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SAZETAK

Steroidni hormon 17p-estradiol (E2) ostvaruje zaStitnu ulogu u jetri, odrzavajuci
homeostazu masti i glukoze. Njegov nedostatak doprinosi razvoju steatoze jetre i progresiji
poremecene funkcije jetre. U stanjima gojzanosti i prisustva rezistencije na insulin (IR), E2
ostvaruje uticaj na regulaciju enzima antioksidativne (AOS) zastite i inducibilne azot-monoksid-
sintaze (iNOS).

Kontrolni i gojazni muzjaci Wistar soja pacova su tretirani jednom dozom E2 (40ug/kg) ili
1% etanolom 24 sata pre zrtvovanja. Spektrofotometrijskim metodama su odredivane koncentracije
malon-dialdehida (MDA), karbonilovanja proteina (PCC) i azot-monoksida (NO), kao i aktivnost
enzima CAT u lizatu jetre. Western blot metodom su odredivani nivoi proteina SOD1, SOD2, CAT,
GPx, iNOS, ERa, ERB, Src, NFkB-p50, NFkB-p65, ROCK1, ROCK2, RhoA, pERK1/2/ERK1/2,
pAkt/Akt, pAMPKa1/AMPKoaz proteina. Metodom koimunoprecipitacije je odredivan nivo Src u
kompleksu sa ERa, dok je metodom Pull-down eseja odredivana aktivnost ukupnih Rho proteina u
jetri pacova. Metodom gRT-PCR odredivan je nivo iRNK za iNOS i miR-221 u jetri pacova.
Rezultati su analizirani koriS¢enjem Studentovog t-testa.

Rezultati prikazani u ovoj disertaciji pokazuju da E2 tretman kod normalno uhranjenih
pacova znacajno povecava nivoe SOD1, GPx, CAT proteina i nivo asocijacije ERo/Src, a smanjuje
nivoe proteina iINOS i ERa, fosforilaciju kinaza ERK1/2 i Akt, i ekspresiju miR-221 u jetri. Kod
gojaznih pacova, E2 tretman poveéava nivoe SOD1, SOD2, GPx i CAT proteina, aktivnost CAT
enzima, nivo NO, fosforilaciju AMPKaz i ekspresiju miR-221, a smanjuje ekspresiju gena za iNOS
i nivo iNOS proteina, nivo p65-NFkB, nivo ERa i nivo asocijacije ERa/Src, fosforilaciju kinaza
ERK1/2 i Akt, i aktivnost ukupnih Rho proteina u jetri.

Na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti da E2 ima zaStitne efekte u jetri u
fizioloskim 1 patofizioloskim uslovima, koji se ogledaju u povecanju nivoa i aktivnosti enzima AOS
zaStite 1 smanjenju ekspresije iINOS. Osim toga, rezultati istrazivanja obuhvacenih ovom
doktorskom disertacijom doprinose sagledavanju molekulskih mehanizama kojima E2 ucestvuje u
regulaciji ekspresije i aktivnosti enzima AOS zastite i ekspresije INOS enzima, u jetri normalno
uhranjenih i gojaznih pacova.

Kljuéne reci: estradiol, jetra, AOS, INOS, gojaznost
Naucna oblast: Biologija
UzZa naucna oblast: Molekularna endokrinologija

UDK broj:



ABSTRACT

The steroid hormone 17p-estradiol (E2) has a protective role in the liver, maintaining fat and
glucose homeostasis. Its deficiency contributes to the development of liver steatosis and the
progression of chronic liver diseases. In obesity and insulin resistance (IR), E2 exerts effects on the
regulation of antioxidant defence system (AQOS) enzymes and inducible nitric oxide synthase
(iNOS).

Control and obese male Wistar rats were treated with a bolus injection of E2 (40ug/kg) or
with the same volume of 1% ethanol, 24 hours before euthanasia. The concentrations of
malondialdehyde (MDA), protein carbonylation content (PCC) and nitric oxide (NO), as well as
CAT enzyme activity in liver lysate were determined by spectrophotometric methods. Protein levels
of SODI1, SOD2, CAT, GPx, iNOS, ERa, ERP, Src, NFkB-p50, NFxkB-p65, ROCK1, ROCKZ2,
RhoA, pERK1/2/ERK1/2, pAkt/Akt, pAMPKai/AMPKa1 were determined by Western blot. The
coimmunoprecipitation method was used to determine the ERa/Src association, while the pull-down
assay method was used to determine the activity of total Rho proteins in the rat liver. The level of
INOS mRNA and miR-221 level in the rat liver were determined by qRT-PCR. Results were
analyzed using Student's t-test.

The results presented in this doctoral dissertation show that E2 treatment in normally fed
rats significantly increases SODI1, GPx, CAT protein levels and ERa/Src association level, while
decreasing iNOS and ERa protein levels, ERK1/2 and Akt kinase phosphorylation, and miR-221
expression in liver. In obese rats, E2 treatment increases SOD1, SOD2, GPx and CAT protein
levels, CAT activity, NO level, AMPKa1 phosphorylation and miR-221 expression, and decreases
INOS gene and protein expression, p65-NFkB level, ERa level and ERa/Src association level,
phosphorylation of the ERK1/2 and Akt, and the activity of total Rho proteins in liver.

Based on the obtained results, it can be concluded that E2 has protective effects in the liver
in physiological and pathophysiological conditions, which are mediated by an increase in the level
of AOS enzymes and a decrease in INOS expression. In addition, the results of this doctoral
dissertation contribute to the understanding of the molecular mechanisms by which E2 is involved
in the regulation of the expression and activity of the AOS enzymes and iNOS expression, in the
liver of normally fed and obese rats.

Key Words: estradiol, liver, AOS, iNOS, obesity
Scientific Group: Biology

Specific Area within a Group: Molecular Endocrinology
UDK number:
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Hormon 17p-estradiol (E2) je vazan regulator mnogih fizioloskih procesa. On uti¢e na
reprodukciju i razvoj organizma, a ucestvuje 1 U regulaciji metabolickih procesa u razliitim
organima, ukljucujuéi jetru [1]. Podaci iz literature ukazuju da E2 ostvaruje zaStitnu ulogu u jetri
odrzavaju¢i homeostazu masti i glukoze, dok njegov nedostatak doprinosi razvoju steatoze i
progresiji hroni¢nih bolesti jetre [1, 2]. Poremecaji metabolickih procesa koji su regulisani
estrogenima povezani su sa nastankom i povecanjem stepena visceralne gojaznosti, rezistencijom na
insulin (IR) i metabolickim sindromom (MS) [2]. Gojaznost i izmenjen metabolizam lipida i
glukoze u jetri su medu glavnim faktorima rizika za razvoj bolesti jetre [3].

Jetra je najveéi visceralni organ odgovoran za odrzavanje sistemske homeostaze glukoze,
proteina i masti. U stanju gojaznosti, u jetri dolazi do prekomernog nakupljanja lipida [4]. Povecano
oslobadanje lipida iz visceralnog masnog tkiva i smanjenje antilipoliticke aktivnosti insulina
dovode do porasta koncentracije slobodnih masnih kiselina (SMK) u plazmi i samim tim, u portnoj
cirkulaciji [5]. U zdravom organizmu, u postprandijalnoj fazi, jetra se prilagodava pojatanom
prilivu SMK njihovom esterifikacijom [6]. Medutim, u stanju gojaznosti dotok velikih koli¢ina
SMK u jetru nije moguce kompezovati sintezom triglicerida (Tg) [7], Sto direktno doprinosi razvoju
IR i steatoze jetre [8-10].

U stanju gojaznosti, usled nakupljanja lipida u hepatocitama 1 aktivacije urodenog imunskog
odgovora, povecava se produkcija reaktivnih vrsta kiseonika i azota (ROS/RNS, engl. reactive
oxygen/nitrogen species), nastaje oksidativni stres (OS) i metaflamacija [11]. Pokazano je da E2
ostvaruje antioksidativne i antiinflamacijske efekte u jetri, kao i da uti¢e na regulaciju enzima
antioksidativne (AOS) zastite [12] 1 inducibilne azot-monoksid-sintaze (iINOS/NOS2, engl.
inducible nitric oxide synthase) [13]. Enzimi AOS zastite i iNOS, pored zastitne uloge u procesima
inflamacije, imaju vaznu ulogu i u razli¢itim metabolickim poremecajima, ali podaci o molekulskim
mehanizmima koji su u osnovi in vivo delovanja E2 na regulaciju enzima AOS i iNOS u jetri, u
fizioloskim 1 patofizioloskim stanjima kao §to su gojaznost povezana sa IR su vrlo retki i
nedovoljno izu€avani.

1.1  Estradiol - opste osobine i molekulski mehanizmi delovanja estradiola

1.1.1 Opste osobine i uloga estradiola

17B-estradiol je dominantna i bioloski najpotentnija forma estrogena. Estrogeni su primarno
zenski polni hormoni koji reguliSu reprodukciju i reproduktivno ponasanje jedinki Zenskog pola, ali
ostvaruju i vaznu ulogu u regulaciji reproduktivnih funkcija kod muzjaka. Tri najvaznija estrogena
koja se sintetiSu u organizmu su estron, E2 i estriol. Kod Zena u premenopauzi, E2 se prvenstveno
sintetiSe od holesterola u jajnicima, u koncentracijama koje su 1 do pet puta viSe nego kod
muskaraca. Nakon menopauze, enzim aromataza konvertuje testosteron u E2 u perifernim tkivima,
kao $to su masno tkivo, kosti, vaskularni endotel i glatki misi¢i [14]. Najveéi deo estrogena u
cirkulaciji zena nakon menopauze se proizvodi u masnom tkivu [15]. Kod ovih Zena, koncentracija
E2 u cirkulaciji je priblizno jednaka koncentraciji E2 kod muskaraca, i prvenstsveno ostvaruje
autokrino i parakrino dejstvo u okviru ¢elija i tkiva koja ga proizvode [14, 16].

Kod muzjaka, E2 doprinosi ranom reproduktivnom razvoju, kao i reproduktivnom
ponasanju u adultnom dobu. Slozeno medusobno delovanje testosterona, E2, aromataze i
odgovarajucih receptora za hormone u mozgu, testisima i penisu obezbeduje precizno regulisanu
interakciju hormona, neophodnu za regulaciju libida, erektilne funkcije i spermatogeneze [17].
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Osim efekata koje ima u regulaciji reprodukcije, E2 je ukljucen i u regulaciju razli¢itih aspekata
metabolizma u mnogim organima [2, 18].

1.1.2 Receptori za estrogene

17B-estradiol 1 drugi estrogeni hormoni ostvaruju svoje funkcije vezujuci se za specificne
receptore za estrogene (ER), koji obuhvataju unutarcelijske forme ER alfa (ERa) i ER beta (ERP),
membranske forme ERa i ERP, kao i membranski ER spregnut sa proteinom G (GPER, engl. G
protein-coupled ER) [2, 19]. lzrazito hidrofobna priroda estrogena im omogucéava da nezavisno od
interakcije sa ER, prolaze kroz celijske membrane difuzijom u unutrasnjost celija, kao 1 da se
koncentriSu u samim membranama [20, 21].

Unutarcelijske forme ERa i ERP mogu biti lokalizovane u citoplazmi i/ili u jedru. Kada su
ER lokalizovani u jedru, posreduju u ostvarivanju genomskih efekata E2. ERa i ERP koji su
lokalizovani u citoplazmi mogu posredovati i u genomskim i u negenomskim efektima E2. Manji
broj ERa i ERP, koji su lokalizovani na plazma membrani, kao i tre¢i tip receptora, GPER koji je
takode lokalizovan na plazma membrani, posreduju u ostvarivanju negenomskih efekata E2 [22].
Svi navedeni tipovi ER su eksprimirani i u jetri muzjaka i zenki glodara i ljudi, ali u manjem broju u
odnosu na reproduktivna tkiva [14, 23].

Zastupljenost svih formi ER je tkivno specifi¢cna. ERa je dominantna forma ER prisutna u
bubrezima, srcu, kostima, materici, masnom tkivu i jetri, dok se ERP dominantno nalazi u
jajnicima, prostati, plu¢ima, besici, ¢elijama hematopoeze, gastrointestinalnom traktu i centralnom
nervnom sistemu [24, 25]. Aktivnost svih tipova ER je regulisana na specifi¢an nacin u odnosu na
¢elije i tkiva u kojima se nalazi. Uloga ER u regulaciji ekspresije gena, zavisi od kombinacije
transkripcionih kofaktora i odnosa razli¢itih tipova ER u datoj ¢eliji ili tkivu [26, 27].

1.1.3 Molekulski mehanizmi delovanja estradiola

Efekti koje ostvaruje E2 mogu biti posredovani kompleksnim mehanizmima genomskog i
negenomskog delovanja (Slika 1). Odgovor organizma na delovanje E2 najc¢esce je rezultat slozene
interakcije izmedu genomske i negenomske signalizacije ER [19].

Klasi¢éni mehanizam delovanja E2 je genomski mehanizam, koji moze biti direktan 1
indirektan i moze trajati od nekoliko sati do nekoliko dana nakon aktivacije ER. Genomski
mehanizam delovanja E2 rezultuje aktivacijom ili inhibicijom transkripcije ciljnih gena. Direktne
genomske efekte E2 ostvaruje vezivanjem za specificne ER u citoplazmi, nakon ¢ega formirani
kompleks E2/ER prolazi kroz konformacione promene u citoplazmi, disocira od proteina pratioca
(engl. heat-shock protein, HSP) i formira homo- ili heterodimer sa drugim E2/ER kompleksom i
takav se translocira u jedro [19, 28, 29]. Formirani E2/ER-E2/ER kompleks predstavlja
transkripcioni faktor aktiviran ligandom, i vezuje se direktno za specifiéne sekvence na DNK, koje
se zovu elementi odgovora na estrogene (ERE, engl. estrogen response elements) i nalaze se u
promotorima ciljnih gena. Aktivacija ER je takode povezana sa fosforilacijom specificnih ostataka
aminokiselina serina (Ser) i tirozina (Tyr) u amino-terminalnom (NTD, engl. N-terminal domain) i
ligand-vezuju¢em domenu (LBD, engl. ligand-binding domain) ER [30-33].
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Slika 1. Molekulski mehanizmi delovanja estradiola (E2). E2 ostvaruje svoje efekte preko genomskih i

negenomskih mehanizama signalizacije. Genomski mehanizam signalizacije E2 podrazumeva da
se E2 vezuje za specificne receptore za estrogene (ER) u citoplazmi kada kompleks E2/ER disocira
od HSP i formira dimer sa drugim E2/ER kompleksom, a tako formiran dimer se translocira u
jedro. U jedru, dimer E2/ER-E2/ER se moze direktno vezati (direktna genomska signalizacija) za
specificne sekvence DNK — ERE, ili se mogu vezati indirektno (indirektna genomska signalizacija)
preko nekog drugog transkripcionog faktora. Genomski mehanizmi mogu biti modulisani kroz
interakciju sa kofaktorima (koaktivatorima ili korepresorima) koja je specificna za odredeni tip
Celije. Metabolicki efekti E2 ostvaruju se preko nejedarnih formi ER, preko indirektne regulacije
ekspresije gena ili aktivacijom signalnih puteva. Akt — protein-kinaza B; Ca?*— jon kalcijuma;
CAMP — ciklicni adenozin-monofosfat (engl. cyclic adenosine monophosphate); ERK1/2 —
ekstracelularnim signalom regulisana kinaza 1 i 2; GPER — ER spregnut sa proteinom Ge; K* —
jon Kkalijuma; MAPK - mitogen-aktivirana protein-kinaza; NO - azot-monoksid; PI3K -
fosfoinozitid 3-kinaza, TF — transkripcioni faktor. Preuzeto i modifikovano iz Monteiro sa
saradnicima [34].
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Indirektni genomski efekti E2 ostvaruju se bez direktnog vezivanja E2/ER-E2/ER
kompleksa za DNK. Naime, kompleks E2/ER moze interagovati sa drugim transkripcionim
faktorima, kao §to su protein aktivator-1 (AP-1, engl. activator protein-1), i stimuliSu¢i protein 1
(Sp-1, engl. stimulating protein-1), vezanim za svoje specificne sekvence u odredenom regionu
ciljnih gena. Takode, kompleks E2/ER se moze vezati za vezivna polumesta u ERE, §to se
stabilizuje vezivanjem AP-1 i Spl za nishodne sekvence u genu [19, 35, 36]. Na isti nacin,
vezivanje ER za ERE moze stabilizovati interakciju transkripcionih faktora sa nesavrSenim
elementima odgovora u genima (engl. imperfect gene response elements), kao $to je interakcija
transkripcionog faktora nuklearnog faktora kapa B (NFkB, engl. nuclear factor kappa B) sa
specifi¢nim elementom ushodno od ERE [37].

Za razliku od efekata E2 na reproduktivnu funkciju koji su posredovani genomskim putem,
metabolicki efekti se ostvaruju negenomskim putem. Negenomski put ukljucuje aktivaciju ER koji
su lokalizovani u ¢elijskoj membrani ili u citoplazmi, pri ¢emu dolazi do aktivacije slozene mreze
unutarcelijskih signalnih puteva [38, 39]. Na ovaj nacin, E2 ostvaruje svoje dejstvo za nekoliko
sekundi ili minuta, a takode moze biti indirektno uklju¢en i u regulaciju ekspresije ciljnih gena.
Mehanizmi negenomske signalizacije obuhvataju promene u nivoima jona kalcijuma (Ca?*), jona
kalijuma (K*), cAMP i NO, zatim aktivaciju procesa posredovanih G proteinom i stimulaciju
razli¢itih kinaza, kao $to su ekstracelularnim signalom regulisana kinaza (ERK, engl. extracellular
signal-regulated kinases), fosfoinozitid 3-kinaza (PI3K, engl. phosphoinositide 3-kinase) i p38
mitogen-aktivirana protein-kinaza (p38 MAPK, engl. p38 mitogen-activated protein kinase) [40-
43].

Odgovor na delovanje E2 zavisi od tipa ER, liganda, proteina koaktivatora i korepresora
[44]. Osim toga, u prisustvu obe izoforme ERa i ERP, bilo genomski ili negenomski odgovor,
dominantno je aktiviran sa ERa, dok aktivnost ER uti¢e na poniStavanje efekata ERa [45].

1.1.3.1 Uloga signalnih molekula ERKI1/2, Src, Akt, AMPK, RhoA, ROCK i NFxB u
molekulskim mehanizmima delovanja estradiola

Negenomski efekti E2 najceS¢e podrazumevaju aktivaciju razliCitih uzajamno zavisnih i
slozenih unutarcelijskih signalnih puteva, koji ukljuuju signalne molekule kao §to su: ERK1/2,
Tyr-kinaza Src, Akt (protein-kinaza B, PKB), adenozin monofosfat-aktivirana protein kinaza
(AMPK, engl. AMP-activated protein kinase), GTP (engl. guanosine triphosphate) vezujuci protein
RhoA (engl. Ras homolog gene family, member A), Rho-asocirane kinaze (engl. Rho-associated
kinase, ROCK) i NFkB [46-51].

ERK1/2: Signalni molekul ERK1/2 pripada serin/treonin (Ser/Thr) kinazama iz familije
MAPK, koje uéestvuju u regulaciji vise signalnih puteva ukljucenih u ¢elijske procese u jetri [52] i
vazan je nishodni efektor transmembranskih receptora koji poseduju aktivnost Tyr-kinaza (engl.
transmembrane receptor tyrosine kinase, RTK) i ERa. Osim §to ERK1/2 moze biti aktiviran preko
ERa, 1 ERo/B mogu biti fosforilisani od strane ERK1/2 1 na taj nain aktivirani nezavisno od
prisustva E2 [53-56]. Za potpunu aktivnost ERK1/2 neophodna je fosforilacija na dva mesta, na
Thr?%2 i Tyr?® nakon &ega se formira dimer, i tako aktiviran enzim moze da reguliSe aktivnost
ciljnih molekula fosforilacijom u citoplazmi ili mozZe da fosforiliSe transkripcione faktore u jedru
[57-60]. ERK1/2 predstavlja i vazan molekul u signalizaciji supstrata receptora za insulin-1 (IRS-1,
engl. insulin receptor substrate-1) [61]. Kod jedinki sa smanjenom osetljivos¢u na insulin [62],
smanjen insulinom posredovan transport glukoze u miSiCe se mozZe povezati sa smanjenom
aktivacijom ERK1/2 [63].

Src: Kinaza Src je jedan od vaznijih signalnih molekula odgovoran za interakciju puteva
nishodno od aktiviranih steroidnih receptora (kao $to su ER) i RTK. Src je nereceptorska Tyr kinaza
koja pripada devetoclanoj porodici Src kinaza i1 ima ulogu u regulaciji proliferacije, apoptoze,
adhezije, migracije i diferencijacije Celija [64]. Estradiolom aktivirani ERo/f mogu da vezu Src,
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koja se aktivira autofosforilacijom, a zatim fosforiliSe ERa/p i na taj na¢in moze da stimulise
transkripciju zavisnu od tipa ER [65, 66]. Interakcija ER sa Src aktivira i ERK1/2 i na taj nacin,
takode, moze da stimuliSe transkripciju zavisnu od ER [67, 68]. Osim toga, Src aktiviran
delovanjem E2 moze da uti¢e na signalni put kinaze Akt [69].

Akt: Protein-kinaza B, poznata i kao Akt, jeste Ser/Thr kinaza koja je u tkivima sisara
prisutna u tri izoforme, oznacene kao PKBa (Aktl), PKB (Akt2) i PKBy (Akt3). Do aktivacije Akt
dolazi u odgovoru na razli¢ite stimuluse, poput hormona i faktora rasta. Estradiol dovodi do
aktivacije Akt vezivanjem za ERa i aktivacijom AMPK [49]. Aktivacija Akt se odigrava nishodno
od PI3K, koja se aktivira direktnom interakcijom p85 regulatorne subjedinice PI3K sa RTK, IRS
i/ili ERa (ali ne i ERPB) [70-74]. Posledi¢no se aktivira kataliticka p110 subjedinica PI3K koja se
translocira ka ¢elijskoj membrani [75] i fosforiliSe inozitolne molekule povecavajuci koncentraciju
fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfata (PIP3, engl. phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate). Domen
homolog sa plekstrinom (PH, engl. pleckstrin homology) u amino-terminalnom kraju (NH2-) Akt
kinaze se vezuje za novoformirani PIP3 ¢ime se Akt privremeno translocira na ¢elijsku membranu
gde se aktivira fosforilacijom od strane fosfoinozitid-zavisne protein kinaze 1 (PDK1, engl.
phosphoinositide-dependent protein kinase 1). Potpuna aktivacija Akt zahteva fosforilaciju na
Thr3% od strane PDK1, i na Ser*’® od strane kompleksa ciljnog molekula rapamicina kod sisara 2
(mTORC2, engl. mammalian target of rapamycin complex 2) [76-78]. Aktivirana Akt fosforiliSe
mnoge ciljne molekule, medu kojima je i transkripcioni faktor NFkB, i reguliSe razli¢ite procese u
¢eliji, uklju¢ujuci metabolizam glukoze, ¢elijski rast, proliferaciju, i apoptozu [79].

AMPK: Adenozin monofosfat (AMP)-aktivirana protein kinaza je Ser/Thr kinaza
predstavljena heterotrimerom sastavljenim od kataliti¢ke o i regulatornih B i y subjedinica. AMPK
vr$i inhibitornu fosforilaciju regulatornog Raptor proteina (engl. regulatory-associated protein of
mTOR), ¢ime sprecava aktivnost kompleksa mTORCI i zaustavlja ¢elijski ciklus u uslovima stresa
usled nedostatka energije [80]. Aktivacija AMPK podrazumeva alosteri¢cnu modifikaciju usled
poveéanja koncentracije AMP i fosforilaciju o subjedinice na Thr'’2. Kljuéna uloga AMPK je u
odrzanju metaboli¢ke homeostaze u uslovima stresa, kao §to je stanje gojaznosti [81-83]. Takode je
pokazano da E2 stimuliSe aktivnost AMPK u miSi¢nom tkivu glodara, kao 1 u ¢elijskim kulturama
adipocita, najverovatnije vezivanjem za ERa [49]. Osim toga, u odgovoru na visoke nivoe ATP u
¢eliji, Akt sprecava aktivnost AMPK i na taj nadin aktivira mTOR [84].

ROCK: Rho-asocirane kinaze su Ser/Thr kinaze i predstavljaju nishodne efektore malih
GTP vezujucih proteina iz Rho porodice (RhoA, B, C, D i E). Identifikovane su dve izoforme
ROCK kod sisara, ROCK1 (ROKp) i ROCK2 (ROKa). Obe izoforme enzima su eksprimirane u
svim tipovima c¢elija [85]. Aktivacija RTK i receptora spregnutih sa G-proteinom vodi aktivaciji
faktora izmene guaninskih nukleotida (GEF, engl. guanine nucleotide exchange factors) koji
aktiviraju RhoA. Aktivnost RhoA proteina takode moze biti regulisana kinazama zavisnim od
cAMP i cikli¢énog guanozin-monofosfata (cGMP, engl. cyclic guanosine monophosphate) (protein
kinaze A i Ge) koje fosforilisu RhoA protein na Ser!® [86, 87], §to vodi posledi¢noj inhibiciji
RhoA/ROCK signalnog puta [88]. ROCK imaju vaznu ulogu u regulaciji apoptoze, ¢elijskog rasta,
metabolizma i migracije ¢elija. Pokazano je da ROCK fosforilise IRS-1, pri ¢emu su rezultati
studija koji se odnose na efekte interakcije Rho/ROCK/IRS-1 medusobno suprotstavljeni [89-92].
Vecina studija svedoCi u prilog negativnih efekata aktivacije ROCK na signalizaciju insulina
posredstvom Ser®®’ inhibitorne fosforilacije IRS-1 proteina [89, 90, 92]. Estrogeni udestvuju u
regulaciji Rho/ROCK signalnog puta posredstvom razli¢itih mehanizama, koji ukljuuju ER,
AMPK i ERK [50, 93-97].

NFkB: Znacajnu ulogu u modulaciji zapaljenskog odgovora organizma E2 ostvaruju
regulacijom aktivnosti NFkB putem genomskih i negenomskih mehanizama. NFkB predstavlja
homo- ili heterodimerni kompleks sastavljen od moguéih varijanti Rel proteina: p65 (Rel A),
p50/105, p52/100, Rel B i c-Rel. Najées¢i NFkB heterodimer se sastoji od p50 i p65 subjedinica. U
nedostatku adekvatnog stimulusa, neaktivna forma NF«xB se nalazi u citoplazmi ¢elije vezana za
inhibitor kapa B (IkB, engl. inhibitor kappa B). Kao odgovor na stimulaciju OS, virusima ili
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citokinima, kinaza inhibitora kapa B (IKK, engl. inhibitor of kappa B kinase) fosforilise IxB, §to
vodi njegovoj ubikvitinaciji i degradaciji u proteazomu, a NF«B disocira od inhibitora. Posledi¢no
formirani NFkB dimeri prelaze u jedro, vezuju se za kB mesta na ciljnim genima i prilagodavaju
njihovu ekspresiju adekvatnom odgovoru celije na stimulus. Aktivacija NFxB signalnog puta je
kratkotrajna, zahvaljujuéi ¢injenici da NFkB reguliSe povecanje ekspresije sopstvenih molekula
inhibitora. Medutim, produZena aktivacija NFxB vodi u hroni¢nu inflamaciju [51, 98, 99].
Estrogeni uti¢u na signalni put NFkB posredstvom nekoliko mehanizama. U mnogim tkivima, ERa
negativno reguliSe aktivnost NFkB, smanjujuc¢i vezivanje NFkB za DNK, reguliSu¢i nivoe NFxB
signalnih proteina i moduliSué¢i funkcije NFkB koaktivatora [100]. Osim toga, p50 subjedinica
NF«kB moze da asocira sa ERa na ERE, a inhibicija NFkB povecava ekspresiju gena regulisanih
estrogenima [101]. Efekat regulacije NFkB signalnog puta zavisi od tipa celije, relativne
zastupljenosti odredenih ER tipova i vremena koje protekne nakon izlaganja E2 [98]. Signalni put
AMPK ogranicava aktivaciju NFkB, a nekoliko studija je ukazalo na usku povezanost izmedu
inflamacije i smanjene aktivnosti AMPK [102-105].

1.1.2 Efekti estradiola u jetri

1.2.1 Efekti estradiola u jetri u fizioloSkom stanju

Jetra je kljucni organ odgovoran za kontrolisano skladiStenje energije i ima veliki kapacitet
za preuzimanje lipida iz cirkulacije, de novo lipogenezu, oksidaciju lipida i lipolizu, kao i za de
novo biosintezu holesterola. Studije na animalnim modelima i na ljudima su pokazale da E2 ima
vaznu ulogu u regulaciji lipogeneze u jetri oba pola.

Fizioloske fluktuacije u nivou E2 kod Zenki imaju znacajnu ulogu u ograni¢avanju
deponovanja masti u jetri [106]. Osim toga, pokazano je da je E2 uklju¢en u regulaciju aktivnosti
enzima jetre ukljuenih u sintezu masnih kiselina i holesterola [106]. U jetri, E2 ogranicava
preuzimanje SMK iz cirkulacije, smanjuju¢i aktivnost lipoprotein lipaze (LPL, engl. lipoprotein
lipase), enzima odgovornog za konverziju Tg u SMK i glicerol, i stimulisu¢i lipolizu
unutaréelijskih Tg povecanjem ekspresije hormon-senzitivne lipaze i lipaze adipocita [1]. Rezultati
epidemioloskih studija pokazuju prisustvo znacajno povisenih nivoa LDL-C i sniZzenih nivoa HDL-
C kod Zena nakon menopauze kao i kod muskaraca, u poredenju sa nivoima ovih parametara kod
Zena premenopauze, sugeriSuci da niski nivoi E2 u cirkulaciji stimuliSu deponovanje masti u jetri
[107]. Davanje estrogena ovarijektomisanim Zenkama pacova i transgenim miSevima kojima je
eksperimentalnim postupkom inaktiviran gen za aromatazu (ArKO, engl. aromatase knock-out),
enzim odgovoran za sintezu E2, dovodi do normalizacije nivoa LDL partikula kao i ukupnog
holesterola [108, 109]. Takode, kod ArKO miseva oba pola je pokazano da dolazi do razvoja
gojaznosti i steatoze jetre kao posledice poremecene oksidacije masnih kiselina i povec¢anog nivoa
sinteze masnih kiselina u jetri [110].

Osim na metabolizam masti, E2 utice i na homeostazu glukoze u jetri poboljsavajuci
toleranciju na glukozu i osetljivost na insulin, §to je pokazano u studijama na Zivotinjama i na
ljudima [111-113]. Estrogeni povecavaju sintezu i oslobadanje insulina [114], i uti¢u na klirens
insulina iz jetre [115, 116]. Takode, estrogeni smanjuju stopu glukoneogeneze i povecavaju sintezu
glikogena u jetri, smanjujuci time nivo glukoze u cirkulaciji [117, 118]. Kod osoba muskog pola
kod kojih je utvrdeno postojanje mutacije u genu za aromatazu, pokazana je poremecena funkcija
jetre, pracena pojavom steatoze jetre, izmenjenim lipidnim profilom, i razvojem
hipertrigliceridemije i IR [119, 120]. Svi zapazeni poremecaji metabolizma mogu biti ublazeni
terapijom estrogenima [120, 121]. Osim toga, pokazano je da kod ArKO miseva, usled nedostatka
endogenog E2 dolazi do razvoja steatoze jetre i IR [111].



uvoD

Protektivni efekti E2 na metabolicke procese u jetri se ostvaruju signalnom transdukcijom
posredstvom ERa [122]. Nedostatak ERa kod miSeva vodi smanjenju tolerancije na glukozu i
razvoju IR u jetri, dok nedostatak ERP ne uti¢e na toleranciju na glukozu, §to ukazuje na znacajnu
ulogu ERa u odrzavanju homeostaze glukoze u jetri [118]. Osim toga, ERB je manje zastupljena
forma ER u ¢elijama jetre u odnosu na ERa [25, 123], i njegova uloga u jetri i dalje nije detaljno
poznata.

1.2.2 Efekti estradiola u patofiziolo§kom stanju gojaznosti i rezistencije na insulin

1.2.2.1 Gojaznost i rezistencija na insulin

Gojaznost se definiSe kao prekomerno nagomilavanje masnog tkiva u organizmu koje moze
dovesti do brojnih zdravstvenih komplikacija i time pogorsati kvalitet Zivota i skratiti zivotni vek
[124]. Gojaznost nastaje kao rezultat odsustva ravnoteze izmedu unosa visokokalori¢ne hrane i
potroS$nje energije u fizioloSkim procesima organizma [125]. Poveéan unos nutrijenata i priliv
energije dovode do uveéanja (hipertrofija) i poveéanja broja (hiperplazija) c¢elija masnog tkiva
(Slika 2). Smanjena fizi¢ka aktivnost, geneticki, hormonski, ekoloski, kulturni i ekonomski faktori
dodatno doprinose razvoju gojaznosti [126]. S obzirom na svoje razmere, gojaznost predstavlja
ozbiljan zdravstveni problem imajuéi u vidu da povecava rizik za nastanak razli¢itih metabolickih
poremecaja i oboljenja, ukljucuju¢i IR, diabetes mellitus tipa 2, kardiovaskularne bolesti,
dislipidemiju, nealkoholnu bolest masne jetre (NAFLD, engl. non-alcoholic fatty liver disease) i
odredene tipove raka [8, 10, 127, 128].

Prema anatomskoj raspodeli masnog tkiva u organizmu, razlikuju se dva tipa gojaznosti,
centralna i gojaznost zastupljena u donjim delovima tela. Centralna (visceralna ili abdominalna)
gojaznost karakteriSe se nakupljanjem masnog tkiva unutar abdomena oko visceralnih organa i
potkozno (subkutano) oko abdomena, i povezana je sa visokim faktorom rizika za pojavu MS.
Gojaznost u donjim delovima tela (gluteo-femoralna ili ginoidna gojaznost) podrazumeva uglavnom
subkutano nakupljanje masnog tkiva u oblasti kukova i butina [129]. Pokazano je da metabolicke i
hormonske promene, koje su posledica, pre svega, visceralne gojaznosti, mogu da dovedu do pojave
IR [8, 129, 130]. Rezistencija na insulin predstavlja stanje u kome insulin nije u mogucnosti da
ostvari svoje bioloske efekte na fizioloski zadovoljavajuci na¢in [131]. IR dovodi do progresivnog
smanjenja sposobnosti perifernih ciljnih tkiva da odgovore na stimulaciju insulinom, usled
nagomilavanja nutrijenata, OS i hroni¢ne inflamacije [132, 133]. U stanju IR, periferna ciljna tkiva
su u nemogucnosti da reaguju na odgovaraju¢i nacin ¢ak i na fizioloske koncentracije insulina u
cirkulaciji, stoga po definiciji IR predstavlja defekt u signalnoj transdukciji insulina [134].

Masno tkivo, kao jedan od najvecih endokrinih organa u telu, odgovorno je za proizvodnju i
oslobadanje ¢itavog spektra molekula medijatora inflamacije nazvanih adipokini, u koje spadaju
neki citokini, hemokini i hormoni [135]. Citokini, oslobodeni u masnom tkivu, parakrinim
delovanjem pojacavaju inflamaciju u samom masnom tkivu i prelaze u cirkulaciju, prenoseci
inflamacijske signale kroz organizam (Slika 2). To je proprac¢eno rastom nivoa insulina u cirkulaciji
[135-137]. Beta (B) celije pankreasa sintetiSu i oslobadaju suprafizioloske koncentracije insulina,
odrzavaju¢i optimalan opseg glukoze u cirkulaciji. Vremenom, sposobnost pankreasa da
kompenzuje napredovanje IR oslobadanjem dodatnih koli¢ina insulina opada, §to postepeno vodi
razvoju hiperglikemije i dijabetesa [138, 139].
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Slika 2. Disfunkcionalnost masnog tkiva u gojaznosti. Prekomeran priliv nutrijenata i energije dovodi do
povecanja velicine (hipertrofija) i broja (hiperplazija) celija masnog tkiva. U odgovoru na
narusavanje fizioloske ravnoteze, Celije urodenog imuniteta se nakupljaju u masnom tkivu
izazivajuéi nastanak lokalne inflamacije, koja zajedno sa izmenjenim profilom sekrecije citokina
masnog tkiva, hipoksijom i povecanom lipolizom dovodi do uspostavijanja sistemske inflamacije.
Navedena mreza patofizioloskih procesa rezultuje u razvoju rezistencije na insulin i metabolickog
sindroma, Sto dodatno narusava funkcionalnost masnog tkiva i doprinosi razvoju poremecaja
povezanih sa gojaznoséu. SMK — slobodne masne kiseline. Preuzeto i modifikovano iz Mair sa
saradnicima [140].
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1.2.2.2 Efekti estradiola u jetri u gojaznosti

Estrogeni svojom aktivno$¢u pruzaju zastitu organizmu od razvoja visceralne gojaznosti i
intolerancije na glukozu i doprinose odrZavanju osetljivosti na insulin [2]. Koli¢ina i regionalna
raspodela masnog tkiva umnogome zavisi od nivoa estrogena u cirkulaciji [141]. U uslovima koji
vode ka razvoju gojaznosti, estrogeni utiCu na sprecavanje lipogeneze. Kada, usled uvecanja
adipocita, nivo E2 u cirkulaciji poraste iznad fizioloskih granica, metabolizam unutar masnog tkiva
se menja tako da dolazi do smanjenja lipogeneze i deponovanja masti u cilju spreavanja daljeg
nagomilavanja masnog tkiva [142]. Osim toga, E2 povecava nivoe HDL-C i Tg i smanjuje nivo
holesterola vezanog za lipoproteine male gustine (LDL-C, engl. low density lipoprotein cholesterol)
[143]. Pokazano je da je nivo E2 obrnuto proporcionalan nivou glukoze i insulina naste [143]. Ipak,
kod Zena u menopauzi dolazi do snizavanja nivoa E2 i porasta nivoa insulina i glukoze, $to je
posledica odgovora na promene u raspodeli masnog tkiva u telu [144]. Kako verovatnoca pojave
MS raste sa nagomilavanjem visceralnog masnog tkiva [145, 146], stopa nastanka metabolickih
poremecaja karakteristicna za gojazne pacijente je mnogo niza kod Zena u premenopauzi nego kod
kod muskaraca i Zena nakon menopauze. Kod muskaraca, smanjeni nivo E2 usled inhibicije
aromataze vodi povecanju abdominalne gojaznosti [147]. Takode, muzjaci transgenih ArKO miseva
razvijaju IR. I muZzjaci 1 Zenke ArKO miSeva ispoljavaju smanjenu oksidaciju glukoze i povecane
nivoe masnog tkiva i insulina [109].

Pokazano je da primena E2 ublazava simptome MS [148, 149]. Ovarijektomija prolazno
povecava kalorijski unos, §to vodi povecanju koli¢ine visceralnog masnog tkiva, dok koli¢ina
subkutanog masnog tkiva ostaje nepromenjena [150, 151]. Primena egzogenog E2 kod
ovrijektomisanih pacova menja raspodelu masnog tkiva i ¢ini je slicnom raspodeli kod intaktnih
zenki. Dodatno, davanje E2 ovarijektomisanim glodarima smanjuje nivo glukoze u cirkulaciji i
poboljsava odgovor tkiva na dejstvo insulina [151, 152]. Davanje E2 muzjacima pacova povecava
koli¢inu subkutanog masnog tkiva [150, 153]. Razvoj IR kod ArKO muzjaka miseva takode moze
biti ublazen davanjem E2 [109, 154]. U epidemioloskim studijama u kojima je primeéeno
povecanje nivoa Tg u serumu kod Zena u postmenopauzi, terapija estrogenima smanjuje aktivnost
LPL [155].

1.3 Oksidativni stres i enzimi antioksidativnog sistema zastite

Oksidativni stres u tkivu nastaje kao rezultat remecenja ravnoteze izmedu proizvodnje
ROS/RNS i sposobnosti enzima AOS zastite da ih neutralise (Slika 3) [156]. Na osnovu hemijske
strukture, ROS/RNS mogu biti podeljene u dve grupe, slobodne radikale i neradikalske ROS/RNS.
Medu slobodnim radikalima najznacajniji su: superoksid anjon (O2"), hidroksil (HO"), azot-
monoksid (NO"), azot-dioksid (NO2"), karbonat anjon (CO3") i alkoksil/alkil peroksil (RO /ROO")
radikali. Osnovna vrsta ROS koja predstavlja prekursor ostalih ROS/RNS je O,". On nastaje u
metabolickim reakcijama u celijama, kuplovanjem molekulskog kiseonika Oz i elektrona
oslobodenih tokom prenosa elektrona u procesu celijskog disanja u mitohondrijama. Reakciju
katalizuje enzim oksidaza redukovanog nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfata (NADPH oksidaza,
engl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase). Najznacajnije neradikalske vrste
ROS/RNS su: vodonik peroksid (H20.), hipohlorasta kiselina (HOCI), peroksinitrit (ONOO") i
peroksinitritna kiselina (ONOOH) [157, 158]. ROS/RNS se proizvode tokom fizioloskih i
metabolickih procesa koji se odvijaju u nekoliko razli¢itih Celijskih organela, kao Sto su
mitohondrije, peroksizomi i endoplazmatski retikulum. Osim toga, enzimi poput NADPH oksidaze,
ksantin oksidaze, citonrom p450 2E1, cikloosigenaze i lipooksigenaze u citoplazmi i plazma
membrani takode proizvode ROS/RNS, posebno H,O> [157, 159].
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Slika 3. Shematski prikaz odriavanja redoks homeostaze u tkivima. Redoks homeostazu cini ravnoteza
izmedu procesa u kojima nastaju reaktivne vrste kiseonika i azota (ROS/RNS) i procesa tokom kojih
se odvija uklanjanje viska ROS/RNS. O, — superoksid anjon radikal; HO® — hidroksil radikal; NO"
— azot-monoksid; CO3" — karbonat anjon radikal; H2O, — vodonik peroksid; RO/ROO" —
alkoksil/alkil peroksil radikal; HOCI — hipohlorasta kiselina; ONOO™ - peroksinitrit; SOD —
superoksid-dismutaza; CAT — katalaza; GPx — glutation-peroksidaza, GR — glutation-reduktaza;
GSH/GSSG — redukovani glutation/oksidovani glutation-disulfid; Trx — tioredoksin; AOS —
antioksidativna. Preuzeto i modifikovano iz Li sa saradnicima [160].

U fizioloskim uslovima, ROS/RNS mogu da obavljaju funkciju signalnih molekula
posredstvom modulacije transkripcionih faktora 1 epigenetskih mehanizama. Na taj nacin reguliSu
metabolizam ¢elija, celijsko prezivljavanje, imunsku odbranu tkiva, proliferaciju i diferencijaciju
¢elija [157]. Smanjena proizvodnja ROS/RNS dovodi do poremecaja redoks statusa ¢éelije 1 ometa
redoks signalizaciju prisutnu u fizioloSkim uslovima. Sa druge strane, u uslovima OS, povecana
proizvodnja ROS/RNS 1i/ili smanjen kapacitet AOS zastite pokrecu patoloSku redoks signalizaciju
koja vodi oksidaciji biolo§kih makromolekula: DNK, proteina i lipida, a zatim i oStecenju tkiva i
razvoju razlicitih patoloskih stanja i bolesti, ukljucujuci i gojaznost [161, 162].

Fizioloski nivo ROS/RNS se odrzava celijskim mehanizmima koji uklju¢uju neenzimske 1
enzimske komponente AOS zastite. Neenzimske komponente AOS =zaStite Cine: vitamin A
(retionidi), vitamin C (askorbinska kiselina), vitamin E (o-tokoferol), polifenoli, a-lipoinska
kiselina, tioredoksin (Trx), glutation (GSH/GSSG), melatonin, koenzim Q (ubikvinon) i [3-karoten
(prekursor vitamina A). Enzimske komponente AOS =zaStite €ine enzimi AOS zaStite, koji
obuhvataju: superoksid-dismutaze (SOD), katalazu (CAT), glutation-peroksidazu (GPx) i glutation-
reduktazu [163-165]. AOS =zastite moze da deluje na nekoliko nivoa: na prevenciju nastanka
ROS/RNS, na uklanjanje ROS/RNS i na saniranje o$tec¢enja nastalih delovanjem ROS/RNS.

Enzimi AOS zastite predstavljaju prvu liniju odbrane ¢elija 1 tkiva od OS neutraliSuci svaki
molekul koji ima potencijal da formira ROS/RNS. Vitamini C i E, koenzim Q i glutation ¢ine drugu
liniju AOS zastite 1 uklanjaju ROS/RNS doniraju¢i svoje elektrone kako bi ih neutralisali. Sistemi
enzima za obnovu DNK molekula, proteina i lipida predstavljaju trecu liniju odbrane od OS. Ovi
enzimi prepoznaju oStecenja i koriguju ili uklanjaju oksidovane proteine, lipide i DNK molekule
kako bi spre¢ili njihovo nagomilavanje koje moze imati toksi¢an efekat. Cetvrta linija AOS zastite

10



uvoD

predstavlja mehanizam adaptacije u kome proizvodnja i aktivnost slobodnih radikala pokre¢u
nastajanje odgovarajuéih antioksidanata [166].

1.3.1 Enzimi antioksidativnog sistema zastite

1.3.1.1 Superoksid-dismutaze

Superoksid-dismutaze su najpotentniji antioksidativni enzimi u ¢eliji uklju¢eni u prvu liniju
AOS zastite od OS koji katalizuju dismutaciju dva molekula O2" u H202 i O, neutraliSuéi
razarajuéi potencijal O2". Nagomilavanje H202 u celijama i tkivima ima toksican efekat jer u
prisustvu dvovalentnih katjona poput gvozda (Fe?") (Fentonova reakcija) ili u reakciji sa O, biva
konvertovan u visoko reaktivan HO" radikal.

Superoksid-dismutaze su metaloenzimi, §to znaci da je za njihovu aktivnost neophodno
prisustvo jona metala kao kofaktora [167, 168]. Kod sisara postoje tri izoforme SOD enzima koje
ispoljavaju istu funkciju, ali se razlikuju na osnovu kvaternerne strukture, tipa metala kao kofaktora,
gena koji ih kodiraju i lokacije gena na hromozomima, i ¢elijske kompartmentalizacije [169, 170].
Bakar (Cu)/Cink (Zn)-SOD (Cu/Zn-SOD, SOD1) je kodirana SOD1 genom i dominantna je forma
SOD kod eukariota. SOD1 je homodimer koji sadzi jone Cu (Cu?*—Cu") i Zn (Zn?*), i lokalizovana
je u najveéoj meri u citoplazmi, mada se moze naci i u peroksizomima [171]. Mangan (Mn)-SOD
(SOD2) je tetramer koji sadrzi jon Mn (Mn**—Mn?"), kodirana je SOD2 genom i nalazi se
isklju¢ivo u mitohondrijalnom matriksu [172]. Vancelijska Cu/Zn-SOD (EC-SOD, engl.
extracellular SOD, SOD3) kodirana je genom SOD3, nalazi se u formi tetramera koji sadrzi
Cu**—Cu" i Zn?" i lokalizovana je isklju¢ivo u vanéelijskom prostoru [172].

1.3.1.2 Katalaza

Katalaza je enzim AOS zastite u formi tetramernog kompleksa sastavljenog od Cetiri
identi¢ne subjedinice, pri ¢emu svaka subjedinica poseduje po jedan protoporfirinski prsten [173].
Katalaza je prisutna u svim tipovima tkiva koja koriste O» gde katalizuje redukciju dva molekula
H202 do vode i O, koristeé¢i jone Fe (Fe**—Fe®") ili Mn (Mn?*—Mn*") kao kofaktore [174]. U
peroksizomima sisara, u reakcijama B-oksidacije masnih kiselina, stvaraju se velike koli¢ine H20>
koje enzim CAT uklanja sa velikom efikasno§¢u. S obzirom da enzim CAT nije prisutan u
mitohondrijama sisara, H>O> koji nastaje u metabolickim procesima u ovim organelama uklanja
enzim AOS zastite GPx. Izuzetak su Celije srca pacova u ¢ijim se mitohondrijama eksprimira CAT
[175]. Aktivnost CAT odvija se u dva koraka: u prvom koraku molekul H2O> oksiduje hem grupu
enzima pri ¢emu nastaje porfirin katjon radikal, a u drugom koraku, drugi molekul H20> ima ulogu

redukujuceg agensa, vrac¢aju¢i enzim u pocetno stanje, pri ¢emu se iz reakcije oslobadaju voda 1 O2
[174].

1.3.1.3 Glutation-peroksidaza

Glutation-peroksidaze c¢ine familiju filogenetski povezanih oksidoredukataza koje svoje
funkcije dominantno obavljaju u mitohondrijama, ali su prisutne i u citoplazmi ¢elija [176, 177].
Kod sisara postoji najmanje osam GPx enzima, kodiranih posebnim genima [178]. Veéina GPx
enzima predstavljena je tetramernim kompleksom, Cija aktivnost zavisi od prisustva selena kao
kofaktora vezanog za cistein (Cys) u aktivnom mestu, zbog Cega se Cesto oznacavaju kao
selenocistein peroksidaze [177, 179, 180]. GPx koristi H202 u reakciji u kojoj dolazi do oksidacije
monomernog glutationa (GSH) do glutation disulfida (GSSG). Enzim GPx katalizuje redukciju
peroksida lipida do odgovarajucih alkohola, kao i H2O2 do vode i O, koriste¢i GSH kao kosupstrat
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[181, 182]. Na taj na¢in, GPx stiti ¢eliju od oksidativnih oStecenja i ucestvuje u uklanjanju H20;
[183].

1.3.1.4 Glutation-reduktaza

Organizmi koji koriste glutation za odrzavanje redoks homeostaze imaju moguénost de novo
sinteze GSH, ali i sposobnost obnavljanja GSH polaze¢i od GSSG. Klju¢ni enzim odgovoran za
obnavljanje depoa GSH je GR. GR se predominantno nalazi u citoplazmi, odakle se transportuje u
¢elijske organele, kao §to su jedro, mitohondrije [184-186] i endoplazmatski retikulum [187]. GR
poseduje dva znac¢ajna, visoko konzervisana domena, jedan koji poseduje mesta za vezivanje flavin
adenin dinukleotida (FAD) i NADPH, i drugi domen za dimerizaciju [188-190]. U aktivhom mestu
enzima se nalaze dva konzervisana ostatka aminokiseline Cys koja formiraju disulfidnu vezu. GR
redukuje GSSG koriste¢i NADPH i time obnavlja depo redukovanog GSH [191, 192].

1.3.2 Antioksidativni sistem zaStite u gojaznosti i rezistenciji na insulin

U stanju gojaznosti, aktivacija urodenog imunskog odgovora u masnom tkivu je usko
povezana sa pove¢anom proizvodnjom ROS/RNS, razvojem OS 1 smanjenjem efikasnosti
mehanizama AOS zastite [193]. Usled nemoguénosti za nagomilavanjem masti u adipocitima, nivo
SMK u cirkulaciji se poveéava, remeti se metabolizam glukoze i1 dolazi do nagomilavanja masti i
glukoze u srcu, jetri, miSi¢ima 1 pankreasu, intenzivirajuci procese oksidacije u mitohondrijama i
peroksizomima celija [194, 195]. Posledi¢no, raste proizvodnja ROS/RNS, nastaju OS i oSteCenja
na mitohondrijskoj DNK, smanjuje se nivo adenozin-trifosfata (ATP, engl. adenosine triphosphate)
i uspostavlja se stanje glukotoksi¢nosti i lipotoksi¢nosti [196, 197]. Glukotoksi¢nost i lipotoksi¢nost
izazivaju IR i u jetri, §to doprinosi razvoju dijabetesa [198].

U pocetnom stadijumu gojaznosti, ekspresija i1 aktivnost enzima AOS zaStite raste i
neutraliSe oSteCenja izazvana OS u tkivima. Pokazano je da, kod miSeva na ishrani bogatoj mastima
(HF ishrana, engl. high-fat diet), uz rast nivoa H20. u srcu raste i aktivnost CAT, najverovatnije
zbog zastite mitohondrija od oksidativnog o$tecenja [199]. Medutim, sa napredovanjem gojaznosti,
kolicina i aktivnost komponenti AOS zastite, uklju¢uju¢i SOD, GPx 1 CAT, se iscrpljuju, zbog Cega
podloznost oksidativnim o$tecenjima tkiva sve vise raste [200]. U viSe studija je pokazano da su
aktivnosti SOD, CAT i GPx obrnuto proporcionalne indeksu telesne mase kod gojazne dece i
odraslih [201-203]. SniZena aktivnost enzima AOS zastite je takode izmerena kod pacijenata sa MS
[204].

1.3.3 Uloga antioksidativnog sistema zastite u jetri

Naru$avanje antioksidativnog sistema =zaStite jetre znacajno doprinosi nastajanju i
napredovanju hroni¢nih oboljenja jetre, poput nealkoholne bolesti masne jetre (NAFLD, engl. non-
alcoholic fatty liver disease) [160]. Naime, Tg se nagomilavaju u hepatocitima i sa masti
nagomilanoj u adipocitima i miSi¢ima, doprinose razvoju IR [205]. Zbog ovoga se remeti
metabolizam masti u jetri i povecava stopa B-oksidacije masnih kiselina u mitohondrijama i
ketogneza, §to dovodi do povecane proizvodnje ROS/RNS u hepatocitima [206, 207]. Nastali
ROS/RNS dovodi do peroksidacije lipida plazma membrana, ekspresije proinflamacijskih citokina,
aktivacije stelatnih celija jetre i fibrogeneze, apoptoze i nekroze celija, Sto sve zajedno vodi
nastanku NAFLD [208-211]. Osim toga, nastali ROS/RNS doprinosi napredovanju NAFLD
remeteci fiziolosku redoks signalizaciju [212]. Celije urodenog imuniteta, kao §to su stelatne i
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Kupferove ¢elije, su odgovorne za proizvodnju ROS/RNS i transkripciju citokina i enzima vaznih
za odrzavanje redoks ravnoteZe, metabolizma, zapaljenja i nastanak fibroze u jetri [213-215].

U fizioloskim uslovima c¢elije jetre efikasno uklanjaju viSak ROS/RNS posredstvom
mehanizama AOS zaStite (Slika 4). U matriksu mitohondrija, SOD2 kataliticki pretvara O2™ u
H20,. Nastali O2™ ne moze da difunduje iz mitohondrijalnog matriksa u citoplazmu izuzev u svojoj
protonovanoj formi, $to ¢ini veoma malu frakciju O™ radikala u fizioloSkim pH vrednostima [216].
02" u medumembranskom prostoru mitohondrija se razlaze pod delovanjem oksidovane forme
citohroma c, ili difunduje u citoplazmu kroz voltazno-zavisne kanale za anjone [217]. U citoplazmi
se nalazi SOD1 koja vr$i dismutaciju O2". GSH i GSH-spregnuti enzimi AOS zastite predstavljaju
vaznu mitohondrijalnu antioksidativnu zastitu. GPx enzimi redukuju H20- i lipidne perokside; H20-
moze 1 da difunduje iz mitohondrija u citoplazmu. U citoplazmi ¢elija se nalazi Gpx1, dok se u
blizini mitohondrijske membrane nalazi GPx4 izoforma enzima. Povec¢ana proizvodnja ROS/RNS u
mitohondrijama jetre i smanjena aktivnost mehanizama AOS zastite (GSH, SOD2, CAT) u stanju
NAFLD doprinose efektima OS preko oksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina [218]. OS takode
izaziva oksidaciju proteina i peroksidaciju lipida koje pokre¢u promene i oStec¢enja mitohondrijalne
DNK, §to moze izazvati uspostavljanje ciklusa mitohondrijskih oste¢enja i OS poteklog od
poremecenih funkcija mitohondrijalnih enzima [219].
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Slika 4. Mehanizmi AOS zastite u jetri. U metabolickim procesima, u mitohondrijama Celija jetre nastaje
0y", tokom prenosa elektrona kroz respiratorni lanac u procesu celijskog disanja. U matriksu
mitohondrija, SOD2 kataliticki pretvara O;" U H20,. U medumembranskom prostoru mitohondrija,
0O," se razlaze pod delovanjem oksidovane forme citohroma c, ili difunduje u citoplazmu, gde se
nalazi SOD1 koja vrsi dismutaciju Oz" u H;Oz. Enzimi GPx, u matriksu mitohondrija i citoplazmi
Celija jetre, redukuju H,O, do H,O i O..

1.3.4 Regulacija antioksidativnog sistema zastite pod delovanjem estradiola

Estradiol, kao i ostali estrogeni hormoni, ispoljava antioksidativno dejstvo [220]. Nivo E2 se
nalazi u pozitivnoj korelaciji sa antioksidativnim kapacitetom u plazmi, kao i sa ekspresijom enzima
AOS zastite tokom menstrualnog ciklusa [221-223], dok je korelacija izmedu nivoa E2 i nivoa
peroksida lipida negativna [224]. Terapijsko davanje estrogena obnavlja antioksidativni kapacitet u
cirkulaciji 1 snizava nivo lipidnih peroksida [224, 225]. Smatra se da antioksidativno dejstvo
estrogena moze biti rezultat direktnog uklanjanja reaktivnih molekulskih vrsta kada su estrogeni
prisutni u visokim koncentracijama [226]. Estrogeni u niskim koncentracijama, koje odgovaraju
nivou hormona u cirkulaciji Zzena tokom menstrualnog ciklusa, ostvaruju svoje antioksidativno
dejstvo vezujuci se za ER, reguliSuéi tako ekspresiju enzima AOS =zastite [12, 227, 228]. U
skeletnim miSi¢ima ovarijektomisanih miSeva, primena E2 kao terapije uticala je na povecanje
ekspresije gena za enzime AOS zastite posredstvom ERa [229]. Kod ovarijektomisanih pacova je
pokazan povecan nivo GSSG u odnosu na GSH [230], dok je u eritrocitima Zena nakon menopauze
pokazana linearna veza izmedu estrogena i GPx [222]. snizene aktivnosti enzima SOD, CAT i GPx
su detektovane u homogenatima jetre i butne kosti ovarijektomisanih pacova . [228, 231]. U in
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vitro uslovima, E2 aktivira ERK1/2, MAPK i NF«B §to dovodi do ekspresije enzima AOS zastite
SOD2 i GPx [227]. Estradiol smanjuje stvaranje H2O2 u mitohondrijama izolovanim iz mozga i
jetre muzjaka pacova, vezivanjem za ER i posledi¢nim aktiviranjem MAPK i NF«xB [220]. Tretman
E2 dijabeticnih muzjaka pacova je doveo do povecanja aktivnosti SOD, CAT i GPx u jetri 1
pankreasu [232]. U odredenim tkivima muzjaka glodara, kao §to su mozak, pluca i srce, pokazan je
smanjen nivo aktivnosti SOD enzima, u odnosu na nivo aktivnosti SOD u istim organima kod
zenki. Nivo aktivnosti CAT je niza u bubrezima muzjaka u odnosu na zenke, dok je nivo aktivnosti
GPx visa kod muZjaka u poredenju sa zenkama [233]. Antioksidativno dejstvo samog E2 moze
obezbediti AOS zastitu u tkivima Zenki u kojima je ekspresija i/ili aktivnost enzima AOS zaStite
smanjena u odnosu na muzjake, kao §to je enzim GPx. Povecana ekspresija i/ili aktivnost enzima
AOS zastite kod zenki u odnosu na muzjake, najverovatnije je rezultat delovanja E2 na regulaciju
enzima AOS zastite preko aktivacije ER [233].

1.4 Inducibilna azot-monoksid-sintaza i azot-monoksid

Inducibilna NOS je jedna od izoformi enzima azot-monoksid-sintaza (NOS, engl. nitric
oxide synthases) (Slika 5), koje ¢ine porodicu enzima koji katalizuju oksidaciju L-arginina u L-
citrulin, pri ¢emu nastaje gas NO [234]. Osim iNOS, do sada su klonirane i okarakterisane jos tri
izoforme NOS: neuronalna NOS (nNOS/NOS1, engl. neuronal NOS), endotelna NOS
(eNOS/NOS3, engl. endothelial NOS) i konstitutivno aktivha NOS izoforma prisutna u
mitohondrijama koja se naziva mitohondrijska NOS (mtNOS, engl. mitochondrial NOS). Sve
izoforme NOS imaju specifi¢nu tkivnu distribuciju i razlicite stope stvaranja NO [235]. iINOS
poseduje najveci kapacitet za proizvodnju NO i eksprimira se u mnogim tipovima ¢elija u odgovoru
na inflamaciju [236, 237]. U fizioloskim uslovima u veéini ¢elija, iNOS nije eksprimirana, a stepen
njene aktivnosti zavisi od dostupnosti supstrata i prisutnosti kofaktora [238-240]. Aktivnost iINOS je
indukovana prisustvom citokina i drugih bioloSkih faktora (mikroorganizama, lipopolisaharida,
endotoksina itd.), a njena ekspresija regulisana je na nivou transkripcije i posttranskripcione obrade.
eNOS je najzastupljenija forma NOS u vaskularnom endotelu, ali se takode nalazi i u neuronima,
epitelnim ¢elijama, kardiomiocitima [241], adipocitima [242, 243] i hepatocitima [244-246]. eNOS
stvara NO u niskim koncentracijama, a aktivnost enzima je zavisna od Ca?" i kalmodulina,
posttranslacionih modifikacija [247, 248] i fizicke sile poput istezanja zidova krvnih sudova [236,
249]. nNOS predstavlja jo§ jednu Ca?*/kalmodulin-zavisnu izoformu NOS enzima koja moze biti
aktivirana agonistima receptora za N-metil-D-aspartat [236]. Eksprimirana je prvenstveno u
neuronima, zatim skeletnim misi¢ima i epitelnim Celijama. Specifi¢na uloga mtNOS i dalje nije u
potpunosti razjasnjena [250, 251]. Osim posttranslacionih modifikacija i dostupnosti supstrata i
kofaktora, lokalizacija unutar ¢elija i medusobne interakcije, kao i interakcije sa drugim proteinima,
dodatno regulisu aktivnost razli¢itih NOS [236].

Inducibilna NOS predstavlja flavoprotein i oksidoreduktazu za ¢iju aktivnost je neophodno
prisustvo molekulskog kiseonika, NADPH, kalmodulina 1 ¢etiri redoks-aktivne prosteti¢ne grupe
(FAD, FMN, hem grupa — Fe protoporfirin IX i tetrahidrobiopterin). Aktivno$¢u iNOS, semi-
esencijalna aminokiselina L-arginin biva konvertovana u L-citrulin, vodu i NO, uz nastanak N-
hidroksi-L-arginina kao meduproizvoda reakcije vezanog za enzim [252]. Holoenzim iNOS je
dimer u kome dva oksiduju¢a domena dimerizuju sa antiparalelnim usmerenjem, dok se bo¢no od
njih nalaze dva odvojena domena sa funkcijom reduktaze [253]. Tri prilagodljiva vezuju¢a domena
omogucavaju konformacionu pokretljivost enzima 1 blisku interakciju izmedu redukujuc¢ih 1
oksiduju¢ih domena, §to je znacajno za prelazak elektrona i reakciju katalize [253].
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Slika 5. Shematski prikaz strukture i funkcije iNOS. Funkcionalni iNOS enzim je homodimer koji se sastoji
od dve identicne subjedinice. Svaka subjedinica se sastoji od tri domena: oksidujuci domen na N-
terminusu, kalmodulin (CaM)-vezujucéi domen i redukujuéi domen na C-terminusu enzima. Uloga
redukujuceg domena jedne subjedinice enzima jeste da izvrsi redukciju gvoida (Fe** — Fe**) u
oksiduju¢em domenu druge subjedinice postepenim prenosom (e) od redukovanog nikotinamid
adenin dinukleotid fosfata (NADPH) kao sekundarnog supstrata preko kofaktora flavin adenin
dinukleotida (FAD) i flavin mononukleotida (FMN). Vezivanje CaM za CaM-vezujuci domen i
kofaktora tetrabiohidropterina (BH4) za oksidujuc¢i domen osiguravaju funkcionalnu dimerizaciju
subjedinica iNOS. Svaka subjedinica iNOS katalizuje dvostepenu oksidaciju L-arginina, preko
intermedijernog jedinjenja N-hidroksi-L-arginina (nije prikazano), do L-citrulina, pri cemu se
oslobada molekul NO. Preuzeto i modifikovano iz Santolini [254].
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Regulacija ekspresije i aktivnosti iNOS enzima je visoko specifi¢an proces koji se odvija
na razli¢itim nivoima. Aktivnost iNOS zavisi od bioraspolozivosti aminokiseline arginina, te su
regulacija celijskog transporta arginina [255, 256] i potro$nje arginina od strane drugih
biohemijskih procesa u ¢eliji [257-259] vazni procesi koji uéestvuju u regulaciji aktivnosti iNOS u
svim ¢elijama. Mehanizmi koji reguliSu stvaranje i potro$nju iNOS kofaktora BH4 su takode
odgovorni za regulaciju aktivnosti iINOS [260, 261]. Nakon stvaranja aktivnog iNOS enzima,
proizvodnja NO se odvija sve dok enzim ne bude degradovan [262, 263]. Transkripcioni faktor
NFkB predstavlja ciljni molekul mnogih aktivatora i inhibitora ekspresije iNOS [264, 265].
Lipopolisaharid, citokini IL-1p i TNFa, kao i OS pokrec¢u ekspresiju iNOS u razli¢itim tipovima
¢elija aktivacijom NF«xB. Takode, pokazano je da je spreCavanje ekspresije iNOS glukokortioidima
I antioksidantima posledica odsustva aktivnosti NFkB [266-272].

Gas NO je slobodni radikal koji, zajedno sa drugim srodnim oksidima azota, predstavlja
veoma znacajan regulator celijskih i tkivnih funkcija [235]. Poluzivot i bioloska reaktivnost NO
zavise od raspolozivosti reaktanata [273]. NO obavlja mnogobrojne bioloske funkcije u regulaciji
fizioloskih procesa, koje mogu imati prolazne efekte, ili mogu dugotrajno menjati ¢elijske funkcije.
Kada NO nastaje kao posledica aktivnosti eNOS i nNOS ima klju¢nu ulogu u regulaciji sistemskog
krvnog pritiska i aktunoj regulaciji protoka krvi kroz pojedina¢ne organe [274-277]. S druge strane,
NO nastao aktivnoséu iNOS enzima svoju najvazniju funkciju ostvaruje u odstranjivanju patogena i
reakcijama zapaljenja [278]. Molekul NO interaguje sa najve¢im afinitetom sa tiol (sulthidril)
grupama aminokiseline Cys u okviru peptida i proteina, $to vodi nastanku S-nitrozotiola [279] i sa
dvovalentnim katjonima Fe?* i cinka (Zn?*) koji regulisu aktivnost mnogih transkripcionih faktora i
enzima [280, 281]. U reakciji sa slobodnim radikalom O>", NO formira ONOO" [278, 282, 283].
ONOO' i reaktivne vrste koje nastaju od njega (npr. NO2) su vazni ucesnici inflamacijskih procesa
[283], mogu da modulisu celijsku signalizaciju [284-287] i da pokreéu oksidaciju i nitraciju
biomolekula [235]. Deaminacija nukleinskih kiselina vodi nastanku mutacija [288], a NO2 moze da
,hapadne® dvostruke veze u nezasi¢enim lipidima i na taj nacin formira nitrolipide [289].

1.4.1 Inducibilna azot-monoksid-sintaza u gojaznosti i rezistenciji na insulin

Bioloska dostupnost NO je smanjena u animalnim modelima gojaznosti i dijabetesa [290,
291], kao i kod gojaznih i dijabeti¢nih ljudi [292, 293]. Smanjeni nivoi NO u stanju gojaznosti
mogu biti posledica smanjene ekspresije i/ili aktivnosti NOS enzima ili reakcije NO sa reaktivnim
vrstama kao S§to je O2". Nasuprot eNOS c¢ija se ekspresija 1 zastupljenost smanjuje u stanju
gojaznosti kod glodara i ljudi [294-297], nivo iNOS izoforme enzima raste u -Celijama pankreasa
[298], aorti [299], skeletnim miSi¢ima [300], jetri [3, 219] i masnom tkivu [301-303] gojaznih
glodara. Ekspresija iINOS je stimulisana delovanjem proinflamacijskih citokina i SMK [304],
hiperglikemijom [305, 306], endotoksinima [307, 308] i OS. U masnom tkivu, najveéi deo iNOS se
eksprimira od strane makrofaga koji se nakupljaju iz cirkulacije i odlikuju se proinflamacijskim
fenotipom [301-303]. Dodatno, visoki nivoi TNFa uticu na povecanje nivoa iNOS u samim
adipocitima [309].

Azot-monoksid 1 ROS/RNS, koje nastaju aktivnoS¢u iNOS enzima, ucestvuju u regulaciji
metabolizma. Povecana aktivnost iNOS predstavlja jedan od vaznih faktora koji doprinose razvoju
IR usled zapaljenja pokretanjem stresa endoplazmatskog retikuluma i/ili OS [3]. Pokazano je da
povecana ekspresija iINOS U skeletnim miSi¢ima miSeva moze inhibirati dejstvo insulina S-
nitracijom receptora za insulin, kao i IRS-1 i Akt, §to sugeriSe ulogu nitrozativnih posttranslacionih
modifikacija proteina u patogenezi IR [310, 311]. iNOS svojom aktivno$¢u smanjuje zastupljenost
IRS-1 proteina najverovatnije pokretanjem njegove degradacije u proteazomu [300]. Osim toga, u
studiji Perreaulta i Marettea je pokazano da delecija gena za iNOS omogucava zastitu od razvoja IR
koja nastaje usled primene HF ishrane [312]. Naime, delecija gena za iINOS pospesuje toleranciju
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na glukozu, osetljivost na insulin i spre¢ava remecenje PI3K/Akt signalnog puta kod miseva na HF
ishrani [312]. Takode, iNOS-KO miSevi na HF ishrani su bili zasti¢eni od razvoja sistemske IR iako
su imali povecanu telesnu masu i hiperglikemiju [312]. Takode, pokazano je da su makrofagi, koji
se nakupljaju u masnom tkivu i eksprimiraju iNOS, odgovorni su za Sirenje inflamacijskih signala
ukljucéenih u razvoj IR [313].

1.4.2 Uloga iNOS u jetri

U fizioloskim uslovima, iNOS je eksprimiran u jetri u Kupferovim ¢elijama i u hepatocitima
[314]. Citokini koji pokre¢u inflamacijski odgovor izazivaju povecanu ekspresiju iNOS i reguliSu
proizvodnju NO, kako u hepatocitima, tako i u Kupferovim ¢éelijama [315]. Ravnoteza izmedu
procesa sinteze i1 razgradnje NO je klju¢na u odredivanju efekata NO u jetri, pa tako, povecana
ekspresija iNOS dovodi do prekomerne proizvodnje NO, koji moze dovesti do genotoksi¢nih i
citotoksi¢nih o$te¢enja jetre [316]. Sa druge strane, u studiji Szabo sa saradnicima je pokazano da
selektivni inhibitori iNOS utiCu na smanjenje oSteCenja jetre pacova izazvanih bakterijskim
lipopolisaharidima (LPS) [317]. U do sada objavljenim studijama su zabeleZena razli¢ita zapazanja
o efektima koje iNOS moze imati na signalni put insulina u jetri i razvoj IR [312, 318]. Najveci broj
rezultata govori u prilog stanovistu da gojaznost i poremeceni metabolizam lipida u jetri ometa
signalni put insulina u jetri, vodi povecanju ekspresije iNOS i doprinosi razvoju IR [3, 319-322].
Kod ob/ob miseva, selektivna prekomerna ekspresija iNOS u jetri izaziva hepaticnu IR,
hiperglikemiju i hiperinsulinemiju [322], a upotreba specificnog inhibitora za iNOS ponistava
nabrojane efekte [3]. U studiji Charbonneaua sa saradnicima je pokazano da iNOS moze izazvati IR
u jetri posredstvom nitrovanja Tyr ostataka u proteinima ucesnicima signalnog puta insulina [319].
Sa druge strane, studija Chena sa saradnicima pokazuje da iNOS mozZe zaustaviti napredovanje
steatohepatitisa u fibrozu jetre kod miSeva izlaganih HF ishrani, sugeri§uc¢i vaznu ulogu iNOS u
regeneraciji jetre [323]. Delecija iNOS moze poremetiti sposobnost regeneracije jetre i moze
povecati oSte¢enja u jetri nastala pod uticajem nacina ishrane [323, 324]. U studiji Perreaulta i
Merettea je pokazano da ekspresija INOS nije povecana u jetri miSeva na HF ishrani [312].

1.4.2.1 Regulacija iNOS pod delovanjem estradiola

Estradiol regulise ekspresiju iNOS posredstvom ER [13, 325]. ERa posreduje u anti-
inflamacijskim efektima E2 u vaskularnim [326, 327] i nevaskularnim tkivima [328, 329].
Medutim, inkubacija glatkih miSiénih Celija aorte, poreklom od dijabeticnih pacova tretiranih
streptozotocinom, sa agonistom selektivnim za ERa izaziva smanjenje ekspresije iNOS [330]. Osim
toga, u stanjima sepse i hemoragijskog Soka, E2 dovodi do smanjenja nivoa NO u hepatocitima u
odgovoru na prozapaljenske citokine na nacin zavisan od nivoa hormona [331]. Pokazano je da ERa
u jetri posreduje u zastitnim efektima E2 tokom zapaljenja [332] i regulise ekspresiju iNOS [331].
Prenos signala od E2/ER kompleksa kroz citoplazmu je posredovan aktivacijom unutarcelijskih
kinaza [333, 334] koje dalje fosforilisu i aktiviraju transkripcione faktore [335]. Osim toga, mikro
RNK miR-221 ima mogu¢nost modulisanja zapaljenskog odgovora kontrolisanjem aktivnosti NFxB
[336]. Ranije objavljeni rezultati nase grupe pokazuju da E2 regulise ekspresiju iNOS u srcu pacova
preko PI3K/Akt signalnog puta [337].

18



CILJEVI ISTRAZIVANJA

2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Polazna hipoteza istrazivanja, €iji su rezultati obuhvaceni ovom doktorskom disertacijom,
jeste da je E2 ukljuen u regulaciju enzima AOS =zastite i iNOS u jetri muzjaka pacova,
molekulskim mehanizmom koji ukljucuje vezivanje E2 za ERa i/ili ERP i aktivaciju signalnih
molekula Src, ERK1/2, AMPK, Akt i RhoA, transkripcionog faktora NFkB, kao i
posttranskripcionog regulatora miR-221. Pretpostavljeno je da patofizioloski uslovi nastali usled
primene HF ishrane (gojaznost i IR) dovode do unutarcelijskog stresa 1 promena u molekulskom
mehanizmu delovanja E2 na regulaciju enzima AOS zastite i iNOS u jetri pacova, kao posledica
promenjene ekspresije i aktivnosti signalnih molekula ERa, ERP, Src, ERK1/2, AMPK, Akt i
RhoA, transkripcionog faktora NFkB, kao i posttranskripcionog regulatora miR-221.

Stoga, u skladu sa postavljenom hipotezom, naucni ciljevi ove doktorske disertacije su:

e izucCavanje efekata E2 in vivo na regulaciju enzima AOS zastite, u jetri normalno uhranjenih
i gojaznih muzjaka pacova,

e izuCavanje efekata E2 in vivo na regulaciju enzima iNOS, u jetri normalno uhranjenih i
gojaznih muzjaka pacova;

e izuCavanje uloga signalnih molekula ERa i ERp, Src, ERK1/2, AMPK, Akt, RhoA,
transkripcionog faktora NFkB, kao i posttranskripcionog regulatora miR-221 u regulaciji
enzima AOS zastite 1 iNOS, u jetri normalno uhranjenih 1 gojaznih muZzjaka pacova
tretiranih E2.
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3.1. Eksperimentalni protokol

U eksperimentu je koris¢eno 28 adultnih muzjaka Wistar soja pacova (lat. Rattus
norvegicus), starosti osam nedelja, telesne mase 150-200 grama, iz odgajaliSta Instituta za
nuklearne nauke ,,Vin¢a“ — Instituta od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerziteta u
Beogradu. Sve cksperimentalne procedure su odobrene od strane Eticke komisije za upotrebu
eksperimentalnih Zivotinja Instituta za nuklearne nauke ,,Vinc¢a“ i Ministarstva poljoprivrede i
zastite zivotne sredine (Uprava za veterinu).

Na pocetku eksperimenta, pacovi su podeljeni u dve grupe (Slika 6). Tokom narednih deset
nedelja, prva grupa pacova, oznacena kao kontrola (CONT) je imala slobodan (ad libitum) pristup
vodi i standardnoj laboratorijskoj hrani. Digestibilna energija hrane iznosila je 11 MJ/kg, a njen
sastav Cinili su: 20% proteina, 8% celuloze, 13% vlage, 1% Kkalcijuma, 0,90% lizina, 0,75%
metionina+cisteina, 0,5% fosfora, 0,15-0,25% natrijuma, meSavina vitamina (A 10000 IU/kg, D3
1600 IU/kg, E 25 mg/kg, B12 0,02 mg/kg), meSavina minerala (u mg/kg: cink 100, gvozde 100,
magnezijum 30, bakar 20, jod 0,5, selen 0,1), antioksidanti 100 mg/kg (D.D. “Veterinarski zavod
Subotica”, Subotica, R. Srbija). Druga grupa pacova, oznacena kao gojazni (HF), je tokom istog
vremenskog perioda bila na HF rezimu ishrane, odnosno, imala je ad libitum pristup vodi i
standardnoj laboratorijskoj hrani za zivotinje obogac¢enoj mastima — suncokretovim uljem (42%).

Tokom trajanja eksperimenta, pacovi su u grupama od po dve do tri jedinke smeStani u
kaveze od pleksiglasa sa poklopcem od nerdajuce Celi¢ne Zice, i podlogom od piljevine koja je
menjana dva do tri puta nedeljno. Laboratorijski uslovi su ispunjavali standardne zahteve za
¢uvanjem laboratorijskih Zivotinja: ambijentalna temperatura u opsegu 21-24°C, relativna vlaznost
vazduha 60-70%, provetravanje prostorija sistemom ventilacije, dok je dnevno noéni ritam (12 sati
svetla/12 sati mraka) postizan pomocu vestackog osvetljenja.

Nakon 10 nedelja na razliitim reZimima ishrane, pacovi u okviru obe grupe (CONT i HF)
su podeljeni na po dve podgrupe, ¢ime su finalno formirane Cetiri grupe od po sedam pacova. Dve
novoobrazovane grupe pacova, oznacene kao Estradiol (E2) i Gojaznit+Estradiol (HF+E2), su 24
sata pre Zrtvovanja tretirane intraperitonealno sa E2 (Sigma, E8875) po rastvorenim u 1% etanolu u
fizioloskom rastvoru u dozi od 40ug po kilogramu telesne mase. Preostale dve grupe pacova
(CONT i HF) su istovremeno tretirane intraperitonealno istom koli¢inom 1% etanola u fizioloskom
rastvoru, radi eliminisanja efekta stresa, izazvanog ubodom injekcije. U dubokoj anesteziji,
izazvanoj etrom, zivotinje su zrtvovane punkcijom krvi iz leve komore srca. Jetre su izolovane i
izmerena je njihova masa. Deo tkiva jetre odvajan je za izolaciju ukupnih proteina, a deo za
izolaciju RNK. Tkiva su trenutno zamrzavana u te¢nom azotu, a potom ¢uvana na -70°C, za dalje
analize.
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Slika 6. Dizajn eksperimenta. Muzjaci Wistar pacova su bili na standardnoj laboratorijskoj ishrani ili HF
ishrani tokom 10 nedelja. Polovina normalno uhranjenih (CONT) i gojaznih (HF) pacova je
tretirano jednom dozom estradiola (E2) (40 pg/kg intraperitonealno) i nakon 24 sata od injekcije,
svi pacovi su Zrtvovani, a jetre izolovane.

3.2.  lzolacija ukupnih proteina iz jetre pacova

Tkivo jetre (300-350 mg) pacova je usitnjeno u 1,4 ml pufera za liziranje, pH vrednosti 7,4, i
homogenizovano na ledu koris¢enjem homogenizera T10 Basic Ultra-Turrax (IKA-Werke,
Nemacka). Pufer za liziranje je sadrzao 150 mM natrijum hlorida (NaCl), 20 mM trisaminometana
(Tris), 2 mM etilendiamintetrasiréetne kiseline (EDTA), 2 mM ditiotreitola (DTT), 1% nejonskog
deterdzenta Triton X-100, 10% glicerola. U pufer su pred upotrebu dodati koktel inhibitora proteaza
(Complete ULTRA Tablets, Mini, EDTA-free, EASYpack, Roche, Nemacka) i fosfataza
(PhosSTOP, Roche, Nemacka), kao i 2 mM Na-ortovanadat, inhibitor fosfataza Tyr
aminokiselinskih ostataka u proteinima. Homogenati jetre su inkubirani 60 minuta na 4°C uz
rotaciju. Dobijeni lizati jetre su potom centrifugirani 30 minuta na 18500 rpm na 4°C. lzdvojeni
supernatanti u kojima su se nalazili ukupni proteini su alikvotiraani, zamrzavani na -70°C i ¢uvani
za dalje analize.
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3.3.  Odredivanje koncentracije proteina u lizatu jetre pacova

Koncentracija ukupnih proteina jetre pacova je odredivana metodom po Loriju [338].
Zapremina lizata jetre razblazivana je dejonizovanom vodom u odnosu zapremina 1:99, a zatim je
dodatno razblazena cetiri puta. U epruvete sa 100 ul finalnog razblazenja lizata jetre je dodavano
100 pl 2% rastvora natrijum dodecil sulfata (SDS, engl. sodium dodecyl sulfate), sadrzaj je
intenzivno meSan na vorteksu, a zatim je u svaku epruvetu dodavano po 1 ml radnog rastvora.
Radni rastvor je sadrzao jedan volumen 1% rastvora NaK-tartarata u 0,5 % bakar sulfat pentahidrata
(CuSO4 x 5H20) i 49 volumena 2% rastvora natrijum karbonata (Na,CO3) u 0,1 M natrijum
hidroksidu (NaOH). Sadrzaj epruveta je ponovo mesan na vorteksu, nakon ¢ega je inkubiran deset
minuta na svetlu na sobnoj temperaturi. Po isteku perioda inkubacije, u epruvete je dodavano 100 pl
Folin-Sialtoovog reagensa (1:2), sadrzaj je ponovo intenzivno mesan, a zatim je inkubiran, u mraku
20 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga, apsorbanca je merena na 750 nm na spektrofotometru
(Ultrospec 2000, Pharmacia, Biotech). Intenzitet dobijene boje je proporcionalan koncentraciji
proteina izrazavanoj u pg/pl. Prema vrednostima apsorbanci ocitanih za seriju rastvora albumina
govedeg seruma (BSA, engl. bovine serum albumin) poznatih koncentracija (10, 25, 50, 75, 100,
200, 400 i 800 mg/ml), konstruisana je standardna kriva na osnovu koje je preracunata
koncentracija proteina u lizatu jetre.

3.4. Metoda denaturiSuce poliakrilamidne elektroforeze (SDS-PAGE)

Nivo ekspresije proteina od interesa u ukupnom c¢elijskom lizatu jetre je odredivan u dva
koraka. Metoda diskontinuirane poliakrilamid gel elektroforeze u prisustvu detergenta SDS (SDS-
PAGE, engl. SDS polyacrylamide gel electrophoresis), omoguc¢ava razdvajanje proteinskih frakcija
u uzorku na osnovu njihovih molekulskih masa [339]. Visoka rezolucija razdvajanja proteinskih
frakcija je postizana sistemom gradijantnih gelova: 4% gela za koncentrovanje (0,5 M Tris-
hlorovodoniéna kiselina (HCI) pH 6,8, akrilamid, bisakrilamid, SDS, amonijum persulfat (APS),
tetrametiletilendiamin (TEMED) i H20), i 10%, 12% ili 15% gelova za razdvajanje (1,5 M Tris-
HCI pH 8,8, akrilamid, bisakrilamid, APS, TEMED i H20), kao i kori§¢enjem dva razli¢ita puferska
sistema: pet puta koncentrovani redukujuéi pufer za uzorkovanje — 5% Lemli pufer (0,5 M Tris-HCI
pH 6,8, 2% SDS, 20% glicerol, 0,5% 2-B-merkaptoetanol, 0,1% bromfenol plavo) i pufer za
elektroforezu (25 mM Tris-HCI, 192 mM glicin, 0,1% SDS i H.O). Elektroforetsko razdvajanje
proteinskih frakcija je izvodeno u Bio-Rad Mini Protean 3 Cell electrophoresis (Bio-Rad
laboratories, Hercules, CA, SAD) aparaturi za vertikalnu elektroforezu.

Uzorci lizata jetri su svodeni na iste koncentracije proteina (5 pg/pl) korisé¢enjem pufera za
liziranje (TES), a zatim razblazivani sa 5x Lemli puferom. Zbog dodatne denaturacije, uzorci su,
pre nalivanja, kuvani pet minuta na 95°C. Ovako pripremljeni uzorci su nano$eni na gel u koli¢ini
od 80 pg ukupnih proteina po bunaric¢u. Elektroforeza je vrSena 15 minuta pri naponu od 100 V, a
zatim 90 minuta pri naponu od 150 V. Na svaki gel je nanoSen i proteinski marker za elektroforezu
(PageRegularTMPrestained Protein Ladder Plus, Fermentas, Vilnus, Litvanija).

3.5.  Imunohemijska metoda — Western blot

Kao drugi korak u odredivanju nivoa specifi¢nih proteina u lizatu jetre pacova, neposredno
nakon razdvajanja proteinskih frakcija SDS-PAGE elektroforezom na gelu, radena je
semikvantitativna imunohemijska metoda — Western blot [340, 341]. Nakon elektroforeze, vrsen je
elektrotransfer proteina sa poliakrilamidnog gela na poliviniliden difluorid (PVDF, engl.
polyvinylidene difluoride) membranu (Immobilon-P membrana, veli¢ina pora 0,45 um, Millipore
Corporation, SAD). Vrsen je takovani mokri transfer (Mini Trans-Blot Cell Bio-Rad laboratories,
Hercules, CA, SAD) u puferu za transfer (25 mM Tris-HCI Ph 8,3, 192 mM glicin, 20% metanol i
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H20), sat vremena pri konstantnoj struji od 350 mA na 4°C. Efikasnost transfera proteina je
proveravana bojenjem membrana tokom jednog minuta 0,5 % rastvorom PonsoS pufera (0,1%
Ponceau S u 5% siréetnoj kiselini, razblazen istom zapreminom TBS-T (0,05% Tween 20 u TBS
puferu, engl. tris-buffered saline). Nakon potvrde transfera, membrane su ispirane destilovanom
H20 (dH20) i TBS-T puferom. Da bi se umanjilo nespecificno vezivanje antitela za PVDF
membrane, one su inkubirane u puferu za blokiranje (5% rastvor BSA u TBS-T) sat vremena na
sobnoj temperaturi uz konstantno klackanje.

Nakon blokiranja, membrane su isprane TBS-T puferom, i potom inkubirane preko no¢i na
4°C uz konstantnu rotaciju sa specificnim primarnim antitelima. Membrane su inkubirane sa
odgovarajuc¢im razblaZenjima primarnih antitela u 5%BSA/TBS-T (Tabela 1). Antitelo na B-aktin
je korisc¢eno kao kontrola nalivanja (engl. loading control).

Po zavrSenoj inkubaciji sa primarnim antitelima, membrane su ispirane tri puta po pet
minuta u TBS-T puferu, a zatim su inkubirane sat vremena na sobnoj temperaturi uz konstantnu
rotaciju sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelima konjugovanim sa peroksidazom rena (HRP, engl.
horseradish peroxidase; kozija anti-zec¢ija IgG-HRP i kozija anti-misija IgG-HRP) (Santa Cruz
Biotechnology, CA, SAD), ili sa sekundarnim antitelima konjugovanim sa alkalnom fosfatazom
(ALP, engl. alkaline phosphatase; kozija anti-ze¢ija IgG-ALP i kozija anti-misija IgG-ALP).
Sekundarna antitela razblazivana su do odgovarajuce koncentracije u 5% BSA/TBS-T puferu, a
nakon inkubacije, membrane su ispirane tri puta po pet minuta na sobnoj temperaturi u TBS-T
puferu.
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Tabela 1. Primarna antitela korisé¢ena za detekciju proteina.
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Primarno antitelo Proizvodac KataloSki broj | RazblaZenje
anti-p-aktin Santa Cruz Biotechnology sc-81178 1:2000
anti-ERa Santa Cruz Biotechnology sc-542 1:1000
anti-ER Santa Cruz Biotechnology sc-8974 1:1000
anti-NFkB-p65 Santa Cruz Biotechnology sc-372 1:500
anti-NFxB-p50 Santa Cruz Biotechnology sc-1190 1:500
anti-RhoA Santa Cruz Biotechnology sc-418 1:1000
anti-SOD1 Santa Cruz Biotechnology sc-11407 1:600
anti-SOD2 Santa Cruz Biotechnology sc-137254 1:1000
anti-GPX Santa Cruz Biotechnology sc-133160 1:2000
anti-CAT Cell Signaling Technology 14097 1:1000
anti-Src Cell Signaling Technology 2108 1:1000
anti-fosfo-AMPKa Cell Signaling Technology 2531 1:1000
(Thr172)
anti-AMPKa Cell Signaling Technology 2532
anti-fosfo-p44/42 Cell Signaling Technology 9101 1:1000
ERK1/2 (Thr?%/Tyr?04
anti-p44/42 ERK1/2 Cell Signaling Technology 9102
anti-ROCK1 Cell Signaling Technology 4035 1:1000
anti-ROCK?2 Cell Signaling Technology 8236 1:1000
anti-fosfo-Akt (Ser*”®) | Cell Signaling Technology 9271 1:1000
anti-Akt Cell Signaling Technology 9272 1:1000
anti-fosfo-Akt (Thr3%) Abcam ab38449 1:600
anti-Akt Abcam ab8805 1:1000
anti-iNOS Abcam ab15323 1:1000

ERa — receptor za estrogene alfa; ERS — receptor za estrogene beta; NFxB-p50/p65 — p50/p65
subjedinica nuklearnog faktora kapa B; SOD1 — bakar/cink-superoksid-dismutaza; SOD2 — mangan-
superoksid-dismutaza; GPX — glutation-peroksidaza; AMPKo — adenozin monofosfat-aktivirana
protein-kinaza; ERK1/2 — ekstracelularnim signalom regulisana kinaza 1 i 2; ROCK1/2 — Rho-
asocirane kinaze 1 i 2; Akt — protein-kinaza B; iNOS — inducibilna azot-monoksid sintaza.

Analizirani proteini u uzorcima su vizuelizovani bojenom reakcijom na samoj membrani
nanoSenjem supstrata za HRP (ECL, engl. enhanced chemiluminescence) ili supstrata za ALP
(BCIP/NBT, engl. 5-bromo-4-chloro-3-indoyl phosphate/nitro blue tetrazolium chloride). Ukoliko
su sekundarna antitela bila vezana sa ALP, postupak vizuelizacije proteina je izvoden tako $to su
membrane inkubirane u mraku na sobnoj temperaturi, uz blago mesanje u puferu (0,1 M Tris-HCI,
pH 9,5, 0,1 M NaCl, 0,05 M MgCI2) kome je dodavano 200 pl reagensa BCIP/NBT, do razvijanja
boje. Nakon pojavljivanja signala na membranama, u vidu plavo-ljubicastih traka koje odgovaraju
analiziranim proteinima, membrane su ispirane vodom, susene, i signali su kvantifikovani. Kada su
sekundarna antitela bila vezana za HRP, na membranu je dodavan ECL reagens, a analizirani
proteini su detektovani koriS¢enjem autoradiografskog filma. Postupak se zasniva na tome da HRP
katalizuje oksidaciju luminola u prisustvu H202. Intermedijarno jedinjenje, koje u ovoj reakciji
nastaje, prelazi u stabilnu formu uz emisiju svetlosti (luminiscenciju) i osvetljava film. Membrana
je inkubirana tokom jednog minuta u reagensu dobijenim meSanjem istih zapremina rastvora
liminola i p-kumari¢ne kiseline (rastvorenih u Tris-HCI pH 8,5), kao i rastvora H202 (u Tris-HCI
pH 8,5), a zatim postavljana u kasetu za detekciju (Hypercassette, Amersham Life Science, SAD).
Preko membrane se postavlja rendgen film (AGFA, Medical X-ray film, Belgija) u mra¢noj sobi sa
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crvenom svetlo§¢u. Vreme ekspozicije filma je variralo od nekoliko sekundi do nekoliko minuta, a
otisci dobijeni na filmu odgovaraju analiziranim proteinima na membrani.

Intenzitet signala dobijenog na membrani (ALP metoda) ili na filmu (ECL metoda)
proporcionalan je koli¢ini analiziranog proteina u lizatima jetri pacova 1 odredivan je
denzitometrijski, u odnosu na [-aktin sa iste membrane, odnosno filma. Opticka gustina
detektovanih proteinskih traka je kvantifikovana koris¢enjem raCunarskog programa Image J 1.45s
(NIH, SAD). Prose¢an broj piksela po otisku dobijenog signala kontrolnih grupa pacova je
definisan kao jedna arbitrarna jedinica (A.J.) po g proteina. Vrednosti dobijene za eksperimentalne
grupe su predstavljene u odnosu na vrednosti dobijene za kontrole.

3.6  Koimunoprecipitacija

Koimunoprecipitacija je metoda precis¢avanja i detekcije proteina od interesa koji se nalaze
u medusobnoj interakciji, iz rastvora nedenaturisanih ukupnih proteina, koriS¢enjem primarnog
antitela kuplovanog za nerastvorni supstrat (agarozu ili sefarozu) za koju je vezan protein A ili G.
Metoda se zasniva na kori$¢enju primarnog antitela odredenog proteina (,,mamac* protein), da bi se
indirektno doslo do proteina od interesa (,,plen protein) pod pretpostavkom da ova dva proteina
interaguju. Protein A/G sluzi za ,hvatanje” imunokompleksa nastalog prethodnom inkubacijom
uzorka sa antitelom specificnim na ,,mamac* protein. Na ovaj nacin se ,,mamac" protein precis¢ava,
»povlacec¢i® sa sobom 1 sve proteine sa kojima formira komplekse. Pre¢is¢eni imunokompleksi se
zatim razdvajaju i elektrotransferom prenose na membranu, gde se ,,plen protein od interesa
detektuje klasiénom Western blot metodom.

Postupak koimunoprecipitacije je izvoden tako Sto je protein A/G sefaroza (Protein A/G
PLUS-Agarose: sc-2003, Santa Cruz Biotechnology, inc. Dallas, SAD) pripremana ispiranjem 20 ul
sefaroze u TBS-T puferu tri puta, uz centrifugiranje. Zatim su lizati jetre, koji su sadrzali 500 pg
ukupnih proteina po uzorku, inkubirani preko noc¢i na 4°C sa 2 pg anti-ERa antitela. Dobijeni
imunokompleksi ERa antitela i uzorka, inkubirani su sa protein A/G sefarozom preko no¢i na 4°C,
pri konstantnoj rotaciji. Novonastali imunokompleks proteina sa protein A/G sefarozom je
centrifugiran (2500 x g tokom pet minuta), a dobijeni pelet je ispiran tri puta u puferu za liziranje,
¢ime je protein od interesa resuspendovan. Dobijeni uzorci proteina su kuvani pet minuta na 95°C,
zatim naneti u bunarice gela i razdvojeni SDS-PAGE elektroforezom, i preneti na P\VDF membranu
koja je inkubirana sa anti-Src antitelom. Za detekciju je korisé¢eno sekundarno anti-zec¢ije IgG-HRP
antitelo, razblazeno u TBS-T puferu u odnosu 1:5000, i ECL supstrat. Opticka gustina detektovanih
signala je kvantifikovana u Image J 1.45s softverskom programu, izrazavana u A.J. i dobijene
vrednosti su predstavljane u odnosu na kontrolu.

3.7  Odredivanje aktivnosti ukupnih Rho proteina u lizatu jetre pacova

Rho proteini pripadaju familiji malih GTP-vezujucih proteina koji se aktiviraju formirajuci
kompleks sa molekulom GTP, dok su u kompleksu sa guanozin-difosfatom (GDP, engl. guanosine
diphosphate) neaktivni. Aktivirani Rho poseduje sposobnost asocijacije sa RBD rotekina (mamac
protein), Sto omogucava merenje njegove aktivnosti pomocu komercijalnog kita (Active Rho Pull-
Down and Detection Kit, Thermofisher Scientific, SAD). Postupak je izvoden tako §to je u
epruvetama inkubirano 500 pg ukupnih proteina sa 400 ug rotekin-RBD proteina imobilisanog na
afinitetnom ligandu (agarozne kuglice), na 4 °C uz rotaciju tokom sat vremena. SadrZaj je nakon
toga centrifugiran 1 minut na 6000 x g, i supernatant je dekantovan. Nakon ispiranja kompleksa
centrifugiranjem, uzorci su pripremljeni za SDS-PAGE (4% gel za koncentrovanje i 12% gel za
razdvajanje). Membrane su nakon transfera i blokiranja inkubirane sa primarnim anti-Rho antitelom
(1:600) i sekundarnim kozjim anti-ze¢jim IgG-HRP antitelom (1:500). Analizirani proteini u uzorku
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su vizualizovani 1 denzitometrijski kvantifikovani kao Sto je opisano u poglavlju Western blot.
Dobijene vrednosti su izraZzavane u odnosu na vrednosti dobijene za kontrole.

3.8  Odredivanje aktivnosti enzima CAT u lizatu jetre pacova

Aktivnost CAT je odredivana spektrofotometrijskom metodom koja se zasniva na
formiranju stabilnog kompleksa izmedu amonijum molibdat-tetra-hidrata ((NH4)sM07024 x 4H,0) i
H20; [342]. Postupak je izvoden tako $to su uzorci tkiva jetre svake zivotinje, proseéne mase 300
mg, usitnjeni su u 0,16 M rastvoru kalijum-hlorida (KCI) i homogenizovni na ledu koris¢enjem T10
Basic Ultra-Turrax (IKA-Werke, Nemacka) homogenizera. Homogenati jetri su razblazivani u
dH20 dva puta, nakon ¢ega je u jedan mililitar ovako dobijenog razblazenja svakog pojedinacnog
uzorka dodavano po deset mikrolitara apsolutnog etanola. U slede¢em koraku je izdvajano po 100
pl razblazenih homogenata jetre i inkubirano u 1 ml 30 % H.O, na 37°C tokom deset minuta.
Enzim CAT oksiduje etanol u prisustvu H>O> [343]. Reakcija je zaustavljana dodavanjem 500 pl
(NH4)6M07024x4H,0, koncentracije 34,4 mmol/l. Vodonik-peroksid i joni molibdata formiraju
kompleks Zuckaste boje ¢ija se apsorpcija UV zraka meri na 405 nm talasne duZine u odnosu na
blank kontrolu (dH2O i H202). Spektrofotometrijsko merenje je izvodeno na Perkin Elmer Lambda
35 spektrofotometru, na sobnoj temperaturi. Kontrola je pripremana od 100 pl dH20, 1 ml H20; i
500 pl (NH4)sM07024 x 4H20. Aktivnost CAT je izra¢unavana prema sledecoj jednadini:

U

(Ak — Ab) — (Au— Ab) Vu
CAT altivnost (E) =

x— xR ®x 10
s Xt Vh

gde je Ak apsorbanca kontrole, Ab je apsorbanca blanka, Au je apsorbanca uzorka, ¢ je molarni
apsorpcioni koeficijent (22,2 uM-tcm™), t je vreme inkubacije (10 minuta), Vu je ukupna zapremina
reakcione smese (1,6 ml), Vh je zapremina homogenata (100 pl), R je razblazenje homogenata (x2),
a ¢inilac 10 omogucava pretvaranje jedinica u grame tkiva. Aktivnost CAT je izrazavana kao U/g.

3.9  Odredivanje nivoa malon-dialdehida (MDA) u lizatu jetre pacova

Odredivanje nivoa MDA se zasniva na spektrofotometrijskom merenju koncentracije roze
obojenog kompleksa MDA-TBA: koji nastaje pri zagrevanju u reakciji izmedu MDA i tiobarbiturne
kiseline (TBA) [344, 345]. Tkiva jetre pacova homogenizovana su u 0,16 M KCI na ledu Ultra-
Turrax homogenizerom, a zatim su homogenati razblazivani sa dH>O u odnosu 1:1. Po 1 ml
homogenata svakog uzorka je inkubiran 15 minuta na 100°C, sa 500 pl 40 % trihlorsir¢etne kiseline
(TCA, engl. trichloroacetic acid) i 500 pl 55 mM TBA rastvorene u 0,1mM rastvoru NaOH. Nakon
inkubacije, tube sa sadrZzajem su ohladene i1 centrifugirane 5 minuta na 13000 rpm kako bi se
odstranio TBA talog. Apsorbanca je merena na 540 nm talasne duzine, u odnosu na blank (1 ml
dH20, 500 pl TCA, 500 ul TBA), u Perkin Elmer Lambda 35 spektrofotometru na sobnoj
temperaturi. Nivo MDA je izraCunavan prema sledecoj jednacini:

Au—4b Vu
MDA nivo (uM)=———x— X R x 10
£ Vh

gde je Au apsorbanca uzorka, Ab je apsorbanca blanka, ¢ je molarni apsorpcioni koeficijent (156
mM-1cm™), Vu je ukupna zapremina reakcione smese (2 ml), Vh je zapremina homogenata (1 ml), R
je razblazenje homogenata (x2), a ¢inilac 10 omogucava pretvaranje jedinica u grame tkiva. Nivo
MDA je izrazavan u uM.
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3.10 Odredivanje nivoa karbonilovanih proteina (PCC) u lizatu jetre pacova

Nivo PCC (engl. protein carbonyl content) u lizatu jetre je odredivan koriS¢enjem
komercijalnog kita (ab126287 Protein Carbonyl Assay Kit, Abcam, Cambridge Biomedical
Campus, Cambridge, CB2 0AX, Velika Britanija) prema uputstvu proizvoda¢a. Uzorci tkiva jetre,
prose¢ne mase 200 mg, homogenizovani su u dH20 na ledu. Koli¢ina ukupnih proteina u svakom
uzorku je odredivana proteinskim esejem, uz koris¢enje BSA kao proteinskog standarda. Uzorci su
svedeni na koncentraciju 10 mg/ml razblazivanjem sa dH20, nakon ¢ega je po 100 pl pripremljenih
razblaZenja koriS¢eno za odredivanje nivoa PCC. Za odgovaraju¢u kontrolu uzeto je 100 ul dH20.
Opticka gustina uzoraka je merena na 375 nm talasne duzine na automatskom citacu za
mikrotitarske plo¢e (TECAN Sunrise, Svajcarska) i rezultati su izrazavani kao nmol/mg proteina.

3.11 Odredivanje koncentracije azot-monoksida u lizatu jetre pacova

Koncentracija NO u lizatu jetre pacova je odredivana indirektno, merenjem koncentracije
nitrita (NO2") i nitrata (NO3") kao krajnjih produkata NO, koris¢enjem NO2/NOs komercijalnog kita
(Nitrate/Nitrite  Colorimetric Assay Kit, Cayman Chemical I.N. 780001) prema uputstvu
proizvodaca.

Odredivanje koncentracije NO2/NOs” se odvijalo u dva koraka. U prvom koraku,
kori$¢enjem nitrit reduktaze, vrsila se redukcija NOz” u NO2, a u drugom koraku (Griess-ova
reakcija), dodavanjem Griess-ovog reagensa, dobijeni NO2™ se konvertovao u azo jedinjenje tamno
ljubi¢aste boje [346]. Esej je raden u mikrotitarskoj plo¢i sa 96 bunari¢a, nanoSenjem serije
standarda NOz™ poznate koncentracije, i uzoraka lizata jetre (500 pg ukupnih proteina po uzorku).
Nakon inkubacije sa nitrit reduktazom, a zatim i Griess-ovim reagensima 1 i 2, merena je
apsorbanca nastalog azo jedinjenja kako bi se odredila koncentracija NO2". Apsorbanca je o¢itavana
na automatskom citacu za mikrotitarske plo¢e (Perkin Elmer, Wallac 1420 Victor), na talasnoj
duzini 540 nm Sto je maksimumu apsorpcije NO2’, a rezultati su izrazavani u pM.

3.12  Odredivanje relativne ekspresije gena

3.12.1 lzolacija ukupne RNK iz jetre pacova

Ukupna RNK (ukljucujuéi informacionu RNK — iRNK, i mikroRNK — miRNK) iz tkiva
jetre pacova je izolovana koriS¢enjem Trizol reagensa, jednofaznog rastvora fenola i guanidin
izotiocianata kojim se rastvara bioloski materijal 1 denaturiSu proteini (metoda fenolske ekstrakcije).
Postupak je izvoden tako $to je tkivo jetre homogenizovano ru¢nim homogenizerom, na ledu (4°C),
u mililitru Trizola (Invitrogen Life Technologies, Paisley, Velika Britanija). Nakon homogenizacije
uzorci su intenzivno mesani 1 inkubirani pet minuta na sobnoj temperaturi, a zatim je u homogenate
dodavano po 200 ul hloroforma, smeSa je meSana i inkubirana 10 minuta na 4°C. Uzorci su
centrifugirani tokom 15 minuta pri brzini centrifuge od 14000 rpm na 4°C, nakon ¢ega je gornja,
trizolska faza, koja je sadrzala ukupnu RNK, pipetorom prebacivana u novi set tuba. U njima je
dodavanjem 500 pl rashladenog (-20°C) izopropil alkohola vr8eno talozenje RNK (tokom 24 sata).
Nakon centrifugiranja (15 minuta, 14000 rpm, 4°C), te¢na faza je dekantovana, a talog RNK je
opran dva puta u mililitru 75% etanola (-20°C) i potom suSen pet minuta na sobnoj temperaturi.
Rastvaranje taloga RNK vrSeno je u vodi tretiranoj dietilpirokarbonatom (DEPC-H20).
Koncentracija izolovane RNK odredivana je spektrofotometrijski, merenjem apsorbance na 260 nm
na aparatu Nanodrop 1000 (Thermofisher Scientific, SAD). Odnos apsorbanci na 260 nm (RNK) i
na 280 nm (proteini) je koriS¢en za odredivanje Cistoce izolovane RNK. Odnos Azeo/A2s0>1,8 je
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Ssmatran zadovoljavaju¢im. Provera degradiranosti izolovane RNK vrSena je horizontalnom
nedenaturiSucom elektroforezom na 1,2 % agaroznom gelu.

3.12.2 Reverzna transkripcija

Reverzna transkripcija (RT reakcija) predstavlja proces u kome se jednolantana RNK
prepisuje u komplementarnu DNK (cDNA, engl. complementary DNA), uz pomo¢ komercijalnog
kita za sintezu cDNK, prema uputstvu proizvodaca. Prepis iRNK u ¢cDNK je vrSen koriS¢enjem
RevertAid H minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermofisher Scientific, SAD). Mikrogram
ukupne RNK iz jetre pacova je inkubirana sa mikrolitrom heksamera (Random Hexamer Primer) i
dejonizovanom vodom do ukupne zapremine 12 pl, pet minuta na 65°C. Nakon zavrSene
inkubacije, u smeSu je dodavano 4 pl reakcionog pufera (5% Reaction Buffer), 1 pl inhibitora
RNKaze (RiboLock RNAse Inhibitor), 2 ul 10 mM dezoksinukleozid-trifosfata (ANTP) Mix i 1 pl
reverzne transkriptaze (RevertAid H Minus M-MuL Reverse Transcriptase). Uzorci su blago
promesani, centrifugirani, i inkubirani pet minuta na 25°C, a zatim 60 minuta na 42°C. Reakcija je
zaustavljena zagrevanjem na 70°C u trajanju od pet minuta. Dobijena ¢cDNK je direktno kori$¢ena
za kvantifikaciju relativne ekspresije gena za iNOS.

Za reverznu transkripciju miRNK, miR-221 u ¢DNK je koris¢eno 10 ng ukupne RNK i
TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit, TagMan Universal master mix 2x, No UNG
amperase (Applied Biosystems, SAD). U tubama od 0,5 ml pripremljena je smesa 0,15 ul 100 mM
dNTP, 1 pl reverzne transkriptaze, 1,5 pl reakcionog pufera, 0,19 pl inhibitora RNKaze i DEPC-
H2>0 do ukupne zapremine 7 pl. Zatim je u svaku tubu dodavano po 5 pl uzorka. Sadrzaj tuba je
blago ruéno promesan i centrifugiran 7 sekundi, te je u svaku tubu dodavano po 3 pl prajmera
(Custom RT Primer Pool), prethodno promesanih na vorteksu. Finalna smesa od 15 pl je ru¢no
promuckana, kratko centrifugirana i inkubirana na ledu tokom pet minuta. Primenjeni temperaturni
profil reakcije je bio: 30 minuta na 16°C, 30 minuta na 42°C i pet minuta na 85°C.

3.12.3 Kvantitativna lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu (qRT-PCR)

Nivoi relativne ekspresije gena za iNOS i ekspresije posttranskripcionog regulatora miR-221
u jetri pacova kvantifikovani su metodom kvantitativne lan¢ane reakcije polimeraze (PCR, engl.
polymerase chain reaction) u realnom vremenu (QRT-PCR, engl. quantitative real time-PCR). U
osnovi qRT-PCR metode je ciklicna replikacija molekula DNK, kao i naizmeni¢no zagrevanje i
hladenje inkubacione smeSe, u prisustvu fluorofora koje omogucuju kvantifikaciju svake
pojedina¢ne amplifikacije. Reakcija zapocCinje denaturacijom DNK, prac¢enom hibridizacijom
prajmera, dok u trecoj fazi Taq DNK polimeraza, uz prisustvo slobodnih dNTP i jona magnezijuma
(Mg?"), sintetiSe kopije Zeljene sekvence. Sam proces amplifikacije odvija se kroz dve faze:
eksponencijalna fazu u kojoj se koli¢ina PCR produkta eksponencijalno povecava u svakom ciklusu
i neeksponencijalna odnsono plato faza. Tokom PCR reakcije, nivo detektovane fluorescencije
odgovara koli€ini ciljnog produkta.

Analiza nivoa relativne ekspresije gena za iNOS je izvodena u Real-Time PCR sistemu
(Applied Biosystems 7500, SAD), u 96-komornim mikrotitarskim plo¢ama (MicroAmp Optial,
Applied BioSystems, SAD). Svi uzorci su radeni u triplikatu. Zapremina od 20 pl reakcione smeSe
po komori je sadrzala uzorak (razblazen u dejonizovanoj vodi u odnosu 1:10), reakcionu SmeSu
Brilliant 111 Ultra-Fast SYBR QPCR Master Mixes with low ROX (Agilent Technologies, SC,
SAD) i parove prajmera (engl. forward i reverse) za iNOS (Metabion, Martinsried, Nemacka), ili za
B-aktin (Sigma Aldrich Corporation, SAD) koji je korisé¢en kao endogena kontrola za normalizaciju
ekspresije gena za iNOS. Prajmeri za gen za [B-aktin i gen za INOS pacova dizajnirani su
koris¢enjem Primer Expressl software v2.0 raCunarskog programa. Sekvence prajmera za gen za
INOS pacova (GenBank pristupni broj: NM_012611) bile su 5-AGAAGTCCAGCCGCACCAC-3
(forward prajmer) i 5-TGGTTGCCTGGGAAAATCC-3 (reverse prajmer), dok su sekvence
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prajmera za gen za f-aktin pacova (GenBank pristupni broj: NM_031144) bile 5-
CCCTGGCTCCTAGCACCAT-3 (forward prajmer) i 5-GAGCCACCAATCCACACAGA-3
(reverse prajmer). Finalne koncentracije prajmera su bile 450 nM za iNOS i 150 nM za B-aktin.
Temperaturni profil reakcije u gRT-PCR sistemu bio je: 3 minuta na 95°C, 40 ciklusa u trajanju od
po 15 sekundi na 95°C i po 32 sekunde na 61°C. U cilju provere kontaminacije uzorka i nastanka
nespecificnih produkata (dimer-prajmer), podesavani su uslovi za konstruisanje krive topljenja PCR
produkta po zavrSetku umnozavanja: 15 sekundi na 95°C, 15 sekundi na 60°C, 20 minuta
temperaturnog rasta (8), te 15 sekundi na 95°C.

Ekspresija posttranskripcionog regulatora miR-221 je, takode, analizirana u Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR sistemu, u 96-komornim mikrotitarskim plo¢ama, i
normalizovana u odnosu na endogenu kontrolu — malu jedarnu RNK U6B. Za amplifikaciju miR-
221 1 U6B koris¢en je TagMan microRNA asssays (Thermofisher Scientific, SAD). Zapremina od
20 pl po komori sadrzala je 1 pl TagMan Small RNA assay (20x) polimeraze, 10 ul PCR master
mix-a, 7,67 ul vode (nuclease-free) i 1,33 pul cDNK uzorka. Reakciona PCR smeSa pre dodavanja
uzorka je intenzivno mesana i kratko centrifugirana. Temperaturni profil reakcije u qRT-PCR
sistemu bio je: 20 sekundi na 95°C, a zatim 40 ciklusa u trajanju od po 3 sekundi na 95°C i po 30
sekundi na 62°C.

Dobijeni rezultati gqRT-PCR analize relativne ekspresije gena za iINOS i miR-221 su
obradeni primenom komparativne Ct metode (Ct, engl. cycle threshold). Ct je broj ciklusa
eksponencijalne faze PCR reakcije nakon kojeg vrednosti fluorescentnog signala reakcije predu
prag. Tokom eksponencijalne faze PCR, fluorescenca se duplira u svakom ciklusu amplifikacije,
zatim kinetika reakcije usporava zbog troSenja komponenti reakcione smeSe i reakcija ulazi u
,»plato® fazu (28-40 ciklusa). Ct vrednost je proporcionalna logaritmu pocetne koli¢ine ispitivanog
ciljnog molekula u uzorku. Nivo ekspresije gena od interesa je izrazen kao 222, pri ¢emu ACt
predstavlja razliku izmedu Ct vrednosti gena od interesa i Ct vrednosti gena za B-aktin, dok AACt
predstavlja razliku izmedu ACt i ACt kalibratora (kao kalibrator je koriS¢ena srednja vrednost svih
uzoraka kontrolne grupe) [347]. Dobijeni rezultati su analizirani kori$¢enjem programa Detection
RQ Study za 7500 System SDS (Applied Biosystem, Carlsbad, SAD). Konacan rezultat, relativna
ekspresija gena za iINOS i miR-221, izrazavan je u odnosu na vrednosti dobijene za kontrole.

3.13 Statisticka obrada dobijenih rezultata
Dobijeni rezultati su prikazani kao aritmeticka srednja vrednost + standardna greska (SEM).
Znacajnost razlika ispitivanih parametara izmedu kontrolnih i1 eksperimentalnih grupa pacova je

odredena pomocu Student-ovog t-testa primenom Excel PC programa. Verovatno¢a manja od 0,05
(p<0,05) je  smatrana  statisticki =~ znaCajnom  razlikom izmedu dve  grupe.
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4. REZULTATI

Na osnovu postavljenih ciljeva istrazivanja, u ovoj doktorskoj disertaciji je izuavan efekat
koji E2 tretman ostvaruje na regulaciju enzima AOS zastite i INOS u jetri normalno uhranjenih i
gojaznih muzjaka pacova. Takode, izuc¢avana je uloga NF«xB, ERa, ERp, Src, ERK1/2, AMPK, Akt,
RhoA, ROCK1, ROCK2 i miR-221 u delovanju E2 na regulaciju enzima AOS i INOS u jetri
normalno uhranjenih i gojaznih muzjaka pacova.

4.1 Efekat estradiola na nivo enzima antioksidativhog sistema zastite i iINOS u jetri
normalno uhranjenih muzjaka pacova

4.1.1 Efekat estradiola na nivo enzima antioksidativne zaStite i parametre oksidativnog
stresa u jetri normalno uhranjenih muzjaka pacova

U cilju izucavanja efekata E2 na komponente AOS zastite u lizatu jetre normalno uhranjenih
muzjaka pacova, odredivan je nivo enzima AOS zastite (SOD1, SOD2, GPx i CAT), kao i aktivnost
CAT. Takode, kako bi se izucio efekat E2 na nivo OS u jetri normalno uhranjenih muzjaka pacova,
analizirani su markeri peroksidacije lipida (nivo MDA) i oksidativne modifikacije proteina (PCC) u
kontrolnoj i E2 tretiranoj grupi normalno uhranjenih muzjaka pacova.
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4.1.1.1 Efekat estradiola na nivo SOD1 i SOD2 proteina u jetri normalno uhranjenih muZjaka
pacova

Nivo SOD1 i SOD2 proteina u lizatu jetre normalno uhranjenih muzjaka pacova je
analiziran Western blot metodom. Dobijeni rezultati, prikazani na Slici 7A, pokazuju da tretman E2
normalno uhranjenih muzjaka pacova znaCajno poveéava (p<0,01) nivo SOD1 proteina u jetri u
odnosu na kontrolu. Rezultati prikazani na Slici 7B. pokazuju da tretman E2 normalno uhranjenih
pacova ne dovodi do znac¢ajnog povecanja nivoa SOD2 proteina u jetri u poredenju sa kontrolom.
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Efekat E2 na nivo SOD1 i SOD2 proteina u jetri normalno uhranjenih muZjaka pacova.

A. Rezultati odredivanja nivoa SOD1 proteina su izraZeni u odnosu na CONT. Nivo SOD1 je
predstavljen kao srednja vrednost £ SEM (n=4-6), **p<0,01. B. Rezultati odredivanja nivoa
SOD2 proteina su izrazeni u odnosu ha CONT. Nivo SOD2 je predstavljen kao srednja vrednost +
SEM (n=3). Umetak — reprezentativni Western blot. CONT — Kontrola; E2 — Kontrola+Estradiol.
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4.1.1.2 Efekat estradiola na nivo GPx proteina u jetri normalno uhranjenih muZjaka pacova

Na Slici 8. su prikazani rezultati efekata E2 tretmana na nivo GPx proteina u lizatu jetre
normalno uhranjenih pacova dobijeni metodom Western blota. Tretman E2 normalno uhranjenih
muzjaka pacova dovodi do znaajnog povecanja (p<0,01) nivoa GPx proteina u jetri odnosu na

kontrolu.
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Slika 8. Efekat E2 na nivo GPx proteina u jetri normalno uhranjenih mugjaka pacova.
Rezultati odredivanja nivoa GPX proteina su izrazeni u odnosu na CONT. Nivo GPx proteina je
predstavljen kao srednja vrednost £ SEM (n=4), **p<0,01. Umetak — reprezentativni Western blot.
CONT - Kontrola; E2 — Kontrola+Estradiol.
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4.1.1.3 Promene nivoa proteina i aktivnosti enzima CAT pod delovanjem estradiola u jetri
normalno uhranjenih muzjaka pacova

Rezultati odredivanja nivoa CAT proteina (Slika 9A) Western blot metodom pokazuju da je
E2 tretman normalno uhranjenih muzjaka pacova doveo do znaCajnog povecanja nivoa CAT
proteina u jetri (p<0,05) u odnosu na kontrolu. Rezultati dobijeni odredivanjem aktivnosti CAT
enzima (Slika 9B) u lizatu jetre muZzjaka pacova pokazuju da tretman E2 ne dovodi do znac¢ajnih
promena u aktivnosti CAT enzima u poredenju sa kontrolom.
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Slika 9. Efekat E2 na nivo proteina i aktivnost enzima CAT u jetri normalno uhranjenih muZjaka
pacova.
A. Rezultati odredivanja nivoa CAT proteina su izraZeni u odnosu na CONT. Nivo CAT proteina je
predstavljen kao srednja vrednost £ SEM (n=3-4), *p<0,05. Umetak — reprezentativni Western
blot. B. Rezultati odredivanja aktivnosti CAT enzima su izrazeni u U/g. Aktivhost CAT enzima je
predstavljena kao srednja vrednost + SEM (n=3-6). CONT — Kontrola; E2 — Kontrola+Estradiol.
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4.1.1.4 Efekat estradiola na nivo MDA i PCC u jetri normalno uhranjenih muzjaka pacova

Rezultati dobijeni odredivanjem nivoa MDA spektrofotometrijskom metodom (Slika 10)
pokazuju da E2 tretman normalno uhranjenih pacova znacajno smanjuje (p<0,01) nivo MDA u jetri

u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.
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Slika 10. Efekat E2 na nivo MDA u jetri normalno uhranjenih muZjaka pacova.
Rezultati merenja nivoa MDA su izrazZeni u UM. Nivo MDA je predstavljen kao srednja vrednost
+SEM (n=4-6), **p<0,01. CONT — Kontrola; E2 — Kontrola+Estradiol.

Analiza rezultata dobijenih koris¢enjem PCC eseja (Slika 11) pokazuje da tretman E2
normalno uhranjenih pacova ne uti¢e znac¢ajno na nivo PCC u jetri, u odnosu na kontrolu.
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Slika 11. Efekat E2 na nivo PCC u jetri normalno uhranjenih muzjaka pacova.
Rezultati merenja nivoa PCC su izrazeni u nmol/mg proteina. Nivo PCC je predstavljen kao
srednja vrednost £SEM (n=4-6). CONT — Kontrola; E2 — Kontrola+Estradiol.
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4.1.2 Regulacija ekspresije i aktivnosti iINOS u jetri normalno uhranjenih muzjaka pacova
tretiranih estradiolom

U cilju izu¢avanja efekata E2 tretmana na ekspresiju iNOS proteina u jetri kod normalno
uhranjenih muZzjaka pacova, merena je relativna ekspresija gena za iNOS, kao i nivo proteina.
Takode, kao indirektni pokazatelj aktivnosti NOS je odredivana koncentracija NO2/NO3™ u lizatu
jetre E2 tretiranih i kontrolnih, normalno uhranjenih muzjaka pacova.

4.1.2.1 Efekat estradiola na ekspresiju iINOS gena i proteina u jetri normalno uhranjenih
muZjaka pacova

Rezultati dobijeni primenom qRT-PCR metode pokazuju da E2 tretman ne menja zna¢ajno
relativnu ekspresiju gena za iNOS u jetri normalno uhranjenih pacova u odnosu na kontrolu (Slika
12A). Rezultati dobijeni Western blot metodom pokazuju da E2 tretman znacajno Smanjuje
(p<0,01) nivo iNOS proteina u jetri normalno uhranjenih muzjaka pacova, u poredenju sa njihovim
kontrolama (Slika 12B).
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Slika 12. Efekat E2 na ekspresiju iNOS gena i proteina u jetri normalno uhranjenih muzjaka pacova.
A. Rezultati odredivanja nivoa iRNK za iNOS su izraZeni u odnosu na CONT. Nivo iRNK za iNOS
je predstavljen kao srednja vrednost £+ SEM (n=5-6). B. Rezultati odredivanja nivoa INOS
proteina su izrazeni u odnosu na CONT. Nivo iNOS proteina predstavljen je kao srednja vrednost
+ SEM (n=6), **p<0,01. Umetak — reprezentativni Western blot. CONT — Kontrola; E2 —
Kontrola+Estradiol.
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4.1.2.2 Efekat estradiola na koncentraciju NO2/NOs u lizatu jetre normalno uhranjenih
muZjaka pacova

Koncentracija NO2/NOs", krajnjih produkata NO, u lizatu jetre normalno uhranjenih
muzjaka pacova, odredivana je koris¢enjem NO2/NOs3" eseja. Na Slici 13. su prikazani rezultati koji
pokazuju da tretman E2 normalno uhranjenih pacova ne dovodi do znacajnih promena u
koncentraciji NO2/NOgz" u jetri u poredenju sa kontrolom.
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Slika 13. Efekat E2 na koncentraciju NO,/NOs" U jetri normalno uhranjenih muijaka pacova.
Rezultati odredivanja koncentracije NO2INO3™ su izrazeni u uM. Koncentracija NO2/NOs™ je
predstavljena kao srednja vrednost +SEM (n=4). CONT - Kontrola; E2 — Kontrola+Estradiol.

4.1.3 Efekat estradiola na signalne molekule ukljuc¢ene u regulaciju enzima antioksidativnog
sistema zaStite i INOS u jetri normalno uhranjenih muzjaka pacova

Polaze¢i od podataka iz literature koji ukazuju na znacajnu ulogu signalnih molekula u
regulaciji enzima AOS zastite i INOS [265, 336, 348-352], analizirani su efekti E2 na nivo p50 i
p65 subjedinica NFxB, receptora ERa i ERp, kinaze Src, asocijaciju ERa i Src, kinaza RhoA,
ROCK1, ROCK2, aktivnost Rho proteina, aktivaciju fosforilacijom kinaza ERK1/2, AMPKa; |
Akt, i ekspresiju regulatorne mikro RNK, miR-221 u jetri normalno uhranjenih muzjaka pacova.
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4.1.3.1 Efekat estradiola na nivo subjedinica p50 i p65 transkripcionog faktora NFxB u jetri
normalno uhranjenih muzjaka pacova

Rezultati Western blot analize prikazani na Slici 14. pokazuju da E2 tretman ne dovodi do
znaajnih promena u nivou NFkB-p50, kao ni u nivou NFxB-p65 proteina u jetri normalno
uhranjenih pacova, u poredenju sa kontrolom.
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Slika 14. Efekat E2 na nivo p50 i p65 subjedinica transkripcionog faktora NFxB u jetri normalno
uhranjenih muZjaka pacova
A. Rezultati odredivanja nivoa NFxB-p50 proteina su izrazeni u odnosu na CONT. Nivo NFkB-
p50 proteina je predstavljen kao srednja vrednost + SEM (n=6). B. Rezultati odredivanja nivoa
NFxB-p65 proteina su izrazeni u odnosu na CONT. Nivo NFxB-p65 proteina je predstavljen kao
srednja vrednost £ SEM (n=5). Umetak — reprezentativni Western blot. CONT — Kontrola; E2 —
Kontrola+Estradiol.
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4.1.3.2 Efekat estradiola na nivo ERa i ERpB proteina u jetri normalno uhranjenih muZjaka
pacova

Rezultati dobijeni Western blot metodom, prikazani na Slici 15, pokazuju da E2 tretman
znacajno smanjuje (p<0,05) nivo ERa proteina u jetri normalno uhranjenih muzjaka pacova (Slika
15A) u odnosu na kontrolu. Nivo proteina ERP u jetri normalno uhranjenih pacova (Slika 15B) nije
znacajno promenjen nakon E2 tretmana u poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja.
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Slika 15. Efekat E2 na nivo ERa i ERB u jetri normalno uhranjenih muZjaka pacova.
A. Rezultati odredivanja nivoa ERa proteina SU izrazeni u odnosu na CONT. Nivo ERa proteina
je predstavljen kao srednja vrednost + SEM (n=5-6), *p<0,05. B. Rezultati odredivanja nivoa
ERp proteina su izrazeni U odnosu na CONT. Nivo ERp proteina je predstavljen kao srednja
vrednost + SEM (n=5). Umetak — reprezentativni Western blot. CONT — Kontrola; E2 —
Kontrola+Estradiol.
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4.1.3.3 Efekat estradiola na nivo proteina Src i asocijaciju ERa sa Src kinazom u jetri normalno
uhranjenih muZjaka pacova

Rezultati dobijeni analizom nivoa Src proteina (Slika 16A) pokazuju da tretman E2 dovodi
do znacajnog povecanja (p<0,05) nivoa Src proteina u jetri normalno uhranjenih muzjaka pacova u
poredenju sa kontrolom. Na Slici 16B. su prikazani rezultati dobijeni metodom
koimunoprecipitacije, koji pokazuju da E2 tretman znacajno povecava (p<0,05) nivo asocijacije
ERa receptora i Src kinaze u jetri normalno uhranjenih pacova u poredenju sa kontrolnom grupom
pacova.
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Slika 16. Efekat E2 na nivo proteina Src i asocijaciju ERa sa Src kinazom u jetri normalno uhranjenih
muZjaka pacova.
A. Rezultati odredivanja nivoa Src proteina su izrazeni u odnosu na CONT. Nivo Src proteina je
predstavljen kao srednja vrednost + SEM (n=4-6), *p<0,05. B. Rezultati odredivanja nivoa
asocijacije ERa proteina i Src Kinaze su izrazeni u odnosu na CONT. Nivo asocijacije ERo. sa Src
je predstavljen kao srednja vrednost + SEM (n=4), *p<0,05. Umetak — reprezentativni Western
blot. CONT — Kontrola; E2 — Kontrola+Estradiol.
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4.1.3.4 Efekat estradiola na nivo fosforilacije ERK1/2 u jetri normalno uhranjenih muZjaka
pacova

Rezultati prikazani na Slici 17. pokazuju da E2 tretman kod normalno uhranjenih muzjaka
pacova znadajno smanjuje (*p<0,05) nivo fosforilacije ERK1/2 na aminokiselinama Thr2%?/Tyr?% u
jetri, u odnosu na kontrolu.
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Slika 17. Efekat E2 na nivo fosforilacije ERK1/2 u jetri normalno uhranjenih muzjaka pacova
Rezultati odredivanja nivoa fosforilacije ERK1/2 proteina na aminokiselinama Thr?%/Tyr®* su
izrazeni U odnosu na CONT. Odnos nivoa fosforilisane i ukupne forme ERK1/2 je predstavljen
kao srednja vrednost + SEM (n=6-7), *p<0,05. Umetak — reprezentativni Western blot. CONT —
Kontrola; E2 — Kontrola+Estradiol.
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4.1.3.5 Efekat estradiola na nivo fosforilacije a1 subjedinice AMPK u jetri normalno uhranjenih
muZjaka pacova

Rezultati odredivanja nivoa fosforilacije AMPKa1 metodom Western blot, pokazuju da nivo
fosforilacije AMPKo1 nije znacajno promenjen u jetri normalno uhranjenih pacova nakon E2
tretmana u poredenju sa CONT grupom pacova (Slika 18).
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Slika 18. Efekat E2 na nivo fosforilacije a1 subjedinice AMPK u jetri normalno uhranjenih muZjaka
pacova
Rezultati odredivanja nivoa fosforilacije AMPKa, na aminokiselini Thr'“su izrazeni u odnosu na
CONT. Odnos fosforilisane i ukupne forme AMPKa, je predstavljen kao srednja vrednost + SEM
(n=6). Umetak — reprezentativni Western blot. CONT — Kontrola; E2 — Kontrola+Estradiol.
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4.1.3.6 Efekat estradiola nivo fosforilacije Akt u jetri normalno uhranjenih muZjaka pacova

Rezultati Western blot analize pokazuju da E2 tretman normalno uhranjenih pacova dovodi
do znacajnog smanjenja (p<0,001) nivoa fosforilacije Akt na Ser*” u jetri u odnosu na kontrolne
zivotinje (Slika 19A), dok se nivo fosforilacije Akt na Thr3® u jetri normalno uhranjenih pacova
(Slika 19B) ne menja znacajno nakon E2 tretmana u poredenju sa kontrolom.

A B
1.4 1.4 -
= 12 4 = 1.2 A ]
=1 <&
= % 1.0 1 I = % 1.0 1 I
€< 20 s
n:\ g 0.8 4 sksksk 6\‘ g - l
1z j T % 2 0.6
3 2 0.6 T z2
=3 =T o4
= 0.4 1 z 5
ER 2
= 0.2 -3 02 4
0.0 0.0
CONT E2 CONT E2
< B9 —> pAKkt (Ser'’) W s —> AKt (Thr*8)
S — total Akt S — —> total {&kt
sws @ — B-aktin BS & — p-aktin
CONT E2 CONT E2

Slika 19. Efekat E2 na nivo fosforilacije Akt u jetri normalno uhranjenih muZjaka pacova
A. Rezultati odredivanja nivoa fosforilacije Akt enzima na aminokiselini Ser*” su izraZeni u
odnosu na CONT. Odnos fosforilisane i ukupne forme Akt predstavljen je kao srednja vrednost +
SEM (n=7), ***p<0,001. B. Rezultati odredivanja nivoa fosforilacije Akt enzima na
aminokiselini Thr*® su izrazeni u odnosu na CONT. Odnos fosforilisane i ukupne forme Akt je
predstavljen kao srednja vrednost £ SEM (n=4). Umetak — reprezentativni Western blot. CONT —
Kontrola; E2 — Kontrola+Estradiol.

42



REZULTATI

4.1.3.7 Promene u nivou RhoA proteina i aktivnosti ukupnih Rho proteina pod delovanjem

estradiola u jetri normalno uhranjenih muZjaka pacova

Tretman E2 normalno uhranjenih muzjaka pacova (Slika 20A) ne dovodi do znacajnih
promena u nivou RhoA proteina u jetri, u odnosu na kontrolu. Rezultati dobijeni odredivanjem
aktivnosti ukupnih Rho proteina pokazuju da E2 tretman normalno uhranjenih pacova ne dovodi ni
do znacajnih promena u Rho aktivnosti (Slika 20B) u jetri, u poredenju sa kontrolom.
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Efekat E2 na nivo proteina RhoA i aktivnost ukupnih Rho proteina u jetri normalno
uhranjenih muzjaka pacova.
A. Rezultati odredivanja nivoa RhoA proteina su izrazeni u odnosu na CONT. Nivo RhoA
proteina je predstavljen kao srednja vrednost + SEM (n=6). B. Rezultati dobijeni merenjem
aktivnosti ukupnih Rho proteina u jetri su izrazeni u odnosu na CONT. Aktivnost ukupnih Rho
proteina je predstavljena kao srednja vrednost + SEM (n=4). Umetak — reprezentativni Western
blot. CONT — Kontrola; E2 — Kontrola+Estradiol.

43



REZULTATI

4.1.3.8 Efekat estradiola na nivo proteina ROCK1 i ROCK2 u jetri normalno uhranjenih
muZjaka pacova

Rezultati dobijeni merenjem nivoa proteina ROCK1 i ROCK2, pokazuju da se nivo ROCK1
proteina u jetri (Slika 21A) kod normalno uhranjenih muzjaka pacova nakon E2 tretmana, ne menja
znaajno u poredenju sa vrednostima dobijenim u CONT grupi pacova. Medutim, E2 tretman
znaajno povecava (p<0,01) nivo ROCK2 proteina (Slika 21B) u jetri normalno uhranjenih
muzjaka pacova u odnosu na kontrolu.
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Slika 21. Efekat E2 na nivo proteina ROCK1 i ROCK2 u jetri normalno uhranjenih muZjaka pacova.
A. Rezultati odredivanja nivoa ROCK1 proteina su izrazeni u odnosu na CONT. Nivo ROCK1
proteina je predstavljen kao srednja vrednost + SEM (n=6). B. Rezultati odredivanja nivoa
ROCK2 proteina su izrazeni u odnosu na CONT. Nivo ROCK2 proteina je predstavljen kao
srednja vrednost £ SEM (n=5), **p<0,01. Umetak — reprezentativni Western blot. CONT —
Kontrola; E2 — Kontrola+Estradiol.
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4.1.3.9 Promene u ekspresiji miR-221 pod delovanjem estradiola u jetri normalno uhranjenih
muZjaka pacova

Primenom QRT-PCR metode je odredivana relativna ekspresija posttranskripcionog
regulatora miR-221, za koji je pokazano da ima znacajnu ulogu u patogenezi dijabetesa i nastanku
IR u jetri [353, 354]. Rezultati pokazuju da tretman E2 normalno uhranjenih pacova znacajno
smanjuje (p<0,05) relativnu ekspresiju miR-221 u jetri (Slika 22).
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Slika 22. Efekat E2 na ekspresiju miR-221 u jetri normalno uhranjenih muZjaka pacova.
Rezultati odredivanja nivoa ekspresije miR-221 u jetri su izraZeni u odnosu na CONT. Nivo
ekspresije miR-221 je predstavljen kao srednja vrednost + SEM (n=5-7), *p<0,05. CONT —
Kontrola; E2 — Kontrola+Estradiol.
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4.2 Efekat estradiola na nivo enzima antioksidativhog sistema zaStite i iINOS u jetri
gojaznih muzZjaka pacova

4.2.1 Efekat estradiola na nivo enzima antioksidativne zastite i parametre oksidativnog stresa
u jetri gojaznih muzjaka pacova

Kako bi se procenio efekat E2 tretmana na komponente AOS u jetri kod gojaznih muzjaka
pacova, u daljem radu u okviru ove doktorske disertacije je odredivan nivo enzima AOS zastite
(SOD1, SOD2, GPx i CAT), kao i aktivnost CAT u grupi gojaznih i u grupi E2 tretiranih gojaznih
pacova. Osim toga, u cilju odredivanja efekata E2 na nivo OS u jetri gojaznih pacova, analizirani su
markeri peroksidacije lipida (nivo MDA) i oksidativne modifikacije proteina (PCC).

4.2.1.1 Efekat estradiola na nivo SOD1 i SOD2 proteina u jetri gojaznih muZjaka pacova

Rezultati dobijeni Western blot metodom, prikazani na Slici 23, pokazuju da primena HF
ishrane ne dovodi do znacajne promene u nivou SOD1 (Slika 23A) i SOD2 (Slika 23B) enzima u
jetri muzjaka pacova, U poredenju sa nivoima ovih enzima izmerenim kod kontrolnih zivotinja na
standardnoj ishrani. Medutim, kod gojaznih muzjaka pacova, E2 tretman znacajno povecava nivo
SOD1 (p<0,05) proteina (Slika 23A), kao i nivo SOD2 (p<0,01) proteina (Slika 23B) u jetri u
odnosu na netretirane gojazne pacove.
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Slika 23. Efekat E2 na nivo SOD1 i SOD2 proteina u jetri gojaznih muZjaka pacova.
A. Rezultati odredivanja nivoa SOD1 proteina su izrazeni u odnosu na CONT. Nivo SODI je
predstavljen kao srednja vrednost + SEM (n=4-6), *p<0,05. B. Rezultati odredivanja nivoa SOD2
proteina su izrazeni u odnosu na CONT. Nivo SOD?2 je predstavljen kao srednja vrednost £ SEM
(n=3), #p<0,01. Umetak — reprezentativni Western blot. *- u odnosu na HF. CONT — Kontrola;
HF — Gojazni; HF+E2 — Gojazni+Estradiol.
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4.2.1.2 Efekat estradiola na nivo GPx proteina u jetri gojaznih muZjaka pacova

Na Slici 24. su prikazani rezultati dobijeni za nivo GPx proteina u lizatu jetre gojaznih
pacova, dobijeni metodom Western blota. Dobijeni rezultati pokazuju da primena HF ishrane ne
menja znacajno nivo GPx enzima u jetri gojaznih muzjaka pacova u odnosu na kontrolu. Tretman
E2 gojaznih muzjaka pacova dovodi do znacajnog povecanja (p<0,05) nivoa GPx proteina u jetri u
odnosu na netretirane gojazne pacove.
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Slika 24. Efekat E2 na nivo GPx proteina u jetri gojaznih muZjaka pacova.
Rezultati odredivanja nivoa GPx proteina SU izrazeni u odnosu na CONT. Nivo GPx proteina je
predstavljen kao srednja vrednost + SEM (n=4), *p<0,05. Umetak — reprezentativni Western blot.
*- u odnosu na HF. CONT — Kontrola; HF — Gojazni; HF+E2 — Gojazni+Estradiol.

4.2.1.3 Promene nivoa proteina i aktivnosti enzima CAT pod delovanjem estradiola u jetri
gojaznih muZjaka pacova

Rezultati dobijeni za nivo CAT proteina (Slika 25A) Western blot metodom pokazuju
znacajno smanjenje (p<0,001) nivoa CAT u grupi HF pacova u odnosu na CONT grupu. Medutim,
rezultati dobijeni odredivanjem aktivnosti CAT proteina (Slika 25B) pokazuju da HF ishrana ne
dovodi do znacajnih promena u aktivnosti CAT enzima u jetri pacova iz HF grupe u odnosu na
pacove iz CONT grupe. Rezultati dalje pokazuju da je E2 tretman doveo do znacajnog povecanja
nivoa CAT proteina (p<0,05) kao i aktivnosti CAT proteina (p<0,01) u jetri gojaznih muZzjaka
pacova u odnosu na netretirane gojazne muzjake pacova.
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Slika 25. Efekat E2 na nivo proteina i aktivnost enzima CAT u jetri gojaznih muZjaka pacova.
A. Rezultati odredivanja nivoa CAT proteina SU izrazeni u odnosu na CONT. Nivo CAT proteina je
predstavljen kao srednja vrednost =+
reprezentativni Western blot. B. Rezultati odredivanja aktivnosti CAT enzima u jetri su izraZeni u
U/g. Aktivnost CAT enzima je predstavljena kao srednja vrednost = SEM (n=3-6), *p<0,01.
* -y odnosu na CONT; * - u odnosu na HF. CONT — Kontrola; HF — Gojazni; HF+E2 —

Gojazni+Estradiol.

4.2.1.4 Efekat estradiola na nivo MDA i PCC u jetri gojaznih muZjaka pacova

SEM (n=3-4), ***p<0,001, p<0,05. Umetak —

Rezultati spektrofotometrijskog merenja nivoa MDA (Slika 26) pokazuju da se nivo MDA
znacajno smanjuje (p<0,01) kod Zivotinja koje su bile na HF ishrani u odnosu na jedinke iz CONT
grupe. Tretman E2 gojaznih pacova znacajno smanjuje (p<0,05) nivo MDA u jetri, u odnosu na
netretirane gojazne pacove.
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Slika 26. Efekat E2 na nivo MDA u jetri gojaznih muZjaka pacova.
Rezultati merenja nivoa MDA u jetri su izrazeni u uM. Nivo MDA je predstavijen kao srednja
vrednost + SEM (n=4-6), **p<0,01; *p<0,05. * - u odnosu na CONT; *- u odnosu na HF. CONT —

Kontrola; HF — Gojazni; HF+E2 — Gojazni+Estradiol.

Analiza rezultata dobijenih koris¢enjem PCC eseja (Slika 27) pokazuje da HF ishrana ne
menja znacajno nivo PCC u jetri gojaznih pacova u odnosu na kontrolne zivotinje na standardnoj
ishrani. Tretman E2 kod gojaznih pacova (HF+E2 grupa) dovodi do znac¢ajnog smanjenja (p<0,05)
nivoa PCC u odnosu na netretirane gojazne pacove.

2.50 -
T I #
oD L
= 2.00 -
=
g _
) i
g8
U
O £ 100 -
& A
[=]
2 0.50 -
z
0.00 : :
CONT HF HF+E2

Slika 27. Efekat E2 na nivo PCC u jetri gojaznih muZgjaka pacova.
Rezultati merenja nivoa PCC u jetri gojaznih muzjaka pacova SU izraZeni u nmol/mg proteina.

Nivo PCC je predstavljen kao srednja vrednost + SEM (n=4-6), “p<0,05. * - u odnosu na HF.
CONT - Kontrola; HF — Gojazni; HF+E2 — Gojazni+Estradiol.
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4.2.2 Regulacija ekspresije i aktivnosti iNOS u jetri gojaznih muZjaka pacova tretiranih
estradiolom

Da bi se ustanovio efekat E2 tretmana na ekspresiju iNOS, u jetri kod gojaznih muzjaka
pacova, merena je relativna ekspresija gena za iNOS i nivo iNOS proteina, kao i koncentracija NO2
INO3".

4.2.2.1 Efekat estradiola na ekspresiju iNOS gena i proteina u jetri gojaznih muzjaka pacova

Rezultati prethodnih istrazivanja nase grupe pokazuju da je relativna ekspresija gena za iNOS
povecana, dok je nivo iNOS proteina smanjen u jetri gojaznih muZzjaka pacova izlaganih HF ishrani,
u odnosu na kontrolne zivotinje na standardnoj ishrani [355].

Rezultati dobijeni primenom gRT-PCR metode u ovoj disertaciji pokazuju da E2 tretman
gojaznih pacova znacajno smanjuje (p<0,05) ekspresiju gena za iNOS u jetri, u poredenju sa E2
netretiranim gojaznim pacovima (Slika 28A). Osim toga, i rezultati Western blot metode pokazuju
da E2 tretman gojaznih muzjaka pacova znacajno smanjuje (p<0,01) nivo iNOS proteina u jetri
(Slika 28B), u poredenju sa netretiranim gojaznim pacovima.
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Slika 28. Efekat E2 na ekspresiju iNOS gena i proteina u jetri gojaznih muZgjaka pacova.
A. Rezultati odredivanja nivoa iRNK za iNOS s\ izrazeni u odnosu na CONT. Nivo iRNK za iNOS
je predstavljen kao srednja vrednost + SEM (n=4-5), *p<0,05. B. Rezultati odredivanja nivoa
iNOS proteina su izrazeni u odnosu na CONT. Nivo iNOS proteina predstavijen je kao srednja
vrednost + SEM (n=6), #p<0,01. Umetak — reprezentativni Western blot. HF — Gojazni; HF+E2 —
Gojazni+Estradiol.
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4.2.2.2 Efekat estradiola na koncentraciju NO2/NOs™ u lizatu jetre gojaznih muZjaka pacova

Rezultati dobijeni odredivanjem koncentracije NO2/NOs™ u lizatu jetre gojaznih muzjaka
pacova (Slika 29) pokazuju da primena HF ishrane ne uti¢e zna¢ajno na koncentraciju NO2/NOz™ u
jetri. Tretman E2 gojaznih pacova znacajno povecava (p<0,01) koncentraciju NO2/NOs u
poredenju sa vrednostima izmerenim u jetri HF grupe zivotinja.
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Slika 29. Efekat E2 na koncentraciju NO,/NOs™ u jetri gojaznih muzjaka pacova.
Rezultati odredivanja koncentracije NO2INO3™ U jetri su izrazeni u uM. Koncentracija NO2/NO3z

je predstavljena kao srednja vrednost + SEM (n=4), *p<0,01. *- u odnosu na HF.
CONT - Kontrola; HF — Gojazni; HF+E2 — Gojazni+Estradiol.

4.2.3 Efekat estradiola na signalne molekule ukljucene u regulaciju enzima antioksidativnog
sistema zaStite i INOS u jetri gojaznih muzjaka pacova

U cilju izucavanja efekata E2 tretmana na signalne molekule ukljuene u regulaciju
aktivnosti enzima AOS zaStite 1 iINOS u jetri gojaznih muzjaka pacova, u narednim eksperimentima
su izuCavani efekti E2 na nivo p50 i p65 subjedinica NFkB, receptora ERa 1 ERP, kinaze Src,
asocijaciju ERa i Src, kinaza RhoA, ROCK1, ROCK2, aktivnost Rho proteina, aktivaciju
fosforilacijom kinaza ERK1/2, AMPKay i Akt, i ekspresiju miR-221 u jetri gojaznih muzjaka
pacova.
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4.2.3.1 Efekat estradiola na nivo subjedinica p50 i p65 transkripcionog faktora NFxB u jetri
gojaznih muZjaka pacova

Rezultati Western blot analize prikazani na Slici 30A. pokazuju da HF ishrana, kao ni
tretman E2 kod gojaznih pacova, ne dovode do promena u nivou NF«xB-p50 proteina.

Prethodna istrazivanja nase grupe pokazuju da se nivo p65 subjedinice NFxB ne menja u jetri
gojaznih muzjaka pacova u poredenju sa kontrolama [356]. Rezultati ove disertacije pokazuju da E2
tretman gojaznih pacova (Slika 30B) dovodi do zna¢ajnog smanjenja (p<0,05) nivoa NFxB-p65
proteina u jetri u odnosu na vrednosti izmerene kod netretiranih gojaznih pacova.
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Slika 30. Efekat E2 na nivo p50 i p65 subjedinica transkripcionog faktora NFxB u jetri gojaznih

muZjaka pacova

A. Rezultati odredivanja nivoa NFkB-p50 proteina su izrazeni u odnosu na CONT. Nivo NFkB-
p50 proteina je predstavljen kao srednja vrednost £ SEM (n=6). B. Rezultati odredivanja nivoa
NFxB-p65 proteina su izraZeni u odnosu na CONT. Nivo NFxB-p65 proteina je predstavljen kao
srednja vrednost = SEM (n=3-5), “p<0,05. Umetak — reprezentativni Western blot. CONT —

Kontrola; HF — Gojazni; HF+E2 — Gojazni+Estradiol.
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4.2.3.2 Efekat estradiola na nivo ERa i ERp proteina u jetri gojaznih muZjaka pacova

Ranije objavljeni rezultati istrazivanja nase grupe pokazuju da HF ishrana smanjuje nivo ERa.
proteina, dok je nivo ERJ proteina nepromenjen u jetri gojaznih muzjaka pacova u poredenju sa
kontrolama [357]. Rezultati dobijeni Western blot metodom u ovoj disertaciji, koji su prikazani na
Slici 31A, pokazuju da E2 tretman gojaznih muzjaka pacova zna¢ajno smanjuje (p<0,05) nivo ERa
proteina u jetri, u odnosu na nivo ovog receptora kod gojaznih netretiranih pacova. Nivo proteina
ERp u jetri gojaznih pacova nakon tretmana E2 (Slika 31B) nije znacajno promenjen u poredenju sa
HF grupom pacova.
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Slika 31. Efekat E2 na nivo ERa i ERp u jetri gojaznih muZjaka pacova.
A. Rezultati odredivanja nivoa ERo. proteina SU izraZeni u odnosu na CONT. Nivo ERa proteina je
predstavljen kao srednja vrednost +SEM (n=3), *p<0,05. B. Rezultati odredivanja nivoa ERf
proteina su izrazeni u odnosu na CONT. Nivo ERf proteina je predstavijen kao srednja vrednost +
SEM (n=5). Umetak — reprezentativni Western blot. HF — Gojazni; HF+E2 — Gojazni+Estradiol.

53



REZULTATI

4.2.3.3 Efekat estradiola na nivo proteina Src i asocijaciju ERa sa Src kinazom u jetri gojaznih
muZjaka pacova

Rezultati dobijeni analizom nivoa Src proteina (Slika 32A) pokazuju da u HF grupi pacova
dolazi do znacajnog smanjenja (p<0,01) nivoa Src proteina u jetri u odnosu na CONT grupu.
Tretman E2 gojaznih muzjaka pacova dovodi do znacajnog povecanja (p<0,05) nivoa Src proteina u
jetri u poredenju sa netretiranim gojaznim pacovima. Na Slici 32B. su prikazani rezultati dobijeni
metodom koimunoprecipitacije, koji pokazuju da u jetri gojaznih pacova (HF grupa) dolazi do
znaajnog povecanja (p<0,05) nivoa ERo/Src asocijacije u odnosu na CONT grupu pacova.
Medutim, tretman E2 kod gojaznih pacova znacajno smanjuje (p<0,05) nivo ERa/Src asocijacije u
jetri u odnosu na netretirane gojazne pacove.
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Slika 32. Efekat E2 na nivo proteina Src i asocijaciju ERa sa Src kinazom u jetri gojaznih muZjaka
pacova.
A. Rezultati odredivanja nivoa Src proteina Su izrazeni u odnosu na CONT. Nivo Src proteina je
predstavljen kao srednja vrednost + SEM (n=4-6), *p<0,05; **p<0,01. B. Rezultati odredivanja
nivoa asocijacije ERa proteina i Src kinaze Su izrazeni u odnosu na CONT. Nivo asocijacije
ERa/Src je predstavljena kao srednja vrednost + SEM (n=4), **p<0,05. Umetak — reprezentativni
Western blot. * - u odnosu na CONT; * - u odnosu na HF. CONT — Kontrola; HF — Gojazni;
HF+E2 — Gojazni+Estradiol.
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4.2.3.4 Efekat estradiola na nivo fosforilacije ERK1/2 u jetri gojaznih muZjaka pacova

Prethodno objavljeni rezultati nase grupe pokazuju da HF ishrana smanjuje nivo
fosforilacije ERK1/2 u jetri gojaznih muzjaka pacova u odnosu na kontrolu [357]. Rezultati ove
doktorske disertacije, dobijeni Western blot metodom, pokazuju da E2 tretman gojaznih muzjaka
pacova znafajno smanjuje (*#p<0,001) nivo fosforilacije ERK1/2 u jetri u poredenju sa
vrednostima dobijenim kod netretiranih gojaznih pacova (Slika 33).
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Slika 33. Efekat E2 na nivo fosforilacije ERK1/2 u jetri gojaznih muZjaka pacova
Rezultati odredivanja nivoa fosforilacije ERK1/2 proteina na aminokiselinama Thr2®[Tyr®* sy
izrazeni u odnosu na CONT. Odnos nivoa fosforilisane i ukupne forme ERK1/2 je predstavijen kao
srednja vrednost + SEM (n=6-7), *#p<0,001. Umetak — reprezentativni Western blot. HF —
Gojazni; HF+E2 — Gojazni+Estradiol.
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4.2.3.5 Efekat estradiola na nivo fosforilacije a1 subjedinice AMPK u jetri gojaznih muZjaka

pacova

Ranije objavljeni rezultati nase grupe pokazuju da kod gojaznih muzjaka pacova dolazi do
smanjenja u nivou aktivacije fosforilacijom AMPKai1 u odnosu na kontrolu [357]. Rezultati
odredivanja nivoa fosforilacije AMPKa1 u ovoj disertaciji pokazuju da je nivo fosforilacije
AMPKa; znacajno poveéan (p<0,05) u jetri HF+E2 grupe pacova u odnosu na HF grupu (Slika 34).
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Slika 34. Efekat E2 na nivo fosforilacije a: subjedinice AMPK u jetri gojaznih muZjaka pacova
SU izrazeni u odnosu na
CONT. Odnos fosforilisane i ukupne forme AMPKaa je predstavljen kao srednja vrednost £SEM
(n=6), "p<0,05. Umetak — reprezentativni Western blot. HF — Gojazni; HF+E2

Rezultati odredivanja nivoa fosforilacije AMPKoa na aminokiselini Thr

Gojazni+Estradiol.
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4.2.3.6 Efekat estradiola nivo fosforilacije Akt u jetri gojaznih muZjaka pacova

Prethodni objavljeni rezultati su pokazali da HF ishrana smanjuje nivo fosforilacije Akt,
kako na Ser*’3, tako i na Thri%, u jetri gojaznih muZjaka pacova [356]. Rezultati Western blot
analize dobijeni u ovoj disertaciji pokazuju da E2 tretman gojaznih pacova (Slika 35A) ne dovodi
do znacajnih promena u nivou fosforilacije Akt na Ser*”, dok se nivo fosforilacije Akt na Thr3® y
jetri gojaznih pacova (Slika 35B) zna¢ajno smanjuje (p<0,05) nakon E2 tretmana u poredenju sa E2
netretiranim gojaznim pacovima.
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Slika 35. Efekat E2 na nivo fosforilacije Akt u jetri gojaznih muZjaka pacova

A. Rezultati odredivanja nivoa fosforilacije Akt enzima na aminokiselini Ser

A su izraeni u

odnosu na CONT. Odnos fosforilisane i ukupne forme Akt predstavljen je kao srednja vrednost
SEM (n=4-5). B. Rezultati odredivanja nivoa fosforilacije Akt enzima na aminokiselini Thr*® su
izrazeni u odnosu na CONT. Odnos fosforilisane i ukupne forme Akt je predstavljen kao srednja
vrednost + SEM (n=3), *p<0,05. Umetak — reprezentativni Western blot. HF — Gojazni; HF+E2 —

Gojazni+Estradiol.
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4.2.3.7 Promene u nivou RhoA proteina i aktivnosti ukupnih Rho proteina pod delovanjem
estradiola u jetri gojaznih muZjaka pacova

Ranije objavljeni rezultati naSe grupe na muZzjacima pacova pokazuju da u jetri gojaznih
pacova nema promena u nivou RhoA proteina, ali da se povecava aktivnost ukupnih Rho proteina
(sposobnost Rho proteina da se vezu za Rho-vezujuc¢i domen rotekina) u poredenju sa kontrolnim
pacovima [357]. Rezultati prikazani na Slici 36, pokazuju da kod gojaznih pacova tretman E2
znacajno smanjuje nivo RhoA (p<0,01) proteina (Slika 36A), kao i aktivnost ukupnih Rho (p<0,05)
proteina (Slika 36B) u jetri, u poredenju sa vrednostima zabelezenim kod netretiranih gojaznih

pacova.

>

1.6 1
1.4 A

1.0

Nivo RhoA proteina
(u odnosu na CONT)

0.0

Slika 36.

1.2 A

0.8 A
0.6
0.4 4
0.2 1

B
1.6 1
= [
'E E 1.4 4 l
sy S5 127 #
£ g- O 10
[}
é g 0.8 -
Z & 0.6
(=1
E '§ 0.4 -
Z 2 02
=
0.0
HF HF+E2 HF HF+E2
i s —» DhoA conaer » Aktivni
WP e — [-aktin AF e Kho
HF HF+E2

Efekat E2 na nivo proteina RhoA i aktivnost ukupnih Rho proteina u jetri gojaznih muijaka
pacova.

A. Rezultati odredivanja nivoa RhoA proteina u jetri gojaznih muzjaka pacova SU izrazeni u
odnosu na CONT. Nivo RhoA proteina je predstavljen kao srednja vrednost + SEM (n=5),
"5<0,01. Umetak — reprezentativni Western blot. B. Rezultati dobijeni merenjem aktivnosti
ukupnih Rho proteina u jetri su izrazeni u odnosu na CONT. Aktivnost ukupnih Rho proteina je
predstavljena kao srednja vrednost +SEM (n=4), *p<0,05. Umetak — reprezentativni Western blot
za aktivnost. HF — Gojazni; HF+E2 — Gojazni+Estradiol.
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4.2.3.8 Efekat estradiola na nivo proteina ROCKI i ROCK?2 u jetri gojaznih muZjaka pacova

Prethodno objavljeni rezultati nase grupe pokazuju da HF ishrana smanjuje nivo kako
ROCK1, tako i ROCK2 proteina, u jetri gojaznih muzjaka pacova u poredenju sa kontrolnim
normalno uhranjenim pacovima [357]. Rezultati dobijeni merenjem nivoa proteina ROCKL1 i
ROCK2 u lizatu jetre pacova u ovoj disertaciji, pokazuju da se nivo ROCK1 proteina kod gojaznih
(Slika 37A) muzjaka pacova nakon E2 tretmana ne menja znacajno u odnosu na netretirane gojazne
pacove. Medutim, E2 tretman gojaznih muZzjaka pacova znacajno povecava (p<0,05) nivo ROCK2
proteina u jetri u poredenju sa HF grupom pacova (Slika 37B).
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Slika 37. Efekat E2 na nivo proteina ROCK1 i ROCK2 u jetri gojaznih muZjaka pacova.
A. Rezultati odredivanja nivoa ROCKI proteina SU izraZeni u odnosu na CONT. Nivo ROCK1
proteina je predstavljen kao srednja vrednost £+ SEM (n=5-6). B. Rezultati odredivanja nivoa
ROCK2 proteina su izrazeni u odnosu na CONT. Nivo ROCK?2 proteina je predstavijen kao
srednja vrednost + SEM (n=3-5), “p<0,05. Umetak — reprezentativni Western blot. HF — Gojazni;

HF+E2 — Gojazni+Estradiol.
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4.2.3.9 Promene u ekspresiji miR-221 pod delovanjem estradiola u jetri gojaznih muZjaka pacova

Primenom QRT-PCR metode je odredivana relativna ekspresija posttranskripcionog
regulatora miR-221, a dobijeni rezultati pokazuju da u HF grupi pacova ne dolazi do znacajne
promene u relativnoj ekspresiji miR-221 u jetri u odnosu na kontrolu (Slika 38). Tretman E2
gojaznih muzjaka pacova dovodi do znacajnog povecéanja (p<0,05) relativne ekspresije miR-221 u
jetri u poredenju sa HF grupom pacova.
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Slika 38. Efekat E2 na ekspresiju miR-221 u jetri gojaznih muZijaka pacova.
Rezultati odredivanja nivoa ekspresije miR-221 sU izrazeni u odnosu na CONT. Nivo ekspresije
miR-221 je predstavljen kao srednja vrednost + SEM (n=5-7), *p<0,05.
*- u odnosu na HF. CONT — Kontrola; HF — Gojazni; HF+E2 — Gojazni+Estradiol.
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5. DISKUSIJA

U ovoj doktorskoj disertaciji su prikazani rezultati dobijeni izuCavanjem efekata E2 na
regulaciju aktivnosti enzima AOS zastite i enzima iNOS u jetri normalno uhranjenih i gojaznih
muzjaka pacova. Osnovna hipoteza istrazivanja je bila da je E2 uklju¢en u regulaciju aktivnosti
enzima AOS zastite 1 iINOS u jetri muzjaka pacova, molekulskim mehanizmom koji ukljucuje
vezivanje E2 za ERa i/ili ERp i aktivaciju signalnih molekula Src, ERK1/2, AMPK, Akt, RhoA,
ROCK i transkripcionog faktora NFxB, kao i posttranskripcionog regulatora miR-221.
Pretpostavljeno je da u patofizioloskim stanjima, kao Sto su stanje gojaznosti zdruzeno sa IR,
nastalim usled primene HF ishrane, dolazi do poremecaja u molekulskom mehanizmu delovanja E2
zbog promena u ekspresiji i aktivnosti signalnih molekula, a posledi¢no i do poremecaja u regulaciji
ekspresije enzima AOS zastite i iNOS u jetri muzjaka pacova. Izmenjeni metabolizam lipida i
glukoze prisutan u gojaznosti, remeti metabolicke procese u jetri, ¢ime doprinosi nastanku IR, Sto
ga ubraja u glavne faktore rizika za razvoj bolesti jetre, kao $to je NAFLD. Kao posledica
gojaznosti i aktivacije urodenog imunskog odgovora dolazi do nakupljanja lipida u jetri, a
vremenom i do njene hipertrofije [358], §to je praceno poveéanom proizvodnjom ROS/RNS i
nastankom OS [359, 360]. Smanjivanje koli¢ine i aktivnosti enzima AOS zastite, kao $to su SOD,
CAT i GPx, poveéava podloznost tkiva oksidativnim oSteCenjima u gojaznosti [200]. Citokini
inflamacije, hiperglikemija i OS u jetri dodatno dovode do poveéane ekspresije iNOS i sinteze NO

[3].

Literaturni podaci pokazuju da bioloski najpotentnija forma estrogena, E2, poseduje
antioksidativna i antiinflamacijska svojstva [12, 361-363]. Ranije objavljeni rezultati istrazivanja
naSe grupe pokazuju da davanje E2 gojaznim muzjacima pacova smanjuje hipertrofiju srcanog
misSi¢a uzrokovanu gojaznos$cu, i ispoljava antizapaljenske i antiaterogene efekte, ¢ime ostvaruje
kardioprotektivno dejstvo [364]. Estradiol u srcu istih pacova, u stanju gojaznosti udruzene sa IR,
dovodi i do povecanja ekspresije i aktivnosti Na+/K+-ATPaze [365], smanjenja ekspresije gena za
INOS, kao i nivoa iNOS proteina [366]. Podaci iz literature pokazuju da E2 sprecava razvoj masne
jetre 1 IR u jetri kod muzjaka pacova, odrzavaju¢i homeostazu masti i glukoze, dok nedostatak E2
doprinosi razvoju steatoze i progresiji hroni¢nih bolesti jetre [367, 368]. Medutim, literaturni podaci
koji se odnose na in vivo efekte E2 na regulaciju ekspresije i aktivnosti enzima AOS zastite i iNOS
u jetri u stanju gojaznosti su ograniceni i nedovoljno dokumentovani. Takode, ne postoje literaturni
podaci koji povezuju efekte koje E2 ostvaruje na enzime AOS zastite 1 iINOS sa promenama u
regulaciji ER i signalnih molekula NFxB, Src, ERK1/2, AMPK, Akt, RhoA, ROCK1/2, kao i
posttranskripcionog regulatora miR-221 u jetri u stanju gojaznosti.

Kako bi se izbegao uticaj cirkadijalnih oscilacija nivoa E2 tokom estrusnog ciklusa Zenki, za
eksperimente u okviru ove doktorske disertacije su koris¢eni muzjaci Wistar pacova. Osim toga,
bilateralna ovarijektomija kojom se Zenkama pacova operativno uklanjaju oba jajnika i neutraliSu
efekti endogenog E2, posledi¢no vodi do razvoja IR, gojaznosti i inflamacije, koji bi ometali
interpretaciju potencijalnih efekata HF ishrane [152, 369-371]. Doza primenjenog E2 je izabrana na
osnovu ranijih eksperimenata i objavljenih rezultata nasSe grupe [337, 364-366, 372], kao i
literaturnih podataka [373-375]. U cilju razvijanja odgovarajuceg zivotinjskog modela gojaznosti,
muzjaci Wistar pacova su hranjeni standardnom laboratorijskom hranom za pacove, oboga¢enom sa
42% masti (HF ishrana), tokom 10 nedelja. Ovakav eksperimentalni model gojaznosti je odabran na
osnovu literaturnih podataka koji pokazuju da HF ishrana dovodi do razvoja gojaznosti udruzene sa
IR [376-378], kao i do strukturnih i funkcijskih poremecaja jetre [358]. Prethodno objavljeni
rezultati naSe grupe na Zivotinjama ispitivanim u ovoj doktorskoj disertaciji pokazuju da HF ishrana
kod muzjaka pacova dovodi do poveéanja mase tela, kao i razvoja IR, sto je zaklju¢eno na osnovu
povecéanih vrednosti koncentracija insulina, glukoze, holesterola i Tg u serumu, kao i HOMA- i
HOMA-IR indeksa, koji ukazuju na smanjenje osetljivosti srca i jetre, na insulin [364, 365].
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Takode, objavljeni rezultati nase grupe pokazuju da HF ishrana dovodi do povecanja mase jetre i
koncentracije holesterola i glukoze u jetri kod muzjaka pacova [356].

Prvi eksperimenti u okviru ove disertacije bili su usmereni na izu¢avanje in vivo efekata E2
na enzime AOS zaStite u jetri kod normalno uhranjenih pacova (fizioloski uslovi), a zatim i kod
gojaznih pacova (patofizioloski uslovi). Merenjem nivoa SOD1, SOD2, GPx i CAT proteina
Western blot metodom, kao i aktivnosti CAT enzima, u jetri svih grupa pacova, ispitivan je in vivo
efekat E2 na nivoe enzima AOS zastite kod normalno uhranjenih i gojaznih pacova.

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije idu u prilog postavljenoj hipotezi da E2
tretman znacajno povecéava nivo proteina SOD1 (Slika 7A 1 23A), GPx (Slika 8 i 24) i CAT (Slika
9A i 25A) u jetri normalno uhranjenih i gojaznih pacova. Nivo SOD2 proteina (Slika 7B) kao i
aktivnost enzima CAT (Slika 9B), nakon E2 tretmana u jetri normalno uhranjenih pacova su takode
povecane, ali bez znacajnosti. Medutim, u jetri gojaznih pacova tretiranih E2, nivo SOD2 proteina
(Slika 23B), kao i aktivnost enzima CAT (Slika 25B) su znacajno povecéane. Neocekivano, u jetri
HF grupe pacova, nivoi enzima SOD1 (Slika 23A), SOD2 (Slika 23B) i GPx (Slika 24) su
nepromenjeni u odnosu na kontrolu. Takode, izostala je i znacajna promena u aktivnosti CAT
enzima (Slika 25B), uprkos znac¢ajno smanjenom novou CAT proteina u jetri gojaznih pacova u
poredenju sa kontrolnom grupom (Slika 25A).

Izostanak promena u aktivnosti enzima AOS zastite usled gojaznosti, najverovatnije potic¢e
od duZine trajanja eksperimenta. U studijama koje su objavili Xia sa saradnicima [379], kao i
Albrahim sa saradnicima [380], pokazano je da aktivnost CAT znacajno opada nakon 12 nedelja
primene HF ishrane. Pretpostavljeno je da duze izlaganje Zivotinja HF ishrani vodi smanjenju
aktivnosti enzima AOS zaStite, Sto se moze dovesti u vezu sa smanjivanjem celijskih zaliha
pomenutih enzima u reakcijama neutralizacije povecanih nivoa ROS Kkoji prate tok razvoja
gojaznosti. Medutim, sli¢no nasim rezultatima, u studiji Noemana sa saradnicima [381] nije uo¢ena
znacajna promena aktivnosti CAT enzima u tkivu jetre pacova izlaganih HF ishrani, ¢ak ni nakon
16 nedelja trajanja eksperimenta. Takode, u studiji Gasparinija sa saradnicima [382], proteinska
ekspresija SOD1, SOD2, GPx i CAT je ostala nepromenjena u grupi gojaznih pacova u odnosu na
kontrolu posle 20 nedelja primene HF ishrane. Neslaganja u dobijenim rezultatima pomenutih
studija najverovatnije poti¢u ne samo od razlika u trajanju postavljenog eksperimenta, ve¢ 1 od
drugih faktora, kao §to su: sojevi koriS¢enih eksperimentalnih Zzivotinja, sastav primenjene
laboratorijske hrane i stepen gojaznosti postignut u eksperimentu. Znacajno smanjeni nivo
proteinske ekspresije CAT enzima (Slika 25A) predstavljen u ovoj disertaciji ukazuje na smanjeni
antioksidativni kapacitet tkiva jetre pacova zbog primene HF ishrane i gojaznosti. Rezultati,
dobijeni nakon E2 tretmana gojaznih pacova (HF+E2 grupa), podrzavaju postavljenu hipotezu da
E2 znacajno povecava ekspresiju enzima AOS zaStite U stanju gojaznosti i pokazuju da E2 tretman
kod gojaznih pacova dovodi do povecanja nivoa svih ispitivanih proteina u jetri: SOD1 (Slika
23A), SOD2 (Slika 23B), GPx (Slika 24) i CAT (Slika 25A). Osim toga, dobijeni rezultati
pokazuju i da je aktivnost CAT enzima u jetri E2 tretiranih gojaznih pacova znacajno povecana
(Slika 25B). Rezultati studija drugih autora koji su ispitivali efekte E2 na enzime AOS zastite u jetri
su razli¢iti. Rezultati studije Ozgonula sa saradnicima [383] pokazuju da E2 nije ostvario efekte na
aktivnost SOD, dok je aktivnost CAT bila znacajno povecana u jetri ovarijektomisanih pacova,
nakon primenjenog E2, u poredenju sa odgovaraju¢im kontrolama. U studiji Hamdena sa
saradnicima [384] je pokazano da E2 tretman (u trajanju od Sest meseci) znacajno povecava
aktivnosti enzima SOD i CAT u jetri starih pacova kod kojih je nivo OS povecan. Interesantno je
pomenuti istrazivanja grupe Sobocanec sa saradnicima [385] u kojima su analizirani ekspresija i
aktivnost SOD i CAT enzima u jetri muZzjaka miSeva u fizioloskim uslovima. Rezultati pomenute
istrazivacke grupe pokazuju da dugotrajan E2 tretman ne dovodi do promene u ekspresiji SOD1
proteina, ali uti¢e na povecanje nivoa SOD2 proteina. Ista grupa autora je pokazala da E2 tretman
znacajno smanjuje i ekspresiju i aktivnost CAT u jetri muzjaka miSeva [385]. Sli¢nosti i razlike u
rezultatima koji se odnose na ekspresiju i aktivnost navedenih enzima AOS zastite u literaturi sa
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nasim rezultatima mogu se dovesti u vezu sa razli¢itim sojevima i tipovima koris¢enih zivotinjskih
modela, kao i nacina primene egzogenog E2 i trajanja E2 tretmana.

U daljem radu su izu¢avani biomarkeri OS, radi boljeg razumevanja antioksidativnih efekata
E2 u jetri pacova. Analizirani su nivoi MDA kao biomarkera lipidne peroksidacije [386] i PCC kao
biomarkera stepena oksidativnih oStecenja proteina [387]. U skladu sa postavljenom hipotezom,
dobijeni rezultati pokazuju da E2 tretman dovodi do zna¢ajnog smanjenja nivoa MDA (Slika 10) u
jetri normalno uhranjenih pacova (E2 grupa), sto ukazuje da E2 ostvaruje svoj antioksidativni efekat
u fizioloskim uslovima. Medutim, nivo PCC u jetri istih zivotinja je nepromenjen nakon E2
tretmana (Slika 11). Rezultati drugih autora o delovanju E2 na biomarkere OS su opre¢ni. Rezultati
studije Sobocaneca sa saradnicima [385] pokazuju da E2 tretman ne dovodi do promena u nivou
MDA kod muzjaka miSeva u fizioloSkim uslovima, dok rezultati Ozgonula sa saradnicima [383]
pokazuju nepromenjen nivo MDA u jetri ovarijektomisanih Zenki pacova nakon E2 tretmana.
Vecina literaturnih podataka pokazuje da se nivoi MDA i PCC povecavaju u tkivima zivotinja na
HF ishrani, Sto ukazuje na postojanje OS u stanju gojaznosti [380-382]. Medutim, rezultati ove
disertacije pokazuju znacajno snizen nivo MDA (Slika 26), dok nivo PCC nije znac¢ajno promenjen
(Slika 27) u jetri HF grupe pacova u poredenju sa CONT grupom. Moguée objasnjenje razlika
izmedu na$ih rezultata i navedenih studija jeste u statisticki nepromenjenom nivou vecine
ispitivanih enzima AOS zastite, kao i nepromenjenoj aktivnosti CAT Kkoji obezbeduju
zadovoljavajuci kapacitet AOS zastite za uklanjanje ROS i spreavaju nagomilavanje analiziranih
molekulskih produkata OS. Sa druge strane, rezultati dobijeni nakon E2 tretmana gojaznih pacova
pokazuju znacajno smanjenje kako nivoa MDA (Slika 26), tako i nivoa PCC (Slika 27) u jetri, u
poredenju sa HF grupom pacova, Sto ukazuje da E2 ostvaruje svoj antioksidativni efekat u
patofizioloSkom stanju gojaznosti. Sli¢no rezultatima ove disertacije, rezultati Hamdena sa
saradnicima [384] pokazuju da E2 tretman smanjuje nivo biomarkera lipidne peroksidacije TBARS
(engl. thiobarbituric acid reactive substances) u jetri pacova u patofizioloskim uslovima starenja.
Takode, pokazano je da E2 tretman epitelnih ¢elija tankog creva u kulturi, zna¢ajno smanjuje nivo
PCC nakon izlaganja ¢elija H202, koji je doveo do oksidativnih oSte¢enja mukoznog sloja [388].
Kontradiktornost u rezultatima iz literature, koji se odnose na efekte E2 na nivo MDA i PCC je
moguce objasniti poreklom ispitivanog tkiva, zatim razli¢itim dozama, na¢inom aplikacije, kao i
trajanjem E2 tretmana. Zbog kontroverzi u navedenim rezultatima, neophodna su dalja izucavanja
kako bi se precizno odredila uloga E2 u regulaciji biomarkera OS.

Polaze¢i od postavljenih ciljeva ove doktorske disertacije, u daljem radu je izuc¢avan in vivo
efekat E2 na regulaciju enzima iNOS u jetri kod normalno uhranjenih i gojaznih pacova. Azot-
monoksid ostvaruje znacajne efekte u regulaciji brojnih fiziolokih procesa, a objavljeni rezultati
nase grupe, kao i rezultati drugih autora pokazuju da E2 stimulise in vitro [389, 390] i in vivo [327,
366] sintezu NO. U stanju gojaznosti, NO ostvaruje ulogu u regulaciji energetskog metabolizma i
osetljivosti na insulin [391-394], a vazan molekulski posrednik Kkoji povezuje poremecaje
metabolizma sa inflamacijom u jetri jeste enzim iNOS [319]. U uslovima OS, kada je ekspresija i
regulacija enzima AOS zaStite oslabljena, aktivacija iNOS vodi povecanoj proizvodnji NO koji
interaguje sa O2" i formira ONOQO', izuzetno reaktivne slobodne radikale koji narusavaju celijski
integritet i doprinose razvoju poremecaja pracenih inflamacijom [395]. Stoga, u daljim
eksperimentima u okviru ove doktorske disertacije je ispitivan in vivo efekat E2 na gensku i
proteinsku ekspresiju INOS enzima i na koncentraciju NO2/NOsu lizatu jetre normalno uhranjenih
1 gojaznih muZjaka pacova.

Dobijeni rezultati pokazuju da E2 tretman normalno uhranjenih pacova (E2 grupa) ne
dovodi do znacajnih promena u ekspresiji gena za iNOS (Slika 12A), dok je smanjio nivo iINOS
proteina u jetri (Slika 12B). Ovaj rezultat, moze se objasniti prethodno dokumentovanim
povecanjem koncentracije NO2/NQOgz’, to jest povecanjem nivoa NO, u plazmi istih pacova [396].
Naime, poznato je da lipofilni molekul NO brzo difunduje iz krvotoka u ¢elije organa, inhibirajuci
sintezu iINOS na nivoima transkripcije, translacije i post-translacionih modifikacija [397]. U jetri E2
grupe pacova, uzimajuc¢i U obzir nepromenjeni nivo iRNK za iNOS, mozemo pretpostaviti da
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poveéani NO inhibira ekspresiju i aktivaciju iNOS post-translacionim mehanizmom, po principu
negativne povratne sprege, koji podrazumeva uspostavljanje koordinantskih veza NO sa hem
grupom iNOS enzima [397].

U patofizioloskom stanju gojaznosti, povecano nakupljanje lipida u jetri remeti metabolizam
lipida [360] i aktivira molekulske puteve inflamacije [3], pri ¢emu posrednici inflamacije kao $to su
citokini mogu podstaci ekspresiju iNOS u jetri. Prethodno objavljeni rezultati naSe grupe pokazuju
da u jetri HF grupe muzjaka pacova, uprkos znacajnom smanjenju nivoa iNOS proteina, dolazi do
znaajnog povecanja ekspresije gena za iNOS [355], sto ukazuje da gojaznost kao posledica HF
ishrane vodi aktivaciji procesa inflamacije u jetri. Tretman E2 kod gojaznih pacova (HF+E2 grupa)
primenjen u ovoj disertaciji dovodi do znacajnog smanjenja kako ekspresije gena za iNOS (Slika
28A), tako i nivoa INOS proteina u jetri (Slika 28B), u poredenju sa vrednostima dobijenim u HF
grupi pacova. Promene nivoa iNOS proteina, prate promene u nivou iRNK za iNOS, pa se moze
pretpostaviti da su promene nivoa INOS proteina nastale usled promena u transkripciji gena za
INOS. U saglasnosti sa dobijenim rezultatima su i rezultati drugih autora, koji pokazuju da E2
tretman dovodi do znacajnog smanjenja ekspresije iINOS proteina [398, 399], kao i ekspresije gena
za iINOS u inflamatornim stanjima [400, 401]. Takode, u studiji Nwezea sa saradnicima je pokazano
da inkubacija hepatocita pacova sa E2 inhibira citokinima stimulisanu sintezu NO, kao i da dovodi
do smanjenja nivoa iIRNK za iNOS i iNOS proteina [398]. Na osnovu navedenog, moze se
zakljuciti da E2 regulise ekspresiju iNOS enzima u jetri gojaznih pacova na nivou transkripcije.
Povisen nivo NO dovodi do smanjenja ekspresije gena za iNOS inhibicijom post-translacionih
modifikacija IkBa, ¢ime se snizava DNK-vezujuca aktivnost transkripcionog faktora NFkB [402].

Rezultati merenja koncentracije NO2/NOs™ u lizatu jetre su pokazali da E2 tretman ne
smanjuje znac¢ajno koncentraciju NO2/NOz3™ u jetri normalno uhranjenih pacova (E2 grupa) (Slika
13). Takode, u lizatu jetre gojaznih pacova, koncentracija NO2/NOz™ se ne smanjuje znacajno u
odnosu na kontrolu (Slika 29). Medutim, E2 tretman gojaznih pacova dovodi do znacajnog
povecanja koncentracije NO2/NOs™ u jetri u poredenju sa HF grupom pacova (Slika 29). lzostanak
znaajnog smanjenja koncentracije NO2/NOgz", kako u E2 grupi, tako i u HF grupi pacova, iako su
nivoi iINOS proteina u jetri sniZeni, najverovatnije se mogu dovesti u vezu sa aktivnostima drugih
izoformi NOS prisutnim u jetri. U jetri gojaznih pacova tretiranih sa E2, iako je ekspresija iINOS
proteina smanjena, zapazena je povecana koncentracija NO2/NOs, za koju takode mozemo
pretpostaviti da potice od aktivnosti neke druge izoforme NOS. Naime, podaci iz literature
pokazuju da AMPK moze da aktivira eNOS, fosforilacijom na specificnim Ser ostacima
aminokiselina, kao i da je aktivacija eNOS vazna za odrzavanje metabolizma [403]. Kako su nasi
rezultati pokazali povecanje aktivacije AMPKau u jetri E2 tretiranih gojaznih pacova (Slika 34),
mozemo pretpostaviti mehanizam po kome eNOS aktiviran od strane AMPKai doprinosi
povecanom nivou NO2/NOs™ u lizatu jetre ovih pacova. Takode, na isti nadin se moze povezati i
nepromenjen nivo fosforilacije AMPKa (Slika 18) sa nepromenjenim nivoom NO2/NOs™ u lizatu
jetre E2 grupe zivotinja.

Poznato je da se u promotorima gena za AOS enzime i INOS nalaze mesta vezivanja
transkripcionog faktora NFkB [270, 404], stoga su dalja istrazivanja bila usmerena na izucavanje
uloge NFkB u E2-posredovanoj regulaciji enzima AOS zastite 1 iNOS u jetri normalno uhranjenih 1
gojaznih pacova. NFxB je kljucni transkripcioni faktor koji reguliSe molekulske mehanizme
uklju€ene u ranu fazu inflamacije. Signalni put NFkB ima klju¢nu ulogu u odrzanju homeostaze u
jetri, ali 1 u odvijanju patofizioloskih procesa, regulaciji ¢elijskog prezivljavanja i smrti i aktivaciji
reakcija urodenog i steCenog imunskog odgovora [405]. U brojnim bolestima jetre je pokazana
aktivacija NFkB, ukljucuju¢i alkoholnu bolest jetre, NAFLD, virusni hepatitis i hepatocelularni
karcinom [406]. U fizioloskim uslovima, neaktivni NFkB proteini se prvenstveno nalaze u
citoplazmi celija, vezani za Clanove IkB familije proteina inhibitora. Aktivacija transkripcionog
faktora NFkB ostvaruje se fosforilacijom IxB proteina i njegovom degradacijom, ¢ime se
oslobadaju sekvence NF«B proteina koji predstavljaju signale za translokaciju u jedro ¢elije [407].
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Western blot metodom je prvo odredivan nivo p50 subjedinice NFxB proteina u lizatu jetre
pacova i dobijeni rezultati pokazuju da je nivo proteina NFkB-p50 nepromenjen u svim
eksperimentalnim grupama zivotinja (Slika 14A i 30A). StatistiCki nepromenjeni nivo proteina
NF«kB-p50 ukazuje na moguénost da p50 subjedinica NFxB nije ukljucena u posredovanju efekta
E2 na regulaciju enzima AOS zastite 1 iNOS. Ova pretpostavka je podrzana rezultatima drugih
autora [408, 409]. Tako je u studiji Simona sa saradnicima [408] pokazano da je ekspresija gena za
iNOS u mijeloidnim ¢elijama regulisana p50/p50 i p65/p65 homodimerima subjedinica
transkripcionog faktora NFkB, umesto kanonskim heterodimerom NF«B-p50/p65. Takode, rezultati
DeAngelisa sa saradnicima [409] pokazuju da u jetri miSeva kojima je eliminisan gen za NFxB-p50
(C57BL/6 p507/p50° misevi), nivo NFkB-p65 subjedinice u jedru ¢elija se povecava. Visok nivo
NF«B-p65 subjedinice omoguc¢ava formiranje p65 homodimera NF«B koji nadoknaduju nedostatak
p50/p65 heterodimera i obezbeduju zadovoljavajuci nivo aktivacije ciljnih gena. Na osnovu svega
navedenog mozemo pretpostaviti da E2 u jetri pacova ispitivanih u naSoj studiji, najverovatnije
ostvaruje svoje efekte na regulaciju enzima AOS zastite i1 iNOS ne uti¢u¢i na nivo NFxB-p50
proteina.

U narednim eksperimentima odredivan je nivo subjedinice NFxkB-p65 u lizatu jetre pacova.
Dobijeni rezultati pokazuju da E2 tretman ne dovodi do promene nivoa NF«xB-p65 proteina u jetri
normalno uhranjenih pacova (Slika 14B), $to navodi na pretpostavku da E2 mozZe ostvariti efekat i
na druge transkripcione faktore odgovorne za regulaciju enzima AOS zastite i iNOS, kao $to je Nrf2
[399]. Objavljeni rezultati nase grupe takode pokazuju da primena HF ishrane ne uti¢e znacajno na
nivo NFkB-p65 [356]. Sa druge strane, u jetri gojaznih zivotinja, E2 tretman znacajno smanjuje
nivo NFkB-p65 proteina (Slika 30B) u poredenju sa HF grupom pacova. Podaci iz literature
pokazuju da produzena primena E2 ima negativan efekat na aktivaciju NFkB [51, 410]. Osim toga,
pokretanje mehanizama negenomske celijske signalizacije u odgovoru na delovanje E2, za
posledicu ima brzu aktivaciju NF«xB proteina [51]. Rezultati ove disertacije, zajedno sa navedenim
literaturnim podacima, ukazuju da jednokratna primena E2 dovodi do smanjenja nivoa NFkB-p65 u
jetri gojaznih pacova pokretanjem mehanizama brze signalizacije ¢iji je rezultat aktivacija i
translokacija NFkB-p65 u jedro hepatocita. Navedeni rezultati, kao i literaturni podaci, ukazuju da
je NFxB-p65 vazan faktor u E2 regulisanoj ekspresiji iNOS u jetri gojaznih pacova. Medutim, u
studiji Zhanga sa saradnicima [411] je pokazano da dugotrajna primena E2 tokom 10 nedelja,
smanjuje nivo proteina NFxB u hipokampusu ovarijektomisanih Zenki pacova, aktivacijom
negenomskog signalnog puta koji ukljucuje AMPK. Studija Kireeva sa saradnicima [412] takode
pokazuje da E2 tretman tokom 10 nedelja smanjuje proteinski nivo NFkB-p65 uz inhibiciju
aktivnosti p38 MAPK kinaze, u hipokampusu ovarijektomisanih zenki pacova. Uocena smanjena
ekspresija gena za iINOS u jetri HF+E2 grupe pacova u ovoj disertaciji moze da ukazuje da
translokacija u jedro nije omogucéila potpunu aktivaciju NFkB transkripcionog faktora. S obzirom
da NFxB moze da ostvari svoju funkciju preko interakcije sa drugim transkripcionim faktorima, kao
Sto je AP-1 [413, 414], smanjena aktivacija AP-1 moze biti odgovorna za smanjenu ekspresiju gena
za INOS. Takode, NFkB moze da interaguje sa Nrf2 [415], koji inhibira aktivnost NFkB-p65 i tako
smanjuje ekspresiju gena za iNOS.

Rezultati ove disertacije jasno pokazuju da tretman E2 dovodi do povecanja nivoa proteina
SOD1, SOD2, GPx i CAT u jetri normalno uhranjenih i gojaznih pacova, dok nema uticaj na nivo
proteina NFkB-p65 kod normalno uhranjenih pacova, a dovodi do smanjenja nivoa proteina NFkB-
p65 kod gojaznih pacova. Shodno ovim rezultatima, moze se pretpostaviti da, u fizioloskim i
patofizioloskim uslovima, NFkB-p65 transkripcioni faktor najverovatnije nije uklju¢en u regulaciju
enzima AOS zastite u tretmanu E2.

Hepatociti eksprimiraju oba tipa receptora za E2, ERa i ERP [416], i stoga su analizirani
nivoi ovih proteina u jetri normalno uhranjenih i gojaznih pacova. Pokazano je da je ERa
preovladujuca izoforma ER u jetri [331]. Medutim, kod miSeva kojima nedostaje ERB zapazena je
povecana osetljivost na insulin i smanjeno nakupljanje Tg u jetri [417].

65



DISKUSIA

Dobijeni rezultati pokazuju da E2 tretman dovodi do znac¢ajnog smanjenja nivoa ERa u jetri
normalno uhranjenih (Slika 15A) i gojaznih pacova (Slika 31A), dok se za nivo ERP proteina
promene ne uocavaju (Slika 15B i 31B). Osim toga, nasa prethodna istrazivanja su pokazala da
primena HF ishrane dovodi do znacajnog smanjenja nivoa ERa proteina, ali da nema znacajnijeg
uticaja na nivo proteina ERB u jetri pacova [357]. Nivo ER moze biti regulisan na nivou
transkripcije i translacije, $to je zapazeno u stanju dijabetesa [418]. Naime, pokazano je da E2
pokreée brzu razgradnju ERa u proteazomima, pri ¢emu su ubikvitilacija i proteoliza ERa praceni
aktivacijom transkripcije gena za ERa i obnavljanjem nivoa ERa proteina [419]. Zatim, pokazano
je da je neophodna dugotrajna primena E2 kako bi se odrzali stabilni nivoi ERa u nereproduktivnim
tkivima, kao S$to je jetra [419]. Vazno je ista¢i da su u eksperimentima radenim u okviru ove
disertacije, pacovi tretirani jednom dozom E2 i zrtvovani 24 sata nakon tretmana, ¢ime se moze
objasniti smanjen nivo ERa proteina u E2 (Slika 15A) i HF+E2 grupi (Slika 31A) pacova.

Jos jedan mehanizam regulacije koji moze doprineti smanjenju nivoa ERa u citoplazmi
¢elija jetre, nakon E2 tretmana, jeste translokacija kompleksa ERa/E2 u jedro [29]. U in vitro i in
vivo studijama je pokazano postojanje funkcionalne interakcije izmedu ER i NFkB-p65 [420, 421].
Direktna interakcija izmedu ER i NFkB u jedru moze dovesti do konformacionih promena u oba
proteina, uti¢u¢i na sposobnost njihovog vezivanja za DNK, ili moze rezultovati u nastanku
neaktivnih kompleksa vezanih za DNK koji nemaju moguénost interakcije sa neophodnim
kofaktorima i molekulima transkripcione masinerije [422]. U studiji Shih sa saradnicima [423]
pokazano je da E2 tretman Sprague-Dawley muzjaka pacova inhibira ekspresiju gena za iNOS i
iNOS proteina, posredstvom translokacije ER i njegove interakcije sa NFkB-p65, ¢ime se narusava
transkripciona aktivnost NFkB. S obzirom da rezultati ove disertacije pokazuju, osim smanjenih
nivoa ERa (Slika 31A) i NFkB-p65 (Slika 30B), i smanjenu ekspresiju gena za iINOS u jetri
HF+E2 grupe pacova (Slika 28A), mogucée objasnjenje je da je upravo translokacija ERa u jedro
¢elije mogla dovesti do smanjenog nivoa ERa u citoplazmi, a isto tako i do pretpostavljene
nepotpune aktivnosti NFkB-p65 u jedru i sledstveno smanjene ekspresije iRNK za iNOS. Osim
toga, rezultati nekoliko studija pokazuju da se aktiviranje promotora gena za iNOS, u odgovoru na
delovanje E2, desava preko ERp, dok se inhibicija ekspresije iNOS u jetri ostvaruje posredstvom
ERa [424, 425]. S obzirom na smanjeni nivo iNOS proteina u jetri E2 tretiranih normalno
uhranjenih pacova, moze se pretpostaviti da E2 inhibira ekspresiju iNOS preko aktivacije ERa kod
ovih pacova.

Takode, E2 poseduje i antioksidativna svojstva [361], koja su posredovana tkivno-specifi¢no
distribuiranim izoformama ER [426]. Imaju¢i u vidu da je ERa dominanta izoforma ER u jetri
[427], i da su rezultati pokazali da je nakon jednokratnog E2 tretmana detektovan nepromenjen nivo
ERp i smanjen nivo ERa u citoplazmi ¢elija jetre, moze se pretpostaviti da je efekat E2 na nivoe
enzima iNOS i AOS zastite u jetri posredovan prevashodno preko ERa. Naime, smanjen nivo ERa
u citoplazmi ukazuje da se receptor ERa translocirao u jedro gde moze ucestvovati u regulaciji
ekspresije enzima AOS zastite.

Negenomski prenos E2 signala kroz citoplazmu ¢elije podrazumeva interakciju kompleksa
ER/E2 sa nekim drugim signalnim molekulima, koji poseduju aktivnost kinaza. Centralnu ulogu u
signalizaciji E2 u citoplazmi ima nereceptorska kinaza Src koja stimulise proizvodnju citokina u
procesu inflamacije, a nastalo inflamacijsko mikrookruzenje u tkivu reciproc¢no aktivira Src [428,
429]. Prethodno je pokazano da tretman miSeva inhibitorom protein fosfataze 1 sprecava aktivaciju
Src kao i posledi¢no povecéanje u proizvodnji IL-6 od strane Kupferovih ¢elija u uslovima hipoksije
[430], sto ukazuje da bi inhibicija Src mogla biti vazan korak u terapiji poremecaja uzrokovanih
inflamacijom u jetri. Imajuci u vidu ulogu Src u mnogim signalnim putevima uklju¢enim u procese
inflamacije [431], izu¢avani su efekti E2 na nivo Src, kao i asocijaciju Src sa ERa.

Dobijeni rezultati pokazuju da E2 tretman znacajno povecava nivo Src proteina (Slika 16A),
kao i stepen asocijacije izmedu Src i ERa (Slika 16B) u jetri normalno uhranjenih pacova.
Prethodno je pokazano da ERo/Src interakcija, ne samo da pospesSuje ERa-posredovanu
transkripciju gena, ve¢ moze da utiCe i na pokretanje proteolize ERa [432]. Stoga se moze
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pretpostaviti da aktivacija Src usled delovanja E2, doprinosi proteolitickoj degradaciji ERa i, samim
tim, uo¢enom smanjenju nivoa ERa u jetri E2 grupe pacova. U jetri gojaznih pacova (HF grupa) je
doslo do znacajnog smanjenja nivoa proteina Src (Slika 32A), ali i znacajnog povecanja asocijacije
ERo/Src (Slika 32B) u poredenju sa CONT grupom Zivotinja, §to moze da ukazuje na povecanu
aktivaciju Src u uslovima inflamacije u gojaznosti. Kao i kod normalno uhranjenih pacova, E2
tretman u HF+E2 grupi pacova je takode doveo do znacajnog povecanja nivoa Src proteina (Slika
32A), medutim stepen asocijacije ERo/Src je znacajno smanjen kod ovih pacova (Slika 32B).
Snizen nivo ERo/Src kompleksa ukazuje da E2 tretman gojaznih pacova smanjuje E2 posredovanu
aktivnost Src zavisnu od interakcije sa ERa u jetri u uslovima gojaznosti.

Poznato je da asocijacija ER sa Src pokrece signalni put posredovan delovanjem molekula
ERK1/2 [433], koji moze imati vaznu ulogu u patogenezi gojaznosti i sa njom povezanih
metaboli¢kih promena [434]. Prethodna istrazivanja nase grupe su pokazala da HF ishrana kod
muzjaka pacova dovodi do smanjenja fosforilacije ERK1/2 u jetri [357], §to je povezano sa
razvojem IR kod ovih pacova [364]. Istrazivanja su pokazala ulogu ERK1/2 u regulaciji iNOS u
fosforilacija i aktivacija ERK1/2 i translokacija NF«B u jedro, koje se deSavaju kao odgovor na E2
tretman, ukljuéene i u povecanje ekspresije gena za enzime AOS zastite, poput GPx i SOD2 [227].

Dobijeni rezultati pokazuju da E2 tretman znacajno smanjuje nivo Thr?%%/Tyr?% fosforilacije
ERK1/2 u jetri normalno uhranjenih (Slika 17), kao i gojaznih pacova (Slika 33) u odnosu na
odgovarajuce kontrole. Literaturni podaci koji opisuju efekat E2 na ERK1/2 aktivnost su opreéni.
Pokazano je da E2, posredstvom negenomskih signalnih puteva, moze da aktivira proteine iz
familije MAPK, ukljucuju¢i ERK1/2 [436]. Medutim, odsustvo E2 posredovane aktivacije ERK1/2
u kulturama c¢elija humanog karcinoma dojke je pokazano u mnogobrojnim studijama [437-439].
Smanjena fosforilacija ERK1/2 u jetri normalno uhranjenih i gojaznih pacova nakon E2 tretmana,
zapazena U ovoj disertaciji, u skladu je sa uocenim smanjenim nivoom ERo i smanjenom
ekspresijom iINOS proteina. Medutim, sa druge strane, na osnovu ovih rezultata moZemo
pretpostaviti da ERK1/2, kao i NFkB najverovatnije nije ukljuéen u regulaciju enzima AOS zastite,
s obzirom na povecane nivoe enzima AOS zaStite U jetri E2 tretiranih normalno uhranjenih i
gojaznih pacova.

U daljim eksperimentima je izucavan uticaj E2 tretmana na aktivaciju signalnog molekula
AMPK, s obzirom da ova kinaza predstavlja unutarcelijski detektor koli¢ine odnosa
ATP/AMP/ADP molekula [440], i ima kljuénu ulogu u regulaciji metabolizma glukoze i lipida u
misi¢ima i jetri. Poremecena regulacija AMPK je ¢esta kod MS i dijabetesa tipa 2 [441], a podaci iz
literature pokazuju da hormon E2 aktivira AMPK [49]. Rezultati studije Kima sa saradnicima [49]
pokazuju da E2 stimuliSe aktivaciju AMPK posredstvom, najverovatnije, ERa izoforme. U studiji
Zhanga sa saradnicima [400], E2 tretman ovarijektomisanih zenki pacova dovodi do sniZenja nivoa
fosforilacije AMPK, kao 1 do smanjenja nivoa NFkB proteina. Prethodni rezultati istraZivanja naSe
grupe su pokazali da je fosforilacija AMPKaz na aminokiselini Thrl’? znagajno snizena u jetri
gojaznih u odnosu na kontrolne pacove [357]. Pokazano je da lekovi koji povecavaju osetljivost na
insulin takode dovode do aktivacije AMPK, §to za posledicu ima inhibiciju INOS enzima,
najverovatnije na nivou translacije, kao i inhibiciju proizvodnje NO od strane iNOS [352].
Literaturni podaci pokazuju da se signalni put AMPK aktivira i u odgovoru na visok stepen OS
[442]. AMPK ima vaznu ulogu u smanjenju OS u makrofagima [443], i regulaciji translokacije
transkripcionog faktora Nrf2 unutar jedra, koji je odgovoran za regulaciju ekspresije enzima AOS,
poput CAT, SOD i GPx [415, 442, 444].

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da E2 tretman ne dovodi do zna¢ajne promene
u nivou fosforilacije AMPKas na Thri’? u jetri normalno uhranjenih pacova (Slika 18), dok se u
jetri gojaznih pacova nivo fosforilacije AMPKa1 znacajno poveéava nakon E2 tretmana (Slika 34).
Odsustvo promene AMPK nakon E2 tretmana ukazuje da ovaj enzim ne ulestvuje u E2
posredovanom smanjenju nivoa proteina ERa i iNOS, a povecanju nivoa enzima AOS zastite, U
jetri normalno uhranjenih pacova. Sa druge strane, povecana fosforilacija AMPKas1 U jetri E2
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tretiranih gojaznih pacova je u skladu sa uocCenim smanjenjem nivoa iNOS proteina u istoj
eksperimentalnoj grupi. Literaturni podaci, takode, pokazuju da aktivacija AMPK sprecava
proizvodnju NO u kulturi adipocita tretiranih citokinima i1 adipoznom tkivu pacova tretiranim
lipopolisaharidu [352]. Inhibitorni efekti AMPK na proizvodnju NO su korelisani sa smanjenjem
nivoa INOS proteina, Sto ukazuje da AMPK uti¢e na sintezu i degradaciju iNOS proteina [445].
Rezultati ove disertacije sugerisu da E2 posredovana aktivacija AMPK doprinosi smanjenom nivou
INOS proteina u jetri E2 tretiranih gojaznih pacova. Takode, povecana aktivacija AMPK se moze
dovesti u vezu sa povec¢anim nivoima ispitivanih enzima AOS zastite i pove¢anom aktivnos¢u CAT
u jetri HF+E2 grupe pacova. Na osnovu dobijenih rezultata mozemo re¢i da E2 pozitivno regulise
enzime AOS zastite, najverovatnije i preko aktivacije AMPK u jetri E2 tretiranih gojaznih pacova.

Jedan od nishodnih signalnih molekula koji se aktivira nakon formiranja kompleksa ERa i
Src je kinaza Akt [71]. Poremecena regulacija Akt doprinosi nakupljanju lipida u jetri u stanju
gojaznosti i razvoju IR usled primene HF ishrane [446]. Prethodna istrazivanja nase grupe pokazuju
da primena HF ishrane dovodi do znacajnog smanjenja nivoa fosforilacije Akt u jetri gojaznih
pacova [356]. Osim toga, Akt pozitivno utiCe na ekspresiju iINOS i to preko aktivacije
transkripcionog faktora NFxB [447]. Prenos signala preko Akt uklju¢en je i u molekulske
mehanizme AOS zastite [415], pokretanjem translokacije transkripcionog faktora Nrf2 iz
citoplazme u jedro celija [448].

Za razliku od E2 tretiranih normalno uhranjenih pacova, kod kojih se nivo fosforilacije Akt
na Ser*’® znaajno smanjio (Slika 19A), kod E2 tretiranih gojaznih pacova nije detektovana
promena nivoa forsforilacije Akt na Ser*”® (Slika 35A). Medutim, za razliku od normalno
uhranjenih muzijaka pacova, kod kojih je nivo fosforilacije Akt na Thr3® nakon E2 tretmana
nepromenjen (Slika 19B), u jetri gojaznih muzjaka pacova (HF+E2 grupa) nivo ove fosforilacije se
znacajno smanjuje (Slika 35B). Nasuprot naSim rezultatima, rezultati Yokota-Nakagi sa
saradnicima [449] pokazuju da je E2 tretman zna¢ajno povecao fosforilaciju Akt na Ser*’® u jetri
normalno uhranjenih, ovarijektomisanih Zenki pacova, dok studija Igbala sa saradnicima pokazuje
da E2 tretman znacajno povecava fosforilaciju Akt kako na Ser*”, tako i na Thr3® u hipofizi
ovarijektomisanih ovaca [450]. Studija Stoica sa saradnicima [451] pokazuje da E2 posredstvom
ERa aktivira Akt, koji potom fosforiliSe ERa, Sto utiCe na genomske efekte ovog receptora.
Medutim, slicno rezultatima ove disertacije, u jetri gojaznih, ovarijektomisanih Zenki pacova
izlaganih HF ishrani, E2 tretman nije doveo do znacajne promene u nivou fosforilacije Akt na Ser*’®
[449]. Na osnovu svega navedenog, moze se pretpostaviti da u zavisnosti od metabolickog statusa
zivotinje, E2 razli¢ito regulise fosforilaciju Akt na analiziranim pozicijama Ser*® i Thr3% u jetri.

Rezultati eksperimenata ove disertacije, koji pokazuju smanjenu fosforilaciju Akt na Ser*’® u
jetri E2 tretiranih normalno uhranjenih pacova, mogu se dovesti u vezu sa smanjenim nivoom
proteina iNOS. Moze se pretpostaviti da je, u ovoj grupi zivotinja, fosforilacija Akt na Ser*’®
ukljucena u smanjenje nivoa iNOS, ali nezavisno od NF«B, s obzirom da je nivo ovog proteina
nepromenjen. Sa druge strane, prethodno navedeni rezultati E2 tretmana gojaznih pacova, ukazuju
da E2, smanjenjem aktivacije Akt, inhibira NFxB-p65, sto za posledicu ima smanjenu ekspresiju
gena za INOS i sledstveno iINOS proteina. Izostanak povecanja nivoa fosforilacije Akt nakon E2
tretmana na Ser*’® i Thri®, sugerise da je povecanje nivoa ispitivanih enzima AOS zastite nezavisno
od aktivnosti Akt, kako kod normalno uhranjenih, tako i kod gojaznih pacova.

Literaturni podaci pokazuju da je RhoA/ROCK signalni put ukljuc¢en u patogenezu razli¢itih
bolesti jetre, kao Sto su ciroza jetre [452] i hepatocelularni karcinom [453]. Rezultati prethodnih
istrazivanja naSe grupe pokazuju da se primenom HF ishrane kod pacova povecava aktivacija
RhoA/ROCK signalnog puta u jetri, §to se moze dovesti u vezu sa smanjenom aktivacijom Akt
kinaze i razvojem IR [357]. Signalni put RhoA/ROCK je ukljuen u procese inflamacije i kroz
regulaciju p38 MAPK [454-456] i INOS [457, 458]. Takode, pokazano je da su ROCK kinaze
ukljucene u regulaciju procesa OS u jetri kod miseva kod kojih je primenom HF ishrane razvijena
NAFLD. Naime, tretman inhibitorom ROCK kinaza, znafajno smanjuje nivo MDA 1 znacajno
povecava aktivnost SOD [459]. Sa druge strane, pokazano je da tretman selektivnim agonistom
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ERPB smanjuje aktivaciju RhoA/ROCK u eksperimentalnom modelu ciroze jetre kod
ovarijektomisanih zenki pacova [460].

Dobijeni rezultati u ovoj disertaciji pokazuju da E2 tretman nije doveo do znacajnih
promena ni u nivou RhoA proteina (Slika 20A), ni u aktivnosti ukupnih Rho proteina (Slika 20B) u
jetri normalno uhranjenih pacova. Medutim, u jetri gojaznih zivotinja (HF+E2 grupa), E2 tretman
dovodi do znacajnog smanjenja nivoa RhoA proteina (Slika 36A), kao i aktivnosti ukupnih Rho
proteina (Slika 36B). Rezultati, takode, pokazuju da je nivo ROCK1 proteina nakon E2 tretmana
nepromenjen u jetri normalno uhranjenih (Slika 21A) i gojaznih pacova (Slika 37A), dok je nivo
ROCK2 proteina znacajno poveéan U jetri normalno uhranjenih (Slika 21B) i gojaznih pacova
(Slika 37B), u odnosu na odgovarajuce kontrole.

Uzmajuéi u obzir rezultate ove disertacije moze se zakljuciti da je E2, u jetri normalno
uhranjenih pacova, ucestvovao u regulaciji enzima AOS zaStite i iNOS, nezavisno od RhoA,
ROCK1 i AMPKas. Sa druge strane, E2 tretman gojaznih pacova je smanjio nivo RhoA i aktivnost
Rho proteina, uprkos pove¢anom nivou ROCK2 proteina, $to ukazuje na smanjenu aktivaciju
RhoA/ROCK signalnog puta kod ovih zivotinja. Kod istih Zivotinja, E2 tretman je povecéao
aktivaciju AMPKaz, a smanjio aktivaciju ERK1/2, ekspresiju iNOS i nivo MDA u jetri. Na osnovu
navedenih rezultata, moze se pretpostaviti da povecana aktivacija AMPKo1 u odgovoru na E2
dovodi do smanjenja aktivacije RhoA/ROCK signalnog puta [97] koji dalje smanjuje ekspresiju
INOS i proizvodnju MDA u jetri gojaznih pacova.

Pokazano je da hormon E2 ucestvuje u regulaciji ekspresije miRNK, kao i da miRNK
reguliSsu odgovor ERa na E2 stimulaciju [461, 462]. MikroRNK imaju razli¢ite uloge u ostvarivanju
imunskih odgovora i procesa inflamacije [463]. U brojnim patolo§kim stanjima, poput gojaznosti i
bolesti jetre, dolazi do poremecaja u regulaciji razli¢itih miRNK [464-466]. U patogenezi dijabetesa
i tumora, kao i nastanku IR, znacajnu ulogu ima miR-221 [353, 467]. U jetri gojaznih miSeva, miR-
221 je visoko eksprimirana, a ,,utiSavanje” miR-221 moze poboljsati osetljivost na insulin i smanjiti
nivo glukoze u krvi [354]. Takode, u razli¢itim tipovima ¢elija, ukljucujuéi i hepatocite, pokazana je
uloga miRNK u regulaciji ekspresije iNOS [468]. U nedavno objavljenoj studiji je pokazano da je
prekomerna ekspresija miR-221 znacajno povecala aktivaciju NFkB i MAPK, §to je povezano sa
poveéanom proizvodnjom proinflamacijskih citokina [336]. Takode je pokazano i da inhibicija
aktivacije NFkB smanjuje ekspresiju miR-221 [469], §to ukazuje da je miR-221 zavisna od NF«B.
Do sada objavljeni literaturni podaci ne sadrze podatke o ulozi koju miR-221 potencijalno moze
imati u ostvarivanju efekata E2 na ekspresiju iNOS u jetri.

U okviru ove doktorske disertacije je ispitivan efekat E2 tretmana na ekspresiju miR-221 u
jetri normalno uhranjenih i gojaznih pacova. Dobijeni rezultati pokazuju da je ekspresija miR-221
nakon E2 tretmana zna¢ajno smanjena (Slika 22) u jetri normalno uhranjenih pacova u poredenju sa
CONT grupom. Uloga miR-221 u inflamaciji je pokazana u nedavno objavljenoj studiji u kojoj je
prekomerna ekspresija miR-221 znacajno povecala aktivaciju NFkB i MAPK, $to je povezano sa
poveéanom proizvodnjom proinflamacijskih citokina [336]. Takode je pokazano i da inhibicija
aktivacije NFkB smanjuje ekspresiju miR-221 [469], $to ukazuje da je miR-221 zavisna od NF«kB.
Smanjena ekspresija miR-221 nakon E2 tretmana se moze dovesti u vezu sa nepromenjenim
nivoima p50 1 p65 subjedinica NFkB u E2 grupi pacova. Osim toga, uzimajuci u obzir podatke iz
literature koji pokazuju da je aktivacija ERK1/2 neophodna za pokretanje ekspresije miR-221 [351],
uoceno smanjenje nivoa fosforilacije ERK1/2 nakon E2 tretmana u ovoj disertaciji moze biti
objaSnjenje smanjenog nivoa miR-221 u jetri E2 grupe pacova. Moguce je da E2 ostvaruje efekte na
iNOS, u jetri normalno uhranjenih pacova, signalnim putevima koji ukljuc¢uju ERK1/2 i miR-221,
ali ne i NFkB.

U jetri gojaznih pacova (HF grupa) nije doslo do znafajne promene u nivou miR-221 u
poredenju sa normalno uhranjenim zivotinjama, dok je E2 tretman gojaznih pacova (HF+E2 grupa)
znacajno povecao ekspresiju miR-221 (Slika 38). Poznato je da je stopa konverzije estrona u E2 u
perifernim tkivima, narocito u adipoznom tkivu, ve¢a kod gojaznih nego kod normalno uhranjenih
ljudi, a nivo estrogena pozitivno korelise sa masom tela [470]. Takode, belo masno tkivo gojaznih
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muskaraca ispoljava poviSene nivoe aromataze S$to vodi povecanju nivoa estrogena [471]. Na
osnovu navedenog se moze pretpostaviti da je E2 tretman kod pacova iz HF+E2 grupe doveo do
povecanja nivoa miR-221 usled sistemski povecanih nivoa E2, §to je u saglasnosti sa pove¢anom
ekspresijom miR-221 zapazenoj u tkivima kancera dojke zavisnog od estrogena [472]. Povecani
nivo miR-221 bi mogao biti faktor koji doprinosi smanjenom nivou NFkB-p65 proteina u jetri
HF+E2 grupe pacova, s obzirom da miR-221 inicira degradaciju IxBa [336], pri ¢emu se p65
subjedinica NFkB oslobada za translokaciju u jedro [407].

Pokazano je da nivo miR-221 moze biti modulisan koli¢inom produkovanog ROS [473].
Naime, ,,utiSavanjem® SOD2 posredstvom malih interferiraju¢ih RNK blokira se ekspresija miR-
221 [473]. Stoga, povecana ekspresija miR-221 u jetri E2 tretiranih gojaznih pacova moze biti
posledica povecanja nivoa SOD2 proteina. Suprotno, u jetri E2 tretiranih normalno uhranjenih
pacova, navedeni efekti E2 u regulaciji enzima AOS zastite preko miR-221 nisu zapaZeni.

Na osnovu rezultata dobijenih i prikazanih u ovoj doktorskoj disertaciji, predlozen je
moguéi mehanizam in vivo efekata E2 na regulaciju enzima AOS zastite i INOS, u jetri normalno
uhranjenih (Slika 39) i gojaznih muzjaka pacova (Slika 40).

U jetri E2 tretiranih normalno uhranjenih muzjaka pacova, E2 prolazi kroz membranu celije
u citoplazmu, gde se vezuje za specifiéne receptore ERa, i tako formirani kompleksi ERa/E2 se
translociraju iz citoplazme u jedro ¢elije, $to dovodi do smanjenja nivoa proteina ERa u citoplazmi.
Pored toga, asocijacija ERa sa Src, povecava se nakon E2 tretmana Sto ukazuje na aktiviranje
negenomskih E2 signalnih puteva. Aktivirani ERa ucestvuje u povecanju nivoa enzima SOD1, GPx
i CAT, koji posledi¢no smanjuju nivo MDA u citoplazmi c¢elija jetre. Zatim, redukovani nivo
proteina iNOS u citoplazmi ¢elija jetre moze biti posledica smanjene aktivacije Akt i ERK1/2. Osim
toga, E2 smanjuje ekspresiju miR-221. Dodatno, smanjena aktivacija ERK1/2 moze uticati na
ekspresiju transkripcionog regulatora miR-221, §to doprinosi smanjenom nivou iNOS proteina
(Slika 39).
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Slika 39. PredloZeni mehanizam in vivo efekata estradiola (E2) na regulaciju enzima antioksidativne
(A0S) zastite i inducibilne azot-monoksid-sintaze (iNOS) u jetri normalno uhranjenih muZjaka
pacova. Akt — protein kinaza B; CAT — katalaza; CAT®""t _ aktivnost katalaze; ERa — receptor
za estrogene alfa; ERKI1/2 vancéelijskim signalima regulisana kinaza 1 i 2; GPx — glutation-
peroksidaza; MDA — malon-dialedehid; miR-221 — mikroRNK-221; Ser — serin; SOD1 —
superkosid-dismutaza 1; 1 - povecan nivo proteina/RNK; | - smanjen nivo proteina/RNK; — -
predlozeni mehanizam.

U stanju gojaznosti, E2 tretman pozitivno regliSe enzime AOS zastite i negativno regulise
enzim iNOS u jetri, aktivacijom negenomskog signalnog puta. U jetri E2 tretiranih gojaznih
muzjaka pacova, E2 prolazi kroz membranu celije u citoplazmu, gde se vezuje za specificne
receptore ERa. Formirani kompleksi ERo/E2 se translociraju iz citoplazme u jedro celije,
doprinose¢i smanjenom nivou proteina ERa u citoplazmi. Zatim, E2 tretman dovodi do smanjenja
stepena asocijacije ERa sa Src, i smanjenja aktivacije ERK1/2 i Akt. Smanjena aktivacija Akt i
ERK1/2 dovode do inhibicije transkripcionog faktora NFkB-p65, §to uti€e na smanjen nivo iRNK
za iINOS 1 posledi¢no proteina. Dodatno, povecana ekspresija miR-221 uti¢e na smanjenje nivoa
NF«B-p65. Na smanjeni nivo iNOS proteina, takode, uti¢u i povecana aktivacija AMPKaz, kao i
smanjeni nivo RhoA proteina i smanjena aktivnost ukupnih Rho proteina. Osim toga, povecan nivo
NO u jetri E2 tretiranih gojaznih pacova, reguliSe ekspresiju iNOS proteina mehanizmom negativne
povratne sprege. Sa druge strane, tretman E2 pozitivno reglise enzime AOS zastite, preko aktivacije
AMPKay, | posledicno smanjuje nivoe MDA i PCC u jetri gojaznih pacova. Dodatno, povecana
aktivacija AMPKoau i Smanjena aktivacija ERK1/2 mogu uticati na smanjenje nivoa RhoA proteina i
smanjenu aktivnost ukupnih Rho proteina, $to takode utic¢e na smanjenje nivoa MDA, dok povecana
ekspresija miR-221 utice na povecanje nivoa SOD2 (Slika 40).
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Slika 40. PredloZeni mehanizam in vivo efekata estradiola (E2) na regulaciju enzima antioksidativne
(A0S) zastite i inducibilne azot-monoksid-sintaze (iNOS) u jetri gojaznih muZjaka pacova. Akt —
protein kinaza B, AMPKal — protein kinaza aktivirana adenozin monofosfatom alfa 1; CAT —
katalaza; CAT™st _ aktivnost katalaze; ERa — receptor za estrogene alfa; ERK1/2 vancelijskim
signalima regulisana kinaza 1 i 2; HF — bogata mastima; GPx — glutation-peroksidaza; MDA —
malon-dialedehid; miR-221 — mikroRNK-221, NFxB-p65 — p65 subjedinica nuklearnog faktora
kapa B; NO — azot-monoksid; PCC — nivo karbonilovanih proteina; SOD1/2 — superkosid
dismutaza 1/2; Thr — treonin; 1 - poveé¢an nivo proteina/RNK; | - smanjen nivo proteina/RNK; —
- predlozeni mehanizam.
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6.

ZAKLJUCCI

ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata, dobijenih i prikazanih u okviru ove doktorske disertacije, mogu se

izvesti slede¢i zakljucci o efektima E2 u jetri muzjaka pacova:

1) E2 tretman kod normalno uhranjenih pacova dovodi do:

a)
b)
c)
d)
€)
f)

9)
h)

povecanja nivoa enzima SOD1, GPx i CAT;

smanjenja nivoa MDA

smanjenja nivoa enzima iNOS;

smanjenja nivoa proteina ERa;

povecanja nivoa kinaze Src, i nivoa asocijacije Src kinaze sa ERq;

smanjenja nivoa fosforilacije kinaza ERK1/2 na Thr?%/Tyr?%4 i Akt na Ser*’3;
povecanja nivoa ROCK2 proteina;

smanjenja ekspresije posttranskripcionog regulatora miR-221.

2) E2 tretman kod gojaznih pacova, u patofizioloskim uslovima dovodi do:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)
)
K)
1)

povecéanja nivoa svih ispitivanih enzima AOS zastite — SOD1, SOD2, GPx i CAT,;
povecanja aktivnosti enzima CAT;

smanjenja nivoa MDA i nivoa PCC,;

smanjenja relativne ekspresije gena za iNOS, kao i nivoa iNOS proteina;
povecéanja koncentracije NO2/NOz3’;

smanjenja nivoa p65 subjedinice transkripcionog faktora NF«B,;

smanjenja nivoa proteina ERa;

povecanja nivoa kinaze Src i smanjenje nivoa ERa/Src asocijacije;
smanjenja nivoa fosforilacije kinaza ERK1/2 na Thr?%2/Tyr?%* i Akt na Thr3%,
poveéanja nivoa fosforilacije AMPKas na Thri’2;

smanjenja nivoa RhoA proteina, kao i aktivnosti ukupnih Rho proteina;
povecanja nivoa ROCK2 proteina;

m) povecanja ekspresije posttranskripcionog regulatora miR-221.

U

ovoj doktorskoj disertaciji su pokazani zaStitni efekti E2 u jetri u fizioloskim i

patofizioloSkim uslovima, koji se ogledaju u povecanju nivoa i aktivnosti enzima AOS zastite,
smanjenju ispitanih parametara OS 1 smanjenju ekspresije iINOS. Osim toga, istrazivanja
obuhvacena ovom doktorskom disertacijom doprinose sagledavanju molekulskih mehanizama
kojima E2 ucestvuje u regulaciji ekspresije i aktivnosti enzima AOS zastite, i ekspresije iNOS
enzima, u jetri normalno uhranjenih i gojaznih pacova. Ostvareni nau¢ni rezultati u okviru ove
doktorske disertacije bi mogli doprineti boljem razumevanju molekulskih mehanizama koji se
nalaze u osnovi delovanja E2, kako u fizioloSkim, tako i u patofizioloskim stanjima kao Sto je
gojaznost, §to je od velike vaznosti za razvoj novih terapijskih pristupa u prevenciji i le¢enju
poremecaja U jetri nastalih u gojaznosti.
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odrzanoj 29. 6. 2023. godine donelo je odluku o prihvatanju predloga teme doktorske disertacije
Anastasije Paj¢in pod nazivom “Uticaj estradiola na regulaciju enzima antioksidativne zaStite i
inducibilne azot-monoksid-sintaze u jetri normalno uhranjenih i gojaznih muzjaka pacova”.

Trenutno je angazovana na istrazivackoj temi 0802301, ¢iji je rukovodilac prof. dr Esma R.
Isenovi¢, Naucni savetnik. U svom dosadasnjem radu je saradnik na 12 publikacija objavljenih u
Casopisima medunarodnog i domacéeg znacaja, kao i na tri rada saopStena na skupu medunarodnog
znacaja. Glavna oblast njenog nauc¢no-istrazivackog rada je: molekularna endokrinologija, dijabetes,
gojaznost i kardiovaskularne bolesti.
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N3jaBa o0 ayropcTBY

Nwme u npesume ayropa Amnacracuja [lajuwnn (pol). [Tanuh)

bpoj unnekca b3017/2014
HU3jaBbyjem
J1a je TOKTOpCKa ArcepTallyja moj HacJIOBOM

YTunaj ecrpajuona Ha PEryianyjy eH3uMa aHTHOKCHJIATHUBHE 3alTUTE U WHIAYIIMOUIHE a30T-
MOHOKCH/I-CUHTAa3€ y JeTpU HOPMATHO YXPambEeHUX U r0ja3HUX MY’Kjaka MaioBa

¢ pE3YyJITAaT CONICTBCHOT UCTPAKUBAYKOT pala,

* Ja TUcepTanyja y IeTuHN HU Y IeJIOBUMA HHUje Onyla MpeioskeHa 3a CTUIAke APYre TUTLIOME
peMa CTYWjCKAM IporpaMuMa IpYTUX BHCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA;

¢ 1a Cy pE3yJITaTu KOPCKTHO HABCACHHU U

¢ 1a HUCaM Kpmno/na ayTOpPCKa I1ipaBa U KOpI/ICTI/IO/J'Ia HUHTCJICKTYAJIHY CBOjI/IHy APYTHUX JIdIa.

IMornue ayropa

VY beorpany, 6.11.2023.
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M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT pajaa

Nwme u pesume ayropa Anactacwuja [1ajunn (pol). [Tanuh)

bpoj unnexca b3017/2014

Cryaujcku nporpaMm buosnoruja — AHnManHa u xymaHa Gu3uosioruja

HacnoB pana YTuiaj ectpaanosia Ha peryiaiujy eH3uMa aHTHOKCUIATHBHE 3aIITUTE
)41 I/IHZ[VHI/I6I/IJIHC A30T-MOHOKCHUJI-CMHTA3C Y iCTDH HOPMAJIHO YXPAKBLCHUX
U IrOja3HUX MVKjaKa Ianosa

MenTopu:
1. np Emuna Cymap MunosaHoBuh, Hay9HU CaBETHUK, Y HUBEP3UTET vy beorpaay —
WHCTUTYT 3a HyKJIEapHE HayKe ,,Bunya MHCTUTYT 01 HAIIMOHAIHOI 3Hayaja 3a
Penyonuky Cpoujy

2. np Usa Jlakuh, moueHr,
Yuausepsurer v beorpany — buonomku gaxkyiarer

W3jaBspyjeM 1a je mrammana Bep3ruja MOT JOKTOPCKOT Pajia HICTOBETHA SIEKTPOHCKO] BEP3HjH KOJy
caM Ipeao/iia paay nmoxpamuBama y JIuruTaaIHoM peno3utopujymy YHusepsureta y beorpany.

Jlo3BosbaBaMm Jia ce 06jaBe MOjU JIMYHU MOJAIM Be3aHU 3a 100Mjambe akaJeMCKOT Ha3HuBa JOKTOpa
Hayka, Kao IITO Cy UMe U Mpe3uMe, TOANHA U MECTO poljera U 1aTyMm ofdpaHe paja.

OBu TMYHU MOJAIM MOTY c€ 00jaBUTH Ha MPEKHUM CTpaHUIlaMa JUTUTAIHE OMOIHoTeKe, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJiory U y nmyonukanujamMa YHuBep3utera y beorpany.

[Tornuc ayropa

VY beorpany, 6.11.2023.
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N3jaBa o kopumhewy

Osnamhyjem YHUBep3uTeTcKy 0MbIMOTEKY ,,CBeTO3ap Mapkosuh* na y Jlurutanau
perno3uToprjyM YHuBep3uTera y beorpany ynece Mojy JOKTOPCKY AMCEPTALN]y MO HACIOBOM:

Y1uuaj ecrpaanoia Ha peryianun]y €eH3uMa aHTUOKCUIATUBHE 3AIITUTE U UHAVIUOUIHE a30T-
MOHOKCHUIA-CUHTA3E V JETPU HOPMAIHO VXPAKEHUX U I'OJa3HUX MYKjaKa [anoBa,

KOja je MOje ayTOPCKO JEO.

JucepTaiyjy ca CBUM NPUIIO3UMa [IPEIa0/iia caM y eJIeKTPOHCKOM (GopMaTy MOroIHOM 3a TPajHO
apXUBUPABE.

Mojy IOKTOPCKY IUCEepTAIH]jy MOXpameHy y JJuruTaiHom perno3uTopujymMmy Y HUBEP3UTETa y
Beorpany u 1ocTynHy y OTBOPEHOM HPUCTYIY MOTY Ja KOPUCTE CBU KOjH MOIITY]y 0/penoe
caapkane y ogabpanom tuny nunenine Kpeatusne 3ajeaaunie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce
OJlTy4YHO/Ta.

1. Ayropctso (CC BY)
2. AyropctBo — HekomepiujaiaHo (CC BY-NC)
3. AyropctBo — HekoMepujaiHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)
AyTopCTBo — HeKoMepuujaHo — aeiauty noa uctuM ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. Aytopceto — 6e3 mipepana (CC BY-ND)
6. AyropctBo — nenutr o uctuM ycnosuma (CC BY-SA)
(MonuMo 1a 3a0KpyKUTE caMo JeAHY OJ1 IeCT MOHYh)eHUX JIUIICHIIN.

Kparak onuc qMIeHIM je cacTaBHH JIE0 OBE U3jaBe).

[Tornuc ayropa

VY Beorpany, 6.11.2023.
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1. AyropctBo. Jl03BoJbaBaTe YMHOXKABambe, JUCTPUOYIIN]Y U jaBHO CAOIIIITaBamke Jeja, U Ipepaje,
aKo Ce HaBeJe MME ayTopa Ha HauuH ojpeheH o1 cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JHIICHIIC, YaK U Y
koMeprujanHe cpxe. OBo je HajcI000HIja O] CBUX JIMIICHIIH.

2. AyropctBo — HekomepiujairHo. Jlo3BoJbaBaTe YMHOXKaBame, AUCTPUOYIM]y U jaBHO
caomIuTaBame JieNa, U Mpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH ox crpane ayropa
WM AaBaolia jauieHie. OBa JIUIEHIIa He J03B0JbaBa KOMEPLHjaIHy YHIOTpeOy aena.

3. AyropcTBO — HekoMepuujamHo — 0e3 mpepana. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKABame, AUCTPUOYLH]Y U
JaBHO caomIITaBame Aeia, 0e3 mpoMeHa, MpeoOINKoBamkba WK yIoTpeOe aeia y CBOM Jely, ako ce
HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH ojJpeheH oJ cTpaHe ayTopa Win qaBaona jguneHie. OBa JUIeHIa He
7I03B0JbaBA KOMEPIHMjaIHy yHoTpeOy Jena. Y 0JHOCY Ha CBE OCTase JIMIECHIE, OBOM JIUIICHIIOM Ce
orpannyasa Hajpehu o6uM npaBa Kopuinhema aena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPIHjaJIHO — JEJIHUTH TOJ WUCTUM ycioBuMa. Jl03BoJhaBaTe YMHOKABAME,
TUCTPUOYIM]Y W jaBHO CAOIITaBamke JeNa, W Mpepaje, ako ce HaBele MME ayropa Ha HAYUH
onpeheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMIIEHIE U aKo ce Mpepaja JUCTpUOyrpa Mo UCTOM HUITU
ciuyHoM JuieHoM. OBa JUIEeHIa HEe J03BOJbaBa KOMEPIUjaIHy yIoTpeOy Aela U mpepaja.

5. AyropctBo — 6¢3 mpepana. Jlo3BosbaBaTe YMHOXKaBambe, AUCTPUOYIIMjY M jaBHO CAOIIITABAEC
nena, 6e3 mpoMeHa, IpeoOIUKOBaba WK yIoTpede Jea y CBOM Jeiy, ako Ce HaBele MMe ayTopa
Ha Ha4yuH ojpeljeH ox crTpaHe ayropa wWiM JaBaona JuieHie. OBa JHUIGHIA [103BOJbaBa
KOMEpIHjaliHy yroTpely nena.

6. AyTOpCTBO — JICJIUTH MOl UCTHM YCIIOBHMA. [03BOJbaBaTe yMHOKaBakhe, TUCTPUOYIH]Y U jJaBHO
CaoIIITaBame Jieja, U Mpepaje, ako ce HaBele UMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of crpaHe ayropa
WIN JlaBaolia JIMIEHIIe U aKo ce mpepaga JUCTpHOyHpa Moja UCTOM WIM CIMYHOM JuieHnoMm. OBa
JMIIEHIA J03BOJbaBa KOMeEpIMjalHy ynoTpeOy nena u mnpepaga. CindHa je copTBEpCKUM
JMIIEHIIaMa, OJJTHOCHO JIMLIEHI[aMa OTBOPEHOT KOJa.
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