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Uticaj ishrane bogate fruktozom na ekspresiju komponenti renin-
angiotenzin sistema i inflamacije u tkivu srca pacova: polno specificne

razlike

REZIME

Ishrana bogata fruktozom predstavlja bitan faktor u razvoju metabolickog

sindroma koji je povezan sa povecanim rizikom za nastanak kardiovaskularnih bolesti.
Smatra se da hroni¢na inflamacija ima bitnu ulogu u njegovoj patogenezi. Zenke su
zaSticene od ishranom izazvanih metabolickih poremecaja i hipertenzije u
reproduktivnom periodu. Estrogen, koji utice na normalno funkcionisanje
kardiovaskularnog sistema, bi mogao doprinositi uo¢enim polno specifi¢nim razlikama u
nastanku simptoma metabolickog sindroma. Proteinske komponente renin-angiotenzin
sistema (RAS) imaju bitnu ulogu u nastanku inflamacije, hipertenzije i insulinske
rezistencije i na njihovu ekspresiju utice estradiol. Ova doktorska disertacija je za cilj
imala da ispita da li pol i estradiol doprinose promenama u ekspresiji komponenti RAS-a
[angiotenzin konvertujuceg enzima (ACE), angiotenzin konvertujuc¢eg enzima 2 (ACE2),
angiotenzinskog receptora tipa 1 (AT1R), angiotenzinskog receptora tipa 2 (AT2R) i
kolektrina] i medijatora inflamacije i remodelovanja tkiva srca [nuklearnog faktora kB
(NFxB), matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) i liganda 16 iz familije hemokina CXC
(CXCL16)] kod animalnog modela metabolickog sindroma.

Muzjaci i Zenke pacova koji su pili 10% rastvor fruktoze umesto vode u trajanju
od 9 nedelja predstavljali su animalni model metabolickog sindroma kori$¢en u ovoj
studiji. Radi ispitivanja efekata estradiola jedan deo Zenki pacova je ovarijektomisan i
podeljen u tri grupe pri ¢emi je jedna grupa pored standardne laboratorijske hrane pila
vodu, druga grupa je pila 10% rastvor fruktoze, a tre¢a grupa je pored rasvora fruktoze
primala i supstitucionu terapiju estradiolom. Ishrana bogata fruktozom je uzrokovala
povecanje krvnog pritiska samo kod muzjaka pacova. Ovaj tip ishrane nije doveo do
promena u masi srca niti u odnosu masa srca/masa tela ni kod jednog pola, kao ni kod

ovarijektomisanih Zivotinja $to ukazuje da se hipertrofija srca nije razvila. Rezultati



biohemijskih analiza su pokazali da ishrana bogata fruktozom dovodi do
hipertrigliceridemije kod oba pola, kao i kod ovarijektomisanih pacova. Kod
ovarijektomisanih pacova ovaj tip ishrane dovodi i do hiperinsulinemije i insulinske
rezistencije za koje se pokazalo da su revertibilne supstitucionom terapijom estradiolom.
Western blot analiza je pokazala da ishrana bogata fruktozom uzrokuje povecanje nivoa
ACE, istovremeno sa smanjenjem nivoa ACE2 i AT2R u srcu muzjaka pacova i
ovarijektomisanih zenki. Metodom Real-time PCR je ustanovljeno da ishrana bogata
fruktozom u srcu muzjaka pacova inhibira transkripciju gena koji kodira AT2R. Kod
zenki ishrana obogacena 10% rastvorom fruktoze ne dovodi do promena u nivou ACE,
ACE2 i AT2R. Iako ni kod jednog pola nije doslo do promene u nivou AT1R i MMP-9
nakon ishrane bogate fruktozom, ipak je detektovan veci nivo ovih molekula u srcu
muzjaka pacova hranjenih fruktozom u odnosu na Zenke. S druge strane, kod
ovarijektomisanih Zenki je ovaj tip ishrane doveo do povecanja nivoai AT1R i MMP-9. U
srcu pacova nakon ishrane obogacene fruktozom nisu detektovane promene u nivou
iRNK za CXCL16 i kolektrin. Kao posledica ishrane bogate fruktozom u srcu
ovarijektomisanih pacova doslo je do povecanja nivoa iRNK za CXCL16 i do povecanja
fosforilacije  p65 subjedinice NFxB. Supstituciona terapija estradiolom kod
ovarijektomisanih Zivotinja koje su pile 10% rastvor fruktoze je dovela do vracanja nivoa
ACE2 i AT2R na nivo detektovan kod kontrole, dok je nivo ACE, AT1R i MMP-9 bio ¢ak
manji od nivoa izmerenog kod kontrola. Uporedo sa ovim, estradiol je delovao
antiinflamatorno smanjuju¢i nivo fosforilacije NFxB i nivo iRNK za CXCL16.

Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj studiji moze se zakljuciti da detektovane
polno specificne promene u nivou proteinskih komponenti RAS-a u srcu i razvoj
hipertenzije, zajedno sa povecanjem nivoa medijatora inflamacije i remodelovanja,
doprinose tome da muzjaci pacova budu podlozniji za nastanak eventualnih buducih
patoloskih promena u strukturi i funkciji srca indukovanih ishranom bogatom
fruktozom. Estrogen pokazuje zastitni efekat na srce ovarijektomisanih Zenki pacova
ukidaju¢i metabolicke promene na biohemijskom i molekularnom nivou nastale kao

posledica ishrane bogate fruktozom, smanjujudi inflamaciju i remodelovanje srca. Ova



doktorska distertacija je omogucila bolje razumevanje polno specificnih razlika u

patogenezi metabolickog sindroma, kao i bolje razumevanje uloge RAS u ovom procesu.
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The effect of fructose rich diet on the expression of renin-angiotensin system
components and inflammatory molecules in the rat heart: sex specific

differences

ABSTRACT

Fructose rich diet (FRD) represents an important factor in the development of

metabolic syndrome. Metabolic syndrome is associated with increased risk for
cardiovascular diseases occurrence and chronic inflammation has a major role in its
pathogenesis. Females are protected from diet-induced metabolic disturbances and
hypertension in their reproductive period. Estrogen, which influences the cardiovascular
system, could contribute to the observed gender-specific differences in the onset of
metabolic syndrome. Components of the renin-angiotensin system (RAS), the synthesis
of which is mediated by estrogen, have an important role in the inflammatory processes,
hypertension and insulin resistance. Almost all of the components of metabolic syndrome
increase the activity of RAS, which finally results in increased oxidative stress and
inflammation. The aim of this doctoral dissertation was to investigate sex specific changes
and role of estradiol in the expression of RAS components [angiotensin converting
enzyme (ACE), angiotensin converting enzyme 2 (ACE2), angiotensin receptor type 1
(ATIR), angiotensin receptor type 2 (AT2R) and collectrin], as well as mediators of
inflammation and remodeling of heart tissue [nuclear faktor kB (NFxB), matrix
metalloproteinse-9 (MMP-9) and CXCL16 chemokine] in the animal model of metabolic
syndrome.

Male and female rats, which consumed 10% fructose solution instead of water for
9 weeks, represent an animal model of metabolic syndrome that was used in this study. In
order to examine the effects of estradiol in the context of FRD, female rats were
ovariectomized and divided in three groups: fed normal diet, fed FRD, and fed FRD and
subjected to estradiol replacement therapy. FRD increased blood pressure only in male
rats. This diet regime didn't cause heart hypertrophy neither in intact males and females,

nor in ovariectomized females. Biochemical analyses showed that FRD resulted in



hypertriglyceridemia in both sexes, as well as in ovariectomized females. Further, in
ovariectomized females FRD caused hyperinsulinemia and insulin resistance, which were
reverted with estradiol replacement therapy. Western blot analyses revealed that fructose
fed males and fructose fed ovariectomised females had inceased level of ACE, and
decreased levels of ACE2 and AT2R in the heart compared to adequate controls. Real-
time PCR method showed that FRD abolished gene transcription of AT2R in male rats. In
females, there were no changes in RAS molecules expression as a consequence of FRD.
Although FRD didn't cause changes in levels of AT1R and MMP-9 neither in males nor in
females, their levels were higher in fructose fed males compared to fructose fed females.
On the other side, we detected increased mRNA levels of ATIR and MMP-9 in
ovariectomized fructose fed females. FRD didn't affect mRNA level of CXCL16 and
collectrin in the heart of intact animals. In the heart of ovariectomized females this diet
led to the increased mRNA level of CXCL16 and increased phosphorylation of p65
subunit of NFkB. Estradiol reverts changes in the level of MMP-9 and RAS components
in the heart of fructose fed ovariectomised female rats. Further, estradiol showed
antiinflammatory effect since it decreased phosphorylation of p65 subunit and mRNA
level of CXCL16 in heart of fructose fed ovariectomized animals. Based on the results
obtained in this study we can conclude that detected sex specific changes in the
development of hypertension and cardiac RAS proteins expression, together with elevated
inflammation and remodeling contributed to greater susceptibility of male rats for the
occurrence of possible further pathological changes in the function and structure of the
heart. Estrogen, demonstrating the ability to revert the biochemical and molecular
changes, protects female rats from metabolic disorders and additionally reduces
inflammation and heart remodeling that followed the FRD. This doctoral dissertation
contributes to better understanding of gender specific differences in the pathogenesis of

metabolic syndrome, as well as to better understanding of the role of RAS in this process.

Keywords: fructose rich diet, sex specific differences, estradiol, heart, rats, inflammation,
renin-angiotensin system, MMP-9, NFxB, CXCL16

Scientific field: Biology



Special topic: Molecular biology
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SKRACENICE

ACE - angiotenzin konvertujuci enzim

Ace-/- — organizmi sa isklju¢enim genom koji kodira angiotenzin konvertujuci enzim
Ace2-/- — organizmi sa iskljuc¢enim genom koji kodira angiotenzin konvertujuci enzim 2
ACE2 - angiotenzin konvertujuci enzim 2

AGT - angiotenzinogen

Agtr2-/- — organizmi sa isklju¢enim genom koji kodira angiotenzin II receptor tipa 2
ANGT - angiotenzin I

ANG II - angiotenzin II

Ang-(1-7) — angiotenzin (1-7)

Ang-(1-9) — angiotenzin (1-9)

ARB - blokatori receptora za angiotenzin (engl. Angiotensin Receptor Blockers)
ATIR - angiotenzin II receptor tipa 1

AT?2R - angiotenzin II receptor tipa 2

ATP - adenozin tri fosfat

B2R - bradikininski receptor tipa 2

BCA - bicinhonini¢na kiselina

C domen — karboksi domen

c¢DNK - komplementarna dezoksiribonukleinska kiselina

CRP - C reaktivni protein

CXCL16 - CXClligand 16

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

E2 — estradiol

ECM - ekstracelularni matriks

EDTA - etilen-diamin-tetra-siréetna kiselina

EGFR - receptor za epidermalni faktor rasta (engl. epidermal growth factor receptor)
eNOS - endotelna azot oksid sintaza (engl. endothelial nitric oxid synthase)

ERE - estrogenski responsivni element



ERK - kinaza regulisana ekstracelulanim signalima (engl. Extracellular signal-regulated
kinases)

ERa — estrogenski receptor tipa a

ERp — estrogenski receptor tipa

F — Zivotinje koje su pile 10% rastvor fruktoze

FA — masne kiseline (engl. fatty acid)

FFA - slobodne masne kiseline (engl. free fatty acid)

GLUT - glukozni transporter (engl. Glucose transporter)

GPRK - G protein receptorska kinaza (engl. G-protein receptor kinase)

GRE - glukokortikoidni responsivni element

HEFCS - kukuruzni sirup sa visokim sadrzajem fruktoze (engl. high fructose corn syrup)
HNF-1a — nuklearni faktor hepatocita-1a (engl. hepatocyte nuclear factor-1a)

HNEF-1b — nuklearni faktor hepatocita-1b (engl. hepatocyte nuclear factor-1b)

HRP - peroksidaza rena (engl. horseradish peroxidase)

ECL - pojac¢ana hemiluminiscenciju (engl. enchanced chemiluminescence)

ICAM-1 — adhezioni protein leukocita-1 (engl. intercellular adhesion molecule I)

IKK - IkB kinazni kompleks

IL-1 - interleukin-1

IL-6 — interleukin-6

IR - insulinski receptor

iRNK - informaciona ribonukleinska kiseina

IRS-1 — supstrat za insulinski receptor 1 (engl. insulin receptor supstrat-1)

JAK - janus kinaza

JNK - c-jun N-terminalna kinaza (engl. c-Jun N-terminal kinases)

K - kontrolna grupa zivotinja

LDL - lipoproteini male gustine (engl. low density lipoproteins)

MAPK - protein kinaza aktivirana mitogenom (engl. mitogen-acivated protein kinaze)
MCP-1 — monocitni hemoatraktantni protein-1 (engl. monocyte chemoattractant protein-
1)

MI - infarkt miokarda (engl. miocardial infarction)



MMP-9 — matriks metaloproteinaza 9

MODY - adultni tip dijabetesa kod mladih osoba (engl. mature-onset diabetes of the
young)

MSK-1 — mitogenom i stresom aktivirana protein kinaza-1 (engl. mitogen- and stress-
activated protein kinase-1)

N domen — amino domen

NADPH - nikotin amid adenin dinukleotid fosfat (engl. nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate)

NFkB — nuklearni faktor kappa B

NLS - signal za jedarnu lokalizaciju (engl. nuclear localization signal)

NO - azot oksid (engl. nitric oxide)

OVX - ovarijektomija

ox-LDL - oksidovani lipoproteini male gustine

PDGF - faktor rasta trombocita (engl. platelet-derived growth factor)

PI3K - fosfatidilinozitol 3-kinaza

PLD - fosfolipaza D (engl. phospholipase D)

PPARY - receptor aktiviran proliferatorom peroksizoma (engl. peroxisome proliferator
activated receptor)

PVDF - polivinildifluoridne membrane

Pyk2 — Ca’*-zavisna prolinom bogata tirozin kinaza 2

RAS - renin-angiotenzin sistem

RNK - ribonukleinska kiselina

ROS - slobodni radikali (engl. reactive oxygen species)

SDS-PAGE - elekroforeza na natrijum dodecil sulfat-poliakrilamidnom gelu (engl.
Sodium Dodecil Sulphate PolyAcrilamide Gel Electrophoresis)

SNARE - (engl. soluble N -ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor)
SNS - simpaticki nervni sistem

STAT - transduktor signala i aktivator transkripcije (engl. Signal tranducer and Activator
of Transcription)

TG — trigliceridi



TIMP-1 — tkivni inhibitor matriks metaloproteinaza-1 (engl. Tissue inhibitor of matrix
metalloproteinases-1)

TLR - receptor slican Toll-u (engl. Toll-like receptor)

TNEF-a — faktor nektoze tumora alfa (engl. tumor necrosis factor-a)

VCAM 1 - vaskularni ¢elijski adhezivni molekul-1 (engl. vascular cell adhesion protein 1)
VLDL - lipoproteini jako male gustine (engl. very low desity lipoproteins)

VSMC - glatke misi¢ne Celije krvnih sudova (engl. vascular smooth muscle cell)
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1. UVOD

1.1. Metabolicki sindrom i bolesti srca

Poremecaji koji leze u osnovi metabolickog sindroma su: insulinska rezistencija,
abdominalna gojaznost, hiperglikemija, povisen krvni prititisak i dislipidemija (Eckel i sar.,
2005).

Metabolicki sindrom je povezan sa pove¢anom stopom obolevanja od bolesti srca i
krvnih sudova (Lakka i sar., 2002; Wilson i sar., 1999; Sattar i sar., 2003; Isomaa i sar., 2001).
Iako svaka pojedina¢na komponenta metabolickog sindroma remeti strukturu i funkciju
srca, kombinacija ovih komponenti donosi jo§ veéi rizik za nastanak srcanih oboljenja
(Voulgari i sar., 2010; Chinali i sar., 2008). Insulinska rezistencija, gojaznost i dislipidemija
dovode do slabosti srca kod ljudi (Ingelsson i sar., 2005; Kenchaiah i sar., 2002). Kod
gojaznih pacijenata i osoba sa dijabetesom detektovan je povecan nivo triglicerida (TG) u
srcu, a poznato je da akumulacija lipida u srcu ima bitnu ulogu u nastanku srcane
disfunkcije (Kusminski i sar., 2009).

Poremecaji koji leze u osnovi metabolickog sindroma dovode do narusavanja
energetskog bilansa u srcu. U fizioloskim uslovima srce prvenstveno koristi masne kiseline
(FA, engl. fatty acid) kao glavni izvor energije, dok glukozu koristi u mnogo manjoj meri.
Glukoza, laktat i ketoni postaju dominantan izvor energije u srcu u odredenim patoloskim
stanjima kao §to su gojaznost, dijabetes i insulinska rezistencija (Kodde i sar., 2007;
Buchanan i sar., 2005; Peterson i sar., 2008; Belke i sar., 2002).

Kod pacijenata sa metabolickim sindromom zabeleZen je povecan oksidativni stres i
smanjena aktivnost superoksid dismutaze (Palmieri i sar., 2006; Armutcu i sar., 2008; Ford i
sar., 2003). Slobodni radikali (ROS, engl. reactive oxygen species) smanjuju perfuziju srca
naru$avajuci funkciju endotela (Widlansky i sar., 2003; Scognamiglio i sar., 2005). ROS

mogu imati i direktan uticaj na kardiomiocite izazivajuci poremecaje u proizvodnji energije



od strane mitohondrija (Diamant i sar., 2003; Metzler i sar., 2002). ROS uti¢u na signalni
put insulina uzrokuju¢i insulinsku rezistenciju (Houstis i sar., 2006), smanjenu
bioraspolozivnost azot oksida (NO, nitric oxide) (Wold i sar., 2005), promene u
metabolizmu kalcijuma (Barouch i sar.,, 2002) i osteCenje mitohondrija $to na kraju
rezultuje poremecenim remodelovanjem srca i disfunkcijom komora (Wilkinson i sar.,

2004).

1.2. Inflamacija u metabolickom sindromu

Hroni¢na inflamacija ima ulogu u patogenezi metabolickog sindroma (Ridker i sar.,
2003; Festa i sar., 2000). Inflamacija koja prati metabolicki sindrom se ne uklapa u klasi¢nu
definiciju akutne ili hroni¢ne inflamacije i naziva se hroni¢nom inflamacijom niskog
intenziteta. Po$to je aktivirana metabolizmom naziva se jo§ i metainflamacija ili
parainflamacija (Hotamisligil, 2006; Medzhitov, 2008). Nastaje prekomernim unosom
hranjivih materija. To dovodi do metabolickog suficita. Tada specijalizovane metabolicke
¢elije (adipociti, hepatociti ili miociti) mogu da, kao odgovor na opasnost, pokrenu celijski
odbrambeni mehanizam i inflamatorni odgovor. Ovi inflamatorni putevi ukljucuju
aktivaciju tool-like receptora (TLR, engl. tool-like receptors), c-jun N-terminalne kinaze
(JNK, engl. c-Jun N-terminal kinases), nuklearnog faktora kappa B (NF«kB, engl. nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) i receptora y aktiviranog
proliferatorom peroksizoma (PPARY, engl. peroxisome proliferator activated receptor), $to
dovodi do proizvodnje proinflamatornih citokina (Gregor i Hotamisligil, 2011). Na
sistemskom nivou dolazi do povecanja nivoa proteina akutne faze, CRP-a (Osborn i
Olefsky, 2012; Lumeng i Saltiel, 2011). Povecano otpustanje hemotakticnih molekula
dovodi do regrutacije imunskih ¢elija kao $to su makrofagi, mast ¢elije, limfociti, eozinofili i
dendriticke celije u tkiva zahvacena inflamacijom (Chmelar, i sar., 2013). Inflamatorni
markeri bi stoga mogli da se koriste u cilju predikcije kardiovaskularnih oboljenja i
dijabetesa tipa 2 kako kod zdravih osoba, tako i kod pacijenata sa metabolickim sindromom

(Schmidt i sar., 1999; Rader, 2000).



1.3. Polne razlike u metabolickom sindromu

Postoje polno specifi¢cne razlike u relativnom riziku za nastanak metabolickih
komplikacija (Seerat i Saroj, 2012). Eksperimenti na Zivotinjama su pokazali da su Zenke u
reproduktivnom periodu zasticene od razvoja metabolickih poremecaja i hipertenzije
izazvanih ishranom. Neke studije su pokazale da muskarci imaju vecu stopu oboljevanja od
metabolickog sindroma u odnosu na zene (Njelekela i sar., 2009; Balkau i sar., 2002;
Pannier i sar., 2006), dok druge studije pokazuju suprotno (Ahonen i sar., 2009; He i sar.,
2007). Smatra se da su za to odgovorni polni hormoni (Galipeau i sar., 2002; Kori¢anac i
sar., 2013). Polne razlike u razvoju metabolickog sindroma bi mogle doprineti postojanju
polno specifi¢nih razlika u nastanku kardiovaskularnih bolesti (Regitz-Zagrosek i sar., 2006;
Njelekela i sar., 2009).

Stopa obolevanja od metabolickog sindroma kod Zena raste sa pojavom menopauze
(Carr, 2003). U menopauzi obi¢no dolazi do pojave gojaznosti i do redistribucije masnog
tkiva od glutealne (Williams, 2004) ka abdominalnoj frakciji $to podsec¢a na distribuciju
koja se sre¢e kod muskaraca i naziva se androidnim tipom gojaznosti (Tchernof i sar., 2000;
Gambacciani i sar., 1999). Ovaj tip gojaznosti je povezan sa pove¢anom kardiovaskularnom
smrtno$cu i razvojem dijabetesa tipa 2 (Bjorntorp, 2000). S obzirom da visceralno masno
tkivo predstavlja bitan izvor slobodnih masnih kiselina (FFA, engl. free fatty acid) i
medijatora inflamacije koji se sekretuju u portalnu venu, nije neocekivano da preokret od
periferne ka centralnoj gojaznosti dovodi do metabolickih poremecaja (Wajchenberg, 2000;
Krotkiewski i sar., 1983).

Zene pre menopauze imaju manju verovatnocu za nastanak hipertenzije u odnosu
na muskarce istih godina. Porast stope hipertenzije je daleko ve¢i kod Zena nakon
menopauze nego kod muskaraca iste Zivotne dobi (Gasse i sar., 2001). To se objasnjava
prekomernom aktivacijom renin-angiotenzin sistema (RAS) i gojazno$¢u kod Zena nakon
menopauze. Polni hormoni, prvenstveno estrogen, u bitnoj meri uti¢e na aktivnhost RAS-a
(Fischer i sar., 2002). S druge strane, i sam androgeni tip gojaznosti predstavlja nezavistan

faktor rizika za nastanak hipertenzije (Pechere-Bertschi i Burnier, 2004).



1.4. Estrogeni

Brojna ispitivanja uradena kako na ljudima tako i na Zivotinjama su pokazala da bi
promene u nivou estrogena ili njihovih receptora mogle da dovedu do simptoma
metabolickog sindroma (Eshtiaghi i sar., 2010; Heine i sar., 2000; Bryzgalova i sar., 2006;
Takeda i sar.,2003; Jones i sar., 2000; Bryzgalova i sar., 2008).

1.4.1. Estrogeni i regulacija genske ekspresije

Estrogeni se vezuju za estrogenske receptore tipa o i B (ERa i ERP) koji potom
menjaju svoju konformaciju i dimerizuju. U zavisnosti od identiteta i koncentracije liganda
formiraju se razliciti dimeri: ERa-ERa homodimeri, ERB-ERp homodimeri i ERa-ERP
heterodimeri (Powell i sar., 2008). Dimer se vezuje za estrogen-responsivni element (ERE)
nakon cega interaguje sa kofaktorima i ucestvuje u regulacije genske ekspresije (Nilsson i
sar., 2001). Pored klasi¢nih jedarnih ER, ¢ija aktivacija dovodi do promena u transkripciji
gena u roku od nekoliko sati (Shang i sar., 2000), postoje i ekstranuklearni ER koji
aktiviraju razlic¢ite proteinske kinaze koje fosforiliSu razli¢ite proteine (Fu i Simoncini,
2008). Preko ovih receptora estradiol moze aktivirati brze signale koji deluju u roku od

nekoliko sekundi ili minuta (Hammes i Levin, 2007).

1.4.2. Estrogeni i metabolizam

Estrogeni imaju bitan uticaj prvenstveno na metabolizam lipida ali i na druge
komponente metabolickog sindroma (Misso i sar., 2005). Nedostatak estrogena rezultuje
povecanjem ukupnog udela masnog tkiva, gojaznos¢u (Danilovich i sar., 2000; Heine i sar.,
2000) i hiperholesterolemijom (Hewitt i sar., 2003; Jones i sar., 2000). Estrogeni ublazavaju
insulinsku rezistenciju i olaksavaju procesovanje lipoproteina niske gustine (LDL, engl. low
density lipoprotein) od strane jetre (Riant i sar., 2009; Windler i sar., 1980). Zenke miseva i
drugih glodara, kao i Zene sa normalnim nivoom estradiola su zasticene od insulinske
rezistencije indukovane ishranom (Frias i sar., 2001; Hevener i sar., 2002; Hong i sar., 2009).
Nakon menopauze kod Zzena ili nakon ovarijektomije kod eksperimentalnih Zivotinja

uocava se naglo smanjenje osetljivosti na insulin paralelno sa porastom mase masnog tkiva,



cirkuli$uéih inflamatornih markera, LDL-a, TG i FA (Pfeilschifter i sar., 2002; Sites i sar.,
2002; Carr, 2003). Ovarijektomisani pacovi i misevi su rezistentni na insulin (Campbell i
sar., 2002), dok supstituciona terapija estradiolom odrzava insulinsko delovanje i
toleranciju na glukozu na fizioloskom nivou (Stubbins i sar., 2012). Estradiol povecava
osetljivost na insulin kod glodara i ljudi oba pola sve dok je prisutan u uskim fizioloskim
granicama. Ukoliko postigne koncentraciju vecu od fizioloske dolazi do nastanka insulinske

rezistencije usled hiperinsulinemije u jetri i usled smanjenja ekspresije glukoznog

1.4.3. Estrogeni i srce

Estrogeni su odgovorni za normalno funkcionisanje kardiovaskularnog sistema
(Deroo i Korach, 2006). Vecina dejstava estradiola se ostvaruje preko ER i ukljucuje i
genomske i negenomske puteve (Baross i Gustafsson, 2011).

Brojni eksperimenti na zivotinjama su pruzili dokaze o zastitnom dejstvu estrogena
na kardiovaskularni sistem (Mendelsohn i Karas, 1999; Pinto i sar., 1997; Hulley i sar., 1998;
Shinmura i sar., 2008). 17p-estradiol deluje protektivno na nastanak ateroskleroze (Hayashi
i sar., 1992), inflamacije (Koh, 2002) i ima pozitivho dejstvo na funkciju endotela i
vaskulature (Gorodeski i sar., 1995). Estradiol takode utice i na aktivnost endotelne azot
oksid sintaze (eNOS, engl. endothelial nitric oxid synthase) $to dodatno doprinosi njegovoj

zastitnoj funkciji u tkivu srca (Khalil, 2005).

1.5. Ishrana obogacena fruktozom

Povecan unos fruktoze predstavlja bitan faktor u razvoju metabolickog sindroma i
komplikacija koje ga prate (Miller i Adeli, 2008). Unos fruktoze putem voca je nizak ~ 15
grama na dan, i ne dovodi do znacajnih promena u metabolizmu. Medutim, Sezdesetih
godina proslog veka je napredak tehnologije omogucio jeftinu proizvodnju sirupa sa
visokim sadrzajem fruktoze koji se dobija iz kukuruza (HFCS eng. high fructose corn syrup),
i samim tim fruktoza je pocela masovno da se korisiti kao zasladiva¢ (Hanover i White,

1993). Zbog izuzetne slatkoce i niske cene sredinom osamdesetih godina je HFCS postao



najzastupljeniji zasladiva¢ u industriji gaziranih pica. Procene su da poslednjih decenija viSe
od 30% totalnog unosa energije ¢ini fruktoza (Johnson i sar., 2009).

Porast konzumacije fruktoze tokom poslednjih 30 godina koincidira sa pove¢anom
rasprostranjeno$¢u gojaznosti i metabolickog sindroma (Havel, 2005). Eksperimenti na
raznim zivotinjskim modelima su pokazali da ishrana obogacena fruktozom dovodi do
nastanka insulinske rezistencije, gojaznosti, hiperlipidemije i hipertenzije (Havel, 2005;
Basciano i sar., 2005). Ispitivanja na ljudima su pokazala da je konzumacija hrane
obogacene fruktozom povezana sa razvojem insulinske rezistencije i dislipidemije (Le i

Tappy, 2006).

1.5.1. Metabolizam fruktoze

I pored izrazite slicnosti u hemijskoj strukturi, fruktoza i glukoza se metabolisu
potpuno razli¢itim putevima (Slika 1.1) i koriste razli¢ite GLUT transportere (Zhao i
Keating, 2007). Fruktoza se iz digestivnog trakta apsorbuje u portalnu venu preko GLUT5
(Havel, 2005), a iz portalnog krvotoka je preuzima jetra pomo¢u GLUT2 (Cheeseman,
1993). Fruktoza se prvo fosforilise enzimom fruktokinazom i nastaje fruktoza-1-fosfat koja
se posredstvom aldolaze B konvertuje u D-gliceraldehid i dihidroksiaceton fosfat. D-
gliceraldehid se dalje fosforilise i nastavlja proces glikolize do piruvata. Oba molekula mogu
biti prevedena u gliceraldehid-3-fosfat. Neki od ovih molekula se mogu konvertovati u
glukozu procesom glukoneogeneze ili mogu biti iskoris¢eni za produkciju drugih molekula
kao $to su TG.

Postoji nekoliko koraka u metabolizmu glukoze koji inhibiraju formiranje TG. Ovi
koraci obuhvataju pretvaranje glukoze u glikogen, ponovno stvaranje glukoze kroz proces
glukoneogeneze i inhibiciju glikolize i daljeg preuzimanja glukoze usled negativne povratne
inhibicije enzima fosfofruktokinaze. S druge strane, u metabolizmu fruktoze ucestvuje
enzim fruktokinaza koji omogucava zaobilaZenje enzima fosfofruktokinaze. Time dolazi do

neogranicenog ulaska ugljenih hidrata u proces glikolize.
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Slika 1.1. Razlike u metabolizmu fruktoze i glukoze (preuzeto i modifikovano sa truttmd.com)

Trioze nastale degradacijom fruktoze mogu eventualno biti iskoris¢ene za sintezu
glicerola i FA, koji kroz esterifikaciju mogu formirati TG. Prema tome, visok unos fruktoze
moze dovesti do prevelike sinteze TG (Havel, 2005). U jetri se potom iz ovih TG mogu
formirati lipoproteini veoma male gustine (VLDL, engl very low density lipoprotein). Kako
VLDL partikule putuju krvotokom, TG mogu biti hidrolizovani lipoproteinskom lipazom
do FFA i monoacilglicerola. Masno tkivo moze preuzeti ove komponente i opet formirati
TG. Prema tome, preterani unos fruktoze moze rezultovati poviSenim nivoom FFA i

gojaznoscu (Havel, 2005; Rutledge i Adeli 2007).



Druga posledica konverzije fruktoze u fruktozo-1-fosfat enzimom fruktokinazom je
prekomerno iskori$¢avanje adenozin tri fosfata (ATP) kao donora fosfata. S obzirom da
fruktokinaza nije podlozna negativnoj povratnoj inhibiciji dolazi do akumulacije
fosforilisanih supstrata i do potpunog iskoris¢avanja ATP-a u jetri §to na kraju rezultuje
povecanom degradacijom nukleotida do uri¢ne kiseline (Maenpaa i sar., 1968). Uri¢na
kiselina inhibira in vivo i in vitro sintezu endotelnog NO (Khosla i sar., 2005) i direktno

uzrokuje disfunkciju adipocita (Sautin i sar., 2007).

1.5.2. Fruktoza i inflamacija

Mnoge studije uradene na eksperimentalnim Zivotinjama su potvrdile da fruktoza
indukuje inflamaciju. Fruktoza, za razliku od glukoze, brzo povecava ekspresiju adhezionog
proteina leukocita ICAM-1 (engl. Intercellular Adhesion Molecule 1) u endotelnim celijama
poreklom iz ljudske aorte (Glushakova i sar., 2008). Povecana ekspresija ICAM-1, VCAM-1
(engl. Vascular Cell Adhesion Protein 1), kao i povecana infiltracija makrofaga i aktivacija
NFxB u aorti pacova nakon ishrane bogate fruktozom ukazuju na prisustvo inflamacije
(Tan i sar., 2008). Kod pacova je nakon ishrane bogate fruktozom detektovan i povecan
nivo interleukina (IL-1 i IL-6) u plazmi (Armutcu i sar., 2005).

Inflamacija i oksidativni stres imaju bitnu ulogu u razvoju simptoma metaboli¢kog
sindroma kod pacova nakon ishrane bogate fruktozom (Delbosc i sar., 2005). Povecana

zastupljenost fruktoze u ishrani vodi aktivaciji RAS-a ¢iji je glavni efektorni molekul

povezan sa oksidativnim stresom (Iyer i sar., 1996; Hitomi i sar., 2007).

1.5.3. Fruktoza i poremecaji koji leZe u osnovi metabolickog sindroma

Fruktoza, za razliku od glukoze, ne stimulide sekreciju insulina i leptina koji
smanjuju skladidtenje TG u masnom tkivu (Grant i sar., 1980; Curry, 1989). Insulinska
rezistencija i gojaznost uzrokovane dugoro¢nom konzumacijom namirnica bogatih
fruktozom dovode do pojave kompenzatorne hiperinsulinemije (Rohner-Jeanrenaud i
Jeanrenaud, 1996). Fruktoza ne samo da dovodi do pojave insulinske rezistencije u

metabolickim tkivima kao $to su jetra, misi¢i i masno tkivo, ve¢ takode indukuje pojavu



insulinske rezistencije u srcu (Deng i sar., 2007). Insulinska rezistencija je kod pacova
hranjenih fruktozom povezana sa povecanjem ekspresije angiotenzin II receptora tipa 1
(ATIR), kao i oksidaze nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (NADPH, engl.
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) koja je odgovorna za povecan nivo
superoksidnih anjona (Shinozaki i sar., 2004).

Ishrana obogacena fruktozom dovodi do povecanja krvnog pritiska kod Zivotinja
(Erlich i Rosenthal., 1995; Suzuki i sar., 1997; Verma i sar., 1994). Smatra se da preterana
produkcija uri¢ne Kkiseline, hiperinsulinemija, formiranje aldehida, i poremecaji u
reaktivnosti krvnih sudova dovode do ovog efekta fruktoze (Reiser, 1985; Daly i sar., 1997;
Vasdev i sar., 1998; Verma i sar., 1996). Insulinska rezistencija i hiperinsulinemija mogu
dovesti do hipertenzije povecanjem aktivacije simpatickog nervnog sistema (SNS),
povecanjem koncentracije kateholamina u plazmi ili povecanjem reapsorpcije tecnosti u
proksimalnim tubulama (Reaven i sar., 1988). S druge strane, uri¢na kiselina smanjivanjem
nivoa vazodilatatornog NO moze biti uzrok nastanka hipertenzije (Nakagawa i sar., 2005).
Postoji i veza izmedu inflamacije uzrokovane ishranom oboga¢enom fruktozom i
hipertenzije. Povecani nivoi insulina, vodonik peroksida i angiotenzina I (ANG I) su
izmereni u srcu i aorti hipertenzivnih Zivotinja hranjenih fruktozom. Sve ove promene se
mogu revertovati kaptoprilom, inhibitorom angiotenzin konvertujuceg enzima (ACE, engl.
Angiotensin Converting Enzyme), $to ukazuje na veoma bitnu ulogu RAS-a u nastanku
poremecaja izazvanih ishranom obogacenom fruktozom (Nyby i sar., 2007). Hipertenzija
uzrokovana preteranom konzumacijom fruktoze je povezana sa povecanom ekspresijom
ATI1R u masnom tkivu (Giacchetti i sar., 2000). Konzumacija velike koli¢ine fruktoze kod
miseva dovodi do pojave nocne hipertenzije i disbalansa autonomnog nervnog sistema $to
je povezano sa aktivacijom SNS-a i RAS-a (Farah i sar., 2006).

Brojne studije su pokazale da ishrana obogacena fruktozom dovodi do pojave
hiperlipidemije kod glodara (Storlien i sar., 1993; Herman i sar., 1970; Okazaki i sar., 1994).
Naime, kod izbalansirane ishrane postoji malo de novo lipogeneze iz glukoze (Hellerstein,
1996). S druge strane, zabeleZen je porast de novo lipogeneze za 3-15 puta u slucaju fruktoze

kao supstarata (Schwarz i sar., 1993; Bhosale i sar., 1996). Istrazivanja na ljudima su



pokazala da ishrana obogacena fruktozom dovodi do porasta nivoa TG i holesterola

(Hallfrisch i sar., 1983; Reiser i sar., 1989; Teff i sar., 2002).

1.6. Zivotinjski model metabolickog sindroma

Istrazivanje na pacovima je pokazalo da ishrana obogacena fruktozom i saharozom,
ali ne i glukozom, dovodi do povecanja telesne mase i smanjenja tolerancije na glukozu.
Pacovi hranjeni fruktozom unose vise kalorija od Zivotinja na standardnoj ishrani (Kanarek
i Orthen-Gambil, 1982). Ishrana obogacena fruktozom kod glodara dovodi do nastanka
simptoma metabolickog sindroma kao $to su visok nivo TG, adipoznost, insulinska
rezistencija, hiperinsulinemija, hipertenzija i netolerancija na glukozu (Tran i sar., 2009;
Kamide i sar., 2002; Brito i sar., 2008; Machi i sar., 2012; Mostarda i sar., 2012; Sanches i
sar., 2012; Abdulla® i sar., 2011; Thorburn i sar., 1989; Hallfrisch i sar., 1979; Higashiura,
2000).

Metabolicki sindrom se moze eksperimentalno izazvati hranjenjem pacova 60%
fruktozom (Hwang i sar., 1987; Nakagawa i sar., 2006) ili upotrebom 10-20% rastvora
fruktoze umesto vode (Dai i McNeill, 1995). Ovi razliciti na¢ini administracije fruktoze
mogu dovesti do manifestacije razli¢itih komponenti metabolickog sindrome (Sanchez-

Lozada i sar., 2007).

1.6.1. Ishrana bogata fruktozom i promene na srcu

Ovaj zivotinjski model omogucava pracenje promena u kardiovaskularnom tkivu
koje prate metabolicki sindrom. Ishrana obogacena 60% fruktozom kod pacova dovodi do
ventrikularne dilatacije, smanjenja ventrikularne kontraktilne funkcije, hipertrofije srca,
infiltracije inflamatornih celija u srce, povecanja oksidativnog stresa, kao i do povecane
aktivacije NFxB u srcu (Bagul i sar., 2005; Padiya i sar., 2014; Patel i sar., 2009; Chang i sar.,
2007). Ishrana obogacena fruktozom povecava nivo angiotenzina II (ANG II) koji
aktiviraju¢i AT1R dovodi do proliferacije fibroblasta. To uzrokuje povecanje sinteze
kolagena tipa II i njegovu akumulaciju u srcu sto rezultuje remodelovanjem tkiva (Paul i

sar., 2006; Kamide i sar., 2002; Giani i sar., 2010). Studije u kojima je pacovima davan 10%
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rastvor fruktoze su pokazala da ovaj tretman dovodi do hipertrofije srca, povecanja
pre¢nika miocita i do fibroze leve komore sa perivaskularnim talozZenjem kolagena tipa III u
srcu (Miatello i sar., 2005; Giani i sar., 2010; Xohg i sar., 2010).

Povecana simpaticka stimulacija srca i krvnih sudova prethodi nastanku
metabolickih poremecaja kod pacova hranjenih fruktozom. To ukazuje da bi promene u
autonomnoj stimulaciji mogle da predstavljaju okida¢ za nastanak citavnog skupa
simptoma povezanih sa kardiometabolickim bolestima (Machi i sar., 2012; Mostarda i sar.,

2012; Sanches i sar., 2012).

1.7. Sistemski i tkivni RAS

Po svojoj osnovnoj definiciji RAS predstavlja peptidergicki sistem sa endokrinim
karakteristikama. RAS se karakterise prisustvom peptidnih hormona koji imaju bitnu ulogu
u odrzavanju ravnoteze telesnih tecnosti i krvnog pritiska ali su ukljuceni i u patogenezu
kardiovaskularnih bolesti. Komponente RAS-a ¢ine: renin koji se sintetiSe u bubrezima i
seCe angiotenzinogen (AGT) do ANG I; delovanjem ACE koji se uglavhom nalazi na
endotelnim celijama, ANG I se dalje konveruje u aktivni peptid ANG II koji svoje dejstvo
ostvaruje posredstvom dva tipa receptora: AT1R i angiotenzin II receptora tipa 2 (AT2R).
Enzim homolog ACE zove se angiotenzin konvertujuc¢i enzim 2 (ACE2, engl. Angiotensin
Converting Enzyme 2). ACE2 prevodi ANG II u angiotenzin (1-7) (Ang-(1-7)) (Tipnis i sar.,
2000; Donoghue i sar., 2000; Vickers i sar., 2002) koji se vezuje za Mas receptor (Santos i
sar., 2003).

1.7.1. Lokalni RAS u srcu

Klonirani su geni svih komponenti RAS-a i njihova ekspresija je detektovana u
mnogim tkivima $to je posluzilo kao dokaz za mogucnost sinteze ANG II na lokalnom
nivou. Najvaznija fizioloska uloga RAS-a u srcu je odrzavanja odgovarajuceg celijskog
okruzenja uspostavljanjem ravnoteze medu stimulusima koji indukuju i inhibiraju celijski
rast i proliferaciju, kao i posredovanjem u adaptivhom odgovoru na miokardijalni stres

(Paul i sar., 2006). Vise od 90% ANG I detektovanog u srcu se sintetise lokalno, kao i vise

11



od 75% ANG II (Van Kats i sar., 1998). iRNK koja kodira ACE je detektovana u srcu pacova
i ¢oveka (Hirsch i sar., 1991; Kreutz i sar., 1995; Schunkert i sar., 1990). ACE sinteti$u
fibroblasti i koronarne endotelne ¢elije (Katwa i sar., 1995; Zhou i sar., 1994). Detektovana
je i ekspresija ACE2 u srcu pacova (Crackower i sar., 2002; Tipnis i sar., 2000) i ¢oveka
(Burrell i sar., 2005; Goulter i sar., 2004). Sr¢ane miocite i fibroblasti eksprimiraju ATI1R
(Allen i sar., 2000; Saito i sar., 1987; Crabos i sar., 1994; Koch-Weser, 1964) cijom
aktivacijom ANG II ostvaruje pozitivno jonotropno dejstvo (Koch-Weser, 1964).

Lokalno produkovan ANG II indukuje fibrozu i hipertrofiju srca aktivacijom AT1R
i signalnih puteva faktora rasta (Pinto i sar., 2000.; Sun i sar., 1997; Dostal, 2000), dok
aktivacija AT2R dovodi do suprotnih efekata (Steckelings i sar., 2005; Yan i sar., 2008).
Fibroza rezultuje pove¢anjem krutosti komora i finalno dovodi do dijastolne disfunkcije i
slabosti srca (Bader, 2010). Hipertrofija kardiomiocita predstavlja kompenzatorni
mehanizam za odrzavanje funkcije srca u fizioloskim uslovima, ali moze predstavljati i
veliki rizik za nastanak kongestivne slabosti srca i iznenadne sréane smrti (Dzau i sar.,
2001). ACE inhibitori i antagonisti AT1R sprecavaju ili smanjuju stepen hipertrofije srca.
Ovi lekovi smanjuju i remodelovanje srca nakon infarkta i, poboljsavaju¢i njegov
funkcionalni status, smanjuju smrtnost (Pfeffer i sar., 1988; Pfeffer i Braunwald, 1990).
Naime, AT1R u tkivu srca ima ulogu u apoptozi (Cigola i sar., 1997) koja je odgovorna za
remodelovanje srca nakon infarkta miokarda (MI, engl. miocardial infarction) (Anversa i
sar., 1998) i kod hipertenzivne i dijabeticke kardiomiopatije (Diez i sar., 1997; Fiordaliso i
sar., 2000). U eksperimentima je pokazano da su miSevi kod kojih nema lokalne
proizvodnje AGT u srcu barem delimi¢no zasticeni od hipertrofije i fibroze srca izazvane
hipertenzijom (Kang i sar., 2002). S druge strane, miSevi koji uopste nemaju ANG II ili
ATI1R razvijaju hipertrofiju srca (Hamawaki i sar., 1998). Prekomerna aktivacija RAS-a u
srcu moze uzrokovati smanjenu dijastolnu relaksaciju (Schunkert i sar., 1993; Rothermund i
sar., 2000; Rothermund i sar., 2001), a pored strukturnih abnormalnosti dovodi i do
promena u sprovodenju elektricnog nadrazaja uzrokuju¢i aritmije (Delpon i sar., 2005;

Healey i sar., 2005).
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Slika 1.2. RAS u srcu (preuzeto i modifikovano iz Jones i sar., 2008; NEP- Neutralna endopeptidaza;
ARAPI i ATRAP- proteini asocirani sa ATR koji promovisu recikliranje ili internalizaciju ATR
receptora; ATIP1- AT:R interagujudi protein-1)

Brojne studije su nedavno sprovedene u cilju razjasnjavanja uloge ACE2-Ang-(1-7)-
Mas ose u srcu. MiSevi koji nemaju ACE2 ili Mas imaju smanjenju ventrikularnu
kontraktilnu funkciju (Oudit i sar., 2006; Yamamoto i sar., 2006; Santos i sar., 2006). Ang-
(1-7) stiti miSeve i pacove od hipertrofije srca (Santos i sar., 2004; Mercure i sar., 2008).

Naime, Ang-(1-7) nakon vezivanja za Mas receptor povecava produkciju NO i fosforilaciju
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protein kinaze B (Akt) u kardiomiocitima (Dias-Peixoto i sar., 2008), istovremeno

smanjujuci ekspresiju kolagena i faktora rasta fibroblasta (Iwata i sar., 2005) (Slika 1.2.).

1.7.2. RAS i metabolicki sindrom

S obzirom da ANG II ima znacajnu ulogu u nastanku hipertenzije,
kardiovaskularnih bolesti i insulinske rezistencije (Henriksen, 2007; Folli i sar., 1997), RAS
bi mogao predstavljati kljuénu vezu izmedu gojaznosti, dijabetesa i hipertenzije u
metabolickom sindromu (Boustany i sar., 2004; Schmieder i sar., 2007). Upotreba lekova
koji inhibiraju delovanje ANG II ne samo da snizava krvni pritisak ve¢ povecava i
insulinsku senzitivnost, a takode moze odloziti i pojavu dijabetesa (Yusuf i sar, 2000; Fogari
i sar., 1998; Sowers i sar., 2001; Abuissa i sar., 2005). Klini¢ka ispitivanja su pokazala da su
ACE inhibitori i blokatori receptora za angiotenzin (ARB, engl. Angiotensin Receptor
Blockers) uspesni u tretmanu pacijenta sa poremecenom tolerancijom glukoze (Abuissa i
sar., 2005; Niklason i sar., 2004; Scheen?, 2004; Scheen®, 2004). Farmakoloska blokada ANG
I u kardiomiocitima, glatkim miSi¢nim celijama krvnih sudova (VSMC, engl. vascular
smooth muscle cell) i endotelnim celijama poboljsava insulinsku senzitivnost (Cooper i sar.,
2007).

Insulinska rezistencija i povecan nivo ANG II koegzistiraju u ranom stadijumu
kardiomiopatija. ANG 1II inhibira signalni put insulina aktivacijom protein kinaze
aktivirane mitogenom (MAPK, engl. Mitogen-acivated Protein Kinaze) (Alfarano i sar.,
2008). Intravenska infuzija ANG II inhibira insulinom posredovanu aktivaciju
fosfatidilinozitol 3-kinaze (PI3K, engl. phosphatidylinositol 3-kinase) i Akt-a u srcu
(Carvalheira i sar., 2003). Kod gojaznih miSeva rezistentnih na insulin kaptopril (ACE
inhibitor) popravlja osetljivost na insulin, energetski status miokardijuma i normalizuje
aktivnost protein kinaze a aktivirane AMP-om (AMPK, engl. AMP-activated Protein Kinase
«) (Tabbi-Anneni i sar., 2008).

Esencijalna hipertenzija, koja predstavlja glavnu karakteristiku prekomerne
aktivnosti RAS-a, je Cesto povezana sa insulinskom rezistencijom. ANG II je snazan

vazokonstriktor, a varijacije u protoku krvi su znacajan faktor u kontroli insulinom
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posredovanog preuzimanja glukoze u tkiva (Barrett i sar., 2009; Vincent i sar., 2005). Na
ovaj nacin bi ACE inhibitori i ARB mogli rezultirati povec¢anim preuzimanjem glukoze.
Medutim, inhibicija RAS-a poboljsava insulinsku senzitivnost ¢ak i nezavisno od promena
u krvnom pritisku (Niklason i sar., 2004; Mori i sar., 2007; Munoz i sar., 2006). Drugi
predlozeni mehanizmi kojima bi ANG II mogao da uti¢e na insulinsku senzitivnost su
smanjenje sekrecije adiponektina (Ran i sar., 2006), smanjenje adipogeneze (Sharma i sar.,
2002), inhibicija translokacije GLUT4 (Shiuchi i sar., 2004; Wei i sar., 2008), povecanje
sinteze ROS-a i inflamacija (Wei i sar., 2008).

Kod pacijenata sa metabolickim sindromom zabeleZen je povecan oksidativni stres i
smanjena aktivnost superoksid dismutaze u srcu (Palmieri i sar., 2006; Armutcu i sar., 2008;
Ford i sar., 2003). Jo$ uvek nije ustanovljen tacan mehanizam kojim povecan oksidativni
stres dovodi do poremecaja strukture i funkcije srca, ali je moguce da u osnovi ovoga stoji
sposobnost ROS-a da uzrokuju ostecenja na proteinima, DNK ili RNK molekulima (Ilkun i
Boudina, 2013). Skoro sve komponente metabolickog sindroma povecavaju aktivnost RAS-
a (Putnam i sar., 2012) koji stimuli$e aktivhost NADPH oksidaze i stvaranje ROS-a od
strane mitohondrija (Zhang® i sar., 2007). Oksidativni stres je ukljuc¢en u proces apoptoze i
igra centralnu ulogu u dejstvu ANG II na signalni put insulina u srcu (Matsuzawa i Ichijo,
2005; Erickson i sar., 2008). Oksidativni stres koji nastaje kao rezultat AT1R-posredovane
aktivacije NADPH oksidaze povecava remodelovanje tkiva srca i doprinosi razvoju
insulinske rezistencije u srcu kod animalnog modela sa hroni¢no povisenim nivoom ANG
IT (Ren2 pacovi) (Whaley-Connell i sar., 2007). Kod pacova koji su bili na ishrani bogatoj
fruktozom insulinska rezistencija je povezana sa pove¢anom ekspresijom AT1Ra u aorti i sa
povecanom aktivnos¢u NADPH oksidaze (Shinozaki i sar., 2004).

Mnoge studije uradene na glodarima sugerisu da RAS ima istaknutu ulogu u
etiologiji gojaznosti. Periferna administracija ACE inhibitora i ARB, kao i geneticke
manipulacije na kriticnim komponentama RAS-a, sprec¢avaju prekomernu gojaznost kod
glodara (de Kloet i sar., 2009; Mori i sar., 2007; Santos i sar., 2008; Shiuchi i sar., 2004;
Yvan-Charvet i sar., 2005).
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Ang-(1-7) ima protektivhu ulogu u nastanku metabolickog sindroma. Naime kod
pacova hranjenih fruktozom tretman Ang-(1-7) dovodi do smanjenja telesne tezine,
insulinske rezistencije, nivoa TG i aldosterona, adipozitisa i hepatosteatoze (Marcus i sar.,
2013; Giani i sar., 2009). Potvrdu ovom protektivnom dejstvu Ang-(1-7) pruzaju i druge
studije uradene na animalnim modelima deficijentim za Mas receptor kod kojih dolazi do
dramati¢nih promena u metabolizmu masti i glukoze (Santos i sar., 2008). Kod transgenih
pacova koji imaju povecan nivo Ang-(1-7) u plazmi je zabelezena povecana tolerancija na
glukozu i insulinska senzitivnost (Santos i sar., 2010). Ang-(1-7) takode smanjuje i
produkciju superoksidnih radikala i aktivaciju NFkB i MAPK/ERK u masnom tkivu
(Marcus i sar., 2013).

1.7.3. Estrogen i RAS

Polni hormoni uti¢u na ekspresiju komponenti RAS-a razli¢itim mehanizmima.
Godinama su postojale brojne nedoumice o uticaju estrogena na RAS. Pre 15 godina je
postojao konsenzus u naucnoj zajednici da estrogen aktivira RAS (Laragh, 1967;
Weinberger i sar., 1977; Sealey i sar., 1994; Brosnihan i sar., 1997; Oelkers, 1996). Danas
medutim, zahvaljujuc¢i daleko preciznijim merenjima, mozemo drugacije da procenimo
situaciju. Kod zivotinja kod kojih je stimulisan RAS i koje su razvile hipertenziju,
supstituciona terapija estrogenom dovodi do smanjenja sinteze ANG II i do smanjenja
krvnog pritiska (Hoeg i sar., 1977; Okuniewski i sar., 1998; Roesch i sar., 2000; Brosnihan i
sar., 1997). Kod ljudi i eksperimentalnih Zivotinja je pokazano da estrogen smanjuje
aktivnost i nivo ACE i ATIR (Brosnihan i sar., 1997; Gallagher i sar., 1999; Roesch i sar.,
20005 Ferrario i sar., 1997; Dean i sar., 2005). U srcu ovarijektomisanih Zivotinja je uocena
smanjena ekspresija AT2R koja se vraca na inicijalni nivo nakon tretmana estradiolom (Xu
i sar., 2003). Smatra se da ERP ima bitnu ulogu u inhibiciji signalnog puta ANG II posto je
pokazano da tretman estradiolom smanjuje hipertrofiju i fibrozu leve komore samo kod
misSeva sa isklju¢enim genom za ERa, ali ne i kod onih sa isklju¢enim genom za ERf]

(Pedram i sar., 2008).
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1.7.4. Angiotenzin konvertujuci enzim tipa 1 (ACE)

ACE, takode poznat i pod nazivima peptidil-dipeptidaza A ili kininaza II je klju¢ni
element RAS-a. Ima molekulsku tezinu 140 kDa i sastoji se od 1304 amiokiseline.
Glikozilovana forma enzima ima molekulsku masu od 150-180 kDa (Coates, 2003).
Somatski ACE se sastoji od unutarcelijskog domena, transmembranskog domena i dva
slicna ekstracelijska domena — amino ili N domen i karboksi ili C domen. ACE iseca
dipeptid His-Leu sa karboksilnog kraja dekapeptida ANG I pri ¢emu se formira ANG II
(Skeggs i sar., 1956). ACE takode sece i pretposlednju Pro-Phe vezu u vazodilatatoru
bradikininu inaktiviraju¢i ga. Bradikinin pored svog vazodilatatornog delovanja deluje i
kardioprotektivno posto ucestvuje u sintezi NO (Henriksen i Jacob, 2003).

Prisustvo ACE u srcu pacova je potvrdeno raznim metodama (Yamada i sar., 1991;
Pinto i sar., 1991). Kod hipertrofije leve komore koja nastaje kao rezultat opterecenja
pritiskom dolazi do indukcije aktivnosti ACE i povecane sinteze ACE iRNK (Hirsch i sar.,
1991; Schunkert i sar., 1990; Schunkert i sar., 1993; Fabris i sar., 1990). Ova tkivno
specificna aktivacija gena koji kodira ACE moze doprineti Stetnim efektima RAS-a kod
bolesti srca. Smatra se da lokalno sintetisani ACE ima bitnu ulogu u procesu remodelovanja

tkiva srca (Hirsch i sar., 1991).

1.7.4.1. ACE u regulaciji krvnog pritiska i metabolizma

Misevi kojima je isklju¢en gen koji kodira ACE (Ace-/-) imaju znatno nizi krvni
pritisak u odnosu na divlji soj (¢ak i do 30 mmHg) (Esther i sar., 1996; Esther i sar., 1997;
Krege i sar., 1995). Do ovog dolazi usled nedostatka produkcije ANG II (Wang i sar., 2010).
Misevi koji poseduju tri kopije gena koji kodira ACE razvijaju znacajno ozbiljniji fenotip
dijabeticke nefropatije nakon tretmana streptozotocinom u odnosu na dijabeticke miseve
divljeg soja (Huang i sar., 2001). Ace-/- mievi imaju manju telesnu masu i masu masnog
tkiva, a odlikuje ih i brze otklanjanje glukoze iz krvotoka. Usled pove¢anog metabolizma FA
u jetri ove misSeve odlikuje i ve¢a potrosnja energije (Jayasooriya i sar., 2008). To ukazuje da
bi inhibicija ACE bila korisna u tretmanu dijabetesa i gojaznosti. Ipak farmakoloska

inhibicija ACE ne dovodi do smanjenja telesne mase (Weisinger i sar., 2009; Ades i sar.,

17



2008). ACE izgleda ima kompleksniju ulogu u regulaciji telesne tezine i osetljivosti na
insulin. Naime, miSevi koji poseduju 3 kopije Ace gena nakon ishrane obogacene mastima
imaju manju telesnu masu, kao i nizi nivo glukoze i insulina u odnosu na miseve sa 1 ili 2
kopije Ace gena (Heimann i sar., 2005). Dalja istrazivanja bi mogla pomoc¢i da se objasni

kako promene u nivou ACE deluje na pojavu gojaznosti i dijabetesa.

1.7.5. Angiotenzin konvertujuci enzim tipa 2

ACE2 je transmembranski protein i deli 61% homologije sa ACE (Donoghue i sar.,
2000; Tipnis i sar., 2000). Nije osetljiv na delovanje ACE inhibitora (Rice i sar., 2004). Ima
805 aminokiselina i molekulsku tezinu od 120 kDa. Deglikozilacija smanjuje molekulsku
tezinu na 85 kDa (Tipnis i sar., 2000; Eriksson i sar., 2002). ACE2 ima jedno aktivno mesto i
funkcionise kao karboksipeptidaza koja uklanja po jednu aminokiselinu sa C kraja
odgovarajucih supstrata (Vickers i sar., 2002). Predominantno je lokalizovan na endotelnim
¢elijama gde je njegovo kataliticko mesto izlozeno cirkuli$u¢im vazoaktivnim peptidima
(Warner i sar., 2005). Aktivhost ACE2 je kontrolisana nivoom njegove ekspresije na
povrsini Celije i oslobadenjem njegovog katalitickog domena delovanjem metaloproteinaze
ADAM 17 (Lambert i sar., 2005).

ACE2 je prvenstveno pronaden u srcu (Tipnis i sar., 2000). ACE2 ima bitnu ulogu u
regulaciji funkcije srca, ukljucuju¢i kontraktilnost i konduktivnost. Smatra se da bi mogao
imati koristan efekat kod srcane slabosti, prvenstveno usled produkcije Ang-(1-7)
(Danilczyk i Penninger, 2006). U patoloskim uslovima ACE2 deluje kardioprotektivno
smanjujuci remodelovanje srca (Alghamri i sar, 2013). Isklju¢ivanje gena koji kodira ACE2
(Ace2) smanjuje kontraktilnost srca, uzrokuje blagu dilataciju komora i povecava nivo
ANG 1I, ali ne dovodi do promena u krvnom pritisku (Crackower i sar., 2002). S druge
strane, Ace2-/- miSevi su podlozniji razvoju hipertenzije indukovane ANG II, ali ne
pokazuju promene u strukturi i funkciji srca (Gurley i sar., 2006). Ace2 transgeni misSevi
imaju nizak krvni pritisak i zasticeni su od nastanka bolesti srca i krvnih sudova (Alenina i
sar., 2008). Ang-(1-7) i ANG II imaju suprotne efekte na regulaciju transkripcije

metaloproteinaza matriksa i njihovih tkivnih inhibitora u primarnoj kulturi srcanih
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kardiomiocita (Pan i sar., 2008). Muzjaci miSeva kojima je isklju¢en Ace2 gen se odlikuju
smanjenom sekrecijom insulina tokom prve faze odgovora na glukozu i pokazuju
progresivno pogorsanje tolerancije na glukozu u poredenju sa misevima divljeg soja (Niu i
sar., 2008). Ace2-/- miSevi brzo oboljevaju od dijabeticke nefropatije i karakterise ih
povecana ekskrecija albumina putem mokrace i zadebljanje glomerularne bazalne

membrane (Wong i sar., 2007).

1.7.6. Kolektrin

Kolektrin spada u membranske proteine tipa I i izrazito je evolutivno ocuvan
(Zhang i sar., 2001). Kolektrin deli 47,8% homologije sa C-terminalnim krajem ACE2, ali ne
poseduje aktivni dipeptidil karboksipeptidazni kataliticki domen (Zhang i sar., 2001). Gen
za humani kolektrin se nalazi samo 26 kb udaljen od gena koji kodira ACE2 §to znaci da su
mogli nastati od zajednickog pretka (Zhang i sar., 2007).

Kolektrin je prvobitno identifikovan u citoplazmi i apikalnoj membrani (celija
sabirnih kanali¢a ali je oznacen drugacijim imenom (TMEM 27) (Zhang i sar., 2001).
Naknadno je ekstracelularna lokalizacija zabelezena u razli¢itim tkivima i ¢elijskim linijama,
ukljucujucu srce i ¢elijske linije misjeg insulinoma (Fukui i sar., 2005; Akpinar i sar., 2005).
Kolektrin je identifikovan kao ciljni gen za nuklearni faktor hepatocita-1a (HNF-1a, engl.
Hepatocyte Nuclear Factor-la). HNF-1a igra znacajnu ulogu u omogucavanju pravilne
sekrecije insulina ukljucujuci i glukozni transport, glikolizu i mitohondrijalnu oksidaciju
(Dukes i sar., 1998; Yamagata i sar., 2002; Wang i sar., 1998; Yang i sar., 2002). Prekomerna
ekspresija kolektrina u INS-1 ¢elijama rezultuje znacajnim povecanjem sekrecije insulina
(Fukui i sar., 2005). Kolektrin se vezuje za c-aktin-miozin II-A, SNARE (engl. Soluble N-
ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment Protein Receptor) i policistein-2 polaris
komplekse, koji su ukljuceni u unutarcelijske pokrete vezikula pomocu cilijuma, kao i
membranskih proteina (Zhang® i sar., 2007; Yoder i sar., 2002; Moyer i sar., 1994). SNARE
kompleks, preko interakcije sa SNAP-25 vezuju¢im proteinom, predstavlja vezu izmedu
kolektrina i sekrecije insulina (Fukui i sar., 2005). Kolektrin ima ulogu u proliferaciji -

¢elija pankreasa (Akpinar i sar., 2005). Kolektrin je takode regulisan i HNF-1b genom.
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Mutacija HNF-1b gena kod pacijenata sa adultnim tipom dijabetesa kod mladih osoba
(MODYS5, engl. Mature-onset Diabetes of the Young 5) dovodi do dijabetesa tipa II i do
razvoja policisticnih bubrega. Poremecaj kolektrina kod miseva dovodi do ozbiljne
aminoacidourije (Danilczyk i sar., 2006; Malakauskas i sar., 2007). MiSevi deficijentni za
kolektrin se odlikuju znacajno manjom ekspresijom transportera za aminokiseline

(Danilczyk i sar., 2006).

1.7.7. Angiotenzin II receptor tipa 1 (ATIR)

ATIR ima molekulsku tezinu 41 kDa i sastoji se od 359 aminokiselina. Ima sedam
transmembranskih domena. Unutarcelijski karboksiterminalni region je bogat serinom,
treoninom i tirozinom i sadrzi tri mesta koja fosforilise protein kinaza C (PKC). Vancelijski
N-kraj proteina sadrzi tri mesta N-glikozilacije. U vancelijskom domenu nalaze se i dva
para disulfidnih mostova. Citoplazmati¢ni rep ATIR je bogat serinskim i treoninskim
ostacima koji predstavljaju potencijalna mesta za fosforilaciju kinazama, ukljucujudi i
kinaze G proteinskih receptora (GPRK, engl. G-protein Receptor Kinase) i PKC. AT1R
pripada familiji G protein vezujucih receptora (Chang i sar., 1982; Jayadev i sar., 1999).

Kod glodara postoje dva tipa AT1R, AT1Ra i AT1Rb (Elton i sar., 1992). Kod
pacova AT1Ra je lokalizovan na hromozomu 17, dok je AT1Rb lokalizovan na hromozomu
2 (Szpirer i sar., 1999; Lewis i sar., 1993). Aminokiselinske sekvence kodirane od strane
gena za AT1Ra i AT1Rb dele 96% homologije u kodiraju¢em regionu, ali postoje znacajne
razlike u nekodiraju¢im regionima $to ukazuje na moguce razlike u mehanizmima
regulacije ovih receptora (Guo i sar., 2001). U promotorskim regionima gena za AT1Ra
(Guoisar., 1995) i AT1Rb (Bogdarina i sar., 2009) je prisutan glukokortikoidni responsivni
element (GRE) ali je on kod ATIRa pozitivan regulator dok je kod AT1Rb negativni
regulator transkripcije.

AT1Ra je dominantan u srcu i krvnim sudovima (Kakar i sar., 1992; Du i sar., 1995;
Shanmugam i sar., 1994; Gasc i sar., 1994). Eksperimenti su pokazali da je AT1Ra znacajniji
u kontroli krvnog pritiska od ATIRb (Chen i sar., 1997; Ito i sar., 1995; Sugaya i sar., 1995).

Jedna studija uradena na pacovima je pokazala da je u srcu pacova eksprimirana samo
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AT1Ra forma (Della Bruna i sar., 1995), dok je druga studija detektovala i izuzetno malu
ekspresiju AT1Rb (Gasc i sar., 1994).

Misevi sa iskljucenim genom za AT1Rb (Agtrlb-/-) su zdravi. MiSevi kojima je
iskljucen gen za AT1Ra imaju zadebljanje zidova krvnih sudova u bubrezima kao i atrofiju
unutras$nje bubrezne medule (Oliverio i sar., 1998). AT1Ra-/- miSevi su mrsavi, otporni na
gojaznost uzrokovanu ishranom i imaju poboljSanu potro$nju energije i osetljivost na
insulin (Kouyama i sar., 2005). Ovo ukazuje da bi AT1Ra-/- misevi mogli biti zasti¢eni od
nastanka metabolickog sindroma (Wang i sar., 2010). Farmakoloska blokada ATIR
povecava toleranciju na glukozu i osetljivosti na insulin (Henriksen, 2007). U odsustvu
ATIR ishrana obogacena fruktozom dovodi do snizavanja krvnog pritiska (Farah i sar.,

2006).

1.7.7.1. Regulacija ekspresije ATIR

ATIR predstavlja kontrolnu tacku na kojoj se regulise delovanje ANG II na ciljna
tkiva. Povec¢an nivo ANG II dovodi do povecanja aktivnosti ATIR ali je interesantno da
hroni¢no izlaganje ANG II smanjuje gustinu angiotenzinskih receptora (Griendling i sar.,
1987; Lassegue i sar., 1995; Touyz i sar., 1999). Ekspresija ATIR ne samo da je pod
kontrolom svog agonista, ve¢ na njenu ekspresiju uti¢u i mnogi faktori rasta i citokini, npr.
insulin, estrogen, LDL, NO i drugi (Mehta i Griendling, 2007). LDL i insulin povecavaju
ekspresiju ATIR tako $to nakon transkripcije stabilizuju njegovu iRNK (Nickenig i sar.,
1999; Nickenig® i sar., 1997; Nickenig® i sar., 1997).

1.7.7.2. Signalni putevi ATIR

Nakon vezivanja ANG II za AT1R dolazi do aktivacije brojnih signalnih puteva ¢ime
se ostvaruju razliciti fizioloski efekti ANG II. AT1R se nakon aktivacije kupluje sa Gq/11 i
stimuli$e inozitol-3-fosfat/Ca** signalni put koji je odgovoran za razvoj hipertenzije i
hipertrofije srca. AT1R se takode kupluje i sa G112 $to dovodi do aktivacije fosfolipaze C i
D, Ca** kanala L-tipa i Rho kinaze, dok kuplovanje sa Gy, inhibira adenilat ciklazu (Spét i
Hunyady, 2004; de Gasparo i sar., 2000; Ushio-Fukai i sar., 1999; Rattan i sar., 2003).
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ATIR ima ulogu u regulaciji celijskog rasta, proliferacije, migracije, apoptoze i
ekspresije gena. Ovo svoje dejstvo ostvaruje aktivacijom tirozin kinaza (Pyk2, c-Src, Tyk2,
FAK, Jak2) i receptora za faktore rasta koji imaju tirozin kinaznu aktivnost [receptora za
epidermalni faktor rasta (EGFR, engl. Epidermal Growth Factor Receptor) i receptora za
faktor rasta trombocita (PDGF-R, engl. Platelet-derived Growth Factor Receptor] (Saito i
Berk, 2002 ; Yin i sar., 2003). AT1R aktivira i serin/treonin kinaze kao $to su PKC i MAPK,
ukljucujuéi 1 ERK 1/2, p38MAPK 1 c-Jun NH; -terminalnu kinazu (JNK) koje su ukljuc¢ene
u Celijski rast 1 hipetrofiju (Puja i sar., 2007).

ATIR stimuliSe i signalnu transdukciju nezavisnu od G proteina direktnim
vezivanjem za signalne molekule, kao §to su B-arestin, Cdc42 i Src (Hunyady i Catt, 2006).
B-arestin moze posluziti kao kalup za formiranje signalnog kompleksa koji ucestvuje u
ATIR indukovanoj aktivaciji ERK, MAPK i JNK3 MAPK (Thomas i Qian, 2003). U
fibroblastima srca ATIR stimuliSe Jak/STAT signalni put koji ima ulogu u nastanku

poremecaja u strukturi i funkciji srca (Booz i sar., 2002; Hunyady i Catt, 2006).

1.7.8. Angiotezin II receptor tipa 2 (AT2R)

AT2R pripada G protein vezuju¢im receptorima i deli 34% homologije sekvenci sa
ATIR (Mukoyama i sar., 1993). Ima 7 transmembranskih domena (Kambayashi i sar.,
1994), sastoji se od 363 aminokiseline i ima molekulsku tezinu 41 kDa.

Gen koji kodira AT2R je mapiran na X hromozomu kod ljudi i pacova (Koike i sar.,
1994). AT2R je visoko eksprimiran u fetalnim tkivima. Nakon rodenja njegova ekspresija
dramaticno opada, ali se i dalje detektuje u kardiovaskularnom sistemu (Levy, 2005). AT2R
se eksprimira u kardiomiocitima (Booz i Baker, 1996), fibroblastima (Tsutsumi i sar., 1998)
i krvnim sudovima (Bafios i sar., 2011; Batenburg i sar., 2004; You i sar., 2005).

AT2R ima 5 potencijalnih mesta glikozilacije na N kraju proteina. Zbog mogu¢nosti
posttranslacionih modifikacija ovih mesta molekulska masa AT2R proteina moze varirati
od 40-80 kDa (Kambayashi i sar., 1993). Druga unutarcelijska petlja AT2R sadrzi
potencijalna mesta fosforilacije PKC, dok citoplazmati¢ni rep sadrzi tri mesta fosforilacije

PKC i jedno mesto fosforilacije cAMP-zavisnom protein kinazom (Griendling i sar., 1996).
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Promotor gena za AT2R sadrzi GRE koji predstavlja negativni regulator ekspresije, $to
objasnjava smanjivanje ekspresije AT2R glukokortikoidima (Que i sar, 2014).

Smatra se da AT2R ima suprotno dejstvo u odnosu na ATIR. Primer za to je
fosforilacija insulinskog receptora (IR); naime dok stimulacija AT1R povecava fosforilaciju
IR i supstrata za insulinski receptor (IRS-1, engl. Insulin Receptor Supstrate-1), ista je
smanjena nakon aktivacije AT2R (Elbaz i sar., 2000). AT2R kontrolis$e mnoge fizioloske
procese ukljucujuci remodelovanje tkiva (inhibicijom (celijskog rasta i stimulacijom
apoptoze) i krvni pritisak (vazodilatacijom) (Dasgupta i Zhang, 2011).

U normalnim fizioloskim stanjima AT2R je u srcu eksprimiran jako slabo, medutim
u patoloskim stanjima kao $to su hipertenzija ili MI njegova ekspresija raste i postaje
dominantna u odnosu na AT1R. Mnoge studije ukazuju da AT2R ima povoljno dejstvo na
srce. U miokardu miseva kojima je isklju¢en gen za AT2R (Agtr2-/-) dolazi do povecane
ekspresije AT1R $to uzrokuje proliferaciju ¢elija, hipertrofiju srca, smanjeno prezivljavanje i
povecanje dilatacije leve komore nakon MI (Johren i sar., 2004). Medutim jos uvek postoje
nesuglasice oko zastitnog delovanja AT2R u srcu. Jedna studija je pokazala da su
hipertrofija indukovana ishemijom 1i fibroza nezavisne od AT2R (Tschope i sar., 2005).
Druga studija je pokazala da nedostatak AT2R ne dovodi do povecanja efekata aktivacije
ATIR (van Esch i sar., 2010). AT2R ostvaruje svoj antiproliferativni i proapoptoticki efekat
u VSMC suprotstavljenjem efektima aktivacije AT1Ra (Horiuchi i sar, 2002).

1.7.8.1. Signalni putevi AT2R

AT2R ima tri glavna signalna puta: aktivacija serin/treonin fosfataza, aktivacija
bradikinin/NO/cGMP puta i aktivacija fosfolipaze A2 (Lemarie i Schiffrin, 2010). AT2R
ucestvuje u aktivaciji MAP kinaza fosfataza (MKP-1), protein fosfataze 2 (PP2A) i tirozin
fosfataze koja sadrzi SH2 domen (SHP-1) (Johren i sar., 2004; Lemarie i Schiftrin, 2010).
Aktivacija MKP-1 i PPA2 rezultuje inhibicijom ERK1/2 $to indukuje apoptozu. SHP-1
inhibira ERK1/2 i NADPH ¢ime doprinosi antioksidativnoj zastiti (Mehta i Griendling,
2007). AT2R stimulise bradikininski receptor tipa 2 (B2R) koji povecava fosforilaciju eNOS
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Na taj nacin se povecava sinteza NO i aktivira se guanilat ciklaza koja sintetiSe cGMP §to
rezultuje vazodilatacijom (Yayama i sar, 2006).

AT2R stimulise aktivnost fosfolipaze A2 (PLA,) i formiranje arahidonske (AA)
kiseline koja regulise struju kalcijuma i moze dovesti do hiperpolarizacije ¢elije i smanjene
nadrazljivosti (Johren i sar., 2004; Zhu i sar., 1998).

AT2R smanjuje inflamaciju preko stimulacije serin/treonin fosfataza i sintezom AA,
§to produkuje metabolit 11,12-EET koji je deo inflamatornog puta. Ovi procesi zajedno

smanjuju aktivnost NFkB koji potom smanjuje IL-6 (Rompe i sar., 2010).

1.8. Nuklearni faktor kB

Kod sisara, NFkB familija se sastoji od pet razli¢itih subjedinica koje se vezuju za
DNK: p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50/p105 (NFkB1) i p52/p100 (NFxB2) (Baldwin, 1996). U
vecini Celija, NFkB subjedinica postoji u formi homo- ili heterodimera vezanog za
inhibitorni protein IkB cija je uloga da zadrzi ovaj kompleks u citoplazmi (Karin i Ben-
Neriah, 2000). IkB proteini se odlikuju prisustvom 5-7 ankirinskih ponovaka koji u¢estvuju
u vezivanju za dimerizacioni domen NF«B i maskiraju signal za jedarnu lokalizaciju (NLS,
engl. Nuclear Localization Signal) ¢ime onemogucavaju prelazak NFkB u jedro (Huxford i
sar., 1998; Jacobs i Harrison, 1998). p65, RelB i c-Rel poseduju transaktivacioni domen na
C-kraju preko koga se regulise transkripcija target gena za NFkB. p65 subjedinica poseduje
dva takva transaktivaciona domena (Schmitz i Baeuerle, 1991). NFxB se u jedru vezuje za
DNK i reguliSe transkripciju brojnih gena. Stoga NFkB ucestvuje u brojnim bioloskim
procesima ukljucujudi inflamaciju, imunski odgovor, proliferaciju, i apoptozu (Kim i sar.,
2006; Perkins, 2007).

U Kklasicnom putu, prva faza aktivacije NFkB podrazumeva regulisanu degradaciju
IxBa i ona je pokrenuta aktivatorima kao $to su faktor nektoze tumora alfa (TNF-a, engl.
tumor necrosis factor-a), lipopolisaharidi, IL-1f i forbol 12-miristat 13-acetat (Slika 1.3).
Ovi molekuli dovode do fosforilacije IkBa na Ser32 i Ser36 u N-terminalnom domenu IkB
kinaznog kompleksa (IKK). Fosforilisan IkBa potom podleze poliubikvitinaciji kako bi

predstavljao target za 26S proteazomski kompleks, $to rezultuje oslobadanjem NFkB i
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njegovom akumulacijom u jedru (Wolf i sar, 2002). Druga faza aktivacije NFxB
podrazumeva fosforilaciju p65 subjedinice, $to odreduje jac¢inu i vreme trajanja
transkripcionog odgovora posredovanog sa NF«kB (Viatour i sar., 2005). Jedno od mesta
fosforilacije predstavlja i Ser 276 (fosfo Ser276) koje mogu fosforilisati dve kinaze: PKA u
citoplazmi i mitogenom i stresom aktivirana protein kinaza-1 (MSK-1, engl. Mitogen- and
Stress-activated Protein Kinase-1) u jedru (Zhong i sar., 1998; Vermeulen i sar., 2003).

NFxB posreduje u inflamatornom odgovoru u tkivu srca nastalom kao rezultat
delovanja ANG II (Brasier i sar., 2000; Hall i sar., 2006; Takemoto i sar., 1997). ANG II
stimuliS$e NADPH oksidazu koja produkuje ROS. ROS predstavljaju sekundarne glasnike u
aktivaciji NFxB (Saito i Berk, 2002). Takode ANG II aktivira NFkB stimulisuci translokaciju
p65 subjedinice u jedro, vezivanje za DNK, transkripciju reporter gena za NFkB i
degradaciju IkB. S druge strane, NFkB stimuliSe ekspresiju gena koji kodira AGT i na taj
nacin pojacava inflamatorni proces posredovan sa ANG II (Costanzo i sar., 2003).

Aktivacija IKKB/NFxB proinflamatornog puta u metabolickim tkivima predstavlja
istaknutu odliku razli¢itih metabolickih poremecaja povezanih sa prekomernim unosom
hranjivih materija (Petersen i Shulman, 2004; Berg i Scherer, 2005; Schenk i sar., 2008;
Shoelson i sar., 2009; Gregor i Hotamisligil, 2011; Lumeng i Saltiel, 2011; Sabio i Davis,
2010). Bioloski efekti metabolicke inflamacije posredovane sa NFkB su $tetni kako na nivou
tkiva tako i na celijskom nivou i dovode do poremecaja u signalnim putevima i
metabolizmu. Metabolicka inflamacija posredovana sa IKKB/NF«B je detektovana i u CNS-
u, posebno u hipotalamusu, koji pretezno ucestvuje u razvoju poremecaja asociranih sa
prekomernim unosom hranjivih materija kao $to su metabolicki sindrom, gojaznost,
dijabetes, insulinska rezistencija i hipertenzija povezana sa gojaznoscu (Gregor i
Hotamisligil, 2011; Lumeng i Saltiel, 2011; Sabio i Davis, 2010; Purkayastha i sar., 2011;
Ozcan i sar., 2009).

Estrogen moze interferirati sa signalnim putem NFkB. ER se moze vezivati za c-Rei i
ReiA $to interferira sa formiranjem aktivnog NFkB dimera (Galien i Garcia, 1997; Stein i

Yang, 1995; Guzeloglu-Kayisli i sar., 2008). Indirektno estrogen inhibira vezivanje NFxB za
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DNK s obzirom da inhibira aktivaciju IKK, povecava ekspresiju IkB i smanjuje njegovu

fosforilaciju (Stice i sar., 2012; Xing i sar., 2012; Simoncini i sar., 2000; Wen i sar., 2004).
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Slika 1.3. Aktivacija NFxB (preuzeto i modifikovano sa en.wikipedia.org)

1.9. Metaloproteinaza matriksa-9 (MMP-9)

MMP-9 je protein od 92 kDa koji pripada familiji cink- i kalcijum-zavisnih
endopeptidaza. Sastoji se od 708 aminokiselina. Kod pacova gen koji kodira za MMP-9 je
lociran na hromozomu 3q42. MMP-9 ima kompleksnu strukturu sa signalnim peptidom na

N-kraju za kojim sledi propeptid, kataliticki domen sa vezuju¢im mestom koje poseduje
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jone cinka, tri ponovka sekvence slicna fibronektinu, prolinom bogat i O-glikozilovan
linker, i na C-kraju hemopeksinski domen (Stute i sar., 2003).

MMP-9 je prisutan u svim tkivima. On je vancelijski protein mada su skorasnje
studije potvrdile njegovo prisustvo u jedru misi¢nih celija (Yeghiazaryan i sar., 2012),
neurona (Yang i sar., 2010), i ljudskih glijalnih celija (Pirici i sar., 2012). Sekretuje se od
strane velikog broja ¢elija uklju¢ujuci neutrofile, makrofage i fibroblaste.

MMP-9 je odgovoran za proteolizu razli¢itih molekula ekstracelularnog matriksa
(ECM) (kolagen, fibronektin i laminin), inflamatornih hemokina (CXCL1, CXCL4, CXCLS5,
CXCL6, CXCL-7 i CXCL12) i citokina (Yabluchanskiy i sar., 2013). Zbog raznovrsnosti
supstrata za ciju proteolizu je odgovoran, MMP-9 ima ulogu u razli¢itim fizioloskim
funkcijama kao §to su remodelovanje tkiva, diferencijacija celija (Zimowska i sar., 2013),
meducelijski kontakt i migracija (Kim* i sar., 2012), otpustanje citokina i regulacija
aktivnosti faktora rasta (Schonbeck i sar., 1998), prezivljavanje i apoptoza (Kowluru i sar.,

2011), angiogeneza i inflamacija.

1.9.1. Regulacija ekspresije MMP-9

Ekspresija MMP-9 je regulisana na nivou transkripcije, lokalne translacije,
posttranslaciono, na nivou sekvestracije u celijsku membranu, internalizacije i odloZene
aktivacije. Aktivacija MMP-9 se ostvaruje seCenjem propeptida u ¢emu ucestvuju ili druge
metaloproteinaze ili sistem koji se sastoji od tkivnog aktivatora plazminogena i plazmina
(Bruno i Cuello, 2006). Moguc¢a je i aktivacija koja se deSava posttranslacionim
modifikovanjem nezavisno od proteolize. NO moze da regulise stabilnost MMP-9 iRNK
(Akool i sar., 2003).

NFxB je jedan od faktora koji regulisu ekspresiju MMP-9. Inhibicija NFkB smanjuje
proizvodnju MMP-9 u VSMC i makrofagima (Bond i sar., 2001; Grimm i sar., 2006).
Takode i ROS mogu aktivirati MMP-9 putem zavisnim od NFxB (Okamoto i sar., 2001).

ANG II ima direktan i indirektan uticaj na ekspresiju MMP-9. ANG II aktivacijom
EGFR i MAPK signalnog puta indukuje ekspresiju MMP-9 (Shah i Catt, 2003). U miocitima

27



sré¢anih komora, ANG II direktno stimuliSe NFkB i indukuje ekspresiju MMP-9 (Rouet-
Benzineb i sar., 2000).

1.9.2. MMP-9 i srce

MMP-9 se smatra glavhom komponentom odgovornom za remodelovanje srca kod
razlic¢itih bolesti kao sto su MI, hipertrofija srca i kardiomiopatija (Spinale, 2007).
Miokardijum izmedu ostalog ¢ine i brojni proteini ekstracelularnog matriksa (ECM),
ukljucujudi kolagen, laminin, fibronektin kao i mali nivo matricelularnih proteina, od kojih
svi imaju bitnu ulogu u ostvarivanju fizioloskih performansi srca. Kolagen formira
kompleksnu mrezu koja pruza trodimenzionalnu strukturu i otpornost na istezanje sréanim
misi¢nim vlaknima. U kardiovaskularnim bolestima dolazi do remodelovanja sr¢anog
misica radi ocuvanja funkcije i integriteta srca, $to dovodi do ostecenja kolagenske mreze.
Brojne studije su pokazale da MMP-9 utice na remodelovanje leve komore (Squire i sar.,
2004; Sundstrom i sar., 2004; Yan i sar., 2006; Martos i sar., 2007).

Jo$ 2003. godine je uradena obimna klinicka studija koja je ukazala da bi MMP-9
mogao biti prognosticki marker za povecan rizik od kardiovaskularne smrti (Blankenberg i
sar., 2003). MMP-9 korelise sa proteinima akutne faze kao $to su IL-6, CRP i fibrinogen, $to
ukazuje da bi mogao imati izuzetan patofizioloski znacaj u kardiovaskularnoj smrtnosti.

U slucaju hipertenzije, aktivnost MMP-9 se indukuje izuzetno rano $to dovodi do
razlaganja kolagena i do smanjene elasti¢nosti arterija. Povecanje fibrilarnog kolagena u
stadijumu kompenzacije hipertenzije je asocirano sa pove¢anom aktivnos¢u MMP-9
(Weber i sar., 1989). Povecani arterijski pritisak i poremeceno remodelovanje krvnih
sudova dovode do preopterecenja srca. U ovim uslovima tkivo srca biva podvrgnuto
dodatnom kompenzatornom remodelovanju. Kompenzantorna hipertrofija koja se razvija
kao posledica preopterecenja srca je asocirana sa pove¢anom aktivnos¢u MMP-9 (Li i sar.,
2000).

MMP-9 ima bitnu ulogu tokom ranih stadijuma akutnog MI i progresije ka sré¢anoj
slabosti (Jong i sar., 2006). Nivo MMP-9 pocinje da raste ve¢ nekoliko minuta nakon MI i

ostaje povecan tokom prve nedelje kod animalnih modela MI (Etoh i sar., 2001; Romanic i
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sar., 2001). Ovaj rani porast nivoa MMP-9 nakon MI koreliSe sa povecanjem broja
neutrofila, a kasniji porast sa infiltracijom makrofaga $to ukazuje na bitnu ulogu MMP-9 u
razli¢itim stadijumima inflamacije. Delecija MMP-9 smanjuje broj makrofaga nakon MI §to
dovodi do smanjenja uvecanja leve komore i smanjene akumulacije kolagena (Ducharme i
sar., 2000).

Kod pacijenata sa metabolickim sindromom detektovani su povecani nivoi i MMP-9
i tkivnog inhibitora matriks metaloproteinaza-1 (TIMP-1, engl. Tissue inhibitor of matrix
metalloproteinases-1) (Mieczkowska i sar., 2011; Roberts i sar., 2006; Gongalves i sar., 2009),
kao i povecana aktivnost MMP-9 (Mieczkowska i sar., 2011). Aktivnost ovih enzima raste
zajedno sa porastom broja faktora rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti koji
doprinose metabolickom sindromu. Pijenje 10% rastvora fruktoze dovodi do povecanja

ekspresije MMP-9 u aorti misSeva koji su deficijentni za ApoE (Cannizzo i sar., 2012).

1.10. Hemokin CXCL16

Hemokin CXCL16 je otkriven 2000. godine. On kombinuje svojstva receptora
Cistaca sa svojstvima inflamatornog hemokina. CXCL16 se klasifikuje zajedno sa CXC
hemokinima (Wente i sar., 2008). CXCL16 je transmembranski protein koji sadrzi
vancelijski hemokinski domen, mucinu slican domen, transmembranski domen i
citoplazmatski domen. Hemokinski domen deluje kao atraktant za celije koje eksprimiraju
CXCR6 receptor (Matloubian i sar., 2000; Wilbanks i sar., 2001), ali i kao receptor ¢istac
koji olaksava preuzimanje oksidovanih lipoproteina niske gustine (ox-LDL), fosfatidilserina
i bakterija (Minami i sar., 2001). CXCL16 je povezan sa inflamatornim bolestima mada
njegova uloga jo$ uvek nije do kraja ispitana (Geissmann i sar., 2005; Fukumoto i sar., 2004;
Sheikine i sar., 2006; Aslanian i sar., 2006). Eksprimiran je u makrofagima (Wilbanks i sar.,
2001), glatkim misi¢nim Celijama (Hofnagel i sar., 2002; Wagsater i sar., 2004), dendritskim
¢elijama (Shimaoka i sar., 2004; Tabata i sar., 2005) i B-limfocitima (Wilbanks i sar., 2001).
CXCL16 pospesuje sintezu citokina, kao i proliferaciju celija krvnih sudova. CXCL16

indukuje proliferaciju endotelnih ¢elija umbilikalne vene kod ljudi (Zhuge i sar., 2005).
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1.10.1. CXCL16 i inflamacija

Interagujuci sa svojim receptorom, solubilni CXCL16 deluje kao hemoatraktant za
leukocite (Wilbanks i sar., 2001). CXCL16 je inducibilan u ¢elijama krvnih sudova i na
njegovu ekspresiju utic¢u sinergisticki IFNy i TNFa (Abel i sar., 2004; Wagsdter i sar., 2004).
Povec¢ana ekspresija CXCL16 dovodi do povecanog preuzimanja oxLDL od strane
makrofaga i do formiranja penusavih celija (Wuttge i sar., 2004). CXCL16 aktivira NF«kB i
indukuje transkripciju gena koji kodira TNFa u glatkim miSi¢nim ¢elijama aorte. Takode,
CXCL16 podstice proliferaciju glatkih misi¢nih celija aorte i medusobno povezivanje celija
(Chandrasekar i sar., 2004). S druge strane, pokazano je da geneticka deficijencija CXCL16
ubrzava aterosklerozu, povecava regrutaciju makrofaga i ekspresiju iRNK koja kodira
monocitni hemoatraktantni protein-1 (MCP-1, engl. monocyte chemoattractant protein-1) i
TNFa (Ghilardi i sar., 2004). Takode, u in vitro ispitivanjima je pokazano da makrofagi
miseva koji su deficijentni za CXCL16 imaju smanjeni kapacitet za vezivanje i uklanjanje
oxLDL (Aslanian i sar., 2006). Sve ovo ukazuje da CXCL16 ima bitnu ulogu u nastanku i
progresiji ateroskleroze.

Kod ljudi, nivoi solubilnog CXCL16 su pozitivno asocirani sa metabolickom
dislipidemijom i inflamacijom (Lehrke i sar., 2007). Kod gojaznih pacova je detektovana
povecana ekspresija CXCL16 u masnom tkivu koja se smanjuje kalorijskom restrikcijom

(Kurki i sar., 2012).
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2. HIPOTEZA I CILJEVI

Povecan unos fruktoze predstavlja bitan faktor u razvoju metabolickog sindroma i

nastanku hroni¢ne inflamacije, a estrogen doprinosi uocenim polnim razlikama.

Komponente RAS-a (ACE, ACE2, AT1R, AT2R, kolektrin), NFkB, MMP-9 i CXCL16 imaju

bitnu ulogu u nastanku inflamacije. Na osnovu toga postavljena je hipoteza da ishrana

bogata fruktozom moze da dovede do polno specifi¢nih promena u nivou gore pomenutih

molekula u srcu i na taj nacin do razvoja simptoma metabolickog sindroma i sa njim

povezanih kardiovaskularnih poremecaja.

Cilj doktorske disertacije je da se doprinese boljem razumevanju polno specifi¢nih

promena u ekspresiji komponenti RAS-a i inflamacije u srcu pacova nastalih nakon ishrane

bogate fruktozom. Do cilja se doslo realizacijom sledecih zadataka:

1.

Ispitivanjem promena u nivou proteinskih komponenti RAS-a (ACE, ACE2, AT1R i
AT2R) u tkivu srca muzjaka i zenki pacova nastalih kao posledica ishrane bogate
fruktozom

Odredivanjem nivoa iRNK za AT1R, AT2R, kolektrin, MMP-9 i CXCL16 u tkivu
srca muzjaka i Zenki pacova na fruktoznoj dijeti i kontrolnih pacova (muzjaka i
zenki na normalnoj laboratorijskoj ishrani)

Ispitivanjem da li estradiol dovodi do reverzije promena u nivou proteinskih
komponenti RAS-a u tkivu srca ovarijektomisanih Zenki pacova nastalih kao
posledica ishrane bogate fruktozom

Odredivanjem nivoa iRNK za AT1R, AT2R, kolektrin, MMP-9 i CXCL16 u tkivu
srca ovarijektomisanih Zenki pacova podvrgnutih ishrani bogatoj fruktozom i
supstitucionoj terapiji estradiolom

Ispitivanjem da li ishrana bogata fruktozom i supstituciona terapija estradiolom
menjaju stepen fosforilacije p65 subjedinice NFkB transkripcionog regulatora u
tkivu srca ovarijektomisanih Zenki pacova

Utvrdivanjem da li ishrana bogata fruktozom i supstituciona terapija estradiolom

dovode do promena u nivou MMP-9 u srcu ovarijektomisanih zenki pacova
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Tretman Zivotinja u studiji

Studija je odobrena od strane Etickog komiteta za rad sa Zivotinjama u istrazivanju
Instituta za nuklearne nauke "Vinca" i od strane Etickog komiteta za upotrebu
laboratorijskih Zivotinja Instituta za bioloska istrazivanja "Sinisa Stankovi¢". Istrazivanje je
uskladeno sa etickim nacelima Evropske komisije za zastitu Zivotinja (86/609/EEC).

U eksperimentima su kori$¢eni muzjaci i intaktne Zenke pacova soja Wistar, kao i
ovarijektomisane Zenke pacova. Ovarijektomija je uradena dve nedelje pre Zrtvovanja.
Zivotinje su tom prilikom anestezirane ketaminom (40 mg/kg, intraperitonealno) u
kombinaciji sa ksilazinom (5 mg/kg). Jedan deo ovarijektomisanih Zivotinja je nakon
ovarijektomije podvrgnut supstitucionoj terapiji estradiolom (40 pg/kg, potkozno, svaki
drugi dan do pretposlednjeg dana pred Zzrtvovanje) u cilju postizanja fizioloskih
koncentracija estrogena (Sales i sar., 2010). Ovarijektomisane Zivotinje koje nisu dobijale
estradiol su injecirane lanenim uljem (s obzirom da je estradiol rastvaran u njemu).

Muzjaci i intaktne Zenke su podeljeni u dve grupe: po 9 Zivotinja svakog pola je
¢inilo kontrolnu grupu (K) koja je bila na standardnom laboratorijskom nacinu ishrane,
dok je drugu grupu c¢inilo po 9 Zivotinja svakog pola koje su bile podvrgnute ishrani
obogacenoj fruktozom (F). Ovaj tip ishrane je podrazumevao standardnu laboratorijsku
hranu s tim $to je voda bila zamenjena 10% rasvorom fruktoze. Ovarijektomisane Zivotinje
su podeljene u tri grupe: 9 zZivotinja je cinilo kontrolnu grupu na standardnoj
laboratorijskoj hrani (K-OVX), 9 Zivotinja je ¢inilo grupu koja je bila na ishrani bogatoj
fruktozom (F-OVX) i 9 zivotinja je ¢inilo grupu koja je pored ishrane bogate fruktozom bila
podvrgnuta i supstitucionoj terapiji estradiolom (F-OVX+E2). Sve Zivotinje su bile stare 21
dan kada su podvrgnute kontrolisanoj ishrani. Ovakav tip ishrane je trajao 9 nedelja nakon

¢ega su zZivotinje zrtvovane dekapitacijom.
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Komercijalna hrana i voda (ili fruktozni rastvor) su pacovima bile dostupna ad

libitum. Fruktoza je nabavljena od firme API-PEK iz Beceja, Srbija. Sadrzaj svih hranjivih

materija prisutnih u kori$¢enoj komercijalnoj laboratorijskoj hrani je dat u Tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Sastav hranljivih materija u komercijalnoj laboratorijskoj hrani

Proteini (%)

Vlaznost (%)

Pepeo (%)

Celuloza (%)
Kalcijum (%)
Natrijum (%)

Fosfor (%)

Lizin (%)

Metionin + Cistein (%)
Vitamin A (mg/kg)
Vitamin D3 (mg/kg)
Vitamin E (mg/kg)
Vitamin B12 (mg/kg)
Cink (mg/kg)

Gvozde (mg/kg)
Mangan (mg/kg)
Bakar (mg/kg)

Jod (mg/kg)

Selen (mg/kg)
Antioksidanti (mg/kg)

20
13

10
8

1
0.15-0.25
0.5

0.9

0.75

3440
0.04

25
0.02

100
100
30
20
0.5
0.1
100

Zivotinje su gajene u standardnim laboratorijskim uslovima, na temperaturi od

22°C, vlaznosti od 55% i standardnom svetlosnom reZimu 12 ¢asova svetlo/12 ¢asova mrak

pocevsi do 7:00 ¢asova. Telesna masa Zivotinja je merena na kraju eksperimenta.
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3.2. Merenje krvnog pritiska i sréanog ritma

Krvni pritisak i sréani ritam su mereni tail-cuff metodom koja predstavlja
uobicajenu neinvazivnu metodu za merenje ovih parametara kod svesnih Zivotinja. Kod ove
metode Zzivotinja se stavlja u komoru i zagreva se do 34°C. Senzor se postavlja na rep
pacova. Manzetna se postavlja takode oko repa i polako se naduvava do odredene vrednosti
iznad sistolnog pritska koja se prepoznaje po tome $to se na njoj zaustavlja pulsacija.
Pritisak u manzetni na kome prestaje pulsacija se uzima kao sistolni pritisak u repu. Sréani

ritam se odreduje automatski brojanjem pulsa u jednici vremena.

3.3. Izolacija srca, sakupljanje krvi i priprema krvne plazme za biohemijske analize

Zivotinje su Zzrtvovane dekapitacijom uz pomo¢ giljotine. No¢ pre Zrtvovanja
zivotinjama nije bio omogucen pristup hrani. Nakon dekapitacije krv od svake Zivotinje je
skupljana u staklene epruvete koje su u sebi sadrzavali antikoagulans etilen-diamin-tetra-
siréetnu kiselinu (EDTA). Krv je kori$¢ena za merenje nivoa triglecerida i glukoze pomocu
automatskih analizatora (MultiCare strips, Systems International, Italia i Accutrend
glucometer, Roche Diagnostics GmbH, Manheim, Germany). Krv prikupljena nakon
dekapitacije je centrifugirana u klinickoj centrifugi (Tehtnica LC-321) na 3000 rpm u
trajanju od 15 minuta radi dobijanja krvne plazme koja je koriS¢ena za odredivanje
koncentracije insulina.

Odmah nakon dekapitacije srca su izolovana, isprana u fizioloSkom rastvoru,
osusena filter papirom, prebacena na led i se¢ena na komadice koji su korisceni za izolaciju

proteina i RNK.

3.4. Odredivanje koncentracije insulina i racunanje HOMA index-a

Nivo insulina u plazmi je meren RIA metodom koris¢enjem pacovskog insulina kao
standarda. Ova metoda se zasniva na kompetitivnom vezivanju insulina iz uzorka (ili
standarda) i radioaktivno obelezenog insulina pri ¢emu nastaju radioaktivno obelezeni
kompleksi. Kad u plazmi ima viSe insulina formira se manje radioaktivno obelezenog

kompleksa. Kad se reakcija zavrsi svi nastali kompleksi se taloze imunoadsorbentom na
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sobnoj temepratuti (30 min), nakon cega se centrifugiraju 25 min na 3000g. Nastali talog
predstavlja kombinaciju sekundarnih antitela i polietilenglikola i vezanog insulina, dok
slobodni insulin (obelezeni i neobelezeni), kao i slobodna antitela zaostaju u te¢noj fazi.
Radioaktivnost taloga je merena u toku 1 minuta brojacem 1219 LKB. Istovremeno sa
uzorcima plazme, tretirani su i standardi razlicitih, precizno definisanih koncentracija
insulina (0,3, 3, 10, 30, 100 i 300 mIU/I), pomocu kojih je formirana standardna kriva.
Koncentracija insulina u uzorcima plazme je odredena uporedivanjem sa standardnom
krivom.

HOMA index (engl. Homeostasis Model Assessment) je koris¢en za odredivanje
insulinske osetljivosti. On je izracunat iz izmerenih koncentracija insulina i glukoze u krvi
prema formuli Mathewsa i saradnika: insulin (mIU/1) x [glukoza (mmol/1)/22.5] (Mathews i
sar., 1985).

3.5. Izolacija proteina

Tkivo srca je homogenizovano Ultra-turrax homogenizerom u puferu za liziranje
koji je sadrzavao 10mM Tris-HCl pH 7,4, 150mM NaCl, ImM EDTA, ImM-EGTA, 1%
Triton X-100, proteazne inhibitore (2mM PMSF, 10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml aprotinin) i
fosfatazne inhibitore (100 mMnatrijum fluorid, 10 mM natrijum pirofosfat i 2 mM
natrijum ortovanadat) u odnosu 1:7 (m:V) (Dupont i sar., 1998). Homogenati su
centrifugirani na 600g 20 minuta na 4°C u Sorvall centrifugi. Dobijeni supernatanti, koji su
predstavljali ukupan celijski lizat, su centrifugirani na 100000g 60 minuta u ultracentrifugi

Beckman L3-50, Ti-50 rotor.

3.6. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina je odredivana kolorimetrijskom BCA metodom koris¢enjem
komercijalnog dijagnostickog kompleta BCA (Smith i sar., 1985). Bicinhonini¢na kiselina
(BCA) je stabilna komponenta rastvorljiva u vodi. BCA u alkalnoj sredini interagujudi sa
jonima Cu*' formira kompleks intenzivne ljubicaste boje. Cu*' se formira redukcijom Cu*

jona prilikom reakcije sa proteinima. Kompleks BCA i Cu*' pokazuje snaznu apsorbancu na
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562 nm koja linearno raste sa povecavanjem koncentracije proteina. Koncentracija ukupnih
proteina je ocitavana sa standardne krive konstruisane na osnovu vrednosti apsorbanci
rastvora poznatih rastucih koncentracija (0,2, 0,4, 0,8, 1,2, 1,6 i 2 mg/ml) albumina govedeg

seruma (BSA, Sigma-Aldrich).

3.7. Elekroforeza na natrijum dodecil sulfat-poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE)

Uzorci za elektroforezu su dobijeni kuvanjem u trajanju od 5 minuta u Laemli-
jevom puferu za pripremu uzoraka i ¢uvani su na -20°C u zamrzivacu. SDS-PAGE (engl.
Sodium  Dodecil Sulphate-Polyacrilamide Gel Electrophoresis) tehnika omogucava
razdvajanje proteinskih frakcija u uzorku na osnovu njihove molekulske mase (Laemmli,
1970). Jednake koli¢ine proteina (100 pg) su nanoSene na 4% gel za sabijanje (3%
akrilamid/0,27% bisakrilamid, 0,1% SDS, 0,125 M Tris-HCI pH 6,8). Gel za sabijanje je
nanesen preko 10% gela za razdvajanje proteina (10% akrilamid/0,27% bisakrilamid, 0,1%
SDS, 0,375 M Tris-HCl pH 8,8). 0,05% amonijum persulfat i 0,033% TEMED su koris¢eni
kao katalizatori polimerizacije. Za elektroforezu je koris¢en mini sistem za elektroforezu
(Mini Protein Electrophoresis Cell, Bio-Rad) ¢iji su rezervoari naliveni TANK puferom
(0,0025 M Tris pH 8,3, 0,192 M glicin i 0.1% SDS). Prilikom prolazenja uzoraka kroz gel za
sabijanje napon je bio podesen na 150V (15 minuta), da bi potom bio spusten na 100V i
elektroforeza je trajala 120 minuta na sobnoj temperaturi. U cilju odredivanja molekulskih
tezina na svaki gel je nanesena smesa proteinskih markera za elektroforezu koja sadrzi 6
proteina poznatih molekulskih masa (132 kDa, 90 kDa, 55 kDa, 43 kDa, 34 kDa i 23 kDa,
Fermentas, Vilnius, Lithuania). Gelovi su nakon elektroforeze kori$¢eni za Western blot

analizu.

3.8. Western blot analiza

Nakon elektroforeze izvrSen je transfer proteina sa gelova na polivinildifluoridne
membrane (PVDF, Hybond-P, membrana, veli¢ine pora 0.45 pm, Amersham) prethodno
aktivirane metanolom. Transfer je tekao preko no¢i na 4°C pri konstantnoj struji od 80 mA

u sistemu za mokri transfer (Trans Blott Cell, Bio-Rad). Za transfer je upotrebljavan pufer u
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sastavu 0,0025 M Tris pH 8,3, 0,192 M glicin i 20% metanol. Po zavr§enom transferu
membrane su blokirane inkubacijom u TBST puferu (25 mM Tris, 150 mM NaCl i 0,1%
Tween, pH 8,0) sa 5% BSA tokom 90 minuta uz mesanje na sobnoj temperaturi. Ovaj korak
je neophodan da bi se blokirala nespecificna mesta vezivanja proteina na membranama.
Nakon procesa blokiranja, membrane su inkubirane sa odgovaraju¢im primarnim
antitelima u cilju identifikacije Zeljenih proteina. Proces inkubacije se odvijao preko no¢i na
4°C uz blago mesanje. Kori$¢ena su kozja poliklonska antitela za ACE (sc-12187,
razblazenje 1:250) i ACE2 (sc-17720, razblazenje 1:250) nabavljena od Santa Cruz Biotech,
Santa Cruz, CA, SAD; ze¢je poliklonsko antitelo za AT1R (sc-1173, razblazenje 1:200)
nabavljeno od Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, SAD; zelje poliklonsko antitelo za
ATIR (PA5-20812, razblazenje 1:500) proizvedeno od strane Thermo Scientific, Rockford,
IL, USA; zecja poliklonska antitela za AT2R (ab19134, razblazenje 1:2500), MMP-9 (ab7299,
razblazenje 1:500) i NFkB p65 (phospho S276) (ab30632, razblazenje 1:1000) nabavljena od
Abcam-a, Cambridge, UK. Nakon inkubacije sa primarnim antitelom membrane su ispirane
5 puta po 5 minuta TBST puferom na sobnoj temperaturi uz blago mesanje. Nakon
ispiranja membrane su inkubirane na sobnoj temeperaturi sa odgovaraju¢im kozjim ili
zec¢jim sekundarnim antitelom (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, SAD) u trajanju od
120 minuta. Koris¢ena sekundarna antitela su bila konjugovana sa peroksidazom iz rena
(HRP, engl. Horseradish Peroxidase). Membrane su potom ponovo isprane u TBST-u i 5
minuta inkubirane sa supstratom za hemiluminiscenciju (ECL, engl. Enchanced
Chemiluminescence) (Amersham Biotech, Pittsburg, PA, SAD). Nakon toga su susene,
pokrivane tankom plasticnom folijjom i postavljane u kasete za razvijanje filmova. Na
pokrivene membrane je postavljan rendgen film (ORTO CP-G-PLUS, AGFA), pri ¢emu je
duzina ekspozicije bila 3 minuta. Intenzitet signala na filmu odgovara koli¢ini specificnog
proteina u analiziranim uzorcima. Filmovi su skenirani i racunarski program Image] je
iskoris¢en za odredivanje opticke gustine detektovanih traka. Rezultati su izrazeni kao
promena u odnosu na jedini¢nu vrednost odgovarajuce kontrole.

Posle kvantifikacije ATIR i AT2R proteina, membrane su stripovane 30 min na

50°C u puferu za stripovanje koji je sadrzavao 100 mM [-merkaptoetanol, 2% SDS i 62,5
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mM Tris pH 6,7. Prilikom stripovanja sa membrane se uklanja supstrat, primarno i
sekundarno antitelo, i membrana se vraca u isto stanje u kome se nalazila nakon skidanja sa
transfera. Nakon ispiranja i blokiranja nespecificnog vezivanja, na membranama je
detektovan B-aktin (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, SAD) koji je koris¢en kao kontrola

za jednako nanosenje proteina.

3.9. Izolacija ukupne Celijske RNK iz tkiva srca i odredivanje njene koncentracije

Ukupna celijska RNK je izolovana iz tkiva srca kori$¢enjem Tri Reagent Solution-a
(Ambion, Inc) prema protokolu proizvodaca. Koncentracija i cistoca izolovane RNK
odredene su spektrofotometrijski na aparatu NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA). Cisto¢a uzoraka RNK je procenjena kao zadovoljavaju¢a imajuéi u vidu
da su odnosi apsorbancije na 260 i 280 nm bili u opegu 1,8-2,1. Uzorci RNK su ¢uvani na -

70°C.

3.10. Obrada uzoraka RNK dezoksiribonukleazom

Pre reakcije reverzne transkripcije, uzorci RNK su obradeni dezoksiribonukleazom
I. Ovaj tretman sluzi za uklanjanje jednolancanih i dvolanc¢anih molekula DNK. U ovoj
reakciji je 2 pg ukupne RNK kao polaznog materijala inkubirano 30 minuta na 37°C sa
dezoksiribonukleazom I (DNase I (1U/pl), Fermentas). Za aktivnhost DNase I su neophodni
joni Mg**koji su prisutni u reakcionom puferu (10 X Reaction Buffer with MgCl, for DNase
I, Fermentas). Nakon inkubacije, dezoksiribonukleaza I je inhibirana hemijskim i termickim

putem (25 mM EDTA i inkubiranjem smese na 65°C u trajanju od 10 minuta).

3.11. Reverzna transkripcija

Reakcija reverzne transkripcije podrazumeva da se na osnovu informacije
uskladistene u RNK molekulu sintetiSu molekuli jednolancane komplementarne DNK
(cDNK, engl. complementary DNA). Reverzna transkripcija je uradena po protokolu
proizvodaca (RevertAid first Strand cDNA synthesis kit, Fermentas, Lithuania). U reakciji

reverzne transkripcije koris¢eno je 2 pg ukupne ciste RNK kao polaznog materijala. U
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uzorak RNK, prethodno tretiran dezoksiribonukleazom I, dodata je reakciona smesa koja se
sastojala od Ccetiri dezoksiribonukleozidtrifosfata (10 mM dNTP Mix, Amersham
Biosciences), oligo-dT prajmera (20 X oligo(dT)is Primer, ThermoFischer Scientific),
reverzne transkriptaze (Revert Aid Reverse Transcriptase (200 U/ul), ThermoFischer
Scientific), ribonukleaznog inhibitora (RiboLock RNase Inhibitor (40 U/ul), ThermoFischer
Scientific) i reakcionog pufera (5 X Reaction Buffer, ThermoFischer Scientific). Prvi korak u
reakciji je bio dodavanje prajmera oligo(dT)is smesi nastaloj nakon tretmana RNK
enzimom dezoksiribonukleazom I. Ova smesa je inkubirana na 65°C 5 minuta nakon cega
je stavljena na led. Potom su smesi dodate ostale komponente reakcije (reakcioni pufer,
dNTP mix, ribonukleazni inhibitor i reverzna transkriptaza). Ukupna zapremina reakcije je
bila 20 ul. Smesa je inkubirana na 42°C 60 minuta. Reakcija je zaustavljena inkubacijom na
70°C u trajanju od 10 minuta. Dobijena cDNK je razblazena vodom za PCR (Nuclease-Free
Water, ThermoFischer Scientific) do finalne koncentracije od 0.01 pg/pl i ¢uvana na -70°C

do upotrebe.

3.12. Analiza relativnog nivoa iRNK reakcijom lancanog umnoZavanja u realnom

vremenu

Rekacija lan¢anog umnozavanja u realnom vremenu (Real-Time PCR, engl. Real-
time polymerase chain reaction) omogucava merenje relativnog nivoa iRNK. U analizi su
koris¢eni komercijalno dostupni TagMan® eseji za detekciju potencijalno eksprimiranih
transkripata za ATIR, AT2R, kolektrin, MMP-9 i CXCL-16: Rn02758772_sl,
Rn00560677_s1, Rn00571968, Rn00579162_m1 i Rn01496393_m1, redom. Kao endogena
kontrola u ovoj studiji koris¢ena je 18S rRNK (TagMan® esej Hs99999901_s1). Ukupna
zapremina reakcione smese je iznosila 25 pl. Reakcionu smesu su sacinjavali: 1 X TagMan®
Universal PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific), 1 X TagMan® Gene Expression Assay
i 50 ng cDNK. Uslovi PCR reakcije su bili slede¢i: 2 minuta na 50°C radi aktivacije enzima
uracil-N-glikozilaze, zatim 10 minuta na 95°C pri ¢emu dolazi do aktivacije AmpliTaq
Gold® DNK polimeraze za ¢im sledi 40 ciklusa u trajanju od 15 sekundi na 95°C radi

denaturacije dimera i 60 sekundi na 60°C potrebnih za hibridizaciju i umnozavanje. Svaki
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uzorak je analiziran u duplikatu na aparaturi ABI Real-time 7500 system (ABI, Foster City,
CA, USA).

Za relativnu kvantifikaciju ekspresije gena kori$¢ena je 2"*“* metoda gde se koli¢ina
iRNK ispitivanog gena normalizuje prema koli¢ini iRNK endogene kontrole (Schmittgen i

Livak, 2008).

3.13. Statisticka obrada podataka

Za statisticke analize je kori$¢en program GraphPad Prism 5 (GraphPad Software,
Inc.) Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. Sva poredenja
izmedu grupa su uradena neparametrijskim Mann-Whitney U testom, a statisticki

znacajnim su smatrane sve vrednosti p<0.05.
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4. REZULTATI

4.1. Energetski unos

Unos hrane i tecnosti je pracen tokom celog eksperimenta. Kod pacova na ishrani
bogatoj fruktozom kalorijski unos predstavlja sumu kalorija unesenih putem hrane i 10%
rastvora fruktoze.

Zenke i muzjaci koji su pili rastvor fruktoze su u toku dana konzumirali zna¢ajno
manje hrane u odnosu na kontrolne zivotinje (p<0.001). Sa druge strane unos te¢nosti se
znacajno povecao i kod Zenki (p<0.01) i kod muzjaka (p<0.001). Kalorijski unos je u slucaju
oba pola bio znacajno veci u grupama koje su pile fruktozu u poredenju sa odgovarajué¢im

kontrolnim grupama (p<0.05) (Tabela 4.1.).

Tabela 4.1. Unos hrane, tecnosti i kalorija kod muZjaka i intaktnih Zenki pacova nakon
tretmana 10% rastvorom fruktoze

_ 17.41+2.99 12.59+0.67*** 20.57+2.63 14.2042.01***
_ 33.0246.58 56.19420.41**  49.33+5.39 74.10+11.36%
_ 191.51+32.89  236.06+30.21*  226.23+28.9  283.65+24.51*

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost = SD po Zivotinji. Svaka grupa se sastoji od 9 Zivotinja.
K-Zivotinje na standardnom reZimu ishrane, F-Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom; *p<0.05,
*p<0.01, ***p<0.001 u odnosu na K odgovarajuceg pola

Ovarijektomisane Zenke koje su pile 10% rasvor fruktoze su znacajno smanjile unos
hrane (p<0.05) dok je unos tecnosti znacajno povecan (p<0.001). Kalorijski unos je
znacajno povecan kod ovarijektomisanih Zenki koje su pile 10% rastvor fruktoze (p<0.05).
Supstituciona terapija estradiolom je dovela do daljeg smanjivanja unosa hrane i u odnosu
na kontrolu (p<0.001) i u odnosu na grupu koja je pila rastvor fruktoze (p<0.05). Sto se tice
unosa tecnosti, supstituciona terapija estradiolom je dovela do smanjivanja unosa te¢nosti u

odnosu na zivotinje koje su pile rasvor fruktoze (p<0.05), ali je unos te¢nosti i dalje bio
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statisticki znacajno veci u odnosu na kontrolu (p<0.05). Tretman estradiolom je doveo do
smanjenja kalorijskog unosa kod ovarijektimisanih Zenki koje su pile 10% rastvor fruktoze

(p<0.05) (Tabela 4.2.).

Tabela 4.2. Unos hrane, tecnosti i kalorija kod ovarijektomisanih Zenki pacova nakon
tretmana 10% rastvorom fruktoze i estradiolom

_ 19.23+1.85 16.31+3.37* 14.46+1.62%*#
_ 28.51+4.54 48.75+14.81%** 37.93+11.49%#
_ 211.57+20.31 263.26+58.29* 224.31+32.62#

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD po Zivotinji. Svaka grupa se sastoji od 9 Zivotinja. K-
Zivotinje na standardnom reZimu ishrane, F-Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom, OVX- ovarijektomija, E2-
supstituciona terapija. *p<0.05, **p<0.001 u odnosu na K-OVX; #p<0.05 u odnosu na F-OVX

4.2. Masa tela i masa srca

Kao $to je predstavljeno u Tabeli 4.3. ishrana bogata fruktozom je dovela do
povecanja telesne mase kod intaktnih Zzenki pacova (p<0.05). Ovo je bilo praceno
povecanjem mase visceralnog masnog tkiva, kao i povecanjem odnosa mase visceralnog
masnog tkiva i mase tela (p<0.05). Kod muzjaka nije doslo do promene telesne mase kao
posledica ishrane obogacene fruktozom. Mase tela izmedu muzjaka i intaktnih Zenki pacova
se znacajno razlikovala i kod Zivotinja na normalnom rezimu ishrane (p<0.001) i kod
zivotinja tretiranih ishranom bogatom fruktozom (p<0.05).

Masa srca je bila statisticki znacajno razlicita izmedu intaktnih zenki i muzjaka koji
su bili na normalnom rezimu ishrane (p<0.01), dok se kod Zivotinja koje su bile na ishrani
bogatoj fruktozom ova razlika izgubila. Ishrana bogata fruktozom nije dovela do statisticki
znacajnih promena u odnosu mase srca i ukupne mase tela ni kod muzjaka ni kod intaktnih

zenki pacova (Tabela 4.3.).
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Tabela 4.3. Telesna teZina i masa srca muZjaka i intaktnih Zenki pacova nakon tretmana
10% rastvorom fruktoze

263.2+30.26 279.5£20.52* 338.9+40.45# 311.3+37.58°

0.83+0.13 0.83+0.08 1.05+£0.14** 0.94+0.16
3.2+1.32 5.06+2.48% 2.59+1.14 3.16+1.80
3.17£0.16 3.04+0.21 3.11+0.19 3.00+0.26
12.43+5.23 18.29+7.52* 7.48+2.84 10.06+4.81°

Rezultati su predstaviljeni kao srednja vrednost £ SD. Svaka grupa se sastoji od 9 Zivotinja. K-
Zivotinje na standardnom reZimu ishrane, F-Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom, VAT-visceralno
masno tkivo; *p<0.05, **p<0.01, #p<0.001 u odnosu na K Zenke; *p<0.05 u odnosu na F Zenke

Izmedu razli¢ito tretiranih grupa ovarijektomisanih Zzivotinja nisu pronadene
statisticki znacajne razlike ni u masi srca ni u masi tela, kao ni u njihovom medusobnom
odnosu. Takode, ishrana obogac¢ena 10% rastvorom fruktoze nije uticala na masu masnog

tkiva niti na odnos mase masnog tkiva i mase tela (Tabela 4.4.).

Tabela 4.4. Masa tela i masa srca kod ovarijektomisanih Zenki pacova nakon tretmana
10% rastvorom fruktoze i estradiolom

_ 293.2+23.09 286.7+23.87 280.6+18.15
_ 0.85+0.08 0.84+0.1 0.84+0.07
_ 3.41+0.63 4.71+2.09 3.65+1.11
_ 2.92+0.13 3.00+0.14 2.98+0.15
_ 1.10+0.16 1.57+0.6 1.29+0.36

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD. Svaka grupa se sastoji od 9 Zivotinja. K-Zivotinje
na standardnom rezimu ishrane, F-Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom, OVX- ovarijektomija, E2-
supstituciona terapija estradiolom
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4.3. Uticaj ishrane bogate fruktozom na biohemijske parametre

Kao $to je predstavljeno u Tabeli 4.5. ishrana bogata fruktozom je kod zenki dovela
do snizavanja nivoa glukoze u krvi (p<0.05), dok kod muzjaka nije bilo znacajnih promena.
Ishrana bogata fruktozom je dovela do povecanja nivoa triglicerida u krvi i kod Zenki
(p<0.01) i kod muzjaka (p<0.05). Rezim ishrane nije uticao na nivo insulina u plazmi ni kod
jednog ni kod drugog pola. Nivo insulina u plazmi kod Zenki na standardnom rezimu
ishrane je bio statisticki znacajno manji nego kod muzjaka na istom dijetalnom rezimu.
Ishrana bogata fruktozom nije dovela do promene HOMA indexa ni kod muzjaka ni kod

zenki.

Tabela 4.5. Efekat ishrane bogate fruktozom na biohemijske karakteristike muzjaka i
intaktnih Zenki pacova

- 5.38+0.65 4.58+0.84* 5.20+0.42 4.84+0.62

1.39+0.29 1.87+£0.38** 1.49+0.36 1.9+0.35*
6.60+2.5# 8.87+3.97 12.68+6.33 7.51+4.94
1.62+0.69 1.86+0.92 2.94+1.49 1.72+1.29

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD. Svaka grupa se sastoji od 9 Zivotinja. K-Zivotinje
na standardnom reZimu ishrane, F-Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom; *p<0.05 u odnosu na
odgovarajucu K, **p<0.01 u odnosu na K Zenke, #p<0.05 u odnosu na K muZjaci

Kod ovarijektomisanih zenki ishrana bogata fruktozom nije dovela do promene
nivoa glukoze u krvi, dok je tretman estradiolom kod F-OVX Zivotinja smanjio nivo
glukoze u krvi (p<0.05) u odnosu na F-OVX grupu (Tabela 4.6.). Ishrana bogata fruktozom
je povecala nivo triglicerida u krvi ovarijektomisanih zivotinja (p<0.05). Nivo triglicerida je
ostao povecan kod Zivotinja hranjenih fruktozom u odnosu na kontrolne Zivotinje i nakon
supstitucione terapije estradiolom (p<0.05). Kod Zivotinja hranjenih fruktozom detektovan
je i povetan nivo insulina u plazmi (p<0.01), dok supstituciona terapija estradiolom

smanjuje nivo insulina kod ove grupe pacova (p<0.05) i vraca ga na nivo detektovan kod
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kontrola. HOMA index je bio povecan kod zivotinja hranjenih fruktozom (p<0.05). I u

ovom slucaju tretman estradiolom je uspeo da revertuje ove promene.

4.6. Efekat ishrane bogate fruktozom na biohemijske karakteristike ovarijektomisanih
Zenki pacova sa ili bez tretmana estradiolom

_ 6.15+1.98 6.74+1.33 5.34+0.3#

1.39+0.22 2.19+0.93* 1.73+£0.28*
21.6+16.13 47.48+34.08** 13.08+5.07#
4.31+2.41 13.63+6.82* 3.17+1.37#

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD. Svaka grupa se sastoji od 9 Zivotinja. K-Zivotinje
na standardnom rezimu ishrane, F-Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom, OVX- ovarijektomija, E2-
supstituciona terapija; *p<0.05, **p<0.01u odnosu na K-OVX, #p<0.05 u odnosu na F-OVX

4.4. Uticaj ishrane bogate fruktozom na krvni pritisak i sréani ritam

Kao $to je predstavljeno u Tabeli 4.7. ishrana bogata fruktozom dovodi do
povecanja krvnog pritiska samo kod muzjaka pacova (p<0.05). Muzjaci pacova na
standardnom rezimu ishrane imaju veéi krvni pritisak nego Zenke na istom rezimu
(p<0.001). Ishrana bogata fruktozom ne dovodi do promena sréanog ritma ni kod jednog

pola.

Tabela 4.7. Krvni pritisak i srcani ritam kod muZjaka i inaktnih Zenki pacova nakon
tretmana 10% rastvorom fruktoze

- 121.43+7.01 124.14+12.4 109+4.33# 120.6+7.93*
- 433.71+47.21 437.14+24.84  479.33+43.63 475.2+36.6

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD. Svaka grupa se sastoji od 9 Zivotinja. K-Zivotinje
na standardnom reZimu ishrane, F-Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom; *p<0.05 u odnosu na K
Muzjaci, #p<0.05 u odnosu na K Zenke
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4.5. Uticaj ishrane bogate fruktozom na ekspresiju molekula RAS-a u srcu pacova

4.5.1. Nivo ACE

Ishrana bogata fruktozom je dovela do povecanja nivoa ACE u srcu samo kod
muzjaka pacova (p<0.05). Takode, izmeren je ve¢i nivo ACE u srcu kod muzjaka koji su pili
10% fruktozni rasvor nego kod zenki na istom tretmanu (p<0.05). Izmedu muzjaka i Zenki

pacova na standarnom laboratorijskom rezimu ishrane nije detektovana razlika u nivou

ACE u srcu (Slika 4.1.a).

Kao $to je prikazano na slici 4.1.b ishrana obogacena fruktozom je dovela do
povecanja nivoa ACE u tkivu srca ovarijektomisanih pacova (p<0.01). Sa druge strane,
tretman estradiolom je smanjio nivo ACE kod ovarijektomisanih Zivotinja koje su pile 10%
rasvor fruktoze (p<0.01). Kod F-OVX+E2 Zivotinja je nivo ACE c¢ak bio statisticki znacajno

smanjen u odnosu na K-OVX Zivotinje (p<0.01).
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Slika 4.1. Nivo ACE u lizatu Celija srca muzjaka i intaktnih Zenki pacova (a) i ovarijektomisanih
Zenki pacova sa ili bez supstitucione terapije estradiolom (b) nakon tretmana 10% rastvorom
fruktoze. Na gornjem delu slike su predstavljeni reprezentativni Western blot-ovi. Rezultati su
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predstavljeni kao srednja vrednost + SD. Svaku grupu je ¢inilo 9 Zivotinja. Kao kontrola za jednako
nanosenje proteina koriséen je -aktin. Mann-Whitney U test je koris¢en za ispitivanje statisticke
znacajnosti. K-Zivotinje na standardnom rezimu ishrane, F-Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom,
OVX-ovarijektomija, E2-estradiol, *p<0.05, **p<0.01.

4.5.2. Nivo ACE2

Kao $to je predstavljeno na slici 4.2.a ishrana obogacena fruktozom je smanjila nivo
ACE2 u tkivu srca samo kod muzjaka (p<0.05). Nivo ACE2 kod muzjaka tretiranih
fruktozom je bio znacajno manji nego kod Zenki na istom tretmanu (p<0.05). Izmedu
kontrolnih muzjaka i Zenki nisu detektovane promene u nivou ACE2.

Ishrana bogata fruktozom je smanjila nivo ACE2 (p<0.05) u tkiva srca
ovarijektomisanih Zenki pacova, dok je tretman estradiolom doveo do povecanja nivoa
ACE2 kod zivotinja koje su dobijale 10% rasvor fruktoze (p<0.05). Supstituciona terapija
estradiolom je dovela do reverzije promena nastalih delovanjem 10% fruktoznog rastvora

(Slika 4.2.b).
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Slika 4.2. Nivo ACE2 u lizatu Celija srca muZjaka i intaktnih Zenki pacova (a) i ovarijektomisanih
Zenki pacova sa ili bez supstitucione terapije estradiolom (b) nakon tretmana 10% rastvorom
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fruktoze. Na gornjem delu slike su predstavljeni reprezentativni Western blot-ovi. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SD. Svaku grupu je ¢inilo 9 Zivotinja. Kao kontrola za jednako
nanosenje proteina koriséen je -aktin. Mann-Whitney U test je koris¢en za ispitivanje statisticke
znacajnosti. K-Zivotinje na standardnom rezimu ishrane, F-Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom,
OVX-ovarijektomija, E2-estradiol, *p<0.05

4.5.3 Koncentracija iRNK za kolektrin

S obzirom da je transkripcija gena za kolektrin u tkivu srca detektovana samo kod
malog broja intaktnih Zivotinja nije postojala statisticki znacajna razlika u nivou iRNK za
kolektrin izmedu Zivotinja na ishrani bogatoj fruktozom i odgovaraju¢ih kontrolnih

zivotinja (Slika 4.3.). Kod ovarijektomisanih Zivotinja nije detektovana transkripcija gena

koji kodira za kolektrin.
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5x%10°6=
4x1076+
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Zenke Muzjaci

Slika 4.3. Relativna koncentracija iRNK za kolektrin u srcu muZjaka i intaktnih Zenki pacova
nakon tretmana 10% rastvorom fruktoze. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD.
Mann-Whitney U test je koriséen za ispitivanje statisticke znacajnosti. Kao endogena kontrola za
relativnu kvantifikaciju koriséena je iRNK za 18s rRNK. K-Zivotinje na standardnom rezimu ishrane,
F-Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom
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4.5.4. Nivo iRNK i proteina ATIR

Western blot analizom je utvrdeno da ishrana obogacena 10% rastvorom fruktoze ne
dovodi do promena u nivou AT1R u srcu ni kod muzjaka ni kod Zenki pacova. Takode,
ishrana bogata fruktozom nije dovela ni do promene nivoa iRNK za ATIR (Slika 4.4.)
Medutim, nakon ishrane obogacene 10% rastvorom fruktoze izmeren je znacajno veci nivo
iRNK i proteina AT1R u srcu kod muzjaka u odnosu na Zenke pacova (p<0.05).

Nivo ATI1R u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova je bio znacajno pove¢an nakon
ishrane bogata fruktozom (p<0.001). Tretman estradiolom je smanjio nivo ATIR kod
ovarijektomisanih Zenki koje su pile 10% rastvor fruktoze (p<0.001). Kod zivotinja
tretiranih estradiolom koje su pile 10% rastvor fruktoze je cak detektovan manji nivo AT1R

u srcu nego kod kontrolnih zenki (p<0.001) (Slika 4.5.a).
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Slika 4.4. (a) Nivo ATIR u lizatu Celija srca kod muzjaka i intaktnih Zenki pacova nakon
tretmana 10% rastvorom fruktoze. Na gornjem delu slike su predstavljeni reprezentativni Western
blot-ovi. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost £ SD. Svaku grupu je cinilo 9 Zivotinja. Kao
kontrola za jednako nanosenje proteina koriséen je B-aktin. Mann-Whitney U test je koriséen za
ispitivanje statisticke znacajnosti. (b) Relativna koncentracija iRNK koji kodira ATIR u srcu
muZjaka i intaktnih Zenki pacova nakon tretmana 10% rastvorom fruktoze. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SD. Mann-Whitney U test je koriscen za ispitivanje statisticke
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znacajnosti. Kao endogena kontrola za relativnu kvantifikaciju koris¢ena je iRNK za 18s rRNK. K-
Zivotinje na standardnom reZimu ishrane, F-Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom, *p<0.05

Na slici 4.5.b se vidi da ishrana bogata fruktozom nije dovela do statisticki znacajne
promene u koncentraciji iRNK za ATIR u tkivu srca ovarijektomisanih Zivotinja. S druge
strane, kod Zivotinja koje su pile 10% rastvor fruktoze tretman estradiolom je doveo do

znacajnog smanjenja koncentracije iRNK za AT1R (p<0.05).

-55 kDa

a) ATI receptor [l “ b)

AKTIN = e e 43 kDa

K-OVX F-OVX F-OVX+E2

dkk
o~ I |
§ Fekk Fekk
@) b |} |
1 2.0+ 8%10-5
N~
@
£ £ 15 6x10°5
273 >
S5 4
o -] 1.0+ E 4,‘10-5-
=B E
(=]
= = <
< g 051 2x1075+
(=]
N
g 0.0 - 0 - - —
£ K-OVX F-OVX F-OVX+E2 K-OVX F-OVX F-OVX+E2
=

Slika 4.7. (a) Nivo ATIR u lizatu Celija srca kod ovarijektomisanih Zenki pacova nakon tretmana
10% rastvorom fruktoze sa ili bez supstitucione terapije estradiolom. Na gornjem delu slike su
predstavljeni reprezentativni Western blot-ovi. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost £ SD.
Svaku grupu je cinilo 9 Zivotinja. Kao kontrola za jednako nanosenje proteina koriséen je f-aktin.
Mann-Whitney U test je koriscen za ispitivanje statisticke znacajnosti. (b) Koncentracija iRNK za
ATIR u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova nakon tretmana 10% rastvorom fruktoze sa ili bez
supstitucione terapije estradiolom. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD. Mann-
Whitney U test je koriscen za ispitivanje statisticke znacajnosti. Kao endogena kontrola za relativnu
kvantifikaciju koris¢ena je iRNK za 18s rRNK. K-Zivotinje na standardnom reZimu ishrane, F-
Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom, OVX-ovarijektomija, E2-estradiol, *p<0.05, ***p<0.001
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4.5.5. Nivo iRNK i proteina AT2R

Ishrana bogata fruktozom je dovela do smanjenja nivoa AT2R u tkivu srca kod
muzjaka pacova (p<0.05). Kod intaktnih zenki ishrana bogata fruktozom nije uticala na
nivo AT2R. Kod muzjaka pacova koji su pili 10% rastvor fruktoze nivo AT2R u srcu je bio
znac¢ajno manji u odnosu na zenke koje su bile na ishrani bogatoj fruktozom (Slika 4.6.a).
Izmedu muzjaka i Zenki koji su bili na standardnoj laboratorijskoj ishrani nije detektovana

razlika u nivou AT1R u tkivu srca.
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Slika 4.6. (a) Nivo AT2R u lizatu Celija srca kod muzjaka i intaktnih Zenki pacova nakon
tretmana 10% rastvorom fruktoze. Na gornjem delu slike su predstavljeni reprezentativni Western
blot-ovi. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD. Svaku grupu je Cinilo 9 Zivotinja. Kao
kontrola za jednako nanosenje proteina koriséen je B-aktin. Mann-Whitney U test je koriséen za
ispitivanje statisticke znacajnosti. (b) Relativna koncentracija iRNK za AT2R u srcu muZjaka i
intaktnih Zenki pacova nakon tretmana 10% rastvorom fruktoze. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost = SD. Mann-Whitney U test je korisCen za ispitivanje statisticke znacajnosti. Kao
endogena kontrola za relativnu kvantifikaciju koriséena je iRNK za 18s rRNK. K-Zivotinje na
standardnom reZimu ishrane, F-Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom, *p<0.05.
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Ishrana bogata fruktozom nije dovela do statisticki znacajne promene koncentracije
iRNK za AT2R u srcu intaktnih zenki. Interesantno je da kod muzjaka koji su pili 10%
rastvor fruktoze nismo detektovali transkripciju gena koji kodira AT2R (Slika 4.6.b).

Kod ovarijektomisanih Zenki pacova ishrana bogata fruktozom smanjuje nivo AT2R
u tkivu srcu (p<0.05). Supstituciona terapija estradiolom kod ovarijektomisanih Zenki koje
su pile 10% rastvor fruktoze dovodi do povecanja nivoa AT2R (p<0.05) i do njegovog
vrac¢anja na nivo detektovan kod kontrolnih Zivotinja (Slika 4.7.). Transkripcija gena koji

kodira AT2R nije detektovana u tkivu srca ni kod jedne grupe ovarijektomisanih zenki.

-55 kDa
AT2 receptor

AKTIN [ S s 43 kDa

K-OVX F-OVX F-OVX+E2

g
*
(@)
7 1.5+
M
2
£ £
LT -
2g 10
= 5
2w
x =
82 2 o054
=
<g
(=}
S
g 0.0-—=
E K-OVX F-OVX F-OVX+E2
(=}
C

Slika 4.7. Nivo AT2R u lizatu Celija srca kod ovarijektomisanih Zenki pacova nakon tretmana 10%
rastvorom fruktoze sa ili bez supstitucione terapije estradiolom. Na gornjem delu slike su
predstavljeni reprezentativni Western blot-ovi. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost £ SD.
Svaku grupu je cinilo 9 Zivotinja. Kao kontrola za jednako nanosenje proteina koriséen je f-aktin.
Mann-Whitney U test je koriscen za ispitivanje statisticke znaclajnosti. K-Zivotinje na standardnom
rezimu ishrane, F-Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom, OVX-ovarijektomija, E2-estradiol, *p<0.05.
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4.6. Nivo iRNK i proteina MMP-9

Kao $to je prikazano na slici 4.8.a ishrana bogata fruktozom nije uticala na nivo
iRNK za MMP-9 u tkivu srca ni kod muzjaka ni kod zenki pacova. Kod muzjaka pacova
koji su pili 10% rastvor fruktoze nivo iRNK za MMP-9 u srcu je bio znacajno veéi u odnosu
na zenke koje su bile na ishrani bogatoj fruktozom (p<0.01).

Kod ovarijektomisanih zenki pacova koje su pile 10% rastvor fruktoze je izmerena
znacajno vec¢a koncentracija iRNK za MMP-9 u srcu u odnosu na kontrolu (p<0.01).
Tretman estradiolom je doveo do smanjenja koncentacije iRNK za MMP-9 kod
ovarijektomisanih Zenki koje su pile 10% rastvor fruktoze. Kod ove grupe Zivotinja je ¢ak
izmerena znacajno manja koncentracija iRNK za MMP-9 nego kod kontrolne grupe

(p<0.01) (Slika 4.8.b).
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Slika 4.8. (a) Relativna koncentracija iRNK za MMP-9 u srcu muzjaka i intaktnih Zenki pacova.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost £ SD. Mann-Whitney U test je koriscen za ispitivanje
statisticke znacajnosti. Mann-Whitney U test je koriscen za ispitivanje statisticke znacajnosti. Kao
endogena kontrola za relativnu kvantifikaciju koriséena je iRNK za 18s rRNK. K-Zivotinje na
standardnom rezimu ishrane, F- Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom, p<0.001 u odnosu na F
Zenke; (b) Koncentracija iRNK za MMP-9 u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova nakon tretmana
10% rastvorom fruktoze sa ili bez supstitucione terapije estradiolom. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost = SD. Mann-Whitney U test je koristen za ispitivanje statisticke znacajnosti. K-
Zivotinje na standardnom reZimu ishrane, F-Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom, OVX-
ovarijektomija, E2-estradiol; **p<0.01.
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Kao $to je predstavljeno na slici 4.9. kod ovarijektomisanih Zenki je ishrana bogata
fruktozom dovela do povecanja nivoa MMP-9 (p<0.001), dok je tretman estradiolom
smanjio nivo MMP-9 kod ovarijektomisanih Zenki koje su pile 10% rastvor fruktoze
(p<0.001). Nivo MMP-9 je bio cak statisticki znacajno manji kod ovarijektomisanih Zenki
koje su pile 10% rastvor fruktoze i primale supstitucionu terapiju estradiolom u odnosu na

kontrolu (p<0.001).
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Slika 4.9. Nivo MMP-9 u lizatu Celija srca kod ovarijektomisanih Zenki pacova nakon tretmana
10% rastvorom fruktoze sa ili bez supstitucione terapije estradiolom. Na gornjem delu slike su
predstavljeni reprezentativni Western blot-ovi. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost £ SD.
Svaku grupu je cinilo 9 Zivotinja. Kao kontrola za jednako nanosenje proteina koriséen je f-aktin.
Mann-Whitney U test je koriscen za ispitivanje statisticke znaclajnosti. K-Zivotinje na standardnom

rezimu ishrane, F-Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom, OVX-ovarijektomija, E2-estradiol,
*p<0.01, **p<0.0001
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4.7. Aktivacija NFxB

U srcu ovarijektomisanih Zenki pacova je ishrana bogata fruktozom je dovela do
povecane fosforilacije p65 subjedinice NFkB transkripcionog regulatora na serinskom
ostatku koji se nalazi na poziciji 276 (Ser276) (p<0.01). Ova fosforilacija je odgovorna za
aktivaciju NFxB. Smanjen stepen fosforilacije p65 subjedinice je izmeren kod
ovarijektomisanih Zenki koje su pored ishrane bogate fruktozom bile podvrgnute i
supstitucionoj terapiji estradiolom u odnosu na Zivotinje koje nisu primale ovu terapiju
(p<0.05). Stepen fosforilacije NFkB je bio ¢ak znacajno manji kod Zivotinja koje su pile 10%
rastvor fruktoze i primale supstitucionu terapiju estradiolom nego kod kontrolnih Zivotinja

(p<0.01) (Slika 4.10.).
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Slika 4.10. Nivo fosforilisane forme NFxB u lizatu Celija srca ovarijektomisanih Zenki pacova
nakon tretmana 10% rastvorom fruktoze sa ili bez supstitucione terapije estradiolom. Na gornjem
delu slike su predstavljeni reprezentativni Western blot-ovi. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost = SD. Svaku grupu je ¢inilo 9 Zivotinja. Kao kontrola za jednako nanosenje proteina koriséen
je B-aktin. Mann-Whitney U test je koriSten za ispitivanje statisticke znacajnosti. K-Zivotinje na
standardnom reZimu ishrane, F-Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom, OVX-ovarijektomija, E2-
estradiol; *p<0.05, *p<0.01.
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4.8. Nivo iRNK za CXCL16

Kao $to je predstavljeno na slici 4.11.a ishrana bogata fruktozom nije dovela do
promene nivoa iRNK za CXCL16 u srcu ni kod muzjaka ni kod Zzenki. Za razliku od
intaktnih Zivotinja, u srcu ovarijektomisanih Zenki je ovaj rezim ishrane doveo do
povecanja nivoa iRNK za CXCL16 (p<0.01). Treman estradiolom je smanjio nivo iRNK za

CXCL16 (p<0.01) i vratio ga na nivo detektovan kod kontrolnih ovarijektomisanih zenki
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Slika 4.13. Relativna koncentracija iRNK za CXCL16 u srcu muZjaka i intaktnih Zenki pacova (a)
i ovarijektomisanih Zenki pacova sa ili bez supstitucione terapije estradiolom (b) nakon tretmana
10% rastvorom fruktoze. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD. Mann-Whitney U test
je koriséen za ispitivanje statisticke znacajnosti. Mann-Whitney U test je koriscen za ispitivanje
statisticke znacajnosti. Kao endogena kontrola za relativnu kvantifikaciju koriséena je iRNK za 18s
rRNK. K-Zivotinje na standardnom reZimu ishrane, F- Zivotinje na ishrani bogatoj fruktozom, OVX-
ovarijektomija, E2-estradiol; **p<0.01
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5. DISKUSIJA

Ishrana obogacena fruktozom dovodi do razvoja simptoma metabolickog sindroma
(Havel, 2005; Basciano i sar., 2005; Le i Tappy, 2006). Ovaj tip ishrane dovodi do
poremecaja u strukturi i funkciji srca $to je povezano sa povecanom inflamacijom i
oksidativnim stresom (Kobayashi i sar., 1993; Patel i sar., 2009; Kamide i sar., 2002, Conti i
sar., 2014). Kod Zena stopa obolevanja od metabolickog sindroma i kardiovaskularnih
bolesti raste sa pojavom menopauze (Carr, 2003). Istrazivanja uradena na zivotinjama su
ukazala da bi polni hormoni, pre svega estrogen, mogli biti odgovorni za zastitu zenki od
nastanka metabolickih poremecaja izazvanih ishranom tokom reproduktivnog perioda
(Galipeau i sar., 2002; Kori¢anac i sar., 2013; Romic¢ i sar., 2013; Frias i sar., 2001; Djouadi i

sar., 1998; Hong i sar., 2009; Carr, 2003).

5.1. Uticaj ishrane bogate fruktozom na morfoloske i biohemijske karakteristike muZjaka i

zZenki Wistar pacova

Rezultati ove studije pokazuju da su muzjaci, kao i intaktne i ovarijektomisane
zenke pacova koji su pili 10% rastvor fruktoze unosili vise tecnosti u odnosu na Zivotinje
koje su pile samo vodu. Ovo se moze objasniti izuzetno prijatnim ukusom fruktoznog
rastvora. Istovremeno, Zivotinje koje su pile 10% rastvor fruktoze su unosile manje hrane od
kontrolnih Zivotinja. Medutim, i pored smanjenog unosa hrane kod Zivotinja na fruktoznoj
ishrani ukupan energetski unos je povecan u odnosu na kontrolnu grupu Ovo verovatno
nastaje kao rezulata pove¢anog unosa fruktoze. Tretman estradiolom je doveo do smanjenja
unosa hrane i tecnosti, $to je zajedno rezultovalo smanjenim kalorijskim unosom kod
ovarijektomisanih Zivotinja. Ovo je u skladu sa rezultatima prethodne studije u kojoj je
pokazano da estradiol smanjuje ukupan kalorijski unos kod miseva za 25-35% (Dubuc,
1985).

Interesantno je da, i pored povecanog kalorijskog unosa, kod muzjaka pacova i kod
ovarijektomisanih Zenki koje su pile 10% rastvor fruktoze nije doslo do povecanja telesne

mase. Ovo je u skladu sa rezultatima druge studije u kojoj takode nije doslo do promene

57



telesne tezine kod pacova koji su pili 10% rastvor fruktoze (Roglans i sar., 2007; Sanchez-
Lozada i sar., 2007). Rezultati koji se ticu uloge ishrane bogate fruktozom u povecanju
telesne mase su i dalje kontradiktorni. Naime, iako je u brojnim studijama pokazano da
ishrana obogacena fruktozom ne dovodi do povecanja telesne mase kod pacova (Hwang i
sar., 1987; Bezerra i sar., 2000; Lingelbach i McDonald, 2000; D'Angelo, i sar., 2005; Iyer i
Katovich, 1994), u drugim studijama je pokazano obrnuto (Dai i McNeill, 1995; Abdulla® i
sar., 2011; Kanarek i Orthen Gambill, 1982). Ovo bi moglo biti posledica razlicite starosti
zivotinja u trenutku kad se pocelo sa tretmanom fruktozom, kao i uticaja ishrane bogate
fruktozom na nivo leptina u plazmi (Abdulla® i sar., 2011).

S druge strane, kod intaktnih Zenki koje su konzumirale 10% rastvor fruktoze je
doslo do porasta telesne mase verovatno usled povecanja mase visceralnog masnog tkiva $to
je u saglasnosti sa rezultatima prethodno objavljene studije (Bocarsly i sar., 2010). Ovo se
objasnjava nalazom da ishrana obogacena 10% fruktozom dovodi do razvoja leptinske
rezistencije kod zenki pacova $to rezultuje pove¢anom visceralnom adipoznosc¢u (Vojnovi¢-
Milutinovi¢ i sar., 2014).

Ishrana bogata fruktozom ni kod jedne grupe Zzivotinja nije dovela do povecanja
apsolutne i relativne mase srca. Prethodna istrazivanja su pokazala da veéi procenat
fruktoze u ishrani (61% i 66%) dovodi do hipertrofije srca (Kobayashi i sar., 1993; Patel i
sar., 2009). Kod pacova koji su bili na ishrani bogatoj mastima i pili 10% rastvor fruktoze je
do znacajnog povecanja mase srca doslo tek nakon 18 nedelja tretmana (Axelsen i sar.,
2010). Na osnovu ovoga se moze pretpostaviti da su i duZina trajanja tretmana i koli¢ina
konzumirane fruktoze u ovoj studiji nedovoljne da bi izazvale promene u masi srca.

Konzumacija 10% rastvora fruktoze je dovela do hipoglikemije kod intaktnih Zenki
dok je nivo insulina ostao nepromenjen. Kod muzjaka nije doslo do promene nivoa glukoze
i insulina u krvi. Nepromenjen nivo insulina verovatno nastaje usled toga sto fruktoza ne
stimuli$e sekreciju insulina iz P-Celija pankreasa (Curry, 1989). Ono §to je odlikovalo
intaktne Zivotinje oba pola koje su pile 10% rastvor fruktoze je povecan nivo TG u plazmi u

odnosu na kontrole. Ovo nije neocekivano s obzirom da fruktoza stimuliSe de novo
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lipogenezu u jetri, smanjuje klirens VLDL i povecava sekreciju VLDL iz jetre (Faeh i sar.,
2005; Chong i sar., 2007; Taghibiglou i sar., 2000).

Kod ovarijektomisanih Zenki pacova ishrana bogata fruktozom dovela je do
povecanja nivoa insulina i TG u plazmi dok je nivo glukoze u plazmi ostao nepromenjen.
HOMA index je bio povecan kod Zivotinja koje su pile 10% rastvor fruktoze sto ukazuje na
razvoj insulinske rezistencije. Biohemijske promene detektovane kod ovarijektomisanih
zenki u ovoj studiji su u skladu sa rezultatima prethodno objavljene studije (Babacanoglu i
sar., 2013). Tretman estradiolom kod Zivotinja koje su pile 10% rastvor fruktoze je doveo do
snizavanja nivoa glukoze, insulina i HOMA indexa, pri ¢emu su se vrednosti insulina i
HOMA indexa vratile na na nivo detektovan kod Zivotinja na standardnoj ishrani. Ranija
istrazivanja su pokazala da estradiol deluje povoljno na homeostazu glukoze kod
ovarijektomisanih zenki (Alonso i sar., 2006). Takode, kod intaktnih i gonadektomisanih
muzjaka koji su bili na ishrani bogatoj fruktozom tretman estradiolom je doveo do
poboljsanja osetljivosti na insulin (Vasudevan i sar., 2005). U ovoj studiji tretman
estradiolom nije uticao na nivo TG kod Zzivotinja koje su pile 10% rastvor fruktoze $to je u

skladu sa prethodnom studijom (Vasudevan i sar., 2005).

5.2. Uticaj ishrane bogate fruktozom na krvni pritisak muzjaka i Zenki Wistar pacova

Prethodna istrazivanja su pokazala da ishrana bogata fruktozom dovodi do
povecanja krvnog pritiska kod muzjaka pacova (Suzuki i sar., 1997; Verma i sar., 1994;
Nyby i sar., 2007; Senador i sar., 2010; Vasudevan i sar., 2005). To je u saglasnosti sa
rezultatima ove studije u kojoj je takode pokazano da ishrana bogata fruktozom dovodi do
porasta krvnog pritiska kod muzjaka. Smatra se da bi povecana aktivnost RAS-a mogla
imati ulogu u fruktozom-posredovanom porastu krvnog pritiska (Tran i sar., 2009;
Kobayashi i sar., 1993).

Za razliku od rezultata dobijenih kod muzjaka, nasa studija je pokazala da kod Zenki
pacova ne dolazi do promena u krvnom pritisku nakon 9-nedeljne konzumacije 10%
rastvora fruktoze. Studija Galipeau-a i saradnika je takode pokazala da 9-nedeljna ishrana

zenki Wistar pacova 60% fruktozom ne dovodi do promena u krvnom pritisku (Galipeau i
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sar., 2002). Druge studije su medutim pokazale da pijenje 10% rastvora fruktoze u trajanju
od 8 1 18 nedelja dovodi do povecanja krvnog pritiska kod Zenki Wistar pacova (Brito i sar.,
2008; da Silva i sar., 2011). Ono $to bi moglo da doprinese primecenoj razlici u efektu
ishrane bogate fruktozom na povecanje krvnog pritiska kod Zenki pacova je izbor metode za
merenje krvnog pritiska. Naime u nasoj i u studiji Galipeau i saradnika krvni pritisak je
meren indirektnom metodom postavljanjem manzetne na rep pacova, dok je u druge dve
studije kori$¢ena direktna metoda merenja krvnog pritiska pri ¢emu je kateter implantiran
u zid karotidne arterije i jugularne vene.

U nasoj studiji smo takode pokazali da muzjaci na standardnom rezimu ishrane
imaju manji krvni pritisak od Zenki. Slican podatak je dobijen u studiji sa Wistar-Kyoto
pacovima gde je krvni pritisak prac¢en tokom 24 ¢asa (Calhoun i sar., 1995). S druge strane,
kod razlic¢itih sojeva hipertenzivnih pacova je pokazano da muzjaci imaju ve¢i krvni pritisak
u odnosu na zenke (Ganten i sar., 1989; Masubuchi i sar., 1982; Iams i sar., 1979; Chen i

sar., 1991; Crofton i sar., 1993).

5.3. Promene u nivou proteinskih komponenti RAS-a u srcu muZjaka i Zenki pacova

nakon ishrane bogate fuktozom

Poznato je da prekomerna aktivacija ACE/ANG II/ATIR ose dovodi do
hipertenzije, hiperholesterolemije, dijabetesa, slabosti srca i drugih poremecaja u
funkcionisanju kardiovaskularnog sistema. S druge strane, aktivacija ACE2/Ang-(1-7)/Mas
ose ima protektivno dejstvo na nastanak kardiovaskularnih bolesti. Iako je poznato da
postoje polno specifi¢ne razlike u podloznosti kardiovaskularnim bolestima, kao i u samom
odgovoru na terapiju, u istrazivanjima je jo$ uvek prisutna neravnoteza medu polovima $to
je narocito uocljivo kod animalnih modela. Naime, vecina eksperimentalnih studija se
izvodi na muzjacima (Zucker i Berry, 2010).

U ovoj studiji smo, po prvi put, pokazali da u srcu pacova nakon ishrane bogate
fruktozom dolazi do polno specificih promena u nivou proteinskih komponenti RAS-a.
Kod muzjaka pacova koji su pili 10% rastvor fruktoze smo detektovali povec¢an nivo ACE u

srcu, dok kod Zzenki isti tretman nije doveo do promena u nivou ovog enzima. Jedna od
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prethodnih studija je pokazala da ishrana 60% fruktozom dovodi do povecane transkripcije
gena za ACE u srcu i aorti muzjaka pacova (Nyby i sar., 2007). ACE je klju¢ni enzim RAS-a
koji katalizuje prevodenje ANG I u vazokonstriktorni ANG II, kao i inaktivaciju
vazodilatatora bradikinina. Muzjaci miseva kojima je iskljucen gen za ACE imaju znacajno
manji krvni pritisak u poredenju sa misevima divljeg soja (Esther i sar., 1996; Krege i sar.,
1995), §to nije slucaj sa zenkama (Krege i sar., 1995). Pretpostavka je da do ovoga dolazi
usled nemogucnosti sinteze ANG II (Wang i sar., 2010). Ljudi sa ACE D/D genotipom, koji
imaju ve¢i nivo ACE u plazmi, se karakteriSu smanjenom osetljivos¢u na insulin,
smanjenom tolerancijom na glukozu, gojaznoscu i podloznos$cu dijabetesu (Strazzullo i sar.,
2003; Riera-Fortuny i sar., 2005; Yang i sar., 2006). Ovaj genotip je asociran i sa
dijabetickom nefropatijom koja nastaje kao posledica smanjene sinteze bradikinina (Kunz i
sar., 1998; Azar i sar., 2001; Ha i sar., 2003; Vleming i sar., 1999; Jeffers i sar., 1997). Sve ovo
ukazuje da ACE ima bitnu ulogu u nastanku simptoma metabolickog sindroma i zbog toga
ne iznenaduje ¢injenica da ACE inhibitori deluju protektivno na progresiju patofizioloskih
procesa koji odlikuju ovaj sindrom (Khan i sar., 2004; Bitkin i sar., 2013).

S druge strane, ishrana bogata fruktozom je u nasem istrazivanju rezultovala
smanjenim nivoom ACE2 u tkivu srcu muzjaka pacova. Kod Zenki nisu detektovane razlike
u nivou ACE2 u srcu nakon ishrane bogate fruktozom. Imajuci u vidu da ACE ima ulogu u
produkciji ANG II (Skeggs i sar., 1956) dok ga ACE2 razgraduje (Tipnis i sar., 2000),
mozemo zakljuciti da bi povecanje odnosa ACE/ACE2 moglo dovesti do povecanja nivoa
ANG II. U prethodnoj studiji je kod muzjaka pacova koji su pili 10% rastvor fruktoze
zapravo i izmeren ve¢i nivo ANG II u tkivu srca (Giani i sar., 2010) $to je u skladu sa
rezultatima nase studije.

Kao sto je prethodno pomenuto, ACE2 se¢e ANG II do Ang-(1-7). Time ne samo da
dovodi do smanjivanja koncentracije vazokonstriktornog ANG II, ve¢ povecava i nivo
vazodilatatornog Ang-(1-7). Eksperimentalne i klinicke studije su pokazale da ACE2/Ang-
(1-7)/Mas regulatorna osa ima bitnu ulogu u etiologiji hipertenzije i u regulaciji funkcije
kardiovaskularnog sistema. Smanjivanje aktivnosti ove ose moze predstavljati kritican

faktor u nastanku i u progresiji kardiovaskularnih bolest (Santos i sar., 2008; Ferrario,
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2011). U istrazivanjima je pokazano da tretman Ang-(1-7) dovodi do smanjenja telesne
tezine, nivoa TG i aldosterona, kao i do povecanja insulinske senzitivnosti kod muzjaka
pacova koji su bili na ishrani bogatoj fruktozom (Marcus i sar., 2013; Giani i sar., 2009).
Transgeni pacovi koji imaju povecan nivo Ang-(1-7) u plazmi se odlikuju pove¢anom
insulinskom senzitivno$cu i tolerancijom na glukozu (Santos i sar., 2010). Ang-(1-7) deluje
i antiinflamatorno smanjujuci nivo produkcije superoksid radikala i aktivaciju NFxB i ERK
(Marcus i sar., 2013). Kod muzjaka pacova je pokazano da ishrana obogacena 10%
rastvorom fruktoze povec¢ava odnos masa srca/masa tela, precnik miocita, kao i da dovodi
do fibroze leve komore i taloZenja kolagena tipa III pri ¢emu tretman Ang-(1-7) ublazava
ove efekte ishrane bogate fruktozom (Giani i sar., 2010). Studije uradene na nivou Mas
receptora su pokazale da deficijencija ovog receptora dovodi do drasti¢cnih promena u
metabolizmu masti i glukoze (Santos i sar., 2008).

Donedavno je paznja bila uglavhom usmerena na Ang-(1-7) kao glavni efektorni
molekul koji nastaje delovanjem ACE2. Medutim ACE2 ucestvuje i u sintezi Ang-(1-9) ¢ija
funkcija jos uvek nije dovoljno proucena (Erdos i sar., 2002; Johnson i sar., 1989; Drummer
i sar., 1990). Pokazano je da Ang-(1-9) inhibira ACE i resenzitizuje desenzitizovane B2R
povecavajuci aktivnost bradikinina (Chen i sar., 2005). Nedavno je pokazano da se Ang-(1-
9) vezuje za AT2R i da na taj nacin sprecava hipertrofiju kardiomiocita (Flores-Mufoz i
sar., 2011; Ocaranza i sar., 2010). Druge studije su potvrdile da ACE2/Ang-(1-9) osa ima
bitnu ulogu i u snizavanja krvnog pritiska (Ocaranza i sar., 2006; Ocaranza i sar., 2011). Na
osnovu svih ovih ¢injenica mozemo zakljuciti da ACE2 stvaranjem Ang-(1-7) i Ang-(1-9)
deluje protektivno na tkivo srca i da bi smanjenje njegovog nivoa kod muzjaka pacova, koje
nastaje kao posledica ishrane bogate fruktozom, moglo da ima S$tetne efekte na funkciju
srca.

Iako jo$ uvek nije utvrdeno u kolikoj meri lokalni RAS u srcu dopinosi razvoju
hipertenzije, ova studija pokazuje da je povecanje krvnog pritiska praceno povecanjem
odnosa ACE/ACE2 u srcu muzjaka pacova koji su pili 10% rastvor fruktoze. U budué¢im
istrazivanjima bi bilo interesantno ispitati kako ishrana obogacena 10% rastvorom fruktoze

deluje na nivo ovih enzima u krvnim sudovima i bubrezima.
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ANG II se vezuje za dva tipa receptora (AT1R i AT2R) preko kojih ostvaruje svoje
dejstvo. Vezivanjem za ATIR ANG II moze direktno ucestvovati u patogenezi
kardiovaskularnih bolesti. U ovoj studiji je pokazano da ishrana bogata fruktozom ne utice
na nivo iRNK za ATIR niti na proteinski nivo ovog receptora u srcu pacova oba pola.
Medutim, detektovan je ve¢i nivo iRNK i proteina ATIR u srcu kod muzjaka koji su pili
10% rastvor fruktoze u odnosu na zenke. U studiji Nyby-ja i saradnika je uoceno da ishrana
bogata fruktozom (60%) uti¢e na povecanje nivoa iRNK za AT1R u srcu pacova (Nyby i
sar., 2007). Ono $to razlikuje nasu i studiju Nyby-ja i saradnika je procenat fruktoze
zastupljen u ishrani, tako da je to moglo da dovede do razlicitih rezultata. Prethodno je
detektovano i povecanje gustine ATIR u komorama srca i to ve¢ nakon 3 nedelje
konzumacije hrane bogate fruktozom (Iyer i sar., 1996). Medutim, i u ovom slucaju su
pacovi hranjeni 60% fruktozom. Ovi rezultati ukazuju da procenat fruktoze primenjen u
ishrani pacova u nasoj studiji nije dovoljan da izazove promene u nivou AT1R.

Ishrana bogata fruktozom je izazvala polno-specificne promene u nivou drugog
receptora za ANG II — AT2R. Naime, u srcu muzjaka pacova je detektovano smanjenje
nivoa AT2R nakon ishrane bogate fruktozom, dok kod Zenki ovaj nacin ishrane nije doveo
do promena u nivou AT2R. Stavise, iRNK za AT2R nije uopste detektovana u srcu muzjaka
pacova koji su pili rastvor fruktoze. Namece se zakljucak da je smanjen nivo AT2R
posledica smanjene transkripcije gena koji kodira AT2R. Na osnovu izvedenih
eksperimenata i na osnovu postoje¢e naucne literature jo§ uvek ne mozemo da pruzimo
adekvatno objasnjene na koji bi nacin ishrana bogata fruktozom mogla da dovede do
smanjene transkripcije gena za AT2R. Prethodno je predlozeno da bi kod Zzenki
vazodepresorna osa RAS-a (ACE2/AT2R) mogla biti vise eksprimirana nego kod muzjaka
(Sampson i sar., 2008). Medutim u nasem istrazivanju nismo detektovali razlike u nivou ni
ACE2 ni AT2R izmedu kontrolnih muzjaka i Zenki.

Danas je $iroko zastupljeno misljenje da AT2R predstavlja protektivni sistem samog
organizma (Rompe i sar., 2010). Iako su podaci o funkciji AT2R jo§ uvek kontroverzni,
ve¢ina njih podrzava koncept da AT2R deluje antiproliferativno, antiinflamatorno,

antifibroticki i antiapoptoticki (de Gasparo i sar., 2000; Steckelings i sar., 2005). Skorasnja
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studija je pokazala da stimulacija AT2R deluje antiinflamatorno snizavaju¢i nivo TNF-q,
IL-6 i NFkB (Rompe i sar, 2010). AT2R na razli¢ite nacine interaguje sa ATIR
interferirajuci sa Stetnom signalnom kaskadom povezanom sa njegovom aktivacijom koja
dovodi do hipertenzije, inflamacije, fibroze i o$te¢ivanja organa (Volpe i sar., 2003; de
Gasparo i sar., 2000; Steckelings i sar., 2005). Naime, AT2R moze formirati heterodimere sa
ATIR ¢ime se direktno inhibira funkcionisanje AT1R (AbdAlla i sar., 2001). Takode, AT2R
formira i dimere sa B2R ¢ime se povecava produkcija NO (Abadir i sar., 2006). Zastitna
svojstva AT2R na nivou tkiva su potvrdena kod razli¢itih tipova oboljenja kao $to su $log,
MI, ateroskleroza ili ostecenja nervnog tkiva (Iwai i sar., 2004; Bove i sar., 2005; Iwai i sar.,
2005; Lucius i sar., 1998). Smanjenje nivoa AT2R kod muzjaka pacova na ishrani bogatoj
fruktozom zapazeno u ovoj studiji bi se moglo tumaciti kao nedostatak u funkcionisanju
za$titnog sistema u srcu, §to posredno moze znaciti brzu progresiju ostecenja srca. S druge
strane kod Zenki pacova koje su pile 10% rastvor fruktoze nije doslo do promene nivoa
AT?2R pa se moze reci da su zasticene od delovanja fruktoze svojim hormonskim statusom.
Generalno se smatra da AT2R ima protektivno dejstvo na kardiovaskularni sistem.
Zhang i saradnici su pokazali da u koronarnoj cirkulaciji stimulacija AT1R rezultuje
vazokonstrikcijom dok stimulacija AT2R dovodi do vazodilatacije (Zhang i sar., 2003). Kod
fruktozom hranjenih hipertenzivnih pacova aktivacija AT2R ima potpuno suprotan efekat
na kontrolu krvnog pritiska i homeostazu glukoze u odnosu na aktivaciju AT1R (Hsieh i
sar., 2005). Interakcija ANG II sa AT2R dovodi do vazodilatacije pove¢anjem sinteze i
otpustanja NO (Abadir i sar., 2006; Katada i Majima, 2002; Cosentino i sar., 2005). U
krvnim sudovima pacova sa normalnim i poviSenim krvnim pritiskom detektovan je nizak
nivo iRNK i proteina AT2R. Nivo AT2R se povecava kod hipertenzivnih Zivotinja nakon
blokade ATIR $to ukazuje da medu ovim receptorima postoji unakrsni mehanizam
regulacije koji uglavnom deluje u patoloskim uslovima (Cosentino i sar., 2005; Savoia i sar.,
2005). Stimulacija AT2R, koja se desava nakon povecanja nivoa endogenog ANG II,
doprinosi antifibrotickim i antihipertenzivnim efektima hroni¢ne blokade AT1R (Jones i
sar., 2012). Farmakoloski agonizam AT2R poboljsava performanse kardiomiocita

(Altarche-Xifro i sar., 2009). Trenutno se rade istrazivanja koja se baziraju na upotrebi
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AT2R agonista u cilju poboljsanja adaptivne celijske diferencijacije i regeneracije nakon
povrede tkiva i tokom zarastanja rana (Savoia i Volpe, 2011).

Na osnovu dobijenih rezultata i imaju¢i u vidu podatke dostupne iz literature
mozemo zaklju¢iti da bi promene u nivou proteinskih komponenti RAS-a koje su
detektovane u srcu muzjaka pacova nakon ishrane obogacene 10% rastvorom fruktoze,
mogle predstavljati rane molekulske promene koje prethode patoloskim procesima u srcu. S
obzirom da ove promene koincidiraju sa pove¢anjem krvog pritiska, a poznato je da lokalni
RAS u srcu doprinosi nastanku hipertenzivne bolesti srca tako $to stimuliSe rast i
proliferaciju miocita (Varagic i Frohlich, 2002), mozemo zakljuciti da su muzjaci pacova
podlozniji razvoju bolesti srca nakon ishrane obogacene 10% rastvorom fruktoze. U ovoj
studiji su ispitivane dve glavne ose renin-angiotenzin sistema — ANG II/ATIR i ANG
II/AT2R. Interesantno bi bilo ispitati i kako konzumacija 10% rastvora fruktoze utice na
aktivnost drugih osa kao $to su Ang-(1-7)/Mas receptor i alamandin/Mas vezani receptor
D. ITako su potrebna jo$ dodatna istrazivanja da bi se u potpunosti razumeo mehanizam
kojim ishrana bogata fruktozom pospesuje nastanak kardiovaskularnih oboljenja, dobijeni
rezultati bi mogli biti znacajni ako bi se iskoristili u cilju prevencije i preporuke da se

nutricionisticki saveti prilagode polno-specifi¢im potrebama.

5.4. Efekat estradiola na promene u nivou proteina RAS-a u srcu ovarijektomisanih

Zenki pacova nakon ishrane bogate fruktozom

Polno specifi¢ne razlike u nivou proteina RAS-a koje su detektovane nakon ishrane
obogacene fruktozom bi mogle da nastanu kao posledica delovanja zenskih polnih
hormona. Olatunji i saradnici su pokazali da oralni kontraceptivi ponistavaju Stetni uticaj
koji preterana zasupljenosti fruktoze u ishrani ima na metabolizam glukoze i lipida
(Olatunji i sar., 2013).

Kao sto je prethodno istaknuto, metabolicki sindrom povecava rizik za nastanak
kardiovaskularnih bolesti. S druge strane, estrogen deluje protektivno na zdravlje
kardiovaskularnog sistema, bilo direktnim uticajem na ¢elije krvnih sudova i kardiomiocite

ili indirektno preko sistemskih efekata (Murphy, 2011). Naime razlike koje su pronadene
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izmedu muzjaka i Zenki u ekspresiji i aktivnosti jonskih kanala u srcu se pripisuju ulozi
estrogena (Saito i sar., 2009). Estrogen je takode odgovoran i za znac¢ajno manju produkciju
ROS-a od strane mitohondija sr¢anih ¢elija kod Zenki, a takode ima i protektivno dejstvo na
nastanak ateroskleroze i hipertrofije srca (Murphy, 2011). Smatra se da protektivno dejstvo
estrogena proizilazi i iz njegovog delovanja na povecanje sinteze NO (Nuedling i sar., 1999;
Sun i sar., 2006; Lin i sar., 2009; Chakrabarti i sar., 2010).

U ovoj studiji je po prvi put pokazano da pijenje 10% rastvora fruktoze menja nivo
proteinskih komponenti RAS-a u tkivu srca ovarijektomisanih Zenki pacova. Nivo proteina
sa potencijalno $tetnim dejstvom, ACE i ATIR, je povecan u tkivu srca ovarijektomisanih
zivotinja nakon ishrane bogate fruktozom dok je u isto vreme nivo proteina sa potencijalno
zadtitinim dejstvom na kardiovaskularni sistem, ACE2 i AT2R, smanjen. Ove promene u
nivou proteinskih komponenti RAS-a koincidiraju sa pove¢anjem nivoa TG i insulina u
plazmi, kao i HOMA indeksa. Tretman estradiolom je doveo do vracanja nivoa ACE2 i
AT?2R u tkivu srca na nivo koji je detektovan kod kontrolnih Zivotinja i do smanjenja nivoa
ACE i ATIR c¢ak ispod nivoa izmerenog kod kontrola (Bundalo® i sar., 2015). Pored toga,
supstituciona terapija estradiolom je vratila HOMA index na kontrolni nivo §to jos jednom
ukazuje na vezu RAS-a i osetljivosti na insulin.

Inflamacija i insulinska rezistencija imaju bitnu ulogu u nastanku kardiovaskularnih
bolesti (Willerson i Ridker, 2004; Roberts, 2004). ANG II deluje proinflamatorno
indukujuéi ekspresiju proinflamatornih citokina, hemokina, faktora rasta i adhezionih
molekula. Vaznog posrednika u inflamatornom delovanju ANG II predstavljaju i ROS koji
nastaju aktivnos¢u NADPH oksidaze (Rajagopalan i sar., 1996; Griendling i sar., 2000;
Touyz, 2004; Tain i Baylis, 2006). ANG II preko ATIR aktivira NADPH oksidazu, dok
aktivacija AT2R dovodi do inhibicije ovog enzima (Sohn i sar., 2000). Prekomerno
formiranje ROS-a indukuje insulinsku rezistenciju (Stump i sar., 2006) (Slika 5.1.) i aktivira
mnogobrojne signalne puteve ukljucuju¢i i NFkB (Nathan, 2003) koji potom stimuliSe
transkripciju proinflamatornih gena koji kodiraju TNF-a, MCP-1, IL-6 i CRP, $to dovodi
do inflamacije (Brasier i sar., 2002; Han i sar., 1999; Muller i sar., 2000). ROS takode

smanjuju bioraspolozivost NO, dovode do oksidacije lipida i prouzrokuju ostec¢enja cCelija.
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Studije uradene na razli¢itim model-sistemima insulinske rezistencije, uklju¢ujudi i
pacove hranjene fruktozom, su pokazale da antagonisti ATIR smanjuju insulinsku
rezistenciju (Henriksen i sar., 2001; Navarro-Cid i sar., 1995). Naime, ANG II inhibira
signalne puteve insulina na nekoliko nivoa (Folli i sar., 1997; Izawa i sar., 2005). ANG II
moze smanjiti sposobnost insulina da aktivira IRS-1/PI3K/Akt signalni put $to dovodi do
smanjene translokacije GLUT4 u plazma membranu i smanjenog preuzimanja glukoze u
VSMC (Izawa i sar., 2005). Fosforilacija serina u IRS-1 predstavlja najznacajniji mehanizam
kojim ANG II delujuci preko AT1R ometa signalni put insulina (Huisamen i sar., 2011).
Aktivacija IRS-1/PI3K/Akt signalnog puta dovodi i do stimulacije eNOS i otpustanja NO
(Kuboki i sar., 2000; Zeng i sar., 2000). ANG II sprecava aktivaciju eNOS fosforilacijom
IRS-1 na Ser612 i Ser307 sto je posredovano sa ERK 1/2 i JNK 1/2 (Andreozzi i sar., 2004).
Poznato je da lekovi koji interferiraju sa RAS-om, medu kojima su i ARB, povecavaju
fosforilaciju eNOS na Ser1177 i na taj nacin povecavaju bioraspolozivost NO (Imanishi® i
sar., 2008; Imanishi® i sar., 2008; Matsumoto i sar., 2014). Dalje, ANG II inhibira insulinom
posredovanu aktivaciju IRS-1 smanjenjem fosforilacije na Tyr608 i smanjuje fosforilaciju
Akt na Ser473 dodatno smanjujuci osetljivost na insulin (Folli i sar., 1997; Izawa i sar.,
2005). ANG II indukuje i aktivaciju enzima p38 MAPK (Ushio-Fukai i sar., 1998; Eguchi i
sar., 2001) koji bi indirektno mogao dovesti do fosforilacije serina u IRS-1 (Hemi i sar.,
2011) (Slika 5.1.).

S druge strane, Ang-(1-7) wublazava insulinsku rezistenciju smanjivanjem
fosforilacije serina u IRS-1 (Giani i sar., 2009; Tassone i sar., 2013) (Slika 5.1.) i direktnom
stimulacijom fosforilacije IRS-1 na Tyr (Giani i sar., 2007). Ovaj molekul deluje suprotno
od ANG II dovodeci do aktivacije ERK 1/2 i PKC u srcu pacova (Giani i sar., 2008). Takode
je pokazano da aktivacija Mas receptora sa Ang-(1-7) indukuje fosforilaciju Akt i na Thr308
i na Ser473 kako u srcu tako i drugim tkivima $to ukazuje da bi Ang-(1-7) mogao
pospesivati akciju insulina (Mufioz i sar., 2010; Giani i sar., 2007). Ovo pozitivnho dejstvo
Ang-(1-7) na signalni put insulina bi moglo biti posledica delovanja Ang-(1-7) na

smanjenje oksidativnog stresa (Cao i sar., 2014).
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Slika 5.1. Mehanizmi kojima Ang-(1-7) utice na delovanje insulina (preuzeto od Dominici i sar.,
2014) 1. Vazodilatatornim delovanjem povelava protok krvi olakSavajuci dopremanje insulina do
perifernih tkiva; 2. Direktno stimulise fosforilaciju Tyr na IRS-1; 3. Inhibira negativno delovanje ANG

II na signalni put insulina.

Na osnovu ovoga lako je zakljuciti da bi ravnoteza izmedu ACE i ACE2 koje smo
odredivali u nasoj studiji, odnosno posredno, ravnoteza izmedu ANG II i Ang-(1-7) koje
nismo odredivali, mogla biti izuzetno znacajna za vezu izmedu insulinske rezistencije,
hipertenzije i kardiovaskularnih bolesti.

U prethodnoj studiji, uradenoj na istom animalnom modelu, pokazano je da ishrana
bogata fruktozom dovodi do insulinske rezistencije u srcu usled smanjenja fosforilacije Akt-
a na Ser473 i Thr308 i eNOS-a na Ser1177 (Romic¢ i sar., 2013). Na osnovu podataka o
uticaju komponenti RAS-a na signalne puteve insulina mozemo zakljuciti da je detekovana
insulinska rezistencija u srcu pacova nakon ishrane bogate fruktozom barem delimi¢no
nastala kao rezultat promena u ekspresiji molekula RAS-a. Dalje, supstituciona terapija
estradiolom je uzrokovala reverziju promena u fosforilaciji Akt i eNOS kod
ovarijektomisanih Zivotinja (Romi¢ i sar., 2013), $to pokazuje da estradiol selektivno

suprimira negativne efekte ishrane bogate fruktozom na signalne puteve insulina koji su
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odgovorni za fosforilaciju/defosforilaciju Akt i eNOS. Imajuci u vidu da je u nasoj studiji
pokazano da estradiol revertuje sve promene nastale u ekspresiji molekula RAS-a u srcu
pacova nakon ishrane bogate fruktozom namece se zakljucak da to barem delimi¢no
doprinosi detektovanim promenama u fosforilaciji/defosforilaciji Akt i eNOS uzrokovanih
estradiolom.

Kao §to je pomenuto, prethodne studije uradene na modelu pacova hranjenih
fruktozom u kojima je meren nivo komponenti RAS-a su ukljuc¢ivale samo muzjake.
Poznato je da prekomerna aktivacija AT1R moze dovesti do hipertrofije kardiomiocita $to
predstavlja veliki faktor rizika za nastanak slabosti srca, iznenadne sr¢ane smrti i povecanja
mortaliteta (Wassmann i Nickenig, 2006). Uloga AT1R u remodelovanju srca je prvi put
sugerisana na osnovu rezultata klinickog ispitivanja koje je pokazalo da su ARB mnogo
uc¢inkovitiji u odnosu na druge antihipertenzivne lekove u smanjenju mortaliteta
uzrokovanog kardiovaskularnim bolestima (Dahlof i sar., 2002). Druga istrazivanja su
pokazala da prekomerna ekspresija AT1aR kod transgenih miSeva dovodi do hipertrofije i
fibroze srca i do poremecaja u sprovodenju nadrazaja i sr¢anog ritma $to na kraju rezultuje
slabos$¢u srca (Hein i sar., 1997). S obzirom da su AT1aR prevashodno eksprimirani u srcu
(Kakar i sar., 1992; Gasc i sar., 1994) mi smo pratili ekspresiju ovog tipa AT1R.

Hipertrofija srca nastaje kao posledica produzenog delovanja ANG II na ATIR pri
¢emu, aktivacijom nekoliko signalnih puteva (protein kinaze C, EGFR, Jak-STAT puta,
ROS-a i eikozanoida) finalno dolazi do aktivacije MAP kinaze (Mehta i Griendling, 2007). S
druge strane, AT2R ima suprotno dejstvo na proliferaciju u odnosu na AT1R (Brede i sar.,
2001). U nasem prethodnom eksperimentu uradenom na ovarijektomisanim pacovima nije
se razvila hipertrofija srca kao posledica ishrane bogate fruktozom (Romi¢ i sar., 2013).
Medutim znacajno povecanje nivoa ACE i AT1R, kao i smanjenje nivoa ACE2 i AT2R koje
je izmereno nakon ishrane bogate fruktozom moze ukazivati da bi hipertrofija srca mogla
da se razvije ako bi se ovakav rezim ishrane nastavio.

Rezultati ove studije su pokazali da ishrana bogata fruktozom povecava nivo AT1R
u srcu ovarijektomisanih Zivotinja dok nije primecena znacajna razlika u nivou

transkripcije gena koji kodira AT1R. Ovo bi moglo ukazivati na mogucu posttranslacionu
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kontrolu ekspresije AT1R. Mogli bismo spekulisati da bi ishrana bogata fruktozom mogla
zapravo da dovede do stabilizacije AT1R Sstite¢i ga od degradacije, ali za sve ovo bi bila
potrebna dodatna eksperimentalna potvrda. Sa druge strane, pokazali smo da tretman
estradiolom kod zivotinja koje su pile 10% rastvor fruktoze rezultuje kako smanjenjem
nivoa ATIR tako i smanjenjem transkripcije gena koji kodira AT1R. Poznato je da
estradiol moze direktno uticati na transkripciju AT1R gena delujuci na ERE koji se nalazi u
5' delu gena (Takeuchi i sar., 1993), ali i da mozZe inhibirati translaciju AT1R iRNK (Wu i
sar., 2003). Na osnovu dobijenih rezultata mozemo zaklju¢iti da u nasem
eksperimentalnom modelu estradiol, barem delimi¢no, smanjuje nivo AT1R smanjujuci
transkripciju gena za AT1R.

U ovoj studiji nismo detektovali iRNK za AT2R, ali smo detektovali protein.
Objasnjene ove, naizgled nelogi¢ne pojave, bi mogao da pruzi podatak da je poluzivot iRNK
za AT2R u nekim kulturama celija izuzetno kratak (maksimalno do 20 sati) (Csikos i sar.,
1998), sto samim tim otezava njenu detekciju. Takode, Cinjenica je da je AT2R visoko
eksprimiran samo u fetalnim tkivima i da nakon rodenja njegova ekspresija u normalnim
tizioloskim uslovima dramati¢no opada (Levy, 2005).

Na kraju mozemo da zaklju¢imo da estradiol deluje protektivno na promene u
nivou proteinskih komponenti RAS-a koje nastaju kao posledica ishrane bogate fruktozom.
Ove promene u nivou proteinskih komponenti RAS-a u srcu predstavljaju zapravo
promene na subklinickom nivou i stoga su izuzetno bitne. Dobijeni rezultati bi mogli biti
od velikog znacaja u daljim ispitivanjima fenotipova kao $to su insulinska rezistencija,

metaboli¢ki sindrom i prateée kardiovaskularne bolesti kod Zena.

5.5. Polno specifi¢cne razlike u efektu ishrane bogate fruktozom na ekspresiju MMP-9

MMP-9 pripada familiji metaloproteinaza matriksa i sposobna je da sece sve vrste
denaturisanih kolagena, kolagen IV i V u njihovoj nativnoj formi, elastin, proteoglikane i
ostale proteine matriksa (Birkedal-Hansen, 1995; Newby i sar., 2005). U kardiovaskularnim

bolestima dolazi do ostecenja kolagenske mreze radi o¢uvanja funkcije i integriteta srca.
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MMP-9 bi mogla predstavljati prognosticki marker za povecan rizik od kardiovaskularne
smrti (Blankenberg i sar., 2003).

U ovoj studiji smo po prvi put ispitivali efekat koji konzumacija 10% rastvora
fruktoze ima na ekspresiju MMP-9 kod pacova oba pola. Rezultati nase studije su pokazali
da ishrana bogata fruktozom ne dovodi do povecanja koncentracije iRNK za MMP-9 ni kod
muzjaka ni kod Zenki pacova (Bundalo® i sar., 2015). U prethodno uradenoj studiji
izmerena je veca aktivhost MMP-9 u VSMC kod muzjaka pacova koji su bili na ishrani
obogacenoj 60% frukozom (Lu i sar., 2013). I druga studija u kojoj je ispitivan efekat
konzumacije 10% rastvora fruktoze na nivo MMP-9 uradena je opet samo na muzZjacima
miSeva sa isklju¢enim genom za ApoE. Pokazano je da ishrana bogata fruktozom povecava
nivo MMP-9 kod ovih miseva (Cannizzo i sar., 2012). S obzirom da je ovaj model sistem
specifican po odsustvu gena koji kodira Apo-E, poredenje sa nasim model sistemom nije
jednostavno.

U ovoj studiji je uoceno da muzjaci koji su pili 10% rastvor fruktoze imaju znacajno
vecu koncentraciju iRNK za MMP-9 u tkivu srca nego Zenke na istom rezimu ishrane.
Dalje, ishrana obogacena 10% rastvorom fruktoze kod ovarijektomisanih Zenki je dovela do
statisticki znacajnog povecanja koncentracije iRNK za MMP-9. Uporedo sa ovim je
pokazano da ovaj tip ishrane povecéava i proteinski nivo MMP-9 (Bundalo® i sar., 2015).
Prethodna studija je pokazala da estradiol moze redukovati nivo MMP-9 (Vegeto i sar,
2001). To je u skladu sa rezultatima ove studije gde je pokazano da tretman estradiolom
smanjuje nivo MMP-9 u tkivu srca ovarijektomisanih Zenki pacova koje su pile 10% rastvor
fruktoze (Bundalo® i sar., 2015). Promene u nivou MMP-9 nakon ishrane obogacene
fruktozom i supstitucione terapije estradiolom su konzistentne sa onim koje su detektovane
za ACE i AT1R. To i nije iznenadujuce imajuci u vidu podatak da ANG II preko ATIR utice
na nivo MMP-9 (Okada i sar., 2010; Okada i sar., 2008).

Stetno remodelovanje miokardijuma finalno rezultuje povecanjem mortaliteta i
morbiteta uzorokovanih razli¢itim kardiovaskularnim bolestima ukljuc¢ujuci hipertenziju,
MI, kardiomiopatije i sréanu slabost (Cohn i sar., 2000). Poznato je da MMP-9 ima

znacajnu ulogu u remodelovanju srca koje je povezano sa hipertenzijom (Tayebjee i sar.,
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2004; Chiao i sar., 2012). Aktivhost MMP-9 je povecana kod spontano hipertenzivnih
pacova (Li i sar., 2000). MMP-9 direktno uti¢e na transformaciju miofibrila u miocitima
(Jiang i sar., 2013) $to je znacajno prlikom nastanka fibroze srca i formiranja oziljaka
(Porter i Turner, 2009). Nekoliko studija je pokazalo da i veéi sadrzaj fruktoze u ishrani
(60%), i duze vreme trajanja dijetalnog rezima dovode do hipertrofije srca, prekomernog
talozenja kolagena, i povecanja krutosti leve komore (Kobayashi i sar., 1993; Patel i sar.,
2009; Kamide i sar., 2002). S obzirom da ishrana obogacena 10% rastorom fruktoze kod
ovarijektomisanih Zivotinja dovodi do povec¢anja nivoa MMP-9 mozemo ocekivati da bi pri
duzem tretmanu ovim rastvorom i kod naseg model sistema doslo do navedenih
patofizioloskih promena u srcu. U buduc¢im studijama bi bilo interesantno ispitati efekte
koje bi dugotrajna konzumacija 10% rastvora fruktoze imala na morfologiju i funkciju srca,
ali takode bi se moglo i manipulisati sa razli¢itim procentima fruktoze zastupljenim u
ishrani.

MMP-9 ima bitnu ulogu u inflamaciji. S obzirom da izvor MMP-9 predstavljaju
prvenstveno inflamatorne celije (Mukheriee i sar., 2006) nije iznenadujuce da upotreba
inhibitora MMP-9 smanjuje inflamaciju u miokardijumu kao i remodelovanje srca (Halade
i sar., 2013). MMP-9 posredstvom citokina utice na funkciju leukocita. Naime, MMP-9
aktivira IL-1p i IL-8 koji dalje stimuliS$u degranulaciju MMP-9 iz neutrofila ¢ime se
povecava aktivnost neutrofila i hemotaksa (Opdenakker i sar., 2001). MMP-9 je i direktni
posrednik u ulozi CRP u povecanju akumulacije makrofaga (Takahashi i sar., 2010).

S obzirom na iznesene ¢injenice mozemo zakljuciti da ishrana bogata fruktozom
uzrokuje promene u ekspresiji MMP-9 u srcu ovarijektomisanih pacova ¢ak i pre nego $to
su se desile strukturne promene, i da bi ove promene na molekularnom nivou zapravo

mogle da budu uvod u promene koje se desavaju na morfoloskom nivou.

5.6. Uticaj ishrane bogate fruktozom i estradiola na aktivaciju NFxB
NFxB predstavlja transkripcioni regulator ¢ija je aktivnost esencijalna za regulisanje
brojnih bioloskih procesa ukljuc¢ujuci inflamaciju, imunski odgovor, proliferaciju, razvice i

apoptozu (Kim i sar.,, 2006; Perkins, 2007). Izmedu ostalog, NFkB posreduje i u
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inflamatornom odgovoru u tkivu srca nastalom kao rezultat delovanja ANG II (Brasier i
sar., 2000; Hall i sar., 2006; Takemoto i sar., 1997).

U svojoj neaktivnoj formi NFkB je vezan za inhibitorni protein IxBa i ovaj
kompleks je lokalizovan u citoplazmi (Karin i Ben-Neriah, 2000). Aktivacija NFxB
podrazumeva degradaciju IxkBa $to rezultuje oslobadanjem NF«B i njegovom akumulacijom
u jedru (Han i sar., 1999; Wolf i sar., 2002). Potom dolazi do fosforilacije p65 subjedinice
(Chen i Green, 2004; Viatour i sar., 2005), pri ¢emu jedno od mesta fosforilacije predstavlja
i Ser276 (Zhong i sar., 1998; Vermeulen i sar., 2003). Kim i saradnici su predlozili da bi
ANG II delujuci preko AT1R mogao povecavati fosforilaciju Ser276 i na taj nacin aktivirati
NFxB (Kim®i sar., 2012).

Osim $to smo kod ovarijektomisanih Zivotinja detektovali promene u ekspresiji
ACE i AT1R nakon ishrane bogate fruktozom, rezultati ove studije su po prvi put pokazali
da ishrana bogata fruktozom povecava fosforilaciju p65 subjedinice na poziciji Ser276.
Osim toga, ustanovljeno je i da je estradiol sposoban da revertuje ove promene u
fosforilaciji p65 kod Zivotinja koje su pile 10% rastvor fruktoze (Bundalo® i sar., 2015), $to je
takode u saglasnosti sa rezultatima dobijenim za ACE i AT1R (Bundalo® i sar., 2015).

U nekoliko studija je potvrdeno da je aktivacija NFkB neophodna za produkciju
MMP-9 (Bond i sar., 2001; Moon i sar., 2004). U razli¢itim tipovima celija je pokazano da
ANG II aktivira NFkB (Kranzhofer i sar., 1999; Marui i sar., 1993) i da je ekspresija gena za
MMP-9 regulisana ovim signalnim putem (Guo i sar., 2008). Imajuci u vidu navedene
podatke iz literature i rezultate dobijene u ovoj studiji koji pokazuju da promene ekspresije
MMP-9 gena nakon ishrane bogate fruktozom i tretmana estradiolom u potpunosti prate
promene u fosforilaciji p65 subjedinice na Ser276, mozemo pretpostaviti da je signalni put
ANG II/AT1R/p65 fosfoSer276 barem delimicno odgovoran za detektovane promene u
ekspresiji MMP-9. Naravno, potrebna su dodatna istrazivanja da bi se nedvosmisleno
potvrdila uloga ovog signalnog puta.

Prethodne studije su pokazale da estradiol inhibira aktivaciju NFkB doprinoseci
njegovoj stabilizaciji na dva nacina: povecavanjem nivoa IkBa kinaze i smanjenjem

fosforilacije IxkBa (Xing i sar., 2012; Wen i sar., 2004). Nasa studija zapravo po prvi put
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demonstrira sposobnost estradiola da inaktivira NFkB smanjujuci fosforilaciju p65
subjedinice na Ser 276.

NF«xB pored uloge u kontroli ekspresije MMP-9 ima ulogu i u kontroli ekspresije
mnogih drugih proinflamatornih gena, adhezivnih molekula i hemokina (Wei i sar., 2008;
Cai i sar., 2005; Shoelson i sar., 2006). Pokazano je da inhibicija NFkB smanjuje insulinsku
rezistenciju (Kim i sar., 2013), tako da mozemo zakljuciti da je smanjenje fosforilacije p65
na Ser276 uzrokovano estradiolom, barem delimi¢no odgovorno za smanjenje insulinske
rezistencije u srcu fruktoznih pacova izmereno nakon supstitucione terapije estradiolom
(Romi¢ i sar., 2013).

Nasi rezultati ukazuju da estradiol, smanjuju¢i aktivnost NFkB transkripcionog
regulatora, ima zastitno dejstvo na nastanak poremecaja u funkciji srca koji bi bili

podstaknuti ishranom bogatom fruktozom.

5.7. Uticaj ishrane obogacene fruktozom i estradiola na nivo iRNK za CXCL16

CXCL16 ima ulogu proinflamatornog hemokina. Naime, proinflamatorni citokini
indukuju ekspresiju gena za CXCL16 (Wuttge i sar., 2004) koji dalje stimulise produkciju
proinflamatornih citokina (Gursel i sar., 2006). CXCL16 pokre¢e migraciju T-celija,
stimuli$e celijsku proliferaciju i dovodi do nastanka inflamatornog fenotipa u glatkim
misi¢nim celijama (Shimaoka i sar., 2004). U nasoj studiji smo po prvi put ispitivali efekat
10% rastvora fruktoze na koncentraciju iRNK za CXCL16. Utvrdili smo da ishrana bogata
fruktozom ne utice na nivo transkripcije gena za CXCL16 kod muzjaka i zenki pacova. S
druge strane, kod ovarijektomisanih Zenki ishrana bogata fruktozom znacajno povecava
koncentraciju iRNK za CXCL16, dok tretman estradiolom revertuje ove promene.

CXCL16, pored uloge inflamatornog hemokina, deluje jo$ i kao adhezioni molekul i
receptor cista¢. Kao adhezioni molekul on ima funkciju posrednika u prijanjanju T-
limfocita za endotel krvnih sudova, dok kao receptor cista¢ posreduje u preuzimanju
aterogenicnih lipoproteina od strane makrofaga i glatkih misi¢nih celija (Shimaoka i sar.,
2004). CXCL16 u sekretovanoj formi ima ulogu u pokretljivosti CD8'T celija, dok u

transmembranskoj formi privlac¢i T-cCelije na mesto zahvaceno zapaljenskim procesom $to
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dovodi do formiranja penusavih celija i do ateroskleroze (Yamauchi i sar., 2004). Stoga nije
iznenadujuce $to je kod pacijenata sa metabolickim sindromom koji su imali i karotidni
plak detektovan povecan nivo solubilnog CXCL16 kao i povec¢an nivo iRNK za CXCL16 u
odnosu na zdrave kontrole (Lv i sar., 2013). U aterosklerotskim plakovima je izmerena
znacajno veca koncentracija iRNK za CXCL16 u odnosu na onu izmerenu u grudnim
arterijama i venama S§to ukazuje na mogucu ulogu CXCL16 u nastanku ateroskleroze
(Wuttge i sar., 2004). Ispitan je i uticaj haplotipova na nivo iRNK za CXCL16 u
aterosklerotskim plakovima kod ljudi (Zivkovi¢ i sar., 2015). Medutim, uloga CXCL16 u
nastanku ateroskleroze je jo§ uvek predmet istrazivanja (Jovanovi¢ i sar., 2015). Naime,
studija uradena na CXCL167/LDLR” miSevima, ¢iji makrofagi imaju smanjenu sposobnost
za vezivanje i internalizaciju oksidovanih lipoproteina, je pokazala da ishrana bogata
mastima kod ovih miSeva dovodi do formiranja vecih lezija, do povecanog regrutovanja
makrofaga i do povecane transkripcije gena za inflamatore citokine u odnosu na kontrole.
To sugeriSe da bi akumulacija oksidovanih lipida od strane CXCL16 mogla biti
ateroprotektivan mehanizam (Aslanian i Charo, 2006).

Ukoliko bi se CXCL16 posmatrao kao proinflamatorni hemokin onda na osnovu
nasih rezultata mozemo zakljuciti da su ovarijektomisane Zenke pacova podloznije
inflamaciji uzrokovanoj ishranom bogatom fruktozom. Estradiol bi u tom slucaju imao
protektivno dejstvo smanjujuci transkripciju gena koji kodira ovaj proinflamatorni
hemokin. S druge strane, prethodno uradena studija je pokazala da tretman estradiolom
dovodi do povecanja nivoa TG u srcu ovarijektomisanih Zenki koje su pile 10% rastvor
fruktoze, $to ukazuje da bi estradiol povecavajuci talozenje lipida u srcu mogao potencirati
Stetne efekte ishrane bogate fruktozom (Kori¢anac i sar., 2012). Ukoliko bi se CXCL16
posmatrao na osnovu njegove uloge receptora Cistaca onda bi se rezultati mogli
interpretirati na nacin da zapravo povecanje transkripcije gena koji kodira CXCL16 moze
predstavljati protektivni mehanizam kojim bi se sprecio eventualni nastanak ateroskleroze
izazvan ishranom bogatom fruktozom. Za buduca istrazivanja bi bilo interesantno ispitati
da li ishrana bogata fruktozom i estradiol imaju uticaja na proteinski nivo CXCL16 (i

vezanog za membranu i solubinog). Na kraju mozemo samo konstatovati da dok uloga
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CXCL16 u metabolickom sindromu i aterosklerozi ne bude detaljno ispitana ne mozemo da
donesemo tacan zakljucak o posledicama koje promene u transkripciji njegovog gena imaju

kod ovarijektomisanih Zenki nakon ishrane bogate fruktozom i terapije estradiolom.
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6. ZAKLJUCCI

Ishrana obogacena 10% rastvorom fruktoze je dovela do povecanog kalorijskog
unosa kod muzjaka i zenki pacova. Ovo je rezultovalo povecanjem telesne mase
samo kod zenki pacova verovatno usled povecanja mase visceralnog masnog tkiva.
Ishrana bogata fruktozom nije dovela do promene apsolutne i relativne mase srca ni
kod jednog pola.

Ishrana bogata fruktozom dovodi do hipertrigliceridemije kod pacova oba pola, dok
nema uticaja na insulinsku osetljivost.

Muzjaci pacova su podlozniji za nastanak kardiovaskularnih bolesti nakon ishrane
obogacene 10% rastvorom fruktoze u odnosu na Zenke. Ovo S$tetno dejstvo ishrane
bogate fruktozom se ogleda u:

» povecanju krvnog pritiska kod muzjaka,

» narusavanju ravnoteze u nivou proteinskih komponeneti RAS-a koje
bi moglo rezultovati patofizioloskim promenama u strukturi i
funkciji srca kod muzjaka,

» povecanoj transkripciju gena za MMP-9 i CXCL16 kod muzjaka u
odnosu na Zenke, $to ukazuje na pokretanje inflamacije i $tetno
remodelovanje tkiva srca muzjaka

Estradiol ponistava efekte ishrane bogate fruktozom na povecanje kalorijskog unosa
kod ovarijektomisanih Zenki.

Estradiol ponistava Stetno dejstvo ishrane obogacene 10% rastvorom fruktoze na
razvoj hiperinsulinemije i insulinske rezistencije kod ovarijektomisanih Zenki
pacova, ali ne sprecava nastanak hipertrigliceridemije.

Estradiol ponistava sve Stetne efekte ishrane bogate frutkozom na promene u nivou
proteinskih komponenti RAS-a kod ovarijektomisanih Zenki, $to vodi smanjenju

inflamacije i $tetnog remodelovanja u tkivu srca.
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7. Ishrana obogacena fruktozom, posredstvom signalnog puta ANG II/AT1R/p65
fosfoSer276/MMP-9, moze dovesti do inflamacije 1 Stetnog remodelovanja tkiva
srca kod ovarijektomisanih Zenki pacova, dok estradiol svoje protektivno dejstvo
ispoljava smanjuju¢i nivo svih komponeneti ovog puta, kao i1 aktivaciju NF«kB

transkripcionog regulatora.
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Mpwunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

MNoTnncaHu-a Bbyngano Maja

Opoj ynuca 63014/2010

UsjaBrbyjem
Aa je JOKTOopCKa AncepTaumja Nno4 HacnoBOM

YTuuaj ncxpaHe 6orate opykTo30M Ha EKCNPECUjy KOMMNOHEHTU PEHUH-aHIMOTEH3NH cUcTeMa

1 MHnamaumje y TKMBY cpua nauoBa: NoHO cneuuduyHe pasnuke

¢ pe3ynTtart ConcrteBeHor ncTtpaxmBadkor paga,

* [a npeanoxeHa auceprtauuja y LenvHU HU Yy AenoBrUMa Huje buna npeanoxeHa
3a pobujakbe OMMNO Koje OunioMe npema CTyaoujCKuMm nporpammMma gpyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBa,

¢ [a Cy pe3yntatn KOpekTHO HaBeoEeHU U

* [Ja HMcaM KpLuimo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTMO MHTENEKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc pokTopaHaa

Y Beorpaay, 08.12.2015
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Mpwvnor 2.

MU3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje [OKTOPCKOr paga

Nme n npesnme aytopa Maja Byngano
Bpoj ynuca B3014/2010

Ctyawnjcku nporpam MonekynapHa 6uornoruja

HacnoB paga YTuuaj ncxpaHe 6orate opyKTo30M Ha €KCNpecujy KOMMOHEHTU PEeHNH-
aHIMMoOTEH3MH cucTemMa 1 MHdnamMauuje y TKUBY cpLa nauoBa: NofiHO crneundunyHe pasnuke

MeHTop gp AnekcaHgpa CtaHkoBuh, Hay4yHU caBeTHMK IHCTUTYTa 3a HyKneapHe Hayke

.BuH4a“ YHusepauteta y beorpagy

ap NopoaHa Matuh, pegoBHu npodecop bruonouwkor dpakynteta YHMBep3nTeTa y

Beorpagy

MoTtnucann Maja byHgano

n3jaBrbyjemM fa je wTamnaHa Bep3unja MoOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eneKTPOHCKO]
Bep3nju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBawe Ha noprtany OurutanHor
peno3utopujyma YHuBep3uteTta y beorpaay.

[os3BorbaBam ga ce objaBe MojM NUMYHM nodaun BesaHu 3a gobujawe akagemckor
3Bakba JOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy UmMe U npesnme, roguHa 1 Mecto pofjerwa v gaTym
onbpaHe paga.

OBM nuyHM nopaun Mory ce o006jaBUTM Ha MpPEXHMM CcTpaHuMuama aurutanHe
OmbnunoTteke, y enekTPOHCKOM KaTanory n y nyonukaumjama YHmeepauteTa y beorpaay.

MoTnuc pgokTopaHpa

Y Beorpaay, 08.12.2015
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Mpwunor 3.

U3jaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBep3auTeTcky Gubnuoteky ,CBeTto3ap MapkoBuh® ga y OdurntanHu
peno3uTopujym YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy noa
HacnoBomM:

Yruiaj ncxpane o6orare ¢dpykTO30M HA €KCHOPECHU]Y KOMIIOHEHTH DEHMH-aHTHMOTECH3WH
cucreMa ¥ nHdIaMalrje v TKUBY Cplia HaroBa: IIOJHO CIelndUIHE PA3IUKE

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

OuncepTtaumjy ca cBuM npunosnma npegao/na cam y enekTpoHcKom chopmaTty norogHoM
3a TpajHO apxmBMpame.

Mojy ookTopcky AncepTauunjy noxpakweHy y OurutanHu penosmtopujym YHuBepauteTa
y Beorpagy mory ga kopucte cBum Koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4mo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLNjanHo

3. AyTopCcTBO — HEKOMEpPLIMjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — AeNUTK nog UCTUM yCIoBUMa
5. AytopcTBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCcTBO — AENUTU Nog UCTUM YCroBrMa

(Monumo ga 3aoKpyxuTe camo jedHy oA LecT MOoHyheHuX nuueHuu, KpaTtak onuc
nuueHun gart je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc pgokTopaHpa

Y Beorpaay, 08.12.2015
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1. AyTtopcTBo - [lo3BorbaBaTte yMHOXaBahe, AUCTPUOYLMjy M jaBHO caomniTaBare
Jerna, n npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH oapeheH of cTpaHe ayTopa
uUnu gaesaoua nuueHue, Yak n y komepuumjanHe cepxe. OBoO je HajcrioboaHuja of CBUX
nuueHun.

2. AytopcTBO — HekoMmepuujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, ANCTpubyLmnjy 1 jaBHo
caorwTaBawe fena, u npepage, ako ce HaBefde MMe ayTopa Ha HauduH ogpefheH of
CcTpaHe ayTopa unu gasaoua nuvueHue. OBa nuueHua He A03BOrbaBa KoOMepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekoMmepumjanHo — 06e3 npepage. [Jo3BosbaBaTe yMHOXaBahe,
anctpmbyumnjy 1 jaBHO caonwTaBake pfena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBakwa Wu
ynotpebe gena y cBoM Aeny, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauduH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa unu gaBaoua nuueHue. OBa nuueHUa He A03BOSbaBa KOMepuujanHy
ynotpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTasie nuueHLe, OBOM JIMLEHLIOM Ce orpaHu4aBa
Hajeehun o6um npaBa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HekoMepuwujanHo — AenuTn nog uctum ycriosuma. [o3BosbaBaTte
YMHOXaBake, AMCTpMbyumjy 1 jaBHO caonwitaBawe gena, u npepage, ako ce HaBefe
MMe ayTopa Ha HaudvH oApefeH of cTpaHe ayTopa unv gasaoua fuvueHue U ako ce
npepaga AWCTpubymMpa nog WCTOM WM CNMYHOM nuueHuoM. OBa nuvueHua He
[03BOSbaBa komepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTte yMHOXaBake, OUCTPUOYLMjy U jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosarwa nunu ynotpebe gena y csom geny,
ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of cTpaHe ayTopa wunuM AasBaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa kKoMepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - pOenutu nog wuUCTMM ycnosBuMma. [o3BosbaBaTe YMHOXaBahe,
AancTpmnbyunjy n jaBHO caonwiTaBakwe Aena, U npepage, ako ce HaBege nme aytopa Ha
HauyvH oApefeH o cTpaHe ayTopa unvM fasaoula nuvueHue UM ako ce rnpepaga
anctpnbympa nog WMCTOM wMnNu  cnuyHoM nuvueHuom. OBa nuueHua [03BOSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuuyHa je codpTBepckum nuueHuama,
O[HOCHO NuueHLama OTBOPEHOr KoAa.



