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retinoidni X receptor

protein cijepanja i aktivacije SREBP (engl. SREBP cleavage-activating
protein)

natrijev dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)

elektroforeza u denaturiraju¢em poliakrilamidnom gelu (engl. sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

gen koji kodira ¢lan 3 obitelji transkripcijskih cimbenika SMAD
protein ¢lana 3 obitelji transkripcijskih ¢imbenika SMAD
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SREBP1C
STAT
Stat3
STAT3
TAE
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TCF/LEF

TEMED
TGF-B

TNF-a
UCP1
VLDL
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protein koji veze regulacijski element sterola (engl. sterol regulatory
element-binding protein)

gen koji kodira protein 1C koji veze regulacijski element sterola
protein 1C koji veze regulacijski element sterola

signalni transduktor i aktivator transkripcije

gen koji kodira signalni transduktor i aktivator transkripcije 3

protein signalnog transduktora i aktivatora transkripcije 3

Tris-Acetat EDTA

kinaza 1 aktivirana transformiraju¢im ¢imbenikom rasta beta (engl.
transforming growth factor beta (TGF-$)-activated kinase 1)
T-stani¢ni ¢cimbenik / ¢imbenik vezanja na limfoidni pojacivac (engl. T-
cell factor / lymphoid enhancer-binding factor)

tetrametiletilendiamin (engl. tetramethylethylenediamine)
transformirajuci ¢imbenik rasta beta (engl. transforming growth factor
beta)

¢imbenik nekroze tumora alfa (engl. tumor necrosis factor alpha)
razvezujudi protein 1 (engl. uncoupling protein 1)

lipoprotein vrlo male gustoce (engl. very low-density lipoprotein)
proteini cinkovog prsta (engl. zinc finger proteins)
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1. Uvod

1.1. Masno tkivo i adipociti

Masno tkivo dugo se smatralo inertnim skladiStem energije, no danas znamo da je to
vazan endokrini organ s funkcijom regulacije energetske ravnoteze i homeostaze glukoze u
organizmu. Sastoji se od nekoliko vrsta stanica: masne stanice (adipociti), fibroblasti i
preadipociti, te stanice imunoloskog, hematoloskog, krvozilnog i Zivéanog sustava (1). Masno
tkivo ¢ini 20 — 25% ukupne tjelesne mase zdravog organizma i podijeljeno je na nekoliko
odjeljaka s razvojnim i funkcionalnim razlikama. Bijelo masno tkivo dijeli se na supkutano i
visceralno, zauzima najveéi volumen masnog tkiva u tijelu odraslog ¢ovjeka 1 vazno je za
skladistenje energije, endokrinu komunikaciju i1 osjetljivost na inzulin. Visak energije
pohranjuje se u bijelom masnom tkivu u obliku triglicerida, te se u energetskom deficitu otpusta
u krv u obliku masnih kiselina (engl. fatty acid, FA) i glicerola koji sluze kao izvor energije
ostalim organima (2).

Bijeli adipociti sadrze centralno smjestenu lipidnu kapljicu ispunjenu trigliceridima.
Jezgra i ostale stani¢ne organele lokalizirane su periferno unutar tanke citoplazmatske opne
koja okruzuje lipidnu kapljicu, $to stanici daje histoloski izgled prstena pecatnjaka. Nezreli
adipociti sadrze nekoliko multilokularnih manjih lipidnih kapljica koje se procesom
sazrijevanja adipocita spajaju u jednu veliku unilokularnu lipidnu kapljicu. Bijeli adipociti se
zbog velikog kapaciteta skladiStenja lipida mogu prosiriti do 100 um u promjeru, a njihova
sposobnost povecanja broja 1 volumena razlikuje se s obzirom na smjestaj unutar pojedinog
odjeljka bijelog masnog tkiva (3).

Smede masno tkivo nalazimo u manjim koli¢inama u supraklavikularnoj i torakalnoj
regiji odraslog ¢ovjeka, a zasluzno je za potro$nju energije putem termogeneze (1). Smedi
adipociti sadrze multilokularne masne kapljice i1 veliki broj mitohondrija s karakteristicnom
ekspresijom tzv. razvezujuceg proteina 1 (engl. uncoupling protein, UCP1) koji razdvajaju
oksidaciju supstrata od sinteze adenozin trifosfata (engl. adenosine triphosphate, ATP) na nacin
da se energija dobivena oksidacijom hranjivih tvari u ciklusu limunske kiseline ne koristi za
sintezu ATP-a nego se rasprSuje u obliku topline protonskim gradijentom kroz unutarnju
membranu mitohondrija tijekom prolaska elektrona kroz respiracijski lanac (4). Smedi adipociti
su manji, s promjerom 15 — 50 um. U novije vrijeme su unutar bijelog masnog tkiva ¢ovjeka
pronadene stanice tzv. bez masnog tkiva, odnosno bez adipociti koji posjeduju kombinirane

karakteristike bijelih i smedih adipocita (3). Genska ekspresija bez adipocita govori u prilog
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termogenoj vrsti adipocita koji nastaju kao odgovor na stimulaciju hladno¢om, tjelovjezbom,

prehranom i adipocitokinima (5).

1.2. Metabolizam lipida

Tijekom duzeg razdoblja gladovanja ili intenzivne tjelesne aktivnosti nastupa proces
lipolize kojim se trigliceridi hidroliziraju u FA i glicerol djelovanjem adipozne trigliceridne
lipaze (ATGL), hormonski osjetljive lipaze (engl. hormone-sensitive lipase, HSL) i
monogliceridne lipaze (MGL). Hormonska stimulacija glukagonom i noradrenalinom potice
stvaranje sekundarnog glasnika ciklickog adenozin monofosfata (engl. cyclic adenosine
monophosphate, CAMP) s posljedi¢cnom aktivacijom cAMP-ovisne protein kinaze A (PKA)
koja stimulira lipolizu fosforiliranjem i aktiviranjem perilipina i HSL-a. Perilipin ima centralnu
ulogu u regulaciji hidrolize triglicerida (6). U bazalnom ili anaboli¢kom stanju, perilipin je
vezan za CGI-58 (engl. comparative gene identification-58, CGI-58), koji djeluje kao
koaktivator ATGL-a, limitiraju¢eg enzima lipolize. Nakon adrenergicke stimulacije, CGI-58 se
otpusta, ATGL se aktivira i dolazi na povrsSinu lipidne kapljice gdje oslobada prvu FA, tvoreci
diacilglicerol. Zatim HSL iz diacilglicerola oslobada drugu FA i monoacilglicerol, a proces
zavr§ava MGL stvaranjem treCe FA i molekule glicerola (7). Transportirajuci se pretezno
limfom, FA postaju dostupne za oksidaciju i sintezu ATP-a u cijelom organizmu, a glicerol
sluzi kao supstrat za glukoneogenezu i glikolizu u jetri (8).

Oksidacija FA za proizvodnju energije odvija se primarno u matriksu mitohondrija.
Bijelo masno tkivo tijekom adipogeneze prolazi kroz ekspanziju mitohondrija i povecava
kapacitet za oksidaciju FA. Prije ulaska u matriks mitohondrija, FA se aktiviraju formirajuci
tioestersku vezu s acetil-koenzimom A (engl. coenzyme A, CoA) na vanjskoj membrani
mitohondrija, Sto katalizira acil-CoA sintetaza. Aktivirane dugolancane FA prenose se kroz
unutarnju mitohondrijsku membranu u dva koraka. U prvom koraku dolazi do konjugacije s
karnitinom i stvaranja acil-karnitina, pri ¢emu se CoA oslobada u citosol. Tu reakciju katalizira
karnitin aciltransferaza I, takoder poznata kao karnitin palmitoil transferaza I (engl. carnitine
palmitoyl transferase 1, CPT1), vezana na vanjsku mitohondrijsku membranu. U drugom
koraku karnitin translokaza (engl. carnitine-acylcarnitine translocase, CACT) prenosi acil
karnitin kroz unutarnju mitohondrijsku membranu u matriks mitohondrija. Acilna skupina se
tako oslobada i ponovno veze za CoA, §to katalizira karnitin aciltransferaza 2, odnosno karnitin
palmitoil transferaza 2 (engl. carnitine palmitoyl transferase 2, CPT2). CACT prenosi

oslobodeni karnitin u citoplazmu u zamjenu za nadolaze¢i acil karnitin. Sama oksidacija
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zasicenih FA odvija se u cCetiri koraka: 1. oksidacija FA (dehidrogenacija flavin adenin
dinukleotidom), odnosno stvaranje dvostruke veze izmedu C2 i C3, sto katalizira enzim acil-
CoA dehidrogenaza; 2. hidratacija dvostruke veze izmedu C2 i C3 enoil-CoA hidratazom; 3.
oksidacija L-3-hidroksiacil-CoA dehidrogenazom, pri ¢emu se hidroksilna skupina na C3
konvertira u ketonsku skupinu uz redukciju nikotinamid adenin nukleotida iz NAD*u NADH,
te nastaje 3-ketoacil-CoA,; 4. tioliza, odnosno razdvajanje C2 i C3 3-ketoacil-CoA tiolnom
skupinom koja pripada drugoj molekuli CoA, Sto katalizira B-ketotiolaza. Krajnji produkti su
acetil-CoA i acil-CoA kraci za dva atoma ugljika (9).

Sinteza FA odvija se pomocu kompleksa enzima nazvanog sintaza masnih kiselina
(engl. fatty acid synthase, FAS), iz prekursora acetil-CoA. lako je sinteza FA po svojim
osnovnim kemijskim reakcijama proces obrnut razgradnji FA, metabolicki putevi sinteze i
razgradnje FA su razli¢iti. Sinteza FA zapocinje karboksilacijom acetil-CoA u malonil-CoA,
katalizirano acetil-CoA karboksilazom (engl. acetyl-CoA carboxylase, ACC). Acetil-CoA i
malonil-CoA se vezu za protein prenositelj acilnih skupina (engl. acyl carrier protein, ACP),
formirajudi acetil-ACP i malonil-ACP, ¢ime zapocinje faza elongacije koja se odvija u nekoliko
koraka, s kona¢nim rezultatom sinteze palmitata iz kojeg se mogu sintetizirati druge FA (9).

U postprandijalnom stanju trigliceridi uneseni prehranom prenose se hilomikronima do
adipocita gdje se membranskim lipazama razgraduju na FA i glicerol, a zatim se unutarstani¢no
FA postupno ponovno esterificiraju s glicerolom u trigliceride i pohranjuju u lipidne kapljice.
Tipi¢nom prehranom Zapadnog svijeta u organizam se unose dovoljne koli¢ine masti 1 lipida,
te postoji mala potreba za de novo sintezom triglicerida iz nelipidnih metabolita kao §to je
glukoza (10). Iako je jetra glavno mjesto sinteze triglicerida, adipociti su takoder sposobni
sintetizirati trigliceride iz suvisSka cirkuliraju¢e glukoze de novo lipogenezom. Tijekom
razdoblja gladovanja, u masnom tkivu se 20 — 25% glukoze unesene u adipocite koristi za
sintezu triglicerida (11). Pocetni korak pri sintezi je redukcija dihidroksiaceton fosfata (engl.
dihydroxyacetone phosphate, DHAP), produkta glikolize, u glicerol-3-fosfat, koji se dodatkom
dvije FA pretvara u fosfatidat, osnovu sinteze i pohrane triglicerida. Fosfatidat se zatim
defosforilizira i formira diacilglicerol (DAG). Hidrolizu fosfatidata u DAG katalizira kljucni
enzim u regulaciji sinteze lipida, fosfatidat fosfataza (engl. phosphatidate phosphatase, PAP).
Dodatkom FA u diacilglicerol, uz katalizu diglicerid aciltransferazom (DGAT), nastaje
triglicerid (12). S druge strane, diacilglicerol moze biti fosforiliran do fosfatidata pomocu
diacilglicerol kinaze.

Kolesterol nastaje iz acetil-CoA kroz tri koraka: sinteza izopentenil-pirofosfata odvija

se u citoplazmi, a kondenzacija Sest molekula izopentenil-pirofosfata u skvalen i ciklizacija
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skvalena u kolesterol odvijaju se u endoplazmatskom retikulumu. Sinteza kolesterola zapocCinje
sintezom mevalonata iz hidroksimetil-glutaril koenzima A (engl. 3-hydroxy-3-methyl-glutaril-
coenzyme A, HMG-CoA), sto katalizira hidroksimetil-glutaril koenzim A reduktaza (engl. 3-
hydroxy-3-methyl-glutaril-coenzyme A reductase, HMGCR), i to je odlu¢ujuci korak u sintezi
kolesterola. Kolesterol se u organizam moze unijeti hranom 1ili se sintetizirati de novo u jetri
kao primarnom mjestu sinteze kolesterola. Biosinteza kolesterola jedan je od najstroze
kontroliranih metaboli¢kih puteva. Brzina sinteze kolesterola ovisi o stani¢noj razini
kolesterola, a ta povratna sprega kontrolirana je primarno koli¢inom i aktivnos¢éu HMGCR.
Kontrola HMGCR odvija se na nekoliko razina: brzinu sinteze mMRNA HMGCR kontrolira
protein koji veze regulacijski element sterola (engl. sterol regulatory element-binding protein,
SREBP), potic¢u¢i transkripciju pri niskim razinama kolesterola; brzinu translacije mMRNA
HMGCR inhibiraju metaboliti mevalonata; povecanje koncentracije kolesterola dovodi do
proteolitickog razlaganja HMGCR; PKA fosforilira i inaktivira HMGCR u stanjima niske
razine ATP-a. Kolesterol se prenosi krvotokom u sastavu lipoproteina. Lipoproteine prema
gustoci Cestice dijelimo na hilomikrone, ostatne hilomikrone, lipoproteine vrlo male gustoce
(engl. very low-density lipoprotein, VLDL), lipoproteine male gustoce (engl. low-density
lipoprotein, LDL) lipoproteine srednje gustoce (engl. intermediate-density lipoprotein, IDL) i
lipoproteine visoke gustoée (engl. high density lipoprotein, HDL). Sto je veéa koli¢ina vezanih
lipida, Cestica ima manju gusto¢u. VLDL prenosi visak triglicerida i kolesterola iz jetre u druga
tkiva. LDL je glavni prenositelj kolesterola u krvi, a njegova uloga je transport kolesterola u
periferna tkiva i regulacija de novo sinteze kolesterola. HDL je odgovoran za reverzni transport

kolesterola iz ekstrahepati¢nih tkiva u jetru (13).

1.3. Adipocitokini

Adipociti ne sluze samo kao skladiste lipida, nego su klju¢ni metabolicki regulatori koji
1zlu€uju adipocitokine, hormone 1 metabolicke supstrate, s utjecajem na metabolizam cijelog
organizma. Adipocitokini imaju snazan utjecaj na imunoloski sustav, krvne zile 1 inzulinsku
osjetljivost. Kod pretilih osoba hipertrofi¢ni adipociti mijenjaju intracelularni metabolizam, a
produkcija gotovo svih adipocitokina, osim adiponektina, u pretilosti se povecava (14).
Promjene u izlu¢ivanju adipocitokina prenose disfunkciju masnog tkiva na druga tkiva — jetru,
miSice 1 mozak, znatno pridonoseci pogorSanju metabolizma na razini cijelog organizma.

Adipocitokini su bioaktivni peptidi s ufincima na regulaciju metabolizma, imunosti i

upalnih procesa. U adipocitokine ubrajamo leptin, adiponektin, interleukin 6 (IL-6), monocitni
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kemotakti¢ni protein-1 (engl. monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1), inhibitor
aktivatora plazminogena 1 (engl. plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1), retinol vezujuci
protein 4 (engl. retinol binding protein 4, RBP4), ¢cimbenik nekroze tumora alfa (engl. tumor
necrosis factor alpha, TNF-a), visfatin, omentin, vaspin, progranulin, apelin i kemerin.
Adiponektin je protuupalni citokin koji djeluje antiaterogeno, antidijabeticki i
kardioprotektivno (15). Glavna mu je uloga povecanje osjetljivosti ciljnih tkiva na inzulin s
posljedi¢nim smanjenjem inzulinske rezistencije. Njegovu sintezu i luenje u velikoj mjeri
kontrolira koli¢ina masnog tkiva — razina adiponektina smanjuje se s povecanjem koli¢ine
masnog tkiva. Smanjena sekrecija adiponektina u pretilosti ima klju¢nu ulogu u razvoju
komplikacija povezanih s pretiloscu, kao $to su dislipidemija, hipertenzija i Se¢erna bolest tipa
2 (engl. diabetes mellitus type 2, DMT2) (16). Adiponektin je po gradi protein s 244
aminokiseline i cetiri domene: amino-terminalna signalna sekvenca, varijabilna regija,
kolagenska domena i karboksi-terminalna globularna domena. Sintetizira se kao monomer koji
se moze povezivati u homo-oligomere razli¢ite molekularne mase: trimeri niske molekularne
mase, heksameri srednje molekularne mase te oligomeri visoke molekularne mase. U serumu
postoje dvije forme monomera adiponektina, globularni adiponektin (engl. globular
adiponectin, gAPN) i adiponektin pune duljine (engl. full-length adiponectin, fAPN). Povecane
razine gAPN-a povezane su s poboljSanjem energetskog metabolizma i funkcije masnog tkiva.
Oligomeri adiponektina su vazni za inzulinsku osjetljivost i njihova niska razina predstavlja
riziéni ¢imbenik za razvoj metabolickih poremecaja povezanih s pretilosti. Razina ukupnog
adiponektina i oligomera adiponektina obrnuto je proporcionalna s indeksom tjelesne mase
(engl. body mass index, BMI), razinom glukoze, inzulina i triglicerida, stupnjem inzulinske
rezistencije i akumulacije visceralne masnoce (17). Dvije su vrste receptora adiponektina (engl.
adiponectin receptor, AdipoR), AdipoR1 i AdipoR2. AdipoR1 je najvise izrazen u misi¢ima i
ima vec¢i afinitet za gAPN, dok je AdipoR2 najviSe izraZen u jetri 1 ima vec¢i afinitet za fAPN.
U formi monomera, fAPN u jetri aktivira transport glukoze i inhibira glukoneogenezu putem
AdipoR1, te povecava oksidaciju FA putem AdipoR2 receptora (18). U miSiénim stanicama
gAPN i fAPN stimuliraju fosforilaciju acetil-CoA karboksilaze, oksidaciju FA i unos glukoze
u stanicu. U masnom tkivu povecava bazalni unos glukoze i unos glukoze stimuliran inzulinom.
Adiponektin povecava osjetljivost na inzulin putem peroksisomskim proliferatorom
aktiviranog receptora gama (engl. peroxisome proliferator-activated receptor gamma, PPAR-
), 1 njegova ekspresija se povecava 3 — 4 dana poslije diferencijacije adipocita te se smatra

markerom kasne faze adipogeneze (19).
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Leptin je peptidni hormon s vaznim djelovanjem na energetsku ravnotezu, unos hrane i
tjelesnu tezinu. Takoder djeluje kao proupalni citokin koji povecava adheziju makrofaga i
fagocitozu. UtjeCe i na krvni tlak, inzulinsku osjetljivost perifernog tkiva i funkciju B-stanica
gusterace. Razine cirkulirajuceg leptina izravno su proporcionalne s koli¢inom masnog tkiva u
organizmu. Kada se koli¢ina masnog tkiva smanji, smanjuje se i razina leptina, sto dovodi do
povecanog unosa hrane u organizam. Povecanje tjelesne tezine povisuje razine leptina, S$to
utjeCe na smanjenje unosa hrane. Leptin ostvaruje svoj utjecaj na apetit preko dvije skupine
hipotalamickih neurona u nucleus arcuatusu, neurona koji oslobadaju neuropeptid Y (NPY) i
peptid srodan agouti signalnom peptidu (engl. agouti-related protein, AgRP) koji stimuliraju
unos hrane, te neurona koji oslobadaju proopiomelanokortin (engl. proopiomelanocortin,
POMC) i kokainom i amfetaminom reguliran transkript (engl. cocaine- and amphetamine-
regulated transcript, CART) koji inhibiraju unos hrane (20). Obje skupine izrazavaju leptinski
receptor (LEP-R), ali stimulacijom ostvaruju suprotne ucinke. Leptin poti¢e ekspresiju
anoreksicnih POMC gena, uz istodobno smanjenje ekspresije oreksigenih AgRP gena, poticuci
osjecaj sitosti 1 smanjeno uzimanje hrane. Na razini perifernih organa, leptin inhibira sintezu i
sekreciju inzulina i glukagona iz gusterace, povecava iskoriStavanje glukoze i oksidaciju FA u
misi¢nim stanicama, te potice lipolizu i oksidaciju FA u adipocitima (21). U pretilosti su razine
leptina visoke, $to ukazuje na postojanje leptinske rezistencije, odnosno smanjene osjetljivosti
organizma na leptin, karakterizirano poviSenim razinama cirkulirajuéeg leptina uz hiperfagiju i
pretilost (22).

Rezistin je nedavno otkriveni hormon sa sposobnoScu induciranja inzulinske
rezistencije i inhibicije diferencijacije adipocita in vitro. Kod ljudi se najve¢im dijelom izlucuje
iz makrofaga, a studije pokazuju njegovu ulogu u metaboli¢koj disfunkciji. Visoke razine
rezistina povezane su s aterosklerozom, koronarnom bolesti, zatajenjem srca i autoimunim
bolestima (3).

Hipertrofi¢ni adipociti proizvode velike kolicine MCP-1 koji poti¢u inflitraciju
makrofaga u masno tkivo. Aktivirani makrofagi lu¢e proinflamatorne molekule koje stimuliraju
daljnju proizvodnju MCP-1. Hipertroficni adipociti i1 aktivirani makrofagi sinergisticki
izazivaju upalnu reakciju masnog tkiva $to vodi do sve veceg poremecaja u proizvodnji
adipocitokina. Stoga se produkcija MCP-1 moZe smatrati prvim korakom u nastanku
komplikacija povezanih s pretilosti (14).

TNF-a je proupalni citokin kojeg lu¢e makrofagi, adipociti i vaskularne endotelne
stanice. Njegova ekspresija pozitivno korelira s BMI, stupnjem pretilosti i razinom inzulina, a

smanjuje se pri gubitku tjelesne tezine. Povecane razine TNF-a povezane su s povecanim
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lu¢enjem ostalih proupalnih citokina i povecanom infiltracijom masnog tkiva makrofagima. U
adipocitima mijenja inzulinsku unutarstani¢nu signalizaciju i poti¢e inzulinsku rezistenciju
prevencijom interakcije inzulina s inzulinskim receptorima. Aktiviraju¢i HSL pokrece lucenje
slobodnih FA iz masnog tkiva u krvotok $to dovodi do njihovog nakupljanja u jetri i skeletnim
misi¢ima (23).

IL-6 je proupalni citokin s vaznom ulogom u hematopoetskom, neuroloskom i
endokrinom sustavu. Osim stanica imunoloskog sustava, lu¢e ga i adipociti te njegove razine
pozitivno koreliraju s BMI i koli¢inom masnog tkiva — razine IL-6 su povisene u pretilosti, §to
vodi nastanku inzulinske rezistencije i DMT2 (24).

Omentin je selektivno visoko eksprimiran u visceralnom omentalnom masnom tkivu. U
humanim adipocitima pospjesuje unos glukoze u stanice. U pretilosti i Se¢ernoj bolesti njegove
razine su smanjene i negativno koreliraju s markerima pretilosti kao §to je BMI. Znacajno
povecanje razina omentina nastupa nakon gubitka tjelesne tezine uslijed hipokalorijske
prehrane, $to je pra¢eno i poboljsanjem inzulinske osjetljivosti. Regulacija izlu¢ivanja omentina
iz masnog tkiva jo$ nije u potpunosti razjasnjena, ali zna se da inzulin 1 glukoza smanjuju

ekspresiju mMRNA omentina u visceralnom masnom tkivu (25).

1.4. Adipogeneza

Adipogeneza je proces proliferacije nediferenciranih prekursora (preadipocita) i njihove
diferencijacije u zrele adipocite, te je vazna odrednica broja adipocita i ukupne koli¢ine masnog
tkiva (26). Proces adipogeneze moze se podijeliti u dva velika koraka: u prvom se pluripotentna
mati¢na stanica razvija u mezenhimalnu mati¢nu stanicu sa sposobno§c¢u pretvorbe u adipocit,
miocit, hondrocit ili osteocit; u drugom koraku mezenhimalna se stanica formira u preadipocit,
koji se zavr$sno moze diferencirati u zreli adipocit (5). Uslijed globalne epidemije pretilosti i
dostupnosti modela stani¢nih kultura za detaljno ispitivanje procesa adipogeneze in vitro,
adipogeneza je postala jedan od najistrazivanijih bioloskih procesa. Razumijevanje
adipogeneze vazno je u razvijanju novih lijekova za lijeenje pretilosti, a kompleksna

interakcija metaboli¢kih puteva tijekom adipogeneze jos uvijek je predmet istrazivanja.
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1.4.1. Adipogeneza in vitro

Stani¢ne kulture adipocita postale su neizostavan dio istrazivanja adipocitne
patofiziologije i energetskog metabolizma. Diferencijacija multipotentnih 3T3-L1 fibroblasta u
zrele masne stanice jedan je od najCeS¢e upotrebljavanih in vitro modela za proucavanje
biologije masnog tkiva. 3T3-L1 klonalnu stani¢nu liniju razvili su Green i Kehinde kao
podvrstu Svicarskih 3T3 misjih stanica sa sposobnos¢u akumulacije lipida (27,28). Nakon
indukcije diferencijacije proadipogenim ¢imbenicima, ova linija pokazuje morfologiju, gensku
ekspresiju i bazalnu bioenergetiku bijelog masnog tkiva (29). Zbog toga je ovaj model postao
klju¢an za unapredenje razumijevanja adipogeneze, lipidnog metabolizma i djelovanja
hormona.

Proces adipogeneze in vitro odvija se u Cetiri koraka: zaustavljanje stani¢nog ciklusa,
mitoticka klonalna ekspanzija (engl. mitotic clonal expansion, MCE), rana diferencijacija i
zavr$na diferencijacija (30). Tijekom eksponencijalnog rasta, 3T3-L1 stanice morfoloski i
biokemijski nalikuju ostalim fibroblastnim stani¢nim linijama koje imaju jako malo kapaciteta
za adipogenezu. Nakon dostizanja pune konfluentnosti, kontaktnom inhibicijom se zaustavlja
stanicni ciklus i1 stanice mogu ostati u fazi mirovanja kroz duze vrijeme, te se diferencirati u
zrele adipocite. Nakon pocetnog tretmana inzulinom, deksametazonom i 3-izobutil-1-
metilksantinom (engl. 3-isobutyl-1-methylxanthine, IBMX) (31) stanice ponovno sinkrono
ulaze u stani¢ni ciklus i produ jos nekoliko ciklusa mitoze (MCE). Nakon toga slijedi drugo,
trajno zaustavljanje stani¢nog ciklusa, promjene u ekspresiji gena i proteina, te ekspresija
fenotipa potpuno diferenciranog adipocita (32). Dakle, jednom kada stanice udu u proces
diferencijacije, izgube sposobnost nastavka stani¢nog rasta. MCE je vazan preduvjet za proces
diferencijacije — ako se stanicama sprijeci ulazak u S fazu tijekom MCE, nece do¢i do ekspresije
transkripcijskih ¢imbenika i regulatora adipogeneze te ¢e diferencijacija biti blokirana (33).
Mitoza stanice potrebna je za odmatanje DNA §to omoguéuje transkripcijskim ¢imbenicima
pristup regulatornim elementima u genima uklju¢enima u proces diferencijacije (34). Obiljezje
rane diferencijacije je morfolosko zaobljavanje preadipocita, a zavrSna faza diferencijacije
karakterizirana je sintezom 1 transportom lipida, izlu¢ivanjem proteina specifi¢nih za adipocite,
te aktivacijom metabolic¢kih procesa i mehanizama povezanih s djelovanjem inzulina (35).

Povecana ekspresija adipogenih gena povecava unos glukoze u stanice 1 sintezu
triglicerida, te stanice pocinju pokazivati karakteristike nakupljanja lipida Cetiri dana nakon
indukcije adipogeneze (36). U pocetku se pojavljuju stanice s brojnim manjim lipidnim

kapljicama, koje podsjecaju na stanice smedeg masnog tkiva. U kasnijim stadijima stanice
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poprimaju izgled prstena pecatnjaka i nalikuju stanicama bijelog masnog tkiva, jer se manje
lipidne kapljice skupe u jednu veliku centralnu lipidnu kapljicu okruzenu tankim rubom
citoplazme, s ekscentricno smjestenom jezgrom. U stanicama s masivnom akumulacijom lipida
mozemo vidjeti i po dvije jezgre, jer se mitoza odvija bez citokineze (27). Stanice nekoliko
tiedana provedu u anabolickoj fazi tijekom koje skupljaju trigliceride — kada koli¢ina
triglicerida dovoljno poraste, stanice postaju lakse od medija. Akumulacija lipida poc€inje u
onim stanicama gdje je prvo nastupio zastoj stani¢nog ciklusa (stanice u sredini monosloja).
Konverzija u adipocite dogada se zbog povecanja sinteze triglicerida uslijed povecane
aktivnosti enzima potrebnih za sintezu FA i triglicerida (37). Sinteza triglicerida poraste kada
stanice prestanu rasti, ali akumulacija triglicerida pocinje ¢ak i kada se brzina sinteze
triglicerida ne mijenja, jer zastoj stani¢nog rasta i diobe prevenira daljnju diluciju triglicerida
medu novim stanicama. Proces zahvac¢a 70-90% stanica koje podlijezu morfoloSkim 1
metaboli¢kim promjenama, odrazavaju¢i ucinak lipogenih i lipolitickih enzima na sintezu i

akumulaciju triglicerida tijekom procesa nastanka adipocita kod sisavaca (38).

1.5. Transkripcijska kontrola procesa adipogeneze

Proces adipogeneze je strogo reguliran transkripcijskom kaskadom i signalnim
putevima. Na pocetku procesa adipogeneze, unutar 24h od indukcije diferencijacije, nastupa
prolazno povecanje ekspresije proteina koji veze CCAAT pojaciva¢ (engl. CCAAT/enhancer-
binding protein, C/EBP) B i 6. Stanice ponovno ulaze u stani¢ni ciklus i izlaze iz faze MCE
sinkrono. Na prijelazu iz G1 u S fazu, kinaza glikogen sintaze 3 beta (engl. glycogen synthase
kinase 3 beta, GSK-3p) i protein kinaza aktivirana mitogenom (engl. mitogen-activated protein
kinase, MAPK) hiperfosforiliraju i aktiviraju C/EBP-. U srednjoj fazi adipogeneze C/EBP-f i
C/EBP-4 stimuliraju transkripciju C/EBP-a i PPAR-y, kljuénih transkripcijskih ¢imbenika u
procesu adipogeneze (34). lako ekspresija C/EBP-B pocinje dva sata nakon indukcije
diferencijacije, stimulacija transkripcije C/EBP-a i PPAR-y dogada se s vremenskim odmakom,
istodobno s izlaskom stanica iz stani¢nog ciklusa. Taj vremenski odmak je neophodan jer
C/EBP-a i PPAR-y djeluju antimitoticki, te bi njihova prerana ekspresija sprijecila MCE koja
je nuzna za diferencijaciju (39). PPAR-y i C/EBP-a putem pozitivne povratne sprege promicu
diferencijaciju i indukciju leptina, adiponektina, lipoprotein lipaze (LPL), adipocitnog proteina
2 (aP2), FAS i perilipina u zavr$noj fazi diferencijacije (32). Do drugog dana ciklin D3
fosforilira C/EBP-a ¢ime se inducira inhibicija stani¢ne proliferacije i zapocinje terminalna faza

diferencijacije. Do osmog dana, vise od 90% adipocita sazrije (34).
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Tijekom procesa adipogeneze in vitro, inzulin povecava uzimanje glukoze iz medija i
njenu ugradnju u trigliceride; deksametazon putem glukokortikoidnog signalnog puta potice
ekspresiju C/EBP-6 te inhibira razgradnju masti, a IBMX povecava razine cCAMP i povecava
ekspresiju C/EBP-p (40). Najraniji dogadaj je morfolo$ko zaobljavanje preadipocita i indukcija
C/EBP-B i C/EBP-3 u ranoj fazi diferencijacije, praceno povecanjem razine C/EBP-a i PPAR-
v te ekspresijom LPL, FAS, ACC i aP2 u zavr$noj fazi diferencijacije. Za odrzavanje terminalne
faze diferencijacije potrebna je neprekidna ekspresija C/EBP-a koja ima moguénost aktiviranja
ostalih adipocitnih gena.

PPAR-y pripada obitelji nuklearnih hormonskih receptora i ligandom je aktivirani
transkripcijski ¢cimbenik. VeZze se na specificna mjesta na DNA, poznata kao elementi odgovora
na peroksisomni proliferator (engl. peroxisome proliferator response element, PPRE) kao
heterodimer s retinoidnim X receptorom (RXR) i modulira transkrpiciju gena ukljucenih u
lipidni metabolizam (41). PPAR-y vezan je za PPRE c¢ak i kada nije aktivan, a aktivacijom
endogenim (nezasi¢ene FA) ili sintetickim (lijekovi) ligandima PPAR-y otpusta korepresore |
veze koaktivatore. Na taj nacin dolazi do ligandom-ovisne transkripcijske aktivacije obliznjih
gena, Sto predstavlja osnovni mehanizam prema kojemu ligandi PPAR-y stimuliraju
transkripciju ciljnin gena PPAR-y (42). PPAR-y se smatra glavnim regulatorom procesa
adipogeneze (32), a osim toga ima dominantnu ulogu u metabolizmu glukoze i upalnom procesu
(43). Aktivacija PPAR-y potice ekspresiju adiponektina (44), a mutacije gena za PPAR-y
rezultiraju inzulinskom rezistencijom i lipodistrofijom (45). PPAR-y ostvaruje svoj uéinak
preko dvije izoforme, PPAR-y2 ¢ija je ekspresija ograni¢ena na masno tkivo i PPAR-y1 Kkoji se
moze naci i u ostalim tkivima (46).

C/EBP pripada obitelji transkripcijskih ¢imbenika tipa leucinskih zatvaraca ukljucenih
u proliferaciju i diferencijaciju nekoliko vrsta stanica (47), a takoder su i vazni regulatori
adipogeneze. Stanice se u nedostatku ekspresije C/EBP-a mogu diferencirati u zrele adipocite,
ali nakupljaju manje lipidnih kapljica i ne induciraju ekspresiju PPAR-y, §to naglasava vaznost
uzajamne regulacije ova dva ¢imbenika u odrzavanju procesa diferencijacije (48). C/EBP-f,
osim $to aktivira C/EBP-a i PPAR-y, ima vaznu ulogu u regulaciji MCE, neophodnoj za
adipogenezu in vitro (49), te suprimiranju WNT signalnog puta koji djeluje kao negativni
regulator adipogeneze (50).

SREBP-1c, nekad poznat kao ADD1 (engl. adipocyte determination and differentiation
factor 1) ¢lan je obitelji leucinskih transkripcijskih ¢imbenika s motivom uzvojnica-omca-
uzvojnica, povezan s procesom adipogeneze i homeostazom kolesterola (51). Kada je

eksprimiran u fibroblastima, moze se vezati na E-box slijedove i regulacijske elemente sterola

10



Uvod

(engl. sterol regulatory element, SRE) u koordiniranju lipidnih metabolickih puteva (52). Tri
su izoforme, SREBP-1a, SREBP-1c i SREBP-2. U bijelom masnom tkivu je predominantno
eksprimiran SREBP-1c¢ kao vazan regulator gena povezanih s lipogenezom (53). Induciran je u
ranoj fazi adipogeneze 1 pospjesuje adipogenezu pove¢anom proizvodnjom endogenog liganda
za PPAR-y te povecanom transkripcijom FAS i LPL (54).

Signalni transduktor i aktivator transkripcije (STAT) obitelj je transkripcijskih
¢imbenika aktiviranih fosforilacijom tirozina putem Janus kinaza (JAK). Fosforilacija inicira
dimerizaciju proteina koji se premjestaju u jezgru i vezu za DNA te reguliraju transkripciju
ciljanih gena (55). Clanovi STAT obitelji uklju¢eni su u brojne procese stani¢ne diferencijacije
i reguliraju tkivno specifi¢nu ekspresiju gena (56). Hormon rasta inducira fosforilaciju JAK i
posljedi¢nu aktivaciju STATS5 proteina, koji inducira ekspresiju PPAR-y (57). JAK2/STAT3
put aktiviran je tijekom rane adipogeneze i odgovoran je za postizanje maksimalnog potencijala
diferencijacije, vjerojatno putem modulacije transkripcije C/EBP-B (58). lako je STATS3
uglavnom rasprostranjen u citosolu i jezgri, sve je vise dokaza da se moze naci i u
mitohondrijima gdje utjee na stani¢nu respiraciju (59). Za proces adipogeneze to znaci da
STAT3 povecava produkciju reaktivnih spojeva kisika (engl. reactive oxygen species, ROS)
Sto dovodi do povecane ekspresije C/EBP- tijekom MCE (60).

Cimbenik sli¢an Kriippel genu (engl. Kriippel-like factor, KLF) dio je obitelji
transkripcijskih ¢imbenika s motivom cinkovog prsta. KLF4 potice ekspresiju C/EBP-B, koji
inducira KLFS5, §to dovodi do ekspresije PPAR-y u ranoj fazi adipogeneze (61). Tijekom
srednje faze adipogeneze povecava se ekspresija KLF9, koji aktivira PPAR-y direktno
vezanjem na njegov promotor i indirektno vezanjem na C/EBP-a (62). KLF15 takoder ima
vaznu ulogu u adipogenezi — njegova inhibicija reducira ekspresiju PPAR-y i blokira
adipogenezu. Vise razine ekspresije KLF15 kod zrelih adipocita nakon nakupljanja lipidnih
kapljica sugeriraju njegovu ulogu u kasnijim fazama adipogeneze (63). Medutim, KLF 2/3/7
djeluju inhibitorno na proces adipogeneze te je njihova ekspresija tijekom procesa
diferencijacije smanjena (64-66).

Clanovi porodice AP-1 (engl. activator protein 1) su Jun proteini (c-Jun, Junb i JunD),
Fos proteini (c-Fos, FosB, Fral i Fra2), ATF (engl. activating transcription factor) i proteini
Jun dimerizacije (engl. Jun dimerization protein, JDP). Reguliraju brojne stani¢ne procese
ukljucujuéi diferencijaciju, proliferaciju i apoptozu. Tijekom adipogeneze u 3T3-L1 stanicama,
razine mRNA proteina c-Fos, c-Jun, FosB i Fral znac¢ajno su podignute neposredno nakon

indukcije diferencijacije (67). Kod ljudi mutacija gena za c-Fos reducira njegovu aktivnost i
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razvoj adipocita te je povezana s lipodistrofijom (68). Proteini porodice AP-1 induciraju
aktivnost aP2 promotora (69).

Proteini cinkovog prsta (engl. zinc finger proteins, ZFP) imaju zna¢ajnu ulogu u procesu
adipogeneze. ZFP423 1 ZFP467 poticu razvoj adipocita. Tijekom diferencijacije 3T3-L1
stanica, ekspresija mRNA i proteina ZFP638 inducirana je ubrzo nakon indukcije adipogeneze,
Sto sugerira njegovu ulogu pozitivnog regulatora rane faze adipogeneze koji interakcijom s
C/EBP potice ekspresiju PPAR-y (70). U proteine cinkovog prsta ubrajamo i transkripcijske
¢imbenike GATA2 1 GATA3 koji inhibiraju adipogenezu zarobljavaju¢i stanice u
preadipocitnoj fazi, Sto je dijelom rezultat direktne supresije PPAR-y, ali i vezanja na C/EBP-
a i C/EBP-P ¢ime ometaju njihovu transkripcijsku aktivnost (71).

Protein koji veze elemente odgovora na ciklicki adenozin monofosfat (engl. cyclic
adenosine monophosphate (CAMP)-response element-binding protein, CREB) je transkripcijski
¢imbenik s potencijalnom ulogom u kontroli adipogeneze — njegova ekspresija u 3T3-L1
stani¢noj kulturi dovoljna je za induciranje adipogeneze, $to je vidljivo kroz akumulaciju
triglicerida i ekspresiju PPAR-y i FAS (72).

1.6. Proadipogeni ¢imbenici

Inzulin i inzulinu slican ¢imbenik rasta (engl. insulin-like growth factor, IGF) imaju
vaznu ulogu u procesu nastanka masnog tkiva (73), a u stani¢nim kulturama poticu proliferaciju
i diferencijaciju preadipocita. Adipociti su osjetljivi na djelovanje inzulina koji stimulira unos
glukoze u stanice 1 modulira metabolizam lipida na nacin da povecava akumulaciju i smanjuje
razgradnju triacilglicerola i posljedi¢no otpustanje slobodnih masnih kiselina u cirkulaciju (3).
Svoje djelovanje ostvaruju preko inzulinskih receptora (IR) i receptora za inzulinu slican
¢imbenik rasta (engl. insulin-like growth factor receptor, IGF-IR). Vezanje inzulina i IGF-a na
receptore uzrokuje auto-fosforilaciju supstrata inzulinskog receptora (engl. insulin receptor
substrate, IRS), koji se veze na p85 regulatornu podjedinicu fosfoinozitid 3-kinaze (engl.
phosphoinositide 3-kinase, PI3K). To rezultira povecanjem razine fosfatidilinozitol (3,4,5)-
trifosfata (engl. phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate, PIP3) i posljedi¢nom fosforilacijom
protein kinaze B (PKB), koja dalje fosforilira brojne supstrate uklju¢ene u inzulinsku signalnu
kaskadu (74). Inzulinski signalni put takoder uklju¢uje MAPK i kinazu reguliranu
izvanstani¢nim signalom (engl. extracellular signal-regulated kinase, ERK), odnosno
MAPK/ERK signalni put. MAPK fosforilira i aktivira C/EBP-f, dok aktivacija ERK tijekom
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prvih 12 sati diferencijacije povecava ekspresiju C/EBP-a i PPAR-y (75). Inzulin nadalje potice
adipogenezu supresijom inhibitorne aktivnosti FOXO1 (engl. forkhead box protein O1)
transkripcijskog ¢imbenika koji se veze na PPAR-y i time sprjeCava njegovo vezanje na RXR.
Mehanizam je posredovan fosforilacijom FOXO1 ¢ime se inhibira njegova translokacija u
jezgru i posljedi¢no ometanje transkripcijske aktivnosti PPAR-y (76). Inzulin takoder ostvaruje
svoje proadipogene ucinke putem stimulacije transkripcije SREBP-1C, ¢ime povecéava
ekspresiju glukoznog prijenosnika tipa 4 (engl. glucose transporter type 4, GLUT4) u masnom
tkivu (77) i povecava unos glukoze u stanicu. GLUT4 je odgovoran za unos glukoze u masne
stanice stimuliranu inzulinom i ima vaznu ulogu u homeostazi glukoze. Ekspresija mu je
povecéana tijekom diferencijacije adipocita, ali smanjuje se u obesogenim uvjetima. Smanjena
ekspresija GLUT4 1 unos glukoze u stanice markeri su disfunkcije adipocita u hipertroficnom
masnom tkivu (78). Inzulin suprimira lipolizu putem fosforilacije i aktivacije fosfodiesteraze
3B (engl. phosphodiesterase 3B, PDE3B), prevenira fosforilaciju i aktivaciju ATGL i HSL,
povecéava aktivnost ACC i sprjecava prijenos FA u mitohondrije (79). Inzulin takoder potice
lipogenezu aktivacijom LPL-a i pove¢anjem transkripcije lipogenih enzima (3).

Glukokortikoidi imaju pleiotropni ucinak u masnom tkivu reguliraju¢i lipidni
metabolizam, produkciju adipokina i adipogenezu. Signalizacija glukokortikoida potrebna je u
prvih 48 h diferencijacije in vitro. U 3T3-L1 stani¢noj liniji ubrzavaju adipogenezu povecanjem
ekspresije kljuénih transkripcijskih ¢imbenika, supresijom preadipocitnog ¢imbenika Pref-1
(engl. preadipocyte factor 1) koji djeluje kao inhibitor adipogeneze (80), te pojacanom
ekspresijom KLF15 (81). Deksametazon u 3T3-L1 preadipocitima inducira ekspresiju C/EBP-
d koji u koordinaciji s C/EBP-f inducira ekspresiju PPAR-y (82).

Hormoni S$titnjace reguliraju nekoliko aspekata energijske homeostaze ukljucujuci
bazalni metabolizam, termogenezu, te metabolizam glukoze i lipida. Disfunkcija Stitnjace
metabolizmom (83), na na¢in da manjak hormona §titnja¢e dovodi do poveéanja tjelesne tezine.
U 3T3-L1 stani¢noj kulturi trijodtironin se veze na C/EBP-a i inducira njegovu ekspresiju, a
takoder povecava ekspresiju PPAR-y (84).

Kostani morfogenetski protein (engl. bone morphogenic protein, BMP) ¢lan je obitelji
transformiraju¢eg ¢imbenika rasta beta (engl. transforming growth factor beta, TGF-$). BMP
je citokin uklju¢en u brojne regulatorne procese ukljucujuc¢i i1 diferencijaciju adipocita.
Signalizacija putem BMP-a je kompleksna i ovisna o sastavu receptora i ravnotezi BMP-a i
njegovih agonista. BMP ostvaruje svoje bioloSke ucinke putem aktivacije dviju vrsta

transmembranskih receptora, BMPR1 (engl. bone morphogenetic protein receptor type 1) i
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BMPR2 (engl. bone morphogenetic protein receptor type 2). Oba receptora imaju tri podtipa
receptora, od kojih BMPR1A poti¢e adipogenezu, a BMPR 1B osteogenezu (85). Vezanjem na
svoje receptore BMP poti¢e kanonsku signalizaciju putem fosforilacije SMAD 1/5/8 i ne-
kanonsku p38 MAPK signalizaciju putem kinaze 1 aktivirane transformiraju¢im ¢imbenikom
rasta beta (engl. transforming growth factor beta (TGF-f)-activated kinase 1, TAK1). Oba
signalna puta poticu adipogenezu aktivacijom PPAR-y (86).

MikroRNA su nekodiraju¢e sekvence RNA koje djeluju kao regulatori ekspresije ciljne
mRNA suprimiranjem translacije ili degradacijom mRNA, rezultiraju¢i smanjenom
produkcijom proteina (87). Vecéina ih djeluje na mezenhimalne mati¢ne stanice poti¢uci
adipogenezu 1 suprimiraju¢i osteogenezu (86). Ekspresija miR-143 povecava se tijekom
diferencijacije, a njena inhibicija smanjuje nakupljanje triglicerida i ekspresiju PPAR-y2, FAS
1 GLUT4. MiR378/378 je takoder visoko eksprimiran tijekom adipogeneze, a njena

prekomjerna ekspresija povec¢ava akumulaciju triglicerida i ekspresiju PPAR-y i GLUTA4.

1.7. Antiadipogeni ¢imbenici

Protein kinaza aktivirana adenozin monofosfatom (engl. adenosine monophosphate
(AMP)-activated protein kinase, AMPK) je serin/treonin protein kinaza sa sredi$njom ulogom
u regulaciji energetske ravnoteze. Djeluje kao senzor energije u regulaciji glukoznog 1 lipidnog
metabolizma (88). AMPK se aktivira kada poraste stani¢na energetska potreba ili se smanji
opskrba energijom (smanjenje unutarstani¢ne razine ATP-a ili povecanje razine AMP-a) (89),
dakle prilikom vjeZbanja, ishemije, deprivacije glukoze i1 hipoksije. Fosforilirana AMPK
inhibira anabolicke puteve koji troSe ATP, kao Sto su sinteza FA, kolesterola 1 izoprenoida te
hepaticka glukoneogeneza, istodobno poti¢uci stvaranje ATP-a putem kataboli¢kih procesa kao
Sto su oksidacija FA 1 miSi¢ni transport glukoze. Aktivacija AMPK inhibira adipogenezu u
MCE fazi redukcijom ekspresije C/EBP- i posljedi¢nom inhibicijom PPAR-y, C/EBP-a, te
markera kasne adipogeneze — FAS, aP2 i SREBP-1c (90). Osim metabolickog ucinka,
aktivacija AMPK ima i protuupalne uéinke $to je osobito vazno kod pretilosti koja u podlozi
ima metabolicku disfunkciju i kroni¢no proupalno stanje organizma (91). Ove aktivnosti
AMPK poticu pitanje mogucnosti lijecenja pretilosti, DMT2 i inzulinske rezistencije putem
stimulacije AMPK u metaboli¢ki aktivnim tkivima (92). Skupina antidijabetickih lijekova
bigvanida i tiazolidindiona djeluje putem stimulacije AMPK, iako joS§ uvijek nije jasno u kolikoj

mjeri je njihov klini¢ki ucinak rezultat iskljucivo aktivacije AMPK (93). Skupina lijekova za
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smanjenje razine lipida, statini, kao i nekoliko adipocitokina i hormona (grelin, leptin,
adiponektin), takoder aktiviraju AMPK u nekim tkivima, iako su mehanizmi tih ucinaka jo$
nerazjasnjeni (94). Iako je uloga AMPK u jetrenim i miSi¢nim stanicama opseZzno prou¢avana,
uloga u masnom tkivu jo§ uvijek nije jasna. Aktivacija AMPK moze djelovati kao zastitni
¢imbenik protiv disfunkcije adipocita u stanjima visoke produkcije citokina (14).

Vitamin D pohranjen je u masnom tkivu i regulira nekoliko aspekata bioloSke funkcije
masnog tkiva, ukljucujuéi adipogenezu, produkciju adipokina i metabolizam lipida. Manjak
vitamina D cest je kod pretilih osoba 1 rizi¢ni je ¢imbenik za razvoj inzulinske rezistencije i
DMT2 (95). U 3T3-L1 stani¢noj kulturi vitamin D inhibira adipogenezu §to je vidljivo
smanjenom ekspresijom PPAR-y i smanjenim nakupljanjem lipidnih kapljica (96). Takoder
dolazi do smanjenja ekspresije mMRNA i proteina C/EBP-p u kriti¢noj fazi diferencijacije (97).

Razlike u distribuciji masnog tkiva kod zena i musSkaraca dijelom su posljedica
djelovanja spolnih hormona. Smanjene razine estrogena kod postmenopauzalnih Zena povezane
su sa centralnom pretilo$¢u i pove¢anim rizikom za nastanak metaboli¢kog sindroma (98). U
3T3-L1 stani¢noj kulturi estradiol suprimira nakupljanje lipida (99). Smanjene razine muskih
spolnih hormona dovode do povecanja koli¢ine masnog tkiva te kardiovaskularnih i
metaboli¢kih bolesti (100). U 3T3-L1 stani¢noj kulturi androgeni poticu translokaciju
kompleksa androgenih receptora s B-kateninom u jezgru i posljedi¢nu aktivaciju WNT/B-
katenin signalnih puteva, $to inhibira adipogenezu (101).

Obitelj WNT signalnih proteina sastoji se od brojnih glikoproteina koji se
posttranslacijski modificiraju dodatkom lipida. WNT signalizacija ima vaznu ulogu u stanicnoj
proliferaciji 1 diferencijaciji, a mozZe biti kanonska i1 nekanonska. Najbolje prou¢avana WNT
kanonska signalizacija je WNT/B-katenin signalni put koji inhibira diferencijaciju adipocita in
vitro blokiranjem ekspresije gena odgovornih za MCE, vode¢i u disregulaciju stani¢nog
ciklusa, te blokiranjem ekspresije PPAR-y i C/EBP-a (102). Aktivacija signalnog puta WNT/p-
katenin rezultira inhibicijom GSK-3p i izostankom fosforilacije B-katenina koji se translocira u
jezgru 1 koaktivira transkripcijske ¢imbenike, T-stanicni ¢imbenik / ¢imbenik vezanja na
limfoidni pojaciva¢ (engl. T-cell factor / lymphoid enhancer-binding factor, TCF/LEF), sto
vodi inhibiciji PPAR-y i C/EBP-a (103). WNT/B-katenin signalni put pokazuje
proosteoblasticnu 1 antiadipocitnu aktivnost, te njegova inhibicija suprimira osteogenezu i
promovira adipogenezu (86). Tijekom diferencijacije 3T3-L1 stanica, razina (-katenina je
smanjena djelovanjem IBMX-a, a djelovanje WNT-a ili stalno aktivnog B-katenina inhibira

adipogenezu preveniranjem indukcije PPAR- vy i C/EBP-a.
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TGF-B se veze na svoje receptore te putem kanonske signalizacije fosforilacijom i
aktivacijom SMAD proteina kontrolira transkripciju gena. Fosforilirani SMAD2 i SMAD3
vezu se na SMAD4 1 translociraju u jezgru gdje reguliraju gensku transkripciju. Signalna
kaskada TGF-B putem SMAD 2/3/4 inhibira diferencijaciju adipocita smanjenjem
transkripcijske aktivnosti C/EBP-f i & (104). Serumske razine TGF-f su povisene u pretilosti i
DMT2 (105). U stani¢noj kulturi 3T3-L1 preadipocita TGF-B u ranoj fazi adipogeneze moze
inhibirati diferencijaciju §to se o€ituje gotovo potpunim nedostatkom lipidnih kapljica (106). U
kasnoj fazi adipogeneze taj je ucinak oslabljen, ali i1 dalje vidljiv.

Cimbenik rasta vezivnog tkiva (engl. connective tissue growth factor, CTGF) se moze
vezati na BMP i TGF-B i tako simultano suprimirati adipogenezu inhibiraju¢i proadipogeni
u¢inak BMP-a i aktiviraju¢i antiadipogeni uc¢inak TGF-B (107). Njegova ekspresija tijekom
diferencijacije 3T3-L1 stanica je smanjena (108). Ako djeluje prije pocetka adipogeneze,
blokira indukciju C/EBP-f i posljedi¢no smanjuje razine C/EBP-o putem SMAD3 signalnog
puta (109).

1.8. Poremecaji masnog tkiva i metabolizma lipida

Najces¢i 1 najveéi zdravstveni problem dana$njice povezan s poremecajima masnog
tkiva je prekomjerno nakupljanje masnog tkiva, odnosno pretilost. Pretilost je sa svojim
komorbiditetima presla u epidemijske razmjere uslijed tranzicije na sjedilacki nacin Zivota s
promjenom prehrane prema procesuiranoj i visokokaloriénoj hrani (3). Danas pretilost
predstavlja veliki izazov u prevenciji i lijeCenju kroni¢nih bolesti diljem svijeta.

Pretilost je kroni¢ni metabolicki poremecaj povezan s prekomjernim nakupljanjem i
metaboli¢kom disfunkcijom masnog tkiva, uz kroni¢nu upalu bez vidljive infekcije ili poznatog
autoimunog procesa (110). Rizi¢ni je ¢imbenik za razvoj metabolickog sindroma te vodi do
nastanka kardiovaskularnih bolesti, DMT?2, hipertenzije, dislipidemije i zlo¢udnih bolesti (111).
Prekomjerna akumulacija bijelog masnog tkiva nastaje uslijed neravnoteze izmedu kalorijskog
unosa 1 potroSnje energije, a rezultat je povecanja veli€ine (hipertrofija) i broja (hiperplazija)
adipocita. Ekspanzija masnog tkiva u odgovoru na prekomjerni unos hrane je adaptivna mjera
za prevenciju ektopi¢ne dispozicije lipida i lipotoksi¢nosti u drugim stanicama organizma (19).
Hipertrofija adipocita u po¢etnom stadiju pretilosti nastaje uslijed prekomjernog nakupljanja
triglicerida u masnom tkivu. Veli¢ina adipocita varira izmedu razliCitih skladiSta masnog tkiva,

ali maksimalna tezina adipocita doseZze ~1.2 pg lipida po adipocitu. Prosjecna veli¢ina
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adipocita je manja kod osoba s normalnom tjelesnom tezinom u odnosu na pretile osobe (1).
Kroni¢na dostupnost viska nutrijenata dovodi do povecanja lipidnih kapljica, Sto kulminira
povecanjem skladiSta masti i povecanjem tjelesne mase. Hipertrofijom adipocita dolazi do
razvoja kroni¢nog proupalnog stanja i infiltracije makrofaga i leukocita u masno tkivo, §to dalje
potice upalno stanje. Kapacitet disfunkcionalnog masnog tkiva za skladiStenje triglicerida se
smanjuje s posljedicom odlaganja triglicerida u drugim tkivima (112). Promjene u masnom
tkivu koje ukljucuju hipertrofiju, stres i smrt adipocita dovode do nakupljanja adipocitnih
ostataka. Kroni¢no odlaganje tih ostataka uzrokuje kroni¢nu aktivaciju makrofaga u masnom
tkivu §to dovodi do kroni¢nog stanja upale (113). Veéa koncentracija makrofaga u masnom
tkivu povecava razinu citokina koji dovode do razvoja zrelih adipocita rezistentnih na inzulin
(114). Citokini vode smanjenom odlaganju triglicerida i povecanju razine cirkuliraju¢ih FA, §to
uzrokuje njihovo ektopi¢no odlaganje i oStecenje transporta glukoze, s krajnjim rezultatom
inzulinske rezistencije u masnim i miSi¢nim stanicama.

Metabolicki sindrom skup je metabolickih poremecaja koji poveéavaju rizik nastanka
DMT?2 i kardiovaskularnih bolesti. Karakteriziran je visceralnom pretilo$¢u, dislipidemijom,
hipertenzijom i inzulinskom rezistencijom (115). Dislipidemija se odnosi na Citav spektar
kvantitativnih poremecaja lipida u krvi i primarni je rizi¢ni ¢imbenik za nastanak
kardiovaskularnih bolesti (116). Naj¢es¢i poremecaji u sklopu dislipidemije su povecane
koncentracije triglicerida i LDL-a, te smanjene koncentracije HDL-a. DMT2 je karakteriziran
kroni¢no poviSenim razinama glukoze u krvi nastale uslijed sistemske inzulinske rezistencije
(117). U disfunkcionalnim adipocitima, neadekvatno skladistenje lipida poveéava razine
cirkuliraju¢ih FA koje poti¢u inzulinsku rezistenciju. Kada adipociti postanu rezistentni na
inzulin, naruSava se inzulinsko djelovanje na inhibiciju lipolize i redukciju slobodnih zasi¢enih
FA 1 glicerola. ViSak cirkuliraju¢ih lipida i povecanje razina lipidnih metabolita u perifernim
tkivima uzrokuje ektopi¢no odlaganje lipida u jetru i misice (118). Lipidni metaboliti aktiviraju
kinaze koje ometaju inzulinski signalni put i suprimiraju translokaciju GLUT4 na stani¢nu

membranu.

1.8.1. Lijecenje

Uz promociju zdravog nacina Zivota pravilnom prehranom i tjelovjezbom, jedan od
vaznih nacina borbe suvremene medicine i znanosti protiv pretilosti je bolje razumijevanje

fiziologije i poremecaja masnog tkiva. Trenutni lijekovi koji se koriste za lijeenje metaboli¢kih
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poremecaja povezanih uz pretilost, kao $to su DMT2 i dislipidemije, pokazuju svoj u¢inak na
masno tkivo u vidu smanjenja tjelesne tezine i regulacije razine triglicerida.

Najcesci lijekovi koji se koriste u lijeCenju DMT2 i dislipidemija su metformin 1 statini.
Sve je veci broj studija koje potvrduju pleiotropno djelovanje kombinacije metformina i statina,
sugeriraju¢i da bi takvo lijeCenje moglo biti korisno u nekim bolestima, narocito
kardiovaskularnim, zbog antihipertenzivnog, protuupalnog i antiadipogenog uc¢inka. U jednoj
studiji na 41 bolesniku s BMI > 25 kg/m?, metformin u dozi od 1,7 g/dan kroz 16 tjedana
znacajno je smanjio BMI i opseg struka, a simvastatin u dozi od 20 mg/dan znac¢ajno je smanjio
razine LDL-a i triglicerida (119).

Statini djeluju kao kompetitivni inhibitori HMGCR-a, sprjecavajuci pretvorbu HMG-
CoA u mevalonat (120). Vezanjem na enzim vec¢im afinitetom nego endogeni ligand HMG-
CoA rezultiraju konformacijskom promjenom i inhibicijom HMGCR-a, ¢ime smanjuju
stvaranje kolesterola i1 unutarstani¢énu razinu kolesterola u hepatocitima. U pokuSaju
neutraliziranja tog uéinka statina, potice se aktivnost proteaze koja cijepa proteinski prekursor
SREBP u endoplazmatskom retikulumu. SREBP se translocira u jezgru i veze za SRE na
promotoru gena koji kodira receptor za lipoprotein male gustoce (engl. low-density lipoprotein
receptor, LDL-R), pojac¢avajuéi transkripciju gena za LDL-R §to rezultira ve¢om ekspresijom
mRNA i pojacanom sintezom LDL-R proteina. LDL-R egzocitozom odlazi na povrsinu
hepatocita gdje se na njega veze LDL, nakon ¢ega slijedi endocitoza i lizosomalna degradacija
LDL-a unutar hepatocita, Sto povecava unutarstani¢ne razine kolesterola poti¢uéi vracanje
homeostatickim razinama LDL-a. Krajnji rezultat ove kaskade dogadaja je smanjenje
cirkuliraju¢ih razina LDL-a uslijed vece gusto¢e LDL-R na povrsini hepatocita (121).
Inhibirajuéi funkciju adipocita, statini pospjeSuju inzulinsku rezistenciju 1 oSte¢uju
postprandijalnu toleranciju na glukozu — taj u¢inak moze utjecati na glikemijsku kontrolu i
povecati rizik razvoja DMT2 (122). Dijabetogeni u¢inak ostvaruju inhibicijom unosa glukoze
u B-stanice 1 pojacanim unosom LDL-a §to posljedi¢no blokira konverziju glukoze u piruvat, te
prekomjernim stvaranjem duSi¢nog oksida koji uzrokuje apoptozu B-stanica. Medutim, rizik
razvoja DMT2 koriStenjem statina je mali, i u usporedbi sa smanjenjem rizika od
kardiovaskularnih bolesti, benefiti terapije statinima veci su od rizika (121). S druge strane,
statini mogu reducirati lipotoksi¢nost, intoleranciju na glukozu uzrokovanu lipoproteinima
bogatim trigliceridima, na na¢in da smanjuju ukupni kolesterol i1 LDL, a podizu razine HDL
kolesterola. Vazan ucinak statina je u smanjenju kardiovaskularnog rizika (123), koji moze biti
rezultat njihovog antioksidativnog i protuupalnog djelovanja, te smanjene produkcije ROS i

potencijalne inhibicije razvoja ateroskleroze (124). Osim toga, primjenom simvastatina
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otkriveno je njegovo svojstvo stimulacije osteogeneze uslijed negativne regulacije adipogene
diferencijacije mezenhimalnih mati¢nih stanica, no to¢an mehanizam inhibicije adipogeneze
jos$ nije poznat (125).

Metformin je najce$¢e koriSteni lijek za lijeCenje DMT2. Mehanizam djelovanja
ukljucuje supresiju hepati¢ke proizvodnje glukoze te poboljsanje metabolizma masnog tkiva u
jetri 1 mi§i¢ima, §to dovodi do smanjenja razine glukoze u plazmi (126). Metformin reducira
lipolizu, povecava unos glukoze u stanice skeletnog miSi¢a, povecava intestinalno
iskoriStavanje glukoze, te poboljSava preZivljenje B-stanica guSterace (127). MoZe smanjiti
inzulinsku rezistenciju stimuliranjem translokacije GLUT4 na povrSinu stanice, na taj nacin
pospjesujuci unos glukoze u stanice. Metformin ima pleiotropni u¢inak u smanjenju apetita,
prevenciji kardiovaskularnih bolesti, poboljSanju endotelne funkcije, modulaciji upale i
prevenciji karcinoma (128). Uz sve navedeno, metformin dovodi i do gubitka tjelesne teZine,
iako je mehanizam tog ucinka jo$ uvijek nepoznat. U¢inak metformina na endokrinu funkciju
masnog tkiva jo§ uvijek je predmet rasprave, s obzirom na cinjenicu da se pokazao
uc¢inkovitijim kod pretilih pacijenata s DMT2 nego kod onih koji imaju nizi BMI (129). lako
klinicke studije pokazuju u¢inak metformina u smanjenju tjelesne tezine, podaci o ucinku
metformina na adipogenezu in vitro su oskudni.

Razumijevanje bioloskog procesa adipogeneze vazno je u pronalaZzenju potencijalnih
meta u terapijskom pristupu pretilosti. U ovom radu upotrijebilo se postojee znanje o
adipogenezi na definiranom adipogenom modelu u svrhu uocavanja molekularnih promjena
nastalih uslijed tretmana simvastatinom i metforminom. Posebno se pratila modulacija mRNA
i proteinske ekspresije PPAR-y, C/EBP-a, SREBP-1c, STAT3 i SMAD3, uz vizualizaciju

nakupljanja lipidnih kapljica u diferenciranim adipocitima.
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Hipoteza

2. Hipoteza

Primjena metformina i simvastatina u niskim dozama dovodi do inhibicije glavnih

modulatora i ¢imbenika transkripcije adipogeneze in vitro.
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Cilj istraZivanja

3. Cilj istrazivanja

Ciljevi ovog istrazivanja sazeti su u sljede¢im tockama:

1. Prouciti u¢inak razli¢itih doza simvastatina i metformina kao monoterapije, te kao

konkomitantne terapije na izrazaj glavnih modulatora i ¢imbenika transkripcije adipogeneze

2. Prouciti u¢inak razli¢itih vremenskih perioda primjene simvastatina i metformina kao
monoterapije, te kao konkomitantne terapije na izrazaj glavnih modulatora i Cimbenika

transkripcije adipogeneze
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4. Materijali i metode

4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je ustrojeno kao randomizirani kontrolirani pokus.

4.2. Materijali

Svi pokusi izvodili su se na stani¢noj kulturi misjih fibroblasta (preadipocita) 3T3-L1
(Elabscience Biotechnology Inc., Houston, Teksas, SAD) ispod desete pasaze. Kemikalije,
reagensi 1 otopine koriStene u ovom radu prikazane su tabli¢no u sklopu opisa odgovarajucih

metoda.

4.3. Metode

4.3.1.Uzgoj i diferencijacija stanica

Materijali korisSteni za uzgoj i diferencijaciju stanica prikazani su u tablici 4.1.

Tablica 4.1. Popis koristenih kemikalija, reagensa i otopina za uzgoj i diferencijaciju stanica

Naziv Kratica Sastav / karakteristike / proizvodac
Dulbecco madificirani DMEM 4500 mg/L glukoze, L-glutamin, natrijev hidrogenkarbonat
Eagle-ov medij Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat.br. D5796
Fetalni govedi serum FBS Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat.br. F9665
Penicilin/Streptomicin P/S Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Njemacka, kat.br. PS-B
4-(2-hidroksietil)-1- 1 molarna otopina HEPES-a: 23,831 g HEPES praha (Sigma-Aldrich,
piperazinetansulfonska | HEPES St. Louis, Missouri, SAD, kat.br. H-3375) u 100 mL destilirane vode,
kiselina prilagodeno na pH 7,4 i filtrirano
Dimetil sulfoksid DMSO Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat.br. D2650
Klorovodi¢na kiselina | HCI Carlo Erba Reagents, Barcelona, Spanjolska, kat.br. 7647-01-0
3-izobutil-1- IBMX Molarna masa 222.24 g/mol, >99 % (HPLC); prah, otopljen u DMSO
metilksantin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat.br. 15879
Deksametazon Molarna masa 392.46 g/mol, >98 % (HPLC); prah, otopljen u DMSO
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat.br. D1756
Inzulin Prah, otopljen u 5 mM otopini HCI
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat.br. 16634
Metformin Molarna masa 165.62 g/mol; prah, otopljen u DMSO
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat.br. PHR1084
Simvastatin Molarna masa 418.57 g/mol, >97 % (HPLC), otopljen u DMSO
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat.br. S6196
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3T3-L1 preadipociti uzgajani su u DMEM mediju s dodatkom 10 % FBS-a, 15 mM
HEPES-a, i 1 %-tnom P/S otopinom na 37°C i 5 % CO2. Buduéi da je 3T3-L1 adherentna
stani¢na kultura, koncentracija nasadivanja stanica sa ciljem dostizanja pune konfluentnosti
nakon 24 sata odredena je na 60 000 stanica / cm?. Protokol diferencijacije stanica zapocinje
dva dana nakon dostizanja pune konfluentnosti, §to je oznaceno prvim danom diferencijacije.
Tada se medij za uzgoj stanica zamijeni svjezim medijem kojemu se doda 0,5 mM IBMX-3, 1
uM deksametazona i 10 uM inzulina — takav medij naziva se medijem za indukciju
diferencijacije. Nakon 72 sata, medij za indukciju diferencijacije zamijeni se inzulinskim
medijem, kojim oznacavamo medij za uzgoj stanica s dodanih 10 uM inzulina. Nakon 72 sata
u inzulinskom mediju, stanicama se promijeni medij u ¢isti medij za uzgoj stanica u kojem se
stanice drze naredna 72 sata, do devetog dana diferencijacije. Tijekom indukcije diferencijacije,
stanice su tretirane lijekovima za inhibiciju diferencijacije, metforminom i simvastatinom, u
razli¢itim vremenskim periodima (tablica 4.2.) i razliitim koncentracijama (tablica 4.3.).
Eksperimenti su izvodeni cetvrtog, sedmog 1 desetog dana diferencijacije. Svaka
eksperimentalna grupa imala je pripadajucu kontrolu, a to su bile stanice nad kojima se
provodio samo protokol diferencijacije, bez dodatka metformina i simvastatina. Osim toga,
svakoj eksperimentalnoj grupi pridruzena je i skupina nediferenciranih stanica koje su
odrzavane u stadiju preadipocita, odnosno uzgajane u c¢istom mediju za uzgoj stanica.
Nediferencirane stanice nisu bile ukljucene u statisticku obradu jer je u radu analizirana razlika
izmedu diferenciranih stanica i tretiranih diferenciranih stanica, medutim slikovno su prikazane
u rezultatima Oil Red O bojanja i imunocitokemije kao potvrda uspjesnog protokola

diferencijacije.
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Tablica 4.2. Shema protokola diferencijacije i vremenskih perioda tretiranja stanica lijekovima
za inhibiciju diferencijacije

Protokol
diferencijacije po
danima

Vremenski period tretiranja metforminom i simvastatinom

1.-3.dan

4. - 6. dan

7.-9.dan

1.-9.dan

Medij za indukciju
diferencijacije +

Medij za indukciju

Medij za indukciju

Medij za indukciju
diferencijacije +

1. dan metformin i diferencijacije diferencijacije metformin i
simvastatin simvastatin
Medij za indukciju Medij za indukciju
diferencijacije + Medij za indukciju | Medij za indukciju diferencijacije +
2. dan T . L. . - o
metformin i diferencijacije diferencijacije metformin i
simvastatin simvastatin
Medij za indukciju Medij za indukciju
diferencijacije + Medij za indukciju | Medij za indukciju diferencijacije +
3. dan T . A . - L
metformin i diferencijacije diferencijacije metformin i
simvastatin simvastatin
Inzulinski medij + Inzulinski medij +
4. dan Eksperimenti metformin i Inzulinski medij metformin i
simvastatin simvastatin
Inzulinski medij + Inzulinski medij +
5. dan metformin i Inzulinski medij metformin i
simvastatin simvastatin
Inzulinski medij + Inzulinski medij +
6. dan metformin i Inzulinski medij metformin i
simvastatin simvastatin
Medij za uzgoj Medij za uzgoj
. . ica+ ica+
7. dan Eksperimenti stanlca. . stanlca. .
metformin i metformin i
simvastatin simvastatin
Medij za uzgoj Medij za uzgoj
stanica + stanica +
8. dan L ..
metformin i metformin i
simvastatin simvastatin
Medij za uzgoj Medij za uzgoj
stanica + stanica +
9. dan - ..
metformin i metformin i
simvastatin simvastatin
10. dan Eksperimenti Eksperimenti
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Tablica 4.3. Popis eksperimentalnih i kontrolnih skupina s obzirom na koriSteni medij i
koncentracije lijekova za inhibiciju diferencijacije

Eksperimentalna skupina Medij Metformin Simvastatin

ND Medij za uzgoj stanica / /
Medij za diferencijaciju

D . / /
stanica prema protokolu

M1 Med_u za diferencijaciju 200 uM /
stanica prema protokolu

M2 Med_u za diferencijaciju 2 mM /
stanica prema protokolu

M3 Med_u za diferencijaciju 4mM /
stanica prema protokolu

s1 Med_u za diferencijaciju / 100 nM
stanica prema protokolu

$2 Med_u za diferencijaciju / mny
stanica prema protokolu

3 Mequ za diferencijaciju / 2 UM
stanica prema protokolu

MS1 Med_u za diferencijaciju 200 M 100 NM
stanica prema protokolu

MS2 Mequ za diferencijaciju 2 mM mny
stanica prema protokolu
Medij za diferencijaciju

MS3 . 4 mM 2 uM
stanica prema protokolu

ND = nediferencirane stanice; D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 pM]; M2 = metformin [2 mM];
M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 uM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 =
metformin [200 pM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin
[4 mM] i simvastatin [2 uM]

4.3.2. Priprema pokrovnih stakalaca i plo¢ica za uzgoj stanica

Materijali koriSteni za pripremu pokrovnih stakalaca i plo¢ica za uzgoj stanica prikazani
su u tablici 4.4.

Tablica 4.4. Popis koristenih kemikalija, reagensa i otopina za pripremu pokrovnih stakalaca i
ploc€ica za uzgoj stanica

Naziv Formula | Sastav / karakteristike / proizvodaé

Sulfatna kiselina H2SO04 T.T.T d.o.0., Sveta Nedelja, Hrvatska, kat.br. 7664-93-9
Vodikov peroksid H20> Gram mol, Zagreb, Hrvatska, kat.br. P154901

Metanol CH3O0H Kefo Croatia, Sisak, Hrvatska, kat.br. KE00.1307.2500*K
Polilizin Santa Cruz, Dallas, Teksas, SAD, kat.br. sc-136156
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Stanice za Oil Red O bojanje 1 imunocitokemiju uzgajane su u plo¢icama sa 6 jazica s
prethodno pripremljenom podlogom, odnosno pokrovnim stakalcima koji su se kasnije
iskoristili za izradu mikroskopskih preparata. Kako bi se pokrovna stakalca mogla koristiti za
uzgoj stanica, potrebno je provesti oksidaciju organskih spojeva na njihovoj povrsini. Stakalca
su stoga oprana, osuSena i sterilizirana prema protokolu opisanom u radu autora Zjali¢ i sur
(130). Stakalca su stavljena u Erlenmeyerovu tikvicu i prekrivena otopinom za pranje stakalaca
napravljenom od 30%-tnog vodikovog peroksida i sulfatne kiseline u omjeru 1:9. Nakon 30
minuta stakalca su isprana destiliranom vodom kako bi se otopina za pranje stakalaca sigurno
razrijedila i uklonila. Nakon toga, stakalca su ispirana u 200 mL destilirane vode na orbitalnoj
mijesalici tijekom 6 sati, prilikom cega se svakih sat vremena dodavala Cista destilirana voda.
Stakalca su zatim osuSena odstranjivanjem destilirane vode i dodavanjem 100 mL metanola.
Metanol je odstranjen nakon 5 minuta, preko otvora ¢ase sa stakalcima postavljena je
aluminijska folija i stakalca su suho sterilizirana na 270 °C tijekom 5 sati.

Po jedno stakalce postavilo se u svaku jazicu ploc¢ice za uzgoj stanica i prekrilo s 1,25
mL polilizina (5 pg/mL). Nakon sat vremena inkubacije na 37°C, polilizin se odstranio iz jaZica
1 plo¢ice su ostavljene 2 sata pod UV lampom u laminaru, nakon ¢ega su spremne za uzgoj

stanica.

4.3.3. Analiza metaboli¢ke aktivnosti stanica

Materijali kori$teni za analizu metabolicke aktivnosti stanica prikazani su u tablici 4.5.

Tablica 4.5. Popis koristenih kemikalija, reagensa i otopina za MTT test

Naziv Kratica Sastav / karakteristike / proizvodac

MTT test

3-(4,5-Dimethyl
thiazol-2-yl)-2,5-

100 g Thiazolyl Blue praha (Cruz chemicals, Dallas, Teksas, SAD,

. . MTT kat.br. sc-359848) otopljeno u 20 mL 1x PBS-a i filtrirano kroz 0,2 um
Diphenyl tetrazolium :
. PES filter
Bromide
Klorovodicna kiselina HCI Carlo Erba Reagents, Barcelona, Spanjolska, kat.br. 7647-01-0
Izopropanol C3HsO Gram mol, Zagreb, Hrvatska, kat.br. 67-63-0

PBS = fosfatni pufer; PES = poli(eter-sulfon)
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MTT test odreduje metabolicku aktivnost mitohondrija i temelji se na aktivnosti
stani¢ne oksidoreduktaze ovisne o NAD(P)H koja u zivim stanicama reducira topljivi tetrazolij
bromid zute boje u netopljive kristale formazana ljubiCaste boje. Koli¢ina nastalih kristala i
intenzitet obojenja proporcionalan je broju metabolicki aktivnih stanica.

Stanice su uzgajane u mikrotitarskim plo¢icama s 96 jazica ravnog dna u tri bioloske
replike za svaku eksperimentalnu skupinu, te diferencirane i tretirane metforminom i
simvastatinom prema prethodno opisanom protokolu. U svaku jazicu dodano je 10 uLL MTT
otopine, nakon ¢ega su stanice inkubirane 4 sata. Nakon inkubacije kristali formazana otopljeni
su dodavanjem 100 pL otapala (izopropanol + klorovodi¢na kiselina). Intenzitet nastalog
obojenja ocitao se na Citacu mikrotitarskih plocica (iMark, BIO RAD, Hercules, Kalifornija,
SAD) na valnoj duljini od 595 nm. Krajnji rezultat je izraZzen kao postotak opti¢ke gustoée u
odnosu na diferencirane stanice. Rezultati su prikazani kao aritmetic¢ka sredina sa standardnom

devijacijom, izraCunato iz tri ponavljanja.

4.3.4. Analiza unutarstani¢nog nakupljanja lipida

Materijali koriSteni za analizu unutarstani¢nog nakupljanja lipida prikazani su u tablici
4.6.

Tablica 4.6. Popis koristenih kemikalija, reagensa i otopina za Oil Red O bojanje

Naziv Kratica / Sastav / karakteristike / proizvodac
Formula

Molarna masa 408.49 g/mol, prah

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat.br. 1320-06-5
Izopropanol CsHsO Gram mol, Zagreb, Hrvatska, kat.br. 67-63-0

36 %-tni PFA (Acros organics, Fair Lawn, New Jersey, SAD) otopljen
U 1x PBS-u, prilagodeno na pH 7.4 i filtrirano kroz 0,2 um PES filter
PBS = fosfatni pufer; PES = poli(eter-sulfon)

Oil Red O bhoja

Paraformaldehid 4% PFA 4%

Oil Red O je liposolubilna diazo-boja koja se koristi za vizualizaciju neutralnih lipida i
estera kolesterola. Pomoc¢u Oil Red O bojanja moguce je detektirati, kvantificirati i lokalizirati
unutarstani¢ne lipidne kapljice. Koncentrirana otopina Oil Red O priprema se dodavanjem 0,5
g Oil Red O boje u 100 mL izopropanola, a radna otopina dobiva se mijeSanjem koncentrirane

otopine s destiliranom vodom u omjeru 6:4.
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Stanice su uzgajane u ploCicama sa 6 jazica s pokrovnim stakalcima, u tri bioloske
replike za svaku eksperimentalnu skupinu — ukupno Sest pojedina¢nih plo¢ica za svako
vremensko razdoblje. Stanice su diferencirane i tretirane metforminom i simvastatinom prema
prethodno opisanom protokolu, nakon Cega se pristupilo fiksiranju i bojanju stanica. 1z jazica
je uklonjen medij i stanice su fiksirane s 1 mL 4 %-tnog paraformaldehida 45 minuta na +4°C.
Jazice su zatim isprane dva puta s hladnim PBS-om, nakon ¢ega se u svaku jazicu dodao po 1
mL radne otopine Oil Red O. Nakon 15 minuta stanice su isprane dva puta PBS-om, te je u
svakoj jazici ostavljeno po 1 mL PBS-a. Stakalca su montirana na predmetnice i pokrivena
fluorescentnim pokrivalom. Preparati su fotografirani kamerom Olympus DP70 (Olympus,
Tokyo, Japan) montiranom na svjetlosni mikroskop Axioskop 2 MOT (Carl Zeiss AG, Jena,
Njemacka), pomoc¢u programa DP Controller 1.2.1.108. Unutarstanicno nakupljanje lipida
kvantificirano je u ra¢unalnom programu ImageJ (131) mjerenjem opticke gustoce lipidnih
kapljica normalizirane prema broju stanica. Krajnji rezultat je izrazen kao postotak u odnosu na
diferencirane stanice. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina sa standardnom

devijacijom, izracunato iz tri ponavljanja.

4.3.5. Analiza ekspresije mRNA ciljanih transkripcijskih ¢cimbenika i modulatora adipogeneze

Materijali koristeni za analizu ekspresije mRNA ciljanih transkripcijskih ¢imbenika i

modulatora adipogeneze prikazani su u tablici 4.7.

Tablica 4.7. Popis koristenih kemikalija, reagensa i otopina za lan¢anu reakciju polimerazom

Naziv Kratica / Sastav / karakteristike / proizvodac

Formula
Trizol Zymo Research, Irvine, Kalifornija, SAD, kat.br. R2050-1-200
Kloroform CHCl; Carlo Erba Reagents, Barcelona, Spanjolska, kat.br. 67-66-3
Izopropanol CsHsO Gram mol, Zagreb, Hrvatska, kat.br. 67-63-0
DEPC voda Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat.br. 95284
Komplet za sintezu High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
cDNA Waltham, Massachusetts, SAD, kat.br. 4368814)
Egkmcﬁj'ﬁt 2aPCR Tag PCR Core Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka, kat.br. 201225)
Agaroza Fisher Scientific, Hampton, New Hampshire, SAD, kat.br. BP160-500
Pufer za elektroforezu . . . . .
Tris-Acetat EDTA TAE Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat.br. T8280
Boja za nukleinske Diamond™ Nucleic Acid Dye (Promega, Madison, Wisconsin, SAD,
kiseline kat.br. H1181)

DEPC = dietil pirokarbonat; PCR = lancana reakcija polimerazom
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Stanice su uzgajane u ploficama sa 6 jazica, u tri bioloske replike za svaku
eksperimentalnu skupinu — ukupno Sest pojedina¢nih ploc¢ica za svako vremensko razdoblje.
Stanice su diferencirane i tretirane metforminom i simvastatinom prema prethodno opisanom
protokolu, nakon ¢ega se pristupilo izolaciji i odredivanju ukupne koncentracije RNA. Ukupna
RNA izolirala se pomocu Trizola prema uputama proizvodaca. 1z jazica je uklonjen medij te su
jazice isprane hladnim PBS-om dva puta. U svaku jazicu dodano je 1 mL trizola pomoc¢u kojeg
su stanice odvojene od podloge, prebacene u Eppendorf tubice volumena 2 mL i vorteksirane.
Nakon dodavanja 200 pL kloroforma, uzorci su centrifugirani 15 minuta na 12000 g.
Supernatant RNA prebacen je u nove tubice, dodano je 500 puL izopropanola i centrifugirano
10 minuta na 12000g. Supernatant je uklonjen, dodano je po 1 mL 75 %-tnog etanola u DEPC
vodi, te centrifugirano 5 minuta na 7500 g. Supernatant je uklonjen, i dodano je 40 uL DEPC
vode. Koncentracija RNA 1 cisto¢a uzoraka odredena je mjerenjem apsorbancije na
spektrofotometru NanoPhotometer® P-Class P330-30 (Implen GmbH, Miinchen, Njemacka)
pri valnim duljinama od 260 nm i 280 nm.

Prevodenje RNA u komplementarnu DNA (¢cDNA) te umnazanje cDNA PCR reakcijom
odradeni su pomoc¢u komercijalnih kompleta (Tablica 4.7.) prema uputama proizvodaca, u
reakcijskim smjesama ukupnog volumena 20 pL, na uredaju DNA Engine® Thermal Cycler
(Bio-Rad, Hercules, Kalifornija, SAD). Koristene oligonukleotidne pocetnice (Metabion,
Planegg, Njemacka) za lan¢anu reakciju polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR)
prikazane su u tablici 4.8. Reakcijske smjese za sintezu cDNA i PCR prikazane su u tablici 4.9.,

a uvjeti PCR reakcija navedeni su u tablici 4.10.

Tablica 4.8. Popis pocetnica s navedenim slijedom nukleotida 1 smjerom pocetnice

Naziv pocetnice / smjer Slijed nukleotida 5° - 3’

PPARG/F GCATGGTGCCTTCGCTGA
PPARG/R TGGCATCTCTGTGTCAACCATG
CEBPA/F CAAGAACAGCAACGAGTACCG
CEBPA/R GTCACTGGTCAACTCCAGCAC
SREBP1C/F GCGGTTGGCACAGAGCTT
SREBP1C/R CTGTGGCCTCATGTAGGAATACC
STAT3/F GCCACGTTGGTGTTTCATAATC
STAT3/R TTCGAAGGTTGTGCTGATAGAG
SMAD3/F GGAGAAATGGTGCGAGAAGG
SMAD3/R GAAGGCGAACTCACACAGC
ACTB/F CCTGTGCTGCTCACCGAGGC
ACTB/R GACCCCGTCTCTCCGGAGTCCATC

F = unaprijed (engl. forward), R= unatrag (engl. reverse)
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Tablica 4.9. Reakcijske smjese za cDNA i PCR (ukupni volumen 20 pL)

cDNA PCR
Komponenta Kolié'ipa za jednu Komponenta Kolié.i.na za jednu
reakciju (V / uL) reakciju (V/ uL)
Ukupna RNA 10,0 Kalup (cDNA) 2,0
10x RT pufer 2,0 10X PCR pufer 2,0
25X dNTP smjesa 0,8 dNTP smjesa 04
10x RT nasumicne pocetnice 2,0 Uzvodna pocetnica 0,5
Reverzna transkriptaza 1,0 Nizvodna poéetnica 0,5
Voda* 4,2 Taq DNA polimeraza 0,1
Voda* 14,5

*Koristi se voda za molekularnu biologiju, bez nukleaza

Tablica 4.10. Uvjeti PCR reakcija

Korak / trajanje ciklusa / broj Temperature pojedinih koraka ciklusa ovisno o0 poc¢etnicama
ciklusa PPARG CEBPA | SREBP1C STAT3 SMAD3 ACTB
Pocetna denaturacija / 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C
3min/1

Kratka denaturacija / . . . . . .
45 sek / 30 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C
Sparivanje pocetnica / 56,1°C | 57.2°C 61°C 572°C | 56,1°C 61°C
1min/30

Produljivanje lanca DNA / . . . . . .
45 sek / 30 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C
Zavrsno produljivanje lanca . . . . . .
DNA /10 min / 1 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C

PCR produkti vizualizirani su elektroforezom na 2%-tnom agaroznom gelu u 1x TAE s
dodatkom boje za nukleinske kiseline Diamond Nucleic Acid Dye i uslikani na uredaju Gel
Doc™ XR+ System (BioRad Hercules, Kalifornija, SAD). Semikvantifikacija
denzitometrijskom analizom vizualiziranih PCR produkata odradena je u racunalnom programu
ImageJ (131). Relativna mRNA ekspresija ispitivanih transkripcijskih ¢imbenika i modulatora
adipogeneze normalizirana je prema ekspresiji housekeeping gena B-aktina (ACTB) koji ima
stabilnu ekspresiju u svim stanicama i sluzi kao kontrola za svaki pojedini uzorak. Krajnji
rezultat je izrazen kao postotak u odnosu na diferencirane stanice. Rezultati su prikazani kao

aritmeticka sredina sa standardnom devijacijom, izracunato iz tri ponavljanja.
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4.3.6. Analiza proteinske ekspresije ciljanih transkripcijskih ¢imbenika i1 modulatora
adipogeneze

Materijali koriSteni za analizu proteinske ekspresije ciljanih transkripcijskih ¢imbenika

I modulatora adipogeneze prikazani su u tablici 4.11.

Tablica 4.11. Popis koristenih kemikalija, reagensa i otopina za Western blot

Naziv Kratica Sastav / karakteristike / proizvodac

137 mM NaCl (Kemika, Zagreb, Hrvatska); 2,7 mM KCI (Kemika,
Zagreb, Hrvatska); 10 mM Na,HPO, (Kemika, Zagreb, Hrvatska); 1,8
Fosfatni pufer PBS mM KH,PO,4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

prilagodeno na pH 7,4 i filtrirano kroz 0,2 um PES filter (Nalgene ™
Thermo, Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD)

1x PBS; 0,32 M sukroze (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD); 1
mM PMSF (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD); 5mM NaF
Homogenizacijski (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD); 1 mM Na3VO4 (Sigma-
pufer Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD); 1 mM EDTA (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, SAD) + 1 tabletica inhibitora proteaze cOmplete Mini
na 10 mL pufera (Roche, Basel, Svicarska)

0,35 M Tris-HCI, 10% SDS, 30% glicerol, 9,3% DTT

0,1 % Tween™ 20 (Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD,
kat.br. 9005-64-5) u 1x PBS

30 % akrilamid (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, SAD)

Western blot pufer za
kuhanje uzoraka

PBST

30% otopina

a‘.“"ar.“'da.' AABis 2,7 % bis-akrilamid (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, SAD)
bisakrilamid

3-molarna otopina 3M Tris- | 36.342 g Tris baze (Santa Cruz, Dallas, Teksas, SAD, kat.br. 77-86-1),
Tris-HCI HCI do 100 mL destilirane vode, prilagodeno na pH 8.8

1-molarna otopina 1M Tris- | 12.114 g Tris baze (Santa Cruz, Dallas, Teksas, SAD, kat.br. 77-86-1),
Tris-HCI HCI do 100 mL destilirane vode, prilagodeno na pH 6.8

1,5 % amonijev 15% 1.5 g amonijevog persulfata (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD,
persulfat APS kat.br. A3678) u 100 mL destilirane vode

10 %-tni natrijev 10 % 10 g of SDS-a (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) u 100 mL
dodecil-sulfat SDS destilirane vode

Tetramethylethylenediamine (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD, kat.br. 17919)

SeeBlue 2 Plus (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
SAD)

Immobilon ® Forte Western HRP Substrate, Millipore Burlington,
Massachusetts, SAD

25 mM Tris baze (Santa Cruz, Dallas, Teksas, SAD, kat.br. 77-86-1),
Pufer za elektroforezu 192 mM glicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD, kat.br. G-
7126), 0,1% SDS u destiliranoj vodi

Tetrametiletilendiamin | TEMED

Proteinski standard

Supstrat za detekciju
kemiluminiscentnog
signala

Towhbin pufer za

prijenos

Pufer za blokiranje 3 % BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) u 1x PBST
NaCl = natrijev klorid; KCI = kalijev klorid; Na,HPO, - natrijev dihidrogenfosfat; KH.PO4 - kalijev
dihidrogenfosfat; PES = poli(eter-sulfon); PMSF = inhibitor proteaza; NaF = natrijev fluorid; NasVO. = natrijev
ortovanadat; EDTA = etilendiamintetraoctena kiselina; DTT = dithiothreitol; BSA = govedi serumski albumin

25 mM Tris baze, 192 mM glicina, 20% metanola u destiliranoj vodi
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Primarna protutijela koriStena za Western blot prikazana su u tablici 4.12. Kao
sekundarna protutijela koristeni su Peroxidase AffiniPure Goat Anti-Rabbit 1gG (H+L)
(Jackson Immunoresearch West Grove, Pennsylvania, SAD, kat. br. 111-035-144) i Peroxidase-
AffiniPure Donkey Anti-Mouse 1gG (H+L) (Jackson Immunoresearch West Grove,
Pennsylvania, SAD, Kkat. br. 715-035-151) u razrjedenju 1:20000.

Tablica 4.12. Popis primarnih protutijela koristenih za Western blot

Protutijelo Klasa Porijeklo Proizvodac i katalo$ki broj Razrjedenje
Anti-PPAR-y IgG, Zec Sigma Aldrich, St. Louis, 1:1000
poliklonsko Missouri, SAD, kat. br.
SAB4502262
Anti-CEBPA 19G, Zec antibodies-online.com, 1:1000
poliklonsko Ebsdorfergrund, Hessen,

Njemacka, kat. br.
ABIN1532230

Anti-SREBP1 IgG, Zec Abcam, Cambridge, Engleska, | 1:1000
poliklonsko kat. br. ab28481

Anti-STAT3 IgG, Zec Abcam, Cambridge, Engleska, | 1:1000
poliklonsko kat. br. ab83805

SMAD3 IgG, Zec NSJ Bioreagents, San Diego, 1:1000
poliklonsko Kalifornija, SAD, kat. br.

F52046
HRP-conjugated 19G, Mis Proteintech, Rosemont, Illinois, | 1:5000
GAPDH Monoclonal | monoklonsko SAD, kat. br. HRP-60004

Stanice su uzgajane u ploCicama sa 6 jazica, u tri bioloske replike za svaku
eksperimentalnu skupinu — ukupno Sest pojedina¢nih ploc¢ica za svako vremensko razdoblje.
Stanice su diferencirane i tretirane metforminom i simvastatinom prema prethodno opisanom
protokolu, nakon ¢ega se pristupilo homogenizaciji uzoraka, izolaciji 1 odredivanju ukupne
koli¢ine proteina. Jazice su isprane tri puta s PBS-om, nakon ¢ega je u svaku jazicu dodano 1
mL PBS-a, stanice su sastrugane strugalicom i prebacene u Eppendorf tubice volumena 1,5 mL.
Uzorci su centrifugirani 5 min na 130 g, uklonjen je supernatant i dodano je 700 pL
homogenizacijskog pufera. Uzorci su homogenizirani na ledu ultrazvu¢nim homogenizatorom
Bandelin Sonopuls 2070 (BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Njemacka) 15
sekundi u 9 ciklusa. Homogenat je centrifugiran 15 minuta na 1000 g i supernatant je prebacen
u novu Eppendorf tubicu. Koncentracija proteina iz uzoraka izmjerena je na fluorometrijskom
uredaju Qubit® 3.0 Fluorometer (Q33216, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
SAD), prema protokolu proizvodaca. Uzorci su dilutirani s 1x PBS-om kako bi se koncentracija
proteina ujednacila na 0,5 mg/mL, pomijeSani s Western blot puferom za kuhanje uzoraka u
omjeru 1:5 (pufer:uzorak) i inkubirani 5 minuta na 95°C u grijacem bloku (Eppendorf

Thermomixer Compact; Eppendorf, Hamburg, Njemacka).
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Proteini su razdvojeni pomocu elektroforeze u denaturiraju¢em poliakrilamidnom gelu
(engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE). Sastav gelova
za razdvajanje i sabijanje prikazan je u tablici 4.13. Uzorci su naneseni u volumenu od 20 pL
Sto daje ukupnu koli¢inu od 10 pg proteina po uzorku, uz 5 puL proteinskog standarda SeeBlue
nanesenog u prvu jazicu. Elektroforeza je provodena u puferu za elektroforezu u Hoeffer mighty
small sustavu za elektroforezu (Hoeffer inc. San Francisco, Kalifornija, SAD) uz konstantnu

jakost struje od 15 mA po gelu tijekom 3 sata, s odrzavanjem temperature na 4°C.

Tablica 4.13. Sastav poliakrilamidnih gelova za WB

Kemikalije Gel za razdvajanje (12 %) (V/mL) Gel za sabijanje (5 %) (V/mL)
Destilirana voda 8,86 6,9
30% otopina akrilamida i

bisakrilamid (AA/Bis) 8 1125
3-molarna otopina Tris-HCI 2,5 /
1-molarna otopina Tris-HCI / 1,125
10 %-tni natrijev dodecil-sulfat

(SDS) 0,2 0,1
1,5 % amonijev persulfat (APS) 0,46 0,75
Tetrametiletilendiamin (TEMED) 0,01 0,01
Brom-fenol plavo / 0,02

Za prijenos proteina s gelova na poliviniliden difluorid (engl. polyvinylidene difluoride,
PVDF) membranu (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) koriSten je TE22
Mighty small transfer tank (Hoeffer inc. San Francisco, Kalifornija, SAD). Prijenos se provodio
u puferu za prijenos tijekom 2 sata uz jakost struje 200 mA i kontinuiranim odrzavanjem
temperature na 4°C.

Membrane su nakon slikanja inkubirane u primarnim protutijelima (tablica 4.12.) preko
no¢i na 4°C, ispirane 3 x 10 minuta u 1x PBST-u, te inkubirane u odgovaraju¢im sekundarnim
protutijelima 2 sata na sobnoj temperaturi. Sve nespecifi¢ne reakcije blokirane su puferom za
blokiranje koji je posluzio za razrjedivanje protutijela. Nakon inkubacije sa sekundarnim
protutijelom, membrane su ispirane 3 x 10 minuta u PBST-u i vizualizirane na uredaju
ChemiDoc™ Imaging system. Kemiluminiscentni signal je razvijen pomo¢u Immobilon ®
Forte Western HRP supstrata prema uputama proizvodaca. Denzitometrijska analiza proteinske
ekspresije odradena je u raCunalnom programu ImageJ (131). Rezultati su normalizirani prema

ekspresiji kontrolnog proteina gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (engl. glyceraldehyde 3-
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phosphate dehydrogenase, GAPDH). Krajnji rezultat je izrazen kao postotak u odnosu na
diferencirane stanice. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina sa standardnom

devijacijom, izraCunato iz tri ponavljanja.

4.3.7. Imunocitokemijska analiza

Materijali koriSteni za imunocitokemijsku analizu prikazani su u tablici 4.14.

Tablica 4.14. Popis koriStenih kemikalija, reagensa i otopina za imunocitokemiju

Naziv Kratica Sastav / karakteristike / proizvodac

137 mM NaCl (Kemika, Zagreb, Hrvatska); 2,7 mM KCI (Kemika,
Zagreb, Hrvatska); 10 mM Na;HPO, (Kemika, Zagreb, Hrvatska); 1,8
Fosfatni pufer PBS mM KH;PO4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska); prilagodeno na pH 7,4 i
filtrirano kroz 0,2 um PES filter (Nalgene ™, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD)

36 %-tni PFA (Acros organics, Fair Lawn, New Jersey, SAD) otopljen

Paraformaldehid PEA 20 | U 1x PBS-u, prilagodeno na pH 7,4 i filtrirano kroz 0,2 um PES filter

2% 0 (Nalgene ™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
SAD)

Paraformaldehid PFA 0,05 | Otopina 2%-tnog PFA (Acros organics, Fair Lawn, New Jersey, SAD)

0,05 % % razrijedena u 1x PBS-u do koncentracije 0,05%

1% BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD); 2,5% kozjeg
seruma (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) i 2,5% konjskog
Otopina za blokiranje seruma (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) otopljeno u 1x
PBS-u i filtrirano kroz 0,2 um PES filter (Nalgene ™, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD)

Fluorescentno Fluorescent mounting medium with DAPI (Abcam, Cambridge,
pokrivalo Engleska)
NaCl = natrijev klorid; KCI = Kkalijev klorid; Na;HPO,4 - natrijev dihidrogenfosfat; KH2PO, - kalijev
dihidrogenfosfat; PES = poli(eter-sulfon); DAPI = 4',6-diamidin-2'-fenilindol dihidroklorid

Za imunocitokemiju su koriStena primarna protutijela kao za Western blot (tablica
4.12.). Koristeno je sekundarno protutijelo Biotin-SP (long spacer) AffiniPure Goat Anti-
Rabbit IgG (H+L) (Jackson Immunoresearch West Grove, Pennsylvania, SAD, kat. br. 111-
065-144) u razrjedenju 1:500, te tercijarni kompleks PE-Cy5 Streptavidin (BD Pharmingen™,
kat. br. 554062) u razrjedenju 1:1000.

Stanice su uzgajane u plo¢icama sa 6 jazica s pokrovnim stakalcima, u tri bioloske
replike za svaku eksperimentalnu skupinu — ukupno Sest pojedina¢nih plo¢ica za svako
vremensko razdoblje. Stanice su diferencirane i tretirane metforminom i simvastatinom prema

prethodno opisanom protokolu, nakon ¢ega se pristupilo fiksiranju stanica. Stanice su fiksirane
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4 %-tnim PFA kroz 30 minuta na 4°C i isprane hladnim 1x PBS-om. Pokrovna stakalca su
izrezana i prebacena u ploCice s 24 jazica u triplikatima. U svaku jazicu dodano je 500 uL
otopine za blokiranje i inkubirano je 4 sata na 4°C. Nakon inkubacije, otopina za blokiranje je
uklonjena i dodano je 500 uL otopine primarnog protutijela. Poslije 48-satne inkubacije u
primarnom protutijelu, jazice su ispirane 3 x 10 minuta hladnim PBS-om, a potom je dodano
500 pL otopine sekundarnog protutijela. Inkubacija je trajala 4 sata na 4°C, a nakon nje
uslijedilo je ispiranje 3x10 minuta hladnim PBS-om. U slucaju koriStenja biotiniliranog
sekundarnog protutijela, stanice su inkubirane 1 sat na 4°C u otopini tercijarnog kompleksa,
odnosno streptavidina obiljeZzenog fluoroforom Cy5-PE (engl. 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-N-(Cyanine 5)) (tablica 4.4.). Nakon inkubacije jaZice su ispirane 3 x 10
minuta hladnim PBS-om. Nakon zadnjeg ispiranja u jazice je dodan 1x PBS s 0,05 % PFA.
Primarna i sekundarna protutijela, kao i tercijarni kompleks, pripremljena su u otopini za
blokiranje u razrjedenjima navedenim u tablicama 4.3. i 4.4.

Stakalca su montirana na predmetnice i pokrivena fluorescentnim pokrivalom, te
fotografirana kamerom Olympus DP70 (Olympus, Tokyo, Japan) montiranom na svjetlosni
mikroskop Axioskop 2 MOT (Carl Zeiss AG, Jena, Njemacka), pomocu programa DP
Controller 1.2.1.108. Fotografije su analizirane u racunalnom programu Image] (131)
mjerenjem jacine signala imunofluorescencije normalizirane prema broju stanica. Krajnji
rezultat je izrazen kao postotak u odnosu na diferencirane stanice. Rezultati su prikazani kao

aritmeticka sredina sa standardnom devijacijom, izracunato iz tri ponavljanja.

4.4, StatistiCke metode

Statisticka analiza odradena je u programu Statistica 12.0 (TIBCO, Palo Alto,
Kalifornija, SAD) uz odabranu razinu znacajnosti p < 0,05, p < 0,005, i p < 0,001. Shapiro-
Wilk test upotrijebljen je se za odredivanje raspodjele. Razlike izmedu varijabli nezavisnih

skupina utvrdene su analizom varijance ANOVA.
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5. Rezultati

5.1. Metabolicka aktivnost stanica izmjerena MTT testom

Metaboli¢ka aktivnost 3T3-L1 stanica znacajno je smanjena u odnosu na kontrolne
diferencirane stanice djelovanjem najve¢e koncentracije metformina te kombinacije
metformina i simvastatina u srednjoj koncentraciji, u vremenskim periodima tretiranja od 1. do
3. te od 4. do 6. dana diferencijacije (Tablica 5.1.). Do 9. dana diferencijacije metabolicka
aktivnost stanica u svim tretiranim skupinama ponovno je porasla. Veci porast metabolicke
aktivnosti vidi se u skupini stanica koje su tretirane od 1. do 9. dana diferencijacije, $to se
ocituje u statisticki znacajnim razlikama u usporedbi s drugim vremenskim periodima tretiranja
jednakim koncentracijama lijekova (Tablica 5.2.). U tom vremenskom periodu djelovanje
metformina u svim koncentracijama te kombinacije metformina i simvastatina u najvecoj
koncentraciji povecalo je metabolicku aktivnost stanica u odnosu na kontrolne diferencirane

stanice, ali to povecanje nije statisticki znacajno (Tablica 5.1.).
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Tablica 5.1. Metabolicka aktivnost 3T3-L1 stanica nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i vremenskim
periodima, izraZzeno kao postotak u odnosu na kontrolnu skupinu diferenciranih stanica

Koncentracija tretmana Dvosmjerna ANOVA
vremenski | D M1 M2 M3 s1 s2 s3 MS1 | MS2 | ms3 F: (stupanj slobod
period kontrola ; (stupanj slobode) p
etiranja~ ['AS; [AS;  [AS;  [AS;  [AS;  [As;  [ASs;  [AS;  [As; [As; [ VPT [KT VPTX |VPT KT | VPTx
SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD KT KT
1.-3. 100,00; | 91,24; 84,77; 82,10; 86,16; 76,44; 81,29; 91,93; 78,41; 92,10;
dan 4,30 1,38 4,07 5,79 4,36 5,50 5,37 2,68 0,91 7,42
4. -6. 100,00; | 85,95; | 87,29; | 81,77; | 102,79; | 97,01; | 9358; | 8538; | 79,05, | 8157;
dan 4,83 1,62 3,97 0,79 4,10 1,73 1,07 3,98 1,21 1,67 58.98 5588 5723
' ’ ’ <0,001 | <0,001 | <0,001
7.-9. 100,00; | 84,63; 95,50; 89,60; 102,54; | 94,92; 95,58; 83,62; 96,90; 92,29; (3,80) | (9,80) | (27,80)
dan 2,78 4,16 4,03 2,31 16,75 4,90 458 2,30 4,50 15,07
1.-9. 100,00; | 110,53; | 117,14; | 109,59; | 98,23; | 98,29; | 98,73; | 99,29; | 96,96; 107,17;
dan 9,78 1,81 1,78 4,38 9,91 1,94 3,39 4,83 1,96 7,92

Dvosmijerna analiza varijance; p < 0,05. Rezultati predstavljaju aritmeticku sredinu sa standardnom devijacijom, izracunato iz tri ponavljanja.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 puM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 uM]; S3 = simvastatin
[2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin [ 100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 uM]; AS = aritmeticka
sredina; SD = standardna devijacija; VPT = vremenski period tretiranja; KT = koncentracija tretmana
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Tablica 5.2. Statisticki znacajne razlike u metabolickoj aktivnosti 3T3-L1 stanica s obzirom na
vremenski period tretiranja i koncentraciju tretmana

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (AvsB)

Vremenski period Koncentracija tretmana Vremenski period Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan M3 0,048
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S3 0,027
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS2 0,003
1.-3.dan M1 1.-9.dan M1 0,018
1.-3.dan M2 1.-9.dan M2 <0,001
1.-3.dan M3 1.-9.dan M3 <0,001
1.-3.dan S2 4, - 6. dan S2 0,007
1.-3.dan S2 7.-9.dan S2 0,032
1.-3.dan S2 1.-9.dan S2 0,002
1.-3.dan MS2 7.-9.dan MS2 0,032
1.-3.dan MS2 1.-9.dan MS2 0,031
4. - 6. dan D - kontrola 4. - 6. dan M3 0,038
4. - 6. dan D - kontrola 4. - 6. dan MS2 0,005
4. - 6. dan D - kontrola 4. -6.dan MS3 <0,001
4. - 6. dan M1 1.-9.dan M1 <0,001
4. - 6. dan M2 1.-9.dan M2 <0,001
4. -6.dan M3 4. - 6. dan S1 0,005
4. -6.dan M3 1.-9.dan M3 <0,001
4. - 6. dan S1 4. -6.dan MS2 <0,001
4. - 6. dan S1 4. -6.dan MS3 <0,001
4. -6.dan S2 4. - 6. dan MS2 0,046
4. -6.dan S2 4. - 6. dan MS3 0,006
4. -6.dan MS2 7.-9.dan MS2 0,049
4. - 6. dan MS2 1.-9.dan MS2 0,048
4. - 6. dan MS3 1.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan M1 7.-9.dan S1 0,048
7.-9.dan M1 1.-9.dan M1 <0,001
7.-9.dan M2 1.-9.dan M2 0,003
7.-9.dan M3 1.-9.dan M3 0,011
7.-9.dan S1 7.-9.dan MS1 0,0234
1.-9.dan M2 1.-9.dan S1 0,024
1.-9.dan M2 1.-9.dan S2 0,025
1.-9.dan M2 1.-9.dan S3 0,034
1.-9.dan M2 1.-9.dan MS1 0,049
1.-9.dan M2 1.-9.dan MS2 0,009

Statisti¢ki znadajni rezultati odredeni su post-hoc Tukey HSD testom dvosmjerne analize varijance (p < 0,05).

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 pM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [ 1 pM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]

38



Rezultati

5.2. Unutarstani¢no nakupljanje lipida

Smanjenje unutarstanicnog nakupljanja lipidnih kapljica vidljivo je u stanicama
tretiranima metforminom i simvastatinom od 1. do 9. dana diferencijacije (Slika 5.1.). Taj
uc¢inak postignut je sa svim ispitivanim koncentracijama lijekova, a najveci ucinak postigao je
tretman kombinacijom metformina i simvastatina u sve tri koncentracije (Tablica 5.3.). lako je
doslo do smanjenja nakupljanja lipidnih kapljica, razlika izmedu diferenciranih i tretiranih
skupina u tom vremenskom periodu nije statisti¢ki znacajna. U stanicama tretiranima tijekom
drugih vremenskih perioda lijekovi nemaju utjecaj na smanjenje nakupljanja lipidnih kapljica.
Statisticki znaCajna razlika izmedu vremenskih perioda postoji samo za stanice tretirane
kombinacijom metformina i simvastatina u srednjoj koncentraciji (post-hoc Tukey HSD test, p
=0,012).
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1.—3. dan

ND D M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3

4. - 6. dan

7.—-9. dan

Slika 5.1. Prikaz nakupljanja lipidnih kapljica histokemijskim Oil-Red-O bojanjem 3T3-L1 stanica nakon tretmana metforminom i simvastatinom
u razli¢itim koncentracijama i vremenskim periodima. Kontrolna skupina su diferencirane stanice bez tretiranja metforminom i simvastatinom.
Plavo obojenje = DAPI, stani¢ne jezgre; Crveno obojenje = Oil Red O, lipidne kapljice. Zabiljezeno kamerom Olympus DP70 montiranom na

svjetlosni mikroskop Axioskop 2 MOT pomocu programa DP Controller 1.2.1.108; uvecanje 400x; skala 100 pum.

ND = nediferencirane stanice; D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 pM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 =
simvastatin [1 pM]; S3 = simvastatin [2 pM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM]
i simvastatin [2 uM]; DAPI = 4',6-diamidin-2'-fenilindol dihidroklorid
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Tablica 5.3. Nakupljanje lipida unutar 3T3-L1 stanica nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i vremenskim
periodima, izraZzeno kao postotak u odnosu na kontrolnu skupinu diferenciranih stanica

Koncentracija tretmana Dvosmjerna ANOVA
Vremensk | D _— .
i period Kontrola M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3 F; (stupanj slobode) p
etianja  [AS; [AS;  [AS;  [AS;  [AS;  [As;  [As;  [As;  [As;  [As;  [VPT [KT VPTXx | VPT [ KT | VPTx
SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD KT KT
1.-3.dan | 100,00; | 115,95; | 113,38; | 80,77; 96,25; 115,23; | 94,06; 122,53; | 70,90; 102,29;
8,09 1,93 3,40 10,02 11,66 13,33 15,62 6,07 8,73 6,57
4.-6.dan | 100,00; | 121,28; | 121,23; | 92,75; 130,46; | 129,28; | 104,29; | 117,27, | 127,93; | 97,40;
7,77 4,88 24,75 4,50 16,38 33,05 11,56 21,14 9,35 4,90 36,81 1,435 1,15 <0001 0.186 0306
7.-9.dan | 100,00; | 143,28; | 143,17; | 134,94; | 151,16; | 113,50; | 107,22; | 122,48; | 120,33; | 139,22; (3,87) | (9,87) | (27,87) ' ' '
6,71 15,31 8,84 4,97 8,49 19,34 1,30 13,75 17,33 22,01
1.-9.dan | 100,00; | 95,71; 90,38; 89,77; 77,27; 94,97; 78,47, 62,71; 72,74; 63,18;
10,01 5,10 8,98 9,79 17,74 13,48 7,02 10,88 16,21 9,10

Dvosmjerna analiza varijance; p < 0,05. Rezultati predstavljaju aritmeticku sredinu sa standardnom devijacijom, izra¢unato iz tri ponavljanja.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 pM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 pM]; S3 = simvastatin
[2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]; AS = aritmeticka
sredina; SD = standardna devijacija; VPT = vremenski period tretiranja; KT = koncentracija tretmana
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Rezultati

5.3. Ekspresija mRNA ciljanih transkripcijskih ¢imbenika i modulatora adipogeneze

Najveci ucinak na smanjenje mRNA ekspresije Pparg ocituje se kod stanica tretiranih
metforminom i simvastatinom od 1. do 9. dana diferencijacije (Tablica 5.4.). Razlike izmedu
kontrolnih diferenciranih stanica i tretiranih stanica u tom vremenskom periodu dosegle su
statisticku znacCajnost pri tretmanu najviSim koncentracijama metformina 1 simvastatina
pojedinac¢no 1 u kombinaciji (Tablica 5.5.). Znacajno smanjenje mRNA ekspresije Pparg u
stanicama tretiranima u drugim vremenskim periodima u odnosu na kontrolne diferencirane
stanice postignuto je samo kombinacijom metformina i simvastatina u najvecoj koncentraciji
(Tablica 5.5.). Kombinacija metformina i simvastatina u svim koncentracijama smanjila je
ekspresiju mMRNA Pparg u odnosu na kontrolne diferencirane stanice u svim vremenskim
periodima osim 1. do 9. dana diferencijacije, iako bez statisticke znacajnosti (Slika 5.2.).

Tretman metforminom i simvastatinom imao je veci negativni uc¢inak na mRNA
ekspresiju Cebpa (Tablica 5.6.). U stanicama tretiranim od 1. do 9. dana diferencijacije, u
usporedbi s kontrolnim diferenciranim stanicama, mMRNA ekspresija Cebpa znacajno je
smanjena metforminom i simvastatinom u gotovo svim koncentracijama, pojedina¢no i u
kombinaciji, osim najnize koncentracije simvastatina i kombinacije lijekova u najnizoj
koncentraciji (Tablica 5.7., Slika 5.3.). Stanice tretirane tijekom drugih vremenskih perioda
takoder su imale znacajno sniZzene razine mRNA Cebpa, no samo kod vecih koncentracija
lijekova (Tablica 5.7.). Odstupanje od preostalih tretmana vidljivo je u stanicama tretiranim
najnizom koncentracijom simvastatina koje su imale znafajno poviSenu ekspresiju mRNA
Cebpa s obzirom na ostale tretmane, no nije bilo statisticki znacajne razlike s obzirom na
kontrolne diferencirane stanice (Tablica 5.6., Tablica 5.7.).

MRNA ekspresija Srebplc najmanja je u stanicama tretiranima od 1. do 9. dana
diferencijacije, iako bez statisticke znacajnosti u usporedbi s kontrolnim diferenciranim
stanicama ili sa stanicama tretiranim u drugim vremenskim periodima (Tablica 5.8). Statisticki
znaCajna razlika vidljiva je u vremenskom periodu 1. do 9. dana diferencijacije izmedu
najmanje i najvece koncentracije kombiniranog tretmana (post-hoc Tukey HSD test, p = 0,033).
Tretmani tijekom drugih vremenskih perioda nisu znacajno promijenili mMRNA ekspresiju
Srebplc (Slika 5.4.).

Na mRNA ekspresiju Stat3 najveci u¢inak ima kombinirani tretman metforminom i
simvastatinom u svim koncentracijama tijekom 1. do 9. dana diferencijacije, koji je znacajno

smanjio mRNA ekspresiju Stat3 u usporedbi s kontrolnim diferenciranim stanicama te sa
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stanicama tretiranima tijekom drugih vremenskih perioda (Tablica 5.9., Tablica 5.10., Slika
5.5).

Tretiranje stanica metforminom 1 simvastatinom rezultiralo je najveéim brojem
znacajnih razlika u mRNA ekspresiji Smad3 izmedu pojedinih tretmana i vremenskih perioda.
Razlika izmedu vremenskih perioda tretiranja najvise je uocljiva kombiniranim tretmanom
metforminom i1 simvastatinom u srednjoj i najvecoj koncentraciji, gdje se vidi znacajno
smanjenje mMRNA ekspresije Smad3 u stanicama tretiranima od 1. do 9. dana diferencijacije u
odnosu na ostale vremenske periode tretiranja (Tablica 5.11., Tablica 5.12.). U tom
vremenskom periodu navedene su koncentracije lijekova znacajno smanjile mRNA ekspresiju
Smad3 i u odnosu na diferencirane stanice, a isti u¢inak imao je i tretman simvastatinom u svim
koncentracijama (Tablica 5.11., Tablica 5.12.). U stanicama tretiranima tijekom drugih
vremenskih perioda znaajno smanjenje mRNA ekspresije Smad3 u odnosu na kontrolne
diferencirane stanice konstantno je s kombiniranim tretmanom metforminom i simvastatinom
u srednjoj koncentraciji (Tablica 5.11., Tablica 5.12.). Odstupanje od preostalih tretmana
vidljivo je u stanicama tretiranima najmanjom koncentracijom simvastatina te najmanjom i
srednjom koncentracijom metformina od 7. do 9. dana diferencijacije, koji su znacajno podigli
MRNA ekspresiju Smad3 u odnosu na druge koncentracije lijekova (Tablica 5.11., Tablica
5.12., Slika 5.6.).

D M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3
Pparg
1.-3.
dan | Acth
Pparg
4.-6.
dan | Acth
Pparg
7.-9.
dan | Actb
Pparg
1.-9.
dan | Actb

Slika 5.2. Prikaz agaroznog gela nakon elektroforeze PCR produkata Pparg iz uzoraka 3T3-L1
stanica nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i
vremenskim periodima. Kontrolna skupina su diferencirane stanice bez tretiranja metforminom

I simvastatinom, a Actb je koriSten kao housekeeping gen.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 puM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [ 1 puM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 puM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]
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Tablica 5.4. Relativna mRNA ekspresija Pparg u 3T3-L1 stanicama nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i
vremenskim periodima, izrazeno kao postotak u odnosu na kontrolnu skupinu diferenciranih stanica

Koncentracija tretmana Dvosmjerna ANOVA
Vremenski | D — . .
period Kontrola M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3 F; (stupanj slobode) p
tretiranja | AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; VPT KT VPT x VPT KT VPT x
SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD KT KT
1 -3 dan 100,00; | 63,42; 67,11; 35,47; 59,83; 56,09; 46,73; 47,22; 39,03; 59,59;
21,61 12,77 7,97 2,01 0,10 0,04 2,74 3,16 3,30 1,67
4 -6, dan 100,00; | 121,34; | 43,27; 99,34; 56,01; 98,94; 43,58; 40,56; 35,39; 20,31;
69,14 55,92 17,19 24,61 11,39 57,90 11,66 6,95 10,51 9,90 17,09 9,12 2,857 <0.001 | <0001 | <0.001
7 -9, dan 100,00; | 91,96; 143,11; | 46,70; 108,31; | 96,38; 66,81; 67,25; 67,10; 40,38; (3, 80) (9,80) | (27,80) ' ' '
T 45,43 37,14 6,05 19,96 3,15 14,34 6,36 7,33 8,66 3,65
1.-9 dan 100,00; | 32,98; 56,64; 21,33; 66,89; 13,45; 18,63; 45,84; 30,86; 9,09;
39,92 7,66 20,21 0,48 42,48 5,41 7,62 31,86 7,12 0,09

Dvosmjerna analiza varijance; p < 0,05. Rezultati predstavljaju aritmeti¢ku sredinu sa standardnom devijacijom, izra¢unato iz tri ponavljanja.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 pM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 pM]; S3 = simvastatin
[2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]; AS = aritmeticka
sredina; SD = standardna devijacija; VPT = vremenski period tretiranja; KT = koncentracija tretmana
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Tablica 5.5. Statisticki znacajne razlike u relativnoj mRNA ekspresiji Pparg u 3T3-L1
stanicama s obzirom na vremenski period tretiranja i koncentraciju tretmana

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (A vsB)

Vremenski period Koncentracija tretmana Vremenski period Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

4.-6.dan D - kontrola 4.-6.dan MS3 0,043
4.-6.dan M1 4.-6.dan MS1 0,036
4.-6.dan M1 4.-6.dan MS2 0,015
4.-6.dan M1 4.-6.dan MS2 <0,001
4.-6.dan M1 1.-9.dan M1 0,010
4.-6.dan M2 7.-9.dan M2 0,001
4.-6.dan M3 4.-6.dan MS3 0,047
4.-6.dan S2 1.-9.dan S2 0,017
4.-6.dan MS1 7.-9.dan MS1 0,027
7.-9.dan M2 7.-9.dan M3 0,002
7.-9.dan M2 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan M2 1.-9.dan M2 0,014
7.-9.dan S2 1.-9.dan S2 0,025
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan M3 0,049
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S2 0,014
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S3 0,033
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS3 0,007

Statisti¢ki znadajni rezultati odredeni su post-hoc Tukey HSD testom dvosmjerne analize varijance (p < 0,05).

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 pM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [ 1 puM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]
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D M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3

Cebpa
1.-3.
dan Actb
Cebpa
4.-6.
dan | Actb
Cebpa
7.-9.
dan Actb
Cebpa
1.-9.
dan Actb

Slika 5.3. Prikaz agaroznog gela nakon elektroforeze PCR produkata Cebpa iz uzoraka 3T3-L1
stanica nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i
vremenskim periodima. Kontrolna skupina su diferencirane stanice bez tretiranja metforminom
I simvastatinom, a Actb je koristen kao housekeeping gen.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [1 uM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]
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Tablica 5.6. Relativna mRNA ekspresija Cebpa u 3T3-L1 stanicama nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i
vremenskim periodima, izrazeno kao postotak u odnosu na kontrolnu skupinu diferenciranih stanica

Koncentracija tretmana Dvosmjerna ANOVA
Vremenski [ D — . .
period wontrola | M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3 F; (stupanj slobode) p
retiranja | AS; AS; | AS; As;  [As [ As; AS; | As; AS; AS; VPT [ KT VPTX | VPT | KT | VPTx
SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD KT KT
1 -3 dan 100,00; | 72,10; 54,47; 29,26; 58,34; 39,71; 40,24, 62,03; 31,59; 56,45;
T 49,55 17,22 2,60 1,76 20,08 10,91 4,29 14,34 0,20 4,94
4 -6, dan 100,00; | 50,09; 38,28; 57,51; 115,60; | 56,48; 64,08; 47,19; 54,79; 38,54;
12,65 2,70 1,24 1,88 1,31 8,37 35,95 9,40 15,09 14,85 20,35 35,61 3,921 <0.001 | <0001 | <0.001
7 -9, dan 100,00; | 90,93; 76,17; 64,81; 123,81; | 51,25; 62,92; 100,80; | 32,99; 51,80; (3, 80) (7,80) | (27,80) ' ' '
T 5,48 4,44 5,87 0,34 8,47 3,44 36,94 1,20 4,66 6,08
1.-9 dan 100,00; | 53,42; 48,57; 36,86; 110,93; | 37,98; 20,69; 59,12; 20,43; 5,06;
17,47 5,08 1,25 0,98 4,08 4,92 1,61 11,06 0,99 0,42

Dvosmijerna analiza varijance; p < 0,05. Rezultati predstavljaju aritmeticku sredinu sa standardnom devijacijom, izraunato iz tri ponavljanja.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 pM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 pM]; S3 = simvastatin
[2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]; AS = aritmeticka
sredina; SD = standardna devijacija; VPT = vremenski period tretiranja; KT = koncentracija tretmana
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Tablica 5.7. Statisticki znacajne razlike u relativnoj mRNA ekspresiji Cebpa u 3T3-L1
stanicama s obzirom na vremenski period tretiranja i koncentraciju tretmana

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (Avs B)

Vremenski period | Koncentracija tretmana Vremenski period Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan M3 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S3 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan S1 4, -6.dan S1 0,002
1.-3.dan S1 7.-9.dan S1 <0,001
1.-3.dan S1 1.-9.dan S1 0,007
1.-3.dan MS3 1.-9.dan MS3 0,046
4. -6.dan D - kontrola 4. -6.dan M1 0,016
4. -6.dan D - kontrola 4. -6.dan M2 <0,001
4. -6.dan D - kontrola 4. - 6. dan MS1 0,007
4. -6.dan D - kontrola 4. -6.dan MS3 <0,001
4.-6.dan M1 4. -6.dan S1 <0,001
4.-6.dan M2 4. -6.dan S1 <0,001
4. -6.dan M3 4. -6.dan S1 0,001
4. -6.dan S1 4. -6.dan S2 <0,001
4.-6.dan S1 4. -6.dan S3 0,009
4. -6.dan S1 4. -6.dan MS1 <0,001
4. -6.dan S1 4. -6.dan MS2 <0,001
4.-6.dan S1 4. -6.dan MS3 <0,001
4.-6.dan MS1 7.-9.dan MS1 0,005
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan S2 0,022
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan MS3 0,026
7.-9.dan M1 7.-9.dan MS2 0,001
7.-9.dan M2 7.-9.dan S1 0,030
7.-9.dan M3 7.-9.dan S1 <0,001
7.-9.dan S1 7.-9.dan S2 <0,001
7.-9.dan S1 7.-9.dan S3 <0,001
7.-9.dan S1 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan S1 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan S2 7.-9.dan MS1 0,018
7.-9.dan MS1 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan MS1 7.-9.dan MS3 0,021
7.-9.dan MS3 1.-9.dan MS3 0,039
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan M1 0,041
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan M2 0,010
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan M3 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S2 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S3 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan M1 1.-9.dan S1 0,002
1.-9.dan M1 1.-9.dan MS3 0,025
1.-9.dan M2 1.-9.dan S1 <0,001
1.-9.dan M3 1.-9.dan S1 <0,001
1.-9.dan S1 1.-9.dan S2 <0,001
1.-9.dan S1 1.-9.dan S3 <0,001
1.-9.dan S1 1.-9.dan MS1 0,009
1.-9.dan S1 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan S1 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan MS1 1.-9.dan MS3 0,005

Statisti¢ki znacajni rezultati odredeni su post-hoc Tukey HSD testom dvosmjerne analize varijance (p < 0,05).

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [ 1 pM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 puM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]
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D M1 M2 M3 S1 S2 S3 Ms1 Ms2 MsS3
Srebplc
1.-3.
dan | Acth
Srebpic
4.-6.
dan | Acth
Srebpic
7.-9.
dan Actb
Srebp1ic
1.-9.
dan | Acth

Slika 5.4. Prikaz agaroznog gela nakon elektroforeze PCR produkata Srebplc iz uzoraka 3T3-
L1 stanica nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i
vremenskim periodima. Kontrolna skupina su diferencirane stanice bez tretiranja metforminom
i simvastatinom, a Actb je koristen kao housekeeping gen.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 puM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [ 1 uM]; S3 =simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]
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Tablica 5.8. Relativha mRNA ekspresija Srebplc u 3T3-L1 stanicama nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim koncentracijama
I vremenskim periodima, izrazeno kao postotak u odnosu na kontrolnu skupinu diferenciranih stanica

Koncentracija tretmana Dvosmjerna ANOVA
Vremenski [ D — ] ]
period Kontrola M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3 F; (stupanj slobode) p
tretiranja | AS; | AS; AS.  [As. [AS | AS; AS; | As; AS; AS; VPT [ KT VPTX | VPT | KT | VPTx
SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD KT KT
1 -3 dan 100,00; | 74.80; 77,57, 66,14; 76,32; 82,94; 81,96; 101,54; | 86,09; 82,78;

84,49 62,28 66,78 39,92 44,11 20,36 20,80 18,42 11,45 11,62
100,00; | 102,54; | 86,12; 107,62; | 101,80; | 71,94; 115,66; | 70,89; 86,04; 75,24;

4-6.0an | a0 | 1808 | 7,86 1437 | 3599 |37,70 | 678 2632 | 2694 | 10,69 9362 | 3444 | 1504 | o0 | o0 | ooss
7 o.dan | 100.00; | 6031 [9360; | 7307, |12319; | 67,79, | 77.04; |B4B6; | 4985 | 8550, | (3,80) | (9,80) | (30,80) | T ' ’
s 2890 | 784 5,94 6,21 1619 | 381 3,92 5,61 9,07 5,17
L o dan | 10000, [3898; | 7L27; | 6758, |9222; |2271; | 3543 |10061; |3329; | 1016

7,75 0,29 7,38 1151 | 1690 |273 2,04 2000 | 8,13 2,36

Dvosmijerna analiza varijance; p < 0,05. Rezultati predstavljaju aritmeticku sredinu sa standardnom devijacijom, izraunato iz tri ponavljanja.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 pM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 pM]; S3 = simvastatin
[2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]; AS = aritmeticka
sredina; SD = standardna devijacija; VPT = vremenski period tretiranja; KT = koncentracija tretmana
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Rezultati

D M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3
Stat3
1.-3.
dan Actb
Stat3
4. -6.
dan Actb
2_9 Stat3 T ——————
dan Actb
Stat3
1.-9.
dan Actb

Slika 5.5. Prikaz agaroznog gela nakon elektroforeze PCR produkata Stat3 iz uzoraka 3T3-L1
stanica nakon tretmana metforminom 1 simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i
vremenskim periodima. Kontrolna skupina su diferencirane stanice bez tretiranja metforminom
i simvastatinom, a Actb je koristen kao housekeeping gen.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 puM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [ 1 uM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]
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Tablica 5.9. Relativna mMRNA ekspresija Stat3 u 3T3-L1 stanicama nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i
vremenskim periodima, izrazeno kao postotak u odnosu na kontrolnu skupinu diferenciranih stanica

Koncentracija tretmana Dvosmjerna ANOVA
Vremenski | D — . .
period Kontrola M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3 F; (stupanj slobode) p
tretiranja | AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; VPT KT VPT x VPT KT VPT x
SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD KT KT
1 -3 dan 100,00; | 112,46; | 104,19; | 129,88; | 102,73; | 113,01; | 73,86; 66,98; 79,28; 98,22;
7,90 2,85 7,55 33,20 6,74 25,27 7,58 0,43 5,47 15,14
4 -6, dan 100,00; | 130,78; | 145,20; | 147,81; | 149,62; | 134,26; | 105,73; | 52,93; 77,83; 100,47
5,59 13,52 38,59 7,61 50,69 2,62 0,60 28,49 9,35 22,77 99,16 13,68 6,399 <0.001 | <0001 | <0001
7 -9, dan 100,00; | 112,02; | 121,04; | 45,23; 141,84; | 78,06; 103,14; | 103,19; | 55,31; 140,87, (3, 80) (9,80) | (27,80) ' ' '
T 24,41 19,73 9,75 5,54 50,39 0,55 1,57 14,85 10,44 23,56
1.-9.dan 100,00; | 48,91; 62,87; 8 | 68,56; 58,85; 5,15; 5,26; 26,27; 19,98; 10,63;
3,70 7,57 ,46 1,26 11,13 1,37 1,15 6,89 4,50 1,65

Dvosmjerna analiza varijance; p < 0,05. Rezultati predstavljaju aritmeti¢ku sredinu sa standardnom devijacijom, izra¢unato iz tri ponavljanja.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 uM]; S3 = simvastatin
[2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]; AS = aritmeticka
sredina; SD = standardna devijacija; VPT = vremenski period tretiranja; KT = koncentracija tretmana
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Rezultati

Tablica 5.10. Statisticki znacajne razlike u relativnoj mRNA ekspresiji Stat3 u 3T3-L1
stanicama s obzirom na vremenski period tretiranja i koncentraciju tretmana

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (A vs B)

Vremenski period | Koncentracija tretmana Vremenski period | Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

1.-3.dan M1 1.-9.dan M1 0,019
1.-3.dan M3 1.-9.dan MS1 0,023
1.-3.dan M3 7.-9.dan M3 <0,001
1.-3.dan M3 1.-9.dan M3 0,032
1.-3.dan S2 1.-9.dan S2 <0,001
1.-3.dan S3 1.-9.dan S3 0,006
1.-3.dan MS2 1.-9.dan MS2 0,049
1.-3.dan MS3 1.-9.dan MS3 <0,001
4.-6.dan M1 4. -6.dan MS1 <0,001
4.-6.dan M1 1.-9.dan M1 <0,001
4.-6.dan M2 4.-6.dan MS1 <0,001
4.-6.dan M2 4, -6.dan MS2 0,008
4. -6.dan M2 1.-9.dan M2 <0,001
4. -6.dan M3 4. - 6. dan MS1 <0,001
4.-6.dan M3 4, -6.dan MS2 0,004
4.-6.dan M3 7.-9.dan M3 <0,001
4. -6.dan M3 1.-9.dan M3 <0,001
4.-6.dan S1 4.-6.dan MS1 <0,001
4.-6.dan S1 4.-6.dan MS2 0,003
4. -6.dan S1 1.-9.dan S1 <0,001
4.-6.dan S2 4.-6.dan MS1 <0,001
4. -6.dan S2 1.-9.dan S2 <0,001
4. -6.dan S3 1.-9.dan S3 <0,001
4.-6.dan MS3 1.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan M1 7.-9.dan M3 0,009
7.-9.dan M1 1.-9.dan M1 0,022
7.-9.dan M2 7.-9.dan M3 0,001
7.-9.dan M2 7.-9.dan MS2 0,012
7.-9.dan M3 7.-9.dan S1 <0,001
7.-9.dan M3 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan S1 7.-9.dan S2 0,019
7.-9.dan S1 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan S1 1.-9.dan S1 <0,001
7.-9.dan S2 7.-9.dan MS3 0,023
7.-9.dan S2 1.-9.dan S2 0,002
7.-9.dan S3 1.-9.dan S3 <0,001
7.-9.dan MS1 1.-9.dan MS1 <0,001
7.-9.dan MS2 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan MS3 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S2 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S3 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS1 0,002
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan M3 1.-9.dan S2 0,021
1.-9.dan M3 1.-9.dan S3 0,021

Statisti¢ki znadajni rezultati odredeni su post-hoc Tukey HSD testom dvosmjerne analize varijance (p < 0,05).

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [ 1 pM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 puM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]
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Smad3
1.-3.
dan | Acth
Smad3
4, -6.
dan | Acth
Smad3
7.-9.
dan | Acth
Smad3
1.-9.
dan | Acth

Rezultati

D M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MSs2 MS3
—
—

Slika 5.6. Prikaz agaroznog gela nakon elektroforeze PCR produkata Smad3 iz uzoraka 3T3-
L1 stanica nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i
vremenskim periodima. Kontrolna skupina su diferencirane stanice bez tretiranja metforminom
i simvastatinom, a Actb je koristen kao housekeeping gen.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 puM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [ 1 uM]; S3 =simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]
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Tablica 5.11. Relativna mRNA ekspresija Smad3 u 3T3-L1 stanicama nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim koncentracijama
I vremenskim periodima, izrazeno kao postotak u odnosu na kontrolnu skupinu diferenciranih stanica

Koncentracija tretmana Dvosmjerna ANOVA
Vremenski [ D — . .
period Kontrola M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3 F; (stupanj slobode) p
tretiranja | AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; VPT KT VPT x | VPT KT VPT x
SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD KT KT
1 -3 dan 100,00; | 104,23; | 82,60; 72,35; 80,21; 92,92; 62,68; 71,38; 48,39; 84,93;
T 7,57 4,03 7,22 1,74 1,95 2,00 1,90 3,17 4,68 12,35
4 -6, dan 100,00; | 100,28; | 71,92; 92,14; 94,55; 84,03; 94,97; 78,82; 69,65; 41,89;
12,95 13,49 5,10 0,81 7,33 3,17 15,96 0,43 0,50 2,67 104,6 74,58 20,15 <0001 | <0001 | <0001
7 -9, dan 100,00; | 111,25; | 111,25; | 95,73; 184,02; | 78,15; 79,11, 114,10; | 54,71; 106,48; (3, 80) (9,80) | (27,80) ' ' '
T 6,34 24,10 10,34 2,18 1,43 6,03 10,01 3,37 5,34 5,29
1.-9.dan 100,00; | 61,10; 72,58; 77,62; 134,31; | 44,13; 33,61; 93,10; 22,63; 9,79;
6,23 10,23 14,56 10,61 16,89 5,25 511 10,77 0,08 1,95

Dvosmijerna analiza varijance; p < 0,05. Rezultati predstavljaju aritmeticku sredinu sa standardnom devijacijom, izraunato iz tri ponavljanja.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 pM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 pM]; S3 = simvastatin
[2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]; AS = aritmeticka
sredina; SD = standardna devijacija; VPT = vremenski period tretiranja; KT = koncentracija tretmana
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Rezultati

Tablica 5.12. Statisticki znacajne razlike u relativnoj mRNA ekspresiji Smad3 u 3T3-L1

stanicama s obzirom na vremenski period tretiranja i koncentraciju tretmana

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (A vsB)

Vremenski period | Koncentracija tretmana Vremenski period | Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S3 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS1 0,039
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan M3 0,009
1.-3.dan M1 1.-3.dan S3 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan MS1 0,005
1.-3.dan M1 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan M1 1.-9.dan M1 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan MS2 0,003
1.-3.dan M2 7.-9.dan M2 0,039
1.-3.dan S1 1.-3.dan MS2 0,009
1.-3.dan S1 7.-9.dan S1 <0,001
1.-3.dan S1 1.-9.dan S1 <0,001
1.-3.dan S2 1.-3.dan S3 0,019
1.-3.dan S2 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan S2 1.-9.dan S2 <0,001
1.-3.dan S3 4, -6.dan S3 0,007
1.-3.dan S3 1.-9.dan S3 0,032
1.-3.dan MS1 7.-9.dan MS1 <0,001
1.-3.dan MS2 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan MS3 4.-6.dan MS3 <0,001
1.-3.dan MS3 1.-9.dan MS3 <0,001
4. -6.dan D - kontrola 4, -6.dan M2 0,049
4.-6.dan D - kontrola 4.-6.dan MS2 0,018
4. -6.dan D - kontrola 4. - 6. dan MS3 <0,001
4.-6.dan M1 4.-6.dan M2 0,044
4.-6.dan M1 4, -6.dan MS2 0,016
4.-6.dan M1 4, -6.dan MS3 <0,001
4. -6.dan M1 1.-9.dan M1 <0,001
4.-6.dan M2 4, -6.dan MS3 0,021
4. -6.dan M2 7.-9.dan M2 <0,001
4.-6.dan M3 4.-6.dan MS3 <0,001
4.-6.dan S1 4, -6.dan MS3 <0,001
4.-6.dan S1 7.-9.dan S1 <0,001
4.-6.dan S1 1.-9.dan S1 <0,001
4.-6.dan S2 4.-6.dan MS3 <0,001
4.-6.dan S2 1.-9.dan S2 <0,001
4.-6.dan S3 4, -6.dan MS3 <0,001
4.-6.dan S3 1.-9.dan S3 <0,001
4.-6.dan MS1 4, -6.dan MS3 <0,001
4.-6.dan MS1 7.-9.dan MS1 0,002
4.-6.dan MS2 1.-9.dan MS2 <0,001
4.-6.dan MS3 7.-9.dan MS3 <0,001
4.-6.dan MS3 1.-9.dan MS3 0,007
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan S1 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan M1 7.-9.dan S1 <0,001
7.-9.dan M1 7.-9.dan S2 0,005
7.-9.dan M1 7.-9.dan S3 0,008
7.-9.dan M1 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan M1 1.-9.dan M1 <0,001
7.-9.dan M2 7.-9.dan S1 <0,001
7.-9.dan M2 7.-9.dan S2 0,005
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Rezultati

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (A vs B)

Vremenski period Koncentracija tretmana Vremenski period Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

7.-9.dan M2 7.-9.dan S3 0,008
7.-9.dan M2 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan M2 1.-9.dan M2 <0,001
7.-9.dan M3 7.-9.dan S1 <0,001
7.-9.dan M3 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan S1 7.-9.dan S2 <0,001
7.-9.dan S1 7.-9.dan S3 <0,001
7.-9.dan S1 7.-9.dan MS1 <0,001
7.-9.dan S1 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan S1 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan S1 1.-9.dan S1 <0,001
7.-9.dan S2 7.-9.dan MS1 0,001
7.-9.dan S2 7.-9.dan MS3 0,045
7.-9.dan S2 1.-9.dan S2 0,003
7.-9.dan S3 7.-9.dan MS1 0,002
7.-9.dan S3 1.-9.dan S3 <0,001
7.-9.dan MS1 1.-9.dan MS1 <0,001
7.-9.dan MS2 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan MS2 1.-9.dan MS2 0,008
7.-9.dan MS3 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan M1 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S1 0,003
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S2 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S3 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan M1 1.-9.dan S1 <0,001
1.-9.dan M1 1.-9.dan MS1 0,008
1.-9.dan M1 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan M1 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan S1 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan S2 0,043
1.-9.dan M2 1.-9.dan S3 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan M3 1.-9.dan S1 <0,001
1.-9.dan M3 1.-9.dan S2 0,004
1.-9.dan M3 1.-9.dan S3 <0,001
1.-9.dan M3 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan M3 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan S1 1.-9.dan S2 <0,001
1.-9.dan S1 1.-9.dan S3 <0,001
1.-9.dan S1 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan S1 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan S1 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan S2 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan S2 1.-9.dan MS3 0,002
1.-9.dan S3 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan MS1 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan MS1 1.-9.dan MS3 <0,001

Statisti¢ki znadajni rezultati odredeni su post-hoc Tukey HSD testom dvosmjerne analize varijance (p < 0,05).

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [ 1 puM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 puM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]

56



Rezultati

U tablici 5.13. prikazan je sumiran ucinak pojedinih doza metformina i simvastatina te
njihovih kombinacija na razine mRNA ispitivanih transkripcijskih ¢imbenika i modulatora
adipogeneze.

Tablica 5.13. U¢inak metformina i simvastatina na mRNA razine ispitivanih transkripcijskih

¢imbenika i modulatora adipogeneze, u odnosu na kontrolne diferencirane stanice, s obzirom
na vremenski period djelovanja

M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3

- Pparg 1 ! ! ! l l ! ! !
3 Cebpa ! L ! I I ! 3 !
o Srebplc l
4 | stat3

Smad3 I 3 3
- Pparg ! ! ! ! ! I
3 Cebpa ) 3 ! ! ! 3 ! 3
© Srebplc )
< Stat3 1 1 1 1 1 1 !

Smad3 L L L
- Pparg ! l ! ! !
3 Cebpa ! I l 3 3
o Srebplc ! l )
| Stat3 1 1 1 1

Smad3 [ 11 ] I
- Pparg ! ! H ! H H ! ! H
3 Cebpa L L L L L ! L L
= grek;plc ! i} l l ! l
i tat ! i} i} L L L L L

Smad3 L ﬁ m m I m

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 puM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 pM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]; 11 =
statistiCki znacajno povecanje; || = statistiC¢ki znacajno smanjenje; 1 = primjetno povecanje, ali bez statisticke
znacajnosti; | = primjetno smanjenje, ali bez statisticke znacajnosti
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Rezultati

5.4. Proteinska ekspresija ciljanih transkripcijskih ¢imbenika i modulatora adipogeneze

5.4.1. Proteinska ekspresija odredena Western blot metodom

Znacajan utjecaj na razinu proteina PPARG najviSe je izrazen u stanicama tretiranima
od 7. do 9. dana diferencijacije, gdje su lijekovi pojedinac¢no i u kombinaciji znacajno smanjili
razinu PPARG u odnosu na kontrolne diferencirane stanice, neovisno o koncentraciji (Tablica
5.14., Tablica 5.15., Slika 5.7.). U stanicama tretiranima u ostalim vremenskim periodima
konstantno je znacajno smanjenje razine PPARG tretmanom simvastatinom u svim
koncentracijama s obzirom na kontrolne diferencirane stanice (Tablica 5.14., Tablica 5.15.).

Slican u¢inak tretmana uocen je i na razinu proteina CEBPA. U stanicama tretiranim od
7.d09.10d 1. do 9. dana diferencijacije lijekovi su u svim koncentracijama znacajno smanjili
razinu CEBPA u odnosu na kontrolne diferencirane stanice, s izuzetkom srednje koncentracije
simvastatina od 7. do 9. dana diferencijacije (Tablica 5.16., Tablica 5.17., Slika 5.8.). Tretmani
od 1. do 3. dana diferencijacije znacajno su smanjili razinu CEBPA samo u kombinaciji
metformina i simvastatina u srednjoj i najvec¢oj koncentraciji, dok je u stanicama tretiranima od
4. do 6. dana znacajno smanjenje razine CEBPA ostvario simvastatin u svim koncentracijama
(Tablica 5.16., Tablica 5.17.).

Smanjenje razine proteina SREBP1C takoder je najuocljivije u stanicama tretiranim od
7.do 9.1 1. do 9. dana diferencijacije (Slika 5.9.). Zna€ajno smanjenje u odnosu na kontrolne
diferencirane stanice postignuto je svim koncentracijama lijekova s izuzetkom kombinacije
metformina i simvastatina u najnizoj koncentraciji (Tablica 5.18., Tablica 5.19.). U stanicama
tretiranima od 4. do 6. dana diferencijacije najniza koncentracija znacajno je podigla razinu
SREBP1C u odnosu na ostale tretirane stanice, no bez znacajne razlike u odnosu na kontrolne
diferencirane stanice (Tablica 5.18., Tablica 5.19.). U istom vremenskom periodu djelovanja
tretmana, razina SREBP1C znacajno je smanjena u odnosu na kontrolne diferencirane stanice
tretmanom simvastatinom i kombiniranim tretmanom metforminom i simvastatinom u najnizoj
i srednjoj koncentraciji (Tablica 5.18., Tablica 5.19.). U stanicama tretiranima od 1. do 3. dana
diferencijacije statisticki znacajno smanjenje razine SREBP1C nalazimo kod kombiniranog
tretmana metforminom i simvastatinom u srednjoj i najvecoj koncentraciji (Tablica 5.18.,
Tablica 5.19.).

Razina proteina STAT3 znaajno je smanjena u odnosu na kontrolne diferencirane
stanice u svim tretiranim stanicama neovisno o koncentraciji i vremenskom periodu djelovanja

tretmana, uz izuzetak najmanje koncentracije metformina u stanicama tretiranima od 1. do 3. i
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Rezultati

od 4. do 6. dana, i najvece koncentracije simvastatina u stanicama tretiranima od 1. do 3. dana
(Tablica 5.20., Tablica 5.21., Slika 5.10.). Osim toga, vidljivo je kako kod stanica tretiranih
unutar istog vremenskog perioda postoje statisticki znacajne razlike izmedu kombiniranog i
pojedinacnog tretmana u svim koncentracijama, a postoje i znacajne razlike izmedu vremenskih
perioda djelovanja jednakih koncentracija lijekova, pojedinacno ili u kombinaciji (Tablica
5.21.).

Oprecan uéinak istih koncentracija tretmana na razinu proteina SMAD3 vidljiv je u
ovisnosti o vremenskom periodu djelovanja tretmana (Slika 5.11.). Djelovanjem tretmana od 1.
do 3. i 4. do 6. dana diferencijacije vidi se trend povecanja razine SMAD3 u odnosu na
kontrolne diferencirane stanice, dok se djelovanjem tretmana od 7. do 9. i od 1. do 9. dana
diferencijacije vidi trend smanjenja razine SMAD3 (Tablica 5.22., Tablica 5.23.). Zbog takvog
nacina djelovanja na razinu SMAD3, nalaze se statisticki znacajne razlike izmedu koncentracija
tretmana unutar jednog vremenskog perioda, te izmedu vremenskih perioda kod jednakih
koncentracija lijekova (Tablica 5.23.). lzuzetak od pozitivne regulacije proteinske ekspresije
SMAD?3 vidi se kod kombiniranog tretmana metforminom i simvastatinom u srednjoj i najvecoj
srednjoj koncentraciji tijekom 4. do 6. dana diferencijacije (Tablica 5.22., Tablica 5.23.).
Izuzetak od negativne regulacije proteinske ekspresije SMAD3 vidi se kod stanica tretiranih
simvastatinom u vremenskim periodima od 7. do 9. i od 1. do 9. dana diferencijacije (Tablica
5.22., Tablica 5.23.).
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Slika 5.7. Prikaz Western blot detekcije proteinskih vrpci PPARG i unutarnje kontrole GAPDH
stanicama nakon tretmana metforminom 1 simvastatinom u razli¢itim
koncentracijama i vremenskim periodima. Kontrolna skupina su diferencirane stanice bez
tretiranja metforminom i simvastatinom.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 pM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]

u 3T3-L1
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Tablica 5.14. Proteinska ekspresija PPARG u 3T3-L1 stanicama nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i
vremenskim periodima, izrazeno kao postotak u odnosu na kontrolnu skupinu diferenciranih stanica

Koncentracija tretmana Dvosmjerna ANOVA
Vremenski | D — . .
period Kontrola M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3 F; (stupanj slobode) p
tretiranja | AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; VPT KT VPT x VPT KT VPT x
SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD KT KT
1 -3 dan 100,00; | 104,53; | 96,84; 73,40; 56,63; 36,64, 34,61; 112,47; | 37,08; 46,29;
23,37 6,21 2,87 11,82 19,27 6,62 2,87 23,37 5,96 12,23
4 -6, dan 100,00; | 120,24; | 76,57; 80,94; 46,71; 48,44; 59,15; 36,61; 36,10; 39,99;
24,16 6,66 5,81 21,81 19,53 15,85 16,84 5,04 571 10,67 67,51 43,83 8,828 <0.001 | <0001 | <0001
7 -9, dan 100,00; | 46,26; 28,02; 25,23 16,91; 4,48; 6,16; 7,30; 23,97; 32,61; (3, 80) (9,80) | (27,80) ' ' '
T 6,59 11,58 11,50 5,31 5,67 1,05 0,52 0,48 4,01 7,37
1.-9.dan 100,00; | 66,14; 131,20; | 37,52; 37,67; 33,11; 53,97; 80,19; 77,72; 32,37;
24,69 8,47 16,72 15,56 12,33 12,06 9,89 8,42 4,11 7,81

Dvosmjerna analiza varijance; p < 0,05. Rezultati predstavljaju aritmeti¢ku sredinu sa standardnom devijacijom, izra¢unato iz tri ponavljanja.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 pM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 uM]; S3 = simvastatin
[2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 uM]; AS = aritmeticka
sredina; SD = standardna devijacija; VPT = vremenski period tretiranja; KT = koncentracija tretmana

17e)nzoy



Rezultati

Tablica 5.15. Statisticki znacajne razlike u proteinskoj ekspresiji PPARG u 3T3-L1 stanicama
s obzirom na vremenski period tretiranja i koncentraciju tretmana

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (A vs B)

Vremenski period | Koncentracija tretmana Vremenski period | Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S1 0,028
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S3 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan S1 0,006
1.-3.dan M1 1.-3.dan S2 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan S3 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M1 7.-9.dan M1 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan S2 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan S3 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan MS3 0,003
1.-3.dan M2 7.-9.dan M2 <0,001
1.-3.dan S1 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan S2 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan S3 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan MS1 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan MS1 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan MS1 4, -6.dan MS1 <0,001
1.-3.dan MS1 7.-9.dan MS1 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4.-6.dan S1 <0,001
4. -6.dan D - kontrola 4. - 6. dan S2 0,002
4.-6.dan D - kontrola 4.-6.dan MS1 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4, - 6.dan MS2 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4, - 6.dan MS3 <0,001
4. -6.dan M1 4. -6.dan M2 0,026
4.-6.dan M1 4, - 6.dan S1 <0,001
4.-6.dan M1 4.-6.dan S2 <0,001
4.-6.dan M1 4.-6.dan S3 <0,001
4.-6.dan M1 4, - 6.dan MS1 <0,001
4.-6.dan M1 4.-6.dan MS2 <0,001
4.-6.dan M1 4, - 6.dan MS3 <0,001
4. -6.dan M1 7.-9.dan M1 <0,001
4. -6.dan M1 1.-9.dan M1 <0,001
4.-6.dan M2 7.-9.dan M2 0,005
4. -6.dan M2 1.-9.dan M2 <0,001
4.-6.dan M3 4, -6.dan MS1 0,021
4.-6.dan M3 4, -6.dan MS2 0,018
4.-6.dan M3 7.-9.dan M3 <0,001
4.-6.dan M3 1.-9.dan M3 0,028
4.-6.dan S2 7.-9.dan S2 0,024
4.-6.dan S3 7.-9.dan S3 0,0011
4.-6.dan MS1 7.-9.dan MS1 0,026
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan M1 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan M2 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan M3 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan S1 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan S2 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan S3 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan MS1 <0,001
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Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (AvsB)

Vremenski period Koncentracija tretmana Vremenski period Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan M1 7.-9.dan S2 0,045
7.-9.dan M2 1.-9.dan M2 <0,001
7.-9.dan S3 1.-9.dan S3 0,007
7.-9.dan MS1 1.-9.dan MS1 <0,001
7.-9.dan MS2 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan M3 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S1 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S2 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S3 0,012
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan M1 1.-9.dan M2 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan M3 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan S1 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan S2 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan S3 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan MS1 0,002
1.-9.dan M2 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan M3 1.-9.dan MS1 0,035
1.-9.dan S1 1.-9.dan MS1 0,063
1.-9.dan S2 1.-9.dan MS1 0,009
1.-9.dan S2 1.-9.dan MS2 0,019
1.-9.dan MS1 1.-9.dan MS3 0,007
1.-9.dan MS2 1.-9.dan MS3 0,015

Statisticki znacajni rezultati odredeni su post-hoc Tukey HSD testom dvosmjerne analize varijance (p < 0,05).

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [ 1 uM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]
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Slika 5.8. Prikaz Western blot detekcije proteinskih vrpci CEBPA i unutarnje kontrole GAPDH
stanicama nakon tretmana metforminom 1 simvastatinom u razliitim
koncentracijama i vremenskim periodima. Kontrolna skupina su diferencirane stanice bez
tretiranja metforminom i simvastatinom.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 puM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [1 pM]; S3 = simvastatin [2 pM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]

u 3T3-L1
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Tablica 5.16. Proteinska ekspresija CEBPA u 3T3-L1 stanicama nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i
vremenskim periodima, izrazeno kao postotak u odnosu na kontrolnu skupinu diferenciranih stanica

Koncentracija tretmana Dvosmjerna ANOVA
Vremenski | D — . .
period Kontrola M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3 F; (stupanj slobode) p
tretiranja | AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; VPT KT VPT x VPT KT VPT x
SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD KT KT
1 -3 dan 100,00; | 63,74; 81,21; 124,17; | 85,87, 68,33; 62,03; 107,67; | 43,91; 46,95;
T 10,86 8,27 8,48 0,82 7,30 9,80 3,17 6,82 8,69 9,19
4 -6, dan 100,00; | 101,18; | 41,34; 65,99; 60,15; 50,37; 48,69; 75,10; 89,09; 79,13;
16,20 26,73 21,03 12,10 1,45 21,08 29,46 26,88 21,91 2,77 74,49 23,72 8,645 <0.001 | <0001 | <0001
7 -9, dan 100,00; | 47,35; 33,81; 50,54; 52,36; 62,13; 60,94; 51,53; 55,54, 31,60; (3, 80) (9,80) | (27,80) ' ' '
T 14,72 5,49 4,32 1,06 4,08 4,20 6,85 4,76 9,69 12,46
1.-9.dan 100,00; | 56,57 56,03; 37,01; 37,44; 21,18; 21,24; 17,83; 10,21; 10,89;
5,82 6,85 1,51 1,55 1,41 1,55 3,69 4,85 3,38 6,46

Dvosmjerna analiza varijance; p < 0,05. Rezultati predstavljaju aritmeti¢ku sredinu sa standardnom devijacijom, izra¢unato iz tri ponavljanja.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 uM]; S3 = simvastatin
[2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]; AS = aritmeticka
sredina; SD = standardna devijacija; VPT = vremenski period tretiranja; KT = koncentracija tretmana

neynzoy



Rezultati

Tablica 5.17. Statisticki znacajne razlike u proteinskoj ekspresiji CEBPA u 3T3-L1 stanicama
s obzirom na vremenski period tretiranja i koncentraciju tretmana

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (A vs B)

Vremenski period | Koncentracija tretmana Vremenski period Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan M3 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan MS1 0,009
1.-3.dan M2 1.-3.dan M3 0,013
1.-3.dan M2 4. -6.dan M2 0,035
1.-3.dan M2 7.-9.dan M2 0,002
1.-3.dan M3 1.-3.dan S2 <0,001
1.-3.dan M3 1.-3.dan S3 <0,001
1.-3.dan M3 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan M3 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M3 4. - 6. dan M3 <0,001
1.-3.dan M3 7.-9.dan M3 <0,001
1.-3.dan M3 1.-9.dan M3 <0,001
1.-3.dan S1 1.-3.dan MS2 0,018
1.-3.dan S1 1.-3.dan MS2 0,047
1.-3.dan S1 1.-9.dan S1 0,002
1.-3.dan S2 1.-3.dan MS1 0,042
1.-3.dan S2 1.-9.dan S2 0,003
1.-3.dan S3 1.-3.dan MS1 0,005
1.-3.dan S3 1.-9.dan S3 0,003
1.-3.dan MS1 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan MS1 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan MS1 7.-9.dan MS1 <0,001
1.-3.dan MS1 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-3.dan MS2 4.-6.dan MS2 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4, -6.dan M2 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4, -6.dan S1 0,035
4.-6.dan D - kontrola 4.-6.dan S2 0,001
4.-6.dan D - kontrola 4, -6.dan S3 <0,001
4. -6.dan M1 4. -6.dan M2 <0,001
4.-6.dan M1 4.-6.dan S1 0,024
4.-6.dan M1 4, - 6.dan S2 <0,001
4.-6.dan M1 4.-6.dan S3 <0,001
4.-6.dan M1 7.-9.dan M1 <0,001
4. -6.dan M1 1.-9.dan M1 0,007
4.-6.dan M2 4.-6.dan MS2 0,002
4.-6.dan S2 4, -6.dan MS2 0,029
4.-6.dan MS1 1.-9.dan MS1 <0,001
4.-6.dan MS2 1.-9.dan MS2 <0,001
4.-6.dan MS3 7.-9.dan MS3 0,002
4.-6.dan MS3 1.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan M1 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan M2 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan M3 0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan S1 0,002
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan S3 0,045
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan MS1 0,002
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan MS2 0,007
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan S3 1.-9.dan S3 0,037
7.-9.dan MS2 1.-9.dan MS2 0,005
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan M1 0,011
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Rezultati

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (A vs B)

Vremenski period Koncentracija tretmana Vremenski period Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan M2 0,009
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan M3 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S1 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S2 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S3 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan M1 1.-9.dan MS2 0,004
1.-9.dan M1 1.-9.dan MS3 0,005
1.-9.dan M2 1.-9.dan MS2 0,004
1.-9.dan M2 1.-9.dan MS3 0,006

Statisti¢ki znadajni rezultati odredeni su post-hoc Tukey HSD testom dvosmjerne analize varijance (p < 0,05).

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 puM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [ 1 uM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]
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Slika 5.9. Prikaz Western blot detekcije proteinskih vrpci SREBP1C i unutarnje kontrole
GAPDH u 3T3-L1 stanicama nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim
koncentracijama i vremenskim periodima. Kontrolna skupina su diferencirane stanice bez
tretiranja metforminom i simvastatinom.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 pM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 =metformin [200 pM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]
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Tablica 5.18. Proteinska ekspresija SREBP1C u 3T3-L1 stanicama nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i
vremenskim periodima, izrazeno kao postotak u odnosu na kontrolnu skupinu diferenciranih stanica

Koncentracija tretmana Dvosmjerna ANOVA
Vremenski | D — . .
period Kontrola M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3 F; (stupanj slobode) p
tretiranja | AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; VPT KT VPT x VPT KT VPT x
SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD KT KT
1 -3 dan 100,00; | 103,78; | 91,59; 107,62; | 105,11; | 65,42; 67,46; 76,72; 18,61; 19,87;
5,08 4,37 6,69 4,35 7,58 5,10 6,62 5,58 3,81 3,43
4 -6, dan 100,00; | 132,42; | 69,05; 71,93; 55,05; 39,87; 78,01; 47,34; 59,97; 74,19;
6,76 18,40 9,92 4,81 2,24 4,35 7,58 4,15 5,94 11,57 68,25 25,43 17,62 <0.001 | <0001 | <0001
7 -9, dan 100,00; | 15,92; 9,52; 13,19; 24,38; 29,43; 25,09; 37,70; 65,96; 56,42; (3, 80) (9,80) | (27,80) ' ' '
T 12,22 1,68 2,05 1,80 3,19 2,75 2,16 20,96 39,68 8,14
1.-9.dan 100,00; | 32,28; 44 50; 40,70; 45,26; 31,22; 30,55; 118,81; | 56,59; 22,25;
8,73 8,85 8,73 2,61 4,28 6,79 8,77 43,36 5,15 4,70

Dvosmjerna analiza varijance; p < 0,05. Rezultati predstavljaju aritmeti¢ku sredinu sa standardnom devijacijom, izra¢unato iz tri ponavljanja.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 pM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 uM]; S3 = simvastatin
[2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 uM]; AS = aritmeticka
sredina; SD = standardna devijacija; VPT = vremenski period tretiranja; KT = koncentracija tretmana
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Rezultati

Tablica 5.19. Statisticki znacajne razlike u proteinskoj ekspresiji SREBP1C u 3T3-L1
stanicama s obzirom na vremenski period tretiranja i koncentraciju tretmana

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (AvsB)

Vremenski period | Koncentracija tretmana Vremenski period | Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M1 7.-9.dan M1 <0,001
1.-3.dan M1 1.-9.dan M1 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M2 7.-9.dan M2 <0,001
1.-3.dan M2 1.-9.dan M2 0,003
1.-3.dan M3 1.-3.dan S2 0,019
1.-3.dan M3 1.-3.dan S3 0,037
1.-3.dan M3 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan M3 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M3 7.-9.dan M3 <0,001
1.-3.dan M3 1.-9.dan M3 <0,001
1.-3.dan S1 1.-3.dan S2 0,043
1.-3.dan S1 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan S1 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan S1 4. -6.dan S1 0,001
1.-3.dan S1 7.-9.dan S1 <0,001
1.-3.dan S1 1.-9.dan S1 <0,001
1.-3.dan S2 1.-3.dan MS2 0,004
1.-3.dan S2 1.-3.dan MS3 0,006
1.-3.dan S3 1.-3.dan MS2 0,002
1.-3.dan S3 1.-3.dan MS3 0,003
1.-3.dan S3 7.-9.dan S3 0,018
1.-3.dan MS1 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan MS1 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan MS1 1.-9.dan MS1 0,019
1.-3.dan MS2 4.-6.dan MS2 0,026
1.-3.dan MS2 7.-9.dan MS2 0,003
1.-3.dan MS3 4.-6.dan MS3 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4.-6.dan S1 0,007
4.-6.dan D - kontrola 4.-6.dan S2 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4.-6.dan MS1 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4.-6.dan MS2 0,038
4.-6.dan M1 4.-6.dan M2 <0,001
4.-6.dan M1 4.-6.dan M3 <0,001
4.-6.dan M1 4.-6.dan S1 <0,001
4.-6.dan M1 4.-6.dan S2 <0,001
4.-6.dan M1 4.-6.dan S3 <0,001
4.-6.dan M1 4. -6.dan MS1 <0,001
4.-6.dan M1 4.-6.dan MS2 <0,001
4.-6.dan M1 4.-6.dan MS3 <0,001
4. -6.dan M1 7.-9.dan M1 <0,001
4. -6.dan M1 1.-9.dan M1 <0,001
4.-6.dan M2 7.-9.dan M2 <0,001
4.-6.dan M3 7.-9.dan M3 <0,001
4.-6.dan S3 7.-9.dan S3 <0,001
4.-6.dan S3 1.-9.dan S3 0,003
4.-6.dan MS1 1.-9.dan MS1 <0,001
4.-6.dan MS3 1.-9.dan MS3 <0,001
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Rezultati

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (AvsB)

Vremenski period Koncentracija tretmana Vremenski period Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan M1 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan M2 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan M3 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan S1 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan S2 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan S3 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan MS1 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan MS3 0,012
7.-9.dan M1 7.-9.dan MS2 0,001
7.-9.dan M1 7.-9.dan MS3 0,033
7.-9.dan M2 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan M2 7.-9.dan MS3 0,004
7.-9.dan M3 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan M3 7.-9.dan MS3 0,013
7.-9.dan S1 7.-9.dan MS2 0,023
7.-9.dan S3 7.-9.dan MS2 0,029
7.-9.dan MS1 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan M1 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan M2 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan M3 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S1 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S2 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S3 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS2 0,013
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan M1 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan M3 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan S1 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan S2 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan S3 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan MS1 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan MS1 1.-9.dan MS3 <0,001

Statisti¢ki znacajni rezultati odredeni su post-hoc Tukey HSD testom dvosmjerne analize varijance (p < 0,05).

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [ 1 uM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]
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Slika 5.10. Prikaz Western blot detekcije proteinskih vrpci STAT3 i unutarnje kontrole GAPDH
stanicama nakon tretmana metforminom 1 simvastatinom u razli¢itim
koncentracijama i vremenskim periodima. Kontrolna skupina su diferencirane stanice bez
tretiranja metforminom i simvastatinom.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [ 1 uM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]

u 3T3-L1
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Tablica 5.20. Proteinska ekspresija STAT3 u 3T3-L1 stanicama nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i
vremenskim periodima, izrazeno kao postotak u odnosu na kontrolnu skupinu diferenciranih stanica

Koncentracija tretmana Dvosmjerna ANOVA
Vremenski | D — . .
period Kontrola M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3 F; (stupanj slobode) p
tretiranja | AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; VPT KT VPT x VPT KT VPT x
SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD KT KT
1 -3 dan 100,00; | 93,07, 86,54; 136,55; | 116,62; | 76,79; 98,56; 24,18; 9,04; 26,70;
0,97 1,00 1,30 5,82 6,07 2,26 6,77 5,99 2,26 0,78
4 -6, dan 100,00; | 104,49; | 40,50; 44,08; 39,10; 72,15; 19,99; 21,08; 20,38; 59,98;
2,29 5,05 0,71 1,17 0,13 0,54 1,95 3,29 1,91 2,68 600,6 423,3 126,3 <0.001 | <0001 | <0001
7 -9, dan 100,00; | 21,24; 11,86; 19,07; 28,78; 31,73; 36,01; 18,35; 30,69; 40,16; (3, 80) (9,80) | (27,80) ' ' '
T 13,47 0,61 2,01 4,86 3,85 2,79 9,66 6,32 3,01 1,68
1.-9.dan 100,00; | 64,17 74,74; 51,84; 54,88; 61,46; 56,48; 45,91; 15,00; 6,58;
2,13 1,44 1,58 1,44 0,50 0,29 2,11 0,99 0,95 0,94

Dvosmjerna analiza varijance; p < 0,05. Rezultati predstavljaju aritmeti¢ku sredinu sa standardnom devijacijom, izra¢unato iz tri ponavljanja.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 uM]; S3 = simvastatin
[2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]; AS = aritmeticka
sredina; SD = standardna devijacija; VPT = vremenski period tretiranja; KT = koncentracija tretmana
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Rezultati

Tablica 5.21. Statisticki znacajne razlike u proteinskoj ekspresiji STAT3 u 3T3-L1 stanicama s
obzirom na vremenski period tretiranja i koncentraciju tretmana

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (A vs B)

Vremenski period | Koncentracija tretmana Vremenski period | Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan M2 0,033
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan M3 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S1 0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan M3 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan S1 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan S2 0,002
1.-3.dan M1 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M1 7.-9.dan M1 <0,001
1.-3.dan M1 1.-9.dan M1 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan M3 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan S1 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M2 4. - 6. dan M2 <0,001
1.-3.dan M2 7.-9.dan M2 <0,001
1.-3.dan M3 1.-3.dan S1 0,017
1.-3.dan M3 1.-3.dan S2 <0,001
1.-3.dan M3 1.-3.dan S3 <0,001
1.-3.dan M3 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan M3 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan M3 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M3 4, -6.dan M3 <0,001
1.-3.dan M3 7.-9.dan M3 <0,001
1.-3.dan M3 1.-9.dan M3 <0,001
1.-3.dan S1 1.-3.dan S2 <0,001
1.-3.dan S1 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan S1 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan S1 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan S1 4. -6.dan S1 <0,001
1.-3.dan S1 7.-9.dan S1 <0,001
1.-3.dan S1 1.-9.dan S1 <0,001
1.-3.dan S2 1.-3.dan S3 <0,001
1.-3.dan S2 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan S2 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan S2 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan S2 4, - 6.dan S2 <0,001
1.-3.dan S2 7.-9.dan S2 <0,001
1.-3.dan S2 1.-9.dan S2 <0,001
1.-3.dan S3 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan S3 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan S3 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan S3 4. -6.dan S3 <0,001
1.-3.dan S3 7.-9.dan S3 <0,001
1.-3.dan S3 1.-9.dan S3 <0,001
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Rezultati

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (A vs B)

Vremenski period Koncentracija tretmana Vremenski period Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

1.-3.dan MS1 1.-3.dan MS2 0,006
1.-3.dan MS1 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-3.dan MS2 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan MS2 7.-9.dan MS2 <0,001
1.-3.dan MS3 4. -6.dan MS3 <0,001
1.-3.dan MS3 7.-9.dan MS3 0,032
1.-3.dan MS3 1.-9.dan MS3 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4. -6.dan M2 <0,001
4. -6.dan D - kontrola 4, - 6. dan M3 <0,001
4. -6.dan D - kontrola 4, - 6. dan S1 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4. -6.dan S2 <0,001
4. -6.dan D - kontrola 4, - 6. dan S3 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4. -6.dan MS1 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4. -6.dan MS2 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4.-6.dan MS3 <0,001
4. -6.dan M1 4. - 6. dan M2 <0,001
4.-6.dan M1 4.-6.dan M3 <0,001
4.-6.dan M1 4.-6.dan S1 <0,001
4.-6.dan M1 4, -6.dan S2 <0,001
4.-6.dan M1 4.-6.dan S3 <0,001
4. -6.dan M1 4. - 6. dan MS1 <0,001
4.-6.dan M1 4, -6.dan MS2 <0,001
4.-6.dan M1 4. -6.dan MS3 <0,001
4. -6.dan M1 7.-9.dan M1 <0,001
4. -6.dan M1 1.-9.dan M1 <0,001
4. -6.dan M2 4. - 6. dan S2 <0,001
4. -6.dan M2 4. - 6. dan S3 <0,001
4.-6.dan M2 4.-6.dan MS1 <0,001
4. -6.dan M2 4. - 6. dan MS2 <0,001
4.-6.dan M2 4.-6.dan MS3 <0,001
4. -6.dan M2 7.-9.dan M2 <0,001
4.-6.dan M2 1.-9.dan M2 <0,001
4.-6.dan M3 4.-6.dan S2 <0,001
4.-6.dan M3 4, -6.dan S3 <0,001
4.-6.dan M3 4, -6.dan MS1 <0,001
4.-6.dan M3 4. -6.dan MS2 <0,001
4.-6.dan M3 4, -6.dan MS3 <0,001
4.-6.dan M3 7.-9.dan M3 <0,001
4.-6.dan S1 4.-6.dan S2 <0,001
4.-6.dan S1 4, -6.dan S3 <0,001
4.-6.dan S1 4.-6.dan MS1 <0,001
4.-6.dan S1 4, -6.dan MS2 <0,001
4.-6.dan S1 4, -6.dan MS3 <0,001
4.-6.dan S1 1.-9.dan S1 0,003
4. -6.dan S2 4, - 6.dan S3 <0,001
4. -6.dan S2 4. - 6. dan MS1 <0,001
4. -6.dan S2 4, - 6.dan MS2 <0,001
4.-6.dan S2 7.-9.dan S2 <0,001
4.-6.dan S3 4. -6.dan MS3 <0,001
4.-6.dan S3 7.-9.dan S3 0,0021
4.-6.dan S3 1.-9.dan S3 <0,001
4.-6.dan MS1 4. -6.dan MS3 <0,001
4.-6.dan MS1 1.-9.dan MS1 <0,001
4.-6.dan MS2 4. -6.dan MS3 <0,001
4. -6.dan MS3 7.-9.dan MS3 <0,001
4. -6.dan MS3 1.-9.dan MS3 <0,001
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Rezultati

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (A vs B)

Vremenski period Koncentracija tretmana Vremenski period Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan M1 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan M2 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan M3 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan S1 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan S2 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan S3 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan MS1 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan M1 7.-9.dan S3 0,009
7.-9.dan M1 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan M1 1.-9.dan M1 <0,001
7.-9.dan M2 7.-9.dan S1 <0,001
7.-9.dan M2 7.-9.dan S2 <0,001
7.-9.dan M2 7.-9.dan S3 <0,001
7.-9.dan M2 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan M2 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan M2 1.-9.dan M2 <0,001
7.-9.dan M3 7.-9.dan S3 <0,001
7.-9.dan M3 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan M3 1.-9.dan M3 <0,001
7.-9.dan S1 1.-9.dan S1 <0,001
7.-9.dan S2 7.-9.dan MS1 0,035
7.-9.dan S2 1.-9.dan S2 <0,001
7.-9.dan S3 7.-9.dan MS1 <0,001
7.-9.dan S3 1.-9.dan S3 <0,001
7.-9.dan MS1 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan MS1 1.-9.dan MS1 <0,001
7.-9.dan MS2 1.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan MS3 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan M1 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan M2 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan M3 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S1 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S2 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S3 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan M1 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan M1 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan M1 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan M3 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan S1 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan S2 0,039
1.-9.dan M2 1.-9.dan S3 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan M3 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan M3 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan S1 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan S1 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan S2 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan S2 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan S2 1.-9.dan MS3 <0,001
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Rezultati

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (A vs B)
Vremenski period Koncentracija tretmana Vremenski period Koncentracija tretmana
tretiranja tretiranja
1.-9.dan S3 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan S3 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan MS1 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan MS1 1.-9.dan MS3 <0,001

Statisti¢ki znadajni rezultati odredeni su post-hoc Tukey HSD testom dvosmjerne analize varijance (p < 0,05).

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [ 1 puM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 uM]
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Slika 5.11. Prikaz Western blot detekcije proteinskih vrpci SMAD3 i unutarnje kontrole
GAPDH u 3T3-L1 stanicama nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razliCitim
koncentracijama i vremenskim periodima. Kontrolna skupina su diferencirane stanice bez
tretiranja metforminom i simvastatinom.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 puM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [ 1 puM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]
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6.

Tablica 5.22. Proteinska ekspresija SMAD3 u 3T3-L1 stanicama nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i
vremenskim periodima, izrazeno kao postotak u odnosu na kontrolnu skupinu diferenciranih stanica

Koncentracija tretmana Dvosmjerna ANOVA
Vremenski | D — . .
period Kontrola M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3 F; (stupanj slobode) p
tretiranja | AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; VPT KT VPT x VPT KT VPT x
SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD KT KT
1 -3 dan 100,00; | 138,28; | 155,25; | 114,79; | 112,82; | 73,53; 108,87; | 114,38; | 45,99: 16,16;
6,12 3,76 0,67 0,99 8,11 8,56 5,26 7,12 2,03 2,74
4 -6 dan 100,00; | 205,34; | 113,68; | 159,81; | 76,31; 91,46; 127,72; | 118,17; | 140,67; | 139,49;
5,26 0,55 1,94 1,48 4,22 0,90 0,48 3,37 5,88 3,02 1592 191 269,8 <0.001 | <0001 | <0001
7 -9, dan 100,00; | 30,05; 38,76; 30,34; 97,52; 101,15; | 81,27; 30,95; 57,43; 56,61; (3, 80) (9,80) | (27,80) ' ' '
T 4,07 1,33 1,94 1,30 4,22 4,41 3,10 1,46 7,78 4,77
1.-9.dan 100,00; | 38,34; 49,46; 69,15; 117,01; | 114,34; | 107,95; | 62,35; 29,94; 14,46;
3,50 3,21 1,85 1,37 2,53 1,82 3,80 4,39 6,00 0,35

Dvosmjerna analiza varijance; p < 0,05. Rezultati predstavljaju aritmeti¢ku sredinu sa standardnom devijacijom, izra¢unato iz tri ponavljanja.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 uM]; S3 = simvastatin
[2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]; AS = aritmeticka
sredina; SD = standardna devijacija; VPT = vremenski period tretiranja; KT = koncentracija tretmana

eynzoy
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Tablica 5.23. Statisti¢ki znacajne razlike u proteinskoj ekspresiji SMAD3 u 3T3-L1 stanicama
s obzirom na vremenski period tretiranja i koncentraciju tretmana

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (A vs B)

Vremenski period | Koncentracija tretmana Vremenski period Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan M1 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan M2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan M3 0,013
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS1 0,019
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan M2 0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan M3 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan S1 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan S2 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan S3 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M1 4. -6.dan M1 <0,001
1.-3.dan M1 7.-9.dan M1 <0,001
1.-3.dan M1 1.-9.dan M1 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan M3 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan S1 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan S2 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan S3 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M2 4, -6.dan M2 <0,001
1.-3.dan M2 7.-9.dan M2 <0,001
1.-3.dan M2 1.-9.dan M2 <0,001
1.-3.dan M3 1.-3.dan S2 <0,001
1.-3.dan M3 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan M3 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M3 4.-6.dan M3 <0,001
1.-3.dan M3 7.-9.dan M3 <0,001
1.-3.dan M3 1.-9.dan M3 <0,001
1.-3.dan S1 1.-3.dan S2 <0,001
1.-3.dan S1 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan S1 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan S1 4, - 6.dan S1 <0,001
1.-3.dan S1 7.-9.dan S1 0,007
1.-3.dan S2 1.-3.dan S3 <0,001
1.-3.dan S2 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan S2 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan S2 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan S2 4. -6.dan S2 <0,001
1.-3.dan S2 7.-9.dan S2 <0,001
1.-3.dan S2 1.-9.dan S2 <0,001
1.-3.dan S3 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan S3 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan S3 4, - 6. dan S3 <0,001
1.-3.dan S3 7.-9.dan S3 <0,001
1.-3.dan MS1 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan MS1 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan MS1 7.-9.dan MS1 <0,001
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Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (AvsB)

Vremenski period Koncentracija tretmana Vremenski period Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

1.-3.dan MS1 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-3.dan MS2 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan MS2 4. -6.dan MS2 <0,001
1.-3.dan MS2 1.-9.dan MS2 0,003
1.-3.dan MS3 4. -6.dan MS3 <0,001
1.-3.dan MS3 7.-9.dan MS3 <0,001
4. -6.dan D - kontrola 4, - 6. dan M1 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4. -6.dan M2 0,037
4. -6.dan D - kontrola 4, - 6. dan M3 <0,001
4. -6.dan D - kontrola 4, - 6. dan S1 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4. -6.dan S3 <0,001
4. -6.dan D - kontrola 4, - 6. dan MS1 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4. -6.dan MS2 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4. -6.dan MS3 <0,001
4. -6.dan M1 4. -6.dan M2 <0,001
4. -6.dan M1 4. - 6. dan M3 <0,001
4.-6.dan M1 4.-6.dan S1 <0,001
4.-6.dan M1 4.-6.dan S2 <0,001
4.-6.dan M1 4, -6.dan S3 <0,001
4.-6.dan M1 4.-6.dan MS1 <0,001
4.-6.dan M1 4, -6.dan MS2 <0,001
4.-6.dan M1 4, -6.dan MS3 <0,001
4. -6.dan M1 7.-9.dan M1 <0,001
4. -6.dan M1 1.-9.dan M1 <0,001
4.-6.dan M2 4. -6.dan M3 <0,001
4. -6.dan M2 4. - 6. dan S1 <0,001
4. -6.dan M2 4. - 6. dan S2 <0,001
4.-6.dan M2 4.-6.dan S3 0,026
4.-6.dan M2 4, -6.dan MS2 <0,001
4.-6.dan M2 4.-6.dan MS3 <0,001
4. -6.dan M2 7.-9.dan M2 <0,001
4.-6.dan M2 1.-9.dan M2 <0,001
4.-6.dan M3 7.-9.dan S1 <0,001
4.-6.dan M3 4, - 6.dan S2 <0,001
4.-6.dan M3 4, - 6.dan S3 <0,001
4.-6.dan M3 4.-6.dan MS1 <0,001
4.-6.dan M3 4, - 6.dan MS2 <0,001
4.-6.dan M3 7.-9.dan MS3 <0,001
4.-6.dan M3 7.-9.dan M3 <0,001
4.-6.dan M3 1.-9.dan M3 <0,001
4.-6.dan S1 4.-6.dan S2 0,009
4.-6.dan S1 4, -6.dan S3 <0,001
4.-6.dan S1 4, - 6.dan MS1 <0,001
4.-6.dan S1 4.-6.dan MS2 <0,001
4. -6.dan S1 4, - 6. dan MS3 <0,001
4.-6.dan S1 7.-9.dan S1 <0,001
4. -6.dan S1 1.-9.dan S1 <0,001
4.-6.dan S2 4, - 6. dan S3 <0,001
4.-6.dan S2 4. -6.dan MS1 <0,001
4.-6.dan S2 4, - 6. dan MS2 <0,001
4.-6.dan S2 7.-9.dan MS3 <0,001
4.-6.dan S3 7.-9.dan S3 <0,001
4.-6.dan S3 1.-9.dan S3 <0,001
4.-6.dan MS1 4. -6.dan MS2 <0,001
4. -6.dan MS1 4, - 6. dan MS3 <0,001
4. -6.dan MS1 7.-9.dan MS1 <0,001
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Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (AvsB)

Vremenski period Koncentracija tretmana Vremenski period Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

4.-6.dan MS1 1.-9.dan MS1 <0,001
4. -6.dan MS2 7.-9.dan MS2 <0,001
4.-6.dan MS2 1.-9.dan MS2 <0,001
4. -6.dan MS3 7.-9.dan MS3 <0,001
4.-6.dan MS3 1.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan M1 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan M2 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan M3 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan S3 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan MS1 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan M1 7.-9.dan S1 <0,001
7.-9.dan M1 7.-9.dan S2 <0,001
7.-9.dan M1 7.-9.dan S3 <0,001
7.-9.dan M1 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan M1 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan M2 7.-9.dan S1 <0,001
7.-9.dan M2 7.-9.dan S2 <0,001
7.-9.dan M2 7.-9.dan S3 <0,001
7.-9.dan M2 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan M2 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan M3 7.-9.dan S1 <0,001
7.-9.dan M3 7.-9.dan S2 <0,001
7.-9.dan M3 7.-9.dan S3 <0,001
7.-9.dan M3 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan M3 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan M3 1.-9.dan M3 <0,001
7.-9.dan S1 7.-9.dan S3 0,0026
7.-9.dan S1 7.-9.dan MS1 <0,001
7.-9.dan S1 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan S1 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan S1 1.-9.dan S1 <0,001
7.-9.dan S2 7.-9.dan S3 <0,001
7.-9.dan S2 7.-9.dan MS1 <0,001
7.-9.dan S2 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan S2 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan S3 7.-9.dan MS1 <0,001
7.-9.dan S3 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan S3 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan S3 1.-9.dan S3 <0,001
7.-9.dan MS1 7.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan MS1 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan MS1 1.-9.dan MS1 <0,001
7.-9.dan MS2 1.-9.dan MS2 <0,001
7.-9.dan MS3 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan M1 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan M2 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan M3 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S1 0,0011
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan S2 0,0195
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan M1 1.-9.dan M3 <0,001
1.-9.dan M1 1.-9.dan S1 <0,001

82



Rezultati

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (AvsB)

Vremenski period Koncentracija tretmana Vremenski period Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

1.-9.dan M1 1.-9.dan S2 <0,001
1.-9.dan M1 1.-9.dan S3 <0,001
1.-9.dan M1 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan M1 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan M3 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan S1 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan S2 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan S3 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan M2 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan M3 1.-9.dan S1 <0,001
1.-9.dan M3 1.-9.dan S2 <0,001
1.-9.dan M3 1.-9.dan S3 <0,001
1.-9.dan M3 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan M3 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan S1 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan S1 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan S1 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan S2 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan S2 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan S2 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan S3 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-9.dan S3 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan S3 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan MS1 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-9.dan MS1 1.-9.dan MS3 <0,001
1.-9.dan MS2 1.-9.dan MS3 0,0061

Statisti¢ki znadajni rezultati odredeni su post-hoc Tukey HSD testom dvosmjerne analize varijance (p < 0,05).

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 pM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [ pM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]

U tablici 5.24. prikazan je sumiran ucinak pojedinih doza metformina i simvastatina te

njihovih kombinacija na razine proteina ispitivanih transkripcijskih ¢imbenika 1 modulatora

adipogeneze.
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Tablica 5.24. Uc¢inak metformina i simvastatina na razine proteina ispitivanih transkripcijskih
¢imbenika 1 modulatora adipogeneze s obzirom na vremenski period djelovanja, odredeno

Western blot metodom u odnosu na kontrolne diferencirane stanice

M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3

- PPARG ! W W U U U
§ [cEBPA M m
o | SREBPIC | | 1l M
S [sTAT3 TR VR TR T T Y

SMAD3 ) )
_ PPARG ) ) ! I L )
3 CEBPA W l W W U
© SREBP1C ! W W U U
[ STAT3 m m

“vAD: I )

- PPARG U L U W W U U U L
3 CEBPA U L U W l U U U L
o SREBP1C U L U W W U U l L
~ STAT3 l ) U W W U U U L

SMAD3 U W U U U U L
- PPARG ! U W W l L
3 CEBPA U L U W W l U U L
o SREBP1C U L U W W l U L
o STAT3 U L U U U U L

SMAD3 l U l N N I

M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 =
simvastatin [1 pM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin [100 nM]; MS2 =
metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 uM]; 11 = statisti¢ki znac¢ajno

poveéanje; || = statisticki zna¢ajno smanjenje; | = primjetno smanjenje, ali bez statistiCke znacajnosti
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5.4.2. Proteinska ekspresija odredena imunocitokemijom

Tretman metforminom i simvastatinom izazvao je najvise statisticki znac¢ajnih promjena

ekspresije ispitivanih epitopa u odnosu na kontrolne diferencirane stanice u vremenskim
periodima djelovanja od 1. do 3. i od 4. do 6. dana diferencijacije.
1. do 3. dana diferencijacije znacajno je smanjio ekspresiju PPARG u odnosu na kontrolne
diferencirane stanice (post-hoc Tukey HSD test, p = 0,028). Ekspresija PPARG u tom
vremenskom periodu smanjena je u svakoj tretiranoj skupini stanica neovisno o koncentraciji
lijeka, ali bez statisticke znacajnosti (Tablica 5.25., Slika 5.12.). Statisticki znacajna razlika
izmedu vremenskih perioda postoji za tretman najmanjom koncentracijom metformina izmedu
1. do 3.1 1. do 9. dana diferencijacije (post-hoc Tukey HSD test, p = 0,006).

Ekspresija CEBPA statisticki je znacajno smanjena u svim tretiranim stanicama u
odnosu na kontrolne diferencirane stanice tijekom vremenskog perioda djelovanja tretmana od
1. do 3. dana diferencijacije, neovisno o koncentraciji tretmana (Tablica 5.26., Tablica 5.27.).
U stanicama tretiranima tijekom 4. do 6. dana diferencijacije, znacajno smanjenje ekspresije
CEBPA izazvao je simvastatin u srednjoj i najvecoj koncentraciji, te kombinirani tretman
metforminom i simvastatinom u sve tri koncentracije (Tablica 5.26., Tablica 5.27.). Smanjenje
ekspresije CEBPA vidljivo je u stanicama tretiranima kombinacijom metformina i simvastatina
u svim koncentracijama tijekom 7. do 9. i 1. do 9. dana diferencijacije, ali bez statisticke
znacajnosti (Tablica 5.26., Tablica 5.27., Slika 5.13.).

Ekspresija SREBPI1C statisticki je znaajno smanjena u svim tretiranim stanicama u
odnosu na kontrolne diferencirane stanice tijekom vremenskog perioda djelovanja tretmana 1.
do 3. i 4. do 6. dana diferencijacije, uz izuzetak stanica tretiranih najmanjom koncentracijom
metformina tijekom 4. do 6. dana diferencijacije (Tablica 5.28., Tablica 5.29.). Takoder postoji
razlika izmedu vremenskog perioda djelovanja tretmana od 1. do 3. dana diferencijacije i
vremenskih perioda 7. do 9. 1 1. do 9. dana diferencijacije za sve koriStene koncentracije
lijekova (Tablica 5.28., Tablica 5.29.). Tretman u periodima 7. do 9. i 1. do 9. dana
diferencijacije nije pokazao znacajan ucinak na ekspresiju SREBP1C (Tablica 5.28., Tablica
5.29., Slika 5.14.).

Tretman najmanjom i srednjom koncentracijom metformina u periodu od 1. do 3. dana
diferencijacije znacajno je smanjio ekspresiju STAT3 u odnosu na kontrolne diferencirane
stanice i ostale tretirane skupine (Tablica 5.30., Tablica 5.31.). Tretmani u periodima djelovanja
od 4. do 6. i od 7. do 9. dana diferencijacije dovode do smanjenja ekspresije STAT3, ali bez
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statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolne diferencirane stanice (Tablica 5.30., Tablica
5.31., Slika 5.15.). Najmanje koncentracije metformina i simvastatina u periodu djelovanja od
1. do 9. dana diferencijacije povisuju ekspresiju STAT3, no poviSenje nije znacajno u odnosu
na kontrolne diferencirane stanice (Tablica 5.30., Tablica 5.31., Slika 5.15.).

Ekspresija SMAD3 statisticki je znacajno poviSena u svim tretiranim stanicama u
odnosu na kontrolne diferencirane stanice tijekom vremenskog perioda djelovanja tretmana od
metformina koji takoder podize ekspresiju SMAD3, ali bez statisticke znaCajnosti (Tablica
5.32., Tablica 5.33.). Ekspresija SMAD3 u stanicama tretiranim tijekom drugih vremenskih
perioda znac¢ajno je poviSena u odnosu na kontrolne diferencirane stanice samo kod tretmana
najmanjom koncentracijom metformina tijekom 7. do 9. dana diferencijacije, i kombiniranim
tretmanom metforminom 1 simvastatinom u najvecoj koncentraciji tijekom 1. do 9. dana
diferencijacije (Tablica 5.32., Tablica 5.33.). Druge koncentracije lijekova u tim vremenskim
periodima, izuzev najmanje i srednje koncentracije simvastatina, takoder su povecale ekspresiju
SMAD3, kao i svi tretmani tijekom vremenskog perioda od 4. do 6. dana diferencijacije, ali bez
statistiCke znacajnosti (Tablica 5.32., Tablica 5.33., Slika 5.16.).
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1.-9. dan

Slika 5.12. Prikaz proteinske ekspresije PPARG fluorescentnim imunocitokemijskim bojanjem 3T3-L1 stanica nakon tretmana metforminom i
simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i vremenskim periodima. Kontrolna skupina su diferencirane stanice bez tretiranja metforminom i
simvastatinom. Plavo obojenje = DAPI, stani¢ne jezgre; Crveno obojenje = Cy5-PE, PPARG pozitivno bojanje. ZabiljeZeno kamerom Olympus

DP70 montiranom na svjetlosni mikroskop Axioskop 2 MOT pomocu programa DP Controller 1.2.1.108; uvecanje 400x; skala 100 um.

ND = nediferencirane stanice; D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 =
simvastatin [1 pM]; S3 = simvastatin [2 pM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM]
i simvastatin [2 pM]
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Tablica 5.25. JaCina signala imunofluorescencije PPARG u 3T3-L1 stanicama nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razliitim
koncentracijama i vremenskim periodima, izrazeno kao postotak u odnosu na kontrolnu skupinu diferenciranih stanica

Koncentracija tretmana Dvosmjerna ANOVA
Vremenski | D — . .
period Kontrola M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3 F; (stupanj slobode) p
tretiranja | AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; VPT KT VPT x VPT KT VPT x
SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD KT KT
1 -3 dan 100,00; | 68,16; 69,88; 83,41; 86,04; 72,43; 68,48; 50,05; 70,04; 76,90;
34,58 18,67 5,75 21,32 7,85 19,17 11,79 13,04 321 24,00
4 -6 dan 100,00; | 100,21; | 68,69; 46,61; 69,05; 67,99; 65,04; 86,91; 58,01; 86,02;
18,02 8,17 16,69 4,83 8,67 8,53 2,98 3,80 5,41 11,00 5,07 3,37 1,905 0.003 | 0001 | 0013
7 -9, dan 100,00; | 77,07; 92,98; 78,60; 68,72; 65,94; 81,27; 105,26; | 87,58; 73,41; (3, 88) (9,88) | (27,88) ' ' '
T 9,73 9,25 55,09 2,03 4,20 3,32 22,48 17,67 26,52 25,09
1.-9.dan 100,00; | 130,65; | 73,38; 75,95; 74,78; 70,34; 96,86; 104,16; | 86,71; 86,56;
24,36 24,18 3,42 33,95 11,30 4,30 12,57 8,79 2,62 7,14

Dvosmjerna analiza varijance; p < 0,05. Rezultati predstavljaju aritmeti¢ku sredinu sa standardnom devijacijom, izra¢unato iz tri ponavljanja.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 pM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 pM]; S3 = simvastatin
[2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]; AS = aritmeticka
sredina; SD = standardna devijacija; VPT = vremenski period tretiranja; KT = koncentracija tretmana
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1.—3. dan

4. - 6. dan

7.—9. dan

1.-9. dan

Slika 5.13. Prikaz proteinske ekspresije CEBPA fluorescentnim imunocitokemijskim bojanjem 3T3-L1 stanica nakon tretmana metforminom i
simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i vremenskim periodima. Kontrolna skupina su diferencirane stanice bez tretiranja metforminom i
simvastatinom. Plavo obojenje = DAPI, stani¢ne jezgre; Crveno obojenje = Cy5-PE, CEBPA pozitivno bojanje. Zabiljezeno kamerom Olympus

DP70 montiranom na svjetlosni mikroskop Axioskop 2 MOT pomocu programa DP Controller 1.2.1.108; uvecanje 400x; skala 100 pm.

ND = nediferencirane stanice; D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 =
simvastatin [1 uM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM]
i simvastatin [2 uM]
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Tablica 5.26. JaCina signala imunofluorescencije CEBPA u 3T3-L1 stanicama nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim
koncentracijama i vremenskim periodima, izrazeno kao postotak u odnosu na kontrolnu skupinu diferenciranih stanica

Koncentracija tretmana Dvosmjerna ANOVA
Vremenski | D — . .
period Kontrola M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3 F; (stupanj slobode) p
tretiranja | AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; AS; VPT KT VPT x VPT KT VPT x
SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD KT KT
1 -3 dan 100,00; | 36,04, 26,68; 27,20; 21,27; 17,76; 20,45; 12,02; 23,60; 13,28;
38,50 5,98 11,68 11,53 3,59 10,21 13,55 7,77 8,05 5,93
4 -6, dan 100,00; | 110,49; | 76,38; 60,28; 53,21; 32,79; 31,54; 25,22; 20,60; 25,47;
37,59 9,61 1,03 11,14 38,25 6,59 8,74 0,80 6,14 15,11 52,16 15,87 2,15 <0001 | <0001 | 0004
7 -9, dan 100,00; | 101,77; | 68,96; 76,95; 60,59; 64,49; 42,11; 88,87; 82,80; 56,33; (3,87) 9,87) | (27,87) ' ' '
T 14,51 12,46 19,28 17,04 8,29 2,00 15,76 18,40 3,39 17,02
1.-9.dan 100,00; | 99,82; 102,94; | 95,73; 96,02; 70,41; 46,90; 58,85; 57,77, 66,95;
29,71 16,13 25,96 43,49 31,95 9,15 21,93 9,89 17,56 5,43

Dvosmjerna analiza varijance; p < 0,05. Rezultati predstavljaju aritmeti¢ku sredinu sa standardnom devijacijom, izra¢unato iz tri ponavljanja.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 pM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 pM]; S3 = simvastatin
[2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]; AS = aritmeticka
sredina; SD = standardna devijacija; VPT = vremenski period tretiranja; KT = koncentracija tretmana
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Rezultati

Tablica 5.27. Statisti¢ki znacajne razlike u jacini signala imunofluorescencije CEBPA u 3T3-
L1 stanicama s obzirom na vremenski period tretiranja i koncentraciju tretmana

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (AvsB)

Vremenski period | Koncentracija tretmana Vremenski period | Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan M1 0,0018
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan M2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan M3 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S1 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S3 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M1 4. -6.dan M1 0,0071
1.-3.dan M1 7.-9.dan M1 0,0106
1.-3.dan M1 1.-9.dan M1 0,0156
1.-3.dan M2 1.-9.dan M2 <0,001
1.-3.dan M3 1.-9.dan M3 <0,001
1.-3.dan S1 1.-9.dan S1 0,0011
1.-3.dan MS1 7.-9.dan MS1 <0,001
4. -6.dan D - kontrola 4. - 6. dan S2 0,0243
4.-6.dan D - kontrola 4.-6.dan S3 0,0184
4. -6.dan D - kontrola 4. - 6. dan MS1 0,0226
4. -6.dan D - kontrola 4. - 6. dan MS2 0,0085
4.-6.dan D - kontrola 4.-6.dan MS3 0,0226
4. -6.dan M1 4. - 6. dan S2 0,0119
4.-6.dan M1 4.-6.dan S3 0,0091
4.-6.dan M1 4.-6.dan MS1 0,0136
4.-6.dan M1 4, -6.dan MS2 0,0055
4.-6.dan M1 4.-6.dan MS3 0,0136

Statisticki znacajni rezultati odredeni su post-hoc Tukey HSD testom dvosmjerne analize varijance (p < 0,05).

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 puM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [1 puM]; S3 = simvastatin [2 pM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]
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1.— 3. dan

4. - 6. dan

7.—-9. dan

1.-9. dan

Slika 5.14. Prikaz proteinske ekspresije SREBP1C fluorescentnim imunocitokemijskim bojanjem 3T3-L1 stanica nakon tretmana metforminom i
simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i vremenskim periodima. Kontrolna skupina su diferencirane stanice bez tretiranja metforminom i
simvastatinom. Plavo obojenje = DAPI, stani¢ne jezgre; Crveno obojenje = Cy5-PE, SREBP1C pozitivno bojanje. Zabiljezeno kamerom Olympus

DP70 montiranom na svjetlosni mikroskop Axioskop 2 MOT pomocu programa DP Controller 1.2.1.108; uvecanje 400x; skala 100 pm.

ND = nediferencirane stanice; D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 pM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 =
simvastatin [1 pM]; S3 = simvastatin [2 pM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 puM]; MS3 = metformin [4 mM]
i simvastatin [2 uM]
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Tablica 5.28. Jac¢ina signala imunofluorescencije SREBP1C u 3T3-L1 stanicama nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim
koncentracijama i vremenskim periodima, izrazeno kao postotak u odnosu na kontrolnu skupinu diferenciranih stanica

Koncentracija tretmana Dvosmjerna ANOVA
Vremenski | D — . .
period wontrola | M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3 F; (stupanj slobode) p
tetiranja | As;  [ASs; | As;  [AS;  [As;  [As;  |As;  [AS;  [AS;  [As; [ WPT KT VPTx |VPT [KT | VPTx
SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD KT KT
1 -3 dan 100,00; | 42,46; 24,22; 28,79; 25,86; 12,62; 15,46; 15,35; 9,16; 13,35;
41,72 4,55 14,77 7,02 11,04 5,97 2,52 7,09 3,80 2,59
4 -6, dan 100,00; | 37,56; 15,59; 29,13; 25,65; 11,61; 20,10; 24,12; 12,73; 28,48;
39,80 3,58 10,51 15,82 4,10 3,49 0,76 12,64 9,73 4,16 130 17,54 1,181 <0001 | <0001 | 0276
7 -9, dan 100,00; | 73,39; 79,16; 96,51; 98,60; 69,81; 65,07; 93,35; 97,99; 83,37; (3,88) (9,88) | (27,88) ' ' '
T 22,66 9,83 10,67 6,93 33,42 41,82 24,26 36,00 9,72 34,28
1 -9 dan 100,00; | 108,70; | 84,67; 82,93; 94,03; 92,22; 68,91; 95,74; 98,24; 86,85;
7,63 8,04 32,99 16,45 25,86 8,97 15,36 14,33 723,49 15,62

Dvosmjerna analiza varijance; p < 0,05. Rezultati predstavljaju aritmeticku sredinu sa standardnom devijacijom, izra¢unato iz tri ponavljanja.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 pM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 uM]; S3 = simvastatin
[2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 uM]; AS = aritmeticka
sredina; SD = standardna devijacija; VPT = vremenski period tretiranja; KT = koncentracija tretmana
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Rezultati

Tablica 5.29. Statisti¢ki znacajne razlike u jacini signala imunofluorescencije SREBP1C u 3T3-

L1 stanicama s obzirom na vremenski period tretiranja i koncentraciju tretmana

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (AvsB)

Vremenski Koncentracija tretmana Vremenski period Koncentracija tretmana

period tretiranja tretiranja

1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan M1 0,007
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan M2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan M3 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S1 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S3 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M1 1.-9.dan M1 <0,001
1.-3.dan M2 1.-9.dan M2 0,002
1.-3.dan M3 1.-9.dan M3 0,037
1.-3.dan S1 7.-9.dan S1 0,041
1.-3.dan S1 1.-9.dan S1 <0,001
1.-3.dan S2 7.-9.dan S2 0,036
1.-3.dan S2 1.-9.dan S2 <0,001
1.-3.dan S3 1.-9.dan S3 0,021
1.-3.dan MS1 7.-9.dan MS1 <0,001
1.-3.dan MS1 1.-9.dan MS1 <0,001
1.-3.dan MS2 7.-9.dan MS2 <0,001
1.-3.dan MS2 1.-9.dan MS2 <0,001
1.-3.dan MS3 7.-9.dan MS3 0,027
1.-3.dan MS3 1.-9.dan MS3 <0,001
4. -6.dan D - kontrola 4. -6.dan M2 <0,001
4. -6.dan D - kontrola 4. -6.dan M3 0,002
4.-6.dan D - kontrola 4.-6.dan S1 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4.-6.dan S2 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4.-6.dan S3 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4.-6.dan MS1 0,003
4.-6.dan D - kontrola 4.-6.dan MS2 <0,001
4.-6.dan D - kontrola 4.-6.dan MS3 0,009
4. -6.dan M1 1.-9.dan M1 <0,001
4.-6.dan M2 7.-9.dan M2 0,044
4. -6.dan M2 1.-9.dan M2 <0,001
4.-6.dan S1 1.-9.dan S1 0,004
4.-6.dan S2 1.-9.dan S2 <0,001
4.-6.dan MS1 7.-9.dan MS1 0,004
4.-6.dan MS1 1.-9.dan MS1 0,009
4.-6.dan MS2 7.-9.dan MS2 <0,001
4.-6.dan MS2 1.-9.dan MS2 <0,001

Statisti¢ki znacajni rezultati odredeni su post-hoc Tukey HSD testom dvosmjerne analize varijance (p < 0,05).

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 uM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 puM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]
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Slika 5.15. Prikaz proteinske ekspresije STAT3 fluorescentnim imunocitokemijskim bojanjem 3T3-L1 stanica nakon tretmana metforminom i
simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i vremenskim periodima. Kontrolna skupina su diferencirane stanice bez tretiranja metforminom i
simvastatinom. Plavo obojenje = DAPI, stani¢ne jezgre; Crveno obojenje = Cy5-PE, STAT3 pozitivno bojanje. ZabiljeZeno kamerom Olympus

DP70 montiranom na svjetlosni mikroskop Axioskop 2 MOT pomocu programa DP Controller 1.2.1.108; uvecanje 400x; skala 100 pm.

ND = nediferencirane stanice; D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 =
simvastatin [1 pM]; S3 = simvastatin [2 pM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 pM]; MS3 = metformin [4 mM]
i simvastatin [2 uM]
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Tablica 5.30. Jaina signala imunofluorescencije STAT3 u 3T3-L1 stanicama nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim
koncentracijama i vremenskim periodima, izrazeno kao postotak u odnosu na kontrolnu skupinu diferenciranih stanica

Koncentracija tretmana Dvosmjerna ANOVA
Vremenski | D — . .
period Kontrola M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3 F; (stupanj slobode) p
tetiranja | As;  [ASs; | As;  [AS;  [As;  [As;  |As;  [AS;  [AS;  [As; [ WPT KT VPTx |VPT [KT | VPTx
SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD KT KT
1 -3 dan 100,00; | 42,63; 33,08; 54,35; 97,16; 84,09; 77,74, 105,75; | 83,21, 85,07;

20,62 15,59 11,64 15,43 20,48 23,45 21,87 14,83 10,93 13,00
100,00; | 88,01, 89,03; 84,34; 89,97; 53,04; 70,58; 88,33; 72,50; 88,09;

4-6.dan | 1950 | 6,36 1244 | 547 1551 | 7,05 9,50 591 6,89 6,98 6415 | 6618 | 4254 | o0 o0 | 0001
S o.dan | 100.00; | 8946 | 8592, | 6578 | 6877 | 7679 |6580; |7373; | 8504 |9618 | (3,74) | (O74) | (21.74) | ' ’
s 1353 | 576 5,38 6,34 1051 | 5,38 2,72 3623 | 575 30,23
L o dan | 10000, 13887, | 9570; | 7680; |11263; | 7871, | 6686 | 8828 | 77.20; | 868L

2630 | 7,67 2544 | 7,25 11,06 | 1344 | 847 1522 | 241 17,98

Dvosmjerna analiza varijance; p < 0,05. Rezultati predstavljaju aritmeti¢ku sredinu sa standardnom devijacijom, izra¢unato iz tri ponavljanja.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 uM]; S3 = simvastatin
[2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]; AS = aritmeticka
sredina; SD = standardna devijacija; VPT = vremenski period tretiranja; KT = koncentracija tretmana
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Rezultati

Tablica 5.31. Statisticki znacajne razlike u jacini signala imunofluorescencije STAT3 u 3T3-

L1 stanicama s obzirom na vremenski period tretiranja i koncentraciju tretmana

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (A vs B)

Vremenski period | Koncentracija tretmana Vremenski period Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan M1 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan M2 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan S1 0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan M1 1.-9.dan M1 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan S1 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan S2 0,028
1.-3.dan M2 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan MS2 0,034
1.-3.dan M2 4.-6.dan M2 0,021
1.-3.dan M2 1.-9.dan M2 <0,001
1.-9.dan M1 1.-9.dan M3 0,004
1.-9.dan M1 1.-9.dan S2 0,031
1.-9.dan M1 1.-9.dan S3 0,002
1.-9.dan M1 1.-9.dan MS2 0,005

Statisti¢ki znadajni rezultati odredeni su post-hoc Tukey HSD testom dvosmjerne analize varijance (p < 0,05).

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [ pM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]
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Slika 5.16. Prikaz proteinske ekspresije SMAD3 fluorescentnim imunocitokemijskim bojanjem 3T3-L1 stanica nakon tretmana metforminom i
simvastatinom u razli¢itim koncentracijama i vremenskim periodima. Kontrolna skupina su diferencirane stanice bez tretiranja metforminom i
simvastatinom. Plavo obojenje = DAPI, stani¢ne jezgre; Crveno obojenje = Cy5-PE, SMAD?3 pozitivno bojanje. Zabiljezeno kamerom Olympus

DP70 montiranom na svjetlosni mikroskop Axioskop 2 MOT pomocu programa DP Controller 1.2.1.108; uvecanje 400x; skala 100 um.

ND = nediferencirane stanice; D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 pM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 =
simvastatin [1 uM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM]
i simvastatin [2 pM]
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Tablica 5.32. Jac¢ina signala imunofluorescencije SMAD3 u 3T3-L1 stanicama nakon tretmana metforminom i simvastatinom u razli¢itim
koncentracijama i vremenskim periodima, izrazeno kao postotak u odnosu na kontrolnu skupinu diferenciranih stanica

Koncentracija tretmana Dvosmjerna ANOVA
Vremenski | D — . .
period Kontrola M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3 F; (stupanj slobode) p
tetiranja | As;  [ASs; | As;  [AS;  [As;  [As;  |As;  [AS;  [AS;  [As; [ WPT KT VPTx |VPT [KT | VPTx
SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD KT KT
1 -3 dan 100,00; | 214,11; | 261,79; | 371,82; | 396,13; | 518,54; | 277,87; | 419,43; | 333,64; | 350,99;

48,00 35,52 68,09 70,19 45,73 45,73 43,29 2,27 54,71 66,33
100,00; | 112,95; | 112,09; | 122,29; | 173,15; | 158,10; | 153,65; | 115,86; | 106,99; | 116,42;

4-6.dan | o510 | 1368 | 834 1219 | 4126 | 880 6,33 1146 | 1162 | 986 1324 | 1104 | 5231 | o0 | o0 oot
7 o dan | 10000 [23484; [ 17689, | 154,78; |9598; | 7428 [ 12495 | 11627, | 144,08; | 10414; | (3,67) | (9,67) | (27.67) | ' :
e 6,66 6302 | 1881 | 2495 |3067 |1229 |747 2019 | 4829 | 14,83
L -o.dan | 100.00; [22042; [ 21607; | 17593; | 19502; [ 21539; |21154; | 246,97; | 217556; | 256.25;

15,91 3,54 28,97 20,37 68,10 24,14 41,60 53,49 37,51 46,78
Dvosmijerna analiza varijance; p < 0,05. Rezultati predstavljaju aritmeticku sredinu sa standardnom devijacijom, izraunato iz tri ponavljanja.

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 pM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin [1 pM]; S3 = simvastatin
[2 uM]; MS1 = metformin [200 pM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]; AS = aritmeticka
sredina; SD = standardna devijacija; VPT = vremenski period tretiranja; KT = koncentracija tretman
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Rezultati

Tablica 5.33. Statisticki znacajne razlike u jacini signala imunofluorescencije SMAD3 u 3T3-
L1 stanicama s obzirom na vremenski period tretiranja i koncentraciju tretmana

Prvi niz varijabli (A) Drugi niz varijabli (B) p (A vs B)

Vremenski period Koncentracija tretmana Vremenski period Koncentracija tretmana

tretiranja tretiranja

1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan M2 0,003
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan M3 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S1 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan S3 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS2 <0,001
1.-3.dan D - kontrola 1.-3.dan MS3 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan M3 0,005
1.-3.dan M1 1.-3.dan S1 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan S2 <0,001
1.-3.dan M1 1.-3.dan MS1 <0,001
1.-3.dan M2 1.-3.dan S1 0,003
1.-3.dan M2 1.-3.dan S2 0,018
1.-3.dan M2 1.-3.dan MS1 0,023
1.-3.dan M2 4. -6.dan M2 0,011
1.-3.dan M3 4.-6.dan M3 <0,001
1.-3.dan M3 7.-9.dan M3 <0,001
1.-3.dan M3 1.-9.dan M3 <0,001
1.-3.dan S1 1.-3.dan S3 0,018
1.-3.dan S1 4. -6.dan S1 <0,001
1.-3.dan S1 7.-9.dan S1 <0,001
1.-3.dan S1 1.-9.dan S1 <0,001
1.-3.dan S2 4.-6.dan S2 <0,001
1.-3.dan S2 7.-9.dan S2 <0,001
1.-3.dan S2 1.-9.dan S2 <0,001
1.-3.dan S3 7.-9.dan S3 0,002
1.-3.dan MS1 4.-6.dan MS1 <0,001
1.-3.dan MS1 7.-9.dan MS1 <0,001
1.-3.dan MS1 1.-9.dan MS1 0,027
1.-3.dan MS2 4.-6.dan MS2 <0,001
1.-3.dan MS2 7.-9.dan MS2 0,001
1.-3.dan MS3 4.-6.dan MS3 0,003
1.-3.dan MS3 7.-9.dan MS3 <0,001
7.-9.dan D - kontrola 7.-9.dan M1 0,044
7.-9.dan M1 7.-9.dan S2 0,004
7.-9.dan S2 1.-9.dan S2 0,025
7.-9.dan MS3 1.-9.dan MS3 0,036
1.-9.dan D - kontrola 1.-9.dan MS3 0,025

Statisti¢ki znadajni rezultati odredeni su post-hoc Tukey HSD testom dvosmjerne analize varijance (p < 0,05).

D = diferencirane stanice; M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 =
simvastatin [ 100 nM]; S2 = simvastatin [ 1 pM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin
[100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin [1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 pM]

U tablici 5.34. prikazan je sumiran u¢inak pojedinih doza metformina i simvastatina te
njihovih kombinacija na razine proteina ispitivanih transkripcijskih ¢imbenika i modulatora

adipogeneze.
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Tablica 5.34. Ucinak metformina i simvastatina na razine proteina ispitivanih transkripcijskih
¢imbenika 1 modulatora adipogeneze s obzirom na vremenski period djelovanja, odredeno
imunocitokemijom u odnosu na kontrolne diferencirane stanice

M1 M2 M3 S1 S2 S3 MS1 MS2 MS3

_ [PPARG | | | | 1l
& |[CEBPA 1l 1l 1l 1l 1l 1l 1l 1l 1l
o | SREBPIC 1l 1l 1l 1l 1l 1l 1l 1l 1l
& | STAT3 1l

I S 2 0 0 0 0 .0
_ [PPARG | | l | | |
& |[CEBPA | | 1l 1l 1l 1l 1l
© | SREBPIC | 1l 1l 1l 1l 1l 1l 1l 1l
< |STAT3 1

SMAD3 1 1 1

PPARG | |
& | CEBPA | ] ] | |
o SREBP1C | |
o STAT3 1 1 l

SMAD3 -T 1 T

PPARG
& | CEBPA | | | |
o | SREBP1C l
5 | STAT3 L

SMAD3 1 1 1 1 1 1 1 1 [

M1 = metformin [200 uM]; M2 = metformin [2 mM]; M3 = metformin [4 mM]; S1 = simvastatin [100 nM]; S2 = simvastatin
[1 uM]; S3 = simvastatin [2 uM]; MS1 = metformin [200 uM] i simvastatin [100 nM]; MS2 = metformin [2 mM] i simvastatin
[1 uM]; MS3 = metformin [4 mM] i simvastatin [2 uM]; 11 = statisti¢ki zna¢ajno povecanje; || = statisticki znacajno
smanjenje; T = primjetno povecanje, ali bez statisticke znacajnosti; | = primjetno smanjenje, ali bez statisticke
znacajnosti
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6. Rasprava

Masno tkivo ima vaznu ulogu u nastanku pretilosti i metaboli¢kih komplikacija uslijed
promjena funkcije adipocita. S obzirom na to da su diferencijacija adipocita i akumulacija lipida
usko povezane s razvojem pretilosti, njihova je modulacija jedan od mogucih pristupa lije¢enju
pretilosti. U ovom istrazivanju ispitivan je u¢inak metformina i simvastatina, kao najcesce
propisivane skupine lijekova za lije¢enje metabolickih poremecaja povezanih s pretilos¢u, na
transkripcijske ¢imbenike i modulatore procesa adipogeneze. U klinic¢koj praksi pokazano je da
imaju povoljan ucinak na redukciju masnog tkiva i razine triglicerida u krvi, no tocan
mehanizam njihovog djelovanja na proces adipogeneze jos nije do kraja istraZzen. Uzimajuci u
obzir prijaSnje studije, kao i rezultate klinickih studija metformina 1 simvastatina, u ovom se
istrazivanju ispitao ucinak na unutarstanicno nakupljanje lipida i razine mRNA i proteina
PPAR-y, C/EBP-a, SREBP-1c, STAT3 i SMAD3. Takoder, kako se proces adipogeneze odvija
u nekoliko koraka, od rane do kasne faze adipogeneze koje su kontrolirane razli¢itim
transkripcijskim cimbenicima, ispitano je djelovanje lijekova u razli¢itim vremenskim
periodima. Ovim se istrazivanjem pokazalo da oba lijeka imaju znacajan ucinak na sve

ispitivane ¢imbenike adipogeneze s posljedi¢cnom redukcijom nakupljanja masnih kapljica.

6.1. Utjecaj metformina i simvastatina na stani¢no prezZivljenje

Prethodno utvrdivanju u€inaka metformina i simvastatina na diferencijaciju adipocita,
potrebno je provjeriti njihov utjecaj na prezivljenje, odnosno metabolicku aktivnost stanica. U
ovom istraZivanju primjenom metformina 1 simvastatina doSlo je do prolaznog smanjenja
vijabilnosti stanica, s oporavkom do devetog dana diferencijacije. S obzirom da u prethodnim
studijama metformin i simvastatin nisu djelovali citotoksi¢no na 3T3-L1 stanice u puno ve¢im
dozama (atorvastatin do 30 uM i metformin do 100 mM) (132), te da u ovom istrazivanju
takoder nije pokazana citotoksi¢nost, odnosno promjena metabolicke aktivnosti, mozemo
zakljuciti da su doze do 4 mM metformina 1 2 uM simvastatina sigurne za koriStenje na
stanicama.

Mitohondriji utjeCu na razne stani¢ne procese, ukljucuju¢i homeostazu energije,
apoptozu, autofagiju i upalne procese, reguliranjem svog broja i morfologije ili remodeliranjem
svoje organizacije i distribucije (133). U masnom tkivu neophodni su za procese adipogeneze,

metabolizma lipida i termogeneze (134). Osim toga, imaju vaznu ulogu u kontroli inzulinske
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osjetljivosti 1 metabolizma glukoze, te u komunikaciji izmedu miSi¢a i masnog tkiva (135).
Diferencijacija adipocita karakterizirana je indukcijom mitohondrijskog metabolizma i
stimulacijom mitohondrijske biogeneze (136). Unutar 4 dana od indukcije adipogeneze raste
ekspresija mitohondrijskih proteina i broja mitohondrija, pracena promjenama u kompoziciji
mitohondrija, ukljucujué¢i promjene piruvat karboksilaze i akonitaze koje su ukljucene u
metabolizam masnih kiselina (137). Povecana potroSnja kisika diferenciranih adipocita u
odnosu na preadipocite jasan je dokaz aktivnosti mitohondrija tijekom diferencijacije adipocita
(138). Indukcija mitohondrija vazna je za produkciju ATP-a potrebnog za povecanje
metabolicke aktivnosti tijekom procesa adipogeneze. Disfunkcija mitohondrija nepovoljno
utjece na proces adipogeneze, $to je potvrdeno inhibicijom adipogeneze pomocu inhibitora
mitohondrijskih transportnih sustava dikarboksilata i trikarboksilata (139).

Uzimajuci u obzir vaznu ulogu mitohondrija u masnom tkivu, potrebno je naglasiti kako
i metformin i simvastatin imaju odredeni u¢inak na funkciju mitohondrija. Metformin stimulira
acrobnu 1 anaerobnu respiraciju, p-oksidaciju masnih kiselina u mitohondrijima i
peroksisomima, te povecava masu mitohondrija (140). Kako je ve¢ opisano, djelomi¢no
objasnjenje mehanizma djelovanja metformina je u njegovoj sposobnosti vezanja na kompleks
I mitohondrijskog respiratornog lanca (141). Inhibicija kompleksa | smanjuje energetsku
opskrbu $to dovodi do povecanja AMP / ATP omjera i posljedi¢ne aktivacije AMPK (142).
Metformin u milimolarnim koncentracijama direktno inhibira kompleks | u izoliranim
mitohondrijima, dok klini¢ke, mikromolarne doze ostvaruju inhibiciju ovisno o dozi i vremenu
(143). Moguce objasnjenje za takav mehanizam djelovanja lezi u pozitivnom naboju
metformina koji je zasluzan za njegovo sporo nakupljanje unutar matriksa mitohondrija,
potaknuto transmembranskim  elektrokemijskim potencijalom (144). Kompleks |
mitohondrijskog respiratornog lanca je NADH : ubikvinon oksidoreduktaza koja zdruzuje
protok elektrona iz NADH prema ubikvinonu s protokom protona iz mitohondrijskog matriksa
prema unutarnjoj membrani mitohondrija (145). Postoji u dva oblika, aktivnom i deaktiviranom
D-obliku koji se moze aktivirati oksidacijom NADH i redukcijom ubikvinona (146). Budu¢i da
metformin inhibira oksidaciju NADH, mogu¢e mjesto vezanja metformina su filogenetski
oCuvane podjedinice kompleksa, koje ujedno predstavljaju amfipatske regije enzima jer u
blizini imaju i hidrofilne i hidrofobne aminokiseline (144). Metformin na tom mjestu djeluje
kao reverzibilni nekompetitivni inhibitor ograni¢avajueg koraka povezanog s redukcijom
ubikvinona, ali se ne veze kompetitivno na ubikvinonsko mjesto kompleksa 1 (144). AMPK
djeluje kao glavni regulator metabolizma, i za njenu aktivaciju potrebno je povecanje

unutarstanicnog omjera AMP : ATP, kao 1 fosforilacija treonina na mjestu 172 aktivacijske
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petlje a-podjedinice (147). Osim toga, vazne su i domene y-podjedinice na koje se vezu adenin
nukleotidi. U normalnim okolnostima na te domene vezan je ATP, medutim kada se omjer
AMP / ATP poveca, dolazi do vezanja AMP-a i alosteri¢ke promjene koja doprinosi aktivaciji
AMPK (148). Nakon aktivacije, AMPK fosforilira svoje nizvodne mete, od kojih je najvaznija
ACC (149). AMPK fosforilira serin na mjestu 79, preveniraju¢i pretvorbu acetil-CoA U
malonil-CoA, $to pogoduje ulasku dugolan¢anih masnih kiselina u mitohondrij (149). Ostale
mete AMPK su HMGCR, sto dovodi do inhibicije sinteze kolesterola, te PPAR-1a, $to stimulira
mitohondrijsku biogenezu (150).

Statini mogu interferirati s mitohondrijskom aktivno$¢u direktno, oStecenjem
kompleksa respiracijskog lanca, i indirektno, deplecijom metabolita koji sudjeluju u putu
mevalonata (151). Sve je vise dokaza da su simptomi povezani s upotrebom statina ve¢inom
uzrokovani oste¢enjem mitohondrijske funkcije, a ne njihovim ucinkom na smanjenje
kolesterola (152). Koenzim Q10 osnovna je sastavnica respiracijskog lanca, a inhibitorni u¢inak
statina na put mevalonata moZe smanjiti razine koenzima Q10 za 15 — 64 %, time uzrokujuci
disfunkciju mitohondrija koje se ocituje u poremecaju mitohondrijskog membranskog
potencijala, inhibiciji kompleksa respiracijskog lanca, smanjenju broja kopija mitohondrijske
DNA, ometanju oksidativne fosforilacije, bubrenju mitohondrija i otpustanju citokroma ¢ (153).
Medutim, smanjenje plazmatske razine koenzima Q10 dijelom je uzrokovano i redukcijom
cirkuliraju¢ih lipoproteina, s obzirom na €injenicu da se oko 74 % koenzima Q10 prenosi
apolipoproteinima (154). Toksi¢nost izazvana statinima moze biti izazvana reduciranom
fosforilacijom PKB 1 posljedicnim ostecenjem njenog puta, koji ima vaznu ulogu u ispravnom
funkcioniranju mitohondrija (155). Ostecenje vjerojatno izaziva smanjena transkripcija i
translacija PGC-1a i PGC-1B, koji djeluju kao aktivatori PKB puta i smatraju se glavnim

induktorima mitohondrijske biogeneze (156).

6.2. Utjecaj metformina i simvastatina na unutarstani¢no nakupljanje lipida

3T3-L1 stani¢na linija Siroko je rasprostranjeni model za proucavanje adipogeneze i
ekspresije klju¢nih adipocitnih gena. Stimulacijom adipogeneze 3T3-L1 stani¢na linija poprima
karakteristike bijelih adipocita i pokazuje fenotipske oznake zrele masne stanice (29). Nastanak
masnih stanica iz preadipocita ukljucuje morfoloske promjene, porast broja 1 veli¢ine stanica,
ekspresiju lipogenih enzima i akumulaciju lipidnih kapljica (157). Rani odgovor na medij za

diferencijaciju je povecanje ekspresije gena koji upravljaju procesom adipogeneze, $to
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posljedicno povecava unos glukoze i sintezu triglicerida te stanice po€inju nakupljati lipidne
kapljice (29). Nakupljanje lipidnih kapljica potvrduje se Oil Red-O bojanjem za vizualizaciju
triglicerida i lipida u zrelim adipocitima (157). Lipidne kapljice jasno se vide osmog do
dvanaestog dana diferencijacije, a akumulacija lipida raste s vremenom do dvanaestog dana
(158). U prva Cetiri dana u stanicama je vidljivo pocetno nakupljanje malih lipidnih kapljica, a
ve¢ nakon 7 dana 90% preadipocita sadrzi veliki broj lipidnih kapljica smjestenih oko jezgre
adipocita (122, 137). U ovom istrazivanju takoder je vidljiv postupan rast u broju i veli¢ini
lipidnih kapljica Oil Red O bojanjem u kontrolnoj skupini diferenciranih stanica do devetog
dana diferencijacije, $to je pokazatelj uspjesnog protokola diferencijacije i uspostave in vitro
modela pretilosti za potrebe daljnjeg ispitivanja utjecaja lijekova na proces adipogeneze. lako
postoje male prilagodbe protokola diferencijacije izmedu pojedinih istraZivanja na stani¢noj
kulturi 3T3-L1 stanica, svima je zajednicka upotreba medija za indukciju adipogeneze koji
sadrzi IBMX, deksametazon i inzulin na pocetku diferencijacije, uz promjenu u inzulinski
medij nakon 48 — 72 sata. Protokol diferencijacije je takoder razliitog trajanja u razli¢itim
istrazivanjima, ali nalazi se u vremenskom okviru od 7 — 15 dana. Bez obzira na prilagodbe
protokola unutar pojedinog istrazivackog procesa, u svakom je vidljivo ocito nakupljanje
lipidnih kapljica ili povecana razina unutarstani¢nih triglicerida (161-164).

U ovom istrazivanju je unutarstanicno nakupljanje lipidnih kapljica smanjeno
djelovanjem metformina i simvastatina, ali uz njihovu konstantnu primjenu tijekom cijelog
procesa diferencijacije. Njithova primjena samo u odredenim vremenskim periodima nije
pokazala u€inak na redukciju nakupljanja lipida. Takvi su rezultati u skladu s ishodima sli¢nih
istrazivanja. U jednom je istrazivanju simvastatin u koncentraciji od 1 pM pokazao znacajnu
inhibiciju akumulacije lipida u 3T3-L1 stani¢noj kulturi djelovanjem od ¢etvrtog do dvanaestog
dana diferencijacije (159). U¢inak na akumulaciju lipida ispitan je i s drugim vrstama statina.
Tako je u jednoj studiji atorvastatin u koncentraciji od 10 ng/ml pokazao slabi ucinak na
diferencijaciju adipocita kroz period prvog do tre¢eg dana, primjetnu inhibiciju od oko 70%
kroz period tre¢eg do petog dana, 1 umjerenu supresiju diferencijacije kroz period petog do
sedmog dana. Simvastatin je takav uc¢inak imao tek u koncentraciji od 1000 ng/ml (165). Stanice
tretirane metforminom u studiji koju su proveli Chen i sur. pokazale su manje nakupljane lipida
I smanjenu ekspresiju proteina kasne faze adipogeneze, adiponektina i perilipina (117).
Alexandre i suradnici u svojoj su studiji pokazali da metformin u koncentraciji 4 mM u
stani¢noj kulturi 3T3-L1 preadipocita uzrokuje fosforilaciju AMPK i znacajno smanjenje
nakupljanja lipidnih kapljica u tretiranim stanicama u odnosu na kontrolu, dok 2 mM stimulira

adipogenezu i nakupljanje lipida (166). U jednoj studiji radenoj na 3T3-L1 preadipocitima,
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metformin u nanomolarnim i mikromolarnim koncentracijama nije pokazao utjecaj na njihovu
diferencijaciju, dok je u koncentracijama iznad ImM pokazao bifazicno djelovanje.
Vizualizacija Oil Red O bojanjem pokazala je povecan intenzitet kod stanica tretiranih s 1,25 —
2,5 mM metformina, ali koncentracije 5 — 10 mM su reducirale intenzitet obojenja u usporedbi
s kontrolnim diferenciranim stanicama (128).

Kako je ve¢ spomenuto, stanice pohranjuju lipide pretvarajuci slobodne masne kiseline
u trigliceride i estera kolesterola, koji se akumuliraju u lipidnim kapljicama. Lipidne kapljice
imaju jedinstvenu strukturu s hidrofobnom jezgrom neutralnih lipida okruzenu monoslojem
fosfolipidne membrane (167). Formacija lipidnih kapljica odvija se unutar fosfolipidnog
dvosloja endoplazmatskog retikuluma u nekoliko koraka koji ukljucuju sintezu neutralnih
lipida, njihovu progresivnu akumulaciju u endoplazmatskom retikulumu i krajnjoj formaciji u
citoplazmi (168). Sve ve¢i volumen nakupljenih lipida izmedu dvosloja endoplazmatskog
retikuluma premasuje njihovu topivost, te se lipidne kapljice odvoje, odnosno ,,skliznu® iz
fosfolipidnog dvosloja (169). Kada su jednom formirane, lipidne kapljice rastu zbog prevelike
unutarstani¢éne koli¢ine masnih kiselina, te dosezu maksimalnu veli¢inu koja se razlikuje
izmedu razliitih vrsta stanica, pa Cak 1 unutar iste vrste stanica, ovisno o patofizioloSkim
uvjetima (170). Moguc¢i mehanizmi rasta lipidnih kapljica ukljucuju fuziju visoko mobilnih
lipidnih kapljica manjeg volumena, ili direktan prijenos neutralnih lipida i povrSinskih enzima
povezanih s lipidnim metabolizmom s endoplazmatskog retikuluma na obliZnje lipidne kapljice
(171).

S obzirom na sastav lipidnih kapljica kojeg pretezito ¢ine neutralni lipidi, inhibicija
mevalonatskog puta, jedan od glavnih uc¢inaka statina, smanjuje unutarstani¢no nakupljanje
lipidnih kapljica (172). Mevalonatski put kojim nastaje kolesterol, vazan je za strukturu
stani¢ne membrane, zuénih kiselina, i steroidnih hormona (173). Osim toga, mevalonatski put
proces je kojim nastaju izoprenoidi, GGPP i FPP, vazni za proteinsku prenilaciju. Prenilacija
ukljucuje post-translacijske procese koji modificiraju proteine uklju¢ene u glikozilaciju,
unutarstani¢nu signalizaciju, ekspresiju gena i stani¢ni rast (174). Vazan enzim mevalonatskog
puta je HMGCR koja katalizira pretvorbu HMG-CoA u mevalonat. Samim time, disfunkcija
HMGCR, ili njena inhibicija statinima, uzrokuje disfunkciju adipocita i inhibiciju nakupljanja
unutarstani¢nih lipidnih kapljica (175).

Aktivacija AMPK putem antidijabeti¢kih lijekova inhibira sintezu masnih kiselina i
kolesterola u jetri, stimulira oksidaciju masnih kiselina u jetri i miSi¢ima, te stimulira
mitohondrijsku biosintezu u misi¢ima. Na taj nac¢in moZe smanjiti Stetnost povecane lipidne

biosinteze i mitohondrijske disfunkcije (92). U masnom tkivu aktivacija AMPK fosforilira i
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inhibira ACC, reduciraju¢i sintezu masnih kiselina u adipocitima (176). Nadalje, AMPK
fosforilira HSL ¢ime prevenira njenu aktivaciju lipolitickim stimulansima (177). Produljena
aktivacija AMPK inhibira diferencijaciju preadipocita u zrele masne stanice s povezanom
redukcijom produkcije nekoliko proteina povezanih uz lipidni metabolizam, kao $to su ACC,
FAS i PPAR- vy (90). Povecana aktivhost AMPK kod pacijenata na metforminu inhibira
diferencijaciju fibroblasta u adipocite i povezana je s poveéanom fosforilacijom ACC, §to
inhibira sintezu malonil-CoA, smanjujuci sintezu masnih kiselina (178). Buduc¢i da je aktivacija
AMPK u adipocitima povezana sa smanjenom lipolizom i diferencijacijom preadipocita u zrele
masne stanice, te smanjenim transportom glukoze u adipocite, takav ucinak moze skrenuti
pohranu energije u obliku lipida prema pojatanom unosu glukoze u misi¢e (179). Kako
stimulacija AMPK u vaskularnim stanicama i makrofagima ima protuupalni uéinak, njena
aktivacija u masnim stanicama, ali i u drugim frakcijama masnog tkiva, kao $to su stromalne i
vaskularne stanice, moguce su objasnjenje pozitivnih metabolickih u¢inaka metformina kod
bolesnika sa DMT2 (180). Dodatno, metformin u bijelom masnom tkivu stimulira katabolicke
puteve aktivacijom AMPK, reduciraju¢i skladista triglicerida Sto je vidljivo u stvaranju malih
adipocita (181). Taj u¢inak postize preko povecane lipolize i B-oksidacije, $to bi impliciralo da

nema otpustanja masnih kiselina jer prolaze oksidaciju unutar samih adipocita (142).

6.3. Utjecaj metformina i simvastatina na transkripcijsku kontrolu procesa adipogeneze

Diferencijacija adipocita ukljucuje koordiniranu regulaciju ekspresije gena kompleksne
transkripcijske kaskade u kojoj sredi$nju ulogu ima indukcija C/EBP-a i PPAR-y s aktivacijom
transkripcije gena zasluznih za oblikovanje i odrzavanje adipocitnog fenotipa (1). Supresija
kaskade transkripcijskih ¢imbenika kljuéna je u kontroli adipogeneze, stoga je cilj mnogih
studija reduciranje pretilosti putem smanjenja diferencijacije preadipocita, inhibiranja
adipogeneze i povecanja lipolize (157). Analiza ekspresije mMRNA i proteina PPAR-y tijekom
procesa adipogeneze pokazala je da genska ekspresija PPAR-y pocinje rasti dva dana nakon
indukcije adipogeneze, a maksimum doseze nakon 8 dana. Razine proteina prate razinu
ekspresije gena, s maksimumom desetog dana od indukcije adipogeneze (182). Takvi rezultati
govore u prilog povecanju ekspresije PPAR-y istovremeno s napredovanjem adipogeneze i
akumulacijom lipida. Sli¢no tome, genska ekspresija C/EBP-a povecana je od drugog do
desetog dana adipogeneze, s povecCanjem razine proteina Sestog do devetog dana (183).

Ekspresija SREBP-1c¢ tijekom adipogeneze doseze maksimalne razine drugog dana od
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indukcije adipogeneze, te je u brzom padu od Cetvrtog do desetog dana (184). Niske razine
SREBP-1c prisutne su u 3T3-L1 stani¢noj liniji u konfluentnoj fazi, a po€inju rasti prvi dan
diferencijacije, prethodno ekspresiji mMRNA PPAR-y i LPL (77). Akumulacija lipida u
adipocitima petog i desetog dana adipogeneze podudara se s ekspresijom mRNA C/EBP-a. i
PPAR-y (185). Razine STAT3, STAT5A i STATSB su znacajno povisene tijekom procesa
diferencijacije 3T3-L1 stanica. Ekspresija STAT3 tijekom adipogeneze in vitro najuocljivija je
tijekom MCE (186). SMAD3 eksprimiran je u nediferenciranim stanicama, a njegova bazalna
signalna aktivnost je niska i minimalno inducirana tijekom adipogeneze (106). U ovom
istrazivanju prikazom fluorescentne imunocitokemije vidljivo je povecanje ekspresije
pozitivnih regulatora adipogeneze PPAR-y, C/EBP-a, SREBP-1c i STAT3 te smanjena
ekspresija negativnog regulatora adipogeneze SMAD3 u diferenciranim stanicama u usporedbi
s nediferenciranim stanicama.

Prikazom wucinka metformina 1 simvastatina na mRNA razine ispitivanih
transkripcijskih ¢imbenika 1 modulatora adipogeneze vidljivo je kako lijekovi ostvaruju najveci
ucinak u inhibiciji pozitivnih regulatora adipogeneze kada se primjenjuju kontinuirano tijekom
cijelog procesa diferencijacije, a u najve¢em broju slucajeva najucinkovitija je kombinacija oba
lijeka u najvecoj koncentraciji. Kako je ve¢ spomenuto, razine ispitivanih transkripcijskih
¢imbenika rastu i ostaju povisene tijekom nekoliko dana, stoga je moguce da djelovanje lijekova
u trajanju od samo 72 sata nije dovoljno za njihovu trajnu inhibiciju. MRNA razine SMAD3
kao negativnog regulatora adipogeneze pokazuju znacajno poviSenje samo na terapiju
simvastatinom u koncentraciji 100 nm. Regulacija TGF-/SMAD3 signalnog puta jo§ nije
dovoljno istrazena, a uinak metformina i simvastatina na taj signalni put takoder je nedovoljno
istrazen. Poznato je da inhibitori adipogeneze povecavaju ekspresiju SMAD, medutim oni
ostvaruju svoje ucinke putem razli¢itih mehanizama, a mehanizam inhibicije adipogeneze
takoder se moze razlikovati ovisno o primijenjenoj dozi istog lijeka. Rezultati ovog istrazivanja
sugeriraju da simvastatin u koncentraciji od 100 nm ostvaruje svoj ucinak preko TGF-
B/SMAD3 signalnog puta, no potrebne su dodatne studije kako bi se u¢inak simvastatina mogao
usporediti s ve¢ opisanim mehanizmima poznatih TGF-f liganada.

Prikazom uc¢inka metformina 1 simvastatina na razine proteina ispitivanih
transkripcijskih ¢imbenika i modulatora adipogeneze vidljivo je kako lijekovi ostvaruju puno
veci inhibitorni u¢inak na proteinskoj nego li na genskoj razini. Inhibicija se najviSe ocituje u
skupini stanica tretiranih od 7. do 9. dana diferencijacije, te u onim stanicama koje su
konstantno tretirane tijekom cijelog procesa diferencijacije. Razlozi ovakvih razlika u u¢inku

na mRNA i proteinske razine mogu se dijelom objasniti dinamikom ekspresije ispitivanih
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transkripcijskih ¢cimbenika, gdje se mRNA razine povisuju ranije tijekom procesa adipogeneze,
a proteinske razine pocinju rasti kasnije, rezultiraju¢i ve¢im razlikama u supresiji proteinske
ekspresije. Osim toga, razine mRNA nisu uvijek to¢ni prediktori proteinske ekspresije jer
regulatorni mehanizmi mogu svoje djelovanje ostvariti na jednom od brojnih koraka izmedu
transkripcije RNA i translacije u proteine, uz dodatne posttranslacijske modifikacije proteina.
lako rezultati imunocitokemije sveukupno pokazuju slican ucinak lijekova na razine
proteina kao §to je prikazano 1 Western blot metodom, postoje razlike u postizanju statisticki
znacajnih rezultata. Te razlike mogu proizlaziti i iz samih preduvjeta na kojima se zasnivaju
ove metode. Pripremom uzoraka za Western blot proteini se denaturiraju, Sto nosi dvojaku
prednost u odnosu na imunocitokemiju jer takvi proteini ne stupaju u interakcije s ostalim
molekulama, a ciljni epitopi su dostupniji za vezanje protutijela. U imunocitokemiji proteini
ostaju u svojoj nativnoj konformaciji uslijed ¢ega ciljni epitopi mogu ostati sakriveni unutar
trodimenzionalne strukture proteina. Nadalje, proteini u svojoj nativnoj formi stupaju u
interakcije s drugim molekulama koje se mogu vezati na ciljno mjesto epitopa. Kako je veé
spomenuto, ciljni proteini ovog istrazivanja uglavnom se aktiviraju dimerizacijom ili
vezivanjem na regulatorne elemente, $§to moze biti jedan od uzroka nedostupnosti epitopa.
Inhibicija adipogeneze smanjenjem ekspresije transkripcijskih ¢imbenika i
posljedicnom redukcijom nakupljanja lipida in vitro predmet je brojnih istrazivanja u novije
vrijeme. Utjecaj na razine glavnih transkripcijskih ¢imbenika adipogeneze ispitivan je
koristenjem brojnih lijekova i biljnih preparata koji su u klini¢koj praksi ili in vivo studijama
pokazali antidijabeticka 1 antiadipozna svojstva te pozitivan u¢inak na lipidni profil. U stani¢noj
kulturi 3T3-L1 stanica ispitivan je lanzoprazol koji je u klini¢kim studijama pokazao u¢inak na
poboljsanje glikemijske kontrole i razine cirkuliraju¢eg inzulina. Djelovanjem lanzoprazola na
preadipocite znacajno je smanjenja koli¢ina lipidnih kapljica i razina mRNA i proteina PPAR-
v, C/EBP-a i adiponektina (187). Ekstrakt ananasa je ispitivan zbog svojih antiadipoznih
svojstava, te je u 3T3-L1 stani¢noj kulturi ostvario znacajno smanjenje nakupljanja lipidnih
kapljica i razina PPAR-y i C/EBP-a (26). Ekstrakt maslacka pokazao je protuupalna i
antioksidativna svojstva koja bi mogla imati terapijski uc€inak na hiperglikemiju 1
hiperlipidemiju, a u kulturi 3T3-L1 stanica znacajno je smanjio nakupljanje lipidnih kapljica i
ekspresiju brojnih gena koji sudjeluju u adipogenoj diferencijaciji (188). Cvijet klitorije je u in
vivo studijama pokazao antihiperglikemijska i antihiperlipidemijska svojstva, a na 3T3-L1
stani¢noj kulturi znacajno je smanjio nakupljanje lipidnih kapljica i triglicerida te povecao
lipolizu. Osim toga, znacajno je smanjio i razine proteina PPAR-y, C/EBP-a i FAS (189).

Ekstrakt mandzurskog prugastog javora pokazuje antioksidativno, protuupalno i antilipogeno
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svojstvo, a u svrhu razumijevanja njegovog antiadipoznog svojstva ispitao se njegov ucinak na
diferencijaciju 3T3-L1 stanica. U in vitro studiji ostvario je znac¢ajno smanjenje nakupljanja
lipidnih kapljica i triglicerida, te redukciju mRNA razina PPAR-y, C/EBP-a. i C/EBP-$ (161).
Za odredene sastojke kave studije su pokazale njihovo antioksidativno, protuupalno i
antibakterijsko svojstvo, te utjecaj na poboljsanje inzulinske osjetljivosti i redukciju pretilosti.
Zbog toga se ispitao ucinak bobica kave na adipogenezu 3T3-L1 stanica s rezultatima
inhibitornog ucinka na akumulaciju lipida (190). Aktivha komponenta ginsenozid iz biljke
ginseng zbog svojih je protuupalnih i antidijabetickih svojstava ispitivana na 3T3-L1 stani¢noj
kulturi, gdje je doslo do znacajne inhibicije nakupljanja lipidnih kapljica i koli¢ine triglicerida,
kao i redukcije C/EBP-B (191). Ekstrakti biljke akalifa bogati su flavonoidima i uspje$no
reguliraju razine lipida u krvi te imaju utjecaj na smanjenje tjelesne tezine. U stani¢noj kulturi
3T3-L1 preadipocita pokazali su u¢inak smanjenja broja i veli¢ine lipidnih kapljica, kao i
negativnu regulaciju PPAR-y, C/EBP-a i aP2 (164). Kvercetin je flavonoid s potencijalnim
blagotvornim u¢inkom na kardiovaskularno zdravlje, koji je u in vivo studijama pokazao
inhibiciju unosa glukoze u adipocite i stimulaciju lipolize, a in vitro je zna¢ajno smanjio
akumulaciju lipida i ekspresiju PPAR-y1 (192). Iz navedenih studija moze se zakljuditi da
inhibitori adipogeneze smanjuju nakupljanje lipida i ekspresiju mRNA i proteina PPAR-y,
C/EBP-a, SREBP-1C i STAT3 u adipocitima. S druge strane, inhibitori adipogeneze
povecéavaju razinu i aktivaciju SMAD?2/3 trostruko u odnosu na nediferencirane stanice (106).

Rezultati ovog istraZzivanja o utjecaju metformina i simvastatina na ekspresiju mRNA i
proteina transkripcijskih ¢imbenika i modulatora adipogeneze u skladu su s prethodno
provedenim istrazivanjima, iako je potrebno naglasiti da postoji manjak istrazivanja ucinka
kombinacije metformina sa statinima, kao 1 istraZivanja s proucavanim utjecajem lijekova u
ovisnosti o razli¢itim vremenskim periodima djelovanja.

Poznato je da metformin djeluje preko AMPK (193) i da sinteticki aktivator AMPK, 5-
aminoimidazol-4-karboksamid-1-p-d-ribofuranozid (engl. 5-aminoimidazole-4-carboxamide-
1-p-d-ribofuranoside, AICAR), inhibira adipogenezu u 3T3-L1 stani¢noj kulturi (90).
Metformin interferira s oksidativnom fosforilacijom u mitohondrijima (194) i stimulira
osteogenu diferencijaciju (195) preko AMPK, za koju se zna da promovira osteogenu i
suprimira adipogenu diferencijaciju (196), iako je tocan mehanizam tog djelovanja nepoznat.
U animalnoj stani¢noj kulturi hepatocita, metformin u koncentraciji nizoj od 50 pmol/L aktivira
AMPK, a koncentracije iznad 5 mmol/L su potrebne za inhibiciju kompleksa I respiratornog
lanca neovisno o AMPK, povecavajuéi AMP/ATP omjer i direktno inhibirajuéi

glukoneogenezu (197). U humanim stani¢nim linijama, inhibicija kompleksa I respiratornog
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lanca postize se pri koncentracijama metformina od 0,45 do 1,2 mmol/L (58 — 155 mg/L) (198).
Inhibicija adipogeneze dodatkom metformina potvrdena je u nekoliko studija (128,132,166).
Chen 1 suradnici ispitali su djelovanje metformina u razli¢itim koncentracijama petog i devetog
dana od indukcije adipogeneze. U nanomolarnim i mikromolarnim koncentracijama metformin
nije pokazao utjecaj na diferencijaciju 3T3-L1 stanica, dok je u koncentracijama iznad 1mM
pokazao bifazi¢no djelovanje — koncentracije metformina od 1,25 do 2,5 mM su inducirale, a
koncentracije od 5 do 10 mM su inhibirale proadipogene gene (KLF5, PPAR-y, C/EBP-q,
SREBP-1C). Daljnjim istrazivanjem pokazano je da indukcija adipogeneze nije posredovana
AMPK signalizacijom, dok je inhibicija adipogeneze ovisna o aktivaciji AMPK (128). Gao i
suradnici prvi su pokazali kako metformin moze inhibirati adipocitnu i promovirati
osteoblastnu diferencijaciju. Kvantifikacija adipogenih markera real-time PCR-om pokazala je
nize razine mRNA i proteina PPAR-y, C/EBP-q, i aP2 kod stanica tretiranih metforminom
(100uM), pri cemu je smanjenje aP2, markera kasne faze adipogeneze, bilo najizrazenije (198).
U drugoj studiji pokazano je da metformin smanjuje aktivnost ACC i inhibira ekspresiju gena
lipogenog enzima FAS i lipogenog transkripcijskog ¢imbenika SREBP-1 (193). Kim i suradnici
pokazali su da 5 mM metformina u 3T3-L1 stani¢noj kulturi znac¢ajno smanjuje ekspresiju
C/EBP-a, aP2, leptina i GLUT4 (199). Dvije studije ispitivale su u¢inak 5 mM metformina, a
jedna uc¢inak 4 mM metformina s rezultatom znacajne inhibicije diferencijacije i akumulacije
lipida u 3T3-L1 i humanim adipocitima (142,199,200). Tebbe i suradnici u svojoj su studiji
pokazali inhibitorni u¢inak metformina na adipogenezu u koncentracijama 1 —5 mM, ovisno o
dozi, inhibirajuéi ekspresiju C/EBP-a, C/EBP-f i PPAR-y i aktivirajuéi fosforilaciju AMPK u
3T3-L1 adipocitima (201). Alexandre i suradnici u svojoj su studiji ispitivali u¢inak 2, 4, 81 16
mM metformina na adipogenezu u 3T3-L1 stanicama, gdje 2 mM nije pokazalo inhibitorni nego
blago stimuliraju¢i efekt na adipogenezu, dok su vise koncentracije djelovale inhibitorno (166).

Statini inhibiraju adipogenezu smanjenjem ekspresije klju¢nih gena PPAR-y, C/EBP-a
i SREBP-1C, te markera adipogeneze, leptina, aP2 i adiponektina (202), sto znaci da imaju
suprimirajuci u¢inak na adipogenezu kroz cijeli Zivotni vijek stanice. Atorvastatin je u stani¢noj
kulturi 3T3-L1 stanica izazvao smanjenje ekspresije mMRNA i proteina PPAR-y i C/EBP-q, i taj
je ucinak bio pobolj$an u kombinaciji s metforminom. Isti u¢inak se pokazao i na mRNA razinu
aP2, ciljnog gena PPAR-y i C/EBP-a (132). Atorvastatin je takoder pokazao inhibitorni u¢inak
na fosforilaciju i aktivaciju STATS3, §to je bilo pospjeseno u kombinaciji s metforminom, iako
sam metformin nije pokazao takav ucinak. Inhibicija STAT3 atorvastatinom i metforminom
povecala je aktivnost AMPK i smanjila razine PPAR-y, C/EBP-a i aP2 (132). Tretman

atorvastatinom smanijio je i razine PPAR-y i C/EBP-q, analizirano petog dana diferencijacije
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(165). Osim direktnog utjecaja na transkripcijsku regulaciju adipogeneze, statini mogu
moduliranjem pocetnih koraka sinteze kolesterola smanjiti koncentracije vaznih izoprenoidnih
intermedijera geranilgeranil pirofosfata (engl. geranylgeranyl pyrophosphate, GGPP) i farnezil
pirofosfata (engl. farnesyl pyrophosphate, FPP) (203). Smanjenje unutarstani¢ne razine GGPP-
a inhibira prenilaciju i aktivaciju kljuénih signalnih proteina, medu kojima je i PI3K, §to
rezultira pove¢anjem unutarstani¢ne razine cAMP, aktivacijom PKA i supresijom transkripcije
leptinskog gena (159). U stani¢noj kulturi humanih preadipocita, simvastatin i atorvastatin
smanjuju razine mRNA i izluCivanje leptina (204). Simvastatin takoder smanjuje ekspresiju
mMRNA Cebpa i1 aP2 inhibicijom proteinske prenilacije i redukcijom geraniliranih proteina u
3T3-L1 stanicama. Dakle, redukcija ekspresije mRNA leptina dijelom je uzrokovana
supresijom C/EBP-o (159). Dodatno, razliCite vrste statina razliCito djeluju na razine
adiponektina koji je ukljucen u oksidativni stres 1 produkciju ROS, te posljedi¢no imaju razli¢it
uéinak na inzulinsku osjetljivost. Simvastatin i rosuvastatin smanjuju razine adiponektina i
inzulinsku osjetljivost, dok ih pravastatin poveéava (205,206). Nadalje, in vitro studije pokazale
su da liofilni statini, lovastatin i atorvastatin, mogu dovesti do strukturalnih promjena i ostec¢ene
ekspresije GLUT4, inhibiraju¢i njihovu translokaciju i smanjuju¢i unos glukoze u 3T3-L1
adipocite (207), dok hidrofilni statin pravastatin nije imao taj u¢inak (208). U isto vrijeme statini
stimuliraju diferencijaciju osteoblasta, njihovu proliferaciju, sazrijevanje, i sintezu nove kosti
(209).

6.3.1. Uloga i regulacija PPAR-y i C/EBP-a tijekom adipogeneze

Prijasnje studije pokazale su da je rana indukcija C/EBP-$ i C/EBP-& odgovorna za
inicijaciju ekspresije PPAR-y, te da je ekspresija C/EBP-a ovisna o aktivnosti PPAR-y (210).
Aktivacija PPAR-y odgovaraju¢im ligandima dogada se u ranoj fazi adipogeneze te ukljucuje
signalizaciju ovisnu o C/EBP-B i cAMP (210). Indukcija adipogeneze bez aktivacije cCAMP
signalnog puta aktivirat ¢e ekspresiju PPAR-y1, ali cijeli adipogeni program nece biti uspjesno
zavrSen. Isto tako, postojanje dominantno negativne izoforme C/EBP-f blokirat ¢e adipogenezu
(211). Zbog toga se moze zakljuciti da C/EBP-f aktivira adipogeni program koji vodi sintezi
molekula koje sluze kao aktivatori PPAR-y, te je vazno identificirati signalne puteve koji
kontroliraju C/EBP-B. Na primjer, stimulacija konfluentnih 3T3-L1 stanica inducira brzi
prolazni odgovor MEK/ERK puta koji koincidira s indukcijom ekspresije C/EBP-B (75).

C/EBP- je aktivirana fosforilacijom represorskih regija koje sadrze nekoliko serina i treonina,
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stimulacijom 3T3-L1 stanica adipogenim induktorima dolazi do njegove fosforilacije (211).
Zamjenom treonina na mjestu 188 s alaninom dolazi do indukcije ekspresije PPAR-y i
pokretanja dijela adipogenog programa, ali bez stimulacije produkcije adiponektina, sto je
povezano sa smanjenom koli¢inom C/EBP-a (211). Moguce je da C/EBP-f regulira ekspresiju
koaktivatora PPAR-y, koji su takoder potrebni za indukciju transkripcije C/EBP-a. GSK-3f dio
je Wnt signalnog puta ¢ija aktivacija na pocetku adipogeneze moze odrzavati preadipocite u
nediferenciranom stanju (212). Posljedi¢no, zapocinjanjem procesa adipogeneze Wnt
signalizacija se iskljucuje kako bi se olakSala ekspresija PPAR-y i C/EBP-a (213). Vazna
komponenta Wnt signalnog puta je p-katenin koji se nalazi u citoplazmi vezan za elemente
citoskeleta te se njegova razina odrzava kroz ubikvitin — proteasomski sustav. Proteasomska
degradacija B-katenina regulirana je kroz fosforilaciju serina i treonina na N-kraju pomocu
GSK-3p. Inhibicija GSK-3B pospjesuje nakupljanje B-katenina u citoplazmi i njegovu
relokaciju u jezgru gdje djeluje kao koaktivator transkripcijskih ¢imbenika Tcf/LEF (211).
Visoka razina B-katenina u jezgrama preadipocita odrzava se jos dva dana nakon stimulacije
adipogenim induktorima, §to se vremenski preklapa sa aktivacijom ciljnog gena Wnt puta
ciklina D1 i progresijom preadipocita kroz stanicni ciklus. Kako stanice prolaze kroz terminalnu
fazu adipogeneze, dolazi do ekstenzivne negativne regulacije B-katenina na post-translacijskoj
razini, §to korelira s indukcijom ekspresije PPAR-y (213). Tretman inhibitorima GSK-3 ili
proteasoma prevenira negativnu regulaciju B-katenina, a defektni -katenin u kojem je serin na
mjestu 37 zamijenjen alaninom postaje otporan na degradacijske uc¢inke PPAR-y. Isto tako,
mutirani oblik B-katenina blokira ekspresiju adiponektina i C/EBP-a. Takvi nalazi sugeriraju
postojanje medusobne veze izmedu B-katenina i PPAR-y tijekom adipogeneze. Ako je GSK-3f3
funkcionalna, PPAR-y moze neometano sudjelovati u procesima koji vode f-katenin prema
degradaciji te osigurati napredovanje procesa prema terminalnoj fazi adipogeneze. Ako je
aktivnost GSK-33 ometena, -katenin moze izbjeéi proteosomsku degradaciju i na taj nacin
inhibirati ekspresiju ciljnih gena PPAR-y kao §to je adiponektin (211). Dodatni regulator
PPAR-y i C/EBP-a je posrednik utiSavanja za receptore retinoida ili tiroidnih hormona (engl.
silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor, SMRT) koji odrzava njihovu
nisku razinu u preadipocitima (214). Osim toga, konstitutivna ekspresija Pref-1 u
preadipocitima blokira adipogenezu i inhibira ekspresiju PPAR-y i C/EBP-qa, a indukcija
adipogeneze glukokortikoidima dijelom se odvija kroz supresiju ekspresije Pref-1 (215).
Nicholson i suradnici u svojoj su studiji pokazali da pitavastatin i drugi statini inhibiraju

adipogenezu putem inhibicije PPAR-y, povecavajuci ekspresiju Pref-1, $to sugerira da je

113



Rasprava

inhibicija PPAR-y neophodna za blokiranje adipogeneze u odgovoru na tretman statinima
(216). Statini smanjuju ekspresiju klju¢nih gena adipogeneze kao Sto su PPAR-y, C/EBP-a i
SREBP-1C, te markere sazrijevanja adipocita kao $to su leptin, aP2 i adiponektin (202),
moguc¢im mehanizmom inhibicije sinteze izoprenoida te PI3K i MAPK signalnih puteva (217).
Takoder je ustanovljeno da statini reduciranjem nesterolnih izoprenoida nastalih iz mevalonata,
intermedijarnih metabolita biosinteze kolesterola klju¢nih za adipogenezu, mogu uzrokovati
kompenzatorno povecanje aktivnosti HMGCR (218).

Transkripcijska regulacija takoder je povezana s genomskom organizacijom DNA u
visoko dinami¢nim strukturama kromatina koje mogu ometati pristup prema DNA, §to je
potvrdeno ¢injenicom da se transkripcijski ¢imbenici vezu na ograni¢en broj potencijalnih
elemenata odgovora (219). Dodatna regulacija ostvarena je epigenomikom koja ukljucuje post-
translacijsku modifikaciju histona i DNA hidroksimetilaciju. U interakciji transkripcijskih
¢imbenika s kromatinom potrebne su pionirske molekule koje iniciraju remodeliranje
kromatina i posreduju transkripcijskim regulacijskim signalima (211). Tijekom adipogeneze,
remodeliranje kromatina potrebno je za ispravnu aktivaciju i ekspresiju PPAR-y, §to se odvija
kroz acetilaciju 1 metilaciju nekoliko uklju€enih histona i kona¢no dovodi do otpuStanja RNA
polimeraze Ili rezultira trimetilacijom H3K36 unutar PPAR-y gena, §to je oznaka regije aktivne
transkripcije (220). Nadalje, C/EBP-B se veze na kondenzirani kromatin u preadipocitima i
zapo€inje neovisnu regrutaciju dodatnih  transkripcijskih  ¢imbenika  ukljucujuci
glukokortikoidni receptor, STAT5, RXR i C/EBP-5 kako bi se smanjila represija PPAR-y i
C/EBP-a putem SMRT (221). Istrazivanja su istaknula povezanost epigenetike i metabolizma
na nacin da promijenjeni metabolizam moze utjecati na aktivnost enzima koji modificiraju
kromatin (222), $to je povezano s modulacijom nekodiraju¢ih RNA od kojih se kao vazne isti¢u
miRNA sa sposobno§c¢u post-transkripcijske represije genske ekspresije (223). Vezanjem na
komplementarna mjesta unutar mRNA, miRNA poticu njihovu degradaciju ili inhibiraju
njihovu translaciju (224). Nekoliko miRNA ima vaznu ulogu u procesu adipogeneze, kao §to
su miR-30, miR-21, miR-637 (225). Kao negativni regulatori terminalne diferencijacije isticu
se miR-27a/b i miR-130a/b koje preveniraju transkripcijsku indukciju PPAR-y u
preadipocitima ciljaju¢i 3'-neprevedenu regiju PPAR-y, a njihova je ekspresija smanjena
tijekom adipogeneze (226). Dodatno, odredene miRNA indirektno reguliraju ekspresiju PPAR-
v, kao §to su miR-31 i miR-155 koje direktno ciljaju mMRNA C/EBP-a i C/EBPB, Sto je
sekundarno povezano sa smanjenjem ekspresije PPAR-y (227).

Tretman metforminom mijenja profil mMiRNA i time suprimira diferencijaciju adipocita

(228). Cruciani i suradnici u svojoj su studiji pokazali da metformin poveéava ekspresiju miR-
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145, a smanjuje ekspresiju miR-148 u mati¢nim stanicama adipoznog tkiva (229). Prethodno je
pokazano da je miR-145 negativno regulirana tijekom adipogeneze, a njena povecana
ekspresija inhibira adipogenezu reducirajuci aktivnost PI3K / Akt i MAPK signalnih puteva
(230). Ekspresija miR-148 takoder je pod utjecajem nakupljanja lipida, te promovira
adipogenezu kada je inducirana, a inhibicija ekspresije miR-148 suprimira adipogenezu (231).
S obzirom na sve navedeno, mogucée je zakljuciti da metformin interferira s mrezom miRNA u

procesu adipogeneze.

6.3.2. Uloga i regulacija SREBP-1C tijekom adipogeneze

SREBP-1C ima centralnu ulogu u lipidnom metabolizmu, narocito u jetri i masnom
tkivu. Payne i suradnici prvi su pokazali direktnu ulogu C/EBP u regulaciji SREBP-1C,
inicijalnim vezanjem C/EBP-B i C/EBP-6 na promotore SREBP-1C i daljnjom regulacijom
putem C/EBPa (232). Iako bi ovakav rezultat znacio da se C/EBP nalazi uzvodno od SREBP-
1C, promotor C/EBP-B opisan je kao direktna meta djelovanja SREBP-1C u zrelim adipocitima,
sugerirajuci da je SREBP-1C barem djelomi¢no odgovoran za indukciju C/EBP-B u odgovoru
na inzulin (233). Takav rezultat govori u prilog kompleksnoj mrezi medusobne regulacije ¢iji
slijed ovisi o ekstracelularnim signalima i statusu diferencijacije stanica.

Bez obzira na jasnu ulogu u lipidnom metabolizmu, SREBP se sintetizira u
endoplazmatskom retikulumu i aktivira proteolitickim cijepanjem u Golgijevom aparatu (234).
Nakon §to se N-terminalna domena otpusti proteolizom, zreli oblik SREBP ulazi u jezgru i
povecava transkripciju ciljnih gena. U proteolitickom procesuiranju SREBP, membranski
protein endoplazmatskog retikuluma, protein cijepanja i aktivacije SREBP (engl. SREBP
cleavage-activating protein, SCAP), sluzi kao senzor i transporter kolesterola. Prekursor
SREBP-a, pre-SREBP, veze se na MELADL slijed u petlji 6 unutar SCAP proteina odmah
nakon sinteze, i njihov kompleks se prenosi sa endoplazmatskog retikuluma na Golgijev aparat
unutar vezikula oblozenih kompleksom proteina (engl. coat protein complex 11, COPII) (235).
Kada je unutarstani¢na razina kolesterola niska, SCAP se veze na pre-SREBP i zajedno ulaze
u Golgijev aparat gdje proteaze cijepaju pre-SREBP (236). Na taj na¢in N-terminalni kraj
SREBP (n-SREBP) ulazi u jezgru i veze se za SRE promovirajuci ekspresiju lipogenih gena.
Kada se kolesterol nakuplja u membranama endoplazmatskog retikuluma i prijede prag od 4 —

5 % ukupne koli¢ine lipida, SCAP veze kolesterol, uzrokujuci njegovo vezanje za protein

115



Rasprava

endoplazmatskog retikuluma Insig, $to prevenira prepoznavanje MELADL slijeda od strane
COPII (237). Tada je transport SCAP-SREBP kompleksa u Golgijev aparat blokiran, a sinteza
kolesterola i masnih kiselina opada (238).

Kompleks 1 protein serin/treonin kinaze mete rapamicina (engl. mammalian target of
rapamycin, mTORC1) kontrolira transkripciju SREBP-1C kao nizvodni ogranak Akt signalnog
puta. n”TORC1 povecava koli¢inu n-SREBP mehanizmom koji zahtijeva uklju¢enost fosfatidat
fosfataze Lipin-1, ¢ije nakupljanje u jezgri suprimira transkripciju posredovanu SREBP-om
(239). mTORC1 direktno fosforilira Lipin-1 $to poti¢e njegov izlazak iz jezgre i nakupljanje u
citoplazmi, zaustavljajué¢i njegov negativan utjecaj na SREBP. Dakle, Akt moze aktivirati
SREBP putem dva mehanizma: povecanjem stabilnosti n-SREBP inhibicijom GSK-38, ili
povecanjem razine SREBP aktivacijom mTORC (240). Zaklju¢tno, mTORC1 promovira
sintezu lipida, ekspresiju SREBP, te sintezu masnih kiselina 1 sterola. Potice 1 adipogenezu, a
njegova inhibicija prevenira aktivaciju PPAR-y (241).

Pokazano je kako inhibitori HMGCR smanjuju nakupljanje lipida u preadipocitima
inhibiraju¢i Akt / mTOR fosforilaciju (242). Dodatno, u jednoj studiji pokazano je kako je
mTORC1 put neophodan za simvastatinsku supresiju SREBP-1C, ali taj u¢inak neovisan je o
inhibiciji HMGCR (243).

Metormin ostvaruje svoj ué¢inak na SREBP aktivacijom AMPK koja inhibira cijepanje
i transkripcijsku aktivaciju SREBP-1C. U odgovoru na svoje aktivatore, AMPK je dovoljna za
supresiju proteolize SREBP-1C, nuklearne translokacije i genske ekspresije lipogenih enzima
(244). AMPK fosforilira pre-SREBP i n-SREBP, a za inhibiciju cijepanja i autoregulacije
SREBP-1C potrebna je fosforilacija serina na mjestu 372. To znac¢i da je AMPK direktna
uzvodna kinaza koja se veze na SREBP-1C i fosforilira ga, inhibira njegovo cijepanje,
nuklearnu translokaciju i transkripcijsku aktivnost, te da je fosforilacija SREBP-1C serina na

mjestu 372 od klju¢ne terapeutske vaznosti u preveniranju dislipidemije i DMT2 (244).

6.3.3. Uloga i regulacija STATS3 tijekom adipogeneze

Ekspresija STATI1, STATSA i STATSB znafajno se povecava nakon indukcije
diferencijacije, razine STAT3 blago se povecavaju, dok se ekspresija STAT6 ne mijenja.
Ekspresija STAT1, STAT5A i STATS5B regulirana je putem PPAR-y, $to ukazuje na njihovu
ulogu u terminalnoj fazi adipogeneze (245). Ekspresija STAT3 i STAT6 regulirana je uzvodno

od C/EBP, s§to ukazuje na njihovu ulogu u ranoj fazi adipogeneze (245). Deng i suradnici
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navode da je STATS3 fosforiliran i vezan za DNA za vrijeme proliferacije i u konfluentnoj fazi
3T3-L1 stanica, kao i tijekom mitoticke klonalne ekspanzije (246). Medutim, fosforilacija
STATS3 izostaje u postkonfluentnim preadipocitima i diferenciranim adipocitima. Blokiranjem
ekspresije STAT3 autori ovoga istrazivanja ukazuju da smanjenje endogene ekspresije STAT3
znacajno smanjuje prekonfluentnu proliferaciju preadipocita (246). Citokini i ¢imbenici rasta
aktiviraju STAT3 putem receptora ili nereceptorskih tirozin kinaza koje fosforiliraju STAT3 na
kljuénom tirozinskom ostatku (56). Nakon aktivacije, STAT3 se dimerizira i translocira u
jezgru gdje se veze na specificne DNA regulatorne slijedove kako bi stimulirao transkripciju
ciljnih gena. STAT3 u adipocitima moze biti aktiviran ¢imbenicima rasta, leptinom, 1L-6 I
cilijarnim neurotrofnim ¢imbenikom (engl. ciliary neurotrophic factor, CNTF) (247). Pokazalo
se da ti citokini reguliraju tjelesnu teZinu putem antilipogenog i prolipolitickog djelovanja na
adipocite (247). Budu¢i da je STAT3 nizvodna meta leptina, IL-6 i CNTF signalizacije,
pretpostavlja se da posreduje u u¢incima ovih citokina (248). Citokinski receptori, medutim,
nemaju intrinzicnu kinaznu aktivnost, te potrebnu aktivnost tirozin kinaze osiguravaju
citoplazmatski JAK proteini (249). Nakon vezanja liganda, ti se proteini veZu na unutarstani¢ne
domene citokinskog receptora i kataliziraju ligandom induciranu fosforilaciju intracelularnih
tirozinskih ostataka citokinskog receptora (250). Fosforilirani tirozinski ostaci predstavljaju
mjesta vezanja STAT ¢imbenika, koji takoder bivaju fosforilirani JAK kinazama. IL-6 i CNTF
ostvaruju svoje metabolicko djelovanje kroz visejedinicni receptor, ¢ija aktivacija i dimerizacija
dovodi do aktivacije JAK/STAT puta (251). U¢inci leptina posredovani su putem LEP-R
aktivacije Jak/STAT puta (252), iako je moguca i aktivacija alternativnih puteva, ukljucujuéi
MAPK, PI3K i AMPK (253).

Metformin izravno utje¢e na endokrinu funkciju i inhibira lu¢enje leptina. Smanjenje
razine leptina u osoba lije¢enih metforminom pronadeno je u nekoliko istrazivanja (254,255).
U prethodnom istraZivanju na bijelim adipocitima Stakora, takoder je ostvaren negativan utjecaj
kroni¢ne izlozenosti metforminu na lucenje leptina (256). U istrazivanju kojeg je proveo Klein
sa suradnicima, inhibicija signalizacije p44/p42 MAP kinaze sprijecila je smanjenje luCenja
leptina izazvano metforminom, S$to ukazuje na ukljuenost ovog vaznog signalnog
intermedijera ¢imbenika rasta u modulaciji funkcije endokrinih adipocita (257).

Poznato je da statini ostvaruju imunomodulatorne i protuupalne uc¢inke, §to je pokazano
njihovom sposobno§¢u smanjenja razine CRP-a u plazmi (258). Signalni put ukljucuje vezanje
IL-6 na receptor IL-6R i stvaranje kompleksa s molekulom za prijenos signala, gp130.
Kompleks IL-6R/gp130 dalje inducira aktivaciju i fosforilaciju JAK kinaza, §to dovodi do
nizvodne aktivacije C/EBP i STATS3, a time i indukcije ekspresije CRP gena (259). Aktivacija
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STATS3 posredovana IL-6 zahtijeva fosforilaciju tirozinskih i serinskih ostataka, a istrazivanje
Arnauda i suradnika pokazuje da statini znacajno smanjuju fosforilaciju STAT3 na ostacima

serina (260).

6.3.4. Uloga i regulacija SMAD3 tijekom adipogeneze

TGF-p signalizacija regulira brojne stani¢ne procese kao $§to su apoptoza, upala, fibroza
I diferencijacija adipocita (261). Strukturno i funkcionalno postoje dvije vrste unutar ove
signalizacije: TGF- i BMP (262). Dva para transmembranskih serin/treonin protein kinaza
¢ine receptore za TGF-f: receptori tipa | 1. Vezanje liganda na receptore aktivira puteve ovisne
0 SMAD-u (TGF-p/SMAD signalizacija) ili SMAD-neovisne puteve koji uglavnom poticu
signalizaciju ERK, JNK i p38 MAPK kinaze (263). Ligandi ukljuceni u TGF-B/SMAD
signalizaciju vezu se na receptore stanicnih membrana kako bi aktivirali unutarstani¢ne
nizvodne SMAD proteine. SMAD proteini ¢ine tri funkcionalne klase: SMAD regulirani
receptorima (R-SMAD), zajednicki partner SMAD (Co-SMAD) i inhibitorni SMAD (I-SMAD)
(264). R-SMAD ¢ine SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMAD5 i SMADS8; CoSMAD se odnosi
samo na SMAD4; a I-SMAD ¢ine SMAD6 i SMAD7. U stanju mirovanja R-SMAD se
uglavnom nalazi u citoplazmi, Co-SMAD i u citoplazmi i u jezgri, a I-SMAD uglavnom ima
tendenciju prema jezgri. Nakon vezanja liganda TGF-B, receptori regrutiraju i fosforiliraju
SMAD2/3 i SMAD1/5/8 pomo¢u BMP liganda. Nakon C-terminalne fosforilacije R-SMAD,
SMAD?2/3 i SMAD1/5/8 se oslobadaju iz kompleksa receptora kako bi formirali trimerni
kompleks koji se sastoji od dva R-SMAD-a i molekule SMAD4, koji se zatim translocira u
jezgru kako bi regulirao ekspresiju specifi¢nih gena (265). Nakon $to ovi geni odgovore na
TGF-B/SMAD signalizaciju, kompleksi R-SMAD/SMADA4 u jezgri se defosforiliraju, a zatim
se depolimeriziraju i ponovno ulaze u citoplazmu kroz nuklearne pore, ostvaruju¢i R-SMAD |
SMADA4 recikliranje (266). I-SMAD negativno regulira TGF-B/SMAD signalizaciju. Kada se
ligandi veZu na receptore, SMAD?7 prelazi iz jezgre u citoplazmu, a vezanje na receptor tipa I
sprjecava fosforilaciju R-SMAD te inhibira ekspresiju specifi¢nih gena (267). SMADG djeluje
na drugaciji nacin, tako $to se prolaskom iz jezgre u citoplazmu natjece sa SMAD]1 za vezanje
na SMADA4, sluze¢i kao inhibitor TGF-B/SMAD signalizacije (268). Dokazano je da TGF-
B/SMAD signalizacija ima dvostruku ulogu u procesu diferencijacije adipocita: BMP
signalizacija poti¢e maturaciju adipocita, dok TGF- signalizacija inhibira adipogenezu. TGF-
B signalizacija inhibira diferencijaciju adipocita putem SMAD3 signalizacije (269), inhibicijom
ekspresije C/EBP i PPAR-y (270). Nedostatak TGF-f u mezenhimalnim stanicama rezultira
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izrazitom ekspanzijom adipocita u koStanoj srzi miSeva i znacajno povecava ekspresiju PPAR-
v iFABP4 (271).

TGF-B signalizacija je regulirana na viSe razina: na razini receptora, njihovim
interakcijama, razli¢itom distribucijom domena na membrani, endocitozom / recikliranjem,
sintezom ili razgradnjom (272); te na razini nizvodne SMAD signalizacije, brojnim
posttranslacijskim modifikacijama koje utjecu na sastav SMAD kompleksa, njihovu aktivaciju,
unutarstani¢nu lokalizaciju i degradaciju (273). Svi ovi procesi podlozni su modulaciji
kolesterolom, ¢ija je homeostaza strogo regulirana mehanizmima koji kontroliraju sintezu, unos
I promet sterola, a koji reagiraju na unutarstani¢ne promjene, kao i na signalne putove MAPK,
PI3K i AMPK (274). Promjene u unutarstani¢noj razini kolesterola izazivaju visestruke
stani¢ne odgovore usmjerene na obnavljanje homeostaze kolesterola (275). Potencijalna
regulacija nizvodnih komponenti TGF- signalnog puta kolesterolom ima vazne implikacije na
upotrebu statina koji mogu mijenjati unutarstani¢nu razinu kolesterola. Shapira i suradnici
pokazali su mehanizam kojim smanjena razina kolesterola pojacava TGF-f signalizaciju
nizvodno od receptora (276). U takvim okolnostima, prekomjerna aktivacija RNA-aktivirane
protein kinaze (engl. double-stranded RNA-dependent protein kinase, PKR) i c-Jun N-
terminalne kinaze (engl. c-Jun N-terminal kinase, JNK) rezultira poboljsanom translacijom i
aktivacijom c-Jun. Zauzvrat, to podize transkripciju i ekspresiju SMAD2/3, §to rezultira
pojacanim TGF-B — induciranim odgovorima posredovanim SMAD3. Degradacija mRNA
SMAD?2/3 u tom istrazivanju nije bila pod utjecajem kolesterola, $to sugerira da je povecanje
MRNA SMAD?2/3 posljedica njihove pojacane transkripcije, koja je rezultirala paralelnim i

proporcionalnim povec¢anjem translacije (276).

6.4. Moguc¢nosti u klini¢koj primjeni i daljnjim istrazivanjima

Regulacija adipogeneze Cest je predmet istrazivanja zbog moguéeg anti-adipogenog
ucinka lijekova koji se u klinickoj praksi koriste za bolesti povezane s pretilos¢u, kao §to su
DMT2 i dislipidemija. Neki od tih lijekova pokazali su, uz svoje osnovno djelovanje, u¢inak na
smanjenje tjelesne mase kod bolesnika na dugotrajnoj terapiji. Budu¢i da su metformin 1 statini
najceSc¢e propisivani lijekovi za lijecenje spomenutih komorbiditeta, od iznimne je vaznosti
ispitati njihov utjecaj na regulaciju adipogeneze. Ovim se istrazivanjem pokazao utjecaj
metformina 1 simvastatina na glavne transkripcijske ¢imbenike koji sudjeluju u procesu

adipogeneze u vidu inhibicije njihove ekspresije 1 posljedi¢ne supresije adipogeneze, Sto ima
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pozitivan u¢inak na smanjenje mase masnog tkiva. Rasvjetljavanje moguc¢ih mehanizama
putem kojih ovi lijekovi ostvaruju svoj ucinak moze rezultirati translacijom potencijalno
ucinkovitih lijekova iz laboratorija u klinicku praksu. Ovo istrazivanje daje temelj za nastavak
proucavanja dodatnih signalnih puteva i transkripcijskih kaskada koje bi se pokazale kao

mogucée mete u razvoju lijekova protiv pretilosti i udruzenih komorbiditeta.

6.5. OgraniCenja istrazivanja

Proucavanje adipogeneze na stani¢nim kulturama ima nekoliko nedostataka. Prvo,
stanicne kulture diferenciraju se gotovo isklju¢ivo u adipocite bijelog masnog tkiva, dok u
organizmu sisavaca postoji i smede masno tkivo odgovorno primarno za potroSnju energije.
Takoder, aneuploidnost stani¢nih linija moze utjecati na njihovu sposobnost adipogeneze, a
sposobne su i postojati izvan uvjeta ekstracelularnog matriksa i potpornih struktura (30). Jos je
jedna prepreka to Sto stani¢na linija ne dozvoljava istrazivanje ponaSanja razli¢itih skladista
masnog tkiva, koje u organizmu sisavaca postoje na raznim lokacijama i od kojih svaki ima
razli¢iti adipogeni potencijal (277). Razlike u metabolickom ponasanju zrelih masnih stanica
unutar razli¢itih skladiSta masnog tkiva mogu imati znacajne klini¢ke posljedice, $to je najvise
vidljivo u razlici izmedu supkutanog i visceralnog masnog tkiva, gdje je potonje veci riziéni
¢imbenik za nastanak inzulinske rezistencije i dislipidemije (278). Masno tkivo takoder je
ovisno i o spolu 1 kompleksnom ucinku hormona unutar organizma, §to nije moguce to¢no
oponasati u laboratorijskim uvjetima (279). Razlike u usporedbi s primarnim adipocitima
postoje 1 u inzulinom stimuliranom unosu glukoze u stanice. Inzulin povecava unos glukoze u
stanice 20 do 30 puta u adipocitima Stakora, a samo 3 do 5 puta u 3T3-L1 stani¢noj liniji.
Moguci razlog tome je veca ekspresija GLUT1 u 3T3-L1 preadipocitima, koji povecava bazalni

unos glukoze u stanice, no ne i onaj stimuliran inzulinom (280).
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7. Zakljucak

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se proizvesti sljedeci zakljuéci:

— Primjena metformina i simvastatina na stani¢ni model pretilosti 3T3-L1 stanica
smanjuje nakupljanje unutarstani¢nih lipida

— Primjena metformina i simvastatina smanjuje razine mRNA i proteina PPAR-y, C/EBP-
a, SREBP-1C 1 STAT3, i povecava razine proteina SMAD3

— Najveéi utjecaj na smanjenje razine mRNA PPAR-y, C/EBP-a, SREBP-1C i STAT3
ostvaruje kombinirana terapija 4 mM metformina i 2 uM simvastatina, te samostalna
terapija simvastatinom u koncentraciji 1 uM i 2 pM, uz kontinuiranu primjenu tijekom
cijelog procesa trajanja adipogeneze

— U vremenskom periodu primjene lijekova od 1. do 3. dana diferencijacije, znacajno
smanjenje razine proteina PPAR-y, C/EBP-a, SREBP-1C i STAT3 ostvaruje se samo
kombiniranom terapijom metforminom i simvastatinom

— U vremenskom periodu primjene lijekova od 4. do 6. dana diferencijacije, znacajno
smanjenje razine proteina PPAR-y, C/EBP-a, SREBP-1C i STAT3 ostvaruje se
kombiniranom terapijom metforminom i simvastatinom te samostalnom terapijom
simvastatinom u koncentraciji od 1 uM 12 uM

— Metformin 1 simvastatin ostvaruju u¢inak na smanjenje razine proteina PPAR-y, C/EBP-
a, SREBP-1C i STAT3 u svim ispitivanim koncentracijama lijekova uz primjenu od 7.
do 9.io0d 1. do 9. dana diferencijacije

— Povecanje razine proteina SMAD3 ostvareno je samostalnom primjenom metformina u
koncentracijama od 200 uM, 2 mM i 4 mM i simvastatina u koncentraciji 100 nm i 2
uM tijekom 1. do 3. dana diferencijacije

— Povecanje razine proteina SMAD?3 ostvareno je samostalnom primjenom metformina u
koncentracijama od 200 pM, 2 mM i 4 mM 1 simvastatina u koncentraciji 2 uM, te

njihovom kombinacijom u sve tri koncentracije tijekom 4. do 6. dana diferencijacije
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8. Sazetak

Cilj istrazivanja: Inhibicija adipogeneze potencijalan je mehanizam lijeCenja pretilosti.
Inhibicija proadipogenih regulatora adipogeneze moze rezultirati zaustavljanjem procesa
adipogeneze, smanjenjem nakupljanja lipida i u konacnici prevencijom povecanja mase masnog
tkiva. Cilj istrazivanja bio je ispitati uCinak metformina 1 simvastatina na regulaciju
adipogeneze te odrediti naju¢inkovitije koncentracije lijekova i vremenski period djelovanja
lijekova u inhibiciji proadipogenih regulatora adipogeneze.

Materijal i metode: Istrazivanje se provelo na 3T3-L1 stani¢noj kulturi preadipocita koji se uz
adekvatnu stimulaciju mogu diferencirati u zrele masne stanice. Tijekom procesa adipogeneze
stanice su tretirane razliCitim koncentracijama metformina i simvastatina u razli¢itim
vremenskim periodima. Unutarstani¢éno nakupljanje lipida vizualizirano je 1 Oil Red O
bojanjem, ekspresija mMRNA ispitivanih ¢imbenika odredila se PCR-om, a ekspresija proteina
Western blot metodom i imunocitokemijom.

Rezultati: Tretman metforminom i simvastatinom nije pokazao znafajan utjecaj na
unutarstani¢no nakupljanje lipidnih kapljica, iako je ono bilo smanjeno u skupini stanica
tretiranih tijekom cjelokupnog trajanja procesa diferencijacije. Tretman je pokazao uc¢inak na
smanjenje razina MRNA PPAR-y, C/EBP-a, SREBP-1C i STATS3 pri ve¢im koncentracijama i
primjeni tijekom cjelokupnog trajanja procesa adipogeneze. U¢inak tretmana na razine proteina
bio je opsezniji, sa znac¢ajnim smanjenjem razina PPAR-y, C/EBP-a, SREBP-1C i STAT3 pri
gotovo svim koriStenim koncentracijama lijekova u dva vremenska perioda koji obuhvacaju
zadnja Cetiri dana adipogeneze, te povecanjem razine SMAD3 u dva vremenska perioda koji
obuhvacaju prvih Sest dana adipogeneze.

Zakljucak: Promatrajuci rezultate utjecaja metformina i simvastatina na inhibiciju adipogeneze
u ovisnosti o0 obje ispitivane varijable, koncentracije lijekova i vremenskog perioda djelovanja
tretmana, moZemo zakljuciti da su najopseZnije 1 najznacajnije u€¢inke na mRNA razine ostvarili
kombinirani tretmani metforminom i simvastatinom primjenjivani kontinuirano tijekom
trajanja procesa diferencijacije. Na razine proteina jednak su uc¢inak kontinuiranoj primjeni
lijekovi ostvarili 1 tijekom kra¢eg vremenskog perioda djelovanja od 7. do 9. dana, i to jednako

uc¢inkovito u pojedinacnoj i kombiniranoj primjeni u svim ispitivanim koncentracijama.

Kljucne rijeci: adipogeneza; adipociti; masno tkivo; metformin; pretilost; simvastatin
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Summary

9. Summary

THE EFFECT OF SIMVASTATIN AND METFORMIN ON ADIPOGENESIS
REGULATION IN VITRO

Obijectives: Inhibition of adipogenesis is a potential mechanism of obesity treatment. Inhibition
of proadipogenic adipogenesis regulators can inhibit adipogenesis, reduce lipid accumulation,
and ultimately prevent adipose tissue enlargement. The aim of the study was to examine the
effect of metformin and simvastatin on the regulation of adipogenesis and to determine the most
effective concentrations and time period for the inhibition of proadipogenic regulators of
adipogenesis.

Material and Methods: 3T3-L1 cell culture of preadipocytes that can differentiate into mature
adipocytes upon adequate stimulation were used in this study. During the adipogenesis, cells
were treated with different concentrations of metformin and simvastatin at different time
periods. Intracellular lipid accumulation was visualized by Oil Red O staining, mMRNA
expression of transcription factors was determined by PCR, and protein expression by Western
blot and immunocytochemistry.

Results: Metformin and simvastatin treatment did not show a significant effect on intracellular
accumulation of lipid droplets, although it was reduced in the group of cells treated through the
entire duration of the differentiation process. An effect on reducing the mRNA levels of PPAR-
v, C/EBP-a, SREBP-1C and STAT3 was significant with combined treatment at higher
concentrations applied through the entire duration of the adipogenesis process. The effect of
treatment on protein levels was more extensive, with a significant reduction in protein levels of
PPAR-y, C/EBP-a, SREBP-1C i STAT3 with all drug concentrations used in the two time
periods covering the last four days of adipogenesis, and by increasing SMAD3 levels in the two
time periods covering the first six days of adipogenesis.

Conclusion: Observing the results of the influence of metformin and sivastatin on the inhibition
of adipogenesis depending on both examined variables, drug concentrations and time period of
treatment, we can conclude that the most comprehensive and significant effects on mRNA
levels were achieved by combined metformin and simvastatin treatment used through the whole
duration of differentiation process. On protein levels the same effect as continuous drug
application was achieved during a shorter period of action from 7th to 9th day, and drugs were

equally effective alone as in the combined use.

Keywords: adipocytes; adipogenesis; adipose tissue; metformin; obesity; simvastatin
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