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1. Uvod

1. Uvod
1.1. Metaboli¢ki sindrom

Metabolicki sindrom skupina je metabolickih poremecaja koja obuhvaéa inzulinsku
rezistenciju, hipertenziju, poremecen metabolizam glukoze, dislipidemiju te pretilost. Ovi
poremecaji rizi¢ni su faktori za nastanak kardiovaskularnih bolesti 1 dijabetesa tipa 2. Najcesce
je prihvacena definicija metabolickog sindroma ona Medunarodne dijabeticke federacije
(International Diabetes Federation, IDF) koja metabolic¢ki sindrom opisuje kao prisutnost
srediS$nje pretilosti (opseg struka > 102 cm kod muskaraca i > 88 ¢cm kod Zena), zajedno s dvije
ili viSe sljedecih znacajki: trigliceridi > 1,7 mmol/L, HDL-kolesterol > 1,04 kod muskaraca i
>1,29 kod Zena, sistoli¢ki krvni tlak > 130 ili dijastoli¢ki > 85 mm Hg i glukoza nataste > 6,1
mmol/L ili poznata povijest dijabetesa tipa 2 (1).

Smatra se da je uzrok razvoju ovoga sindroma suvremeni nacin Zivota koji ukljucuje nepravilnu
prehranu, izloZenost stresu, nedostatak sna i neaktivnost. Prevalencija metaboli¢kog sindroma
u svijetu visoka je i stalno se poveéava stoga se javlja potreba za pronalaskom farmakoloskih
preparata koje bi sprijecile razvoj ovoga sindroma. Sukladno tome, vazno je otkriti mehanizam
nastanka metabolickih promjena kako bi se mogla provoditi $to specifi¢nija, dakle i uspjesnija
terapija. LijeCenje metabolickog sindroma usmjereno je na smanjenje Stetnih uc¢inaka njegovih
znacajki, $to podrazumijeva smanjenje tjelesne tezine, poboljSanje osjetljivosti na inzulin,
smanjenje krvnog tlaka 1 razine triglicerida. Cilj je normalizirati ove parametre, Sto se moze
posti¢i farmakoloskom terapijom, a dijeta moZe biti moéno sredstvo sprjeavanja razvoja
metaboli¢kog sindroma.

Naime, postoji pretpostavka da loSa prehrana izravno utje¢e na promjene u sastavu stani¢ne
membrane 1 da se veina simptoma metabolickog sindroma javlja zbog poremecenog
metabolizma uzrokovanog upravo tim promjenama. Epidemioloske studije sugeriraju da
zapadni stil prehrane uzrokuje metabolicki sindrom dok dijete bogate vocem, povréem,
zitaricama, ribom 1 mlije¢nim proizvodima s niskim udjelom masnoce imaju zastitnu ulogu
(2). Prehrana bogata zasi¢enim masnim kiselinama (engl. saturated fatty acids, SFA) smanjuje
osjetljivost na inzulin i povecava lipide u krvi, dok zamjena zasi¢enih masnih kiselina za
ugljikohidrate i mononezasi¢ene masne kiseline (engl. monounsaturated fatty acids, MUFA)
ponistava ove abnormalnosti i u zdravih osoba i u dijabeticara (3, 4, 5, 6). Dijete obogacene
mononezasi¢enim masnim kiselinama dovode do manje potrebe za inzulinom i1 do nize
koncentracije glukoze u plazmi u usporedbi s dijetom s niskim mastima i visokim
ugljikohidratima u bolesnika s dijabetesom tipa 2 (7). Ljudi koji koriste maslinovo ulje imaju
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1. Uvod

nizu inzulinsku rezistenciju od onih koji koriste suncokretovo ulje, a maslinovo ulje je izvor n-
-6 polinezasi¢enih masnih kiselina (engl. polyunsaturated fatty acids, PUFA) (8). Dijete
obogacene mononezasi¢enim masnim kiselinama mogu poboljsati osjetljivost na inzulin i u
zdravih osoba i u dijabeticara (3, 4, 5). Primjena ovih kiselina moze povecati razine glukagonu
slicnog peptida-1 (eng. glucagon-like peptide-1, GLP-1). GLP-1 je hormon sa Sirokim
rasponom fizioloskih djelovanja koji ga ¢ine snaznim sredstvom za snizavanje glukoze u krvi s
moguénoscu modificiranja prirodne povijesti dijabetesa tipa 2. Kod zivotinjskih modela nativni
GLP-1 stimulira B-stanice na proliferaciju i moze imati brojne kardiovaskularne 1 druge
prednosti. Snizenje glukoze uzrokovano GLP-1 ovisno je o glukozi, stoga to ograni¢ava rizik
od hipoglikemije. Medutim, njegov vrlo kratak poluzivot posljedica je brzog metabolizma
enzimom dipeptidil peptidaza-4 (DPP-4) koji ograni¢ava njegov terapeutski potencijal, §to
moze pridonijeti povecanom lu¢enju inzulina (9). Eksperimentalne studije na zivotinjama i
stani¢nim kulturama pokazale su da zasi¢ene masne kiseline teZe oksidiraju te se akumuliraju
kao lipotoksi¢ni produkti uzrokuju¢i smanjenu funkciju B-stanica, dok se ¢ini da MUFA i
PUFA sprjeCavaju razvoj tih dogadaja usmjeravanjem masti u oksidaciju ili sintezu triglicerida
(10). Dokazano je da je plazmatska glukoza znacajno smanjena nakon mediteranske i
visokougljikohidratne dijete, osim toga ukazala je na poboljSanje osjetljivosti na inzulin (11).
Nadalje, oleinska kiselina moze promicati inzulinski prijenos signala i inhibira jetrenu

rezistenciju na inzulin i glukoneogenezu. (12).

1.2. Promjene u sastavu stani¢éne membrane kod inzulinske rezistencije

Inzulinska rezistencija klju¢na je znacajka koja patogenetski povezuje metaboli¢ki sindrom,
dijabetes tip 2 1 kardiovaskularne poremecaje. Inzulinska rezistencija karakterizirana je
smanjenjem mogucnosti inzulina da ostvari svoje fizioloske funkcije u tkivima, uzrokujuci
hiperinzulinemiju kao kompenzacijski odgovor na odrzavanje homeostaze glukoze (13). Ovo
stanje u konacnici rezultira zatajenjem gusSterace jer B-stanice viSe nisu sposobne izdrzati
hipersekreciju inzulina, $to dovodi do propadanja stanica 1 smanjenje luenja inzulina. Dakle,
hiperinzulinemija uzrokovana inzulinskom rezistencijom doprinosi propadanju B-sStanica i
razvoju dijabetesa. Najvaznije promjene kod otpornosti na inzulin opazene su na ciljnim
tkivima inzulina kao §to su masno tkivo, misici i jetra. U masnom tkivu, osim smanjenog unosa
glukoze, postoje promjene u metabolizmu lipida (smanjen unos masnih kiselina uslijed
smanjene ekspresije lipoproteina lipaze (LPL) i proteina-4 za vezanje masnih kiselina (engl.
fatty acid-binding protein 4, FABP4)) (14). Osim toga, vjeruje se da inzulinska rezistencija

povecava oslobadanje neesterificiranih masnih kiselina (engl. non-esterified fatty acid, NEFA)

2



1. Uvod

uslijed pojacane lipolize (15). U skeletnom miSi¢ju, unos glukoze takoder je smanjen zbog
inzulinske rezistencije, a situacija se pogorsava povecanjem dostupnosti masnih kiselina iz
masnog tkiva u plazmi. U jetri, inzulinska rezistencija uzrokuje smanjenje sinteze glikogena
zajedno s povec¢anom glukoneogenezom, lipogenezom i sintezom proteina. Prisutnost
inzulinske rezistencije u inzulinu osjetljivim ciljnim tkivima rezultira abnormalnostima kao $to
su hiperglikemija, hiperinzulinemija, hipertrigliceridemija (koje su uobicCajene znacajke
metaboli¢kog sindroma). Stovise, inzulinska rezistencija ima posljedice i u lipidnom i
proteinskom sastavu stani¢ne membrane, $to mijenja njenu fluidnost, strukturu i funkcionalnost

(12).

1.2.1. Sastav 1 struktura staniéne membrane

Promjene u dinamic¢kim svojstvima stani¢ne membrane (npr. fluidnost stani¢ne membrane),
moze biti jedan od dogadaja kod kojih pretilost utjece na osjetljivost na inzulin (16). Znacajna
razlika u molekularnoj konfiguraciji masnih kiselina, osobito u stupnju nezasic¢enosti, ¢ini
razliku u svojstvima jednom kada je ugradena u stani¢énu membranu. Kod ljudi, demonstriran
je odnos izmedu sastava masnih kiselina u membranama skeletnih miSi¢a i osjetljivosti na
inzulin: $to je veéi postotak PUFA-e, to je bolja inzulinska aktivnost (17). Membranski
fosfatidil-etanolamin (PE) i sfingomijelin nezavisni su prediktori inzulinske rezistencije i kod
mr$avih i1 kod pretilih osoba (18).

Fosfolipidi glavni su sastojci bioloSkih membrana, a od njih glicerofosfolipidi pojavljuju se
najcesce. Medutim, u biolo§kim membranama fosfolipidi se ne rasporeduju ravnomjerno,
umjesto toga formiraju mikrodomene ili splavi razliitog sastava lipida. Glavnina membrana
obogacena je glicerofosfolipidima koji su labavo pakirani u teku¢em-neuredenom stanju koje
pokazuje visoku fluidnost. Nasuprot tome, lipidne splavi imaju visok sadrzaj glicerofosfolipida,
sfingolipida i glikozilfosfatidilinozitola. Te su domene bogate i kolesterolom za koji se smatra
da pridonosi ¢vrstom pakiranju lipida ispunjavanjem prostora izmedu drugih lipidnih molekula
pa se ovakve domene zovu uredenima (19). Varijanta splavi, kaveole, pojavljuje se kao prugasta
invaginacija na staniénoj membrani i karakterizirana je prisutno$¢u proteina kaveolina
(integralni protein od 21 kDa) (20). In vitro studije pokazale su da kaveolin moze djelovati kao
aktivator inzulinskog receptora (21).

Naime, predlozeno je da je inzulinska rezistencija ne samo uzrok, nego i posljedica poremecaja
lipida kao Sto je dislipidemija 1/ ili abnormalnosti sastava fosfolipida stanicne membrane. Kao

uzrok, inzulinska rezistencija moze biti odgovorna za promjene u membranskim parametrima,
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1. Uvod

posebno u sadrzaju membranskog sfingomijelina i PE preko promjena u izmjeni tvari izmedu
stanica i plazmatskih lipoproteina, stimulaciji unosa fosfolipida u stanicu ili biosinteze
fosfolipida (18). Drugo, inzulinska rezistencija je posljedica abnormalnosti membranskih
fosfolipida. 1zmjene u sastavu membranskih fosfolipida mogu imati ulogu u djelovanju inzulina

mijenjanjem fluidnosti membrane, i kao posljedicu, mijenjanje signalnog puta inzulina (11).

1.2.2. Fluidnost stani¢ne membrane i membranski proteini povezani s inzulinskom

rezistencijom

Promjene u sastavu fosfolipida staniéne membrane rezultiraju promjenama u sveukupnim
fizikalno-kemijskim svojstvima dvosloja, kao $to je fluidnost. Osim toga, takve promjene mogu
modulirati funkciju membranskih proteina koji sudjeluju u djelovanju inzulina. Strukturalne
studije pokazuju da su interakcije membranskih proteina i lipidnih molekula od velike vaznosti
za njihovu stabilnost, regulaciju unosa glukoze, vezanje inzulina i ekspresiju inzulinskog

receptora (18).

1.2.3. Inzulinski receptor

Inzulin djeluje putem inzulinskog receptora, integralnog membranskog proteina iz porodice
protein tirozin kinaze. Nakon vezanja inzulina, receptor se autofosforilizira na tirozinskim
ostacima i time postaje sjedno mjesto za druge proteine, prenoseéi signal na metabolicke i
mitogene signalne mreZe (22). Smanjenje regulacije aktivnosti inzulinskog receptora i supstrata
inzulinskog receptora (IRS-1) javlja se u tkivima osjetljivim na inzulin i moze biti odgovorno

za razvoj inzulinske rezistencije (23).

Aktivnost inzulinskog receptora, kao i njegov afinitet za inzulin, ovisi o strukturi i
funkcionalnoj cjelovitosti 1 fluidnosti stanicne membrane, koji su pak ovisni o lipidnom sastavu
membrane. Smanjena fluidnost membrane uzrokovana poviSenim sadrzajem zasi¢enih masnih
kiselina u fosfolipidnom dvosloju dovodi do smanjenja broja inzulinskih receptora i njihovog
afiniteta za inzulin. Nasuprot tome, prisutnost polinezasi¢enih masnih kiselina (specifi¢no n-3
masnih kiselina) u dvosloju fosfolipida povecava membransku fluidnost i povezana je s
poboljsanom osjetljivoséu na inzulin (24). Masne kiseline takoder mogu modulirati djelovanje
protein kinaze C, ¢ija aktivacija moZe dovesti do povecane serin/treonin fosforilacije supstrata
inzulinskog receptora. Ova konformacijska promjena dovodi do smanjenja tirozinske
fosforilacije supstrata inzulinskog receptora ¢ime se smanjuje aktivacija nizvodnog signalnog

puta inzulina i uzrokuje inzulinsku rezistenciju (25).
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1.2.4. Transport glukoze preko stanicne membrane

Transporteri glukoze (engl. glucose transporter, GLUT) specifi¢ni su transportni proteini koji
olakSavaju difuziju glukoze u stanice. GLUT su integralni membranski proteini koji sadrze 12
transmembranskih uzvojnica, a oba kraja (amino i karboksilni) izlozena su na citoplazmatskoj
strani membrane. Ovi proteini olakSavaju kretanje glukoze samo u termodinamicki

preferiranom smjeru.

GLUT4 se razlikuje od drugih transportera glukoze po tome Sto je oko 90 % GLUT4 izdvojeno
U unutarstani¢nim vezikulima u odsutnosti inzulina. Nakon stimulacije inzulinskog receptora
unutarstani¢ne zalihe translocirane su na stani¢ne membrane (mi$i¢nih) stanica. Kulminacija se

dogada kada dode do spajanja (fuzije) membrane s vezikulima koje sadrzavaju GLUT4.

Sadrzaj masnih kiselina u sastavu stanicne membrane moze utjecati na prijenos glukoze GLUT-
om. Weijers i sur. ukazali su da pomak od nezasi¢enih prema zasi¢enima masnim kiselinama u
staniénim membranama neutralizira mehanizam odgovoran za umetanje GLUT4 u stani¢nu
membranu, gus¢im pakiranjem fosfolipida ¢ime utjece na transport glukoze 1 osjetljivost na

inzulin (26).

1.2.5. U¢inak masti u prehrani na funkcionalnost staniéne membrane u odnosu s inzulinskom

rezistencijom

Vrsta i koli¢ina dijetalnih masti utjeCe na sastav lipida stani¢nih membrana i modulira
interakcije s proteinima uklju¢enim u regulaciju osjetljivosti na inzulin, ali i procesa povezanih

s drugim komponentama metabolickog sindroma kao $to je dislipidemija i hipertenzija (27).

1.3. Gangliozidi

Gangliozidi su kiseli glikosfingolipidi koji sadrze sijalinsku kiselinu, a najvise su eksprimirani
u ziv€anom sustavu. Do sada je identificirano 188 gangliozida u kraljeZnjaka, koji se
medusobno razlikuju po karakteristicnim ugljikohidratnim strukturama. U stanicama,
gangliozidi su primarno smjesteni unutar vanjskog lista stanicne membrane i integralne
(neodvojive) su komponente mikrodomena (lipidnih splavi) na stani¢noj povrSini zajedno sa
sfingomijelinom i kolesterolom s kojima sudjeluju u stani¢nom prepoznavanju, stani¢noj

aktivnosti, metabolizmu, adheziji i prijenosu signala (28).
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1.3.1. Struktura i metabolizam

Glikolipidi su biomolekule koje se sastoje od jednog ili vise ugljikohidratnih ostataka vezanih
za hidrofobnu lipidnu skupinu glikozidnom vezom. Glikolipidi koji u svome sastavu imaju
aminoalkohol sfingozin i masnu kiselinu vezanu preko serina, odnosno ceramidno sidro,

nazivaju se glikosfingolipidi. Upravo u tu skupinu (glikosfingolipide) ubrajaju se i gangliozidi.

Gangliozidi su kiseli glikosfingolipidi koji sadrze jednu ili viSe sijalinskih kiselina (obi¢no N-
-acetilneuraminsku Kiselinu, a rjede ili nikako N-glikolilneuraminsku Kiselinu) vezanu na
unutarnju ili vanjsku galaktozu osnovnog ugljikohidratnog lanca (29). Gangliozidi su primarno
sintetizirani u endoplazmatskom retikulumu i kasnije modificirani u Golgijevom aparatu
postupnim dodavanjem dodatnih ugljikohidratnih skupina na postojecu akceptorsku lipidnu

molekulu. Reakcije su katalizirane nizom specifi¢nih glikoziltransferaza (30).

1.3.2. Funkcija gangliozida

Gangliozidi su pronadeni u razli¢itim tkivima 1 tjelesnim tekuc¢inama, a najviSe su izraZeni u
ziv€anom sustavu gdje ih je 1 deset puta viSe nego u ekstraneuralnim tkivima. Na povrSini
stanice, gangliozidi sudjeluju u stani¢nom prepoznavanju, adheziji i prijenosu signala unutar
specificnih mikrodomena, kaveola, lipidnih splavi ili glikosfingolipidima obogacenih
mikrodomena, zajedno s ostalim membranskim komponentama kao §to su sfingomijelin i
kolesterol. Osim toga §to su prisutni u stani¢noj membrani, pokazano je postojanje gangliozida
i na jezgrinoj ovojnici gdje imaju vaznu ulogu u moduliranju homeostaze unutarstani¢nog i

intranuklearnog kalcija, a posljedi¢no tome i stani¢ne funkcije.

1.3.3. Gangliozidi i bolest

Primijeceno je da postoji poveznica izmedu sastava lipidnih splavi 1 inzulinske rezistencije.
Sposobnost vezanja inzulina na inzulinski receptor te prenosenje signala na nizvodne molekule
regulirano je gangliozidima. Studije radene na stani¢nim kulturama i in vivo modeli na
misevima s isklju¢enim genom ST3gal5 (31) pokazuju kako su gangliozidi fizioloski regulatori
osjetljivosti inzulinskog receptora. Takoder je primije¢eno da dijabeti¢ne Zivotinje imaju
smanjen broj kompleksnih gangliozida sto dovodi do pretpostavke da smanjen broj gangliozida
izravno utjeCe na sposobnost inzulinskih receptora da vezu inzulin. Nedostatak prijenosa
signala inzulinskim receptorom ometa signalni put koji dovodi na membranu transporter
glukoze (GLUT4) i posljedi¢no dolazi do povisenja koncentracije glukoze u krvi. Udruzeno

djelovanje inzulinskog receptora i kaveolina-1 potrebno je za optimalan odgovor inzulina in

6
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vivo (32). U odsutnosti GM3 gangliozida, inzulinski receptor zajedno s kaveolinom-1 relativno
je nepokretan i osjetljiv na inzulin. Kada je GM3 poveéan (kao kod tretmana s ¢imbenikom
nekroze tumora, engl. tumor necrosis factor-a, TNF-a), inzulinski receptori udruzuju se s GM3,
time se oslobadaju od interakcije s kaveolinom-1, postaju pokretni (mobilni) i ¢ine inzulinski

receptor rezistentnim na inzulin.

Prostorno usmjerena mutageneza identificirala je kationski ostatak (Lys-944) koji je potreban
za vezanje inzulinskog receptora i GM3, ovo moze posluziti kao nacin za ispitivanje doprinose

li interakcije inzulinski receptor-gangliozid razvoju inzulinske rezistencije (33).

Ako se pokaze da sastav gangliozida stani¢ne membrane utjeCe na razvoj inzulinske
rezistencije, enzimi koji sudjeluju u sintezi i razgradnji gangliozida, potencijalni su cilj u terapiji

dijabetesa tipa 2.

1.4. Utjecaj antidijabetika metformina i liraglutida na sastav stanicne membrane

Neki od postojecih antidijabetika, primjerice metformin i liraglutid, mogu posredno djelovati

na sastav membrane $to ¢e se ovom studijom istraziti.

1.4.1. Metformin

Metformin je antidijabetik prve linije kod pacijenata s dijabetesom tipa 2. Ublazava
hiperglikemiju bez stimuliranja sekrecije inzulina, povecanja tezine ili uzorkovanja
hipoglikemije. Uz to, metformin ima pozitivan u¢inak na cirkulirajuce lipide koji su povezani
s povecanim rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti (34, 35). Dva u¢inka metformina;
smanjena proizvodnja glukoze u jetri 1 povecan unos u skeletne miSi¢ne stanice, implicirani su
kao glavni doprinos ucinkovitom smanjenju glukoze. Metformin za ciljno mjesto svoga
djelovanja ima enzim AMPK (AMP- aktivirana protein kinaza) ¢ime poti¢e miSi¢e na unos

glukoze iz krvi (36).

Mehanizam kojim metformin pobolj$ava kontrolu razine glukoze u krvi uglavnom je utjecaj na
smanjenje proizvodnje glukoze u jetri i u manjoj mjeri, povec¢anjem periferne osjetljivosti na
inzulin, uz istodobno blokiraju¢e djelovanje na gastrointestinalnu apsorpciju glukoze,

modulirajuce djelovanje na crijevnu mikrofloru i poticanje inkretinskog sustava (37).

Inkretini su dio endokrinog sustava koji sudjeluje u fizioloskoj regulaciji homeostaze u krvi.
Izolirani su inzulotropni polipeptid ovisan o glukozi (engl. glucose-dependent
insulinotropic polypeptide, GIP) i GLP-1. GIP lu¢e K-stanice duodenuma, a GLP-1 luce L-
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stanice tankog crijeva. Kada je koncentracija glukoze u krvi povisena, GIP i GLP-1 poticu
snazniju sintezu inzulina i njegovo izlucivanje iz -stanica gusterace. S porastom koncentracije
inzulina raste i unos glukoze u tkiva. GLP-1 smanjuje i izlu¢ivanje glukagona iz a-Stanica
gusterace. Pad koncentracije glukagona i poviSenje koncentracije inzulina smanjuju stvaranje
glukoze u jetri, samim time javlja se pad koncentracije glukoze u krvi. U dijabetesu tip 2

inkretinski sustav je ostecen.

Metformin pokazuje nekoliko korisnih ,nuspojava“ kao S$to su smanjenje pretilosti,
antihepatosteatotsko i protuupalno djelovanje, a ispituje se njegovo djelovanje u lijeCenju
pretilosti (38), nealkoholne masne jetre (eng. non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD) (39),

sindroma policisti¢nih jajnika (40) i odredenih vrsta raka (41).

Leptin je hormon koji je deriviran iz adipocita, koji ima snazne ucinke i centralno i periferno.
U mozgu, leptin inhibira unos hrane, poti¢e potrosnju energije i regulira autonomnu zivéanu
kontrolu igrajuci glavnu ulogu u regulaciji tjelesne tezine (42). U perifernim tkivima, leptin
izravno djeluje na jetru, miSice i guSteracu kako bi pojacao oksidaciju masti (43) ili inhibiciju
sekrecije inzulina (44). Mutacije u funkciji leptina (ob/ob) ili genu za leptinski receptor (db/db)
uzrokuju abnormalnosti kao S§to su hiperfagija, dijabetes, hiperkortizolemija, neplodnost,
netolerancija hladnoce, masna jetra i aberacije kostura (45). Leptinska rezistencija igra klju¢nu
ulogu u patogenezi pretilosti (46), dok je hepati¢ka (jetrena) leptinska rezistencija klju¢na
odrednica akumulacije lipida u jetri (47). Metformin povecava (ekspresiju) jetrenih (OB-RDb),
ali ne i bubreznih (OB-Ra, OB-Rc i OB-Rd) leptinskih receptora. Takoder, metformin moze
izravno pojacati jetrenu osjetljivost na leptin, ovo moZze pridonijeti njegovim antisteatotskim

u¢incima, osobito u kontekstu pretilosti (48).

1.4.2. Liraglutid

Liraglutid je analog GLP-1 s podudarno$c¢u sekvence od 97% s humanim GLP-1 koji se veze
na GLP-1 receptor i aktivira ga (49). Liraglutid potice luéenje inzulina u ovisnosti od glukoze,
takoder 1 snizava visoko lu¢enje glukagona (u ovisnosti od glukoze) (50, 51, 52). Nadalje,
snizava tjelesnu tezinu 1 koli¢inu masnog tkiva kroz mehanizme koji obuhvacaju smanjenje

gladi i sniZzenje unosa energije. Isto tako, snizava i sistolicki krvni tlak.

Ne postoje biokemijske studije koje su ispitivale djelovanje antidijabetika metformina i
liraglutida na sastav jetrenih lipida na modelu Zivotinja hranjenih masnom i slatkom dijetom pa

je cilj ove studije testirati sastav stani¢nih membrana u ovom modelu.
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2. Hipoteza

Hranjenje muzjaka Stakora Sprague Dawley hranom bogatom mastima i Sec¢erima dovodi do
promjene sastava lipida stanicnih membrana jetre Sto u konacnici rezultira inzulinskom
rezistencijom i razvojem dijabetesa. Antidijabetici metformin i liraglutid popravljaju
metabolizam glukoze i posredno utjeCu na ispravljanje disbalansa gangliozida u stani¢nim

membranama jetre pretilih Zivotinja tretiranih ovim lijekovima.



3. Cilj

3. Cilj

Ci]j je istrazivanja ekstrahirati 1 karakterizirati gangliozide stani¢ne membrane jetre smznutih
tkiva iz arhive, prikupljenih od muzjaka Sprague Dawley Stakora hranjenih standardnom
hranom ili masnom i slatkom hranom. Usporediti sastav i koli¢inu gangliozida stani¢ne
membrane jetre kod Zivotinja hranjenih masnom i slatkom dijetom s istim kod Zivotinja koje su

osim obogacene prehrane dobivale antidijabetike metformin ili liraglutid.
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4. Materijal i metode
4.1. Ustroj studije

Ovo je studija parova u kojoj su usporedene Zivotinje na standardnoj dijeti prema Zivotinjama
na dijeti bogatoj mastima i Secerima; Zivotinje na dijeti bogatoj mastima i Seferima prema
zivotinjama tretiranim masnom i slatkom hranom i antidijabeticima metforminom ili

liraglutidom.

4.2. Materijal

Studija je napravljena na tkivima koja su prikupljena u projektu Uloga oksidativnog stresa u
razvoju poremecenog vaskularnog odgovora kod pretilih, predijabetickih Stakora starije dobi
tretiranih s metforminom 1 liraglutidom’ odobrenog od strane Eti¢kog povjerenstva za
istrazivanje Medicinskog fakulteta Osijek (Klasa: 602-04/16-08/15; Broj: 2158-61-07-16-143;
dana 16. prosinca 2016.) voditeljice dr. Ines Drenjancevi¢. Za dio studije koji se nalazi u
zavr$nom radu ishodeno je dodatno odobrenje od strane istog tijela pod brojem 2158-61-07-18-
101.

U pocetnoj su studiji bila 32 muZjaka Sprague Dawley Stakora podijeljena u 4 skupine: muzjaci
na standardnoj dijeti, muzjaci hranjeni slatkom i masnom hranom i muZjaci tretirani
metforminom i liraglutidom uz tretman obogaéenom hranom. Zivotinje su bile na navedenoj
dijeti od 44. tjedna starosti. Nakon 6 tjedna hranjenja tre¢oj i Cetvrtoj skupini zivotinja uvedena
je andijabeticka terapija. Sve Zivotinje su Zrtvovane u dobi od 64. tjedna kada su prikupljena
tkiva. Ekstrakcija gangliozida napravljena je kod tri nasumi¢no izabrane Zivotinje iz svake

skupine - ukupno dvanaest Zivotinja.

4.3. Metode

Gangliozidi su izolirani i analizirani iz svjeze smrznutih uzoraka jetrenog tkiva 12 zivotinja.
Nakon disekcije uzorci tkiva Cuvani su na -80° C do analize. Ekstrakcija gangliozida je

napravljena Svennerholmovom metodom (53).

4.3.1. Izolacija gangliozida

Izolacija gangliozida iz jetrenog tkiva provedena je organskim otapalima u nekoliko koraka.

Izvaganim uzorcima (0,25 g) dodana je destilirana voda (450 uL) nakon ¢ega je uzorak

homogeniziran u Potterovom homogenizatoru. Zatim je homogenatu dodan metanol (1 200 pL)
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u omjeru metanol-voda 8:3. Uzorak je promijeSan na mijesalici. U sljede¢em koraku dodan je
kloroform (600uL), ¢ime je dobiven omjer kloroform-metanol-voda 4:8:3. Redoslijed otapala
je bitan kako bi se osigurala maksimalna precipitacija hidrofobnih proteina. Nakon dodavanja
kloroforma, uzorak je ponovno promijeSan na mijeSalici. Netopljivi dio smjese odvojen je
centrifugiranjem na 5 000 g tijekom 15 minuta. Odvojen je supernatant te je u njega dodana
voda (375 uL). Ponovno je uslijedilo centrifugiranje (5 000 g, 15 min) nakon ¢ega Se otopina
razdvojila na dvije faze. Gornja (polarna) faza je odvojena i koriStena za daljnju izolaciju (u

njoj se nalaze polarni gangliozidi). Zatim je polarna faza uparena u susioniku pri 90° C.

4.3.2. Kvantitativna analiza gangliozida

Za razdvajanje gangliozida koriStena je tankoslojna kromatografija (eng. Thin- Layer
Chromatography, TLC) na silika-gel plo¢icama visoke sposobnosti razlu¢ivanja (eng. High

Performance Thin-Layer Chromatography, HPTLC).

Prvo je ucinjena aktivacija HPTLC plocica koja je napravljena tako da se plo€ica zagrijala na
110° C tijekom 15 min. Nakon toga na plo¢icu su naneseni standard i uzorci iz jetrenog tkiva.
Standard je sadrzavao sljedece gangliozide: GM1, GM3, GD1a, GD1bi GT1b. Osim njih kao
standard je posluzio i Cronassial (lijek proizvodaca La Fidia Farmaceutici koji u svom sastavu
ima Cetiri osnovna gangliozida ekstrahirana iz govedeg mozga: GM1, GD1a, GD1b, GT1b.
Lijek je povucen s trziSta kada se otkrilo da moze izazvati Guillain-Barré sindrom, ali se jo$ uvijek
koristi u znanstvene svrhe). Na plocice je nanoSeno po 2 pL uzorka iz tkiva jetre pomocu
Hamilton igle. Zatim je plocica razvijena u sustavu otapala kloroform-metanol-0,25% CaCl, u
omjeru 55:45:10. Plocica je izvadena iz otapala 1 dobro osusena u uspravnom polozaju. Nakon
toga plocica je ravnomjerno poprskana Svennerholm reagensom, pokrivena staklom jednakih
dimenzija i zagrijana u suSioniku (110° C, 30 min). Gangliozidi bi ovim postupkom trebali
poprimiti ljubicastu boju, ali su ovdje poprimili smedu boju zbog oksidacije koja se dogodila

zbog prisutnosti hemoglobina.

Plocice su skenirane, a intenzitet obojenja analiziran je koriStenjem javno dostupnog Image J

programa (NIH, Bethesda, MD, USA).
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4.4. Statisticke metode

Normalnost distribucije podataka provjerena je Shapiro-vim - Wilk testom. Razlika u koli¢ini
gangliozida testirana je Mann-Whitneyevim U testom, a razina znacajnosti postavljena je na

P=0,05. Navedena statisticka analiza provedena je u programu Statistica 13.
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5. Rezultati
Nakon ekstrakcije gangliozida, tipovi i1 koli¢ina gangliozida analizirani su tankoslojnom
kromatografijom (Slika 1.).
GM3
GDla

GD1b
GT1b

Slika 1. TLC plocica nakon vizualizacije Svennerholm reagensom i obrade u Image J programu
Opis kratica: St — standard, SD — uzorak iz Zivotinje na standardnoj dijeti, HFHSD — uzorak
zivotinje na prehrani bogatoj mastima i Se¢erom (eng. high fat high sugar diet), HFHSD+M —
uzorak Zivotinje koja je uz obogacenu prehranu bila na terapiji metforminom, HFHSD+L —
uzorak zivotinje koja je uz obogacenu prehranu bila na terapiji liraglutidom, X — nepoznati
gangliozid

Budu¢i da su za ekstrakciju uzoraka koriStene jetre koje prethodno smrzavanju nisu
perfundirane, osim gangliozida na plocici su vidljivi 1 druge molekule kao §to su lipidi. Bez

obzira na dobiveno, zahvaljuju¢i standardu, identificirani su gangliozidi.

KoriStenjem programa Image J izmjeren je intenzitet obojenja svakog pojedinog gangliozida,

te su rezultati prikazani u obliku srednje vrijednosti dobivenih rezultata (Slika 2.)
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Slika 2. Koli¢ina i tipovi gangliozida po skupinama. Opis kratica: SD — standardna dijeta,
HFHSD — engl. high fat high sugar diet, prehrana bogata mastima i Se¢cerom; HFHSD+M —
HFHSD uz tretman matforminom, HFHSD+L — HFHSD uz tretman liraglutidom.

Statisti¢ki znacajne razlike unutar grupa nema, ali je vidljivo smanjenje dominantnog GM3
gangliozida kao posljedica prehrane bogate mastima i SeCerom. Takoder, vidljivo je da

metformin pokazuje vece povecanje koli¢ine GM3 od liraglutida.

U svim analiziranim skupinama u najvecoj koncentraciji prisutan je GM3, dok je drugi po redu
po koli¢ini GD1a. U kontrolnoj skupini gangliozidi a serije (GM3 i gangliozid X, kojeg nije
moguce to¢no odrediti) zauzimaju 48,66% od ukupnih gangliozida. Vidljivo je da kao
posljedica prehrane bogate mastima i Secerom udio gangliozida a serije prelazi 50% ukupnih

gangliozida (Tablica 1).
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Tablica 1. Udio pojedinih tipova gangliozida unutar skupina

e Rt —
X 15,995 % | 22,196 % 19,884 % 19,007 %

GM3 32,671% | 31,729 % 37,955 % 34,601 %
GD1A 31,892% | 29,771 % 27,898 % 30,037 %
GD1B 15,212 % | 11,144 % 9,494 % 11,018 %
GTI1B 4,166 % 5,161 % 4,765 % 5,338 %

* SD — standardna dijeta, HFHSD — engl. high fat high sugar diet, prehrana bogata mastima i
Se¢erom; HFHSD+M — HFHSD uz tretman matforminom, HFHSD+L — HFHSD uz tretman

liraglutidom.

Tablica 2. Koeficijenti promjene dobiveni iz omjera srednjih vrijednosti intenziteta obojenosti

Usporedba skupina
Gangliozid | HFHSD | HFHSD+M | HFHSD+L | HFHSD+M | HFHSD+L HFH\ZDJ’L
vs SD vs SD vs SD vs HFHSD | vs HFHSD HEHSD+M
X 1,072 1 1,066 1 0,874 | 0,994 | 0,815 | 0,820 |
GM3 0,750 | | 0,996 | 0,778 | 1,327 1 1,037 1 0,782 |
GDla 0,721 | 0,750 | 0,692 | 1,040 1 0,960 | 0,923 |
GD1b 0,566 | 0,535 ] 0,532 | 0,945 | 0,941 | 0,995 |
GT1b 0943 | | 0,966 | 0,928 | 1,024 1 0,984 | 0,961 |

* SD — standardna dijeta, HFHSD — engl. high fat high sugar diet, prehrana bogata mastima i
se¢erom; HFHSD+M — HFHSD uz tretman matforminom, HFHSD+L — HFHSD uz tretman
liraglutidom; | = smanjenje; T = povecanje; napravljena je statisticka analiza i rezultati nisu
pokazali statisticki znacCajnu razliku smanjenja odnosno povecanja izmedu skupina zivotinja.

Prehrana bogata mastima i SeCerom generalno uzrokuje smanjenje gangliozida b i ¢ serije, kao

I GM3, dok dolazi do povecanja koli¢ine X gangliozida, za kojeg zbog polozaja na TLC plocici

mozemo zakljuciti da pripada a — seriji. Jednak ucinak ima i sam metformin, dok u kombinaciji
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s prehranom bogatom mastima i Se¢erom dolazi do toga da je u¢inak metformina obrnut, tj.
dolazi do povecanja vecine gangliozida, posebno GM3 koji se pod utjecajem same prehrane
bogate mastima i Se¢erom najvise smanjuje (Tablica 2.). Sam liraglutid djeluje tako da smanjuje
koli¢inu svih gangliozida, dok u kombinaciji sa hranom bogatom mastima i Se¢erom dolazi do

povecanja samo GM3.
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6. Rasprava

Kao §to je pokazano i u prijasnjim studijama, (54) GM3 je i u ovome istrazivanju pokazano je
smanjenje koli¢ine kod zivotinja. Kod zivotinja na masnoj i slatkoj prehrani tretiranih
metforminom i liraglutidom vrijednosti su povisene u odnosu na one kod zivotinja na masnoj i
slatkoj prehrani. 1z toga mozemo zakljuciti da oba antidijabetika utjecu na povecanje ekspresije

djeluje i na ostale gangliozide iz b i ¢ skupine.

Sto se ti¢e do sada objavljenih znanstvenih radova, uloga ostalih gangliozida u reguliranju
osjetljivosti na inzulin manje je jasna. Poznato je da je autofosforilacija inducirana inzulinom
otopljenih i djelomi¢no procis¢enih inzulinskih receptora iz limfoblasta i skeletnih miSica

reducirana djelovanjem nekoliko gangliozida (GM3, GM2, GM1, GD1a i GT1b) (55, 56).

GDla je takoder imao znaajno niZe vrijednosti kod skupine Zivotinja na masnoj i slatkoj
prehrani u odnosu na zivotinje na standardnoj dijeti, §to je u korelaciji sa studijama koje su
pokazale smanjenje GD1a kod Zivotinja koje su razvile dijabetes (54). Osim toga, u skupini
zivotinja tretiranih metforminom javile su se vece vrijednosti u odnosu na skupinu Zivotinja

tretiranih liraglutidom, iako kod GD1a povecanje ekspresije nije toliko veliko kao kod GM3.

GD1b ima takoder sniZene vrijednosti u skupini Zivotinja na masnoj 1 slatkoj prehrani, ali jos
niZe vrijednosti nalaze se u skupinama Zivotinja tretiranih antidijabeticima, §to pokazuje da ovi

antidijbetici nemaju utjecaja na povecanje ekspresije GD1b.

Sto se tie GT1b, takoder je sniZen u skupini Zivotinja na masnoj i slatkoj prehrani, ali mu je
vrijednost jo§ niZa u skupini tretiranoj liraglutidom, dok se metformin i u ovome slucaju

pokazao kao djelotvorniji §to se tice povecanja ekspresije ovoga gangliozida.

Jedini koji je pokazao viSe vrijednosti u skupini Zivotinja na masnoj i slatkoj prehrani u odnosu
na skupinu na standardnoj dijeti je nepoznati gangliozid (X) kod kojega su vrijednosti u skupini
tretiranoj metforminom sli¢ne onoj kod Zivotinja na masnoj 1 slatkoj prehrani, a najniZze su

vrijednosti kod skupine tretirane liraglutidom.

Buduc¢i da je glavni mehanizam djelovanja liraglutida povecanje cAMP-a i drugih glasnika, a
metformin djeluje ne samo na poviSenje istog preko vise nizvodnih puteva vec i na unos glukoze
te izravnu aktivaciju enzima kao $to su AMPK, moguce je da metformin zbog takvog

kompleksnijeg djelovanja pokazuje jaci uc¢inak na ekspresiju ovih gangliozida (57).
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Neke od prethodnih studija ne govore u prilog ovakvim rezultatima (58, 59). Naime, u njima je
prezentirano kako povecana ekspresija GM3 utjece na stvaranje inzulinske rezistencije, gdje se
inzulinski receptor umjesto s kaveolinom-1 spaja s GM3 ¢ime inzulinski receptor Cini
rezistentnim na inzulin. Nasuprot tome, studija koja se bavila kasno-nastupaju¢om pretilo$¢u i
inzulinskom rezistencijom kod miSeva kojima je nedostajala sijaliltransferaza St3Gal-II
(St3Gal-II premjesta sijalinsku kiselinu na terminalnu galaktozu gangliozida GM1 i GD1b kako
bi sintetizirala GD1a i GT1b) govori o tome kako je kod miSeva s isklju¢enim genom St3Gal2,
koji su zbog iskljucenja toga gena razvili pretilost i inzulinsku rezistenciju, pronaden manjak
fosforiliranog inzulinskog receptora u adipoznom tkivu od 68%, a u jetri je pronaden manjak
od 29% uz usporedno smanjenje ekspresije gangliozida GM3 i GD1a te potpunu odsutnost
GT1b gangliozida (54). Ovo upucuje na to da kod Stakora jo$ uvijek nije doslo do razvoja
inzulinske rezistencije, ali da se promjene vidljive na gangliozidima odvijaju u tom smjeru.

Takoder, jasno je vidljiv pozitivan uc¢inak oba antidijabetika.

Cilj ovoga istrazivanja bio je ekstrahirati i karakterizirati gangliozide stanicne membrane jetre
muzjaka Sprague Dawley Stakora hranjenih standardnom hranom ili masnom i slatkom hranom
te usporediti sastav 1 koli¢inu gangliozida stani¢ne membrane jetre kod Zivotinja hranjenih
masnom i slatkom dijetom sa istim kod zivotinja koje su, osim obogaéene prehrane, dobivale
antidijabetike metformin ili liraglutid. Naime, ovo je prva biokemijska studija koja je ispitivala
djelovanje antidijabetika metformina i liraglutida na sastav jetrenih lipida na modelu Zivotinja

hranjenih masnom i slatkom hranom.

Jetre muZzjaka koriStene u ovom istrazivanju prikupljene su u sklopu projekt ’Uloga
oksidativnog stresa u razvoju poremecenog vaskularnog odgovora kod pretilih, predijabetickih
Stakora starije dobi tretiranih s metforminom i liraglutidom’. Zbog kompleksnosti istraZivanja
tijekom prikupljanja uzoraka nije bilo moguce napraviti perfuziju, nego je tkivo svjeze
smrznuto. Perfuzijom bi se uklonila krv iz jetre 1 time bi se zna¢ajno smanjila oksidacija zeljeza
koja se tijekom ekstrakcije pokazala kao otezavajuci faktor pri izolaciji gangliozida. Takoder,
zbog prisutnosti Zeljeza, nakon vizualizacije Svennerholmovim reagensom bandovi su
poprimili smedu boju, dok su inace ljubicaste boje. Kromatografsko razdvajanje bilo je otezano
zbog prisutnosti zeljeza koje je stvaralo pozadinu te se gangliozidi nisu mogli u potpunosti
razdvojiti. Osim toga, smeda pozadina oteZala je i oCitavanje rezultata.

Uzevsi sve u obzir, niti jedan lijek nije pokazao statisticki znacajno specificno povecanje
ekspresije gangliozida u stani¢nim membranama, iako je metformin povecao ekspresiju GM3,

GD1a, GT1b i X gangliozida, a liraglutid samo ekspresiju GM3, kod ostatka gangliozida
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6. Rasprava

povecanje je izostalo ili se ¢ak 1 smanjila ekspresija pojedinih gangliozida (GD1b pri terapiji
metforminom, te GD1a, GD1b, GT1bi X gangliozida pri terapiji liraglutidom). Uzrok ovakvom
rezultatu koje je pokazalo nespecifi¢no djelovanje antidijabetika moze biti interferencija zeljeza
koja je otezala oCitavanje rezultata.

U svrhu boljeg razdvajanja gangliozida mogla bi se napraviti modifikacija tekuce faze za
tankoslojnu kromatografiju, gdje bi se mogao promijeniti omjer otapala kako bi se izbjegao
nastanak pozadine i kako bismo dobili ostrije ograni¢ene bandove gangliozida. Takoder, trebalo
bi se otkriti koji se gangliozid izolirao tankoslojnom kromatografijom, a u ovome je istrazivanju
nepoznat. Kao posljedica dobivenih rezultata planira se uhodavanje nove modificirane metode

izolacije gangliozida iz prokrvljenih organa §to bi povecalo moguénosti za analizu.
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7. Zakljugci

7. Zakljucci

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

- masna i slatka prehrana pokazuju moguci utjecaj na sastav i koli¢inu gangliozida stani¢ne
membrane jetre Stakora, tako da smanjuju ekspresiju vecine gangliozida u stani¢nim

membranama,

- antidijabetici metformin i liraglutid pokazali su razli¢it utjecaj na povecanje, odnosno

smanjenje ekspresije gangliozida u stani¢nim membranama,

- metformin se pokazao kao ucinkovitiji lijek $to se tice povecanja ekspresije gangliozida
stani¢nih membrana u predijabetickih Zivotinja jer djeluje na veéi broj razli€itih tipova

gangliozida.
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8. Sazetak

8. Sazetak

Uvod: Postoji pretpostavka da loSa prehrana izravno utjeCe na promjene u sastavu stani¢ne
membrane. Osim toga primijeceno je kako dijabeti¢ne Zivotinje imaju smanjen broj gangliozida
u stani¢énim membranama Sto dovodi do pretpostavke da smanjen broj gangliozida izravno
utjeCe na razvoj dijabetesa tip 2. Kako neki od postojecih antidijabetika mogu utjecati na sastav

stanicne membrane ispitan je njihov utjecaj.

Cilj: Usporediti sastav i koli¢inu gangliozida stani¢ne membrane jetre muzjaka Sprague
Dawley na masnoj i slatkoj dijeti te zivotinja koje su uz takvu prehranu dobivale i antidijabetike

metformin i liraglutid.

Materijal i metode: Istrazivanje je provedeno na tkivu 12 nasumi¢no odabranih Zivotinja, po
3 zivotinje iz svake skupine. Izolacija gangliozida iz jetrenog tkiva napravljena je
Svennerholmovom metodom organskim otapalima, dok je za njihovo razdvajanje koriStena
tankoslojna kromatografija (TLC) na silika-gel plo¢icama visoke sposobnosti razlu¢ivanja
(HPTLC).

Rezultati: Prehrana bogata mastima i SeCerom uzrokuje smanjenje gangliozida b i ¢ serije, kao
i GM3, dok dolazi do povecanja koli¢ine X gangliozida. U¢inak metformina je obrnut, tj. dolazi
do povecanja vecine gangliozida, posebno GM3. Sam liraglutid djeluje tako da smanjuje
koli¢inu svih gangliozida, dok u kombinaciji sa hranom bogatom mastima i Se¢erom dolazi do

povecanja samo GM3.

Zakljucak: Masna i slatka prehrana utjeCe na smanjenje ekspresije gangliozida stani¢nih
membrana 1 samim time mijenja sastav stanicne membrane. Nadalje, antidijabetici su pokazali
razli¢it utjecaj na povecanje, odnosno smanjenje ekspresije gangliozida u stani¢nim

membranama.

Kljuc¢ne rijeci: muzjaci Stakora, metformin, liraglutid, gangliozidi, jetra, stanicna membrana,

dijabetes melitus tip 2
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9. Summary

9. Summary

Liver plasma membrane lipid coposition in Sprague Dawley male rats fed with fatty and

sweet food and treated with metformin or liraglutide

Introduction: There is assumption that bad food consumation affects alternations in
composition of cell membrane. Additionaly, animals which have diabetes also have decreased
number of gangliosides what leads to assumption that decreased number of gangliosides
directly affects development of diabetes type 2. Since some of antidiabetics can affect

composition of cell membrane their influence was examined.

Aim: Purpose of this study was to compare composition and quantity of gangliosides in liver
cell membrane in Sprague Dawley male rats fed with fatty and sweet food and animals that

have been given antidiabetics metformin and liraglutide along with such diet.

Materials and methods: Research was carried out on tissue of 12 randomly selected animals,
3 animals from each group (males on standard diet, males fed with fatty and sweet food, males
fed with fatty and sweet food who got metformin along with their diet and males fed with fatty
and sweet food who got liraglutide along with their diet). Extraction of gangliosides from liver
tissue was made by Svennerholm's method of organic solvents, while for their separation was
used Thin-Layer Chromatography (TLC) on High Performance Thin-Layer Chromatography
(HPTLC) silica-gel tiles.

Results: Fatty and sweet food causes decrease in gangliosides of b and c series, so as in GM3
ganglioside, but it increases quantity of X ganglioside. Effect of metformin is reversed here,
respectively metformin increases majority of gangliosides, especially GM3. Liraglutide
decreases quantity of all gangliosides, while in combination with fatty and sweet food
liraglutide increases only GM3.

Conclusion: Fatty and sweet food affect the reduction of ganglioside expresion in cell
membranes and thus change composition of cell membrane. Furthermore, antidiabetics have
shown different influences on the increase or decrease in the expresion of gangliosides in cell

membranes.

Key words: Male Rats, Liraglutide, Metformin, Gangliosides, Liver, Cell Membrane, Diabetes
Mellitus Type 2
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