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POPIS KRATICA

1m — 1. skupina Stakora muzjaka, hranjenih normalnom dijetom

1f — 1. skupina Stakora zenki, hranjenih normalnom dijetom

2m — 2. skupina Stakora muzjaka, hranjenih dijetom bogatom mastima i Secerima

2f — 2. skupina Stakora zenki, hranjenih dijetom bogatom mastima i Se¢erima

3m — 3. skupina Stakora muzjaka, tretiranih metforminom nakon masne i slatke dijete
3f — 3. skupina $takora Zenki, tretiranih metforminom nakon masne i slatke dijete

4m — 4. skupina Stakora muzjaka, tretiranih liraglutidom nakon masne i slatke dijete
4f — 4. skupina $takora Zenki, tretiranih liraglutidom nakon masne i slatke dijete

AF 488 — zeleni fluorofor (Alexa Fluor 488)

AMP — adenozin monofosfat

AMPK - proteinska kinaza aktivirana AMP-om (engl. AMP-activated protein kinase)
BMI — index tjelesne mase (engl. body mass index)

CD 197 — C-C kemokinski receptor tip 7 na povrSini M1 makrofaga (engl. Cluster of
Differentiation 197)

CD 206 — manoza-vezuju¢i receptor na povrSini M2 makrofaga (engl. Cluster of
Differentiation 206)

DAPI — fluorescentna boja (engl. 4',6-diamidino-2-phenylindole)
dH20 — destilirana voda

GLP-1 — glukagonu sli¢an polipeptid (engl. glucagone like polipeptide)
HRZZ — Hrvatska zaklada za znanost

IFN — interferon

IL — interleukin

LPS — lipopolisaharid
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NO — dusikov monoksid (engl. nitric oxide)
PBS — fosfatni pufer (engl. phosphate buffered saline)

PPARO - receptor za aktivaciju proliferacije peroksisoma (engl. peroxisome

proliferator-activated receptor delta)

RECOOP HST Association — Udruzenje za regionalnu suradnju u zdravstvu,
znanosti i tehnologiji (engl. Regional Cooperation for Health, Science and Technology

Association)

STAT — transkripcijski faktor (engl. signal transducer and activator of transcription)
Thl — stani¢na imunost

Th2 — humoralna imunost

TNF — ¢imbenik nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor)



1. UvOD

1. UvOD
1.1. Jetra

Jetra je najveca zlijezda u tijelu te iznosi oko 2 % tjelesne mase odraslog covjeka, a
5 % u male djece. Najveci je organ u trbuSnoj Supljini, crvenkastosmede boje, a razvija se kao

izdanak dvanaesnika (1).
1.1.1. HistoloSka grada jetre

Osnovnu gradevnu sastavnicu jetre €ine jetrene stanice — hepatociti. Hepatociti su
stanice viSekutna oblika ¢ija citoplazma obiluje stani¢nim organelima poput mitohondrija,
hrapave i glatke endoplazmatske mrezice te Golgijeva kompleksa. U citoplazmi hepatocita

takoder su prisutni lizosomi, lipidne kapljice i glikogen (2).

Hepatociti se udruzuju u medusobno povezane gredice koje se zrakasto Sire od
sredi$nje vene poput zbica na kotau. Takve strukture viSekutna oblika nazivaju se jetreni
reznjici i ¢ine osnovnu funkcionalnu jedinicu jetre. Na uglovima jetrenih reznji¢a smjesteni su
Kiernanovi portalni prostori, a unutar vezivnog tkiva portalnog prostora nalaze se venula,
arteriola, zu¢ni kanal i limfne Zile. Sredi$nje vene, iz kojih krv utjece u jetrene vene te iz njih
u donju Suplju venu, gradene su od endotelnih stanica oblozenih malom koli¢inom kolagenih
vlakana. Stani¢ne membrane susjednih hepatocita tvore stijenku Zu¢nih kapilara u kojima zu¢
teCe od centra prema periferiji reznji¢a 1 koje medusobno anastomoziraju 1 zavrSavaju u

zuénim kanali¢ima koji se ulijevaju u zu¢ne kanale u portalnim prostorima (2, 3).

Osim hepatocita u jetrenim reznji¢ima nalaze se 1 endotelne stanice te makrofazi
poznati kao Kupfferove stanice. Izmedu endotelnih stanica i hepatocita nalazi se uski
subendotelni (Disseov ili perisinusni) prostor te isprekidana bazalna membrana Koji
omogucuju laku izmjenu tvari izmedu hepatocita i krvne plazme unutar sinusoida. U Disseovu

prostoru nalaze se stanice (Itove stanice), koje pohranjuju masti i vitamin A (2, 3).
1.1.2. Metabolicka funkcija jetre

Jetra je vrlo vaZan metabolicki aktivan organ bez kojeg organizam ne moze preZivjeti.
Proizvodi zu¢ koja pomaze apsorbirati masti i vitamine topljive u mastima, a 95 % Zuc¢nih

kiselina vraca se u jetru enterohepati¢cnom cirkulacijom; sintetizira ve¢inu proteina plazme pa
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tako sudjeluje u sustavu zgruSavanja krvi, imunosnom sustavu te transportu tvari krvlju;
sudjeluje svojim enzimima u metabolizmu bilirubina, alkohola i amonijaka; povecava

topljivost egzogenih i endogenih molekula te olakSava njihovo izlu€ivanje iz organizma (4).

Jetra igra veliku ulogu u energijskom metabolizmu masti (olakSanje probave i
apsorpcije masti proizvodnjom zuc¢i koja sadrzi kolesterol i Zu¢ne soli, oksidacija masnih
kiselina, sinteza kolesterola, fosfolipida i lipoproteina te sinteza masti iz bjelancevina i
ugljikohidrata), ugljikohidrata (pohranjivanje glikogena, pretvaranje galaktoze i fruktoze u
glukozu te glukoneogeneza) i bjelancevina (deaminacija aminokiselina te stvaranje ureje |

bjelancevina plazme) (3, 5).

Probava masti pocinje usitnjavanjem kapljica masti, emulgiranjem, a postize se
zuénim solima koje se nagomilavaju na povrSini kapljice masti i smanjuju povrSinsku
napetost zbog Cega se kapljica masti lakSe raspada da bi ju do kraja mogle razgraditi lipaze
(6). Glikogen se osim u jetri sintetizira 1 u miSi¢ima. Inzulin 1 glukoza poti¢u sintezu
glikogena te koce njegovu razgradnju, dok razgradnju glikogena poticu adrenalin, vazopresin,
oksitocin i angiotenzin 11, a sve pod kontrolom dvaju enzima — glikogen fosforilaze i glikogen
sintaze. (3, 5). Glukoza, galaktoza i fruktoza iz hrane prenose se hepaticnom portalnom
venom u jetru gdje se galaktoza i fruktoza prevode (izomeriziraju) u glukozu (5). U jetri se
sintetizira ve¢ina glavnih plazmatskih proteina, isklju¢ivo je mjesto sinteze albumina, a joS se
sintetiziraju 1 transferin 1 feritin (proteini odgovorni za transport Zeljeza), ceruloplazmin
(glikoprotein koji sadrzava bakar), a-1 antitripsin te koagulacijski faktori | (fibrinogen), Il
(protrombin), V, VII, IX, XI i XII u hepatocitima i VIII u epitelnim stanicama jetre, a takoder
se sintetiziraju i inhibitori koagulacije, antitrombin te proteini C i S (7).

1.1.3. Masna jetra i steatohepatitis

Nakupljanje masti u obliku triglicerida, unutar stanica koje normalno ne sadrze velike
koli¢ine masti zbog neravnoteze izmedu biosinteze triglicerida i njihova izlu€ivanja iz
hepatocita, naziva se masna promjena ili masna pretvorba, a najceS¢e je zahvacena jetra.
Masna jetra (masna promjena jetre, steatoza jetre) javlja se u oko 25 % populacije podjednako
u muskaraca i Zena, a najceS€e je uzrokovana pretiloS¢u, Secernom bolesti 1 kroni¢nim
alkoholizmom. Moze biti prirodena i steCena (CeS¢e u odraslih); mikrovezikularna (u obliku
brojnih malih masnih kapljica bez promjena u polozaju jezgre hepatocita) i makrovezikularna

(gdje je zbog velike kapljice masti jezgra hepatocita potisnuta na rub, $to stanici daje izgled
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,prstena peCatnjaka‘“); a neki autori razlikuju diseminiranu (hepatociti s masnim kapljicama
razasuti po parenhimu), zonalnu (ve¢e skupine takvih hepatocita na odredenom podrucju ili
sektoru jetrenog reznjica) te difuznu (ravnomjerno zahvacanje cijelog jetrenog parenhima).
Osim hepatomegalije u 50 % bolesnika, vecina bolesnika nema nikakve simptome, pretila je
ili ima centralni adipozitet i povecani opseg struka. Masna promjena jetre reverzibilan je
proces, ali ako se ne iskljuce uzroci, moze doc¢i, ovisno 0 uzroku, do alkoholnog ili
nealkoholnog steatohepatitisa koji se ocituju upalom i odlaganjem vezivnog tkiva oko
hepatocita (pericelularna fibroza). Steatohepatitis u nekih bolesnika moze progredirati u

cirozu jetre i dovesti do zatajenja jetrenih funkcija (8 — 11).

Jedne od glavnih stanica koje sudjeluju u upalnom procesu zovu se makrofazi. Upalni
monociti mogu se diferencirati u dvije vrste makrofaga, takozvane M1 i M2 makrofage jer
sudjeluju u Th1 i Th2 imunolo$kom odgovoru. M1 makrofazi aktiviraju se klasi¢nim putem i
imaju proupalni ucinak te sredi$nju ulogu u obrani domacina. M2 makrofazi aktiviraju se
alternativnim putem i preoblikuju tkivo zahvaéeno upalom. Dok se M1 makrofazi aktiviraju
pomocu interferona gamma (IFN-y), faktora nekroze tumora alfa (TNF-a) ili lipopolisaharida
(LPS) preko transkripcijskog faktora STAT1, M2 makrofazi aktiviraju se pomocu interleukina
41 13 (IL-4 i IL-13) preko transkripcijskog faktora STAT6. M1 makrofazi proizvode dusikov
monoksid (NO) koji inhibira diobu stanica pa oni imaju citotoksi¢ni i protutumorski uc¢inak,
dok M2 makrofazi proizvode ornitin, prekursor poliamina i kolagena koji oporavljaju i grade
novo tkivo. Stoga, M1 i M2 makrofazi mogu imati suprotan ucinak u upalnim reakcijama.
Prelazak M2 u M1 makrofage regulira pocetak, razvoj i prestanak upalnih procesa. U jetri
Kupfferove stanice, makrofagi jetre, olakSavaju metaboliCke prilagodbe hepatocita tijekom
poveéanog unosa kalorija. U pretilosti neravnoteza izmedu unosa, sinteze i oksidacije masnih
kiselina rezultira povecanim skladiStenjem lipida u hepatocitima, $to je klju¢ni ¢imbenik u
razvoju otpornosti na inzulin u jetri, a Kupfferove stanice direktno sudjeluju u oksidaciji
masnih kiselina. Studije su pokazale da je PPARS vazan regulator pomocu IL-4 i IL-13
pokrenutog programa aktivacije alternativnih makrofaga. Gubitak PPARO u stanicama
specificno otezava alternativnu aktivaciju Kupfferovih stanica, Sto rezultira steatozom jetre i
otpornos¢u na inzulin. Iako svi u¢inci Kupfferovih stanica nisu jo§ poznati, studije upucuju da
postoje mnogi ¢imbenici koji utjeCu na odrzavanje homeostaze masnih stanica u jetrenom

tkivu (12 — 17).

Retikulinska vlakna dugi su i tanki polimeri bjelan¢evina, a sastoje se od kolagena tipa
Il povezanog s drugim tipovima kolagena, glikoproteinima i proteoglikanima. Nalaze se u

3
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medustanicnoj tvari, najvise u glatkom misicju, jetri 1 koStanoj srzi. Najvise dolaze do izrazaja
tijekom embriogeneze, upala i cijeljenja rana. Nakupljanje retikulinskih i ostalih vlakana
(fibroza) povezano je s oSte¢enom funkcijom jetre i upalom. Malo je poznato o moguéem
utjecaju Secerne bolesti, pretilosti i masne jetre na nakupljanje retikulinskih vlakana, ali ono
se ¢eS¢e dogada kod pretilih osoba sa Secernom bolesti. Bojenja na retikulin koriste se radi
odredivanja stupnja jetrenog ostecenja ili upale, a jace bojenje povezano je s tezim stupnjem

patoloskih stanja jetre (18 — 20).
1.2. Pretilost

Pretilost (lat. adipositas, obesitas) sustavni je poremecaj organizma u kojem
prekomjerno nakupljanje masti ugrozava zdravlje. Pretilost je uzrokovana pretjeranim
unosom energije koja premasuje potrebe organizma. Prema Svjetskoj zdravstvenoj
organizaciji, pretilost je definirana indeksom tjelesne mase (BMI) ve¢im od 30 kg/m?, a
racuna se kao tjelesna masa u kilogramima podijeljena s tjelesnom visinom u metrima na
kvadrat. To je ekvivalentno povecéanju tjelesne mase za 20 — 30 % iznad normalne. Sve veca
prevalencija pretilosti i njezina povezanost sa Sirokim spektrom bolesti (Se¢ernom bolesti,
kardiovaskularnim bolestima i karcinomima) postaje glavni javnozdravstveni problem
modernog doba u veéini razvijenih zemalja svijeta, naroCito u SAD-u, dok je prevalencija
pretilosti u Hrvatskoj visokih 20 % populacije. Uz hiperlipoproteinemiju, hipertenziju,
aterosklerozu, kolelitijazu i ostale komplikacije pretilosti, jedna od najuocljivijih komplikacija
povecano je lucenje inzulina, odnosno kompenzacijska hiperinzulinemija koja nastaje zbog
neosjetljivosti na inzulin u perifernim tkivima. Stoga je pretilost jedan od glavnih ¢imbenika

koji pridonose nastanku Secerne bolesti u odraslih (9 — 11, 21).

Kod nekih ljudi indeks tjelesne mase nije dobra mjera za procjenu pretilosti.
Bodibilderi koji imaju indeks tjelesne mase veé¢i od 30 kg/m? mogu imati nizak postotak
tjelesne masti i oni nisu pretili. Indeks tjelesne masti ne korelira uvijek s postotkom tjelesne
masti (22). Isto tako, indeks tjelesne masti ne korelira ni s razinom leptina, proizvodom
luCenja masnih stanica koji je uzrocno povezan s debljinom (23). Treba uzeti viSe parametara
kada se odreduje pretilost, no kod veéine ljudi indeks tjelesne mase veéi od 30 kg/m? opasan

je po zdravlje te smanjuje kvalitetu Zivota.
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1.3. Seéerna bolest

Seéerna je bolest heterogena skupina poremedaja razlidite etiologije, patogeneze,
klinicke slike, tijeka i odgovora na terapiju kojoj je najznacajnije obiljezje prisutnost povisene
razine glukoze u krvi. To je kroni¢na, metabolicka bolest obiljezena poremecenim
metabolizmom ugljikohidrata, proteina 1 masti, a karakteriziraju ju akutne metabolicke te
kasne komplikacije na velikim i malim krvnim zilama, Zivcima te bazalnim membranama
tkiva (11, 21).

1.3.1. Klasifikacija SeCerne bolesti

Danas je prihvacena klasifikacija Americke dijabetoloske udruge iz 2000. godine. Tip
1 (ovisan o inzulinu) i tip 2 (neovisan o inzulinu) Se¢erne bolesti najces¢i su oblici bolesti.
Uzrok tipa 1 Seéerne bolesti unistenje je B-stanica gusterace koje proizvode inzulin §to dovodi
do apsolutnog manjka inzulina. To uniStenje moze biti autoimunosnog porijekla ili idiopatsko.
Uzrok tipa 2 Secerne bolesti poremecaj je u lucenju inzulina i rezistencija perifernih tkiva na
ucinak inzulina. Vrlo je vazno odrediti od kojeg tipa Secerne bolesti osoba boluje zbog

razli¢itog lijecenja i prognoze bolesti (11).
1.3.2. Lijecenje Secerne bolesti

Osnovni su ciljevi lijeCenja Secerne bolesti sprjecavanje akutnih 1 kroni¢nih
komplikacija bolesti, uspostava uredne metabolicke ravnoteze u organizmu, postizanje radne
sposobnosti i urednoga socijalnog Zivota te kod djece tjelesnog i dusevnog razvoja. LijeCenje
edukacijom za samopracenje i1 samozbrinjavanje, pravilnom i dijetalnom prehranom te
tjelesnom aktivnosti potrebno je svakoj 0sobi koja boluje od Secerne bolesti. Ako razina
glukoze kod osoba sa Sefernom bolesti tipa 2 nakon osnovnih principa lijeenja nije
zadovoljavajuca, u terapiju se dodaju oralni lijekovi, dok se kod Secerne bolesti tipa 1
primjenjuje inzulin. Lijekovi koji smanjuju apetit ili unos energije mogu djelovati na
smanjenje tjelesne mase osobe pa se time uspostavlja ravnoteza izmedu proizvedenog inzulina
I potrebe organizma za inzulinom te posljedi¢no poboljsanje reguliranja glukoze u krvi iako ti

lijekovi ne sudjeluju neposredno u metabolizmu glukoze (11).

Lijekovi koji se koriste u lijeCenju Secerne bolesti tipa 2 jesu derivati sulfonilureje
(glipizid, gliburid, glimepirid), meglitinidi (repaglinid), derivati D-fenilalanina (nateglinid),

bigvanidi (metformin), inhibitori a-glukozidaza (akarboza, miglitol), tiazolidindioni
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(rosiglitazon, pioglitazon), lijekovi na bazi inkretina (eksenatid, sitagliptin, liraglutid) te

analog amilina (pramlintid) (24).

Noviji pristupi lijeenju Secerne bolesti i njezinih komplikacija ukljucuju i razne
protuupalne lijekove zbog povezanosti Secerne bolesti s nekim upalnim stanjima poput
reumatoidnog artritisa, psorijaze i Chronove bolesti (25). Operacija Zeluca pokazala se kao
troskovno ucinkovito lijeCenje za pretile osobe sa Sefernom bolesti. Ima niske stope
komplikacija, rezultira trajnim gubitkom teZine i kontrolom glikemije, poboljSanjem kvalitete
zivota te ve¢im ukupnim prezivljenjem (26). UspjeSnija je metoda lijeCenja od uobicajene
medicinske terapije u izazivanju znacajnog gubitka tezine i kontroli Secerne bolesti, no
SeCerna bolest moze se ponovno pojaviti kao rezultat trajnog osSte¢enja B-stanica gusSterace
(27). Novi lijekovi za snizavanje razine glukoze zakomplicirali su lijeCenje Secerne bolesti
zadnjih godina. Postoji mnogo opcija za dvostruku kombiniranu terapiju, a kombinacija triju

oralnih lijekova koristi se sve ¢esce (28).
1.3.3. Metformin

Metformin je u zadnjih 40-ak godina donio revoluciju u lijeCenju Secerne bolesti te je
jos§ 1 danas najkoriSteniji lijek u lijecenju iste. Medunarodne smjernice preporucuju da se
metformin uvede $to je prije moguce nakon dijagnosticiranja SeCerne bolesti (29). Metformin
je predstavnik skupine bigvanida, oralnih lijekova za lije¢enje Secerne bolesti. Cjelokupni
mehanizam djelovanja bigvanida i dalje nije poznat, ali je primarni ucinak smanjenje
proizvodnje glukoze u jetri aktivacijom enzima protein-kinaze koju aktivira AMP (AMPK;
engl. AMP-activated protein kinase). Ostali mogué¢i manje vazni mehanizmi djelovanja jesu
smanjenje proizvodnje glukoze u bubrezima, usporavanje apsorpcije glukoze iz probavnog
trakta, izravna stimulacija glikolize u tkivima, povecano odstranjivanje glukoze iz krvi 1
smanjenje razine glukagona u plazmi. Unato¢ tomu $to uzrokuju probavne smetnje i rijetko
laktacidozu, bigvanidi se preporucuju kao terapija izbora u dijabetesu tipa 2 jer stede inzulin,
ne povecavaju tjelesnu tezinu, ne poticu nastanak hipoglikemije te smanjuju rizik od
makrovaskularnih i mikrovaskularnih bolesti (24). Novije studije dokazuju da metformin u
bolesnika sa Se¢ernom bolesti sprjeava nastanak karcinoma gusterace, njegov rast i daljnje
Sirenje u abdomen te smanjuje smrtnost (30, 31). Takoder, kod bolesnika sa Se¢ernom bolesti,
moze smanjiti rizik od nastanka raka pluca (32), debelog crijeva (33), bubrega (34),
mokra¢nog mjehura (35), prostate (36), endometrija (37), jajnika (38), vrata maternice (39) i

Stitnjae (40). lako ublazava sistemske simptome uzrokovane dijetom bogatom mastima,
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nema ucinka na neovaskularizaciju te o¢ne simptome poput retinopatije (41). Kontraindikacije
za primjenu bigvanida jesu bubrezne bolesti, alkoholizam, jetrene bolesti i stanja koja
pogoduju nastanku tkivne anoksije pri kojima je uz primjenu bigvanida povecan rizik od
laktacidoze (24). Zbog svojih ucinaka, metformin je lijek prvog izbora u lijeCenju Secerne
bolesti, a kombinacije lijekova u kojima je metformin osnovni lijek pokazuju sli¢ne rezultate
(42).

1.3.4. Liraglutid

Liraglutid je analog inkretina, crijevnog hormona koji potic¢e luéenje inzulina nakon
obroka i GLP-1 (engl. glucagone like polipeptide) analog, analog glukagonu sli¢nog
polipeptida koji je snazni stimulator sinteze i otpuStanja inzulina, inhibira izlucivanje
glukagona, usporava praznjenje zeluca te ima anoreksic¢ni uc¢inak. Odobren je 2014. godine za
lijecenje bolesnika s indeksom tjelesne mase veéim 30 kg/m? ili ve¢im od 27 kg/m? uz barem
jedan komorbiditet (hipertenziju, dislipidemiju ili Se¢ernu bolest tipa 2) (11, 24). Siroko se
koristi za lijeCenje SeCerne bolesti tipa 2 1 primjenjuje se subkutanim injekcijama, a
farmakokineticka svojstva liraglutida omoguéuju djelovanje od 24 sata sa samo jednom
dozom dnevno (43). Siguran je, dobro se podnosi i poboljsava u¢inak jetrenih enzima (44). To
moze biti razlog zasto liraglutid znac¢ajno poboljsava kontrolu glikemije i smanjuje tjelesnu
masu te tako poboljsava kvalitetu zivota u pretilih pacijenata sa SeCernom bolesti (45).
Takoder, liraglutid smanjuje aterosklerozu i upalu bubrega u miseva (46), poboljsava kardio-
metaboli¢ke rizicne ¢imbenike u pacijenata s metabolickim sindromom (47), smanjuje
smrtnost od kardiovaskularnih uzroka u pacijenata sa SeCernom bolesti (48) te snizava
sistolicki  tlak (49). NajceS¢e su prijavljene nuspojave kod koristenja liraglutida
gastrointestinalne (mucnina, povracanje 1 proljev). Najizrazenije su tijekom pocetnog
razdoblja terapije dok im kasnije ucestalost opada (49). Od ove godine u Americi je, uz
empagliflozin, liraglutid preporuc¢en za pacijente s dobro reguliranom Secernom bolesti i
uspostavljenom ateroskleroticnom kardiovaskularnom bolesti jer smanjuju smrtnost u takvih

pacijenata (50).
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Dijeta bogata mastima i Secerima izaziva pojavu masne steatoze jetre, Sto se vidi kao

povecana koli¢ina masti u hepatocitima.

Metformin i liraglutid razlic¢ito djeluju na muzjake i Zenke, §to se moze kvantificirati s

obzirom na koli¢inu i veli¢inu masnih kapljica u jetri kao i obim upale.
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Ciljevi su ovog istrazivanja:

1. Koristenjem histoloskog bojenja na masti, kvantificirati broj i veli¢inu masnih
kapljica u hepatocitima te medusobno usporediti zivotinje hranjene standardnom

dijetom 1 dijetom bogatom mastima i Se€erima.

2. Koristenjem histoloskog bojenja na masti, kvantificirati broj i veli¢inu masnih
kapljica u hepatocitima te medusobno usporediti Zivotinje tretirane metforminom i
liraglutidom s kontrolnom skupinom koja je bila izloZena masnoj dijeti bogatoj

SeCerima, ali netretirana.

3. Koristenjem histoloSkog bojenja na retikulin po Gomoriju i imunohistokemijskog
bojenja na M1 (CD 197) i M2 (CD 206) makrofage, kvantificirati makrofage u
subkapsularnom i sredi$njem dijelu jetre te perivaskularno; medusobno usporediti

4 skupine zivotinja s obzirom na stupanj upale.

4. Medusobno usporediti u¢inak metformina i liraglutida (s obzirom na koli¢inu
masti 1 obim upale) prvo na muzjacima, zatim na Zenkama 1 kona¢no usporediti

djelovanje istih lijekova na muzjake u odnosu na Zenke.
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4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je provedeno kao studija parova (Zivotinje na standardnoj dijeti prema
zivotinjama na dijeti bogatoj mastima 1 Seferima; Zivotinje na dijeti bogatoj mastima i
SeCerima prema zivotinjama tretiranim metforminom ili liraglutidom nakon dijete bogate

mastima i Secerima).
4.2. Materijali

U studiju je ukljuceno 32 muzjaka i 32 zenke Sprague-Dawley $takora u dobi od 44
tjedna, podijeljenih u 4 skupine po 8 muzjaka odnosno 8 Zenki u svakoj skupini. Prva
kontrolna skupina (muzjaka i Zenki) hranjena je normalnom (standardnom) hranom i nije
dobivala terapiju. Druga kontrolna, tre¢a (prva eckSperimentalna) i cetvrta (druga
eksperimentalna) skupina hranjene su hranom bogatom (s visokim postotkom) mastima i
SeCerima kroz 20 tjedana. Trec¢oj je skupini u dobi od 50 tjedana uvedena terapija
metforminom, a cetvrtoj liraglutidom. U dobi od 64 tjedna Zivotinje su zrtvovane,
anestezirane ketaminom intramuskularno (Ketanest, Pfizer Corporation, New York City, NY,
USA; koncentracija: 30 mg/kg) i dodatno inhalacijskim plinom izofluranom (Forane®,
Abbott Laboratories Ltd, Chicago, IL, USA). Jetre su izolirane i fiksirane 4 %-tnim
paraformaldehidom u trajanju od 24 sata, krioprotektirane saharozom, smrznute imerzijom u
prethodno ohladenom 2-metilbutanu i spremljene na -80 °C do analize. Ovaj dio studije
financiran je od strane RECOOP HST udruzenja, a zivotinje su uzgojene i tretirane na
Fakultetu za farmaciju iz Szegeda. Studija je zavrSena 20. studenog 2015. godine. Za studiju
je dobiveno eti¢ko dopustenje Farmaceutskog fakulteta u Szegedu. Nakon toga, skupljeni
fiksirani uzorci jetrenog tkiva preneseni su na Medicinski fakultet Osijek, a diplomski je rad
napravljen na arhivi ovih uzoraka u sklopu HRZZ projekta "Patofizioloske posljedice
promjene sastava lipidnih splavi* pod brojem 1P-2014-09-2324 ¢ija je voditeljica prof. Heffer.

4.3. Metode

Fiksirana, krioprotektirana i smrznuta 64 uzorka jetre izrezana su pomocu kriostata na
rezove debljine 16 um (za bojenje Sudan Black B bojom) i 20 um (za ostala bojenja) i
obojena histoloskim bojama Sudan Black B (za makrolokalizaciju masnih kapljica u jetri)

odnosno Oil Red O (za odredivanje povrsine pojedinih masnih kapljica). Rezovi su
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dehidrirani i poklopljeni pokrovnim stakalcima te su pod mikroskopom Zeiss Axioskop 2
MOT (Carl Zeiss Microscopy, Thornwood, NY, USA) slikani na 100 x (Sudan Black B) i
200 x (Qil Red O) povecanju, Olympus D70 fotoaparatom (Olympus, Hamburg, Germany)

montiranim na mikroskop. Zatim je u programu ImageJ nacinjena kvantifikacija.
4.3.1. Makrolokalizacija masnih kapljica

Za makrolokalizaciju masnih kapljica u jetri koriSteno je bojenje histoloSkom bojom
Sudan Black B (Merck, Kenilworth, NJ, USA, 1 % u 70 % etanolu). Nakon rezanja, preparati
su direktno s mikrotoma prebaceni na zelatinom obloZena stakalca i suSeni 30 minuta. Prije
bojenja stakalca su postavljena na postolja u plastiénoj komori zasi¢enoj parom etilnog
alkohola u trajanju od 5 minuta. Sudan Black B boja potom je nanesena na stakalca i
ostavljena na njima 8 minuta u zatvorenoj komori. Nakon toga, boja je njezno isprana
destiliranom vodom (dH20) pa 70 %-tnim etanolom 90 sekundi i onda je alkohol ispran
destiliranom vodom. Nakon toga nanesena je Nuclear Fast Red (Merck, Kenilworth, NJ,
USA, 0,1 % u dH20) boja za bojenje jezgri na 3 minute te zatim isprana 2 puta po 2 minute u
destiliranoj vodi. Stakalca su pokrivena Crystal Mountom (Biomeda corp. Foster city, CA).
Nakon slikanja povrsine od 0,03 mm? na 100 x poveéanju, slike su analizirane u programu
ImageJ. Kvantifikacija se sastojala od odredivanja podruc¢ja veli¢ine 1000 x 100 piksela
(0,0173 mm?), jednog u subkapsularnom, a drugog u sredi$njem dijelu jetre. Subkapsularni je
dio jetre odreden kao malo podru¢je odmah ispod ruba jetre. Slike su kvantificirane kao
postotak tamnog podrucja unutar 1000 x 100 piksela. Tamno podrucje odredeno je pragom
(engl. threshold) namjestenim na 0 — 100. Odredivanje praga metoda je kojom se slika dijeli
na dvije (ili vise) skupina piksela. U ovom slucaju tamni pikseli predstavljali su masne
kapljice, a ostali pikseli druge komponente jetrenog tkiva. Postotci povrsine koje zauzimaju
masne kapljice, zatim su statisticki analizirani usporedbom izmedu svake od 4 skupine
muzjaka te isto tako izmedu svake od 4 skupine Zenki Stakora posebno u subkapsularnom, a
posebno u sredisnjem dijelu jetre. Zatim su ti postotci usporedivani izmedu subkapsularnog i

sredi$njeg dijela jetre ekvivalentnih skupina.
4.3.2. Odredivanje povrsine pojedinih masnih kapljica

Za odredivanje povrSine pojedinih masnih kapljica u jetri koriSteno je bojenje
histoloskom bojom Oil Red O (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, otopina u izopropanolu).

Nakon rezanja, preparati su prebaceni U 1 X PBS. Potom se koristila slobodno plutajuca
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metoda bojenja (engl. free float) prema Vacci u trajanju od 5 minuta. Nakon toga preparati su
navuceni na stakalca te pokriveni Crystal Mountom (Biomeda corp. Foster city, CA). Nakon
slikanja na 200 x povecanju, slike su analizirane u programu ImageJ. Kvantifikacija se
sastojala od odredivanja podruéja veli¢ine 500 x 500 piksela, 5 u subkapsularnom i 5 u
srediSnjem dijelu jetre. Subkapsularni je dio jetre odreden kao malo podru¢je odmah ispod
ruba jetre. Slike su kvantificirane kao broj i veli¢ina svake Cestice u pikselima koja je vise od
50 % kruznog oblika, nijanse boje (engl. hue) 240 — 255 te svjetline (engl. brightness) 0 —
170. Nijansa i svjetlina boje dio su odredivanja praga boje §to je metoda kojom se slika dijeli
na dvije (ili viSe) skupina piksela. U ovom slu¢aju crveni pikseli navedenih karakteristika
predstavljali su masne kapljice, a ostali pikseli druge komponente jetrenog tkiva. Prosje¢ne
veli¢ine masnih kapljica zatim su statisticki analizirane usporedbom svake od 4 skupine
muZjaka te isto tako svake od 4 skupine zenki Stakora posebno u subkapsularnom, a posebno
u srediSnjem dijelu jetre. Zatim su te veli¢ine usporedivane izmedu subkapsularnog i

srediSnjeg dijela jetre ekvivalentnih skupina.
4.3.3. Odredivanje stupnja upale

Za odredivanje stupnja upale koriSteno je histolosko bojenje na retikulin po Gomoriju 1
imunohistokemijsko bojenje. Otopine koristene pri bojenju po Gomoriju bile su: srebrov nitrat
(AgNOs, Gram-mol, Zagreb, 10 %); amonijev hidroksid (NHsOH, Gram-mol, Zagreb, 25 %);
natrijev hidroksid (NaOH, 10 %); kalijev permanganat (KMnOQOs, TTT, Sveta Nedjelja, 1 %);
oksalna kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, 1 %); Zeljezna stipsa (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA, 2,5 %); formalin (Gram-mol, Zagreb, 5 %); zlatni klorid (Kemika,
Zagreb, 0,1 %); natrijev tiosulfat (Na2S203, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, 5 %).
Amonijakalno srebro pripremljeno je na sljedeci nacin: u 10 mL 10 %-tnog srebrovog nitrata
dodano je 2,5 mL 10 %-tnog natrijevog hidroksida; nakon S§to se talog slegnuo, uklonjen je
supernatant; talog je ispran dva puta u destiliranoj vodi ¢ekajuci oba puta da se talog nanovo
slegne i uklanjajuci supernatant pipetom; tijekom vrtnje polako su dodavane kapi amonijevog
hidroksida dok se talog nije ponovno otopio nakon toga dodana je kap do dvije 10 %-tnog
srebrovog nitrata dok otopina nije postala vrlo slabo opalescentna; na kraju je dodana
destilirana voda do ukupnog volumena od 20 mL. Preparati su oksidirani 1 %-tnim kalijevim
permanganatom 2 minute te isprani. Zatim su izbijeljeni u oksalnoj kiselini u trajanju od 2
minute te isprani vodom iz slavine. UCinjeni su osjetljivima 2,5 %-tnom zeljeznom stipsom 1
minutu te ponovno isprani vodom iz slavine. Zatim su dobro isprani destiliranom vodom pa
30 sekundi tretirani amonijakalnim srebrom te dobro isprani destiliranom vodom. Reducirani
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su potom u 5 %-tnom formalinu dok nisu potamnili, dobro isprani vodom iz slavine, dobro
isprani destiliranom vodom te zatim tonirani 0,1 %-tnom otopinom zlatnog klorida. Ponovno
su isprani destiliranom vodom te fiksirani u 5 %-tnom natrijevom tiosulfatu 3 minute. Na
kraju su preparati dobro isprani pod mlazom vode iz slavine te stavljeni u 1 x PBS. Zatim su
navuceni na zelatinozna stakla i osuSeni. Dehidrirani su 2 puta 10 minuta u 20 %-tnom, po 10
minuta u 50 pa 70 %-tnom, zatim po 5 minuta u 96 i 100 %-tnom te dvije minute u 100 %-
tnom etanolu. Nakon toga 2 puta po 2 minute u ksilenu te pokriveni Histamountom. Nakon
slikanja na 400 x povecanju, slike su analizirane u programu ImageJ, Fiji dodatkom (engl.
plugin) Weka (Waikato Environment for Knowledge Analysis) Segmentational analysis, gdje
program naucen prepoznavati strukture na slici, potom obraduje slike kroz dodatak pomoc¢u
dobivenog skriptnog jezika (engl. macro language). Postotci povrsine koje zauzimaju
retikulinska vlakna zatim su statisti¢ki analizirani usporedbom izmedu svake od 4 skupine

muzjaka te isto tako izmedu svake od 4 skupine zenki Stakora.

Imunohistokemija je zapoceta pretretiranjem rezova u 1 x PBS-u 1 %-tnim govedim
serumom ¢ime je blokirano nespecifi¢éno vezanje s primarnim protutijelom. Od svakog uzorka
jetre napravljena su dva preparata. Jedni rezovi inkubirani su u monoklonskom Ze¢jem
primarnom protutijelu na M1 makrofage, CD 197 (Abcam, ab32527) u razrjedenju 1 : 1000
preko noc¢i na +4 °C, dok su drugi inkubirani u poliklonskom ze¢jem primarnom protutijelu
na M2 makrofage, CD 206 (Abcam, ab64693). Rezovi su zatim ispirani u 1 x PBS-u 2 puta po
10 minuta i inkubirani u sekundarnom kozjem protuze¢jem protutijelu (A-11034) u
razrjedenju 1 : 500 konjugiranim s AF 488 na +4 °C kroz 4 sata. Rezovi su nakon toga
ispirani u 1 x PBS-u 3 puta po 10 minuta te je nakon navlafenja preparata na stakalca
neutralizirana pozadinska fluorescencija jetre sa Sudan Black B bojom da jezgre bojene DAPI
(Roth, Karlsruhe, razrjedenje 1 : 1000) bojom ostanu vidljive. Na kraju su preparati pokriveni
Vectashield pokrivalom i pokrovnim staklom te mikroskopirani. Nakon slikanja na 200 x
povecanju, kvantifikacija je nacinjena u programu ImageJ ru¢nim prebrojavanjem pojedinih
makrofaga u cijelom vidnom polju u subkapsularnom i sredi$njem dijelu te perivaskularnom
tkivu jetre. Subkapsularni je dio jetre odreden kao malo podrucje odmah ispod ruba jetre, a

perivaskularno tkivo jetre kao usko podrucje oko jetrenih krvnih zila.
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4.4. Statisti¢ke metode

Normalnost raspodjele numerickih varijabli testirana je Lilieforsovom inacicom
Kolmogorov-Smirnovljenovog testa. Numericki podatci koji slijede normalnu raspodjelu
opisani su aritmetiCkom sredinom i standardnom devijacijom, a u ostalim slucajevima
medijanom 1 granicama interkvartilnog raspona. Razlike normalno raspodijeljenih numerickih
varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina testirane su Studentovim t testom, a u slucaju
odstupanja od normalne raspodjele Mann-Whitneyevim U testom. Sve su P vrijednosti
dvostrane. Razina znacajnosti postavljena je na o = 0,05. Za statisticku analizu koristen je

statisticki program Statistica 12 (Quest Software Inc., Aliso Viejo, CA, SAD).
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5. REZULTATI
5.1. Rezultati analize makrolokalizacije masnih kapljica u jetri

U svakom uzorku nasumicno su odredena dva podrucja veli¢ine 1000 x 100
piksela (jedno u subkapsularnom, a drugo u sredi$njem dijelu jetre) u kojima je izraunat
postotak povrSine koji zauzimaju masne kapljice. Dobiveni rezultati usporedivani su u
subkapsularnom i sredi$njem dijelu jetre izmedu svake od 4 skupine Stakora kod muzjaka i
zenki (Slika 1). Stakori hranjeni masnom i slatkom (eksperimentalnom) hranom (skupine 2m i
2f) imaju veci postotak masnih kapljica u subkapsularnom i sredis$njem dijelu jetre od Stakora
hranjenih normalnom hranom (skupine 1m 1 1f). Ta je razlika statisticki znacajna kod
muzjaka, dok kod Zenki nije. Stakori tretirani liraglutidom nakon masne i slatke dijete
(skupine 4m i 4f) imaju manji postotak masnih kapljica u subkapsularnom i sredisnjem dijelu
jetre od stakora tretiranih metforminom nakon masne i slatke dijete (skupine 3m i 3f). Ta je
razlika statisticki znacajna kod Zenki, dok kod muZzjaka nije. Osim u srzi jetre muzjaka, ne
postoji statisticki znaCajno smanjenje U postotku masnih kapljica nakon tretiranja
liraglutidom, iako je razlika vidljiva (Slike 2 — 5, Tablica 1). Razina znacajnosti postavljena je
na o = 0,05. Kod usporedivanja subkapsularnog i sredi$njeg dijela jetre, sve su vrijednosti

znacajnosti testa (P) ispod zadane o granice (Tablica 2).

2. SKUPINA

AP w N2

R 2 E N

Slika 1. Preparati jetre obojeni histoloskom bojom Sudan Black B. Cetiri skupine muZjaka i
zenki hranjenih standardnom (1. skupina), eksperimentalnom (2. skupina) hranom te tretiranih
metforminom (3. skupina), odnosno liraglutidom (4. skupina) nakon eksperimentalne
prehrane. Skenirao autor pomo¢u Nikon Supercool 9000.
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Slika 2. Muzjaci — subkapsularni dio jetre. Postotak povrSine koji zauzimaju masne
kapljice u subkapsularnom dijelu jetre 4 skupine Stakora muzjaka hranjenih standardnom (1),
eksperimentalnom (2) hranom te tretiranih metforminom (3), odnosno liraglutidom (4) nakon
eksperimentalne prehrane.
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Slika 3. Zenke — subkapsularni dio jetre. Postotak povrsine koji zauzimaju masne kapljice
u subkapsularnom dijelu jetre 4 skupine Stakora zenki hranjenih standardnom (1),
eksperimentalnom (2) hranom te tretiranih metforminom (3), odnosno liraglutidom (4) nakon
eksperimentalne prehrane.
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Slika 4. Muzjaci — srediSnji dio jetre. Postotak povrsine koji zauzimaju masne kapljice u
srediSnjem dijelu jetre 4 skupine Stakora muzjaka hranjenih standardnom (1),
eksperimentalnom (2) hranom te tretiranih metforminom (3), odnosno liraglutidom (4) nakon
eksperimentalne prehrane.
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Slika 5. Zenke — sredi$nji dio jetre. Postotak povrsine koji zauzimaju masne kapljice u srzi
jetre 4 skupine Stakora zenki hranjenih standardnom (1), eksperimentalnom (2) hranom te
tretiranih metforminom (3), odnosno liraglutidom (4) nakon eksperimentalne prehrane.
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Tablica 1. Statisticki znacajne razlike u postotku povrsine koji zauzimaju masne kapljice u

subkapsularnom i srediSnjem dijelu jetre izmedu 4 skupine Stakora muzjaka i Zenki.

Usporedivane skupine® P+
1m — sredisnji dio jetre 2m — sredis$nji dio jetre 0,002
2m — sredi$nji dio jetre 4m — sredisnji dio jetre 0,04
1m — subkapsularni dio jetre 2m — subkapsularni dio jetre 0,002
1m — subkapsularni dio jetre 3m — subkapsularni dio jetre 0,003
1m — subkapsularni dio jetre 4m — subkapsularni dio jetre 0,03
1f — sredi$nji dio jetre 3f — sredisnji dio jetre 0,001
1f — sredi$nji dio jetre 4f — sredisnji dio jetre 0,03
2f — sredisnji dio jetre 3f — sredisnji dio jetre 0,002
3f — sredisnji dio jetre 4f — sredisnji dio jetre 0,003
1f — subkapsularni dio jetre 3f — subkapsularni dio jetre 0,01
3f — subkapsularni dio jetre 4f — subkapsularni dio jetre 0,02

* Broj oznacava skupinu S$takora: 1 — hranjeni standardnom hranom; 2 — hranjeni
eksperimentalnom hranom; 3 — tretirani metforminom nakon eksperimentalne prehrane; 4 —
tretirani liraglutidom nakon eksperimentalne prehrane. Slovo oznafava spol Stakora: m —
muzjaci; f — Zenke.

1 Mann Whitney U test

Tablica 2. Usporedba postotka povrSine Kkoji zauzimaju masne kapljice izmedu

subkapsularnog i sredi$njeg dijela jetre u 4 skupine Stakora muzjaka i Zenki.

Usporedivane skupine® P+
1m — sredi$nji dio jetre 1m — subkapsularni dio jetre 0,002
2m — sredi$nji dio jetre 2m — subkapsularni dio jetre 0,03
3m — sredi$nji dio jetre 3m — subkapsularni dio jetre 0,003
4m — sredisnji dio jetre 4m — subkapsularni dio jetre 0,002
1f — sredi$nji dio jetre 1f — subkapsularni dio jetre 0,002
2f — sredisnji dio jetre 2f — subkapsularni dio jetre < 0,001
3f — sredisnji dio jetre 3f — subkapsularni dio jetre 0,001
4f — sredisnji dio jetre 4f — subkapsularni dio jetre 0,008

* Broj oznacava skupinu Stakora: 1 — hranjeni standardnom hranom; 2 — hranjeni
eksperimentalnom hranom; 3 — tretirani metforminom nakon eksperimentalne prehrane; 4 —
tretirani liraglutidom nakon eksperimentalne prehrane. Slovo oznacava spol Stakora: m —
muzjaci; f — Zenke.

1 Mann Whitney U test
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5.2. Rezultati analize povrS$ine pojedinih masnih kapljica

U svakom je preparatu nasumi¢no odabrano 10 podrucja veli¢ine 500 x 500
piksela (5 u subkapsularnom i 5 u sredisnjem dijelu jetre) u kojima je izraunata veli¢ina
svake masne kapljice u pikselima. Dobiveni rezultati usporedivani su u subkapsularnom i
sredi$njem dijelu jetre izmedu svake od 4 skupine (Slike 6 i 7). U Stakora hranjenih masnom i
slatkom (eksperimentalnom) hranom (skupine 2m i 2f) masne su kapljice u subkapsularnom i
sredisnjem dijelu jetre vece od onih u Stakora hranjenih normalnom (Standardnom) hranom
(skupine 1m 1 1f). Ta je razlika statisticki znacajna 1 kod muZjaka 1 kod Zenki. U Stakora
tretiranih liraglutidom nakon masne i slatke dijete (skupine 4m i 4f) masne su kapljice u
subkapsularnom i srediSnjem dijelu jetre manje od onih u Stakora tretiranih metforminom
nakon masne i slatke dijete (skupine 3m i 3f). Ta je razlika statisti¢ki znacajna i kod muzjaka i
kod Zenki. Takoder, postoji statisticki znacajno smanjenje veli¢ine masnih kapljica nakon
tretiranja liraglutidom (Slika 8, Tablica 3). Razina znacajnosti postavljena je na o = 0,05.
Osim u muzjaka hranjenih masnom i slatkom hranom, kod usporedivanja subkapsularnog i
srediSnjeg dijela jetre, sve su vrijednosti znacajnosti testa (P) ispod zadane a granice (Tablica
4). Odnosno, postoji statisticki znacajna razlika u veli¢ini masnih kapljica izmedu

subkapsularnog i sredi$njeg dijela jetre u svim skupinama muzjaka i zenki.

1. SKUPINA 2. SKUPINA 3. SKUPINA 4. SKUPINA
" <. > < 5 5 = o

- e Na 2

R 2 E N

Slika 6. Preparati jetre obojeni histolosSkom bojom Oil Red O. Rubni (subkapsularni) dijelovi
jetre Cetiri skupine muzjaka i zenki hranjenih standardnom (1. skupina), eksperimentalnom (2.
skupina) hranom te tretiranih metforminom (3. skupina), odnosno liraglutidom (4. skupina)
nakon eksperimentalne prehrane. Fotografirao autor Olympus D70 fotoaparatom (Olympus,
Hamburg, Germany) montiranim na mikroskop Zeiss Axioskop 2 MOT.
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Slika 7. Preparati jetre obojeni histoloskom bojom Oil Red O. Sredi$nji dijelovi jetre Cetiri
skupine muzjaka i zenki hranjenih standardnom (1. skupina), eksperimentalnom (2. skupina)
hranom te tretiranih metforminom (3. skupina), odnosno liraglutidom (4. skupina) nakon
eksperimentalne prehrane. Fotografirao autor Olympus D70 fotoaparatom (Olympus,
Hamburg, Germany) montiranim na mikroskop Zeiss Axioskop 2 MOT.
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Slika 8. Aritmeticke sredine veli¢ine pojedinih masnih kapljica u subkapsularnom i
srediSnjem dijelu jetre 4 skupine Stakora muzjaka (1m, 2m, 3m i 4m) i zenki (1f, 2f, 3f i 4f)
hranjenih standardnom (1m i 1f), eksperimentalnom (2m i 2f) hranom te tretiranih
metforminom (3m i 3f), odnosno liraglutidom (4m i 4f) nakon eksperimentalne prehrane.
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Tablica 3. Statisti¢ki znacajne razlike u veli¢ini pojedinih masnih kapljica u subkapsularnom

i srediSnjem dijelu jetre izmedu 4 skupine Stakora muzjaka i Zenki.

Usporedivane skupine® P+
1m — sredisnji dio jetre 2m — sredis$nji dio jetre <0,001
2m — sredi$nji dio jetre 4m — sredisnji dio jetre <0,001
3m — sredi$nji dio jetre 4m — sredi$nji dio jetre <0,001

1m — subkapsularni dio jetre 2m — subkapsularni dio jetre <0,001
2m — subkapsularni dio jetre 4m — subkapsularni dio jetre 0,01
3m — subkapsularni dio jetre 4m — subkapsularni dio jetre 0,02
1f — sredi$nji dio jetre 2f — sredi$nji dio jetre < 0,001
2f — sredisnji dio jetre 3f — sredisnji dio jetre < 0,001
2f — sredisnji dio jetre 4f — sredisnji dio jetre < 0,001
3f — sredisnji dio jetre 4f — sredisnji dio jetre 0,04
1f — subkapsularni dio jetre 2f — subkapsularni dio jetre <0,001
2f — subkapsularni dio jetre 4f — subkapsularni dio jetre <0,001
3f — subkapsularni dio jetre 4f — subkapsularni dio jetre <0,001

* Broj oznacava skupinu S$takora: 1 — hranjeni standardnom hranom; 2 — hranjeni
eksperimentalnom hranom; 3 — tretirani metforminom nakon eksperimentalne prehrane; 4 —
tretirani liraglutidom nakon eksperimentalne prehrane. Slovo oznafava spol Stakora: m —

muzjaci; f — Zenke.
1 Mann Whitney U test

Tablica 4. Statisticki znacajne razlike u veli¢ini pojedinih masnih kapljica izmedu

subkapsularnog i srediSnjeg dijela jetre 4 skupine Stakora muZzjaka i Zenki.

Usporedivane skupine® Pt

1m — sredi$nji dio jetre 1m — subkapsularni dio jetre < 0,001
3m — sredi$nji dio jetre 3m — subkapsularni dio jetre 0,01

4m — sredisnji dio jetre 4m — subkapsularni dio jetre < 0,001
1f — sredi$nji dio jetre 1f — subkapsularni dio jetre < 0,001
2f — sredisnji dio jetre 2f — subkapsularni dio jetre < 0,001
3f — sredisnji dio jetre 3f — subkapsularni dio jetre < 0,001
4f — sredisnji dio jetre 4f — subkapsularni dio jetre < 0,001

* Broj oznacava skupinu Stakora: 1 — hranjeni standardnom hranom; 2 — hranjeni
eksperimentalnom hranom; 3 — tretirani metforminom nakon eksperimentalne prehrane; 4 —
tretirani liraglutidom nakon eksperimentalne prehrane. Slovo oznafava spol Stakora: m —

muzjaci; f — Zenke.
 Mann Whitney U test
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5.3. Rezultati analize stupnja upale

U svakom uzorku jetre izraCunat je postotak povrSine Koji zauzimaju retikulinska
vlakna. Dobiveni rezultati usporedivani su izmedu sve 4 skupine Stakora u muzjaka i zenki
(Slike 9 i 10). Muski Stakori hranjeni masnom i slatkom (eksperimentalnom) hranom (skupina
2m) imaju veéi postotak retikulinskih vlakana u jetri od stakora hranjenih normalnom hranom
(skupina 1m). Ta razlika nije statisticki znacajna. Muski $takori tretirani liraglutidom nakon
masne i slatke dijete (skupina 4m) imaju statisticki znacajno manji postotak retikulinskih
vlakana u jetri od stakora hranjenih masnom i slatkom hranom te onih tretiranih metforminom
nakon masne i slatke dijete (skupine 2m i 3m). Zenski §takori hranjeni masnom i slatkom
hranom (skupina 2f) kao i oni tretirani liraglutidom nakon masne i slatke dijete (skupina 4f)
imaju statisticki znacajno manji postotak retikulinskih vlakana u jetri od Stakora hranjenih
normalnom hranom (skupina 1f) te onih tretiranih metforminom nakon masne i slatke dijete
(skupina 3f). Razina znacajnosti postavljena je na a = 0,05. Vrijednosti znacajnosti testa (P)
ispod zadane o granice oznacuju statisticki znacajnu razliku izmedu dvije usporedivane

skupine (Slike 11 i 12, Tablica 5).

1. SKUPINA 2. SKUPINA 3. SKUPINA

Slika 9. Preparati jetre obojeni po Gomoriju. Rubni (subkapsularni) dijelovi jetre Cetiri
skupine muzjaka i1 Zenki hranjenih standardnom (1. skupina), eksperimentalnom (2. skupina)
hranom te tretiranin metforminom (3. skupina), odnosno liraglutidom (4. skupina) nakon
eksperimentalne prehrane. Fotografirao autor Olympus D70 fotoaparatom (Olympus,
Hamburg, Germany) montiranim na mikroskop Zeiss Axioskop 2 MOT.
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Slika 10. Preparati jetre obojeni po Gomoriju. Sredisnji dijelovi jetre Cetiri skupine muzjaka i
zenki hranjenih standardnom (1. skupina), eksperimentalnom (2. skupina) hranom te tretiranih
metforminom (3. skupina), odnosno liraglutidom (4. skupina) nakon eksperimentalne
prehrane. Fotografirao autor Olympus D70 fotoaparatom (Olympus, Hamburg, Germany)
montiranim na mikroskop Zeiss Axioskop 2 MOT.
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Slika 11. MuZjaci — cijela jetra. Postotak povrsine koji zauzimaju retikulinska vlakna u jetri
4 skupine Stakora muZjaka hranjenih standardnom (1), eksperimentalnom (2) hranom te
tretiranih metforminom (3), odnosno liraglutidom (4) nakon eksperimentalne prehrane.
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T Minimum —
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Slika 12. Zenke — cijela jetra. Postotak povrsine koji zauzimaju retikulinska vlakna u jetri 4
skupine Stakora muzjaka hranjenih standardnom (1), eksperimentalnom (2) hranom te
tretiranih metforminom (3), odnosno liraglutidom (4) nakon eksperimentalne prehrane.

Tablica 5. Statisticki znacajne razlike u postotku povrsine koji zauzimaju retikulinska vlakna

izmedu 4 skupine Stakora muZzjaka i Zenki.

Usporedivane skupine™ Pt
2m 4m 0,04
3m 4m 0,001
1f 2f 0,005
1f 4f 0,006
2f 3f 0,04
3f 4f 0,02

* Broj oznaCava skupinu Stakora: 1 — hranjeni standardnom hranom; 2 — hranjeni
eksperimentalnom hranom; 3 — tretirani metforminom nakon eksperimentalne prehrane; 4 —
tretirani liraglutidom nakon eksperimentalne prehrane. Slovo oznafava spol Stakora: m —

muzjaci; f — Zenke.
+ Mann Whitney U test
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U svakom uzorku u subkapsularnom i srediSnjem dijelu te perivaskularnom tkivu jetre
muzjaka i zenki izbrojani su M1 i M2 makrofazi. Dobiveni rezultati usporedivani su izmedu
sve 4 skupine Stakora u muzjaka i zenki (Slike 13 — 15; 19 — 21). Broj M1 i M2 makrofaga
veéi je u Zenki nego u muzjaka u gotovo svim skupinama, ali statisti¢ki znacajna razlika u
smanjenju stupnja upale izmedu muzjaka i Zenki ne postoji. Kod muZzjaka je liraglutid, iako ne
u svakoj skupini statisticki znac¢ajno, smanjio stupanj upale u subkapsularnom i srediSnjem
dijelu te perivaskularnom tkivu jetre (Slike 16 — 18; 22 — 24, Tablice 6 i 7). Zanimljivo je to
Sto je broj M1 i M2 makrofaga kod Zenki hranjenih normalnom (standardnom) hranom
(skupina 1f) gotovo svugdje vecéi nego u Zenki tretiranih metforminom 1 liraglutidom nakon
masne i slatke dijete (skupine 3f i 4f), a negdje ¢ak i od Zenki hranjenih masnom i slatkom
(eksperimentalnom) hranom bez tretiranja lijekovima (skupina 2f). Razina znacajnosti
postavljena je na a = 0,05. U perivaskularnom tkivu jetre Zenki, osim izmedu prve i trece
skupine, razlike u broju M2 makrofaga izmedu svih skupina statisti¢ki su znacajne, odnosno

sve su vrijednosti znacajnosti testa (P) ispod zadane a granice (Tablica 7).
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Slika 13. Preparati jetre s u¢injenom imunohistokemijom na M1 makrofage (CD 197, primjeri
su prikazani strelicama). U prvom su redu rubni (subkapsularni) dijelovi jetre muzjaka, u
drugom negativne kontrole za muZzjake, u trecem rubni (subkapsularni) dijelovi jetre Zenki, a
u Cetvrtom negativne kontrole za Zenke. Stakori su hranjeni standardnom (1. skupina),
eksperimentalnom (2. skupina) hranom te tretirani metforminom (3. skupina), odnosno
liraglutidom (4. skupina) nakon eksperimentalne prehrane. Fotografirao autor Olympus D70
fotoaparatom (Olympus, Hamburg, Germany) montiranim na mikroskop Zeiss Axioskop 2
MOT.
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1. SKUPINA 2. SKUPINA 3. SKUPINA 4. SKUPINA

Slika 14. Preparati jetre s u¢injenom imunohistokemijom na M1 makrofage (CD 197, primjeri
su prikazani strelicama). U prvom su redu podru¢ja oko krvnih zila (perivaskularna tkiva)
jetre muzjaka, u drugom negativne kontrole za muzjake, u trecem podrucja oko krvnih zila
(perivaskularna tkiva) jetre Zenki, a u &etvrtom negativne kontrole za Zenke. Stakori su
hranjeni standardnom (1. skupina), eksperimentalnom (2. skupina) hranom te tretirani
metforminom (3. skupina), odnosno liraglutidom (4. skupina) nakon eksperimentalne
prehrane. Fotografirao autor Olympus D70 fotoaparatom (Olympus, Hamburg, Germany)
montiranim na mikroskop Zeiss Axioskop 2 MOT.
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1. SKUPINA 2. SKUPINA 3. SKUPINA 4. SKUPINA

- - - 200 pm

Slika 15. Preparati jetre s u¢injenom imunohistokemijom na M1 makrofage (CD 197, primjeri
su prikazani strelicama). U prvom su redu sredisnji dijelovi jetre muzjaka, u drugom
negativne kontrole za muzjake, u tre¢cem sredisnji dijelovi jetre Zenki, a u Cetvrtom negativne
kontrole za Zenke. Stakori su hranjeni standardnom (1. skupina), eksperimentalnom (2.
skupina) hranom te tretirani metforminom (3. skupina), odnosno liraglutidom (4. skupina)
nakon eksperimentalne prehrane. Fotografirao autor Olympus D70 fotoaparatom (Olympus,
Hamburg, Germany) montiranim na mikroskop Zeiss Axioskop 2 MOT.
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Slika 16. Subkapsularni dio jetre — M1 makrofazi. Broj M1 makrofaga u subkapsularnom
dijelu jetre 4 skupine Stakora muzjaka (1m, 2m, 3m i 4m) i Zenki (1f, 2f, 3f i 4f) hranjenih
standardnom (1m i 1f), eksperimentalnom (2m i 2f) hranom te tretiranih metforminom (3m i
3f), odnosno liraglutidom (4m i 4f) nakon eksperimentalne prehrane.

35

30

25
©
:,!P 20 T T Minimum -
o L maksimum
~
£ 15 - ® Medijan - 75 %
§ W 25 % - Medijan
=) 1 T

5

im 2m 3m 4m 1f 2f 3f af

Skupine

Slika 17. Perivaskularno tkivo jetre — M1 makrofazi. Broj M1 makrofaga u
perivaskularnom tkivu jetre 4 skupine stakora muzjaka (1m, 2m, 3m i 4m) i zenki (1f, 2f, 3f i
4f) hranjenih standardnom (1m i 1f), eksperimentalnom (2m i 2f) hranom te tretiranih
metforminom (3m i 3f), odnosno liraglutidom (4m i 4f) nakon eksperimentalne prehrane.
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Slika 18. Sredisnji dio jetre — M1 makrofazi. Broj M1 makrofaga u sredisnjem dijelu jetre 4
skupine Stakora muzjaka (1m, 2m, 3m i 4m) i zenki (1f, 2f, 3f i 4f) hranjenih standardnom
(Im i 1f), eksperimentalnom (2m i 2f) hranom te tretiranih metforminom (3m i 3f), odnosno
liraglutidom (4m i 4f) nakon eksperimentalne prehrane.

Tablica 6. Statisticki znacajne razlike u broju M1 makrofaga u subkapsularnom i sredi$njem

dijelu te perivaskularnom tkivu jetre izmedu 4 skupine Stakora muzjaka i Zenki.

Usporedivane skupine® P+

1Im — sredis$nji dio jetre 3m — srediSnji dio jetre 0,04

Im — sredis$nji dio jetre 4m — sredisnji dio jetre 0,01

2m — sredi$nji dio jetre 4m — sredisnji dio jetre 0,003

1m — perivaskularno tkivo jetre 3m — perivaskularno tkivo jetre 0,01
2m — perivaskularno tkivo jetre 3m — perivaskularno tkivo jetre 0,02
1m — subkapsularni dio jetre 4m — subkapsularni dio jetre 0,02
2m — subkapsularni dio jetre 4m — subkapsularni dio jetre 0,008
1f — sredi$nji dio jetre 2f — sredisnji dio jetre 0,003

2f — perivaskularno tkivo jetre 3f — perivaskularno tkivo jetre 0,04
1f — subkapsularni dio jetre 4f — subkapsularni dio jetre 0,008
2f — subkapsularni dio jetre 4f — subkapsularni dio jetre 0,008

* Broj oznacava skupinu Stakora: 1 — hranjeni standardnom hranom; 2 — hranjeni
eksperimentalnom hranom; 3 — tretirani metforminom nakon eksperimentalne prehrane; 4 —
tretirani liraglutidom nakon eksperimentalne prehrane. Slovo oznacava spol Stakora: m —
muzjaci; f — Zenke.

1 Mann Whitney U test
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Slika 19. Preparati jetre s u¢injenom imunohistokemijom na M2 makrofage (CD 206, primjeri
su prikazani strelicama). U prvom su redu rubni (subkapsularni) dijelovi jetre muzjaka, u
drugom negativne kontrole za muzjake, u tre¢cem rubni (subkapsularni) dijelovi jetre Zenki, a
u Cetvrtom negativne kontrole za Zenke. Stakori su hranjeni standardnom (1. skupina),
eksperimentalnom (2. skupina) hranom te tretirani metforminom (3. skupina), odnosno
liraglutidom (4. skupina) nakon eksperimentalne prehrane. Fotografirao autor Olympus D70
fotoaparatom (Olympus, Hamburg, Germany) montiranim na mikroskop Zeiss Axioskop 2
MOT.
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1. SKUPINA 2. SKUPINA 3. SKUPINA 4. SKUPINA

Slika 20. Preparati jetre s u¢injenom imunohistokemijom na M2 makrofage (CD 206, primjeri
su prikazani strelicama). U prvom su redu podruc¢ja oko krvnih Zila (perivaskularna tkiva)
jetre muzjaka, u drugom negativne kontrole za muzjake, u trecem podruc¢ja oko krvnih Zzila
(perivaskularna tkiva) jetre Zenki, a u Getvrtom negativne kontrole za Zenke. Stakori su
hranjeni standardnom (1. skupina), eksperimentalnom (2. skupina) hranom te tretirani
metforminom (3. skupina), odnosno liraglutidom (4. skupina) nakon eksperimentalne
prehrane. Fotografirao autor Olympus D70 fotoaparatom (Olympus, Hamburg, Germany)
montiranim na mikroskop Zeiss Axioskop 2 MOT.
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Slika 21. Preparati jetre s u¢injenom imunohistokemijom na M2 makrofage (CD 206, primjeri
su prikazani strelicama). U prvom su redu sredisnji dijelovi jetre muzjaka, u drugom
negativne kontrole za muzjake, u trecem sredi$nji dijelovi jetre Zenki, a u Cetvrtom negativne
kontrole za Zenke. Stakori su hranjeni standardnom (1. skupina), eksperimentalnom (2.
skupina) hranom te tretirani metforminom (3. skupina), odnosno liraglutidom (4. skupina)
nakon eksperimentalne prehrane. Fotografirao autor Olympus D70 fotoaparatom (Olympus,
Hamburg, Germany) montiranim na mikroskop Zeiss Axioskop 2 MOT.

HEORHZOR QmZ
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Slika 22. Subkapsularni dio jetre — M2 makrofazi. Broj M2 makrofaga u subkapsularnom
dijelu jetre 4 skupine Stakora muzjaka (1m, 2m, 3m i 4m) i zenki (1f, 2f, 3f i 4f) hranjenih
standardnom (1m i 1f), eksperimentalnom (2m i 2f) hranom te tretiranih metforminom (3m i
3f), odnosno liraglutidom (4m i 4f) nakon eksperimentalne prehrane.
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Slika 23. Perivaskularno tkivo jetre — M2 makrofazi. Broj M2 makrofaga u

perivaskularnom tkivu jetre 4 skupine stakora muzjaka (1m, 2m, 3m i 4m) i zenki (1f, 2f, 3f i
4f) hranjenih standardnom (1m i 1f), eksperimentalnom (2m i 2f) hranom te tretiranih
metforminom (3m i 3f), odnosno liraglutidom (4m i 4f) nakon eksperimentalne prehrane.
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Slika 24. Sredi$nji dio jetre — M2 makrofazi. Broj M2 makrofaga u sredi$njem dijelu jetre 4
skupine Stakora muzjaka (1m, 2m, 3m i 4m) i zenki (1f, 2f, 3f i 4f) hranjenih standardnom
(Im i 1f), eksperimentalnom (2m i 2f) hranom te tretiranih metforminom (3m i 3f), odnosno
liraglutidom (4m i 4f) nakon eksperimentalne prehrane.

Tablica 7. Statisti¢ki znacajne razlike u broju makrofaga M2 u subkapsularnom i sredi$njem

dijelu te perivaskularnom tkivu jetre izmedu 4 skupine Stakora muzjaka i Zenki.

Usporedivane skupine® Pt
2m — subkapsularni dio jetre 4m — subkapsularni dio jetre 0,03

1f — sredi$nji dio jetre 2f — sredisnji dio jetre < 0,001

1f — sredi$nji dio jetre 3f — sredisnji dio jetre <0,001

1f — sredi$nji dio jetre 4f — sredisnji dio jetre 0,006
1f — perivaskularno tkivo jetre 2f — perivaskularno tkivo jetre 0,01
1f — perivaskularno tkivo jetre 4f — perivaskularno tkivo jetre 0,005
2f — perivaskularno tkivo jetre 3f — perivaskularno tkivo jetre 0,01
2f — perivaskularno tkivo jetre 4f — perivaskularno tkivo jetre 0,02
3f — perivaskularno tkivo jetre 4f — perivaskularno tkivo jetre 0,006

* Broj oznacava skupinu Stakora: 1 — hranjeni standardnom hranom; 2 — hranjeni
eksperimentalnom hranom; 3 — tretirani metforminom nakon eksperimentalne prehrane; 4 —
tretirani liraglutidom nakon eksperimentalne prehrane. Slovo oznacava spol Stakora: m —
muzjaci; f — Zenke.

1 Mann Whitney U test

35



6. RASPRAVA

6. RASPRAVA

Svrha ovog istrazivanja bila je istraziti promjene u koli¢ini i veli¢ini masnih kapljica te
stupnju upale pri promjeni prehrane s normalne na prehranu bogatu mastima i Seéerima te

promjene nakon tretiranja metforminom, odnosno liraglutidom.

Nealkoholna masna bolest jetre naj¢esca je bolest jetre na svijetu, a pretilo je do 80 %
osoba koje boluju od te bolesti (51). To je stanje talozenja masti u jetri u odsutnosti alkohola
koje je povezano s pretilosti i prekomjernom tezinom (52). Masna jetra prekursor je
nealkoholnog steatohepatitisa koji u do 25 % slucajeva moze progredirati u cirozu jetre (53).
Povecani unos masti i dijeta bogata SeCerima povezani su s mnogim komponentama
metaboli¢kog sindroma pa tako i masne jetre (54). Osnova svakog terapijskog rezima za
pacijente s nealkoholnom masnom bolesti jetre promjena je zivotnog stila usmjerena na
gubitak tezine i vjezbanje (55). Osim do metaboli¢kog sindroma i masne jetre, prehrana
bogata mastima i Secerima moze dovesti do Secerne bolesti. I promjena nacina zivota i
lijeCenje metforminom smanjuju ucestalost dijabetesa kod osoba s visokim rizikom, no
promjena je zivotnih navika ucinkovitija (56). Iako je ucinkovitija, promjena zivotnih navika
nekada nije dovoljna za smanjenje razine glukoze i masti, a tada se u terapiju dodaju lijekovi
medu kojima su i metformin i liraglutid (11). lako se jetra opcenito smatra homogenim
organom, poznato je da postoje razliCite zone jetre koje pokazuju razli¢it metabolizam.
Zonacija jetre sklona je promjenama u fizioloskim i patofizioloskim stanjima jetre (57). Stoga
je u ovom radu jetra podijeljena na subkapsularni dio, perivaskularno tkivo i sredisnji dio da
bi se istrazile razlike u nakupljanju masnih kapljica i1 stupnju upale izmedu tih podrucja

jetrenog tkiva.

Ganz, Bukong i suradnici 2015. su godine 49 tjedana hranili miSeve dijetom bogatom
mastima i1 SeCerima. Dijeta je inducirala cijeli spektar patofizioloskih promjena jetre koji
karakterizira napredovanje nealkoholne masne bolesti jetre u ljudi (58). Ishimoto, Lanaspa i
suradnici u svom istrazivanju iz 2013. godine zaklju€uju da se tjelesna teZina jetre povecavala
postupno u miseva divljeg tipa kao odgovor na dijetu bogatu mastima i Se¢erima, a to je bilo
povezano sa znacajnim postupnim povecanjem nakupljanja triglicerida i razvojem makro- i
mikrovezikularne steatoze jetre (59). Yang i Miyahara 2012. godine mjerenjem jetrenih
triglicerida 1 Oil Red bojenjem dokazuju povecano nakupljanje masti u miSeva nakon samo 2
tjedna dijete bogate mastima i Sec¢erima (60). U ovom je istrazivanju dijeta bogata mastima i

Secerima kod muzjaka dovela do statisticki zna¢ajnog povecanja koli¢ine masnih kapljica u
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subkapsularnom i sredi$njem dijelu jetre, a kod muZjaka i Zenki do povecanja prosjeéne

veli¢ine pojedinih masnih kapljica.

Ganz, Csak 1 Szabo 2014. su godine spolno specifi¢no istrazivali uc¢inak dijete bogate
Mastima na masnu jetru i upalu. Zakljucili su da postoji razlika izmedu zenki i muzjaka te da
muzjaci na takvoj dijeti pokazuju steatohepatitis i upalu, dok Zenke masnu jetru bez upale
(61). U ovom istrazivanju nisu primije¢ene razlike izmedu muzjaka i Zenki u povecéanju
koli¢ine nakupljene masti i upale. Medutim, razlike u ekvivalentnim skupinama postoje i
pokazuju da se viSe masti nakuplja u jetri muzjaka u sve 4 skupine te da su masne kapljice

kod muzjaka veée nego kod Zenki.

Nijedan lijek trenutno nije dostupan kao specifian tretman za masnu jetru i nijedan
lijek ne moZze zamijeniti promjene zivotnog stila. No, metformin zbog metabolickih u¢inaka i
njegove sigurnosti koristenja ostaje obecavajuci lijek u terapiji masne jetre (62). Kim, Lee i
suradnici 2016. su godine 14 tjedana svakodnevno tretirali pretile miSeve metforminom.
Nakupljanje masti mjerili su Oil Red bojenjem. Prikazali su da metformin lijeci pretilost
uzrokovanu dijetom bogatom mastima i Secerima i s njom povezan upalni odgovor te da bi se
mogao Koristiti kao uspjesna terapija protiv pretilosti (63). Song, Lee, Kim i suradnici godinu
ranije prikazali su rezultate svog istrazivanja iz kojeg su takoder izvukli zaklju¢ak da
metformin ublazava steatozu jetre (64). Zheng i suradnici zakljucuju da metformin ima
direktan ucinak na suzbijanje upalnih reakcija hepatocita i makrofaga tijekom upale jetre
inhibirajuéi proupalne ¢imbenike poput TNF-a i IL-6 (65). Medutim, Haukeland i suradnici u
rezultatima svog istrazivanja prikazuju kako lijecenje metforminom u trajanju od 6 mjeseci
nije poboljsalo histolosko stanje jetre u pacijenata s masnom jetrom (66), a Shields i
Thompson da metformin ima samo malo bolji uc¢inak od placeba (67). U ovom istraZivanju
metformin nije poboljsao histolosko stanje jetre, nego je povecao postotak povrsine kojeg
zauzimaju masne kapljice u jetri Stakora nakon dijete bogate mastima i Sec¢erima. Takoder,

smanjio je, iako ne statisti¢ki znacajno, veli¢ine pojedinih masnih kapljica.

Gao, Zeng i suradnici 2015. godine prikazali su kako liraglutid su ima antioksidativne
1 protuupalne ucinke u jetri i posljedicno ublazava steatozu jetre i otpornost na inzulin (68).
lako liraglutid ima teZe neZeljene ucinke od metformina, Armstrong i Houlihan u svojem
istrazivanju zakljucuju da je tretiranje liraglutidom od 1,8 mg kroz 26 tjedana sigurno, dobro
podnosivo od strane pacijenata te da poboljSava ucinak jetrenih enzima smanjujuci tezinu 1
kontrolirajuci glukozu u krvi (44). Ohki i Isogawa 2012. su godine usporedivali liraglutid sa
sitagliptinom 1 pioglitazonom, druga dva lijeka koristena u lijeCenju Seerne bolesti. Rezultati
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iz njihove studije pokazuju da je primjena liraglutida dovela ne samo do bolje kontrole
Secerne bolesti tipa 2 ve¢ 1 do smanjenja upale i fibroze jetre te tjelesne tezine (69). U novijoj
studiji iz 2016. godine Armstrong i Gaunt, biopsijama jetri pacijenata koji su imali
nealkoholni steatohepatitis i koji su lijeceni liraglutidom, dokazali su da liraglutid dovodi do
smanjenja histoloSkih obiljezja nealkoholnog steatohepatitisa (70). Eguchi i suradnici takoder
su iznijeli rezultate o smanjenju indeksa tjelesne mase, akumulacije visceralnih masnoca,
aminotransferaza i hiperglikemije u 19 bolesnika s biopsijom dokazanim nealkoholnim
steatohepatitisom tretiranim liraglutidom tijekom 24 tjedna (71). U jednogodi$njoj
retrospektivnoj studiji 2015. godine Cotugno, Nosso i suradnici usporedivali su ucinke
operacije zeluca s tretmanom liraglutidom u pacijenata sa Se¢ernom bolesti tipa 2, a veci je
ucinak imala operacija (72). Medutim, nisu svi pacijenti kandidati za operaciju, a imaju koristi
od neinvazivnog lije€enja. Ellen E Ladenheim u svojem pregledu podataka povezanih s
liraglutidom i pretilosti prikazuje da liraglutid dovodi do znacajnog gubitka tezine kod ljudi, s
prisutnim i bez prisutnog dijabetesa tipa 2, uz minimalne nuspojave i stoga je zanimljiv kao
mogucnost lijeCenja, kako Seerne bolesti, tako i masne jetre (73). Buse, Rosenstock i
suradnici 2009. su godine usporedivali tretiranje liraglutidom jednom dnevno 1 tretiranje
eksenatidom dva puta dnevno pacijenata s nekontroliranom Seéernom bolesti unato¢
maksimalnoj dozi metformina. Rezultati su pokazali da liraglutid u jednoj dozi dnevno daje
znatno veca poboljSanja u kontroli glikemije nego eksenatid dva puta dnevno, a jo§ se uz
jednostavniju primjenu bolje tolerira (74). Kao u spomenutim istraZivanjima, i u ovom je
istrazivanju liraglutid pokazao najbolje ucinke u tretiranju posljedica prehrane bogate
mastima 1 Secerima. U svim je skupinama koli¢ina masnih kapljica manja nakon tretiranja
liraglutidom u usporedbi s metforminom. Razlika je statisticki zna¢ajna kod Zenki. Smanjenje
veli¢ine masnih kapljica statisticki je znacajno uspjesnije tretiranjem Stakora liraglutidom
nego metforminom 1 kod muZjaka 1 kod Zenki nakon indukcije pretilosti dijetom bogatom
mastima i $eéerima. Sto se ti¢e upale, iako je upala nakon tretiranja liraglutidom manjeg
intenziteta nego nakon tretiranja metforminom, ne postoji statisticki znacajna razlika u broju
makrofaga, dok je statisticki znacajno manji postotak povrSine kojeg zauzimaju retikulinska

vlakna.

Prednosti ove studije kao istrazivanja parova svakako su brzo provodenje i niska
cijena te moguénost istrazivanja ucinaka vise ¢imbenika na rezultat. Ogranicenja ove studije
su ta Sto moZze istrazivati samo jedan ishod i nema ¢vrsto uporiSte za procjenu uzrocne

povezanosti. Teze je oblikovati valjanu kontrolnu skupinu i dogadaju se Cesti otkloni.
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U moru studija i istrazivanja teSko je rezultate dobivene od razli¢itih autora, u
razli¢itim zemljama i razliitim vremenima u razli¢itim uvjetima svesti na jedan zakljucak.
Sva su istrazivanja, ukljucujuéi i ovo, potvrdila davno prepoznatu posljedicu dijete bogate
mastima i Secerima, a to je nakupljanje masnih kapljica, kako u ostalim tkivima tako i u jetri,
te pojavu stanja zvanog masna jetra koje moze prijeci u steatohepatitis ili upalu masne jetre te
kasnije u jetrenu cirozu. Metformin kao lijek prvog izbora u lijeCenju Secerne bolesti pokazao
je mnoge pozitivne uc¢inke u smanjenju koli¢ine masti i upale u jetri, ali rezultati nekih studija,
kao i ove na Sprague-Dawley Stakorima pokazuju da metformin nema ucinka i u nekim
slucajevima cak povecava koli¢inu masnih kapljica u jetri i upalu jetrenog tkiva. S druge
strane, studije o liraglutidu pokazuju vecu korist u smanjenju indeksa tjelesne mase,
nakupljanja masti i poboljSanju hiperglikemije i steatohepatitisa. U ovoj je studiji takoder
dokazana vecéa ucinkovitost liraglutida od metformina u smanjenju koli¢ine i veli¢ine masnih
kapljica te stupnja upale u jetri. Iako u nekim studijama razlike izmedu muzjaka i Zenki
postoje, u ovom istrazivanju nema statisti¢ki znacajne razlike u promjeni karakteristika masne
jetre i steatohepatitisa. Medutim, medu ekvivalentnim skupinama, masne su kapljice vece te

ih je viSe kao 1 M1 1 M2 makrofaga u jetri muzjaka nego u jetri Zenki.

Kao nastavak ove studije trebalo bi napraviti imunohistokemiju s panmakrofagnim
primarnim protutijelom CD 68 radi odredivanja distribucije svih makrofaga te s primarnim
protutijelom CD 163 za prepoznavanje M1 makrofaga u cijelom jetrenom tkivu. Nakon toga,
trebalo bi sve metode ponoviti na ostalim tkivima, a svakako na masnom tkivu koje je glavni

organ za skladiStenje masti.
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Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

- koli¢ina nakupljenih masnih kapljica te veli¢ina pojedinih masnih kapljica vece su
U subkapsularnom i srediSnjem dijelu jetre Stakora koji su hranjeni dijetom

bogatom mastima i Se¢erima nego Stakora hranjenih normalnom dijetom,;

- liraglutid je smanjio stupanj upale u subkapsularnom i srediSnjem dijelu te

perivaskularnom tkivu jetre Stakora hranjenih masnom i slatkom hranom;

- koli¢ina i veli¢ina nakupljenih masnih kapljica te stupanj upale manji su u
subkapsularnom i sredi$njem dijelu jetre Stakora Koji su tretirani liraglutidom nego

u onih tretiranih metforminom:;

- koli¢ina i veli¢ina nakupljenih masnih kapljica veée su u subkapsularnom nego u

sredisnjem dijelu jetre u sve 4 skupine Stakora muzjaka i Zenki.
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Ciljevi istrazivanja: Utvrditi postoje li razlike u nakupljanju masnih kapljica, veli¢ini masnih
kapljica te stupnju upale u jetri izmedu Stakora hranjenih normalnom hranom, hranom
bogatom mastima i Secerima bez tretmana, te nakon prehrane bogate mastima i Secerima

tretiranih metforminom i liraglutidom.
Nacrt studije: Istrazivanje je provedeno kao studija parova.

Materijali i metode: U studiju je ukljuceno 32 muzjaka i 32 zenke Sprague-Dawley Stakora,
podijeljenih na 4 skupine po 8 u svakoj skupini. Prva skupina hranjena je normalnom
(standardnom) hranom i nije dobivala terapiju. Druga, tre¢a i Cetvrta skupina hranjene su
hranom bogatom mastima 1 Se¢erima kroz 20 tjedana. Trecoj je skupini u dobi od 50 tjedana
uvedena terapija metforminom, a Cetvrtoj liraglutidom. Fiksirana, krioprotektirana i smrznuta
64 uzorka jetre izrezana su kriostatom na rezove debljine 20 um i obojena histoloskim bojama
Sudan Black (za makrolokalizaciju masnih kapljica u jetri) odnosno Oil Red (za odredivanje
povrsine pojedinih masnih kapljica), a imunohistokemija i bojenje na retikulin po Gomoriju
radeni su za odredivanje stupnja upale. Rezovi su dehidrirani i poklopljeni pokrovnim

stakalcima te su pod mikroskopom fotografirani da bi se nacinila kvantifikacija.

Rezultati: Druga skupina $takora ima vise masnih kapljica u jetri i one su statisticki zna¢ajno
veCe nego u prvoj 1 Cetvrtoj skupini. Takoder, masnih je kapljica viSe 1 vece su u

subkapsularnom dijelu nego u sredisnjem dijelu jetre.

Zakljudak: Masna i slatka hrana uzrokuje masnu promjenu jetre, a liraglutid je u¢inkovitiji

od metformina u lijeCenju masne jetre i nealkoholnog steatohepatitisa.

Kljuéne rije€i: jetra; Stakori; masne kapljice; metformin; liraglutid; upala

41



9. SUMMARY

9. SUMMARY

Changes in fatty liver degeneration in response to metformin and liraglutide therapy in
rats on high fat high sugar diet

Objectives: The aim of this study is to determine whether there are differences in the
accumulation of fatty droplets, the size of fatty droplets and the rate of liver inflammation
between rats fed with normal food, food rich in fats and sugar, and after a diet rich in fat and

sugar treated with metformin and liraglutide.
Study design: The study was conducted as a matched pair study.

Materials and Methods: The study included 32 males and 32 females of Sprague-Dawley
rats, divided into 4 groups, 8 rats in each group. The first group was fed with normal
(standard) food and did not get any therapy. The second, third, and fourth group were fed with
food rich in fats and sugar for over 20 weeks. At the age of 50 weeks the third group
underwent metformin therapy, and the fourth liraglutide. Fixed, cryoprotected and frozen 64
liver samples were cut by cryostat in 20 um thick cuts and stained with Sudan Black (for
macrolocalization of fatty droplets in the liver) or Oil Red (for determining the surface area of
individual fatty droplets), and immunohistochemistry and staining on reticulin according to
Gomori were used to determine the rate of the inflammation. The cuts were dehydrated and

covered with cover slides and photographed under a microscope to form quantification.

Results: The second group of rats indicated more fatty droplets in the liver and they are
statistically significantly larger than in the first and the fourth group. Also, fatty droplets are

more and they are larger in the subcapsular part than in the central part of liver.

Conclusion: Fatty and sweet food cause fatty liver changes. Liraglutide is more effective than

metformin in the treatment of fatty liver and non-alcoholic steatohepatitis.

Keywords: liver; rats; fatty droplets; metformin; liraglutide; inflammation
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