazi i do povecanja klirensa aktivnih formi

glukokortikoida, imajuci na umu ¢injenicu da kod gojaznih osoba dolazi
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do povecanja nivoa enzima Sa-reduktaze (Tomlinson i saradnici, 2008) i
povecanja aktivnosti enzima 11BHSD2 (Milagro i saradnici, 2007; Mussig
i saradnici, 2008). Kao Sto je ocekivano, usled smanjene koncentracije
kortikosterona u visceralnom masnom tkivu nije doslo ni do aktivacije
GR-a. Naime, nakon ishrane obogacene 60% ratvorom fruktoze doslo je
do smanjenja proteinskog nivoa GR-a i u citosolnoj i u jedarnoj frakciji
visceralnog masnog tkiva (Slika 31), ukazujuci na potpuno utiSavanje
signalnog puta GR-a. Takode, potvrdena je i hipoteza o dvojakom
delovanju glukokortikoidnih hormona, koji u zavisnosti od koli¢ine i
energetskog statusa u celiji mogu da aktiviraju razlicite procese u
metabolizmu lipida (Campbell i saradnici, 2011; Samra i saradnici,
1998). Za razliku od aktivacije GR-a nakon ishrane obogacene 10%
rastvorom fruktoze, povecanje mase visceralnog masnog tkiva nakon
ishrane zivotinja 60% rastvorom fruktoze je bilo praceno odsustvom
aktivacije signalnih puteva glukokortikoidnih hormona. To je potvrdeno
i na nivou ekspresije gena za HSL, koja je bila nepromenjena nakon
ishrane zivotinja 60% fruktozom (Slika 32b). U skladu sa izostankom
lipoliticke aktivnosti zabelezena je i1 nepromenjena koncentracija
slobodnih masnih kiselina u plazmi ovih Zivotinja (Tabela 5). Na osnovu
dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je nepromenjen nivo iRNK za
enzim HSL, i posledi¢no nepromenjena koncentracija slobodnih masnih
kiselina, rezultat smanjene transkripcione aktivnosti GR-a u
visceralnom masnom tkivu nakon ishrane obogacene 60% rastvorom

fruktoze.

Regulacija metabolizma lipida je kompleksan proces u kome
ucestvuje veliki broj enzima i transkripcionih regulatora. Medu njima
znacajno mesto zauzima PPARy koji funkcioniSe kao glavni
transkripcioni regulator diferencijacije adipocita i metabolizma lipida,
naroCito u odgovoru na nutritivni status u celiji (Semple i saradnici,
2006). Hipoteza o ulozi PPARy u procesima adipogeneze je dodatno

podrzana istrazivanjima u kojima je pokazano da je njegova ekspresija
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znacajno povecana u visceralnom masnom tkivu gojaznih osoba
(Auwerx, 1999). Imajuci na umu cinjenicu da ishrana obogacena 60%
rastvorom fruktoze ne dovodi do stimulacije signalnih puteva
glukokortikoidnih hormona, moglo se pretpostaviti da je povecanje
visceralne adipoznosti posledica aktivnosti drugih transkripcionih
regulatora, pre svega PPARy. Ova pretpostavka se zasniva na cCinjenici
da enzim proteinska fosfataza 5 ima znacajnu ulogu u modulaciji
aktivnosti transkripcionih regulatora GR-a i PPARy. Naime, proteinska
fosfataza 5 funkcioniSe kao recipro¢ni modulator ova dva transkripciona
regulatora, antagonizujuci lipoliticku aktivhost GR-a uz simultano
promovisanje aktivnosti PPARy u adipogenezi (Hinds i saradnici, 2011).
Rezultati iz ove doktorske disertacije su pokazali da ishrana obogacena
60% rastvorom fruktoze dovodi do znacajnog povecanja nivoa PPARy u
jedarnoj frakciji visceralnog masnog tkiva (Slika 33), ukazujuci na
njegovu stimulaciju. Uloga PPARy u razvoju visceralne adipoznosti je
potvrdena i analizom ekspresije njegovih ciljnih gena koji imaju
znacajnu ulogu u lipogenezi i diferencijaciji. Suprotno od rezultata
studija koje su pokazale da PPARy ucestvuje u procesima adipogeneze
putem stimulacije transkripcije gena za PEPCK (Huang i saradnici,
2012; Savage, 2005), rezultati nasih istrazivanja su pokazali da je uloga
PPARy u adipogenezi verovatno posredovana nekim drugim
mehanizmom. Naime, ishrana obogacena 60% rastvorom fruktoze je
uzrokovala smanjenje nivoa iRNK za PEPCK (Slika 32a), Sto je naSe
istrazivanje usmerilo na analizu drugih potencijalnih medijatora
adipogeneze. Jedan od njih je i SREBP-1 koji ucestvuje u
transkripcionoj regulaciji gena koji kodira PPARy (Fajas i saradnici,
1999). Kao sto je bilo i ocekivano, povecanje nivoa PPARy u jedarnoj
frakciji visceralnog masnog tkiva nakon ishrane obogacene 60%
rastvorom fruktoze je bilo praceno i povecanjem nivoa transkripcionog
regulatora SREBP-1 (Slika 34). SREBP-1 ostvaruje znacajnu ulogu i
tokom sinteze lipida u adipocitima putem stimulacije transkripcije gena
za FAS, glavni enzim de novo sinteze masnih kiselina (Kim i Spiegelman,
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1996; Takahashi i saradnici, 2013). Ovaj nacin ishrane je doveo i do
povecanja nivoa iRNK za FAS (Slika 36), ukazujuci na ubrzanje de novo
lipogeneze u visceralnom masnom tkivu pacova. Efekti ishrane
obogacene fruktozom na lipogenezu potvrdeni su i nakon analize
unutarcelijske distribucije enzima lipina-1. Nivo lipina-1 je bio znacajno
povecan u mikrozomalnoj frakciji visceralnog masnog tkiva (Slika 35)
koja predstavlja glavno mesto njegove enzimske aktivnosti tokom
procesa lipogeneze (Harris i Finck, 2011). Pored toga, lipin-1 ucestvuje i
u stimulaciji aktivnosti transkripcionog regulatora PPARy, i na taj nacin
promoviSe adipogenezu i razvoj zrelih adipocita (Koh i saradnici, 2008).
Iz dobijenih rezultata se moze zakljuciti da su stimulacija adipogeneze i
povecana sinteza triglicerida, kao rezultat delovanja transkripcionih
regulatora PPARy, SREBP-1 i lipina-1, glavni molekularni dogadaji koji
doprinose razvoju visceralne adipoznosti nakon ishrane obogacene 60%

rastvorom fruktoze.

Molekularne promene uocene u visceralnom masnom tkivu
zivotinja hranjenih 60% fruktozom potvrdene su i na celijskom nivou.
Povecanje mase visceralnog masnog tkiva nastalo usled skladiStenja
energetskog viska nakon ishrane obogacene rastvorom fruktoze visoke
koncentracije je bilo praceno hipertrofijom i hiperplazijom adipocita.
Kako je masa masnog tkiva kod odraslih osoba u korelaciji sa brojem
adipocita, za ocekivati je da svako povecanje njegove mase bude
praceno i proliferacijom adipocita (Smith i saradnici, 2006), Sto je u
naSim istrazivanjima i potvrdeno. Naime, kod Zzivotinja hranjenih 60%
rastvorom fruktoze uocene su dve jasno izdvojene populacije adipocita
(Slika 39). Populaciju velikih adipocita (Slika 39e) su Cinile celije koje
su morfoloski bile slicne adipocitima kontrolnih Zivotinja (Slika 39c).
Medutim, morfometrijskom analizom je pokazano da su i dijametar i
povrSina (Slika 39f i g) velikih adipocita znacajno vec¢i u poredenju sa
adipocitima kontrolnih Zzivotinja, ukazuju¢i na njihovu hiperplaziju.

Analiza populacije malih celija (Slika 39d) je pokazala da su i dijametar
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i povrSina ovih celija bili znacajno manji u odnosu na adipocite
kontrolnih zZivotinja, kao i u odnosu na velike adipocite zivotinja
hranjenih 60% rastvorom fruktoze (Slika 39f i g). Na osnovu dobijenih
rezultata zakljucili smo da je prisustvo jasno odvojene populacije malih
adipocita u visceralnom masnom tkivu zivotinja hranjenih 60%
rastvorom fruktoze rezultat hiperplazije adipocita i stimulacije
adipogeneze od strane dva glavna transkripciona regulatora ukljuc¢ena u

proliferaciju i sazrevanje adipocita, PPARy i SREBP-1.

Prisustvo velikog broja malih adipocita je povezano i sa
povecanom insulinskom osetljivoScu (Farqj i saradnici, 2004), Sto je bilo
u skladu sa naSim zapazanjima o nenarusSenoj toleranciji na glukozu
kod zZivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze (Tabela 6). S obzirom
da je insulinska rezistencija najceSce rezultat povecane koncentracije
slobodnih masnih kiselina poreklom iz masnog tkiva i jetre (Tomlinson i
saradnici, 2008), odsustvo indikatora insulinske rezistencije nakon
ishrane obogacene 60% rastvorom fruktoze moze biti i posledica
nepromenjene koncentracije slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji
ovih Zivotinja (Tabela 5). S druge strane, aktivacija transkripcionog
regulatora PPARy i stimulacija diferencijacije adipocita dovodi do
usmeravanja akumulacije masnih depoa u okviru masnog tkiva i na taj
nacCin S§titi druge organe od formiranja ektopicne masti i razvoja
insulinske rezistencije. Poznato je da agonisti PPARy sluze kao veoma
mocni lekovi za povecanje insulinske osetljivosti (eng.
insulin-sensitizers) (Bhatia i Viswanathan, 2006). Veliki broj podataka
ukazuje da se njihova aktivnost ostvaruje putem inhibicije
proinflamatornog citokina TNF-a (Miles i saradnici, 1997; Peraldi i
saradnici, 1997). TNF-a ima vaznu ulogu u razvoju insulinske
rezistencije (Hotamisligil i saradnici, 1993), narocito u uslovima kada je
ona posledica gojaznosti izazvane ishranom (Uysal i saradnici, 1997).
Normalna insulinska osetljivost nakon ishrane obogacene 60%

rastvorom fruktoze je bila u saglasnosti sa nepromenjenom ekspresijom

| 121



| DISKUSITA

inflamatornih medijatora i povecanom aktivnoScu transkripcionog
regulatora PPARy. Naime, ishrana obogacena 60% rastvorom fruktoze
nije uticala na razvoj metabolicke inflamacije u visceralnom masnom
tkivu pacova. Markeri metabolicke inflamacije, transkripcioni regulator
NFkB (Slika 37), kao i proinflamatorni citokin TNF-a (Slika 38) su bili
nepromenjeni u odgovoru na ishranu obogacenu fruktozom. Dobijeni
rezultati ukazuju da aktivacija PPARy putem inhibicije aktivnosti TNF-a
doprinosi smanjenju inflamacije i povecanju insulinske osetljivosti u
visceralnom masnom tkivu (Murase i saradnici, 1998; Solomon i
saradnici, 1997; Szalkowski i saradnici, 1995). Na osnovu dobijenih
rezultata moze se zakljuCiti da normalna insulinska osetljivost i
odsustvo metabolicke inflamacije uz povecanje mase visceralnog
masnog tkiva predstavlja jedan od mehanizama adaptivnog odgovora
organizma na uslove naruSene energetske homeostaze i stanje
pozitivnog energetskog bilansa nakon ishrane obogacene 60%

rastvorom fruktoze.

S obzirom da kod zZivotinja hranjenih 10% rastvorom fruktoze nije
doslo do povecanja mase visceralnog masnog tkiva, pretpostavili smo da
se u osnovi razvoja visceralne adipoznosti kod Zivotinja hranjenih
rastvorom fruktoze vece koncentracije nalaze poremecaji na nivou
regulacije energetske homeostaze. Veliki broj podataka ukazuje da
poremecaji centralne regulacije energetske homeostaze doprinose
razvoju gojaznosti 1 imaju znacajnu ulogu tokom patogeneze
metabolickog sindroma (Morrison, 2009; Morton i saradnici, 2006).
Leptinska rezistencija predstavlja mogucu vezu izmedu ishrane koja
sadrzi visoki procenat fruktoze i razvoja visceralne gojaznosti (Lee i
saradnici, 2006; Scarpace i Zhang, 2009). Naime, pokazano je da
ishrana obogacena fruktozom kod zivotinja dovodi do povecanja
koncentracije triglicerida i leptina u cirkulaciji (Huang i saradnici,
2006). Slicno rezultatima drugih autora (Shapiro i saradnici, 2011a;

Shapiro i saradnici, 2008; Shapiro i saradnici, 2011b), i rezultati naSe
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studije su pokazali da dugoroCan neograniCen pristup 60% rastvoru
fruktoze uzrokuje povecanje koncentracije triglicerida (Tabla 5) i leptina
(Slika 43) u cirkulaciji. Cinjenica da je ukupan unos kalorija bio veéi
nakon ishrane obogacene 60% rastvorom fruktoze (Tabla 4), uprkos
povecanoj koncentraciji leptina u cirkulaciji, ukazao je na moguce
prisustvo leptinske rezistencije. Postoji nekoliko predlozenih
mehanizama koji se nalaze u osnovi razvoja leptinske rezistencije
(Schwartz i saradnici, 2000) i u ovoj studiji su svi potvrdeni. Jedan od
mehanizama predlaze da se leptinska rezistencija javlja zbog
poremecenog transporta leptina kroz krvno-mozdanu barijeru (Banks i
saradnici, 2004; Van Heek i saradnici, 1997) koji moze biti posledica
povecanog nivoa triglicerida (Banks i saradnici, 2004). Uzimajuci u obzir
da je u okviru naSe studije zabelezen poviSen nivo triglicerida kod
zivotinja hranjenih 60% rastvorom fruktoze moze se pretpostaviti da se
na ovaj nacin, barem delimi¢no, onemogucuje transport leptina u
hipotalamus i na taj nacin smanjuje fizioloSki odgovor na leptin.
Smanjen nivo proteina Ob-Rb kod zivotinja hranjenih 60% rastvorom
fruktoze (Slika 44) takode doprinosi razvoju leptinske rezistencije, s
obzirom da je poznato da ona moze da nastane i usled smanjene
ekspresije gena koji kodira leptinski receptor (Friedman, 2002; Levin i
Dunn-Meynell, 2002). Dobijeni rezultati su bili u saglasnosti i sa
rezultatima drugih autora koji su pokazali da je nedostatak
funkcionalnog Ob-Rb-a odgovoran za razvoj gojaznosti i metabolickog
sindroma u db/db miSijem modelu (White i Tartaglia, 1996). Pored toga,
SOCS3 ima vaznu ulogu u razvoju leptinske rezistencije, posebno kod
gojaznosti koja je izazvana ishranom (Munzberg i saradnici, 2004). U
saglasnosti sa rezultatima drugih studija (Mori i saradnici, 2004; Vila i
saradnici, 2008), ishrana obogacena fruktozom dovela je do povecanja
nivoa iRNK za SOCS3 (Slika 45), ukazujuci da je negativna regulacija
signalnog puta leptina jedan od mehanizama kojim fruktoza doprinosi

razvoju leptinske rezistencije.
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Uoceno stanje leptinske rezistencije je bilo povezano i sa
promenjenom ekspresijom gena za glavni oreksigeni neuropeptid u
hipotalamusu. Naime, nivo iRNK za NPY je bio znacajno povecan kod
zivotinja koje su bile na rezimu ishrane obogacenom fruktozom
(Slika 42). Dobijeni rezultati ukazuju da se efekti 60% fruktoze na
razvoj visceralne adipoznosti najverovatnije ostvaruju putem narusSene
leptinske signalizacije i povecane aktivnosti oreksigenog peptida NPY.
Ovi rezultati su u saglasnosti i sa studijama drugih autora koji su
pokazali da se oreksigeni efekti fruktoze u mozgu pacova ostvaruju
putem aktivacije NPY sistema i to posebno putem povecanja iRNK za
NPY u hipotalamusu (Beck, 2006). Takode, istrazivanja na pacovima su
pokazala da injeciranje NPY u lateralni region hipotalamusa dovodi do
povecanja zelje za unosom ugljenih hidrata, narocito rastvora saharoze
(Stanley i saradnici, 1985; Stanley i Leibowitz, 1985). Mi smo
pretpostavili da je smanjen unos hrane, uocen kod zivotinja koje su pile
60% rastvor fruktoze, kompenzovan upravo povecanim unosom fruktoze

koji je podstaknut od strane oreksigenog peptida NPY.

Veliki broj podataka ukazuje da pored leptina, i glukokortikoidni
hormoni imaju znacajnu ulogu u odrzavanja energetske homeostaze
(Freedman i saradnici, 1985; Uchoa i saradnici, 2009). Najverovatnije
mesto aktivnosti glukokortikoidnih hormona u centralnoj regulaciji
unosa hrane jesu NPY pozitivni neuroni u hipotalamusu (Peckett i
saradnici, 2011; Shimizu i saradnici, 2008; Zakrzewska i saradnici,
1999). Poznato je da insulin inhibira, dok kortikosteroidi stimulisSu
ekspresiju gena za NPY u arkuatnom jedru hipotalamusa (Dallman i
saradnici, 2006). Takode, Jeanrenaud i saradnici su pokazali da je
aktivnost glukokortikoidnih hormona u okviru CNS-a neophodna za
realizaciju oreksigenih efekata NPY (Jeanrenaud i Rohner-Jeanrenaud,
2000). Iako postoje studije koje ukazuju da se hiperfagija, koja nastaje
kao posledica leptinske rezistencije, smanjuje nakon adrenalektomije

(York, 1996), do sada je samo nekoliko studija ukazalo na funkcionalnu
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vezu izmedu leptinske rezistencije i aktivnosti glukokortikoidnih
hormona (Havel, 2001). Kako bismo ispitali da li je ishrana obogacena
60% rastvorom fruktoze povezana sa promenama u nivou i aktivnosti
glukokortikoida u hipotalamusu, analiziran je prereceptorski
metabolizam glukokortikoida, kao i ekspresija gena za GR.
Interesantno, ishrana obogacena 60% rastvorom fruktoze nije dovela do
promene u nivou 11HSD1 i H6PDH (Slika 40). lako ovakav tip ishrane
nije uticao na regeneraciju aktivnih formi glukokortikoida putem
prereceptorskog metabolizma, uoceno je statisticki znacajno povecanje
proteinskog nivoa GR-a (Slika 41). Povecanje nivoa GR-a, zajedno sa
povecanjem nivoa iRNK za NPY podrzava pretpostavljenu ulogu
glukokortikoidnih hormona kao pozitivnih regulatora ovog oreksigenog
peptida (Peckett i saradnici, 2011). Na osnovu dobijenih rezultata moze
se zakljuciti da glukokortikoidi ostvaruju vaznu ulogu u odrzavanju,
kako centralne, tako i ukupne energetske homeostaze. Povecanjem
ekspresije gena za NPY u hipotalamusu, glukokortikoidi doprinose
razvoju visceralne adipoznosti u odgovoru na ishranu obogacenu 60%

rastvorom fruktoze.

Ukratko, dugoro¢na ishrana obogacena 60% rastvorom fruktoze
je dovela do razvoja visceralne adipoznosti koja je bila pracena
dislipidemijom i razvojem leptinske rezistencije u hipotalamusu.
UkrsStanje signalnih puteva leptina i glukokortikoida u hipotalamusu
predstavlja mogucu vezu izmedu prekomernog unosa fruktoze i razvoja
adipoznosti. Rezultati molekularnih analiza visceralnog masnog tkiva su
pokazali da je balans izmedu GR-a i transkripcionih regulatora
adipogeneze, PPARy, SREBP-1 i lipina-1 pomeren u pravcu adipogeneze,
s obzirom da je kod zivotinja nakon ishrane obogacene rastvorom
fruktoze visoke koncentracije uoceno prisistvo populacije malih
adipocita sposobnih za skladiStenje lipida. Pretpostavljeni mehanizam
cuvanja masnih depoa unutar visceralnog masnog tkiva u odgovoru na

energetski viSak predstavlja adaptivni odgovor koji doprinosi smanjenju
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oslobadanja masnih kiselina iz masnog tkiva u cirkulaciju i druga tkiva,

Sto predstavlja kljuéni dogadaj u razvoju insulinske rezistencije i

dijabetesa tipa 2 (Slika 47).
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Slika 47. Shematski prikaz metabolickih promena u visceralnom masnom
tkivu pacova nakon ishrane obogacene 60% rastvorom fruktoze (autor
ilustracije Ana Dordevic)
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Na osnovu analize rezultata dobijenih u okviru ove studije mogu

se izvesti sledeci zakljucci:

& Kolicina fruktoze koja je prisutna u ishrani je vazan Ccinilac

patogeneze metabolickog sindroma

& Ishrana obogacena 10% rastvorom fruktoze ne uzrokuje, sama po
sebi, razvoj gojaznosti ili povecanje visceralnog masnog tkiva, ali
doprinosi narusavanju fizioloSkog miljea organizma i moze dovesti

do razvoja metabolickih poremecaja putem:

v' pojacanja glukokortikoidne signalizacije i pomeranja
ravnoteze u metabolizmu lipida u smeru lipolize

v’ povecanja koncentracije slobodnih masnih kiselina i

triglicerida u cirkulaciji i narusavanja insulinske osetljivosti

& Dugorocna ishrana obogacena 60% rastvorom fruktoze dovodi do

razvoja visceralne adipoznosti i leptinske rezistencije u

hipotalamusu

& Pretpostavljeni mehanizam c¢uvanja masnih depoa unutar
visceralnog masnog tkiva predstavlja adaptivni odgovor na
energetski viSak u odgovoru na ishranu obogacenu 60%

rastvorom fruktoze putem:

v smanjenja oslobadanja slobodnih masnih kiselina iz
masnog tkiva u cirkulaciju

v’ pomeranja ravnoteze izmedu GR-a i transkripcionih
regulatora adipogeneze (PPARy, SREBP-1 i lipina-1) u
pravcu adipogeneze

v" hipertrofije i hiperplazije adipocita
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MNMoTtnuncanu-a Burbana H. Bypcah

Opoj nHoekca M3002/2010

UsjaBroyjem
a je QOKTOpCKa gucepTtaumja nog HacnoBom

»,MeTabonnMukMu cuHApPOM u3asBaH MUCXpaHOM 6Goratom pyKTO30M: Yyrora
CUrHanMHUX nyTeBa pPeryfnMcaHux rrnyKOKOPTUKOUOAHMM  XOPMOHMMA Y
BUCLepariHOM MacHOM TKMBY U XunoTanamycy nawuoBa“

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXXMBAYKoOr paja,

e [a npegnoxeHa guceprtaumja y LENUHU HU Y AenoBuMa Huje buna npeanoxeHa
3a pobujakbe 6GuNo koje gunnomMe npema CTyAujCKMM nporpamMmuma gpyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBa,

e [acy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBEeAEHU U

e [a HMCaM KpLuMo/na ayTopcka MpaBa WU KOPUCTUO WHTENEKTyamnHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc pokTopaHpa

Y Beorpaay, 20.01.2014. rognHe

f'@‘é,*—;@(,/\f“ﬁ/ | /{?74'4&-0 c
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Mpunor 2.
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Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Mme n npesnme aytopa bubaHa H. bBypcah
Bpoj nHpekca M3002/2010
Cryamnjcku nporpam MonekynapHa 6uonoruja

HacrnoB paga__,MeTabonuykM CUHOPOM M3a3BaH UCXpaHoM 6GoratoM hpyKTO30M:
yrnora _CUrHanHux nyTteBa perynucaHmx  rMYyKOKOPTUKOMOHWM  XOPMOHWMA Yy
BUCLIEpanHOM MacHOM TKMBY M XxunoTanamycy nauosa“

MeHTOp Ap AHa hophesuh, Hay4Hn capagHuk, MHCTUTYT 3a GuonoLuka
nctpaxmeamna “CuHuwa CraHkosuh”, YHuepauteT y beorpaay v ap NopaaHa Matuh,
penoBHU npodecop, buonolwuku dakynTeT, YHuBepsuteT y beorpagy
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BEp3nju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbmBawe Ha noprtany [AurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uteTa y beorpany.

[osBorbaBam ga ce objaBe MOjM NMYHM nojauM Be3aHu 3a gobujarbe akagemckor
3Barba JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe M nNpe3vMMe, roguHa n mMecto pohewa n gatym
opgbpaHe paga.

OBn nuyHM nogaum Mory ce o6jaBUTM Ha MpPEeXHUM CTpaHuuama aurutanHe
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MoTnuc aokTopaHAaa

Y Beorpaay, 20.01.2014. roguHe
j . ) & .
Buosfod B goeec

| 166




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y Ourutantm
penosuTopujym YHuBepsuTeta y beorpagy yHece Mojy OOKTOpPCKY AucepTauujy nog
HacrnoBoM:

»,MeTabonuukm cuHAPOM wu3a3BaH MUCXpPaHOM GoratoM PyKTO30M: ynora
CUrHanMHUX nyTeBa peryfiMcaHux rfnyKOKOPTUKOUMOHMM  XOPMOHMMA Yy
BUCLEepanHOM MacHOM TKMBY U XxunoTanamycy nagosa“

Koja je Moje ayTopcko aeno.

IuncepTaumjy ca cBuMm npunosnma npegao/na cam y enekTpoHckoM doopmaTty norogHom
3a TpajHO apxuBupats-e.

Mojy OOKTOpCKY AncepTtauujy noxpamweHy y [urutanHn penosvTopujym YHuBep3auteTta
y Beorpaay mory ga kopucte cBu koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nunueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyyumo/na.

1. AyTtopcTBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUMjarnHo

3. AyTopcTBO — HEKOMepUujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjarHO — AeNUTN NO4 UCTUM yCrioBuma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — OenuTh Nog NCTUM yCrioBuma

(Monumo aa 3aokpyxute camo jefHy O LecCT NOHYyReHUX nuueHuM, KpaTak onuc
NUuUeHUM gart je Ha nonehuHun nucra).

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpaay, 20.01.2014. roguHe

&L‘—;ﬁf/‘c (7/ /é))ﬂﬁfﬁ.ﬁ.x Ce
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1. AytopcTtBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBare, AUCTPUMOYLMjy U jaBHO caomnluTaBaHe
Jena, n npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauyuH ogpeheH o cTpaHe aytopa
UnNn gaeBaoua nuueHue, Yak n 'y komepumjande cepxe. OBo je HajcnobogHuja o cBuUx
NULEHUMN.

2. AyTopCcTBO — HEkOMepumjanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, ANCTPUOYLNjy 1 jaBHO
caonwtaBawe gena, U npepage, ako ce HaBede MMe aytopa Ha HauuH ogpeheH of
CcTpaHe aytopa vnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 003BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTOpCcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [do3BorbaBaTe YyMHOXaBawe,
anctpubyumnjy M jaBHO caomnwiTaBakwe pgena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa WK
ynotpebe gena y cBOM ferny, ako ce HaBede ume aytopa Ha HavvH ogpeheH opf
CTpaHe ayTopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOSfbaBa KoMepuwmjanHy
ynoTpeby gena. Y ogHoCy Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM JIMLEHLOM Ce OorpaHuM4aBa
Hajsehn o6um npaBa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HeKoMepuujanHo — AenuTu nog ucTum ycrioBuma. [lo3sorbaBarte
YMHOXaBake, AMCTpMOYLMjy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aerna, u npepage, ako ce Hasene
MMe ayTopa Ha HauvH oapeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua fuueHLe U ako ce
npepaga AuctpubyvMpa nog WCTOM MMM CNMYHOM nuvueHuoMm. OBa nuueHua He
[03BOrbaBa komepuujanHy ynotpeby fena v npepaja.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBakwe, OUCTPUOYLM)Y U jaBHO
caonwrTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa nnu ynotpebe gena y csom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaudvH ofapefeH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa kKoMepuumjanHdy ynotpedy aena.

6. AyTopcTBO - [fenutu nog WCTUM ycnoBuMa. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBahe,
anctpmbyunjy 1 jaBHO caonwTaBake gena, n npepage, ako ce Haeege ume aytopa Ha
HauuH oppefeH oa cTpaHe ayTopa WM gaBaoua JNUUEHLE W ako ce npepaga
anctpubympa nog WMCTOM WM CnNMYHOM nmueHuom. OBa nuueHua [03BOSbaBa
KomepuujanHy ynotpedy gena v npepaga. CnvyHa je coTBepckMM nuueHuama,
OLHOCHO IN1LeHLama OTBOPEHOr Koaa.
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