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Metabolizam lipida i signalni put glukokortikoida u visceralnom masnom
tkivu i jetri Mif-/- miSeva na rezimu ishrane obogacene fruktozom

SAZETAK

Faktor inhibicije migracije makrofaga (MIF) jedan je od glavnih pro-inflamatornih
citokina sa ulogom u metabolickoj inflamaciji. Metabolicka inflamacija niskog intenziteta u
visceralnom masnom tkivu i jetri povezana je sa gojaznoscu i dislipidemijom - metabolickim
poremecajima koji su Cesto izazvani ishranom oboga¢enom fruktozom i predstavljaju faktore
rizika za razvoj dijabetesa tipa 2.

Cilj ove doktorske disertacije bio je da se utvrdi da li MIF ostvaruje svoj uticaj na lipidni
metabolizam u masnom tkivu i jetri posredstvom glukokortikoidnih hormona (GH), vaznih
regulatora energetskog metabolizma. U tom cilju bili su ispitani najvazniji parametri lipidnog
metabolizma i inflamacije, signalni put GH-a, kao i enzimi i transkripcioni regulatori ukljuc¢eni
u lipidni metabolizam, direktno ili indirektno regulisani glukokortikoidnim receptorom, kod
miSeva ,divljeg tipa“ i miSeva sa deletiranim genom za MIF (MIF-/-) u normalnim uslovima i
pod uslovima energetskog opterecenja izazvanog fruktozom.

Rezultati su pokazali da nedostatak gena Mif dovodi do hiperleptinemije,
hiperglikemije, hiperinsulinemije i sistemske insulinske rezistencije nezavisno od rezima
ishrane. Iako nije bilo promena u nivou triglicerida i slobodnih masnih kiselina u krvi, ishrana
bogata fruktozom dovela je do pojave visceralne gojaznosti, steatoze jetre, ali i aktivacije
signalnog puta GH-a u masnom tkivu i jetri MIF-/- miSeva. Inflamacija u masnom tkivu nije
zabeleZzena, dok je u jetri svih MIF/- miSeva primeceno povecanje ekspresije pro-
inflamatornih citokina, kao i nekroti¢ne i regenerativne promene.

Na osnovu dobijenih rezultata zaklju¢eno je da ishrana obogacena fruktozom izaziva
poremecaj metabolizma glukoze i lipida kod MIF-/- miSeva usled pojacane signalizacije GH-a u
uslovima insulinske rezistencije.

Kljucne reci: faktor inhibicije migracije makrofaga; fruktoza; visceralno masno tkivo; jetra;
glukokortikoidni hormoni; lipidni metabolizam; insulinska rezistencija,
inflamacija

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Biohemija i molekularna biologija



The lipid metabolism and glucocorticoid signaling in visceral adipose
tissue and liver of Mif-/- mice on fructose enriched diet

ABSTRACT

Macrophage migration inhibitory factor (MIF) is one of the main pro-inflammatory
cytokines with a role in metabolic inflammation. Low-grade inflammation in the visceral
adipose tissue and liver is associated with obesity and dyslipidemia - metabolic disorders that
are often caused by a fructose-enriched diet and are risk factors for the development of type 2
diabetes.

The aim of this doctoral dissertation was to determine whether MIF exerts its influence
on lipid metabolism in the adipose tissue and liver through glucocorticoid hormones (GC),
important regulators of energy metabolism. To this end, the most important parameters of
lipid metabolism and inflammation, the GC signaling pathway, as well as enzymes and
transcriptional regulators involved in lipid metabolism, directly or indirectly regulated by the
glucocorticoid receptor, were examined in wild type mice and mice with deleted Mif gene
(MIF-/-) under normal conditions and under fructose-induced energy overconsumption.

The results showed that Mif deficiency leads to hyperleptinemia, hyperglycemia,
hyperinsulinemia, and systemic insulin resistance independently of diet. Although there were
no changes in blood triglycerides and free fatty acids levels, a fructose-enriched diet led to
visceral obesity, liver steatosis, and activation of the GC signaling pathway in adipose tissue
and the liver of MIF-/- mice. Inflammation was not found in adipose tissue, while an increase in
the expression of pro-inflammatory cytokines, as well as necrotic and regenerative changes,
were observed in the liver of all MIF-/- mice.

Based on the obtained results, it was concluded that fructose-enriched diet causes
disturbances in glucose and lipid metabolism in MIF-/- mice due to enhanced GC signaling in
conditions of insulin resistance.

Key words: macrophage migration inhibitory factor; fructose; visceral adipose tissue; liver;
glucocorticoid hormones; lipid metabolism; insulin resistance; inflammation;

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Biochemistry and molecular biology
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1. UVOD

1.1 Ishrana obogacena fruktozom i metabolicki poremecaji

Fruktoza je prirodni Secer koji se u vidu monosaharida nalazi u vocu, povrcéu i medu, i u
ovom obliku predstavlja komponentu zdrave, izbalansirane ishrane. Medutim, primarni izvor
fruktoze u danasnjoj ishrani su zasladivaci koji se koriste u industriji hrane i pi¢a. Fruktoza se
u njima nalazi u obliku saharoze (koja sadrzi 50% glukoze i 50% fruktoze) i visokofruktoznog
kukuruznog sirupa (eng. high-fructose corn syrup, HFCS; koji sadrzi izmedu 42% i 55%
fruktoze) (Sangliesa et al.,, 2019). I saharoza i HFCS se u velikoj meri koriste kao dodati Seceri
kako bi se hrani obezbedila slatkoc¢a, tekstura i ukus. Ovi Seceri takode doprinose i izgledu,
konzerviranju i energetskom sadrZaju prehrambenih proizvoda. Proizvodi u koje se najceSce
dodaju ovi Seceri su bezalkoholna i voc¢na pica, slatkiSi i peciva na bazi Zitarica (Keim and
Havel, 2013).

Globalne promene u ljudskoj ishrani poslednjih decenija su doprinele povecéanoj
potrosnji fruktoze u celom svetu, a posebno u industrijalizovanim zemljama. Americki podaci
o ishrani pokazuju da je izmedu 1977. i 1998. godine prosecna dnevna potrosSnja fruktoze
porasla za 35% (Popkin and Nielsen, 2003). Povecanje unosa fruktoze se u velikoj meri
pripisuje povecanoj potrosnji zasladenih pic¢a (bezalkoholna, energetska i vo¢na pica), koja su
trenutno glavni izvor dodatog Secera u ishrani. Poslednjih godina potrosnja zasladenih
napitaka se smanjuje u Severnoj Americi, Australiji i Zapadnoj Evropi, ali u isto vreme raste u
oblastima sa niskim i srednjim prihodima (Popkin and Hawkes, 2016). Uprkos smanjenju
uoCenom u nekim zemljama, unos dodate fruktoze €ini preko 20% ukupnog dnevnog unosa
ugljenih hidrata, Sto znatno premasuje preporuke Svetske zdravstvene organizacije (SZ0) da
dodati Seceri ne bi trebalo da prelaze 5% ukupnog dnevnog energetskog unosa (Rippe and
Angelopoulos, 2016).

Zabrinutost zbog prevelikog sadrzaja dodatog Secera u ishrani proizilazi iz zapaZanja
da je porast potrosSnje zasladivaca paralelan sa pove¢anom pojavom metabolickih poremecaja,
kao Sto su gojaznost, insulinska rezistencija i nealkoholna masna bolest jetre (eng. non-
alcoholic fatty liver disease, NAFLD) (Dekker et al, 2010). StaviSe, uoceno je da je
konzumiranje Secera u tecnom obliku, odnosno fruktoze u zasladenim pi¢ima, Stetnije za
ljudsko zdravlje od konzumiranja u ¢vrstom obliku, jer unos tec¢nih ugljenih hidrata ne izaziva
proporcionalno kompenzatorno smanjenje unosa hrane, Sto rezultira pozitivnim energetskim
balansom (DiMeglio and Mattes, 2000). Tecna hrana ne zahteva Zvakanje i drugacije utice na
osecaj sitosti, usled Cega su odgovor pankreasa i sekrecija insulina smanjeni. Medutim, Cini se
da Stetne posledice visokog unosa zasladenih napitaka nisu samo pitanje kalorija, ve¢ mogu
zavisiti i od vrste Secera koji se unosi. Studije koje su poredile efekte uzimanja napitaka
zasladenih fruktozom i glukozom uz obroke su pokazale da fruktoza dovodi do manjeg
povecanja koncentracije glukoze i insulina u krvi nakon obroka, u poredenju sa glukozom
(Schaefer et al., 2009; Stanhope et al., 2009). Pored toga, uocena je smanjena koncentracija
leptina u cirkulaciji, kao i produkcija hormona grelina. Glukoza, insulin, leptin i grelin su
uklju€eni u dugoro¢nu kontrolu unosa hrane i regulaciju telesne mase preko centralnog
nervnog sistema. Posto su ovi kljuc¢ni signali odsutni ili oslabljeni sa konzumacijom fruktoze,
hroni¢na ishrana obogacena fruktozom doprinosi povetanom unosu energije, kao i razvoju
insulinske i leptinske rezistencije, dislipidemije i visceralne gojaznosti (Keim and Havel,
2013).



1.1.1 Metabolizam fruktoze u jetri

Dosadasnja saznanja ukazuju da povecan unos fruktoze utice na razvoj gojaznosti i
pridruZenih metabolickih poremecaja putem promena u regulaciji signalnih i metabolic¢kih
puteva u jetri i masnom tkivu. Jetra predstavlja glavno mesto metabolizma fruktoze, gde se
ona lako apsorbuje i brzo metaboliSe (Tappy and Le, 2010). Nakon apsorpcije u
gastrointestinalnom traktu, glukoza i fruktoza se dopremaju do jetre putem portalne vene.
[ako su slicne po hemijskoj strukturi, njihovi kataboli¢ki putevi se razlikuju, i Stetni efekti
fruktoze se mogu pripisati njenoj specificnoj metabolickoj sudbini. Dok se glukoza
transportuje u Celije pomocu proteina transportera glukoze GLUT4 (eng. glucose transporter
type 4, GLUT4), koji je regulisan insulinom, fruktoza se apsorbuje u crevima procesom
olakSanog transporta, preko GLUT5 transportera visokog afiniteta (Havel, 2005). Transport
fruktoze u jetru se obavlja iz portalnog krvotoka putem GLUTZ2 transportnog proteina. U jetri
se fruktoza razgraduje u procesu glikolize na nacin koji je nezavisan od insulina. Prvi korak u
metabolizmu fruktoze je fosforilacija fruktoze u fruktozo-1-fosfat. Ova reakcija zahteva ATP i
katalizuje je fruktokinaza, enzim visokog afiniteta i specifi¢nosti za fruktozu (Slika 1.1) (Keim
and Havel, 2013).

| Fruktoza |

I Glukokinaza

Glukoza 6-P +—— Glikogen
Fruktokinaza

I Fosfoglukoizomeraza

Insulin @ Fruktoza 6-P
Glukagon G) ATP
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I fosfat /4 ‘
Glicerol 3-P Plru"atl
Laktat
Actl Acil-CoA #——————+ Acetil-CoA - C(itrat -
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CO, + ATP
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Slika 1.1. Metabolizam glukoze i fruktoze u jetri. Fruktoza se fosforiliSe i formira se
fruktoza-1-fosfat u reakciji koja je katalizovana fruktokinazom. Za razliku od glukoze, fruktoza
ulazi u glikoliticki put zaobilazeéi kriticni regulatorni korak glikolize gde se fruktoza-6-fosfat
pretvara u fruktoza-1,6-bisfosfat. Ovu reakciju katalizuje enzim fosfofruktokinaza koja je
regulisana citratom i ATP-om. Alosteri¢na inhibicija fosfofruktokinaze smanjuje unos glukoze u
jetru, dok fruktoza ulazi u glikolizu bez ovog ogranic¢enja dajuéi intermedijere za sintezu
triglicerida i masnih kiselina. Preuzeto i modifikovano iz (Keim and Havel, 2013).

Fruktozo-1-fosfat se zatim pomocu enzima aldolaze B prevodi u trioze fosfata, gliceraldehid i
dihidroksiaceton-fosfat, koji je intermedijer i glukoneogeneze i glikolize. Gliceraldehid se
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fosforilacijom prevodi u gliceraldehid-3-fosfat, koji moZe biti uklju¢en u proces formiranja
glikogena ili glukoze, ili se moZe dalje metabolisati do piruvata i finalno do CO2z i H20 u ciklusu
trikarboksilnih kiselina. Na taj nacin, jedinjenja triozo-fosfata obezbeduju supstrate za
glikolizu i oksidativni metabolizam, formiranje glikogena i sintezu glukoze i masnih kiselina
(Keim and Havel, 2013). Dakle, fruktoza ulazi u glikoliticki put zaobilazeci kontrolni korak
prevodenja fruktozo-6-fosfata u fruktozo-1,6-bisfosfat. Ovu reakciju katalizuje enzim
fosfofruktokinaza, koji je alostericki negativno regulisan od strane ATP-a i citrata. Alosteri¢na
inhibicija fosfofruktokinaze efektivno smanjuje brzinu glikolize, kao i ukupni unos glukoze u
jetru. Nasuprot tome, ulazak fruktoze u glikoliti¢ki put se odvija bez ogranicenja Sto dovodi do
povecane produkcije trioza fosfata (Mayes, 1993). Uzimaju¢i u obzir da je metabolizam
fruktoze nezavisan od insulina i energetskog statusa, i da moze dovesti do povecane sinteze
masnih Kkiselina i triglicerida, razumno je ocekivati da prekomerna konzumacija fruktoze
moZe dovesti do insulinske rezistencije, ektopi¢ne akumulacije lipida i hepatosteatoze
(Taskinen et al., 2019).

1.1.2 Insulinska rezistencija

Insulin je hormon kojeg sintetiSu i luCe [-¢elije pankreasa. Glavna bioloSka funkcija
insulina je odrzavanje normalnog nivoa glukoze u krvi. Insulin olakSava celijski unos glukoze
u masno tkivo, jetru i skeletne miSice, reguliSe metabolizam ugljenih hidrata, lipida i proteina i
promoviSe deobu i rast Celija (Wilcox, 2005). Poremecaji u delovanju insulina dovode do
naruSavanja energetske homeostaze i Cesto su praceni nastankom insulinske rezistencije.
Insulinska rezistencija je definisana kao stanje oslabljenog bioloskog odgovora insulina u
uslovima normalne ili poveéane koncentracije insulina. lako se prvenstveno odnosi na
poremecaj unosa glukoze u skeletne miSice, insulinska rezistencija takode predstavlja i
poremecaj proizvodnje glukoze u jetri i narusenu supresiju lipolize u masnom tkivu (Fabbrini
et al,, 2010). IstraZivanja u kojima su koriS¢eni testovi osetljivosti na insulin su pokazala da je
insulinska rezistencija cesto pracena hiperinsulinemijom i hiperglikemijom nataSte, kao i
postprandijalnom hiperglikemijom. Dodatno, dolazi i do nastanka hiperlipidemije,
poremecene tolerancije na glukozu i insulin, smanjene proizvodnje glukoze i povecanja
inflamatornih markera u krvnoj plazmi (Ye, 2013). Na molekularnom nivou do razvoja
insulinske rezistencije dolazi usled smanjenja broja insulinskih receptora ili promene u
njegovom afinitetu prema insulinu, kao i usled promene u prenosu signala nizvodno od
insulinskog receptora (Ronald Kahn, 1978).

Veliki broj klinickih studija ukazuje na snazZnu vezu izmedu visceralne gojaznosti,
razvoja insulinske rezistencije i nastanka dijabetesa tipa 2. Medutim, Celijski mehanizmi
odgovorni za razvoj insulinske rezistencije u jetri joS uvek nisu u potpunosti razjasnjeni.
Povecano oslobadanje slobodnih masnih kiselina poreklom iz lipolize u omentalnom i
mezentericnom masnom tkivu u portalnu cirkulaciju indukuje nastanak insulinske
rezistencije u jetri kod gojaznih osoba (Item and Konrad, 2012). Stavi$e, smanjenje mase
visceralnog masnog tkiva je povezano sa poboljSanom osetljivoS¢u na insulin, Sto ukazuje na
to da akumulacija intraabdominalnih lipida moZe biti uzro¢no povezana sa insulinskom
rezistencijom (Item and Konrad, 2012). Povecana koncentracija unutarcelijskog nivoa
slobodnih masnih kiselina moZe dovesti do kompeticije sa glukozom za oksidaciju supstrata,
Sto dovodi do serijske inhibicije aktivnosti brojnih enzima, poput piruvat dehidrogenaze,
fosfofruktokinaze i heksokinaze II (Kahn et al, 2006). Dodatno, povecana isporuka masnih
kiselina ili smanjeni nivo unutarcelijskog metabolizma masnih kiselina rezultira pove¢anjem
sadrZaja njihovih metabolita, diacilglicerola (DAG), acil-koenzima A (acil-CoA) i ceramida u
Celiji. Pomenuti metaboliti masnih kiselina dalje aktiviraju kaskadu protein kinaza, ukljucujuci
protein kinazu C (eng. protein kinase C, PKC), c-Jun kinazu (eng. c-Jun N-terminal kinases, JNK),
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MAPK (eng. mitogen-activated protein kinase) i kinaze regulisane ekstracelularnim signalom
(eng. extracellular signal-regulated kinases, ERK) (Boden and Shulman, 2002; Qatanani and
Lazar, 2007). Ove kinaze fosforiliSu protein supstrat insulinskog receptora (eng. insulin
receptor substrate, IRS), koji moZe imati pozitivne ili negativne efekte na insulinski signalni
put (Asrih and Jornayvaz, 2013). Lipidni intermedijeri nastali u metabolizmu masnih kiselina,
ukljucujuci DAG, ceramide, lizofosfatidnu i fosfatidnu kiselinu, ometaju insulinski signalni put
aktiviranjem PKC i mTOR (eng. mammalian target of rapamycin) signalnog puta, kao i
inhibicijom kinaze Akt (eng. protein kinase B, PKB/Akt) (Fabbrini et al., 2010). Pored toga,
pokazano je da povecanje oksidacije masnih kiselina stimuliSe proizvodnju reaktivnih vrsta
kiseonika i uzrokuje oksidativni stres koji oteZava promet komponenti insulinske signalizacije
i dovodi do pojave insulinske rezistencije (Asrih and Jornayvaz, 2013).

Do razvoja insulinske rezistencije moZe doc¢i i usled poveéane sinteze i oslobadanja
pro-inflamatornih citokina od strane makrofaga i drugih celija koje naseljavaju masno tkivo.
Medu njima, najznacajni su pro-inflamatorni citokini interleukin-1§ (IL-1), IL-6 i tumorski
faktor nekroze (eng. tumor necrosis factor, TNF), kao i protein hemoatraktant monocita-1
(eng. monocyte chemo-attractant protein-1, MCP-1). Pro-inflamatorni citokin TNF naruSava
insulinsku signalizaciju putem inhibitorne fosforilacije serina na IRS-1 i/ili smanjenja
ekspresije gena GLUT4 (Kahn and Flier, 2000). Dodatno, TNF, IL-6 i IL-18 deluju na
stimulaciju signalih puteva JNK, p38 MAP kinaze i nuklearnog faktora-kB (eng. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-kB), Sto rezultira pove¢anom produkcijom
medijatora inflamacije koji mogu dovesti do insulinske rezistencije (Kahn et al, 2006;
Qatanani and Lazar, 2007).

1.1.3 Gojaznost

Gojaznost predstavlja kompleksno oboljenje koje usled povezanosti sa nastankom
brojnih patoloskih poremecaja, ukljucujuci dijabetes tipa 2, dislipidemiju, NAFLD, tumore,
hipertenziju i kardiovaskularne bolesti, predstavlja ozbiljnu pretnju opsStem zdravlju ljudi
(Engin, 2017; Fabbrini et al, 2010). Prema podacima SZO, 39% odraslih osoba ima
prekomernu telesnu teZinu, dok je 13% gojazno u celom svetu. Broj gojaznih osoba je
porastao tri puta u odnosu na 1975. godinu i predvida se da e se taj broj utrostruciti do 2030.
godine (“Obesity and overweight,” 2021). Gojaznost je sloZena, multifaktorska bolest na c¢iji
razvoj uticu brojni faktori, kao Sto su genetika, hormonski status, epigenetika, kvalitet i
poreklo hrane, Zivotna sredina, kao i socio-ekonomski status. Vise studija je pokazalo da je
gojaznost ,steCena“ bolest, koja u velikoj meri zavisi od faktora Zivotnog stila, ukljucujuci
nisku stopu fizicke aktivnosti i hronican prekomerni unos hrane, uprkos genetskim i
epigenetskim faktorima (Lin and Li, 2021; Safaei et al.,, 2021). Iako je gojaznost predmet
istraZivanja brojnih naucnih studija poslednjih godina, osnovni molekularni mehanizmi jo$
uvek nisu razjasnjeni i postoji potreba za identifikacijom klinickih biomarkera i novih
terapijskih pristupa u njenom lecenju.

SZ0 definiSe gojaznost kao prekomerno nakupljanje masnih naslaga usled povecanog
energetskog unosa, u poredenju sa energetskom potroSnjom, u meri koja moze da ugrozi
zdravlje (“Obesity and overweight,” 2021). Na Celijskom nivou, viSak energije se akumulira u
masnom tkivu u vidu triglicerida, Sto dovodi do povecanja zapremine masnih C¢elija
(hipertrofija) i/ili povecanja broja masnih celija stvaranjem novih C¢elija procesom
adipogeneze (hiperplazija) (Slika 1.2) (Choe etal., 2016).
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Slika 1.2. Hipertrofija i hiperplazija adipocita. Kod gojaznosti do ekspanzije masnog tkiva
dolazi pomoc¢u dva razli¢ita mehanizma: hiperplazija predstavlja povecanje broja adipocita, dok
prilikom hipertroficne ekspanzije dolazi do povecanja veli¢ine adipocita. Preuzeto i
modifikovano iz (Choe et al., 2016).

U klinickoj praksi, gojaznost se najceSCe procenjuje izrazavanjem telesne mase kao
funkcije visine, i u tu svrhu se koristi indeks telesne mase (eng. body mass index, BMI), koji se
dobija izracunavanjem odnosa teZine i visine [(teZina u kg)/(visina u m2)]. Na osnovu BMI,
odrasle osobe se klasifikuju u jednu od tri kategorije: “normalna teZina” (BMI < 24.9),
“prekomerna tezina” (BMI 25.0-29.9) i “gojaznost” (BMI = 30) (Akram et al., 2000). Pored
indeksa telesne mase, stepen gojaznosti se dodatno procenjuje i na osnovu odnosa izmedu
obima struka i kuka (eng. waist-to-hip ratio, WHR), koji je izraZen u centimetrima (Pouliot et
al,, 1994).

1.1.3.1 Visceralna gojaznost

Celije masnog tkiva (adipociti) se grupiu u razli¢itim regionima tela formiraju¢i depoe
masnog tkiva, a obrazac njihove distribucije zavisi od mnogih faktora, ukljucuju¢i pol, starost,
rasu, etniCku pripadnost, genotip, ishranu, fizicku aktivnost, hormonski status i lekove
(Shuster et al., 2012). Kod ljudi postoje dve vrste masnog tkiva: belo masno tkivo (eng. white
adipose tissue, WAT) i mrko masno tkivo (eng. brown adipose tissue, BAT). U Celijama belog
masnog tkiva prisutna je jedna masna kap koja je centralno postavljena, dok su citoplazma i
jedro potisnuti na periferiju ¢elije. Celije mrkog masnog tkiva se odlikuju brojnim masnim
kapima i velikim brojem mitohondrija (Slika 1.3) (Esteve Rafols, 2014).



imaju jednu masnu vakuolu koja zauzima celu citoplazmu, dok adipocite mrkog masnog tkiva
(B) karakterise prisustvo viSe masnih vakuola, kao i obilje mitohondrija u njihovoj citoplazmi.
Preuzeto i modifikovano iz (Bargut et al., 2017).

Anatomski, WAT se sastoji od dva glavna depoa sa razlicitim metabolickim
karakteristikama: potkoZzno masno tkivo (eng. subcutaneous adipose tissue, SAT) i visceralno
masno tkivo (eng. visceral adipose tissue, VAT). Visceralno masno tkivo je koncentrisano u
trbusnoj duplji oko unutrasnjih organa, i ono se dalje deli na mezenteri¢ni, omentalni,
perirenalni i peritonealni depo. Kod glodara postoji i gonadalno masno tkivo koje se takode
smatra delom VAT-a (Slika 1.4) (Choe et al,, 2016).

Visceralno
masno tkivo

Visceralno
masno tkivo

perirenalno

perirenalno
..~ retroperitonealno retroneritonealno
—~ omentalno mezenteri¢no
- mezenteri¢no gonadalno

Slika 1.4. Visceralno masno tkivo kod ljudi i glodara. Visceralno masno tkivo okruzuje
intraabdominalne organe i poseduju znacajne kapacitete za skladiStenje energije. Kod ljudi i
glodara, visceralno masno tkivo se deli na perirenalni, peritonealni, omentalni i mezenteri¢ni
depo. Glodari poseduju jo$ i gonadalno masno tkivo koje se proucava kao model visceralnog
masnog tkiva. Preuzeto i modifikovano iz (Choe et al.,, 2016).

Pored uloge u skladiStenju energije, i potkoZno i visceralno masno tkivo predstavljaju
metabolicki aktivne organe Kkoji proizvode i izlucuju razli¢ite medijatore, ukljucujuci
egzozome, informacione RNK, lipide, inflamatorne citokine, kao i peptidne hormone koji
deluju na parakrini i endokrini nacin. Najznacajniji hormoni masnog tkiva su leptin i
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adiponektin, i promene u regulaciji ovih hormona doprinose sistemskoj metabolickoj
disfunkciji, kao i patogenezi hroni¢nih metabolickih bolesti (Richard et al.,, 2020). Nivo
hormona leptina je u korelaciji sa masom masnog tkiva kod miseva i ljudi. Ovaj hormon deluje
kao senzor energetskog statusa Celije i regulator energetskog unosa i potrosnje. Leptin deluje
na specificne neurone hipotalamusa i dovodi do smanjenja unosa hrane i povecanja
energetske potrosnje (De Luca et al,, 2005; Enriori et al., 2007). Medutim, tokom gojaznosti
dolazi do poremecaja negativne povratne sprege izmedu povecanog nivoa leptina i inhibicije
unosa hrane, usled razvoja leptinske rezistencije. Leptinska rezistencija predstavlja
nemogucénost reagovanja na bioloSku ulogu leptina, uprkos dovoljnoj ili ¢ak povecanoj
koncentraciji ovog hormona u cirkulaciji, a koja nastaje usled akumulacije viska masnih
naslaga (Enriori et al,, 2007; Richard et al., 2020). Sa druge strane, adiponektin ima anti-
hiperglikemijsko i anti-inflamatorno dejstvo. Za razliku od leptina, njegova koncentracija
opada sa povecanjem mase masnog tkiva kod glodara i ljudi sa gojaznosc¢u (Hu et al., 1996).

[ako su oba tipa masnog tkiva vazna tokom razvoja gojaznosti, posebna pazZnja je
usmerena na ulogu visceralnog masnog tkiva zbog njegove povezanosti sa razli¢itim
metabolickim poremecajima, medu kojima su naruSavanje metabolizma glukoze i lipida,
insulinska rezistencija i dijabetes tipa 2 (Shuster et al, 2012). Visceralnu gojaznost
karakteriSe nagomilavanje masnog tkiva koje okruZuje intraabdominalne organe i Cesto se
naziva abdominalna ili centralna gojaznost. Jedna od glavnih karakteristika primecena kod
pacijenata sa visceralnom gojaznoS¢u je stanje dislipidemije koje ukljutuje poveéanu
koncentraciju triglicerida u cirkulaciji, niske nivoe lipoproteina visoke gustine (eng. high-
density lipoprotein, HDL), relativno normalne nivoe ukupnog i lipoproteina niske gustine (eng.
low-density lipoprotein, LDL), ali ve¢i broj ovih cestica koje su manje i guS¢e od normalnog.
Hipertrigliceridemija i nizak HDL holesterol u krvi mogu doprineti, uz mnoge druge faktore,
nakupljanju masnih naslaga u krvnim sudovima i nastanku ateroskleroze (Tchernof and
Després, 2013). Povecanje mase visceralnog masnog tkiva je povezano i sa razvojem
hipertenzije, infarktom miokarda i drugim oboljenjima kardiovaskularnog sistema, pri cemu
su obim struka i odnos obima struka i kuka bolji prediktori kardiovaskularnih oboljenja nego
BMI indeks (Dagenais et al, 2005). IstraZivanja su pokazala da je visceralna gojaznost
povezana sa insulinskom rezistencijom i dijabetesom tipa 2, ¢ak nezavisno od koncentracije
insulina, glikemije, porodi¢ne anamneze i indeksa telesne mase (Boyko et al., 2000). Posebnu
ulogu u tome imaju mezenteri¢no i omentalno masno tkivo, jer je jetra preko portalne vene
direktno izloZena oslobadaju¢im faktorima iz ovih depoa masnog tkiva (Choe et al., 2016).
Dodatno, pacijenti sa visceralnom gojaznoS¢u imaju povecani postprandijalni nivo slobodnih
masnih kiselina i imaju veci rizik od nastanka NAFLD-a i insulinske rezistencije u jetri
(Gastaldelli et al., 2007).

Faktori koji doprinose varijacijama u akumulaciji visceralnog masnog tkiva su starost,
pol, genetika i etnicka pripadnost. Specificni mehanizmi odgovorni za proporcionalno
povecano skladiStenje visceralnog masnog tkiva prilikom pozitivhog energetskog balansa i
povecanja telesne mase, ukljuuju polne hormone, lokalnu sintezu glukokortikoida u
abdominalnom masnom tkivu, hormon rasta i ishranu obogacenu fruktozom (Tchernof and
Després, 2013).

1.1.4 Nealkoholna masna bolest jetre

Jetra predstavlja centralni organ u odrzavanju energetske homeostaze. U njoj se odvija
metabolizam osnovnih energetskih supstrata, kako glukoze i masnih kiselina, tako i hranljivih
materija apsorbovanih iz hrane koji putem portalne vene stizu do nje. Klju¢nu ulogu u
odrzavanju nivoa SeCera u krvi jetra ostvaruje putem regulacije ravnoteZe izmedu procesa
glikogeneze (skladiStenje glukoze u obliku glikogena), glukoneogeneze (sinteze glukoze iz
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glicerola, laktata i glukogenske aminokiseline) i glikogenolize (razgradnje glikogena do
glukoze) (Han et al., 2016). U ovim procesima glavnu ulogu imaju hormoni insulin i glukagon,
hormoni pankreasa koji do jetre dospevaju putem portalne cirkulacije. Nakon obroka, kada je
nivo glukoze u krvi visok, insulin se oslobada i stimuliSe skladiStenje glukoze u glikogen. Sa
druge strane, prilikom gladovanja, glukagon aktivira procese glukoneogeneze i glikogenolize,
Sto dovodi do povecanja nivoa glukoze u krvi (Roder et al,, 2016). Vazni regulatori nivoa
glukoze u krvi su i glukokortikoidni hormoni koji deluju suprotno u odnosu na insulin i
stimuliSu proces glukoneogeneze (Kuo et al., 2015). Pored regulacije nivoa Secera u krvi, jetra
ima ulogu i u odrZzavanju homeostaze lipida. I ovaj proces je regulisan delovanjem insulina i
glukokortikoida, pri ¢emu ovi hormoni deluju sinergisticki, stimulisu¢i lipogenezu (Rahimi et
al,, 2020).

Kao Sto je ve¢ pomenuto, gojaznost nastaje kao rezultat hroni¢no pozitivnog
energetskog balansa, pri ¢emu dolazi do naruSavanja metabolizma glukoze i lipida u razli¢itim
organima, pre svega u masnom tkivu i jetri. U uslovima naruSene energetske homeostaze,
visceralno masno tkivo gubi sposobnost daljeg skladiStenja lipida, Sto dovodi do poveéanog
priliva i akumulacije lipida u jetri (stetaoza jetre) i posledicno do razvoja insulinske
rezistencije, kao jedne od osnovnih karakteristuka NAFLD-a. (Longo et al.,, 2019). Poreklo
ovako deponovanih lipida u jetri je sloZeno. Donnelly i kolege su pokazali da je najveci deo
triglicerida u jetri poreklom od priliva slobodnih masnih kiselina iz masnog tkiva portalnom
cirkulacijom, jedan deo lipida jetra sintetiSe tokom procesa de novo lipogeneze, dok najmanji
udeo lipida potice iz nutrijenata unetih hranom (Donnelly et al., 2005). NAFLD obuhvata Sirok
spektar patoloskih stanja, u rasponu od hepatocelularne steatoze sa benignom prognozom,
preko nealkoholnog steatohepatitisa (eng. nonalcoholic steatohepatitis, NASH) pracenog
inflamacijom i nekrozom. NASH moZe dovesti do fibroze, ciroze i hepatocelularnog karcinoma,
Sto rezultira poveéanim morbiditetom i smrtnos¢u (Lau et al., 2017; Postic and Girard, 2008).
U zapadnom svetu, prevalenca NAFLD-a se povecava sa indeksom telesne mase i varira
izmedu 20 i 30%, pri Cemu moZe da raste i do 90% kod morbidno gojaznih osoba. Sa druge
strane, prevalenca NASH-a je manja, i pogada 2-3% opsSte populacije i do 37% morbidno
gojaznih osoba (Dowman et al, 2009). MorfolosSki, steatoza jetre se manifestuje kao
akumulacija velikih (makrovezikularnih) intracitoplazmatskih masnih kapljica u 5% ili vise
parenhimskih Celija jetre. Sa druge strane, kod pacijenata sa NASH-om primeceni su steatoza
sa baloniraju¢om degradacijom hepatocita, fibroza sa ili bez Malorijevih telaSaca i inflamacija
(Parthasarathy et al., 2020). Inflamaciju karakterise aktivacija makrofaga (Kupferove ¢elije),
nekroza i disbalans adipocitokina, faktora transkripcije i pro-inflamatornih citokina, kao Sto
su IL-1B, IL-6 i TNF (Cusi, 2012; Tilg and Moschen, 2008). Tako nastalo pro-inflamatorno
stanje doprinosi razvoju insulinske rezistencije u jetri i zajedno sa hiperinsulinemijom utice
na sadrzaj masti u jetri, Sto dovodi do povecanja transkricije lipogenih gena, inhibicije -
oksidacije masnih kiselina i smanjenja ekspresije glukoneogenih gena (Dowman et al., 2009).

Brojne studije su pokazale da ishrana obogacena fruktozom dovodi do poremecaja
lipidne homeostaze, uzrokujuc¢i povecanje koncentracije triglicerida u cirkulaciji, nakupljanje
lipida u masnom tivu, kao i povecanu ektopi¢nu akumulaciju lipida u jetri i misi¢ima (Lé et al,,
2009). Konzumiranje velikih doza fruktoze dovodi do povecane proizvodnje lipogenih
prekursora u jetri, svih enzima i glavnih regulatora transkripcije uklju¢enih u de novo
lipogenezu, Sto sve dovodi do povecane produkcije lipida. Takode, fruktoza ispoljava svoju
lipogenu aktivnost inhibiraju¢i oksidaciju masnih kiselina (Keim et al., 2016). Povecani nivo
intrahepati¢nih lipida podstice povecanu proizvodnju i lucenje lipoproteina veoma male
gustine (eng. very low density lipoprotein, VLDL) Sto dovodi do dislipidemije, sistemske
insulinske rezistencije, razvoja NAFLD i metabolickog sindroma (Keim et al., 2016). Medutim,
joS uvek nije u potpunosti rasvetljeno koji su osnovni molekularni mehanizmi nastanka
metabolickih poremecaja kao posledice prekomernog unosa fruktoze.
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1.2 Lipidni metabolizam

1.2.1 Lipidni metabolizam u masnom tkivu

Pored uloge u obezbedivanju izolacije i mehanicke potpore, masno tkivo ima vaznu
ulogu u odrZavanju energetskog balansa organizma kroz regulaciju, kako unosa hrane, tako i
potrosSnje energije. Tokom perioda pove¢anog unosa hrane i/ili smanjene potrosnje energije,
viSak energije se skladiSti u masnom tkivu u obliku triglicerida. Medutim, kada je unos hrane
smanjen, a energetske potrebe povecane, dolazi do aktivacije procesa lipolize prilikom Cega se
trigliceridi razgraduju do masnih Kkiselina, koje se oslobadaju u cirkulaciju i bivaju koris¢ene
od strane vecine organa (Luo and Liu, 2016). Pored toga, masno tkivo deluje kao endokrini
organ koji luc¢i razlicite signalne molekule poput leptina i adiponektina. Ovi faktori su
ukljuceni u odrzavanje energetske homeostaze putem komunikacije sa drugim tkivima, kao

.....

1.2.1.1 Lipogeneza

De novo lipogeneza je proces koji obuhvata sintezu masnih kiselina iz acetil-koenzima
A (acetil-CoA), koje se zatim preusmeravaju za skladiStenje u lipidnim kapima u formi
triglicerida ili se koriste za kasniju oksidaciju, ugradnju u strukturne lipide ili posttranslacione
modifikacije (Wallace and Metallo, 2020). De novo lipogeneza se moze javiti kako u stanju
gladovanja, tako i tokom hranjenja. Nakon obroka sa visokim sadrZajem ugljenih hidrata,
viSak glukoze dovodi do povecéanja nivoa acetil-CoA koji se prevodi u malonil-CoA pomocu
enzima acetil-CoA karboksilaze (eng. acetyl-CoA carboxylases, ACC) (Luo and Liu, 2016).
Nakon toga, sintaza masnih Kkiselina (eng. fatty acid synthase, FAS), klju¢ni enzim koji
ogranicava brzinu de novo lipogeneze, pretvara malonil-CoA u palmitat, koji je prvi proizvod
sinteze masnih kiselina u ovom procesu. Ovo je energetski zahtevan proces za koji je potreban
znacajan broj molekula ATP-a, acetil-CoA i NADPH (eng. nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate) molekula. Kao rezultat toga, de novo lipogeneza je visoko regulisan proces na
transkripcionom i posttranslacionom nivou (Wallace and Metallo, 2020). Palmitat se zatim
podvrgava reakcijama elongacije i desaturacije pri ¢emu nastaju zasicene masne kiseline, kao
Sto su oleinska, palmitoleinska i stearinska kiselina (Song et al., 2018). Ove masne kiseline se
pomocu enzima stearoil-CoA desaturaze 1 (eng. stearoyl-CoA desaturase 1, SCD1) konvertuju u
mononezasicene masne kiseline, kljune supstrate za stvaranje triglicerida (Gathercole et al.,
2013).

U normalnim uslovima, nivo de novo lipogeneze je relativno nizak u masnom tkivu u
poredenju sa jetrom. Masne kiseline koje se koriste za biosintezu triglicerida u adipocitima
uglavnom poticu od cirkulisuc¢ih lipoproteina koji sadrze trigliceride, kao Sto su hilomikroni i
VLDL. Hidrolizu masnih kiselina iz cirkuliSucih triglicerida katalizuje enzim lipoproteinska
lipaza (eng. lipoprotein lipase, LPL). Enzim LPL luce adipociti, nakon ¢ega se transportuje u
susedni kapilarni lumen gde obavlja svoju lipoliticku funkciju (Kersten, 2014). Ovako nastale
masne kiseline mogu biti preuzete od strane okolnih tkiva i koriS¢ene kao energetski supstrati
(Luo and Liu, 2016).

Ekspresija enzima de novo lipogeneze je kontrolisana brojnim transkripcionim
regulatorima, od kojih je najznacajniji protein koji se vezuje za element regulisan sterolom
(eng. sterol regulatory element binding protein, SREBP) (Song et al., 2018). SREBP pripada
porodici transkripcionih regulatora vezanih za membranu koji su identifikovani kao vazni
regulatori homeostaze holesterola i masnih kiselina. Kod sisara postoje tri SREBP izoforme
(SREBP1a, SREBP1c i SREBP2) koje aktiviraju razli¢ite, ali preklapajue programe u
metabolizmu lipida. Dok SREBP1a i SREBP2 aktiviraju sintezu i unos holesterola, SREBP1c je
odgovoran za sintezu masnih kiselina i njegova funkcija je regulisana insulinom (Eberlé et al.,
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2004). Od ove tri izoforme, SREBP1c je najzastupljeniji u tkivima sa aktivhom de novo
lipogenezom, kao Sto su jetra i masno tkivo. U ovim tkivima, SREBP1c regulise ekspresiju gena
ukljucenih u de novo lipogenezu i sintezu triglicerida, medu kojima su najznacajniji ACC, FAS i
SCD1 (Gathercole et al., 2013). Pored toga, SREBP1c direktno reguliSe aktivnost receptora
aktiviranog peroksizomalnim proliferatorom vy (eng. peroxisome proliferator-activated
receptor y, PPARY), koji ima vaznu ulogu u diferencijaciji adipocita (Kim and Spiegelman,
1996).

1.2.1.2 Adipogeneza

Adipogeneza je Celijski proces tokom kojeg se preadipociti slicni fibroblastima
diferenciraju u zrele adipocite i ima vaZnu ulogu u razvoju masnog tkiva i sistemskoj
energetskoj homeostazi (Ali et al, 2013; Lefterova and Lazar, 2009). Adipogeneza je
viSestepeni proces koji ukljuc¢uje dve glavne faze. U prvoj fazi, Celije prolaze kroz mitoticku
klonalnu ekspanziju, koja podrazumeva replikaciju DNK i umnozavanje Celija, dok druga faza
predstavlja ranu i terminalnu diferencijaciju adipocita (Lazar et al., 2018). Kada pluripotentne
maticne Celije izgube sposobnost diferencijacije u druge tipove Celija, one postaju unipotentni
adipociti, koji prolaze kroz morfoloSke i funkcionalne promene usled aktivacije brojnih
signalnih puteva i faktora transkripcije gena (Chen et al., 2016). Tokom rane diferencijacije,
preadipociti dobijaju izgled loptaste strukture, dok terminalnu fazu diferencijacije karakterise
sinteza i transport lipida, lu¢enje proteina specificnih za adipocite, aktivacija metabolickih
procesa povezanih sa insulinom i dobijanje morfologije zrelih adipocita (Farmer, 2006).
Adipogeneza je regulisana signalnim putevima koji podrazumevaju aktivaciju brojnih faktora
transkripcije, ukljucuju¢i familiju proteina koji se vezuju za pojaciva¢c CCAAT (eng.
CCAAT/enhancer-binding proteins, C/EBP) i PPARy. Tokom ranih faza diferencijacije dolazi do
visoke ekspresije C/EBP (/8 izoforme, dok tokom srednje faze adipogeneze, C/EBP (/6
stimuliSe ekspresiju C/EBPa izoforme i PPARy. Ova dva transkripciona faktora kooperativno
promoviSu diferencijaciju i indukciju nekoliko gena specifi¢nih za adipocite, ukljucujuci LPL,
protein koji vezuje masne kiseline adipocita 2 (eng. adipocyte fatty acid binding protein, aP2),
ACC, FAS, SCD1, perilipin i leptin (Rosen et al., 2000).

PPARY je jedarni receptor koji deluje kao glavni regulator adipogeneze na taj nacin Sto
kontroliSe ekspresiju brojnih gena uklju¢enih u diferencijaciju adipocita, metabolizam glukoze
i lipida, inflamaciju i druge fizioloske procese. Stavise, PPARy nije samo klju¢an za
adipogenezu, vec je takode potreban i za odrZavanje diferenciranog stanja adipocita (Rosen et
al., 2000). Aktivacija PPARy dovodi do povecanja broja adipocita osetljivih na insulin i regulise
PPARy, identifikovano je joS nekoliko pozitivnih regulatora adipogeneze. Medu njima,
najznacajniji su familija faktora sli¢nih Krupelu (eng. Kruppel-like factor family, KLF), protein
koji vezuje element odgovora na ciklicni AMP (eng. cyclic AMP response element-binding
protein, CREB) i SREBP1c. Kao sto je ve¢ pomenuto, SREBP1 reguliSe ekspresiju enzima FAS i
LPL i povecava aktivnost PPARy, ¢ime dovodi do povecanja nivoa adipogeneze (Kim and
Spiegelman, 1996). In vitro studije su pokazale da insulin i kortikosteroidi indukuju ekspresiju
iRNK za PPARy, dok TNF smanjuje njegovu ekspresiju (Vidal-Puig et al.,, 1997). Pored ovih
faktora, brojni drugi faktori, ukljuc¢ujuéi pol, starost i stil Zivota, mogu uticati na proces
adipogeneze. Povecanje broja i veli¢ine adipocita uzrokuje Sirenje belog masnog tkiva i dovodi
do razvoja visceralne gojaznosti.

1.2.1.3 Lipoliza

Lipidi se skladiSte u masnom tkivu u obliku triacilglicerola (eng. triacylglycerol, TAG),
koji se joS nazivaju i trigliceridima, i sastoje se od tri masne kiseline vezane za glicerol.
Prilikom procesa lipolize, odnosno razgradnje deponovanih lipida, enzimi lipaze razgraduju
trigliceride na slobodne masne kiseline i glicerol. Adipozna lipaza triglicerida (eng. adipose
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triglyceride lipase, ATGL) je enzim Kkoji ogranicava brzinu lipolize i odgovorna je za prevodenje
TAG-a u DAG uz oslobadanje jednog molekula slobodnih masnih kiselina, sto predstavlja prvi
korak lipolize (Peckett et al,, 2011; Trites and Clugston, 2019). Lipaza osetljiva na dejstvo
hormona (eng. hormone sensitive lipase, HSL) takode je sposobna da razgradi TAG do DAG-a,
ali u manjoj meri od ATGL. Njena primarna funkcija je konverzija DAG-a u monoacilglicerol,
tokom koje se oslobada joS jedan molekul slobodnih masnih kiselina. Enzim HSL se nalazi u
citoplazmi i u bazalnom stanju ima malu lipoliticku aktivnost, dok se u stimulisanom stanju
premesta u masne kapi gde ostvaruje znacajan uticaj na lipolizu. U zavrSnoj fazi lipolize,
razgradnja monoacilglicerola do glicerola i tre¢eg molekula slobodnih masnih kiselina je
katalizovana enzimom monoacilglicerol lipazom (eng. monoacylglycerol lipase, MGL)
(Ahmadian et al., 2010; Duncan et al., 2007). Masne kiseline dobijene lipolizom se, u vecini
slucajeva, vezuju za albumin, ili se u formi triglicerida, kao komponenta VLDL-a ili
hilomikrona, prenose krvotokom do drugih tkiva (Duncan et al., 2007). Ipak, deo slobodnih
masnih kiselina ostaje unutar adipocita gde deluju kao unutarcelijski signalni medijatori,
supstrati za sintezu drugih masnih kiselina i lipida, regulatori transkripcije gena ili prolaze
kroz proces reesterifikacije kako bi ponovo sintetisali trigliceride (Zechner et al.,, 2012).

1.2.2 Lipidni metabolizam u jetri

lako je belo masno tkivo primarni organ za akumulaciju triglicerida, jetra takode
skladisti znacajne koli¢ine lipida u uslovima poremecene energetske homeostaze. Povecano
skladiStenje masnih kiselina u jetri predstavlja metabolicki poremecaj koji je povezan sa
gojaznosc¢u, hiperglikemijom, insulinskom rezistencijom i hipertenzijom. Mehanizmi koji
dovode do povetanog deponovanja masnih Kkiselina i triglicerida u jetri su (Geisler and
Renquist, 2017):

o Povecana koncentracija triglicerida u ishrani koji u jetru dospevaju kao hilomikronske
Cestice iz creva;

o Povecanje priliva masnih kiselina u jetru poreklom od lipolize masnog tkiva i
naknadnom konverzijom u trigliceride;

o Povecana sinteza triglicerida u jetri iz masnih kiselina nastalih de novo lipogenezom;

o Inhibicija B-oksidacije masnih kiselina u mitohondrijama hepatocita;

o Smanjen izvoz lipida iz jetre u vidu lipoproteina veoma niske gustine.

Lipidni metabolizam je strogo regulisan udruZenim dejstvom transkripcionih
regulatora, unutarcelijskih signalnih puteva, jedarnih receptora i hormona. Poremecaji koji
uticu na priliv masnih kiselina u jetru, njihovu de novo sintezu i konverziju u trigliceride i/ili
oksidaciju, doprinose poremecenoj homeostazi lipida u jetri i razvoju lipotoksi¢nosti,
inflamacije i NAFLD-a (Enjoji et al., 2016).

1.2.2.1 Preuzimanje slobodnih masnih kiselina iz cirkulacije

Koncentracija slobodnih masnih Kkiselina u plazmi je direktno povezana sa prilivom
masnih kiselina u jetru, sto ukazuje na mehanizam zavisan od koncentracije, posebno za
masne Kkiseline sa kratkim ili srednjim lancem. Shodno tome, Lavoie i kolege su sugerisali da
jetra moZe delovati kao pufer za priliv masnih kiselina iz masnog tkiva, i na taj nacin
neutralisati njihovu toksi¢nost (Lavoie and Gauthier, 2006). Hepatociti preuzimaju masne
kiseline uglavnom iz dva izvora: hidrolizom esterifikovanih masnih kiselina iz triglicerida koji
se transportuju hilomikronima iz creva, i/ili neesterifikovanih masnih kiselina, koje nastaju
hidrolizom kompleksnih lipida u masnom tkivu tokom perioda posta (Canbay et al., 2007).
Proces preuzimanja masnih Kiselina zavisi od broja i aktivnosti transporternih proteina i
translokaza eksprimiranih na plazma membrani hepatocita. Medu njima, najznacajni su
protein transportera masnih kiselina (eng. fatty acid transporter protein, FATP), kaveolin,
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protein koji vezuje masne Kkiseline (eng. fatty acid binding protein, FABP) i translokaza masnih
kiselina (eng. fatty acid translocase, FAT/CD36) (Berlanga et al., 2014). lako je ekspresija
FAT/CD36 u jetri slabije izraZena, pokazano je da je njegova koncentracija pozitivno
korelisana sa koncentracijom triglicerida u steatoznoj jetri kod pacova, kao i kod osoba sa
NAFLD-om (Alves-Bezerra and Cohen, 2018). Takode, povecanje nivoa ovog transportera u
jetri je povezano sa insulinskom rezistencijom, hiperinsulinemijom i pove¢anom steatozom
kod pacijenata sa NASH-om (Miquilena-Colina et al., 2011).

1.2.2.2 De novo lipogeneza u jetri

U normalnim fiziolo§kim uslovima, putevi de novo lipogeneze u jetri se retko koriste.
Medutim, u uslovima pozitivnog energetskog balansa i povecanog priliva masnih kiselina u
jetru, povecan nivo de novo lipogeneze znacajno doprinosi razvoju masne jetre. De novo
lipogeneza je sloZen metabolic¢ki proces koji obuhvata sintezu i elongaciju masnih kiselina i
formiranje triglicerida od produkata katabolizma ugljenih hidrata. Prvi korak u ovom putu je
katalizovan ATP-citrat liazom (eng. ATP-citrate lyase, ACLY), koja prevodi citrat u acetil-CoA, a
koji se zatim karboksilira u malonil-CoA pomoc¢u enzima ACC (Alves-Bezerra and Cohen,
2018). Kod sisara se enzim ACC javlja u dve izoforme: citosolna ACC1, koja je vaZna za de novo
lipogenezu i ACC2, koja se nalazi na spoljasnjoj mitohondrijalnoj membrani i regulise
B-oksidaciju. ACC2 proizvodi malonil-CoA koji potom inhibira karnitin palmitoiltransferazu 1
(eng. carnitine palmitoyltransferase, CPT1), enzim koji je odgovoran za premeStanje masnih
kiselina iz citosola u mitohondrijalni matriks gde se odigrava proces [3-oksidacije (McGarry et
al, 1978). Enzim ACC1 je inhibiran fosforilacijom od strane AMP-aktivirane protein kinaze
(eng. AMP-activated protein kinase, AMPK) i cAMP-zavisne protein kinaze. Pored fosforilacije,
aktivnost ACC1 moZe biti inhibirana i ve¢om koncentracijom malonil-CoA i palmitoil-CoA
(Wallace and Metallo, 2020). Sledec¢i korak u de novo lipogenezi predstavlja prevodenje
malonil-CoA u palmitat, pri ¢emu je ovaj proces katalizovan enzimom FAS. Zajednickim
delovanjem elongaze dugog lanca masnih kiselina (eng. elongation of very long chain fatty
acids protein 6, ELOVL6) i SCD1, palmitat se dalje modifikuje u razliite vrste masnih kiselina
(Alves-Bezerra and Cohen, 2018).

Tokom de novo sinteze triglicerida, enzimi glicerol-fosfat aciltransferaza (eng. G3P
acyltransferase, GPAT) i acilglicerol-fosfat aciltransferaza (eng. acylglycerol-3-phosphate
acyltransferases, AGPAT) vrSe prevodenje masnih kiselina u fosfatidnu kiselinu (Coleman and
Lee, 2004). Ona se dalje defosforiliSe delovanjem fosforilaze fosfatidne kiseline (eng.
phosphatidic acid phosphatase, PAP) da bi se dobio DAG. DAG aciltransferaza (DGAT)
katalizuje acilaciju DAG-a, Sto predstavlja zavrsni korak sinteze triglicerida. Novosintetizovani
molekuli triglicerida se zatim deponuju u citoplazmi u vidu lipidnih kapi (Sanders and Griffin,
2016).

Mnogi enzimi koji su ukljuCeni u de novo lipogenezu i sintezu triglicerida su
prvenstveno regulisani na nivou transkripcije. Transkripciona aktivacija lipogenih gena se
postiZze preko sloZenih mehanizama koji ukljuc¢uju viSe faktora transkripcije i javlja se u
odgovoru na aktivnost insulina i glukoze. Insulin aktivira specificne kinaze i fosfataze koje
modifikuju faktore transkripcije, uklju¢ujué¢i SREBP1c, protein koji reaguje na ugljene hidrate
(eng. carbohydrate responsive element binding protein, ChREBP) i receptor jetre X (eng. liver X
receptor a/f5, LXRa/B) (Wallace and Metallo, 2020). Specificni metaboliti glukoze, koji se
povecavaju nakon obroka, uticu na funkciju ili lokalizaciju nekih od ovih faktora transkripcije
koji se zatim regrutuju u promotorske regione lipogenih gena formiraju¢i komplekse sa
drugim faktorima transkripcije (Wang et al, 2015). SREBP1c je transkripcioni faktor koji
reguliSe ekspresiju skoro svih gena ukljuCenih u sintezu masnih kiselina i triglicerida, medu
kojima su ACC, FAS, ELOVL6, SCD1, kao i mitohondrijalna GPAT (Choi and Ginsberg, 2011).
Insulin stimuliSe aktivnost SREBP1c promovisu¢i njegovu fosforilaciju, sto dovodi do
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povecane akumulacije zrelog oblika
SREBP1c. Nasuprot tome, AMPK, koji je
marker cCelijskih zaliha energije, smanjuje
ekspresiju SREBP1c i inhibira lipogenezu,
dok stimuliSe oksidaciju masnih kiselina
(Enjoji et al., 2016). Pored SREBP1c, LXRa/f3
je takode prepoznat kao vaZan regulator
lipogenih gene (FAS, ACC i SCD1), ali je
ukljucen i u kontrolu transkripcije SREBP1c
od strane insulina. Glukoza stimuliSe
ekspresiju ChREBP i LXRa/f3 u jetri, kao i
transkripciju gena ACC, FAS i SCD1
(Saponaro et al, 2015). Cinjenica da je
LXRa/B kljucni regulator SREBP1c, ali i da
reguliSe aktivnost ChREBP tokom ekspresije
glikolitickih i lipogenih gena, ukazuje na

veoma bitnu ulogu insulina i glukoze u . GF;AT | < ?
regulaciji lipogeneze u jetri (Slika 1.5) _? DGAT | ?
(Postic and Girard, 2008). ‘

NaruSavanje ekspresije lipogenih
enzima i aktivnosti regulatornih faktora, kao
i pojava insulinske rezistencije u jetri,

dovodi do povecane sinteze i skladiStenja _ - o _
masnih kiselina i razvoja NAFLD-a (Byrne et Slika 1.5. Regulacija ekspresije lipogenih
al, 2009). Tatan mehanizam koji pokre¢e 8€Ma u jetri. Transkripcioni regulatori
proces de novo lipogeneze kod pacijenata sa SREBPlc, LXBOf/ B_l ChREBP, regulisu etkslpre'suu
oy . enzima uklju¢enih u sintezu triglicerida.
NAFLD-om jo$ uvek nije poznat. Jedan od . . S o
Inih bok %3 bi la biti aktivacii Signalni putevi insulina i glukoze se aktiviraju
Centr:fl nin po retac.a 1 mogla bitl aktivaclja 15, odgovor na ugljene hidrate u ishrani i
proteina SRE;BP].C-I Ch_REBP' u odgovoru Na " sinergisticki  indukuju  ekspresiju  gena.
povecanje nivoa insulina i glukoze u Krvi  preyzeto i modifikovano iz (Postic and Girard,
usled pojave sistemske insulinske  2008).

rezistencije. Pored toga, pokazano je da

poremecena signalizacija leptina u centralnom nervnom sistemu moduliSe de novo
lipogenezuy, a inflamatorna signalizacija i stres endoplazmati¢nog retikuluma dodatno uticu na
aktivaciju transkripcionih regulatora koji pokrecu ekspresiju enzima de novo lipogeneze
(Reddy and Rao, 2006).

1.2.2.3 B-oksidacija masnih kiselina u jetri

Oksidacija masnih kiselina obezbeduje glavni izvor energije tokom perioda gladovanja.
U takvim uslovima dolazi do povecanja koncentracije glukagona, Sto uzrokuje povecan priliv
masnih kiselina iz masnog tkiva u jetru. Stoga, -oksidacija masnih kiselina igra klju¢nu ulogu
u metabolizmu masti, a poremecaji u oksidaciji doprinose stanju masne jetre. 3-oksidacija
masnih kiselina dobijenih hidrolizom triglicerida u jetri, cirkuliSucih lipida ili tokom procesa
de novo lipogeneze, deSava se unutar mitohondrija i peroksizoma (Canbay et al., 2007).
Unutar mitohondrija se oksiduju masne kiseline kratkog (<C4), srednjeg (C4-C12) i dugog
lanca (C12-C20), dok se toksi¢ne i veoma dugolanc¢ane (C20-C26) masne kiseline oksiduju
unutar peroksizoma (Alves-Bezerra and Cohen, 2018). Masne kiseline kratkog i srednjeg
lanca prolaze mitohondrijalnu membranu bez aktivacije, dok dugolancane masne kiseline
moraju biti aktivirane da bi se stvorio ATP i acetil-CoA i omogucio njihov uvoz iz citosola u
mitohondrije. Ovaj proces zahteva dve uzastopne reakcije katalizovane enzimima koji
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ogranicavaju brzinu 3 oksidacije. Prvi od njih je enzim CPT1, koji je smeSten na spoljasnjoj
mitohondrijalnoj membrani. Drugi enzim je CPT2 smeSten na unutras$njoj mitohondrijalnoj
membrani (Enjoji et al.,, 2016; Xiong, 2018). Aktivnost enzima CPT1, ali ne i CPTZ2, inhibirana
je interakcijom sa malonil-CoA, ranim intermedijerom de novo lipogeneze (Nguyen et al.,
2008). Malonil-CoA reguliSe ulazak masnih kiselina u mitohondrije, a njegova inhibicija
povecava nivo 3-oksidacije i smanjuje sadrzaj triglicerida u hepatocitima. Da bi masne kiseline
mogle da produ kroz membrane i udu u organele, potrebno je da se razgrade pomocu
acil-CoA-sintetaze do acil-CoA. Tokom procesa -oksidacije unutar mitohondrija, acil-CoA se
prevodi u acetil-CoA, koji ulazi u ciklus trikarboksilne kiseline ili se prevodi u ketonska tela
(Slika 1.6) (Xiong, 2018).

Masne kiseline
Acil-CoA + Karnitin ¢

fr—
& ?,?:' \K% 1
) ’-\_:} . // .\\
Citosol Acil-CoA
sintetaza oof}omm-f.z CPT1
Spoljanja WW
membrana E == Bt
Acilkarnitin = -
Intermembranski N
prostor Syl Karnltm
_ ittt R TEETRRey acilkarnitin
Unutrasnja MW translokaza
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» Acil-CoA
Mitohondrijalni i3 Adlais d !
matriks Kamnib <
- o €0, + H,0 +ATP
cil-Co
@ dehidrogenaza
W
Enoil-CoA
@ hidrataza
-
B-oksidacija = Krebsov
@ 3-hidroksiacil-CoA ciklus
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transferaza
\‘,"
— //.g___\
i V< T 4 p |
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Slika 1.6. Sematski prikaz B-oksidacije masnih kiselina. U citosolu se dugolan¢ane masne
kiseline aktiviraju i formiraju acil-CoA, koji se esterifikuje u acilkarnitin pomo¢u CPT1, enzima
koji se nalazi na spoljasnjoj membrani mitohondrija. Acilkarnitin se zatim transportuje u
mitohondrijalni matriks i prevodi u acil-CoA i karnitin pomoc¢u enzima CPT2, koji se nalazi na
unutrasnjoj mitohondrijalnoj membrani. Potom, acil-CoA ulazi u proces B-oksidacije i njegovi
krajnji proizvodi se mogu dalje metabolisati u Krebsovom siklusu ili u€estvovati u ketogenezi.
Preuzeto i modifikovano iz (Xiong, 2018).

Ekspresija gena ukljucenih u mitohondrijalnu i ekstramitohondrijalnu oksidaciju
masnih Kiselina je u velikoj meri regulisana aktivno$¢u PPARa, koji stimuliSe transkripciju
gena i formiranje ketonskih tela. Konkretno, PPARa pojacava ekspresiju hidroksiacil-CoA
dehidrogenaze (eng. hydroxyacyl-CoA dehydrogenase, HADH), dugolancane acil-CoA
dehidrogenaze (eng. long-chain acyl-CoA dehydrogenase, LCAD), CPT1, kao i gena uklju¢enih u
peroksizomalnu (-oksidaciju (Mandard et al., 2004). PPARa funkcioniSe i kao senzor lipida
reagujuci na priliv masnih kiselina u jetru. U slu¢aju produzenog gladovanja, povecani priliv
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masnih kiseline moze dovesti do neefikasnosti PPARa sistema i pojave steatoze jetre, Sto je
primecéeno kod PPARa/- miseva. Ove Zivotinje ne uspevaju da oksiduju unete masne kiseline i
posledi¢no razviju teSku steatozu jetre (Reddy and Rao, 2006).

Ekspresija gena uklju¢enih u (-oksidaciju je dodatno regulisana i koaktivator la
receptorom aktiviranog peroksizomalnim proliferatorom (eng. peroxisome proliferator
activated receptor gamma coactivator-1a, PGC-la). Ovaj jedarni hormonski receptor
koaktivira PPARa i dovodi do povecanja enzimskog kapaciteta za [3-oksidaciju masnih
kiselina, Krebsov ciklus i oksidativnu fosforilaciju. Takode, PGC-1la stimuliSe biogenezu
mitohondrija i poveéava njihovu respiratornu funkciju (Lin et al., 2005; Vega et al., 2000).

1.2.2.4 Oslobadanje triglicerida iz jetre

Poslednji korak u lipidnom metabolizmu u jetri obuhvata oslobadanje triglicerida u
obliku VLDL-a i njihov transport u misi¢e radi oksidacije, kao i u masno tkivo za skladistenje.
Sinteza VLDL-a je proces iz dva koraka koji pocinje u lumenu endoplazmati¢nog retikuluma. U
prvom koraku, protein za prenos mikrozomalnih triglicerida (eng. microsomal triglyceride
transfer protein, MTP) vrsi translaciju apolipoprotein B 100 (apoB 100) i inkorporira malu
kolic¢inu triglicerida u njega (Gordon et al., 1995). U drugom koraku, dodatni trigliceridi se
pakuju u cestice koje sadrze apoB100 u nastajanju, dok prelaze iz endoplazmati¢nog
retikuluma u GoldZijev aparat, i formiraju VLDL cestice koje se uklanjaju iz jetre egzocitozom
(Cohen and Fisher, 2013).

Brojna istrazivanja su ukazala na postojanje veze izmedu povecane sekrecije VLDL-a i
metabolickih bolesti, kao Sto su insulinska rezistencija, NAFLD i dijabetes. Razvoj insulinske
rezistencije i naruSavanje regulatornih mehanizama za pakovanje i oslobadanje VLDL cCestica
dovodi do akumulacije triglicerida u jetri, zahvaljuju¢i pove¢anom unosu masnih kiselina iz
belog masnog tkiva i povecanoj de novo lipogenezi. Ve¢a dostupnost triglicerida zajedno sa
vecom aktivnoséu enzima MTP promovise prekomernu proizvodnju VLDL Cestica i intenzivno
oslobadanje triglicerida u plazmu (Alves-Bezerra and Cohen, 2018; Cohen and Fisher, 2013).
Usled toga su poremecaji u odrzavanju metabolicke ravnoteZe, kao $to su metabolicki sindrom
i NAFLD, praceni istovremeno povecanom koncentracijom triglicerida i u cirkulaciji i u jetri
(Choi and Ginsberg, 2011).

1.2.3 Hormonska regulacija lipidnog metabolizma

Glavni hormoni uklju¢eni u metabolizam lipida su glukokortikoidi, insulin, glukagon,
kateholamini i hormon rasta. Koncentracije ovih hormona se menjaju u hroni¢nim patoloskim
stanjima kao Sto su gojaznost, dijabetes, NAFLD i kardiovaskularne bolesti, Sto zauzvrat
dovodi do promena u tkivnim lipidima (Bhathena, 2000).

Glukokortikoidni hormoni reguliSu mnostvo fizioloskih procesa, ukljucujuci
metabolizam, imunski odgovor, rast i razvice, reprodukciju, pamcenje, i imaju izrazito vaznu
ulogu u normalnom funkcionisanju centralnog nervnog i kardiovaskularnog sistema
(Chrousos et al, 2004). Metabolicki efekti glukokortikoida su povezani sa fizioloskim
mehanizmima koji mogu dovesti do pojave sistemske i periferne insulinske rezistencije,
hiperglikemije i dislipidemije. U normalnim okolnostima, insulin se luc¢i kao odgovor na unos
hrane i stimuliSe unos glukoze u tkiva, dok istovremeno inhibira glukoneogenezu.
Glukokortikoidi deluju antagonisticki, ali i sinergisticki u odnosu na insulin, $to zavisi od vrste
tkiva, unosa hrane, ali i od interakcije sa kateholaminima, koji se luce kao odgovor na stres
(Sapolsky et al.,, 2000). Brojne in vivo i in vitro studije su pokazale da prekomerna ekspresija
glukokortikoidnog receptora (GR) u [-Celijama pankreasa moZe direktno da inhibira
oslobadanje insulina (Akalestou et al., 2020). Dodatno, glukokortikoidni hormoni smanjuju
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sekreciju insulina indukuju¢i apoptozu u B-Celijama pankreasa. U jetri, glukokortikoidi
inhibiraju dejstvo insulina stimuliSu¢i transkripciju glukoneogenih enzima, fosfoenolpiruvat
karboksikinaze (eng. phosphoenolpyruvate carboxykinase, PEPCK) i glukozo-6-fosfataze (eng.
glucose-6-phosphatase, G6PC) (Vegiopoulos and Herzig, 2007). Takode, glukokortikoidi
povecavaju ekspresiju PGC-1a, koji stimuliSe ekspresiju gena za G6PC (Rahimi et al., 2020).
Pored toga Sto ima vaznu ulogu u hepatickoj glukoneogenezi, PEPCK predstavlja klju¢ni enzim
u glicerogenezi (de novo sinteza 3-glicerofosfata iz aminokiselina i piruvata) u adipocitima,
obezbedujuci na taj nacin prekursore za sintezu triglicerida (Reshef et al., 2003). Za razliku od
jetre, GR negativno reguliSe ekspresiju gena PEPCK u adipocitima i na taj nacin,
glukokortikoidi inhibiraju skladiStenje masnih naslaga i smanjuju veli¢inu masnog tkiva
(Vegiopoulos and Herzig, 2007).

Efekti glukokortikoida na adipocite se razlikuju u zavisnosti od tipa masnog tkiva.
Glukokortikoidi stimuliSe lipolizu u potkoZnom masnom tkivu, dok u visceralnom masnom
tkivu stimuliSu diferencijaciju i hipertrofiju adipocita (Rahimi et al, 2020). Delujuci
antagonisticki u odnosu na insulin, glukokortikoidi stimuliSu lipolizu i oslobadanje masnih
kiselina iz adipocita indukuju¢i ekspresiju klju¢nih enzima lipolize: HSL i ATGL (Peckett et al,,
2011; Shen et al, 2017). Delovanje glukokortikoida na povecanje razgradnje triglicerida i
oslobadanje slobodnih masnih kiselina direktno uti¢e na sistemsku insulinsku osetljivost.

S obzirom na to da su glukokortikoidi Siroko okarakterisani kao ,lipoliticki“ u
delovanju, zanimljivo je da su ovi hormoni povezani sa adipoznoscu kada se daju egzogeno ili
kada su poviSeni usled prekomerne endogene proizvodnje. Povecana koncentracija
glukokortikoida koja se javlja u odgovoru na stres, ili usled naruSenog tkivnog metabolizma
glukokortikoida posredovanog enzimom 11B-hidroksisteroid dehidrogenaza-1 (eng.
11B-hydroxysteroid dehydrogenase-1, 113HSD-1), ima direktne efekte na adipocite i masno
tkivo, dovodedi do hipertrofije, hiperplazije i izmenjene produkcije hormona u masnom tkivu.
U stanju sitosti, glukokortikoidi deluju sinergisticki sa insulinom i stimuliSu ekspresiju
lipogenih gena, ACCi FAS (Gathercole et al,, 2011). Dodatno, glukokortikoidi povecavaju unos i
skladistenje masnih kiselina deluju¢i na aktivnost enzima LPL, bilo pove¢anjem transkripcije
ili posttranslacionim modifikacijama (povecana aktivacija ili smanjena degradacija). Na ovaj
nacin bi mogla da se objasni povecana akumulacija visceralnog masnog tkiva kod osoba sa
poviSenim nivoima glukokortikoida (Peckett et al.,, 2011). Sa druge strane, kateholamini
deluju na suprotan nacin u odnosu na glukokortikoide, dovodec¢i do smanjenja ekspresije i
aktivnosti LPL-a (Ong et al., 1992). Pored hipertrofije, glukokortikoidi mogu dovesti i do
hiperplazije masnog tkiva usled stimulacije ekspresije transkripcionog faktora PPARYy, Sto
dovodi do povecane diferencijacije preadipocita u zrele adipocite (Tomlinson et al., 2006).
Takode, poviseni nivo enzima 113HSD-1 u adipocitama uti¢e na adipogeni PPARY signalni put
prilikom diferencijacije preadipocita u zrele Celije (Liu et al., 2006).

Hroni¢no povecana Kkoncentracija glukokortikoidnih hormona je povezana i sa
pojavom masne jetre i razvojem steatoze, kao Sto je primeceno kod metabolickog sindroma.
Glukokortikoidi iz egzogenih i endogenih izvora su dobro poznati uzrok nastanka NAFLD-a.
Pacijenti sa KuSingovim sindromom, koji imaju povecani nivo glukokortikoida u cirkulaciji,
razvijaju karakteristican metabolicki fenotip centralne gojaznosti, insulinske rezistencije i
dijabetesa. Veliki broj ovih pacijenata ima i steatozu jetre (Dowman et al., 2009). Mehanizmi
pomoc¢u kojih glukokortikoidni hormoni podsticu akumulaciju masti u jetri ukljucuju
aktivaciju kljucnih lipogenih enzima, ACC i FAS, kao i stimulaciju sinteze i sekrecije VLDL-a iz
jetre, pri cemu glukokortikoidi deluju sinergisticki sa insulinom (Rahimi et al., 2020). Pored
toga, pokazano je da glukokortikoidi inhibiraju $-oksidaciju mitohondrijalnih masnih kiselina
smanjujuci transkripcionu aktivnost PPARq, ¢ime dalje doprinose unutarcelijskoj akumulaciju
lipida (Lettéron et al., 1997). Medutim, vecina pacijenata sa NAFLD-om ima normalni nivo
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kortizola u cirkulaciji, Sto sugeriSe da metabolicku disfunkciju pokrecu tkivno-specifi¢ni
mehanizmi. Ovo je dovelo do pojave interesovanja za ispitivanje enzima 118HSD-1, koji igra
kljunu ulogu u lokalnom metabolizmu i dostupnosti glukokortikoida za vezivanje i
aktiviranje GR-a. IstraZivanja tokom poslednjih decenija su utvrdila klju¢nu ulogu
glukokortikoida u izazivanju teSkih metabolickih poremecaja, kao Sto su hiperglikemija ili
NAFLD. Medutim, dok su efekti glukokortikoida na metabolizam glukoze u jetri detaljno
analizirani na molekularnom nivou, mehanizmi dejstva glukokortikoida na metabolizam
lipida i razvoj masne jetre joS uvek nisu rasvetljeni.

1.3 Glukokortikoidni hormoni

Glukokortikoidni hormoni (kortizol kod ljudi, kortikosteron kod glodara) spadaju u
steroidne hormone neophodne za Zivot. Oni se sintetisu i oslobadaju iz nadbubreZne Zlezde na
cirkadijalni nacin, deluju¢i na skoro svako tkivo i organ. Glukokotrikoidi imaju ulogu u
odrzavanju homeostaze u odgovoru na normalne dnevne promene metabolizma, ali i u
uslovima stresa, pa se joS nazivaju i hormonima stresa.

Otkrice anti-inflamatornog dejstva glukokortikoida je predstavljalo veliki napredak u
le¢enju inflamatornih poremecaja. Glukokortikoidi reguliSu imunski odgovor na ¢elijskom i na
transkripcionom nivou (Busillo and Cidlowski, 2013). Na celijskom nivou, glukokortikoidi
indukuju apoptozu T limfocita, neutrofila, bazofila i eozinofila, i na taj nain smanjuju
inflamaciju. U modelu sepse izazvane lipopolisaharidom (LPS) pokazano je da glukokortikoidi
inhibiraju p38 MAPK signalni put i na taj nacin moduliraju proizvodnju citokina u
makrofagima. Takode, kod alergijskih poremecaja, glukokortikoidi smanjuju inflamaciju
regulacijom ekspresije IL-1f3, hemoatraktantnog proteina monocita-1 (eng. monocyte
chemoattractant protein-1), proteina 10 indukovanog IFN-y (eng. interferon-y-inducible
protein 10) i inflamatornog proteina makrofaga-2 (eng. macrophage inflammatory protein-2)
(Busillo and Cidlowski, 2013; Cruz-Topete and Cidlowski, 2015). Mehanizmi inhibicije
transkripcione aktivnosti glukokortikoidima uklju¢uju smanjenje aktivnosti transkripcionih
regulatora AP-1 (eng. activator protein-1) i NF-kB. Dakle, primarno anti-inflamatorno dejstvo
glukokortikoida se ostvaruje putem inhibicije transkripcije mnosStva pro-inflamatornih gena
koji kodiraju citokine, hemokine, molekule ¢elijske adhezije, inflamatorne enzime i receptore,
sa ciljem da se obnovi homeostaza. lako se delovanje glukokortikoida obicno opisuje kao
anti-inflamatorno, studije sugerisu da glukokortikoidi mogu imati i pro-inflamatorno dejstvo
kao odgovor na akutni stres (Cruz-Topete and Cidlowski, 2015). Pokazano je da
glukokortikoidi indukuju ekspresiju porodice receptora slicnih NOD-u, konkretno pirinskog
domena koji sadrZzi gen 3 (eng. pyrin domain containing 3 gene, NLRP3), centralne
komponente inflamazoma u makrofagima. Ovako stimulisana ekspresija NLRP3 dovodi do
aktivacije makrofaga i sinteze pro-inflamatornih citokina TNF, IL-1f i IL-6 (Busillo et al,
2011). Ovi naizgled suprotni efekti glukokortikoida funkcioniSu zajedno kao odbrambeni
mehanizam imunskog sistema da prvobitno odgovori na stresor, a potom i da smanji imunski
odgovor kako bi se uspostavila ravnoteZa (Busillo et al., 2011).

NeravnoteZa u fizioloSkom nivou glukokortikoida moZe dovesti do patoloskih stanja,
kao Sto su teSke kardiovaskularne, metabolicke i imunoloSke komplikacije uocene kod
Adisonove bolesti i KuSingovog sindroma. Adisonovu bolest karakteriSe smanjeni nivo
glukokortikoida u cirkulaciji, a uzrokovana je autoimunskim odgovorom na korteks
nadbubreZne Zlezde, boles¢u hipofize ili naslednom disfunkcijom sinteze glukokortikoida.
Usled nastalog nedostatka pravilnog delovanja glukokortikoida javlja se smanjena otpornost
na stres, hipertrofija limfoidnog tkiva, hipoglikemija i gubitak teZine (Nieman and Chanco
Turner, 2006). Nasuprot tome, pacijenti sa KuSingovim sindromom, usled trajne
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hipersekrecije glukokortikoida i poveéanja koncentracije glukokortikoida u cirkulaciji, imaju
klinicku sliku koja se karakteriSe pojavom visceralne gojaznosti, hipertenzijom, smanjenjem
miSicne mase, povecanjem nivoa holesterola, masnom jetrom, hiperglikemijom i insulinskom
rezistencijom (Shibli-Rahhal et al., 2006). Mnoge od navedenih komplikacija poveéanog nivoa
glukokortikoida takode predstavljaju i komponente metabolickog sindroma. Metabolicki
sindrom se opisuje kao skup blisko povezanih metabolickih poremecaja, kao Sto su
hipetrigliceridemija, hipertenzija, hiperglikemija i smanjena tolerancija na glukozu. Ovo
metabolicko stanje je obicno povezano sa gojaznosc¢u, starenjem, sedentarnim nacinom Zivota
i genetskom predispozicijom, i moZe dovesti do pojave ateroskleroze, dijabetesa tipa 2 i
kardiovaskularnih bolesti (Vegiopoulos and Herzig, 2007).

Zbog svog snaznog anti-inflamatornog i imunosupresivnog delovanja, glukokortikoidi
su danas jedni od najceS¢ée propisivanih lekova za leCenje inflamatornih i autoimunskih bolesti
ukljuCuju¢i sepsu, alergije, astmu, reumatoidni artritis i multiplu sklerozu. NaZalost,
terapeutske prednosti glukokortikoida su ogranicene kod hroni¢ne upotrebe, pojavom teskih
neZeljenih efekata, kao Sto su hipertenzija, osteoporoza, atrofija koZe, abdominalna gojaznost,
dijabetes i glaukom. Dodatno, pacijenti na dugotrajnoj terapiji glukokortikoidima cesto
razvijaju tkivno-specificnu rezistenciju na glukokortikoide (Ramamoorthy and Cidlowski,
2016).

1.3.1 Prereceptorski metabolizam glukokortikoida

Glukokortikoidni hormoni se sintetiSu u kori nadbubrezne Zlezde u odgovoru na
aktivaciju fizioloskim stimulusom, kao Sto je stres. Sinteza i luCenje glukokortiokodnih
hormona je pod kontrolom neuroendokrinog sistema  povratne  sprege,
hipotalamo-hipofizo-adrenokortikalne (HHA) ose. Aktivacija HHA ose pocinje sekrecijom
hipotalami¢nog kortikotropin-osobadaju¢eg hormona (eng. corticotropin-releasing hormone,
CRH), koji stimuliSe transkripciju hipofiznog pro-opiomelanokortina (POMC) gena. Sintetisani
POMC stimuliSe proizvodnju adrenokortikotropnog hormona (eng. adrenocorticotropic
hormone, ACTH) u hipofizi, i posledi¢no sintezu i oslobadanje glukokortikoidnih hormona iz
nadbubrezne Zlezde. Vece koncentracije glukokortikoidnih hormona u cirkulaciji inhibiraju
ekspresiju gena CRH na nivou hipotalamusa, i smanjuju transkripciju POMC i sekreciju ACTH u
prednjem reZnju hipofize, ¢ime se uspostavlja negativna povratna sprega (Engelmann et al,,
2004). Neaktivna forma glukokortikoida se u plazmi uglavnom transportuje u slobodnom
nevezanom obliku, dok se aktivni glukokortikoidi najve¢im delom transportuju i odrzavaju u
neaktivnom stanju vezani za kortikosteroid-vezujuc¢i globulin (eng. corticosteroid-binding
globulin, CBG), i u manjoj meri za albumin (Hammond, 2016). Nivo glukokortikoida u
cirkulaciji prolazi kroz cirkadijalne varijacije, dostiZu¢i svoju najve¢u vrednost rano ujutru,
dok se najniza vrednost javlja oko pono¢i. Glodari, kao no¢ne Zivotinje, pokazuju suprotan
obrazac cirkadijalnog ritma, sa najniZim nivoima glukokortikoida u cirkulaciji u ranim
jutarnjim satima i maksimalnom koncentracijom oko pono¢i (Wang, 2005).

Zbog svoje lipofilne prirode, slobodni glukokortikoidi difunduju kroz ¢elijsku
membranu da bi izvrsili svoju funkciju. Medutim, stvarna biodostupnost glukokortikoidnih
hormona u citoplazmi je regulisana ravnotezom izmedu aktivnih i neaktivnih oblika
glukokortikoida. Dva enzima su odgovorna za prereceptorski metabolizam glukokortikoida,
odnosno za konverziju iz neaktivnog Kkortizona (11-dehidrokortikosteron kod miSeva) u
aktivni kortizol (kortikosteron, kod miSeva). Enzim 113HSD-1 katalizuje konverziju kortizona
u kortizol (11-dehidrokortikosterona u kortikosteron), dok enzim 11BHSD-2 (eng.
11B-hydroxysteroid dehydrogenase-2, 11BHSD 2) katalizuje suprotnu reakciju (Slika 1.7)
(Draper and Stewart, 2005; Timmermans et al., 2019). Ovi enzimi se nalaze u membrani
endoplazmati¢nog retikuluma i reguliSu aktivaciju glukokortikoidnih i mineralokortikoidnih
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receptora. Ekspresija ovih enzima je tkivno specificna, a 11BHSD-1 i 113HSD-2 se medusobno
razlikuju po fizioloskoj ulozi, afinitetu za supstrat i specificnosti kofaktora (Timmermans et
al.,, 2019).

11BHSD-1

A 4

N

11BHSD-2

11-dehidrokortikosteron Kortikosteron

Slika 1.7. Konverzija neaktivnih formi glukokortikoida u aktivnu formu glukokortikoida.
Neaktivni kortizon i 11-dehidrokortikosteron se prevode u aktivni kortizol i kortikosteron
pomocu 11B-hidroksisteroid dehidrogenaze-1 (11BHSD-1), i ponovo se inaktiviraju pomocu
11B-hidroksisteroid dehidrogenaze-2 (113HSD-2). Preuzeto i modifikovano iz (Timmermans et
al,, 2019).

Enzim 11BHSD-2 je dehidrogenaza koja pretvara kortizol u kortizon kod ljudi, odnosno
kortikosteron u 11-dehidrokortikosteron kod glodara, i u tom procesu koristi nikotinamid
adenin dinukleotid (eng. nicotinamide adenine dinucleotide, NAD+*) kao kofaktor. Ovaj enzim se
eksprimira u tkivima sa visokom ekspresijom mineralokortikoidnog receptora, kao sto su
bubrezi, debelo crevo, pljuvacne Zlezde i placenta. Na taj naCin, enzim 11BHSD-2 sprecCava
vezivanje glukokortikoida za mineralokortikoidne receptore i reguliSe homeostazu soli i vode
u organizmu (Draper and Stewart, 2005; Seckl, 2004).

lako enzim 11BHSD-1 funkcioniSe i kao reduktaza i dehidrogenaza, u in vivo uslovima
gotovo uvek ima reduktaznu aktivnost, pri ¢emu prevodi neaktivne forme glukokortikoida u
aktivne. Za njegovu enzimsku aktivnost je neophodan redukovani NADPH kao kofaktor, koga
sintetiSe heksozo-6-fosfat dehidrogenaza (eng. hexose-6-phosphate dehydrogenase, H6PDH).
Enzim H6PDH generiSe NADPH od NADP+ u reakciji oksidacije glukozo-6-fosfata u
6-fosfoglukonolakton, i nalazi se u lumenu endoplazmati¢nog retikuluma fizicki spregnut sa
enzimom 11BHSD-1 (Draper and Stewart, 2005). 11BHSD-1 je visoko eksprimiran u
metabolicki aktivnim tkivima, kao $to su masno tkivo, jetra, skeletni misi¢i, mozak i pluca, gde
odrzava glukokortikoide u aktivnom stanju u skladu sa energetskim potrebama tkiva (Walker
and Stewart, 2003).

Kao Sto je ve¢ spomenuto, pacijenti sa KuSingovim sindromom imaju razvijenu
centralnu gojaznost i poviSen nivo glukokortikoida u plazmi (Bujalska et al., 1997). Sa druge
strane, kod visceralne gojaznosti i metabolickog sindroma nivo kortizola u plazmi je normalan
ili Cak nizi, Sto sugeriSe da bi metabolizam kortizola mogao biti naruSen u perifernim tkivima,
i to preko enzima 11BHSD-1. Zaista, brojne studije o gojaznosti na Zivotinjama i ljudima su
pokazale da su nivo iRNK za 115HSD-1, kao i njegova enzimska aktivnost znacajno povecani u
masnom tkivu, dok je nivo proteina 118HSD-1 u jetri smanjen (Masuzaki et al., 2001; Rask et
al, 2001). Posledi¢no, povisen nivo kortizola u masnom tkivu dovodi do metabolickih
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poremecaja, kao Sto su hiperlipidemija, insulinska rezistencija, dijabetes tipa 2 i hipertenzija,
dok se normalni nivo kortizola u cirkulaciji odrzava netaknutom HHA osom (Seckl et al,,
2004). Dodatno, pokazano je da inhibicija 11BHSD-1 smanjuje telesnu teZinu i nivoe lipida i
poboljsava toleranciju na glukozu kod Zivotinjskih modela, dok kod ljudi povecava osetljivost
jetre na insulin (Dowman et al., 2009). IstraZivanja u kojima je genetickim modifikacijama
izazvana prekomerna ekspresija enzima 113HSD-1 u jetri pokazala su da u takvim uslovima
dolazi do akumulacije lipida u jetri, kao i povecane ekspresije jedarnih receptora, LXRa i
PPARa (Paterson et al., 2004). Cinjenica da ovi transgeni miSevi nisu gojazni ukazuje na
autonomnu ulogu glukokortikoidnog signalnog puta u kontroli metabolizma lipida u jetri
(Paterson et al., 2007, 2004).

1.3.2 Glukokortikoidni receptor

Na celijskom nivou, fizioloSko delovanje glukokortikoida je posredovano GR-om,
Clanom superfamilije jedarnih receptora. Ovaj ligand-zavisni transkripcioni regulator je
protein od 97 kDa koji je konstitutivno eksprimiran u skoro svakoj ¢eliji tela, i neophodan je
za Zivot (Oakley and Cidlowski, 2013). Ipak, glukokortikoidi ispoljavaju celijske i tkivno
specificne efekte usled postojanja razlicitih izoformi GR-a, s jedne strane, i alosteri¢nih signala
specifi¢nih za €eliju koji uticu na funkciju GR-a, s druge strane (Weikum et al., 2017).

Protein GR je sastavljen od tri glavnha domena: N-terminalnog transaktivacionog
domena (eng. N-terminal transactivation domain, NTD), centralnog DNK-vezujuéeg domena
(eng. DNA-binding domain, DBD) i C-terminalnog domena odgovornog za vezivanje liganda
(eng. ligand binding domain, LBD) (Slika 1.8) (Kumar and Thompson, 2005). DNK-vezujudi
domen je najkonzerviraniji domen i sadrzi dva motiva cinkovih prstiju koji omogucavaju
prepoznavanje i vezivanje za ciljne DNK sekvence koje su regulisane glukokortikoidima (eng.
glucocorticoid responsive element, GRE). N-terminalni domen poseduje funkciju aktivacije
transkripcije (eng. activation function-1, AF-1), koja je u interakciji sa koregulatorima i
masinerijom za bazalnu transkripciju, i predstavlja primarno mesto za posttranslacione
modifikacije. C-terminalni domen formira hidrofobni dZep za vezivanje glukokortikoida i
takode sadrzi aktivacionu funkciju (AF2) koja stupa u interakciju sa koregulatorima na nacin
zavisan od liganda. [zmedu DNK-vezuju¢eg domena i domena za vezivanje liganda se nalazi
zglobni region (eng. hinge), pri ¢emu ovi regioni sadrZe signal za premestanje receptora u
jedro (Bledsoe et al., 2002; Kadmiel and Cidlowski, 2013).

DNK-vezujuci domen Zglobni region

PE— N-terminalni domen —]’j—“—qr— C-terminalni domen e
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Slika 1.8. Struktura glukokortikoidnog receptora. GR je modularni protein koji sadrZi
N-terminalni transaktivacioni domen (NTD), DNK-vezujué¢i domen (DBD) i C-terminalni domen
za vezivanje liganda (LBD). Preuzeto i modifikovano iz (Kadmiel and Cidlowski, 2013).

Kada hormon nije vezan za receptor, GR se nalazi u citoplazmi Celija kao deo velikog
multiproteinskog kompleksa koji ukljuCuje Saperonske proteine toplotnog stresa (eng. heat
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shock proteins, HSPs) HSP90, HSP70 i p23 i imunofiline porodice FK506: FKBP51 (eng. FK506
binding protein) i FKBP52 (Pratt and Toft, 1997). Ovi proteini odrzavaju receptor u
konformaciji koja je transkripciono neaktivna, ali favorizuje vezivanje liganda visokog
afiniteta. Nakon vezivanja glukokortikoidnog hormona, GR se aktivira i podleze
konformacionoj promeni $to dovodi do disocijacije GR proteina iz kompleksa. Ovo strukturno
preuredenje dovodi do oslobadanja regiona koji sadrZe signal za jedarnu lokalizaciju, nakon
cega se GR premesta u jedro. U jedru, aktivirani GR stupa u interakciju sa GRE sekvencama na
ciljnim genima i reguliSe njihovu ekspresiju na pozitivan ili negativan nacin (Kadmiel and
Cidlowski, 2013). Ukoliko je vezan za pozitivne GRE sekvence, receptor prolazi kroz dodatne
konformacione promene koje dovode do angaZovanja koregulatora i kompleksa za
remodeliranje hromatina, koji dalje uticu na aktivnost RNK polimeraze II (Jenkins et al.,
2001). Neki od primera pozitivne regulacije GR-om su geni koji kodiraju MKP-1,
serum/glukokortikoidom regulisanu kinazu 1 (eng. serum/glucocorticoid regulated kinase 1),
leucinski rajsferslus indukovan glukokortikoidima (eng. glucocorticoid-induced leucine zipper)
i tristetraprolin. Sa druge strane, kada se GR veZe za negativhe GRE sekvence dolazi do
regrutovanja korepresora i smanjene ekspresije nekih od slede¢ih gena: [(-arestina,
osteokalcina i samog gena GR (Kadmiel and Cidlowski, 2013).

Pored direktne regulacije transkripcije vezivanjem za specificne regulatorne sekvence,
GR reguliSe transkripciju ciljnih gena i na indirektan nacin, fizickom interakcijom sa drugim
transkripcionim faktorima, kao $to su NF-kB i AP-1. Vezuju¢i se direktno za Jun podjedinicu
AP-1a i p65 subjedinicu NF-kB, GR inhibira aktivnost ovih pro-inflamatornih transkripcionih
faktora i na taj nacin ostvaruje svoje anti-inflamatorno dejstvo (Nissen and Yamamoto, 2000;
Yang-Yen et al.,, 1990).

1.4 Metabolicka inflamacija

Metabolicka inflamacija ili ,metainflamacija“ predstavlja hroni¢nu inflamaciju niskog
intenziteta koja moZe biti izazvana prekomernim unosom hrane i narusavanjem matabolicke
ravnoteZe. Ovakav tip inflamacije je prisutan u svim tkivima koja su ukljuena u odrZavanje
energetske homeostaze, ukljucuju¢i masno tkivo, jetru, miSice i debelo crevo. Metabolicka
inflamacija moZe dovesti do razvoja gojaznosti, dislipidemije, dijabetesa tipa 2, insulinske
rezistencije i predstavlja jednu od glavnih karakteristika metabolickog sindroma (Monteiro
and Azevedo, 2010; Russo et al., 2021).

Gojaznost, odnosno akumulacija lipida u visceralnom masnom tkivu pracena
hiperplazijom i hipertrofijom adipocita, dovodi do hipoksije, oskidativnog i mehanickog stresa
i smrti adipocita. Ekspanzija masnog tkiva je povezana sa aktivacijom inflamatornog odgovora
i lokalnom infiltracijom razlicitih inflamatornih ¢elija, naroc¢ito makrofaga (Longo et al.,, 2019).
Makrofagi su najzastupljeniji leukociti u VAT-u miSeva i ljudi, cCiji broj raste kao posledica
povecanja viSe faktora, ukljucuju¢i slobodne masne kiseline, holesterol i lipopolisaharide
(Weisberg et al,, 2003). Makrofagi masnog tkiva (eng. adipose tissue macrophages, ATM)
klasifikovani su u dva glavna podtipa: M1 aktivirani makrofagi sa pro-inflamatornim
svojstvima, i M2 aktivirani makrofagi povezani sa anti-inflamatornim profilom (Castoldi et al,,
2015). U masnom tkivu zdravih Zivotinja i ljudi su najviSe zastupljeni makrofagi sa M2
fenotipom, koji oslobadaju anti-inflamatorne citokine, kao $to su TGFB (eng. transforming
growth factor B), IL-10 i IL-1RA (eng. interleukin-1 receptor antagonist) (Lumeng et al., 2007).
Zahvaljuju¢i oslobadanju ovih medijatora, makrofagi doprinose odrzZavanju insulinske
osetljivosti u adipocitima i inhibiraju deregulaciju i inflamaciju masnog tkiva. Kod gojaznosti,
hipertroficni adipociti ispoljavaju nekroticne abnormalnosti, Sto spreava normalno
funkcionisanje masnog tkiva, izaziva inflamaciju i infiltraciju monocita oko nekroti¢nih
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adipocita gde se diferenciraju u pro-inflamatorne M1 makrofage formirajuci ,strukturu nalik
kruni“ (Slika 1.9) (Longo et al., 2019).
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Slika 1.9. Podtipovi makrofaga u masnom tkivu i formiranje ,strukture nalik kruni®.
Makrofagi u normalnom masnom tkivu izraZavaju markere za M2 alternativno aktivirane
makrofage, dok gojaznost dovodi do regrutovanja i akumulacije M1 ili klasi¢no aktiviranih
makrofaga. Metabolicki disfunkcionalno masno tkivo proizvodi velike koli¢ine pro-inflamatornih
faktora i povezano je sa visSim nivoima nekroze adipocita, pri ¢emu se M1 makrofagi rasporeduju
oko ovih mrtvih Celija formirajuéi ,strukturu nalik kruni“. Preuzeto i modifikovano iz (Ouchi et
al,, 2011).

M1-polarizovani makrofagi sekretuju razliite inflamatorne citokine, ukljuc¢ujuc¢i TNF,
IL-6, IL-18 i IL-8, koji doprinose lokalnoj i sistemskoj inflamaciji i insulinskoj rezistenciji. Ovi
makrofagi takode oslobadaju hemokine da bi regrutovali nove monocite i druge imunske
Celije (Lumeng et al., 2007).

Klju¢nu ulogu u polarizaciji makrofaga u masnom tkivu ima faktor inhibicije migracije
makrofaga (eng. macrophage migration inhibitory factor, MIF). Iako je poznato da ovaj
plejotropni citokin reguliSe metabolicku inflamaciju kao glavni regulator mnogih
pro-inflamatornih citokina koji su karakteristi¢ni za status M1 polarizacije, njegova uloga u
metabolickoj inflamaciji joS uvek nije dovoljno razjasnjena (Morrison and Kleemann, 2015;
Verschuren et al.,, 2009).

1.4.1 Faktor inhibicije migracije makrofaga (MIF)

MIF je prvi put opisan '60-ih godina proslog veka, kao proizvod aktiviranih T-éelija koji
inhibira nasumic¢ne migracije makrofaga (Bloom and Bennett, 1966). U periodu izmedu 1970.
i 1989. godine, brojna istrazivanja su pokazala da MIF poboljSava funkcije monocita i
makrofaga, medutim, bioloske aktivnosti MIF-a su ostale nepoznate sve do 1989. godine kada
je kloniran ljudski MIF (Weiser et al., 1989). Par godina kasnije, istrazivanja novih regulatora
inflamacije dovela su do ponovnog otkrivanja MIF-a kao molekula koji, slicno hormonu,
oslobadaju ¢elije prednje hipofize nakon izlaganja endotoksinu LPS-u (Bernhagen et al,
1993). Ovo otkri¢e ukazalo je na potencijalnu ulogu MIF-a kao posrednika koji povezuje
imunski, endokrini i nervni sistem. Sa druge strane, rendgenska Kkristalografija pacovskog i
humanog MIF-a je ukazala na potencijalnu enzimsku aktivnost MIF-a na osnovu njegove

22



trodimenzionalne strukture i slicnosti sa prokariotskim enzimima (Sugimoto et al., 1996;
Suzuki et al., 1996). O aktivnosti proteina MIF i njegovim karakterisktikama saznalo se nesto
viSe nakon proizvodnje bioaktivnog rekombinantnog MIF-a i neutraliSuc¢ih antitela, dok su
miSevi sa deletiranim genom Mif (MIF knockout, Mif/-) dodatno doprineli rasvetljavanju
funkcije proteina MIF (Bozza et al,, 1999).

Poznato je da se gen MIF konstitutivno eksprimira u brojnim tkivima, poput pluca,
koZe, gastrointestinalnog i urinarnog trakta, kao i u razli¢itim endokrinim Zlezdama (3 ¢elije
pankreasa, cCelije jajnika, testisa, hipotalamusa, nadbubreZne Zlezde i hipofize) i Celijama
imunskog sistema (T i B Celije, monociti/makrofagi, neutrofili, eozinofili, bazofili, mastociti)
(Toso et al., 2008). U celijama se MIF skladisti u prethodno formiranim, citoplazmatskim
strukturama i brzo se oslobada u odgovoru na razlicite aktiviraju¢e stimuluse. Medu njima,
najznacajni su proliferativni signali, hipoksija, lipopolisaharidi u monocitima/makrofagima,
mitogeni u T Celijama, citokin IL-5 u eozinofilima, faktor oslobadanja kortikotropina u
Celijama hipofize, kao i povecanje nivoa glukoze u [(-Celijama pankreasnih ostrvaca i u
adipocitima (Calandra and Roger, 2003; Fingerle-Rowson and Bucala, 2001; Simons et al,,
2011). Ovaj visoko konzervirani protein molekulske tezine 12.5 kDa svoju biolosku funkciju
ostvaruje vezivanjem za transmembranski protein CD74, Sto dovodi do fosforilacije i
aktivacije proteina CD44 i pokretanja, kako urodenog, tako i adaptivnog imunskog odgovora
(Toso et al., 2008). Endotoksini i razliCiti inflamatorni citokini, ukljucujuc¢i TNF i IFN-y (eng.
interferon gamma), povecavaju ekspresiju gena MIF i oslobadanje proteina od strane
makrofaga, dok IL-10 inhibira njegovo oslobadanje. MIF stimuliSe proizvodnju TNF,
ciklooksigenaze 2 (eng. cyclooxygenase 2, COX2) i prostaglandina E2 (PGE2), pojacavajuci
inflamacijsku reakciju (Calandra and Roger, 2003). Takode, MIF poveéava proizvodnju
receptora za TNF i tip 1 IL-1 na razliitim Celijama, kao i proizvodnju receptora slicnog Toll-u
(eng. Toll-like receptor 4, TLR4) na makrofagima (Roger et al., 2001; Toh et al., 2006). Kada se
oslobodi, MIF dovodi do migracije makrofaga i limfocita na mesto inflamacije, ¢ime se
povecava odgovor urodenog imunskog sistema i propagira adaptivni odgovor. MIF ima
znacajnu ulogu u adaptivnom imunskom odgovoru, deluju¢i autokrino na limfocite. MIF
promoviSe oslobadanje IL-2 i TNF, povecava ekspresiju gena koji kodira IL-2 receptor (CD25),
i stimulise aktivaciju i proliferaciju T i B ¢elija (Bacher et al., 1996). Svoje pro-inflamatorno
dejstvo MIF ostvaruje i deluju¢i na glukokortikoidne hormone koji imaju anti-inflamatornu
ulogu. Niska koncentracija glukokortikoida dovodi do oslobadanja MIF-a iz T limfocita i
makrofaga. Oslobodeni MIF se suprotstavlja inhibitornom dejstvu glukokortikoida na
ekspresiju citokina u makrofagima (TNF, IL-1p, IL-6, IL-8), kao i u aktiviranim T-limfocitima
(IL-2, IFN-y) (Bacher et al., 1996; Calandra et al., 1995). Na ovaj nacin, MIF i glukokortikoidi
deluju antagonisticki i tako modulisu urodeni i adaptivni imunski odgovor.

Novija istrazivanja ukazuju da MIF, pored primarne uloge u regulaciji urodenog i
adaptivnog imunskog odgovora, ima ulogu i u energetskom metabolizmi. MIF je eksprimiran u
metabolicki aktivnim tkivima, kao Sto su masno tkivo i jetra, pri Cemu je njegova ekspresija
regulisana glukozom i insulinom (Sakaue et al, 1999). Stavie, MIF je ko-lokalizovan sa
insulinom unutar sekretornih granula (-Celija pankreasa i modulator je oslobadanja insulina
(Waeber et al.,, 1997). Sve veci broj dokaza sugeriSe da MIF moze da kontroliSe inflamatorne i
metabolicke procese u patogenezi gojaznosti i povezanih poremecaja, ukljucujuci insulinsku
rezistenciju, dijabetes tipa 2 i NAFLD.

MIF se pokazao kao vaZan posrednik u gojaznosti, kao i potencijalni biomarker za
gojaznost. Nekoliko klinickih studija je pokazalo da je nivo proteina MIF povecan u plazmi
gojaznih osoba, u poredenju sa mrSavim osobama. Dodatno, uoceno je smanjenje njegove
koncentracije nakon uspesnog gubitka tezine (Dandona et al., 2004). Pored toga, pokazano je
da je ekspresija iRNK za MIF kod gojaznih subjekata i Zivotinjskih modela u pozitivnoj
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korelaciji sa BMI i koncentracijom slobodnih masnih kiselina u plazmi (Finucane et al., 2012;
Skurk et al., 2005; Velickovi¢ et al.,, 2013). Takode, ustanovljeno je da veli¢ina adipocita
pozitivno koreliSe sa infiltracijom ATM-a (Weisberg et al., 2003). Ove nalaze su podrZali Koska
i saradnici koji su dokumentovali pozitivnu korelaciju izmedu MIF-a i prec¢nika adipocita, kao i
negativnu korelaciju sa perifernim i hepatickim delovanjem insulina u izolovanim ljudskim
adipocitima i preadipocitima (Koska et al., 2009).

Jedna od najvaznijih komplikacija gojaznosti je hiperglikemija i izmenjen metabolizam
glukoze. Mnoga istraZivanja podrZavaju ulogu MIF-a u insulinskoj rezistenciji i povezuju
dijabetes tipa 2 sa povecanom koncentracijom MIF-a u cirkulaciji (Sanchez-Zamora and
Rodriguez-Sosa, 2014). Kao sto je ve¢ pomenuto, MIF reguliSe fiziolosku sekreciju insulina,
dok produZena sistemska inflamacija remeti homeostazu glukoze izazivaju¢i poremecaj
glukozne tolerancije, Sto moZe dovesti do apoptoze pankreasnih ostrvaca (Atsumi et al., 2007;
Stojanovic et al., 2012). Dodatno, studije na miSevima su pokazale da MIF direktno doprinosi
metabolickim poremecajima u masnom tkivu izazivaju¢i hroni¢nu inflamaciju koja je
nezavisna od TNF signalnog puta, kao i da posreduje u razvoju insulinske rezistencije (Atsumi
etal., 2007).

Osim Sto dovodi do razvoja insulinske rezistencije i dijabetesa tipa 2 kod gojaznosti,
smatra se da metabolicka inflamacija moZe da uzrokuje i razvoj NAFLD-a, pri ¢emu vaznu
ulogu ima MIF (Morrison and Kleemann, 2015). Studije na Zivotinjskim modelima su pokazale
da MIF imu ulogu u razvoju steatoze, inflamacije i fibroze jetre. Deluju¢i na ekspresiju
lipogenih gena, MIF ostvaruje Stetne efekte na akumulaciju lipida u jetri nakon ishrane
obogacene mastima (eng. high-fat diet, HFD) (Finucane et al.,, 2014; Heinrichs et al., 2014).
Kod hemijski izazvane fibroze jetre, MIF moZe imati zaStitne efekte, verovatno deluju¢i na
razreSenje fibroze. Medutim, rezultati klinicke studije kod pacijenata sa NAFLD-om ukazuju
na suprotno, pokazujuéi da je povecana ekspresija MIF-a u jetri povezana sa povecanim
rizikom od fibroze. Ovo neslaganje se moze objasniti razlikama u etiologiji bolesti u hemijski
izazvanom oStecenju jetre koriS¢enom u eksperimentalnim modelima bolesti, u poredenju sa
metabolicki indukovanim osStecenjem jetre koje je tipicno za razvoj NAFLD-a kod ljudi
(Morrison and Kleemann, 2015).

Dosadasnje studije na Zivotinjama i ljudima isticu MIF kao potencijalnu terapijsku
metu kod metabolickih poremecaja. Da bi se u potpunosti razumeo doprinos MIF-a razvoju
bolesti povezanih sa gojaznoScu, potreban je rad na otkrivanju tkivno specifi¢nih efekata MIF-
a, kao i komunikacije izmedu organa koja je posredovana MIF-om u cirkulaciji. Dodatno,
buduce studije koje ispituju sloZenu interakciju izmedu metabolicke i inflamatorne ravnoteze
bi trebalo da poboljSaju naSe razumevanje razvoja bolesti povezanih sa gojaznoscu i uloge
MIF-a u njima.

1.4.1.1 Fizioloske posledice delecije gena Mif

Kao Sto je ve¢ pomenuto, MIF predstavlja vaZzan medijator u procesima inflamacije i
imunskog odgovora, ali takode ima ulogu i u regulaciji energetskog metabolizma i razvoju
metabolickih poremecaja, kao Sto su dijabetes i gojaznost (Grieb et al., 2010). Detaljno
ispitivanje funkcija MIF-a omoguceno je 1999. godine, kada je napravljen soj miseva kod koga
je deletiran gen Mif (Mif/-) (Bozza et al., 1999). lako su Mif~/- Zivotinje bile zdrave, primecene
su odredene razlike u odnosu na njihove C57BL/6] parnjake "divljeg tipa" (eng. wild type, wt),
a koje se ti¢u pojave gojaznosti, poremecaja inflamatornog statusa i insulinskog signalnog
puta.

Ispitujuéi ulogu citokina MIF tokom sepse, Bozza i saradnici su pokazali da su Mif/-
miSevi otporniji na smrtonosne efekte visokih doza bakterijskog LPS-a, ili Staphilococcus
aureus enterotoksina B, u odnosu na "divlji tip" miSeva (Bozza et al,, 1999). U plazmi ovih
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Zivotinja je zabeleZen nizi nivo TNF, dok su nivoi interleukina IL-6 i IL-10 ostali nepromenjeni,
u poredenju sa wt parnjacima. Dodatno, nakon stimulacije LPS-om i IFN-y, makrofagi ovih
Mif-/- miSeva ispoljavaju smanjenu proizvodnju TNF, normalnu proizvodnju IL-6 i IL-12 i
povecanu proizvodnju azot-monoksida. Do sli¢nih otkri¢a su dosli i Roger i saradnici (Roger et
al, 2001), koji su pokazali da Mif/- makrofagi slabo reaguju na LPS i Gram-negativne
bakterije u poredenju sa celijama "divljeg tipa", usled smanjenja aktivnosti NF-«kB i
proizvodnje TNF i IL-6. Ova hiporeaktivnost je posledica smanjene regulacije TLR4 molekula
koji prenosi signal lipopolisaharidnog receptora. Ove studije identifikuju vaznu ulogu MIF-a u
urodenom imunitetu i pruZaju molekularnu osnovu za otpornost Mif/- miseva na
endotoksicni Sok.

Kada je u pitanju uloga MIF-a u odrzavanju homeostaze ugljenih hidrata i lipida u
fizioloSkom okruZenju, ispitivanja su pokazala da su Mif-/- misevi imali niZu telesnu masu od
rodenja do 4. meseca starosti, u poredenju sa wt misevima. Medutim, Mif/- miSevi su brze
dobijali na teZini tokom kasnijih meseci, Sto je rezultiralo vecom telesnom masom u dobi od
12 meseci (Serre-Beinier et al., 2010). Manja telesna masa kod mladih miSeva je bila povezana
sa veCom potroSnjom energije, a ve¢a masa kod starijih miSeva sa pove¢anim unosom hrane i
ve¢om masom masnog tkiva. Nasuprot ovim saznanjima, Verschuren i saradnici su izvestili da
je nedostatak gena Mif kod miSeva sa deletiranim receptorom za LDL (Ldlr-/-) imao efekte na
infiltraciju i inflamaciju makrofaga, ali nije uticao na samu gojaznost i lipidni status miSeva
(Verschuren et al., 2009). Oni su pokazali da je nedostatak proteina MIF doveo do smanjenja
inflamacije u VAT-u i jetri, $to je utvrdeno na osnovu nizih nivoa amiloida A i fibrinogena u
serumu Mif~/- Zivotinja. Sa druge strane, nivo holesterola, triglicerida i slobodnih masnih
kiselina je ostao nepromenjen u plazmi Mif/- miSeva, u poredenju sa wt miSevima, kao i
koncentracije VLDL-a, LDL-a i HDL-a. Moguce objaSnjenje za razliita otkrica koja se ticu
pojave gojaznosti u ove dve studije moglo bi da bude to Sto su Verschuren i saradnici Kkoristili
MIF i LDL miSeve sa dvostrukim nokautom u svojim eksperimentima.

Kada je insulinski signalni put u pitanju, nekoliko studija na modelima genetski
modifikovanih miSeva kojima nedostaje gen Mif je imalo za cilj da otkrije ulogu MIF-a, kako u
nepatoloskoj homeostazi glukoze, tako i u stanju gojaznosti i/ili rezistenciji na insulin. U ve¢
pomenutoj studiji, Serre-Beinier i saradnici su pokazali da nedostatak MIF-a sa starenjem
dovodi do povecanja nivoa insulina u krvi, poremecene tolerancije na glukozu, ali ne i do
pojave insulinske rezistencije (Serre-Beinier et al, 2010). Ovi rezultati su u skladu sa
istrazivanjima Nikolic i saradnika (Nikolic et al., 2013; Vujicic et al., 2014), koja su pokazala da
miSevi sa deletiranim genom Mif imaju oSteCenu signalizaciju insulina u jetri i masnom tkivu.
To se odrazilo na njihov odgovor na intraperitonealni test tolerancije na glukozu (eng.
Intraperitoneal glucose tolerance test, IP-GTT), tokom Kkojeg su Mif/- miSevi imali slican
insulinski odgovor kao wt miSevi, ali su pokazali poremecaj u klirensu glukoze. Medutim,
drugi autori su pokazali da Mif/- miSevi imaju poboljSanu insulinsku osetljivost i toleranciju
na glukozu, kao i da delecija gena Mif smanjuje sistemsku inflamaciju i Stiti miSeve od razvoja
insulinske rezistencije (Kleemann and Bucala, 2010; Verschuren et al., 2009).

1.4.1.2 MIF i glukokortikoidi u regulaciji inflamacije i energetskog metabolizma

MIF je regulator imunskog odgovora i deluje antagonisticki u odnosu na
glukokortikoide, koji, kao Sto je ve¢ navedeno, inhibiraju proizvodnju citokina i transkripciju
brojnih gena. Takode, MIF utice na transkripcionu regulaciju genske ekspresije, kao i na
posttranskripcionu regulaciju gena za citokine. U tom smislu, iako ne postoji direktna
interakcija izmedu MIF-a i glukokortikoidnih hormona, ona se moZe ostvariti preko
transkripcionih regulatora. Na taj nacin, MIF i glukokortikoidi imaju klju¢nu ulogu u kontroli
inflamacije i imunskog odgovora domacina (Calandra and Bucala, 2017).
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Pocetna zapazanja Bernhagena i saradnika (Bernhagen et al., 1993) da se MIF sekretuje
iz istog tipa celija hipofize koje luce i ACTH koji stimuliSe luCenje glukokortikoida u
nadbubreznim Zlezdama, dovelo je do studija koje su imale za cilj da razjasne funkcionalne
interakcije izmedu ovih medijatora imunskog odgovora. U daljim istraZivanjima je primeceno
da fizioloSki nivo glukokortikoida stimuliSe oslobadanje MIF-a iz monocita/makrofaga i T
limfocita kod miSeva (Bacher et al, 1996; Calandra et al, 1995). Kada se oslobodi, MIF
prevazilazi inhibitorne efekte glukokortikoida na proizvodnju TNF, IL-1j, IL-6 i IL-8 od strane
monocita stimulisanih LPS-om in vitro, i inhibira zaStitne efekte steroida protiv smrtonosne
endotoksemije in vivo. MIF takode antagonizuje glukokortikoidnu inhibiciju proliferacije T
¢elija u in vitro uslovima obnavljanjem proizvodnje IL-2 i IFN-y (Bacher et al., 1996). Dodatna
istraZivanja su pokazala da primena visokih doza glukokortikoida povecava nivo proteina MIF
u tkivima glodara i u serumu kod ljudi (Fingerle-Rowson and Bucala, 2001). U takvim
uslovima, MIF i glukokortikoidi deluju lokalno sa ciljem kontrole imunosupresivnih efekata
glukokortikoida, Cija se koncentracija dodatno moZe povecati usled sistemskog odgovora na
stres, teske traume ili infekcije opasne po Zivot. Dakle, antagonisticki efekti MIF-a na dejstvo
glukokortikoidnih hormona predstavljaju mehanizam pomocu kojeg domacin odrzava
funkcionalni imunski odgovor tokom situacija visoke endogene proizvodnje glukokortikoida
(Flaster et al., 2007). Nakon ovih otkri¢a, usledila su brojna istraZivanja sa ciljem da se
razjasni funkcionalna interakcija izmedu MIF-a i glukokortikoida, ali molekularni mehanizmi
kojima se MIF suprotstavlja delovanju glukokortikoida jo$ uvek nisu u potpunosti rasvetljeni.
Jedan od potencijalnih mehanizama odnosi se na sposobnost MIF-a da aktivira signalni put
ERK1/2 (Mitchell et al, 1999). Aktivirani ERK fosforiliSe niz citosolnih proteina i
transkripcionih faktora, ukljucujudi citosolnu fosfolipazu A2 (eng. cytosolic phospholipase A2,
cPLA2), koja je vazna komponenta pro-inflamatorne kaskade. Njen proizvod, arahidonska
kiselina, predstavlja prekursor za sintezu prostaglandina i leukotriena. Arahidonska kiselina
takode aktivira signalni put JNK, koji je neophodna za efikasnu translaciju iRNK za TNF i druge
citokine (Swantek et al, 1997). PoSto je cPLA2 vaZna meta za anti-inflamatorno dejstvo
glukokortikoida, MIF aktivira cPLA2Z wu prisustvu imunosupresivnih koncentracija
glukokortikoida, i na taj nacin nadja¢ava imunosupresiju posredovanu ovim hormonima.

Drugi mehanizam interakcije izmedu proteina MIF i glukokortikoida predstavlja
pro-inflamatorni signalni put NF-kB. Aktiviran inflamatornim stimulusom, NF-kB se oslobada
od inhibitornog proteina IkB i prelazi iz citoplazme u jedro, gde aktivira transkripciju
inflamatornih citokina, molekula adhezije, imunoreceptora i proteina akutne faze (Karin et al,,
2004). Glukokortikoidni hormoni inhibiraju aktivaciju NF-kB signalnog puta tako Sto
povecavaju ekspresiju molekula IkB, koji zatim odrZzava NF-kB u njegovom neaktivnom obliku
i sprecava ekspresiju inflamatornih citokina (Auphan et al., 1995). U studiji objavljenoj 2000.
godine, pokazano je da MIF sprecava povecanje nivoa citosolnog IkB-a izazvanog
glukokortikoidima (Daun and Cannon, 2000). Ovo omogucava prelazak NF-kB u jedro, gde
aktivira transkripciju ciljnih gena ¢ak i u prisustvu glukokortikoidnih hormona. Medutim, s
obzirom da se indukcija IkB glukokortikoidnim hormonima javlja samo u nekoliko tipova
Celija, relevantnost ovog mehanizma glukokortikoidne imunosupresije u primarnim ¢elijama i
u fizioloskim uslovima ostaje nepoznata.

Sve ve(i broj dokaza ukazuje da je supresija mitogenom-aktivirane protein kinaze fosfataze-1
(eng. mitogen-activated protein kinase phosphatase-1, MKP-1) vaZzan mehanizam kojim MIF
inhibira delovanje glukokortikoida (Roger et al., 2005). Glukokortikoidni hormoni indukuju
ekspresiju proteina MKP-1, koji inaktivira pro-inflamatorne ERK1/2, JNK i p38 puteve. Roger i
saradnici su otkrili da MIF deluje na autokrini na¢in kako bi prevaziSao ekspresiju MKP-1
izazvanu glukokortikoidima i inhibiciju proizvodnje citokina (Roger et al, 2005). Na ovaj
nacin je MKP-1 identifikovan kao znacajna meta za delovanje MIF-a tokom posttranskripcione
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regulacije proizvodnje citokina. PredloZeni mehanizmi antagonistickog dejstva MIF-a na
dejstvo glukokortikoida prikazani su Sematski na Slici 1.10 (Flaster et al., 2007).
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Slika 1.10. Sematski prikaz imunosupresivnog dejstva MIF-a na glukokortikoide. Preuzeto
i modifikovano iz (Flaster et al., 2007).

lako su istraZivanja tokom poslednjih godina dala nekoliko potencijalnih objasnjenja za
antagonisticko dejstvo MIF-a na glukokortikoide, potrebno je dodatno ispitati mehanizam
interakcije citokina MIF i glukokortikoidnih hormona u in vitro i in vivo uslovima. Nova
saznanja o ovoj interakciji mogu dovesti do razvoja terapije zasnovane na inhibiciji dejstva
MIF-a kod inflamatornih stanja, koja bi dovela do smanjene upotrebe glukokortikoida, a
samim tim i do smanjenja nuspojava koje se javljaju prilikom hroni¢ne upotrebe ovih lekova.
Mnoge studije su ukazale na vaznost MIF-a i glukokortikoida kada su glukozni metabolizam i
signalni put insulina u pitanju. Medutim, njihova interakcija u metabolickim poremecajima je
manje jasna.
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2. CIL]

Ishrana obogacena fruktozom moZe doprineti poremecaju lipidnog metabolizma u
visceralnom masnom tkivu i jetri, dovodec¢i do pojave inflamacije, gojaznosti i dijabetesa tipa
2. Pro-inflamatorni citokin MIF ima vaznu ulogu u metabolickoj inflamaciji kao glavni
kontra-regulator dejstva glukokortikoidnih hormona, koji pored anti-infamatornih efekata
imaju ulogu i u regulaciji energetskog metabolizma. Iako je poznato da MIF regulise
oslobadanje insulina i razlicite metabolicke procese, sam mehanizam metabolickih efekata
MIF-a je nedovoljno proucen.

Cilj ove doktorske disertacije je bio da se utvrdi da li MIF ostvaruje svoj uticaj na lipidni
metabolizam u visceralnom masnom tkivu i jetri posredstvom glukokortikoidnih hormona u
normalnim uslovima, kao i u uslovima energetskog opterecenja izazvanog ishranom
obogacenom fruktozom. U tom cilju, ispitani su efekti nedostatka gena Mif, ishrane obogacene
fruktozom (20% rastvor fruktoze), kao i njihove kombinacije. U okviru ovog glavnog opsteg
cilja, postavljeni su sledeci specificni ciljevi:

v' Biohemijska analiza insulinske osetljivosti (odredivanje koncentracije glukoze i
insulina; tolerancija na glukozu i insulin) i lipidnog metabolizma (odredivanje
koncentracije triglicerida i slobodnih masnih kiselina u krvi), kao i karakterizacija
morfoloskih promena u visceralnom masnom tkivu i jetri MIF-/- miSeva nakon ishrane
obogacene fruktozom.

v' Pralenje prereceptorskog metabolizma glukokortikoidnih hormona (ispitivanje
koncentracije proteina 113HSD-1 i H6PDH, i nivoa tkivnog kortikosterona) i analiza
glukokortikoidne signalizacije (ispitivanje koncentracije i unutaréelijska preraspodela
GR-a).

v Ispitivanje ekspresije enzima uklju¢enih u metabolizam lipida u visceralnom masnom
tkivu i jetri (ispitivanje ekspresije gena za enzime lipogeneze (ACC, FAS i SCD1) u
masnom tkivu i jetri i lipolize (ATGL i HSL) u masnom tkivu), koji su direktno ili
indirektno regulisani GR-om.

v’ Ispitivanje ekspresije transkripcionih regulatora, koji su partneri GR-a u regulaciji
lipidnog metabolizma (analiza koncentracije regulatora lipogeneze i adipogeneze u
masnom tkivu (PPARy i SREBP1c), kao i regulatora lipogeneze (LXRa/3, SREBP1c i
ChREBP) i 3-oksidacije masnih kiselina (CPT1, PPARa i PGC-1a) u jetri).

v' Pracenje metaboli¢ke inflamacije u visceralnom masnom tkivu i jetri ispitivanjem
ekspresije pro-inflamatornih citokina (TNF, IL-6 i IL-1[3).

28



3. MATERIJAL I METODE

3.1. Materijal

Hemikalije koje su koriS¢ene u eksperimentima bile su p.a. stepena Cistoce.
Komercijalna hrana za miSeve nabavljena je od Veterinarskog zavoda (Subotica, Srbija), dok je
fruktoza proizvod firme API-Pek (Becej, Srbija).

Od firme Sigma Aldrich (St. Louis, USA) nabavljene su sledece hemikalije:
fenilmetilsulfonil hlorid (PMSF), natrijum dodecil sulfat (eng. sodium dodecyl sulphate, SDS),
Nonidet-P40, natrijum pirofosfat, etilendiamino tetrasiréetna kiselina (EDTA-Naz), saharoza,
HEPES (eng. 4-(2-hydroxyethyl)-1 piperazineethanesulfonic acid), bromfenol plavo, agaroza,
Folin-Ciocalteu reagens, albumin iz seruma goveceta (eng. bovine serum albumin, BSA),
akrilamid, bisakrilamid, #TEMED (eng. tetramethylethylenediamine), Tris baza,
dietilpirokarbonat (DEPC), [-merkaptoetanol i ditiotreitol (DTT). Slede¢e hemikalije su
nabavljene od firme SERVA electrophoresis (Heidelberg, Germany): Ponceau S boja, glicin i
inhibitori proteaza i fosfataza. Od firme ZorkaPharm (Sabac, Srbija), nabavljeni su etanol,
metanol, aceton, izopropanol, hloroform, natrijum hlorid (NaCl), glicerol, urea i ksilol. TRIzoI®
reagens je kupljen od firme AmBion Life Technologies (Carlsbad, USA)

Esej za odredivanje koncentracije leptina je proizvod firme R&D systems (Minneapolis,
USA), dok je za odredivanje koncentracije kortikosterona u visceralnom masnom tkivu i jetri
koriS¢en esej nabavljen od firme Immunodiagnostic Sistems Hld (East Boldon, UK).

Od firme Applied Biosystems (Massachusetts, USA) nabavljeni su esej za reakciju
reverzne transkripcije, hemikalije koriS¢ene za lan¢anu reakciju polimeraze (eng. polymerase
chain reaction; PCR) u realnom vremenu, kao i SYBR® Green prajmeri.

Karakteristike i proizvodaci primarnih antitela, koja su koriS¢ena u Western blot
metodi, predstavljeni su u Tabeli 3.1. Sekundarna antitela su nabavljena od firme Abcam
(Cambridge, UK). Luminol i Tween® 20 su proizvodi firme Sigma Aldrich (St. Louis, USA).
Marker za molekulse mase je nabavljen od firme Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA).
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Tabela 3.1. Karakteristike primarnih antitela koja su koriS¢ena za detekciju proteina Western
blot analizom

Primarno Molekulska masa

antitelo (kDa) RazblaZenje Poreklo Oznaka i proizvodac
b393364
11B8HSD-1 34 1:1000 Kuni¢ a
Abcam
H6PDH 89 1:1000 Kunié SC67394
Santa Cruz Biotechnology
., sc-8992
GR 95 1:500 Kunic Santa Cruz Biotechnology
PPAR« 55 1:1000 Kunié 59000
Santa Cruz Biotechnology
-7273
PPARy 54/57 1:1000 Kunié 5¢ _
Santa Cruz Biotechnology
sc-271064
LXR 50/56 1:500 Kuni¢
o/B / e Santa Cruz Biotechnology
-366
SREBP1c 68 1:500 Kunié o ,
Santa Cruz Biotechnology
NB400-135
ChREBP 95 1:2000 Kuni¢ _ )
Novus Biologicals
sc-9154
D 88 1:500 Kuni¢
cb3e Hme Santa Cruz Biotechnology
ACC 280 1:1000 Kuni¢ #367_6 ,
Cell Signaling
CPT1 90 1:1000 Kunié sc-98834
Santa Cruz Biotechnology
b54481
PGC-1a 90 1:500 Kunié a
Abcam
-25792
AMPK 63 1:1000 Kunié o ,
Santa Cruz Biotechnology
sc-535
38 1:500 Kuni¢
p38a Hme Santa Cruz Biotechnology
p-p38 , sc-7975-R
38 1:750 K
Tyr182 unie Santa Cruz Biotechnology
A5441
-akti 42 1:10000 Mis
B-aktin '8 Sigma-Aldrich
ab8227
-akti 42 1:10000 Kuni¢
B-aktin unic Abcam
b51841
TBP 38 1:1000 Kunié a
Abcam
b22595
Kalneksin 90 1:10000 Kunié 2
Abcam
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3.2. Metode

3.2.1 Gajenje i tretman eksperimentalnih Zivotinja

U eksperimentima su KkoriS¢eni muzjaci miSeva sa deletiranim genom Mif u
homozigotnom stanju (MIF-/-) i njihovi parnjaci "divljeg tipa" C57BL/6] (WT). Zivotinje su
gajene u prostorijama OdgajaliSta za eksperimentalne Zivotinje u Institutu za bioloska
istraZivanja ,SiniSa Stankovi¢“ u uslovima sa kontrolisanom temperaturom (22 + 2 °C),
konstantnom vlazno$éu vazduha i sa pravilnom izmenom dnevno-no¢nog reZima u
intervalima od 12 sati (svetla su uklju¢ivana u 07:00 h). Zivotinje su imale stalnu veterinarsku
negu tokom celog trajanja eksperimenta.

Na pocetku eksperimenta, miSevi starosti 2 meseca su bili nasumicno podeljeni u Cetiri
eksperimentalne grupe (n = 12 Zivotinja po grupi) i gajeni su tokom devet nedelja u
standardnim laboratorijskim kavezima u grupama po 4:

e WT grupa - C57BL/6] miSevi "divljeg tipa" kojima su standardna komercijalna hrana i
voda bili dostupni ad libitum

e WT FrD grupa - C57BL/6] miSevi "divljeg tipa" koji su imali slobodan pristup
standardnoj hrani i rastvoru fruktoze koncentracije 20% (umesto vode)

e MIF-/- grupa - C57BL/6] miSevi kod kojih je geneticki deletiran gen Mifi koji su imali
slobodan pristup standardnoj hrani i vodi

e MIF-/- FrD grupa - MIF/- miSevi koji su imali ad libitum pristup standardnoj hrani i
rastvoru fruktoze koncentracije 20%

Detaljan sastav standardne komercijalne hrane je dat u Tabeli 3.2.

Svi postupci sprovodeni na eksperimentalnim Zivotinjama su bili u skladu sa
direktivom Evropske komisije 2010/63/EU o zaStiti Zivotinja koje se koriste u
eksperimentalne i druge nauc¢ne svrhe i odobreni su od strane Eticke komisije za upotrebu
laboratorijskih Zivotinja Instituta za bioloSka istraZivanja ,Sinisa Stankovi¢ " (No 2-20/10).

3.2.2 Analiza fizioloskih parametara

Unos hrane i tecnosti je meren svakodnevno. Ukupni energetski unos za miSeve na
standardnoj ishrani je izracunat kao masa hrane (g) x 11 k], dok je unos energije za miseve na
ishrani obogacenoj fruktozom izraCunat kao zbir energije izraZen u kJ poreklom od hrane i
fruktoze (masa hrane (g) x 11 kJ] + unos fruktoze (ml) x 3,44 KkJ). Telesna masa
eksperimentalnih Zivotinja je merena nedeljno, dok su mase jetre i visceralnog masnog tkiva
izmerene u trenutku Zrtvovanja. Na kraju eksperimenta je izracunat i odnos mase organa
(jetre i visceralnog masnog tkiva) i ukupne telesne mase.
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Tabela 3.2. Sastav standardne komercijalne hrane koriS¢en u eksperimentu

Sastojci g/kg
Totalni protein 200
Metionin + cistein 7.5
UKupni ugljeni hidrati 626
Kukuruzni skrob 407.1
Celuloza 63.6
UKkupne masti 32
Vlaznost 81
Suva materija 62
Minerali mg/kg
Kalcijum 10000
Fosfor 3500
Kalijum 9100
Sumpor 2300
Natrijum 1500
Hlor 2000
Magnezijum 2400
Gvozde 120
Cink 100
Mangan 30
Bakar 20
Jod 0.50
Molibden 0.06
Selen 0.36
Fluor 0.20
Vitamini U/kg
Nikotinska kiselina, mg 65.60
Pantotenska kiselina, mg 24.47
Piridoksin, mg 7.93
Tiamin, mg 9.07
Riboflavin, mg 4.46
Folna kiselina, mg 0.91
D-biotin, mg 0.58
Vitamin A, IU 10000
Vitamin D3, IU 1600
Vitamin E, [U 40
Vitamin K, mg 1.72
Vitamin B12, ug 57
Drugi sastojci g/kg
Holin 1.97
Antioksidans 0.10

32



3.2.3 Priprema krvne plazme i odredivanje biohemijskih parametara

Nakon tretmana koji je trajao 9 nedelja, Zivotinje su Zrtvovane brzom dekapitacijom
pomocu makaza. Pre Zrtvovanja, miSevi su bili podvrgnuti prekono¢nom gladovanju i u tom
periodu im je bila dostupna samo voda. Krv iz trupa je sakupljana u mikrotube obloZene
antikoagulansom, 6% etilen diamin tetra sir¢etnom Kkiselinom (EDTA). Zatim je krv
centrifugirana 10 min na 1600 g, nakon Cega je izdvojena krvna plazma koja je ¢uvana
na -20°C do dalje analize.

3.2.3.1 Karakterizacija sistemske insulinske osetljivosti

Sistemska insulinska osetljivost je bila procenjena pomoc¢u IP-GTT testa i
intraperitonealnog testa tolerancije na insulin (eng. Intraperitoneal insulin tolerance test, 1P-
ITT). IP-GTT test je uraden u 9. nedelji tretmana, pri ¢emu su Zivotinje pre testa bile
podvrgnute prekono¢nom gladovanju. MiSevima je intraperitonealno injecirano 2 g glukoze
po 1 kg telesne mase bez anestezije, kako bi se izbegao efekat anestetika na nivo i kinetiku
uklanjanja glukoze. Koncentracija glukoze je izmerena iz krvi Zivotinja zasecanjem repne vene
neposredno pre injeciranja, kao i 15, 30, 60, 90 i 120 minuta nakon injeciranja. Za IP-ITT,
nakon gladovanja od 4 h, miSevima je injecirano intraperitonealno 0.75 IJ insulina po 1 kg
telesne mase. Glukoza u krvi je merena 0, 15, 30, 60, 90 i 120 minuta nakon injekcije insulina.
U oba testa koncentracija glukoze u krvi je merena Accu-Chek Active® trakama (F. Hoffmann-
La Roche AG, Basel, Switzerland). Za odredivanje stepena tolerancije na glukozu i insulin
koriS¢en je matematicki izveden parametar povrSine ispod krive nivoa glukoze u funkciji
vremena (eng. Area under the curve, AUC).

3.2.3.2 Odredivanje koncentracije glukoze, insulina, triglicerida i slobodnih masnih kiselina

Koncentracija glukoze u krvi miSeva je merena automatskim analizatorom (MultiCare
aparat) neposredno nakon Zrtvovanja.

Koncentracija insulina u plazmi je komercijalno merena primenom radioimunoloSke
metode (RIA-Insulin (PEG), #120, INEP, Beograd, Srbija) standardizovanom prema
referentnom materijalu SZO 83/500. Osetljivost eseja je bila 0,6 mIU/], dok su koeficijenti
varijacije intra- i medu testovima bili 2,5% i 7,7% respektivno.

Koncentracija triglicerida je merena u krvi prikupljenoj iz trupa neposredno nakon
Zrtvovanja Accutrend® trakama (F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, Switzerland).

Koncentracija slobodnih masnih kiselina u plazmi odredena je pomoc¢u Randox NEFA
(eng. non-esterified fatty acid, NEFA) eseja prema uputstvu proizvodaca (FA115, Randox
Laboratories Ltd, Crumlin, UK). Analiza je obavljena na Olimpus AU400 hemijskom analizatoru
(Olimpus i Beckman Coulter, SAD) u komercijalnoj laboratoriji (VetLab, Beograd, Srbija).

3.2.3.3 Odredivanje koncentracije leptina i kortikosterona

Za odredivanje koncentracije leptina je koriS¢en ELISA (eng. Enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA) esej prema uputstvu proizvodaca. Apsorbanca je merena
pomocu spektrofotometra (Multiskan Spectrum, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) na
talasnoj duZzini od 450 nm (korekciona talasna duZina je 570 nm). Koncentracija leptina je
odredena metodom zakrivljene regresione analize u GraphPad programu (GraphPad Software,
San Diego, USA) i izraZena je u pg/mL. Osetljivost testa je bila 22 pg/mL, dok su koeficijenti
varijacije unutar i izmedu grupa u eseju bili 3.8%, odnosno 5.0%.
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Za merenje koncentracije kortikosterona u visceralnom masnom tkivu i jetri koriS¢en
je visokoosetljivi EIA (eng. Enzyme immunoassay, EIA) esej prema uputstva proizvodaca.
Apsorbanca na 450 nm (korekciona talasna duZina je 650 nm) merena je spektrofotometrijski
(Multiskan Spectrum, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Koncentracija kortikosterona
je bila odredena upotrebom 4PL krive (eng. 4-parameter logistic curve, 4PL) (Prism, GraphPad
Software, San Diego, USA) i izraZena kao ng/mg proteina. Osetljivost testa je bila 0.17 ng/mL,
dok su koeficijenti varijacije intra-testa i inter-testa 5.9 i 8.9% respektivno.

3.2.3.4 Odredivanje koncentracije ALT i AST

Koncentracija alanin aminotransferaze (ALT) u plazmi je odredena ALT testom
(OSR6107, Beckman Coulter, SAD), dok je koncentracija aspartat aminotransferaze (AST) u
plazmi odredena AST testom (OSR6109, Beckman Coulter, SAD) na Olimpus AU400
hemijskom analizatoru (Olimpus i Beckman Coulter, SAD) u komercijalnoj laboratoriji
(VetLab, Beograd, Srbija). Opseg merenja ispitivanja je bio 5-7000 U/L, dok su koeficijenti
varijacije unutar testova bili <1.3%.

3.2.4 Izolovanje visceralnog masnog tkiva i jetre

Nakon dekapitacije Zivotinja, uradena je perfuzija jetre hladnim 0.9% fizioloSkim
rastvorom (NaCl). Zatim su jetra i visceralno masno tkivo (gonadalni, perirenalni i
retroperitonealni depoi belog masnog tkiva) pazljivo izolovani i izmereni. Delovi visceralnog
masnog tkiva i jetre su fiksirani u 4% paraformaldehidu u trajanju od 24h radi dalje
histoloSke analize, dok je ostatak tkiva trenutno zamrznut u te¢nom azotu i ¢uvan u njemu do
izolacije RNK i proteina.

3.2.5 Histoloska analiza tkiva

Nakon fiksacije u paraformaldehidu, delovi visceralnog masnog tkiva i jetre su
dehidratizovani u rastu¢em gradijentu alkohola etanola (30%, 50%, 70%, 96% i 100%),
prosvetljeni u ksilolu i ukalupljeni u parafinske blokove. Tako pripremljeni blokovi
visceralnog masnog tkiva su bili seceni na preseke debljine 10 um, dok su uzorci jetre seceni
na preseke debljine 5 um. Nakon bojenja preparata hematoksilinom i eozinom, slike za
histoloSku analizu masnog tkiva su dobijene pomo¢u mikroskopa (Olympus, BX-51, Tokyo,
Japan) sa kamerom (PixeLINK, Ottawa, Canada), kojim upravlja newCAST program (version
3.2.7.0, Visiopharm Integrator System, Visiopharm, Denmark). Mikrografije jetre su dobijene
pomocu DMRB Photomicroscope (Leica, Wetzlar, Germany), koji je opremljen Leica DFC 320
CCD kamerom. Analiza slika preparata masnog tkiva je uradena koriS¢enjem Adiposoft
programa (Galarraga et al., 2012), pri ¢emu su analizirane 3 nasumicno odabrane slike po
preseku (uvecanje 20x), 100 celija po preseku, 3 preseka po Zivotinji i 5 Zivotinja po grupi.
Primenom morfometrijske analize utvrdeni su prosecna zapremina, precnik i broj adipocita.
Za utvrdivanje prisustva masnih kapi u jetri, kvalitativna analiza dobijenih preseka je bila
uradena na 3 preseka po zivotinji i 3 Zivotinje po grupi.

3.2.6 1zolovanje RNK

Ukupna RNK iz visceralnog masnog tkiva i jetre je izolovana koriS¢enjem TRIzol®
reagensa prema uputstvu proizvodaca. Tkivo je homogenizovano u TRIzol® reagensu u
odnosu 1:10 (w/v) i sonifikovano 2-3 puta na ledu u trajanju od 10 s (Cycle, 30%) (Hielscher
Ultrasound Processor, Hielscher Ultrasonics, Teltow, Germany). Nakon inkubacije uzoraka od
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5 min na 15-30°C, dodat je hloroform i uzorci su centrifugirani 15 min na 12000 g i 4°C.
Gornja vodena faza je paZljivo odvojena i u nju je dodat izopropanol, nakon c¢ega je RNK u
uzorcima taloZena preko noci na -20°C. Uzorci su zatim centrifugirani na 14000 g (20 min,
4°C) i RNK u talogu je resuspendovana u 75% etanolu. Nakon ponovnog centrifugiranja
uzoraka (14000 g, 10 min, 4°C), dobijeni talog je rastvoren u 0.1% DEPC vodi (eng. Diethyl
pyrocarbonate, DEPC) i tako izolovani uzorci RNK su ¢uvani na -20°C do dalje analize.

Koncentracija izolovane RNK i njen Kkvalitet su odredeni koriS¢enjem
NanoPhotometer® aparata (Implen GmbH, Munchen, Germany). Odnos A260/A280 koji je bio
veéi od 1.8 je ukazivao na dovoljnu cisto¢u uzorka i smatran je zadovoljavaju¢im. Dalja
provera kvaliteta izolovane RNK je izvrSena elektroforezom na 2% agaroznom gelu (30 min,
konstantna voltaza od 100 V).

3.2.7 Reakcija reverzne transkripcije

Za reakciju reverzne transkripcije, koja podrazumeva prevodenje RNK u
komplementarnu DNK (cDNK), koriS¢en je komercijalno dostupni komplet High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit prema uputstvima proizvodaca. Izolovani RNK uzorci su
pomesani sa reakcionom smesSom u kojoj su se nalazila Cetiri tipa dezoksiribonukleozid-
trifosfata (dNTP), enzim reverzna transkriptaza i nasumicni oligonukleotidni prajmeri.
Temperaturni reZim po kom se odvijala reakcija reverzne transkripcije izgledao je na sledeci
nacin: 10 min inkubacije na 25°C, zatim inkubacija u trajanju od 120 min na 37°C, nakon cega
je usledilo zaustavljanje reakcije zagrevanjem 5 min na 85°C. Dobijeni uzorci cDNK su €uvani
na -80°C do upotrebe.

3.2.8 Reakcija lanc¢ane polimeraze u realnom vremenu

Analiza nivoa ekspresije gena je uradena metodom lancane reakcije polimeraze u
realnom vremenu, poznate i pod nazivom kvantitativni PCR (qPCR). Odredivanje relativnih
nivoa iRNK pojedinih gena je uradeno pomocu Quant Studio® 3 Real-Time PCR Systems
aparata (Applied Biosystems, Massachusetts, USA) koriS¢enjem SYBR green® tehnologije. U
analizi su koriS¢eni 20 ng cDNK matrice sintetisane reverznom transkripcijom, Power SYBR®
Green PCR master miks i smeSa uzvodnih i nizvodnih prajmera. U Tabeli 3.3, date su sekvence
komercijalno dostupnih uzvodnih i nizvodnih prajmera konstruisane za gene cija je ekspresija
ispitivana.

Sve reakcije su izvedene u triplikatu u zapremini od 25 pl. Postavljeni termicki uslovi
PCR reakcije su bili sledeci: 2 min inkubacije na 50°C, 10 min inkubacije na 95°C, nakon cega
je usledilo 60 ciklusa u trajanju od 15 s na 95°C i inkubacija u trajanju od 60 s na 60°C.
Normalizacija cDNK u svakom uzorku je izvrSena koris¢enjem hipoksantin-guanin fosforibozil
transferaze (eng. Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase, Hprt) kao endogene
kontrole. Analiza Kkrive topljenja je vrSena na kraju svakog eksperimenta da bi se ustanovilo
dali je doSlo do formiranja tzv. ,dajmer prajmera“ ili kontaminacije uzoraka genomskom DNK.
Relativna kvantifikacija ekspresije gena je izvrSena komparativnom AACt metodom (2-2ACt)
(Livak and Schmittgen, 2001) prema kojoj su Ct vrednosti za gene od interesa normalizovane
prema Ct vrednostima endogene kontrole i kalibratora. Rezultati su analizirani pomocu
programa QuantStudio® Design&Analysis Software v1.4.0 (Applied Biosystems, Waltham, USA)
sa nivoom pouzdanosti od 95% (p < 0,05).
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Tabela 3.3. Oznake gena i sekvence prajmera koriS¢enih za odredivanje nivoa ekspresije gena

gPCR metodom
Oznaka . . . . . .
gena Naziv gena Uzvodni prajmer  Nizvodni prajmer
F: 5-GGC TCA CAG R: 5-GAG TAC CTT
Hsl Hormon senzitivna lipaza TTA CCA TCT CAC GCT GTC CTG TCC-

C-3’
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F: 5’-AAC ACC AGC

R: 5’-GGT TCA GTA

Atgl Lipaza triglicerida adipocita ATC CAG TTC AA-3’  GGC CAT TCC TC-3'
. o F: 5-AAC TGT TGG R: 5-GAA CCT GGC
Pepck  Fosfoenolpiruvatna karboksikinaza CTG GCT CTC-3’ GTT GAA TGC-3’
Lol Lipobroteinska lipaza F: 5-TTC CAG CCA R: 5-GGT CCA CGT
P pop p GGATGCAACA-3'  CTC CGA GTC C-3’
Fas Sintaza masnih kiselina F: 5-TTG CTG GCA R: 5-AAC AGC CTC
CTA CAG AAT GC-3° AGA GCG ACA AT-3’
. . F: 5’-GAG AGG GGT R: 5-CTG CTG CCG
Acc Acetil-CoA karboksilaza CAA GTC CTT CC-3'  TCA TAA GAC AA-3’
F: 5'-CTG TAC GGG
. R: 5’-GCC GTG CCT
Scd1 Steroil-CoA desaturaza-1 Q:FSC’ ATA CTG GTT TGT AAG TTC TG-3’
F: 5-CTC AGC CTC
R: 5'-CTG ATG AGA
Tnf Faktor nekroze tumora 'gfg'TCA TTC CTG GGG AGG CCA TT-3’
F: 5’-GAG AAA GCC R: 5-CTA GGT TTG
I1-6 Interleukin-6 AGA GTC CTT CAG CCG AGT AGA TCT
AGA G-3’ c-3’
. F: 5-CAG GCT CCG R: 5’-AGG CCA CAG
[F1p  Interleukin-1p AGATGAACAAC-3' GTATTT TGT CG-3’
. . . o , R: 5’-CCT GGT TCA
Hprt Hipoksantin-guanin fosforibozil F: 5-TCC TCC TCA TCA TCG CTA ATC-

transferaza

GACCGCTTT T-3
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3.2.9 Priprema c¢elijskih frakcija tkiva

Da bi se odredili nivoi razlic¢itih proteina u tkivima eksperimentalnih miSeva, korisc¢eni
su ukupni celijski ekstrakti visceralnog masnog tkiva i jetre, kao i citosolna, jedarna i
mikrozomalna frakcije jetre.

3.2.9.1 Priprema ukupnog Celijskog ekstrakta visceralnog masnog tkiva

Za pripremu ukupnog Ccelijskog ekstrakta visceralnog masnog tkiva koris¢en je
TRIzol® reagens prema uputstvu proizvodaca. Nakon odvajanja vodene faze za precipitaciju
RNK, organskoj fazi je dodat etanol i uzorci su centrifugirani 5 min na 2000 g i 4°C. Proteinska
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frakcija je taloZena iz fenol-etanol supernatanta koris¢enjem acetona i centrifugirana je na
12000 g tokom 10 min na 4°C. Talozi su resuspendovani u 0.3 M guanidin hidrohloridu
rastvorenom u 95% etanolu sa 2.5% glicerolom, sonifikacijom na ledu (Cycle, 30%) u trajanju
od 10 s. Ovaj postupak je ponovljen 2 puta, a dobijeni talozi su inkubirani 10 min na sobnoj
temperaturi i proteini su istaloZeni centrifugiranjem na 8000 g (5 min, 4°C). Nakon odlivanja
alkohola i suSenja taloga na sobnoj temperaturi, proteinska frakcija je resuspendovana u
puferu za lizu koji sadrzi 2.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2% SDS, 10% glicerol i 50 mM DTT. Svi
uzorci su ¢uvani u zamrzivacu na -70°C do upotrebe.

3.2.9.2 Priprema ukupnog Celijskog ekstrakta jetre

Za izolovanje ukupnog C(elijskog ekstrakta jetre, deo zamrznutog tkiva je
homogenizovan u hladnom RIPA (eng. Radioimmunoprecipitation assay, RIPA) puferu (50 mM
Tris-HCI (pH 7.2), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA-Naz, 1% Nonidet P-40, 0.1% SDS, 2 mM DTT,
0.5% natrijum deoksiholat, inhibitori proteaza i fosfataza) koriS¢enjem stakleno-teflonskog
homogenizera. Homogenati su potom sonifikovani tri puta po 5 s (14, 50/60 Hz) i inkubirani
60 min na ledu uz cesto vorteksovanje. Uzorci su zatim centrifugirani na 16000 g u trajanju od
20 min na 4°C. Dobijeni supernatanti su koriS¢eni kao ukupni ¢éelijski ekstrakti jetre i cuvani u
zamrzivacu na -70°C do upotrebe.

3.2.9.3 Priprema citosolne, jedarne i mikrozomalne frakcije jetre

Zamrznuto tkivo jetre je homogenizovano u hladnom puferu za homogenizaciju (20
mM Tris-HCI (pH 7.2), 50 mM NaCl, 10% glicerol, 1 mM EDTA-Naz, 1 mM EGTA-Naz, 20 mM
NazMoO4, 2 mM DTT, inhibitori proteaza i fosfataza) koriS¢enjem Janke-Kunkel Ultra Turrax
homogenizera (IKA®, Staufen, Germany) pri brzini od 8000 obrtaja/min. Nakon filtriranja
kroz gazu i centrifugiranja (2000 g, 15 min, 4°C), supernatanti su odvojeni za dalju obradu
citosolne i mikrozomalne frakcije, dok su talozi iskoriS¢eni za dobijanje jedarne frakcije jetre.

Za pripremu citosolne i mikrozomalne frakcije, supernatanti su centrifugirani na
10000 g tokom 30 min na 4°C (Sorvall centrifuge, SS-34 rotor, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA), a zatim na 200000 g tokom 90 min na 4°C (Beckman ultracentrifuge L7-55,
Life Sciences, Indianapolis, USA). Konacni supernatanti su kori¢eni kao citosolne frakcije jetre i
¢uvani su na -70°C do upotrebe.

Kako bi se pripremile mikrozomalne frakcije, talozi dobijeni nakon prvog
centrifugiranja na 200000 g su resuspendovani u 100 mM natrijum pirofosfatu (pH 7.4), i
ponovo centrifugirani na 200000 g tokom 60 min na 4°C (Beckman ultracentrifuga L7-55).
Nakon resuspendovanja taloga u puferu za cuvanje mikrozoma (0.1 mM EDTA-Naz, 50 mM
KPO4 (pH 7.4), 0.1 mM DTT i 10% glicerol), uzorci su sonifikovani 3x5 s sa pauzama od 30 s
(1A,50/60 Hz, 30% amplituda) i ¢uvani u zamrzivacu na -70°C.

Za pripremu jedarne frakcije, talozi dobijeni nakon prvog centrifugiranja su isprani
HEPES puferom (25 mM HEPES (pH 7.6), 50 mM NaCl, 10% glicerol, 1 mM EDTA-Naz, 1 mM
EGTA-Naz, 2 mM DTT, inhibitori proteaza i fosfataza) i centrifugirani na 4000 g tokom 10 min
na 4°C. Dobijeni talozi su resuspendovani u NUN puferu (25 mM HEPES (pH 7.6), 300 mM
NaCl, 1 M urea, 1% Nonidet P-40, inhibitori proteaza i fosfataza) i inkubirani na ledu u
trajanju od 60 min uz ¢esto mesanje na vibracionoj mesalici. Nakon centrifugiranja na 20000 g
tokom 30 min na 4°C, dobijeni supernatanti su koris¢eni kao jedarna frakcija i zamrznuti su
na -70°C do upotrebe.
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3.2.9.4 Odredivanje koncentracije proteina u éelijskim frakcijama tkiva

Odredivanje koncentracije proteina u ukupnim celijskim ekstraktima visceralnog
masnog tkiva i jetre, kao i u citosolnoj, jedarnoj i mikrozomalnoj frakciji jetre je uradeno
kolorometrijskom metodom po Loriju (Lowry et al, 1951). Za potrebe odredivanja
koncentracije proteina, od svake Celijske frakcije je odvojen mali deo uzorka koji je adekvatno
razblaZen destilovanom vodom. U uzorke i BSA standarde rastucih koncentracija dodat je
Reagens C, koji predstavlja smesu A, B i C rastvora, gde je komponenta A 2% rastvor Na2CO3 u
0.1 M NaOH, rastvor B je 0.1% vodeni rastvor CuSO4x5H20 i rastvor C je 2% vodeni rastvor
Na-tartarata. Nakon inkubacije i vorteksovanja u trajanju od 15 min na sobnoj temperaturi,
uzorcima i standardima je dodat pet puta razblazen Folin-Ciocalteu reagens. Uzorci su
inkubirani 30 min i povremeno vorteksovani na vibracionoj meSalici. Apsorbanca uzoraka i
standarda je merena na talasnoj duzini od 670 nm na Multiskan Spektrum spektrofotometru
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Uzorci su nalivani u vidu triplikata i koncentracija
proteina Celijskih frakcija je dobijena na osnovu standardne krive za koncentraciju BSA.

3.2.10 Elektroforeza na poliakrilamidnom gelu

Razdvajanje proteina na osnovu razli¢itih molekulskih masa je izvrSeno metodom
elektroforeze na 7.5% poliakrilamidnim denaturiSu¢im gelovima (7.5% akrilamid, 0.1% SDS,
375 mM Tris-HCl (pH 8.8), 0.033% TEMED i 0.05% amonijum persulfat). Uzorci proteina
visceralnog masnog tkiva i jetre su pripremljeni dodavanjem jednake zapremine pufera za
uzorke dvostuko vece koncentracije (125 mM Tris-HCl (pH 6.8), 4% SDS, 20% glicerol, 0.4%
B-merkaptoetanol i 1% Bromfenol plavo), a zatim su kuvani na 100°C u trajanju od 5 min.
Nakon pripreme, uzorci su nanoSeni na gel i razdvajani u puferu za elektroforezu (25 mM
Tris-HCI (pH 8.3), 0.1% SDS i 192 mM glicin) pri konstantnom naponu od 120 V u trajanju od
90 min koriS¢enjem Mini Protean Il Electrophoresis Cell aparata (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA). Kao marker molekulskih masa koriS¢en je PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, koji ima opseg od 10 do 180 kDa.

3.2.11 Western blot metoda

Nakon elektroforeze, proteini su preneti sa gelova na PVDF (eng. Polyvinylidene
fluoride) membrane (Immobilon P, MilliporeSigma, Burlington, USA) koriS¢enjem Mini Trans
Blot Electrophoretic Transfer Cell aparature (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). Transfer
proteina odvijao se tokom no¢i na 4°C i konstantnoj struji (200 mA) u puferu za transfer, koji
sadrzi 25 mM Tris (pH 8.3), 192 mM glicin i 20% metanol. Kako bi se proverilo da li je transfer
bio uspeSan, membrane su inkubirane sa 1% rastvorom Ponceau S boje u 5% sircetnoj
kiselini. Nespecificna mesta vezivanja proteina na membrani su blokirana inkubacijom 1 h u
5% rastvoru nemasnog humanog mleka u PBS (eng. Phosphate-Buffered Saline, PBS) puferu,
koji sadrZzi 0.137 M NacCl, 2.7 mM KCl, 1.5 mM KH2PO4 i 6.5 mM Na:HPO4. Nakon inkubiranja
membrana sa odgovaraju¢im primarnim antitelom na 4°C preko no¢i uz meSanje, membrane
su ispirane cetiri puta po 5 min sa 0.1% Tween® 20 u PBS puferu.

Membrane su zatim inkubirane 90 min na sobnoj temperaturi sa sekundarnim
anti-zec¢jim IgG antitelom (1:20000, ab6721) ili anti-miSjim IgG antitelom (1:20000,
ab97046), koja su konjugovana sa enzimom peroksidaza rena. Nakon inkubacije sa
sekundarnim antitelom, membrane su ispirane cetiri puta po 5 min sa 0.1% Tween® 20 u PBS
puferu. Rastvor luminola i 1% vodonik-peroksida je koriS¢en za aktivaciju peroksidaze rena, a
signal je razvijen ECL metodom (eng. Enhanced Chemiluminescence, ECL). Imunopozitivhe
trake su vizuelizovane na rendgenskim filmovima (Kodak, Rochester, USA), i njihova
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kvantitativna analiza je obavljena koriS¢enjem Image J programa (NIH, Bethesda, USA). Kao
kontrola jednakog nanoSenja proteina odgovarajucih celijskih frakcija na gel koris¢ena su
slede¢a antitela: monoklonsko miSje anti-B-aktin antitelo za ukupni Ccelijski ekstrakt
visceralnog masnog tkiva, zec¢je poliklonsko anti--aktin antitelo za citosolnu frakciju i ukupni
Celijski ekstrakt jetre, miSje monoklonsko anti-TBP antitelo za jedarnu frakciju jetre, dok je
zeCje anti-kalneksin antitelo koriS¢eno kao kontrola za mikrozomalnu frakciju jetre. Nakon
vizuelizacije proteinskih traka, antitela su uklonjena inkubacijom membrane u 0.2 M NaOH u
trajanju od 10 min, nakon cega je bilo moguce ponovo blokirati membrane i inkubirati ih sa
slede¢im primarnim antitelom.

3.2.12 Statisticka analiza

Graficki prikaz dobijenih rezultata je uraden pomocu Microsoft Office Excel (Microsoft
Corporation, Redmond USA) i GraphPad Prism v6 (GraphPad Software, San Diego, USA)
programa. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost #* standardna greska (SEM).
Statisticka analiza rezultata je uradena koriS¢enjem Statistica 10 programa (Stat Soft. Inc.,
Tulsa, USA). Za utvrdivanje efekata fruktozne dijete i delecije gena Mif, kao i njihove
interakcije, koriS¢ena je dvostruka ANOVA pracena post-hoc Tukey testom. Nivo verovatnoce
manji od 0.05 (P<0.05) smatrao se statisticki znacajnim.
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4. REZULTATI

4.1. Fizioloski i biohemijski parametri miSeva nakon ishrane obogacene
fruktozom

4.1.1 Fiziolo$ki parametri muzZjaka miSeva

Tokom 9 nedelja trajanja eksperimenta, svakodnevno je meren unos hrane i te¢nosti.
Rezultati su pokazali da su miSevi koji su pili 20% rastvor fruktoze imali znacajno smanjen
unos hrane i povecan unos te¢nosti (Tabela 4.1). Dvofaktorijalna analiza varijanse (ANOVA)
pokazala je znacajne efekte ishrane obogacéene fruktozom [F(1,66) = 131.85, P < 0.001] i delecije
gena Mif [F,66) = 4.63; P < 0.05] na unos hrane. Post-hoc test je pokazao znacajno smanjenje
unosa hrane kod Zivotinja hranjenih fruktozom (***P < 0.001, WT FrD u odnosu na WT; ***P <
0.001, MIF-/- FrD u odnosu na WT; t11P < 0.001, MIF-/- FrD u odnosu na MIF-/-). Takode, kod
istih Zivotinja uoceni su efekti ishrane obogacene fruktozom [F(162) = 55.81; P < 0.001],
delecije gena Mif [F(1,62) = 9.87; P < 0.01], kao i njihove interakcije [F(1,62) = 7.11; P < 0.01] na
unos tecnosti (Tabela 4.1). Grupa WT FrD Zivotinja je pila viSe 20% rastvora fruktoze u
odnosu na WT Zivotinje koje su pile vodu (***P < 0.001), dok je MIF-/- FrD grupa unosila viSe
te¢nosti u poredenju sa svim ostalim grupama (*P < 0.05, u odnosu na WT; ###P < 0.001, u
odnosu na WT FrD; 1P < 0.05, u odnosu na MIF-/-). Znacajan efekat fruktoze [F(1,59) = 38.08; P <
0.001] ostvaren je i na energetski unos, sto je dovelo do povecanja unosa energije kod svih
Zivotinja na ishrani obogacenoj fruktozom, u poredenju sa Zivotinjama koje su konzumirale
standardnu hranu i vodu (***P < 0.001, WT FrD u odnosu na WT; ***P < 0.001, MIF-/- FrD u
odnosu na WT; tP < 0.05, MIF-/- FrD u odnosu na MIF-/-) (Tabela 4.1).

Uprkos povetanom unosu energije, telesna masa miSeva na ishrani obogacenoj
fruktozom se nije znacajno razlikovala od miSeva na standardnoj ishrani (Tabela 4.1).
Medutim, dvofaktorijalna ANOVA je pokazala znacajan efekat fruktoze na masu visceralnog
masnog tkiva [F1,36) = 10.51; P < 0.01], kao i na odnos mase masnog tkiva i ukupne telesne
mase [F(1,40) = 6.28; P < 0.001]. Takode, znacajan efekat delecije gena Mif je ostvaren, kako na
apsolutnu [Fa,36) = 20.97; P < 0.0001], tako i na relativhu masu visceralnog masnog tkiva
[Fa,40) = 14.22; P < 0.001]. Naime, post-hoc test je ukazao na znacajno povecanje mase
visceralnog masnog tkiva kod MIF-/- Zivotinja u odnosu na WT miSeve (*P < 0.05), kao i kod
MIF-/- Zivotinja koje su pile fruktozu u odnosu na WT (***P < 0.001) i WT FrD grupu Zivotinja
(##P < 0.01). Medutim, relativna masa visceralnog masnog tkiva je bila pove¢ana samo kod
MIF-/- grupe koja je konzumirala fruktozu, u odnosu na sve ostale grupe Zivotinja (***P <
0.001, u odnosu na WT; ##P < 0.01, u odnosu na WT FrD; 1P < 0.05, u odnosu na MIF-/-).

Dvofaktorijalna ANOVA je pokazala znacajan efekat delecije gena Mif na masu jetre
[F1,22) = 20,38; P < 0,001]. Rezultati post-hoc testa su ukazali na znacajno nizu masu jetre kod
MIF-/- miSeva hranjenih fruktozom, u poredenju sa WT Zivotinjama nezavisno od nacina
ishrane (Tabela 4.1, *P < 0.05, MIF-/- FrD vs. WT; ##P < 0.01, MIF-/- FrD vs. WT FrD). Takode,
detektovan je efekat delecije gena Mif [F(1,22) = 13.23; P < 0.01] na odnos mase jetre i ukupne
telesne mase kod MIF-/- Zivotinja na ishrani obogacenoj fruktozom, u poredenju sa svim WT
Zivotinjama nezavisno od nacina ishrane (Tabela 4.1, *P < 0.05, MIF-/- FrD vs. WT; #P < 0.05,
MIF-/- FrD vs. WT FrD).
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Tabela 4.1. Fizioloski parametri: unos hrane i tecnosti, energetski unos, telesna masa, masa
visceralnog masnog tkiva i jetre

WT WT FrD MIF-/- MIF-/- FrD
Lo [zt 1596 +0.60  9.74 +0.45™  16.69+ 0.30 11.20 % 0.18""+
(g/dan/kavez)

e Rl 2126+0.83 30.32+0.83™  20.83 +0.40 25.13 + 1.01°###t
(ml/dan/kavez)

Energetskiunos ., ... < c 516401+632" 183.63+3.30 209.88 + 3.52""
k]J/dan/kavez)

Masa tela (g) 28.19 + 1.02 2892 + 091 28.93 + 0.84 29.26 + 0.53
Masavisceralnog = .., ) 0.38 +0.03 0.45 + 0.05° 0.64 + 0.06""##
masnog tkiva (g)

Odnos mase

visceralnog
masnog tkiva i 8.88 + 0.63 13.76 + 1.22 16.94 + 1.58 27.03 + 1.80"##t
ukupne telesne

mase (x1000)

Masa jetre (g) 2.13+0.06 2.29 +0.08 1.80+0.15 1.57 £ 0.16™##
Odnos mase jetre
i ukupne telesne  69.69 + 1.85 7481 + 1.46 61.27 + 493 54.74 + 6.69"*

mase (x1000)

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 3 kaveza po grupi za unos hrane,
teCnosti i energije; n = 12 Zivotinja po grupi za masu tela, visceralnog masnog tkiva i
jetre). Energetski unos je izraZen po danu po kavezu. Znacajnosti su predstavljene kao:
*P < 0.05, ***P < 0.001, promene u odnosu na WT; #P < 0.05, #P < 0.01, ##P < 0.001,
promene u odnosu WT FrD; 1P < 0.05, 1P < 0.01, 111P < 0.001, promene u odnosu na
MIF-/-.

4.1.2. Biohemijski parametri insulinske osetljivosti

Nivo glukoze u krvi je odreden pomoc¢u automatskog analizatora sa tra¢icama, odmah
nakon Zrtvovanja Zivotinja. Dvofaktorijalna ANOVA analiza je pokazala znacajne efekte
ishrane obogacene fruktozom [F(1,38) = 4.34; P < 0.05] i delecije gena Mif [F(1,38) = 18.24; P <
0.001] na koncentraciju glukoze u krvi. Kao Sto je prikazano u Tabeli 4.2, nivo glukoze je bio
znacajno visi kod MIF-/- Zivotinja u odnosu na WT miseve (*P < 0.05), kao i kod MIF-/- FrD
Zivotinja u poredenju sa WT FrD grupom (##P < 0.01).

Nivo insulina u plazmi miSeva je ispitan RIA metodom i pronadeni su znacajni efekti
ishrane obogacene fruktozom [F(1,33) = 4.84; P < 0.05] i delecije gena Mif [F(1,33) = 10.06; P <
0.01] na nivo ovog hormona (Tabela 4.2). Post-hoc test je pokazao znalajno povecanje
koncentracije insulina kod MIF-/- Zivotinja na standardnoj ishrani u odnosu na WT (*P < 0.05)
grupu zivotinja, kao i kod MIF-/- Zivotinja na ishrani obogacenoj fruktozom u odnosu na WT
(**P <0.01) i WT FrD grupe Zivotinja (#P < 0.05).
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Insulinska osetljivost je procenjena IP-GTT i IP-ITT testovima. Rezultati su pokazali da
ishrana obogacena fruktozom i geneticka delecija Mif-a doprinose poremecaju vrednosti
pokazatelja osetljivosti na insulin i insulinske rezistencije na sistemskom nivou (Tabela 4.2,
Slika 4.1).

Tabela 4.2. Parametri insulinske osetljivosti: glukoza, insulin, IP-GTT i [P-ITT

WT WT FrD MIF-/- MIF-/-FrD
G 5.04 + 0.24 4.53 % 0.29 5.92 £ 0.13° 5.52 £ 0.19%#
(mmol/1)

e i 1.68+0.16 2.94+0.53 6.28 + 0.76" 8.09 + 3.38"#
(mmol/1)

IP-GTT AUC 1603.1 + 38.8 1906.3+73.4  2199.0 £ 213.7" 2626.5 + 72,9 ###t

IP-ITT AUC 9182.4 +403.0 8899.6+426.6 10945.3 +303.6° 11259.7 £ 586.1"###

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 12 Zivotinja po grupi).
Znacajnosti su predstavljene kao: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, promene u odnosu
na WT; #P < 0.05, ##P < 0.01, ##P < 0.001, promene u odnosu WT FrD; 1P < 0.05,
promene u odnosu na MIF-/~,

Dvofaktorijalna ANOVA je pokazala efekte fruktoze [F(1,13) = 13.44; P < 0.01] i delecije gena Mif
[F1,13) = 43.6; P < 0.001] na vrednosti povrsine ispod krive (eng. area under curve, AUC) za
glukozu (Tabela 4.2, Slika 4.1A), dok je post-hoc test otkrio znacajan porast nivoa AUC
vrednosti za glukozu u MIF-/- grupi u poredenju sa WT zivotinjama (***P < 0.001), kao i
znacajan porast nivoa AUC vrednosti za glukozu u MIF/- FrD grupi u poredenju sa svim
ostalim eksperimetnalnim grupama (***P < 0.001, u odnosu na WT; ###P < 0.001, u odnosu
na WT FrD; 1P < 0.05, u odnosu na MIF-/-). Takode, pokazan je i statisticki znacajan efekat
delecije gena Mif [F(1,18) = 65.33; P < 0.001] na vrednost AUC za insulin (Tabela 4.2, Slika
4.1B). Slicno nivou AUC za glukozu, dvofaktorijalna ANOVA pracena post-hoc testom je
pokazala da su vrednosti AUC za insulin znacajno povecane u MIF-/- grupi u odnosu na WT
Zivotinje (*P < 0.05), i u MIF-/- FrD grupi u odnosu na WT (*P < 0.05) i WT FrD (###P < 0.001)

grupe.
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Slika 4.1. Intraperitonealni testovi tolerancije na glukozu i insulin (IP-GTT i IP-ITT).
Nakon odredivanja koncentracije glukoze u krvi nataSte, Zivotinjama je intraperitonealno
injecirana glukoza (A) u koncentraciji 2g/kg telesne mase ili insulin (B) u koncentraciji 0.75
IJ/kg telesne mase. Nivo glukoze u krvi je meren 15, 30, 60, 90 i 120 min nakon injeciranja.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM. Grupe: WT (miSevi soja C57BL/6] na
standardnoj ishrani), WT FrD (miSevi soja C57BL/6] na ishrani obogaéenoj fruktozom), MIF-/-
(miSevi sa deletiranim genom Mif na standardnoj ishrani) i MIF/- FrD (miSevi sa deletiranim
genom Mif na ishrani obogacenoj fruktozom). Znacajnosti su predstavljene kao: *P < 0.05, **P <
0.01, ***P < 0.001, promene u odnosu na WT; #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001, promene u
odnosu WT FrD; 1P < 0.05, promene u odnosu MIF-/-,

4.1.3 Biohemijski parametri lipidnog metabolizma

Koncentracija triglicerida je odredjena pomoc¢u automatskog analizatora sa trac¢icama,
dok su nivoi slobodnih masnih kiselina i leptina u plazmi izmereni koriS¢enjem komercijalnih

ELISA testova.

Dobijeni rezultati su pokazali da su nivoi triglicerida i slobodnih masnih kiselina u krvi
bili nepromenjeni u svim eksperimentalnim grupama (Tabela 4.3).

Znacajan efekat delecije gena Mif [F(1,25) = 32.36; P < 0.001] ostvaren je na nivo leptina
u plazmi. Koncentracije leptina su bile ve¢e u MIF-/- Zivotinjama nezavisno od nacina ishrane u
odnosu na WT grupe Zivotinja (Tabela 4.3, *P < 0.05, ***P < 0.001, u odnosu na WT; #P <

0.05, u odnosu na WT FrD).
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Tabela 4.3. Biohemijski parametri lipidnog metabolizma: trigliceridi, slobodne masne
kiseline i leptin

WT WT FrD MIF-/- MIF-/- FrD
Trigliceridi
0.93 +0.04 1.16 £ 0.08 1.21 £ 0.09 1.24 +0.10
(mmol/I)
Slobodne
masne 1.83+0.12 1.78 +0.11 2.03+0.11 1.94 +0.11
Kkiseline
(mmol/I)
Leptin - x
320.44+79.36 295.31+44.99 2595.47 +482.88" 1625.06+443.41*
(pg/ml)

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 8 Zivotinja po grupi). Znacajnosti
su predstavljene kao: *P < 0.05, ***P < 0.001, promene u odnosu na WT; #P < 0.05,
promene u odnosu WT FrD.

4.2. Visceralno masno tkivo

4.2.1. Prereceptorski metabolizam glukokortikoida u visceralnom masnom tkivu

Prereceptorski metabolizam glukokortikoida u visceralnom masnom tkivu je ispitan na
nivou proteina 11BHSD-1 i H6PDH, koji su uklju¢eni u prevodenje neaktivne forme
glukokortikoidnog hormona (dehidrokortikosteron kod glodara) u njegovu aktivhu formu
(kortikosteron). Dvofaktorijalna ANOVA analiza je pokazala znacajne efekte fruktozne ishrane
[Fa,i17) = 20.98; P < 0.001] i delecije gena Mif [F@1,17) = 7.11; P < 0.05] na nivo proteina
11BHSD-1 (Slika 4.2A), kao i znacajan efekat fruktozne ishrane [F(1,26) = 11.71; P < 0.01] na
nivo proteina H6PDH (Slika 4.2B). Post-hoc test je pokazao statistiCki znacajan porast nivoa
oba enzima samo kod MIF-/- Zivotinja na ishrani obogacenoj fruktozom u odnosu na WT (***P
<0.001 za 11BHSD-1; **P < 0.01 za H6PDH) i MIF-/- grupe na standardnoj ishrani (1P < 0.01).
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Slika 4.2. Nivo proteina 11BHSD-1 i H6PDH u visceralnom masnom tkivu. Relativne
koncentracije proteina 11BHSD-1 (A) i H6PDH (B) u ukupnom c¢elijskom ekstraktu su
analizirane Western blot metodom. Kao kontrola jednakog nanoSenja proteina na gel koris¢en
je B-aktin. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM. Grupe: WT (miSevi soja C57BL/6]
na standardnoj ishrani), WT FrD (miSevi soja C57BL/6] na ishrani obogaéenoj fruktozom), MIF-
/- (miSevi sa deletiranim genom Mif na standardnoj ishrani) i MIF-/- FrD (miSevi sa deletiranim
genom Mif na ishrani obogacenoj fruktozom). Znacajnosti su predstavljene kao: **P < 0.01, ***P
< 0.001, promene u odnosu na WT; 1P < 0.01, promene u odnosu MIF-/-,

4.2.2 Signalni put glukokortikoida u visceralnom masnom tkivu

Da bismo ispitali efekte ishrane obogaéene fruktozom i delecije gena Mif na signalni
put glukokortikoida, analizirani su unutarcelijska koncentracije kortikosterona (Slika 4.3A) i
nivo proteina GR-a (Slika 4.3B) u visceralnom masnom tkivu. Utvrdeni su znacajani efekti
ishrane obogacene fruktozom [F(1,11) = 7.41; P < 0.05] i interakcije izmedu faktora [F(1,11) =
8.42; P < 0.05] na nivo kortikosterona. Rezultat post-hoc testa je pokazao povecanje nivoa
kortikosterona kod MIF-/- FrD miSeva u odnosu na sve ostale grupe Zivotinja (Slika 4.3A, *P <
0.05, u odnosu na WT; #P < 0.05, u odnosu na WT FrD; 1P < 0.01, u odnosu na MIF-/-).

Dvofaktorijalna ANOVA je otkrila statisticki znacajan efekat fruktozne ishrane [F1,24) =
8.57; P < 0.01] na ukupan nivo proteina GR-a u visceralnom masnom tkivu (Slika 4.3B), dok
je post-hoc test pokazao povecéanje GR nivoa u MIF-/- FrD grupi u poredenju sa WT grupom (*P
< 0.05), sto je u skladu sa povecanim nivoom kortikosterona i pojaanim prereceptorskim
metabolizmom glukokortikoida samo u ovoj grupi.
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Slika 4.3. Nivo kortikosterona i proteina GR-a u visceralnom masnom tkivu. Nivo
kortikosterona (A) odreden je ELISA metodom. Relativna koncentracija proteina GR-a (B) u
ukupnom Ccelijskom ekstraktu je analizirana Western blot metodom. Kao kontrola jednakog
nano$enja proteina na gel koris¢en je -aktin. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost *
SEM. Grupe: WT (misevi soja C57BL/6] na standardnoj ishrani), WT FrD (miSevi soja C57BL/6]
na ishrani obogacenoj fruktozom), MIF-/- (miSevi sa deletiranim genom Mif na standardnoj
ishrani) i MIF/- FrD (miSevi sa deletiranim genom Mif na ishrani obogacenoj fruktozom).
Znacajnosti su predstavljene kao: *P < 0.05, promene u odnosu na WT; #P < 0.05, promene u
odnosu WT FrD; 11P < 0.01, promene u odnosu MIF-/~.

4.2.3 Ekspresija gena lipidnog metabolizma regulisanih glukokortikoidnim receptorom

Da bismo utvrdili da li ishrana obogacena fruktozom i geneticka delecija Mif-a utiCu na
ekspresiju gena regulisanih GR-om, a koji kodiraju enzime uklju¢ene u procese lipolize i
lipogeneze, relativni nivoi iRNK ispitani su qPCR metodom (Slika 4.4). Znacajan efekat
fruktozne ishrane je otkriven za sledece gene: Atgl [F(1,19) = 15.43; P < 0.001], Pepck [F(1,28) =
43.67; P < 0.001], Fas [F,19) = 6.11; P < 0.05] i Acc [F1,18) = 7.15; P < 0.05], dok je znacajan
efekat delecije gena Mif primecen za Atgl [F1,19) = 10.18; P < 0.01], Pepck [F(1,28) = 43.86; P <
0.001], Lpl [F1,18) = 23.27; P < 0.001], kao i za Fas [F(1,19) = 11.26; P < 0.01] i Acc [F(1,18) = 10.83;
P < 0.01]. Takode, pronadena je znacajna interakcija izmedu faktora u slucaju Atgl [F(1,19) =
9.44; P < 0.01], Pepck [F(,28) = 20.35; P < 0.001], Lpl [F(1,18) = 26.25; P < 0.001], Fas [F1,19) =
6.01; P < 0.05] i Acc [F(1,18) = 4.61; P < 0.05]. Post-hoc test je detektovao znacajno povecanje
nivoa iRNK za Fas kod MIF-/- Zivotinja na ishrani obogacenoj fruktozom u odnosu na sve ostale
eksperimentalne grupe (**P < 0.01, u odnosu na WT; ##P < 0.01, u odnosu na WT FrD; {P <
0.05, u odnosu na MIF-/). U istoj grupi Zivotinja je primeceno povecanje nivoa iRNK za Acc u
poredenju sa WT miSevima (***P < 0.001), WT miSevima hranjenih fruktozom (##P < 0.01) i
normalno hranjenih MIF/- miSeva (1P < 0.05), kao i povecanje nivoa iRNK za Pepck u
poredenju sa svim ostalim eksperimentalnim grupama (P < 0.001). Medutim, nivo iRNK za
glavni lipoliticki enzim Atgl, takode je bio znacajno ve¢i kod MIF/- miSeva hranjenih
fruktozom u poredenju sa obe WT grupe (***P < 0.001, u odnosu na WT; ##P < 0.01, u odnosu
na WT FrD), kao i u poredenju sa normalno hranjenim MIF-/- miSevima (t11P < 0.001). Pored
toga, nivo iRNK za Lpl je bio poveéan kod svih grupa u poredenju sa WT miSevima na
standardnoj ishrani (*P < 0.05, WT FrD u odnosu na WT; ***P < 0.001, MIF-/- u odnosu na WT;
*P < 0.05, MIF/- FrD u odnosu na WT), ali takode i kod MIF-/- miSeva u poredenju sa MIF-/-
Zivotinjama hranjenim fruktozom (1P < 0.01). Razlike izmedu grupa u nivou iRNK za Hsl nisu
bile primecene (Slika 4.4).
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Slika 4.4. Relativni nivo iRNK za gene koji u¢estvuju u metabolizmu lipida u visceralnom
masnom tkivu. Relativna koncentracija iRNK za Hsl, Atgl, Pepck, Lpl, Fas i Acc su ispitane qPCR
metodom. Kao endogena kontrola za normalizaciju nivoa iRNK koriS¢en je Hprt. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SEM. Svi uzorci su radeni u triplikatu. Grupe: WT (miSevi soja
C57BL/6] na standardnoj ishrani), WT FrD (miSevi soja C57BL/6] na ishrani obogacenoj
fruktozom), MIF/- (miSevi sa deletiranim genom Mif na standardnoj ishrani) i MIF/- FrD
(miSevi sa deletiranim genom Mif na ishrani obogadenoj fruktozom). Znacajnosti su
predstavljene kao: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 promene u odnosu na WT; ##P < 0.01,
###P < 0.001 promene u odnosu WT FrD; 1P < 0.05, ¥1tP < 0.001 promene u odnosu MIF-/-.

4.2.4 Proteinski nivo transkripcionih regulatora ukljucenih u lipidni metabolizam

Koncentracije proteina PPARy i SREBP1c, klju¢nih transkripcionih regulatora
ukljucenih u procese adipogeneze i lipogeneze, odredene su u ukupnom ekstraktu proteina
visceralnog masnog tkiva Western blot metodom (Slika 4.5). Dvofaktorijalna ANOVA je
otkrila znacajan efekat fruktozne ishrane [F(i,28) = 10.20; P < 0.01] na nivo proteina PPARy,
dok su statisticki znacajni efekti fruktozne ishrane [F1,17) = 22.60; P < 0.001] i delecije gena
Mif [F,17) = 10.74; P < 0.01] primeceni na nivou proteina SREBP1c. Rezultati post-hoc testa su
pokazali povecanje koncentracije proteina PPARy u MIF/- FrD grupi u odnosu na WT (*P <
0.05) i MIF-/- miSeve (1P < 0.05) (Slika 4.5A). Pored toga, ista grupa Zivotinja je imala povisen
nivo proteina SREBP1c u poredenju sa svim ostalim eksperimentalnim grupama (*P < 0.001 u
odnosu na WT; ##P < 0.01 u odnosu na WT FrD; 11P < 0.01 u odnosu na MIF-/-) (Slika 4.5B).
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Slika 4.5. Nivo proteina PPARy i SREBP1c u visceralnom masnom tkivu. Relativne
koncentracije proteina PPARyY (A) i SREBP1c (B) u ukupnom ¢elijskom ekstraktu su analizirane
Western blot metodom. Kao kontrola jednakog nanosSenja proteina na gel koris¢en je (-aktin.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM. Grupe: WT (miSevi soja C57BL/6] na
standardnoj ishrani), WT FrD (miSevi soja C57BL/6] na ishrani obogaéenoj fruktozom), MIF-/-
(miSevi sa deletiranim genom Mif na standardnoj ishrani) i MIF/- FrD (miSevi sa deletiranim
genom Mif na ishrani obogacenoj fruktozom). Znacajnosti su predstavljene kao: *P < 0.05, ***P
< 0.001, promene u odnosu na WT; ##P < 0.01, promene u odnosu WT FrD; 1P < 0.05, 1P <
0.01, promene u odnosu MIF-/-,

4.2.5 Histoloska i morfometrijska analiza visceralnog masnog tkiva

Histoloska analiza visceralnog masnog tkiva je pokazala da je kombinacija ishrane
bogate fruktozom i delecije gena Mif dovela do hipertrofije adipocita (Slika 4.6A).
Dvofaktorijalna ANOVA je pokazala efekat ishrane bogate fruktozom na dijametar [F(1,22) =
8.73; P < 0.01] i povrSinu adipocita [F1,22) = 8.18; P < 0.01]. Takode, bili su prisutni efekti
delecije gena Mif na dijametar [F(1,22) = 11.28; P < 0.01] i povrSinu adipocita [F(1,22) = 10.1; P <
0.01]. Morfometrijska analiza i post-hoc test su pokazali da su i dijametar (Slika 4.6B) i
povrsina (Slika 4.6C) celija visceralnog masnog tkiva znacajno povecani u MIF-/- FrD grupi
Zivotinja u poredenju sa WT Zivotinjama na standardnoj (**P < 0.01) i fruktoznoj ishrani (#P <
0.05), kao i u poredenju sa MIF-/- miSevima na standardnoj ishrani (1P < 0.05).
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Slika 4.6. HistoloSka i morfometrijska analiza visceralnog masnog tkiva. (A)
Reprezentativne mikrografije delova visceralnog masnog tkiva obojenih hematoksilin-eozinom.
Rezultati morfometrijske analize za dijametar (B) i povrSinu (C) adipocita su prikazani kao
srednja vrednost + SEM (sto adipocita po preseku, tri preseka po Zivotinji i pet Zivotinja po
grupi; uvecanje 20x). Grupe: WT (miSevi soja C57BL/6] na standardnoj ishrani), WT FrD
(miSevi soja C57BL/6] na ishrani obogacenoj fruktozom), MIF-/- (miSevi sa deletiranim genom
Mif na standardnoj ishrani) i MIF-/- FrD (miSevi sa deletiranim genom Mif na ishrani obogacenoj
fruktozom). Znacajnosti su predstavljene kao: **P < 0.01, promene u odnosu na WT; #P < 0.05,
promene u odnosu WT FrD; 1P < 0.05, promene u odnosu MIF-/-.

4.2.6 Signalni put p38 MAP kinaze u visceralnom masnom tkivu

Da bi se ustanovilo da li ishrana obogacena fruktozom i delecija gena Mif uti¢u na
signalni put p38 MAP kinaze u visceralnom masnom tkivu, uzorci ukupnog ekstrakta proteina
su ispitani Western blot metodom (Slika 4.7). Dvofaktorijalna ANOVA je potvrdila znacCajan
efekat delecije gena Mif [Fas = 315.67; P < 0.001], kao i efekat njene interakcije sa
fruktoznom ishranom [F(1,8) = 127.46; P < 0.001] na ukupni nivo proteina p38. Sa druge
strane, dvofaktorijalna ANOVA je pokazala znacajne efekte fruktozne ishrane na fosforilaciju
proteina p38 [F,8) = 27.70; P < 0.001], kao i na odnos fosforilisanog i ukupnog nivoa ove
kinaze [F(,8 = 25.41; P < 0.01]. Kao Sto je prikazano na Slici 4.7, post-hoc test je pokazao
povecanje ukupnog nivoa proteina p38 u svim grupama u odnosu na WT grupu (***P < 0.001).
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Takode, MIF-/- Zivotinje na ishrani obogacenoj fruktozom su imale povecan nivo proteina p38
u poredenju sa WT FrD Zivotinjama (###P < 0.001), dok je on bio smanjen u poredenju sa
MIF-/- Zivotinjama na standardnoj ishrani. Daljom post-hoc analizom je utvrdeno povecanje
fosforilacije p38 na poziciji Tyr!82 i odnosa fosforilacije i ukupnog nivoa proteina p38 u svim
grupama na ishrani obogacenoj fruktozom nezavisno od genotipa Zivotinja (*P < 0.05, u
odnosu na WT; 1P < 0.05, u odnosu na MIF-/-).
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Slika 4.7. Odnos izmedu fosforilisane forme i ukupnog proteina p38 u visceralnom
masnom tkivu. Relativne koncentracije ukupnog proteina p38 (t-p38) i njegove fosforilisane
forme (p-p38) na poziciji Tyr182 u ukupnom celijskom ekstraktu analizirane su Western blot
metodom. Kao kontrola jednakog nanoSenja proteina na gel koriS¢en je (-aktin. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SEM. Grupe: WT (miSevi soja C57BL/6] na standardnoj
ishrani), WT FrD (miSevi soja C57BL/6] na ishrani obogacenoj fruktozom), MIF-/- (miSevi sa
deletiranim genom Mif na standardnoj ishrani) i MIF-/- FrD (miSevi sa deletiranim genom Mif na
ishrani obogaéenoj fruktozom). Znacajnosti su predstavljene kao: *P < 0.05, ***P < 0.001,
promene u odnosu na WT; ###P < 0.001, promene u odnosu WT FrD; 1P < 0.05, 1tP < 0.001,
promene u odnosu MIF-/-.

4.2.7 Markeri inflamacije u visceralnom masnom tkivu

Uzimajuc¢i u obzir da su metaboliCki poremecaji i gojaznost Cesto praceni lokalnom,
hroni¢nom inflamacijom niskog intenziteta, inflamacija u visceralnom masnom tkivu je
pracena ispitivanjem koncentracije iRNK za pro-inflamatorne citokine qPCR metodom.
Dobijeni rezultati su pokazali da se nivoi iRNK za pro-inflamatorne citokine Tnf, II-6 i II-1$ u
visceralnom masnom tkivu nisu razlikovali izmedu eksperimentalnih grupa (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4. Relativna koncentracija iRNK za Tnf, 1I-6 i 1I-1 u visceralnom masnom tkivu

misSeva
WT WT FrD MIF-/- MIF-/-FrD
Tnf 0.94 +0.18 0.53+0.10 0.78 £ 0.22 0.90 +0.18
11-6 1.32 +£0.42 1.26 + 0.69 0.29 £ 0.06 1.83 +£0.42
1I-18 0.62 +0.17 0.60 +0.17 1.20+£0.18 0.59 +0.19

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 8 Zivotinja po grupi).

4.3 Jetra

4.3.1 Prereceptorski metabolizam glukokortikoida u jetri

Prereceptorski metabolizam glukokortikoida u jetri je ispitan analiziranjem
koncentracije proteina 113HSD-1 i H6PDH u mikrozomalnoj frakciji Western blot metodom
(Slika 4.8). Dvofaktorijalna ANOVA je pokazala znacajan efekat fruktozne ishrane [F(1,27) =
17.02; P < 0.001] na nivo proteina 11BHSD-1, dok je post-hoc analiza pokazala da je ovaj
protein povecan u jetri WT Zivotinja na ishrani obogacenoj fruktozom u odnosu na WT
Zivotinje (*P < 0.05), kao i kod MIF-/- FrD miSeva u odnosu na MIF-/- miSeve na standardnoj
ishrani (1P < 0.05) (Slika 4.8A). Dvofaktorijalna ANOVA je detektovala i znacajan efekat
interakcije izmedu fruktozne ishrane i delecije gena Mif [F27 = 10.12; P < 0.01] na
koncentraciju proteina H6PDH u mikrozomalnoj frakciji jetre. Post-hoc analiza je pokazala da
je nivo proteina H6PDH smanjen u WT FrD eksperimentalnoj grupi u poredenju sa WT i MIF-/-
FrD grupama Zivotinja (Slika 4.8B, P < 0.05).
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Slika 4.8. Nivo proteina 11BHSD-1 i H6PDH u jetri. Relativne koncentracije proteina
11BHSD-1 (A) i H6PDH (B) u mikrozomalnoj frakciji jetre su analizirane Western blot metodom.
Kao kontrola jednakog nanoSenja proteina na gel koriS¢en je kalneksin. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + SEM. Grupe: WT (miSevi soja C57BL/6] na standardnoj ishrani), WT FrD
(miSevi soja C57BL/6] na ishrani obogac¢enoj fruktozom), MIF-/- (miSevi sa deletiranim genom
Mif na standardnoj ishrani) i MIF-/- FrD (miSevi sa deletiranim genom Mif na ishrani obogacenoj
fruktozom). Znacajnosti su predstavljene kao: *P < 0.05, promene u odnosu na WT; #P < 0.05,
promene u odnosu WT FrD; 1P < 0.05, promene u odnosu MIF-/-.

4.3.2 Signalni put glukokortikoida i unutarcelijska preraspodela glukokortikoidnog
receptora

Da bi se ispitalo kako geneticka delecija Mif-a i ishrana obogacena fruktozom uticu na
signalni put glukokortikoida i unutarcelijsku distribuciju proteina GR-a u jetri, unutarcelijska
koncentracije kortikosterona je analizirana pomocu eseja, dok su uzorci citosolne i jedarne
frakcije ispitani Western blot metodom. Iako nije bilo promena u koncentraciji kortikosterona
u jetri Zivotinjskih grupa (Slika 4.9A), dvofaktorijalna ANOVA je pokazala znacajan efekat
fruktozne ishrane [F(1,28) = 35.94; P < 0.001] na nivo citoplazmatskog proteina GR. Kao Sto je
prikazano na Slici 4.9B, post-hoc test je otkrio znacajan pad nivoa proteina GR-a u citoplazmi
kod WT FrD zZivotinja u poredenju sa WT Zivotinjama na standardnoj ishrani, kao i u MIF-/-
FrD u poredenju sa WT i MIF-/- grupama na standardnom reZimu ishrane (***P < 0.001, WT
FrD u odnosu na WT, **P < 0.01, MIF-/- FrD u odnosu na WT; 1+P < 0.05, MIF-/- FrD u odnosu na
MIF-/-).

Dvofaktorijalna ANOVA je detektovala i statisticki znacajne efekte ishrane obogacene
fruktozom [F(1,28) = 4.33; P < 0.05] i nedostatka gena Mif [F(1,28) = 45.63; P < 0.001] na
proteinski nivo GR-a u jedru (Slika 4.9C). Post-hoc test je pokazao da je ova akumulacija
jedarnog GR-a bila veca u jetri MIF-/- Zivotinja u poredenju sa WT miSevima na standardnoj i
ishrani obogaéenoj fruktozom (**P < 0.01, MIF/- u odnosu na WT; *P < 0.05, MIF-/- FrD u
odnosu na WT; ###P < 0.001, MIF-/- FrD u odnosu na WT FrD). Pored toga, nivo proteina GR-a
u jedru je bio smanjen kod WT FrD miSeva u poredenju sa WT Zivotinjama (*P <0.05).
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Slika 4.9. Koncentracija kortikosterona i unutarcéelijska preraspodela proteina GR-a u
jetri. Nivo kortikosterona (A) odreden je ELISA metodom. Relativne koncentracije proteina
GR-a u citosolnoj (B) i jedarnoj frakciji (C) analizirane su Western blot metodom. Kao kontrola
jednakog nanoSenja proteina na gel koriséen je B-aktin za citosolnu frakciju, dok je TBP bio
korisS¢en kao kontrola za jedarnu frakciju. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM.
Grupe: WT (miSevi soja C57BL/6] na standardnoj ishrani), WT FrD (miSevi soja C57BL/6] na
ishrani obogacenoj fruktozom), MIF-/- (miSevi sa deletiranim genom Mif na standardnoj ishrani)
i MIF-/- FrD (miSevi sa deletiranim genom Mif na ishrani obogacenoj fruktozom). Znacajnosti su
predstavljene kao: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 promene u odnosu na WT; ###P < 0.001,
promene u odnosu WT FrD; 1P < 0.05, promene u odnosu MIF-/-,

4.3.3 Nivo enzima ukljucenih u transport lipida i de novo lipogenezu u jetri

Da bi se utvrdilo da li ishrana obogacena fruktozom i delecija gena Mif uticu na
transport lipida i de novo lipogenezu u jetri, koncentracija proteina CD36 (Slika 4.10A)
ispitana je u uzorcima ukupnog Celijskog ekstrakta, dok je nivo proteina ACC (Slika 4.10B)
ispitan u uzorcima citosolne frakcije koriS¢enjem Western blot metode. Dvofaktorijalna
ANOVA je pokazala znacajan efekat delecije gena Mif [F1,23 = 17.43, P < 0.001] na nivo
proteina CD36, dok je ishrana obogaéena fruktozom uticala na nivo proteina ACC [F(1,26) =

53



9.30, P < 0.01]. Post-hoc test je otkrio znacajno povecanu koncentraciju proteina CD36 kod
MIF-/- miSeva hranjenih fruktozom u poredenju sa WT miSevima na standardnoj i ishrani
obogacenoj fruktozom (Slika 4.10A, *P < 0.05, u odnosu na WT; ##P < 0.01, u odnosu na WT
FrD). Kod istih Zivotinja je uoCen i viSi nivo proteina ACC u poredenju sa WT i MIF-/-
Zivotinjama na standardnoj ishrani (Slika 4.10B, *P < 0.05, MIF-/- FrD u odnosu na WT; P <
0.05, MIF-/- FrD u odnosu na MIF-/-).
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Slika 4.10. Koncentracija proteina CD36 i ACC u jetri. Relativne koncentracije proteina CD36
u ukupnom Ccelijskom ekstraktu (A) i proteina ACC (B) u citosolnoj frakciji su analizirane
Western blot metodom. Kao kontrola jednakog nanoSenja proteina na gel koriS¢en je (-aktin.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM. Grupe: WT (miSevi soja C57BL/6] na
standardnoj ishrani), WT FrD (miSevi soja C57BL/6] na ishrani obogaéenoj fruktozom), MIF-/-
(miSevi sa deletiranim genom Mif na standardnoj ishrani) i MIF/- FrD (miSevi sa deletiranim
genom Mif na ishrani obogacenoj fruktozom). Znacajnosti su predstavljene kao: *P < 0.05,
promene u odnosu na WT; ##P < 0.01, promene u odnosu WT FrD; tP < 0.05, promene u
odnosu MIF-/-.

Ekspresija gena ukljuenih u regulaciju procesa lipogeneze u jetri, Fas, Scdl i Lpl,
ispitana je qPCR metodom (Slika 4.11). Znacajan efekat fruktozne ishrane detektovan je za
gene Fas [F1,200 = 12.36, P < 0.01] i Scd1 [F(1,28) = 113.70, P < 0.001], dok je efekat nedostatka
gena Mif zabeleZen za gene Scd1 [Fi,28) = 17.10, P < 0.001] i Lpl [Fa,28) = 17.05, P < 0.001].
Post-hoc analize su pokazale da je nivo iRNK za Fas povecan kod svih Zivotinja hranjenih
fruktozom u poredenju sa WT grupom misSeva (**P < 0.01, WT FrD u odnosu na WT; *P <0.05,
MIF-/- FrD u odnosu na WT). Sve eksperimentalne grupe su imale poviSen nivo iRNK za Scd1 u
poredenju sa WT grupom (***P < 0.001, WT FrD vs. WT; **P < 0.01, MIF-/- vs. WT; ***P < 0.001,
MIF-/- FrD vs. WT), dok je nivo iRNK za Scd1 u grupi MIF-/- FrD bio pove¢an u poredenju sa
MIF-/- Zivotinjama na standardnoj ishrani (+11P < 0.001). Kao Sto je prikazano na Slici 4.11,
ekspresija gena Lpl je bila povecana kod svih MIF-/- Zivotinja u poredenju sa WT grupom (*P <
0.05, MIF/- u odnosu na WT; **P < 0.01, MIF-/- FrD u odnosu na WT), kao i kod MIF-/- FrD
zZivotinja u poredenju sa WT FrD grupom (#P < 0.05, MIF-/- FrD nasuprot WT FrD). Ekspresija
gena Pepck nije bila promenjena ni u jednoj eksperimentalnoj grupi.
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Slika 4.11. Relativni nivo iRNK za gene koji ucestvuju u metabolizmu lipida u jetri.
Relativna koncentracija iRNK za Fas, Scd1, Lpl i Pepck su ispitane qPCR metodom. Kao endogena
kontrola za normalizaciju nivoa iRNK koriS¢en je Hprt. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + SEM. Svi uzorci su radeni u triplikatu. Grupe: WT (miSevi soja C57BL/6] na
standardnoj ishrani), WT FrD (miSevi soja C57BL/6] na ishrani obogacenoj fruktozom), MIF-/-
(miSevi sa deletiranim genom Mif na standardnoj ishrani) i MIF/- FrD (miSevi sa deletiranim
genom Mif na ishrani obogacenoj fruktozom). Znacajnosti su predstavljene kao: *P < 0.05, **P <
0.01, ***P < 0.001, promene u odnosu na WT; #P < 0.05, promene u odnosu WT FrD , 1{tP <
0.001, promene u odnosu MIF-/-,

4.3.4 Proteinski nivo transkripcionih regulatora ukljuc¢enih u lipidni metabolizam u
jetri

Proteinski nivo klju¢nih transkripcionih regulatora uklju¢enih u proces lipogeneze u
jetri, LXRa/B, SREBP1c i ChREBP, ispitan je u jedarnoj frakciji metodom Western blot.
Semikvantitativna analiza intenziteta imunopozitivnih proteinskih traka i dvofaktorijalna
ANOVA su otkrile znacajan efekat fruktozne ishrane na nivo proteina LXRa/f [F(1,26) = 4.48; P
< 0.05] (Slika 4.12A), SREBP1c [F(1,28) = 8.05; P < 0.01] (Slika 4.12B) i ChREBP [F(1,16) = 6.47;
P < 0.05] (Slika 4.12C). Znacajan efekat delecije gena Mif je ostvaren na koncentraciju
proteina LXRa/B [F(1,26) = 4.62; P < 0.05] i proteina SREBP1c [F(1,28) = 11.60; P < 0.01], dok je
znacajna interakcija izmedu faktora utvrdena samo za nivo proteina LXRa /3 [F(1,26) = 25.25; P
< 0.001]. Rezultati post-hoc testa su otkrili statisticki znaCajno povecanje koncentracije
proteina LXRa/f, SREBP1c i ChREBP u svim Zivotinjskim grupama u poredenju sa WT
grupom (Slika 4.12A-C, *P < 0.05, ***P < 0.001).
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Slika 4.12. Koncentracija proteina LXRa/B, SREBP1c i ChREBP u jetri. Relativne
koncentracije proteina LXRa/3 (A), SREBP1c (B) i ChREBP (C) u jedarnoj frakciji su analizirane
Western blot metodom. Kao kontrola jednakog nanoSenja proteina na gel koris¢en je TBP.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM. Grupe: WT (miSevi soja C57BL/6] na
standardnoj ishrani), WT FrD (miSevi soja C57BL/6] na ishrani obogaéenoj fruktozom), MIF-/-
(miSevi sa deletiranim genom Mif na standardnoj ishrani) i MIF/- FrD (miSevi sa deletiranim
genom Mif na ishrani obogacenoj fruktozom). Znacajnosti su predstavljene kao: *P < 0.05, ***P <
0.001, promene u odnosu na WT.

4.3.5 Nivo proteina ukljucenih u -oksidaciju masnih kiselina

Kako bi se ispitalo da li ishrana obogacena fruktozom i delecija gena Mif dovode do
aktivacije [-oksidacije masnih kiselina, praene su koncentracije specificnog transportera
CPT1, transkripcionog ragulatora PPARa i koaktivatora PGC-1a (Slika 4.13). Dvofaktorijalna
ANOVA je otkrila znacajan efekat interakcije izmedu ishrane obogacene fruktozom i delecije
gena Mif na nivo proteina CPT1 [F(1,28) = 24.87; P < 0.001] u ukupnom ¢elijskom ekstraktu
jetre, kao i na nivo proteina PGC-1a u jedarnoj frakciji [F(1,27) = 10.82; P < 0.01]. Efekat ishrane
obogacene fruktozom [F(1,28) = 39.44; P < 0.001] i delecije gena Mif [F(1,28) = 24.95; P < 0.001]
detektovan je za jedarni nivo proteina PPARa. WT Zivotinje na ishrani obogacenoj fruktozom
su imale povecan nivo proteina CPT1 u poredenju sa WT miSevima (*P < 0.05), dok su MIF-/-
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FrD Zivotinje imale smanjen nivo proteina CPT1 u poredenju sa WT miSevima na istom
rezimu ishrane i MIF-/- miSevima na standardnoj ishrani (Slika 4.13A, ###P < 0.001, MIF-/-
FrD nasuprot WT FrD; 1P < 0.01, MIF-/- FrD nasuprot MIF-/-). Nivo proteina PPARa je bio
smanjen u svim eksperimentalnim grupama u odnosu na WT Zivotinje (Slika 4.13B, ***P <
0.001), dok je koncentracija PPARa kod MIF-/- FrD Zivotinja bila smanjena i u odnosu na WT
FrD i MIF-/- grupe (#P < 0.05, MIF-/- FrD u odnosu na WT FrD; 11P < 0.01, MIF-/- FrD u odnosu
na MIF-/-). Post-hoc test je otkrio znacajan porast nivoa proteina PGC-1a kod WT Zivotinja na
ishrani obogacenoj fruktozom u poredenju sa WT i MIF-/- FrD Zivotinjama (Slika 4.13C, *P <
0.05, WT FrD u odnosu na WT, #P < 0.05, MIF-/- FrD u odnosu na WT FrD).
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Slika 4.13. Koncentracija proteina CPT1, PPARa i PGC-1a u jetri. Relativna koncentracija
proteina CPT1 (A) odredena je u ukupnom celijskom ekstraktu Western blot metodom, dok su
koncentracije proteina PPARa (B) i proteina PGC-1a (C) analizirane u jedarnoj frakciji jetre. Kao
kontrola jednakog nanoSenja proteina na gel kori$¢en je 3-aktin za ukupni Celijski ekstrakt, dok
je TBP bio kori$¢en kao kontrola za jedarnu frakciju. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost
+ SEM. Grupe: WT (miSevi soja C57BL/6] na standardnoj ishrani), WT FrD (miSevi soja
C57BL/6] na ishrani obogacenoj fruktozom), MIF/- (miSevi sa deletiranim genom Mif na
standardnoj ishrani) i MIF-/- FrD (miSevi sa deletiranim genom Mif na ishrani obogacéenoj
fruktozom). Znacajnosti su predstavljene kao: *P < 0.05, ***P < 0.001, promene u odnosu na WT;
#P < 0.05, ###P < 0.001, promene u odnosu WT FrD; 11P < 0.01, promene u odnosu MIF-/-,
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4.3.6 Signalni putevi p38 i AMPK kinaza

Da bi se ustanovilo da li ishrana obogacena fruktozom i delecija gena Mif uti¢u na
signalni put p38 MAP kinaze u jetri, uzorci citosolne frakcije su ispitani Western blot
metodom (Slika 4.14). Znacajan efekat ishrane obogacene fruktozom je detektovan na nivou
proteina p38 [F(1,28) = 13.16, P < 0.01] i njegove fosforilacije na poziciji Tyr!82 [F(1,25) = 9.03, P
< 0.01], dok je efekat delecije gena Mif otkriven za ukupni proteinski nivo p38 [F(1,28) = 5,07, P
< 0,05], njegovu fosforilaciju [F(1,25) = 11,34, P < 0,01], kao i za odnos nivoa fosforilisane forme
p38 i ukupnog nivoa ovog proteina [F(1,25) = 12.59, P < 0.01]. Post-hoc test je otkrio povecanje
ukupnog nivoa p38 kod MIF-/- Zivotinja na standardnoj ishrani u odnosu na WT i MIF-/- FrD
grupe Zivotinja (*P < 0.05, MIF-/- u odnosu na WT; +1P < 0.01, MIF-/- u odnosu na MIF-/- FrD),
kao i povecanje fosforilisane forme ovog proteina kod MIF-/- grupe u odnosu na WT i MIF-/-
FrD (*P < 0.05, MIF-/- u odnosu na WT; 1P < 0.05, MIF-/- u odnosu na MIF-/- FrD). Ipak, odnos
koncentracije fosforilisane forme p38 i ukupnog nivoa proteina p38 je bio povecan samo kod
MIF-/- FrD u odnosu na WT Zivotinje na ishrani obogacenoj fruktozom (Slika 4.14, P < 0.05).
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Slika 4.14. Odnos izmedu fosforilisane forme i ukupnog proteina p38 u jetri. Relativne
koncentracije ukupnog proteina p38 (t-p38) i njegove fosforilisane forme na poziciji Tyr18z (p-
p38) u citosolnoj frakciji analizirane su Western blot metodom. Kao kontrola jednakog
nanoSenja proteina na gel kori$éen je -aktin. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost *
SEM. Grupe: WT (miSevi soja C57BL/6] na standardnoj ishrani), WT FrD (miSevi soja C57BL/6]
na ishrani obogacenoj fruktozom), MIF-/- (miSevi sa deletiranim genom Mif na standardnoj
ishrani) i MIF/- FrD (miSevi sa deletiranim genom Mif na ishrani obogacenoj fruktozom).
Znacajnosti su predstavljene kao: *P < 0.05, promene u odnosu na WT; #P < 0.05, promene u
odnosu WT FrD; 1P < 0.05, 1P < 0.01, promene u odnosu MIF-/-.,

Koncentracija proteina AMPK, glavnog energetskog senzora, odredena je analizom
citosolne frakcije Western blot metodom (Slika 4.15). Dvofaktorijalna ANOVA je utvrdila
postojanje znacajne interakcije izmedu ishrane obogacene fruktozom i delecije gena Mif na
nivo proteina AMPK [F(1,27) = 4.36, P < 0,05], dok je post-hoc test pokazao statisticki znacajno
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smanjenje koncentracije AMPK kod MIF~/- FrD miSeva u odnosu na WT i MIF/- miSeve na
standardnoj ishrani (*P < 0.05, MIF-/- FrD vs. WT; t11P < 0.001, MIF-/- FrD vs. MIF-/-).
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Slika 4.15. Koncentracija proteina AMPK u jetri. Relativna koncentracija proteina AMPK u
citosolnoj frakciji je analizirana Western blot metodom. Kao kontrola jednakog nanoSenja
proteina na gel koriSc¢en je -aktin. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM. Grupe:
WT (miSevi soja C57BL/6] na standardnoj ishrani), WT FrD (miSevi soja C57BL/6] na ishrani
obogacenoj fruktozom), MIF-/- (miSevi sa deletiranim genom Mif na standardnoj ishrani) i MIF-/-
FrD (miSevi sa deletiranim genom Mif na ishrani obogacenoj fruktozom). Znacajnosti su
predstavljene kao: *P < 0.05, promene u odnosu na WT; 11+P < 0.001, promene u odnosu MIF-/-.

4.3.7 Biohemijski markeri o$tecenja jetre

Da bi se ispitalo da li ishrana obogacena fruktozom i delecija gena Mif dovode do
oStecenja jetre, koncentracije enzima ALT i AST su odredene u plazmi eksperimentalnih
zivotinja. lako nivoi ALT i AST u krvi nisu bili promenjeni ni u jednoj eksperimentalnoj grupi,
dvofaktorijalna ANOVA analiza je pokazala znacajne efekte ishrane obogacene fruktozom
[F(1,28) = 5.26; P < 0.05] na koncentraciju AST (Tabela 4.5).

Tabela 4.5. Biohemijski parametri oste¢enja jetre: ALT i AST

WT WT FrD MIF-/- MIF-/-FrD

ALT (U/1) 37.04+1.75 33.33+2.68 28.13 £2.95 34.26 + 2.58

AST (U/1) 188.76 £ 14.88  220.90 £ 20.90 169.14 £ 20.98 232.54 +26.93

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 8 Zivotinja po grupi).
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4.3.8 Histoloska analiza jetre

U WT grupi Zivotinja je primecena uredna histoarhitektura i radijalna organizacija
hepatocita bez histopatoloskih promena (Slika 4.16A), dok su promene karakteristicne za
inflamatorne reakcije (uve¢ane Kupferove celije i regenerativne promene, poput binuklearnih
hepatocita, anizocitoze i anizonukleoze) bile uocene u jetri drugih eksperimentalnih grupa
(Slika 4.16B-E, Tabela 4.6). Daljom analizom je utvrdeno da su broj Kupferovih celija
prisutnih u sinusoidima jetre kao i njihova veli¢ina bili povec¢ani u grupama na ishrani
obogacenoj fruktozom, dok su kod MIF-/- Zivotinja na standardnoj ishrani Kupferove celije bile
prisutne, ali u manjem broju (Slika 4.16B-E, Tabela 4.6). Kongestija sinusoida je bila
prisutna samo u MIF-/- grupi Zivotinja koja je konzumirala fruktozu (Slika 4.16E). lako
baloniraju¢e degeneracije, kao ni makrovezikularne masne promene hepatocita (velike
kapljice) nisu primecene ni u jednoj grupi Zivotinja, diskretne mikrovezikularne masne
promene (male kapljice) bile su uocljive u jetri MIF-/- miseva, dok su ove promene bile
izrazenije (umerene) u jetri MIF-/- miSeva na ishrani obogacenoj fruktozom (Slika 4.16F,
Tabela 4.6).
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Slika 4.16. Histoloska analiza jetre. Reprezentativne mikrografije delova jetre obojenih
hematoksilin-eozinom (tri polja po preseku, tri preseka po Zivotinji i tri Zivotinje po grupi). A -
WT grupa koja pokazuje urednu organizaciju i arhitekturu jetre, bez patoloskih promena (20x).
B - WT FrD grupa koja pokazuje diskretne degenerativne promene u hepatocitima (20x). C-D -
MIF-/- grupa koja pokazuje diskretne do umerene degenerativne promene u hepatocitima (20x).
E-F - MIF-/- FrD grupa koja pokazuje umerene degenerativne promene u hepatocitima (E: 20x;
D: 40x). Uvecane Kupferove celije (K); binuklearni hepatociti (BH); anizonukleoza (An);
duktularna reakcija (DR); nekroza (N); mikrovezikularne masne promene (F).
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Tabela 4.6. HistopatoloSke promene u jetri miSeva

WT WT FrD MIF-/- MIF-/-FrD

Regenerativne promene
(anizocitoza,
anizonukleoza, - ++ ++ ++
dvojedarni hepatociti)

Uvecane Kupferove celije - ++ + ++

Baloniranje hepatocita - - - -

Makrovezikularne
masne promene

Mikrovezikularne masne
promene

Histoloska analiza jetre je vrSena koriS¢enjem tri polja po preseku, tri preseka po
Zivotinji i Cetiri Zivotinje po grupi. Vrednosti za parametre su: - promene nisu prisutne;
+ promene su obi¢no prisutne (diskretne promene); ++ promene su gotovo uvek
prisutne (umerene promene).

Tabela 4.7. Inflamatorne reakcije u jetri miSeva

WT WT FrD MIF-/- MIF-/-FrD

Periportalna i
periseptalna “piecemeal”
nekroza (interface
hepatitis)

Konfluentna nekroza - - + ++

Fokalna nekroza,
apoptoza i fokalna - + ++ ++
inflamacija

Portalna inflamacija - - - -

Fibroza - - - -

Duktularna reakcija - - + ++

Histoloska analiza jetre je vrSena koriS¢enjem tri polja po preseku, tri preseka po
Zivotinji i Cetiri Zivotinje po grupi. Vrednosti za parametre su: - promene nisu prisutne;
+ promene su obi¢no prisutne (diskretne promene); ++ promene su gotovo uvek
prisutne (umerene promene).
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Sto se tice nekroti¢nih promena, konfluentna nekroza (pretezno u zoni 3,
pericentralno) zabeleZena je u jetri MIF-/- i MIF-/- FrD Zivotinja, i ocenjena je kao diskretna
(MIF-/- grupa) odnosno umerena (MIF-/- FrD grupa) (Slika 4.16C-E, Tabela 4.7). Umerena
fokalna nekroza je zabeleZena kod svih MIF-/- Zivotinja bez obzira na njihovu ishranu (Slika
4.16C-E, Tabela 4.7), dok je kod WT miSeva na ishrani obogacenoj fruktozom uocena
diskretna fokalna nekroza (Slika 4.16B, Tabela 4.7). lako portalna inflamacija i fibroza jetre
nisu primeceni ni u jednoj eksperimentalnoj grupi, kod MIF-/- i MIF-/- FrD miSeva je primec¢ena
diskretna do umerena duktularna reakcija u periportalnom prostoru (Slika 4.16C, Tabela
4.7).

4.3.9 Markeri inflamacije u jetri

Da bi se ispitao uticaj ishrane obogacene fruktozom i delecije gena Mif na inflamaciju u
jetri, analizirana je ekspresija gena za pro-inflamatorne citokine Tnf, II-6 i II-1f, koriS¢enjem
gPCR metode. Kao Sto je detektovala dvofaktorijalna ANOVA (Tabela 4.8), nivo iRNK za Tnfje
bio nepromenjen u svim grupama, dok je znacajan efekat delecije gena Mif ostvaren na nivou
iRNK za II-6 [Fa,21) = 17.24; P < 0.001]. Znacajno povecanje koncentracije iRNK za II-6 je
primeéeno kod MIF-/- miSeva u poredenju sa WT Zivotinjama (*P < 0.05), dok je povecanje
nivoa iRNK za ovaj pro-inflamatorni citokin bilo izraZenije kod MIF-/- miSeva na ishrani
obogacenoj fruktozom (**P < 0.01, MIF-/- FrD u odnosu na WT; #P < 0.05, MIF-/- FrD u odnosu
na WT FrD). Dvofaktorijalna ANOVA je otkrila znacajne efekte ishrane obogacene fruktozom
[Fa,22) = 31.98; P < 0.001], delecije gena Mif [F,22) = 74.56; P <0.0001], kao i interakcije
izmedu ovih faktora [F(1,22) = 44.21; P < 0.0001] na nivo iRNK za II-1f. Post-hoc test je pokazao
da je nivo iRNK za II-1f povecan u MIF-/- grupi u poredenju sa WT Zivotinjama na standardnoj
ishrani i MIF-/- FrD Zivotinjama (***P <0.001, MIF-/- u odnosu na WT; t1tP < 0.001, MIF-/- u
odnosu na MIF-/- FrD).

Tabela 4.8. Relativna koncentracija iRNK za Tnf, II-6 i II-1( u jetri miSeva

WT WT FrD MIF-/- MIF-/-FrD

Tnf 0.70+0.12 0.71+0.14 0.99 £ 0.15 0.99£0.11
II-6 1.21+0.12 1.51+£0.20 2.49 £ 0.38" 3.05 £ 0.53"#
1I-18 1.04 = 1.07 1.29+£0.16 493 +0.37™ 1.80 £ 0.301tt

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (n = 8 Zivotinja po grupi). Znacajnosti
su predstavljene kao: *P < 0.05, **P < 0.01, **P < 0.001, promene u odnosu na WT; #P <
0.05, promene u odnosu WT FrD; +1+P < 0.001, promene u odnosu na MIF-/-.,
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5. DISKUSIJA

Veliki broj studija na Zivotinjama i ljudima pokazao je da ishrana obogacena fruktozom
izaziva poremecaje u metabolickim putevima u masnom tkivu i jetri, dovode¢i do razvoja
gojaznosti, inflamacije, dislipidemije i insulinske rezistencije (Stanhope and Havel, 2008;
Tappy, 2018; Taskinen et al.,, 2019). Navedeni metabolicki poremecaji predstavljaju vodece
faktore rizika za razvoj metabolickog sindroma i dijabetesa tipa 2 (Monteiro and Azevedo,
2010; Tappy and Le, 2010). Prekomerni unos kalorija i smanjenje fizicke aktivnosti dovode do
energetskog disbalansa, koji doprinosi patogenezi ovih hroni¢nih metaboli¢kih oboljenja, pri
¢emu poveéan unos fruktoze predstavlja jedan od vodecih etioloskih faktora (Bray and
Popkin, 2014; Tappy, 2018). Sve veca prevalencija gojaznosti i dijabetesa tipa 2 kod ljudi
predstavlja veliki teret za zdravstvenu zaStitu, usled kardiovaskularnih komplikacija i
povecanog morbiditeta i mortaliteta (Akram et al., 2000; Tamayo et al., 2010). Plejotropni
citokin MIF reguliSe metabolicku inflamaciju kao glavni regulator pro-inflamatornog
odgovora i predstavlja jedan od primarnih antagonista anti-inflamatornog dejstva
glukokortikoidnih hormona (Calandra and Bucala, 1997). MIF reguliSe i oslobadanje insulina
iz pankreasa (Kim et al., 2015), a miSevi kod kojih je deletiran gen Mif se odlikuju izmenjenom
osetljivos¢u na insulin i glukozu (Saksida et al., 2013). Pored toga, MIF reguliSe i razlicite
metabolicke procese, medutim sam mehanizam metabolickih efekata MIF-a jo§ uvek nije
dovoljno razjasnjen. Kao jedan od mogucih posrednika u ovim procesima izdvaja se
glukokortikoidni receptor, s obzirom na to da je poznato da se miSevi sa deletiranim genom
Mif odlikuju povecanjem koncentracije cirkuliSucih glukokortikoida i pove¢anom ekspresijom
glukokortikoidnog receptora u limfnim ¢vorovima, dok je ekspresija ovog receptora smanjena
u masnom tkivu, jetri i pankreasnim ostrvcima (Kim et al, 2015; Nikolic et al., 2013).
Glukokortikoidni hormoni uticu na metabolizam ugljenih hidrata i lipida u jetri i masnom
tkivu, delujuci na suprotan nacin od insulina (Geer et al., 2014). VaZnu ulogu u delovanju ovih
hormona imaju enzimi prereceptorskog metabolizma, 11HSD-1 i H6PDH, koji ucestvuju u
prevodenju glukokortikoida iz neaktivne u aktivnu formu. Glavni posrednik u delovanju ovih
hormona je GR, transkripcioni regulator koji u masnom tkivu direktno reguliSe gene ukljuCene
u procese lipolize i/ili lipogeneze, dok u jetri deluje kao modulator lipidnog profila (Peckett et
al., 2011; Rahimi et al., 2020).

Uzimajuci u obzir navedene podatke, postavljena je hipoteza da MIF ostvaruje uticaj na
lipidni metabolizam u masnom tkivu i jetri posredstvom glukokortikoidnih hormona, vaznih
regulatora energetskog metabolizma. Cilj ove doktorske teze je bio da se rasvetli doprinos
glukokortikoidnih hormona u razvoju poremecaja lipidnog metabolizma u masnom tkivu i
jetri kod MIF-/- miSeva u normalnim uslovima, kao i u uslovima energetskog opterecenja
izazvanog ishranom obogacenom fruktozom. Analiziran je metabolicki status ovih Zivotinja
(lipidni profil, osetljivost na insulin, glikemija), glukokortikoidna signalizacija (prereceptorski
metabolizam glukokortikoida, koncentracija GR-a i njegova unutarcelijska preraspodela), kao
i ekspresija enzima uklju¢enih u metabolizam lipida, koji su direktno ili indirektno regulisani
GR-om u visceralnom masnom tkivu i jetri. Posebna paznja je posvecena ispitivanju ekspresije
transkripcionih regulatora koji su partneri GR-a u regulaciji lipidnog metabolizma, u masnom
tkivu (PPARy i SREBPI1c) i jetri (LXRa/B, SREBP1c i ChREBP), kao i analizi markera
inflamatornih procesa u oba pomenuta tkiva (TNF, IL-6 i IL-1[3).
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5.1 Nedostatak gena Mif i ishrana obogacena fruktozom pokrecu razvoj
sistemske insulinske rezistencije ne menjajuci lipidni profil u krvi

Tokom poslednjih decenija, potroSnja fruktoze se znacajno povecala u
industrijalizovanim zemljama usled globalnih promene u ljudskoj ishrani, pre svega usled
povecane konzumacije napitaka i preradene hrane zasladenih ovim Se¢erom (Marriott et al.,
2009). Zbog lipogene prirode fruktoze, pove¢an unos ovog SeCera povezan je sa veom
prevalencijom metabolickih bolesti, kao Sto su dislipidemija, insulinska rezistencija, visok
krvni pritisak, steatoza jetre i NAFLD (Rizkalla, 2010; Stanhope et al., 2009; Tappy, 2018). Kod
ljudi, uticaj ishrane obogacene fruktozom na fizioloske i biohemijske parametre u velikoj meri
zavisi od oblika u kojem se fruktoza konzumira, uzimajué¢i u obzir da unos ¢vrstih i tecnih
materija razlicito uti¢e na sastav mikrobiote, integritet creva i toksi¢nost na jetru (Mastrocola
et al, 2018). Fruktoza koja se unosi oralnim putem stimuliSe autonomne i endokrine
odgovore, smanjujuci proizvodnju insulina u pankreasu (Glendinning et al., 2017). Dodatno,
konzumacija fruktoze, za razliku od glukoze, dovodi do povecanog unosa hrane, jer fruktoza
smanjuje nivo leptina i povecava nivo grelina u serumu (Muriel et al., 2021). S obzirom na to
da je procenjeno da kalorijski unos poreklom od fruktoze predstavlja oko 20% naSeg dnevnog
energetskog unosa (Tappy, 2018), ova koncentracija fruktoze je i odabrana u ovoj doktorskoj
disertaciji za ispitivanje metaboli¢kih promena u masnom tkivu i jetri WT i MIF-/- miSeva.

Rezultati ove doktorske studije su pokazali da je posle devet nedelja tretmana kod
miSeva koji su bili na rezimu ishrane obogacene fruktozom doslo do poveéanja energetskog
unosa, u poredenju sa Zivotinjama na standardnoj ishrani (Tabela 4.1). Uzimajuéi u obzir da
su ove Zivotinje imale smanjen unos hrane (Tabela 4.1), povecanje energetskog unosa je
najverovatnije posledica prekomernog unosa fruktoze. Ovi rezultati su u skladu sa nalazima
da ishrana obogacena fruktozom dovodi do povecanja ukupnog energetskog unosa, nezavisno
od koncentracije fruktoze (Sanchez-Lozada et al., 2007). Iako bi bilo oc¢ekivano da povecanje
energetskog unosa dovede do povecanja telesne mase, kod miSeva na ishrani obogaéenoj
fruktozom nije doSlo do ovih promena (Tabela 4.1). U literaturi se mogu naci razlic¢iti podaci
o uticaju ishrane obogacene fruktozom na telesnu masu. Neke studije na Zivotinjama su
pokazale da ishrana obogacena fruktozom dovodi do povecanja telesne mase (Jiirgens et al,,
2005; Kanarek and Orthen Gambill, 1982), dok su rezultati ove doktorske disertacije u skladu
sa drugim studijama koje su pokazale da ishrana obogacena fruktozom nema uticaj na ukupnu
telesnu masu (Blakely et al., 1981; Bursa¢ et al., 2014, 2013). lako ishrana obogacena
fruktozom nije dovela do promene ukupne telesne mase, kombinacija nedostatka MIF-a i
ishrane obogacéene fruktozom je dovela do povecanja mase visceralnog masnog tkiva, kao i
odnosa mase masnog tkiva i ukupne telesne mase (Tabela 4.1). Nasuprot nasSim rezultatima,
Verschuren i saradnici su pokazali da delecija gena Mif nije uticala na masu visceralnog
masnog tkiva, ali su oni uglavnom koristili tzv. ,dvostruke nokaut” (eng. double-knockout)
zivotinje kod kojih su bili deletirani geni Mif i LdIr (Verschuren et al., 2009). Sa druge strane,
Serre-Beinier i saradnici su pokazali da je kod MIF-/- miSeva telesna masa bila niZa pri rodenju
i u prvih nekoliko meseci Zivota (Serre-Beinier et al, 2010). Medutim, nakon 4 meseca,
nedostatak MIF-a je doveo do povecanja unosa hrane i posledicnog povecéanja telesne mase i
razvoja visceralne gojaznosti, u poredenju sa miSevima ,divljeg tipa“. Ovi nalazi su u skladu sa
rezultatima ove doktorske disertacije, gde viSak energetskog unosa poreklom od fruktoze u
odsustvu gena Mif dovodi do povecanja mase visceralnog masnog tkiva i razvoja visceralne
gojaznosti.

Sve veci broj dokaza sugeriSe da kod gojaznih osoba masno tkivo oslobada MIF, kao i
da je ovaj citokin ukljuen u inflamatorne i metaboli¢cke procese koji su u osnovi razvoja
dijabetesa tipa 2 (Kim et al., 2015; Morrison and Kleemann, 2015). Naime, vec je pokazano da
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MIF utice na metabolizam glukoze na nekoliko nivoa, uklju¢ujuci lucenje insulina iz pankreasa
(Waeber et al,, 1997), modulaciju glikolize u skeletnim misi¢ima i masnom tkivu, kao i da utice
na insulinsku rezistenciju adipocita koja je posredovana TNF signalnim putem (Toso et al,,
2008). U ovoj doktorskoj disertaciji, sistemska insulinska rezistencija primecéena je kod svih
MIF-/- miSeva, bez obzira na rezim ishrane i razvoj visceralne gojaznosti. Naime, svi miSevi sa
nedostatkom Mif-a su ispoljili hiperglikemiju, hiperinsulinemiju i poremecenu toleranciju na
glukozu i insulin (Tabela 4.1). Medutim, u literaturi se mogu pronaci razli¢iti podaci o ulozi
MIF-a u regulaciji homeostaze glukoze. Kao Sto je ve¢ pomenuto, Verschuren i saradnici
(Verschuren et al., 2009) prijavili su odsustvo razvoja visceralne gojaznosti, ali i smanjen nivo
insulina i glukoze nataste, kao i poboljSanu toleranciju na glukozu i osetljivost na insulin kod
Ldlr-/- miseva sa deletiranim genom Mif. U skladu sa ovim, Finucane i saradnici (Finucane et
al., 2014) pokazali su da su gojazni MIF-/- misevi delimi¢no zasti¢eni od insulinske rezistencije
izazvane ishranom sa visokim sadrZajem masti, poSto su vrednosti GTT i ITT AUC bile
znacajno niZe kod ovih miSeva u poredenju sa WT Zivotinjama. S druge strane, postoje studije
koje sugeriSu da MIF-/- miSevi imaju poremecenu homeostazu glukoze i ispoljavaju znake
gojaznosti. Serre-Beinier i saradnici (Serre-Beinier et al., 2010) su pokazali da je odsustvo MIF-
a dovelo do poremecene tolerancije glukoze i hiperinsulinemije kod odraslih miSeva, u
poredenju sa WT zZivotinjama. Sa druge strane, Nikoli¢ i saradnici (Nikolic et al.,, 2013) su
prijavili da nedostatak Mif-a izaziva hiperglikemiju i smanjenu toleranciju na glukozu, ali su
Zivotinje imale normalni nivo insulina i dobro su reagovale na primenu egzogenog insulina.
Pored toga, ista grupa autora otkrila je da se insulinska rezistencija javlja kod MIF-/- miSeva,
ali nakon uvodenja ishrane sa visokim sadrzajem masti (Saksida et al, 2012). Ovi
kontradiktorni rezultati studija ukazuju na sloZenu ulogu MIF-a u metabolizmu glukoze i
energije, kao i na zavisnost ove regulacije od ishrane i starosti Zivotinja. Takode, studije na
ljudima sugeriSu da polimorfizam gena Mif doprinosi abdominalnoj gojaznosti na polno
specifican nacin, poSto je povezan sa ve¢im rizikom od dijabetesa tipa 2 samo kod muskaraca
(Coban et al,, 2015). Rezultati ove doktorske disertacije potvrdili su prisustvo intolerancije na
glukozu kod MIF-/- miSeva, koje je dodatno bilo pogorsano ishranom obogacenoj fruktozom
(Tabela 4.2, Slika 4.1A). Osim toga, primecena je i smanjena osetljivost na insulin kod ovih
Zivotinja na koju ishrana obogacena fruktozom nije dodatno uticala (Tabela 4.2, Slika 4.1B).
Jedan od mogucih razloga za ovakvo odstupanje u rezultatima razli¢itih studija mogao bi se
naci u starosti oglednih Zivotinja. Vec je pokazano da su odrasli miSevi, poput onih koji su
koriSc¢eni u ovoj doktorskoj studiji, skloniji insulinskoj rezistenciji i gojaznosti, u poredenju sa
Zivotinjama mlade starosne dobi (Serre-Beinier et al., 2010).

Kao S$to je ve¢ pomenuto, fruktoza predstavlja izrazito lipogeni Secer, cijim
metabolisanjem u jetri dolazi do povecanja koncentracije triglicerida i slobodnih masnih
kiselina u plazmi, kao i stimulacije de novo lipogeneze i povecane akumulacije triglicerida u
masnom tkivu, jetri i miSi¢ima (Stanhope and Havel, 2008). Na ovaj nacin, ishrana obogaéena
fruktozom moZe dovesti do pojave visceralne gojaznosti, dislipidemije i insulinske
rezistencije. [ako su brojne studije na ljudima i Zivotinjama pokazale da ishrana obogacena
2013; Herman et al,, 1970; Lé et al., 2006), postoje i studije kod kojih razlic¢ita koncentracija
fruktoze u ishrani nije uticala na nivo triglicerida i slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji
(Bantle et al., 2000; Huttunen et al., 1976; Tillman et al., 2014). Dodatno, pokazano je da
nedostatak MIF-a kod LdIr-/- miseva ne dovodi do promena koncentracija holesterola,
triglicerida i slobodnih masnih kiselina u plazmi (Verschuren et al., 2009). U skladu sa ovim
studijama su i rezultati ove doktorske disertacije koji su pokazali da nije bilo promena u
koncentraciji triglicerida i slobodnih masnih kiselina kod MIF-/- miSeva nakon ishrane
obogacene fruktozom (Tabela 4.3).
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Pored toga Sto reguliSe metabolizam glukoze, MIF moZe biti povezan sa poremecajima
na nivou energetskog metabolizma u uslovima energetskog opterecenja (Finucane et al,,
2014; Kim et al,, 2015). Tako je studija iz 2014. godine pokazala da delecija gena Mif kod
C57BL/6] miSeva na ishrani sa visokim sadrzajem masti ima Stetne efekte na glukoznu
toleranciju i podstiCe povecanje telesne mase, dok je inflamacija u masnom tkivu smanjena u
odsustvu proteina MIF (Heinrichs et al., 2014). Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali
povecanu visceralnu gojaznost i hipertrofiju adipocita samo kod MIF-/- miSeva na ishrani
obogacenoj fruktozom (Slika 4.6A), Sto ukazuje na znacaj proteina MIF u razvoju gojaznosti
izazvane ishranom obogacenom fruktozom. Mogu¢i mehanizam koji leZi u osnovi ovog nalaza
mogao bi se nac¢i u koncentraciji leptina u plazmi. Leptin je hormon dobijen iz adipocita, koji
igra klju¢nu ulogu u energetskoj homeostazi i metabolizmu lipida. Ovaj plejotropni hormon je
u direktnoj proporciji sa masom masnog tkiva i poznato je da je gojaznost uzrokovana
prekomernom ishranom pracena hiperleptinemijom (Polyzos et al., 2011). Uzimajuci u obzir
da su u ovoj studiji miSevi sa nedostatkom gena Mif imali ve¢i nivo insulina (Tabela 4.2), a da
povecani nivo insulina direktno korelira sa nivoima leptina u plazmi (Askari et al., 2010) i
povecanjem mase masnog tkiva (Makki et al, 2013), moguce je da povecana visceralna
gojaznost kod MIF-/- Zivotinja doprinosi povecanju nivoa leptina u cirkulaciji. Zaista, rezulati
ove doktorske disertacije su potvrdili da miSevi bez gena Mif na standardnoj i ishrani
obogacenoj fruktozom imaju povecan nivo leptina u plazmi, u poredenju sa WT Zivotinjama
(Tabela 4.3). Ovo zapaZanje je u skladu sa studijom Saksida i saradnika. (Saksida et al., 2012),
koji su takode uocili povec¢an nivo leptina i povecanje telesne mase kod MIF-/- miSeva na
ishrani sa visokim sadrzajem masti u poredenju sa WT miSevima.

Na osnovu dobijenih rezultata moZemo zakljuciti da su se misevi sa deletiranim genom
Mif odlikovali hiperglikemijom, hiperinsulinemijom i poremecenom sistemskom insulinskom
osetljivoscu. Iako je energetski unos bio povecan kod Zivotinja hranjenih fruktozom, telesna
masa je ostala neizmenjena. Sa druge strane, ishrana obogacena fruktozom kod MIF-/- miSeva
je dovela do povecanja mase visceralnog masnog tkiva, Sto zajedno sa povecanjem nivoa
leptina i neizmenjenim nivoima triglicerida i slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji ukazuje
na moguce promene u aktivnosti lipidnih metabolickih puteva u masnom tkivu i jetri, koji su
dalje bili ispitani u nastavku ove doktorske disertacije.

5.2 Lipogeneza i adipogeneza u visceralnom masnom tkivu MIF-/- miSeva
nakon ishrane obogacene fruktozom povezana je sa stimulisanom
glukokortikoidnom signalizacijom

Glukokortikoidni hormoni imaju izrazZen efekat na metabolizam lipida i glukoze, zbog
¢ega imaju znacajnu ulogu u regulaciji energetske homeostaze. Povecana unutarcelijska
proizvodnja glukokortikoida, posebno u masnom tkivu, znacajno doprinosi razvoju visceralne
gojaznosti i metabolickog sindroma (Masuzaki et al., 2001; Tomlinson et al., 2008). CirkulisSuc¢i
i lokalno proizvedeni glukokortikoidi (kortizol i kortikosteron) imaju klju¢nu ulogu u
modulaciji funkcije adipocita, kao i u njihovoj proliferaciji i diferencijaciji (Lee et al., 2014;
Staab and Maser, 2010). Rezultati ove doktorske studije su pokazali da je nivo kortikosterona
u visceralnom masnom tkivu bio poviSen kod MIF-/- miSeva na ishrani obogacenoj fruktozom,
najverovatnije kao rezultat pojacanog prereceptorskog metabolizma glukokortikoida. U
skladu sa tim, nivoi proteina 118HSD-1 i H6PDH su bili poviSeni u visceralnom masnom tkivu
MIF-/- miSeva hranjenih fruktozom. Ovi rezultati su u skladu i sa drugim studijama Kkoje
pokazuju da fruktoza povecava ekspresiju gena 11fHSD-1 u visceralnom masnom tkivu
(London and Castonguay, 2011), Sto moZe imati Stetne metabolicke efekte (Atsumi et al.,
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2007; Nikolic et al., 2013; Walker, 2006). Dodatno, nedavni dokazi sugeriSu da fruktoza
stimuliSe aktivaciju glukokortikoida posredovanu sa 11BHSD-1 povecavajuéi dostupnost
njenog kofaktora NADPH. Uoceno je da prekomerna ekspresija enzima 113HSD-1 u masnom
tkivu miseva promovise abdominalnu gojaznost, insulinsku rezistenciju, steatozu jetre i
povecanje koncentracije slobodnih masnih kiselina i triglicerida u cirkulaciji (Masuzaki et al.,
2001). Sa druge starne, in vitro studije su pokazale da inhibicija enzima 113HSD-1 smanjuje
proces adipogeneze u humanim adipocitama (Bujalska et al., 2008). Kao S$to je bilo i
ocekivano, u ovoj doktorskoj studiji je kod MIF/- miSeva hranjenih fruktozom uoceno
povecanje koncentracije kortikosterona u visceralnom masnom tkivu (Slika 4.3A), koje je bilo
praceno aktivacijom prereceptorskog metabolizma glukokortikoida (Slika 4.2A i Slika 4.2B),
kao i poviSenim nivoom proteina GR (Slika 4.3B) (Slika 5.1). Suprotno od rezultata ove
doktorske studije, Nikoli¢ i saradnici (Nikolic et al.,, 2013) prijavili su niZzu koncentraciju
proteina GR u masnom tkivu i poviSen nivo kortikosterona u plazmi, dok su Conboy i saradnici
(Conboy et al., 2011) pokazali da je koncentracija kortikosterona u plazmi nepromenjena kod
MIF-/- miSeva. lako postoje dokazi da poviseni nivo glukokortikoida dovodi do poremecaja
glukozne tolerancije i imunosupresije kod miSeva sa nedostatkom gena Mif (Nikolic et al,,
2013), njihovi efekti na metabolizam lipida u visceralnom masnom tkivu su uglavnom jo$
uvek nepoznati.

Kao S$to je ve¢ pomenuto, glukokortikoidni hormoni imaju dvojaku ulogu u
metabolizmu lipida u masnom tkivu jer mogu da stimulisu i proces lipolize i proces lipogeneze
(Wang et al,, 2012). Kakav ¢e biti efekat glukokortikoida na skladistenje lipida prvenstveno
zavisi od nutritivnih i/ili hormonskih uslova (Kleemann and Bucala, 2010; Peckett et al., 2011;
Saksida et al., 2013). Naime, u uslovima poviSenog nivoa insulina u plazmi, glukokortikoidi
stimuliSu ekspresiju gena ukljucenih u lipogenezu i akumulaciju lipida, delujudi sinergisticki
sa insulinom (Campbell et al, 2011), dok u bazalnim uslovima ili uslovima gladovanja
glukokortikoidi smanjuju lipogenezu i unos slobodnih masnih kiselina (Lee et al.,, 2014). U
ovoj doktorskoj disertaciji najznacajniji rezultat kombinacije ishrane obogacene fruktozom i
nedostatka gena Mif bio je povecanje precnika (Slika 4.6B) i povrsine adipocita (Slika 4.6C),
Sto je dovelo do promene morfologije adipocita i hipertrofije masnog tkiva, i to samo kod
MIF-/- miSeva na ishrani obogacenoj fruktozom u poredenju sa ostalim grupama (Slika 4.6A).
Regulacija mase masnog tkiva je sloZen proces, pri ¢emu povecanje masnog tkiva nastaje kao
posledica i hiperplazije (povecanje broja masnih celija) i hipertrofije (povecanje veli¢ine
masnih celija) (Hausman et al, 2001). Hiperplazija ukljucuje proliferaciju pre-adipocita i
njihovu diferencijaciju u zrele adipocite. Diferencijacija adipocita je strogo regulisan proces
ekspresije klju¢nih transkripcionih faktora, koji rezultiraju promenama citoskeleta, kao i
indukcijom klju¢nih gena ukljucenih u metabolizam lipida (lipogeneza, unos masnih kiselina,
lipoliza i B-oksidacija). Povecana lipogeneza i uzimanje masnih kiselina pogoduju akumulaciji
lipida unutar adipocita, dok lipoliza i B-oksidacija podsti¢u gubitak lipida (Gathercole et al.,
2011). Rezultati ove doktorske studije su pokazali da je u visceralnom masnom tkivu MIF-/-
Zivotinja na ishrani obogacenoj fruktozom primecena i aktivacija enzima ukljucenih u de novo
lipogenezu (Slika 4.4), iako je koncentracija slobodnih masnih kiselina i triglicerida u
cirkulaciji ostala nepromenjena (Tabela 4.3). Ovi rezultati su u skladu sa nalazima studije
koja je pokazala znacajno povecanje nivoa iRNK za Fas i Acc, Kklju¢nih enzima de novo
lipogeneze, samo u visceralnom masnom tkivu MIF-/- miSeva hranjenih fruktozom (Slika
5.1)(Strable and Ntambi, 2010). Pored toga, kod ovih Zivotinja zapaZena je i povecana
ekspresija gena Pepck, kljutnog enzima gliceroneogeneze u masnom tkivu (Gathercole and
Stewart, 2010), koji povecava akumulaciju lipida u adipocitima i smanjuje oslobadanje
slobodnih masnih kiselina u krvotok (Franckhauser et al., 2002). Enzimi Fas i Acc su direktno
transkripciono kontrolisani od strane SREBP1c, cija je aktivnost regulisana dejstvom
glukokortikoida i insulina (Ayala-Sumuano et al,, 2013; Foretz et al., 1999; Kim et al., 1998).
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Shodno tome, i u nasim eksperimentima je nivo proteina SREBP1c (Slika 4.5B) bio znacajno
povecan u visceralnom masnom tkivu MIF-/- miSeva hranjenih fruktozom, $to je u skladu i sa
uoCenim stanjem hipertrofije adipocita kod ovih Zivotinja (Slika 4.6A). Pored SREBP1c, i
drugi transkripcioni regulator adipogeneze, PPARy, takode je bio znaajno poveéan u
visceralnom masnom tkivu istih Zivotinja (Slika 4.5A). [ako je poznato da glukokortikoidi
stimuliSu lipolizu u masnom tkivu, hroni¢na izloZenost visokim dozama glukokortikoidnim
hormonima poveéava centralnu gojaznost Takode je poznato da povecavaju velicinu
visceralnih adipocita (hipertrofija) i da imaju efekte na adipogenezu promoviSuci
diferencijaciju pre-adipocita u zrele adipocite (Campbell et al.,, 2011; Chimin et al., 2014). In
vitro eksperimenti su otkrili sinergisticki efekat insulina i kortikosteroida na indukciju
ekspresije PPARy u izolovanim ljudskim adipocitima u kulturi (Vidal-Puig et al., 1997).
Dodatno, studije koje su ispitivale ulogu MIF-a u adipogenezi pokazale su da adipociti iz MIF-/-
miSeva imaju poviSenu ekspresiju PPARy tokom diferencijacije adipocita (Atsumi et al., 2007).
Medutim, rezultati ove doktorske teze su otkrili znac¢ajnu promenu nivoa proteina PPARy
samo kada su MIF-/- miSevi hranjeni fruktozom, Sto implicira da ishrana obogacena fruktozom
dovodi do pojave adipogeneze i hipertrofije adipocita samo u odsustvu gena Mif i u prisustvu
pojacane glukokortikoidne signalizacije (Slika 5.1). Pored lipogene aktivnosti, brojne in vitro
studije su zabeleZile i znacajno lipoliticCko dejstvo glukokortikoidnih hormona. Naime,
pokazano je da u uslovima niske koncentracije insulina u plazmi kod pacijenata sa
dijabetesom tipa 2 dolazi do oslobadanja slobodnih masnih kiselina iz masnog tkiva u
cirkulaciju (Johnston et al.,, 1982; Lacasa et al., 1988). Pored in vitro studija, brojni in vivo
eksperimenti sa infuzijom glukokortikoidnih hormona su takode pokazali da akutna
hiperkortizolemija dovodi do lipolize i sekrecije slobodnih masnih kiselina iz adipocita
(Campbell et al., 2011; Xu et al., 2009), dok hronicni viSak glukokortikoida izaziva akumulaciju
lipida u visceralnom masnom tkivu (Stimson et al., 2017). Ipak, u ovoj doktorskoj studiji nije
primecena aktivacija lipolitickih procesa posredovanih glukokortikoidima kod MIF-/- miSeva
hranjenih fruktozom, verovatno usled toga Sto je ekspresija lipolitickog gena Hsl, koji je
pozitivno regulisan glukokortikoidima, ostala nepromenjena (Slika 4.4). Ovi rezultati mogu
biti posledica antilipoliticke aktivnosti insulina, s obzirom da insulin inhibira aktivnost
enzima HSL u masnom tkivu i smanjuje oslobadanje slobodnih masnih kiselina iz adipocita u
cirkulaciju (Duncan et al., 2007). Takode, iako je ekspresija gena Atgl bila pove¢ana kod MIF-/-
miSeva na ishrani obogacenoj fruktozom (Slika 4.4), ona nije bila praena povecanim
oslobadanjem masnih kiselina u plazmu, verovatno zbog povecane ekspresije enzima PEPCK i
LPL (Slika 4.4). Za ove enzime je poznato da su ukljuceni u reesterifikaciju slobodnih masnih
kiselina u masnom tkivu (Merkel et al., 2002), kao i da je ekspresija gena Lpl pozitivno
regulisana insulinom i fruktozom (Semenkovich et al.,, 1989). Naime, pokazano je da su miSevi
sa izmenjenom ekspresijom gena Lpl u (-¢elijama pankreasa bili hiperglikemic¢ni tokom testa
tolerancije na glukozu (Pappan et al., 2005), Sto je u skladu sa rezultatima ove doktorske
disertacije da su MIF-/- miSevi sa poviSenom ekspresijom gena Lpl takode bili netolerantni na
glukozu. Ovi rezultati bacaju novo svetlo na ulogu MIF-a u gojaznosti izazvanoj
ishranom, gde nedostatak gena Mif promoviSe visceralnu gojaznost u uslovima
energetskog preopterecenja.

Ranije je utvrdeno da fizioloske koncentracije glukokortikoida mogu povecati
ekspresiju i sekreciju MIF-a, ali postoje dokazi koji pokazuju i obrnuto. Naime, MIF moZe
ograniciti efekte glukokortikoida, najverovatnije kroz fosforilaciju p38 MAP kinaze, dok je
odsustvo endogenog MIF-a povezano sa povecanom osetljivoS¢u na glukokortikoide kroz
smanjenu fosforilaciju p38 MAP kinaze (D. Aeberli et al., 2006; Daniel Aeberli et al., 2006;
Calandra et al.,, 1995). Mnogi inflamatorni signali se odvijaju kroz aktivaciju i fosforilaciju
MAPK kaskade. Glukokortikoidi imaju vaznu ulogu u regulaciji MAPK fosfataze 1 (eng. MAPK
phosphatase 1), koja defosforiliSe i inaktivira sve ¢lanove porodice proteina MAPK, ukljucujuci
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i p38 (Flaster et al., 2007). Pro-inflamatorna p38 kinaza se aktivira oksidativnim stresom i
inflamacijom u 3T3-L1 ¢elijama i ljudskim adipocitima (Cheng et al., 2017; Chuang et al., 2010;
Merkel et al, 2002; Vazquez Prieto et al, 2015), a poznato je i da ishrana obogacena
fruktozom povecava proizvodnju pro-inflamatornih citokina i medijatora oksidativnog stresa
u visceralnom masnom tkivu glodara (Kovacevic et al., 2016; Pektas et al., 2016). Rezultati ove
doktorske disertacije su pokazali da je ishrana obogacena fruktozom zaista dovela do
povecanja nivoa kako ukupnog tako i fosforilisanog proteina p38 kod WT i MIF-/- miSeva
(Slika 4.7). Medutim, aktivnost proteina p38 (predstavljena kao odnos fosforilisane forme na
poziciji Tyr182 prema ukupnom proteinu p38) povecana je samo kod miSeva hranjenih
fruktozom, Sto implicira da je povecéanje aktivacije p38 nezavisno od nedostatka gena Mif.

Prekomerna konzumacija fruktoze izaziva metabolicke promene koje mogu dovesti do
razvoja metabolicke inflamacije niskog stepena (Basciano et al., 2005). Nekoliko studija je
pokazalo da povecana upotreba fruktoze u ishrani moze dovesti do povecanja infiltracije
makrofaga, oslobadanja hemokina i proizvodnje pro-inflamatornih citokina, kao Sto su TNF,
IL-6 i IL-1B, Sto dalje dovodi do regrutovanja novih imunskih celija i razvoja inflamacije
(DiNicolantonio et al, 2018; Hotamisligil et al., 1993). Pro-inflamatorni citokin MIF ima
znacajnu ulogu u infiltraciji makrofaga i drugih imunskih ¢elija na mesto inflamacije, kao i u
stimulaciji proizvodnje TNF, IL-2 i IL-1 (Bacher et al., 1996; Calandra and Roger, 2003; Roger
et al, 2001). Makrofagi u masnom tkivu kod zdravih osoba ispoljavaju M2 markere
(alternativno aktivirano stanje), dok gojaznost dovodi do regrutovanja i akumulacije M1, ili
klasicno aktiviranih makrofaga u masnom tkivu. Metaboli¢ki disfunkcionalno masno tkivo
moZe biti povezano sa viSim nivoima nekroze adipocita, a M1 makrofagi su rasporedeni oko
ovih mrtvih €elija u tzv. “strukturama nalik kruni” (Ouchi et al., 2011). Koriste¢i MIF-/- miseve
koji su bili na ishrani sa visokim sadrzajem masti, Finucane i saradnici (Finucane et al., 2014) i
Verschuren i saradnici (Verschuren et al.,, 2009) pokazali su smanjenu inflamaciju u masnom
tkivu. Naime, oni su uocili smanjenu infiltraciju makrofaga koja je bila pracena slabijim
formiranjem tzv. “strukture nalik kruni”, kao i niZim odnosom M1/M2 makrofaga. U obe ove
studije nedostatak Mif-a je rezultirao i poboljSanom insulinskom signalizacijom. Dok je u
navedenim studijama koriS¢ena ishrana obogacena mastima sa umerenim sadrzajem masti,
dve studije koje su Koristile ishranu sa visokim sadrZajem masti (60 kcal%) dale su razlicita
zapaZzanja. Heinrichs i saradnici (Heinrichs et al., 2014) izvestili su da je nedostatak gena Mif
kod C57BL/6] miSeva doveo do povecanja telesne mase, poremecaja tolerancije na glukozu i
smanjene inflamacije masnog tkiva. Sa druge strane, studija koju su sproveli Conine i saradnici
(Conine and Cross, 2014) nije zabeleZila razlike u telesnoj masi i inflamaciji u masnom tkivu
izmedu MIF-/- i WT miSeva nakon 15 nedelja ishrane bogate mastima. Ovi nalazi su u skladu i
sa rezultatima ove disertacije, koja je pokazala da ishrana obogacena fruktozom i delecija gena
Mif nisu doveli do pojave inflamacije u visceralnom masnom tkivu. Za razliku od studije
Conine i saradnika gde nije bilo razlike u glukoznoj toleranciji i nivoima glukoze i insulina u
krvi, rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da uolena insulinska rezistencija,
hiperinsulinemija i hiperglikemija kod MIF-/- Zivotinja i MIF-/- Zivotinja hranjenih fruktozom
(Tabela 4.2) nisu uticale na nivoe iRNK za pro-inflamatorne citokine Tnf, II-6 i II-1f u
visceralnom masnom tkivu (Tabela 4.4) (Slika 5.1). Takode, Velickovic i saradnici su pokazali
da je ishrana obogacena fruktozom kod pacova dovela do povecanja nivoa kortikosterona i
MIF-a, ali je u masnom tkivu NF-kB signalizacija bila smanjena, dok je ekspresija Tnf bila
nepromenjena, Sto sugeriSe da anti-inflamatorni efekti glukokortikoidnih hormona
preovladavaju nad efektima MIF-a u masnom tkivu (Velickovic¢ et al.,, 2013).

Mnoge studije su ukazale na vaznost MIF-a u homeostazi glukoze, medutim, njegova
uloga u metabolickim poremecajima je manje jasna. Rezultati ove doktorske disertacije su
pokazali da je metabolicki stres, u obliku ishrane bogate fruktozom, kod MIF-/- miSeva
rezultirao povecanom visceralnom gojaznos¢u, podstaknutom stimulisanom
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ekspresijom lipogenih gena i aktivacijom Kklju¢nih transkripcionih regulatora
adipogeneze i lipogeneze u visceralnom masnom tkivu. Na osnovu dobijenih rezultata,
zakljuceno je da ove metabolicke perturbacije kod MIF-/- miSeva nastaju kao rezultat
pojacane signalizacije glukokortikoidnih hormona u hiperinsulinemi¢cnom okruzenju.
Poremecaj regulacije glukokortikoidne signalizacije u odsustvu MIF-a je verovatno doprineo
stimulaciji lipogenog programa u uslovima kalorijskog preopterecenja izazvanog ishranom
obogacenom fruktozom, Sto dalje moZe da uzrokuje razvoj de novo lipogeneze u jetri i pojavu
insulinske rezistencije.

MIF-/-
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Slika 5.1. Sematski prikaz promena ekspresije gena i nivoa transkripcionih regulatora
uklju€enih u metabolizam lipida, koji su direktno regulisani glukokortikoidima u visceralnom
masnom tkivu MIF/- miSeva nakon ishrane obogacene fruktozom. Preuzeto i modifikovano sa
https://www.sciencephoto.com/media/937828/view/adipose-tissue-illustration.
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5.3 Aktivacija lipogeneze i inhibicija f-oksidacije u jetri MIF/- miSeva
nakon ishrane obogacene fruktozom nastaju kao posledica stimulisane
glukokortikoidne signalizacije

Brojne studije su pokazale da ishrana obogacena fruktozom utice na metabolizam
lipida u jetri putem razvoja hronicne inflamacije niskog stepena (Liu et al., 2014). Plejotropni
citokin MIF igra vaznu ulogu u metabolickoj inflamaciji, doprinoseci tako razvoju steatoze
jetre i NASH-a (Morrison and Kleemann, 2015). Stoga je jedan od ciljeva ove doktorske
disertacije bio i da se ispita osnovna uloga inflamatornog medijatora MIF-a u poremecajima
metabolizma lipida u jetri, kao i ektopi¢noj akumulaciji lipida izazvanoj ishranom sa visokim
sadrZajem fruktoze. De novo lipogeneza je sastavni deo komunikacije izmedu masnog tkiva i
jetre, koji odrZava metabolicku homeostazu. Disfunkcija ravnoteZe u de novo lipogenezi
izmedu ova dva tkiva je uobicajena Kkarakteristika bolesti povezanih sa metabolickim
sindromom i direktno doprinosi patogenezi i razvoju NAFLD-a (Wallace and Metallo, 2020).
Iako mehanizmi koji dovode do razvoja NAFLD-a jos uvek nisu poznati, ova bolest je povezana
sa gojaznoScu i insulinskom rezistencijom (Adams et al., 2005). Pokazano je da kod gojaznih
osoba naruSena signalizacija insulina u jetri dovodi do stimulacije glukoneogeneze i aktivacije
de novo lipogeneze, i posledicno do povecanja nivoa glukoze i triglicerida u cirkulaciji
(McArdle etal., 2013).

U studiji koju su sproveli Donnelli i saradnici pokazano je da je kod pacijenata sa
NAFLD-om najveca koli¢ina triglicerida u jetri poreklom od priliva masnih kiselina iz masnog
tkiva, a u manjoj meri od de novo lipogeneze i hranljivih materija unetih ishranom (Donnelly
et al, 2005). Povec¢ani unos cirkuliSu¢ih lipida, posebno slobodnih masnih kiselina i
lipoproteina u jetri je povezan sa povecanim nivoom proteina za transport lipida u plazma
membrani, kao i sa povefanim nivoima hepaticne lipaze i lipoprotein lipaze (Geng et al,
2021). To je potvrdeno i u ovoj doktorskoj studiji, gde je nivo proteina CD36 bio poviSen kod
MIF-/- miSeva hranjenih fruktozom (Slika 4.10A), dok su nivoi slobodnih masnih kiselina i
triglicerida u plazmi svih Zivotinja bili nepromenjeni (Tabela 4.3) (Slika 5.2). S obzirom na to
da je protein CD36 odgovoran za transport masnih Kiselina iz cirkulacije u jetru, moZe se
pretpostaviti da je nepromenjena koncentracija slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji
posledica njihovog povecnog priliva u jetru posredstvom proteina CD36. Ranije studije na
Zivotinjama su pokazale da je ekspresija gena Cd36 u jetri normalno slaba, ali da je njegova
ekspresija poveéana kod glodara sa masnom jetrom (Inoue et al., 2005). Stavise, nivo iRNK za
Cd36 se povecava istovremeno sa sadrzajem triglicerida u jetri u razlicitim Zivotinjskim
modelima steatoze jetre (Buqué et al,, 2010), dok je eksperimentalno utiSavanje steatoze kod
miSeva praceno smanjenom ekspresijom Cd36 u jetri (Liu et al, 2007). Kod morbidno
gojaznih pacijenata sa NAFLD-om pokazano je da je nivo iRNK za CD36 pozitivno povezan sa
sadrZajem masti u jetri (Greco et al., 2008). Dodatno, Bechmann i saradnici su otkrili znac¢ajnu
korelaciju izmedu koncentracije iRNK za CD36 i apoptoze hepatocita kod pacijenata sa
nealkoholnim steatohepatitisom (Bechmann et al,, 2010). Dalja istraZivanja u ovoj doktorskoj
studiji su pokazala i da je ekspresija gena Lpl, koji kodira enzim koji je ukljucen u transport i
metabolizam lipida, takode povecana kod miseva sa nedostatkom gena Mif na ishrani
obogacenoj fruktozom (Slika 4.10B). lako je smatrano da se gen Lpl ne eksprimira u adultnoj
jetri, postoje studije koje pokazuju da se ovaj gen eksprimira u neparenhimskim ¢elijama, kao
Sto su stelatne celije (Teratani et al., 2019). Ovaj enzim je ukljuen u fibrogenezu jetre i
njegova prekomerna ekspresija dovodi do progresije NAFLD-a (Geng et al., 2021). Takode,
povecana aktivnost LPL/FABP4/CPT1 molekularne ose uklju¢ene u metabolizma masnih
kiselina zabeleZena je tokom nealkoholnog steatohepatitisa, dok inhibicija ove ose moZe
efikasno spreciti progresiju nealkoholnog steatohepatitisa u rak jetre (Yang et al., 2021).
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Medu vaznim regulatorima de novo lipogeneze u jetri izdvajaju se transkripcioni
faktori LXRa /3, SREBP1c i ChREBP. Dok su efekti insulina na ekspresiju lipogenih gena, Acc,
Fas i Scdl, posredovani aktivnoS¢u regulatora SREBP1c, glukoza deluje na ove enzime
stimuliSu¢i ChREBP (Postic and Girard, 2008). Oba pomenuta transkripciona faktora
sinergisticki reguliSu ekspresiju enzima ukljucenih u de novo lipogenezu kao odgovor na
hiperinsulinemiju i hiperglikemiju (Dentin et al., 2005). IstraZivanja su pokazala da su nivoi
iRNK i aktivnog jedarnog proteina SREBP1c povecani u jetri ob/ob misSeva sa deletiranim
genom za leptin (ob/ob miSevi), Sto ukazuje na to da prekomerna ekspresija SREBP1c mozZe
dovesti do steatoze jetre usled povecéane lipogeneze (Browning and Horton, 2004; Reddy and
Rao, 2006). Takode, poremecaj u ekspresiji gena za ChREBP kod misa dovodi do smanjenja
nivoa iRNK svih lipogenih gena u jetri (Browning and Horton, 2004). Dodatno, brojne studije
su potvrdile da prekomerna konzumacija fruktoze povecava aktivnost ova dva regulatora de
novo lipogeneze u jetri, kao i ekspresiju lipogenih enzima Acc, Fas i Scd1 (Dekker et al., 2010;
Nagai et al., 2002). Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da je ishrana obogacena
fruktozom dovela do aktivacije procesa lipogeneze u jetri, s obzirom da su nivoi proteina
SREBP1c, ChREBP i LXRa/$3, kao i ekspresija lipogenih enzima FAS i SCD1, bili povecani kod
Zivotinja hranjenih fruktozom u poredenju sa WT Zivotinjama (Slika 4.12 i Slika 4.11) (Slika
5.2). Ekspresija gena Scd1, a koji je uklju¢en u elongaciju i desaturaciju masnih Kkiselina,
takode je bila poviSena kod svih Zivotinja u poredenju sa WT grupom (Slika 4.11), Sto je u
saglasnosti sa studijama na miSevima koje su pokazale da je ekspresija Scd1 u jetri direktno ili
indirektno regulisana kolicinom ugljenih hidrata u ishrani (Miyazaki et al.,, 2004). Dodatno,
uoceno je da kod MIF-/- miseva hranjenih fruktozom dolazi i do povecanja nivoa proteina ACC
u poredenju sa WT i MIF-/- Zivotinjama na standardnoj ishrani (Slika 4.10B). Ovi rezultati su u
skladu sa studijom koju su sproveli Heinrichs i saradnici (Heinrichs et al,, 2014) u kojoj je
pokazano da MIF-/- miSevi na ishrani bogatoj mastima imaju poveéanu ekspresiju gena Acc i
Fas u jetri. U ovoj doktorskoj studiji, uoCena aktivacija de novo lipogeneze nakon ishrane
obogacene fruktozom moZe biti i rezultat smanjene B-oksidacije masnih kiselina, koja je
regulisana od strane transkripcionog regulatora PPARa (Alves-Bezerra and Cohen, 2018;
Basciano et al., 2005). Medutim, to se nije odrazilo na akumulaciju lipida u jetri WT Zivotinja,
verovatno usled povecanja nivoa proteina CPT1 (Slika 4.13A) (Slika 5.2), glavnog enzima (-
oksidacije. Masne Kkiseline, acil-CoA i nekoliko strukturno razli¢itih sintetickih jedinjenja
poznatih kao proliferatori peroksizoma, koji aktiviraju PPARa, regulisSu nivo enzima CPT1 u
jetri (Reddy and Hashimoto, 2001). Pored proteina CPT1, na regulaciju mitohondrijalne
oksidacije uticu joS i promene koncentracije karnitina i malonil-CoA (Reddy and Hashimoto,
2001). Poznato je da povecana proizvodnja malonil-CoA od strane ACC inhibira CPT1, koji
reguliSe transfer acil-CoA grupa u mitohondrije (Postic and Girard, 2008). Sa druge strane,
PPAR«a funkcioniSe kao senzor lipida u jetri i reaguje na priliv masnih kiselina stimuliSuci
transkripciju gena koji kodiraju mitohondrijalne, peroksizomalne i mikrozomalne oksidacione
sisteme (Reddy and Hashimoto, 2001; Reddy and Rao, 2006). MiSevi kod kojih je deletiran gen
za Ppara (PPARa/-) ne uspevaju da regulisu sisteme oksidacije masnih kiselina i razvijaju
teSku steatozu jetre (Ip et al., 2003). Rezultati ove doktorske disertacije su otkrili da je nivo
proteina PPARa smanjen kod svih Zivotinja u poredenju sa WT grupom (Slika 4.13B), dok je
nivo proteina CPT1 smanjen kod MIF-/- Zivotinja hranjenih fruktozom (Slika 4.13A), Sto je
rezultiralo prelaskom sa oksidativnog puta na sintezu triglicerida. Primeceni efekti ishrane
obogacene fruktozom na metabolizam lipida u jetri su dodatno pogorsani nedostatkom gena
Mif. Naime, histoloska analiza jetre MIF/- miSeva hranjenih fruktozom pokazala je
mikrovezikularne masne promene (Slika 4.16), koje su pracene poviSenim nivoima proteina
CD36 i proteina ACC (Slika 4.10), kao i smanjenom ekspresijom regulatora (3-oksidacije
(CPT1, PPARa i PGC-1a) (Slika 4.13). Iako je kod ovih Zivotinja prime¢eno smanjenje mase
jetre, kao i odnosa mase jetre i ukupne telesne mase (Tabela 4.1), koncentracije markera
oStecenja jetre, ALT i AST, bile su nepromenjene (Tabela 4.5). Promene u nivou ovih enzima
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jetre koriS¢ene su kao alat za dijagnostiku NAFLD-a. Brojni testovi za procenu steatoze jetre
ukljuCuju merenje nivoa AST, odnosa AST/ALT, serumskog nivoa insulina nataste, BMI, ali
takode, uzimaju u obzir i prisustvo ili odsustvo metabolickog sindroma zajedno sa
dijabetesom tipa 2 (Drescher et al., 2019). Mnoge studije su prijavile visok nivo AST i ALT kod
pacijenata sa morbidnom gojaznoS¢u sa NAFLD-om i NASH-om, medutim veza izmedu
nealkoholnog steatohepatitisa i odnosa AST/ALT nije pronadena (Dixon et al.,, 2001; Ong et al,,
2005). Nasuprot tome, drugi autori nisu pronasli nivoe aminotransferaza izvan normalnog
opsega kod osoba sa NAFLD-om koje nisu bile gojazne (Targher et al., 2008).

Ranije je objavljeno da MIF-/- Zivotinje na ishrani sa visokim sadrZajem masti imaju
povecanu ekspresiju gena Acc i Fas u jetri i posledi¢no povecanu akumulaciju lipida, kao i da je
ovaj efekat posredovan signalnim putem CD74/AMPK (Heinrichs et al, 2014). U jetri,
aktivacija signalnog puta AMPK ima ulogu u inhibiciji glukoneogeneze i sinteze masnih
kiselina i holesterola (Geer et al., 2014). Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da je
nivo proteina AMPK bio znacajno nizi u jetri MIF/- miSeva na ishrani obogacenoj fruktozom
(Slika 4.15), Sto je bilo praceno sa ve¢ pomenutim poveéanjem nivoa proteina ACC i
smanjenjem nivoa proteina CPT1. Ovi rezultati ukazuju na stimulaciju sinteze i akumulacije
triglicerida u jetri, naspram aktivacije [3-oksidacije. Mehanizam koji se nalazi u osnovi ovih
procesa bi mogao biti nedovoljan inhibitorni uticaj AMPK na ACC, Sto dovodi do povecane
proizvodnje malonil-CoA, proizvoda de novo lipogeneze koji ogranicava brzinu i inhibira
ekspresiju CPT1, Sto na kraju dovodi do akumulacije lipida u jetri (Softic et al., 2019; Woods et
al, 2017). Inhibicija signalnog puta AMPK povezuje i poremecaj lipidne homeostaze sa
inflamacijom, povredom jetre i fibrozom kod NAFLD pacijenata (Zhao and Saltiel, 2020).
Rezultati ove disertacije su u skladu sa studijom Heinrichs i saradnika (Heinrichs et al., 2014),
koja je pokazala da MIF-/- miSevi na ishrani sa visokim sadrzajem masti imaju steatozu jetre i
povecanu ekspresiju lipogenih gena. Suprotno rezultatima ove studije, Finucane i saradnici
(Finucane et al., 2014) pokazali su da miSevi sa nedostatkom gena Mif, starosti 8 nedelja,
imaju smanjenu akumulaciju lipida u jetri nakon ishrane sa visokim sadrZajem masti, dok
studija sprovedena na muZjacima MIF/+ Balb/c miSeva nije pokazala nikakve promene u
akumulaciji lipida u jetri nakon dijete sa visokim sadrZajem masti (Conine and Cross, 2014).
Svi navedeni nalazi ukazuju na veoma sloZenu ulogu MIF-a u metabolickim poremecajima, a
koja moZe zavisiti od ishrane, starosti i genetske osnove.

Prvobitne teorije za patogenezu NASH-a bile su zasnovane na ,hipotezi sa dva
pogotka“. 'Prvi pogodak’, akumulacija triglicerida u jetri, ili steatoza, poveéava podloZnost
jetre povredama posredovanim tzv. 'sekundarnim ili drugim pogocima', kao Sto su
mitohondrijalna disfunkcija, oksidativni stres i pro-inflamatorni citokini (TNF, IL-1f i IL-6),
koji dovode do steatohepatisa i/ili fibroze (Day and James, 1998; Dowman et al., 2009). Ovi
citokini imaju vaznu ulogu u poremecaju signalnih puteva koji reguliSu metabolizam lipida i
insulina. Novije teorije za patogenezu steatohepatitisa dodaju jo$ jednu komponentu, tzv.
'tre¢i pogodak’, koji predstavlja neadekvatnu proliferaciju hepatocita (Jou et al.,, 2008). U
zdravoj jetri, ¢elijska smrt stimuliSe replikaciju zrelih hepatocita, koji zamenjuju mrtve Celije i
obnavljaju normalnu funkciju tkiva. Medutim, oksidativni stres inhibira replikaciju zrelih
hepatocita Sto rezultira ekspanzijom populacije hepati¢nih progenitornih celija (Roskams et
al., 2003). Prekomerna upotreba fruktoze u ishrani moZe dovesti do pojave lipotoksi¢nosti,
oksidativnog stresa i prelaska steatoze u nealkoholni steatohepatitis usled podloZnosti jetre
tzv, 'drugim’' i 'tre¢im pogocima' (Day and James, 1998; Dowman et al., 2009). Rezultati ove
doktorske studije su u skladu sa ovom hipotezom, posto MIF-/- miSevi, nezavisno od rezima
ishrane na kojem su bili, imaju aktivirano inflamatorno stanje u jetri koje se ogleda u
povecanoj ekspresiji gena [I-1f i 1I-6 (Tabela 4.8) (Slika 5.2). Rezultati dobijeni u ovoj
doktorskoj disertaciji su u skladu sa rezultatima studije u kojoj je pokazana povecana
ekspresija Tnf, II-15 i 1I-6 u MIF-/- misjim NASH modelima (Heinrichs et al., 2014). Druga
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studija na Zivotinjskom modelu NASH-a pokazala je da povec¢ana ekspresija gena Tnf pozitivno
koreliSe sa povecanjem nivoa iRNK za Srebp1, Sto posledi¢no dovodi do povecéanja ekspresije
enzima Acc i Fas (Endo et al., 2007). StaviSe, ranije je pokazano da je pove¢ana koncentracija
IL-1p u korelaciji sa stimulisanom akumulacijom holesterola i triglicerida, Sto moZe dovesti do
pojave steatoze i fibroze jetre, dok nedostatak IL-1f3 ima hepatoprotektivne efekte kod miseva
(Shi et al,, 2019). Takode, povecana proizvodnja TNF i IL-1B je povezana sa disfunkcijom,
apoptozom i nekrozom hepatocita (Tilg et al., 2016). Ovi podaci su potvrdeni i u ovoj
doktorskoj disertaciji, gde je histoloSka analiza jetre otkrila prisustvo inflamatornih reakcija
kod Zivotinja sa deletiranim genom Mif. Kod akutne i hroni¢ne inflamacije, razli¢ite imunske i
neimunske celije u jetri su uklju¢ene u procese koji rezultiraju regeneracijom ili fibrozom
(Tanaka and Miyajima, 2016). Regeneracija jetre predstavlja sloZzenu mrezu u kojoj razliciti
signalni putevi razli¢itih tipova celija reguliSu ekspresiju faktora transkripcije, koji su
potrebni za oporavak jetre. U procesu regeneracije hepatocita, svi tipovi Celija se aktiviraju,
reaguju na faktore rasta i dolazi do povecanja broja proliferiSuc¢ih (binuklearnih) hepatocita
(Danilova et al., 2019; Delgado-Coello, 2021). Pored aktiviranih Kupferovih C¢elija, koje
oslobadaju pro-inflamatorne citokine TNF i IL-6 (Delgado-Coello, 2021), drugi znaci
poboljSanog regenerativnog procesa jetre ukljuCuju smanjen broj fokalnih nekroza,
anizocitozu i anizonukleozu (Danilova et al., 2019). Rezultati ove doktorske studije su
pokazali da je ishrana bogata fruktozom u jetri Zivotinja sa delecijom gena Mif dovela do
uvecanja Kupferovih ¢elija, regenerativnih promena (binuklearni hepatociti, anizocitoza i
anizonukleoza), fokalne nekroze i inflamacije (Slika 4.16, Tabela 4.6 i Tabela 4.7). Fokalna
nekroza je termin koji se koristi za opisivanje nekroze koja ukljucuje veée grupe hepatocita
unutar lobusa. Sa teZim povredama, nekroza moze postati konfluentna kada ukljucuje vise od
jedne zone unutar lobusa i/ili se Siri zonalno od jednog lobusa do susednog (Krishna, 2017). U
ovoj doktorskoj studiji, konfluentna nekroza i mikrovezikularne masne promene su
primecene samo kod MIF-/- miseva (Slika 4.16 C-D, Tabela 4.6), ali su ove perturbacije bile
izraZenije kod Zivotinja koje su konzumirale fruktozu i bile su pra¢ene pojavom blage do
umerene duktularne reakcije (Slika 4.16 E-F, Tabela 4.7). Duktularna reakcija je vrsta
reparativnog odgovora na hepatocelularne povrede, koju karakteriSu patoloSke promene
matriksa, proliferacija i hiperplazija Zu¢nih kanala i portalna inflamacija (Zheng et al., 2018).
Ova reakcija se javlja kod svih vrsta akutnih i hroni¢nih hepatobilijarnih povreda, ukljucujudi i
nealkoholnu masnu bolest jetre, i igra vaznu ulogu u regeneraciji jetre, nastanku i razvoju
ciroze i hepatobilijarnih tumora (Zheng et al., 2018). Duktularna reakcija potice od aktivacije i
proliferacije holangiocita, hepatocita ili hepati¢nih progenitornih ¢elija, a povezani signalni
putevi se razlikuju u zavisnosti od specificne povrede jetre ili Zivotinjskih modela koriS¢enih u
eksperimentima (Sato et al.,, 2019). Brojne studije su pokazale da visi stepen duktularne
reakcije pozitivno koreliSe sa ve¢im stadijumom fibroze jetre kod pacijenata sa NASH-om i
povezan je sa povecanom smrtno$¢u pacijenata (Gadd et al.,, 2014; Sato et al., 2019). Stoga,
pojava inflamatornih reakcija i regenerativnih promena koje su bile pratene povecanom
ekspresijom II-1f i 1I-6 i blagom do umerenom duktularnom reakcijom kod MIF-/- Zivotinja,
ukazuje na zastitnu ulogu MIF-a u razvoju steatoze jetre i steatohepatitisa izazvanog ishranom
obogacenom fruktozom.

Uloga MIF-a u metabolickoj inflamaciji i energetskom metabolizmu je negativno
regulisana od strane glukokortikoidnih hormona. Medutim, prilikom stresa ili
pro-inflamatorne stimulacije, glukokortikoidi stimuliSu produkciju MIF-a u makrofagama, Ciji
pro-inflamatorni efekti prevazilaze anti-inflamatorne efekte glukokortikoida (Calandra et al.,
1995). U studiji gde su koriS¢eni makrofagi MIF-KO miSeva, pokazano je da nedostatak
proteina MIF povecava senzitivnost celija na glukokortikoide tj. niZze koncentracije
glukokortikoida su potrebne za inhibiciju oslobadanja TNF izazvanog LPS-om u ¢elijama sa
nedostatkom MIF-a u poredenju sa wt Celijama (D. Aeberli et al., 2006). U skladu sa ovim, kod
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MIF-/- miSeva na ishrani obogacenoj fruktozom uocena je smanjena koncentracija citosolnog i
povecan nivo jedarnog GR-a (Slika 4.9), Sto ukazuje na translokaciju receptora i aktivaciju
glukokortikoidne signalizacije. Zivotinjski modeli sa povi$enim nivoom glukokortikoida se
karakteriSu nizom poremecaja jetre, od steatoze do NASH-a, medutim fibroza i
hepatocelularni karcinom nisu primeceni (Imajo et al., 2013). [ako je u ovoj doktorskoj studiji
koncentracija kortikosterona u jetri bila ista u svim grupama (Slika 4.9A), prereceptorski
metabolizam glukokortikoida je bio pojacan, Sto se moze zakljuciti na osnovu povecanog
nivoa proteina 11BHSD-1 kod Zivotinja hranjenih fruktozom (Slika 4.8A) (Slika 5.2).
Inhibicija 11BHSD-1 kod miSeva poboljSava delovanje insulina u jetri, smanjuje steatozu jetre
i ekspresiju glukoneogenih enzima, PEPCK i glukozo-6-fosfataze, kao i nivo slobodnih masnih
kiselina i triglicerida, $to rezultira fenotipom koji je otporan na gojaznost i dijabetes izazvanih
prekomernim unosom hrane (Alberts et al., 2002; Hermanowski-Vosatka et al., 2005). Kao i u
masnom tkivu, i u jetri je prisustvo insulina neophodno za lipogenu aktivnost GR-a koja
direktno ili indirektno reguliSe transkripciju enzima ukljucenih u metabolizam triglicerida (de
Guia and Herzig, 2015; Rahimi et al., 2020). Ispitivanja na Zivotinjama i ljudima su pokazala da
prevelike kolic¢ine glukokortikoida izazivaju povecanje nivoa glukoze i insulina, Sto dovodi do
indukovane ekspresije Acc i Fas stimulisanjem aktivnosti transkripcionih regulatora SREBP1c
i ChREBP (Rahimi et al., 2020). Dodatno, glukokortikoidni hormoni inhibiraju B-oksidaciju
inhibiranjem aktivnosti PPARq, Sto dovodi do akumulacije lipida u jetri i lipotoksi¢nosti
(Marino et al,, 2016). Takode, glukokortikoidi povecavaju lipolizu masnog tkiva i stimulisu
unos slobodnih masnih kiselina u jetru tako Sto povecavaju ekspresiju proteina CD36 (D’souza
et al., 2012). Uloga glukokortikoida u stimulaciji proizvodnje triglicerida u jetri je posebno
vazna kod prekomernog energetskog unosa (Mantha et al., 1999). Stoga, rezultati ove
doktorske disertacije sugeriSu da aktivirani GR u jetri moze doprineti povecanoj lipogenezi i
akumulaciji lipida koje su posredovane ishranom oboga¢enom fruktozom kod MIF-/- miseva
putem aktivacije SREBP1c i ChREBP, ali i kroz olakSano preuzimanje slobodnih masnih
kiselina iz cirkulacije od strane proteina CD36. Pored toga, iako je poznato da glukokortikoidi
inhibiraju dejstvo insulina stimuliSu¢i transkripciju gena Pepck u jetri (Rahimi et al., 2020),
dobijeni rezultati u ovoj disertaciji su pokazali da nije doSlo do promene u nivou iRNK za ovaj
glukoneogeni enzim. Dodatno, u studiji sa ¢elijskom kulturom hepatocita, ispitivan je efekat
MIF-a na aktivnost PEPCK i pokazano je da MIF ne uti¢e na aktivnost ovog enzima. Stavise,
MIF je pojacao PEPCK aktivnost izazvanu glukokortikoidima, potvrdujuci ideju da visoka
koncentracija citokina MIF moZe da odvoji svoju imunolosku funkciju od fizioloskih efekata
kortizola (Benigni et al.,, 2000; Flaster et al., 2007). Aktivnost PEPCK je dodatno regulisana i
aktivno$¢éu p38 MAP kinaze, koja povecava proizvodnju glukoze u jetri kroz modulatorne
efekte na glukoneogenezu i sintezu glikogena u jetri (Liu and Cao, 2009). Pored uloge u
metabolizmu glukoze u jetri, p38 MAPK takode igra klju¢nu ulogu u metabolizmu lipida.
Naime, p38 MAPK ima inhibitornu ulogu u lipogenezi jetre i nivou triglicerida u plazmi.
Sadrzaj lipida u jetri je dramati¢no ve¢i kada je aktivnost p38 MAPK blokirana, usled
povecanja transkripcije SREBP1c, kao i njegovog koaktivatora PGC-1a (Liu and Cao, 2009;
Xiong et al., 2007). Ovaj inhibitorni efekat p38 MAP kinaze na lipogenezu je u skladu sa njenim
stimulativnim efektom na proizvodnju glukoze u jetri. Kako je glukoneogeneza neophodna za
odrzavanje nivoa glukoze u plazmi tokom gladovanja, inhibicija lipogeneze obezbeduje
supstrate za sintezu glukoze (Liu and Cao, 2009). Rezultati ove doktorske teze su pokazali da
je koncentracija, kako totalnog, tako i fosforilisanog proteina p38 u jetri pove¢ana kod MIF-/-
Zivotinja na standardnoj ishrani, dok je aktivnost proteina p38 povetana samo kod
MIF-/- Zivotinja na ishrani obogacenoj fruktozom (Slika 4.14).

Zakljuc¢no, rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da nedostatak gena Mif
pojacava efekte ishrane obogacene fruktozom na razvoj steatoze jetre. Povecani priliv
slobodnih masnih kiselina iz cirkulacije u jetru posredovan proteinom CD36 i povecana
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ekspresija enzima i transkripcionih faktora ukljucenih u lipogenezu, zajedno sa smanjenom
B-oksidacijom masnih kiselina, doprineli su akumulaciji lipida uo¢enoj u jetri MIF-/- miSeva na
ishrani obogacenoj fruktozom. Ovi Stetni efekti delecije gena Mif na promene morfologije
i metabolizma lipida u jetri, a koje su indukovane fruktozom, najverovatnije su
posredovane pojacanom inflamacijom i stimulisanom signalizacijom glukokortikoida,
koje su posledice odsustva MIF-a. Konacno, Cini se da ova naruSena ravnoteZa izmedu
inflamatornih medijatora i glukokortikoida u jetri doprinosi ektopi¢noj akumulaciji lipida,
koja je izazvana hroni¢nim unosom viska hranljivih materija. Jedan od faktora koji doprinosi
narusavanju ove ravnoteZze mogao bi biti i smanjenje ekspresije proteina AMPK, koje je
praceno povecanjem koncentracije proteina ACC i smanjenjem nivoa regulatora (-oksidacije
(CPT1, PPARa i PGC-1a). Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju na to da hronicni unos
viSka hranljivih materija stimuliSe sintezu i akumulaciju triglicerida, naspram aktivacije
B-oksidacije u jetri MIF-/- miseva usled aktivacije glukokortikoidnog signalnog puta i pojave
inflamacije u jetri. Iako povecana aktivnost glukokortikoida kod MIF/- miSeva moze
prvenstveno biti zastitni mehanizam koji ogranicava inflamaciju u jetri (Ahmed et al., 2012),
to se deSava na racun akumulacije lipida u masnom tkivu. Ova komunikacija izmedu
visceralnog masnog tkiva i jetre u regulaciji lipidnog metabolizma dovodi do dalje
deregulacije homeostaze glukoze i insulinske osetljivosti, $to je i pokazano kod MIF-/- miSeva u
ovoj doktorskoj studiji.
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Slika 5.2. Sematski prikaz promena ekspresije gena i nivoa transkripcionih regulatora
uklju¢enih u metabolizam lipida u jetri MIF/- miSeva nakon ishrane obogadene fruktozom.
Neesterifikovane masne kiseline (eng. non-esterified fatty acid, NEFA), slobodne masne kiseline
(eng. free fatty acid, FFA), trigliceridi (eng. triglycerides, TG). Preuzeto i modifikovano iz (Postic
and Girard, 2008).
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5.4 Komunikacija izmedu visceralnog masnog tkiva i jetre u regulaciji
metabolizma lipida kod MIF-/- miSeva hranjenih fruktozom

Jetra i masno tkivo su glavni metabolicki organi odgovorni za koriS¢enje i skladiStenje
energije. lako belo masno tkivo funkcioniSe kao primarni rezervoar za akumulaciju
triglicerida, jetra je, takode, u stanju da skladisti znacajne koli¢ine lipida u uslovima viSka
energije ili poremecenog metabolizma masnih Kiselina, koji se manifestuje kao steatoza. Pored
uloge u skladisStenju triglicerida, masno tkivo predstavlja i endokrini organ koji regulise
sistemsku metabolicku homeostazu, reaguju¢i na protok hranljivih materija kako bi
podjednako odgovarao metaboli¢ckim zahtevima pozitivnog ili negativhog energetskog
balansa. Sa sve vefom ucestaloS¢u gojaznosti i dijabetesa tipa 2, lipotoksicni efekti
prekomerne ishrane, naroCito ishrane obogacene fruktozom, postali su meta brojnih
istrazZivanja (Stern et al.,, 2016). Shodno tome, brojne studije su se fokusirale na otkrivanje
novih signalnih molekula, koji reguliSu metabolicku homeostazu sa nadom da ¢e ograniciti
gojaznost i smanjiti njene patofiziolosSke posledice. Faktori, poput leptina, adiponektina i
masnih Kkiselina, dobijeni iz jetre i masnog tkiva, imaju plejotropne efekte na regulaciju
metabolizma lipida i glukoze, i na taj nacin funkcioniSu kao klju¢ni posrednici u komunikaciji
izmedu ova dva metabolicka aktivna organa (Ye et al., 2017). Proizvodnja i sekrecija gore
navedenih faktora je regulisana gladovanjem i hranjenjem. Gladovanje akutno smanjuje
cirkuliSu¢i leptin, dok povecava koncentraciju adiponektina u plazmi. Takode, tokom
gladovanja se povecava lipoliza u masnom tkivu, a samim tim i oslobadanje neesterifikovanih
masnih kiselina i njihovo preuzimanje od strane jetre (Stern et al,, 2016). Sa druge strane,
povecanje telesne mase dovodi do ekspanzije masnog tkiva i regrutovanja makrofaga kroz
oslobadanje razlicitih citokina i hemokina (Tilg and Moschen, 2006). Ovako “upaljeno” i
disfunkcionalno masno tkivo aktivno sekretuje slobodne masne kiseline u krvotok, promovise
lipotoksi¢nost u jetri i doprinosi sistemskoj insulinskoj rezistenciji (Rosso et al., 2019).

Kao Sto je ve¢ pomenuto, rezultati ove doktorske studije su ukazali na pojavu
visceralne gojaznosti kod MIF-/- miseva usled povecanja ekspresije lipogenih gena i aktivacije
transkripcionih regulatora adipogeneze u uslovima energetskog preopterecenja. Takode,
pokazano je da je sistemska insulinska rezistencija prisutna kod svih MIF-/- Zivotinja,
nezavisno od nacina ishrane. Nakon devet nedelja tretmana, ove Zivotinje su imale pove¢anu
koncentraciju glukoze i insulina u krvi, kao i poremecenu osetljivost na glukozu i insulin
(Slika 5.3). Poznato je da insulin modifikuje lipidni metabolizam u masnom tkivu, dok
insulinska rezistencija uzrokuje disfunkciju adipocita i metabolicke poremecaje koji dovode
do steatoze jetre (Jensen and Nielsen, 2007). U stanju insulinske rezistencije, sva tri glavna
izvora za sintezu triglicerida u jetri su povecana: slobodne masne kiseline poreklom iz
masnog tkiva, masne kiseline koje se metaboliSu iz cirkuliSuc¢ih hilomikrona i lipoproteina, i
masne Kiseline nastale procesom de novo lipogeneze (Choi and Ginsberg, 2011). Rezultati ove
doktorske studije su pokazali da delecija gena Mif pojacava efekte ishrane obogacene
fruktozom na razvoj steatoze jetre. lako nije bilo promena u nivou cirkulisucih triglicerida i
slobodnih masnih kiselina, vaznih faktora u komunikaciji izmedu masnog tkiva i jetre,
povecanje nivoa membranskog proteina za transport lipida (CD36), kao i nivoa lipoprotein
lipaze mogu da ukaZu na povecan unos cirkulisucih lipida u jetru (Slika 5.3). JoS jedan vazan
medijator u komunikaciji izmedu visceralnog masnog tkiva i jetre jeste leptin, hormon
poreklom iz adipocita (Lee et al, 2001). Hiperleptinemija je ukljuena u patogenezu
nealkoholne bolesti masne jetre i nealkoholnog steatohepatitisa, s obzirom na to da je
pokazano da je poviSena koncentracija leptina u krvi u pozitivnoj korelaciji sa stepenom
steatoze jetre, koncentracijama insulina i glukoze u krvi, kao i sa pojavom inflamacije (Polyzos
et al,, 2011). Nalazi ovih studija su u skladu sa rezultatima ove doktorske disertacije, koji su

78



pokazali povecanje koncentracije leptina kod MIF-/- miSeva, kod kojih je istovremeno
zapaZena povecana lipogeneza i smanjena (3-oksidacija masnih kiselina u jetri, kao i poviSeni
nivoi glukoze i insulina u cirkulaciji (Slika 5.3).

Zakljucno, rezultati ove doktorske disertacije ukazuju na postojanje veze izmedu
poremecenog metabolizma lipida u visceralnom masnom tkivu i razvoja steatoze jetre,
prvenstveno usled povecanja unosa slobodnih masnih kiselina u jetru, kao i aktivacije
hepati¢ne de novo lipogeneze i smanjenja -oksidacije. Ishrana obogacena fruktozom
kod MIF-/- miSeva povecava lipogenezu i adipogenezu u visceralnom masnom tkivu i
akumulaciju lipida u jetri, kao odgovor na prelivanje slobodnih masnih Kiselina, sto
posledi¢no dovodi do razvoja sistemske insulinske rezistencije.

MIF~/~ a : 4;;4—
3
20% rastvor fruktoze tokom 4 nedelja >
Krv TR
£ Loptin ? e N
'“.';'.(""& x i P
tafukoza | Lipogeneza__ L;'P,'d_mi b

J1 B-oksidacija_ akumulagij

Trigliceridi

Slobodne masne kiseline

ﬂ Lipogeneza
ﬂ Adipogeneza
Visceralno masno tkivo

Slika 5.3. Sematski prikaz komunikacije izmedu visceralnog masnog tkiva i jetre u regulaciji
metabolizma lipida kod MIF-/- miSeva nakon ishrane obogacene fruktozom (autor ilustracije Ana
Pordevic).
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6. ZAKLJUCCI

Polazna hipoteza ove doktorske disertacije bila je da plejotropni citokin MIF ostvaruje
uticaj na lipidni metabolizam u visceralnom masnom tkivu i jetri posredstvom
glukokortikoidnih hormona. Rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji pokazuju da
ishrana obogacena fruktozom uzrokuje poremecaj insulinske senzitivnosti i lipidnog
metabolizma, koji mogu dovesti do razvoja gojaznosti i dijabetesa tipa 2, dok MIF ima
protektivnu ulogu u visceralnoj gojaznosti i steatozi jetre. Kod MIF-/- Zivotinja u uslovima
energetskog opterecenja izazvanog fruktozom dolazi do aktivacije glukokortikoidne
signalizacije i posledicnih perturbacija u metabolizmu glukoze i lipida. Na ovo ukazuju sledeci
zakljucci:

v" Nedostatak gena Mif i ishrana obogacena fruktozom dovode do hiperglikemije,
hiperinsulinemije, poremecaja sistemske insulinske osetljivosti i hiperleptinemije, Sto
nije praceno promenama u koncentraciji slobodnih masnih kiselina i triglicerida u krvi.
Kod ovih Zivotinja visceralna gojaznost i steatoza jetre su najverovatnije rezultat
aktivacije enzima ukljucenih u proces lipogeneze u ovim tkivima.

v' Metabolicki stres, izazvan ishranom bogatom fruktozom kod MIF-/- mi$eva, doveo je do
aktivacije adipogeneze i lipogeneze u visceralnom masnom tkivu, dok je u jetri
rezultirao stimulacijom de novo lipogeneze i inhibicijom -oksidacije masnih kiselina,
usled povecanja unosa slobodnih masnih kiselina iz cirkulacije.

v' Metabolicki efekti ishrane obogacene fruktozom kod MIF/- miSeva u visceralnom
masnom tkivu i jetri najverovatnije su posledica aktivacije prereceptorskog
metabolizma glukokortikoida i povecanja nivoa GR, o ¢emu govori i stimulacija
ekspresije enzima i transkripcionih regulatora ukljucenih u lipidni metabolizam, koji su
direktno ili indirektno regulisani GR-om.

v" U masnom tkivu, ishrana obogacena fruktozom nije dovela do povecane ekspresije
citokina, dok je u jetri zabeleZena povecana ekspresija pro-inflamatornih citokina i
pojava fokalne i konfluentne nekroze kod MIF-/- Zivotinja. Metaboli¢ka inflamacija u
jetri je najverovatnije posledica pojave mikrovezikularnih masnih promena
uzrokovanih disfunkcijom mitohondrija i lipotoksicno$¢u usled priliva slobodnih
masnih kiselina iz cirkulacije.

v' Perturbacije u lipidnom metabolizmu jetre izazvane konzumiranjem fruktoze nisu

dovele do pojave baloniraju¢ih degeneracija i fibroze, ali su dovele do aktivacije
regenerativnog mehanizma u jetri.
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HU3jaBa 0 ayTopCTBY

HMme u npe3ume aytopa: /bynka I''turopoBcka
bpoj ungekca: M3012 /2014

H3jaB/byjeM

Jla je JOKTOpPCKa JucepTalyja Mmo/i HacJ0BOM:

sMeTabo/M3aM JIMNIUJA M CUTHAJHU NOyT TIJIYKOKOPTUKOUZA Y
BHUCLlEpAa/IHOM MAaCHOM TKHUBY M jeTpu Mif /- MuLlIeBa Ha peKUMY HCXpaHe
ooorahene ¢ppykTozom”

® pe3yJiTaT CONCTBEHOT UCTPAXKMBAYKOT pajia,

e Ja MNpejsioKeHa JWcepTalyja y LEJUHU HU Yy JeJOBUMa HUje OuJa
npejasjoXKeHa 3a Jo0Hjakbe OWJI0 KOje [AUIJIOMe MpeMa CTYAUjCKUM
nporpaMyma JJpyrux BUCOKOIIKOJICKAX YCTAHOBA;

® Jla Cy pe3yJITaTHU KOPEKTHO HaBeJlEHU U

e Ja HHMCAaM KpUIMO/Jia ayTOpCKa MpaBa M KOPUCTUO HHTEJEKTYaJHYy
CBOjJUHY APYTUX JIMIA.

[ToTniuc foKTOpaHAa

Y Beorpany,
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H3jaBa 0 HICTOBETHOCTH LITAMIIaHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje
JIOKTOPCKOT paja

HMme u npe3ume aytopa: /bynka I''turopoBcka
bpoj ungekca: M3012 /2014

Ctynaujcku mnporpam: MoJiekysiapHa OwuoJsioruja (mMoays MosieKy/iapHa
6MOJIOTHja eyKapuoTa)

HacnoB pajga: ,MeTta6o/iM3aM JIMIKAA U CUTHAJIHU NYT IVIyKOKOPTUKOUAA Y
BHUCLEpAa/IHOM MAaCHOM TKHUBY M jeTpu Mif /- MULlIeBa Ha peKUMY HCXpaHe
ooorahene ¢ppykTozom”

MenTop: Ap AHa HhopheBuh, Hay4YHM cCaBeTHUK

H3sjaB/byjeM [ga je I1ITamMmnaHa Bep3Wja MOT [JOKTOPCKOI paZla HMCTOBETHa
eJIEKTPOHCKOj BEP3UjH KOjy caM Npeiao/na pajy noxpawrBamwa y JUrutaaHom
penosuTopujymy YHuBep3uTerta y beorpaay.

Jlo3Bo/baBaM Jia ce 06jaBe MOjH JIMYHU MOJAIU Be3aHU 3a 00Hjatbe aKaleMCKOT
3Bakba JJOKTOPA HAyKa, KAo IITO Cy UMe U Ipe3uMe, roJlMHA U MeCTO pohewa U
JlaTyM oibpaHe pajia.

OBHU JIMYHU MOJAIKM MOTYy ce 00jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHMUIlAMa JUTHATAJIHE
OMOJIMOTEKe, Y eJIEKTPOHCKOM KaTaJsIoTy M y myOJiMKalujaMa YHUBep3UTeTa y
beorpaay.
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U3jaBa o kopumhemy

Osamthyjem YHuUBep3uTeTcKy OubavdoTeky ,CBeTo3ap MapkoBuh“ nga y
JAMruTajHU peno3uTopujyM YHUBep3uTeTa y beorpasy yHece MoOjy LOKTOPCKY
AvcepTanujy noj HacJa0BOM:

,MeTa6osM3aM JIMNUJA M CHUTHAJHM MNOyT TJYKOKOPTHKOUJA Y
BHUCLEpAa/IHOM MAaCHOM TKHUBY M jeTpu Mif /- MulLlIeBa Ha peXUMYy HCXpaHe
o6orahene ¢ppykrToszom*

KOja je Moje ayTOPCKO JeJio.

JlucepTalnyjy ca CBUM MpUJ03UMa IMpeJlao/ja caM y eJeKTPOHCKOM dopMaTy
IOT0ZJHOM 32 TPajHO apXUBHpaE.

Mojy [OKTOpCKY p[ucepTauuvjy ImnoxpaweHy y /JlUrdTajHyd peno3suToOpHUjyM
YHuBep3uteta y beorpaZly Mory Ja KOpPUCTe CBU KOjU MOLUTYjy ofpefoe
capkaHe y ofabpaHoM Ttuny auleHue KpeaTtuBHe 3ajesHune (Creative
Commons) 3a Kojy caM ce oAJiy41o/a.

1. AytopctBo (CC BY)
2. AytopctBo — HekoMepjaaHo (CC BY-NC)
3. AyTopcTBO - HeEKoMepI1MjasaHo - 6e3 npepaza (CC BY-NC-ND)
AyTopCTBo — HEKOMepIUjasHo — AeJuTH o uctuM ycaoBuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo - 6e3 npepajia (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO - AeauTH nof uctuM yciaoBuMa (CC BY-SA)

(MosiuMoO fa 3a0KpyKHUTe caMo jeflHy oJ 1iecT noHyheHux JsuneHuu. Kpatak
OMMC JIMIEHIY je cacTaBHU Jle0 OBe H3jaBe)

[Tornvic gokTopanga
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1. AyropctBOo - Jlo3BOJ/baBaTe YyMHOXKaBame, [AUCTPUOYLHUjy H© jaBHO
caomnuITaBame Jiesa, U pepajie, ako ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HadyuH ofijpeheH
0/, CTpaHe ayTopa WU AaBaola JHULeHle, 4YaK U y KoMmepLujaaHe cepxe. OBo je
HajCJ1000/IHUjA O/ CBUX JIMLIEHIIH.

2. AyTOpCTBO - HeKOMepLUjaaHo. /l03Bo/baBaTe YMHOXaBakbe, JUCTPUOYIIH]jY
M jaBHO CaolllITaBame Jiesa, U Npepajie, ako ce HaBeje MMe ayTopa Ha HauuH
ozApebheH oA cTpaHe ayTopa WM AaBaola JuleHle. OBa JMlLieHLa He [J03B0/baBa
KOMepILYjaJIHy yIoTpeoy Jea.

3. AYyTOpPCTBO - HEKOMepILMjaJHo — 6e3 npepaje. /lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe,
JUCTPUOYLHjY U jaBHO CaolIlITaBambe Jiesa, 6e3 MpoMeHa, NpeodJIMKOBawba UIn
ynoTpebe Jesa y CBOM /JieJly, aKO Cce HaBeJle MMe ayTopa Ha HayuH ofijpeheH ox
CTpaHe ayTopa WJIMA JaBaoua JjuneHue. OBa JIMLEHLA He [03B0JbaBa
KOMepLYjaJIHy YyHnoTpeby Jesna. Y OAHOCYy Ha CBe OCTaJjie JIMIEHIIE, OBOM
JIMLIEHI|OM Ce OrpaHM4aBa Hajsehu 06MM npaBa Kopullthemwa gesa.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepLMja/IHO - [eJIUTU I[0J, UCTUM YCJIOBHUMA.
/lo3Bo/baBaTe yMHOXaBakbe, AUCTPUOYILIMjy W jaBHO CaoNlITaBambe Jesa, U
npepazie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauyuH oJpeheH oz cTpaHe ayTopa WU
JlaBaola JIMLEeHLle U aKo ce mpepaja AUCTpUOyHUpa MOJ WUCTOM WM CIUYHOM
quneHuoM. OBa JMLEeHLIA He /J03BO/baBa KOMepLHjaJHy yIHoOTpebOy Jesna U

npepaja.
5. AyTopcTBOo - 6e3 mpepajge. /[o3Bo/baBaTe yMHOXKaBatbe, NUCTPUOYIU)Y U
jaBHO caoIllITaBame JeJa, 6e3 MpoMeHa, IpeobJIMKOBamha UK YIIOTpebe Jesa y
CBOM /JIeJly, aKO Ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauMuH oJijpeheH o/ cTpaHe ayTopa UiIu
JlaBaolia JuieHue. OBa JiMlieHI|a [J03B0J/baBa KOMepPILUjaIHy yoTpeby aeJa.

6. AyTOPCTBO - AEJUTH NMOJ MCTUM YCJOBUMA. /|03BO/baBaTe YMHOXABAbE,
JUCTPUOYIUjY M jaBHO caolllliTaBame Jiesia, U Npepajie, ako ce HaBeJe HUMe
ayTopa Ha HauyuH oApeheH oJ cTpaHe ayTopa WU AaBaolia JUIEHIEe U aKO ce
npepaja AUCTPUOyUpa MOJA HWCTOM WJIU CJAUYHOM JulleHlloM. OBa JiMIeHIA
Jl03B0OJbaBa KOMepIMjasiHy yrnoTpeby aesa v npepaja. CinyHa je copTBEpPCKUM
JINLeH1laMa, OJJHOCHO JIMIeHl[aMa OTBOPEHOT Ko/a.
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