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1. UvOD

Pretilost je kroni¢na endokrinoloska bolest karakterizirana prekomjernim nakupljanjem
nepotroSene energije u masnim stanicama, $to za posljedicu ima poremecaj njihove funkcije,
povecanje tjelesne tezine i razvoj patofizioloSkih procesa s nastankom brojnih komplikacija.
Pretilost je rizi¢ni faktor za nastanak kroni¢nih nezaraznih bolesti, poput dijabetesa tipa 2,
hipertenzije, kardiovaskularnih bolesti (KVB), inzulinske rezistencije (IR), metabolickog
sindroma (MS), pa ¢ak i nekih vrsta malignih bolesti. Svjetska zdravstvena organizacija (SZO)
definirala je pretilost kao bolest u kojoj se visak masnog tkiva nakuplja u tolikoj mjeri da
ugrozava zdravlje (1). lz pretilosti proizlaze visestruke posljedice za osobu; estetske,
metabolicke, kardiorespiratorne, psihicke i druge, a sve dovodi do kona¢ne i najbitnije
posljedice pretilosti, naruSavanja kvalitete zivota. Na nastanak pretilosti mogu utjecati
hormonalni i genetic¢ki faktori, ali vazan je 1 utjecaj okoline, odnosno stil Zivota s loSom
prehranom, nedovoljnom tjelesnom aktivnos$¢u i stresom. S obzirom da se tijekom zadnjih
stotinjak godina genetska osnova nije znacajnije mijenjala, nedvojbeno je da su ogromne
ekonomske, socijalne i kulturalne promjene uzrokovale i promjene stila zivota, Sto pretilost ¢ini
boles¢u modernog doba.

Zbog kroni¢ne energetske neravnoteze izmedu potroSenih i nepotrosenih kalorija viSak
energije se pohranjuje u adipocitima u obliku triglicerida (TG), Sto je glavno obiljezZje pretilosti.
Osim $§to su rezervoari energije, adipociti su identificirani kao aktivne endokrine stanice koje
proizvode i izluCuju Sirok raspon proteina, nazvanih adipokini, od kojih su najvazniji leptin,
adiponektin, resistin, interleukin 6 (IL-6) i faktor tumorske nekroze alfa (TNF-a) (2). Oni su
ukljuCeni u viSestruke stani¢ne procese vezane uz energetsku homeostazu, upalu i
signalizacijski put inzulina. Stoga je vazno razumjeti molekularne mehanizme nastanka i
promjene masnog tkiva tijekom progresije pretilosti kako bi se ona mogla §to uspjesnije lije¢iti.
Klju¢na znacajka pretilosti, tj. povecana masa adipocitnog tkiva, ovisi o hipertrofiji veé
postojecih pojedina¢nih masnih stanica (adipocita), odnosno hiperplaziji zbog stvaranja novih
adipocita iz prekursorskih stanica (3). Hiperplazija, odnosno povecanje broja masnih stanica
dogada se u doba razvoja, intrauterinoj i novorodenackoj dobi, tijekom prve tri godine Zivota
te u pubertetu. U ostalim razdobljima povecava se samo veli¢ina stanica, odnosno dolazi do
hipertrofije — povecanja veli¢ine zrelih adipocita kao rezultat punjenja lipida u ve¢ postojece
masne stanice. Ve¢ stvoreni broj masnih stanica ne moze smanjivati, pa je to jedan od razloga

zaSto pretile osobe teze dolaze do svoje normalne tjelesne tezine (4).
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1.1. MASNO TKIVO | ADIPOCITI

Potkozne naslage masnog tkiva nalaze se u dermisu koze i sudjeluju u oblikovanju
povrsine tijela, a visceralno masno tkivo nalazi se u mezenteriju, oko bubrega i srca, gdje ima
ulogu ublazavanja udaraca i potresanja organa. Dugo vremena se mislilo da je ono iskljucivo
spremiste TG koji sluZe kao izvor energije, no danas znamo da je ono vrlo aktivan metabolicki
organ te osim svojih energetskih zadaca, ima i endokrinu funkciju. Masno tkivo je aktivno
ukljuc¢eno u metaboli¢ke procese poput angiogeneze, adipogeneze, imuniteta i hemostaze (2).
Medu stani¢nim komponentama u masnom tkivu mozemo pronaé¢i adipocite, preadipocite,
fibroblaste, endotelne stanice i mati¢ne stanice koje se mogu diferencirati u razlicite tipove
stanica. Sveukupno, masno tkivo se sastoji od otprilike jedne trecine zrelih adipocita. Preostale
dvije tre¢ine su kombinacija malih mezenhimalnih mati¢nih stanica (MSC), T regulatornih
stanica, endotelnih prekursorskih stanica, makrofaga i preadipocita u razli¢itim fazama razvoja.
Preadipociti imaju sposobnost proliferacije i diferencijacije u zrele adipocite, dajuci adipoznom
tkivu stalnu funkcionalnu plasti¢nost, koja odreduje njegovu sposobnost Sirenja kroz cijeli
Zivotni vijek (5, 6).

U strukturi adipocita 90% volumena zauzima lipidna kapljica, dok vrlo mali dio ¢ine
stani¢ne organele. Okruzen je trolaminarnim plazmatskim slojem, sadrzi jezgru i obavijen je
stanicnom membranom. U citoplazmi su mitohondriji i ribosomi. Adipociti su grupirani u
otocice rastavljene vezivnim pregradama koje sadrze krvne i limfne Zile te Ziv€ana vlakna. U
adipocitima se TG kontinuirano sintetiziraju i istodobno mobiliziraju. Prilikom stvaranja viska
energije, slobodne masne kiseline (FFA) se asimiliraju u lipidne kapljice bogate TG §to rezultira
povecanjem veli¢ine masnih stanica. Broj masnih stanica je kontroliran ravnoteZom izmedu

procesa apopotoze i nekroze te proliferacijom ovisnom o adipocitnoj diferencijaciji (7, 8).

1.2. ADIPOKINI

Masno tkivo je najve¢i endokrini organ u tijelu i generira viSestruke signale koji
reguliraju metabolizam u drugim tkivima. Ima izvrsnu komunikaciju sa sredi$njim zivéanim
sustavom i ostalim perifernim tkivima te luc¢i hormone adipokine koji imaju vaznu ulogu u
odrzavanju homeostaze energije. Postoji vise od 600 adipokina koji imaju Sirok raspon ucinaka

na organizam, Sto je posljedica komunikacije s ostalim organima ukljucuju¢i mozak, srce 1
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krvne Zile, gusteracu, jetru, skeletne misice, imunosni sustav, pa i samo masno tkivo. Adipokini
sudjeluju u regulaciji metabolizma glukoze i lipida, energetske homeostaze, prenrambenog
ponasanja, osjetljivosti na inzulin, upale, imunosti, adipogeneze, zZilne funkcije 1 koagulacije.
Disregulacija adipokina prisutna je u pretilosti, Secernoj bolesti tipa 2 te kardiovaskularnim
bolestima. Adipokini se Klasificiraju kao proupalni i protuulapni, s obzirom na njihov utjecaj
na upalne procese u masnom tkivu, stoga je adipocit klju¢ni metabolicki regulator odgovoran
za proizvodnju citokina, metabolickih supstrata i adipokina s endokrinim, parakrinim i
autokrinim uc¢incima na metabolizam kako na lokalnoj tako i na sustavnoj razini (9). lako su
stanice masnog tkiva razbacane po cijelome tijelu, ono djeluje skladno kao jedan organ. Osim
zrelih adipocita, adipokine luce i preadipociti, fibroblasti te makrofazi masnog tkiva. Lucenje
adipokina pod utjecajem je hranjenja i stupnja uhranjenosti. Debljina dovodi do pojacanog
lu¢enja proinflamatornih adipokina: TNF-a, IL-6, ASP, rezistina, leptina, angiotenzina, te do
smanjenog lucenja adiponektina. Smanjenje tjelesne tezine potice lucenje adiponektina i
leptina. Leptin i adiponektin pobolj$avaju osjetljivost na ucinke inzulina (10).

Leptin odrzava energetsku homeostazu organizma. Regulatornim mehanizmima dovodi
do pojacane potrosnje energije i smanjenog unosa energije te se smatra metabolickim signalom
pohranjene energije. Lucenje inzulina nakon obroka glavni je poticaj lu¢enju leptina. U stanju
gladovanja snizava se razina leptina u krvi i raste apetit, ali se i potro$nja energije smanjuje.
Ostecenja leptinskog receptora u ljudi izazivaju neutaZivu glad i krajnju pretilost. Nedostatak
leptina odnosno njegova ucinka tijelo tumaci kao energetski minus i pokuSava ga popraviti, ali
bez obzira na koli¢inu pojedene hrane i1 porast tjelesne tezine izostaje povratno pojacano
djelovanje leptina, a time i njegovi u¢inci u SZS-u koji bi smanjili apetit i unos hrane te poveéali
potros$nju energije. Leptin takoder pospjeSuje oksidaciju masnih kiselina u tkivima smanjujuci
ektopicno nakupljanje masti ¢ime olakSava djelovanje inzulina. U miSi¢ima leptin izravno
aktivacijom adenozin monofosfat (AMP) kinaze pospjesuje oksidaciju masnih kiselina, snizava
sadrzaj triglicerida u miSi¢nim stanicama te time povecava osjetljivost na inzulin (9, 10).

Adiponektin je glavni je hormon masnog tkiva s pozitivnim u¢incima na metabolizam.
Poboljsava osjetljivost na inzulin u jetri 1 miSi¢ima, snizava glikemiju, smanjuje koli¢inu
slobodnih masnih kiselina i inhibira lu¢enje TNF-a (9 — 11). Ublazava endotelni upalni odgovor
inhibicijom ekspresije adhezijskih molekula na aortalnim endotelnim stanicama te supresijom
proliferacije aortalnih glatkih miSi¢nih stanica, inhibira preadipocitnu diferencijaciju i time
upravlja rastom masnog tkiva. Adiponektin poboljsava inzulinsku osjetljivost kroz oksidaciju
masnih kiselina u jetri, smanjenje sinteze lipida, smanjenje preuzimanje FFA i suzbijanje

glukoneogeneze. U masnim stanicama adiponektin pospjeSuje unos glukoze. Razina

3
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adiponektina raste sa smanjenjem tjelesne tezine, dok su snizene razine povezane s inzulinskom
rezistencijom i hiperinzulinemijom, te kod osoba s dijagnozom diabetes mellitusa tipa 2
(T2DM).

1.3. ADIPOGENEZA

Masno tkivo obiluje prekursorima zrelih adipocita kao potencijanim rezervoarom za
ponovno pocinjanje procesa diferencijacije. Proliferacija preadipocita predstavlja pocetne
korake prema adipogenezi i odredivanju broja zrelih adipocita tijekom odrasle dobi. 1z
preadipocita koji morfoloski nalikuje fibroblastu, razvija se zreli adipocit, koji se prepoznaje
po okruglom obliku i maloj masnoj kapljici. Taj proces naziva se adipogenezom i igra klju¢nu
ulogu u Sirenju mase masnog tkiva (12 — 15). Diferencijacija adipocita karakterizirana je
sekvencijalnim promjenama u ekspresiji specifiénih gena koji odreduju specifi¢ni adipocitni
fenotip stanica. Regulacija gena adipocita javlja se prvenstveno na transkripcijskoj razini i
odrazava se pojavom razli¢itih ranih, intermedijarnih i kasnih mRNA / proteinskih markera i
akumulacije triglicerida. Primarnim faktorima transkripcije koji posreduju u adipogenezi
smatraju se peroksisomskim proliferatorom aktivirani receptor gama (PPAR-y), CCAAT /
pojacivac vezujuci protein alfa (C / EBP-a) 1 sterolni regulacijski element vezujuéi protein 1
(SREBP-1) (16 — 18). Prva faza adipogeneze ukljucuje nakupljanje C/EBP-B i ¢/EBP-6 u prvih
24 sata, kada stanice ponovo ulaze u stani¢ni ciklus i zavrSavaju mitoticnu klonalnu fazu
simultano. Nadalje, C/EBP-B i ¢/EBP-6 poticu ekspresiju PPAR-y i C/EBP-a, transkripcijskih
faktora, koji su klju¢ni za diferencijaciju adipocita te oni mehanizmom povratne sprege
induciraju vlastitu ekspresiju (19 — 21).

PPAR-y receptor se nalazi u jezgrama masnih stanica i preko njega djeluju lijekovi koji
pojacavaju osjetljivost na inzulin. Uglavnom je prisutan u masnom tkivu, debelom crijevu i
makrofagima. PPAR-y regulira skladistenje masnih kiselina i metabolizam glukoze. Geni koje
aktivira PPAR-y stimuliraju unos lipida i adipogenezu u masnim stanicama (22). PPAR-y je
sposoban promicati adipogenezu u stanicama s nedostatkom C / EBP-a. Medutim, C / EBP-a
nije u stanju promicati adipogenezu u stanicama s nedostatkom PPAR-y, pokazujuéi da je
PPAR-y glavni regulator adipogeneze (19). lako su stanice koje imaju nedostatak C / EBP-a
sposobne diferencirati se u adipocite, ova diferencijacija je neispravna po tome $to akumuliraju
manje lipida i ne induciraju ekspresiju PPAR-y, pokazujuc¢i vaznost unakrsne regulacije izmedu
C / EBP-a i PPAR-y za odrzavanje stanja diferencijacije (23). C / EBP je obitelj transkipcijskih

4
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faktora ukljucena u proliferaciju i diferencijaciju nekoliko tipova stanica, a klju¢nu ulogu ima
u terminalnoj fazi diferencijaciji adipocita (19, 20). SREBP-1 kontrolira ekspresiju enzima i na
taj nacin regulira lipogenezu i lipidnu homeostazu (19, 24).

Adipogeneza je opsezno proucavana pomocu in vitro modelnih sustava koji se sastoje
od utvrdenih adipogenih stani¢nih linija (klonske linije 3T3-L1 i 3T3-F442A) ili primarne
kulture prekursora adipocita i preadipocita (25, 26). Kontaktna inhibicija zaustavlja
proliferaciju preadipocita u stanju pune konfluentnosti. U literaturi je opisano kako je
zaustavljanje rasta preadipocita u G1 / S fazi stani¢nog ciklusa potrebno za indukciju
diferencijacije adipocita, §to je praéeno pojavom ranih markera adipogeneze (27). Preadipociti
tretirani kombinacijom deksametazona (DEX), izobutilmetilksantina (IBMX) i inzulina poc¢inju
usvajati zaobljeni fenotip i unutar 5 — 8 dana pocinju nakupljati lipide unutar stanice u obliku
lipidnih kapljica (28). Unutar tri dana nakon izlaganja induktorima, stanice prolaze kroz dva
kruga mitoze, nazvana mitoticka klonska ekspanzija (MCE), koja su potrebna za diferencijaciju
(29, 30). MCE je vazan uvjet za terminalnu diferencijaciju, jer se tijekom te faze izrazavaju
razli¢iti transkripcijski faktori i regulatori koji vode do ekspresije PPAR-y i C / EBP-a. Inzulin
povecava postotak stanica koje se diferenciraju, povecava koli¢inu nakupljanja lipida u svakoj
masnoj stanici, ima snaznu anti-apoptoticku aktivnost i stimulira stanice na pohranu glukoze u
obliku TG-a. DEX aktivira transkripcijski faktor C / EBP-B. IBMX povisuje intracelularne
koncentracije CAMP, sto rezultira aktivacijom transkripcijskog faktora C / EBP-5. DEX djeluje
putem glukokortikoidnog signalnog puta, u konacnici aktiviraju¢i C / EBP-B 1 C / EBP-y.

1.4. EPIDEMIOLOGIJA PRETILOSTI

Prema podatcima SZO, prevalencija debljine u svijetu gotovo se utrostrucila od 1975.
do 2016. godine. Vise od 1,9 milijardi odraslih osoba ima prekomjernu tjelesnu masu, a
prevalencija je gotovo jednaka kod muskaraca i zena, oko 40% (31). U Hrvatskoj 57,4% osoba
starijin od 18 godina ima prekomjernu tjelesnu masu. Podjelom prema spolu, prekomjernu
tjelesnu masu ima 67,6% muskaraca i 48,2% zena. Usporedbom podataka iz 2003. godine i
onih iz 2015. godine vidljiv je zamjetan porast udjela muskaraca s prekomjernom tjelesnom
masom, sa 63,3% u 2003. godini na 67,6% u 2015. godini te smanjen udio prekomjerne tjelesne
mase i debljine u Zena s 54,2% u 2003. godini na 48,2% u 2015. godini (31) (Slika 1).
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Slika 1. Prevalencija pretilosti odrasle populacije u Republici Hrvatskoj, usporedba 2003. i
2015. god. (31)

Debljina ne predstavlja problem samo odraslom stanovnistvu, ve¢ se javlja u sve ranijoj
zivotnoj dobi. Zabrinjavajuce je da se u posljednjih 12 godina udio djece s prekomjernom
tjelesnom masom povecao za 15%. Prema podatacima iz 2016. godine, 41 milijun djece mlade
od 5 godina ima prekomjernu tjelesnu masu (31). U Hrvatskoj prema posljednjim podacima u
2015. godini, 34,9% djece ima prekomjernu tjelesnu masu, Sto predstavlja veliki porast s

obzirom na podatke iz 2003. godine, kada je taj postotak bio 20,8% (31) (Slika 2).
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Slika 2. Prevalencija debljine u djece u dobi izmedu 8 i 9 godina u RH, usporedba 2003. i
2015. god. (31)



UvoD

1.5. DIJAGNOSTIKA PRETILOSTI

Pretilost je lako dijagnosticirati ve¢ pri prvom posjetu lije¢niku, kada se uz krojacki
metar i vagu mogu odrediti odstupanja od idealne tjelesne tezine. Postoji nekoliko parametara
koji se odreduju za dijagnozu pretilosti. Najcesc¢e koristeni je indeks tjelesne mase (eng. body
mass indeks, BMI), kojim se procjenjuje uhranjenost, dok za procjenu nakupljanja abdominalne
masti mjerimo opseg struka i omjer opsega struka i kukova.

BMI je samo okvirni pokazatelj debljine, jer je normalna tjelesna tezina individualna te
ovisi 0 brojnim faktorima kao $to su dob, spol i konstitucija. Vrijednosti BMI-a dobijemo
dijeljenjem tjelesne mase u kilogramima s kvadratom visine u metrima (BMI = tjelesna masa u
kg / (visina u m)?). Normalne vrijednosti BMI-a su od 18,5 do 24,9. Vrijednost izmedu 25 i 30

po definiciji predstavlja prekomjernu tjelesnu tezinu, a iznad 30 pretilost (Tablica 1) (1).

Tablica 1. Vrijednosti BMI-a po stupnju uhranjenosti

STUPANJ UHRANJENOSTI IT™M
MrSavost < 18.5 kg/m?
Normalna tjelesna tezina 18.5 — 24.9 kg/m?
Prekomjerna tjelesna tezina 25 —29.9 kg/m?
1. stupanj 30 - 34.9 kg/m?
Debljina 2. stupan; 35,0 - 39,9 kg/m?
3. stupanj > 40,00 kg/m?

Opseg struka mjeri se u razini vrha zdjeli¢ne kosti. Riziénim se smatra opseg struka veci
od 94 cm kod muskaraca i 80 cm kod Zena. Sukladno tome, opseg struka veéi od 100 cm u
musSkaraca i 88 cm u zena znaci abdominalnu debljinu i postaje rizik za pojavu
kardiovaskularnih bolesti i dijabetesa (1).

Omijer opsega struka s opsegom kukova pokazuje raspodjelu masnog tkiva te postaje
rizikom sré¢anog oboljenja kada je odnos iznad 1 kod muskaraca i 0,8 kod Zena. Prema ovom
parametru mozemo razlikovati muski ili abdominalni tip, gdje se masno tkivo nakuplja oko
struka, odnosno Zenski ili ginoidni tip, gdje je nakupljanje masnog tkiva u donjem dijelu trbuha,

straznjici i bedrima (1).
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Debljinom koznog nabora mjerimo postotak tjelesne masti, to jest udio ukupne masti
koju sadrzi ljudsko tijelo u odnosu na tjelesnu tezinu. Odrasla osoba muskog spola prosjecno
sadrzi 18%, a Zenskog 22% masti te ovisi 0 prehrani, tjelesnoj aktivnosti, ali i zivotnoj dobi
osobe. Postotak tjelesne masti vazan je za kontrolu tjelesne tezine jer je masno tkivo
metabolicki slabije aktivno od miSi¢nog tkiva pa tro$i puno manje kalorija, te s povecanjem
postotka masnog tkiva dolazi do povecanog rizika za nastanak pretilosti. Na pretilost upucuje

postotak tjelesne masti veci od 25% kod muskaraca i 30% kod Zena (1).

1.6. KOMORBITETI POVEZANI S PRETILOSCU

Pretilost je strogo povezana s dubokim promjenama fizioloskih funkcija, §to dovodi do
izmijenjene distribucije masnog tkiva. To moZze ozbiljno ugroziti srcane i diSne funkcije, zbog
nakupljanja masnoce oko srca i prsnog kosa. Stovise, povecanje odlaganja intraabdominalne

visceralne masti korelira s rezistencijom na inzulin, T2DM, dislipidemijom i hipertenzijom (1).

1.6.1. Inzulinska rezistencija

Inzulinska rezistencija je stanje u kojem je ocekivani odgovor tkiva na inzulin manji i
za posljedicu ima hiperglikemiju i sekundarno poviseno lucenje inzulina. O¢ituje se smanjenim
inzulinom stimuliranim transportom i metabolizmom glukoze u adipocitima i skeletnim
misi¢ima te smanjenom supresijom otpustanja glukoze iz jetre. IR se smatra “kompenziranim
predstadijem” T2DM i postane klinicki vidljiva kada gusteraca vise ne moze djelovati zbog
smanjene sposobnosti luéenja inzulina (10, 11). Uglavnom se razvija kod visceralno pretilih
osoba, onih sa slabom tolerancijom glukoze, hipertenzijom i dislipidemijom, a najvise je
izrazena u skeletnim mi$i¢ima, visceralnom masnom tkivu i jetri. Kad se inzulin normalno
stvara, ali ne djeluje zbog rezistencije, podrazaj za njegovo izlu¢ivanje je stalan jer se ne zbiva
nista §to bi po mehanizmu negativne povratne veze smanjilo njegovo izlucivanje te se on
nagomilava u krvi. Osnovni molekularni poremecaj u inzulinskoj reistenciji i lu¢enju inzulina
rezultat je kombinacije genetickih ¢imbenika i ¢imbenika okoline, od kojih su najvazniji
smanjena tjelesna aktivnost i povecanje tjelesne mase (10, 32). Debljina izaziva inzulinsku
rezistenciju preko pojaCane simpatikotonije koja potie lipolizu u masnome tkivu (33).
Posljedica je porast koncentracije FFA u cirkulaciji i nakupljanje masnih kiselina i TG u tkivima

osjetljivim na inzulin - jetri i miSi¢ima. Istodobno se iz masnog tkiva pretilih osoba pojacano
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luce proupalni adipokini, §to izravno ili neizravno koc¢i djelovanje inzulina. FFA djelovanjem
na B-Stanice gusterace uzrokuju promjene u signalnom putu za luc¢enje inzulina $to povecava
koncentraciju glukoze u krvi. Istodobno, propadanjem B-stanica smanjeno je lucenje inzulina,

Sto za posljedicu ima hiperglikemiju i dovodi do razvoja T2DM.

1.6.2. Seéerna bolest

Seéerna bolest je metaboli¢ka bolest nastala zbog apsolutnog ili relativnog manjka
inzulina, koju karakterizira poremec¢aj metabolizma ugljikohidrata, masti i bjelancevina. Spada
u jedan od 10 vodec¢ih uzroka smrti 1 vazan rizi¢ni ¢imbenik u nastanku KVB te oStec¢enja
mnogih drugih vitalnih organa i jedan je glavnih uzroka oneosposobljenosti i invaliditeta zbog
posljedica i komplikacija koje izaziva. ZabiljeZen je ogroman porast prevalencije Secerne
bolesti u cijelom svijetu. Registrirano je oko 190 milijuna osoba sa Se¢ernom boles¢u, i procjene
SZ0-a 1 International Diabetes Foundation (IDF) kazu kako ¢e se taj broj povecati i do 300
milijuna do 2025. godine (34). Procjenjuje se da je u Hrvatskoj broj oboljelih od §eéerne bolesti
oko 170 tisuca (34). Visak visceralnog masnog tkiva otpusta povecane koli¢ine TNF-a i time
pokrece lucenje slobodnih masnih kiselina iz masnog tkiva u krvotok i dovodi do smanjenog
preuzimanja glukoze u misi¢ima, povecane sinteze TG te povecane glukoneogeneze U jetri.
Vazna osobina Secerne bolesti je oStecenje vitalnih organa, ukljucujuéi retinu, bubreg, velike

krvne zile te periferne Zivce.

1.6.3. Metaboli¢ki sindrom

Najées¢e se uz debljinu povezuje pojam metabolickog sindrom (MS), skupine
metabolickih poremecaja kao §to su IR, abdominalna pretilost, visoka razina kolesterola te
poviSen krvni tlak. Ono $to moZemo izdvojiti kao dva glavna faktora rizika za razvoj MS-a su
povecana koli¢ina masnog tkiva u podru¢ju abdomena i rezistencija stanica perifernih tkiva na
djelovanje inzulina (35, 36). Komplikacije koje nastaju kao posljedica MS-a uvelike smanjuju
kvalitetu zivota i zivotni vijek bolesnika. Prema tre¢em izvjescu Panela za lijeCenje odraslih
Nacionalnog programa edukacije o kolesterolu (engl. National Cholesterol Education
Program’'s Adult Treatment Panel 111 , NCEP-ATP IlI), Sest je faktora rizika koji su i sami

sastavni dijelovi ovog sindroma: 1. abdominalna pretilost, 2. aterogena dislipidemija, 3.
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poviseni arterijski tlak, 4. IR s ili bez intolerancije glukoze, 5. protuupalno stanje i 6.

protrombotsko stanje (Tablica 2) (35).

Tablica 2. Kriteriji za definiranje metabolickog sindroma (35)

WHO ATP-111 IDF
Visceralna Omijer struk/bokovi Opseg struka Ovisi o etnicitetu
pretilost >0,9 (M) >102 cm (M) Europljani: opseg struka
0.85 (2) > 88 cm (2) > 94 cm (M)
i ITM > 30 kg/m? >80 cm (Z)
Krvni tlak | >140/90 >130/85 >130/85
(mmHg) *prisutna  terapija  za | *prisutna  terapija = za
hipertenziju hipertenziju
Dislipidemija TG>17 TG>17 TG>17
(mmol/L) HDL HDL HDL
<0,9 (M) <1,0(M) <1,03 (M)
<1,0 (Z) <1,3(2) <1,29 (2)
*prisutna  terapija  za
dislipidemiju
Disglikemija Glukoza nataste Glukoza nataste Glukoza nataste
(mmol/L) >6,1 >6,1 >5,6
i/ili *dijagnosticiran dijabetes
>7,8 nakon OGTT
Inzulinska Unos glukoze u
rezistencija najnizem kvartilu
populacije  prilikom

HIEGC

Drugi faktori

Mikroalbuminurija

1.6.4. Kardiovaskularne bolesti i hipertenzija

Prema podacima iz literature, dvije trecine pacijenata s KVB je pretilo (1). Kroni¢no

opterecenje organizma povecanom masom tijela mozZe dovesti do dilatacije i hipertrofije lijeve
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klijetke i kongestivnog zatajenja srca. Pretilost uzrokuje KVB procesima upale, disfunkcije
endotela i ateroskleroze, koji mogu dovesti do slabljenja sréane funkcije.

Zabiljezen je podatak kako je hipertenzija 6 puta ¢eS¢a u pretilih osoba (1). Budu¢i da
inzulin poti¢e vazodilataciju, povetava apsorpciju natrija u bubregu, kao i aktivnost
simpatickog ziv€anog sustava, razvitak IR izaziva poremecaje tih u¢inaka. Pove¢ana napetost
krvnih zila i volumen krvi u krvnim zilama uzrok su arterijske hipertenzije. Hiperinzulinemija
dovodi do pojacane aktivacije simpatickog Ziv€éanog sustava i to pridonosi porastu arterijskog
tlaka. Isto tako, povecana koncentracija slobodnih masnih kiselina u krvi djeluje

vazokonstrikcijski na krvne zile i time dodatno povecava arterijski krvni tlak.

1.6.5. Karcinomi

Karcinomi ovisni o hormonima, kao §to su karcinom dojke i jajnika u postmenopauzi,
¢es¢i su kod pojedinaca s visokim indeksom tjelesne mase i masti, budu¢i da se razine adipokina
s proupalnim djelovanjem povecavaju u pretilosti (1, 11). Povezanost pretilosti i raka takoder
je pokazana in vitro ¢injenicom da su glukoza i masne kiseline modulirale faktor rasta i

sekreciju citokina adipocita, $to je zauzvrat izazvalo proliferaciju stanica raka (1, 11).

1.7. LIJECENJE PRETILOSTI I BUDUCNOST PREVENCIJE

Osnovni cilj lijeCenja pretilosti je snizenje i trajno o¢uvanje nize tjelesna tezina. Uz
promjene zivotnog stila i prehrambenih navika, ponekad se koristi i farmakoterapija. U
Hrvatskoj je odobren samo jedan lijek za lijeCenje debljine, orlistat. Lijek djeluje lokalno u
tankom crijevu, gdje blokira djelovanje enzima crijevne lipaze koja sudjeluju u procesu
apsorpcije masti iz crijeva u krv. Medutim, lijekovi nemaju fizioloske specifi¢nosti 1 imaju
nuspojave, kao Sto su oSteCenja sréanih zalistaka, srcani 1 mozdani udar, psihijatrijski Stetni
ucinci te oStecenje jetre (37 — 39).

Nedavna su istrazivanja usredotoena na otkrivanje prirodnih proizvoda za lijeCenje
pretilosti. Spojevi izolirani iz zivotinja, biljaka, odnosno, gljiva i morskih plodova pokazali su
obecavajuca svojstva. Prirodni spojevi predstavljaju bogat izvor novih korisnih spojeva s
velikim utjecajem na razvoj lijekova za infektivne, neuroloske, kardiovaskularne, imunoloske,

upalne i onkoloske bolesti ljudi (37). Trenutno se intenzivno istrazuju cijanobakterije, poznate

11
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kao plavo-zelene alge i proizvodaci cijanotoksina zbog njihove sposobnosti proizvodnje
sekundarnih metabolita s neobi¢nim strukturama i snaznim aktivnostima protiv raka i drugih
bolesti; cijanobakterije su stoga izvor za otkrivanje potencijalnih lijekova i protiv pretilosti.

Bolesnici kod kojih navedene metode ne daju Zeljene rezultate, odnosno nije se postigao
ITM < 40 kg/m2 ugrozeni su komplikacijama debljine, te se razmatra kirursko lijeCenje, tj.
barijatrijske operacije zeluca kojima se postiZze uc¢inkovito smanjenje tjelesne tezine.

Unatoc sve vecoj potrebi, jos uvijek nema sigurnog i ucinkovitog lijeka protiv pretilosti,
Sto naglasava potrebu za njenim ranim prepoznavanjem, razumijevanjem metabolickih i

patofizioloskim procesa u podlozi, te uspjeSnom prevencijom (38, 40).

12
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2. CILJEVI

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. odrediti koncentraciju stanica pri kojoj je diferencijacija preadipocita najucinkovitija

2. odrediti ucinak razliitih koncentracija lijekova za indukciju adipogeneze na
ucinkovitost diferencijacije preadipocita

3. odrediti vremenski period potreban za maksimalnu diferencijaciju preadipocita u zrele
adipocite

13
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ustroj studije

Studija je napravljena u obliku randomiziranog kontroliranog pokusa.

3.2. Materijali

Koristena je 3T3-L1 stani¢na linija (dobavljena iz Elabscience), izvorno razvijena
pomocu klonske ekspanzije iz misjih embrionalnih stanica. 3T3-L1 stanice imaju morfologiju
sli¢nu fibroblastima, i pod odgovaraju¢im uvjetima stanice se diferenciraju u adipocitni fenotip
(25,26,40). Od kemikalija se koristio 3-izobutil-1-metilksantin (IBMX) (Sigma Aldrich, St.
Louis, Missouri, SAD); deksametazon (DEX) (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD);
inzulin iz govede gusterace (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD), boja Trypan Blue
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD), i Oil red O boja (Sigma Aldrich,
St. Louis, Missouri, SAD).

3.3. Metode

Uzgoj je zapoceo odmrzavanjem stanica koje su se cuvale zamrznute na —80 °C u
tekuc¢em dusiku. Stanice su bile uzgajane u DMEM-u uz dodatak 10 %-tnog fetalnog govedeg
seruma (engl. Fetal bovine serum, FBS) (Gibco, SAD), 1 %-tne otopine
antibiotika/antimikotika (penicilin i streptomicin) (Thermo Fisher Scientific INC, Waltham,
MA) te 2 mM L-glutamina (Gibco, SAD); u inkubatoru na 37 °C, 5 % CO2. Sav rad sa
stanicama odvijao se u digestoru klase II za rad sa stani¢nim kulturama, u sterilnim uvjetima.
Stanice su bile podijeljene u dvije skupine s obzirom na pocetak izvodenja eksperimenata —
jedna skupina stanica uzgajana je do subkonfluentnosti (70%), dok je druga uzgajana do pune
konfluentnosti. Obje skupine stanica inducirane su na diferencijaciju s tri razlicite kombinacije
koncentracija lijekova 3-izobutil-1-metilksantina (IBMX), deksametazona (DEX) i inzulina te
se ucinkovitost diferencijacije pratila nakon 3, 6, 9 i 12 dana od indukcije adipogeneze.

Randomizacija je bila u¢injena blok dizajnom te su svi eksperimenti bili ponovljeni tri puta.

14
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3.3.1. Protokol za diferencijaciju preadipocita

Nakon S§to su stanice dosegle potrebnu konfluentnost, izlozene su razlicitim
koncentracijama IBMX, DEX i inzulina u mediju za indukciju adipogeneze 1 (MDI 1),
prikazano u tablici 3, prema ranije opisanom protokolu (28).

Tablica 3. Koncentracije lijekova za indukciju adipogeneze

Koncentracijal | Koncentracija2 | Koncentracija 3
Inzulin | 1 pg/ml 5 pg/ml 10 pg/mi
DEX |0,25puM 0,25 UM 1M
IBMX | 0,5mM 0,5mM 0,5mM

Nakon tre¢eg dana, stanicama je dodan medij za indukciju adipogeneze II (MDI II), koji je
sadrzavao samo inzulin u koncentracijama prema tablici 3. Nakon $estog dana, stanicama je
ponovno dodan medij bez dodatka lijekova za indukciju adipogeneze. Medij se mijenjao svaka

dva dana, do 12-og dana kada su se izvr$ili zadnji eksperimenti.

3.4. Odredivanje stani¢nog preZivljenja

Prezivljenje stanica odredilo se ekskluzijskim testom Trypan Blue bojom u suspenziji
pomoc¢u hemocitometra. Stanice su uzgajane u plo¢icama s 24 jazice te je 3., 6., 9. i 12. dan
sadrzaj svake jaZice tripsiniziran 1 prebacen s medijem u Eppendorf tubice. Po 20 puL sadrzaja
svake tubice pomijeSao se s 20 pL Trypan blue boje. Sadrzaj svake tubice smo prenijeli u
Neubauerov hemocitometar i prebrojili zive stanice pod svjetlosnim mikroskopom pod
srednjim poveéanjem. Zive stanice imaju netaknutu stani¢nu membranu kroz koju Trypan blue
boja ne moze proc¢i, dok kod mrtvih stanica boja moze prodrijeti. Svi rezultati izraZzeni su U

odnosu na kontrolnu skupinu koja je bila uzgajana isklju¢ivo u DMEM-u (41,42).

Za MTT analizu stanice su uzgajane u plocicama s 96 jazica, te je o¢itanje ucinjeno 3.,
6.,9.112. dan. Metaboli¢ki su aktivne stanice reducirale zuti tetrazolium MTT, §to je rezultiralo
nastankom intracelularnog ljubicastog formazana koji se otopio i ¢ija je apsorbancija evaluirana

mjerenjem valne duljine spektrofotometrom na ¢itacu mikrotitarskih plocica pri valnoj duljini
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0d 595 nm. Analiza je u¢injena u mra¢noj prostoriji s obzirom na to da je MTT reagens osjetljiv
na svjetlo. Svi rezultati izrazeni su u odnosu na kontrolnu skupinu koja je bila uzgajana

isklju¢ivo u DMEM-u.

3.5. Histokemijsko odredivanje lokalizacije lipida i triglicerida

Diferencijacija se vizualno pratila histokemijskim Oil-Red-O (ORO) bojanjem stanica
uzgajanim u plodicama sa 6 jazica svjetlosnom mikroskopijom (28). ORO boja jest
liposolubilna diazo boja koja je u modelu mis$jih preadipocita iskoriStena za vizualizaciju
nakupljenih masnih kapljica unutar adipocita nakon indukcije adipogeneze. Dobivene promjene
zabiljezene su EVOSTM FL Color, potpunim integriranim, digitalnim, invertnim mikroskopom
koji kombinira preciznu optiku, LCD zaslon visoke razlu¢ivosti od 15 inca i visoku osjetljivu

Sony ICX285AQ CCC kameru (rezolucija od 1360 x 1024 piksela), s uvecanjem 4x i 20x.

3.6. Mjerenje koncentracije ukupnog glutationa (tGSH)

Koncentracija ukupnog glutationa (tGSH) mjerila se spektrofotometrijski pomocéu
komercijalno dostupnog kita prema protokolu proizvodaca. Vezujuéi na sebe Stetne spojeve,
glutation (GSH, y-glutamil-cistenil-glicin), tiolni tripeptid kao jedan od najpoznatijih te ujedno
1 najvaznijih neenzimskih antioksidansa, smanjuje njihovu biolosku aktivnost. Ulogu ima u nizu
fizioloskih procesa kao $to su transport aminokiselina, proliferacija stanica, aktivacija enzima.
Glutation je prisutan u dvama oblicima: reduciranom (GSH) i oksidiranom (GSSG). 1z njihovog
omjera moguce je dobiti podatke 0 oksidacijskom stanju stanice (43). Reducirani glutation
(GSH) glavni je slobodni tiol u vecini stanica zivih bi¢a i uklju¢en je u mnoge bioloske procese
(detoksikacija ksenobiotika i uklanjanje hidroperoksida). Glutation je prisutan unutar stanica
uglavnom u reduciranom obliku (90 — 95 % ukupnog glutationa). Oksidacija glutationa dovodi
do stvaranja glutation disulfida (GSSG). U veini je stanica omjer GSH-a prema GSSG-u veci
0d 500. Princip metode zasnovan je na kinetickoj metodi, tj. mjerenju kontinuirane redukcije 5,
5'-ditiobis (2-nitrobenzojeva kiselina) (DTNB) katalitickim koli¢inama GSH-a, pri ¢emu
nastaje zuto obojeni produkt 5-tio-2-nitrobenzojeva kiselina (TNB) i GSSG (glutation
disulfida). Mjerenje je odradeno prema Sigma Aldrich protokolu (Glutathione Assay Kit,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, SAD). Porast apsorbancije mjerio se pri valnoj duljini od 412

nm pomocu ¢itaca miktotitarskih plocica (iMarkTM Microplate Apsorbance Reader), a dogada
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se zbog nastajanja TNB-a. Nastali TNB i GSSG recikliraju se u enzimskoj reakciji kataliziranoj
glutation-reduktazom (GR) uz NADPH kao donora elektrona.

Unutarstani¢ni GSH status osjetljiv je pokazatelj ukupnog zdravlja stanice 1 njegove
sposobnosti da se odupre toksicnom izazovu (43, 44). Adipogeneza je proces koji predstavlja
odredeni stres kod stanica (45, 46). Za ovaj eksperiment stanice su nasadene u ploc¢icama sa
Sest jazica U te su mjerenja izvrSeni 3., 6., 9., i 12. dan. Svi rezultati su izrazeni u odnosu na

kontrolnu skupinu koja je uzgajana isklju¢ivo u DMEM-u.

3.7. Statisti¢ka analiza

Numericki podaci opisani su aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom.
Razlike izmedu dvije nezavisne skupine normalno raspodijeljenih numerickih podataka
testirane su T-testom. Statisticka analiza obavljena je programom Statistica 10.0 (StatSoft,

Tulsa, OK, USA), uz odabranu razinu znacajnosti od a. = 0.05.
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4. REZULTATI

Stanice su uzgajane do subkonfluentnosti (70%) kao $to je opisano u odjeljku Materijali
I metode te je inducirana diferencijacija s tri razli¢ite kombinacije koncentracija lijekova 3-
izobutil-1-metilksantina (IBMX), deksametazona (DEX) i inzulina te se ucinkovitost
diferencijacije pratila nakon 3, 6, 9 i 12 dana od indukcije adipogeneze kao §to je opisano u
Materijalima i metodama. U skupini stanica kojima je indukcija zapoceta u subkonfluentoj fazi,
primjeceno je kako se stvaraju ,,praznine® uslijed uvijanja stanica (eng. curl up), dok u skupini

stanica kojima je indukcija zapoceta u konfluentnoj fazi stanice rastu jednoliko bez uvijanja
(Slika 3).

Mikrofotografija 3a Mikrofotografija 3b

Slika 3. Mikrofotografski prikaz stanica nakon indukcije adipogeneze: subkonfluente stanice,
indukcijom adipogeneze stvaraju ,,praznine” uslijed uvijanja stanica, oznacene strelicom
(Mikrofotografija 3a), konfluentne stanice (Mikrofotografija 3b); zabiljezeno invertnim
mikroskopom EVOS™ FL Color pri uveé¢anju 4x

4.1. Stani¢no prezivljenje izmjereno MTT analizom

Odredivanje stani¢nog prezivljenja brojanjem stanica i MTT analizom radeno je 3., 6.,
9.1 12. dana na obje skupine stanica, konfluentnim i subkonfluentnim, te su rezultati izrazeni

kao postotak obzirom na kontrolnu skupinu netretiranih stanica, prikazano na slikama 4. i 5.
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Slika 4. Stupcasti prikaz rezultata MTT analize na skupini konfluentnih stanica tre¢i dan (Slika
4a), Sesti dan (slika 4b), deveti dan (Slika 4c) i dvanaesti dan (Slika 4d) nakon indukcije
adipogeneze, prikazano postotkom u odnosu na kontrolnu skupinu.

Kontrola — nediferencirane stanice; 1 - Inz 1 pg/ml +DEX 0,25 uM+ IBMX 0,5 mM; 2 - Inz 5
pg/ml + DEX 0,25 pM + IBMX 0,5 mM; 3 - Inz 10 pg/ml + DEX 1 uM + IBMX 0,5 mM
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Slika 5. Stupcasti prikaz rezultata MTT analize na skupini subkonfluentnih stanica tre¢i dan
(Slika 5a), Sesti dan (slika 5b), deveti dan (Slika 5¢) i dvanaesti dan (Slika 5d) nakon indukcije
adipogeneze, prikazano postotkom u odnosu na kontrolnu skupinu.

Kontrola — nediferencirane stanice; 1 - Inz 1 pg/ml +DEX 0,25 uM+ IBMX 0,5 mM; 2 - Inz 5
pg/ml + DEX 0,25 uM + IBMX 0,5 mM; 3 - Inz 10 pg/ml + DEX 1 uM + IBMX 0,5 mM
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4.2. Stani¢no prezivjenje odredeno Trypan blue bojanjem

REZULTATI

Stanice iz obje skupine ispitivanih stani¢nih kultura izbrojane su hemocitometrom uz Trypan

Blue bojanje 3., 6., 9. i 12. dan te prikazane kao postotak u odnosu broj nediferenciranih

stanica, prikazano u tablici 4.

Tablica 4. Postotak stanica izbrojanih hemocitometrom u odnosu na kontrolu

KONFLUENTNE SUBKONFLUENTNE
Kontrola | 1 2 3 Kontrola |1 2 3
46,15 71,50 61,35
3. dan
100% 60,07% | 64,84% | % 100% 61,35% | % %
4541 37,70 | 42,93
6. dan
100% 36,76% | 60,54% | % 100% 41,88% | % %
30,00 33,87 25,81
9. dan
100% 27,39% | 25,65% | % 100% 19,76% | % %
29,13 26,62 30,80
12. dan
100% 31,89% | 26,38% | % 100% 41,44% | % %

Kontrola — nediferencirane stanice; 1 - Inz 1 pg/ml +DEX 0,25 uM+ IBMX 0,5 mM; 2 - Inz 5
pg/ml + DEX 0,25 uM + IBMX 0,5 mM; 3 - Inz 10 pg/ml + DEX 1 uM + IBMX 0,5 mM

4.3. Koncentracije ukupnog glutationa (tGSH)

Koncentracije ukupnog glutationa izmjerene su u obje skupine stanica 3., 6., 9. i 12. dan te je

koncentracija izraZena kao postotak u odnosu na kontrolu, prikazano na slikama 6 1 7.
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Slika 6. Stupcasti prikaz koncentracija ukupnog glutationa u skupini konfluentnih stanica tre¢i
dan (Slika 6a), Sesti dan (slika 6b), deveti dan (Slika 6¢) i dvanaesti dan (Slika 6d) nakon
indukcije adipogeneze, prikazano postotkom u odnosu na kontrolnu skupinu.

Kontrola — nediferencirane stanice; 1 - Inz 1 pg/ml +DEX 0,25 uM+ IBMX 0,5 mM; 2 - Inz 5
pg/ml + DEX 0,25 uM + IBMX 0,5 mM; 3 - Inz 10 pg/ml + DEX 1 uM + IBMX 0,5 mM
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Slika 7. Stupcasti prikaz koncentracija ukupnog glutationa u skupini subkonfluentnih stanica
tre¢i dan (Slika 7a), Sesti dan (slika 7b), deveti dan (Slika 7c) i dvanaesti dan (Slika 7d) nakon
indukcije adipogeneze, prikazano postotkom u odnosu na kontrolnu skupinu.

Kontrola — nediferencirane stanice; 1 - Inz 1 pg/ml +DEX 0,25 uM+ IBMX 0,5 mM; 2 - Inz 5
pg/ml + DEX 0,25 uM + IBMX 0,5 mM; 3 - Inz 10 pg/ml + DEX 1 uM + IBMX 0,5 mM

4.4. Lokalizacija nakupljenih lipida histokemijskim Oil-Red-O bojanjem

Tijekom procesa adipogeneze doslo je do znacajne promjene u morfologiji stanica:

diferencirane stanice su vece i izgledaju viSe zaokruZeno od onih u kontrolnoj skupini, osobito
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U duzim periodima nakon indukcije diferencijacije. Osim promjene u obliku, uoceno je da su
diferencirane stanice, za razliku od kontrolne skupine, akumulirale lipidne kapljice u njihovoj
citoplazmi, $to je bilo vizualizirano bojanjem s Oil-Red-O bojom, koja je obojila lipide
akumulirane crvenom bojom. Bojenje je bilo vrlo slabo u tri dana diferencijacije, ali broj
obojenih kapi i njihova veli¢ina povecali su se na kasnija vremena diferencijacije (6., 9. i 12.
dan adipogeneze). Tijekom diferencijacije preadipociti su stekli karakteristike zrelih adipocita.
Tri dana nakon indukcije, nediferencirane stanice pokazale su tipi¢nu morfologiju fibroblasta,
dok su na kraju procesa diferencijacije stanice imale obilnu intracitoplazmatsku akumulaciju
lipida, pokazujuéi tipicnu morfologiju adipocita. Takoder, iz slika mozemo vidjeti da razlicite
koncentracije ispitivanih lijekova nisu pokazale razlicite rezultate, usporedujudi tri tretirane

skupine stanica.

Treéi dan diferencijacije stanice su pocele nakupljati lipidne kapljice (Slika 8).

Mikrofotografija 8a Mikrofotografija 8b
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Mikrofotografija 8c Mikrofotografija 8d

Slika 8. Mikrofotografski prikaz rezultata histokemijskog Oil-Red-O bojanja stanica tre¢i dan
nakon indukcije adipogeneze: Inz 1 pg/ml +DEX 0,25 uM+ IBMX 0,5 mM (Mikrofotografija
8a), Inz 5 pg/ml + DEX 0,25 pM + IBMX 0,5 mM (Mikrofotografija 8b), Inz 10 pug/ml + DEX
1 uM + IBMX 0,5 mM (Mikrofotografija 8c); kontrola — nediferencirane stanice

(Mikrofotografija 8d); zabiljezeno invertnim mikroskopom EVOS™ FL Color pri uveéanju 20x

Do Sestog dana stanice postaju sferi¢ne, a vezanje stanica s plo¢om postaje labavo. Stanice

poprimaju okruli oblik i pokazuju prisutnost unutarstani¢nih lipidnih vakuola (Slika 9).

Mikrofotografija 9a Mikrofotografija 9b
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Mikrofotografija 9c Mikrofotografija 9d

Slika 9. Mikrofotografski prikaz histokemijskog Oil-Red-O bojanja Sesti dan nakon indukcije
adipogeneze: Inz 1 pg/ml +DEX 0,25 uM+ IBMX 0,5 mM (Mikrofotografija 9a), Inz 5 pg/ml
+ DEX 0,25 uM + IBMX 0,5 mM (Mikrofotografija 9b), Inz 10 pg/ml + DEX 1 pM + IBMX
0,5 mM (Mikrofotografija 9c); kontrola — nediferencirane stanice (Mikrofotografija 9d);

zabiljezeno invertnim mikroskopom EVOS™ FL Color pri uveéanju 20x

Nakon 9 dana indukcije, lipidne vakuole postale su veée, a stani¢na citoplazma je gotovo

potpuno ispunjena lipidima (Slika 10).

Mikrofotografija 10a Mikrofotografija 10b
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Mikrofotografija 10c Mikrofotografija 10d

Slika 10. Mikrofotografski prikaz Oil-Red-O bojanja deveti dan nakon indukcije adipogeneze:
Inz 1 pg/ml +DEX 0,25 pM+ IBMX 0,5 mM (Mikrofotografija 10a), Inz 5 pg/ml + DEX 0,25
UM + IBMX 0,5 mM (Mikrofotografija 10b), Inz 10 pg/ml + DEX 1 uM + IBMX 0,5 mM
(Mikrofotografija 10c); kontrola — nediferencirane stanice (Mikrofotografija 10d); zabiljezeno
invertnim mikroskopom EVOS™ FL Color pri uveéanju 20x (10a, 10 bi 10c) te 4x (10 d)

Dvanaestog dana diferencijacije, vise od polovice stanica pokazalo je adipogenu pretvorbu

koja je karakterizirana vidljivim kapljicama masti unutar stanica (Slika 11).

Mikrofotografija 11a Mikrofotografija 11b

27



REZULTATI

Mikrofotografija 11c Mikrofotografija 11d

Slika 11. Mikrofotografski prikaz Oil-Red-O bojanja dvanaesti dan nakon indukcije
adipogeneze: Inz 1 pg/ml +DEX 0,25 pM+ IBMX 0,5 mM (Mikrofotografija 11a), Inz 5 pug/ml
+ DEX 0,25 uM + IBMX 0,5 mM (Mikrofotografija 11b), Inz 10 pg/ml + DEX 1 uM + IBMX
0,5 mM (Mikrofotografija 11c); kontrola — nediferencirane stanice (Mikrofotografija 11d);
zabiljezeno invertnim mikroskopom EVOS™ FL Color pri uve¢anju 20x (11a, 11 bi 11c) te

4x (11 d)
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5. RASPRAVA

Debljina je bolest sadasnjosti i kao takvoj joj treba i pristupiti. Pretilost pogada izmedu
25% 1 30% stanovniStva u industrijaliziranim zemljama i predstavlja veliki zdravstveni
problem. Pretilost predstavlja rizi¢ni faktor za nekoliko po zivot opasnih bolesti, ukljucujuci
rezistenciju na inzulin, dijabetes mellitus neovisan o inzulinu, hipertenziju, hiperlipidemiju i
koronarnu arterijsku bolest (1).

Adipogeneza ukljucuje diferencijaciju preadipocita u zrele adipocite i igra kljuénu ulogu
u Sirenju mase masnog tkiva i kasnije pretilosti. Pretilost je slozeni metabolicki poremecaj,
karakteriziran nakupljanjem masti u razli¢itim dijelovima tijela, $to je uzrokovano pozitivnhom
energetskom ravnotezom (14, 42, 47). Detaljniji pogled na masno tkivo znacajno se promijenio
od jednostavnih stanica za pohranjivanje masnoca do stanica koje izlu¢uju hormone s utjecajem
na metabolizam cijelog tijela, energetski metabolizam u udaljenim tkivima i regulaciju
osjetljivosti prema signalizaciji inzulina (9). Normalan razvoj masnog tkiva, ali i povecanje
njegove mase u pretilosti, ukljucuje pretvorbu nezrelih preadipocita u zrele masne stanice
procesom adipogeneze (42). Bududi da diferencijacija preadipocita u zrele adipocite moze
dovesti do patoloskih procesa u organizmu, vazno je uspostaviti modele adipogeneze ¢ijim bi
se proucavanjem otkrili mehanizmi i ¢imbenici ukljuceni u adipogenezu (28). Tako je svrha
naseg istrazivanja bila uspostaviti model adipogeneze in vitro.

Pregledom dostupne literature utvrdili smo kako su za uspostavu procesa adipogeneze i
u bioloskim istarazivanjima masnog tkiva naj¢escée koristene 3T3-L1 stanice (26, 41, 46). Zbog
njihovog potencijala da se diferenciraju od fibroblasta do adipocita, stanice 3T3-L1 su Siroko
koriStene za proucavanje adipogeneze i biokemije adipocita. Imaju morfologiju slicnu
fibroblastima, ali pod odgovaraju¢im uvjetima stanice se diferenciraju u adipocitni fenotip
(48,49). Napredak postignut u razumijevanju biologije masnog tkiva, odnosno adipogeneze
proizaSao je iz izolacije te karakterizacije 3T3-L1 preadipocitne stani¢ne linije koju su prvi
izolirali Green i njegovi suradnici (28). Stanice izlozene adpogenom koktelu induciraju¢ih
spojeva, koji uklju¢uju DEX, IBMX i inzulin, transformiraju se u sferi¢ni oblik i nakupljaju
lipidne kapljice te preuzimaju morfoloska i biokemijska svojstva zrelog adipocita (28).

U ovom istrazivanju primijenili smo jedan od najkoristenijih protokola za uspostavljanje
procesa adipogeneze, koji su detaljno, u svom radu, predstavili Zebisch i suradnici (28). Oni su
upotrebom konvencionalnih protokola nailazili na problem opadanja ucinkovitosti

diferencijacije te su na temelju detaljne usporedbe podrijetla stani¢ne linije i broja njihovih
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pasaza, protokola i dostupnih materijala za uzgoj i diferencijaciju 3T3-L1 i i ostalih
preadipocitnih stani¢nih linija pronasli protokol za najuéinkovitiju i reproducibilnu
diferencijaciju 3T3-L1 stanica.

Nakon indukcije adipogeneze stanice ulaze u postkonfluentnu mitozu, kada nastupa jo$
jedan krug replikacije DNA i diobe stanica. Do drugog dana diferencijacije stanice zavrSe fazu
postkonfluentne mitoze i ulaze u fazu zaustavljanja rasta GD, neophodnu za razmatanje DNA
i pristup transkripcijskih faktora regulatornim elementima u genima koji moduliraju fenotip
zrelog adipocita (50). Ovakav slijed dogadaja razlog je manjem broju stanica induciranih na
diferencijaciju s obzirom na nediferencirane stanice, $to je i rezultat naseg istrazivanja koji
korelira i s rezultatima sli¢nog istrazivanja (29). Takoder to moze biti i razlog pojave ,,curl-up*
subkonfluentnih stanica na pocetku istrazivanja, jer stanice u ovu fazu ulaze postkonfluentno.

GSH je kljucni antioksidans koji modulira razli¢ite stani¢ne procese. Sukladno tome,
dokazano je da je unutarstani¢ni GSH status osjetljiv pokazatelj ukupnog zdravlja stanice i
njegove sposobnosti da se odupre toksicnom ostecenju (51, 44). U ovoj studiji, radili smo
takoder 1 GSH test, kako bi utvrdili oStecuje li proces adipogeneze na bilo koji nacin stanicu.
Utvrdili smo kako proces adipogeneze uzrokuje oksidacijski stres te kako se GSH smanjuje s
napretkom stani¢ne diferencijacije. Redoks neravnoteza je u velikoj mjeri povezana s pretiloséu
pa tako i bolestima povezane s njom te taj zaklju¢ak mozemo potvrditi i samo nekim od brojnih
studija, koje su pokazale blisku povezanost izmedu ROS-a i adipogeneze, odnosno pretilosti.
Peris i suradnici pokazali su kako kroni¢no poviSene razine reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) u
masnom tkivu pridonose otpornosti na inzulin, te da prolazno podizanje ROS-a stimulira
fizioloske procese kao $to je adipogeneza (52). Prekomjerna proizvodnja ROS-a dovodi do
oksidativnog stresa i oSte¢enja stani¢ne funkcije. Nedavne studije su izvijestile da je
nakupljanje masnog tkiva popraceno sustavnim oksidativnim stresom na Zzivotinjskim
modelima. U ovoj studiji detaljno su istrazivana antioksidantna svojstva spoja Esculetina
(ECT). Dobiveni rezultati pokazuju da ECT inhibira adipogenezu 3T3-L1 stanica te se
pretpostavlja kako ECT inhibira ROS generaciju tijekom adipogene diferencijacije 3T3-L1
stanica te bi mogao bit potencijali lijek za sprecavanje adipogeneze, a time i pretilosti (53).
Vigilanza i suradnici u svojoj studiji objasnjavaju kako se tijekom adipogeneze 3T3-L1 stanica
smanjuje omjer GSH / GSSG, pomicuci redoks status prema oksidacijskim uvjetima (45, 54).
OstecCenje redoks homeostaze je u velikoj mjeri povezano s pretiloS¢u, kao posljedicom
kroni¢nog upalnog stanja prisutna u ispitanika s prekomjernom tezinom. Pokazali su kako
inhibicija sinteze GSH izaziva ve¢u akumulaciju triglicerida u diferenciranim adipocitima u

odnosu na kontrolu te time ukazuju da u preadipocitima smanjenje GSH ubrzava adipogenezu.
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Kod diferencijacije stanica, odnos GSH / GSSG smanjuje se nakon dodavanja MDI i odrzava
se na nizoj razini razini u odnosu na nediferencirane stanice, Sto ukazuje na prisutnost
intracelularnog prooksidacijskog statusa tijekom diferencijacije adipocita i povecéanje
proizvodnje ROS-a, zbog odsutnosti GSH (55).

Nadalje, napredak diferencijacije adipocita vizualizirali smo ORO bojanjem. Do
dvanaestoga dana diferencijacije vise od polovice stanica pokazalo je adipogenu pretvorbu koja
je karakterizirana vidljivim kapljicama masti unutar stanica. Slicne rezultate pokazali su
Zebisch i sur. u svojoj studiji ,,Protocol for effective differentiation of 3T3-Llcells to
adipocytes te Xu i sur. u studiji ,,Mature adipocytes observed to undergo reproliferation and
polyploidy* (28, 29).

Daljnja istrazivanja mogu otvoriti nove moguc¢nosti razvitka specifi¢nih preventivnih
mjera u borbi protiv pretilosti i njenih posljedica poput sprjecavanja procesa adipogeneze,

odnosno modulacije metabolizma u masnom tkivu.
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ZAKLIJUCAK

ZAKLJUCAK

Razlicite koncentracije ispitivanih lijekova nisu pokazale razliCite rezultate, usporedujuci

tri tretirane skupine stanica. Sve tri kombinacije lijekova su preuzete iz protokola za koriStenu

stani¢nu kulturu ili objavljenih radova radenih na istoj stani¢noj kulturi, te je adipogeneza

inducirana s podjednakom ucinkovito§¢u .Na temelju dobivenih rezultata mozemo zakljuciti:

1.

Kod uspostavljanja modela adipogeneze in vitro, potrebno je preadipocitne misje 3T3-
L1 stanice izloziti adipocitnim spojevima, Koji induciraju diferencijaciju adipocita,
konkretno IBMX, DEX i inzulin. Razli¢ite koncentracije ovih lijekova nisu pokazale
razlicite rezultate, usporedujudi tri tretirane skupine stanica.

Kao posljedica indukcije adipogeneze MDI-om, bojenjem stanica Qil-Red-O bojom,
vidi se svakodnevno povecanje veli¢ine i broja lipidnih kapljica s unutrasnje strane
stani¢ne membrane.

Za potpunu diferencijaciju stanica potrebno je sveukupno 12 dana, tada se vidi najveci
broj 1 volumenom najvece masne kapljice.

Za najucinkovitiju diferencijaciju preadipocita potrebno je pricekati njihovu punu
konfluentnost, odnosno nasaditi stanice u koncentraciji 5x10° i zapoceti diferencijaciju
nakon 2 dana.

Adipogeneza predstavlja oksidacijski stres za stanice koji smanjuje omjer reduciranog

i oksidiranog glutationa.
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SAZETAK

7. SAZETAK

Ciljevi istrazivanja: Odrediti koncentraciju stanica pri kojoj je diferencijacija preadipocita
najucinkovitija, odrediti u¢inak razlicitih koncentracija lijekova za indukciju adipogeneze na
ucinkovitost diferencijacije preadipocita, te odrediti vremenski period potreban za maksimalnu

diferencijaciju preadipocita u zrele adipocite.
Nacrt studije: Istrazivanje je provedeno kao randomizirani kontrolirani proces.

Materijali i metode: 3T3 L1 stani¢na linija mi$jih preadipocita uzgajana je u DMEM-u uz
dodatak 10 % FBS i 1%-tne otopine antibiotika/antimikotika, na temperaturi od 37 °C, u
vlaznom atmosferskom zraku s 5 % CO2. Nakon §to su stanice uzgojene do potrebne
konfluentnosti, izlozene su razli¢itim koncentracijama MDI, koktela za indukciju procesa
adipogeneze. Rast stanica svakodnevno je praden te su dobivene promjene zabiljezene
invertnim mikroskopom EVOS™ FL Color. U svrhu utvrdivanja napretka diferencijacije

adipocita, koriSteni su Trypan Blue bojanje, Oil Red O bojanje, MTT analiza i GSH test.

Rezultati: Bojanjem Oil-Red-O utvrdeno je nakupljanje lipidnih kapljica unutar stanice,
kojima se povecavao broj i volumen s napredovanjem adipogeneze. Broj diferenciranih stanica
bio je manji u odnosu na broj nediferenciranih stanica, $to je utvrdeno Trypan blue bojanjem
koje je koreliralo s rezultatima MTT testa. Nadalje, raden je GSH test, kojim smo dokazali kako

se GSH smanjuje tijekom procesa adipogeneze, $to je rezultat oksidacijskog stresa.

Zakljuéak: Utvrdeno je kako nema razlike u ucinkovitosi izmedu razli¢itih koncentracija
agensa za indukciju diferencijacije preadipocita. Ispitivanjem adipogeneze na subkonfluentim
1 konfluentnim stanicama zakljuceno je kako je diferencijacija u€inkovitija na konfluentnim
stanicama. Za najucinkovitiju diferencijaciju potrebno je stanice uzgajati prema protokolu kroz

12 dana.

Kljuéne rijeci: pretilost, adipogeneza, 3T3-L1 stanice, adipociti
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8. SUMMARY

Objectives: To determine the cell concentration where the differentiation of preadipocytes is
most effective, to determine the outcome of various concentrations of adipogenesis induction
treatment on the effectiveness of preadipocyte differentiation and determine the time period
necessary for maximum differentiation of preadipocytes into mature adipocytes.

Study Design: The research is carried out as a randomized control process.

Material and Methods: 3T3 L1 cell line derived from mouse preadipocytes were grown in
DMEM with added 10% FBS and 1% solution of antibiotics/antimycotics, at a temperature of
37 °C, in a humid atmosphere with 5% CO2. After the cells had grown to the necessary
confluency, they were exposed to various concentrations of MDI, a cocktail for induction of
the adipogenesis process. Cell grown was monitored on a daily basis and the obtained changes
were recorded using the EVOS™ FL Color inverted microscope. For the purpose of
determining the differentiation progress of the adipocytes, Trypan Blue staining, Oil Red O
staining, MTT analysis and the GSH test were used.

Results: The Oil-Red-O staining determined the accumulation of lipid droplets within the cell,
which increased in the number and volume with the progress of adipogenesis. The number of
differentiated cells decreased in relation to the number of non-differentiated cells, determined
using Trypan blue staining which also correlated with the MTT test results. Furthermore, the
GSH test was performed to prove that GSH was reduced during the adipogenesis process, which

is the result of oxidation stress.

Conclusion: The results showed that there was no difference in the effectiveness between
various concentrations of agents for induction of the preadipocyte differentiation. When testing
adipogenesis on subconfluent and confluent cells, the conclusion is that differentiation is more
effective on confluent cells. The most effective differentiation requires following the protocol

for differentiation over 12 days.

Keywords: obesity, adipogenesis, 3T3-L1 cells, adipocytes
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