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Zucne kiseline (ZK) su strukturno raznoliki
molekuli, koji pored uloge koju ostvaruju putem
zuci, deluju i kao signalni molekuli i ostvaruju
kako endokrina tako i parakrina dejstva. Cinjenica
da je do sada u terapijske svrhe primenjivana
samo ursodeoksiholna kiselina (UDK), posledica
je brojnih ograniCenja u mogucnosti primene
ostalih prirodnih ZK, i isti¢e potrebu za
otkrivanjem novih sintetskih ZK i liganda.

Cilj istrazivanja bio je ispitivanje sintetske
12-monoketoholne kiseline (MK) i prirodne UDK
u modelu holestaze i aloksanom izazvanog
dijabetesa. Ispitivanja su vrSena na pacovima soja|
Wistar. Analizirana je telesna masa, glikemija,
pokazatelji jetrene funkcije (AST; ALT, y-GT,
ukupni i direktni bilirubin), a iz homogenate jetre
odreden je intenzitet lipidne peroksidacije 1
aktivnost antioksidativnih enzima (CAT, GSH-PX,
GSH-R, GSH-ST). Isecci tkiva jetre su histoloski
obradeni i bojeni hematoksilin-eozin metodom i
histohemijskim metodama (retikulin, Mallory,
Periodic Acid Schiff- Alcian Blue (PAS/AB)).
Imunohistohemijski  je ispitana proliferacijal
hepatocita (Ki-67), markeri apoptoze (p53, Bcl-2,
Bcl-X, Bax) i ekspresija nuklearnog farnesoid X
receptora (FXR). Rezultati istrazivanja pokazuju
da ispitivane ZK pomazu oguvanje telesne mase u
holestazi i dijabetesu, i znacajno snizavaju
glikemiju kod dijabeti¢nih jedinki. Parametri
jetrene funkcije u holestazi i dijabetesu su
regulisani primenom MK i UDK. Obe ZK u
znacajnoj meri  smanjuju intenzitet lipidne

peroksidacije i pojacavaju enzimsku
antioksidativnu odbranu hepatocita u holestazi i
dijabetesu.

Ekspresija markera apoptoze nije znacajno
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promenjena izazvanjem modela holestaze i
dijabetesa, kao ni primenom ispitivanih ZK.
Nasuprot tome, izazivanje holestaze i dijabetesa
znac¢ajno smanjuje proliferaciju hepatocita, dok
primena MK i UDK poniStava ovaj efekat i
znacajno povecava proliferaciju  hepatocita.
Hiperglikemija u aloksanskom dijabetesu nije
dovela do pojacane ekspresije FXR. Izazivanje
holestaze kod zdravih i dijabeticnih Zivotinja
dovelo je do porasta ekspresije FXR, koja je
redukovana primenom MK i UDK.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se
zakljuciti da sintetska 12-monoketoholna Kiselina
pokazuje sli¢na hipoglikemijska,
hepatoprotektivna i antioksidativna dejstva kao i
prirodna ursodeoksiholna kiselina.
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Abstract: AB

Bile acids (BAs) are structurally diverse
molecules, which have theroles in the digestive
system, which are exercised through the bile.
Beside those, BAs act as a signaling molecules
and achieve endocrine and paracrine effects. In
addition to its own metabolism, bile acids
modulate the metabolism of lipids and glucose.
The fact that so far only ursodeoxycholic acid
(UDC) is used for therapeutic purposes, speak|
clearly about of numerous limitations on the
application of other natural BAs, and highlights
the need to develop new synthetic Bas and
ligands.

The aim of this study was to investigate]
the influence of synthetic 12-monoketocholic acid
(MC) and natural bila acid UDC in the model of
cholestasis and alloxan-induced diabetes. Tests
were performed on male Wistar rats. We analyzed
the body mass, glucose, liver function tests (AST,
ALT, y-GT, total and direct bilirubin). Using liver
tissue homogenates we determined intensity off
lipid peroxidation (by concentration off
malondilaldehyde) and the activity of antioxidant
enzymes (CAT, GSH-Px, GSH -R, GSH-ST).
Liver tissue were histologically processed and
stained with hematoxylin-eosin  method and
histochemical methods (reticulin, Mallory,
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Periodic Acid Schiff- Alcian Blue (PAS / AB)).
Imunohistochemical examination included
hepatocyte proliferation (Ki-67), markers of
apoptosis  (p53, Bcl-2, Bcl-X, Bax), and
expression of the nuclear farnesoid X receptor
(FXR).

Results of the research show that MC
prevented decrease in body mass during
cholestasis and diabetes, and significantly reduced
glycemia in diabetic animals. The liver function
tests in cholestasis and diabetes are normalised by
MC and UDC aplication. Both BAs significantly|
reduce lipid peroxidation and enhance enzymatic
antioxidant defense of hepatocytes in cholestasis
and diabetes. The expression of markers of
apoptosis was not significantly changed in models
of cholestasis and diabetes, as well as the
application of the tested BAs. In contrast, in
cholestasis and diabetes model, the proliferation
of hepatocytes was significantly reduced, while
the use of MC and UDC reversed this effect and
significantly increased the proliferation off
hepatocytes. Hyperglycemia in alloxan-induced
diabetes did not lead to overexpression of FXR.
Induction of cholestasis in healthy and diabetic
animals resulted in an increase in the expression
of FXR, which is reduced by using the MK and
the UDC.

Based on these results we can conclude
that a synthetic 12-monoketocholic acid shows
similar  hypoglycemic, hepatoprotective and
antioxidant effects as natural ursodeoxycholic
acid.
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1.1. HistoloSka grada jetre

Jetra, kao organ, ima endokrinu i egzokrinu funkciju. Strukturne komponente jetre su a)
hepatociti, b) vezivnotkivna stroma, c) sinusoidni kapilari (sinusoidi), d) perisinusoidni
prostori i e) Kupferove i perisinusoidne (Ito) celije. Osnovom morfofunkcionalnom

jedinicom jetre mogu se smatrati: klasi¢ni jetrin lobulus, portni lobulus 1 jetrin acinus (1).

1.1.1 Klasi¢ni lobulus

Heksagonalni klasi¢ni lobulusi, su u humanoj jetri u fizioloskim uslovima, gusto
rasporedeni i razdvojeni oskudnim vezivnim tkivom strome (Slika 1.). Na mestu susticanja tri
klasi¢na lobulusa, nalaze se portni (Kiernanovi) prostori, u kojima se, u vezivnom tkivu,
nalaze elementi portne trijade, koju ¢ine a. interlobularis (ogranak hepati¢ne arterije), V.
interlobularis (ogranak portne vene) i dva do tri interlobularna Zzu¢na kanala (ductus
biliferus), a prisutan je i jedan ili vise limfnih sudova i nervna vlakna (1,2). Vezivo portnog
prostora nastavlja se na uski Molov prostor, koji je sa druge strane ograni¢en grani¢nom
plo€om, strukturom gradjenom od modifikovanih hepatocita. Grani¢na plo¢a ima brojne
otvore kroz koje u lobulus ulaze krvni sudovi (distributivne arteriole i venule), a izlaze zu¢ni
kanali. U centru klasi¢nog lobulusa nalazi se centralna vena, poCetna grana hepaticne vene.

Hepatociti su u lobulusu rasporedeni u vidu anastomozirajucih plo¢a (lamina hepatis,
Remakove gredice), gradenih od jednog sloja hepatocita, a pruzaju se radijarno u pravcu od
centralne vene prema portnim prostorima, tj periferiji lobulusa. Plo¢e hepatocita su
medusobno razdvojene vaskularnim prostorima, sinusoidima. Od krvnih sudova portnog
prostora polaze ogranci, distributivne arteriole 1 venule, koje probijaju grani¢nu plocu i
izlivaju krv u sinusoide. Nakon ulaska u sinusoide, dolazi do mesanja arterijske i venske Kkrvi,
krv usporava svoj tok i oti¢e ka centralnoj veni. Perisinusoidni, tj. Diseov prostor je uzani
prostor izmedu hepatocita 1 sinusoidnih kapilara (Slika 2). Granicu Diseovog prostora Cine
bazalne membrane endotelnih Celija sinusoida 1 bazalne povrSine hepatocita. Krv nije
direktno u kontaktu sa hepatocitima, ve¢ plazma prolazi kroz pore u zidu sinusoida i prelazi u
Diseov prostor, nose¢i hepatocitima hranljive i toksi¢ne materije, i preuzimajuci produkte

hepatocita. Celijska membrana hepatocita obrazuje mikrovile koji se pruzaju u Diseov prostor

2
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povecavajuci povrSinu preko koje se vrSi razmena materija. TeCnost Diseovih prostora je
ekvivalent limfe, 1 ona se jednim delom vra¢a u sinusoide a jednim delom ide u vezivo na

periferiji lobulusa (Molovi prostori).

sinusoid

v. centralis

klasicnt
lobulus

hepatocit

Portna trijada
ductus biliferus

v. interlobularis

a. intelobularis

sinusoid

hepatociti

Slika 1. Graficki prikaz klasi¢nog lobulusa jetre i histoloska slika dela lobulusa sa
portnim prostorom (3).

U Diseovim prostorima prisutne su i Ito ¢elije koje osim uloge u metabolizmu vitamina
A, mogu da se diferenciraju u pravcu miofibroblasta ili da sekretuju faktore rasta i

komponente strome (1,2,3).

1.1.2. Portni lobulus
Klasi¢ni lobulus je prvi opisan histoloski, zbog jasne ogranicenosti vezivnim tkivom,
ali morfofunkcionalnom jedinicom jetre moze se smatrati i portni lobulus koji je morfoloski
odraz mreze zuc¢nih puteva. Portni lobulus zahvata delove tri susedna klasi¢na lobulusa iz

kojih se stvorena Zu¢ izliva u jedan zuc¢ni kanali¢. To je segment tkiva koji na preseku ima

3
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oblik jednakostrani¢nog trougla (Slika 3), u ¢ijem se centru nalazi portni prostor, odnosno
zu¢ni kanali¢i portnog prostora (ducti biliferi), a uglove ovog lobulusa ¢ine tri susedne
centralne vene najblize tom portnom prostoru. Stranice portnog lobulusa su linije koje

povezuju uglove lobulusa tj. centralne vene (2).

1.1.3. Jetrin acinus
Tre¢i koncept strukturne organizacije jetre, tj jetrin acinus ili Rapaportov acinus,
pogodan je za tumacenje metabolicke aktivnosti i patoloSkih procesa u jetri (tok i redosled
procesa degeneracije hepatocita kod toksi¢nih 1 hipoksi¢nih oSte¢enja). To je segment tkiva
jetre oblika romba, koji zahvata otprilike po Sestinu svakog od dva susedna klasi¢na lobulusa

jetre, zajedno sa interlobularnim vezivom koje ih razdvaja.

KLASICNI LOBULUS PORTNI LOBULUS JETRIN ACINUS
. . .. ... ’.. V. centralis
a.interlobularis ®
d. biliferus—g¢_@
Qe Qe @@ _Zonalll
v. interlobularis”” @ ® [ = —
- Zona
v. centralis— | : - //,. Zona |
@ & 2o o
(] @
... 0. */( o. ..o
o >.\ .
‘2 & *f e e o
@ L] (] [}
4 4 e g

Slika 2. Sematski prikaz klasi¢nog i portnog lobulusa jetre i jetrinog acinusa (3).

Temena tako zamiS$ljenog acinusa €ine dva bliska portna prostora 1 dve centralne vene
susednih klasi¢nih lobulusa. U centru jetrinog acinusa, nalaze se distributivne arteriole i
venule. Na osnovu udaljenosti od distributivnih venula, hepatociti jetrinog acinusa mogu se
razvrstati u tri koncentri¢ne zone: periportalna zona, zona I (u blizini distributivnih krvnih
sudova, tj na periferiji klasicnog lobulusa), centrolobularna zona, zona III (hepatociti oko

centralne vene) i zona II (izmedu hepatocita zone I i II1, tj sredi$nji deo acinusa) (Slika 3) (1).
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Celije navedenih zona su u nejednakoj meri izlozene supstancama iz krvi, posebno kiseoniku
1 toksi¢nim materijama, te imaju razlicit stepen metaboli¢ke aktivnosti, distibucije 1 aktivnosti
enzima 1 “sudbinu” u slucaju ishemije, intoksikacije i1 holestaze. Hepatociti zone I su
metabolicki najaktivniji, u najpovoljnijem su poloZaju Sto se ti¢e ishemije, ali 1 najugroZeniji
u slucaju intoksikacije ili holestaze. Nasuprot njima, hepatociti zone III su u najgorem
polozaju kod cirkulatornih i ishemijskih poremecaja, a u najpovoljnijem kod toksi¢nih i

holestaznih premecaja (3).

1.1.4. Hepatocit
Hepatociti su dominantan tip ¢elija jetre (80% celijske populacije u jetri). Poligonalnog
oblika, bogate mitohondrijama i glatkim endoplazmatskim retikulumom, mono- ili

binuklearne, sa nekoliko nukleolusa (1).

Slika 3. Hepatocit (H).

Legenda: (a) transmisioni elektronski mikroskopo (TEM, x9500) - Zu¢ni kapilar izmedu dva
hepatocita (BC) u ¢ijem se lumenu zapazaju kratki mikrovili. U citoplazmi hepatocita uo€ava
se jedro (N), brojne mitohondrije (M) 1 Goldzi kompleks (G) a prema perisinusoidnim
prostorima (PS)membrana hepatocita formira brojne mikrovile. Uocava se i endotelna ¢elija
(E) koja oblaze lumen sinusoida (S). (b) skening elektronski mikroskop (SEM)- zu¢ni kapilar
(BC) koji se pruza po povrsini éelije (3).
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Hepatociti su vrlo polarizovane ¢elije tako da razlikujemo sinusoidalni (bazalni,
bazolateralni) odeljak plazmaleme, sa brojnim mikrovilima, okrenut prema sinusoidima i koji
je u kontaktu sa plazmom iz sinusoida; bilijarni (kanalikularni) odeljak plazmaleme, koji ¢ine
naspramno postavljena udubljenja plazmaleme susednih hepatocita formiraju¢i kanali¢ (2um)
u koje se sekretuje zu¢. Ovi kanali zovu se Zucni kapilari (canaliculi biliferi) i predstavljaju
pocetne puteve bilijarnog sistema (Slika 3, Slika 4).

Oko kapilara, membrane dva susedna hepatocita su ¢vrsto povezane okludentnim i
adherentnim Celijskim vezama, koje spreCavaju isticanje Zuci iz Zucnih kapilara.
Kanalikularni domen plazmaleme takode obrazuje mikrovile koji prominiraju u Zucne
kapilare radi povecanja povrSine sa koje se sekretuje zu¢. Citoplazma hepatocita u kontaktu
sa plazmalemom koja ucestvuje u formiranju zu¢nih kapilara, sadrzi veliku koli¢inu aktinskih
1 intermedijernih filamenata, ¢ijom kontrakcijom se Zu¢ potiskuje ka periferiji lobulusa (1,2).

_ ?“E"f}‘rﬁ““a“ (canaliculi b_j]ifeﬂ)l-

- interlobularmi
L Zucni kanal

L  (ductas
‘interlobularis’)

zucni'kanaliéi
(ductuli biliferi. Heringowi kanali)

hepatociti
Slika 4. Zuéni putevi lobulusa jetre (3).

Pojedini autori pored termina kanalikularni i bilijarni odeljak (domen) plazmaleme,
koriste i termin apikalni pol hepatocita (4) ili lateralni odeljak (2). Polarizacija hepatocita i
plazmaleme, omogucena je: 1) okludentnim vezama koje zatvaraju zu¢ni kapilar; 2)

specificnom distribucijom elemenata citoskeleta hepatocita; 3) razli¢itom distribucijom
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transportnih proteina u tom odeljku membrane i 4) razli¢itom distribucijom raznih molekula i
vezikula (4).

U nivou graniéne plo¢e Zucni kapilari se ulivaju u zu¢ne kanali¢e (ductuli biliferi)
poznate pod nazivom Heringovi kanali, koji su ujedno prvi bilijarni putevi koji imaju
sopstveni zid, obloZen kubi¢nim epitelom. Heringovi kanali spajaju Zucne kapilare sa Zu¢nim

putem portnog prostora, interlobularnim zué¢nim kanalom (ductus biliferus) (1) (Slika 4).

1.2. Zu&ne kiseline

Zuéne kiseline (ZK) su strukturno raznoliki molekuli sintetisani u jetri. Pored uloge u
digestivnom sistemu koju ostvaruju putem zuci, postalo je jasno da imaju i druga dejstva koja
ostvaruju kao signalni molekuli, pre svega putem receptora ZK. Nakon sinteze u
hepatocitima, zu¢ne kiseline (ZK) se ekskretuju kao konjugati glicina i taurina, $to ih &ini

formi anjonskih soli, i nazivaju se zu¢nim solima (ZS) (5).

1.2.1. Sinteza i metabolizam zuénih kiselina

Hepatociti su mesto sinteze ZK, a holesterol predstavlja polazno jedinjenje. Nizom
hemijskih reakcija nastaju polarna jedinjenja, tj osnovne Zzuc¢ne kiseline, holna i
henodeoksiholna koje se potom sekretuju u zué¢ (6, 7). Mehanizam transformacije holesterola
u primarne ZK, klasi¢nim putem, odvija se u vise etapa. Prva u nizu reakcija je reakcija
hidroksilacije na C7 u a polozaju koju katalizuje enzim holesterol-7-a-hidroksilaza
(CYP7A1). Ovaj enzim inicira prvi i ograni¢avajuéi (rate-limiting) proces u sintezi ZK
klasi¢nim putem, &iji je krajnji proizvod primarna ZK, holna kiselina (7,8, 9).

Znacajna je 1 reakcija hidroksilacije na C12a poloZaju (regulisana enzimom CYP8BI)
koja kontroliSe odnos sinteze holne i henodeoksiholne kiseline (7,8,9) Alternativni put sinteze
inicira sterol 27-hidroksilaza (CYP27A1), i vodi produkciji henodeoksiholne kiseline (10).

Druga faza u metabolizmu ZK je konjugacija karboksilne grupe aminokiselinama
glicinom i taurinom pre sekrecije u Zucne kanalice, $to znatno povecava polaritet i
rastvorljivost ZK u vodi (7, 9).

Slede¢a etapa metabolizma ZK odvija se tokom prolaska kroz tanko crevo i kolon, gde se

7K menjaju (dekonjugacija i 7a-dehidroksilacija) pod dejstvom enzima koje proizvodi stalna
7
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bakterijska flora, i pri ¢emu prelaze u sekundarne ZK — deoksiholnu i litoholnu. Mesavina
primarnih i sekundarnih ZK se apsorbuje u ileumu.

U krvi, ZK se prenose do hepatocita u vidu kompleksa sa albuminima (9), pri transportu u
hepatocit oslobadaju se albumina, da bi u hepatocitima ponovo doslo do konjugacije ZK i
njihove re-ekskrecije u Zuénu kesu (6, 7). Ovaj kontinuirani proces ekskrecije ZK u Zug,
njihova cirkulacija i transformacija u tankom crevu i povratak u jetru u vidu mesavine zu¢nih

soli 1 kiselina, naziva se enterohepati¢na cirkulacija (EHC) (6, 9).

1.2.2. Membranski sistemi transporta zué¢nih kiselina i zuénih soli u hepatocitima

U jetri se ZK preuzimaju na sinusoidnom odeljku membrane hepatocita, a potom opet
izlucuju iz hepatocita na kanalikularnom odeljku membrane, §to se oznacava nazivom
transhepati¢ni fluks ZK (trans-hepatic bile acid flux) (11,12). Promet tj. sekrecija i apsorpcija
ZK i ZS kroz ¢elijske membrane omoguéena je postojanjem transportera, specijalizovanih

proteina ¢elijske membrane (Slika 5).

1.2.2.1. Membranski sistemi transporta na kanalikularnom odeljku membrane
hepatocita

Na kanalikularnom odeljku membrane hepatocita se izlu¢uju komponente Zuci kao §to su
7K i Z8, fosfolipidi i holesterol.

Pumpa za ekskreciju zu¢nih soli (bile salt export pump - BSEP) je glavni ekskretorni
transporter prisutan isklju¢ivo na kanalikularnoj membrani hepatocita. BSEP primarno
transportuje konjugovane ZK (osim holne) na ATP-zavistan nadin (5,13). BSEP je takodje
ukljucen u transport farmaceutika (13, 14). Njegova ekspresija je pod kontrolom nuklearnih
receptora, a ekspresija moze biti smanjena u prisustvu inflamatornih medijatora 1 estrogena
(12).

Kanalikularna membrana hepatocita poseduje i druge transportne sisteme kao §to su:

- MDR (multidrug resistence protein) transporteri za ekskreciju fosfolipida zu¢i (MDR1
transporter je ukljuéen u ekskreciju lipofilnih katjona u koje spadaju brojni lekovi i
karcinogene supstance),

- ABCG5/8 za transport holesterola,

- MRP (multi resistance protein) transporteri su specifi¢niji za ekskreciju konjugovanog

bilirubina, nekih oblika ZK i drugih organskih anjona (hemoterapeutika, antibiotika,
8



Uticaj sintetske 1 prirodne zu¢ne kiseline na oksidativni stres i apoptozu hepatocita
- doktorska disertacija -

leukotriena, glutationa, toksina i teSkih metala), ¢ime uti¢u na farmakokinetiku lekova.
Poznato je da je u holestatskoj bolesti jetre, smanjena ekspresija jednog ¢lana ove grupe
transportera (MRP2) (5).

- BCRP (breast cancer resistance protein) olakSava prenos potencijalno toksi¢nih
ksenobiotika i karcinogena iz ishrane,

- MATE (multidrug and toxin extrusion transporters) i

- ABC transportera (adenosine triphosphate (ATP)-binding cassette (ABC) transporter)
(5, 12).

1.2.2.2. Membranski sistemi transporta na sinusoidnom odeljku membrane
hepatocita

Na sinusoidnom odeljku membrane hepatocita vr§i se apsorpcija ZK koje su putem
portnog krvotoka stigle u Diseove prostore. U Diseovom prostoru ZK su vezane za nosade
(albumin i lipoproteine poput HDL), od kojih se odvajaju nakon kontakta sa sinusoidalnom
membranom. Vise od 80% konjugovanih ZS se reapsorbuje u jetru tokom prvog prolaza,
dominantno putem natrijum-zavisnog transportnog sistema (Na"*-taurocholate cotransporting
polypeptide -NTCP) ali i natrijum-nezavisnog transporta (5, 12, 15, 16). Najve¢i deo
ekstrakcije iz krvi obavlja se NTCP transporterima na sinusoidalnom odeljku membrane
hepatocita zone . Hepatociti zone III (oko centralne vene) u nesto ve¢oj meri ukljuéeni su tek
u momentima preopterecenja sa ZK, kao npr u holestazi. NTCP genska ekspresija je
suprimirana visokim koncentracijama ZK u samim hepatocitima, §to doprinosi smanjenom
preuzimanju ZK iz krvi, a samim tim smanjenjem koncentracije ZK u hepatocitima i
hepatotoksi¢nosti. ZK svoj uticaj na transkripciju NTCP sprovode putem nuklearnih
receptora i njihovih sistema. Osim ZK, na ekspresiju i funkciju NTCP uti¢u i hormoni
(estrogen, prolaktin) i proinflamatorni citokini. Ekspresija NTCP je smanjena u holestatskim
bolestima ljudi i animalnim modelima holestaze, kada smanjena ekspresija NTCP smanjuje
preuzimanje 7K iz krvi i deluje hepatoprotektivno (5,12, 13, 17, 18,19). Pored natrijum-
zavisnog transporta NTCP, natrijum-nezavisno hepaticno preuzimanje vrSi se

multispecifiénim transporterima organskih anjona (organic anion transporting polypeptides



Uticaj sintetske 1 prirodne zu¢ne kiseline na oksidativni stres i apoptozu hepatocita
- doktorska disertacija -

(Oatps/OATPs) (5, 13). Osim transportera ukljuéenih u preuzimanje ZK i ZS iz krvi, na

sinusoidnoj membrani hepatocita postoje i alternativni ekskretorni transporteri.

Alternativni ekskretorni transporteri
Z»F ZK Z,I\(

00

-QliZ)> KBLR, ZK, OA

zK <--- i ssep ' iK
Sinusoidalni odelja Kanalikularni

membrane hepatocit &P FL odeljak membrane
(preuzimanje ZK) (ekskrecija ZK)

7K -aamimes> <
o @) > Hol, ZK

A

Slika 5. Glavni transportni proteini na sinusoidnom i kanalikularnom odeljku membrane
hepatocita (12).

Ovi alternativni ekskretorni transporteri se aktiviraju u uslovima preopterecenosti
hepatocita sa ZK. ZK se tako izlu¢uju u krv i putem sinusoidalne krvi stizu do bubrega i
izlu€uju urinom iz organizma. Ovi alternativni efluksni transporteri obuhvataju MRP3, MRP4

i OSTo/OSTp (organic solute transporters) (12).

1.2.3. Poremeéaji metabolizma ZK

Poremecéaji metabolizma ZK mogu se javiti kao posledica a) urodjenih ili stedenih
poremecaja sinteze, b) poremecaja u transportu do zucne kese, ¢) poremecaja enterohepaticne
cirkulacije i d) holestaze.

1.2.3.1. Holestaza

Termin holestaza, etimoloski oznafava zastoj Zuci, i najkra¢e se moze definisati kao
poremecaj izlu€ivanja Zuci iz jetre. U funkcionalnom smislu, holestaza podrazumeva
insuficijenciju bilijarne sekrecije hepatocita sa sledstvenim nakupljanjem u krvi i tkivu jetre

onih materija koje se normalno izlu¢uju putem zuci (20, 21).
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U klinickom i biohemijskom aspektu, holestaza se odnosi na grupu simptoma i znakova u
koje spadaju zutica, pruritus, povisene vrednosti konjugovanog bilirubina u krvi kao i alkalne
fosfataze, zuénih kiselina i dr. Holestaza moze biti akutna ili hroni¢na, a prema primarnoj
lokalizaciji uzroka holestaze (a i iz prakti¢nih razloga), holestaza se deli na intrahepati¢nu 1
ekstrahepati¢nu (22,23).

Uzroci intrahepati¢ne holestaze su brojni, te je u upotrebi podela na

a) intralobularnu intrahepati¢nu holestazu (kongenitalni uzroci, oSte¢enje hepatocita
hepatotoksi¢nim virusima 1 supstancama, sepsa, paraneoplastiéni sindromi, oStecenje
bilijarnog domena membrane, holestazni sindromi i drugo), i

b) ekstralobularnu intrahepati¢nu holestazu (uzroci na nivou intrahepati¢nih bilijarnih
vodova: primarna bilijjarna ciroza, primarni skleroziraju¢i holangitis, mukoviscidoza,
parazitoze, Carolieva bolest i drugo) (20,22,23).

Sa morfoloskog stanovista, definicija holestaze zavisi od pristupa: makroskopski,
oznacava zelenu ili mestimi¢nu zeleno-smedu prebojenost jetre; svetlosnomikroskopski
posmatrano, oznacava prisustvo zu¢nog pigmenta u tkivu jetre; na elektronskom mikroskopu
uoéljive su promene na sekretornom aparatu hepatocita. Cesto klini¢ki jasna holestaza nije
evidentna na histoloskom materijalu, po$to moze do¢i do ispiranja pigmenta tokom tehnicke
obrade materijala ili pak, da je holestaza u ranom stadijumu i1 da nije doslo do formiranja
svetlosnomikroskopski uocljiviih elemenata holestaze (20,22).

Svetlosnomikroskopski intra- i ekstrahepaticna holestaza imaju vise zajednickih odlika
kao $to su: prisustvo zu¢nog pigmenta u ¢elijama i izvan Celija (bilirubinostaza), oStecenje
hepatocita, proliferacija Zuénih duktusa i zapaljenje. Zucni pigment je stalno obeleZje
holestaze, i moze se videti u hepatocitima i Kupferovim c¢elijama (20). U ekstra- i
intrahepati¢noj holestazi, u pocetku je prisutna predominantno centrolobularna lokalizacija
pigmenta. Periportalni hepatociti sekretuju najveéi deo ZK, sa sobom povla¢e vodu, tako da
je sadrzaj teCnosti koji se sekretuje u periportalnoj zoni veci nego centrilobularno. Ova
ginjenica i deterdzentsko dejstvo ZK u periportalnoj zoni, rastvaraju agregate bilirubina u
ovoj zoni. Nasuprot tome, u centolobularnoj zoni hepatociti imaju izraZeniju mikrozomalnu
aktivnost, Sto ih ¢ini podloZnijim oStec¢enju toksicnim supstancama, i favorizuje deponovanje

pigmenta u holestatskom oStecenju jetre (21,22).
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Ostecenje hepatocita deSava se relativno rano u holestazi, i moze biti uzrokovano

zadrzavanjem ZK ili usled pritiska prosirenih zuénih kanali¢a na okolne hepatocite.

Slika 6. Prisustvo pigmenta u zuénim kapilarima (tzv. kanalikularna holestaza) pri
holestatskom ostecenju jetre usled dugotrajne primene oralnih kontraceptiva (HE, x200)
(24).
Hepatociti najpre u centralnoj zoni, pokazuju karakteristi¢nu promenu koja se ogleda
u pojavi ,,paperjaste” (feathery), tj retikularne degeneracije i kasnije smrti hepatocita.
Retikularno degenerisani hepatocit je hidropsno promenjene citoplazme (,,oteGene®), sa
pretezno perinukleusnim retikularnim ili granularnim ostacima citoplazme koji mogu biti
zelenkasto ili Zuckastobraonkasto prebojeni (20,21,22). Sa trajanjem holestaze, ove promene
se javljaju i u srednjoj i periportnoj zoni lobulusa. Istovremeno sa nakupljanjem Zzuénog
pigmenta u hepatocitima, zu¢ se akumulira 1 u zuénim kanali¢ima koji se dilatiraju, te dolazi
do formiranja bilijarnih ,tromba®“. U zu¢nim duktusima mogu da se vide veée strukture
poznate kao zucni ,.cilindri, koji u slucaju prskanja formiraju zucna ,jezerca“ i zucne

ninfarkte® (20,21,22).
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Slika 7. Prisustvo pigmenta u hepatocitima (tzv. hepatocelularna holestaza) kod
holestatskog ostecenja jetre usled primene lekova (HE, x400) (24).
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Slika 8. Paperjasta degeneracija hepatocita (strelica) i kanalikularna holestaza (trougao) kod
ostecenja jetre lekovima (HE, x400) (24).

Elektromikroskopska obelezja holestaze su 1) promene na bazolateralnoj membrani
hepatocita u vidu proSirenosti intercelularnog prostora sa razvojem mikroresica na lateralnoj
membrani; 2) izduzenost i iskrivljenost kristi mitohondrija; 3) povecan broj peroksizoma; 4)
dilatacija i hipertrofija glatkog (agranulisanog) endoplazmatskog retikuluma, i smanjenje i

degranulacija granulisanog endoplazmatskog retikuluma; 5) povecan broj vezikula i vakuola
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u citoplazmi, kao znako poremeéenog vezikularnog transporta; 6) uvecanje broja i volumana
sekundarnih lizozoma 1 autofagnih vakuola, koji sadrze inkluzije bilijarnog pigmenta
(konjugovani bilirubin); 7) pseudobilijarne inkluzije (vakuole okruzene membranom koje
sadrze osmifilnu, lamelarnu do spiralnu materiju) koje daju izgled koji se prepoznaje kao
paperjasta degeneracija; 8) promene citoskeleta, u vidu hipertrofije mikrofilamenata, stvarnje
Mallory hijalina od intermedijernih filamenata, poremecaja mikrotubula, §to ujedno vodi
poemecaju funkcije medjucelijskih veza i povecanoj proprustljivosti membrane hepatocita
(22,25).

1.2.3.1.1. Ostecenje jetre i holestaza izazvana lekovima i toksinima

Jetra je centralni organ u procesima selektivnog preuzimanja, metabolizma i
ekskrecije lekova, ksenobiotika i toksina iz spoljasnje sredine (26).

Mnogi hemijski agensi mogu da oStete tkivo jetre. Prema nacinu na koji to postizu,
delimo ih na a) prave, suStinske hepatotoksine (intrinsic) koji izazivaju dozno zavisno
oStecenje kod svih izlozenih osoba ili eksperimentalnih Zivotinja, 1 b) idiosinkrazijske, Cije
dejstvo je nepredvidivo i deluju na ograni¢en broj ljudi, ¢esto u maloj dozi, i predstavlja
urodenu povecanu osetljivost na odredene materije (20). Pravi hepatotoksini se dele na dve
grupe: direktne i indirektne prave hepatotoksine.

Direktni (metabolic category) deluju tako $to oni sami ili produkti njihovog metabolizma
direktno osStecuju hepatocite i njihove organele (npr. peroksidacijom membranskog sistema
¢elije) uzrokujuéi promene ili destrukciju membrane kako hepatocita tako i drugih éelija tkiva
jetre. Efekti su dozno zavisni, a mehanizam oStec¢enja jednak kod svih vrsta. OStecenje je
zonalno, najéeSc¢e ali ne iskljucivo centrilobularno. Poznati direktni pravi hepatotoksini su
ugljen-tetrahlorid, hloroform, fosfor, acetaminofen, toksini gljiva (21, 27).

Indirektni pravi hepatotoksini prvo dovode do promene nekih funkcija ili selektivnih
struktura hepatocita, a potom nastaje oStecenje i smrt ¢elije. Prema mehanizmu dele se na:

- Citotoksi¢ne indirektne prave hepatotoksine 1

- Holestazne indirektne prave hepatotoksine.

Holestazni indirektni toksini deluju selektivno na mehanizme sinteze i sekrecije
elemenata zu¢i ili na mehanizme njihovog preuzimanja iz Krvi. Primeri holestaznih

indirektnih hepatotoksina su anabolni i kontraceptivni steroidi (20,22).
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Prema konsenzusu Veca za Internacionalne Organizacije medicinskih Nauka (Council of
International Organizations of Medical Sciences - CIOMS), hepatotoksi¢nost izazvana
lekovima moze se podeliti na holestatsku, hepatocelularnu i meSovitog tipa (27, 28).

Ostec¢enja mogu biti akutna i hroni¢na, a akutna toksicna oStecenja jetre holestaznog tipa
mogu se grupisati u dve kategorije: 1) akutno holestatsko oStecenje sa hepatitisom
(holestatski hepatitis), 2) akutno holestatsko oStecenje bez hepatitisa (pure, bland cholestasis)
(27) dok po nekima postoji 1 tre¢a kategorija: holestaza sa duktopenijom/ povredom Zucnih
kanala (cholangiodestructive cholestasis) (26, 28).

Holestaza bez hepatitisa ili ,,Cista“ holestaza (u daljem tekstu za ovaj entitet ¢e se koristiti
termin holestaza) je najceSce posledica estrogena, oralnih kontraceptivnih steroida 1 17a-
alkiliranih androgenih steroida, a rede kod upotrebe ciklosporina A, tamoksifena,
1/ili kanalikulima i najizrazeniji su u zoni III acinusa. Inflamacija 1 hepatocelularno ostecenje
se retko vidaju ili su odsutni (27).

Osim formiranja toksi¢nih metabolita i direktnog oSteéenje hepatocita i zu¢nih puteva,
veliki znacaj u potencijalnom mehanizmu nastanka holestaze daje se poremecajima
ekskrecije komponenti zuci. Poslednji pomenuti mehanizam je mozda i najznacajniji posto
veliki broj lekova i toksina predstavlja supstrat za transportne proteine lokalizovane na
bazolateralnom i kanalikularnom odeljku membrane hepatocita. Ovaj mehanizam nastanka
holestaze, naziva se ponekad i ,,steroidna Zutica®, obzirom da su najce$¢i kauzalni agensi

C17-alkilirani i kontraceptivni steroidi (28).

1.2.3.1.2. Holestaza izazvana primenom etinilestradiola

Ustanovljeno je nekoliko modela izazivanja intrahepati¢ne holestaze koja odgovara
promenama kod holestaze kod ljudi (endotoksini, primena lekova, primena toksina biljaka i
gljiva 1 dr) ali ipak jedan od najceS¢e primenjivanih modela je holestaza izazvana primenom
etinilestradiola (EE) i njegovih metabolita (18)(29). Poznato je da estrogeni uzrokuju
reverzibilnu intrahepati¢nu holestazu kako kod ljudi, tako i kod glodara(19). Kod pacova,
aplikacija sintetskog estrogena, uzrokuje smanjen protok Zzuc¢i i1 naruSsava nekoliko
transportnin  mehanizama kako na bazolateralnoj tako i na kanalikularnoj membrani

hepatocita (30). Sta vise, pokazalo se da EE dovodi do blagog porasta ZK u serumu, ali ne i
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unutar hepatocita i dovodi do manjih morfoloskih promena hepatocita (31,32,33). Po
istrazivanju EI-Sisi i saradnika, oste¢enju hepatocita i njihove funkcije putem EE doprinosi i
oksidativno ostec¢enje (34,35). EE smanjuje nivo antioksidanata (glutationa) i ekskreciju
bikarbonata (36,37,38). Osim toga, moze do¢i do ,,curenja“ komponenti zZuci, s obzirom da je
jo$ ranije ustanovljena povecana propustljivost meducelijskih tesnih veza indukovana
farmakoloskim dozama EE (39).

Dejstvo EE ostvaruje se i putem receptora estrogena tipa alfa (ERa) za koje je dokazano
da ucestvuju u nastanku EE-indukovane holestaze (31,40). Henriquez-Hernandez LA i
saradnici, pokazali su da je EE-indukovana holestaza udruZena sa rapidnim promenama
nekoliko bioloskih puteva, ukljucujuéi transport ZK, aktivaciju nuklearnih receptora ZK i
interakciju sa hormonima epifize (31). Ostecenje jetre pod uticajem EE odgovaraju
ostecenjima po tipu intrahepati¢cne holestaze bez hepatitisa (bland, tj “ciste” holestaze). U
zoni 11 acinusa jetre prisutni su znaci nakupljanja pigmenta kako u hepatocitima tako i u
zuénim kapilarima (41), a ustanovljeno je i da hepatociti pod uticajem EE pokazuju povec¢anu
mitotsku aktivnost (31).

1.2.4. Funkcije zuénih kiselina i nuklearni receptori zuénih kiselina

1.2.4.1. Funkcije Zué¢nih kiselina

Zuéne kiseline su konaéni produkt katabolizma holesterola u ljudskom organizmu. S
obzirom da tkiva ne mogu razgraditi steroidno jezgro, te da je nerastvorljiv u vodi, holesterol
ulazi u sastav agregata sa fosfolipidima i ZK tj ZS, $to im daje ulogu jednog od glavnih
nadina eliminacije holesterola (7). Poznato je da je intenzitet sekrecije ZK determiniguéi
faktor za sekreciju drugih sastojaka zuci (9).

Druga vazna uloga ZK je proces emulgovanja lipida i liposolubilnih vitamina (A, D E i
K), kako bi se omogucio njihov transport, i/ili priprema za razgradnju od strane pankreasnih
enzima (8). Odnos hidrofobnih i hidrofilnih svojstava svake pojedinaéne ZK uti¢e na njena
fizicko-hemijska svojstva i fiziolosku ulogu (7)(4). In vivo studijama, prema opadaju¢em
stepenu hidrofilnosti ZK i njihovih konjugata, dobijen je slede¢i poredak: ursodeoksiholna
(UDK) > holna > henodeoksiholna > deoksiholna > litoholna > konjugati taurina > konjugati

glicina > slobodne kiseline (6). Od same ukupne koncentracije ZK u Zzuéi, moguée je da
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sastav ZK jo§ u veéoj meri determinide ekskreciju holesterola i drugih lipidnih materija

putem Zuci (9)(21).

Alternativni ekskretorni transporteri 7K
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Slika 9. Uticaj nuklearnih receptora ZK na transportere na sinusoidnom i kanalikularnom
odeljku membrane hepatocita (12).

Ekskrecija

Danas je poznato da ZK deluju i kao signalni molekuli i ostvaruju kako endokrina tako i
parakrina dejstva, vezano za sintezu i homeostazu ZK, metabolizam lipida i glukoze,
energetski metabolizam ¢elije, modulaciju imunog sistema i odgovora, aktivaciju apoptoze,
antibakterijski efekat, mikrocirkulaciju i regeneraciju jetre i drugo (42,43).Tri, a po nekima
Getiri signalna mehanizma su odgovorna za navedene uloge ZK, a to su: aktivacija puta
MAPK (mitogen-activated protein kinase), vezivanje za membranske receptore ZK,
aktivacija nuklearnih receptora i modulacija jonskog protoka (flux) Sto dovodi do aktivacije

NADPH oksidaze, smanjenja volumena ¢elije i apoptoze (11, 42, 44).
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1.2.4.2. Nuklearni receptori ZK

1.2.4.2.1. Farnesoid X receptor

Porast koncentracije ZK mozZe voditi teskim o$teéenjima jetre pa i razvoju tumora, te je
neophodno da koncentracija ZK (bile acid pool size?) bude dobro regulisana. Poznato je da
7K regulisu sopstvenu biosintezu, detoksikaciju i transport u jetri i crevima, a FXR ima
esencijalnu ulogu u odrzavanju homeostaze ZK i zadtiti od akumulacije potencijalno
toksiénih ZK. FXR je jedan od receptora ZK aktiviranih ligandom koji svoje efekte ostvaruje
modulacijom ekspresije ciljanih gena. FXR je klasifikovan kao nuklearni receptor ZK
obzirom da su u fizioloSkim koncentracijama, one najpotentniji endogeni ligandi. FXR je u
najve¢oj meri prisutan u tkivu jetre, bilijarnog epitela, enterocita tankog creva, epitelu
bubreznih tubula i1 nadbubreznih Zzlezdi (42, 44). Vezivanje liganda dovodi do
konformacijskih promena FXR proteina, otpustanja ko-represornih proteina i mobilizacije ko-
aktiviraju¢ih proteina, $to pospesuje remodelovanje hromatina i aktivaciju i transkripciju
ciljanog gena (23)(45).

U jetri, ZK putem FXR-zavisnih mehanizama suprimiraju transkripciju enzima CYP7AL i
CYP8BI, ¢ime kontrolisu nivo sinteze ZK i hidrofobnost ukupnog sadrzaja ZK (42.,44). Od
posebnog znacaja je FXRa-posredovana indukcija ekspresije atipiénog nuklearnog
hormonskog receptora (short heterodimer partner - SHP), koji interaguje sa viSe
transkripcionih faktora (hepatocyte nuclear factor 4o (HNF-4o), liver receptor homolog-1
(LHR-1)), koji se vezuju za promotorne regione gena enzima odgovornih za sintezu ZK,
inhibira njihovu transkripciju i omogucéava negativnu povratnu spregu u kontroli biosinteze
ZK (11,42,44). ZK reguli$u i menjaju sekreciju zué¢i kako dugoro¢no, na transkripcionom
nivou, tako i kratkoro¢no, na posttranskripcionom nivou, izmenom ekspresije transportnih
proteina na membrani. Tako ZK putem FXR (bez koaktivnosti SHP), indukuju transkripciju
BSEP, MDR3 i MRP2 transportera, pospeSuju¢i sopstvenu ekskreciju 1 sprecavanje
akumulacije toksi¢nih ZK (42). Kratkoro¢na regulacija kanalikularne sekrecije zu¢i odigrava
se putem internalizacije i1 endocitoznog vracanja transportnh proteina iz i u Celijsku
membranu i razli¢ito je regulisana hidrofilnim i hidrofobnim ZK (46,47).

Preuzimanje ZK iz portnog krvotoka odigrava se preko sinusoidalne membrane, najve¢im

delom (oko 80%) putem NTCP. ZK putem FXR-SHP zavisnih mehanizama mogu da
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suprimiraju aktivnost i ekspresiju NTCP i drugih transportera zaduZzenih za preuzimanje ZK
(na primer OATPs), ¢ime stite hepatocite od akumulacije toksi¢nih ZK (42).

Povezanost ZK i regulacije glikemije uoéena je kada je kod pacijenata sa dijabetesom tipa
2, radi regulisanja dislipidemije primenjen holestiramin, derivat ZK, koji je osim sniZavanja
vrednosti ukupnog i LDL- holesterola, snizio glikemiju za 13%. Uticaj FXR na metabolizam
glukoze i dalje je predmet diskusije (11,48,49). Po istrazivanju Duran-Sandoval i saradnika,
ekspresija FXR je bila snizena kod pacova sa streptazocin-indukovanim dijabetesom i
hiperglikemijom, i normalizovala se nakon primene insulina (50). Prema Zhang i
saradnicima, u gladovanju je povecana ekspresija FXR (51). Aktivacija FXR ligandima ili
povecana ekspresija konstitutivnih FXR, snizava nivo glukoze kod Zivotinjskih modela
gojaznosti i dijabetesa (52,53), a FXR-deficijentni miSevi pokazivali su hiperglikemiju.
Navedena istrazivanja upuéuje da su ZK ukljuéene u metabolizam glukoze preko FXR-
zavisnog puta. Neki od drugih signalnih puteva kojim ZK mogu uticati na metabolizam
glukoze (nezavistan od FXR) uklju¢uje membranski receptor ZK, TGRS i uticaj ZK na
hidratisanost ¢elije (54,55).

S obzirom na amfifilnost molekula, ZK imaju ulogu promotora transporta i stimulatora
apsorpcije razliGitih terapijskih agenasa. ZK povecavaju propustljivost membrane za
molekule razli¢ite molekulske tezine, uklju¢ujué¢i 1 insulin, 1 potenciraju dejstvo
hipoglikemijskih i hipolipemijskih lekova. Da se pretpostaviti, da se efekat ZK u homeostazi
glukoze moze postici hipoglikemijskim dejstvom (putem FXR-zavisnog i nezavisnog puta) i
poboljsanjem apsorpcije lekova (56,57,58). Modifikacija koli¢ine ili sastava ZK u Zuéi,
manipulacija intestinalnom florom i manipulacija receptorima ZK (FXR, TGRS) zanimljivi
su i obecavajuci putevi istrazivanja u cilju razvoja novih anti-dijabetesnih lekova. Upotreba
sekvestranata ZK (holestiramin, holestipol, holesevelam) u hiper- i dislipidemijama je od
ranije prihvacena, a takode sniZavaju nivo glukoze kod pacijenata sa dijabetesom tip 2,
najverovatnije putem FXR-zavisnih puteva. Na teritoriji Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava, FDA
(Food and Drug Administration) je 2009. dozvolila upotrebu leka pod generickim nazivom
colesevelam, za poboljsanje kontrole glikemije u dijabetesu tip 2, kao dodatak promenama
zivotnih navika. I pored pozitivne regulacije koncentracije LDL i HDL holesterola, ovaj

preparat je dovodio do porasta triglicerida za 11-22% (59).
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1.2.4.2.2. Pregnan X receptor i Konstitutivni receptor androgena

Pregnan X receptor (pregnane X receptor- PXR) i konstitutivni receptor androgena
(constitutive androgen receptor- CAR) su glavni regulatori procesa detoksifikacije, s obzirom
da su promotori ekspresije neophodnih enzima za fazu | detoksifikacije u hepatocitima.
ligandi koji ih aktiviraju su lekovi, lekovite supstance biljnog porekla, sastojci hrane i
endogene supstance uklju¢ujuéi ZK (60). Njihova funkcija i ciljani geni se ve¢im delom
podudaraju, a i ligandi su im uglavnom zajednicki (61). Na fazu II detoksifikacije uticu 1
drugi receptori (FXR, vitamin D receptor), ali je uloga PXR i CAR kompletnija i
kompleksnija, s obzirom da stimuliSu bazolateralnu ekskreciju produkata detoksifikacije
(MRP3 i MRP4) i kanalikularnu ekskreciju (MRP2) (10). Primena sintetskih liganada PXR i
CAR pocela je dok joS njihova uloga u holestazi nije bila razjasnjena. Naime, rifampicin
(ligand PXR) i fenobarbital (ligand CAR) koristili su se za kupiranje pruritusa kod holestaze
ali i poboljSanje biohemijskih pokazatelja jetrene funkcije. Ipak ovi lekovi imaju i ozbiljne
nezeljene efekte, te je pozeljna sinteza efikasnijih farmakoloskih liganada. Uloga PXR u
supresiji sinteze ZK je diskutabilna, s obzirom da je utvrdena u in vitro uslovima, ali u in vivo

primeni nije dala ocekivane rezultate (10).

1.2.4.2.3. Receptor vitamina D

Receptor vitamina D (vitamin D receptor - VDR) je slabo izrazen u hepatocitima, a
zZnatno vise u enterocitima. Pokazuje efekte u regulaciji transporta ZK u crevu, ali u i procesu
detoksifikacije (10). Ligandi VDR, tj aktivacija VDR suprimiraju jetreni SHP, i time
pospesuju aktivnost CYP7AI u sintezi ZK i snizavanju nivoa holesterola ali s obzirom na

negativnu interakciju sa FXR, njihovi efekti su diskutabilni (62).

1.2.4.2.4. Receptori aktivirani proliferatorom peroksizoma

Receptori aktivirani proliferatorom peroksizoma (Peroxisome proliferator-activated
receptors- PPARs) su familija receptora koja se aktivira vezivanjem liganda, koji u ovom
slu¢aju mogu biti fizioloski prisutne masne kiseline i njihovi derivati, a njihova aktivacija
dovodi do ekspresije gena ukljuenih u energetsku homeostazu, metabolizam glukoze, lipida,
7K, lekova. PPARa je ukljuéen u process supresije sinteze ZK i detoksifikacije, gde postoji

veza izmedu FXR 1 PPARa transkripcionih puteva. U uslovima opstruktivne holestaze,
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PPARa deluje protektivno povecanjem sekrecije fosfolipida u zucne puteve ¢ime Stiti
bilijarni epitel od toksi¢nih ZK, a poja¢ava resorpciju ZK iz creva i zu¢nih puteva preko
transportera za preuzimanje ZK na enterocitima i hepatocitima (10,12,30). Primenom
fenofibrata (prirodni ligandi) u animalnom modelu opstruktivne holestaze, redukuju se
serumski markeri holestaze, a klinicka ispitivanja primene fibrata u primarnoj bilijarnoj cirozi
dovela su do umerenih poboljSanja biohemijskih parametara i delimicno do poboljSanja
patohistoloskig nalaza (10). Uoceno je polno-razli¢ito delovanje PPARa, tj aktivacija
receptora je kod zenki miseva imala izrazeno protektivno dejstvo u estrogen-indukovanoj
intrahepati¢noj holestazi, §to daje mogucnost za ispitivanje primene u holestazi tokom
trudnoce (63).

PPARy je prisutan ve¢inom u masnom tkivu i imunom sistemu, i njegova uloga je
dominantna u diferencijaciji adipocita i deponovanju energije, dok jo$ nije uoceno delovanje
na reagulaciju metabolizma ZK. Ipak, u modelu inflamatorne holestaze izazvane
lipopolisaharidima (LPS) primena glitazona (sinteticki PPARy ligand i antidijabetesni lek),
PPARYy regulise transportne proteine (NTCP, BSEP). U toku oStecenja jetre, stelatne celije se
aktiviraju 1 poCinju da sekretuju pro-fibrogene i pro-inflamatorne supstance, S§to je
suprimirano koordinisanom i udruZzenom reakcijom veceg broja nukelarnih receptora

ukljucujuéi i PPARYy (12).

1.2.4.2.5. Jetrin X receptor

Jetrin X receptor (liver X receptor- LXR) subfamiliju ¢ine LXRa i LXRB. LXRa regulise
nivo holesterola i homeostazu lipida, te u uslovim hiperholesterolemije kod glodara, aktivira
CYP7AL i sintezu ZK, dok kod ljudi suprimira isti enzim (10). Uloga LXRa u odbrani od
holestaze, otkrivena je skoro i pripisuje se aktiviranju mehanizama koji povecavaju urinarnu

ekskreciju ZK, gde donekle pokazuje polno-zavisno delovanje sliéno PPAR (10, 63).

1.2.4.2.6. Glukokortikoidni receptori

Glukokortikoidni receptori (glucocorticoid receptors- GR) su prisutni u mnogim tkivima i
imaju viSestruke funkcije. U metabolizmu ZK uti¢u na ekspresiju transportnih proteina i

modifikuju funkciju i aktivnost drugih nuklearnih receptora (CAR, PXR) (6)(12).
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1.2.4.2.7. Homolog-1 jetrenog receptora

Homolog-1 jetrenog receptora (liver receptor homolog-1, LHR-1) priustan je u tkivima
koja vode poreklo od endoderma, u kojima ima zapaZzenu ulogu u diferencijaciji, rastu,
steroidogenezi, metabolizmu holesterola i ZK. Iako su vezujuéa mesta prisutna u
promotroskim regionima enzima odgovornih za sintezu ZK, LHR-1 se pripisuje i inhibicija
sinteze putem FXR-SHP-zavisnih mehanizama. Selektivnim dejstvom na CYP8BI1 utice na
sastav ZK, a LHR-1 deficijentni miSevi pokazuju dramatiéno smanjenu ekspresiju

transportera (Ntcp, Bsep, Mrp3, Mrp2, Mdr2) (10).

1.2.5. Ursodeoksiholna i monoketoholna i kiselina

Pogetak primene ZK u terapijske svrhe poGeo je ’70-ih godina dvadesetog veka,
primenom henodeoksiholne kiseline (chenodeoxycholic acid — CDCA) za rastvaranje zZu¢nih
kamenaca (3)(6). Nakon uocenih hepatotoksi¢nih svojstava ove Kkiseline, primena je
obustavljena ali je ubrzo usledila primena ursodeoksiholne kiseline koja je imala sli¢ne

efekte, bez sporednih pojava (64).

1.2.5.1. Ursodeoksiholna kiselina (UDK)

Ursodeoksiholna kiselina (3¢, 74-dihidroksi-5p-holna kiselina) se formira u jetri i
crevima, i &ini oko 3-5% od svih ZK u ljudskom organizmu. Interesantno je da je u veéem
procentu prisutna u zuc¢i mrkih medveda koju su u tradicionalnoj medicine jo§ od VII veka
nove ere koristili za leCenje bolesti jetre, odakle i poti¢e naziv (lat. Urso- medved) (64, 65,
66).

Hemijski gledano, C-7 pB-orjentacija hidroksi grupe povecava hidrofilnost UDK u
poredjenju sa strukturnim analogom CDCA, gde je C-7 hidroksi grupa u o polozaju (Slika
10). Na taj na¢in kod UDK je smanjena toksi¢nost za ¢elijsku membranu, a zadrzava vecinu
povoljnih regulatornih svojstava endogenih ZK, kao $to su aktivacija signalnih puteva i
adaptivnih mehanizama kod preoptere¢enosti zu¢nim kiselinama. Kod medikamentozne
primene UDK njena koncentracija u zuci ide do 19% Sto govori u prilog zastite holangiocita

od toksi¢nih ZK u holestazi (65). UDK se uspesno koristi u terapiji primarne bilijarne ciroze,
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holestatskih oboljenja, holestazi tokom trudnoce, ,transplantacije jetre, ali i nekih oboljenja

van hepatobilijarnog trakta (10,67).

B OH:
H . -~ - - 4
UDCA (3a,7f-dihidroksi-54-holna kiselina)

CDCA (34,7 « -dihidroksi-5-holna kiselina)

Slika 10. Hemijska struktura UDK i njenog strukturnog izomera CDCA, sa ozna¢enom
razli¢itom orjentacijom hidroksi grupa (-OH). (65)

Ipak, efikasnost UDK dovodena je u pitanje u nekoliko meta studija. UDK je
kontraproduktivna u opstruktivnoj holestazi, jer dovodi do povecanja pritiska u bilijarnom
stablu 1 rupture holangiola. Takode, UDK dovodi do usporavanja oboljenja samo ukoliko se
sa primenom pocne u ranim stadijumima, 1 iako primena poboljSava rezultate biohemijskih
testova jetrene funkcije, efekat UDK na prezivljavanje i1 dalje je upitan, Sto dovodi do
zakljucka da su neophodna dalja ispitivanja novih, potencijalno boljih terapeutika, sa
akcentom na supstance koje aktiviraju nukelarne receptore (44, 64, 68). Postavlja se pitanje,
koje mehanzme bi trebao da aktivira potencijalni novi terapeutik? Pre svega, smanjenje
akumulacije toksi¢nih ZK (smanjenjem preuzimanja kiselina, stimulacijom alternativnih
mehanizama sekrecije hidrosolubilnih komponenti zuci, stimulacijom ekskrecije i represijom

sinteze ZK) (64).
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Osim §to UDK u holestazi stimuli$e hepatocelularnu ekskreciju ZK i inhibira apsorpciju
endogenih ZK u crevima, pokazuje i druga citoprotektivna svojstva (64,69). Citoprotekcija
se zashiva na: stabilizaciji membrane hepatocita i ekspresiji sinusoidalnih i bazolateralnih
transportera (Mrp3 1 Mrp4); pojacanju antioksidativnih mehanizama 1 neutralizaciji
kiseoni¢nih radikala; stabilizaciji 1 smanjenom formiranju kompleksa mitohodrijalnih
prelaznih pora zbog kiseoni¢nih radikala; inhibiciji apoptoze (69, 70, 71). Oralna primena
UDK u holestazi povec¢ava ekspresiju BSEP na posttranskripcijskom nivou kod pacova i
ljudi, kao i inserciju BSEP transportera na kanalikularnu membranu hepatocita MAPK-
zavisnim putem (30)(71).

Hepatoprotektivno dejstvo aktivacije FXR u uslovima intrahepati¢éne holestaze je veé
izlozeno. Dok su toksiéne ZK potentni ligandi FXR, UDK nije u stanju da aktivira FXR, ali
se smatra da bi kombinacija novih netoksi¢nih FXR-agonista i UDK mogla biti efikasna u
leCenju holestatskih ali i inflamatornih bilijarnih oboljenja (64,72,73). UDK interaguje sa
drugim nuklearnim receptorima: aktivira glukokortikoidne receptore ali osim toga aktivira
korepresorski gen za nuklearne receptore (small heterodimer partnet interacting leucine
zipper protein- SMILE), ¢ime izmedu ostalog suprimira dejstvo LXR (74,75). U uslovima
povecanog oksidativnog stresa usled primene doksorubicina, UDK je snizenjem oksidativnog
stresa inhibirala ekspresiju MDR1 (76). U novije vreme ispituju se razliciti preparati UDK
koji bi poboljsali farmakoloske i farmakokinetske mogucnosti, od kojih su neki dali znatan
doprinos u antiapoptotskom delovanju (77).

Ispitivanjima hepatotoksi¢nosti uslovljene glikohenodeoksiholnom kiselinom (GCDCA),
prvi put je i potvrdeno da smrt hepatocita nastupa procesom apoptoze, na Sta je upucivalo
prisustvo karakteristi¢nih znakova apoptoze (78). Toksi¢nost GCDC i drugih ZK koje
doprinose stvaranju kiseoni¢nih radikala moze se kupirati i primenom UDK, za koju je
utvrdeno da sprecava formiranje prelaznih pora na unutrasnjoj mitohondrijalnoj membrani
Mth (79, 80). Uloga UDK u inhibiciji apoptoze, osim ocuvanja integriteta i funkcije
mitohondrija, ukljucuje 1 redukciju OS porekla endoplazmatskog retikuluma 1 interakciju sa
signalnim putevima ukljuéenim u regulaciju prezivljavanja celije (cAMP, nuclear factor
kappa-B, mitogen activated protein kinases (MAPK), phosphadylinositol 3-kinase
(P13K))(64). Znatan je i uticaj UDK u spre¢avanju apoptoze putem p53 proteina. Veruje se da

UDK zadrzava p53 u citoplazmi stvarajem p53/Mdm-2 kompleksa, i na taj nafin smanjuje
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translokaciju p53 u jedro i traskripciju ciljanih gena, kao i ekspresiju i translokaciju Bax i
drugih ¢lanova Bcl-2 familije u Mth, smanjujuci apoptozu hepatocita (64, 81). Prema Amaral
i saradnicima, inkubacija hepatocita sa UDK smanjuje transkripciju Bax proteina za priblizno
50%, i smanjuje nuklearnu lokalizaciju p53 (81). UDK sprecava apoptozu i zastitom
mitohondrija od formiranja pora usled ROS (65). Pacovi hranjeni hidrofobnim ZK imaju
povisen sadrzaj Bcl-2 proapoptotskih proteina kao sto je Bax, dok je primena UDK u stanju
da inhibira taj efekat (82).

Osim uloge u hepatobilijarnom sistemu, uocena su i potencijalno neuroprotektivna
svojstva UDK u Hantingtonovoj i Alchajmerovoj bolesti, mogu¢nost primene za lecenje

metabolic¢kih poremecaja pa ¢ak i u terapiji carcinoma (43).
1.2.5.2. Monoketoholna kiselina (MK)

Monoketoholna  kiselina  (3a,7a-dihydroxy-12-keto-5B-cholanoat) je  stabilna
polusintetska ZK niske toksi¢nosti. ZK i ZS pobolj$avaju prolaznost bioloskih membrana
(gastrontestinalnog zida, bukalne i nazalne sluznice, roznjace i krvno-mozdane barijere) za
molekule male molekulske mase ali 1 za ve¢e molekule poput insulina. Svojstva koja im to
omogucavaju (solubilnost, hidrofobnost, formiranje micela i dr) variraju u zavisnosti od

grade 1 konfiguracije molekula.

Slika 11. Keto- derivati holne kiseline: (A) 7-MK (3a,12a-dihidroksi-7-keto-53-holna
kiselina); (B) 12-MK (3a,7a-dihidroksi-12-keto-5B-holna kiselina) (83).
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Kao promoteri transporta ispitivani su brojni keto- derivati ZK, a madu njima se isti¢u
keto derivati holne kiseline 7-MK i 12-MK, gde je na poziciji 7 tj 12, OH- grupa zamenjena
keto-grupom §to smanjuje hidrofobnost o strane molekula MK (Slika 12) (83, 84). Pri niskim
(submicelarnim) koncentracijama, veruje se da molekuli ZS zalaze izmedu fosfolipidnih
dvosloja u sklopu ¢elijske membrane, menjajuc¢i im propustljivost. Pri viSim koncentracijama
stvaraju se meSovite micele ZS i komponenti éeljske membrane $to narufava integritet
mebrane (86,87). MK, kao i ostale ZK/ZS olak3ava prolaznost membrana. Pokazano je da
primena same MK ima hipoglikemijsko dejstvo u dijabetesu tipa 1 (88), ali i da se postizu
bolji efekti kada se istovremeno primenjuje sa hipoglikemikom gliklazidom ili preparatom

steviozida, nego kada se bilo koja od ovih supstanci daje pojedina¢no (89, 90).

| opadanje _hidrofobnih svojstava Zucnih Kiselina >
holna 7-monoketoholna 7,12- diketoholna  3,7,12- triketoholna
kiselina kiselina kiselina kiselina

Slika 12. Efekat keto grupe na smanjenje hidrofobnosti ZK (85).

Najbolji efekti u regulaciji glikemije postignuti su kada su pacovi sa dijabetesom tipa 1
pretretirani probioticima, a potom istovremenom primenom MK i gliklazida (91). AL Salami
I saradnici, utvrdili su da je funkcija transportera poremecena ili suprimirana u dijabetesu.
Nasuprot rezultatima ovog in vivo istrazivanja, u in vitro ispitivanjima dobijeni su protivre¢ni
rezultati. Utvrdeno je da MK deluje kao inhibitor efluksnih transportera i prenosa supstanci u
smeru od mukoze ka serozi posredstvom inhibicije Mpr3 transportera. Veruje se da je do
ovog razmimoilazenja sa rezultatima in vivo studija, doslo usled in vivo biotransformacije
(metabolickih transformacija) MK u derivate koji in vivo pospesuju apsorpciju gliklazida u
ileumu (92). U prilog tome govori podatak da pri intravenskoj primeni (ne zavisno od

primene gliklazida ili probiotskog pretretmana) farmakokinetska svojstva MK ostaju
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nepromenjena, ali se znatno menjaju u slucaju oralne primene (93). Gliklazid nije jedina
supstanca na €iji prolaz utice MK; prolazak podamina 123 kroz krvno mozdanu barijeru
(povecanjem fluidnosti membrane i uticajem na transportere); apsorpciju metotreksata
(efektom na BCRP, mrp2, Mrp3); nazalna apsorpcija insulina i drugo (94).

Prema Yang i saradnici, MK pokazuje drugacija fizicko-hemijska i bioloSka svojstva u
odnosu na prirodne ZK. Zamena hidroksi- sa keto-grupom, daje veéu kriti¢nu micelarnu
koncentraciju ZK ali i manju citotoksi¢nost (84, 94). MK ne pokazuje izraZeno
deterdZzentsko dejstvo na celijske membrane, ali donekle menja mehani¢ka svojstva
fosfolipidnih slojeva, S§to bi moglo da pojaca pasivhnu difuziju i1 indirektno utice na
transportne mehanizme. Pokazala se kao manje toksi¢na od drugih ZK, ne dovodeéi do
razaranja ¢elijskih membrana i naruSavanja okludentnih ¢elijskih veza (84).

Do sada nisu vrSena ispitivanja MK u aktivaciji ili inhibiciji apoptoze i uticaj na
ekspresiju gena bcl-2 familije, ali prema studji Kuhajda i saradnici, etil-estri 12-MK pokazali
su antiproliferativni efekat na kolonije tumorskih celija karcinoma dojke i grlica materice

(95).
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1.3. Oksidativni stres

Celije su aktivni udesnici zbivanja u svom okruZenju i u stanju su da svoju gradu i
funkciju prilagodavaju promenljivim zahtevima okoline. Sve dok uticaji ne postanu prejaki,
¢elije odrzavaju stanje homeostaze, a sa intenziviranjem uticaja ili trajanjem, ¢elije podlezu
procesu adaptacije, zatim reverzibilnog oStec¢enja, i na kraju ireverzibilnog oStec¢enja i smrti
(96).

Saznanja o razlozima toksi¢nih efekata kiseonika, postojanju slobodnih radikala i
postavljanje koncepta slobodnih radikala kao ¢inilaca procesa koji narusavaju homeostazu
¢elije datiraju iz °60. godina XX veka (97).

Slobodni radikal je bilo koja hemijska vrsta (molekul, atom, jon) koja moze nezavisno da
postoji, a sadrzi jedan ili vise nesparenih elektrona. Slobodni radikali se odlikuju velikom
hemijskom reaktivnosti i niskom specificnosti za reaktante (97). U bioloskim sistemima
nastaju spontano, a koncentracija im se drasticno povecava usled neadekvatne antioksidantne
zastite. Po nastanku, dolazi do brze reakcije slobodnih radikala sa primarnim biomolekulima,
kao sto su proteini, nukleinske kiseline, lipidi i ugljeni hidrati, a efekti mogu biti povoljni ili
nepovoljni po organizam (98). Ostecenje izazvano slobodnim radikalima, zavisno od
intenziteta i obima, moze voditi ka adaptaciji (indukcija antioksidativnin mehanizama
odbrane) ili ozbiljnom remecenju metabolizma c¢elije (prekid DNK lanca, povecanje
intracelularnog slobodnog Ca®*, osteéenja membranskih jonskih transportera i/ili drugih
specifi¢nih proteina i lipidne peroksidacije) i sledstvene aktivacije signalnih puteva koji vode
do c¢elijske smrti, bilo mehanizmom apoptoze ili nekroze (99, 100). U ¢eliji, reaktivne vrste
kiseonika (reactive oxygen species, ROS) se stvaraju nepotpunom redukcijom kiseonika u
respiratornom lancu mitohondrija i odbrambenim sistemima organizma domacina, ali
mitohondrije nisu jedini izvor ROS. Znatna uloga pripisuje se i endoplazmatskom retikulumu
i peroksizomima, pogotovo u jetri (101).

Ako se stepen ostecenja poveca preko neke odredene granice, da li zbog neadekvatne
antioksidantnee zastite ili povecane produkcije slobodnih radikala dolazi do oksidativnog
stresa (OS). Tokom OS povecano je prisustvo reaktivnih vrsta, pre svega ROS, i smanjen je

nivo antioksidativnih mehanizama (102).
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Uzroci OS mogu biti raznoliki, od genetskih poremecaja, endogenih supstanci do faktora
spoljasnje sredine (97, 99). Jedan od uzroka oksidativnog stresa u hepatocitima je i holestaza.
U eksperimentalne svrhe (ha zivotinjskim modelima) za izazivanje OS c¢esto se Kkoristi
aloksan (102, 103). Aloksan indukuje produkciju ROS ¢ime, izmedu ostalog, dovodi i do
propadanja B-¢elija pankreasa, te istovremeno predstavlja i model za istrazivanje dijabetesa.
Aloksan je toksi¢ni analog glukoze koji u B-¢elijama pankreasa podleze cikli¢noj redoks
reaciji ¢iji je krajnji produkt dialuri¢na kiselina i ROS koji su naposletku odgovorni za smrt
B-¢elija. Stanje koje nastaje naziva se “aloksanski dijabetes”. Aloksanom indukovana
hiperglikemija i OS, glavni su mehanizmi ostecenja jetre u dijabetesu (104, 105). Stvaranje
ROS u hiperglikemijom-indukovanom OS (u aloksanskom modelu ili humanom dijabetesu)
odigrava se u mitohondrijama i putem NAD(P)H oksidaze, ali i u ¢elijama kojima nedostaju
ovi mehanizmi (eritrociti), sto sugerise i druge nacine nastanka ROS (97). Hiperglikemija
koja vodi generisanju ROS, takodje utice i na opadanje antioksidativnih mehanizama
(deplecija vit C, vit E) kao i formiranje MDA. Prema Osorio i saradnicima, dijabetes je
indukovao ROS-indukovano ostecenje bubrega, a primena UDK smanjila je hiperglikemiju,
ekspresiju transportera glukoze na membrani tubularnih celija bubrega, uz normalizaciju
vrednosti katalaze i glutation peroksidaze, u odnosu na ne tretiranu grupu (106). Takode, u
modelu aloksanskog dijabetesa, UDK je korigovala morfologiju endokrinog pankreasa,
povecala nivo insulina, normalizovala vrednosti glikemije i sadrzaj produkata lipidne
peroksidacije i redukovala ostecenje mitohondrija u aloksanskom dijabetesu $to sugerise
snazno antioksidativno dejstvo (107, 108). Tauro-konjugat UDK (Tauroursodexycholic acid,
TUDCA) je pokazao protektivno dejstvo i na bipolarne neurone retine izlozene hiperglikemiji
(109).

1.3.1. Odabrane vrste ROSa
X2 Superoksid anjon radikal (O,-) — nastaje najveéim delom u mitohondrijama,
jednoelektronskom redukcijom molekulskog kiseonika. Smatra se da toksi¢nost kiseonika u
velikoj meri potice od ovog radikala i objasnjava se tkz. superoksid teorijom o toksicnosti
kiseonika. Ova teorija isti¢e da izloZenost kiseoniku dovodi do prekomerne produkcije O,™~

koji dalje naruSava bioloski aktivne molekule. U ¢elijama je vrlo toksi¢an za membranski

sistem, jer oSte¢uju estarske veze izmedu masnih kiselina i glicerola, vode¢i oStecenju
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fosfolipida membrane. Superoksid anjon radikal podleze reakciji dismutacije u kojoj se
stvaraju kiseonik i vodonik peroksid, dok u reakciji sa vodonik peroksidom uz prisustvo
gvozda, indirektno produkuje hidroksi radikal (Fentonova reakcija). U in vivo sistemima se

uglavnom uklanja enzimski pomoc¢u enzima superoksid dizmutaze (SOD) (97, 98, 110).

<> Vodonik peroksid (H20,) - je najstabilniji, odnosno najmanje reaktivan intermedijer
redukcije kiseonika. Ima sposobnost da direktno oksidise intracelijske komponente, a ima i
mogucénost interakcije sa superoksid anjon radikalom, uz stvaranje visoko reaktivnog hidroksi
radikala. Inkubacija ¢elija sa H,O, izaziva oste¢enje DNK, celijske membrane i mobilisanje
kalcijuma, a predstavlja i glavni oksidans koji moZze da penetrira u jedro uzrokujuci oste¢enje
DNK. Aktivnost vodonik peroksida se u peroksizomima i u citosolu neutraliSe enzimskim
antioksidativnim mehanizmima (katalaze, peroksidaze) (111).

% Hidroksi radikal (HO") — je najreaktivniji oblik ROS i u velikoj meri odgovoran za
citotoksi¢ne efekte oksidativnog stresa. Vrse¢i oksidacijupolinezasi¢enih masnih kiselina u
biolo§kim membranama, inicira lancani proces lipidne peroksidacije, koji dalje vodi nastanku
velikog broja slobodnih radikala. Jedan hidroksi radikal moze izazvati konverziju vise stotina
molekula masnih kiselina u lipidne hidroperokside, koji dalje vode ka nastankureaktivnijih
produkata sa posledicnom destrukcijom bioloSkih membrana, membranskih proteina,
receptora i enzima. Katalaza i helatori gvozda inhibiraju produkciju hidroksi radikala, pa
samim tim i oSteCenje membrane (111, 112). Lipidna peroksidacija predstavlja zavrs$ni
stadijum oStecenja celijske membrane i dovodi do naruSavanja strukture celije Sto moze
dovesti do ispuStanja celijskog sadrzaja (113). Proces lipidne peroksidacije se odigrava u tri
stupnja: inicijacija, propagacija i terminacija. Jedan od pokazatelja lipidne peroksidacije je
malondialdehid (MDA) koji je jedan od produkata peroksidacije lipida i njegova detekcija se
veoma cesto koristi u eksperimentalne svrhe ze odredivanja nivoa lipidne peroksidacije. U
fizioloskim uslovima interreaguje sa proteinima, interakcijom sa DNA dovodi do mutagenih
oStecenja, a njegov metabolit malonatna kiselina je kompetitivni inhibitor mitohondrijalne

sukcinat dehidrogenaze (113).
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1.3.2. Antioksidativna zaStita
Da bi se sprecilo prekomerno stvaranje ROSa, priroda je uspostavila zastitni sistem, gde skup
svih antioksidanasa u organizmu ¢oveka ¢ini antioksidativni sistem. Prema prirodi i nacinu
delovanja, antioksidansi se mogu podeliti na:
* enzimske, koji ¢ine prvu liniju antioksidativne zastite (superoksid dismutaza, katalaza,
glutation peroksidaza, glutation reduktaza, glutation S-transferaza) i
* neenzimske, koji predstavljaju sekundarnu liniju odbrane (glutation (GSH), vitamini E
i C, B-karoteni, polifenoli, tiolova jedinjenja, albumin, metalotionein, ubikvinon...)
(Slika 13.) (101, 114).

1.3.2.1. Enzimski mehanizmi antioksidativne zasStite

» Superoksid dismutaza (SOD) - katalizuje uklanjanje superoksid anjon radikala, pri
¢emi nastaju vodonik peroksid i molekulski kiseonik. Dalje se vodonik peroksid pod
dejstvom katalaze i glutation peroksidaze razlaze do vode i molekulskog kiseonika. Ovim
mehanizmima zaStite spreavaju se oksidativna oStec¢enja Celije (112). Kod sisara su
najprisutnije dve izoenzimske forme superoksid dismutaze: 1) bakar/cink zavisna SOD
(Zn/Cu SOD ili SOD1), najprisutnija u citosolu, 2) mangan zavisna SOD (Mn SOD ili
SOD2), prisutna islju¢ivo u mitohondrijama (99, 114).

» Katalaza, (CAT) - antioksidantna aktivnost katalaze zasnovana je na uklanjanju
toksicnog vodonik peroksida. Katalaza je prisutna pretezno u peroksizomima i
mitohondrijama, u svim tkivima sisara, pri ¢emu se visokom aktivno$¢u posebno isti¢u

jetra 1 eritrociti. Katalaza razgraduje vodonik peroksid do vode i molekulskog kiseonika
(99).

» Glutation peroksidaza (GSH-Px) - katalizuje reakciju redukcije vodonik peroksida ili
organskih peroksida do molekula vode uz prisustvo redukovanog glutationa kao davaoca
elektrona. Enzim redukuje i lipidne perokside. GSH-Px razlaze vodonik peroksid koji
moze u prisustvu metala da inicira proces lipidne peroksidacije, pa ima znacajnu ulogu u
inhibiciji inicijalnog stadijuma peroksidacije lipida celijskih membrana, pokrenutog
difuzibilnim H,0, (99).
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Slika 13. Prikaz enzimskog antioksidativnog zastitnog sistema organizma i najznacajniji
neenzimski antioksidansi i njihova povezanost u ostvarivanju antioksidativne zastite
organizma (100).

» Glutation reduktaza (GSH-R) - katalizuje reakciju redukcije oksidovanog glutationa
(GSSG) u redukovani glutation (GSH), odrzavaju¢i adekvatnu koncentraciju
redukovanog oblika glutationa u ¢eliji. Visok odnos GSH/GSSG je esencijalan za zastitu

od oksidativnog stresa (100).

1.3.2.2. Neenzimski mehanizmi antioksidativne zaStite
Najznacajniji, neenzimski mehaizam antioksidativne zastite je tripeptid glutation
(GSH; y-glutamil-L-cysteinyl glycine). GSH je odli¢no redukciono sredstvo i samim tim
Stiti organizam od slobodnih radikala tako $to ih neutraliSe, odnosno redukuje.. Reakciju
ponovne redukcije GSSG u GSH katalizuje enzim glutation reduktaza. De novo sinteza
GSH najintenzivnija je u jetri, i koncentracije GSH su u jetri znatno viSe u poredenju sa
drugim organima. Oko 20% GSH sintetisanog u jetri izlucuje se u zu¢, dok su serumske

vrednosti dosta niske (99).
1.3.3. OS i holestaza

Po istrazivanju EI-Sisi i1 saradnika. (2013), u holestazi izazvanoj primenom EE, osim

drugih mehanizama, uklju¢ene su i komponente OS (30). Ovaj nalaz je u skladu sa drugim

istrazivanjima koja su ustanovila da oksidativni stres doprinosi oSte¢enju hepatocita kod

primene EE stvaranjem ROS ili smanjenjem antioksidativnih mehanizama i rezervi

hepatocita (SOD, glutation peroksidze, glutation reduktaze) (34, 35). Retencija i akumulacija

hidrofobnih ZK i indukovani OS u hepatocitima, od ranije su prepoznati kao uzrok oste¢enja
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hepatocita rano u toku holestaze, §to moze voditi kasnijem ireverzibilnom ostecenju i smrti
¢elija. Antherieu i saradnici su detektovali generisanje ROS ve¢ 15 minuta nakon izazivanja
holestaze (115). Citotoksi¢nost ZK u holestazi se objagnjava delom deterdzentskim dejstvom
ZK na membranu ¢elija i organela, a delom indukcijom oksidativnog osteéenja (102).
Nakupljanje hidrofobnih ZK u holestazi bilo koje geneze, vodi nastanku OS u hepatocitima,
za Sta postoje razliCiti pretpostavljeni mehanizmi. Pre svega, dolazi do oStecenja
respiratornog lanca u Mth, nakupljanja ROS (uglavnom superoksidnih anjona i peroksida),
formiranja pora na mitohondrijalnoj membrani i oslobadanja citohroma c (65, 66). Nomoto |
saradnici, ustanovili su da kod FXR-deficijentnih miSeva dolazi do holestaze, spontanog
generisanja ROS, nastanka OS i pojacane ekspresije gena povezanih sa OS (116). Ovaj
podatak moze voditi zaklju¢ku da bi stimulacija nuklearnih receptora u holestatskim
oboljenjima popravljala oksidativni status, tj snizavala OS u hepatocitima. Sokolovi¢ et al,
dosli su do zakljuc¢ka da podvezivanje Zu¢nih vodova povec¢ava OS u hepatocitima, a da se ti
Stetni efekti mogu kupirati primenom UDK, koja je poboljSala status antioksidativnih
mehanizama hepatocita (70). UDK je takodje u stanju da poboljsa antioksidativne mehanizme
hepatocita, direktnim neutralisanjem ROS, 1 indukcijom ekspresije transkripcionih faktora
koji reguliSu nivoe antioksidativnih enzima: katalaze, peroksidaze i superoksid dismutase

(SOD) i redukovanog glutationa (GSH) (65, 66).
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1.4. Celijska smrt

Celijska smrt se moze klasifikovati na osnovu:

morfologije (apoptoza, nekroza, autofagija, i smrt udruzena sa mitozom),

funkcionalnog aspekta (programirana ili nasumicna, fizioloska ili patoloska),

enzimoloskih kriterijuma ili

imunoloskih karakteristika (117).

S obzirom na sve veci broj istrazivanja u ovoj oblasti, 2005. su prvi put date preporuke
vezane za terminologiju u ovoj oblasti, od strane komiteta za nomenklaturu celijske smrti
(The Nomenclature Committee on Cell Death, NCCD). lako nije postignuta saglasnost o
momentu kada ¢elija zaista definitivno umire ili stize do “tacke sa koje nema povratka”, dat
je predlog da se ¢elija moze smatrati mrtvom (tj razlikovati od umiruée celije) u slucaju da
pokazuje bilo koji od navedenih biohemijskih ili morfoloskih kriterijuma: a) gubitak
integriteta plazmaleme, b) fragmentacija jedra 1 Citave celije 1 formiranje diskretnih
(apoptotskih) telasaca, i/ili ¢) da je telo ili fragmenti Celije u in vivo sistemu, obuhvaéeno

susednom celijom (118).

1.4.1. Terminologija Celijske smrti

Termin “apoptoza” prvi put je upotrebljen 1972.godine kako bi se opisala smrt Celije
specificnih morfoloskih karakteristika, u koje se danas ubrajaju: smanjenje ¢elije (piknoza,
pyknosis), bubrenje membrane (blebing), kondenzacija hromatina i fragmentacija jedra
(karyopyknosis, karyorrhexis) i obuhvatanje celije ili fragmenata (engulfing) od strane
susedne ¢elije, in vivo (119). Termin “apoptoza” Cesto se izjednaCava sa pojmom
“programirana ¢elijska smrt”, dok se smatra da je nekroza slucajni, nekontrolisani vid smrti
¢elije. Danas medutim, postoje dokazi da i u procesu nekroze postoji fino regulisani sistem
prenosa signala i katabolickih mehanizama, koji reguliSu nekrozu. lako ne postoji jasan
konsenzus, neki autori su predozili termin ‘“nekroptoza” (necroptosis) za ovaj vid
kontrolisane nekroze (118, 120). Autofagija je specifican proces koji ujedno moze
predstavljati specificni oblik smrti ¢elije, ali i adaptivni mehanizam tokom stresa koji
omogucava prezivljavanje celije (121). Tokom ovog procesa vr$i se sekvestracija i

“odlaganje” citoplazmatskog sadrzaja u fagofore koji sazrevaju u autofagozome, spajaju se sa
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lizozomima 1 sadrzaj podleze razgradnji. Morfoloski, autofagija se odlikuje masovnom
vakuolizacijom citoplazme, ali bez kondenzacije hromatina (118, 121). Autofagija je
kontrolisana Atg genima (autophagy-related genes), ali postoje brojne veze sa unutrasnjim i
spolja$njim putem apoptoze (121).

Prema NCCD postoje tzv. uslovne definicije atipicnih modaliteta smrti ¢elija.

“Mitotska katastrofa” (mitotic catastrophe), koja se deSava tokom ili neposredno nakon
iregularne mitoze, a moze voditi i u apoptozu i u nekrozu.

“Anoikis” (anoikis) tip smrti celije uzrokovane gubitkom veza sa drugim, okolnim
¢elijama, koji ima identi¢ne molekularne mehanizme kao apoptoza.

“Ekscitotoksi¢nost” (excitotoxicity), specifi¢an za neurone, usled dejstva ekscitatornih
aminokiselina 1 prepoterec¢enja citosola neurona jonima kalcijuma i aktivacije signalnih
puteva smrti ¢elije koji se poklapaju sa nekrozom ili apoptozom.

,Valerova degeneracija® (Wallerian degeneration) koja u stvari predstavlja oblik
katabolizma ¢elija nervnog sistema, gde propada deo neurona, bez zahvatanja i umiranja
¢elijskog tela.

,Entoza®, (entosis) oblik celijskog kanibalizma gde ¢elija obuhvati susednu vitalnu ¢eliju
koja na kraju umire unutar fagozoma.

,,Paraptoza“ (paraptosis), termin koris¢en za vid programirane celijske smrti koja se
morfoloski i biohemijski razlikuje od apoptoze. Indukovana je aktivacijom IGF1R (insulin-
like growth factor 1 receptor), a karakterise ga izrazena vakuolozacija citoplazme i otok
¢elije, bez drugih odlika apoptoze (118).

“Piroptoza” (pyroptosis) je termin skorasnjeg datuma, kojim se oznacio vid c¢elijske smrti
monocita, makrofaga i dendriti¢nih celija inficiranih razli¢itim mikrobioloskim patogenima
(122).

“Pironekroza” (pyronecrosis), nekroticna smrt makrofaga inficiranih sa S. flexneri, a
razlikuje se od piroptoze po tome $to ne zahteva aktivaciju kaspze 1 (117, 118).

1.4.2. Apoptoza

Genetski kod apoptoze je prisutan kod svih viSecelijskih organizama, a poveénje
propustljivosti spoljasnje membrane Mth (mitochondrial outer membrane permeapility,
MOMP) predstavlja “tacku bez povratka”. Apoptoza se moze aktivirati unutrasnjim putem ili

spoljaSnjim putem, a osim toga opisuje se i tre¢i put aktivacije apoptoze, koji ukljucuje T
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limfocitima-posredovanu citotoksi¢nost (perforin/granzim-zavisnu smrt) kao i direktni uticaj
radijacije i virusnih faktora (Slika 14) (123).

"Receptori smrti"

jonizujuce

zracenje Virusi
W
A\
"Celijsld stres"
(npr. nedostatak faktora
"Receptori rasta. hormona, citokina:

smrti” toksini, ROS)

Slika 14. Putevi aktivacije apoptoze (123).

Spoljasnji put apoptoze pokre¢e se preko tzv. receptora smrti na povrSini Celijske
membrane, ¢ijom se aktivacijom u ¢eliji generiSe signal indukcije smrti (death-inducing
signaling complex, DISC) i aktivacija kaspaze-8, a potom efektornih kaspaza-3, -6 i -7 (117,
121).

Kod unutrasnjeg puta aktivacije stimuli su intracelularni (negativni: nedostatak faktora
rasta, hormona, citokina i sli¢no; ili pozitivni: prisustvo radijacije, toksina, virusa, kiseoni¢nih
radikala i drugo). Ovi faktori indukuju MOMP S§to je pod kontrolom proteina iz Bcl-2
familije. MOMP omoguc¢ava da citohrom c, iz Mth, prelazi u citoplazmu 1 aktivira ili

olakSava aktivaciju kaspaza, kao efektora apoptotske smrti (117, 119, 121, 123).

Iniciranje apoptoze je u viSe navrata povezano sa padom nivoa GSH u celiji i
istovremenim nakupljanjem ROS (114), kao i sa redistribucijom GSH u samoj ¢eliji. lako se

GSH sintetiSe u citosolu, transportuje se u organele, prvenstveno u jedro i mitohondrije gde
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moze biti kofaktor GSH-Px. Nuklearni sadrzaj GSH je rezistentniji na depleciju u odnosu na
citosolni kompartman, $to govori u prilog naglaSene zastite genetskog materijala od strane
GSH pod uticajem ROS, a izraZena ekspresija antiapoptotskog Bcl-2 pospeSuje prenos GSH
u jedro (124). U Mth je prisutno 10-15% ¢elijskog GSH, dok manja zastupljenost pospesuje
produkciju ROS prekidom transporta elektrona. Ipak, da li pad nivoa GSH prethodi ili prati
inicijaciju apoptoze, nije jasno utvrdeno. Smatra se da izolovani pad GSH nije dovoljan za
okidanje procesa apoptoze (114, 125). Takode, postoje pretpostavke da je odnos Bcl-2 i GSH,

kao i OS i antioksidativnih mehanizama tkivno- i organ-specifi¢an (99).

1.4.2.1. Bcl-2 familija
Bcl-2 (B cell lymphoma 2) protein je prvi protein ove familije koji je otkriven, da bi do
danas bilo poznato preko 20 ¢lanova. Svi ¢lanovi Bel-2 familije protein sadrze bar jedan od 4
visoko konzervirana Bcl-2 homologa domena (BH domeni). Ovi domeni odgovorni su za
procese medusobne interakcije Clanova familije kao i homo- i heterodimerizacije, Cak i

¢lanova sa suprotnim dejstvom na process apoptoze (119).

Tabela 1. Podela ¢lanova Bcl-2 familije proteina, u zavisnosti od funkcije (119).

Bcl-2 porodica gena

Pro-apoptotski BH3-only

Anti-apoptotski Pro-apoptotski Aktivatori De-represori
(multidomenski) (sensitizer BH3-only)
Bcl-2 Bax Bid Puma
Bcl-XI Bak Bim Bad
Bcl-w Bok/Mtd Noxa
Mcl-1 Bmf
Al Bik/Bik
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Bcl-2 familija deli se na anti-apoptotske i pro-apoptotske ¢lanove. Proapoptotski mogu
biti multidomenski ili sadrzati samo BH3 domen, tzv BH3-only proteini. BH3-only grupa deli
se na aktivatore i de-represore (senzitizere) (Tabela 1) (119, 121).

U fizioloSkim uslovima, anti-apoptotski ¢lanovi vezani su za spoljasnju membranu Mth,
odrzavaju stabilnost i nepropustnost spoljasnje Mth membrane. Anti-apoptotski proteini

neutraliSu proapoptotske vezivanjem za BH3 domene antiapoptotskih Bcl-2 proteina.

ZDRAVA
CELIJA .

BH3
aktivator

insercija, dimerizacija

BH3 de-represor

° , enzitizer)
N5 citohrom c
konformacione
promene Bax
APOPTOZA

Slika 15. Proteini Bcl-2 familije u zdravoj i apoptotski izmenjenoj ¢eliji (127)

Da bi doslo do MOMP i apoptoze, moraju se istovremeno odigrati dva procesa: (1) svi
anti-apoptotski proteini morajubiti inhibirani i (2) Bax i Bak moraju biti aktivirani BH3-only
aktivatorima. De-represorski BH3-only inhibiraju antiapoptotske Bcl-2 proteine ali ne mogu
da aktiviraju Bax/Bak, dok aktivatorski BH3-only mogu i jedno i drugo (119).

Tokom celijskog stresa, aktivni oblici BH3-only aktivatora (Bid, Bim) direktnom
interakcijom (“hit and run ) izazivaju konformacione promene, dimerizaciju i inserciju Bax i
Bak u Mth membranu dovode¢i do formiranja delikatnih pora (permeability transition pore,
PTP) i MOMP (Slika 15) (117, 126).

Veruje se da se anti-apoptotski ¢lanovi Bel-2 vezuju i za proteine koji ulaze u sastav PTP
i time dodatno spre¢avaju MOMP Kroz PTP, citohrom c izlazi u citosol, vezuje se za Apaf-1
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(apoptotic protein activating factor 1) i ATP, formiraju¢i apoptozom, tj platformu za
detektovanje i aktivaciju prokaspaze-9 u kaspazu-9, koja potom dovodi do aktivacije

kaspaze-3 i time promovise sprovodenje apoptoze (117, 121, 126).

1.4.2.2. p53

lako Bcl-2 familija proteina kontroliSe stabilnost Mth i inicijaciju apoptoze, p53 tumor
supresorski gen 1 tzv. Cuvar ljudskog genoma, ima sposobnost da utiCe na apoptozu
indukovanu uglavnom unutra$njim, ali i spoljasnjim putem (128). Protein p53 deluje kao
transkripcioni faktor, i kao takav ukljucen je u brojne vazne ¢elijske odgovore od regulacije 1
zaustavljanja celijskog ciklusa radi zaStite celovitosti genoma do indukcije apoptoze,

regulacije autofagije i promocije Celijske diferencijacije.

™
Bd-2 ) @
P ' Ba-X.'§ ‘ /deabmmD
O Bax > = s

T »4‘. L .O Q
Bax = b e @
°
A Q
I &Y % g
E .« & Q b :
53 i
Be P ' Cytochrome ¢
St i aktivacija
...Q‘S:A , r S ) Puma E kaspaza
-1' ----- > ) Noxa i l
" . = APOPTOZA

Slika 16. Uloga p53 u indukciji apopotoze i interakcija sa Bcl-2 familijom (128)

U normalnim uslovima, ili uslovima blagog stresa, p53 u ¢eliji indukuje gene ukljucene u
antioksidativne procese i Stiti Celijsku DNK. Ipak, ovaj efekat je verovatno zavistan od
koncentracije p53 proteina i 0sim njega sigurno postoje i drugi faktori koji odlu¢uju o sudbini
¢elije. U uslovima tezeg celijskog stresa, poveéana je razgradnja Mdm-2/p53 kompleksa sto

produZzava Zivot p53 1 omogucava mu ulazak u jedro 1 Mth (97, 128, 129).
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Ostvarenje funkcije gena p53 zavisi od stabilnosti p53 proteina, koja je veéim delom
regulisana proteinom Mdm-2. Mdm-2 inhibira ili smanjuje aktivnost p53 proteina kontrolom
celularne lokalizacije p53, tj p53 protein vezan za Mdm-2, ostaje u citoplazmi, i na ovaj na¢in
je sprecena indukcija i aktivacija Bax na membrani Mth. Naime, u citosolu i Mth p53
pospesuje oligomerizaciju proapoptotskih Bax i Bak (antagonizujuci antiapoptotski efekat
Bcl-2 i Bel-xL) i pojavu MOMP (128).

Jo§ jedan od mehanizama kojim p53 moze da deluje na Mth i indukuje apoptozu je
indukcija ROS i proteina Puma i Noxa (119, 128, 130). U jedru, p53 deluje kao aktivator
transkripcije proapoptptskih gena Puma i Noxa i njihovih proteinskih produkata. Konkretnije,
Noxa inhibira ili onesposobljava antiapoptotski bcl-2, dok Puma indukuje ekspresiju,
konformacione promene i translokaciju unutar Mth proapoptoskog Bax (128).

U uslovima OS, slobodni p53 u vecoj koncentraciji stimuliSe bar dva proteina uklju¢ena u
ROS-indukovanu apoptozu, kao i ekpresiju p85 za koji se veruje da deluje kao signalni

molekul tokom ROS-zavisne p53-indukovane apoptoze (97, 128, 129).

1.4.2.3. Morfoloske odlike apoptoze

Svetlosna (Slika 17) i elektronska (Slika 18) mikroskopija identifikovale su veéi broj
promena koje se deSavaju u procesu apoptoze. U ranoj fazi piknoza je vidljiva svetlosnim
mikroskopom; ¢elija se smanjuje, citoplazma postaje gusca i ispunjena organelama, hromatin
je kondenzovan. Proces zahvata pojedinacne Celije ili manje grupe Celija koje imaju izgled
okruglih do ovalnih masa eozinofilne citoplazme i bazofilnih jedara (Slika 17). U njima se
nalazi deo citoplazme i organela, sa ili bez dela jedra. Apoptotoska tela bivaju fagocitovana
od strane makrofaga ili parenhimskih ¢elija.

Zapaljenska reakcija nije uobiCajena posledica apoptoze jer nema oslobadjanja
inflamatornih citokina ili sadrzaja ¢elija u medjuceliski prostor, a ostaci se brzo fagocituju.
Svetlosnim mikroskopom nije uvek jednostavno izdiferencirati nekrozu manjeg obima i
apoptozu. Nekroti¢no izmenjene Celije se odlikuju bubrenjem 1 uvecanjem celije,
vakuolizacijom citoplazme i bubrenjem organela i na kraju rupturom celijske membrane.
Oslobadanje sadrzaja ¢elije inicira inflamatornu reakciju u okolnom tkivu. Takode, nekroza

za razliku od apoptoze, obi¢no zahvata vece grupe celija (123).
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Slika 17. Tkivo jetre sa apoptotski Slika 18. Elektromikrografski  prikaz
izmenjenom c¢elijom (131) procesa apoptoze Celije (131).

(Celija se smanjuje (A); kariopiknoza (B);
membrane formira nabore, vakuole i ekstenzije
(C); odvajanje apoptotskih telasaca (D,
strelica).

Slika 19. Tkivo jetre sa pojedinacno Slika 20. Tkivo jetre sa bestrukturnim
rasporedenim  apoptotski  izmenjenim fokusom nekroze i blagom inflamatornom
¢elijjama, bez prisustva inflamatornog reakcijom na rubu nekroti¢nog Zarista (131).

infiltrata (131).
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2. Ciljevi istrazivanja
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Planirano istrazivanje uticaja primene ursodeoksiholne kiseline i monoketoholne

kiseline obuhvati¢e proveru vise relevantnih parametara, te su fermirani dole navedeni ciljevi:

1. Ispitati uticaj ursodeoksiholne i monoketoholne kiseline na telesnu masu, glikemiju i
parametre jetrene funkcije u holestazi i aloksanskom dijabetesu, kod laboratorijskih

pacova soja Wistar.

2. lspitati uticaj ursodeoksiholne i monoketoholne kiseline na proliferaciju hepatocita u

holestazi i aloksanskom dijabetesu, kod laboratorijskih pacova soja Wistar.

3. lIspitati uticaj ursodeoksiholne i monoketoholne kiseline na ekspresiju proteinskih
produkata gena ukljucenih u process apoptoze u holestazi i aloksanskom dijabetesu, kod

laboratorijskih pacova soja Wistar.

4. lspitati uticaj ursodeoksiholne i monoketoholne kiseline na ekspresiju nuklearnog
farnesoid X receptora u holestazi i aloksanskom dijabetesu, kod laboratorijskih pacova

soja Wistar.

5. lspitati uticaj ursodeoksiholne i monoketoholne kiseline na antioksidativni status

hepatocita u holestazi i aloksanskom dijabetesu, kod laboratorijskih pacova soja Wistar.
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3. Materijal i metode
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3.1. Primenjene hemijske supstance

3.1.1. Aloksan

U istrazivanju je koriS¢en rastvor aloksan monohidrata (alloxan monohydrate, Sigma
Chemicals Co, St Louis, MO, USA). Rastvaranje aloksana izvrSeno je u fizioloSkom rastvoru i
odmah nakon pripreme apliciran je zivotinjama jednokratno, intraperitonealnim (i.p.) putem, u
dozi od 150mg/kg telesne mase.

Aloksan je pirimidinski derivat ¢ija strukturna formula u velikoj meri 1i¢i na molekul
glukoze, a u organizmu se ponasa kao analog glukoze. Veoma je nestabilno hemijsko
jedinjenje, tako da je poluZzivot aloksana veoma kratak i u vodenom rastvoru se kroz par
minuta spontano pretvara u nedijabetogenu aloksansku Kiselinu. Zbog ovoga on mora biti
brzo primenjen nakon pripreme (132, 133). On je ustvari protoksin, koji putem GLUT2
receptora ulazi u beta-Celije pankreasa gde stvara ROS i toksi¢nu dialuri¢nu kiselinu (tokom
<1h) (Slika 21).

Aloksanski
dijabetes

Oksidativni
stres

Slika 21. Efekti primene aloksana.
Nakon primene aloksana razlikujemo Cetiri faze:

a) | faza (prolazna hipoglikemijska faza) — pocinje od primene aloksana i traje oko 30
minuta, a predstavlja kratkotrajni hipoglikemijski odgovor koji nastaje usled prolazne

stimulacije sekrecije insulina (134).
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b) Il faza (prva hiperglikemijska faza) - obi¢no traje 2-4 sata i nastaje kao posledica blokade
insulinske sekrecije sa prate¢com hipoinsulinemijom (134).

c) Il faza (druga hipoglikemijska faza) - tipi¢no se javlja 4 do 8 ¢asova nakon injekcije
aloksana 1 traje tokom nekoliko casova. Kao rezultat toksinom wuzrokovane rupture
sekretornih granula i Celijske membrane beta celija dolazi do preplavljenja cirkulacije
insulinom dovode¢i do ozbiljne prolazne hipoglikemije. Promene na beta ¢elijama pankreasa
su irevzibilne (134).

d) IV faza (faza permanentne dijabeticne hiperglikemije) — razvija se unutar 12 do 24 Casa

nakon primene aloksana i predstavlja permanentnu dijabeti¢nu hiperglikemijsku fazu (134).

3.1.2. Etinil-estradiol

U cilju izazivanja holestaze i oksidativnog ostec¢enja korisc¢en je etinilestradiol (EE). Primenjivan
je subkutano (s.c.), u dozi od 5 mg/kg telesne mase zivotinje. Aplikovan je jednom dnevno, tokom 5
dana.

EE deluje putem smanjenja toka zuci, odnosno veoma brzo dovodi do poremecaja funkcionisanja
éelijske membrane, ATP-azne aktivnosti membrane i ekspresije i funkcije transportera ZK na
sinusoidnoj membrani (Natcp i Na-nezavisni transport) (32). Takodje, EE smanjuje sposobnost
ekskrecije ZK na kanalikularnoj membrani putem BSE, Mdr-associated 2 i Mrp2 transportera
(18, 135), a krajnji efekat je narusena ekskrecija ZK, holesterola, fosfolipida, bikarbonata i
drugih molekula koji koriste ove transportne sisteme. Dugotrajna primena EE na pacovima
ima hepatotoksican efekat i voditi do brojnih histomorfoloskih i finkcionalnih poremecaja
jetre (136). Toksicni efekat EE je posledica metabolita, estradiol-17p-D-glukuronida (E, 17G)
koji pripada grupi konjugata estrogenskog-D prstena koji kod pacova imaju dozno i
vremenski zavistan holestatski efekat. Ovaj metabolit izaziva kako smanjenje funkcije Mrp2
tako i internalizaciju Mrp2 i BSEP transportera. Tako uti¢e na transport ZK i ZS (BSEP) i na
transport glutationa (Mrp2). Osim toga, EE i E; 17G povecavaju propustljivost medjuéelijskih

veza i omogucavaju paracelularno isticanje komponenti zuci (29).
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Slika 22. Sematski prikaz regulacije transportera na hepatocitnoj membrani u
intrahepati¢noj holestazi izazvanoj etinilestradiolom (EE) (29).

Legenda: EE- etinilestradiol, ZS- Zuéne soli, ZK- Zué¢ne kiseline, OA™ — organski anjoni, FL —
fosfolipidi. Isprekidane linije pokazuju promene u transportnom sistemu, (isprekidani vertikalni deo
strelice = blage varijacije, tanak vertikalni deo strelice = umerena varijacija, Sirok vertikalni deo
strelice = izrazena varijacija, strelica usmerena na dole = nishodna regulacija, strelica usmerena na

gore = ushodna regulacija.

Primena E, 17G intravenskim putem uzrokuje skoro trenutni nastanak holestaze, za
razliku od nekonjugovanih estrogena poput EE kome je potrebna metabolicka obrada, $to

nosi odredjene prednosti i mane u zavisnosti od cilja istrazivanja (137).

3.1.3. Zuéne kiseline
Struktura, osobine, potencijalna i dokazana dejstva ursodeoksiholne (UDK) i 12-

monoketoholne (MK) kiseline izlozena su u prethodnim poglavljima (1. Uvod).

Primenjena UDK je kupljena kao komercijalni preparat (Sigma), dok je 12-MK
sintetisana na Zavodu za farmakologiju, toksikologiju i klinicku farmakologiju, Medicinskog
fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu, po metodi Milkovic i saradnika.

3.1.4. Ostale supstance
Za rastvaranje EE koristio se propilen glikol, u dozi od 0,5 ml/kg telesne mase Zivotinje.
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3.2. Ogledne Zivotinje i ogledne grupe, protokol ispitivanja i Zrtvovanje

3.2.1 Ogledne Zivotinje

U ogledu su koris¢eni zdravi, beli laboratorijski pacovi, muskog pola, soja Wistar, telesne
mase 200-300g. Pacovi su odabrani metodom sluc¢ajnog odabira iz okota Vojno-tehnickog
instituta u Beogradu. Laboratorijske zivotinje su boravile u Uni-Protect (Ehret, Emendingen,
Nemacka) ormanima za ¢uvanje laboratorijskih Zivotinja sa filterskim sistemom za protok
vazduha, u Zavodu za farmakologiju, toksikologiju i klinicku farmakologiju Medicinskog
fakulteta u Novom Sadu. U ormarima je temperatura vazduha odrzavana izmedu 20 i 25°C,
uz kontrolu vlaznosti vazduha (50-60%) i odrZzavanje cirkadijalnog ritma (smene dana i no¢i
u trajanju od po 12 ¢asova). Zivotinje su imale slobodan pristup vodi i standardnoj hrani za
sitne laboratorijske Zivotinje (Veterinarski institut Zemun, Srbija). U jednom kavezu nalazile
su se sve zivotinje odgovarajuce ogledne grupe.

Briga o zivotinjama i sve eksperimentalne procedure su sprovodene u skladu sa etickim
nacelima rada sa laboratorijskim Zivotinjama. Izvodenje ogleda odobrila je Eticka komisija za
rad sa oglednim zivotinjama Univerziteta u Novom Sadu dajuci svoju saglasnost sa planom

ovog ispitivanja.

3.2.2. Ogledne grupe

Ogledne grupe koje nisu primale aloksan, formirane su nasumic¢nim odabirom.
Oformljeno je pet grupa od po 4 jedinke. Kontrolnu grupu (K1) ¢inile su jedinke tretirane
samo fizoloSkim rastvorom. Da bi se izvrSila provera eventualnog delovanja rastvaraca za
etiniletradiol, formirana je grupa K2, gde su jedinke primale propilen glikol.

Preostale oformljene grupe oznaCene su sa EE (primena samo etinilestradiola), E-UDK
(etinilestradiol i ursodeoksiholna kiselina) i E-MK (etinilestradiol i monoketoholna kiselina).
Nakon 24h od prijema Zivotinja, izmerena je telesna masa svake jedinke, 1 pocelo se sa
primenom protokola istraZivanja predvidenog za zivotinje u navedenim grupama. Detaljan

protokol tretmana jedinki za svaku grupu prikazan je u Tabeli 2.
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Tabela 2. Ogledne grupe i protokol ispitivanja

grizpi:e/ ﬁ\irt?ija Primenjene supstance Doza Primena| Dnevno doza T(rgi?]?ge
K1 4 Fiziolo$ki rastvor 0.5 ml/kg i.p. 1 5
K2 4 Propilen-glikol 0,5 ml/kg s.C. 1 5
EE 4 Propilen-glikol 0.5 ml/kg s.C. 1 5
Etinilestradiol 0.5 mg/kg s.C. 1 5
monoketoholna kiselina | 4 mg/kg i.p. 2 (071 19h) 5
E-MK 4 propilen-glikol 0.5 ml/kg S.C. 1 5
Etinilestradiol 0.5 mg/kg S.C. 1 5
Ursogieszlﬁsggolna 25 mglkg ip. 1 5
E-UDK 4 propilen-glikol 0.5 ml/kg s.C. 1 5
Etinilestradiol 0.5 mg/kg s.C. 1 5
K-A 5 Aloksan 150 mg/kg i.p. 1 1
Aloksan 150 mg/kg i.p. 1 1
K-AE 5 propilen-glikol 0.5 ml/kg s.C. 1 5
Etinilestradiol 0.5 mg/kg s.C. 1 5
Aloksan 150 mg/kg i.p. 1 1
AEMK . propilen-glikol 0.5 ml/kg s.C. 1 5
Etinilestradiol 0.5 mg/kg s.C. 1 5
Monoketoholna kiselina | 4 mg/kg i.p. 2 (07 19h) 5
Aloksan 150 mg/kg i.p. 1 1
AE-UDK . propilen-glikol 0.5 ml/kg s.C. 1 5
Etinilestradiol 0.5 mg/kg s.C. 1 5
Ursodeoksiholna kiselina | 25 mg/kg i.p. 1 5

Legenda: MK — monoketoholna kiselina, UDK — ursodeoksiholna kiselina

Grupe koje Ce biti tretirane aloksanom, oformljene su od preostalih jedinki, na slede¢i

na¢in. Nakon 24h od prijema, izmerena je telesna masa jedinki, i aplikovana je prva doza

aloksana (sveze pripremljen rastvor U dozi od 150mg/Kkg).

a) Nakon 24 cCasa od primene aloksana merena je glikemija (iz repne vene, aparatom

Gluco Sure Plus Blood Monitoring System (Apex Biotechnology Corp). Ukoliko je iznosila >
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15.0 mmol/l, smatrali smo da je doslo do razvoja aloksanskog dijabetesa. Jedinkama kojima je
registrovana glikemija niza od 15.0 mmol/Il, aplikovana je jos jedna doza aloksana.
b) Nakon 48 casova od prve primene aloksana kod svih zivotinja jos jednom je proverena
glikemija a sve jedinke sa glikemijom nizom od 15 mmol/l su iskljucene iz daljeg toka ogleda.
Tako je 48 casova od prve primene aloksana preostalo 20 zivotinja kod kojih je izazvan
aloksanski dijabetes, i one su slu¢ajnim izborom grupisane u grupe A, AE, AE-MK i AE-UDK,

tako da je u svakoj navedenoj grupi bilo po 5 zivotinja.
3.2.3. Protokol ispitivanja

Nakon ovako formiranih oglednih grupa zapocelo se sa predvidenim eksperimentalnim
protokolom (Tabela 2).

Dan nakon poslednjeg dana ogleda 1 priblizno nakon 12 ¢asova od primene poslednje
doze Zucne kiseline, zivotinjama je merena glikemija u kapilarnoj krvi iz repne vene. Nakon

merenja glikemije, pristupalo se Zrtvovanju Zivotinja.

3.2.4. Zrtvovanje Zivotinja
Zivotinje su uvodene u opstu anesteziju uz pomoé¢ 25% rastvora uretana ( Sigma
Chemicals Co, St Louis, MO, USA) u koncentraciji od 5ml/kg telesne tezine
intraperitonealno. Nakon gubitka refleksa uspravljanja, Zivotinje su zrtvovane
eksangvinacijom (kardiopunkcijom) u cilju uzimanja uzoraka krvi. Nakon zrtvovanja od
svake jedinke je uzet isecak tkiva jetre, osloboden vezivnog tkiva, osusen filter papirom,
izmeren i duvan na -70°C do homogenizacije. Nakon toga, uzet je jos jedan isecak tkiva jetre

i fiksiran u puferisanom 4% rastvoru formalina u cilju dalje histoloske obrade.
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3.3. Histoloska i imunohistohemijska obrada tkiva

Isecci tkiva jetre fiksirani u 10% formalinu, dehidratisani su rastu¢im koncentracijama
etanola, ukalupljeni u parafin 1 seeni na kliznom mikrotomu marke Leica pri debljini
histoloskih rezova od Sum. Od svakog kalupa iseCen je odgovarajuci broj susednih preseka

tkiva, koji su bojeni slede¢im metodama.

> Klasi¢nim hematoksilin-eozin (HE) bojenjem (2) (Slika 23)

58 * BES

Slika 23. Tkivo jetre zdravih jedinki pacova (HE, 10x).

> Histohemijskim metodama bojenja (2) za prikazivanje retikulinske potke

hepatocita (retikulin), vezivnog tkiva (Mallory), retikulinske potke hepatocita
(retikulin) i glikogena (Periodic Acid Schiff (PAS) i/ili Periodic Acid Schiff- Alcian
Blue (PAS/AB). Histohemijska bojenja normalnog tkiva jetre pacova prikazana su na
slikama 24, 25 i 26.
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Slika 24. Tkivo jetre zdravih jedinki pacova (retikulin, 40x)
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Slika 25. Tkivo jetre zdravih jedinki pacova (Mallory, 20x)
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Slika 26. Tkivo jetre zdravih jedinki pacova (PAS, 20x)

> Imunohistohemijskom metodom bojenja_tkiva, kada su primenjena sledeca

primarna antitela:

- Ki67 antibody [SP6] - Proliferation Marker (Abcam)

- p53 (FL-393), rabbit polyclonal 1gG antibody (Santa Cruz Biotechnology)

- Bax (P-19), rabbit polyclonal IgG antibody (Santa Cruz Biotechnology)

- Bcl-2 (C 21), rabbit polyclonal IgG antibody (Santa Cruz Biotechnology)

- Bcl-X Ab-1, mouse monoclonal IgG antibody (Lab Vision - Thermo scientific)
- FXR (H-130), rabbit polyclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology)

Korisc¢en je sistem za vizuelizaciju - UltraVision LP Detection System HRP Polymer &
DAB Chromogen (Lab Vision — Thermo scientific), a metod bojenja bio je istovetan za sva
antitela, po protokolu propisanom od strane proizvodaca: po rehidrataciji ise¢aka ("dovodenja
do vode™) isti su podvrgnuti pretretmanu zagrevanjem isecaka u citratnom puferu (pH 6.0) u
Thermo Scientific PT Linku 20 minuta nakon ¢ega je usledilo hladenje preparata u trajanju
od 30 minuta. Po zavrSetku hladenja iseCci su isprani Cetiri puta u puferu (PBS, pH7.4) i
potom u cilju otklanjanja nespecifi¢nog pozadinskog bojenja inkubirani 5 minuta u Ultra V
Block (Lab Vision TA-015-UB). Po ispiranju u puferu aplikovano je odgovarajuce primarno
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antitelo (Bcl2, BclX, Bax, FXR, P53-1:100, Ki-67-1:200) u trajanju od 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Ise¢ci su potom tretirani sa Primary Antibody Enhancer (Lab Vision, TL-015-
PB) u trajanju od 10 minuta. Nakon ispiranja puferom isecci su 15 minuta podvrgnuti HRP
Polymer-u (Lab Vision, TL-015-PH).Vizuelizacija je izvrSena primenom DAB Chromogen-a
(Lab Vision, TA-015-HDX). Bojenje i kontrastiranje ise¢aka izvrSeno je Majerovim
hematoksilinom. Preparati su analizirani na mikroskopu marke Olympus BX43, sa

uveli¢anjem objektiva od 10, 20, 40 i 60 puta i fotografisani kamerom marke Olymus DP73.

3.3.1. Interpretacija imunohistohemijskih bojenja

Na svim preparatima bojenim imunohistohemijskom metodom odredivano je
prisustvo ili odsustvo bojenja, tj ekspresije navedenih antitela. Za pojedine markere
analizirana je i procentualna zastupljenost pozitivnih éelija, intenzitet bojenja, Sto je detaljnije

opisano u narednim poglavljima.

3.3.1.1. Proliferativni indeks hepatocita (ekspresija Ki-67)

Proliferativni indeks hepatocita interpretira se na osnovu ekspresije Ki-67 markera
(Slika 27) (22).

| 100 pm F

Slika 27. Ekspresija Ki-67 u jedru hepatocita (40x).
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3.3.1.2. Ekspresija Bcl-2, Bcl-x, Bax i p53 markera

Ekspresija Bcl-2, Bcl-x, Bax i p53 odredivana je u hepatocitima semikvantitativno, po
zajedni¢kom kriterijumu: (0) — nema ekspresije, (1) — slaba ekspresija (slab intenzitet bojenja
u vise od 5% celija ili jak intenzitet bojenja u manje od 5% celija), (2) — umereno izraZzena
ekspresija (slab do umeren intenzitet bojenja u vise od 15% celija ili jak intenzite bojenja u
5-15% celija) i (3) — izrazena ekspresija (umeren ili jak intenzitet bojenja u vise od 15%
Celija) (124, 127, 128).

Za Bcl-2, Bel-X i Bax ispitivana je citoplazmatska ekspresija, a za p53 i nuklearna i

citoplazmatska ekspresija.

3.3.1.3. Ekspresija nuklearnog FXR receptora

Ekspresija FXR odredivana je na osnovu zbira ocena za intenzitet bojenja (FXRint) i
procenat (FXR%) celija koje pokazuju bojenje (Tabela 3.) (138). Na ovaj nacin dolazi se do
vrednosti FXRscore.

Tabela 3. Kriterijum za ocenjivanje FXRint i FXR% u hepatocitima

ocena Intenzitet_bojenja Procenat obojenih celija
(FXRint) (FXR%)
1 Slab 1-25%
2 Umeren 26-50%
3 Jak 51-75%
4 | 76-100%

Kako bi se lakse interpretirala i poredila ekspresija FXR, za potrebe naSeg istrazivanja
vrednosti FXRscore smo grupisali kao u Tabeli 4. Na osnovu toga, ekspresija FXR receptora
u tkivu jetre oglednih zivotinja, opisivana je kao jaka, umerena ili slaba (Slika 28, Slika 29,
Slika 30).

55



Uticaj sintetske 1 prirodne zu¢ne kiseline na oksidativni status i apoptozu hepatocita
- doktorska disertacija -

Tabela 4. Kategorije FXRscore na osnovu kojih je tumacena ekspresija FXR.

FXRscore Ekspresija FXR
nizak (21 3) slaba ekspresija
srednji (4 i 5) umerena ekspresija

Vvisok (61 7) jaka ekspresija

°
2okt
‘e BV vatel tbeats j

Slika 28. Jaka ekspresija FXR (40x).
(FXR score 7: jak intenzitet bojenja (3) u vise od 75% ¢elija (4))
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Slika 29. Umerena ekspresija FXR (40x).
4: slab intenzitet bojenja (1) u vise od 5

0% celija (3))
7] AL -( e

e

Slika 30. S
(FXR score 3: slab intenzitet bojenja (1) u do 50% celija (2))
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3.4. Biohemijske metode ispitivanja

3.4.1. Instrumenti
Za merenje mase organa koriS¢ena je tehnicka vaga, marke ,,Sartorius®, sa tacnoSu od
+0.001g. Za homogenizaciju je koris¢en Potter-Elvehjem homogenizator (Braun). Za
odredivanje enzimske aktivnosti koris¢en je Agilent 8453 UV/VIS spektrofotometar sa
termostatiranim multi¢elijskim sistemom za pozicioniranje uzoraka i softverom za ispitivanje

enzimske Kkinetike.

3.4.2. Uzimanje uzoraka i priprema za analizu
Nakon eksangvinacije i zrtvovanja zivotinja, uzeti uzorci jetre su odmah nakon vadenja
stavljeni u ledeni fizioloski rastvor, oslobodeni vezivnog tkiva, osuSeni filter papirom,

izmereni i uvani na -70°C do homogenizacije.

3.4.3. Homogenizacija
Uzorci organa su, nakon odmrzavanja, u cilju dobijanja grubog homogenata (10% wi/v),
potopljeni u TRIS/KCI pufer za homogenizaciju (0.05M TRIS:1.15 % KCI=1:1, pH=7.4) u
odnosu 1:10. U cilju olaksane homogenizacije uzorak je drzan na ultrazvu¢nom kupatilu 2
min uz usitnjavanje organa hiruSkim makazicama, a zatim homogenizovan pomocu Potter-
Elvehjem homogenizatora na ledu.
Nakon zavrSene homogenizacije:
¢ (Odvojeni su delovi grubog homogenata, iz kojih je odredivana koncentracija
proteina i TBARS
e Frakcija grubog homogenata je centrifugirana 20 min na 40C i 3600 obrtaja/min,
nakon Cega se izdvajao supernatant 1 dobila denukleirana frakcija (citosol). U citosolu
su odredivani proteini i enzimi: CAT, SOD, GSH-Px, GR i GST.

Uzorci tkivnog homogenata su do analiziranja ¢uvani na -70°C.

3.4.4. Odredivanje parametara jetrene funkcije
Kataliticka koncentracija aspartat aminotransferaze (AST) u serumu zivotinja je
merena metodom IFCC (International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory

Medicine). U reakciji transaminacije, izmedu L-Aspartata i 2-ketoglutarata nastaje
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oksalacetat. Oksalacetat u sledecoj, indikatorskoj reakciji, Katalizovanoj od strane malat
dehidrogenaze, oksiduje NADH. U ovoj metodi promena brzine oksidacije NADH u
indikatorskoj reakciji je proporcionalna koncentraciji AST.

Kataliticka koncentracija alanin aminotransferaze (ALT) u serumu zivotinja je merena
metodom IFCC. U reakciji transaminacije, izmedu L-Alanina i 2-oksoglutarata nastaje
piruvat. Piruvat u sledecoj, indikatorskoj reakciji, katalizovanoj od strane laktat
dehidrogenaze, oksiduje NADH. U ovoj metodi promena brzine oksidacije NADH u

indikatorskoj reakciji je proporcionalna koncentraciji ALT (100).
3.4.5. Odredivanje pokazatelja oksidativnog stresa u homogenatima tkiva

3.4.5.1. Odredivanje intenziteta lipidne peroksidacije

Princip metode:

Spektrofotometrijsko odredivanje proizvoda lipidne peroksidacije i tiobarbiturne kiseline
(TBA) u kiseloj sredini na 535 nm (139, 140).
Reagensi:

= 0.6% tiobarbiturna kiselina

= 1% fosforna kiselina

= 2-butanol

Reakciona smesa:

Smesa od 0.50 ml grubog homogenata tkiva, 1 ml 0.6% tiobarbiturne kiseline 1 3 ml fosforne
kiseline se izmeSa na vortexu i zagreva na vodenom kupatilu 45 minuta na 900C. Nakon
zagrevanja epruvete se ohlade do sobne temperature i vrsi ekstrakcija pomocu 3 ml 2-
butanola uz muckanje. Centrifugiranje se vrsi na 3000 obrtaja /min u toku 5 minuta.

Koncentracija TBARS se odreduje iz organskog sloja spektrofotometrijski na 535 nm.

Molarni apsorpcioni koeficijent je 1.56x105 M-1 cm-1.

Lzracunavanje:

(AAuz — Aasp) * Vrs *10
C tBARS = ( nmoling proteina)

1.56 * Vuz * Cpr

AAsp - srednja vrednost apsorbancije slepe probe
AAuz - srednja vrednost apsorbancije uzorka
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Cpr - koncentracija proteina u uzorku [mg/ml]
Vrs - zapremina reakcione smese [ml]

Vuz — zapremina uzorka [ml]

3.4.5.2. Odredivanje pokazatelja antioksidativne zastite

3.4.5.2.1. Odredivanje aktivnosti katalaze (CAT)

Princip metode:

Vodonik peroksid pokazuje maksimum apsorpcije na 240 nm. Aktivnost katalaze se odreduje
praéenjem razlaganja H202 na datoj talasnoj duzini, pri ¢emu je pad apsorbancije

proporcionalan aktivnosti katalaze (141).

Reagensi:
= (.05 M fosfatni pufer pH=7.0

= 30 % H202
Pufer se podesi sa H202 tako da apsorbancija slepe probe na 240 nm bude 0.525-0.550.

Reakciona smesa:

U 1.5 ml podesenog rastvora H202 u fosfatnom puferu doda se uzorak (10-20 ul). Reakcija
zapocinje dodavanjem uzorka. Pad apsorbancije se prati na 240 nm, u toku tri minuta na

temperaturi od 25 OC.

Izracunavanje:

Aktivnost CAT se izrazava u jedinicama aktivnosti na mg proteina.

. ) (AAuz — Aasp) * 1000 * Vrs _
specificna aktivnost = ( U/mg proteina)

43.6 * Cpr * Vuz

AAsp - srednja promena apsorbance slepe probe
AAuz - srednja promena apsorbance uzorka u minuti
Cpr - koncentracija proteina u uzorku [mg/ml]

Vrs - zapremina reakcione smese [ml]

Vuz — zapremina uzorka [ml]
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3.4.5.2.2. Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze (GSH-PX)

Princip metode:

Glutation peroksidaza kataliSe redukciju organskog peroksida uz nastajanje oksidovanog
glutationa, GSSG. GSSG se ponovo redukuje do GSH uz NADPH (kao donora redukcionih
ekvivalenata), a reakciju kataliSe enzim glutation reduktaza (GR). Aktivnost GSH-Px se prati
spektrofotometrijski, posredno, pra¢enjem pada apsorbance na 340 nm koja poti¢e od
NADPH (Slika 28) (142).

Molarna apsorbanca x 107

et 320 k1l
Talasna dufina (nm )

g

Slika 28. Apsorpcioni spektri NADP+ i NADPH (100).

Reagensi:
= 1M TRIS-HCI, 5mM EDTA; pH=8

= 0.1IM GSH

= 2mM NADPH

= 250 IU/mL GR

= 7mM t-butilhidroperoksid

61



Uticaj sintetske 1 prirodne Zu¢ne kiseline na oksidativni status 1 apoptozu hepatocita
- doktorska disertacija -

Reakciona smesa.

Slepa proba Sistem
TRIS-HCI, EDTA 100 pL 100 uL
GSH, 0.1M 20 uL 20 uL
GR 101U/mL 100 pL 100 uL
NADPH, 2 mM 100 pL 100 uL
Uzorak:citosol=1:20 (hemolizat) 10 ul 10 ul
Dest. H20 670 pL 660 pL

Inkubirati na 37°C 10 minuta

t-Butilhidroperoksid / 10 ul

Lzracunavanje:

Aktivnost GSH-Px se moze izraziti kao broj nmol NADPH oksidovanih po minuti po mg
proteina.

(AAuz — Aasp)* 1000 * Vrs

specifi¢na aktivnost = (nmol NADPH/min/mg protein)

6.22 * Cpr *Vuz
AAsp- srednja promena apsorbance slepe probe
AAuz- srednja promena apsorbance uzorka u minuti
Cpr- koncentracija proteina u uzorku [mg/ml]
Vrs- zapremina reakcione smese [ml]

Vuz — zapremina uzorka [ml]

3.4.5.2.3. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze (GSH-R)

Princip metode:

Glutation reduktaza kataliSe redukciju oksidovanog glutationa (GSSG) uz NADPH kao
donora redukcionih ekvivalenata. Aktivnost GSH-R se odreduje spektrofotometrijski,

posredno, preko brzine oksidacije NADPH, ¢iji je maksimum apsorbancije meri na 340 nm

(Slika 23) (142).
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Reagensi:
= 1M TRIS-HCI, 5mM EDTA, pH=8

= 0.033 M GSSG
= 2mM NADPH

Izracunavanje:

Aktivnost GSH-R se izrazava u specificnim jedinicama aktivnosti na mg proteina. Specifi¢na

jedinica aktivnosti je definisana kao broj nmol NADPH oksidovanih u minuti po mg proteina.

N * *
specifi¢na aktivnost = (AAuz — Aasp) * 1000 * Vrs

( nmol NADPH/min/mg protein)
6.22 * Cpr * Vuz

AAuz - srednja promena apsorbance uzorka u minuti
AAsp - srednja promena apsorbance slepe probe
Cpr - koncentracija proteina u uzorku [mg/ml]

Vrs - zapremina reakcione smese [ml]

Vuz — zapremina uzorka [ml]

Reakciona smesa:

Slepa proba Sistem
TRIS-HCI, EDTA 50 uL 50 Ml
Uzorak 10 uL 10 uL
Dest. H20 890 uL 790 uL.
FAD / /
Inkubirati na 37°C 10 minuta
GSSG / 100 puL
Inkubirati na 37°C 10 minuta
NADPH 50 uL 50 uL
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3.4.5.2.3. Odredivanje aktivnosti glutation-S-transferaze (GSH-ST)

Princip metode:

Glutation-S-transferaza katalizuje reakciju 1-hlorodinitrobenzena (CDNB) sa —SH grupom
glutationa. Konjugat CDNB-glutation, apsorbuje na 340 nm, pa se aktivnost enzima meri

promenom opticke gustine na datoj talasnoj duzini (142).

Reagensi:
= 0.5M fosfatni pufer pH=6.5

= 25mM CDNB u 95% etanolu
= 20mM GSH

Reakciona smesa:

Slepa proba Sistem
Fosfatni puffer 200 uL 200 uL
CDNB 20 uL 20 uL
Dest. H,0 730 uL 630 uL
Inkubirati na 37°C 10 minuta
GSH | 50 uL | 50 pL
Promesati
Uzorak | / | 50 uL

Izracunavanje:

Aktivnost GSH-ST se izrazava u specificnim jedinicama aktivnosti na mg proteina

[nmol/min/mg proteina].

( AAuz — Aasp) * Vrs * 1000

specifi¢na aktivnost = (nmol  konjugata /min /mg

proteina) 9.6 *Vuz * Cpr

AAsp - srednja promena apsorbance slepe probe
AAuz - srednja promena apsorbance uzorka u minuti
Cpr - koncentracija proteina u uzorku [mg/ml]

Vrs - zapremina reakcione smese [ml]

Vuz — zapremina uzorka [ml]
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3.5. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka vrSena je statistickim programom SPSS 16.0, dok su
grafici kreirani pomoc¢u programa Microsoft Office Excel 2007. Podaci su predstavljeni
tekstualno, tabelarno i graficki.

Prvi korak u analizi podataka bila je primena deskriptivnih statistiCkih metoda, od
kojih su u radu koris¢ene mere centralne tendencije i mere varijabiliteta. Od mera centralne
tendencije izraCunate su aritmeti¢ka sredina, minimum, maksimum i raspon vrednosti. Od
mera varijabiliteta su kori§¢ena izraGunavanja standardne devijacie i varijanse. Zbog malog
broja podataka, odnosno malog uzorka od po 4 do 5 Zivotinja u svakoj grupi, izraZena je
varijabilnost podataka, te je uzorak tretiran kao heterogen. U ovakvom uzorku medijana moze
biti bolji pokazatelj srednje vrednosti uzorka od aritmeti¢ke sredine, te je uvrStena u
deskriptivne pokazatelje prikazane u rezultatima.

U statistickoj obradi podataka, koris¢eni su neparametrijski testovi za testiranje
statistiCkih hipoteza, jer nisu bili ispunjeni uslovi za primenu parametrijskih testova (poznata
varijansa osnovnog skupa podataka i uzorci moraju biti veé¢i od 30 jedinica, ukoliko osnovni
skup nema normalnu raspodelu). Primenjeni su Mann-Whitney U test (MW) i Kolmogorov-
Smirnov Z (KS) test za poredenja dve grupe nezavisnih podataka, a Kruskal-Wallis test za
poredenje visSe od dve grupe nezavisnih podataka. Zbog specificnosti ispitivanja kod
parametara koji se mere pre i posle terapije (telesna masa i Secer u krvi), koriséeni su testovi
za ispitivanje zavisnih uzoraka - Wilcoxon signed Z test za poredenje dve grupe zavisnih
podataka, dok su Friedman i Kendalls W test koriS¢eni za poredenje vise od dve grupe
zavisnih podataka. U sluCaju postojanja statisticke znacajnosti, sa posmatranim nivoom
znacajnosti od p<0.05, navedene su vrednosti samog testa (oznake F, MW 1 KS), stepeni
slobode (n), kao i dobijeni nivo znac¢ajnosti (p).

Povezanost odredenih parametara ispitivana je Spearman testom Kkorelacije za
neparametrijske prora¢une. U tekstu su navedene vrednosti Spearmanovog koeficijenta

korelacije (R), nivo znacajnosti (p) 1 koeficijent determinacije (KD).
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4. Rezultati
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4.1. Telesna masa

4.1.1. Telesna masa Zivotinja koje nisu tretirane aloksanom

Pre tretmana, prosec¢na telesna masa zivotinja bila je najmanja u E-MK grupi, a
najvisa u K1 i K2 grupi. Takode, vrednosti varijanse, raspona i standardne devijacije, najvece
su u grupama K1 i K2, sto govori u prilog vecih varijacija telesne mase pojedinacnih

zivotinja u odnosu na prose¢nu vrednost (Tabela 5).
Tabela 5. Prose¢na vrednost telesne mase zivotinja pre i posle predvidenog tretmana.

K1 K2 EE E-UDK E-MK

TM pre tretmana
325,4+32,98 324,8+33,99 323,0+20,54 319,6+21,28 267,2+11,86 *

Minimum 298 300 290 288 257
Maximum 380 382 340 340 280
Medijana 31 307 330 330 262
Raspon 82 82 50 52 23
Varijansa 1087,80 1155,70 422,00 452,80 140,70

- TM posle tretmana

333,4+32,94 > 332,0£30,69 304,8+18,18 < 310,4+45,09 276,6+16,55 * #

Minimum 305 307 278 264 256
Maximum 385 379 325 384 296
Medijana 317 317 302 303 270
Raspon 80 72 47 120 40
Varijansa 1084,80 942,00 330,70 2033,30 273,80

Legenda: * - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na grupe K1, K2 i EE
< - statistiCki znac¢ajno smanjenje u odnosu na vrednost telesne mase pre tretmana
> - statisti¢ki znacajno povecéanje u odnosu na vrednost telesne mase pre tretmana

Prema Kruskal-Wallis testu, izmedu vrednosti telesne mase zivotinja pre tretmana

postoje statisticki znacajne razlike (KW=31.160, n= 8, p=0.000). Prema Mann-Whitney U i
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Kolmogorov-Smirnov testovima znacajna je uocena razlika izmedu grupe E-MK i grupa K1,
K2 i EE (MW=0.000, p=0.008, KS=1.581, p=0.013).

Posle tretmana, grupa K1 je imala najvecu prosecnu telesnu masu, dok je i dalje
najmanja bila telesna masa u grupi E-MK. Analizom vrednosti telesne mase zivotinja nakon
tretmana, Kruskal Wallis test pokazuje da postoje statisticki znac¢ajne razlike medu grupama
(KW=33.658, n= 8, p=0.000). Telesna masa zivotinja u grupi E-MK je, kao i na pocetku
ogleda, statisti¢ki znatno manja u odnosu na telesnu masu zivotinja grupa K1 i K2 (MW=0.0,
p=0.008, KS=1.581, p=0.013), kao i u odnosu na zivotinje grupe EE (MW=2, p=0.032).

Nakon tretmana, najveca standardna devijacija, raspon i varijansa javljaju se u grupi
E-UDK, sto govori da u ovoj grupi postoje najveca odstupanja pojedinacnih izmerenih
telesnih masa zivotinja u odnosu na prosecne vrednosti. Ipak, nije uoCena statistiCka
znacajnost u telesnoj masi posle tretmana ove grupe u odnosu na kontrolnu grupu i grupu EE
(Tabela 5).

Poredec¢i telesnu masu pre i posle tretmana u okviru jedne grupe, Wilcoxon Signed
Rank Z test dokazuje statisticki znacajno smanjenje telesne mase zivotinja izlozenih
etinilestradiolu u grupi EE (F=-2.032, p=0.042) za razliku od kontrolne grupe K1 gde je
dokazan statisticki znacajan porast telesne mase (F=-2.032, p=0.042). Ovim testom utvrdeno
je da promene u telesnoj masi grupa E-UDK i E-MK pre i posle tretmana ne pokazuju

statisticku znacajnost.

4.1.2. Telesna masa Zivotinja sa aloksanskim dijabetesom

Posmatrajuc¢i grupe jedinki sa aloksanskim dijabetesom, pre pocetka tretmana
najmanju prose¢nu telesnu masu imale su zivotinje grupe A, dok su najvecu prose¢nu TM
imale zivotinje grupe AE-MK (Tabela 6). Najvece vrednosti varijanse, raspona i standardne
devijacije takode su prisutne u grupi AE-MK, sto govori o velikom odstupanju pojedinih
telesnih masa od izrac¢unate aritmeticke sredine te grupe. Poredeci prosecne vrednosti telesne
mase pre predvidenog tretmana za grupe jedinki sa aloksanskim dijabetesom, nisu

verifikovane statisticki znacajne razlike.
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Tabela 6. Vrednosti telesne mase Zivotinja sa dijabetesom pre i posle predvidenog tretmana.

A AE AE-UDK AE-MK
X +SD 250,6+15,87 268,4+19,91 274,0+£10,70 286,6+31,01
Minimum 237 242 262 264
Maximum 276 296 289 341
Medijana 248 265 272 274

39 54 27 7
251,80 396,30 114,50 961,30

_ TM posle tretmana

X £SD 246,6+18,53  214,4+16,79 < 242,0+27,35 < 260,8+39,09

225 201 208 208
271 241 273 294
239 209 253 278
46 40 65 86
343,30 281,80 748,00 1527,70

Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na TM u K1 i K2 posle tretmana
< - statisti¢ki znacajno smanjenje u odnosu na vrednost telesne mase pre tretmana
> - statistiCki znacajno povecanje u odnosu na vrednost telesne mase pre tretmana

Nakon predvidenog tretmana, postoji statisticki znacajna razlika u prosecnim telesnim
masama oglednih grupa (F=33.658, n=8, p=0.000). Mann Whitney U i Kolmogorov-Smirnov
testovi pokazuju statisticki znac¢ajno smanjenje telesne mase svih grupa sa aloksanskim
dijabetesom u odnosu na grupu K1 i K2 (MW=0.000, p=0.008, KS=1.581, p=0.013) posle
tretmana.

U svim grupama izloZenim dejstvu aloksana, posle tretmana doslo je do smanjenja telesne
mase u odnosu na vrednosti pre pocetka tretmana (Tabela 6). Wilcoxon Signed Rank Z test
utvrdio je da je vrednost telesne mase na kraju u odnosu na pocetak tretmana statisticki
znacajno manja u grupama aloksanskih jedinki AE i AE-UDK (F=-2.032, p=0.042).
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4.2. Vrednosti Seéera u krvi (SUK)

4.2.1. Vrednost Secera u Krvi Zivotinja koje nisu tretirane aloksanom

Pre odgovarajuéeg tretmana, vrednosti Sec¢era u krvi zivotinja kontrolnih grupa i
zivotinja tretiranih etinilestradiolom kretale su se od 5,90 mmol/L u grupi E-MK do 6,26
mmol/L u grupi K1 (Tabela 7).

Tabela 7. Prose¢na vrednost Seéera u krvi pre (SUKstart —mmol/L, X+SD) i posle
predvidenog tretmana (SUKkraj - mmol/L, X+SD).

K1 K2 EE E-UDK E-MK
SUK start
X +SD 6,26+0,23 6,14+0,17 6,16+0,11 6,12+0,13 5,90+0,29
Minimum 6,0 59 6,0 6,0 55
Maximum 6,5 6,3 6,3 6,3 6,2
Medijana 6,2 6,1 6,2 6,1 6,0
Raspon 0,5 0,4 0,3 0,3 0,7
0,05 0,03 0,01 0,02 0,09
SUK kraj
X +SD 6,36+0,15 6,36+0,22 6,10+0,20 6,08+0,35 5,80+0,19
Minimum 6,2 6,0 59 5,5 5,5
6.6 65 6.4 6.4 6.0
Medijana 6,3 6,5 6,0 6,1 5,8
Raspon 0,4 0,5 0,5 0,9 0,5
Varijansa 0,02 0,05 0,04 0,12 0,03

Nakon tretmana, najnize izmerene vrednosti bile su takode u grupi E-MK, a najvise
vrednosti od 6,36 mmol/L izmerene su u grupama K1 i K2. Vrednosti varijanse, raspona i
standardne devijacije su u svim grupama male (kako pre tako i nakon tretmana), te govore o

malom odstupanju pojedina¢nih izmerenih vrednosti od izraCunate proseéne vrednosti.
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Izmerene vrednosti Seéera u krvi pre tretmana, kao ni posle tretmana, ne pokazuju

statististicki znacajne razlike.

4.2.2. Vrednost Secera u krvi Zivotinja sa aloksanskim dijabetesom

U svim grupama tretiranim aloksanom izazvan je aloksanski dijabetes, koji je

potvrden vrednostima $ecera u krvi Zivotinja od 15 mmol/L i vi§im (SUK pre) (Grafik 1).

Secer u krvi

40

35

30

25

20

mmol/L

15

10

5

0

A AE AE-UDK AE-MK

H SUK pre 33.74 32.26 31.94 29.36
4 SUK posle 20.24 25.14 14 17.66

Grafik 1. Prose¢ne vrednosti Se¢era u krvi (mmol/L, X £SD) pre i posle tretmana, u
grupama jedinki sa aloksanskim dijabetesom

egenda: * - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na proseénu vrednost S u toj
L da: * - statistick lik d dnost SUK u t
grupi na pocetku tretmana.

Odgovaraju¢im testovima, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu prose¢nih
vrednosti SUK pre tretmana medu grupama sa aloksanskim dijabetesom.
Proseé¢na vrednost SUK nakon tretmana, samo u jednoj od grupa (AE-UDK) manja je od
15mmol/L. Nesto visa je proseéna vrednost SUK u grupi AE-MK, dok je najvisa u grupi AE.
U grupama sa najnizim proseénim vrednostima SUK nakon tretmana (AE-UDK i AE-
MK), utvrdene su i najviSe vrednosti varijanse (94.01 i 117.01), raspona (18.8 i 24.4) i
standardne devijacije (9.7 i 10.82).
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Prema Friedman testu za zavisne uzorke, utvrdeno je da postoje statisti¢ki znacajne
razlike u vrednosti SUK pre i posle tretmana u okviru grupa tretiranih aloksanom (F=5.000,
n=1, p=0.025). Daljom analizom, primenom Wilcoxon Signed Test Z za par zavisnih uzoraka,
vidimo da je statisti¢ki zna¢ajno smanjenje prose¢ne vrednosti SUK u odnosu na vrednosti na
pocetku tretmana, prisutno u grupama A, AE i AE-UDK (Z=-2.023, p=0.043) (Grafik 1).

U grupi AE-UDK je kod najveceg broja zivotinja doSlo do uspotavljanja
normoglikemije (3 od 5 zivotinja). U nesto manjem broju normoglikemija je uspostavljena i
kod jedinki iz AE-MK grupe (2 od 5 Zivotinja) i A grupe (1 od 5 jedinki), dok u grupi AE na

kraju tretmana nije bilo jedinki sa glikemijom nizom od 15mmol/L (Grafik 2).

m Hiperglikemicne jedinke
Normoglikemicne jedinke

A AE AE-UDK AE-MK

Grafik 2. Zastupljenost normoglikemi¢nih jedinki na kraju tretmana u grupama
izloZzenim aloksanu.

Kruskal-Wallis test za jednofaktorsku analizu visestrukih uzoraka pokazuje da postoji
statistiCki znaCajna razlika u broju normoglikemi¢nih i hiperglikemic¢nih jedinki izmedju

grupa (KW=41.671, n=8, p=0.000).
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4.3. Parametri jetrene funkcije

4.3.1. Parametri jetrene funkcije kod Zivotinja koje nisu tretirane aloksanom

4.3.1.1. Koncentracija AST

Vrednosti raspona, varijanse i standardne devijacije za koncentraciju AST, najvise su
u grupama E-UDK i EE, $to govori u prilog heterogenosti podataka u tim grupama, tj da
pojedini uzorci znatno odstupaju od aritmeticke sredine (Grafik 3, Tabela 8). Medijana, kao
deskriptivni parametar koji izuzetno dobro reprezentuje uzorak u heterogenim grupama sa
malim brojem sluc¢ajeva, poput posmatranih grupa, pokazuje najvise vrednosti u grupi EE, a
najnize u grupi E-UDK (Tabela 8).

Tabela 8. Deskriptivni pokazatelji koncentracije AST.

K1 K2 EE E-UDK E-MK
Minimum 140 133 189 117 125
Maximum 160 166 275 207 167
Medijana 153 155 257 143 148
Raspon 20 33 86 90 42
Varijansa 64,30 172,30 1219,20 1636,00 295,30

Prose¢ne vrednosti koncentracije AST najnize su u grupama K1 i K2. NajviSu
vrednost ima grupa EE, dok su prosetne koncentracije u grupama tretiranim zucnim
kiselinama, neSto viSe od vrednosti kontrolnih grupa, ali upadljivo nize od vrednosti u EE
grupi (Grafik 3). Kruskal-Wallis testom za jednofaktorsku analizu viSestrukih uzoraka,
potvrdeno je postojanje statistiCki znacajnih razlika u vrednostima AST (KW=25.172; n=8;
p=0.001). Kruskal-Wallis testom za jednofaktorsku analizu viSestrukih uzoraka, potvrdeno je

postojanje statistiCki znacajnih razlika u vrednostima AST (KW=25.172; n=8; p=0.001).
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Koncentracija AST
%
#
#
T T T
K1 K2 EE E-UDK E-MK
M AST (U/L) 152.6 152.6 240.8 160 150.6

Grafik 3. Koncentracija AST (X+SD).

Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na K1 i K2
# - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu EE

Odgovaraju¢im testovina utvrdeno je da su vrednosti AST u grupi EE statisticki
znacajno vise u odnosu na vrednosti u grupama K1 i K2 (MW=0, p=0.008, KS=1.581,
p=0.013). U odnosu na grupu EE, vrednosti AST su statisticki znacajno nize u grupama E-
UDK (MW=2, p=0.032), i E-MK (MW=0, p=0.008; KS=1.581, p=0.013). Vazno je
napomenuti da primenjeni testovi nisu utvrdili statisticku znac¢ajnost razlika vrednosti AST

izmedu kontrolnih grupa i grupa tretiranih zu¢nim kiselinama.

4.3.1.2. Koncentracija ALT

Vrednosti raspona, varijanse i standardne devijacije za koncentraciju ALT, najvise su
u grupi EE (Grafik 4, Tabela 9). Medijana takode pokazuje najvise vrednosti u grupi EE, a
najnize u grupi K1 (Tabela 9). Razlike u koncentraciji ALT izmedu posmatranih grupa
pokazuju statisticku znacajnost (KW=34.141; n=8; p=0.000). Najvisa prosec¢na vrednost
koncentracije ALT zabelezena u grupi EE je statisticki znacajno visa u odnosu na kontrolnu
grupu K1 (MW=0, p=0.008, KS=1.581, p=0.013). Prose¢na koncentracija ALT najniza je u
grupi E-MK, i to statisticki znacajno niza u odnosu na grupu EE (MW=L1.5; p=0.016) (Grafik
4).
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Koncentracija ALT
*
l ‘
l #
!
K1 K2 EE E-UDK E-MK
‘ MALT (U/L) 6.4 8.4 11 7.8 5.4

Grafik 4. Koncentracija ALT (Xx£SD).

Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na K1
# - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na grupu EE

Primenjenim testovima, utvrdilo se da nema statisticki znacajnih razlika u koncentraciji
ALT u grupama tretiranim zu¢nim kiselinama (E-MK i E-UDK) u odnosu na kontrolnu grupu
(K1).

Tabela 9. Deskriptivni pokazatelji koncentracije ALT.

K1 K2 EE E-UDK E-MK
Minimum 5,0 7,0 8,0 6,0 3,0
Maximum 7,0 11,0 15,0 11,0 9,0
Medijana 7,0 8,0 11,0 7,0 4,0
Raspon 2 4 7 5 6
Varijansa 0,8 2,8 7,5 4,7 6,3
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4.3.1.3. Koncentracija y-GT

Koncentracija enzima y-glutamil transaminaze u jetri bila je najvisa u grupi tretiranoj
samo etinilestradiolom i etinilestradiolom i monoketoholnom kiselinom (Tabela 10). U grupi
E-MK istovremeno su izraCunate i najviSe vrednosti raspona, varijanse i standardne
devijacije, ukazuju¢i na varijacije u pojedinacnim vrednostima. y-GT je u najnizoj

koncentraciji prisutna u grupama K1, zatim K2 i E-UDK.

Tabela 10. Koncentracija y-GT (U/L, X£SD).

v-GT (U/L) K1 K2 EE E-UDK E-MK

1,40£055 140055  2,00£0,00 142+0,60# 2004071
1 1 2 1 1

Maximum 2 2 2 2 3
Medijana 1 1 2 1 2
1 1 0 1 2

Raspon
Varijansa 0,3 0,3 0,0 0,3 0,5

Legenda: # - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu EE

Statistickim testovima utvrdeno je da postoje znacajne razlike u vrednosti y-GT u
ispitivanom uzorku (KW=15.827, n=8, p=0.045). Vrednosti y-GT u E-UDK grupi su
znacajno nize nego u EE grupi (MW=0, p=0.008, KS=1.581, p=0.013), a ne razlikuje se

znacajno od nivoa yGT u kontrolnoj grupi zivotinja.

4.3.1.4. Koncentracija direktnog bilirubina

Koncentracija direktnog bilirubina u serumu ispitivanih jedinki, bila je najvisa u grupi
tretiranoj samo etinilestradiolom (EE), a najniza u kontrolnim grupama K1 i K2 (Grafik 5).

Primenom Kruskal-Wallis testa ustanovljeno je da postoje statisticki znacajne razlike
(F=27.06, n=8, p=0.001). Vrednosti direktnog bilirubina u grupi EE su statisticki znacajno
vise od vrednosti u kontrolnoj grupi KI ~ (MW=1.00, p=0.016). Prose¢ne vrednosti
koncentracije direktnog bilirubina u grupama E-UDK i E-MK se statisticki ne razlikuju od

vrednosti u kontrolnoj grupi.
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Koncentracija direktnog bilirubina

K1 K2 EE E-UDK | E-MK
'®BLRd (nmol’L)|  0.14 0.14 0.32 0.26 0.18

Grafik 5. Koncentracija direktnog bilirubina (BLRd, X+SD).

Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu K1

4.3.1.5. Koncentracija ukupnog bilirubina

Koncentracija ukupnog bilirubina u serumu ispitivanih jedinki, bila je najviSa u grupi
tretiranoj samo etinilestradiolom (EE), a najniza u grupi kojoj je aplikovana monoketoholna
kiselina (E-MK). Grupa E-UDK imala je prose¢nu koncentraciju ukupnog bilirubina visu od
grupe E-MK, ali nizu od kontrolne grupe (Grafik 6).

Primenom Kruskal-Wallis testa ustanovljeno je da postoje statisticki znacajne razlike
u koncentraciji ukupnog bilirubina medu posmatranim grupama (F=29.628, n=8, p=0.000).
Prose¢na koncentracija ukupnog bilirubina u grupi EE je statisticki znacajno visa od
vrednosti u kontrolnoj grupi K1 i grupi K2 (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013). U
odnosu na grupu tretiranu samo etinilestradiolom, grupe koje su imale Kotretman Zu¢nim
kiselinama imale su statisticki znacajno nize vrednosti ukupnog bilirubina (E-MK:
MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013; E-UDK: MW=1.000, p=0.016). Nisu utvrdene

razlike izmedu grupa E-MK i E-UDK u poredenju sa kontrolnom grupom.
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Koncentracija ukupnog bilirubina
*
.
T
l #
K1 K2 EE E-UDK E-MK
|E BLRu (umol/L)| 1.92 1.92 2.42 1.64 1.46

Grafik 6. Koncentracija ukupnog bilirubina (BLRu, x+SD).

Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu K1
# - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na grupu EE

4.3.2. Parametri jetrene funkcije zivotinja sa aloksanskim dijabetesom

4.3.2.1. Koncentracija AST

Vrednosti raspona, varijanse i standardne devijacije za koncentraciju AST, najvise su
u grupi AE, §to govori o znacajnim varijacijama pojedinih vrednosti (Grafik 7, Tabela 11).
Medijana, kao parametar koji verno reprezentuje uzorak u heterogenim grupama poput
posmatranih, pokazuje najvise vrednosti takode u grupi AE, a najnize u grupi AE-MK (81.0)
i AE-UDK (92.0) (Tabela 11).

Tabela 11. Deskriptivni pokazatelji koncentracije AST.

A AE AE-UDK AE-MK
Minimum 148 151 90 81
Maximum 217 759 120 189
Medijana 159 164 92 89
Raspon 69 608 30 108
Varijansa 759,30 70198,30 242,00 2050,00
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Prose¢ne vrednosti koncentracije AST najniZe su u grupama gde su jedinke tretirane
zu¢nim kiselinama (AE-MK i AE-UDK). Najvisu vrednost koncentracija AST ima u grupi
AE, (Grafik 7).

Koncentracija AST

A AE AE-UDK AE-MK
‘EAST (U/L) 168.6 286.4 102 110.2

Grafik 7. Koncentracija AST (x+SD).

Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu A
# - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu AE

Mann-Whitney i Kolmogorov-Smirnov testovi pokazali su da su vrednosti AST u
grupi AE-UDK statisticki znac¢ajno niZze u odnosu na vrednosti u grupama A i AE (MW=0,
p=0.008; KS=1.581, p=0.013). Iako evidentno, sniZzenje vrednosti AST u grupi AE-MK ne
pokazuju statisticku znacajnost u odnosu na AE grupu. Nije utvrdena ni statisticki znac¢ajna

razlika vrednosti AST u grupama AE-MK i AE-UDK u odnosu na kontrolnu grupu K1.

4.3.2.2. Koncentracija ALT

Vrednosti raspona, varijanse i standardne devijacije za koncentraciju ALT, najvise su

u grupi AE-MK (Grafik 8, Tabela 12). Prosecne vrednosti koncentracije ALT najnize su u

grupi AE-UDK, iako je medijama najniza u grupi AE-MK. Najvisu vrednost koncentracija
ALT izmerena je u grupi AE (Grafik 8).

Kruskal-Wallis testom za jednofaktorsku analizu viSestrukih uzoraka, potvrdeno je

postojanje statisticki znacajnih razlika u vrednostima ALT (KW=25.301; n=8; p=0.000).
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Koncentracija ALT

T

A AE AE-UDK AE-MK
MALT (UL) 8.6 14.8 8.4 7.8

Grafik 8. Koncentracija ALT (X+SD).

Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu A
# - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na grupu AE

Mann-Whitney U i Kolmogorov-Smirnov testovi utvrdili su da je vrednost ALT u
grupama A i AE statisticki znacajno veéa u odnosu na kontrolnu grupu K1 (A grupa:
MW=1.500, p=0.016; AE grupa: MW=0.000, p=0.008, KS=1.581, p=0.013). Poredenjem
prosec¢nih vrednosti ALT enzima, dokazano je da je ALT znacajno visi u grupi AE u odnosu
na grupu A (MW=0.000, p=0.008, KS=1.581, p=0.013). Vrednosti ALT u grupama tretiranim
zuénim kiselinama znacajno su nize od nivoa ALT jedinki tretiranih aloksanom i

etinilestradiolom (AE) (MW=0.000, p=0.008, KS=1.581, p=0.013).

Tabela 12. Deskriptivni pokazatelji koncentracije ALT.

A AE AE-UDK AE-MK
Minimum 7 13 7 6
Maximum 11 17 10 11
Medijana 8 15 8 7
Raspon 4 4 3 5
Varijansa 2,30 2,20 1,30 4,70
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4.3.2.3. Koncentracija y-GT

Analizom prose¢nih vrednosti koncentracije enzima y-glutamil transaminaze u
ispitivanom uzorku, ustanovljeno je da su postojece razlike statisticki znacajne (KW=15.827,
n=8, p=0.045).

U odnosu na grupu AE, do statisticki znacajnog pada koncentracije enzima y-GT,
doslo je samo kod jedinki tretiranih ursodeoksiholnom kiselinom (MW=1.500, p=0.016)
(Tabela 13).

Tabela 13. Koncentracija y-GT (U/L, X£SD).

y-GT (U/L) A AE AE-UDK AE-MK
x +SD 1,60 £ 0,894 2,40+ 0,548 1,200,447 # 1,40 £ 0,548
Minimum 0 2 1 1
Maximum 2 3 2 2
Medijana 2 2 1 1
2 1 1 1
- 0,80 0,30 0,20 0,30

Legenda: # - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na grupu AE

4.3.2.4. Koncentracija direktnog bilirubina
Analizom prosecnih vrednosti koncentracije direktnog bilirubina u krvi zZivotinja sa
aloksanskim dijabetesom, da se primetiti da su najviSe vrednosti prisutne kod jedinki
tretiranih etinilestradiolom (AE). Od pomenutih vrednosti neznatno je niza koncentraciju u
grupi AE-UDK, dok su najnize vrednosti izmereneu grupi A (Grafik 9).
Utvrdeno je da je koncentracija direktnog bilirubina u AE grupi statisti¢ki znacajno

visa u poredenju sa grupom K1 i A (MW=0.00, p=0.008; KS=1.581, p=0.013).
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Koncentracija direktnog bilirubina
_l_
A AE AE-UDK AE-MK
'8 BLRd (junol/L) 0.2 0.5 0.44 0.24

Grafik 9. Koncentracija direktnog bilirubina (BLRd, X+SD).

Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu K1
# - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu A
T - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu AE

Vrednosti u grupi AE-UDK su statisticki znatno vise od vrednosti koncentracije u
kontrolnoj grupi (K1), ali se statisti¢ki ne razlikuju od vrednosti u AE grupi. Koncentracija
direktnog bilirubina u AE-MK grupi je statisticki znacajno niza u poredenju sa AE grupom, i

ne razlikuje se statisticki od kontrolne grupe.

4.3.2.5. Koncentracija ukupnog bilirubina

Koncentracija ukupnog bilirubina u serumu dijabeti¢nih jedinki, bila je najvisa u grupi
tretiranoj etinilestradiolom (AE), a najniza u grupama kojima je uz etinilestradiol davana i
neka od zuénih kiselina (AE-MK i AE-UDK) (Grafik 10).

Primenom Kruskal-Wallis testa ustanovljeno je da postoje statisticki znacajne razlike
(F=29.628, n=8, p=0.000).
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Koncentracija ukupnog bilirubina
*
T

*

| }
il

A AE AE-UDK AE-MK

‘EBLRu (umol'L)  2.46 2.9 1.76 1.76

Grafik 10. Koncentracija ukupnog bilirubina (BLRu, x+SD).

Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu K1
# - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu AE

Vrednosti prose¢ne koncentracije ukupnog bilirubina u grupama A i AE su statisticki
znacajno vise od vrednosti u kontrolnoj grupi K1 (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581,
p=0.013). U odnosu na grupu dijabeti¢nih jedinki tretiranih samo etinilestradiolom, grupe
koje su imale kotretman zu¢nim kiselinama imale su statisticki znacajno nize vrednosti
ukupnog bilirubina (grupa AE-MK: MW=2.000, p=0.0328; grupa E-UDK: MW=1.000,
p=0.016), i ne pokazuju statisticku razliCitost u poredenju sa kontrolnom grupom jedinki
(K1).
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4.4, Kvalitativna histoloska analiza tkiva jetre

4.4.1. Kvalitativna histolo§ka analiza tkiva jetre Zivotinja koje nisu tretirane

aloksanom

4.4.1.1. Grupa K1li K2

U pregledanim histoloskim rezovima tkiva pacova bojenim HE metodom (Slika 31),
nalazi se tkivo jetre, gradeno od lobulusa medusobno odvojenih oskudnim vezivnim tkivom.
Lobulusi su izgradeni hepatocita u vidu Remakovih gredica, radijarno rasporedenih u odnosu
na centralno postavljenu v.centralis. Remakove gredice su medusobno razdvojene
sinusoidima. Hepatociti su poligonalnog oblika, centralno ili paracentralno postavljenog

krupnog jedra i uocljivog jedarca. Citoplazma je ruziCasta, obilna, homogena.

WAL S, 4 " Nt LAy o LY v e,
Slika 31. Tkivo jetre (HE, 20x).

Razlika u gradi zone 1, 2 i 3 jetrinog acinusa nije uocljiva. Portni prostori su sa¢injeni od
vezivnog tkiva u kome se raspoznaju klasi¢ni elementi portne trijade: interlobularna arterija 1
vena, kao i jedan ili viSe zu¢nih duktusa, uobicajenih histoloskih karakteristika. Retikulinska

potka je ouvana, a u hepatocitima su prisutne uobicajene koli¢ine PAS-pozitivnih granula.
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4.4.1.3. Grupa EE

U tkivu jetre zivotinja tretiranih etinilestradiolom uocava se jasna lobularna grada
tkiva jetre, sa centralno postavljenom centralnom venom. Hepatociti imaju trabekularni
raspored u vidu ploca, zrakasto rasporedenih u odnosu na cetralnu venu sa sinusoidalnim

kapilarima izmedu njih (Slika 32).

Slika 32. Tkivo jetre pacova tretiranih etinilestradiolom (HE, 40x).
Legenda: 1 - portni prostor sa portnom trijadom; | - centralna vena.

Hepatociti su poligonalnog oblika, ruzicaste citoplazme i centralno ili paracentralno
lokalizovanog jedra. Fokalno se uo¢avaju manje grupe nesto vecih hepatocita okruglastog do
ovalnog oblika, obilne, svetle citoplazme homogene do paperjastog izgleda, i pojedinacni
hepatociti acidofilne citoplazme i sitnijeg, tamnijeg jedra (Slika 33). Navedene promene bi
mogle odgovarati paperjastoj degeneraciji hepatocita, tipicnoj za holestazu. Ovakvi hepatociti

nisu dominantno prisutni u nekoj odredenoj zoni acinusa, ve¢ pokazuju difuzni raspored.
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Slika 33. Tkivo jetre pacova tretiranih etinilestradiolom (HE, 60x).
Legenda: A - acidofilija citoplazme i kariopiknoza; 1-paperjasta degeneracija

Slika 34. Tkivo jetre pacova tretiranih etinilestradiolom (HE, 10x).

Legenda: « bilijarni duktus praznog lumena.
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Elementi portne trijade su uobicajenih histoloskih karakteristika. U Zu¢nim duktusima
(Slika 34) i manjim zu¢nim putevima (Slika 32) se ne uoCava nakupljanje pigmenta.
Inflamatorni infiltrat nije uocen. Na periferiji lobulusa prisutno je oskudno vezivno tkivo,
nesto obilnije u predelu portnog prostora. Bojenjem na retikulin i po Mallory metodi, ne

uocava se proliferacija vezivnog tkiva koja odstupa od grade jetre kontrolne grupe.

b - .

Slika 35. Tkivo jetre pacova tretiranih etinilestradiolom (PAS/AB, 20x).

Bojenje metodom PAS/AB (Slika 35) prikazuje hepatocite sa intracitoplazmatskim,
difuzno rasporedenim PAS pozitivnim granulama crvene boje. Sti¢e se utisak da je u odnosu
na kontrolnu grupu, smanjen broj PAS-pozitivnih hepatocita, a da im je distribucija po

zonama acinusa uniformna.

4.4.1.4. Grupe E-UDK i E-MK

Medu jedinkama na EE+UDK, odnosno EE+MK tretmanu, nema znacajnih razlika u
histoloskooj gradi jetre (Slika 36). Kod Zivotinja obe grupe uocava se jasna lobularna grada
tkiva jetre. U centru lobulusa nalazi se centralna vena od koje zrakasto polaze Remakove
gredice sainjene od hepatocita. Izmedu gredica nalaze se sinusoidi uobicajenog izgleda.

Gotovo svi hepatociti su poligonalnog oblika, ruziaste citoplazme i centralno ili

87



Uticaj sintetske 1 prirodne zu¢ne kiseline na oksidativni status i apoptozu hepatocita
- doktorska disertacija -

paracentralno lokalizovanog jedra. Ne uocCavaju se hepatociti sa intracitoplazmatskom
akumulacijom pigmenta i znacima paperjaste degeneracije. Elementi portne trijade su

uobicajenih histoloskih karakteristika. U zu¢nim duktusima i manjim zu¢nim putevima se ne

uocava nakupljanje pigmenta. Inflamatorni infiltrat nije uocen.

R LR g SET IR

Slika 36. Tkivo jetre (HE, 20x).

Bojenjem tkiva jetre Zivotinja obe grupe po PAS/AB metodi, uocava se veée prisustvo
PAS-pozitivnih hepatocita u odnosu na EE grupu (Slika 37).

Slika 37. Tkivo jetre (PAS/AB, 20x).
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U tkivu jetre analiziranih Zivotinja nije uo¢ena znac¢ajna proliferacija vezivnog tkiva, a
retikulinska potka je ocuvana. Na periferiji lobulusa prisutno je oskudno vezivno tkivo, nesto

obilnije u predelu portnog prostora, bez odstupanja u odnosu na kontrolnu grupu.

4.4.2. Kvalitativna histoloska analiza tkiva jetre zivotinja sa aloksanskim
dijabetesom

4.4.2.1. Grupa A
U pregledanim histoloskim rezovima tkiva jetre pacova, bojenim HE metodom (Slika

38), vidi se klasi¢na lobularna grada, sa tankim septama od vezivnog tkiva izmedu lobulusa.

Lobulusi su izgradeni od hepatocita aranziranih u vidu Remakovih gredica, zrakasto
postavljenih u odnosu na centralno postavljenu v.centralis. Remakove gredice su medusobno
razdvojene sinusoidima. Svi hepatociti su poligonalnog oblika, centralno ili paracentralno
postavljenog krupnog jedra i uocljivog jedarca. Citoplazma je ruZzicasta, obilna, homogena.
Razlika u gradi zone 1, 2 i 3 jetrinog acinusa nije uoéljiva. Zu¢ni pigment se ne uodava u

hepatocitima, drugim ¢elijama jetre, kao ni u meducelijskom prostoru i Zu¢nim vodovima.

89



Uticaj sintetske 1 prirodne zu¢ne kiseline na oksidativni status i apoptozu hepatocita
- doktorska disertacija -

Portni prostori su sacinjeni od vezivnog tkiva u kome se raspoznaju klasi¢ni elementi
portne trijade: interlobularna arterija i vena, kao i jedan ili viSe Zu¢nih duktusa, uobicajenih
histologkih karakteristika. Zu¢ni duktusi su odgovaraju¢eg lumena, bez znakova dilatacije i
bez prisustva pigmenta.Na histoloSkim preparatima bojenim histohemijskim metodama
PAS/AB (Slika 39) uocava se glikogen deponovan u ¢itavoj citoplazmi u vidu crvenih, gusto

rasporedenih PAS pozitivnih granula. Distribucija glikogena po zonama je uniformna.

Slika 39. Tkivo jetre (PAS/AB, 20x).

4.4.2.2. Grupa AE

U tkivu jetre dijabeti¢cnih zivotinja tretiranih etinilestradiolom uocava se jasna
lobularna grada tkiva jetre, sa centralno postavljenom centralnom venom. Hepatociti su
rasporedeni u vidu Remakovih gredica, sa sinusoidalnim kapilarima izmedu njih (Slika 40).
Hepatociti su najve¢im delom poligonalnog oblika, ruzi¢aste citoplazme i centralno ili
paracentralno lokalizovanog jedra. Razlika u gradi perivenularne, intermedijarne i periportne
zone nije uocljiva. Na periferiji lobulusa prisutno je oskudno vezivno tkivo, nesto obilnije u
predelu portnog prostora, slicno nalazu u kontrolnoj grupi. Elementi portne trijade su

uobicajenih histoloskih karakteristika.

90



Uticaj sintetske 1 prirodne zu¢ne kiseline na oksidativni status i apoptozu hepatocita
- doktorska disertacija -

U zu¢nim duktusima i manjim Zuénim putevima se ne uo¢ava nakupljanje pigmenta.
Inflamatorni infiltrat nije uocen. Na histoloskim preparatima bojenim metodom PAS/AB

(Slika 41) u svim zonama acinusa uocavaju se PAS-pozitivni hepatociti.

o ok e S v

Slika 41. Tkivo jetre (PAS/AB,10x).
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4.4.2.3. Grupe AE-UDK i AE-MK

U tkivu jetre dijabeti¢nih zivotinja na EE+UDK odnosno EE+MK tretmanu uocava se
uobicajena grada tkiva jetre (Slika 42).

Slika 42. Tkivo jetre (HE, 20x).
Hepatociti su poligonalnog oblika, ruzicaste citoplazme i centralno ili paracentralno
lokalizovanog jedra. Ne uocavaju se hepatociti sa intracitoplazmatskom akumulacijom

pigmenta i znacima paperjaste degeneracije

(Slika 43) u obe grupe sadrzi difuzno rasporedene hepatocite sa intracitoplazmatskim PAS”

crvenim granulama.
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Na periferiji lobulusa prisutno je oskudno vezivno tkivo, nesto obilnije u predelu portnog
prostora. Elementi portne trijade su uobicajenih histoloskih karakteristika. U zu¢nim
duktusima i manjim zuc¢nim putevima se ne uocava nakupljanje pigmenta. Inflamatorni
infiltrat nije uocen. Tkivo jetre pacova bojeno metodom PAS/AB (Slika 43) u obe grupe

sadrzi difuzno rasporedene hepatocite sa intracitoplazmatskim PAS™ crvenim granulama.
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4.5. Imunohistohemijska analiza tkiva

4.5.1. Imunohistohemijska analiza tkiva jetre Zivotinja koje nisu tretirane
aloksanom

4.5.1.1. Proliferativni indeks hepatocita

Analizom ekspresije Ki-67 u hepatocitima Zivotinja iz kontrolne grupe (K1),
ustanovljeno je da je kod 75% jedinki Ki-67 prisutan u manje od 5% (Slika 44), a kod 25%

jedinki u viSe od 5% hepatocita.

Slika 44. Ki-67 pozitivni hepatociti u tkivu jetre pacova tretiranih fizioloskim rastvorom
(20x).
Kako ni jedna jedinka kontrolne grupe nije pokazala ekspresiju Ki-67 u vise od 10%
¢elija jetre (Grafik 11), ta vrednost je uzeta kao granic¢na vrednost. Ekspresija Ki-67 u vise od
10% celija smatrana je pojac¢anom ekspresijom Ki-67, odnosno povecanim proliferativnim

indeksom hepatocita. Ovaj kriterijum primenjen je na sve eksperimentalne grupe.
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Ekspresija Ki-67 u kontrolnoj grupi

%

<5%
’ 5-10% >10%

Grafik 11. Ekspresija Ki-67 u hepatocitima kontrolne K1 grupe.
Kod svih jedinki grupa K2 i EE prisutna je niska ekspresija Ki-67 proteina (manje od
10%) sli¢no K1 grupi, tj mali broj hepatocita se nalazi u nekoj od aktivnih faza Celijskog
ciklusa.

Ekspresija Ki-67

50% 50%

K1 K2 EE E-UDK E-MK*

M=<10% L>10%

Grafik 12. Ekspresija Ki-67 u kontrolnim grupama i grupama tretiranim
etinilestradiolom.
Legenda: * - statisticki znacajna razlika u poredenju sa grupama K1, K2 i EE

U grupama koje su pored etinilestradiola imale kotretman Zu¢nim kiselinama, u

veéem procentu je registrovan povecan proliferativni indeks hepatocita (Grafik 12), odnosno
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kod 50% jedinki E-UDK grupe i kod 100% jedinki E-MK grupe (Slika 45) (Slika 46).
Razlike izmedu E-MK grupe i grupa K1, K2 i EE pokazuju statisticki znacajnost koja je
utvrdena Mann-Whitney U i Kolmogorov-Smirnov testovima (MW=0.000, p=0.029;
KS=1.141, p=0.037). Ki-67 pozitivne ¢elije u jetri zivotinja tretiranih Zu¢nim kiselinama

pokazuju nesto vecu, ali ne iskljucivu prisutnost u zoni Il i zoni | acinusa jetre.

Slika 45. Ki-67 pozitivni hepatociti u tkivu jetre pacova tretiranih etinilestradiolom i
monoketoholnom kiselinom (20x).

Slika 46. Ki-67 pozitivni hepatociti u tkivu jetre pacova tretiranih etinilestradiolom i
ursodeoksiholnom kiselinom (10x).
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4.5.1.2. Ekspresija markera apoptoze

4.5.1.2.1. Ekspresija Bcl-2
Slaba ekspresija Bcl-2 uocena je u tkivu jetre kontrolnih grupa (Slika 47). Hepatociti
jedinki tretiranih sa EE nisu eksprimirali Bcl-2. Primena UDK je dovela do slabe ekspresije
kod jedne jedinke, $to odgovara nalazu u kontrolnoj grupi. Primena MK uz EE nije uticala na
ekspresiju Bcl-2 u hepatocitima (Tabela 14). Kruskal-Wallis test za celokupan uzorak

pokazuje da uocene razlike nisu statisticki znacajne (F=6,817, n=8, p=0,557).
Tabela 14. Ekspresija Bcl-2 proteina u hepatocitima.

ekspresija Bcl-2 K1 K2 EE E-UDK E-MK

nije prisutna 75% 75% 100% 75% 100%
slaba 25% 25% - 25% -
umerena - - - - -

izrazena - - - - -

4.5.1.2.2. Ekspresija Bcl-x proteina

Kod polovine jedinki kontrolne K1 grupe uocena je ekspresija Bel-x proteina (Slika
48). Od jedinki tretiranih propilen glikolom, ¢etvrtina je eksprimirala Bel-x. Jedinke koje su
primale etinilestradiol nisu pokazale ekspresiju Bcl-x u hepatocitima (EE), ¢ak ni uz
kotretman sa zu¢nim kiselinama (E-UDK, E-MK) (Tabela 15).

Kruskal-Wallis test za celokupan uzorak pokazuje da uocene razlike nisu statisticki
znacajne (F=5,920, n=8, p=0,656).
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Tabela 15. Ekspresija Bcl-x proteina u hepatocitima.

ekspresija Bcl-x K1 K2 EE E-UDK E-MK

nije prisutna 50% 75% 100% 100% 100%
slaba 50% 25% - - -

umerena - - = = =

1Zzrazena - - - - -

TG A o
RS i Lo W /4 §:g
9 ‘A ;'\' 5’73 A

.{'/»v
s
4Ty 1

I P ooy
8 A f&

Slika 47. Bcl-2 pozitivni hepatocit (A), (60x).
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Slika 48. Bcl-X pozitivni hepatociti (A ), (40x).

4.5.1.2.3. Ekspresija Bax proteina

Pri analizi ekspresije Bax, interpetirana je i belezena samo ekspresija Bax u
citoplazmi hepatocita, a zanemarena ekspresija Bax u drugim vrstama celija prisutnim u jetri.
U svim analiziranim grupama, prisutna je samo slaba citoplazmatska ekspresija Bax.
Kontrolne grupe jedinki su u polovini sluc¢ajeva eksprimirale protein Bax. U grupi EE je
nesto ¢esce bila prisutna ekspresija Bax (Slika 49, Slika 50). Primena UDK uticala je na
ekspresiju Bax, i vratila je na nivo kontrolne grupe. Za razliku od UDK, monoketoholna

kiselina nije dovela do promene u ekspresiji Bax u odnosu na EE grupu (Tabela 16).

Tabela 16. Ekspresija Bax proteina u hepatocitima.

ekspresija Bax K1 K2 EE E-UDK E-MK

nije prisutna 100% 100% 50% 100% 75%
slaba - - 50% - 25%

umerena - - - - -

1zrazena - - - - -
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Kruskal-Wallis test pokazuje da uocene razlike u stepenu ekspresije Bax u posmatranim
grupama, ne pokazuju statisticku znac¢ajnost (F=6,515, n=8, p=0,590).

e

Slika 50. Ekspresija Bax u hepatocitima, (60x).
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4.5.1.2.4. Ekspresija p53 proteina

U tkivu jetre svih jedinki iz posmatranih grupa, uocena je samo slaba ekspresija p53
(Slika 51, Slika 52). Polovina jedinki tretiranih fizioloskim rastvorom eksprimirala je pS3 u
citoplazmi hepatocita. Ekspresija je uocena u citoplazmi pojedinacnih, difuzno rasporedenih
hepatocita. Nuklearno prisustvo p53 proteina nije prisutno. U grupi EE samo jedna jedinka je
ekprimirala p53, ali je uocena i nuklearna ekspresija, za razliku od kontrolne i ostalih grupa
(Tabela 17).

Jedinke na tretmanu EE+UDK nisu pokazale ni citoplazmatsku ni nuklearnu
ekspresiju p53. Za razliku od UDK, kod jedne jedinke na EE+MK tretmanu prisutna je
citoplazmatska p53 ekspresija (Tabela 17). Kruskal-Wallis test pokazuje da uocene razlike u
stepenu ekspresije p53 u posmatranim grupama, ne pokazuju statisti¢ku znacajnost (F=7,433,
n=8, p=0,491).

Tabela 17. Ekspresija p53 proteina u hepatocitima.
ekspresija p53 K1l K2 EE E-UDK E-MK

nije prisutna 50% 75% 75% 100% 75%
slaba citoplazmatska 50% 25% - - 25%
slaba nuklearna - - 25% - -
umerena - - - - -

izrazena - - - - -
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Slika 51. Citoplazmatska i nuklearna ekspresija p53 u hepatocitu (1) i nespecificno
citoplazmatsko bojenje (A) (40x).

Slika 52. Citoplazmatska ekspresija p53 u hepatocitu (1), (40x).
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4.5.1.3. Ekspresija FXR receptora

Prema ranije navedenim kriterijumima, ekspresija FXR u tkivu je tumacena na osnovu
izracunatog FXRscore za svaku jedinku. U kontrolnoj grupi, 50% jedinki imalo je umerenu a
isto toliko jaku ekspresiju FXR. U grupi EE, jaka ekspresija je utvrdena kod 75% jedinki, dok
je tretman ursodeoksiholnom kiselinom zna€ajno smanjio ekspresiju FXR, tj nije bilo jake
ekspresije, a dominantna je bila slaba ekspresija. U grupi E-MK takode nije bilo jake
ekspresije, ve¢ je polovina jedinki imala slabu a polovina umerenu ekspresiju FXR (Grafik
13) (Slika 53).

Ekspresija FXR

-

K1 K2 EE E-UDK * | E-MK *
i slaba 0% 50% 25% 75% 50%
Humerena 50%o 25% 0 25%0 S0%
Hjaka S0% 25% 75% 0% 1]

Grafik 13. Ekspresija FXR u tkivu jetre zivotinja sa holestazom.

Prema Kruskal-Wallis testu za celokupan uzorak, postoje statisticki znacajne razlike
(F=23.628, n=8, p=0.003). Mann-Whitney U i Kolmogorov-Smirnov testovi pokazuju da su
statisticki znacajne razlike izmedu grupa K1 i E-UDK, tj K1 i E-MK (MW=0.500, p=0.029).
Takode, ekspresija u EE grupi se statisticki znacajno razlikuje od ekspresije FXR u E-UDK i
E-MK (KS=1.491, p=0.037).
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2 ro ) o
Slika 53. Ekspresija FXR (20x).
Legenda: A- grupa K1 tretirana fizioloskim rastvorom; B- grupa EE, tretirana

etinilestradiolom; C- grupa E-UDK, tretirana etinilestradiolom i ursodeoksiholnom

kiselinom; D- grupa E-MK, tretirana etinilestradiolom i monoketoholnom kiselinom.

Analizom parametra FXR%, odnosno zastupljenosti hepatocita koji su eksprimirali
FXR (FXR" hepatociti) Kruskal-Wallis testom, potvrdena je statisticka znaajnost
ustanovljenih razlika (F=24.717, n=8, p=0.002). U kontrolnoj grupi (K1) sve jedinke imaju
vise od 75% FXR pozitivnih hepatocita, dok su u K2 grupi zastupljene sve kategorije FXR%.
Velik broj FXR pozitivnih hepatocita prisutan je i u EE grupi, za razliku od E-UDK i E-MK
grupa (Tabela 18). Ova razlika pokazuje statisticku znacajnost, utvrdenu Mann-Whitney U i
Kolmogorov-Smirnov testovima (MW=0.000, p=0.029, KS=1.414, p=0.037).
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Tabela 18. Zastupljenost FXR pozitivnih hepatocita.

FXR % K1 K2 EE E-UDK * E-MK *

1-25% 0 25% 0 50% 50%

26-50% 0 25% 25% 25% 0
51-75% 0 25% 0 25% 50%

76-100% 100% 25% 75% 0 0

Legenda: * - statisticki znacajna razlika u poredenju sa grupom EE

Intenzitet bojenja u FXR pozitivnim hepatocitima (Tabela 19) nije ispoljio statisticki

znacajne razlike medu grupama (KW=10.133, n= 4, p=0.038).

Tabela 19. Intenzitet bojenja u FXR pozitivnim hepatocitima oglednih grupa.

FXR int K1 K2 EE E-UDK E-MK
s om ome e
umeren 25% 25% 0 0 50%

JELS 50% 25% 75% 0 0

Ispitivanjem povezanosti ekspresije FXR 1 vrednosti Sec¢era u krvi nakon tretmana
zuénim kiselinama, uo¢eno je da postoji jaka korelacija u grupama K1, EE, E-UDK i E-MK
(Tabela 20).

Tabela 20. Pravac i intenzitet korelacije izmedu ekspresije FXR i Se¢era u krvi.

K1 K2 EE E-UDK E-MK
Jaka " Jaka Jaka Jaka
v " Zanemarljiva o . ..
SUK pozitivna R=0.1 pozitivna pozitivna pozitivna
R=0.89 -0 8'95 R=0.77 R=0.63 R=0.89
p=0.106 pK_Dél% p=0.225 p=0.368 p=0.106
KD=79.21% KD=59.29% KD=39.69% KD=79.21%
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U Tabeli 21, navedene su korelacije ekspresije FXR i parametara jetrene funkcije,
ispitane Spearman testom. U odnosu na ekspresiju Ki-67 postoji slaba negativna korelacija

(R=0.24, p=0.764, KD=5.76%).

Tabela 21. Pravac i ja¢ina korelacije ekspresije FXR i pra¢enih parametara jetrene funkcije.

K1 K2 EE E-UDK E-MK
AST Slaba pozitivna
R=0.21
i i i p=0.789 i
KD=4.41%
ALT Jaka pozitivna  Slaba pozitivna  Srednja pozitivha
R=0.80 R=0.26 R=0.32
) p=0.200 p=0.742 p=0.684
KD=64% KD=6.76% KD=10.24%
v-GT Srednja
pozitivna
- R=0.45 - - -
p=0.553
KD=20.25%
BLRu Slaba pozitivna
R=0.26
) ) p=0.742 ) )
KD=6.76%
EEre ppooztigili/nnz Jaka pozitivna Slaba pozitivna
R=1 R=0.89 ) R=0.27
0=0.000 p=0.106 p=0.728
KD=100% KD=79.21% KD=7.29%

106



Uticaj sintetske 1 prirodne zu¢ne kiseline na oksidativni status i apoptozu hepatocita
- doktorska disertacija -

4.5.2. Imunohistohemijska analiza tkiva jetre Zivotinja sa aloksanskim
dijabetesom

4.5.2.1. Proliferativni indeks hepatocita

Prema ranije urvrdenom kriterijumu, povecanim proliferativnim indeksom hepatocita
smatrana je ekspresija Ki-67 u vise od 10% hepatocita. Utvrdeno je da postoji statisticki
znacajna razlika u ekspresiji Ki-67 u grupama sa aloksanskim dijabetesom (KW=28.438,
n=8, p=0.000). U grupi A kod 20% jedinki je verifikovan povecan proliferativni indeks, dok
medu jedinkama obolelim od aloksanskog dijabetesa tretiranih 1 etinilestradiolom nije
zabelezena ekspresija Ki-67 u vise od 10% ¢elija, i generalno je prisutan vrlo mali broj Ki-67
pozitivnih hepatocita (Slika 54) (Grafik 14).

U grupama tretiranim zu¢nim kiselinama, znacajno veci procenat jedinki imao je

povecan proliferativni indeks (Slika 55) (Grafik 14).

Ekspresija Ki-67

10100 10100
1o T

A AE AE-UDK * #+ AE-MK #

M<10% 1>10%
Grafik 14. Ekspresija Ki-67 u grupama sa aloksanskim dijabetesom.

Legenda: * - statisticki znacajna razlika u poredenju sa grupama K1, K2
# - statistiCki znacajna razlika u poredenju sa grupom AE
1 - statisticki znacajna razlika u poredenju sa grupom A

Povecan proliferativni indeks kod jedinki AE-UDK grupe je statisticki znacajno ¢es¢i
u odnosu na grupe K1 (MW=0.000, p=0.016, KS=1.491, p=0.023), A i AE (MW=0.000,
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p=0.016). Jedinke grupe AE-MK u 80% slu¢ajeva pokazuju povecan proliferativni indeks $to
pokazuje statisti¢ku znacajnost u poredenju sa grupom AE (MW=2.500, p=0.032).

.

Slika 54. Tkivo jetre pacova bojeno imunohistohemijskom metodom sa Ki-67
antitelom.
Legenda: A- grupa A (20x); B- grupa AE (20x)

Slika 55. Tkivo jetre pacova bojeno imunohistohemijskom metodom sa Ki-67
antitelom.
Legenda: A- grupa AE-UDK (20x); B- grupa AE-MK (20x)
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4.5.2.2. Ekspresija markera apoptoze

4.5.2.2.1. Ekspresija Bcl-2

Ekspresija Bcl-2 nije prisutna u tkivu jetre jedinki koje su primale jednokratnu dozu
aloksana adnosno ALX+EE tretman. Ekspresija je prisutna nakon tretmana Zucnim
kiselinama, i to samo slabog stepena. Umerena i izraZzena ekspresija nije prisutna. Primena
UDK je dovela do porasta ekspresije Bcl-2, sto je (procentualno posmatrano), vise nego u

kontrolnoj grupi tretiranoj fizioloskim rastvorom (Tabela 22).

Tabela 22. Ekspresija Bcl-2 proteina u hepatocitima.

ekspresija Bcl-2 K1 A AE AE-UDK AE-MK
75% 100% 100% 60% 80%
25% - - 40% 20%
umerena - - - - -

1zrazena - - - - -

Primena MK uz ALX+EE tretman, povecala je ekspresiju Bcl-2 u odnosu na A i AE
grupe. lako je ekspresija Bcl-2 bila manja nakon primene MK u odnosu na UDK, ipak je
ekspresija u AE-MK grupi bila na nivou kontrolne grupe. Kruskal-Wallis test za celokupan

uzorak pokazuje da uocene razlike nisu statisticki znacajne (F=6,817, n=8, p=0,557).
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4.5.2.2.2. Ekspresija Bcl-x proteina

U tkviu jedinki svih grupa uocena je slaba citoplazmatska ekspresija Bcl-x proteina.

Kruskal-Wallis test za celokupan uzorak pokazuje da uocene razlike nisu statisticki znacajne

(F=5,920, n=8, p=0,656) (Tabela 23).

Tabela 23. Ekspresija Bcl-x proteina u hepatocitima.

ekspresija Bcl-x K1
nije prisutna 50%
slaba 50%

umerena =

1zrazena -

A AE

60% 80%

40% 20%

AE-UDK AE-MK
80% 80%
20% 20%

4.5.2.2.3. Ekspresija Bax proteina

U tkivu jedinki na ALX ili ALX+EE tretmanu, prisutna je citoplazmatska ekspresija

bax, dok kod jedinki gde je primenjena neka od ispitivanih ZK, ekspresija nije prisutna.

Kruskal-Wallis test pokazuje da uocene razlike u pogledu ekspresije Bax u

posmatranim grupama, ne pokazuju statisticku znac¢ajnost (F=6,515, n=8, p=0,590) (Tabela

24).

Tabela 24. Ekspresija Bax proteina u hepatocitima.

ekspresija Bax

slaba 0

umerena o

1zrazena -

K1l A

AE
60% 60%
40% 40%

AE-UDK AE-MK

100% 100%
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4.5.2.2.4. Ekspresija p53 proteina

Ekspresija p53 kod jedinki sa aloksanskim dijabetesom prisutna je samo u AE grupi, i
to u jedru hepatociita (Tabela 25). Kruskal-Wallis test pokazuje da uocene razlike u stepenu
ekspresije p53 u posmatranim grupama, ne pokazuju statisticku znacajnost (F=7,433, n=8,
p=0,491).

Tabela 25. Ekspresija p53 proteina u hepatocitima.

ekspresija p53 K1l A AE AE-UDK AE-MK

nije prisutna 50% 100% 80% 100% 100%
slaba citoplazmatska 50% - - - -
slaba nuklearna - - 20% - -
umerena - - - - -

izrazena - - - - -
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4.5.2.3. Ekspresija FXR receptora

U grupi A, sve jedinke su pokazale slabu ekspresiju FXR, dok je u grupi koja je
primala i etinilestradiol, kod svih jedinki uo¢ena jaka ekspresija FXR. Jedinke U grupi kojoj
je aplikovana MK, jaka ekspresija je smanjena na 20% jedinki (Grafik 15) (Slika 56).

Prema Kruskal-Wallis testu za jednofaktorsku analizu visestrukih uzoraka, utvrdeno je
da postoje statisticki znacajne razlike u ekspresiji FXR kod analiziranih oglednih grupa
(F=23.628, n=8, p=0.003). Ekspresija FXR se znacajno razlikuje izmedu grupa A i AE
(MW=0.000, p=0.016; KS=1.491, p=0.023) Grupa AE-UDK ima znacajno promenjenu
ekspresiju FXR u odnosu na AE (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013), ali je jo$ uvek
razlicita i od ekspresije FXR u K1 (MW=0.000, p=0.016; KS=1.491, p=0.023).

Ekspresija FXR

L1

A# AE AE-UDK *# AE-MK
i slaba 100% 40%0 60% 60%
Humerena 0 0 1] 20%0
Hjaka 0 60% 40%0 20%

Grafik 15. Ekspresija FXR u tkivu jetre jedinki sa aloksanskim dijabetesom.

Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu K1
# - statistiCki znacajna razlika u odnosu na grupu AE

112




Uticaj sintetske 1 prirodne zu¢ne kiseline na oksidativni status i apoptozu hepatocita
- doktorska disertacija -

Legenda: A- grupa A (AIx); B- grupa AE (AIX+EE); C- grupa E-UDK (AIXx+EE+UDK); D-
grupa E-MK (AIX+EE+MK).

Analizom parametra FXR%, Kruskal-Wallis testom, potvrdena je statisticka
znacajnost ustanovljenih razlika (KW=24.717, n=8, p=0.002) (Tabela 26). Grupa AE je
znac¢ajno vise imala veliku procentualnu zastupljenost FXR" hepatocita u odnosu na K1 i A
grupe (MW=0.000, p=0.016; KS=1.491, p=0.023). Primenom UDK i MK je znac¢ajno
smanjen procenat FXR pozitivnih hepatocita u odnosu na AE grupu (AE-UDK grupa:
MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013; grupa AE-MK: MW=2.500, p=0.032), ali kod
AE-UDK grupe jos uvek postoji znacajna razlika u odnosu na K1 (MW=0.500, p=0.016).
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Tabela 26. Zastupljenost FXR pozitivnih hepatocita.

FXR % A AE™* AE-UDK * # AE-MK #
1-25% 100% 0 60% 60%
26-50% 0 0 20% 20%
51-75% 0 0 20% 0

76-100% 0 100% 0 20%

Legenda: * - statisti¢ki znacajna razlika u poredenju sa grupom K1
#- statisticki znacajna razlika u poredenju sa grupom AE

Kakav je bio intenzitet bojenja u FXR pozitivnim hepatocitima, prikazano je u Tabeli
27. Man-Whitney U testom je utvrdena statisticka zna¢ajnost razlika izmedu grupe AE i AE-
UDK (MW=0.000, p=0.008). Nisu utvrdene znacajne razlike izmedu AE-UDK i AE-MK
grupa u poredenju sa kontrolnom K1 grupom.
Tabela 27. Intenzitet bojenja u FXR pozitivnim hepatocitima.

FXRint A AE AE-UDK # AE-MK

slab 100% 80% 20% 20%
umeren 0 0 40% 20%

JELS 0 20% 40% 60%

Legenda: # - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na grupu AE

Ispitivanjem povezanosti vrednosti promene koncentracije Secera u krvi nakon
tretmana zuc¢nim kiselinama i ekspresije FXR, uoceno je da u grupi jedinki tretiranih
jednokratnom dozom aloksana, postoji jaka negativna korelacija, $to se menja u grupama gde
je primenjen i EE. U AE i AE-MK postoji jaka pozitivna korelacija, a u grupi AE-MK jacina
korelacije je takva da se ne odnosi samo na posmatrani uzorak, ve¢ se moze generalizovati
(Tabela 28).
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Tabela 28. Pravac i intenzitet korelacije izmedu ekspresije FXR i promene koncentracije

Secera u krvi.

Jaka negativna

SUK R=
p=0.058

KD=75.69%

AE AE-UDK
Jaka pozitivna Zanemarljiva
R=0.87 R=-0.05
p=0.058 p=0.933
KD=75.69% KD=0.25%

AE-MK
Jaka pozitivna
R=0.89
p=0.041
KD=79.21%

U Tabeli 29, navedene su korelacije ekspresije FXR i parametara jetrene funkcije,

ispitane Spearman testom. Korelacije u A grupi su zanemarljive, te nisu navedene. Korelacije

FXR ekspresije i ekspresije Ki-67, odnosno markera apoptoze je zanemarljiva.

Tabela 29. Pravac i jacina korelacije ekspresije FXR i pracenih parametara jetrene funkcije.

A
AST

ALT

BLRu

BLRd

AE

Slaba pozitivna
R=0.15
p=0.812

KD=2.25%

Slaba pozitivna
R=0.29
p=0.638

KD=8.41%
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AE-UDK

Jaka pozitivna
R=0.86
p=0.058

KD=73.96%

Jaka pozitivna
R=0.74
p=0.148

KD=54.76%
Srednja pozitivna
R=0.37
p=0.541
KD=13.69%

AE-MK
Jaka pozitivna
R=0.78
p=0.118
KD=60.84%

Srednja pozitivna
R=0.32
p=0.596

KD=10.24%
Jaka pozitivna
R=0.52
p=0.373
KD=27.04%

Srednja pozitivna
R=0.32
p=0.596

KD=10.24%
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4.6. Ispitivanje intenziteta lipidne peroksidacije i aktivnosti enzima
antioksidativne zastite

4.6.1. Koncentracija malonilaldehida

4.6.1.1. Koncentracija malonilaldehida wu jetri Zivotinja koje nisu tretirane
aloksanom
U cilju ispitivanja intenziteta lipidne peroksidacije, merena je koncentracija

malonilaldehida u homogenatu jetre oglednih zivotinja. Na Grafiku 16 prikazane su

koncentracije MDA u oglednim grupama.

Koncentracija MDA
f
=
‘ [
3
z
(=1}
=
=
K1 K2 EE E-UDK E-MK
‘ M MDA 0.0213 0.0215 0.0453 0.0376 0.0319

Grafik 16. Koncentracija MDA (X =SD) u homogenatu jetre.
Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu K1 i K2

Vrednost medijane, kao i aritmeticka sredina najveca je u grupi EE, a najmanja u
grupi E-MK (Tabela 29). Prema Kruskal-Wallis testu za celokupan uzorak, utvrdeno je da se
izmerene vrednosti koncentracije MDA statisticki znacajno razlikuju (KW=33.628, n=8,
p=0.000). Koncentracija MDA je znacajno visa u grupi tretiranoj samo etinilestradiolom u
odnosu na grupe K1 i K2 (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013). Kod jedinki tretiranih
ursodeoksiholnom (E-UDK) i monoketoholnom kiselinom (E-MK) doslo je do smanjenja

koncentracije MDA, tako da se statisticki ne razlikuju od kontrolne grupe.
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Tabela 29. Deskriptivni pokazatelji koncentracije MDA.

K1 K2 EE E-UDK E-MK

Minimum 0,0119 0,0117 0,0326 0,0220 0,0295
Maksimum 0,0269 0,0269 0,0608 0,0475 0,0334
Medijana 0,0255 0,0247 0,0453 0,0360 0,0327
Raspon 0,0149 0,0151 0,0282 0,0255 0,0039
Varijansa 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Testom korelacije, ispitana je povezanost koncentracije MDA i promene svih

parametara prac¢enih u ovom istrazivanju, Sto je predstavljeno u Tabeli 30.

Tabela 30. Korelacija koncentracije MDA i ispitivanih parametara

K1 K2 EE E-UDK E-MK
Jaka pozitivna Srednja pozitivna Slaba pozitivna Jaka pozitivna Jaka pozitivna
AST R=0.70, R=0.30, R=0.20 R=0.50 R=0.80
— p=0.188, p=0.624 p=0.747 p=0.391 p=0.104
KD=49% KD=9% KD=4% KD=25% KD=64%
Slaba pozitivna
R=0.20
ALT p=0.741
KD=4%
Srednja pozitivna
R=0.45
i1l 0=0.450
KD=20.25%
Slaba pozitivna  Jaka pozitivna Slaba pozitivna Slaba pozitivna
BLR U R=0.16 R=0.50 R=0.22 R=0.15
p=0.800 p=0.391 p=0.718 p=0.805
KD=2.56% KD=25% KD=4.84% KD=225%
Slaba pozitivna
R=0.22
BLR d 0=0.718
KD=4.84%
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4.6.1.2. Koncentracija malonilaldehida u jetri Zivotinja sa aloksanskim dijabetesom

Koncentracije MDA izmedu analiziranih grupa se statisticki znacajno razlikuju
(KW=33.628, n=8, p=0.000). U odnosu na grupe K1 i K2, koncentracija MDA u grupi A ne
pokazuje znaCajne razlike, Sto nije sluaj sa AE grupom. AE grupa ima znacajno vise
koncentracije MDA u odnosu na grupe K1, K2 i grupu A (grupe K1 i K2: MW=0.000,
p=0.008; KS=1.581, p=0.013; grupa A: MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013) (Grafik
17). Primenom UDK, koncentracija malonilaldehida se zna¢ajno smanjila u odnosu na grupu
AE (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013). Razlike u koncentraciji izmedu AE-UDK i
A grupe nisu statisticki znacajne, ali je koncentracija MDA u AE-UDK grupi i dalje znacajno
vi$a u odnosu na grupe K1 i K2 (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013).

Koncentracija MDA
* #

e

in’ ¥ I

S T

S o l

|

g

K1 A AE AE-UDK | AE-MK

‘Hl\-‘IDA 0.021 0.033 0.059 0.038 0.048

Grafik 17. Koncentracija MDA (X £SD) u homogenatu jetre.

Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu K1 i K2
# - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu A
T - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu AE
I - statistiCki znacajna razlika u odnosu na grupu AE-UDK

Primenom monoketoholne kiseline, koncentracija malonilaldehida je snizena u
odnosu na AE grupu, ali ta razlika nije statisticki znacajna. Bez obzira na pad koncentracije

MDA u AE-MK grupi, ona je i dalje znacajno viSa u poredenju sa grupama K1 i K2, grupu A
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i grupu AE-UDK (grupa K1 i K2: MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013; grupa A:
MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013; grupa AE-UDK: MW=0.000, p=0.008;
KS=1.581, p=0.013).

Tabela 31. Deskriptivni pokazatelji koncentracije MDA.

A AE AE-UDK AE-MK
Minimum 0,0230 0,0487 0,0332 0,0432
Maksimum 0,0392 0,0723 0,0421 0,0573
Medijana 0,0355 0,0533 0,0411 0,0433
Raspon 0,0163 0,0236 0,0089 0,0141
Varijansa 0,000 0,000 0,000 0,000

Odgovaraju¢im testom, ispitano je postojanje korelacije koncentracije MDA i

pokazatelja jetrene funkcije u grupama jedinki sa aloksanskim dijabetesom (Tabela 32).

Tabela 32. Korelacija izmedu koncentracije MDA i pracenih parametara.

A AE AE-UDK AE-MK

SUK Slaba pozitivna Srednja pozitivna
R=0.15, p=0.805 R=0.30, p=0.624

KD=%2,25 KD=9%
AST Slaba pozitivna
R=0.15, p=0.805
KD=2.25%
ALT Jaka pozitivna
R=0.97, p=0.005
KD=94.09%)
v-GT Jaka pozitivna
R=0.58, p=0.308
KD=33.64%
BLR u Jaka pozitivna
R=0.67, p=0.219
KD=44.89%
BLRd Jaka pozitivna Jaka pozitivna Jaka pozitivna Jaka pozitivna
R=0.67, p=0.215 R=0.67, p=0.215 R=0.72, p=0.172 R=0.87, p=0.058
KD=44.89% KD=44.89% KD=51.84% KD=75.69%
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4.6.2. Aktivnost enzima antioksidativne zaStite u jetri Zivotinja koje nisu

tretirane aloksanom

4.6.2.1. Aktivnost enzima katalaze (CAT)

Specificna aktivnost enzima katalaze u jetri zivotinja tretiranih fizioloSkim rastvorom
(K1), propilen glikolom (K2), etinilestradiolom (EE) i etinilestradiolom uz aplikaciju zu¢nih
18kiselina (E-UDK i E-MK), prikazana je na Grafiku 18. Analizom datih vrednosti Kruskal-
Wallis testom za celokupan uzorak, ustanovljeno je da su postojece razlike u aktivnosti
enzima statisticki znacajne (F=29.709, n=8, p=0.000).

Koncentracija enzima CAT

U/mg proteina

K1 K2 EE E-UDK E-MK
MCAT 109.94 107.48 121.59 89.97 91.442

Grafik 18. Koncentracija enzima CAT (X £SD) u homogenatu jetre.

Legenda: * - statisticki znaCajna razlika u odnosu na grupu K1 i K2
# - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu EE

Aktivnost enzima CAT je porasla u jetri jedinki tretiranih etinilestradiolom (EE) u
poredenju sa jedinkama koje su primale fizioloski rastvor (K1) i propilen glikol (K2), ali ova
razlika nije statisti¢ki znacajna. Primena UDK i MK je dovela do statisti¢ki znac¢ajno nizih
koncentracija enzima katalaze u poredenju sa grupom EE (MW=1.000, p=0.016). Aktivnost
katalaze u E-UDK i E-MK grupama je ¢ak znacajno niZa u odnosu na kontrolnu grupu (K1) i
grupu K2 (MW=2.000, p=0.032).

120



Uticaj sintetske 1 prirodne Zu¢ne kiseline na oksidativni status 1 apoptozu hepatocita
- doktorska disertacija -

Tabela 33. Deskriptivni pokazatelji koncentracije enzima CAT.

K1 K2 EE E-UDK E-MK

Minimum 0,0119 0,0151 0,0326 0,0220 0,0295
Maksimum 0,0269 0,2686 0,0608 0,0475 0,0334
Medijana 0,0255 0,0247 0,0453 0,0360 0,0327
Raspon 0,0149 0,0151 0,0282 0,0255 0,0039
Varijansa 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Posmatranjem statistiCkih deskriptivnih pokazatelja aktivnosti enzima katalaze u
oglednim grupama tretiranih etinilestradiolom, vidi se da je medijana najvisa u EE grupi, ali
je za razliku od aritmeti¢ke sredine najniza u K2 i K1 grupi (Tabela 33). Raspon izmerenih
vrednosti je najveéi u EE grupi, a najmanji u grupi E-MK.

Spearman testom korelacije, ustanovljeno je da u EE grupi postoji pozitivna korelacija
izmedu aktivnosti enzima CAT i slede¢ih parametara: AST (R=0.1, p=0.873, KD=1%), ALT
(R=0.9, p=0.037, KD=81%), y-GT (R=0.35, p=0.559, KD=12.25%) i BLRu (R=0.3, p=0.624,
KD=9%).

U grupi E-UDK, kpozitivna korelacija postoji izmedu aktivnosti CAT i ALT (R=0.1,
p=0.870, KD=1%), y-GT (R=0.29, p=0.638, KD=8.41%), BLRu (R=0.32, p=0.604,
KD=10.24%). U odnosu na ekspresiju Ki-67 ustanovljena je negativha korelacija sa
aktivno$¢u CAT (R=-0.45, p=0.553, KD=20.25%).

Aktivnost CAT u grupi E-MK pokazuje pozitivhu korelaciju sa ALT (R=0.2,
p=0.741, KD=4%) i BLRu (R=0.67, p=0.219, KD=44.89%).

4.6.2.2. Aktivnost enzima glutation peroksidaze (GSH-Px)
Deskriptivni statisticki pokazatelji aktivnosti enzima GSH-Px prikazani su u Tabeli 34.

Tabela 34. Deskriptivni pokazatelji aktivnosti enzima GSH-Px.

K1 K2 EE E-UDK E-MK

Minimum 28,9168 28,7963 31,7567 25,7228 20,8626

Maksimum 35,9885 37,5687 38,7326 31,2209 26,0632

Medijana 33,2991 33,2991 33,8579 28,2584 24,1128
Raspon 7,0716 8,7724 6,9758 5,4981 5,2006
Varijansa 7,335 10,694 7,234 4,211 4,521
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Specificna aktivnost enzima glutation peroksidaze pokazuje statistiCki znacajne
razlike u analiziranim grupama, §to je utvrdeno Kruskal-Wallis testom za celokupan uzorak
(KW=32.695, n=8, p=0.000).

Aktivnost enzima glutation peroksidaze u jetri jedinki tretiranih etinilestradiolom je
visa nego u kontrolnoj grupi K1 i grupi K2, ali ova razlika nije statisticki znacajna. Jedinke
koje su primale preparat ursodeoksiholne kiseline imale su zna¢ajno nizu aktivnost GSH-Px u
odnosu na jedinke grupe EE (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013) ali i od jedinki
kontrolne grupe i grupe K2 (MW=2.000, p=0.032). Isti je slu¢aj i nakon primene
monoketoholne kiseline uz etinilestradiol. Aktivnost enzima GSH-Px je znacajno niza od
aktivnosti istog enzima u grupama EE (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013), K1 i K2
(MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013). 4.6.2.3. Aktivnost enzima glutation reduktaze

(GSH-R) u jetri zivotinja sa holestazom

Koncentracija enzima GSH-Px
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K1 K2 EE E-UDK E-MK

‘HGSH—PX 32.9535 33.2991 34.6515 28.4031 23.7021

Grafik 19. Koncentracija enzima GSH-Px (x £SD) u homogenatu jetre.

Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu K1 i K2
# - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu EE

Ispitivanjem korelacije aktivnosti enzima GSH-Px, ustanovljeno je da u EE grupi postoji jaka
pozitivna korelacija sa koncentracijom AST (R=0.50, p=0.391, KD=25%) i slaba pozitivna
korelacija sa koncentracijom direktnog bilirubina (R=0.26, p=0.668, KD=6.76%).
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U grupi E-UDK koncentracija GSH-Px je u jakoj pozitivnoj korelaciji sa telesnom
masom jedinki na kraju ogleda (R=0.9, p=0.037, KD=81%). Jacina korelacije je takva da se
moze uopstiti na celu populaciju. U odnosu na parametre jetrene funkcije ustanovljene su
sledec¢e vrednosti testa korelacije: AST (R=-0.3, p=0.624, KD=9%), ALT (R=0.87, p=0.054,
KD=75.69%) i y-GT (R=0.29, p=0.638, KD=8.41%). Negativna korelacij, dovoljne jacine da
se moze uopstiti na celu populaciju, utvrdena je izmedu aktivnosti GSH-Px i ekspresije Ki-67
(R=0.89, p=0.041, KD=79,21%).

Aktivnost enzima u grupi E-MK je u pozitivnoj korelaciji sa slede¢im parametrima
jetrene funkcije: y-GT (R=0.45, p=0.45, KD=20.25%), BLRu (R=0.67, p=0.219,
KD=44.89%) i BLRd (R=0.63, p=0.252, KD=39.69%).

4.6.2.3. Aktivnost enzima glutation reduktaze (GSH-R)

Specifi¢na aktivnost enzima GSH-R u jetri Zivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom
(K1), propilen glikolom (K2), etinilestradiolom (EE) i etinilestradiolom uz aplikaciju Zu¢nih
kiselina (E-UDK i E-MK), prikazana je na Grafiku 20. Izmerene vrednosti u analiziranim

grupama se medusobno znacajno razlikuju (KW=26.215, n=8, p=0.001).

Koncentracija enzima GSH-R

o

s proteina

nmol NADPH/min/m

K1 K2 EE E-UDK E-MK
MGSH-R| 5.7078 4.9598 6.2397 5 6.8254

Grafik 20. Koncentracija enzima GSH-R (X £SD) u homogenatu jetre.

Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu K1 i K2
# - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu EE
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Aktivnost GSH-R kod jedinki tretiranih etinlestradiolom je znacajno visa u odnosu na
jedinke grupe K1 i K2 (MW=2.000, p=0.032). UDK je snizila aktivnost GSH-R znac¢ajno u
odnosu na EE grupu (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013), a nema znacajnosti razlike
u odnosu na K1 i K2. Primena monoketoholne kiseline nije dovela do statisticki znacajnih
razlika u aktivnosti GSH-R u odnosu na EE grupu. Takode, aktivnost GSH-R u E-MK grupi
nije statisticki znacajno visa u poredenju sa kontrolnom grupom K1.Deskriptivni pokazatelji

aktivnosti enzima glutation reduktaze predstavljeni su u Tabeli 35.

Tabela 35. Deskriptivni pokazatelji aktivnosti enzima GSH-R.

K1l K2 EE E-UDK E-MK

Minimum 4,1050 4,1050 5,5602 4,5608 5,1809
Maksimum 6,5176 5,9912 7,1959 5,1787 8,6808
Medijana 5,9912 4,6644 6,1638 5,0082 7,4795
Raspon 2,4126 1,8861 1,6357 0,6180 3,4999
Varijansa 1,010 0,558 0,384 0,077 2,327

Aktivnost GSH-R pokazuje srednje jaku pozitivhu korelaciju u EE grupi sa
koncentracijom AST (R=0.3, p=0.624, KD=9%) i BLRd (R=0.26, p=0.668, KD=6.76%).

U grupi E-UDK aktivnost GSH-R je u jakoj pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom y-
GT (R=0.87, p=0.058, KD=75.69%). U odnosu na koncentraciju AST postoji srednje jaka
pozitivna korelacija (R=0.3, p=0.624, KD=9%), a sa koncentracijom direktnog bilirubina
slaba pozitivna korelacija (R=0.11, p=0.858, KD=1.21%). Jaka negativna korelacija utvrdena
je izmedu aktivnosti GSH-R i ekspresije Ki-67 (R=-0.89, p=0.106, KD=79,21%).

Aktivnost enzima u grupi E-MK je u jakoj pozitivnoj korelaciji sa telesnom masom
jedinki na kraju ogleda (R=0.92, p=0.026, KD=84.64%). Ja¢ina Kkorelacije je takva da se
moze uopstiti na celu populaciju. Od parametara jetrene funkcije, u pozitivnoj je korelaciji sa

BLRu (R=0.82, p=0.092, KD=67.24%) i BLRd (R=0.11, p=0.863, KD=1.21%).

4.6.2.4. Aktivnost enzima glutation-S-transferaze (GSH-ST)

Specifi¢na aktivnost enzima glutation-S-transferaze u jetri Zivotinja tretiranih fizioloskim
rastvorom (K1), propilen glikolom (K2), etinilestradiolom (EE) i etinilestradiolom uz
aplikaciju zucnih kiselina (E-UDK 1 E-MK), pokazuje statisticki znacajne razlike
(KW=27.621, n=8, p=0.001). Primenom Mann-Whitney U testa i Kolmogorov-Smirnov testa
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analizirano je izmedu kojih grupa tano postoji ili ne postoji statisticka znacajnost uocenih
razlika. Aktivnost enzima GSH-ST u EE grupi je znacajno visa nego u grupama K1 i K2
(MW=2.000, p=0.032). Primena urodeoksiholne i monoketoholne kiseline je dovela do pada
aktivnosti GSH-ST, ali ove vrednosti ne pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na

grupu EE, K1i K2.

Koncentracija enzima GSH-ST
S
£ ] l L
é
:
©
£
K1 K2 EE E-UDK E-MK
‘HGSH—ST 100.6322 | 101.8365 | 127.7502 | 116.0283 | 113.9142

Grafik 21. Koncentracija enzima GSH-ST (x +£SD) u homogenatu jetre.

Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu K1 i K2
Deskriptivni pokazatelji aktivnosti enzima GSH-ST predstavljeni su u Tabeli 34.

Tabela 34. Deskriptivni pokazatelji aktivnosti enzima GSH-ST.

K1 K2 EE E-UDK E-MK

Minimum 78,7412 74,1014 99,8420 107,2372 88,7180
Maksimum 124,3133 122,1475 166,4168 122,8434 141,8750
Medijana 89,8857 104,9687 126,1818 116,4210 116,3590
Raspon 45,5720 48,0461 66,5748 15,6062 53,1570
Varijansa 444,032 409,501 603,753 31,598 412,482

Aktivnost enzima GSH-ST u jetri jedinki grupe EE je u jakoj pozitivnoj korelaciji sa
koncentracijom enzima ALT u jetri na kraju ogleda (R=0.9, p=0.037, KD=81%), a jacina
korelacije je takva da se moze uopstiti na celu populaciju. Jaka pozitivna korelacija postoji i

izmedu aktivnosti GSH-ST i koncentracije enzima y-GT (R=0.71, p=0.182, KD=50.41%).
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U grupi E-UDK, aktivnost enzima GSH-ST je u jakoj pozitivnoj korelaciji sa
koncentracijom enzima AST (R=0.9, p=0.037, KD=81%) i BLRd (R=0.89, p=0.041,
KD=79.21%). U oba slucaja, jacina utvrdene korelacije je takva da se moze uopstiti na celu
populaciju. Slaba pozitivna korelacija postoji u odnosu na koncentraciju y-GT (R=0.29,
p=638, KD=8.41%). U grupi E-MK potvrdena je samo jaka pozitivha korelacija sa
koncentracijom ALT (R=0.72, p=0.172, KD=51.48%).
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4.6.3. Aktivnost enzima antioksidativne zastite u jetri Zivotinja sa
aloksanskim dijabetesom

4.6.3.1. Aktivnost enzima katalaze (CAT)

Aktivnost enzima katalaze bila je razliCita u grupama tretiranim aloksanom (A),
aloksanom 1 etinilestradiolom (AE), kao 1 aloksanom 1 etinilestradiolom uz aplikaciju Zu¢nih
kiselina (AE-UDK i AE-MK). Na osnhovu rezultata Kruskal-Wallis testa za ceo uzorak, vidi
se da su ove razlike u aktivnosti statisticki znac¢ajne (F=29.709, n=8, p=0.000).

Aktivnost enzima CAT u grupi A ne pokazuje znacajne razlike u odnosu na kontrolnu
grupu, ali je aktivnost CAT u grupi AE znacajno niza od aktivnosti u grupi K1 (MW=1.000,
p=0.016) i K2 (MW=2.000, p=0.032). Razlike u aktivnosti enzima izmedu grupe A i AE nisu

statisticki znacajne (Grafik 22).

Aktivnost enzima CAT
T
#TF
- T
= l T *
5 I
£
-
K1 A AE AE-UDK AE-MK
‘HCAT 109.94 99.42 91.129 136.06 116.29

Grafik 22. Koncentracija enzima CAT (X £SD) u homogenatu jetre
Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu K1

# - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na grupu A
1 - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu AE
1 - statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na grupu AE-UDK

Primena ursodeoksiholne kiseline je pojacala aktivnost enzima CAT, i to znacajno u

odnosu na kontrolnu grupu K1 (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013), grupu A

(MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013), i grupu AE (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581,
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p=0.013). Primena monoketoholne kiseline je takode dovela do pojacane aktivnosti enzima

katalaze, koja je znacajno vec¢a nego u grupama A (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581,
p=0.013) i AE (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013). Razlika aktivnosti enzima u AE-
MK grupi u odnosu na K1 grupu nije statisti¢cki znacajna. lako su obe zuc¢ne kiseline delovale

stimulativno na aktivnost katalaze, MK je dovela do znacajno manjeg porasta aktivnosti

enzima u odnosu na UDK (MW=1.000, p=0.016). Deskriptivni pokazatelji aktivnosti enzima

katalaze u jetri zivotinja sa aloksanskim dijabetesom prikazani su u Tabeli 35.

Tabela 35. Deskriptivni pokazatelji aktivnosti CAT.

A AE
Minimum 93,66 85,14
Maksimum 105,03 101,63
Medijana 100,40 88,58
Raspon 11,376 16,496
Varijansa 17,680 44,406

AE-UDK
122,36
145,80
137,33
23,440
72,958

AE-MK
106,35
128,47
115,59
22,121
83,375

Tabela 36. Korelacije izmedu aktivnosti enzima CAT i posmatranih parametara istraZivanja.

TM posle

SUK

posle

AST

ALT

v-GT

BLRu

BLRd

A AE

Slaba negativna
R=-0.20, p=0.741
KD=4%
Jaka negativna
R=-0.60, p=0.285
KD=36%

Jaka negativna
R=-0.50, p=0.391
KD=25%

Jaka negativna
R=-0.67, p=0.219
KD=44.89%

Srednja negativna R=
-0.45, p=0.450
KD=20.25%

AE-UDK

Srednja pozitivha
R=0.40, p=0.505
KD=16%
Jaka negativna
R=-0.70, p=0.188
KD=49%

Slaba negativna
R=-0.10, p=0.870
KD=1%
Srednja negativna
R=-0.35, p=0.559
KD=12.25%

Potpuna negativna*

R= -1.00, p=0.000
KD=100%

AE-MK

Srednja pozitivha
R=0.30, p=0.624
KD=9%
Slaba negativna
R=-0.20, p=0.747
KD=4%

Jaka pozitivna *
R=0.97, p=0.005
KD=94.09%
Jaka negativna
R=-0.87, p=0.058
KD=75.69%

Slaba negativna
R=-0.29, p=0.638
KD=8.41%

Legenda: * - jacina korelacije koja dozvoljava da se zakljucak primeni na celu populaciju, a
ne samo na uzorak.
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4.6.3.2. Aktivnost enzima glutation peroksidaze (GSH-Px)

Vrednosti specifi¢ne aktivnosti enzima glutation peroksidaze se razlikuju u grupama
sa aloksanskim dijabetesom u zavisnosti od tretmana (Grafik 23). Prema Kruskal-Wallis testu
za celokupan uzorak, uocene razlike pokazuju statisticku znacajnost (F=32.695, n=S8,
p=0.000). Znacajnost razlika izmedu pojedinih grupa ispitivana je naknadno Mann-Whitney

U i Kolmogorov-Smirnov testovima.

Aktivnost enzima GSH-Px
4+
5 e
.a T
2 . ++
= l A
Q{J T %
: ]
o
(oW
)
-
Z
3
3
K1 A AE AE-UDK | AE-MK
M GSH-Px 32.5354 30.6125 26.9241 38.3611 31.0305

Grafik 23. Koncentracija enzima GSH-Px (X £SD) u homogenatu jetre.
Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu K1
# - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu A
T - statisti¢ki znaCajna razlika u odnosu na grupu AE
I - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu AE-UDK
Aktivnost GSH-Px u grupi A je niza nego u kontrolnoj grupi, ali bez statisticke
znacajnosti. Primena etinilestradiola je dodatno smanjila aktivnost GSH-Px u odnosu na
kontrolnu grupu, sto je uslovilo postojanje statisticke znacajnosti ovih razlika sa K1 i K2
grupom (MW=1.000, p=0.016). Razlike u aktivnosti izmedu grupa A i AE nisu znacajne.
Preparat ursodeoksiholne kiseline kod jedinki na ALX+EE tretmanu, doveo je do
porasta aktivnosti enzima na nivo kontrolne grupe K1 sa kojom nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike. Aktivnost GSH-Px u AE-UDK grupi je znacajno visa u odnosu na grupe A

(MW=1.000, p=0.016) i AE grupu (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013).
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U homogenatu jetre zivotinja na ALX+EE tretmanu koje su primale preparat
monoketoholne Kkiseline, aktivnost GSH-Px je znacajno visa u odnosu na grupu AE
(MW=1.000, p=0.016). Usled primene MK, razlike u aktivnosti enzima u AE-MK i
kontrolnoj grupi nisu statisticki znacajne. lako su obe zucne kiseline dovele do porasta
aktivnosti GSH-Px, porast u grupi AE-MK je znac¢ajno manji u odnosu na AE-UDK grupu
(MW=1.000, p=0.016).

Deskriptivni pokazatelji aktivnosti enzima glutation peroksidaze u jetri Zivotinja sa

aloksanskim dijabetesom prikazani su u Tabeli 37.

Tabela 37. Deskriptivni pokazatelji aktivnosti GSH-Px.

A AE AE-UDK AE-MK

Minimum 28,3545 22,8682 31,7202 29,1435

Maksimum 33,3685 29,7734 43,7266 32,8584

Medijana 30,9228 27,4801 38,3582 31,0761
Raspon 5,0140 6,9052 12,0064 3,7149
Varijansa 3,832 7,403 24,485 1,763

Korelacija izmedu aktivnosti GSH-Px i SUK na kraju ogleda ustanovljena je u
grupama A i AE (grupa A: srednje jaka negativna, R=0.46, p=0.434, KD=21.16%; grupa AE:
srednje jaka negativna, R=0.3, p=0.624, KD=9%).

U grupi A postoji korelacija izmedu aktivnosti GSH-Px i y-GT i BLRu (y-GR: jaka
negativha, R=-0.71, p=0.182, KD=50.41%; BLRu: jaka negativha, R-=0.97, p=0.005,
KD=94.09%). U sluc¢aju korelacije sa BLRu, jacina korelacijeje dovoljna da se ovaj zakljuak
primeni na celu populaciju, a ne samo na uzorak.

Aktivnost GSH-Px u grupi AE pokazuje potpunu negativnu korelaciju sa
koncentracijom AST (R=1, p=0.000, KD=100%). Jaka negativna korelacija u ovoj grupi
prisutna je i izmedu GSH-Px i y-GT (R=-0.58, p=0.308, KD=33.64%) i GSH-Px i Bru
(R=0.7, p=0.188, KD=49%).

U grupi AE-UDK je utvrdena negativna korelacija zanemarljive jacine izmedu
aktivnosti GSH-Px i svih parametara jetrene funkcije (R=0.05, p=0.935, KD=0.25%), dok je
u grupi AE-MK utvrdeno postojanje jake negativne korelacije aktivnosti GSH-Px i AST i
ALT (R=0.7, p=0.188, KD=49%).
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Aktivnost GSH-Px i proliferacije hepatocita posmatrane kroz ekspresiju Ki-67,
pokauje jaku pozitivnu korelaciju u grupama A i AE-MK (za obe grupe vrednosti testa su

R=0.71, p=0.182, KD=50.41%).
4.6.3.3. Aktivnost enzima glutation reduktaze (GSH-R)

Specifi¢na aktivnost enzima GSH-R u jetri Zivotinja tretiranih aloksanom (Grafik 24)
statisticki znacajno se razlikuju, Sto je utvrdeno Kruskal-Wallis testom za ceo uzorak

(F=26.215, n=8, p=0.001).
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Grafik 24. Koncentracija enzima GSH-R (x £SD) u homogenatu jetre.
Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu K1
# - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu A
T - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu AE
I - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu AE-UDK
Kotretman ALX+EE je doveo do znacajnog porasta aktivnosti GSH-R u odnosu na
kontrolnu grupu (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013). Preparat ursodeoksiholne
kiseline kod jedinki na ALX+EE tretmanu, doveo je do smanjenja aktivnosti enzima do nivoa
kontrolne grupe K1 sa kojom nisu utvrdene statisticki znacajne razlike. U odnosu na grupu

AE, UDK je znacajno smanjila aktivnost enzima GSH-R (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581,

p=0.013).
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Monoketoholna kiselina kod jedinki na ALX+EE tretmanu dovela je do pada
aktivnosti GSH-R na nivo kontrolne grupe, sa kojom nema statisticki znacajnih razlika. Nije
ustanovljena ni statisticka znac¢ajnost razlika u aktivnosti GSH-R izmedu AE-MK i AE-UDK
grupe.

Deskriptivni pokazatelji aktivnosti enzima GSH-R u jetri Zivotinja sa aloksanskim

dijabetesom prikazani su u Tabeli 38.

Tabela 38. Deskriptivni pokazatelji aktivnosti GSH-R.

A AE AE-UDK AE-MK

Minimum 5,2568 9,9023 5,3466 3,6460
Maksimum 20,7692 16,0612 9,8344 13,1533
Medijana 15,8999 12,0968 7,6211 8,2454
Raspon 15,5124 6,1589 4,4878 9,5073
Varijansa 35,172 6,328 2,749 13,855

Korelacija izmedu aktivnosti GSH-R i SUK posle tretmana, potvrdena je Spearmanovim
testom u grupi AE (srednje jaka pozitivna, R=0.3, p=0.624, KD=9%), dok je u ostalim
grupama zanemarljiva.

Aktivnost GSH-R i koncentracija ALT su u jakoj korelaciji u svim grupama sa
dijabetesom (grupa A: R=0.36, p=0.553, KD=12.96%; grupa AE: R=0.67, p=0.219,
KD=44.89%; grupa AE-UDK: R=0.62, p=0.269, KD=38.44; grupa AE-MK: R=0.72,
p=0.172, KD=51.84%). Nije uocena znacajna korelacija aktivnosti GSH-R i koncentracije
AST.

Sa koncentracijom y-GT i BLRu postoji korelacija samo u grupi A (y-GT: jaka
pozitivna, R=0.71, p=0.182, KD=50.41; BLRu: R=0.56, p=0.322, KD=31.36%). U poredenju
sa BLRd korelacija je prisutna samo kod AE grupe, i to pozitivna korelacija dovoljne jacine
da se uopsti na celu populaciju (R=0.89, p=0.041, KD=79.21%).

Aktivnost GSH-R i proliferacija hepatocita pokazuju prisustvo jake negativne
korelacije u grupama A i AE-MK (za obe grupe vrednost testa je R=0.71, p=0.182,
KD=50.41%).
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4.6.3.4. Aktivnost enzima glutation-S-transferaze (GSH-ST)

Aktivnost enzima glutation-S-transferaze razlikuje se u grupama jedinki sa
aloksanskim dijabetesom. Najvisa aktivnost zabelezena je kod jedinki na ALX+EE tretmanu,
a najniza kod jedinki koje su pored ALX+EE tretmana primale preparat ursodeoksiholne
kiseline (Grafik 25).

Statistickim testom koji analizira ceo uzorak posmatranih grupa, potvrdena je
znacajnost razlika u aktivnosti enzima GSH-ST (KW=27.621, n=8, p=0.001).

Aktivnost enzima GSH-ST
g I
5 |
=
K1 A AE AE-UDK | AE-MK
MGSH-ST| 100.6322 136.8162 173.2932 122.9824 150.4724

Grafik 25. Koncentracija enzima GSH-ST (X £SD) u homogenatu jetre.

Legenda: * - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu K1
# - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu A
T - statisticki znacajna razlika u odnosu na grupu AE
I - statistiCki znacajna razlika u odnosu na grupu AE-UDK

Znacajan porast aktivnosti GSH-ST u odnosu na kontrolu (K1) uocen je u grupi koja
je primila samo jednokratnu dozu aloksana (MW=2.000, p=0.032), kao i kod jedinki na
ALX+EE tretmanu (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013). Izmedu ove dve grupe (A i
AE) razlika u aktivnosti GSH-ST pokazuje statisticku znacajnost (MW=0.000, p=0.008;
KS=1.581, p=0.013). Ako se aktivnost GSH-ST poredi sa aktivnoscu enzima u grupi gde je
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primenjen samo EE, A grupa ne pokazuje znacajne razlike, dok AE grupa pokazuje znacajno
visu aktivnost enzima (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581, p=0.013).

Preparat ursodeoksiholne kiseline je snizio aktivnost enzima, dovode¢i je na nivo
kontrolne grupe, sa kojom ne postoje statisticki znacajne razlike. U poredenju sa AE grupom,
aktivnost GSH-ST je znacajno niza u AE-UDK grupi (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581,
p=0.013).

Monoketoholna kiselina je dovela do statisti¢ki znacajnog smanjenja aktivnosti GSH-
ST u poredenju sa AE grupom (MW=1.000, p=0.016). Razlike u aktivnosti enzima u
poredenju sa grupom A nisu statisticki znacajne, ali je aktivnost GSH-ST u AE-MK grupi i
dalje znacajno visa u predenju sa kontrolnom grupom (MW=0.000, p=0.008; KS=1.581,
p=0.013). Kako obe ZK dovode do pada aktivnosti enzima, poredenjem aktivnosti enzima u
AE-UDK i AE-MK grupama, doslo se do podatka da je AE-UDK doveca do znacajnijeg pada
aktivnosti GSH-ST.

Desriptivni statisticki pokazatelji aktivnosti enzima GSH-ST, ukazuju na ujednacen
odgovor zivotinja na tretman u AE i AE-UDK grupama s obzirom na male vrednosti

standardne devijacije, varijanse i raspona (Grafik 25, Tabela 39).

Tabela 39. Deskriptivni pokazatelji aktivnosti GSH-ST.

A AE AE-UDK AE-MK
Minimum 105,1460 167,2660 120,2580 125,6720
Maksimum 159,2900 181,3010 128,3530 167,3600
Medijana 142,1790 169,4990 121,0600 161,4470
Raspon 54,1440 14,0350 8,0950 41,6880
Varijansa 414,758 46,019 12,748 341,086

Jaka pozitivna korelacija izmedu aktivnosti GSH-ST i koncentracije SUK na kraju
ogleda, postoji u grupama A, AE i AE-MK (grupa A: R=0.56, p=0.322, KD=31.36%; grupa
AE: R=0.8, p=0.1104, KD=64%; AE-MK: R=0.7, p=0.188, KD=49%).

Koncentracija ALT i aktivnost GSH-ST u jakoj su pozitivnojkorelaciji u grupama A,
AE i AE-UDK (za sve grupe vrednost testa je R=0.67, p=0.219, KD=44.89%). Samo u
grupama A i AE-UDK postoji jaka korelacija koncentracije y-GT i GSH-ST (za obe grupe
vrednost testa je R=0.71, p=0.182, KD=50.41%). Korelacija GSH-ST i drugih parametara

jetrene funkcije kod dijabeti¢nih jedinki je slaba do zanemarljiva.
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Aktivnost GSH-ST i proliferacija hepatocita pokazuju prisustvo jake negativne
korelacije u grupama A i AE-MK (za obe grupe vrednost testa je R=0.71, p=0.182,
KD=50.41%).
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5. Diskusija

136



Uticaj sintetske 1 prirodne Zu¢ne kiseline na oksidativni status 1 apoptozu hepatocita
- doktorska disertacija -

5.1. Uticaj ursodeoksiholne i monoketoholne kiseline na telesnu masu

Zivotinja

Jetra je organ koji ima centralnu ulogu u metabolizmu, varenju, detoksikaciji i eliminaciji
supstanci iz organizma.

Osnovne uloge jetre su:

e metabolizam osnovnih jedinjenja (sinteza najveceg broja proteina, metabolizam

glukoze i lipida),

e skladistenje supstanci (depo glikogena, masti, vitamina-A, D, E, K, B12),

e sinteza zucnih kiselina,

e Diotransformacija endogenih supstanci, lekova i toksina (143).

Iz navedenog je jasno da bilo koji faktor koji uti¢e na rad jetre, odnosno na funkciju
hepatocita, u velikoj meri moZe uticati i na opste stanje i telesnu masu organizma.

U sprovedenom ogledu tretman eksperimentalnih Zivotinja prooksidativnim supstancama,
imao je uticaja na vrednosti telesne mase. Poredeéi telesnu masu na pocetku i na kraju ogleda
kod zivotinja tretiranih etinilestradiolom (EE) utvrdeno je statisticki znacajno smanjenje
telesne mase, za razliku od kontrolne grupe (tretirane fizioloskim rastvorom) gde je utvrden
statisticki znacajan porast telesne mase na kraju ogleda. Podaci o uticaju etinilestradiola na
telesnu masu nisu brojni, i donekle su kontradiktorni. Prema pojedinim autorima primena
etinilestradiola nije dovodila do znacajnije promene u telesnoj masi, ali je bila uzrok
znaajnog porasta mase jetre, na racun proliferacije hepatocita. Drugi su pak utvrdili da
dolazi do smanjenja telesne mase Zivotinja (144, 145). Estrogen i njegovi derivati igraju
vaznu ulogu u etiologiji i patofiziologiji intrahepati¢ne holestaze u trudno¢i, a gubitak telesne
mase je jedan od klini¢kih znakova (146). Telesna masa grupe E-MK posle tretmana, bila je
statistiCki znacajno manja od kontrolne grupe i grupe tretirane etinilestradiolom, ali je to
najverovatnije posledica statisti¢ki znacajnih razlika u telesnoj masi koje su postojale 1 pre
tretmana. Nase je stanoviste da je MK ipak delovala blagotvorno na TM, tj da je primenom
MK spreceno smanjenje telesne mase zivotinja E-MK grupe usled primene etinilestradiola.
Potvrdu tvrdnje o povoljnom uticaju monoketoholne kiseline na telesnu masu, nalazimo u
¢injenici da posmatraju¢i samo ovu grupu, nema statisticki znacajne razlike u telesnoj masi

posle ogleda u odnosu na pre ogleda, te da je telesna masa grupe E-MK porasla u toku samog
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ogleda. Sli¢no povoljno dejstvo na odrzanje telesne mase uoceno je u grupi E-UDK, gde iako
je postojalo malo smanjenje prosec¢ne telesne mase u grupi na kraju, u odnosu na pocetak
tretmana, to smanjenje nije bilo statisti¢ki znacajno.

Zucne kiseline su ranije posmatrane kroz prizmu osnovnih uloga kao §to su apsorpcija
lipida i lipofilnih vitamina i metabolizam holesterola i Zuci. Sa otkri¢em nuklearnih receptora,
prihvac¢eno je da mogu delovati kao hormoni, ali i kao nutritivni signalni molekuli i tako
regulisati metabolizam glukoze, lipida, lipoproteina i metabolizam energije (146). Postoji
veliki broj studija koje se bave razliCitm aspektima povezanosti zu¢nih kiselina, ishrane,
telesne mase, gojaznosti i patofiziologije masnog tkiva.

Dokazano je da zu¢ne kiseline imaju uticaja na depoe energije u organizmu, kao $to je
masno tkivo, i to ne samo na zrelo masno tkivo ve¢ i na sam proces adipogeneze i
diferencijaciju preadipocita u adipocite. Ove efekte ostvaruju preko svojih receptora, ali i
redukcijom oksidativnog stresa. Ursodeoksiholna kiselina je pokazala antiproliferativan
efekat i gotovo u potpunosti blokirala deobu preadipocita i konverziju preadipocita u
adipocite. Osim toga UDK je pokazala inhibitorni efekat na niz enzima ukljucenih
adipogenezu i lipogenezu. Neki od ovih efekata realizovali su se putem FXR i TGR5, dok su
drugi bili nezavisni od njih, a povezani sa inaktivacijom PPARy (147). Fu i saradnici
analizirali su promene u sastavu zu¢nih kiselina u razli¢itim kompartmanima tela, u toku
kalorijske redukcije razli¢itog nivoa. Dokazali su da redukcija kalorijskog unosa za 30-40%
dovodi do povecanja koncentracije zu¢nih kiselina. Istovremeno utvrdena je indukcija enzima
uklju¢enih u sintezu (Cyp7al) i konjugaciju ZK. Dodatni mehanizam koji je doveo do
promene u koncentraciji Zu¢nih kiselina je i uticaj na intracelularni transport u ileumu (148).
Ima studija koje su utvrdile povoljan uticaj UDK na masu pojedinih organa i organskih
sistema izloZenih razli¢itim patogenim i citotoksi¢nim agensima (149, 150).

U naSem istrazivanju, sve grupe jedinki sa dijabetesom su na kraju tretmana imale
znacajno manju telesnu masu u odnosu na kontrolnu grupu tretiranu fizioloSkim rastvorom.
Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima studije Rashid i saradnika, gde su jedinke nakon
21 dana aloksanskog dijabetesa imale znatno nizu telesnu masu u odnosu na jedinke koje nisu
tretirane aloksanom (105). Hipoinsulinemija i hiperglikemija udruZzeni su sa gubitkom u

telesnoj masi, $to je dokazano i u stidijama sa streptazocin-indukovanim dijabetesom (151).
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Informativan je i podatak o znaajnosti razlika u telesnoj masi grupa posle tretmana,
posmatrano u odnosu na pocetak tretmana. Nakon 5 dana trajanja aloksanskog dijabetesa,
telesna masa se nije znac¢ajno promenila u A grupi. Nasi podaci su u skladu sa rezultatima
drugih istrazivaca koji su ustanovili da aloksanski dijabetes u trajanju od 7, 21 i 42 dana, nije
znacajno uticao na telesnu masu jedinki pacova (152). Al-Salami i saradnici navode da je kod
zivotinja kod kojih je izazvan aloksanski dijabetes doslo do gubitka telesne mase, ali bez
naznaka da li je ta promena statisticki znacajnog nivoa (93).

Nasuprot grupe A, kod jedinki sa aloksanskim dijabetesom uz svakodnevnu aplikaciju
etinilestradiola, telesna masa je na kraju tretmana znacajno opala. Na zalost, podatke drugih
autora o uticaju koadministracije aloksana i etinilestradiola na telesnu masu nismo pronasli u
nama dostupnoj literaturi. S obzirom da je etinilestradiol sam ili u kombinaciji sa aloksanom
znacajno uticao na promenu u telesnoj masi, treba razmotriti mogu¢e mehanizma delovanja
etinilestradiola na promenu telesne mase i energetski metabolizam.

Supstance sa estrogenskom aktivnoséu poticu iz razlicitih prirodnih ili sintetskih procesa i
produkata, ukljucujuc¢i endogene produkte (npr. estradiol), lekove (npr. etinilestradiol), biljke
koris¢ene u ishrani (fitoestrogeni) i hemijske proizvode (ksenoestrogeni kao bisfenol A).
Izlaganje ljudi niskim dozama bilo kojim od navedenih supstanci ima dvojaki potencijal: da
pospesuje zdravlje ili da remeti normalnu endokrinu funkciju, i da uti¢e na razlicite organske
sisteme sa kojima je estrogen u interakciji. Mehanizam delovanja, kao i zeljena i nezeljena
dejstva izlozenosti ljudi niskim dozama estrogena i supstanci koje interaguju sa estrogenskim
receptorima, ¢esto su nejasni (153). Prema novijim istrazivanjima u toku primene oralnih
kontraceptiva koji sadrze etinilestradiol, kod zdravih zena nisu uoceni efekti u smislu
povecanja indeksa telesne mase. Medutim, ispitivani lekovi sadrze etinilestradiol u dozama
od 30-35ug, i pri primeni ovih doza nisu registrovana ni druga nezeljena dejstva (154). Ranija
istrazivanja koja su obuhvatala kontraceptive sa dozama etinilestradiola od 50ug i vise,
ustanovila su promene u telesnoj kompoziciji, kao i promenu osetljivosti na insulin kod visih
doza (155). U nasem istrazivanju etinilestradiol je primenjen u dozi od 5mg/kg telesne mase,
uzastopno 5 dana. Pri ovakvoj dozi, etinilestradiol ima izrazit uticaj na brojne procese u
organizmu koje ostvaruje kako putem estrogenskih receptora (ERa), tako i prooksidativnim
delovanjem (32, 37).
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Razlicitost u efektima estrogena i supstanci poput etinilestradiola koje reaguju sa
estrogenskim receptorima, mogle bi poticati upravo od tipa receptora (ERa, ERB). Da bi se to
ispitalo, posmatrani su ERa-deficijentni misevi, koji su imali teske poremecaje metabolizma
insulina i glukoze, te je ustanovljeno da ovaj tip receptora deluje protektivno u razlicitim
metabolickim oboljenjima, ukljucujuci i gojaznost i insulinsku rezistenciju. Uticaj ERp ostao
je donekle nerazjasnjen. Daljim ispitivanjima, dokazano je da ERP narusavaju metabolicke
funkcije, sto se delom verovatno ostvaruje putem negativne interakcije sa PPAR receptorima.
PPAR su ukljuceni u regulaciju energetske homeostaze delujuc¢i primarno u masnom tkivu,
skeletnim misi¢ima i jetri. Za ostvarenje funkcije PPAR, pre svega PPARy, neophodan je
velik broj kofaktora, koji su zajednicki sa ERp sto predstavlja osnovu za njihovu medusobnu
interakciju (156).

Primena ursodeoksiholne kiseline (AE-UDK), za razliku od monoketoholne kiseline (AE-
MK), nije sprecila statisti¢cki znacajno smanjenje telesne mase u odnosu na pocetak ogleda
kod zivotinja tretiranih sa oba agensa. Drugim rec¢ima, primena monoketoholne kiseline je
doprinela odrzanju telesne mase zivotinja izlozenih dejstvu hepatotoksi¢nog etinilestradiola i
aloksanskog dijabetesa. Tac¢an mehanizam delovanja zucnih Kkiselina na energetsku
homeostazu i depoe energije nije utvrden ni kod glodara ni kod ljudi. Osim sto su ukljucene u
apsorpciju i metabolizam lipida i metabolizam glukoze, u skorije vreme je utvrdeno da
administracija zucnih kiselina sprec¢ava gojaznost usled neadekvatne i prekomerne ishrane i
prevenira nastanak insulinske rezistencije. Primena zu¢nih kiselina kod miseva povecala je
potrosnju energije iz mrkog masnog tkiva koje je glavni izvor energije kod glodara.
Pretpostavlja se da (izmedu ostalog) zuc¢ne Kiseline regulisu energetsku homeostazu, pa i
telesnu masu, vezivanjem za membranske receptore (TGR5) na ksantoadipocitima ¢ime utic¢u
na enzime ukljucene u aktivaciju hormona stitaste zlezde (11, 55). Ocekivalo bi se da
ursodeoksiholna kiselina svojim protektivnim delovanjem u holestazi izazvanoj
etinilestradiolom, utice povoljno i na poboljsanje opsteg stanja jedinki sto bi se moglo
manifestovati odrzanjem telesne mase. Razlog za izostanak ovog ocekivanog efekta mogao bi
da bude nemogué¢nost UDK da odogovori u adekvatnoj meri na pojacan disbalans u
organizmu usled istovremenog dijabetesa i holestaze. U prilog ove konstatacije govore dva
podatka uocena u ovoj studiji. Naime, kod normoglikemic¢nih jedinki grupe E-UDK nije

doslo do znac¢ajnog gubitka na telesnoj masi, odnosno, UDK je ispoljila povoljno dejstvo na
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odrzanje telesne mase. Drugi podatak dobijen je poredenjem telesne mase na kraju tretmana,
gde je ustanovljeno da je AE grupa imala znac¢ajno manju telesnu masu od EE grupe, kao i da
su AE-UDK jedinke u proseku imale zna¢ajno manju telesnu masu od proseka E-UDK
jedinki.

Kako u grupi jedinki tretiranih monoketoholnom kiselinom nije dos$lo do znacajnih
promena u telesnoj masi, postavlja se pitanje kojim mehanizmima je doslo do toga? Za
razliku od UDK koja je prirodna zu¢na kiselina, monoketoholna kiselina je stabilna
polusintetska zu¢na kiselina niske toksi¢nosti. Monoketoholna kiselina nastaje kao derivat
holne kiseline, gde je na poziciji 12, OH-grupa zamenjena keto-grupom (3a, 7a-dihydroxy-12-
keto-54-cholanoic acid, 12-MK) (84, 94). Do sada je u vise studija utvrdena uloga
monoketoholne kiseline kao promotera transporta razlicitih lekova (84, 93, 157). U ovom
ispitivanju se povoljna dejstva ne mogu pripisati promociji transporta drugih supstanci, ve¢
isklju¢ivo dejstvu same MK. Sintetske zu¢ne kiseline usled modifikacija hemijske strukture
dobijaju i drugacija fizicko-hemijska, pa i bioloska svojstva. Iako nema sli¢nih podataka za
monoketoholnu kiselinu, dokazano je da druge sintetske Zucne kiseline imaju mogucnost
aktivacije kako nuklearnih (FXR), tako i membranskih (TGR5) receptora. Rizzo i saradnici
ispitivali su vise polusintetskih Zu¢nih kiselina i njihovih soli koje imaju svojstva liganda za
FXR ili TGRS ili pak za oba receptora (konkretno, re¢ je o derivatu INT-767, 6a-ethyl-
3a,7a,23-trinydroxy-24-nor-5/-cholan-23-sulfate sodium salt) (158).
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5.2. Uticaj ursodeoksiholne i monoketoholne kiseline na vrednosti seéera u
krvi

Etinilestradiol u malim dozama u kojima je prisutan u oralnim kontraceptivima, ne
uti¢e na vrednosti Secera u Krvi, te se danas po tom pitanju, smatra sigurnim za dugotrajnu
primenu (159). Studije na oglednim Zivotinjama u kojima je primenjen etinilestradiol, bile su
uglavnom bazirane na izazivanje i ispitivanje holestaze. KoriS¢ene doze bile su znatno vise
od onih u oralnim kontraceptivima (5-10mg/kg), ali nije uoCen uticaj na vrednosti Secera u
krvi (40). Podaci dobijeni nasim istraZivanjem, u saglasnosti su sa ovim istraZivanjima.
Kratkotrajna primena visih doza etinilestradiola nije dovela do zna¢ajnih promena vrednosti
Seera u krvi, a male vrednosti varijanse, raspona i standardne devijacije govore da se ni
pojedinacne vrednosti Secera u krvi nisu puno razlikovale od prose¢nih vrednosti u grupama
tretiranim etinilestradiolom. NeSto drugadije rezultate objavili su Jin i saradnici. Oni su na
animalnom modelu ispitivali uticaj hroni¢ne primene EE i drugih supstanci koje se upli¢u u
endokrinu signalizaciju (endocrine-disrupting chemicals, EDC). EE je dat u pijac¢oj vodi, u
dozi od 1pg/kgTM/dan, tokom 20 nedelja, uz visokokalori¢énu hranu. Iako nije dokazan
uticaj na vrednosti SeCera u krvi, ustanovili su pojatanu ekspresiju gena uklju¢enih u
metabolizam glukoze 1 slobodnih masnih kiselina, te da bi hroni¢na izloZenost EE 1 drugim
EDC supstancama mogla da narusi energetski metabolizam (160).

Dijabetes je dozivotno metabolicko oboljenje, karakterisano nemoguéno$éu odrZzavanja
adekvatnog metabolizma glukoze. Insulin zavisni dijabetes melitus (tip 1, TLDM), nastaje
usled destrukcije B-Celija Langerhansovih ostrvaca pankreasa i potpunog izostanka sekrecije
insulina. Tip 2 dijabetesa (T2DM) nastaje kao kombinacija insulinske rezistencije perifernih
tkiva 1 posledi¢ne pojacane sekrecije insulina od strane B-¢elija pankreasa, ali bez postizanja
adekvatne regulacije nivoa glukoze. Imaju¢i u vidu znacaj samog dijabetesa sa prate¢im
komplikacijama i rasirenost oboljenja, nije iznenadujuce da se razvio veliki broj metoda, tj
modela za izazivanje dijabetesa, bilo tipa 1 ili tipa 2 (161). Aloksan i streptazocin su najcesée
koriséene dijabetogene supstance koje izazivaju promene koje odgovaraju T1DM. Iako
otkriven 1838. godine, tek 1943. godine je otkriveno da aloksan izaziva hiperglikemiju usled

nekroze B-Celija pankreasa, i to stanje nazvano je aloksanski dijabetes (134). U vecini
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eksperimentalnih studija, kao i u naSem istrazivanju, aloksanski dijabetes se postize
jednokratnom primenom aloksana u dozi od 100-150mg/kgTM, intraperitonealno (90, 105,
152, 162, 163). Zbog trajanja delovanja aloksana i njegovih produkata, verifikacija
aloksanskog dijabetesa se radi 48h od aplikacije aloksana. Grani¢na vrednost Secera u krvi da
bi se potvrdio aloksanski dijabetes, malo se razlikuje od studije do studije, a kreée se od 13-
15mmol/L, dok ima i onih koji za grani¢ne vrednosti uzimaju 8.3mmol/L, odnosno
20mmol/L (90, 105, 152, 164).

Nakon §to su formirane grupe jedinki sa aloksanskim dijabetesom, a pre pocetka
tretmana, nisu postojale znacajne razlike u prosecnoj vrednosti Se¢era u krvi. Vrednosti
Secera u krvi nakon tretmana, mogu se posmatrati i analizirati iz viSe aspekata. Ukoliko se
posmatra sniZenje proseéne vrednosti SUK u grupi na vrednosti manje od 15.0 mmol/l, takvo
snizenje je uoceno samo u grupi tretiranoj ursodeoksiholnom kiselinom uz etinilestradiol, dok se
grupa tretirana monoketoholnom kiselinom veoma priblizila toj vrednosti. Grupa tretirana
ursodeoksiholnom kiselinom je imala i statisti¢ki zna¢ajno nize vrednosti SUK na kraju ogleda u
odnosu na podetak tretmana kiselinom, dok se smanjenje vrednosti SUK za grupu AE-MK
priblizilo granici znac¢ajnosti (p<0.05), ali je ipak nije dostiglo.

Moze se govoriti 1 o procentu jedinki unutar grupe koje su na kraju ogleda imale normalne
vrednosti (< 15.0 mmol/l) SUK. U tom slu¢aju, grupe tretirane zu¢nim kiselinama imaju znaéajno
veci broj normoglikemicnih jedinki, i to ¢ak viSe medu Zivotinjama tretiranim monoketoholnom
kiselinom (60%) u odnosu na ursodeoksiholnu kiselinu (40%). Kako je u grupama koje su
primale zuc¢ne kiseline na kraju tretmana bilo i hiper- i normoglikemi¢nih jedinki i ujedno
postojanje veéih oscilacije pojedinaénih vrednosti SUK u odnosu na prosek, to objasnjava velike
vrednosti devijacije, raspona i varijanse. Mora se rec¢i da je i u grupi A koja nije primala nikakav
tretman, jedna jedinka imala pad vrednosti SUK ispod 15.0 mmol/l. Moguée je da primena
aloksana kod ove jedinke nije dovela do destrukcije svih Langerhansovih ostrvaca, odnosno da je
preostalo dovoljno vitalnih B-¢elija koje su tokom 5 dana povratile funkcionalnost i reglisale
glikemiju.

1z svega navedenog proizilazi da je primena i prirodne (UDK) i sintetske (MK) Zu¢ne kiseline
imala znacajnog efekta na regulaciju Secera u krvi jedinki sa aloksanskim dijabetesom. Nasi

rezultati su u skladu sa rezultatima drugih autora.
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Na modelu dijabetesa izazvanog streptazocinom, primenjen je 2% rastvor soli monoketoholne
kiseline intranazalnim putem (0.2ml’kg TM). Nivo Secera u krvi proveravan je u kra¢im
vremenskim intervalima (u 0, 15, 30, 45, 60, 90 i 180 minuta od alikacije soli MK). U kontrolnoj
grupi normoglikemiénih jedinki, primena soli MK nije dovela do znagajnih promena u SUK. U
odnosu na dijabeti¢ne jedinke tretirane fizioloSkim rastvorom, primena soli MK kod dijabeti¢nih
jedinki znacajno je snizila glikemiju 30, 45, 60 1 90 minuta nakon aplikacije (165) (2). Raskovi¢ i
saradnici su primenili so monoketoholne kiseline (4mg/kg, s.c.) i komercijalnim preparatom
steviozida na miSevima bez izazivanja dijabetesa. U cilju podizanja nivoa Secera u krvi, misevi su
podvrgavani oralnom testu tolerancije glukoze (500mg/kg, p.0.) ili injekciji adrenalina (0.2mg/kg,
s.c.). Pretretman samo sa soli MK ili kombinacijom steviozida i soli MK tokom 4 dana je znatno
umanjio nivo Secera u krvi nakon testa tolerancije ili injekcije adrenalina, u poredenju sa grupom
koja nije imala pretretman (166). U daljim istrazivanjima ista grupa autora je ispitivala uticaj soli
MK i steviozida, pojedinacno ili u kombinaciji na glikemiju jedinki sa aloksanskim dijabetesom.
Tokom 5 dana navedene supstance su primenjivane peroralno ili putem subkutano postavljene
osmotske pumpe. Pojedina¢no primenjeni, steviozid 1 so MK snizili su nivo Secera u krvi, ali je
(bez obzira na put primene), kombinacija steviozida i soli MK imala najjace hipoglikemijsko
dejstvo (90).

Mahmoud i saradnici su ispitivali uticaj UDK i fenofibrata na modelu metaboli¢kog
sindroma. U patogenezi, klinickim manfestacijama i razvoju komplikacija metabolickog
sindroma 1 dijabetesa postoji veliki broj sli¢nosti. Ovi autori su dokazali da UDK normalizuje
telesnu masu, vrednosti Secera u krvi, nivo holesterola i triglicerida. Dokazali su da UDK
ovaj efekat postize smanjenjem markera oksidativnog stresa. Fenofibrati kao aktivatori
PPARa imali su sli¢an efekat, ali je UDK pokazala ja¢i uticaj u pogledu regulacije SUK i
insulinske rezistencije. Osim toga smatraju da bi UDK mogla biti prihvatljivija u terapijskim
smislu zbog vrlo dobre tolerancije i mogucnosti primene u trudnoc¢i (167). Osim u stanjima
poput dijabetesa (tip 1 1 tip2), metabolickog sindroma i gladovanju, UDK je pokazala
povoljan efekat na regulaciju glukoze i drugih parametara i u nealkoholnom steatohepatitisu
(150).

Zuéne kiseline u jetri verovatno mogu regulisati metabolizam glukoze i regulacijom
odgovarajucih enzima. Nekoliko studija je imalo suprotstavljene rezultate u pogledu uticaja

7uénih kiselina na glukoneogenezu, kao i u pogledu uticaja nuklearnih receptora ZK,
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pogotovo FXR. Dok je po jednima nivo ograni¢avaju¢eg enzima glukoneogeneze
(phosphoenolpyruvate carboxykinase, fosfoenolpiruvat karboksikinaze- PEPCK) bio povisen
delovanjem ZK preko FXR u kulturama hepatocitima (168), dotle su drugi autori dosli do
zakljutaka da ZK suprimiraju ekspresiju PEPCK na FXR-zavistan i FXR-ne zavisan naéin
(169, 170). Drugi enzimi ukljuc¢eni u metabolizam glukoze u jetri takode mogu biti regulisani
putem FXR. Aktivacija FXR ne samo da snizava sintezu glukoze ve¢ i povecava sintezu
glukagona u jetri, ¢ime takode sniZava nivo Se¢era u krvi (171, 172). U istrazivanjima in vivo
T2DM i in vitro istraZivanjima T1DM, utvrdeno je da i B-¢elije pankreasa eksprimiraju FXR
kao 1 da je FXR vazan za pravilan odgovor B-Celija na opterecenje glukozom, te da ima

protektivnu ulogu u B-¢elijama u metaboli¢kim oboljenjima (172, 173).
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5.3. Uticaj ursodeoksiholne i monoketoholne kiseline na pokazatelje jetrene

funkcije

Razvijen je veliki broj testova kojima se ispituju pojedine funkcije jetre. Kako su funkcije
jetre brojne, raznovrsne i Cesto isprepletane, testovi se mogu grubo podeliti na testove kojima
se ispituje:

v’ eliminaciona i detoksifikaciona funkcija jetre (hepati¢ni klirens testovi);

v' sintetska funkcija (merenje albumina, faktora koagulacije i dr);

v metaboli¢ka funkcija (metabolizam amonijaka, koncentracija lekova, ksenobiotika,

bilirubina, holesterola, triglicerida);

v poremecaj permeabilnosti i oSte¢enje Celija (aktivnost enzima - AST, ALT, alkalna

fosfataza (ALP), y-glutamil transferaza (y-GT) i 5’-nukleotidaza) (143, 174).

Holestaza se moze definisati klinickim znacima (zutica, pruritus, promena boje urina i
stolice) i biohemijskim pokazateljima (povisene vrednosti transaminaza, konjugovanog i
ukupnog bilirubina, ALP, y-GT i drugih enzima) (175).

Transaminaze (ALT i AST) su najcesce korisc¢eni enzimi u dijagnostici oboljenja jetre.
AST je lokalizovan u citosolu hepatocita i drugih celija dok se ALT znatno rede nalazi u
drugim celijama te je njegova aktivnost u plazmi pre svega refleksija ostecenja jetre (152).
Membranski ili kanalikularni enzimi su alkalna fosfataza (ALP) i yGT, lokalizovani u
kanalikularnim delovima membrane hepatocita. Uz ALT, y-GT se smatra najspecifi¢nijim
markerom ostecenja jetre (143).

Efekti EE pripisuju se njegovom metabolitu, estradiol-17p-D-glukuronidu koji
smanjuje ekskreciju sastojaka zuc¢i na reverzibilan i dozno zavistan nacin. Ovaj metabolit se
sekretuje u zu¢ putem Mrp2, a potom sa luminalne strane kanalikularne membrane inhibira
Bsep (26). U studijama na modelu holestaze izazvane etinilestradiolom, ustanovljeno je
takode da do poremecaja protoka zuci i sekrecije konstituenata zuci, dolazi usled poremecaja
funkcije i ekspresije Ntcp transportera na sinusoidnoj membrani hepatocita pacova (15, 32,

145, 175). Osim pomenutih uticaja na transportne mehanizme, EE i estradiol-17p-D-
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glukuronid slabe meducelijske veze ¢ime omoguc¢avaju regurgitaciju elemenata zuci, i njihov
ulazak u cirkulaciju (175). U vise studija dokazano je da pomenuti poremecaji transportnih
proteina nastaju ve¢ nakon 5 dana, i to u dozama od 5mg/kg TM/dan (18, 32), te je ovakav
protokol primenjen i u nasoj studiji.

U nasem istrazivanju doslo je do znacajnog porasta AST, ALT, direktnog i ukupnog
bilirubina u krvi jedinki koje su tokom 5 dana primale etinilestradiol. Znacajan porast istih
pokazatelja jetrene funkcije ustanovljen je i kod Zivotinje sa aloksanskim dijabetesom koje su
tretirane etinilestradiolom, u poredenju sa kontrolnom grupom i/ili jedinkama sa aloksanskim
dijabetesom bez etinilestradiola. Sve navedeno sugerise da je doslo do poremecaja funkcije
jetrenih ¢elija, odnosno holestaze, pod uticajem etinilestradiola. Nasi nalazi su u saglasnosti
sa drugim studijama estrogenom-indukovane intrahepati¢ne holestaze (15, 149, 176)(6-8).

U studijama sa humanim ispitanicima u 8iroj populaciji, takode je ustanovljeno da se u
holestatskim poremecajima javlja kako porast nivoa enzima koji ukazuju na povecanu
propustljivost membrane (AST, ALT), tako i enzima y-GT koji moze biti indukovan
primenom oralnih kontraceptiva i steroida (174). Kod zena se u trudno¢i javlja intrahepati¢na
holestaza ¢iji su biohemijski markeri porast koncentracije ZK, bilirubina, AST, ALT, AP i y-
GT u krvi (146).

Stepen poremecaja celijskog integriteta u holestazi krece se od povecanog permeabiliteta
celijske membrane do lize ¢elije, pa zavisno od toga rastvorljivi sastojci ¢elija u razlicitim
koncentracijama dospevaju u krvnu plazmu. Kod laksih lezija hepatocita oslobodic¢e se
pretezno citosolni enzimi, a tek kod tezih ostecenja i enzimi iz subcelularnih struktura, npr
mitohondrija ili ¢elijskih membrana. Mehanizam oslobadanja kanalikularnih enzima je manje
poznat. Smatra se da se povecava sinteza ovih enzima u oboleloj jetri, ali je diskutabilna veza
izmedu pojacane sinteze u ¢eliji i porasta aktivnosti u plazmi. U nekim istrazivanjima, kod
pacijenata sa holestazom i povisenom aktivnos¢u ALP i y-GT u plazmi, otkriveni su
fragmenti membrane sa visokom aktivnos¢u ALP i y-GT. Smatra se da su uzrokovani
promenama u strukturi membrane hepatocita pod dejstvom zuc¢nih kiselina koje kao
deterdzenti solubilizuju membranu (143). Kako u nasem iistrazivanju nije dokazan znacajan
porast aktivnosti y-GT u plazmi jedinki na EE i AIX+EE tretmanu, osnovano je pretpostaviti

da je doslo do blazeg vida holestatskog poremecaja, odnosno da je povecana propustljivost
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celijske membrane, ali da nije doslo do poremecaja integriteta celijske membrane i samih
hepatocita.

Bez obzira na etiologiju holestaze, akumulacija toksi¢nih hidrofobnih zu¢nih kiselina
je kljuéni faktor u ostecenju jetre. Balans hidrofilnosti i hidrofobnosti molekula ZK odreduje
njihova biologka svojstva. Hidrofobnost ZK zavisi od broja i rasporeda —OH grupa i
konjugacije bocnog lanca sa glicinom ili taurinom. ZK konjugovane sa taurinom su
predominantno hidrofilne, kao i trohidroksilne ZK u odnosu na dihidroksilne. U smislu
hidrofobnosti molekula, poredak medu prirodnim ZK bio bi UDK< holna (CA) <
henodeoksiholna (CDCA) < deoksiholna (DCA) < litoholna (LCA). Visoko hidrofilne ZK
poput UDK su manje citotoksicne i stimulisu izlu¢ivanje komponenti zuci iz hepatocita (64,
102, 177, 178). Mehanizam toksi¢nosti hidrofobnih ZK ogleda se u osteéenju membranskog
sistema mitohondrija i same celijske membrane, i ubrzanom stvaranju reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta koje dovode do daljeg, nekontrolisanog ostecenja vitalnih molekula i mehanizama u
éeliji (102). Nasuprot ovom negativnom efektu, nakupljanje ZK u hepatocitima ima i
povoljne efekte. Aktiviranjem nuklearnih receptora ZK, osim supresije sinteze novih koligina
ZK supresijom enzima (Cyp7a), uti¢u i na smanjenje preuzimanja i poja¢anu eliminaciju ZK
iz hepatocita (175).

Redukcija sadrzaja ZK i/ili izmena sastava u korist manje toksi¢nih ZK, predstavljaju
neke od glavnih terapijskih ciljeva (44). Terapija prirodnim ZK pocela je 1970-ih sa
primenom CDCA u terapiji holelitijaze. Medutim, brzo je povucena usled potencijalno
ozbiljnih nezeljenih dejstava. Dalja ispitivanja bila su vodena idejom da c¢e primena
endogenih netoksi¢nih ZK imati hepatoprotektivno dejstvo (64, 102). Tako se doslo do UDK
koja je imala slicne efekte na holelitijazu kao CDCA, ali bez hepatotoksi¢nosti. | druga
svojstva UDK ucinila su je interesantnom za razvoj terapije hroni¢nih holestatskih oboljenja
(44).

Primena UDK u nasem istrazivanju imala je hepatoprotektivno dejstvo, sto se ogleda
u znacajnom poboljsanju testova jetrene funkcije. Uz dodatak UDK znacajno su snizene
vrednosti  AST, y-GT i ukupnog bilirubina u odnosu na jedinke tretirane samo
etinilestradiolom. Vrednost ALT i direktnog bilirubina su snizene u E-UDK grupi, tako da
nema statisti¢cki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu. Slican efekat je postignut

primenom UDK uz EE kod dijabeti¢nih jedinki. Vrednost AST, ALT, y-GT i ukupnog
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bilirubina u odnosu na jedinke tretirane samo etinilestradiolom je znac¢ajno smanjena, i ne
pokazuje statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu. Jedino je nivo direktnog
bilirubina u AE-UDK grupu ostao na nivou EE grupe i statisti¢cki je znacajno visi od
vrednosti u kontrolnoj grupi. Ovim rezultatima pridruzujemo se skupini istrazivaca koji su
potvrdili hepatoprotektivno dejstvo UDK u genetskim oboljenjima tipa primarne bilijarne
ciroze (64, 102), animalnim modelima ekstra- i intrahepaticne holestaze (179, 180) i
intrahepati¢ne holestaze u trudnoci (146).

Primena monoketoholne kiseline ispoljila je hepatoprotektivno dejstvo slicno UDK,
odnosno dovela je do snizenja gotovo svih analiziranih parametara jetrene funkcije.
Statisticka znacajnost dokazana je za promenu AST, ALT i ukupnog bilirubina kod jedinki
tretiranih etinilestradiolom. Koncentracija ukupnog bilirubina je snizena u odnosu na EE
grupu primenom MK, i ne pokazuje statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu.
Kod dijabeti¢nih jedinki koje su primale EE i MK, znacajno je smanjena aktivnost ALT,
direktnog i ukupnog bilirubina. Primetan je izostanak znacajnosti delovanja MK u snizenju vy-
GT u oba ispitivana modela, kao i u redukciji konjugovanog bilirubina kod jedinki tretiranih
etinilestradiolom. S jedne strane rezultati vezani za y-GT trebali bi se tumaciti sa dozom
opreznosti, s obzirom da i porast aktivnosti y-GT tokom tretmana sa EE i AIX+EE tretmana,
nije statisticki znac¢ajno visa od aktivnosti izmerene u kontrolnoj grupi. Kako je UDK i pored
naedenog, dovela do znacajnog pada aktivnosti y-GT, dobijeni rezultati mogu i da sugerisu
slabije protektivno dejstvo MK u odnosu na UDK. Objasnjenje bi se moglo potraziti daljim
ispitivanjma uticaja MK na funkciju pojedinih transportera. Al-Salami i saradnici su
ustanovili da MK remeti izlucivanje gliklazida iz celija kod jedinki sa aloksanskim
dijabetesom. Njihova je pretpostavka da je MK delovala kao inhibitor Mrp3 transportera na
bazolateralnoj membrani enterocita, a poznato je da Mrp3 u uslovima holestaze i nakupljanja
7K, deluje kao efluksni transporter odnosno, izbacuje toksi¢ne komponente zug¢i iz hepatocita
(92).

lako je hepatoprotektivno dejstvo UDK u mnogim studijama potvrdeno, o samom
mehanizmu delovanja se jos uvek nagada. Kao i kod vec¢ine biomolekula, najverovatnije i
nije re¢ o samo jednom mehanizmu. Preovladava misljenje da UDK deluje antiholestatski
tako $to smanjuje ucesce toksi¢nih hidrofobnin ZK. Terapijske doze UDK (13-

15mg/kgTM/dan) podizu zastupljenost UDK u zu¢i sa normalnih 3-5% na 40-60%.
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Konjugovani oblici UDK se u crevima (uglavhom u distalnom ileumu) i malim zu¢nim
kanalima apsorbuju aktivnim transportom. Kako je to istovremeno mesto i nacin apsorpcije i
toksi¢nih endogenih ZK, ovom kompeticijom poveé¢ana koncentracija UDK dovodi do
smanjene enterohepati¢ne cirkulacije i poveéanog izlugivanje toksi¢nih ZK (64). Ipak,
pojedini autori su ovaj mehanizam delovanja UDK doveli u pitanje kada je pokazano da je
nakon kratkotrajne primene UDK doslo do poboljsanja parametara holestaze, ali da je udeo
CDCA i DCA Kkiseline ostao nepromenjen (65, 178). Takode kod obolelih od primarne
bilijarne ciroze i primarnog skleroziraju¢eg holangitisa izostaje porast zastupljenosti UDK u
zuci primenom terapijskih doza (65). Novija je i teorija “bilijarnog HCOj3 kisobrana”, po
kojoj UDK stimulise sekreciju HCOj i stvaranje alkalne sredine na apikalnom polu
hepatocita i bilijarnog epitela, ¢ime stiti membrane od hidrofobnih ZK (178). Jo§ jedan
potencijalni mehanizam protekcije od strane UDK je danas pod znakom pitanja. Naime, od
skora se preispituje do sada nesumnjivi uticaj UDK u transkripciji i post-transkripcijskim
modifikacijama gena koji kodiraju transportere u celijskoj membrani hepatocita i zuc¢nih
kanalikula (Bsep, Mrp2, mrp3, Mrp4, OATP) (32, 102, 175, 178). Crocenzi i saradnici su
utvrdili da u EE-indukovanoj holestazi dolazi do smanjenja ekspresije Mrp2 receptora na
membrani hepatocita. Ocekivalo se da ¢e primena UDK povecati njihovu ekspresiju re-
insercijom Mrp2 iz perikanalikularnih vezikula. Na njihovo iznenadenje, bilijarna ekskrecija
se poboljsala sa primenom UDK, ali bez povecane ekspresije Mrp2. Ovo ih je navelo na
zakljucak da je do protektivnog efekta UDK doslo unapredenjem funkcije ve¢ postojecih
Mrp2, pre nego povecanjem ekspresije (18). Sve veci akcenat se stavlja na vezu izmedu UDK
I njenih konjugata (tauroursodexycholic acid, TUDCA) sa sistemom protein-kinaza u celiji
¢ime bi posredno pojacavala funkcionisanje transportera (102, 178).

Ispitivanja koja govore o antiapoptotskom i antioksidativnom dejstvu UDK su do sada
dala zanimljive, ali nepotpune rezultate i ovaj pravac istrazivanja je i dalje aktuelan (65, 178,
181).

Kako prirodne ZK imaju dosta povoljnih dejstava, ali i dosta nedostataka, razumljivi
su napori da se stvore i polusintetske ili sintetske ZK koje bi imale, jace, brze ili kompletnije
dejstvo. 24-norursodeoksiholna kiselina (norUDCA) je derivat UDK sa skra¢enim bo¢nim
lancem. Izostanak metil-grupe je ¢ini otpornijom na konjugaciju sa taurinom ili glicinom, za

razliku od UDK. Rezultat je pojacavanje “bilijarnog HCOj3" kisobrana” i mogucnost pasivnog
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transporta norUDCA kroz holangiocite, pa je citavo enterohepaticno kruzenje zamenjeno
“holehepati¢nim santom” (64, 181). Dodatnim skra¢enjem boc¢nog lanca dobija se bis-nor-
UDCA, koja nema moguénost holehepati¢nog $anta. Sintetski analog ZK, holilsarkozin
(Cholyl-N-methylglycine) koristi se kod pacijenata sa sindromom kratkog creva, u prevenciji
malapsorpcije masti usled nedostatka ZK i poremeéaja varenja u proksimalnim partijama
creva (102).

Podataka o moguc¢nosti monoketoholne kiseline da aktivira FXR ili druge receptore
7K, za sada nema u nama dostupnoj literaturi. lako je veé¢ina efekata UDK FXR-ne zavisna,
UDK ima moguc¢nost aktivacije drugih receptora (GR, PXR i drugi) (65, 178).
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5.4. Uticaj ursodeoksiholne i monoketoholne kiseline na histopatoloske

promene u tkivu jetre

Kako bi procena uticaja etinilestradiola i Zu¢nih kiselina bila potpunija, pored odredivanja
koncentracije enzima i bilirubina, tkivo jetre je histoloski obradeno i izvrSena je
histopatoloSka analiza isecaka tkiva jetre.

Tkivo jetre kontrolne grupe (K1) tretirane fizioloskim rastvorom nije pokazalo odstupanja
od normalne histoloske grade tkiva jetre. Takav nalaz ne iznenaduje i naden je i u
istrazivanjima drugih autora (136, 149, 176). S obzirom da je etilenestradiol rastvoren u
propilen-glikolu, grupa K2 je primala samo propilen-glikol, kako bi se isklucilo izolovano
dejstvo ove supstance. Prema do sada prikazanim podacima, propilen-glikol nije doveo do
statisti¢ki zna¢ajnih promena u telesnoj masi, SUK, i pokazateljima jetrene funkcije. Drugim
reCima, grupa K2 se u statistickom pogledu nije razlikovala od kontrolne grupe K1. Na
iseCcima jetre bojenim standardnom hematoksilin-eozin tehnikom ne uoc¢avaju se promene u
gradi tkiva jetre u poredenju sa tkivom jedinki koje su dobijale samo fizioloski rastvor. I ovaj
nalaz je u saglasnosti sa literaturnim podacima (18).

Definicije holestaze, kao Sto je ranije reCeno, mogu biti zasnovane na morfoloskim,
biohemijskim ili klini¢kim znacima. Takode, determiniSu¢i kriterijumi za potvrdu nastanka
holestaze razlikuju se donekle u humanoj medicini 1 u eksperimentalnom radu na zivotinskim
modelima. Znaci holestatskog poremecéaja razlikuju se u holestazi intrahepati¢nog i
ekstrahepaticnog porekla, akutnog ili hroni¢nog toka, dok pojedini toksini, lekovi i
ksenobiotici mogu imati vrlo specificne markere (20, 21, 22, 175).

Studije na animalnim modelima, holestazu pretezno dokazuju postojanjem biohemijskim
markera. Ona istrazivanja koja su u svojoj metodologiji imala 1 histopatolosku analizu tkiva
(svetlosnim ili elektronskim mikroskopom), izvestile su o veoma raznolikim promenama u
tkivu jetre i drugih organa. U vecini ispitivanja, morfoloske promene su zavisile od etiologije,
trajanja uzroka holestaze i intenziteta odnosno koncentracije ostecujuceg agensa. U modelima

ekstrahepati¢ne holestaze dominira metod podvezivanja zajedni¢kog Zzuc¢nog duktusa (bile
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duct ligation — BDL model). Cetiri nedelje nakog podvezivanja uz biohemijske pokazatelje
(porast AST, ALT, bilirubina direktnog i ukupnog) bile su prisutne izrazite promene u tkivu
jetre: poremecaj lobularne strukture, fibroza, pocetni znaci ciroze, nekroza hepatocita,
proliferacija interlobularnih Zu¢nih kanala 1 mestimi¢no izlivanje Zu¢i u vidu tzv Zu¢nih
infarkta (149). U ovoj studiji analizirana je ¢ak i morfologija tetstisa, gde su uocene promene
u skladu sa stepenom oStecenja jetre. Sli¢ne podatke o histopatoloskim promenama jetre
dobili su 1 drugi istrazivaci na BDL modelu (182).

Histoloski obrasci kod lekovima izazvanog oboljenja jetre (drug-induced liver disease —
DILI) zavise od mehanizma dejstva samog leka. Kontraceptivni steroidi predstavljaju prave
indirektne hepatotoksine koji izazivaju holestazni tip oStecenja, odnosno akutno holestatsko
oStecenje, i to CeS¢e po tipu Cistog holestaznog ostecenja (bland cholestasis) nego
holestatskog hepatitisa (27). Etinilestradiol je komponenta nekih od oralnih kontraceptiva, i
ve¢ dugo se koristi za izazivanje promena tipa intrahepati¢ne holestaze na zivotinjskim
modelima. O mehanizmima kojima to postize ve¢ je diskutovano, te se ne¢e ponavljati. Jo$
jedan od agenasa koji se koriste za model intrahepati¢ne holestaze je a-naftil izotiocijanat
(alpha-naphtthyl isothiocyanate — ANIT) (176). Potvrda holestatskog efekta EE ili ANIT i
patofiziologija oSteCenja u in vivo studijama, ¢eS¢e se potvrduju biohemijskim parametrima i
subcelularnim i molekularnim promenama, te se malo studija zasniva na histopatoloskoj
potvrdi holestatskog poremecaja usled EE. Jedna od takvih studija sprovedena je od strane
Radzikowske i saradnika. Na jetri jedinki tretiranih etinilestradiolom u njihovom ogledu
dijagnostikovane su brojne promene, od masnhe promene hepatocita, preko promena u
endotelu sinusoida i vaskularnih poremecaja do pelioze jetre i fokalne nodularne hiperplazije
(136). Nasi nalazi nisu u saglasnosti sa ovim istrazivanjem. Promene hepatocita jedinki
tretiranih etinilestradiolom, bile su minimalne do umerene u vidu obilnije, cvetle citoplazme
homogenog do paperjastog izgleda u pojedinacnim hepatocitima. Zonalna distribucija
promena nije uocena, kao ni poremecaji i promene na vaskularnim elementima jetre. Razlog
za ovakvu diskrepancu u nalazima Radzikowske i saradnika i naseg istrazivanja moze se
traziti u viSe metodoloskih razlika. U njihovom istrazivanju obuhvacene su samo Zenke
Wistar pacova, te je efekat mogao biti i polno-zavistan. Trajanje njihove studije, odnosno
aplikacije estrogena bilo je 8 nedelja, naspram 5 dana u naSoj studiji. Kako su i drugi autori

pretodnevnom primenom EE u istoj dozi kao i mi (18), dobili biohemijske potvrde holestaze,
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vrlo je verovatno da je neophodan dugotrajniji tretman kako bi se ispoljile morfoloske
promene. Jo$ jedna razlika u metodologiji ogleda se upravo u visini doze EE, ritmu davanja i
mestu aplikacije. U njihovom istrazivanju primenjene su doze od 0.00075, 0.0015 i 0.003
mg/kgTM, jednom nedeljno ili svakog treeg dana, a u svim slu€ajevima intramuskularno.
Grupa koja je dobijala najmanju dozu, jednom nedeljno imala je najblaze promene i
najsli¢nije promenama dobijenim u naSem istrazivanju. NaSa studija dala je rezultate koji su u
saglasnosti sa drugim izvorima koji potvrduju da se promene nakon nekoliko dana
intrahepati¢ne holestaze uocavaju pre svega na ultrastrukturnom nivou u vidu oticanja i
hidropsne degeneracije hepatocita periportalne zone, pojacane granulisanosti citoplazme,
prisustva Mallory telasaca, promenama u gradi mitohondrija, glatkog i granulisanog
endoplazmatskog retikuluma (102, 183). Cinjenica da su vrednosti citosolno lociranih
transaminaza bile zna¢ajno poviSene primenom EE, a da aktivnost y-GT nije bila zna¢ajno
povisena ni u EE niti u AE grupi, podrzava histoloski nalaz u nasem istrazivanju. Primenom
EE doslo je do porasta propustljivosti ¢elijske membrane, bez poremecaja integriteta ¢elijske
membrane i same ¢elije. Masubuchi i saradnici koristili su ANIT za izazivanje intrahepati¢ne
holestaze. Vrednosti enzima jetre i1 tkivne uzorke analizirali su nakon 6, 24, 48 1 72 ¢asa od
administracije ANIT. Nivo enzima dostigao je plato nakon 48h, a histoloske promene nakon
24h. Histopatoloske promene su bile blage do umerene i delom se podudarale sa naSim
nalazom. Ogledale su se u blagom edemu portnog prostora i hepatocita, sa pove¢anim brojem
mitoza. Sa progresijom promena bili su uo€ljivi pojedina¢ni nekroti¢ni hepatociti, difuzno
rasporedeni u lobulusu, kao i inflamatorne promene (176). Iako u naSem istraZivanju nisu
uoceni hepatociti u deobi na HE bojenju, ulazak hepatocita u proces deobe naknadno je
ispitivan primenom imunohistohemijskog bojenja (Ki-67 marker).

Uporeden je 1 histoloSki nalaz tkiva jetre jedinki tretiranih sa UDK i MK. Na ise¢cima
jetre bojenim standardnom HE tehnikom, ne uocavaju se promene u gradi tkiva i osobinama
hepatocita niti u grupi gde je aplikovana UDK, niti u grupi gde je aplikovana MK, odnosno
nema odstupanja u odnosu na histolosku gradu tkiva jetre jedinki kontrolne grupe. Kako
oiteéenje hepatocita nastaje usled nakupljanja toksi¢nih ZK u toku holestaze, nade
istrazivanje kao 1 istrazivanje drugih autora podrzava hipotezu da UDK poboljSava
izlu¢ivanje hidrofobnih citotoksi¢nih ZK iz hepatocita u holestazi (149, 182). Nase

istrazivanje je utvrdilo da najverovatnije i monoketoholna kiselina deluje na isti nacin,
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poboljsavajuci enzimski status hepatocita i smanjujuci histomorfoloSke promene, $to je jedini
takav podatak o monoketoholnoj kiselini. Dok se zna preko kojih transportera deluje UDK,
taj podatak za MK nije joS uvek ispitan. Al-Salami 1 sardnici zakljucili su da ima uticaja na
Mrp3 transporter, a Yang i saradnici su ustanovili da MK ne dovodi do oSte¢enja membrana,
ali utie na mehanicka svojstva bioloskih membrana $to bi moglo da uti¢e kako na aktivni,
tako i na pasivni transport (84, 184).

Tretnutno postoje aktivna pretklinicka ispitivanja nekoliko lekova namenjenih
holestatskim oboljenjima. To su selektivni modulatori pojedinih nuklearnih receptora ili
signalnih molekula koji modifikuju holestazu. Ipak, bi¢e tesko razviti lek u vidu jednog
molekula koji ¢e biti toliko bezazlen poput UDK, a sa toliko simultanih pozitivnih efekata.
Pre svega bice tesko razviti takav lek za holestatske poremecaje s obzirom da pogadaju jetru,
gde svaki imbalans hepatocita okida brojne patofizioloske promene (65). Monoketoholna
kiselina je, za sada, na dobrom putu da se po efikasnosti i netoksi¢nosti priblizi
ursodeoksiholnoj kiselini. Iako su do sada potencirani njeni efekti na olakSavanje transporta
materija kroz bioloske membrane (89, 90, 157), u nasoj studiji je ispoljila vrlo povoljne
efekte na regulaciju glukoze, pokazatelje jetrene funkcije i poboljSanje histoloskog statusa.
Sve ¢esce se u novijim studijama ispituje efikasnost UDK uz koadministraciju drugih lekova.
Tako je ustanovljeno da UDK uz rifampicin (PXR agonist) ima intenzivnije efekte na
holestazu ne-opstruktivne etiologije, a da UDK uz koadministraciju budesonida efikasnije
popravlja testove jetrene funkcije i histoloski nalaz kod obolelih od primarne bilijarne ciroze
u stadijumu I-I1I (178). Pokusava se i sa derivatima same UDK, kao $to je nor-UDCA. U
hepatocelularnom modelu holestaze izazvanom taurilitoholnom kiselinom (taurolithocholic
acid- TLCA), konjugat nor-UDCA sa taurinom je pokazao bolje antiholestatsko dejstvo u
odnosu na monoterapiju sa UDK ili nor-UDCA (178).

Dijabetes melitus je dugogodisnja i dozivotna bolest, koja usled hiperglikemije dovodi do
poremecaja i komplikacija na velikom broju organa i organskih sistema. Kako je jetra
ukljucena u metabolizam glukoze i lipida, histoloski vidljive promene u tkivu jetre se
javljaju, ali najceS¢e nakon viSegodiSnjeg trajanja dijabetesa (20, 21, 22). U skladu sa tim je
razumljivo da u nasem istrazivanju nisu uocene promene u histoloskoj gradi tkiva jetre i
¢elijskim odlikama hepatocita kod jedinki tretiranih samo jednokratnom primenom aloksana

(grupa A). Promene koje su uocene u grupi jedinki sa aloksanskim dijabetesom koje su
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primale EE, gotovo su identi¢ne onima kod jedinki tretiranih samo sa EE. Ipak, na$ nalaz je
do nekle u kontradikciji sa nalazom Al-Salami i saradnika, koji su zakljucili da u
aloksanskom dijabetesu dolazi do poremecene funkcije tesnih veza izmedu cdelija 1
transportnih proteina celijske membrane u odnosu na Zivotinje koje nisu primile aloksan
(184).

Administracijom ispitivanih Zu¢nih kiselina doslo je do normalizacije histoloSkog nalaza
u tkivu jetre jedinki AE-UDK i AE-MK grupa. Jedan od Cestih entiteta koji se histoloski
dijagnostikuje kod pacijenata obolelih od dijabetesa je nealkoholna masna jetra (nonalcoholic
fatty liver disease — NAFLD) (185, 186). NAFLD se dijagnostikuje i kod osoba koje pate od
gojaznosti i metaboli¢kog sindroma. Ve¢ je navedeno da ZK ispoljavaju blagotvorno dejstvo
u navedenim metabolickim oboljenjima (150), pa ne uznenadjuje Cinjenica da su i u nasem
istrazivanju UDK 1 MK poboljsale histolosku sliku tkiva jetre dijabeti¢nih jedinki sa znacima
holestatskog poremecaja jetre. Cipriani i saradnici ispitivali su ulogu derivata ZK u regulaciji
metabolic¢kih funkcija i histologiju jetre kod gojaznih pacova (leptin deficijentni Zucker fa/fa
pacovi). Ovi pacovi pokazuju znake insulinske rezistencije, poremecaj lipidnog statusa,
povecanu telesnu masu i promene u tkivu jetre (makrovezikularna steatoza, bubrenje
hepatocita i retko inflamaciju u portnim prostorima). Primenjen je derivat ZK, 6E-CDCA (6-
ethyl-chenodeoxycholic acid) u dozi od 10 mg/kg, a efekti su poredeni sa delovanjem
rosiglitazona (10 mg/kg). Rosiglitazon je poboljSao insulinsku rezistenciju i lipidni status, ali
je ¢ak doprineo uvecanju telesne mase i nakupljanju masti u hepatocitima. Nasuprot tome,
6E-CDCA koja je ligand FXR, imala je iste metabolicke efekte ali je i sprecila uvecanje
telesne mase i depozicije masti u skeletne misice i jetru (52). Ista zu¢na kiselina 6E-CDCA
ispitivana je na modelu ciroze jetre kod Zivotinja i znac¢ajno je poboljsala histoloski status.
6E-CDCA koja se jo$ naziva i obetiholna kiselina (obeticholic acid— OCA) je derivat CDCA.
Trenutno je u toku 2b faza klinickog ispitivanja obetiholne kiseline u terapiji nealkoholnog
steatohepatitisa (Farnesoid X Receptor Ligand Obeticholic Acid in Nonalcoholic
Steatohepatitis Treatment — FLINT). Dosadasnji rezultati ovog ispitivanja pokazuju da OCA
poboljSava histoloSke parametre steatohepatitisa, steatozu, inflamaciju 1 baloniranje

hepatocita (187).
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5.5. Uticaj ursodeoksiholne i monoketoholne kiseline na ekspresiju Ki-67
markera i proliferaciju hepatocita

U zrelim, odraslim jedinkama, broj Celija je izbalansiran usled odgovaraju¢eg odnosa
procesa celijske proliferacije i Celijske smrti. Odredeni autori smatraju da apoptoza igra
komplementarnu, ali upravo suprotnu ulogu u odnosu na mitozu, u odrzavanju cCelijske i
tkivne homeostaze (188).

Ne postoji standardizovana vrednost, odnosno nivo ekspresije Ki-67, koji se smatra
normalnim u jetri pacova. Stoga smo analizom ekspresije Ki-67 proteina u hepatocitima
kontrolne grupe prvo ustanovili koliko ¢elija je Ki-67 pozitivno kod Zivotinja tretiranih
fizioloskim rastvorom. Tako smo odredili grani¢nu vrednost od <10% Ki-67 pozitivnih (Ki-
67") hepatocita. Ekspresija Ki-67 u 10% ili vise ¢elija smatrana je poveéanjem proliferacije
hepatocita. U drugim studijama koje su se bavile uticajem ZK na proliferaciju hepatocita,
metodologija je bila drugacija 1 zasnivala se na odredivanju koli¢ine DNK ili stepenu
inkorporacije i sinteze proteina koji ulaze u sastav DNK (188, 189).

Daljom analizom dosli smo do podatka da se grupa tretirana propilen glikolom (K2) ne
razlikuje od kontrolne grupe u pogledu proliferacije hepatocita. Kod jedinki sa aloksanskim
dijabetesom bez holestaze, 20% je pokazalo povecanu proliferaciju hepatocita, Sto nije
statistiCki znacajno u odnosu na kontrolnu grupu jedinki. [ako se ne moze sa sigurno$cu
tvrditi bez dodatnog ispitivanja, moguce je da je ovakav rezultat u A grupi posledica velikog
poremecaja metabolizma glukoze, odnosno odgovor tkiva jetre na ovaj poremecaj (190).

Ni jedna jedinka tretirana samo etinilestradiolom (EE), odnosno dijabeti¢na jedinka
tretirana etinilestradiolom (AE), nije imala povecanu proliferaciju hepatocita. Nasi rezultati u
grupi EE su do nekle nesaglasni sa rezultatima Barone i saradnike, koji su nakon izazivanja
holestaze dokazali pove¢anu proliferaciju hepatocita. Ovu nesaglasnost treba uzeti donekle sa
rezervom, s obzirom da metod izazivanja holestaze nije isti, tj oni su holestazu izazvali
hranom bogatom CA i1 DCA, ¢ime su postizane veoma visoke koncentracije toksi¢nih
kiselina (191). Medutim i druge, novije studije dosle su do podataka da nakupljanje ZK u
hepatocitima vodi aktivaciji FXR receptora, a da on uti¢e na regulatore Celijskog ciklusa
(forkhead box mlb) i stimuli$e reparaciju i regeneraciju jetre (192). Kako je u nasoj studiji

izostala proliferacija hepatocita u grupama gde je biohemijski verifikovana holestaza,
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objasnjenje bi se moglo potraziti u nedovoljnom porastu ZK ili suboptimalnom sastavu ZK
neophodnih za pojacanu proliferaciju. Podrska ovoj tezi je svakako i podatak o malom
porastu aktivnosti y-GT u plazmi, kao i oskudan histoloski nalaz u EE i AE grupama.

U grupama u kojima je uz EE primenjena ZK, proliferacija je bila uoéljivo (E-UDK)
odnosno statisti¢ki znacajno povecana (E-MK). Sli¢no je bilo i medu dijabeti¢nim jedinkama.
Vise jedinki grupe AE-UDK je imalo povecan proliferativni indeks u odnosu na AE-MK, ali
su obe grupe pokazale statisticki znaCajan porast proliferacije u odnosu na AE grupu.

Tokom niza godina sproveden je velik broj ispitivanja uticaja ZK na proliferaciju
hepatocita i regeneraciju jetre. Rezultati su brojni, ali i kontradiktorni. Starija istrazivanja
dala su rezultate slicne naSim. Hrana bogata UDCA i TUDCA dovela do proliferacije
hepatocita i redukcije biohemijskih markera holestaze in vivo kod jedinki sa parcijalnom
hepatektomijom. CA i DCA su dovele do pogorsanja holestaze i znacajnije proliferacije, dok
se kod jedinki tretiranih sa UDCA i TUDCA histoloski nalaz i markeri holestaze nisu
razlikovali u odnosu na kontrolu, ali je proliferacija hepatocita bila znatno viSa. NaSe
misljenje je u saglasnosti sa njihovim zaklju¢kom da UDK povecava proliferaciju hepatocita
uz smanjenje (toksi¢nih) efekata i markera holestaze, i da se modifikacijom sastava ZK u
organizmu moze stimulisati proliferacija hepatocita. Oni nisu zalazili u objasnjenja kako bi
koja od ovih kiselina dovodila do proliferacije.

Dalja istrazivanja su, kao i naSe, pokazala da UDK povoljno uti¢e na deobu celijje.
Danchenko 1 saradnici utvrdili su da UDK 1 njen derivat TUDCA S§tite proces sinteze DNK,
koji narusavaju druge ZK. GCDCA dozno-zavisno smanjuje inkorporacija [6-*H]timidina i
[**S]metionina u molekul DNK, a ovaj efekat je korigovan davanjem TUDCA. Smatrali su da
se zaStitni efekat TUDCA moze pripisati stabilizaciji membrane, Sto je osobina
ursodeoksiholne kiseline (188). Uticaj UDK i drugih ZK na sintezu DNK tokom regeneracije
jetre in vitro i/ili in vivo su dokazali i drugi autori, od kojih su Heuman i saradnici doveli u
pitanje uticaj hidrofilnosti/hidrofobnosti molekula ZK na moguénost pojedinih ZK da
modifikuju sintezu DNK (191, 193, 194, 195, 196). Oni su dokazali protektivni uticaj UDK i
konjugata na celovitost i metabolizam eritrocita u smatrali da je to rezultat mehanizama koji
nisu isklju¢ivo specifiéni za hepatocite, odnosno preuzimanje, metabolizam i transport ZK

(195).
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Uticaj na aktivnost timidin-kinaze bio je jedan od pretpostavljenih mehanizama delovanja
nekonjugovanih i tauro-konjugovanih ZK na regeneraciju jetre pacova. Martinez-Diez i
saradnici su testirali uticaj CA, DCA, CDCA i UDK u nekonjugovanom obliku i konjugata
kiselina sa taurinom i glicinom. ZK su aplikovane u kulturi hepatocita pacova, a vijabilnost
éelija je testirana 6h od aplikacije ZK (testiranjem oluvanosti integriteta i funkcije
mitohondrija, lizozoma, endoplazmatskog retikuluma i ¢elijske membrane). Oni su pokazali
da toksi¢ne ZK dovode do redukcije vitalnosti ¢elija i sinteze DNK. Nekonjugovana DCA je
ispoljila najve¢u redukciju vitalnosti, dok je konjugacija umanjila toksi¢nost. Dalje su
ispitivali uticaj DCA i konjugata na sintezu DNK. Dosli su do interesantnog podatka, da
DCA u koncentraciji u kojoj znacajno inhibira sintezu DNK, ne dovodi do znac¢ajne redukcije
vitalnosti ¢elija. Dosli su i do joS jednog podatka koji je kontradiktoran sa drugim studijama,
a to je da TUDCA ne umanjuje efekat DCA u inhibiciji sinteze DNK. Smatraju da je razlog
menahizam kojim DCA deluje na sintezu DNK, a koji je drugaciji od onih koji dovode do
citotokcic¢nosti, kao i1 drugaciji metodoloski pristup (189).

Novija istrazivanja ispitivala su mehanizme koji uticu na regeneraciju jetre i deobu cCelija.
Zhang i saradnici su na modelu parcijalne hepatektomije i CCl,-indukovanog oStecenja jetre
opisli uticaj FXR aktivacije u oStecenju jetre. Smanjena funkcija jetre dovodi do nakupljanja
toksi¢nih ZK koje aktiviraju FXR, a on uticajem na regulatore éelijskog ciklusa podstice
regeneraciju jetre (192). Njihovo istrazivanje ne daje objasnjenja povecane proliferacije pod
dejstvom kiselina poput UDK, koje nisu ligandi FXR i redukuju sadrzaj hidrofobnih ZK
(ligandi FXR). Drugi autori koji su utvrdili da ZK poveéavaju proliferaciju ¢elija
intestinalnog trakta i jetre (192, 197, 198), smatrali su da se ovaj proliferativni efekat moze
objasniti i direktnim mitogenim potencijalom ZK, pa bi bila dobrodosla dalja ispitivanja
UDK i MK na regulaciju ¢elijskog ciklusa (198). Osim FXR, i drugi nuklearni receptori
imaju uticaja na razmnozavanje ¢elija. U studiji Shizu i saradnika, dokazano je da PXR sam
ne uti¢e na proliferaciju, ali da aktivacija PXR utiCe na Ccelijski ciklus glodara
omogucavanjem CAR receptorima da ispolje proliferativno dejstvo (61). Prolongirana
primena aktivatora PPAR kod glodara dovodi do stimulacije proliferacije hepatocita i ¢ak do
tumorskih promena (199). 1z navedenog proizilazi da direktni ili posredni uticaj UDK i MK

na receptore ZK predstavlja jos jedan od moguéih mehanizama proliferativnog delovanja.
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Ipak, otkriveni su i mehanizmi nezavisni od receptora ZK koji dovode do proliferacije
hepatocita. Nakon parcijalne hepatektomije, znacajnu ulogu u hiperplaziji jetre igra supresija
CYP7al enzima, glavnog i ograni¢avajuéeg enzima sinteze ZK. Ustanovili su da ta supresija
nije bila regulisana aktivacijom FXR, ve¢ da je na neki nacin povezana sa razli¢itim protein
kinazama (200). Kako je u nasem istrazivanju doslo do povecane proliferacije hepatocita u E-
MK i E-UDK grupama, bez statisticki znacajnog povecanja ekspresije FXR, moguce je da
UDK i MK drugacijim putem regulisu supresiju CYP7al i podsticu proliferaciju (200).

I drugi istraziva¢i pokusali su da nadu objaSnjenje uticaja UDK. Ispitivanjem
mikroRNK in vitro i in vivo dokazano je da UDK modifikuje mikroRNK i favorizuje
proliferaciju ¢elija. Uzun 1 saradnici su dokazali da UDK poboljsava regeneraciju jetre u
nealkoholnoj masnoj jetri antioksidativnim delovanjem, $to je jo$ jedan aktuelan pravac
istrazivanja (196).

I pored brojnih odgovora koje su istrazivanja pruzila, ostaje i mnogo pitanja vezanih za
uticaj ZK na sintezu DNK i proliferaciju ¢elija, od kojih je najznadajnije koji je dominantan
mehanizam delovanja? Nejasno je da li razlike u efektu pojedinih ZK na proliferaciju éelija
proizilaze iz dinamike preuzimanja i ekskrecije u zu¢, odnosno od vremena izlozenosti ¢elije,
ili pak od posebnih i specifi¢nih svojstava svake od ZK. Takode, iako je bilo takvih naznaka
u in vivo istrazivanjima, razmatra se da li je oSteCenje funkcije hepatocita ili drugih
ispitivanih éelija, preduslov za delovanje ZK (189).

Ne treba zaboraviti da ZK imaju (stimulatorni ili inhibitorni) uticaj i na diferencijaciju i
proliferaciju preadipocita i adipocita. UDK je imala antiproliferativni efekat u fizioloskim
uslovima, ali kada je kultura preadipocita bila izloZzena oksidativnom stresu porekla
endoplazmatskog retikuluma, UDK je imala antioksidativni i proliferativni uticaj (147).
Brojne novootkrivene funkcije ZK i receptori preko kojih ostvaruju svoja dejstva, doveli su
do istrazivanja koja ispituju uticaj ZK na proliferaciju ili inhibiciju iste u ¢elijama benignih i

malignih tumora (199, 201, 202).
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5.6. Uticaj ursodeoksiholne i monoketoholne kiseline na apoptozu hepatocita

Genetski kod apoptoze prisutan je kod svih viSecelijskih organizama. Kod
ki¢menjaka, je po prvi put uoceno da su u proces apoptoze ukljucene mitohondrije. Bilo je
iznenadujuce otkrice da citohrom c, normalno prisutan u mitohondrijama, ucestvuje u
aktivaciji kaspaza u citoplazmi. Sledila su otkri¢a nastanka pora u membrani mitohondrija 1
oslobadanje tzv apoptogenih faktora, Sto je definisano kao “tacka bez povratka” u Zivotnom
ciklusu ¢elije (119).

Apoptoza je prisutna u fizioloskim procesima tokom rasta i razvoja, homeostaze
imunog sistema i razli€itih fizioloskih stanja. U odraslom dobu, o¢uvan mehanizam apoptoze
otklanja maligno alterisale c¢elije, spreCavaju¢i njihovu nekontrolisanu proliferaciju, a
nasuprot tome, nastanak tumora je olakSan kada je apoptoza neadekvatna ili blokirana (119).
Inicijacija apoptoze moze nastati usled signala izvan ¢elije koji se prenose transmembranskim
receptorima, ili unutar celije. Okidaci unutra$njeg puta aktivacije apoptoze mogu biti
osteéenje DNK, oksidativni stres, porast Ca* u citoplazmi, i mnogi drugi. Prema preporukama
Komiteta za nomenklaturu ¢elijske smrti, razlikuje se kaspaza-zavisni 1 nezavisni unutrasnji
put aktivacije, ali se u centru oba puta nalaze mitohondrije, odnosno formiranje pora na
spoljaSnjoj membrani mitohondrija (MOMP) (203).

Porodica Bcl-2 proteina reguliSe nastanak i permeabilnost MOMP. Bcl-2 protein je
prvi put otkriven kao onkogen u ¢elijama limfoma, gde je njegova pojacana ekspresija usled
translokacije, spre¢avala smrt limfomskih ¢elija i promovisala proliferaciju. Do danas je
identifikovan velik broj proteina ove skupine. Primarno mesto delovanja ovih proteina je
spoljasnja membrana mitohondrija, a nalaze se u stalnoj medusobnoj interakciji (119). Ranije
je pomenuto da postoji grupa antiapoptotskih i pro-apoptotskih Bcl-2 proteina. Proapoptotski
proteini (npr Bax, Bak) imaju viSe BH domena, i odgovorni su za formiranje MOMP.
Njihovo delovanje je spreceno delovanjem antiapoptotskih multidomenskih proteina (Bcl-2,
Bcl-xI, Bcl-w, Mcl-1, Al). U sustini, inhibicija ili aktivacija i jedne i druge grupe, zavisi od
tzv BH3-only proteina Bcl-2 porodice. Oni su zaduZeni za stvaranje dva uslova za otvaranje
MOMP i inicijaciju apoptoze. Prvi uslov je inhibicija antiapoptotskih Bcl-2 proteina, i za to
su zaduzeni BH3-only derepresori/senzitizeri (Puma, Bad, Noxa i drugi). Samo ovaj uslov

nije dovoljan, ve¢ je neophodno da dodje do aktivacije proapoptotskih Bcl-2 proteina. Ovu
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ulogu ostvaruju proteini aktivatori iz grupe BH3-only proteina. BH3-only aktivatori (Bid i
Bim) aktiviraju Bax i Bak u kratkotrajnoj interakciji (“Ait and run”), kada su prethodno
inaktivirani antiapoptotski proteini (119). Treba dodati da postoje i neki alternativni nacini
aktivacije Bax 1 Bak (izmedu ostalog, putem p53) (119, 128, 204). Nakon formiranja MOMP,
citohrom ¢ u citoplazmi ucestvuje u stvaranju apoptozoma, koji je okida¢ za proteoliticku
aktivaciju kaspaza 9 i 3, takozvanih “egzekutora” ¢elije (203).

p53 u celijama sisara evolutivno poti¢e od transkripcionog faktora metazoa, ¢ija je
osnovna funkcija bila odgovor na stres. Tumor-supresorska uloga p53 razvila se kod
dugozivecih vrsta, kao adaptacija na kontinuiranu akumulaciju mutacija tokom brojnih deoba.
Ipak, ne treba zaboraviti da p53 ima raznovrsne uloge koje nisu vezane za onkogenezu (128,
205). Kao odgovor na brojne ekstra- i intracelularne stresore, dolazi do niza post-
translacijskih modifikacija p53 od kojih zavisi na koji nacin ¢e i na koje gene p53 uticati. Pre
svega, p53 ima ulogu transkripcionog faktora, koji je u zdravim c¢elijama prisutan u maloj
koli¢ini. U novije vreme su objaSnjene i uloge citoplazmatskog p53 (128). Vaznu ulogu u
sudbini samog p53 ima Mdm-2 protein (mouse double minute-2), koji formira p53-Mdm-2
kompleks, sprecava transkripcionu ulogu p53 i ¢ini ga podloznim za razgradnju. Oslobadanje
aktivaciju je indukcija apoptoze. Pri tome, ¢elija tipi¢no prati mitohondrijalni put apoptoze,
iako p53 modifikuje i spoljasnji put apoptoze (123, 128, 205). Najnovije studije ukazuju na
jo§ jednu ulogu p53, nezavisnu od transkripcije. Naime, citoplazmatski p53 pojacava
nakupljanje Ca®* u endoplazmatskom retikulumu, delujuéi na specifiéne transportere (205,
206).

U istrazivanjima apoptoze, koristi se visSe metoda:

citomorfoloska analiza,

e detekcija kaspaza, supstrata, regulatora i inhibitora
e DNA fragmentacija

e ispitivanja promene membrana

e tehnika “velikih rezova” (whole mounts)

e tehnike ispitivanja mitohondrija (mitochondrial assays) (123).
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Na HE bojenim rezovima tkiva primenom svetlosnog mikroskopa moguce je prepoznati
promene su brze a ostaci 1 fragmenti se brzo fagocituju, tako da je moguce da se apoptoza
odigra, a da se ne detektuje. Ovom tehnikom se detektuju takoreci, kasni dogadaji u apoptozi,
pa ¢elije koje se nalaze u ranoj fazi neée biti uocene (123). Iz tog razloga smo prisustvo
apoptski izmenjenih €elija, osim histohemijskim bojenjem, analizirali i imunohistohemijskom
detekcijom proteina p53, Bcl-2, Bcl-x i Bax.

Ekspresija proapoptoskog proteina Bax nije uocena kod jedinki tretiranih fizioloskim
rastvorom ili propilen glikolom. Kod jedinki na EE tretmanu, uocena je slaba citoplazmatska
ekspresija Bax, ali statistickim metodama nije dokazana znacajnost razlika u odnosu na
kontrolu. U pogledu ekspresije p53 proteina, slaba citoplazmatska ekspresija bila je prisutna i
u kontrolnoj grupi i u grupi jedinki koje su primale samo EE. Procentualno, razlika u
ekspresiji p53 izmedu ovih grupa nije statisticki znacajna, ali je sa histopatoloSkog stanovista
znacajno to $to je u grupi EE, uocena nuklearna ekspresija p53. Hepatociti kontrolne grupe i
grupe tretirane propilen glikolom, pokazali su slabu citoplazmatsku ekspresiju
antiapoptotskih proteina Bcl-2 i Bcl-x, dok hepatociti jedinki na EE-tretmanu nisu bili Bcl-2 i
Bcl-x pozitivni, §to statisticki gledano, nije znacajno.

U grupama gde je izazvan dijabetes, promena ekspresije proteina Bcl-2 familije 1 p53 bila
je nalik onima u holestazi. Ekspresija Bcl-2 nije prisutna u grupama tretiranim samo
aloksanom i aloksanom i etinilestradiolom, a ekspresija Bcl-x je opala u A grupi, i najmanja
je u AE grupi. Nasuprot tome, uocen je porast ekspresije Bax, i nuklearna ekspresija pS3 u
AE grupi. I u ovom sluc¢aju, razlike u odnosu na kontrolnu grupu i grupu tretiranu samo sa
EE, nisu statisticki znacajne.

Iako bez statisticki potvrdenih znacajnosti u promeni ekspresije posmatranih markera,
jasno je da je doslo do smanjene ekspresije antiapoptotskih proteina i inicijalne ekspresije
proapoptotskog Bax, $to govori u prilog stvaranja proapoptotskog okruzenja u pojedinim
hepatocitima nakon primene EE 1 aloksana pojedinacno ili u kombinaciji. Nuklearna
ekspresija p53, potvrduje ovo stanoviste, s obzirom da glavni doprinos apoptozi p53 ostvaruje
u jedru, kroz pojacanu transkripciju proapoptotskih proteina (Bax, Noxa, Puma) ili supresiju
transkripcije antiapoptotskih proteina. Osim ovog nuklearnog delovanja, uoceno je da p53 u

citosolu stimuliSe proapoptpske Bcl-2, njihovu oligomerizaciju i ulazi u fizi¢ku interakciju sa
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antiapoptotskim Bcl-2 i Bcl-xI proteinima (128, 205). Kako je u osnovi holestaze i dijabetesa
ostecenje reaktivnim kiseoni¢nim vrstama i poremecaj antioksidativne odbrane, razumljivo je
da su rezultati ispitivanja apoptoze slicni u ovim grupama. Intenzivnija apoptoza mozda nije
uocena zbog kraceg trajanja studije ili je poremecaj redoks homeostaze bio blazeg stepena.
Ipak, ne moze se zanemariti suptilna promena anti- i proapoptotskih Cinilaca koja govori u
prilog malog stepena aktivacije unutrasnjeg puta apoptoze. NaSi rezultati u tom smislu ne
odstupaju od rezultata drugih autora. Serrviddio i saradnici nakon nakon 28 dana trajanja
holestaze, nisu utvrdili pojavu apoptoze u hepatocitima. Medutim, citoloskim metodama su
ustanovili da, u odnosu na veli¢inu Celija, postoje dve populacije- male celije i Celije
uobicajene veli¢ine. Male ¢elije su bile u ve¢oj meri prisutne kod jedinki koje nisu primale
neki vid terapije. Ove celije su bile zive, bez znakova apoptoze, ali su u sebi sadrzale
produkte koji su ukazivali na oStecenje ¢elije (207).

Nase istrazivanje, kao i istrazivanja drugih autora podrzavaju stav da ostecenje jetre u
holestazi nastaje usled akumulacije toksi¢nih ZK, sledstvenog poremeéaja funkcije
mitohondrija 1 veceg stvaranja ROS 1 pada antioksidativnih mehanizama (82, 208).
Danchenko i saradnici su poredili uticaj GCDCA i TUDCA na apoptozu hepatocita u kulturi
¢elija, a apoptoza je dokazivana ispitivanjem DNK. GCDCA je toksi¢na za hepatocite, a u
toku holestaze njena koncentracija znacajno raste. U njihovom ogledu dovela je do porasta
broja hepatocita u apoptozi, sa 6% koliko je procenjeno u kontrolnoj grupi, na 15%
(188)(13). Nesto drugacije rezultate su dobili Martinez-Diez i saradnici. Dodajuci
nekonjugovanu 1 konjugovanu DCA kulturi hepatocita, dosli su do zakljucka da u toku
holestaze dolazi do disregulacije sinteze DNK, ali da to ne mora nuzno biti vezano za
smanjenu vitalnost ¢elija (189). Yerushalami 1 saradnici su primenivsi drugaciju
metodologiju, dosli do rezultata slicnih nasim. Kulturi sveze izolovanih hepatocita pacova
tokom 4h, dodavali su hidrofobnu GCDCA i hidrofilnu GCA, prate¢i svakog sata produkciju
ROS i apoptozu. Utvrdili su da su produkcija ROS, permeabilnost membrane mitohondrija i
oslobadanje citohroma c glavni koraci u apoptozi izazvanoj zu¢nim kiselinama. Kod primene
GCDCA procenat apoptoti¢nih ¢elija je dozno- i vremenski zavisno rastao, a apoptozi je
prethodilo poveéano stvaranje ROS (82).

Primena aloksana dovodi do intenzivnih redoks reakcija aloksana 1 dialuri¢ne kiseline sa

velikom produkcijom ROS. B-¢elije pankreasa, zavisno od modela primene aloksana odumiru
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nekrozom ili apoptozom §to dovodi do modela dijabetesa tip 1 (134). Delovanje aloksana nije
ograni¢eno samo na pankreas. Opisane su brojne promene u tkivu jetre kod pacova sa
aloksanskim dijabetesom, od najblazih i reverzibilnih do nekroti¢ne ili apoptotske smrti ¢elija
(105, 209, 210, 211). Lucchesi i saradnici su nakon 26 nedelja od izazivanja aloksanskog
dijabetesa opisali promene arhitektonike jetre i ultrastrukturne promene koje odgovaraju
histopatoloskom nalazu jetre kod ljudi, pocevsi od steatoze, preko steatohepatitisa do fibroze
i ciroze jetre. Ultrastrukturno, opisali su redukciju broja organela, degeneraciju mitohondrija,
endoplazmatskog retikuluma i jedra, Sto odgovara ultrastrukturnom izgledu celija koje
podlezu apoptotozi (210). Kao i u nasem istrazivanju, promene histoloske slike bile su
pracene porastom AST, ALT, lipidne peroksidacije, i padom aktivnosti enzima
antioksidativne odbrane (210, 211). Rashid i saradnici su primenom TUNEL metoda,
utvrdivanjem fragmentacije DNK ispitivali pojavu apoptoze u hepatocitima nakon primene
aloksana. U njihovoj studiji, uocen je znacajan nivo fragmentacije DNK te su zakljucili da je
u znatnom broju hepatocita doslo do apoptoze (105). Kako kod nas postoji blag porast
ekspresije Bax u A grupi i to bez statisticki znacajne razlike u poredenju sa kontrolom,
moguce je da je razlog krace trajanje naSeg ogleda. Drugi potencijalni razlog neslaganja nasih
studija je i razli¢ita metodologija detekcije apoptoze, s obzirom da je TUNEL osetljivija
metoda od imunohistohemijske detekcije proteina Bcl-2 porodice i p53 (212).

S obzirom da je nasa studija izvedena na jedinkama pacova, zanimljiv je rezultat
istrazivanja Gumpricht i saradnika na izolovanim mitohondrijama hepatocita odraslih (9
nedelja zivota) i mladih (6-36 dana zivota) pacova. Ustanovili su da su mitohondrije mladih
pacova mnogo manje podloZne ofteéenju putem ZK u holestazi, te su hepatociti mladih
jedinki rezistentniji na apoptozu (213). Ispitivanjem sastava ZK u zu¢i mladih i starijih osoba,
doglo se do rezultata da se kompozicija ZK menja sa godinama, i da su sa starijom dobi sve
vise zastupljene hidrofobne ZK (214). Ovaj nalaz govori u prilog da se u poredenju studija na
zivotinjskim modelima mora voditi raCuna o svim faktorima koji mogu uticati na razlike u
rezultatima, kao i da se rezultati dobijeni animalnim modelima ne mogu direktno
ekstrapolirati na humane modele. Cak i ispitivanja na humanim kulturama éelija hepatoma,
ne daju pravu sliku puteva aktivacije i interakcija u apoptozi kod tumorski netransformisanih
hepatocita u holestazi (208). Woolbright i saradnici izneli su jo$§ jednu sumnju u pogledu in

Vivo i in vitro toksi¢nosti GCDCA i drugih hidrofobnih ZK, kako kod ljudi tako i kod
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zivotinja. In vivo, koncentracija ZK u serumu je sliéna koncentraciji u tkivu jetre, a ZK &ija
koncentracija najvise raste su ne toksi¢ne ZK poput TCA i GCA kod ljudi, tj TCA i a- i p-
muriholna (muricholic acid- MCA) kod glodara. Koncentracija GCDCA kod ljudi raste
polako, do 30 umol/L u uslovima teske holestaze, a studije na kulturama humanih hepatocita
pokazuju blage citotoksi¢ne efekte tek na daleko viSim koncentracijama. Slicne razlike su
uocili i na animalnim modelima i kulturama ¢elija, pa smatraju da je uzrok to §to su in vivo
hepatociti izloZzeni me$avini ZK od kojih neke pokazuju citoprotektivna i antiapoptotska
svojstva (69).

Primena Zu¢nih kiselina u naSem istrazivanju dovela je do promena u ekspresiji
proteina ukljucenih u aktivaciju ili inhibiciju apoptoze. U grupi tretiranoj sa UDK i EE, doslo
je do ekspresije Bcl-2 uprkos primeni EE, ekspresija Bcl-x se nije promenila, a redukovana je
ekspresija Bax. Monoketoholna kiselina uz EE nije sprecila redukciju ekspresije posmatranih
antiapoptotskih markera i nije imala uticaja na Bax. Medutim, obe primenjene ZK su uticale
na p53 protein. UDK je potpuno redukovala ekspresiju p53 u oba ¢elijska kompartmana, dok
uz primenu MK postoji slaba citoplazmatska ekspresija, ali nema nuklearne ekspresije p53. U
grupama dijabeti¢nih jedinki uz EE tretman, obe ZK su pospesile ekspresiju Bcl-2, ali kao i
kod samo EE tretmana, nisu uticale na rast ekspresije drugog antiapoptotskog markera, Bcl-x.
Kako su obe kiseline sprecile nuklearnu ekspresiju p53, verovatno je i indukcija Bcl-2 i
redukcija Bax posredovana smanjenom aktivnoséu p53 u transkripciji. Takode, izostanak
citoplazmatske ekspresije p53, je verovatno sprec¢io druge mehanizme delovanja p53.
Dobijeni podaci ukazuju da se primarno dejstvo UDK i 12-MK ostvaruju regulacijom p53 u
citoplazmi i jedru, reguliSuéi na taj nacin pro- i antiapoptotske ¢lanove Bcl-2 familije.

UDK sprecava apoptozu tokom holestaze kako regulacijom sastava zuci, tako i
redukcijom stvaranja MOMP i ROS, §to je dokazano i u nasem istraZivanju i o ¢emu je veé
diskutovano. Jo$ jedan od mechanizama je regulacija proteina Bcl-2 familije (65).
Mitohondrije hepatocita kod pacova hranjenjih hidrofobnim ZK imale su poveéan sadrzaj
Bax, $to je u saglasnosti sa naSim rezultatima. Tretman sa UDK je u potpunosti spre¢io ovaj
porast, §to u naSem istrazivanju nije bio slucaj. Blokada pro-apoptotskih mehanizama
ostvaruje se delovanjem na razliCite transkripcione faktore Jun i Fos grupe. Indukciju
antiapoptotskih ¢lanova Bcl-2 porodice, UDK ostvaruje vezivanjem za EGFR receptore, ¢ime

aktivira razlidite protein-kinaze (MAPK, PI3K) (102). Cini se da je u naSem istraZivanju
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glavni mehanizam delovanja UDK regulacija p53. UDK sprecava translokaciju p53 iz
citoplazme u jedro. U naSem istraZivanju je upravo to i potvrdeno, jer u grupama tretiranim sa
UDK, ali i MK nije bilo nuklearne ekspresije p53. Osim toga, UDK skracuje poluzivot p53 i
ubrzava njegovu razgradnju. Amaral 1 saradnici su ustanovili da UDK pospeSuje vezivanje
p53 za Mdm2 protein, $to ga ¢ini podloznijim razgradnji (81). Ovaj efekat UDK moze
objasniti izostanak i citoplazmatske i nuklearne ekspresije p53 kod jedinki na EE i ALX+EE
tretmanu. Trebalo bi ispitati da li i monoketoholna kiselina utiCe na razgradnju p53, s
obzirom da je u citoplazmatska ekspresija p53 bila prisutna i kod E-MK i AE-MK grupe. |
drugi autori slazu se da je regulacija p53 glavni mehanizam antiapoptotskog delovanja UDK
(81, 128, 215). U ostvarivanju antiapoptotske uloge UDK 1i regulacije aktivnosti p53, vaznu
ulogu igra i aktivacija glukokortikoidnih receptora (GR). ZK mogu biti ligandi GR, a
aktivacija ovih receptora i citave hipotalamo-hipofizno-adrenalne osovine utice na
metabolizam i homeostazu ZK, regulaciju pokazatelja jetrene funkcije i histoloski status jetre
(216). Weitzel i saradnici su na kulturi hepatocita pacova ustanovili da se UDCA ne vezuje
direktno za GR, ali da dozno-zavisno aktivira intracelularne GR (217). UDK je na GR-
zavistan nacin dovela do indukcije antioksidativnog enzima katalaze (218). Nuklearni GR su
vazni i za translokaciju UDK iz citosola u jedro, $§to spretava brojne pro-apoptotske
transkripcione faktore, ukljuc¢ujuéi i p53 (102, 215). Za sada nije poznato da li je MK u stanju
da aktivira GR i druge receptore ZK, i u ovom pravcu su neophodne dalje studije. Do sada je
dokazano da modifikacija holne kiseline i uvodenje keto-grupe, doprinosi ostvarenju brojnih
povoljnih i citoprotektivnih svojstava 12-MK. Ustanovljeno je da vrlo slabo menja svojstva
¢elijske membrane, ima slab afinitet za inserciju u modele membrana kao i da ne izaziva
hemolizu eritrocita (84).

Ne treba zanemariti ni stavove o vezi apoptoze i oksidativhog stresa porekla
endoplazmatskog retikuluma. Postoje indicije da pojedini apoptotski signali mogu zaobici
mitohondrije i direktno aktivirati kaspaze. U holestazi dolazi do OS porekla endoplazmatskog
retikuluma, sa aktivacijom kaspaze 12 bez uplitanja mitohondrija (66, 102, 219). UDK je u
stanju da reguliSe 1 suprimira i ovaj put aktivacije apoptoze (65).

Citoprotektivna svojstva UDK nisu dokazana u svim studijama. Martinez-Diez i
saradnici nisu uocili protektivno delovanje UDK i njenih derivata na vitalnost kulture

hepatocita pacova uz dodatak toksi¢nih ZK (189). Takode, nekonjugovana UDK na kulturi
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¢elija hepatocelularnog karcinoma imala je pro-apoptotski efekat (220). Isto je dokazano i u
kulturi Jurkat ¢elija (T-Celijski limfom), gde je UDK ¢ak u vecoj meri izazvala nekrozu (221).
I ove rezultate treba uzeti s rezervom, jer je re¢ o tumorski izmenjenim ¢éelijama. U in vivo
uslovima, ovo moze biti povoljno dejstvo po organizam, Sto se ogleda u ¢injenici da UDK
kod pacijenata sa cirozom smanjuje rizik za nastanak hepatocelularnog carcinoma (222).
Kuhajda i saradnici su ispitivali citotoksi¢nost niza sintetskih derivata razli¢itih prirodnih ZK.
Medu brojnim znacajnim rezultatima koje su prikazali, interesantno je da su konjugovani
oblici 12-ketoholne kiseline pokazali citotoksi¢na svojstva prema kulturama tumorskih ¢elija
(MCF-7, HeLa S-3, PC-3), ali nisu delovali toksi¢no na kulturu zdravih fibroblasta pluca
(MRC-5) (95). Ispitivanja sintetskih ZK i derivata ZK usmerena su u velikoj meri na pro-
apoptotsko delovanje u tumorskoj patologiji. Tako je na celijama karcinoma prostate,
utvrdeno je pro-apoptotsko delovanje sintetskih derivata UDK (HS-1183) i CDCA (HS-1199,
HS-1200) (223). Veoma opseznu studiju u tom pravcu sproveli su Kim i saradnici i na
velikom broju sintetskih ZK ustanovili da imaju veliki uticaj u regulaciji éelijskog ciklusa i

prezivljavanja tj smrti tumorskih celija (224).
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5.7. Uticaj ursodeoksiholne i monoketoholne kiseline na ekspresiju FXR u

hepatocitima

FXR je jedan od brojnih nuklearnih receptora, sa dominantnom ulogom u sintezi,
preuzimanju i ekskreciji Zu¢nih kiselina iz jetre. Shodno tome, u najvecoj meri ga
eksprimiraju tkiva organa koji su ukljuéeni u transport ili metabolizam ZK. Transkripcijsku
ulogu ostvaruje formiranjem heterodimera sa drugim nuklearnim receptorom, RXR (12). Prvi
put je otkriven u jetri pacova, i nazvan po farnesolu, meduproduktu sinteze mevalonata, koji
ga je aktivirao u suprafiziologkim koncentracijama. Nedugo zatim, otkriveno je da su ZK
najpotentniji ligandi FXR (225). Kod sisara postoje dva FXR gena, o i . Kod ljudi, za
razliku od glodara, FXRp je inaktivan, tj nema funkciju receptora ZK (44). FXR ima klasi¢nu
multidomensku strukturu nuklearnih receptora. Pomenuti FXR/RXR dimer se vezuje za
specifiéno mesto na DNK, a mozZe biti aktiviran nakon interakcije sa ligandom bilo kog od ta
dva receptora. FXR potom podleze konformacijskim promenama, otpusta korepresore i
vezuje koaktivatore §to ubrzava remodelovanje hromatina i aktivaciju transkripcije (225).

FXR u najveoj meri eksprimiraju celije jetre, creva, bubrega, Zu¢ne kese i
nadbubrezne zlezde. U manjoj meri prisutan je u adipocitima, kardiomiocitima, B-¢elijama
pankreasa, endotelu, limfocitima, monocitima i glatkim miSi¢nim c¢elijama, dok nije
ustanovljeno prisustvo FXR u nervnim c¢elijama 1 ¢elijama skeletnih miSica (12, 44, 225).
Prvu studiju u kojoj je temeljno imunohistohemijskim metodama ispitana ekspresija FXR (i
RXR) u tkivu glodara u fiziologkim uslovima, sproveli su Higashiyama i saradnici. FXR"
¢elije u tankom i debelom crevu bili su enterociti, sa intenzivnijim bojenjem u tankom crevu.
U bubrezima, FXR" éelije su bile epitelne ¢elije proksimalnih, distalnih i sabirnih kanali¢a, a
¢elije Henleove petlje bile su FXR-negativne (FXR"). U nadbubregu, ¢elije u retikularnoj zoni
kore pokazivale su vrlo slabo do slabo nuklearno bojenje na FXR. Vrlo slabo bojenje
detektovali su i u bazalnom sloju epitela jezika, jednjaka, koze, roznjace i cilijarnog tela
(138).

U naSem istrazivanju, K1 grupa tretirana fizioloskim rastvorom, bila je kontrolna
grupa jedinki. Polovina Zivotinja je u tkivu jetre imala umereno izraZzenu nuklearnu ekspresiju
FXR, §to je u skladu sa pomenutom studijom Higashiyama i saradnika. Njihovi rezultati

govore da je preko 75% hepatocita pokazivalo bojenje na FXR umerenog intenziteta. U
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nasem istrazivanju ekspresija FXR je ocenjivana preko zbira ocena za intenzitet bojenja i za
broj FXR" éelija. Ako pogledamo pojedinaéno te parametre, vidimo da nasi rezultati ne
odstupaju u veéoj meri od njihovih. Kod svih jedinki je vise od 75% hepatocita bilo FXR",
pokazujuc¢i uglavnom umeren intenzitet bojenja. Ono u ¢emu se nasi rezultati ne poklapaju sa
Higashiyama i saradnicima, jeste nuklearna ekspresija FXR u endotelnim ¢elijama, koja kod
nas nije ustanovljena. U grupi K2 jedinke su primale propilen glikol, kako bi se otklonila
sumnja da su efekti u EE grupi nastali usled delovanja propilen glikola a ne etinilestradiola,
koji je u njemu rastvaran. Praeni metabolicki parametri, pokazatelji jetrene funkcije i
histoloska grada jetre u K2 grupi nisu odstupali od kontrolne, K1 grupe, a tako je i u slucaju
ekspresije FXR.

Primarna zucna kiselina CDCA je najjaci ligand FXR, dok su to u nesto manjoj meri
druge prirodne hidrofobne Zu¢ne kiseline: DCA, LCA, CA. Ova okolnost je izuzetno vazna, s
obzirom na porast koncentracije ovih ZK u holestazi. U takvim okolnostima dolazi do
aktivacije FXR i njegovog negativnog uticaja na sintezu novih ZK. Naime, aktivacija FXR
suprimira funkciju glavnih enzima sinteze ZK, Cyp7al, aktivacijom nuklearnog represora
(small heterodimer partner, SHP). Posredstvom SHP, FXR ostvaruje i dodatni antiholestatski
efekat: redukcijom preuzimanja ZK od strane hepatocita na bazolateralnoj membrani
(supresija NTCP). ZK koje su ligandi FXR istovremeno stimulisu ekspresiju BSEP i Mdr2 na
kanalikularnoj membrani, a FXR potencira alternativne ekskretorne transportere na
bazolateralnoj membrani (226). Ovaj efekat FXR na transportere povecava protok tj sekreciju
svih sastojaka zuci, i pojac¢ano izlu¢ivanje iz organizma bilo putem zu¢i, bilo putem urina.
Uticaj FXR je izuzetno koristan u uslovima kada je holestaza izazvana upravo poremecéajem
funkcije transportera, kao §to je to slucaj u EE-indukovanom modelu intrahepati¢ne
holestaze, holestazi tokom trudnoce ili primene lekova, i u nekim genetskim oboljenjima.
Nasuprot tome, kada je holestaza ekstrahepaticna, odnosno kada je uzrok opstrukcija
bilijarnog stable, ovakav uticaj FXR je poguban (182). U naSem istraZivanju,
imunohistohemijskom metodom, dokazana je pretezno jaka ekspresija FXR. Do jace
ekspresije u odnosu na kontrolnu grupu, doslo je ne toliko zbog promene u broju hepatocita
koji eksprimiraju FXR, ve¢ usled intenzivnijeg bojenja u jedru hepatocita, odnosno verovatno

vece kolicine FXR proteina detektovanog ovom metodom.
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Kao $to je ranije diskutovano, UDK i verovatno MK, imaju sposobnost redukcije
koli¢ine hidrofobnih ZK u hepatocitu i enterohepati¢noj cirkulaciji, ¢ime olak3avaju
holestazu. Hidrofilna UDK ne moze direktno da aktivira ili suprimira aktivnost FXR (44,
225). Cak ni derivat UDK, nor-UDCA, ne pokazuje afinitet za FXR (65, 178). S obzirom na
hidrofilnost 12-MK, aktivacija FXR ovom ZK verovatno nije mogué¢a. Redukcijom sadrZaja
hidrofobnih ZK, UDK redukuje ligande FXR, tj indirektno umanjuju njegovu aktivnost. Ovo
stanoviste podrzavaju rezultati naSeg ispitivanja, gde je primenom ove dve ZK doslo do
znacajno manje tj slabije ekspresije FXR. Sti¢e se utisak da je ovaj efekat ostvaren na racun
promene FXR%, gde su uocene znacajne razlike u odnosu na EE.

S obzirom na povoljan uticaj aktivacije FXR, smatralo se da aktivacija FXR
polusintetskim 1 sintetskim ligandima moze biti optimalan vid leCenja holestatskih
poremecaja. Drugi razlog zbog kojeg se potencira sinteza sintetskih liganda jeste i to Sto
prirodne ZK kao ligandi FXR imaju relativno nizak afinitet za FXR, a i in vivo podlezu
razgradnji ili modifikaciji. Sve ovo ukazuje da ovi prirodni ligandi nisu idealni za primenu u
ogledima, klinickim studijama i terapiji pacijenata. Nesteroidni ligandi FXR, GW4064 i
fexaramin su visestruko potentniji aktivatori FXR u odnosu na CDCA (227). GW4064 je
pokazao hepatoprotektivno dejstvo ne samo u intrahepati¢noj ve¢ i ekstrahepati¢noj holestazi
(228). Aktivacija FXR polusintetskim ligandom (6-ethyl chenodeoxycholic acid, 6-ECDCA),
derivatom CDCA, kod pacova sa EE-indukovanom holestazom, normalizovala je protok zuci
i serumske markere holestaze, i suprimirala je Cyp7al (229). Pomenuti derivat ZK, nazvan
jos i obetiholna kiselina (obeticholic acid, OCA) kao i sintetski ligand PX-102, nalaze se u
fazama Il i III klini¢kog ispitivanja. Primenjena uz UDK kod pacijenata obolelih od primarne
bilijarne ciroze koji su slabo odgovarali na terapiju, OCA je dovela do snizavanja aktivnosti
ALT i y-GT (178). OCA se pokazala efikasnom i u redukciji portalne hipertenzije i fibroze
(177). U FLINT studiji (Farnesoid X Receptor Ligand Obetocholic Acid in Nonalcoholic
Steatohepatitis Treatment), primena OCA je dovela do znacajnog poboljsanja histoloske
slike, ali zbog porasta LDL-holesterola, potrebne su dugotrajnije studije da bi se utvrdila
primenjivost OCA u terapiji ovog oboljenja (177). Veliki nedostatak primene OCA u nekim
klinickim ispitivanjima bio je pruritus koji perzistira ili se ak pojacava sa primenom OCA

(25-50mg), i mogao bi biti posledica OCA, a ne holestaze (178).
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Tokom godina je zapazeno da se metabolizam Zu¢nih kiselina menja u dijabetesu tipa
2, a da korekcija sastava ZK moze da ima uticaja na regulaciju glikemije (44, 230). Takode,
primena aloksana uti¢e na sekreciju i sastav ZK u jetri. Efekat aloksana na transport i
sekreciju ZK kao i sastav zuéi ispitivali su Icarte i saradnici (231). Prema njihovim
rezultatima, 3 dana nakon primene aloksana, znacajno je manje izlu€ivanje kao i ukupna
koli¢ina ZK i ZS, da bi nakon 6 dana bez supstitucije insulinom, doslo do normalizacije
sinteze i izluGivanja ZK i ZS. Nakon 14 i 24 dana od primene aloksana, izlu¢ivanje ZK je
znacajno poraslo. Kako nakon primene aloksana nastaje model dijabetesa tipa 1, kod takvih
jedinki je bila prisutna hiperglikemija i hipoinsulinemija. To bi znacilo da hiperglikemija
dovodi inicijalno do pada sinteze ZK, a potom do normalizacije i dak stimulacije sinteze ZK
u aloksanskom dijabetesu duzem od dve nedelje. Kako su tkiva oglednih Zivotinja u nasem
istrazivanju uzorkovana 7.dana od primene aloksana, u svetlu njihovih rezultata, vrlo je
verovatno da je nivo sinteze ZK bio na uobitajenom nivou, kao kod zdravih jedinki. Ukoliko
je sinteza ZK jo§ uvek bila snizena u vreme Zrtvovanja, to bi mogao biti uzrok vrlo niskog
stepena ekspresije FXR u A grupi. Treba naglsiti da se Icarte i saradnici nisu izjasnili o
taénom sastavu ZK u toku trajanja aloksanskog dijabetesa, §to moze biti od presudne vaznosti
za aktivaciju FXR.

Iako brojna istrazivanja sugeriSu da FXR ima ulogu u metabolizmu glukoze, ovaj
efekat je promenljiv i varira u zavisnosti od metoda istrazivanja, modela dijabetesa ili
nutritivnog statusa, genetske modifikacije Zivotinja ili kultura, kao i1 saradnje FXR i drugih
nuklearnih receptora (225). Nasi rezultati ekspresije FXR kod jedinki tretiranih jednokratnom
dozom aloksana, u saglasnosti su sa navodima Fiorucci i saradnika, da glukoza dovodi do
smanjene ekspresije FXR u jetri, a da gubitak funkcije FXR kod odgovarajuéih sojeva
miseva, izaziva poremecaj metabolizma u smislu insulinske rezistencije, hiperglikemije,
smanjene glukozne tolerancije i1 narusene funkcije insulina kako u jetri tako i u skeletnim
misi¢ima (225). Duran-Sandoval i saradnici su sproveli temeljno ispitivanje uloge i promene
ekspresije FXR na Zucker soju dijabeticnih miSeva, kulturi hepatocita i streptazocin-
indukovanom dijabetesu (50). Na pomenutom modelu streptazocin-indukovanog dijabetesa
tip 1, uz znacajno viSe vrednosti Secera u krvi i insulinopeniju, u tkivu jetre znacajno je
smanjena FXR mRNK. Interesantno je da je dodatak insulina ovim jedinkama vratio nivo

FXR mRNK na nivo kontrolnih jedinki. Kako bi proverili da li je ovaj pad ekspresije FXR
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povezan sa ekspresijom gena Ciju transkripciju reguliSe FXR, utvrdili su da je ekspresija
Cyp7al povisena, odnosno da su u hiperglikemiji suprimirani FXR-zavisni efekti. Koliko je
znacajno na kom se modelu ispituje uloga FXR, sugeriSe 1 podatak da su na kulturi hepatocita
poreklom od ne dijabeti¢nih jedinki, dobili dotovo suprotne rezultate dodatkom glukoze.

U grupi AE, gde je nakon izazivanja aloksanskog dijabetesa, svakodnevno apliciran
etinilestradiol, ekspresija FXR je bila izrazito jaka. Potsetimo da je i glikemija u ovoj grupi
bila na visokom nivou, bez statisticki znacajne razlike u odnosu na A grupu. Ovaj podatak o
aktivaciji 1 jaCoj ekspresiji FXR uz perzistiranje hiperglikemije deluje kontradiktorno.
Neosporno je da je osnovna i najjasnija uloga FXR - regulacija sinteze i preuzimanja i
sekrecije ZK. Sa tog stanoviita, deluje veoma osnovano pretpostavka da izazivanje
holestatskog poremecaja kod jedinki sa aloksanskim dijabetesom indukuje pretezno efekte
FXR vezane za metabolizam ZK. Za razja$njavanje uloge FXR u ovakvom
eksperimentalnom modelu, potrebne su detaljnije, uze usmerene i verovatno dugotrajnije
studije.

Primena UDK i1 MK, znacajno je redukovala ekspresiju FXR, na nivo sli¢an
kontrolnim grupama. Jedinke ovih grupa su pokazale znaCajno poboljSanje transaminaza,
bilirubina i y-GT, §to ide u prilog redukovanja citotoksi¢nih ZK, te i indirektno smanjene
koli¢ine liganda za FXR aktivaciju. Uz normalizaciju parametara jetrene funkcije, kod ovih
grupa je i glikemija redukovana, i to kod AE-UDK grupe, na normoglikemi¢ne vrednosti. U
ovim grupama za razliku od AE, ima jedinki i sa jakom i sa umerenom ekspresijom FXR.
Ovo ne potvrduje, ali 1 ne iskljucuje da su navedeni povoljni efekti rezultat kombinacije UDK
tj] MK i aktivacije FXR. Kombinacija FXR-liganda i UDK smatra se atraktivnom za terapiju
nekoliko poremecaja, ukljucujuci holestazne i inflamatorne bolesti hepatobilijarnog sistema.
UDK ne uti¢e na aktivnost Cyp7al, tj ne suprimira sintezu novih ZK u holestazi, te bi
polusintetski 1 sintetski ligandi FXR imali komplementarnu ulogu u lecenju holestaze,
pogotovo jer su potentniji od prirodnih liganda (64). U modelu aloksanskog dijabetesa,
smatra se da su B-celije pankreasa podlegle nekrozi (134). U tom svetlu, deluje da je od
manjeg znacaja podatak do koga su dosli Renga i Popescu sa saradnicima, odnosno da f-
¢elije pankreasa eksprimiraju FXR, i da aktivacija FXR sintetskim ligandima reguliSe

transkripciju insulina i deluje citoprotektivno na insulocite (172, 173).
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U skorije vreme kao veza izmedu metabolizma glukoze i lipida, insulina i Zu¢nih kiselina,
navodi se transkripcioni faktor FOXOL1 (forkhead box protein O1). U aloksanskom dijabetesu
dolazi do promene aktivnosti FOXOI, $to uslovljava promenu sastava ZK. I u ovom
animalnom modelu i kod ljudi obolelih od dijabetesa, najve¢i FOXO1-zavisni efekti uocavaju
se u nivou 12a-hidroksi ZK u jetri. Rezultati humanih i animalnih istrazivanja, i zna¢aj ovog
efekta u njima, ne mogu se poistovetiti. Kod ljudi (za razliku od glodara), najzastupljenija
120-hidroksi ZK je CDCA aktivator FXR. Tako da FOXOI1 indukcija enzima Cyp8bl
promovise stvaranje CA na racun CDCA, sto dovodi do relativne redukcije FXR aktivacije,
jer je CA i konjugati CA, slabiji ligand FXR. Aktivacija FOXO1/Cyp8b1/12a-hidroksi ZK
puta u dijabetesu rezultira smanjenom aktivnoscu FXR i porastom TG. S druge strane, kod
glodara CDCA se metabolise do hidrofilne MCA koja ne aktivira FXR. Svakako njihovi
rezultati ukazuju da je modifikacija sadrzaja ZK mogu¢i vid terapije u dijabetesu, i uticaj 12-

monoketoholne kiseline dijabetesu zahteva dalja ispitivanja (232, 233).
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5.8. Uticaj ursodeoksiholne i monoketoholne kiseline na lipidnu peroksidaciju

I antioksidativne enzime hepatocita

Uzrok toksi¢nosti kiseonika je bio nepoznat do 1954. kada je objavljena teorija o
toksi¢nosti delimi¢no redukovanih oblika kiseonika. Sa otkri¢em enzima superoksid-
dismutaze (SOD) 1969.godine pocela je druga era istrazivanja u oblasti slobodnih radikala u
bioloskim sistemima, $to je i danas aktuelno polje istrazivanja (97).

Reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) i reaktivne azotne vrste (reactive nitrogen species —
RNS) nastaju i kada funkcionisanje ¢elije nije naruseno. To su molekuli sa jednim ili vise
nesparenih elektrona u orbiti §to ih ¢ini veoma reaktivnim prema drugim molekulima. U
niskim koncentracijama imaju povoljno i pozeljno delovanje u organizmu (odbrana od
mikrobioloskih patogena, signalni molekuli, indukcija celijske replikacije 1 drugo) (97).
Stetni efekti ROS, odnosno stanje oksidativnog stresa nastaje kada dode do disbalansa u
produkciji ROS 1 moguénosti antioksidativne odbrane organizma da ih neutraliSe (99).
Superoksid anjon radikal (O,") se smatra ,,primarnim* reaktivnim oblikom kiseonika. Nastaje
pretezno u mitohondrijama u transportnom lancu elektrona (kompleksima I i III). lako sam
nije toliko reaktivan, u daljim direktnim ili posredovanim reakcijama biva preveden u mnogo
reaktivnije, ,,sekundarne* ROS. Superoksid uplitanjem u metabolizam gvozda stvara
dovoljnu koli¢inu slobodnog Fe?* i Fe** za odigravanje Fentonove i Haber-Weis reakcije u
kojima izmedu ostalog nastaje vodonik peroksid (H,O,) i hidroksi radikal (OH"). Vodonik
peroksid stvara se i u peroksizomima usled brojnih procesa u kojima se koristi kiseonik. U
fizioloSkim uslovima, enzim katalaza je prisutan u matriksu peroksizoma i neutraliSe H,O;
ali u patoloskim uslovima produkcija H,O, preovladava i on se oslobada u citosol. Hidroksi
radikal je izuzetno reaktivna vrsta. Kako ima kratak poluzivot, reaguje brzo sa bliskim
molekulima. Reakcije pokrenute hidroksi radikalom uz uces¢e drugih reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta dovode do poremecaja funkcije enzima i drugih proteina, poremecaja sinteze DNK 1

RNK i lipidne peroksidacije (134).
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5.6.1. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija je proces ostecenja Celijskog membranskog sistema, tokom kog
dolazi do gubitka fluidnosti, opadanja membranskog potencijala, pove¢anja permeabilnosti za
H" i druge jone, pa je moguca i ruptura ¢elije. Hidroksi i perhidroksi radikal (HOO") vazni su
za fazu inicijacije lipidne peroksidacije. U reakciji sa polinezasi¢enim masnim kiselinama
stvaraju slobodne lipidne radikale. U fazi propagacije i daljim reakcijama sa kiseonikom
stvaraju se peroksi radikali LOO™ i lipidni peroksidi (LOOH). Tokom propagacije, gvozde
moze reagovati sa LOOH, daju¢i lipidne alkoksi radikale (LO") koji dalje ucestvuju u Sirenju
lipidne peroksidacije. Uces¢e gvozda u lipidnoj peroksidaciji praceno je nastankom
reaktivnih jedinjenja koja u reakciji sa tiobarbituratnom kiselinom grade obojene komplekse.
Jedno od tih jedinjenja je i malonilaldehid. U fazi terminacije lipidne peroksidacije,
disocijacijom LOOH dolazi do nakupljanja kona¢nih produkata peroksidacije i aktivnih
radikala (100).

Uobicajeno je da se oksidativni stres i oStecenje usled OS, procenjuje ili merenjem
antioksidativnih supstanci ili produkata nastalih pod dejstvom radikalnih kiseoni¢nih vrsta
(235). Malonilaldehid je glavni i najviSe proucavani produkt peroksidacije polinezasi¢enih
masnih kiselina, 1 u brojnim istraZzivanjima koristi se kao pokazatelj procesa lipidne
peroksidacije i mera njenog intenziteta (97, 236, 237). U naSem istrazivanju, analiziranjem
stvorenog MDA, procenjivali smo da li je doslo do nakupljanja toksi¢nih ZK u hepatocitima
jedinki sa EE-indukovanom holestazom, koje bi dovele do generacije ROS i OS sa
poslediénim o$teéenjem membrana éelije i organela. Hidrofobne ZK doprinose nastanku OS
remecenjem transporta elektrona u mitohondrijama, povecanjem propustljivosti membrane
mitohondrija, Sto kod tezih poremecaja funkcije hepatocita odnosno pri visokim
koncentracijama hepatotoksi¢nih ZK moze biti okidaé za smrt éelije (102). Povecano
stvaranje ROS je jedan od ranih procesa koji se odigravaju u hepatocitima tokom holestaze,
pa ne iznenaduje podatak da je u vecini ispitivanja na Zivotinjskim modelima 1 u kulturama
hepatocita, ve¢ nakon nekoliko dana ustanovljen porast MDA (30, 70, 100, 235, 238, 239,
240). Podaci dobijeni u naSem istrazivanju su u skladu sa navedenim istrazivanjima.

Znafajno povecanje vrednosti MDA u homogenatu jetre zivotinja tretiranih samo
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etinilestradiolom, ukazuju na otpocinjanje procesa lipidne peroksidacije, indukovane zZu¢nim
kiselinama.

U grupama gde su jedinke primale preparat ursodeoksiholne kiseline doSlo je do pada
vrednosti MDA, u toj meri da se koncentracija MDA u E-UDK grupi ne razlikuje statisticki
od kontrolne grupe. Smanjena koncentracija MDA, sugeriSe smanjeni intenzitet lipidne
peroksidacije, a kako nema razlika u poredenju sa kontrolnom grupom, verovatno je da je
doslo do znacajne supresije lipidne peroksidacije. Ovakav uticaj UDK je u saglasnosti sa
stavovima i rezultatima drugih autora. Najveci broj studija ispitivao je redukciju MDA u jetri
(64, 65, 70), ali je ovakav udicaj UDK dokazan i u drugim tkivima (236, 241). Postoje dokazi
za nekoliko mehanizama UDK-posredovane hepatoprotekcije od OS u holestazi. Pre svega,
to je modifikacija sastava ZK u toku holestaze. Ve¢ je objasnjeno delovanje UDK na
poveéanje kanalikularne sekrecije toksiénih ZK, indukcijom transportera (66). Za nase
istrazivanje, zanimljivo je antioksidativno svojstvo UDK, odnosno moguénost da spreci ili
bar umanji produkciju ROS i nastanak OS ili pak, da modifikuje aktivnost enzima
antioksidativne zastite. U prilog tome govori podatak da je in vitro dokazano da UDK $titi od
oSte¢enja vodonik peroksidom (64), a ovo dejstvo UDK je potvrdeno i u in vivo ispitivanjima
(207). Antioksidativno delovanje UDK ogleda se i u prevenciji nastanka mitohondrijalnih
pora koje otvaraju put za smrt ¢elije. Serviddio i saradnici su dokazali da je bez primene
UDK produkcija H,O, u mitohondrijama hepatocita na BDL-modelu holestaze dva puta veca
nakon 21 dana, a 3,5 puta vec¢a nakon 28 dana. Primenom UDK, 21.dana je produkcija H,0;
bila na nivou kontrolne grupe, a nakon 28 dana statisticki znacajno niza od netretiranih
jedinki. Iz njihovog ogleda jasno se moze zakljuciti da je antioksidativna uloga UDK
znacajna. Takode, da se naslutiti da iako je stvaranje ROS u holestazi rani dogadaj, ono u
pocetku nije tako intenzivno, i da se produkcija ROS znafajno povecava sa trajanjem
holestaze (207). S obzirom da je nasa studija trajala 5 dana, ovo bi moglo objasniti relativno
oskudan histoloski nalaz i izostanak apoptoze u tkivu jetre. Takode, iako poviSene, vrednosti
transaminaza i y-GT u naSem istrazivanju nisu bile visSestruko vece od kontrolnih vrednosti,
za razliku od drugih studija, $to takode govori u prilog blagog do umerenog porasta
produkcije ROS. I drugi istraziva¢i smatraju da UDK 1 sama poseduje moguénost da
neutraliSe reaktivne kiseoni¢ne vrste, kao 1 da pojacava aktivnost antioksidativnih enzima, o

¢emu ¢e biti diskutovano u narednom poglavlju (65, 183).
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Primena monoketoholne kiseline uz etinilestradiol dovela je do znacajnog pada
koncentracije MDA, tako da nema razlika u odnosu na kontrolu. Posmatraju¢i nivo MDA u
grupama E-UDK i E-MK, razlika nije statisticki znafajna. Poznato je da mnoge
fizickohemijske osobine zavise od strukture molekula ZK kao i broja, poloZzaja i orjentacije -
OH grupa. Formiranje micela i vrednost kriticne micelarne koncentracije (critical micellar
concentration - CMC) svake prirodne i sintetske ZK je vazno za razumevanje njihovog
delovanja u bioloSkim sistemima i uticaja na membranski sistem celije (84, 85). U razli¢itim
istrazivanjima doslo se do razli¢itih vrednosti za CMC 12-keto derivata holne kiseline (Posa 1
saradnici- 62.5mM (85) odnosno 48mM (83); Yang i saradnici- 13.5mM, Chen i saradnici-
9.94mM (84)). Ipak, svi autori su dobili vrednosti koje su znacajno vise od CMC vrednosti
holne, deoksiholne i tauriholne kiseline. Diketo- i triketo derivati holne kiseline imali su jos§
viSe CMC. Porast CMC sa porastom broja keto grupa, moze se objasniti otezanim
formiranjem micela. Prisustvo keto grupa smanjuje hidrofobnu povrsinu molekula ZK preko
koje se ostvaruje povezivanje u micele. Sto je veéi broj keto grupa, manja je hidrofobna
povrsina, teze povezivanje i usled toga raste CMC (85). U submicelarnim koncentracijama
monomeri ZK se umecu u fosfolipidni dvosloj u manjoj meri remete¢i strukturu i pove¢avaju
propustljivost. Pri viSim koncentracijama, dolazi do gubitka integriteta membrane zbog
stvaranja meSovitih micela sastavljenih od zu¢nih soli i komponenti ¢elijske membrane (84).
Cinjenica je da su nekonjugovani oblici prirodnih ZK i oni sa manje hidroksilnih grupa
izrazito hidrofobni i toksi¢ni. Veé je pomenut poredak prirodnih ZK u pogledu hidrofobnosti
(UDK< CA < CDCA < DCA < LCA) (102). Studijom Yang i saradnika dokazano je da je
hidrofobnost prirodnih kiselina (CA, DCA i TCA) i moguénosti insercije u bioloske
membrane (in vitro model, DPPC monolayer), u skladu sa ovim pravilom. Medutim, osobine
nekonjugovane, dihidroksilne sintetske 12-monoketoholne kiseline odstupaju od njega.
Naime, 12-MK je pokazala znatno manji stepen hidrofobnosti i najmanji afinitet za inserciju
u membrane. Po njihovom misljenju, to sugeriSe da je keto grupa na poziciji 12, znatno
uticala na svojstva 12-MK. Uticaj ovih kiselina na membrane humanih ¢elija ispitivali su
izazivanjem hemolize eritrocita. Hidrofobna prirodna kiselina DC je u najmanjim
koncentracijama izazivala hemolizu eritrocita, a zatim C i TC. 12-MK nije izazvala hemolizu
u primenjenim koncentracijama (1-10mM), tj poredak hemolitickog delovanja ove 4 ZK

korelira sa moguc¢nos¢u penetracije DPPC modela. Moze se zakljuciti da je 12-MK pokazala
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drugadija fizickohemijska svojstva od prirodnih ZK. S obzirom da nije pokazala jako
solubiliziraju¢e dejstvo na membrane, ve¢ je u manjoj meri modifikovala mehanicka svojstva
membrane eritrocita i DPPC monosloja, smatra se manje toksi¢nom od prirodnih ZK (84).
Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima navedenih studija, s obzirom da je aplikacyja 12-MK
znacajno redukovala produkte lipidne peroksidacije.

U grupi A, jednokratna primena aloksana je dovela do porasta MDA, bez statisticke
znacajnosti u odnosu na kontrolu. Porast MDA ne iznenaduje jer je poznato da hiperglikemija
dovodi do porasta produkcije ROS i RNS. Pored pojac¢anog stvaranja ROS putem oksidativne
fosforilacije, NAD(P)H oksidaze, lipooksigenaze, i citohrom p450 monooksigenaze, za
dijabetes je specifiCan i proces autooksidacije glukoze. Dokazano je da in vitro glukoza u
prisustvu jona gvozda i bakra reaguje sa H,O, pri ¢emu nastaje hidroksi radikal (97). Nasi
rezultati su u saglasnosti sa rezultatima drugih istrazivaca koji su utvrdili poja¢anu produkciju
MDA usled oksidativnog ostecenja u dijabetesu, kao i u drugim metaboli¢kim oboljenjima
(105, 162, 167, 242, 243, 244). Studija Altomare i saradnika ukazala je da postoje znacajne
razlike u koncentraciji MDA kod pacijenata obolelih od dijabetesa tipa 2 sa dobrom odnosno
loom glukoregulacijom. Sta viSe, oni su ustanovili da postoji pozitivna korelacija vrednosti
MDA u plazmi i SUK, §to je potvrdeno i nasim rezultatima (245). Treba napomenuti da osim
MDA koji je pracen u nasem istrazivanju, postoje i drugi pokazatelji oksidativnog ostecenja u
dijabetesu, poput GSH/GSSG odnosa, izoprostana i zavrSnih produkata glikozilacije
(advanced glycation end products - AGE. AGE produkti su nestabilni i reaktivni, a pre svega
uticu na funkciju strukturnih proteina ¢elije poput kolagena. Iako se nalaze u svim tkivima
dijabeti¢nih pacova, jetra, bubreg i eritrociti su podlozniji formiranju AGE (97).

Sa svakodnevnom primenom EE kod jedinki sa aloksanskim dijabetesom, vrednosti
MDA su porasle do nivoa koji pokazuje statistiCku zna€ajnost u odnosu na kontrolnu grupu i
jedinke grupe A. Ovakav rezultat sugeriSe veci intenzitet oksidativnog stresa primenom obe
supstance, u odnosu na pojedina¢nu primenu. Moglo bi se oc¢ekivati da bi 1 oSte¢enje usled
oksidativnog stresa bilo ve¢e kod pacijenata obolelih od dijabetesa sa poremecajem jetrene
funkcije. Ve¢ smo pomenuli studiju Altomare i saradnika, gde je losa regulacija dijabetesa
dovela do visih vrednosti MDA. Na to se nadovezuje 1 istrazivanje Likidlilid i saradnika, koji
su ustanovili porast MDA od najnizih vrednosti kod dobro kontrolisanog T2DM, preko loSe

kontrolisanog T2DM do T2DM sa komplikacijama (246).
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Primena ursodeoksiholne kiseline kod jedinki na ALX+EE tretmanu, dovela je do
znacajnog pada koncentracije MDA, u odnosu na AE grupu, ali nedovoljno da koncentraciju
snizi na nivo kontrolne grupe. Vecéina autora je u svojim istrazivanjima dosla do slicnih
rezultata koji ukazuju na UDK-posredovanu protekciju od oksidativnog oSteéenja u
dijabetesu (167, 242, 243). Lukivskaya i saradnici su pocevsi od petog dana nakon
jednokratne doze aloksana, tokom narednih 30 dana aplikovali UDK (40mg/kg TM). Bez
obzira na dugotrajan tretman, utvrdili su da UDK nije snizila koncentraciju MDA u jetri
jedinki sa aloksanskim dijabetesom. Ipak, u mitohondrijama hepatocita je povoljno uticala na
parametre oksidativne fosforilacije i aktivnost enzima respiratornog lanca, te smatraju da
svoje antioksidativno dejstvo ostvaruje sprecavanjem disfunkcije mitohondrija (163), dok
Mahmoud i saradnici tome pridodaju i antiinflamatorno dejstvo i redukciju AGE (167).

3a,7a-dihidroksi-12-keto-5p-holanska kiselina (12-MK) primenjena u grupi AE-MK kod
jedinki na ALX+EE tretmanu, dovela je do pada koncentracije MDA, ali u znatno manjoj
meri nego UDK. Koncentracija MDA je i dalje bila znacajno viSa od kontrolne grupe jedinki.
Smanjeni intenzitet lipidne peroksidacije moze se objasniti hipoglikemijskim i
antiholestatskim delovanjem 12-MK koje je dokazano i u naSem istrazivanju. Regulacija
glikemije i toksi¢nih ZK, smanjila je produkciju ROS i redukovala intenzitet lipidne
peroksidacije. RaSkovi¢ i saradnici su na modelu strepatozocin-indukovanog dijabetesa
dokazali da primena soli 12-MK dovodi do najveceg pada glikemije izmedu 4. i 7.dana (90),
$to je u skladu sa nadim nalazom petog dana primene MK. Kao slabo hidrofobna ZK sa
relativno ve¢om CMC u odnosu na prirodne ZK, 12-MK ima veoma slabo do nikakvo
toksi¢no dejstvo na celijske membrane, Sto je dokazano u istrazivanjima Chen i saradnika i

Yang i saradnika (84, 94).

5.6.2. Antioksidativni enzimi

Jetra je velik, kompleksan organ koji je savrSeno dizajniran za centralnu ulogu u
metabolizmu ugljenih hidrata, proteina i masti. Jetra ima bitnu ulogu u metabolizmu i
detoksikaciji raznih ksenobiotika koji mogu dovesti do oSte¢enja organizma, pa i nje same
(247). Ostecenje jetre Cesto pocCinje sa oksidativnim stresom, a to je ujedno i tacka kada se

moze spreciti dalja progresija njenog oStecenja. S obzirom na to da je u jetri najintenzivniji
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metabolizam koji ukljucuje reakcije u prisustvu kiseonika, logi¢no je da je ona vrlo podlozna
osteCenju izazvanom slobodnim radikalima (101). Izlozenost jetre i Citavog organizma
reaktivnim vrstama kiseonika, dovela je do razvoja niza odbrambenih mehanizama
(preventivni mehanizmi, mehanizmi otklanjanja oStecenja, fizicka odbrana i antioksidativna
odbrana). Antioksidativna odbrana moze biti enzimska i neenzimska, o ¢emu je ranije pisano
97).

Porast koncentracije toksi¢nih ZK u holestazi dovodi do produkcije ROS, i promene
antioksidativne odbrane ¢elije 1 organizma (102). U naSem ispitivanju, kod jedinki sa EE-
indukovanom holestazom, pored pocetka lipidne peroksidacije, dokazane su i promene u
aktivnosti antioksidativnih enzima. Ovi podaci zajedno ukazuju na to da je doslo do promene
oksidativne homeostaze jetrenih Celija, Sto je u skladu sa nalazom drugih istrazivaca (30, 214,
241, 115). Antherieu i saradnici su ¢ak dokazali da se povecano stvaranje ROS moze dokazati
i pre tipicnog oSteCenja transportnih proteina na kanalikularnoj membrani u modelu
intrahepati¢ne holestaze (115).

Porast aktivnosti enzima CAT i GSH-Px kod jedinki sa holestazom je evidentan, ali nije
znacajan u odnosu na kontrolnu grupu. Ova dva enzima imaju isti supstrat, vodonik peroksid.
Katalaza $titi ¢elije od H,0; stvorenog u samim ¢elijama, neutraliSuéi ga pre nego napusti
¢eliju, i ima vaznu ulogu u adaptaciji celije na oksidativni stres (248). Aktivnost GSH-Px
determiniSu a) rapolozivost selena za sintezu enzima, b) odgovarajuca koli¢ina GSH 1 c)
aktivnost glutation reduktaze. GSH se u vec¢oj koli€ini nalazi u citosolu, mitohondrijama i
jedru, i glavni je solubilni antioksidans u ovim kompartmanima. Smatra se najznacajnijim
tioldisulfidnim redoks puferom u ¢eliji, a zajedno sa GSH-Px, GSH-R, GSH-ST i NADPH
¢ini antioksidativni sistem glutationa. S obzirom da CAT i GSH-Px razgraduju isti supstrat,
koji enzim ¢e imati dominantno dejstvo zavisi od koli¢ine H,0; i1 koli¢ine GSH. Pri niskim
koncentracijama H,O; i pri dovoljnoj koli¢ini GSH, peroksidaza ima klju¢nu ulogu (97, 100,
236). lako GSH-Px ima ve¢i afinitet za H;0,, u nedostatku GSH ¢ak i pri nizim
koncentracijama H,O,, CAT moze imati vodecu ulogu (97, 100). Kako je u nasem
istrazivanju doSlo do blagog porasta aktivnosti oba enzima, moze se pretpostaviti da je i
produkcija ROS bila manjeg intenziteta. S druge strane, razlog za slabiju aktivnost GSH-Px

moze biti 1 smanjena koli¢ina GSH u ¢eliji, ili njegovo vece koriS¢enje od strane drugih
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enzima. Postoje istrazivanja koja su dokazala pad koncentracije GSH 1 porast oksidovanog
oblika glutationa u hepatocitima tokom oksidativnog ostecenja (207, 237).

Redukovani GSH neophodan za aktivnost enzima, a osim u enzimskim reakcijama, trosi
se (tj prelazi u oksidisani oblik) i direktnom neutralizacijom ROS i tokom regeneracije ne
enzimskih antioksidanasa (npr vitamina C i E), i kao takav nema moguénost antioksidativne
zastite (97). Enzim GSH-R je u prisustvu NADPH odgovoran za redukciju oksidovanog
GSSG u redukovani GSH. Porast aktivnosti ovog enzima u jetri jedinki sa holestazom, na
nivo znacajno visi od kontrolne grupe, predstavlja indirektnu potvrdu smanjene kolicine GSH
u hepatocitima. Glutation-S-transferaza (GSH-ST) je jo$ jedan od enzima koji za pravilnu
aktivnost zahteva redukovani glutation. KataliSe konjugaciju GSH sa razli¢itim supstratima,
izmedu ostalog i1 sa produktima oksidativnih oSte¢enja organizma i uklanja nastale toksi¢ne
proizvode (100, 248). Jedan od najjacih induktora GSH-ST su upravo ROS, $to je u skladu sa
nasim rezultatima gde je znacajno veéa aktivnost GSH-ST zabelezena upravo u grupi
tretiranoj samo etinilestradiolom. S obzirom na ovakav odgovor GSH-ST, moze se
pretpostaviti da je veca koli¢ina redukovanog glutationa bila uklju¢ena u aktivnost ovog
enzima, na raCun GSH-PX.

Literaturni podaci o promeni aktivnosti antioksidativnih enzima u holestazi variraju.
Odredeni broj publikacija belezi znacajno smanjene aktivnosti CAT i GSH-Px u holestazi
(70, 235, 239, 240). Wang i saradnici su utvrdili da nema statisticke znacajnosti u promeni
antioksidativnih enzima, Sto je u saglasnosti i sa delom naSih rezultata (249). Porast
aktivnosti enzima i mMRNK enzima kao odgovor na oksidativni stres je takode zabeleZen u
istrazivanjima (100, 116, 250). Veruje se da manja produkcija slobodnih radikala aktivira
zaStitne mehanizme organizma, izmedu ostalog povecanom ekspresijom gena i/ili ushodnom
regulacijom datih enzima. U skladu sa tim je i nalaz Nomoto i saradnika da se u holestazi
povecava translacija mRNK koja kodira enzime oksidativne zastite, Sto se moze smatrati
adaptacijom celije na oksidativni stres (116). Vazno je napomenuti da usled razlika u poreklu
ispitivanog materijala (animalni, humani), eksperimentalnom modelu (in vivo, in vitro,
pretretman, doze, supstance, vreme odredivanja aktivnosti enzima), starosti Zivotinja i drugim
parametrima studija, treba biti oprezan kod poredenja oCekivanih i dobijenih rezultata.

Primena UDK snizila je aktivnost CAT i GSH-Px znacajno u odnosu na jedinke tretirane

sa EE, ali i u odnosu na kontrolnu grupu, §to sugeriSe snazno antioksidativno dejstvo. Pad
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aktivnosti enzima verovatna je posledica manje produkcije supstrata za ove enzime (H,0,).
PodrSku za ovakvu pretpostavku pruzaju rezultati studije Serviddio i saradnika, koji su nakon
primene UDK dokazali smanjenu produkciju H,O, u mitohondrijama. Do 21.dana nakon
podvezivanja zu¢nih puteva, UDK je u potpunosti neutralisala produkciju H,O,, koja je kod
ne tretiranih jedinki bila dva puta ve¢a nego u mitohondrijama kontrolnih Zivotinja (207). Do
istog rezultata dosli su i Guarino 1 saradnici. Njihovo istrazivanje baziralo se na ispitivanju
uticaja UDK na kontraktilnost, lipidnu peroksidaciju, produkciju H,O; i aktivnost CAT u
misSicnim ¢elijama zucne kese pacijenata sa akutnom holestazom 1 holesterolskim
kalkulusima. UDK je znacajno smanjila intenzitet lipidne peroksidacije (ocenjivan putem
koncentracije MDA). Takode, snizila je produkciju H,O,, aktivhost CAT i markere
inflamacije (241). Osim redukcije stvaranja kiseoni¢nih radikala, Saad i saradnici su dokazali
da primena UDK redukuje stvaranje i reaktivnih azotnih vrsta (149).

Primena 12-monoketoholne kiseline kod jedinki na EE tretmanu, dovela je do statisti¢ki
gledano, identi¢nih promena u aktivnosti enzima kao i UDK. Aktivnost je smanjena u odnosu
na EE 1 K1 grupu, Sto govori u prilog jakog antioksidativnog delovanja. Nedovoljno je
poznato da li i 12-MK uti¢e na redukciju H,O; kao $to je slu¢aj sa UDK, ili direktno uti¢e na
aktivnost,transkripciju i/ili translaciju enzima.

Aktivnost glutation reduktaze znacajno je opala nakon primene UDK kod jedinki sa
holestazom, i ne pokazuje znaCajne razlike u poredenju sa aktivnosti GSH-R kod jedinki
kontrolne grupe. Pad aktivnosti GSH-R, moze biti posledica uplitanja UDK u sintezu
redukovanog glutationa. Naime, holestaza dovodi do redukcije mRNK koja kodira enzime za
sintezu GSH (y-glutamilcistein sintetaze-yGCS, i y-cistationaze). In vivo primena UDK
dovela je do vece sinteze GSH, ali je utvrdeno da je uloga UDK u indukciji sinteze GSH
limitirana. Ustanovljeno je da UDK sprefava redukciju mRNK y-GCS, ali ne uti¢e na y-
cistationazu (207). U in vitro istrazivanjima na kulturi hepatocita doslo se do sli¢nih
podataka. Hepatocitima u kulturi je dodavan H,O,, s§to je dovelo do oksidativnog stresa,
ostecenja Celija i smanjene vitalnosti. Preptretman sa UDK je sprecio redukciju vitalnosti
hepatocita, povecana je sinteza GSH indukcijom mRNK y-GCS. U ovoj studiji nije uocena
promena aktivnosti antioksidativnih enzima, ali treba uzeti u obzir da je UDK data kao
pretretman oksidativnom oS$tecenju, Sto je omoguéilo Celijama da stvore odreden viSak

neenzimskih antioksidanasa poput GSH, koji bi kupirali inicijalni porast ROS (102, 251).
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Monoketoholna kiselina primenjena kod pacova uz EE, nije dovela do zna¢ajne promene
aktivnosti enzima GSH-R. Izostanak pada aktivnosti glutation reduktaze sugeriSe da je u
¢elijama jo$ uvek povecana potreba za GSH, odnosno da MK nije u moguénosti da indukuje
enzime ukljucene u sintezu GSH. Eksprimentalni podaci koji bi potkrepili ovakve tvrdnje
nedostaju i predstavljaju neophodan pravac daljih istrazivanja. Uz primenu UDK i MK
aktivnost GSH-ST je niza u poredenju sa EE grupom, i ne pokazuje statisticki znacajnu
razliku u odnosu na kontrolnu grupu jedinki. Ukoliko se uzme u obzir da GSH-ST ucestvuje
u eliminaciji produkata oStec¢enja ¢elije, vrlo je verovatno da su UDK i MK redukcijom MDA
i drugih produkata lipidne peroksidacije, smanjile koli¢inu supstrata za ovaj enzim.

Dijabetes je hroni¢no oboljenje ljudi i sirom sveta pretstavlja ozbiljan zdravstveni
problem zbog teskih komplikacija. Procenjuje se da ¢e broj ljudi obolelih od nekog oblika
dijabetesa do 2030.godine iznositi 366 miliona. Regulacija nivoa $ecera u Krvi je presudno za
sprecavanje komlikacija dijabetesa, a uz regulisanje glikemije, vazno je i smanjenje
oksidativnog ostecenja (97, 102, 252). Oksidativni stres u dijabetesu doprinosi nastanku
komplikacija, a autooksidacija glukoze i ne-enzimska glikozilacija proteina su vazni izvori
ROS u dijabetesu. Oksidativni stres i hiperglikemija smatraju se glavnim uzrocima ostec¢enja
jetre, komplikacije koja nastaje naj¢esce u insulin-zavisnom dijabetesu (105). Iz navedenog je
jasno zasto se konstantno pored postojecih lekova za lecenje dijabetesa, traga za novim
terapeuticima koji objedinjuju hipoglikemijsko i antioksidativno delovanje (105, 252).

Hipoglikemijsko delovanje UDK i 12-MK je dokazano u nasem istrazivanju. Takode,
dokazano je da tretman aloksanom i aloksanom uz etinilestradiol dovodi do porasta
koncentracije MDA, tj do oksidativnog ostecenja hepatocita. lzazivanje dijabetesa
jednokratnom dozom aloksana, nakon 5 dana dovelo je do pada aktivnosti svih
antioksidativnih enzima, ali je samo pad aktivnosti GSH-ST bio zna¢ajan u poredenju sa
kontrolnom grupom. Nasuprot tome, kotretman ALX+EE doveo je do znacajne promene
aktivnosti svih enzima u odnosu na kontrolnu grupu. Nasi rezultati su u skladu sa
istrazivanjima drugih autora koji su ustanovili pad aktivnosti antioksidativnih enzima kako
kod ljudi, tako i na animalnim modelima dijabetesa. Pojedini autori poredili su
antioksidativne mehanizme kod pacijenata sa i bez komplikacija dijabetesa, i ustanovili da je
vec¢i pad antioksidativne enzimske odbrane povezan sa jac¢im oksidativnim oste¢enjem

prisutnim kod pacijenata sa komlikacijama dijabetesa (105, 167, 245, 246, 252, 253, 254).
184



Uticaj sintetske 1 prirodne Zu¢ne kiseline na oksidativni status 1 apoptozu hepatocita
- doktorska disertacija -

Ovaj aspekt njihovih istrazivanja podrzavaju i nasi rezultati. Potsetimo na slab uticaj aloksana
na aktivnost enzima, kao i da primena EE nije znacajno uticala na CAT i GSH-Px. Medutim,
aloksanski dijabetes uz holestatsko ostecenje jetre (ALX+EE tretman) doveo je do
intenzivnijeg oksidativnog ostecenja i statisticki znacajne promene aktivnosti svih
analiziranih enzima u odnosu na kontrolu i EE tretman. Prema Szaleczky i saradnicima,
aktivnost antioksidativnih enzima u dijabetesu moze biti i pove¢ana i smanjena. Prisustvo
manje kolicine ROS moze dovesti do indukcije ekspresije enzima na transkripcionom nivou,
kao vid adaptacije ¢elija. Pad aktivnosti antioksidativnih enzima moze biti posledica promene
dostupnosti mikronutritijenata (Zn, Cu, Se, Fe, Na, K) ili vezivanja glukoze za molekul
enzima ¢ime dovodi do strukturnih i funkcionalnih promena enzima (250). Valko i saradnici
dovode u pitanje prirodu uticaja dijabetesa na GSH-Px, u zavisnosti od primenjenog modela i
ispitivanog tkiva (97).

Ursodeoksiholna kiselina uz ALX+EE tretman, dovela je do znacajnog porasta
aktivnosti enzima CAT i GSH-Px, s§to govori u prilog izrazenog antioksidativnog delovanja.
Do sli¢nih rezultata dosli su i Osorio i saradnici (106, 255). O ta¢chom mehanizmu delovanja
UDK ne mozemo govoriti na osnovu nase studije, ali se tu najverovatnije mogu ubrojati
redukcija hiperglikemije, redukcija koligine hidrofobnih ZK, smanjena produkcija ROS i
povecanje sinteze GSH. Sli¢no, ali malo slabije dejstvo je ispoljila i primena monoketoholne
kiseline. Aktivnost oba enzima kod AE-MK grupe je bila znacajno visa u odnosu na AE
grupu, ali ipak niza u odnosu na AE-UDK. Znacajno je ipak, da su obe kiseline dovele
aktivnost enzima na nivo kontrolne grupe, tj bez znacajnih razlika u poredenju sa KI.
Aktivnost GSH-R je znac¢ajno snizena u odnosu na AE grupu primenom UDK, ali ne i MK.
Aktivnost ovog enzima pojacana je kada nema dovoljno redukovanog oblika glutationa (99).
Kako MK nije imala uticaj na GSH-R ni kod jedinki na EE tretmanu ni kod jedinki na
ALX+EE tretmanu, moze se pretpostaviti da nema uticaja na sintezu GSH, te da je redukcija
oksidovanog GSSG putem GSH-R glavni izvor redukovanog GSH. S druge strane, Valko i
saradnici navode da hiperglikemija nije uticala na aktivnost GSH-R, te da se ¢ini da GSH-R
ne igra ulogu u nastanku komplikacija dijabetesa. MK je ispoljila slabije dejstvo i na drugi
enzim koji koristi GSH kao supstrat a to je GSH-ST. lako je MK aktivnost ovog enzima
znacajno smanjila u odnosu na AE grupu, ipak je delovanje znac¢ajno slabije od delovanja

UDK. Sli¢no stavu prethodno imenovanih autora, Atalay i saradnici tvrde da su podaci o
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promeni aktivnosti glutation-zavisnih enzima u zivotinjskim modelima dijabetesa vrlo
kontradiktorni. Nista manje nego podaci dobijeni na ispitivanju ljudi obolelih od dijabetesa
(242).

Nasi rezultati u pogledu antioksidativnog i hipoglikemijskog delovanja UDK
podudaraju se sa istrazivanjima drugih autora (162, 163, 239, 256). lako u nasem istrazivanju
nije direktno odredivan nivo GSH, Mahmoud i saradnici su utvrdili da je i u dijabetesu i
metabolickom sindromu smanjena koli¢ina GSH u hepatocitima (167). Novija istrazivanja
opisuju jos jedan put antioksidativnog delovanja UDK. Naime, doprinos antioksidativnoj
zastiti UDK daje 1 stimulacijom redoks-senzitivnog transkripcionog faktora Nrf2 (nuclear
factor-E2-related factor 2), sto je dokazano kod miseva i ljudi. Na ovaj nacin, dolazi do
porasta nivoa katalaze, peroksidaze i superoksid dismutase (65, 183, 255). Izvori ROS i RNS
u dijabetesu su brojni (mitohondrije, NAD(P)H, auto-oksidacija glukoze i drugi), tako da
ostaje veliko podrucje ispitivanja u pogledu ta¢nog nacina na Kkoji MK ostvaruje
antioksidativnu zastitu u dijabetesu.

Od ranije je poznato da je antioksidativna odbrana, pre svega enzimska, tkivno
specificna (248). Tkiva i1 organi imaju razli¢it nivo metabolicke aktivnosti i potroSnje
kiseonika, pa tako i razli¢it nivo antioksidanasa. IstraZivanja antioksidativne odbrane u in
vivo modelima sugeriSu na razli¢it odgovor i osetljivost na oksidativni stress medu vrstama.
Smatra se da rezultate studija na Zivotinjama treba uzeti sa rezervom, i da treba teZiti tome da

se istrazivanja vrSe na kulturama humanih hepatocita (99).
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu sprovedenog istrazivanja 1 prikazanih rezultata mogu se izvuci sledeci

zakljucci:

1. Ursodeoksiholna i monoketoholna kiselina pomazu oc¢uvanje telesne mase u holestazi i

aloksanskom dijabetesu, kod laboratorijskih pacova soja Wistar.

2. Ursodeoksiholna i monoketoholna kiselina znac¢ajno uti¢u na regulisanje secera u krvi

u aloksanskom dijabetesu kod laboratorijskih pacova soja Wistar.

3. Ursodeoksiholna i monoketoholna kiselina povoljno uti¢u na parametre jetrene
funkcije u holestazi i aloksanskom dijabetesu, kod laboratorijskih pacova soja Wistar.

4. Ursodeoksiholna i monoketoholna kiselina znacajno povecavaju proliferaciju

hepatocita u holestazi i aloksanskom dijabetesu, kod laboratorijskih pacova soja Wistar.

5. Ursodeoksiholna i monoketoholna kiselina ne uti¢u znac¢ajno na ekspresiju proteinskih
produkata gena ukljucenih u process apoptoze u holestazi i aloksanskom dijabetesu, kod
laboratorijskih pacova soja Wistar.

6. Ursodeoksiholna i monoketoholna kiselina smanjuju redukuju ekspresiju nuklearnog
farnesoid X receptora u holestazi i aloksanskom dijabetesu, kod laboratorijskih pacova

soja Wistar.

7. Ursodeoksiholna i monoketoholna kiselina u znacajnoj meri pojacavaju enzimsku
antioksidativnu odbranu hepatocita u holestazi i aloksanskom dijabetesu, kod

laboratorijskih pacova soja Wistar.
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