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1. UvVOD

1.1. Molekularni mehanizmi koji doprinose razvoju inzulinske rezistencije i stani¢nog

oStecenja kod pretilosti

Prekomjerno povecana tjelesna tezina narusava zdravlje osobe i rizicni je ¢imbenik za
kroni¢ne bolesti kao Sto su hipertenzija, ishemijska bolest srca, neki oblici malignih bolesti i
dijabetes tipa II. Dijabetes tipa II je kroni¢na bolest u kojoj dolazi do inzulinske rezistencije te
poremecaja metabolizma ugljikohidrata, masti i proteina (1). U pocetnoj fazi karakterizira ga
hiperinzulinemija i hiperglikemija, a kad dode do iscrpljivanja kompenzatornih mehanizama
smanjeno lucenje inzulina, hiperglukagonemija, povisena glukoza nastala metabolizmom jetre 1
otpornost na inzulin §to u konacnici onemogucéava odrzavanje normoglikemije i ako se ne lijeci
dovodi do smrti (2). Uslijed hiperglikemije javljaju se simptomi pojacane zedi i s tim povezanog
ucestalog mokrenja, dok se stani¢no gladovanje manifestira Cestim osjecajem gladi i prejedanjem
(3). Razvoj bolesti dovodi do makrovaskularnih (koronarna bolest, bolest perifernih arterija i
mozdani udar) i mikrovaskularnih (retinopatija, neuropatija i nefropatija) komplikacija koje
umanjuju kvalitetu Zivota (4). Treba naglasiti da se dijabetes smatra rizicnim ¢imbenikom za razvoj
Alzheimerove bolesti i drugih neurodegenerativnih bolesti (5). Vode¢i rizi¢ni ¢imbenici za
nastanak dijabetesa tipa II su pretilost, stres i starenje. Sva tri ¢imbenika dovode do promjena u
hormonskoj ravnotezi koje su osobito dramati¢ne kod pretilosti jer masno tkivo djeluje kao
endokrini organ (6). Pretilost, odnosno povecana koli¢ina masnog tkiva povezana je s hipoksijom.
Zato §to angiogeneza ne prati rast masnog tkiva, distalni dijelovi tkiva su slabije prokrvljeni pa
stoga i slabije oksigenirani te zakinuti za tvari potrebne za prezivljavanje stanica. Hipoksija i
nedovoljna doprema hranjivih tvari dovode do smrt stanica, odnosno nekroze tkiva $to ima za
posljedicu upalu (7). Konstantna upala je podloga razvoja inzulinske rezistencije i

kardiovaskularnih bolesti (8).
1.1.1 Pretilost kao rizi¢ni ¢imbenik za poremecaje metabolizma zeljeza

Zeljezo je metal kojeg u ljudskom tijelu ima vise od drugih metala. Mozak, poput jetre,
sadrzi puno vece koncentracije zeljeza nego bilo kojeg drugog metala. U mozgu je raspodjela
zeljeza nejednaka, a povecane koncentracije nalazimo u bazalnim ganglijima, to¢nije unutar
struktura substantia nigra, putamen, nucleus caudatus, globus pallidus, nucleus ruber i nucleus
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dentatus (9). Zeljezo je esencijalno u mnogim metaboli¢kim procesima ukljuéujuéi sintezu DNA,
RNA i proteina, stvaranje mijelina, razvoj dendritickog stabla, te sudjelovanje u enzimskim
reakcijama - kao kofaktor mnogim hemskim i nehemskim enzimima (10). Zeljezo u mozgu odlaze
se u obliku feritina, s jako malim postotkom slobodnog reaktivnog zeljeza. Oslobadanje iona
zeljeza iz kompleksa s proteinima moze dovesti do oksidativnog stresa stvaranjem reaktivnih
kisikovih vrsta (ROS). Smatra se da su slobodni kisikovi radikali uklju¢eni u peroksidaciju lipida
stanicne membrane §to dovodi do povecane fluidnosti membrane te u konacnici razora membrane
1 vodi u smrt stanice. Isto tako, ROS uzrokuju oksidaciju proteina i DNA $to nepovoljno djeluje na
stanicu (11). Homeostaza Zeljeza neophodna je za normalno funkcioniranje mozga, posebno u
pogledu ucenja i pamcéenja (9). Proteini vazni za metabolizam Zeljeza u organizmu, a osobito
mozgu, su: feritin, transferin i feroportin. Feritin skladisti zeljezo vezanjem unutar stanice tako $to
ga odrzava topljivim 1 netoksi¢nim te stoga zaliha feritina odrazava zalihe zeljeza u tkivu. Feritin
je isto tako 1 pozitivan reaktant akutne faze upale 1 ocekuje se njegovo povecanje u stanjima poput
pretilosti (11). S obzirom da se bakterije i paraziti koji stvaraju upalu koriste zeljezom, u upalnim
stanjima povecava se ekspresija feritina i transferina kako bi se uklonilo Zeljezo iz krvi 1 na taj
nacin sacuvalo. Isto tako u upalnom stanju nastoji se smanjiti dodatni oksidativni stres izazvan
ionima Zeljeza. Pretilost je upalno stanje pa usprkos tome §to nisu prisutne bakterije i paraziti Salju
se signali za skladiStenje Zeljeza (7). Transferin je transportni protein koji ¢vrsto, ali reverzibilno
veze Zeljezo u neutralnom pH te ga prenosi u stanicu. Transferin s vezanim Zeljezom dolazi do
transferinskog receptora na povrsSini stanice (12). Transferinski receptori nalaze se u brojnim
tkivima, ukljucujuéi i mozak. Njihova ekspresija se povezuje sa stani¢nim rastom 1 diferencijacijom
(13). Kompleks transferina i njegovog receptora biva unesen u stanicu endocitozom (12). U
kiselom pH Zeljezo se otpusta s transferina, a transferin 1 njegov receptor vrac¢aju se na povrsinu
stanice te se transferin vrac¢a u krvotok (14). Feroportin je transmembranski protein koji jedini
prenosi Zeljezo iz unutra$njosti stanice u medustanicni prostor. Nalazi se na bazolateralnoj povrsini
hepatocita, duodenalnih enterocita i na staniénoj membrani makrofaga. Negativno ga regulira
hormon hepcidin koji potic¢e njegovu degradaciju i zadrzavanje unutar stanice (15). Potrebna je
ravnoteza izmedu esencijalnih i potencijalno toksi¢nih funkcija Zeljeza, a to je posredovano
interakcijom hepcidina s feroportinom i njihovim skladnim djelovanjem (7). Feroportin djeluje u
korist povecanja zeljeza u serumu tako Sto iznosi Zeljezo iz stani¢nih zaliha, dok hepcidin ima

suprotno djelovanje 1 djeluje u korist stvaranja zaliha zeljeza u stanicama (7, 16).



Primarno mjesto izlu¢ivanja hepcidina je jetra. Medutim, hepcidin se takoder proizvodi u
brojnim drugim tkivima kao Sto su srce, ledna mozdina, masno tkivo, mijeloidne stanice,
makrofagi, monociti i druge stanice. Doprinos ekstrahepati¢ne proizvodnje hepcidina na ukupnu
razinu hecidina jos je upitan (17). Poseban naglasak stavljen je na proizvodnju hepcidina u masnom
tkivu. Ekspresija hepcidina iz adipocita povecana je u pretilosti, dok ona iz hepatocita ne dozivljava
povecanje. Uzimajuéi u obzir poveéani sadrzaj masnog tkiva i pove¢anu ekspresiju adipocitnog
hepcidina, pretpostavlja se da masno tkivo doprinosi cirkulirajucoj razini hepcidina (17, 18).
Upalni medijator interleukin 6 (IL-6) potice sintezu hepcidina putem aktivacije transkripcijskog
¢imbenika Stat3 (engl. Signal transducer and activator of transcription 3) koji se veZe na
promotorsku regiju hepcidina kako bi aktivirao njegovu transkripciju. Druga varijanta regulacije
hepcidina ukljucuje adipokine koji su takoder poviseni u pretilosti, a od kojih je najznacajniji leptin
(16). Adipokini se otpustaju iz adipocita pa povecana koliina adipocita rezultira povecanom
koncentracijom adipokina u krvi. Pokazalo se da leptin stimulira proizvodnju hepcidina na slican
nacin kao i IL-6 jer leptin i IL-6 imaju zajednicke bioloske znacajke (16, 19). Hepcidin se veze na
feroportin te ga upucuje na razgradnju. Zbog razgradnje feroportina smanjuje se apsorpcija zeljeza
iz crijeva u krvotok i sprjeCava se izlazak Zeljeza iz makrofaga. Posljedica je nakupljanje Zeljeza u
tkivima (7). Nakupljanje Zeljeza povecava inzulinsku rezistenciju na jo§ nerazjasnjen nacin (20). S
obzirom da je transferin prijenosnik Zeljeza od mjesta apsorpcije do ciljnih stanica ocekuje se da
koncentracija transferinskih receptora korelira sa koncentracijom nakupljenog zeljeza u tkivima,
no to nije slu€aj. Lokalizacija transferinskih receptora razlikuje se od mjesta nakupljanja Zeljeza.
Mnoga podru¢ja mozga bogata transferinskim receptorima nisu povezana s ve¢om apsorpcijom
zeljeza u stanice. Raspored transferinskih receptora moze se povezati sa rasporedom ostalih
neuropeptida Sto ukazuje na to da transferin moze imati neuromodulatornu ulogu u mozgu, odnosno

moze mijenjati prijenos impulsa putem drugog transmitora (13).
1.1.2 Dusikov oksid 1 inzulinska rezistencija

Dusikov oksid (NO) je penetrantna mala molekula, velike reaktivnosti, koja djeluje u
neposrednoj blizini mjesta nastajanja.. Nastaje iz aminokiseline L-arginina djelovanjem enzima
NO sintaze (engl. Nitric oxide synthase, NOS) (21). Fizioloski NO djeluje kao neurotransmiter, ali
u patoloSkim stanjima - poput ishemije - stvara se veca koli¢ina NO koji tada djeluje

neuroprotektivno 1 sprjeCava mehanizme neurotoksicnosti (22). NO takoder moZze uzrokovati



oStecenje stanica u dijabetesu jer pojacava ulazak glukoze u stanice tako Sto djeluje na prijenosnike
glukoze (23). Poznata su tri izoforme NO sintaze: neuralna nNOS, endotelna eNOS 1 imunoloski
izazvana INOS. Neuralna izoforma nNOS nalazi se samo u neuronima, a proizvodnja NO

posredovana djelovanjem nNOS moze uzrokovati neuronsku leziju (21, 24).

1.1.3 Djelovanje inzulina i inzulinu slicnog ¢imbenika rasta 1 na fosforilaciju

mikrotubulima pridruzenih proteina i nastanak amiloidnih plakova

Tau je primarno, ali ne i isklju¢ivo neuralni protein. Njegova uloga je da veZze i stabilizira
mikrotubule te tako potpomaze neuronski rast i polarizaciju neurona, odnosno razvoj aksona 1
dendrita. Cini se da inzulin i inzulinu-sli¢an ¢initelj rasta 1 (IGF-1, Insulin-like Growth Factor 1)
imaju ulogu u fosforilaciji tau proteina. Njegovom fosforilacijom postize se veci afinitet kod
vezanja za mikrotubule (25, 26), a hiperfosforilacijom se taj afinitet smanjuje pa tau ostaje nevezan
za mikrotubule i posljedi¢no se stvaraju netopljivi tau agregati — neurofibrilarni snopovi (NFT) (27,
28). ZabiljeZzena je povecana tau fosforilacija u mozgu dijabeti¢nih Stakora uzrokovana
hiperinzulinemijom (29). Neprimjerena fosforilacija tau dovodi do njegove disfunkcije, a samim
time i do smanjene vitalnosti stanice (25). Nakupljanje tau agregata ukljuceno je u patogenezu

Alzheimerove bolesti (27).

U patogenezu Alzheimerove bolesti ukljuéeni su i senilni plakovi. B-amiloid (Ap) nastaje
iz amiloidnog prekursorskog proteina (APP) te nakon izlucivanja u izvanstani¢ni prostor ima
sposobnost agregacije sa drugim proteinima pa nastaju senilni plakovi (30). Visak AP moze se
ukloniti endocitozom pomocu proteina povezanog s LDL receptorom ili izravnom proteolitiCkom
izvanstani¢nom degradacijom. Taj proces ukljuuje inzulin-degradiraju¢i enzim (IDE). Cini se da
inzulin potice izluCivanje AP, a smanjuje njegovu degradaciju mehanizmom u kojem se inzulin 1
AP natje€u za mjesto na IDE (31, 32). Dok u Alzheimerovoj bolesti nastaju A plakovi u mozgu,
u dijabetesu tipa Il postoje amiloidni plakovi u Langerhansovim oto¢i¢ima nastali od amiloidnog
polipeptida Langerhansovih otoc¢i¢a (engl. Islet Amyloid Polypeptide, IAPP) (33). Ap i IAPP u
vodenom okruZenju spontano stvaraju agregate. Uloga im je joS upitna, ali pretpostavlja se
uzrokuju osStecenje membrane te su stoga citotoksi¢ni (34). S obzirom da oba proteina in vitro
spontano stvaraju agregate, u organizmu vjerojatno postoji mehanizam koji to sprjeava, a moguce
je da on ukljucuje Saperone, proteine koji pomazu pravilno smatanje proteina. Novonastali proteini
prvo su vezani na Saperone kako se ne bi stvorili agregati od netopljivih proteina. Saperoni
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omogucuju prijenos proteina na odgovarajuce mjesto u stanici. Svaki Saperon veze i prenosi brojne
proteine koji su strukturalno sli¢ni stoga postoji mogucénost da AP i IAPP dijele jedan ili vise
Saperona. Unato¢ tome, primjeceno je da nije povecana frekvencija stvaranja amiloidnih agregata
u mozgu oboljelih od dijabetesa tipa II, ali se povecava opseg amiloidnih agregata s trajanjem

dijabetesa tipa Il (35).

1.1.4 Pokazatelji ostecenja 1 pokusaja oporavka tkiva u dijabetesu tipa II

Jezgrin antigen proliferirajuéih stanica (engl. Proliferating cell nuclear antigen, PCNA) je
jezgrin protein koji je maksimalno povisen u S fazi proliferirajucih i transformiranih stanica. PCNA
je dio masinerije potrebne za replikaciju eukariotske DNA (36, 37). Povecana prisutnost PCNA
antigena ukazuje na pojacanu replikaciju $to mozemo povezati oSte¢enjem tkiva i posljedi¢no s
potrebom za stvaranjem novih stanica, odnosno s regeneracijom tkiva. Eksperimentalno,
regeneracija tkiva, u naSem slucaju tkiva jetre, moze biti potaknuta bilo kojim postupkom koji ¢e
ukloniti ili ubiti veliki postotak jetrene mase. Gubitak parenhima brzo izaziva val proliferacije

stanica tako da se ukupna jetrena masa vrati na normalnu masu (36).
2.1 Antidijabetici

Dijabetes mellitus tipa II karakterizira smanjeno lu€enje inzulina, hiperglukagonemija,
glukoneogeneza i otpornost na inzulin §to u konaénici rezultira hiperglikemijom (2). Antidijabetici
metformin i liraglutid ispravljaju metabolizam glukoze, ali posredno djeluju i na upalu te smanjuju
koli¢inu Zzeljeza u tkivu. Liraglutid je analog glukagonu sli¢nom peptidu-1 (engl. glucagon-like
protein-1, GLP-1) i agonist GLP-1 receptoru (38). GLP-1 je crijevni hormon koji se izlucuje iz
endokrinih L-stanica nakon uzimanja hrane. Ima nekoliko funkcija koje ukljuuju pojacanje
odgovora inzulina na glukozu i osjecaja sitosti, usporavanje praznjenja zeluca, suzbijanje
izluc¢ivanja glukagona iz gusterace i sinteze glukoze u jetri (39). Liraglutid se kao analog GLP-1
veze na G-protein povezan s GLP-1 receptorom na povrSini B-stanica gusterace. Vezna mjesta
visokog afiniteta za GLP-1 nalaze se guSteraci, enterickim zivcima, vagusnom Zivcu, srcu,
bubrezima i masnom tkivu. GLP-1 receptori raspodijeljeni su na mnogim podru¢jima mozga
povezanima s unosom hrane i tjelesnom tezinom, ukljucujué¢i arkuatne (ARC) i dorzomedijalne
jezgre hipotalamusa (DMH), parabrahijalne jezgre, nucleus accumbens (NAc), nucleus tractus

solitarius (NTS) i podrucje postreme (40). Kada su razine glukoze u krvi visoke, liraglutid uzrokuje



dozirano otpustanje inzulina i istovremeno smanjuje neprimjereno poviseno izlucivanje glukagona.
Kako koncentracija glukoze u krvi postaje sve manja, liraglutid smanjuje izlu¢ivanje inzulina i
prestaje inhibirati otpustanje glukagona. Liraglutid reducira glad i smanjuje kalorijski unos uz
pomo¢ odgadanja praznjenja zeluca Sto rezultira manjom tjelesnom tezinom i1 masnocom.

Udruzeno s kontroliranjem razine glukoze u krvi, to pozitivno djeluje na upravljanje dijabetesom

(38).

Metformin je derivat gvanidina i djeluje prvenstveno pojac¢avanjem djelovanja inzulina u
jetri kako bi se smanjila proizvodnja glukoze. Treba naglasiti da rezultat nije povecana razina
inzulina u krvi nego njegovo pojacano djelovanje (41). Poboljsanje djelovanja inzulina u skeletnim
misi¢ima takoder pridonosi terapijskom djelovanju metformina, uglavnom rezultirajuéi pove¢anim
odlaganjem glikogena. To se postize translokacijom prijenosnika glukoze GLUT-4 (engl. Glucose
transporter 4) na povrSinu stanicne membrane Sto olakSava ulazak glukoze u miSi¢ne stanice (4,
42). Zajedno, ove mjere smanjuju glukozu u krvi u pogledu hiperglikemije s vrlo malo potencijala
za izazivanje hipoglikemije. Povecanje anaerobnog metabolizma u crijevnoj stijenci vjerojatno je
takoder klini¢ki znacajan mehanizam metformina protiv hiperglikemije. Isto tako, pokazalo se da
metformin povecava cirkulirajue razine GLP-1 poveéavanjem razine samog GLP-1 i/ili
smanjenjem aktivnosti dipeptidil peptidaze-4 (DPP-4), enzima koji je odgovoran za inaktivaciju
GLP-1 u tkivu i cirkulaciji. Metformin moze inducirati ekspresiju GLP-1 receptora na povrsini 3-
stanica gusSterace (43). Oba spomenuta antidijabetika, liraglutid 1 metformin, djelomi¢no koriste
isti mehanizam kontroliranja hiperglikemije putem GLP-1. Pretpostavlja se da je jo$ jedan od
mehanizama metformina inhibicija stani¢nog disanja na razini kompleksa I respiratornog lanca §to
uzrokuje smanjeno stvaranje energije u obliku ATP-a (adenozit trifosfat) i akumulaciju AMP
(adenozin monofosfat). Rezultat promjene u ravnoteZi stani¢ne energije je povecana aktivnost
AMP kinaze koja potic¢e djelovanje inzulina 1 smanjuje glukoneogenezu. Isto tako, povecava se i
koncentracija cirkulirajuéeg cAMP (ciklicki adenozin monofosfat) koji se suprotstavlja
hiperglikemijskom djelovanju glukagona (4). Jetra se smatra glavnim mjestom djelovanja
metformina jer ima visoku razinu ekspresije SLC22A1, prijenosnika metformina. Osim toga,
koncentracija metformina je veca u portalnoj cirkulaciji nego drugdje u tijelu, Sto bi moglo
doprinijeti nakupljanju metformina u jetri. U jetri metformin utjeCe na regulaciju apsorpcije
glukoze, glukoneogeneze, glikolize i sinteze glikogena u smjeru koji sprijecava hiperglikemiju.

Metformin povecava aktivnost inzulinskog receptora i1 supstrata inzulinskog receptora 2 (engl.
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Insulin receptor substrate 2, IRS-2) te pospjeSuje unos glukoze putem povecane translokacije
transportera glukoze, kao $to je GLUT-1 (engl. Glucose transporter 1), na povrsinu stani¢ne

membranu (42).

3.1 Animalni modeli pretilosti i predijabetesa

Predijabetes je metabolicko stanje koje je usko povezano s pretiloS¢u. NelijeCen moze
prerasti u dijabetes mellitus tipa Il (4). BMI (engl. Body Mass Index) pokazao se kao dobar
indikator opce debljine. Koristi se za procjenu prekomjerne tjelesne tezine i pretilosti. BMI je omjer
tjelesne mase u kilogramima i kvadrata tjelesne visine u metrima (44). Pove¢an BMI, odnosno
povecana tjelesna tezina upucuje na povecani rizik za neke kroni¢ne bolesti poput hipertenzije,
kardiovaskularnih bolesti i dijabetesa tipa 1l (4). Napravljen je viSestupanjski model razvoja
dijabetesa. Za prvu fazu karakteristicno je dugo razdoblje inzulinske rezistencije i povecana masa
B-stanica gusterace. To stanje se moze javiti i nekoliko desetljeéa prije razvoja dijabetesa (2), stoga
je najraniji pokazatelj razvoja dijabetesa niska osjetljivost na inzulin u skeletnim misi¢ima. U stanju
predijabetesa poviSene razine inzulina u plazmi omogucéuju da razina glukoze u krvi bude
normalna. Medutim poviSena razina inzulina u plazmi poti¢e de novo lipogenezu pa se u jetri
nakuplja masnoca. Dakle masna jetra je prisutna prije pocetka dijabetesa tipa II (45). Druga faza je
razdoblje prilagodbe kad B-stanice ne kompenziraju neosjetljivost stanica na inzulin u tolikoj mjeri
pa razina glukoze u krvi varira od normalnih do povecanih vrijednosti. U tre¢oj fazi f-stanice vise
nisu sposobne kompenzirati neosjetljivost stanica na inzulin pa vrijednosti glukoze rastu, a razina
inzulina opada (2). Mikroangiopatije i makroangiopatije koje se smatraju posljedicama dijabetesa
zapravo se javljaju ve¢ u stanju predijabetesa. Od dijabetickih mikroangiopatija razlikujemo
retinopatije, nefropatije 1 neuropatije, a od makroangiopatija ishemijske src¢ane bolesti i mozdani

udar (46).

lako postoje dobro razjaSnjeni monogenski ¢imbenici koji povecavaju sklonost pretilosti,
zapravo je u vecini slucajeva uzrok pretilosti multifaktorijalan. Drugim rijecima, Cesto je vise
¢imbenika, a ne samo jedan koji utjece na razvoj pretilosti. Razvojem razli¢itih eksperimentalnih
zivotinjskih modela omoguceno je proucavanje i bolje shvacanje patogeneze metabolickih
sindroma poput dijabetesa tipa II te njihovo lijeCenje (47). Okolisni i bihevioralni ¢imbenici
svrstavaju se u multifaktorijalne ¢imbenike te imaju sve veci znacaj u razvoju bolesti. Modeli

pretilosti potaknuti prehranom koriste se za prouc¢avanje multifaktorijalnih uzroka pretilosti dok su
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genetski modificirani modeli bolji izbor za ispitivanje lijekova. Wistar i Sprague-Dawley Stakori
koriSteni su kao modeli pretilosti izazvani multifaktorijalnim ¢imbenicima, odnosno prehranom.
Mnogi Wistar i Sprague-Dawley Stakori postaju pretili kada su hranjeni energetski bogatom
hranom kao $to je dijeta bogata mastima i ugljikohidratima (engl. High Fat High Sucrose Diet,
HFHSD) (48). Prehrana bogata mastima uz vec¢i kalorijski unos specifi¢no smanjuje djelovanje
inzulina i leptina u srediSnjem ziv€anom sustavu ve¢ nakon nekoliko dana od pocetka dijete.
Njihova uloga u mozgu je obavjestavanje o zalihama masnog tkiva. U slu¢aju manjka inzulina i
leptina ili njihovog smanjenog djelovanja mozak dobiva signale da organizam gladuje te pojacava
apetit 1 pojaCano skladiSti mast. Javlja se zacarani krug gdje se pojacava apetit Sto je veci unos
hrane $to posljedi¢no dovodi do prekomjerne tjelesne tezine i pretilosti (49). Napravljena je studija
u kojoj su usporedeni Wistar i Sprague Dawley Stakori. Rezultati su pokazali da dijeta bogata
mastima povecava tjelesnu masu i masno tkivo, razinu leptina i adiponektina u plazmi, a smanjuje
oralnu toleranciju na glukozu u obje vrste Stakora. Wistar $takori su unosili vece koli¢ine hrane i
stoga su oni prije i viSe dobili na tjelesnoj tezini. Veéina metabolickih u¢inaka uzrokovanih dijetom
bogatom mastima bila je ranije otkrivena ili jaCe izrazena u Wistar §takora, ali unato¢ tome obje
vrste Stakora mogu se koristiti kao modeli pretilosti izazvani prehranom (48). U drugoj studiji
usporeden je utjecaj dijete bogate mastima na muske i1 zenske Stakore. I muski 1 zenski Stakori
dobili su na teZini, ali samo su muski Stakori postali pretili. Razlog tome su spolni hormoni zbog
kojih Zenski Stakori manje dobivaju na tezini u usporedbi sa muSkim Stakorima. Nakon
odstranjivanja jajnika zenski Stakori su dobivali na teZini jednako kao i muski $takori. Isto tako,
dijeta bogata mastima blago je promijenila sistemsku osjetljivost na inzulin kod muzjaka, ali ne i
kod Zenki. Inzulin je brZe odstranio viSak glukoze iz krvotoka kod Zenki, te je povratak glukoze na

pocetnu vrijednost kod njih bio sporiji (50).

Dosadasnje spoznaje govore kako je vec¢ 1 predijabetes bolest koju ima smisla lijeciti, a

metformin 1 liraglutid bi mogli imati povoljan ucinak §to se mozZe testirati na Zivotinjskom modelu.



2. HIPOTEZA

Povecana tjelesna tezina povecava zalihe Zeljeza u jetri i dopaminergi¢kim jezgrama mozga
zenki Sprague Dawley Stakora izlozenih masnoj i slatkoj hrani. Terapija metforminom i
liraglutidom smanjuje koli¢inu Zeljeza. Paralelno s nakupljanjem Zeljeza dolazi i do nakupljanja
amiloida koji poti¢e neurodegeneraciju, a davanje antidijabetika djeluje neuroprotektivno i

smanjuje koli¢inu amiloida.



3. CILJEVI

Ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1. Uporabom histolo§kog bojenja jetre Perlsovom metodom i imunohistokemijskim bojenjem
na antigen PCNA usporediti zalihe Zeljeza i regenerativnu sposobnost jetre zivotinja
izlozenih standardnoj dijeti i dijeti obogacenoj mastima i Secerima, a zatim procijeniti
utjecaj antidijabetika metformina i liraglutida na naredne dvije skupine zivotinja hranjene
mastima 1 Se¢erima.

2. Uporabom modifikacije histoloskog bojenja Pearls-DAB  na rezovima mozga |
imunohistokemijskim bojenjem na transferinske receptore procijeniti zalihe Zeljeza u
dopaminergickim jezgrama mozga kod 4 skupine Zivotinja.

3. Uporabom histoloSke boje Kongo crvene i imunohistokemijom na pTau procijeniti koli¢inu
amiloida i1 brojnost neurofibrilarnih snopova kao markera neurodegenerativnih promjena
na rezovima mozga u 4 skupine zivotinja.

4. Medusobno usporediti u¢inak metformina i liraglutida na zalihe Zeljeza u jetrenom i
mozdanom tkivu predijabetickih zivotinja.

5. Usporediti koli¢inu amiloida 1 neurofibrilarnih snopova u mozgu Zivotinja na standardnoj
dijeti 1 dijeti obogacenoj mastima 1 Secerima, a zatim medusobno usporediti Zivotinje
hranjene obogac¢enom dijetom koje nisu tretirane antidijabeticima sa skupinama koje su
tretirane antidijabeticima. Isto uciniti s imunoreaktivno$¢u na nNOS kao dodatnim

markerom neurodegeneracije.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj studije

Ovo istrazivanje je studija parova gdje su skupine bile zivotinje na standardnoj dijeti i
zivotinje na dijeti bogatoj mastima i Secerima, te zivotinje koje su pored masne i slatke hrane

tretirane antidijabeticima metforminom i liraglutidom.
4.2. Pokusne Zivotinje

Istrazivanje je napravljeno na arhivi tkiva koja je proizasla iz projekta ’Uloga oksidativnog
stresa u razvoju poremecéenog vaskularnog odgovora kod pretilih, predijabetickih Stakora starije
dobi tretiranih s metforminom 1 liraglutidom’ voditeljice prof. dr. Ines Drenjancevi¢. Studija je
odobrena od strane Etickog povjerenstva za istrazivanje Medicinskog fakulteta Osijek (Klasa: 602-
04/16-08/15; Broj: 2158-61-07-16-143; dana 16.prosinca 2016). Za ovaj dio istrazivanja zatrazeno
je dodatno eticko odobrenje koje je pozitivno rijeSeno (Klasa: 602-04/18-08/07; Broj: 2158-61-07-
18-105; dana 6.lipnja 2018). U studiji su obuhvacéene 32 Zenke Sprague Dawley Stakora podijeljene
u 4 skupine: 1. zivotinje na standardnoj dijeti, 2. Zivotinje na dijeti obogacenoj mastima i Se€erima,
3. zivotinje na obogacenoj dijeti tretirane metforminom, 4. Zivotinje na obogacenoj hrani tretirane
liraglutidom. Zivotinje su usle u studiju s navriena 44. tjedna starosti. Do 44. tjedna hranjene su
standardnom dijetom, a zatim su prebacene na dijetu koja odgovara njihovoj grupi. Trecoj i Cetvrtoj
skupini Zivotinja je nakon 6 tjedana hranjenja uvedena antidijabeticka terapija. Sve Zivotinje
Zrtvovane su u 64. tjednu starosti kada su prikupljena tkiva. Zrtvovanje je izvriilo osoblje
verificirano za rad s Zivotinjama. Tkiva su fiksirana 4% paraformaldehidom u trajanju od 48 sati
na +4°C, zatim krioprotektirana u rastu¢em gradijentu saharoze (10%, 20%, 30%) u PBS-u (engl.
Phosphate Buffered Saline) na +4 °C u trajanju potrebnom da tkiva potonu, odnosno dehidriraju
maksimalno za okruZenje u kojemu se nalaze. Nakon osmotske dehidracije, tkiva su smrznuta u

pothladenom 2-metilbutanu (Fisher chemicals) i pohranjena na -80 C do daljnjeg postupanja.
4.3. Metode

32 uzorka fiksiranog, krioprotektiranog i smrznutog mozga narezana su u koronarnom

smjeru na kriostatu (Leica CM3050S, Wetzlar, Njemacka) na 35um i do daljnje obrade spremljena
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u otopinu de Olmos (51) na -20°C. Rezovi isprani u 1xPBS-u od de Olmosa navuceni su na stakla
koja su presvucena zelatinom, osuseni na sobnoj temperaturi preko no¢i i obojani modificiranom
metodom Perls-DAB (Prusko modrilo) za dokazivanje malih koli¢ina Zeljeza. Susjedni rezovi su
obojani histoloSkim bojanjem Kongo crvenom (52) kojom se prikazuju plakovi amiloida 1
imunokemijskim bojanjima kojima se dokazuju transferin, nNOS i pTau. Za dokazivanje
transferina i pTau koriStena su biotinilirana kozja protu-misja protutijela (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc. West Grove, PA, SAD), a za dokazivanje nNOS kozja protu-

zeCja protutijela (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc. West Grove, PA, SAD).

Trideset dva uzorka fiksirane, krioprotektirane i smrznute jetre izrezana su na debljinu 20
um pomocu kriostata i do daljnje obrade spremljena u otopinu de Olmos na -20°C. Rezovi isprani
od de Olmosa navuceni su na predmetna zelatinirana stakla i osuSeni na sobnoj temperaturi preko
noc¢i. Nakon susSenja obojeni su histoloSkom bojom Prusko modrilo (metoda po Perlsu) (53) kojom
se dokazuje prisutnost Zeljeza, a vidljivost reakcije je pojacana inkubiranjem u otopini
diaminobenzidina (DAB, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Na rezovima jetre radilo
se imunohistokemijsko bojanje pomocu kozjih protu-misjih protutijela (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc. West Grove, PA, SAD) kojim se dokazuje antigen proliferacije PCNA.
Histoloski preparati su fotografirani pod mikroskopom (Zeiss Axio MOT 2, Jena, Germany) s
kamerom Olympus DP-70 i kvantificirani u programu ImageJ v.1.80 s njegovim FIJI dodatkom

(engl. plugin).

4.3.1. Metoda Perls-DAB (Prusko modrilo)

Rezovi jetri 1 mozgova izvadeni su iz de Olmosa 1 isprani u PBS-u te navuceni na
Zelatinirana stakla. Uslijedilo je uranjanje preparata u destiliranu vodu na 5 minuta i inkubacija u
Pruskom modrilu sat vremena. U pripremi rezova koji sluze kao negativna kontrola (K) preskocen
je korak inkubacije u Pruskom modrilu. Sastav Pruskog modrila ¢ini jedan dio 4% kalijevog
ferocijanida K4[Fe(CN)e], dva dijela destilirane vode i jedan dio 0,2N klorovodi¢ne kiseline (HCI).
Nakon inkubacije preparati se uranjaju u destiliranu vodu dva puta po 5 minuta. Pripremljena je
otopina 1% vodikovog peroksida (H202) i metanola u kojoj su preparati inkubirani 75 minuta na
blokiranje aktivnosti endogenih peroksidaza i sprije¢avanje pozadinskog obojenja, odnosno lazno

pozitivnih rezultata. Sljede¢i korak je razvijanje u DAB-u koji je pripravljen po uputama
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proizvodaca. DAB omogucuje vizualizaciju nakupina Zeljeza u tkivu. Kalijev ferocijanid ima
pseudoperoksidazno svojstvo zbog kojeg oksidira supstrat DAB i nastaje obojenje. Za razvijanje
DAB-a u tkivima jetre bile su potrebne 3 minute, a za tkiva mozga 10 minuta. Ponovno su preparati
isprani u destiliranoj vodi dva puta po 5 minuta i kona¢no pokriveni Vectamount pokrivalom za
imunohistokemijske preparate (Vector Laboratories, Burlingame, CA, SAD) i pokrovnim

stakalcem.
4.3.2. Odredivanje amiloidnoh plakova (Kongo crvenilo)

Nakon §to su izvadeni iz de Olmosa, rezovi mozgova isprani su 3 puta po 10 minuta u 1x
PBS-u i zatim stavljeni u destiliranu vodu na 30 sekundi. Slijedila je inkubacija od 7 minuta u
otopini Kongo crvenila (Congo red 0.1%, 50%-tni etanol do 100ml). Rezovi su isprani dva puta
vodom iz slavine na 30 sekundi potom prebaceni u otopinu diferencijatora (natrijev hidroksid 0.2%,
80%-tni etanol do 100ml) do obezbojenja. Nakon toga rezovi su isprani u destiliranoj vodi jos tri
puta po 30 sekundi i navueni na Zelatinirana stakla. Preparati su osuSeni na zraku na sobnoj
temperaturi te pokriveni Vectashield medijem za pokrivanje (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, SAD) i pokrovnicama.

4.3.3. Odredivanje transferina i pTau

Nakon vadenja iz de Olmosa rezovi su isprani tri puta u 1x PBS-u. U svrhu blokiranja
endogenih peroksidaza rezovi su stavljeni u predtretman s 1% vodikovim peroksidom dva puta po
20 minuta. Rezovi su prebaceni u blokiraju¢u otopinu te inkubirani na +4°C tijekom 4 sata uz stalno
mijesanje kako bi se blokiralo nespecificno vezanje protutijela. Sadrzaj blokirajuce otopine je 1%
BSA (engl. Bovine Serum Albumin) bez detergenta, 5% kozjeg seruma u 1x PBS. Polovica rezova
prebacena je u otopinu primarnog protutijela na transferin (Gibco, Invitrogen, Auckland, NZ), a
druga polovica u otopinu primarnog protutijela na pTau (Millipore, Temecula, CA, SAD).
Protutijela za transferin i pTau su pripravljena razrjedivanjem u blokirajucoj otopini u omjeru
1:500. Uslijedila je inkubacija preko no¢i na +4 °C uz stalno mijesSanje,a nakon inkubacije rezovi
su isprani tri puta po 10 minuta u 1xPBS-u. Kod rezova koji sluze kao negativne kontrole
preskacemo korak inkubacije u primarnom protutijelu. Rezovi su premjeSteni u otopinu
sekundarnog kozjeg protu-misjeg protutijela (Jackson ImmunoResearch, 130120) razrijedenog u

blokiraju¢oj otopini u omjeru 1:500. Inkubacija se radila na +4°C uz neprestano mijeSanje u
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trajanju od 4h. Rezovi su potom isprani tri puta po 10 minuta u 1x PBS-u te premjeSteni u otopinu
tercijarnog kompleksa (1:250 avidin + 1:250 biotin HRP, Vector Laboratories, Burlingame, CA,
SAD) i tako su inkubirani 2 sata na +4°C uz neprekidno mijesanje. Nakon inkubacije u tercijarnom
kompleksu rezovi su isprani 3 puta po 10 minuta u 1XPBS-u i jednom po 10 minuta u 1XTBS-u
(engl. Tris Buffered Saline). Uslijedila je vizualizacija imunoreaktivnosti u DAB-u ¢ije je razvijanje
za transferin trajalo 3 minute, a za pTau 3 minute i 30 sekundi. Vrijeme razvijanja DAB-a jednako
je za sve grupe Zivotinja. Rezovi su zatim navuceni na predmetna stakla, osuseni na zraku na sobnoj
temperaturi te pokriveni Vectamount pokrivalom za imunohistokemijske preparate (Vector

Laboratories, Burlingame, CA, USA) i pokrovnim stakalcem.
4.3.4. Odredivanje nNOS

Rezovi mozgova izvadeni iz de Olmosa isprani su tri puta 1x PBS-om. Uslijedio je
predtretman 1% vodikovim peroksidom dva puta po 20 minuta uz neprekidno mijesanje na +4°C.
Pripremljena je blokiraju¢a otopina u kojoj su rezovi bili inkubirani 4 sata. Blokirajucu otopinu
¢ini 5% kozjeg seruma, 1% detergenta TRITON 100X i BSA dopunjen do 100%. Za pravljenje
otopine primarnog protutijela koriStena je blokirajua otopina bez detergenta, a primarno
protutijelo (Chemicon, Temecula, CA, SAD) dodano je u omjeru 1:1000. Uslijedila je inkubacija
preko noc¢i na +4°C uz neprekidno mijesanje. Rezovi su isprani tri puta po 10 minuta u 1x PBS-u i
potom premjesteni u otopinu sekundarnog kozjeg protu-zecjeg protutijela (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc. West Grove, PA, SAD) priredenog s blokiraju¢om otopinom
u omjeru 1:1000. Inkubacija je trajala 4 sata. Rezovi su isprani tri puta po 10 minuta u 1x PBS-u i
nakon toga su inkubirani u otopini tercijarnog kompleksa (1:250 avidin + 1:250 biotin HRP, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, SAD) kroz 2 sata na +4°C uz neprestano mijeSanje. Rezovi su
ponovno isprani tri puta po 10 minuta u 1x PBS-u i jednom u 1x TBS-u te razvijeni u DAB-u kroz
2 minute i 30 sekundi i zatim navuceni na stakla. OsusSeni su na zraku na sobnoj temperaturi i
pokriveni Vectamount pokrivalom za imunnohistokemijske preparate (Vector Laboratories,

Burlingame, CA, USA) i pokrovnim stakalcem.
4.3.5. Odredivanje PCNA

Rezove jetri koje su izvadene iz de Olmosa isprane su citratnim puferom pH=6 (Na;HPO4

0,128mol/dm?, monohidrat limunska kiselina 0,0357mol/dm?®) na temperaturi od 95°C kroz jedan
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sat 1 nakon toga su stavljene na hladenje. Tijekom fiksacije tkiva nastale su krizne reakcije
formalina sa amino skupinama proteina $to je rezultiralo stvrdnjavanjem tkiva i maskiranjem
antigena. Citratni pufer se koristi kako bi se pokidale veze izmedu formalina i proteina i na taj
nacin otkrili antigeni. Uslijedio je predtretman 1% vodikovim peroksidom dva puta po 20 minuta.
Rezovi su potom prebaceni u blokirajucu otopinu 1 tako su inkubirani 4 sata na +4°C uz stalno
mijesanje. Priredena je otopina primarnog protutijela na PCNA antigen (Santa Cruz Biotechnology,
Inc. Dallas, Texas, SAD) s blokiraju¢om otopinom u omjeru 1:1000. U takvoj otopini rezovi su
inkubirani preko no¢i na +4°C uz neprekidno mijesanje na tresilici. Nakon inkubacije slijedilo je
ispiranje tri puta po 10 minuta u 1x PBS-u i prebacivanje rezova u otopinu sekundarnog kozjeg
protu-misjeg protutijela (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc. West Grove, PA, SAD) koje
je takoder pripravljeno sa blokiraju¢om otopinom, ali u omjeru 1:500. Inkubacija na +4°C uz
neprestano mijeSanje trajala je 4 sata. Rezovi su isprani tri puta po 10 minuta u 1xPBS-u. Zatim su
prebaceni su u otopinu tercijarnog kompleksa (1:250 avidin + 1:250 biotin HRP, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, SAD) na 2 sata uz neprekidno mijesSanje na +4°C. Po zavrsetku
inkubacije, uzorci su isprani tri puta u 1x PBS-u po 10 minuta, te jednom u 1x TBS-u kroz 10
minuta. Uslijedila je vizualizacija imunoreaktivnosti u DAB-u ¢ije je razvijanje trajalo 90 sekundi.
Vremena razvijanja jednaka su za sve grupe. Rezovi su navuceni na stakla, osuSeni na zraku na
sobnoj temperaturi i potom pokriveni Vectamount pokrivalom za imunohistokemijske preparate
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) i pokrovnim staklom.

4.4. StatistiCke metode

Normalnost raspodjele numerickih varijabli testirana je Saphiro-Wilkovim testom. U
sluc¢aju normalne raspodjele numericki podaci opisani su aritmetickom sredinom i standardnom
devijacijom, a u ostalim slucajevima medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Razlike
numerickih varijabli normalno raspodijeljenih izmedu dviju nezavisnih skupina testirane su
Studentovim t-testom, a u slucaju odstupanja od normalne raspodjele Mann-Whitneyevim U-
testom. Sve su P-vrijednosti dvostrane. Za ocjenu znacajnosti dobivenih rezultata odabrana je
razina znacajnosti a = 0,05. Statisticka obrada napravljena je u programu Statistica 12 (Quest

Software Inc., Aliso Viejo, CA, SAD).
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5. REZULTATI

U tkivima mozga 4 skupine zenki Sprague Dawley Stakora mjeren je intenzitet obojenja
histoloskog zeljeza, transferina, proteina pTau i NNOS-a. U mozgovima bojanim Kongo crvenom
kvantificirani su pikseli zutog tonaliteta za koje smo smatrali da predstavljaju amiloid. Mjerenja na
mozgu radena su u regiji substantia nigra (SN). Takoder, usporeden je intenzitet obojenja
histoloskog Zeljeza 1 antigena PCNA u jetrima 4 skupine Stakora. Mjerenja su radena na dva mjesta
u jetri — periferno uz kapsulu i centralno uz portalnu venu jer su ova mjesta funkcionalno razlicita.
Cetiri skupine $takora o kojima se govori dalje u tekstu su: skupina na standardnoj prehrani (SD),
skupina na masnoj 1 slatkoj prehrani (HFHSD), skupina HFHSD Zivotinja tretirana metforminom

(HFHSD-M) i skupina HFHSD zivotinja tretirana liraglutidom (HFHSD-L).
5.1. Nakupljanje Zeljeza u stanicama SN kod Zenki izloZenih HFHSD i antidijabeticima

U mozgu intenzitet obojenja histoloskog Zeljeza slijedi normalnu distribuciju u slucaju
usporedbe SD skupine sa HFHSD i HFHSD-L te u slu¢aju medusobne usporedbe HFHSD i
HFHSD-L skupina. Intenzitet obojenja u sluc¢aju usporedbe HFHSD-M skupine sa SD i HFHSD
skupinama ne slijedi normalnu distribuciju. Najnize razine zeljeza u SN imaju HFHSD Zenke (X =
19,602, SD=5,287) dok najvise razine imaju HFHSD-L (x = 35,038, SD=6,628). HFHSD
znacajno snizava razine zeljeza u SN u odnosu na SD prehranu (p<0,001). Oba antidijabetika
dovode do zna¢ajnog povecanja Zeljeza i U 0dnosu na SD i u odnosu na HFHSD Zivotinje (p<0,001)
(Slike 11 2).
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Slika 1. Prikaz rezultata histoloskog bojenja Perls-DAB za dokazivanje prisutnosti zeljeza u

strukturi SN zenki izlozenih HFHSD 1 antidijabeticima. Povecanje 400x, veli¢ina skale 50um.
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Slika 2. Razlike u koli¢ini nakupljenog Zeljeza dobivene Pearls-DAB tehnikom u 4 skupine
zivotinja u strukturi SN. Mann-Whitney U test i T-test za nezavisne uzorke. * statisti¢ka znacajnost

<0.05; ** statistiCka znacajnost <0.005; ***statisticka znacajnost <0.001

5.2. Nakupljanje Zeljeza u stanicama jetre periferno i centralno kod Zenki izloZzenih HFHSD

I antidijabeticima

Intenzitet obojenja histoloSkog Zeljeza u periferno u jetri ne slijedi, dok centralno u jetri
slijedi normalnu distribuciju. Koli¢ina zeljeza periferno u jetri podjednaka je u 3 skupine zivotinja:
SD, HFHSD i HFHSD-L, no treba napomenuti da HFHSD-L zivotinje imaju najve¢u medusobnu
varijabilnost. HFHSD-M zivotinje imaju zna¢ajno snizenje u odnosu na sve ostale skupine

(p<0,001) (Slike 31 4).
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Slika 3. Razlike u koli¢ini nakupljenog zeljeza dobivene Pearls-DAB tehnikom u 4 skupine
Zivotinja u jetri periferno. Mann-Whitney U test. * statisticka znacajnost <0.05; ** statisticka

znacajnost <0.005; ***statisticka znacajnost <0.001

PERIFERNO
HFHSD HFHSD-M HFHSD-L

Slika 4. Prikaz rezultata histoloskog bojenja Perls-DAB za dokazivanje prisutnosti zeljeza u jetri

periferno Zenki izlozenih HFHSD i antidijabeticima. Povecanje 400x, veli¢ina skale 50pm.
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Koli¢ina zeljeza centralno u jetri podjednaka je u 3 skupine zivotinja: SD, HFHSD-M i
HFHSD-L, no treba napomenuti da HFHSD zivotinje imaju znacajno vise vrijednosti od svih
drugih skupina (p<0,001). Takoder HFHSD-L ima znacajno vise vrijednosti od HFHSD-M
(p<0,05), ali su te obje vrijednosti bliske SD vrijednostima (Slike 5 i 6).
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Slika 5. Razlike u koli¢ini nakupljenog zeljeza dobivene Pearls-DAB tehnikom u 4 skupine
zivotinja u jetri centralno. T-test za nezavisne uzorke. * statisticka znacajnost <0.05; ** statisticka

znacajnost <0.005; ***statisticka znacajnost <0.001
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Slika 6. Prikaz rezultata histoloSkog bojenja Perls-DAB za dokazivanje prisutnosti Zeljeza u jetri

centralno Zenki izlozenih HFHSD i antidijabeticima. Povecanje 400x, veli¢ina skale 50um.
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5.3. Ekspresija transferinskih receptora u stanicama SN kod Zenki izloZzenih HFHSD i

antidijabeticima

Ekspresija transferinskih receptora u mozgu u slijedi normalnu distribuciju u slu¢aju usporedbe
SD skupine sa skupinama HFHSD, HFHSD-M i HFHSD-L. Kod usporedbe HFHSD-M skupine
sa HFHSD skupinom nije primije¢ena normalna distribucija. Najmanja ekspresija je u HFHSD-L
zivotinja. HFDSD zivotinje imaju znacajan pad transferina u odnosu na SD (p<0,05), a HFHSD-
M imaju rast u odnosu na SD i HFHSD (p<0,001) (Slike 7 i 8).
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Slika 7. Razlike u ekspresiji transferinskih receptora dobivene imunohistokemijskom metodom u
4 skupine Zivotinja u strukturi SN. Mann-Whitney U test i T-test za nezavisne uzorke. * statisticka

znacajnost <0.05; ** statistiCka znacajnost <0.005; ***statisticka znacajnost <0.001
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Slika 8. Prikaz rezultata imunohistokemijskog bojenja za dokazivanje prisutnosti transferinskih
receptora u strukturi SN Zenki izlozenih HFHSD i antidijabeticima. Povecanje 400x, veli¢ina skale

S0pm.
5.4. Ekspresija nNOS u stanicama SN kod Zenki izloZenih HFHSD i antidijabeticima

Prilikom ispitivanja Stakora na nNOS pokazalo se da nema imunopozitivnih stanica u SN
regiji mozga (Slika 9). Valjanost protutijela na nNOS potvrdena je u hipokampusu mozga gdje se
mogu vidjeti imunopozitivne stanice (Slika 10).

K SD HFHSD HFHSD-M HFHSD-L

Slika 9. Prikaz rezultata imunohistokemijskog bojenja za dokazivanje prisutnosti nNOS u strukturi

SN Zenki izlozenith HFHSD 1 antidijabeticima. Povecanje 400x, veli¢ina skale 50pm.
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Slika 10. Prikaz rezultata imunohistokemijskog bojenja za dokazivanje prisutnosti nNOS u

hipokampusu Zenki izloZzenih HFHSD i antidijabeticima. Poveéanje 400x, veli¢ina skale 50um.
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5.5. Nakupljanje amiloida u stanicama SN kod Zenki izloZzenih HFHSD i antidijabeticima

Koli¢ina amiloida u mozgu Stakora ne slijedi normalnu distribuciju. Statisticki znacajna
razlika u koli¢ini amiloidnih plakova postoji samo izmedu SD i HFHSD-L skupine (p<0,05) s tim
da SD skupina pokazuje vece obojenje (Slike 11 i 12).
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Slika 11. Razlike u koli¢ini amiloida dobivene histoloskom metodom Kongo crvenog bojenja u 4
skupine zivotinja u strukturi SN. Mann-Whitney U test. * statisticka znacajnost <0.05; **

statisticka znacajnost <0.005; ***statistiCka znacajnost <0.001
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Slika 12. Prikaz rezultata histoloskog bojenja Kongo crvenog za dokazivanje prisutnosti amiloida

u strukturi SN Zenki izlozenih HFHSD i antidijabeticima. Povecanje 400X.
5.6. Nakupljanje pTau u stanicama SN kod Zenki izloZenih HFHSD i antidijabeticima

Intenzitet obojenja proteina pTau statisticki znacajno se ne razlikuje izmedu 4 skupine
Stakora (Slika 13).

K SD HFHSD HFHSD-M HFHSD-L

Slika 13. Prikaz rezultata imunohistokemijskog bojenja za dokazivanje prisutnosti pTau agregata

u strukturi SN zenki izloZenth HFHSD 1 antidijabeticima. Povecanje 400x, veli¢ina skale SOum.
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5.7. Ekspresija PCNA u stanicama jetre periferno i centralno kod Zenki izloZenih HFHSD i

antidijabeticima

Intenzitet obojenja jezgri kao marker ekspresije antigena PCNA periferno u jetri pokazuje
normalnu distribuciju. Centralno u jetri normalna distribucija postoji kod usporedbe HFHSD
skupine sa HFHSD-M i HFHSD-L skupinama. Normalna distribucija nije primije¢ena kod
usporedbe SD skupine s ostalim trima skupinama Stakora. U jetri periferno HFHSD-L skupina ima
najvece vrijednosti u odnosu na sve ostale skupine (p<0,001). HFHSD-M skupina ima najnize

vrijednosti u odnosu na sve ostale skupine (p<0,001) (Slike 14 i 16).
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Slika 14.. Razlike u ekspresiji PCNA dobivene imunokemijskom metodom u 4 skupine Zivotinja u
jetri periferno. T-test za nezavisne uzorke. * statisticka znacajnost <0.05; ** statisti¢ka zna¢ajnost

<0.005; ***statisticka znacajnost <0.001
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Kao i periferno, centralno u jetri HFHSD-L imaju najvise vrijednosti od svih skupina, a
razlika je znacajna u svih skupina osim u HFHSD-M (SD p<0,001, HFHSD p<0,05) (Slike 15 i
17).
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Slika 15. Razlike u ekspresiji PCNA dobivene imunokemijskom metodom u 4 skupine zivotinja u
jetri centralno. Mann-Whitney U test i T-test za nezavisne uzorke. * statisticka zna¢ajnost <0.05;

** statisticka znacajnost <0.005; ***statistiCka znacajnost <0.001
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Slika 16. Prikaz rezultata imunohistokemijskog bojenja za dokazivanje prisutnosti PCNA u jetri

periferno Zenki izlozenih HFHSD i antidijabeticima. Povecanje 400x, veli¢ina skale 50pm.
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CENTRALNO
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Slika 17. Prikaz rezultata imunohistokemijskog bojenja za dokazivanje prisutnosti PCNA u jetri

centralno zenki izlozenih HFHSD i antidijabeticima. Povecanje 400x, veli¢ina skale 50pum.
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6. RASPRAVA

Zenke Sprague Dawley $takora koje su koristene u ovom istraZivanju pokazivale su
metaboli¢ke promjene karakteristi¢ne za predijabeticko stanje (prema GTT testu). Dijabetes tipa Il
je bolest koja moze biti uzrokovana prekomjernom tjelesnom tezinom i pretilos¢u (6). Predijabetes
je stanje koje prethodi dijabetesu, a karakterizira ga smanjena osjetljivost tkiva na inzulin. Razine
inzulina i glukoze u krvi mijenjaju se ovisno o kojem stadiju predijabetesa se radi. U pocetku je
razina glukoze normalna zbog kompenzacije inzulinom, ali je razina inzulina poviSena. Kasnije
kompenzatorni mehanizam inzulina slabi pa razine glukoze mogu biti normalne ili povisene, a kada

se kompenzatorni mehanizam inzulina potpuno iscrpi razine glukoze rastu, a inzulina padaju (2).

HistoloSkim bojenjem Zeljeza Perlsovom metodom pokazalo se da u centralnom dijelu jetre
najvise zeljeza ima HFHSD skupina (Slika 5). U stanju pretilosti, koje je ujedno i kroni¢no upalno
stanje, $alju se signali za pohranu Zeljeza u tkiva, a svrha im je oksidirati suviSak glukoze i masti
koji stizu prehranom (7). Ostale skupine imaju podjednake zalihe Zeljeza (Slika 5). Povecana
koli¢ina Zeljeza HFHSD skupine u odnosu na SD skupinu ukazuje na to da debljanje dovodi do
skladiStenja Zeljeza. Skupine na masnoj i1 slatkoj prehrani tretirane antidijabeticima imaju
podjednake kolic¢ine uskladistenog Zeljeza sli¢ne kao SD skupina §to govori o pozitivnom u¢inku
antidijabetika. U jetri periferno u lobulima najmanje Zeljeza ima HFHSD-M dok ostale skupine
imaju podjednako Zeljeza (Slika 3). HFHSD-L imaju najve¢u medusobnu varijabilnost mozda bas
uslijed djelovanja lijeka. Periferno u jetri promjene nastaju s odredenim odstupanjem za razliku od
centralnog dijela zbog slabije prokrvljenosti periferije. MoZemo pretpostaviti da metformin ima
povoljnije djelovanje od liraglutida s obzirom da se na periferiji uo€ava sniZzenje Zeljeza kod

HFHSD-M skupine.

Rezultati bojenja Zeljeza u mozgu Perlsovom metodom su pokazali kako HFHSD prehrana
ne povecava zalihe zeljeza u SN regiji mozga, ali zato antidijabetici itekako povecavaju. O¢ekivano
je da HFHSD skupina ima najvece zalihe zeljeza no dogodilo se upravo suprotno — HFHSD skupina
ima najmanje zalihe Zeljeza, dok HFHSD-L ima najviSe. HFHSD-M skupina ima ne$to manje
zeljeza od HFHSD-L (Slika 2). Ocekivanja su temeljena na istrazivanjima koja su pravljena
uglavnom na muzjacima dok je ovo istrazivanje spolno specifi¢no i bazirano na Zenkama. Uzrok
povecanju zaliha Zeljeza u HFHSD-M moze biti djelovanja estradiola. Estradiol ima brojne

funkcije u tijelu, a neke od njih su i smanjivanje upale. Smanjivanjem upale smanjuje se i
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nakupljanje zeljeza u tkivu (54). Primije¢eno je kako metformin utjeCe na smanjenje razine
estrogena $to umanjuje protuupalni uc¢inak i moze objasniti nakupljanje zeljeza u nekim tkivima.
Ipak, na X kromosomu ima mnostvo gena koje muzjaci na Y kromosomu nemaju stoga je limitirano
sve razlike muzjaka i Zenki objaSnjavati estrogenom (55). Liraglutid ima nesto drugacije djelovanje
od metformina te je naglaSen njegov anorekti¢ni ucinak. Naime, liraglutid pojacava osjecaj sitosti
i usporava praznjenje zeluca §to vjerojatno postize otpustanjem dopamina (56). Dopamin je u vecoj
koli¢ini Stetan ako se nalazi unutar stanice, a nije akumuliran u sinaptickim vezikulama. Kako bi
se sprijecilo njegovo Stetno djelovanje on se pregraduje u neuromelanin, pigment koji veze zeljezo
da sprijeci oksidativni stres. Isto tako vezanje Zeljeza u neuromelanin sprjecava da zeljezo oksidira
dopamin u toksi¢ne spojeve. Nakupljanje veéih koli¢éina neuromelanina dovodi do
neurodegenerativnih promjena (57). Poznato je da hrana izaziva poplavu dopamina koja dovodi do
euforije pa tako i hrana moze izazvati ovisnost. Cestim i prekomjernim unosom hrane neuroni su
bombardirani dopaminom te kako bi se zastitili od Stetnog djelovanja dopamina nakon nekog
vremena smanjuju ekspresiju dopaminskih receptora i ulazak dopamina (56). Neuromelanin ostaje
nakupljen u stanici iako je ulazak dopamina kasnije smanjen. S obzirom da neuromelanin veze

zeljezo to bi objasnilo zasto HFHSD-L skupina ima najvece zalihe Zeljeza.

Razlika u zalihama zeljeza u jetri i mozgu HFHSD-L skupine postoji zbog mehanizma
djelovanja antidijabetika. Liraglutid utje¢e na neuromelanin u mozgu koji u jetri ne postoji stoga
nema pojacanog nakupljanja Zeljeza. Objasnjenje za sniZenje Zeljeza centralno u jetrit HFHSD-M
skupine u odnosu na HFHSD skupinu jo$ nemamo pa bi valjalo napraviti i bojenje na transferinski
receptor kako bismo ispitali je li sniZzenje Zeljeza kod HFHSD-M povezano sa sniZzenjem ekspresije

transferinskih receptora.

Imunohistokemijskim bojenjem mjerili smo ekspresiju transferinskih receptora u mozgu u
regiji SN. Najmanja ekspresija transferinskih receptora zabiljezena je u HFHSD-L Zivotinja (Slika
7) i ovo je obrnuto od ocekivanja jer u ostale 3 skupine ekspresija transferina slijedi isti trend kao
i skladistenje Zeljeza (Slika 2). Transferin je protein koji Zzeljezo doprema unutar stanice stoga je
za ocekivati da u stanju upale imamo povecanu koliinu Zeljeza u stanici uslijed povecane
ekspresiju transferinskih receptora na povrsini stanice — $to bi bilo tipicno za stanje predijabetesa
u kojem se nalaze nase zivotinje (12). Iako je opisano kako vecéa ekspresija transferinskih receptora

nuzno ne podrazumijeva i veci unos zeljeza u stanice (13), tesko je povjerovati da je slucajnost da
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u skupinama s velikim zalihama Zeljeza imamo i ve¢u ekspresiju transferinskih receptora. Stoga je
logi¢no pretpostaviti da se u slu¢aju HFHSD-L skupine dogodilo razdvajanje do tada medusobno

ovisnih procesa — unosa zeljeza i veli¢ine njegovog skladista.

Ekspresija nNOS mjerena je imunohistokemijskim bojanjem SN regije mozga. Pokazalo se
da u SN regiji nema nNOS imunopozitivnih stanica. Neuralnu NOS treba kvantificirati u drugim
regijama mozga, primjerice u hipokampusu koji ima posebno istrazivana svojstva plasti¢nosti, ali

to nije tema ovog zavrsnog rada.

Kongo crvenim bojenjem pokusali smo prikazali nakupine amiloida. HFHSD-L skupina
imala je najmanje piksela zutog tonaliteta $to bi ukazivalo i na najmanju koli¢inu amiloda, dok je
SD skupina imala najvise takvih piksela. Ovo bojenje je odraz metabolizma SN stanica i tu se
zapravo radi od autofluorescenciji monoamina, a ne 0 amiloidnim plakovima stoga treba napraviti
imunohistokemijsko bojenje protutijelima na amiloid kako bi se izbjegli lazno pozitivni i lazno

negativni rezultati radi autofluorescencije mozga.

Fosforilacijom Tau proteina postize se njegova funkcija vezanja na mikrotubule (25,26). U
slu¢aju hiperinzulinemije dolazi do hiperfosforilacije Sto djeluje potpuno suprotno — smanjuje se
afinitet vezanja za mikrotubule pa se od nevezanog Tau stvaraju agregati (27, 28). Tau agregati,
isto kao 1 agregati amiloida sudjeluju u patogenezi Alzheimerove bolesti. Postoji razlika izmedu
amiloida u dijabetesu 1 Alzheimeru, ali smatra se da koriste iste Saperone za svoje smatanje pa su
oni moguca poveznica dijabetesa i Alzheimerove bolesti (35). Imunohistokemijskim bojenjem
pTau proteina nisu dobiveni statisticki znacajni rezultati vezano za razlike izmedu pojedinih
skupina. Ocekivani rezultat bio bi povecana koli¢ina pTau agregata kod HFHSD skupine zbog
hiperinzulinemije no ta pretpostavka je temeljena na istrazivanjima koja su pravljena uglavnom na
muzjacima. NaSa studija radena je iskljuivo na Zenkama stoga rezultati nisu u potpunosti
usporedivi. U buduéim istrazivanjima valjalo bi ispitati nakupljanje pTau u regijama u kojima
pocinju prve promjene fosforilacije Tau te se iz njih Sire u druge regije. Fosforilacija pocinje u
entorinalnoj regiji 1 prvo se $iri u hipokampus (58), stoga bi te regije bile prve koje treba istraziti.
Isto tako treba ispitati postojanje drugih izoformi pTau u ciljnim regijama mozga te usporediti
ukupnu koli¢inu Tau proteina u mozgu s koli¢inom u pojedinoj populaciji stanica. Postoje druge
metode vizualizacije osim imunohistokemije koje treba uzeti u obzir, poput imunofluorescencije i

Western blota.
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PCNA je marker regeneracije i ukazuje na oste¢enje koje se pokusava popraviti (36). Radili
smo imunohistokemijsko bojenje periferno i centralno u jetri na antigen PCNA. HFHSD-M ima
najmanju ekspresiju PCNA u perifernom dijelu lobula $to ukazuje na najmanje ostecenje jetre u
odnosu na ostale skupine (Slika 14). Treba naglasiti da HFHSD-M imaju i najmanje zalihe Zeljeza
periferno u jetri (Slika 3). Suprotno tome, drugi antidijabetik (liraglutid) ima najvecu ekspresiju
antigena PCNA u periferiji (Slika 14), ali zalihe zeljeza mu se ne razlikuju u zna¢ajnoj mjeri od
HFHSD 1 SD skupina. MoZemo primijetiti da ekspresija antigena PCNA i zalihe Zeljeza ne
koreliraju. HFHSD-L i centralno u jetri ima najvecu ekspresiju antigena PCNA. SD skupina
centralno ima najmanju ekspresiju $to je i u skladu s ocekivanjima jer se smatra da skupina na
standardnoj prehrani ne bi trebala imati oSte¢enja jetre. HFHSD pokazuje veéu ekspresiju od SD
skupine $to znaci da ve¢ i samo debljanje dovodi do ostecenja centralnog dijela lobula (Slika 15).
Jetre bi valjalo obojati Sudan Black i Oil Red bojama kako bi se ovaj rezultat doveo u korelaciju s
masnom degeneracijom jetre do koje dolazi u pretilosti i predijabetesu. Treba pretpostaviti da do
nakupljanja masti prvo dolazi centralno, a zatim periferno u lobulima te da metformin mozda ima

povoljniji u¢inak na jetru od liraglutida.

Ne postoji jednostavno objasnjenje svih nasih rezultata i u nekim slucajevima su se rezultati
pokazali upravo kontradiktorni onome $to se ocekivalo no uvjeti raznih eksperimenata su bili
razli¢iti, s naglaskom na spol Zivotinja. Kako bismo to¢no razumijeli o ¢emu se radi treba
usporedivati podatke koji su sakupljeni od istih Zivotinja koje su Zivjele u identicnim uvjetima te
ispitivati potrebne biljege na vise razli¢itih nacina kako bi dobiveni podaci bili vjerni prikaz stanja

u organizmu, bez lazno pozitivnih i laZzno negativnih rezultata.
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7. ZAKLJUCAK

Provedeno istrazivanje i dobiveni rezultati dovode do sljedec¢ih zakljucaka:

1. U jetri dolazi do veceg nakupljanja Zeljeza i ekspresije antigena PCNA kod zenki Sprague
Dawley Stakora koje su bile na prehrani obogacenoj mastima i $ec¢erima u odnosu na
zivotinje na standardnoj prehrani. Antidijabetik metformin smanjio je zalihe Zeljeza i
oStecenje jetre u odnosu na zivotinje na obogacenoj prehrani, a liraglutid je smanjio zalihe
zeljeza, no ne i oSteéenje jetre.

2. U regiji mozga substantia nigra ne dolazi do pove¢anog nakupljanja Zeljeza kod Zivotinja
na obogacenoj prehrani u odnosu na skupinu na standardnoj prehrani, a antidijabetici su
povecali zalihe Zeljeza kod zivotinja na obogacenoj prehrani. Povecanje zaliha zeljeza prati
povecéanje ekspresije transferinskih receptora kod svih skupina osim one na obogacenoj
prehrani tretirane liraglutidom.

3. Histoloskom bojom Kongo crvenom dobiveni su lazno pozitivni rezultati na amiloid, a
imunohistokemijom na pTau i nNOS nisu dobiveni statisticki znacajne razlike izmedu

pojedinih skupina.
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8. SAZETAK

Uvod: Pretilost je rizi¢ni faktor za razvoj dijabetesa tipa II. Dijabetes je bolest koju karakterizira
hiperglikemija, rezistencije na inzulin te kroni¢na upala. Sukladno tome u organizmu se mijenja
metabolizam zeljeza u jetri i mozgu te dolazi do oSteCenja tkiva. Pomocu predijabetickih zivotinja

moguce je pratiti patofizioloSke promjene te utjecaj lijekova na njih.

Ciljevi: U 4 skupine Zivotinja koje su na 1. standardnoj dijeti (SD), 2. dijeti oboga¢enoj mastima i
SeCerima (HFHSD), 3. obogadenoj dijeti, a potom tretirani antidijabeticima metforminom
(HFHSD-M) i 4. liraglutidom (HFHSD-L) procijeniti sadrzaj Zeljeza u jetri i regiji substantia nigra
(SN) bojenjem Perlsovom metodom, a u SN regiji imunohistokemijom na transferinski receptor.
Imunohistokemijski procijeniti regenerativnu sposobnost jetre. Kongo crvenom procijeniti koli¢inu

amiloida u SN regiji, a imunohistokemijski koli¢inu neurofibrilarnih snopova.

Materijali i metode: U studiju su ukljucene 32 Zenke Sprague Dawley Stakora podijeljene u 4
skupine: 1. SD, 2. HFHSD, 3. HFHSD-M i 4. HFHSD-L. Histoloskim bojenjima Perlsovom
metodom i Kongo crvenom obojani su zeljezo i amiloid. Imunohistokemijski, pomoéu protutijela
na transferinski receptor, fosforilirani Tau (pTau), neuralnu nitrid oksid sintazu (nNNOS) i jezgrin

proliferiraju¢i antigen (PCNA) detektirani su pripadajuéi biljezi.

Rezultati: Postoji statisticki znacajna razlika rezultata bojenja na Zeljezo te PCNA antigena, dok u
slu¢aju pTau, nNOS te Kongo bojenja nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika. Antidijabetici

metformin i liraglutid djelomi¢no su uspjeli pokazati svoje terapijske ucinke.

Zakljucak: U predijabetesu dolazi do poremecaja metabolizma Zeljeza u jetri i mozgu te oStec¢enja

tkiva.

Kljucéne rije¢i: dijabetes; Zeljezo; jetra; SN regija.
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9. SUMMARY

Introduction: Obesity is the risk factor for the development of type Il diabetes. Diabetes is a
disease characterized by hyperglycemia, insulin resistance and chronic inflammation. Accordingly,
the metabolism of iron in the liver and brain changes in the body and tissue damage occurs. Using
pre-diabetic animals, it is possible to monitor the pathophysiological changes and the effect of the

drugs on them.

Goals: In 4 groups of animals on the 1. standard diet (SD), 2. diet enriched with fats and sugars
(HFHSD), 3. enriched diet and then treated with antidiabetic metformin (HFHSD-M) and 4.
liraglutide (HFHSD-L) to evaluate the iron content in the liver and region of substantia nigra (SN)
by using the Perls method, and in the SN region by immunohistochemical localization of the
transferrin receptor. Immunohistochemically evaluate regenerative liver function. To evaluate the
amount of amyloid in the SN region using histological color Congo red, and the number of

neurofibrillary bundles immunohistochemically.

Materials and methods: The study included 32 female Sprague Dawley rats divided into 4 groups:
1. SD, 2. HFHSD, 3. HFHSD-M and 4. HFHSD-L. With histological staining Perls method and
Congo red we detected iron and amyloid. Immunohistochemically, using transferrin receptor
antibodies, phosphorylated Tau (pTau), neural nitric oxide synthase (nNOS), and core proliferating

antigen (PCNA), respective markers were detected.

Results: There is a statistically significant difference between iron staining results and PCNA
antigen, while in the case of pTau, nNOS and Congo staining, no statistically significant difference
was found. The antidiabetics metformin and liraglutide have partially managed to show their

therapeutic effects.

Conclusion: In the pre-diabetes, disorders of iron metabolism in the liver and brain and tissue

damage occur.

Keywords: diabetes; iron; liver; SN region.
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