SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU,
SVEUCILISTE U DUBROVNIKU,

INSTITUT RUDER BOSKOVIC

DOKTORSKI STUDIJ MOLEKULARNE BIOZNANOST

Ana Petrovi¢, dr. me

N\

4
G2
mje tre

maglutida u
odelu mas

Doktorski rad

\ 4

M

Osijek, 2025.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA
SveuciliSte Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku Doktorski rad
Sveugiliste u Dubrovniku
Institut Ruder Boskovi¢
Doktorski studij Molekularne bioznanosti
Znanstveno podrucje: Interdisciplinarno podrucje znanosti
Znanstvena polja: temeljne medicinske znanosti, biologija
Osobitosti u€inaka semaglutida u HepG2-eksperimentalnom modelu' masne
promjene jetre
Ana Petrovié
Doktorski rad je izraden u: Laboratorij za translacijsku medicinuyZavod za translacijsku medicinu,

Fakultet za dentalnu medicinu i zdravstvo, Sveuciliste J. J. Strossmayera u Osijeku

Mentor/i: Prof. dr. sc. Martina Smoli¢, redovita profesorica Fakulteta za dentalnu medicinu i'zdravstvo
Osijek Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku

Kratki sazetak doktorskog rada:

Semaglutid, odobren je za lijeéenje progresivnijih‘oblika masne promjene jetre. Cilj istrazivanja hio je
istraziti ucinke semaglutida na masne promjene HepG2-stanica in vitro. Semaglutid pokazaode ucinke
na staniéno prezivljenje, nakupljanje lipidaite gene i razinu proteina kojisudjeluju u steatogenim i
upalnim procesima, kao i regulaciji oksidacijskog stresa u jetri.

Broj stranica: 94

Broj slika: 6

Broj tablica: 41

Broj literaturnih navoda: 111
Jezikizvornika: hrvatski

Klju¢ne rijeci: MASLD, semaglutid, HepG2

Datum javne obrane:
Povjerenstvo za javnu obranu:
1.

2.

3.

4. (zamjena)

Doktorski rad je pohranjen u: Nacionalnoj i sveuciliSnoj knjiznici Zagreb, Ul. Hrvatske bratske
zajednice 4, Zagreb;Gradskoj i sveuciliSnoj knjiznici Osijek, Europska avenija 24, Osijek; Sveudilistu
Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Trg sv. Trojstva 3, Osijek



BASIC DOCUMENTATION CARD

Josip Juraj Strossmayer University of Osijek PhD thesis
University of Dubrovnik
Ruder Boskovi¢ Institute
Doctoral Study of Molecular biosciences
Scientific Area: Interdisciplinary area of science
Scientific Fields: basic medical sciences, biology
Specificity of Semaglutide Effects in HepG2/Experimental Model of
Hepatic Steatosis
Ana Petrovic¢

Thesis performed at: Laboratory for Translational MedicineyDepartment for Translational'Medicine,
Faculty of Dental Medicine and Health, J. J. Strossmayer University of Osijek

Supervisor/s: Martina Smoli¢, PhD, Full professor at Faculty of dental medicine and health, Josip
Juraj Strossmayer University of Osijek

Short abstract:

Semaglutide is approved for|the treatment of more progressive forms of fatty liver disease. The aim of
the study was to investigate the effects of semaglutide on fatty liver disease in HepG2 cells'in vitro.
Semaglutide showed effects on eell survival, lipid accumulation, and genes, and protein.levels involved
in steatogenic and‘inflammatory processes, as well as the regulation of oxidative stress in the liver.

Numbbéer of pages: 94
Number of figures: 6
Number of tables:, 41
Number of references: 111
Originabin:Croatian

Key words: MASLD, semaglutide, HepG2
Date of the thesis defense:
Reviewers:

1.

2.

3.

4. (substitute)

Thesis deposited in: National and University Library in Zagreb, Ul. Hrvatske bratske zajednice 4,
Zagreb; City and University Library of Osijek, Europska avenija 24, Osijek; Josip Juraj Strossmayer
University of Osijek, Trg sv. Trojstva 3, Osijek



Sadrza;

1.1. Metaboli¢ki uzrokovana masna bolest jetre ............ccccoviiiiiiiiiiiiiiiiee 1
111 NOMENKIAIUIA ... 1
(P V2 =t o1 o (=10 4 1] (o T 1] = TSP 2
1.1.3. Patofiziologija ..........uuueuummmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiie i b i i 3
1.1.4. Klini¢ka slika, dijagnosticke metode i farmakoterapija MASLD4a ............. 8
1.2. Glukagonu sli€an peptid 1 ... B e 9
(2 I 1Y (] T PP N SO 9
I € ey 1 s S-S 11
1.2.3. Uloga GLP-1RA U MASLD-U..........uumumeeeiobenedanenne i fieeeeeeennnnennnnnnnnnnnnnnnes 11
1.3. HepG2 staniCna linija ........coooovvvvvvccdion o fiiticden i 14
2. HIPOLEZA ..o e 17
3. CiljeVi IStraZivanja ..........ooooiiiiiiie et ee st 18
4. Materijali i metode ... o i B 19
4.1. Kultivacija stanica i nasadivanje stanica u eksperimentalne mikroplocCice...... 19
4.2. Uspostava dva eksperimentalna.modela MASLD-a.........d.....0 8 e eeen.. 21
4.3. Odredivanje koncentracije oleinske kiseline za uspostavu optimalnog
terapijskog i preventivnog stanicnog modela MASLD-a u stanicamaHepG?2 ....... 21
4.4. Tretman stanica semaglutidom u preventivhomi terapijskom modelu MASLD-a
.............................................................................................................................. 22
4.5. Mjerenje staniénog prezivljenja usoba modela istrazivanja............................. 25
4.6. Mjerenje uCinaka semaglutida na nakupljanje. lipida.............cccccrrririiiinneenn. 25
4.7. Procjena u€inka semaglutida na'metabalizam triglicerida...............c.cccccee.. 26
4.8. Mjerenje koncentracije reduciranog glutationa (GSH) u stanicama................ 26

4.9. Odredivanje razine proteina uklju¢enih‘u patofiziologiji MASLD-a (PPAR-y,
PPAR-a, MTTP, TGF-B, TNF=Q): .....ouuiiiii e 28

4.10. Odredivanje razine ekspresije gena uklju€enih u patofiziologiju MASLD-a.. 28

4.10.1. I1zolacija ukupne RNA.iz HepG2-staniCa ...........ccccccuuuvemmnniiiiiiiiiiiiiiinnnns 28
4.10.2. Reverzna tranSKriPCIJa ...........uuuueueuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 29
4.10.3. Kvantitativna lan€ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu ........ 30
STATISTICKE METODE ...t 31
o U= .4 0 | = | RO 33

5.1. Terapijski model MASLD-a.........ccoooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 33



5.1.1. Procjena ucinka razliCitih koncentracija oleinske kiseline na stani¢no

prezivljenje MTS teStOM .......oooiiiiiiiiii e 33
5.1.2. Procjena ucinka semaglutida na stanic¢no prezivljenje...........cccccvevvunnnnn. 34
5.1.4. Procjena ucinka semaglutida na nakupljanje lipida ORO bojenjem.......... 36
5.1.4. Procjena ucinka semaglutida na razinu triglicerida GPO-PAP testom ... 38
5.1.5. Procjena ucinka semaglutida na koncentraciju GSH ..a.......... 4. ... il 39
5.1.6. Procjena ucinka semaglutida na razine steatogenih, upalnih i profibrotickin
proteina u terapijskom modelu MASLD-a...........oovviiiii it e e, 40
5.1.7. Procjena ucinka semaglutida na razine steatogenih; upalnih'i profibrotickin
gena u terapijskom modelu MASLD-a.............feeinni e e, 45
5.2. Preventivni model MASLD-a ... il 50
5.2.1. Procjena ucinka razliCitih koncentracija oleinske kiseline na stanicnu
stani¢no prezivljenje MTS teStomM .........oii e e 50

5.2.2. Procjena ucinka semaglutida na stanicno prezivljenje u preventivhom
70T =1 T R SRR 51

5.2.3. Procjena ucinka semaglutida na nakupljanje lipida ORO bojenjem u

preventivnom modeludMASLDAa. ... 4. ... B e eea i 53
5.2.4. Procjena uginka semaglutida na razinu triglicerida GPO-PAP testom ..... 55
5.2.5. Procjena ucinka semaglutida na koncentraciju GSH ... coeevvennnnnn. 56
5.2.6. Procjena u€inka semaglutida na razine steatogenih, upalnih i profibrotickih
proteina u preventivnom modelu MASLD-a..... Lot 57
5.2.7. Procjena.udinka semaglutida,na razine steatogenih, upalnih i profibroti¢kih
gena u preventivnom modelu MASLED-a.....co. .. 62
B.RASPrava s B 67
7. ZAKIUCCI . oo e e 75
8. SAZEIAK. .o 76
O SUIMMANY . e B et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaeas 77
TO. LIiteratura ... e e 78

1. ZIVOTOPIS ...t sdetiee e ee et e ettt e e et eeeee e e en e eeeee s 86



1. UVOD

1.1. Metaboli€ki uzrokovana masna bolest jetre

Metaboli¢ki uzrokovana masna bolest jetre (MASLD, od eng. MetabolicaDysfunction -
Associated Steatotic Liver Disease), rastuéi je globalni javnozdravstveni problem, a u
osnovi je karakterizira prekomjerno nakupljanje masnoca u jetri, shazna povezanost s
pretilodéu, Seéernom bolesc¢u tipa 1 i 2 (SB1 i SB2), hiperlipidemijom i drugim
kardiometaboli¢kim poremecajima, te mogucnost progresije u steatohepatitis (MASH,
od eng. Metabolic dysfunction-associated steatohepatitis), steatofibrozu, cirozu te
maligna jetrena oboljenja. Unato€ globalnom_optereéenju zdravstvenog sustava,
patogeneza ove bolesti jo$ nije potpuno jasna, a odobrena farmakoterapija za ovu

bolest i dalje je oskudna 2.

1.1.1. Nomenklatura

Donedavno je bila poznata kae nealkoholna masna bolest jetre (NAELD, od" eng.
Nonalcoholic Fatty Liver Disease) 2#. Potreba za promjenom nomenklature proizlazila
je iz stigmatizirajuéihnpojmova (“nealkoholna” i “masna”) ovog klini€kog entiteta te
djelomi¢no nejasnih kriterija za dijagnosticiranje ANAFLD-a. Odnosno, dotadasnja
nomenklatura nije. u potpunosti omogucéavala diferencijaciju pacijenata s NAFLD-om
od pacijenata s, NAFLD-om i pove¢animunosom alkoholayzbog Cega pacijenti nisu bili
adekvatno prepoznati te su povremeno iskljuCivani.iz ispitivanja i razmatranja za

farmakoterapiju 42.

|z navedenih razloga, Delphitkensenzusom iz 2023., prestizna drustva kao Sto su
Americko drustvo za proucavanje bolesti jetre (AASLD, od eng. American Association
for the Study of Liver Diseases) i Europsko drustvo za prou€avanje jetre (EASL, od
eng. European Association forthe Study of the Liver) uz brojne stru¢njake u polju
istrazivanja te lijeCenju masnih bolesti jetre, stvorili su novi “kiSobran” termin -
steatotiCna bolest jetre (SLD, od eng. Steatotic liver disease) koja obuhvac¢a MASLD,
MASLD s poveéanim unosom alkohola (MetALD, od eng. MASLD and increased
alcohol intake), alkoholna bolest jetre (ALD, od eng. Alcohol — associated Liver



Disease), kriptogeni SLD te SLD specificne etiologije (kao Sto su lijekovima

uzrokovano os$tecenje jetre, monogenske bolesti) 45.

U kontekstu istrazivanja MASLD-a, postavilo se pitanje utjeCe I|i promjena
nomenklature na interpretaciju i translaciju spoznaja dosadasnjih studija e tijeku
bolesti, patofiziologiji, biomarkerima i kliniCkim ispitivanjima . potencijalnih
farmakoterapeutika na novije studije. Stoga je vazno naglasiti.da su robustne@nalize
postojecih registara u Europi i Sjevernoj Americi pokazale 98-99% preklapanja izmedu
pacijenata s dijagnosticiranim NAFLD-om/MASLD-omgali i"njihovim progresivnijim

oblicima 467 omogucavajuci tako neometan daljnji tijek studija.

| u ovoj studiji, shodno smjernicama, koristi se terminologija MASLD, kao i MASH, kao
istoznacnica pojmova NAFLD i NASH. Ovoje,vazno naglasiti zbog velikog broja

citiranih studija, koje su koristile prijasnju terminologiju.

1.1.2. Epidemiologija

MASLD se smatra najéescim uzrokom kroni¢ne bolesti jetre (CLD, od eng. Chronic
Liver Disease), .a=najnovije meta-analize procjenjuju da ‘globalno =40% odraslih
pacijenata boluje od MASLD-a, dok se u pedijatrijskoj populaciji prevalencija
procjenjuje izmedu 7-15% 8. Zabrinjavajuéije i rastucidtrend prevalencije MASLD-a
unazad.nekaliko desetljeca, s povecanjem od 50% globalneprevalencije MASLD-a od
1990 - 2019: Najveca prevalencija zabiljezena je u Latinskoj Americi (55%), dok je u
zapadnoj Europi ipak nesto optimistiénije (25%),°. S modernim sjedilackim nacinom
Zivota, ‘opseznim konzumiranjem rafiniranog 3ecera i{zasi¢enih masti u “fast food”
kulturi, trend porasta prevalencije MASLD-a direktno je povezan s rastom prevalencije
pretilosti i SB '°. Prema podacima)Svjetske zdravstvene organizacije, trenutno vlada
“‘epidemija” pretilosti Cija se prevalencija trenutno procjenjuje na 16% svjetske
populacije 12, dok 43% odraslihlia prekomjernu tjelesnu tezinu, a od SB boluje 15%

svjetske odrasle populacije 12,

Znacaj porasta prevalencije ovih bolesti u kontekstu razumijevanja MASLD-a, posebno
je ukazana Cinjenicom da je prevalencija MASLD-a znacajno veca u pacijenata s ovim
bolestima, sa studijama koje prijavljuju da je ¢ak 75% pretilih pacijenata razvilo
MASLD, a 34%, odnosno 20%, tih slu€ajeva napredovalo je u MASH, odnosno fibrozu
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13, Medu pacijentima sa SB2, prevalencija MASLD-a procijenjena je na 50-80%, s
najvisom incidencijom u Isto¢noj Europi, koja je iznosila 68%, a medu biopsiranim

pacijentima 66% razvilo je MASH sa znacajnim ili uznapredovalim stupnjem fibroze °.

Zbog nedostatka epidemioloskih studija, trenutno se smatra da prevaléncija MASLD-
a u Hrvatskoj odgovara prevalenciji u Zapadnoj Europi (20%-30%). U studiji iz 2018.
na pacijentima u Hrvatskoj, upu¢enima na abdominalni ultrazvukiz bilo kojeg razloga,

u 48,5% pacijenata ultrazvuéno je utvrdena masna jetra 415,

Iz ovih podataka proizlaze dva klju¢na zakljuCka. PatofizioloSKinjedMASLD snazno
povezan sa SB i pretilo$éu, a u kontekstu lije¢enja postoji'potreba za urgentnom
farmakoloskom intervencijom u blaZim stadijima MASLD-a kako bi se regulirala visoka

stopa progresije ove bolesti u ozbiljnije oblike.

1.1.3. Patofiziologija

Unato¢ naporima znanstvene, zajednicé u istraZivanju patogeneze . molekularnih
mehanizama uklju€enih u razvoj inprogresiju MASLD-a; patofiziolosSki procesi i dalje
nisu dovoljno razjasnjeni. \Razlog tome je slozenost ove bolesti, odnosno multi-
organska ukljuéenost u njen razvoj, viSesmjerna povezanostsa SB; pretilo$¢u i drugim
metaboli¢kim poremecajima Ciji medusobnq isprepletendnos predstavlja velik izazov
u razumijevanju molekularnih mehanizama, a\tako i _napredcima u dijagnostici i

farmakoterapiji 16:

Teorija. viSestrukii hitaca, smatra se najboljim objasnjenjem razvoja MASLD-a 7.
Prema ovoj hipotezi, kombinacija genetskih® i epigenetskih, okolidnih ¢imbenika,
prehrambenih i Zzivotnih navika, uzrokuju promjene u inzulinskoj rezistenciji,
disregulaciju metabolickih,procesa uumasnom tkivu, jetri i gusteraci. Zbog neraskidive
medusobne ovisnosti ovih‘organa'i za odrzavanje metabolicke homeostaze nuznoj
sinergiji njihovih fizioloSkih funkcija, dolazi do poremeéaja na osima masno
tkivo/gusteracaljetra. Inzulinska rezistencija smatra se kljuénim ¢imbenikom u
patofiziologiji MASLD-a.

U organizmu s inzulinskom rezistencijom dolazi do hiperinzulinemije, ovaj viSak
inzulina u jetri aktivacijom proteina 1c koji veze sterolni regulatorni element (SREBF-
1c, od eng. sterol regulatory element-binding protein 1c) rezultira pove¢anjem de novo
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lipogeneze. U masnom tkivu, neosjetlivom na inzulin, dolazi do neadekvatnog
odgovora na inzulin, odnosno, izostaje inhibicija lipolize, zbog €ega se iz adipocita
oslobadaju masne kiseline '8. Unos masnih kiselina iz prehrane, cirkulirajuée masne
kiseline oslobodene lipolizom u masnom tkivu i de novo sinteza u hepatogitima,rezultira
velikom koli¢inom slobodnih masnih kiselina u jetri, uzrokujuéi nakupljanje/masnoca,
odnosno, steatozu jetre. Nakupljene masne kiseline postaju lipotoksi¢ne, dolazi do
poveéanog oksidativhog stresa u jetrenim stanicama, disfunkcije, mitohondrija i

peroksisoma, stresa endoplazmatskog retikuluma, te apoptoze hepatocita '°.

Dva kljuéna mehanizma uklanjanja masnih kiseliha iz /hepatocita su oksidacija u
mitohondrijima i peroksisomima te njihovu sekreciju u krvotok u obliku lipoproteina.
Navedeni procesi mogu biti ograni€eni na jednostavnu steatozu, dok jetra ima
kapacitete za odrzavanje ravnoteZze povecanom oksidacijom masnih, kiselina,

regulacijom oksidativnog stresa i transportom triglicerida u obliku lipoproteina.

Jedna od kljuénih molekula u regulaciji oksidativnhog stresa je glutation (GSH). GSH
predstavlja glavni tiol niskemmolekularne teZine odgovoran za odrzavanje staniCne
redox homeostaze. Sintetiziran‘prvenstveno u jetri, GSH sluzi kao kljucni antioksidans
izravnom regulacijom reaktivnih vrsta kisika (ROS), stvaranjem oksidiranog glutationa
(GSSQG) i djelovanjem kao kosupstrat za razne antioksidativne enzime. U kontekstu
MASLD-a, promjene u homeostazi GSH odrazavaju oste€enjeshepatocita uzrokovano
oksidativnimistresomsMedutim, studije su pokazale nedosljedne spoznaje u kontekstu
razina GSH u pacijenata s MASLD-om. Nekolicinem studija dokazane su poviSene
razine GSHu jetrii eirkulaciji kod pacijenata s MASLD/MASH, dok su druge pokazale

izrazenossmanjenje GSH, Sto je u korelaciji sa stupnjem progresije MASLD/MASH-a
20

U regulaciji oksidativnog.stresa, vaznu ulogu imaju i peroksisomi, staniéni organeli koji
sadrze enzime klju¢ne za metaboliCke procese kao $to su 3-oksidacija masnih kiselina
i metabolizam reaktivnih vrsta kisika (ROS, eng. reactive oxygen species). Hepatociti
sadrze izrazito velik broj peroksisoma (300-600/stanici) u usporedbi s ostalim
stanicama, a disfunkcija peroksisoma povezana je s nizom bolesti, posebno jetrenim,
kao Sto je steatoza, kolestaza, ali i insuficijencija jetre. Osim izrazito znacajne uloge u
lipidnom metabolizmu, ovi organeli reguliraju oksidativni stres i ROS koji nastaju
tijekom metaboli¢kih procesa kao $to su sinteza zuc€nih kiselina i f-oksidacije. Iznimno
vazna peroksisomska katalaza Stiti hepatocite od oksidativnog stresa stoga ne ¢udi da
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se disfunkcija peroksisoma pokazala kao vazan cimbenik u oStecenju jetre te
patofiziologiji MASLD-a, SB, pretilosti, ali i onkogenezi 2!. Peroksisomi su specifiéni
organeli koji posjeduju mogucnost prilagodbe ovisno o stani¢nim potrebama, odnosno
u odgovoru na promjene u Kkoli€ini metabolita, poremecajima .metabolizma,
izvanstaniCne signale, peroksisomi se mogu rapidno degradirati ili‘ proliferirati, Sto
rezultira povecanjem broja i volumena peroksisoma te promjenom aktivnosti
peroksisomalnim enzima. U ovim procesima, klju¢ni su peroksisomskim proliferatorima
aktivirani receptori (PPAR-ovi, eng. Peroxisome proliferator-activated receptors),
nuklearni transkripcijski faktori koji pripadaju skupinisteroidnih harmonskih receptora,
te reguliraju transkripciju brojnih gena uklju€enih u metaboliCke i stanine procese,
uklju€ujuéi proliferaciju stanica, diferencijaciju te imunoloSke i upalne odgovore.
Identificirana su tri podtipa - PPAR-a, PPAR-B/8 i PPAR-y - koji pokazujusazli€itu, ali

djelomiéno preklapajuéu distribuciju i funkcije u tkivima.

PPAR-a se visoko eksprimira u tkivima,s aktivnom oksidacijom masnih kiselina,
masnom tkivu ?2. Peroksisomski proliferatori mogu biti endogeni, kao §to su masne
kiseline, ili egzogeni, medu kojima je i cijela skupina hipolipidemijskih lijekova zvana
PPAR agonisti 23, Siroko koriStena u lije¢enju metaboli¢kin ‘poremecaja kao $to su
dislipidemija, | SB2¢ hipértenzija, pretilost, masna promjena ‘jetre te u terapiji
metaboli€keg sindroma, koji predstavlja klaster svih<ovih paremecaja. Ovi lijekovi
aktivacijom PPAR-ova povecavaju oksidaciju masnin‘kiselina i smanjuju nakupljanje
lipida u jetritte snizavaju plazmatske koncentracije triglicerida, reguliraju homeostazu
glukoze i paboljSavaju inzulinsku rezistenciju, a utje€u i na adipogenezu. U kontekstu
MASLD-a, takoder imaju znac¢ajne u¢inke na'smanjenje upale i fibrinogeneze 24, zbog
¢ega su se novije generacije dualnih/pan agonista posebno istaknule kao

farmakoterapijska opcija‘za lije¢enje,MASH-a 25.

Smatra se da u MASLD-u dolazido disfunkcije PPAR-ova. Prekomjerno nakupljanje
lipida u jetri moze narusiti aktivnost PPAR-q, a time i ravnotezu metabolizma lipida. U
hepatocitima, protein-1c koji veze sterolni regulatorni element (SREBP-1c) kljucni je
transkripcijski faktor koji poti€e de novo lipogenezu. Supresija/disfunkcija PPAR-a
omogucuje povidenim slobodnim masnim kiselinama da pojacaju aktivhost SREBP-1c,
potiCuci nakupljanje lipida i oksidativni stres. Produljena aktivacija PPAR-a takoder
povecava transkripciju gena uklju€enih u B-oksidaciju masnih kiselina, $to dovodi do
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poviSene proizvodnje H,O, i proliferacije peroksisoma. Kada stvaranje H,O, premasi
kapacitet aktivnosti peroksisomske katalaze, to mozZe izazvati prekomjerni oksidativni

stres, isti¢u¢i dvostruku ulogu PPAR-a u katabolizmu lipida i redoks homeostazi 26.

PPAR-y ima kompleksne i nedovoljno razjasSnjene ucCinke u metabolizmu lipida i
glukoze, pokazujuéi i zastitne i steatogene efekte u jetri 26?7, Vlisoko je eksprimirana u
masnom tkivu, gdje pojacava unos masnih kiselina, poboljSavasosjetljivost na.inzulin i
smanjuje dotok lipida u jetru, no studije su takoder pokazale da u:hepatocitima,
inhibicija PPAR-y dovodi do smanjenja nakupljanja mastizPPAR-y je takoder pokazala
regulatornu ulogu u upali i fibrozi jetre, pokazavsi da aktivacija ovih receptora promice
polarizaciju makrofaga s proinflamatornog M1 statusau protuinflamatorni M2 status,
¢ime se smanjuje upala. Aktivacija PPAR-y pokazala je regulaciju nanize TGF-

signalnih puteva, tako inihibirajuéi proliferaciju HSC-a i smanjujuéi fibrogenezu 6.

Sve je viSe dokaza da su razlog diskrepanciji i naizgled kontradikciji u funkcijamayovih
¢imbenika - epigenetske promjene PPAR-y; ali i ostalih izoformi ovih transkripcijskih
faktora, uzrokovane pretilosti, SB, (inzulinskom rezistencijom, nakupljanjem lipida te
ostalim metabolic¢kim_poremecajima, zbog ¢ega dolazide disfunkcije ovih.receptora,
njihovih nizvodnih produkata Sto dodatno pridonosi razvoju metabelickih poremecaja,
ukljuéujuéi i MASLD 27:2°.

Sekrecijattriglicerida u obliku lipoproteina Kljuc¢an je €imbenikiu ograni€avanju masnih
promjena i sprjeCavanja progresije bolesti. U predukciji.lipoproteina, znac¢ajnu ulogu
ima mikrosomalniyprotein za prijenas, triglicerida (MTETP, eng. microsomal triglyceride
transfer protein), visoko eksprimiran« enterocitima i hepatocitima. U jetri ima kljuénu
ulogu u sekreciji triglicerida iz jetre i odrzavanje lipidne homeostaze u hepatocitima.
Njegova primarna funkcija <je, ugradnja triglicerida, fosfolipida i kolesterola u
apolipoprotein B (apoB), omogucujuéi formiranje i izlu€ivanje VLDL-a i time

sprjeCavajuci nakupljanje lipida u hepatocitima.

Farmakoloska inhibicija ovog proteina, pokazala je uCinkovitost snizavanja serumskih
razina lipida, ali takoder dovodi do disregulacije jetrenog lipidnog metabolizma,
povidenja razine transaminaza i hepatiCku steatoze zbog smanjenog izlucivanja
triglicerida. Genetske varijante u MTTP-u koje smanjuju lu¢enje VLDL-a povezane su
s razvojem MASLD-a, ¢ak i u odsutnosti pretilosti ili inzulinske rezistencije 3031,



Prolongiranim oksidativhim stresom te zasi¢enjem metaboliCkih puteva u regulaciji
homeostaze lipida i daljnjim nakupljanjem lipida u hepatocitima, dolazi do aktivacije
jetrenih sinusoidalnih endotelnih stanica (LSEC, eng. Liver sinusoidal endothelial
cells), Kuppferovih stanica (jetrenih makrofaga) i jetrenih zvjezdastih stanica (HSC,
eng. Hepatic stellate cells), koje lucenjem proupalnih i profibrotickih Cimbenika kao Sto
su razni citokini, te Cimbenik nekroze tumora a (TNF-a, engl. Tumor Necrosis Factor-
a) i transformirajuci €¢imbenik rasta B (TGF-B, engl. Transforming Growth Factor-3) te
dovode do upale jetre, povecanog odlaganja kolagena u jetrenom tkivu i fibrinogeneze.
Ovim patofizioloSkim procesima jednostavna steatoza napreduje uMASH, fibrozu Sto
povecava rizik i za maligna oboljenja jetre kao $to je hepatocelularni karcinom 832 te
dovodi do sistemskih poremecaja kardiovaskularnog, renalnog, disfunkcije adipoznog

tkiva i ostalih organskih sustava 33. Ovi procesi‘'sazeto su prikazani na Sligi\1.

Masti iz prehrane, VLDL u krvi
Hiperinzulinemiia =
(de novo lipogeneza Upala
VLDL T
Biosinteza triglicerida ) STRES - y :
. € ENDOPLAZMATSKOG S »
Biosinteza kolesterola ~  remkuiuma Sistemsko

ROM * ‘prelijevanje’ |

AW beta-oksidacija  yporoxsicnost | Fibroza

Masne kiseline (Neadekvatno odlaganje

metabolickih supstrata)

Lipaze

MASH

Misicna

distrofija b

Visceralna masnoca

Slika 1. Patogeneza MASLD-a. Preuzeto i prilagodeno: Xiang Zhang et al.%?

ROS (reaktivne kisikove vrste, eng. reactive oxygen species); KBB (kroni¢na bubrezna bolest), KVB
(kardiovaskularne bolesti), MASH (metaboli¢ki uzrokovan steatohepatitis, eng. metabolic dysfunction-associated
steatohepatitis), VLDL (lipoprotein vrlo niske gustoce, eng. very-low-density lipoprotein)



1.1.4. Klinicka slika, dijagnosticke metode i farmakoterapija MASLD-a

MASLD se pretezno javlja kod odraslih s jednim ili viSe kardiometaboli¢kih ¢imbenika
rizika (pretilost, SB2, dislipidemija ili hipertenzija), a &esto je asimptomatskiilisse klinicki
prezentira nespecificnim simptomima, umorom ili blagom nelagodom u' gornjem
desnom abdominalnom kvadrantu. Obi¢no se otkriva kao slu€ajni nalaz, prilikom
laboratorijskih obrada zbog drugih indikacija, radioloSki na sistematskim pregledima i
sl. Pri fizikalnom pregledu, ponekad se palpira hepatomegalija, ali u€estaliji klinicki
indikator MASLD-a su poviSeni jetreni enzimi. Pri_sumnji.na SkDs‘daljnje pretrage
ukljuCuju radioloSke metode kao $to je ultrazvuCna sonografija, magnetna rezonanca
(MRI) i kompjuterizirana tomografija (CT). Tranzijentna elastografija (TE) jedna je od
klju¢nih pretraga za kvantifikaciju fibroze, ali i, otkrivanja i stupnjevanja steatoze
odredivanjem parametara kontrolirane atenuacije (CAP), koji zbog dobre osjetljivosti i

specifinosti detektira i steatoze niskog stupnja 434,

Pri diferencijalnoj dijagnostici, vazno je iskljuCiti ostale uzroke kao Sto je infekcija
virusnim hepatitisom, autoimune,” druge metaboliCke bolestic Klini€ke smijernice
objavljene 2024. od“strane europskih drustava za istrazivanje jetre, dijabetesa i
pretilosti (EASLEASD, EASO) definirale su MASLD kao prisutnost steatoze jetre u
kombinaciji s barem jednim kardiometaboliCkim faktorom rizika = debljina ili pretilost
utvrdenagpovisenim indeksom tjelesne mase (BMI, eng..body mass index) i povecanim
opsegom struka; disglikemija ili SB2: hipertrigliceridemija; nizak HDL kolesterol;
hipertenzijap, koriStenje  lijekova,, s “ antilipidemijskim, antidijabetiCkim ili
antihipertenzivnim: uc¢incima. Anamnesticki podaci o konzumaciji alkohola, terapiji
hepatotoksi¢nim lijekovima, monogenskim bolestima; klju¢ni su za diferenciranje
MASLD od ostalih SLD. Konzumacija alkohola >20 g/dnevno u Zena i >30 g/dnevno u
muskaraca iskljuuje MetALD i ALD. Vazno je naglasiti da se MASLD ucestalo otkriva
u ve¢ uznapredovalim stadijima /MASH-a,za koji su tipiCne histoloSke znaclajke

baloniranja hepatocita i lobularne upale 34.

Farmakoterapija MASLD-a do 2024. bila je izrazito oskudna, odnosno, MASLD se
konzervativno lije€io promjenama zivotnih navika te u sklopu lijeCenja drugih
kardiometaboli¢kih komorbiditeta, antilipidemicima i antidijabeticima. U Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama 2024. godine ubrzanim postupkom odobrena je kliniCka

upotreba resmetiroma, selektivhog agonista beta receptora hormona stitnjace (THR),
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kao prvog lijeka za lijeCenje MASH-a, a indikacija za lijeCenje ovim lijekom je neciroticni
MASH s umjerenom do uznapredovalom fibrozom jetre. Sredinom 2025. Americka
agencija za hranu i lijekove (FDA, eng. Food and Drug Agency) za iste indikacije

odobrila je semaglutid, GLP-1 3536

lako ovo predstavlja napredak u lijeCenju pacijenata s“MASH-om,/i daljey je
zabrinjavaju¢a Cinjenica da za manje progresivne sluCajevesMASLD-a nepostoji
odobrena ciljana farmakoterapija s kojom bi se omogucila’ potencijalna intervencija

prije progresije u ozbiljnije oblike bolesti.

1.2. Glukagonu sli¢an peptid 1

Glukagonu sli¢an peptid 1 (GLP-1, od eng. Glucagon-like-peptide-1) intestinalni je
peptidni hormon koji klasificiran u skupinu hormona,poznatih kao inkretini. IzluCuje se
iz crijevnih enteroendokrinih L-stanica, postranslacijski je produkt proglukagona, a

njegov glavni uéinak je postprandijalna stimulacija lu¢enja inzulina iz gusterace %’.

1.2.1. Inkretini

Bayliss i Starling 1902. oznacili su prekretnicu u razumijevanju ljudske fiziologije,
otkrivsi prvi harmon — sekretin, tako otvarajuéi vrata nefsamo boljem razumijevanju
probavnog sustava; nego i cijelom novom bhiomedicinskom polju — endokrinologiji.
Uslijedile su “hipoteze kojima su ,Moore »i sur. \predlozili potencijalnu prisutnost
produkata intestinalne sluznice koji stimuliraju'gusteracu i njezinu endokrinu aktivnost,
aLaBarre'i Zunz, kroz niz eksperimenata s\ekstraktima gornjeg intestinalnog sustava
u’ animalnim modelima primijetili su hipoglikemicki ucCinak takvih ekstrakata, te
predlozili pojam inkretin za tvari koje su smanjivale razinu Secera. Do 1920-ih, odnosno
otkrica inzulina, i 1950-ihyte razvoja metoda za mjerenje koncentracije inzulina i
njegovih fluktuacija, inkretini'susi-dalje bili nedovoljno razjadnjeni. Napokon, razvojem
biotehnologije, znanstvenici su jasno demonstrirali pojaCanu sekreciju inzulina nakon
primjene glukoze per os, naspram parenteralno primijenjene glukoze, iako se koristila
jednako koncentrirana otopina. Ovo je kasnije prepoznato kao inkretinski ucinak.
Napokon, nakon otkri¢a raznih intestinalnih peptida koji su neadekvatno objasnjavali
inkretinski ucinak, 1986. godine iz crijeva je izoliran GLP-1 za koji je utvrdeno da

stimulira luenje inzulina i inhibira lu¢enje glukagona 3840,



U preglednim radovima Holst, kao i Drucker i sur. pruzaju detaljan uvid u eksperimente
koji su doveli i do otkri¢a, razumijevanja fiziologije GLP-1 te razvoj GLP-1 temeljenih
farmakoterapeutika 4142, Dodatno su studije pokazale da su inkretini odgovorni za 25-
70% postprandijalno izlu€enog inzulina. Nadalje, utvrdeno je da od tri kljucnih signala
koji djeluju na endokrinu aktivnost guSteraCe - metaboliCkin supstrata kao Sto je
glukoza, inkretinskih hormona te stimulacije autonomnog Ziv€anegisustava, inkretinski
hormoni u fizioloSkim uvjetima imaju najizrazeniji u€inak u regulaciji hipoglikemijskih

funkcija gusterace 3.

Studije su takoder demonstrirale da je inkretinski u€inak neadekvatan u pacijenata s
metaboliékim poremecéajima, SB 1 i 2 4445 pretildsti te MASLD-om 4. Takoder, GLP-1
stimulira lu€enje inzulina na nacin ovisan 0 glukozi, ‘@dnosno, inzulinotropni ucinci
inkretinskih hormona uvijek ovise o prisutnosti edredenog stupnja hiperglikemije.
Uloga inkretina je pojac¢ati odgovor nassekreciju inzulina koji je ve¢ pokrenut povis§enom
razinom glukoze 4’. Ove su spoznaje‘dovele do posebnog interesa za ovu skupinu

hormona i njihov potencijal u lije€enju SB te razvoj GLP-1RA.

Pocetni izazov u razvoju terapija temeljenih na GLPR=1 bilalje brza razgradnja u
parenteralnoj i per os primjeni. Jedna od pivotalnih studija urazvojwisetkricu potencijala
GLP-1RA u terapiji SB, ali iypretilosti te metabolickimsporemecéajima, dokazala je
efikasnost kontinuirane jparenteralne primjene GLP-1 tijekom Sest tjedana u pretilih
pacijenata sa SB2mispitanici na inkretinskojderapiji‘pokazali su smanjenje GUK-a
nataSte i 8-sathe srednje vrijednosti, hemoglobin A1c smanjio se za 1,3%, a
koncentracije slobodnih masnih kiselina smanijile su se za 30% i 23%. Takoder, uz
terapijusGLP-1 praznjenje Zeluca je bilo“usporeno, apetit je bio smanjen, a tjelesna
tezina smanjila se za 1,9 kg. Osjetljivost na‘inzulin i funkcija B-stanica poboljSale su
se, a nisu uoCene znacajne nuspojave, no brza razgradnja GLP-1 predstavijala je
izazov u njegovoj primjenjivosti 48, ldentifikacija dipeptidil peptidaze-4 (DPP-4) kao
enzima odgovornog za brzu razgradnju dovela je do razvoja inhibitora DPP-4, koji su
ucinkovito produzili djelovanje GLP-1 i pokazali kliniCku u€inkovitost u ispitivanjima, no
Engovo otkri¢e eksendina-4 iz otrova reptila, strukturno sli€¢nog, no stabilnijeg, oznacilo

je prekretnicu u razvoju lijekova na bazi GLP-1 s duljim djelovanjem 4°.
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1.2.2. GLP-1RA

FDA je 2005. odobrila eksenatid, prvi agonist GLP-1RA. Naknadno razvijeni GLP-1RA
poput liraglutida i semaglutida omogucili su primjenu jednom tjednoste prvotno
odobreni za lije¢enje SB2, odobreni su i za lije¢enje pretilosti (liraglutid 2014.,
semaglutid 2021). Zakljuéno, u ovom trenutku, viSestruki ucinci iterapijski potencijal
ove skupine lijekova dobro je poznat. Vise od 100 godina istrazivanja dovelo je do
jasno definiranih navedenih ucinaka ovog peptida i njihovog. trenutnog monopola u

farmaceutskoj industriji.

Metabolicki, najvazniji su ucinci na apetit i produljeni osje€aj sitosti, usporavanje
Zelu€anog praznjenja koje smanjuje postprandijalni porast GUK-a te pozitivni uc€inci na
BMI, a time i lipidni profil. S endokrinoloSke strane, poboljSavaju funkciju, stanica
gusteraCe te inzulinsku osjetljivost.u perifernim tkivima. Uz metabolicke ucinke,
pokazali su i smanjenje rizika od nezeljenih kardiovaskularnih dogadaja‘ked osoba s
dijabetesom tipa 2 i postojecim kardiovaskularnim rizikom, a djeluju i na bubreznu
funkciju i snizavanje krvnog tlaka, $to dedatno prosiruje njihovu klinicku primjenu‘izvan
samog reguliranja glikemije %59 Takoder, brojna istrazivanja indiciraju snaznu ulogu
GLP-1RA u inflamatornim_ stanjima brojnih organskih® sustava, "neurolo$kim
poremecajima pa idinfektivnim bolestima 5. GLP-1R pronadeninsu u a-stanicama
gusterace; nekoliko regija mozga (odgovornih za apetitd sitost), sréanom i krvozilnom
tkivu-tesbubrezima, plu¢ima i gastrointéstinalnom, traktu,*3..Medutim, ekspresija GLP-

1R u tkivu jetre 1 dalje je kontroverzna.

1.2.3. Uloga GLP-1RA u MASLD-u

Nauck i sur. u preglednom radu 1z 2018. izvrsno su sumirali animalne predklinicke i
kliniCke studije kojima su objedinili dotad poznate ufinke GLP-1 na gotovo sve
organske sustave. Zanimljivo je Cinjenica da medu svim studijama, nijedna navedena
nije istrazila uginke ovog peptida u jetri 43. Zbog neizostavne povezanosti jetre sa SB2,
interes i istrazivanje GLP-1RA u kontekstu regulacije lipidnog metabolizma bio je
razumljiv. Unato€ znacajnoj koli€ini istrazivanja usmjerenih na ucinke GLP-1RA na
gusteraCu, metabolizam glukoze i lu€enje inzulina, postoji relativan nedostatak studija

koje se bave specificnim u€incima GLP-1RA na metabolizam lipida u jetri. S porastom
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odobrenja ovih lijekova u lijeCenju pretilosti, znanstvena zajednica okrenula se

njihovom potencijalu i u lije¢enju MASLD-a i regulaciji lipidnog metabolizma 5%,

Moguce obrazlozenje ovom manjku fokusa na ucinke ovih peptida u MASLD-u je i dalje
upitna ekspresija GLP-1 receptora u hepatocitima, zbog ¢ega se pozitivni- u€inci na
masnu jetru u€estalo pripisuju indirektnim, pleiotropnim ucincima, odnasnopoboljSanju
metabolickog profila zbog smanjenja BMI 1%, Nekolicina studija objavila je dokaze o
prisutnosti GLP-1 receptora na hepatocitima 5% no i dalje se smatra da pitanje
prisutnosti ovih receptora u jetri nije razjasnjeno. Kake,bismo,eliminirali pleiotropne
uCinke i ekstrahepaticke Cimbenike kojima se pripisuju pozitivni uCinci GLP-1RA na
masne promjene jetre u in vivo studijama, 2023. u/preglednom radu sazeli smo
dotadasnje spoznaje in vitro studija koje su‘istrazivale u€inke GLP-1RA u modelima
MASLD-a na hepatocitima. Unato€ kontroverzama,oko ekspresije GLP-1 receptora u
tkivu jetre, pokazalo se da agonisti GP-1 receptora (GLP-1RA) utjeCu na disregulirani

lipidni metabolizam %°. Opisani u€inci tih studija sazeti su na Slici 2.

| u ovom istrazivanju odlugili smo se za in vitro model MASLD, Keji pruza uvid u
molekularne mehanizme i izravnu ulogu GLP-1RA u modulaciji metabolizma lipida u

hepatocitima.
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Slika 2. Uc¢inci GLP-1RA u in vitro modelima MASLD-a. Preuzeto i prilagodeno: Petrovic et al.

HSC (jetrene zvjezdaste stanice, eng. hepatic stellate cells); ROS (reaktivne kisikove vrste, eng. reactive oxygen species).
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1.3. HepG2 stanic¢na linija

Primjena stanicnih kultura u biomedicinskim i biotehnoloskim istrazivanjima Siroko je
koristena metoda 116061 te od iznimnog znacaja za znanstvenu zajednicu, primarno
zbog njihove etiCke prihvatljivosti. Naime, 3R princip — od eng./Replacement,
Reduction, Refinement, odnosno Zamjena, Smanjenje, Usavr§avanje, uveden je 1959.
u svrhu razvoja alternativnih metoda istrazivanja na Zivotinjama, koje su se u
dotadasnjim pretklinickim studijama uvelike koristile 263 [lako su istraZivanja na
Zivotinjama i dalje uvelike prisutna u biomedicini, stani¢ne kulture predstavljaju validnu,
reproducibilnu i kontinuirano razvijanu alternativnl metodu, posebice s razvojem
organoida i sferoida, odnosno trodimenzionalnihg(3D) stani¢nih sustava koji se rapidno

unapreduju i sve bolje ,imitiraju” in vivo procése 5.

Stani¢ne kulture primjenjuju se u istrazivanjima temeljnih fizioloskih i patofizioloskih
stani¢nih procesa u kontroliranimfuvjetima te pruzaju izolirani uvid u molekularne
mehanizme, signalne puteve, metabolizam i ostale stani¢ne funkcije bez, utjecaja
drugih egzogenih ¢imbenika. /n vifro modeli Siroko se koriste u razvoju i ispitivanju
citotoksi¢nosti te u€inkoyitosti lijekova'i cjepiva prije testiranja in/vivo, te zamodeliranje

i proucavanije brojnih patoloskih stanja 16062,

Stani¢ne linije klasificiraju se kao - primarne stanice, kontinuirane stani¢ne linije i
matiCne stanices Primarne stanice pruzaju, in vitro model¢najblizi nativnom tkivu,
medutim, ograniCene su u kontekstu umnozZavanja. Mati¢nestanice, kao pluripotentni
izyori raznih tipova stanica, tehnicki su zahtjevne i skupe za odrZzavanije i diferencijaciju.
Razvoj kontinuiranih stani¢nih linija-koje potje€u vecinski iz tumorskih tkiva zbog
njihovog neogranicenog proliferativnog kapaciteta'ili izzdravih stanica imortalizacijom
virusnim onkogenima ili transdukcijom reverznom transkriptazom ljudske telomeraze
(hTERT) - oznacio je revoluciju u biomedicinskim istraZivanjima, zbog jednostavnosti
uzgoja, dugoroCne stabilnosti i oCuvanja obiljezja izvorne stanice i nakon brojnih

umnazanja 9.

Unato€ navedenim prednostima stani¢nih linija, vazno je naglasiti da transformirane
stani¢ne linije, zbog raznih mutacija koje ih razlikuju od izvornih zdravih stanica, ne
mogu zamijeniti primarne, netransformirane stanice te se fizioloski i patofizioloski
procesi u njima ne mogu u potpunosti translatirati na in vivo procese. Ovo ne umanjuje

vrijednost transformiranih stani¢nih linija, koje pruzaju eticki vrlo prihvatljiv i odrZivu
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metodu istrazivanja in vitro studija raznih molekularnih mehanizama, no bioloSka
relevantnost i zakljuCci ovakvih studija trebaju biti interpretirani u skladu s

ograni¢enjima i razlikama transformiranih stani¢nih linija.

Ovo istrazivanje provelo se na HepG2 stanicama koje se smatraju superiornima u
kontekstu metabolickih istraZivanja, naspram ostalih jetrenih kontinuiranih' linija.
HepG2 stanicna linija kontinuirana je stani¢na linija, karakterizirana kao hepatoblastom
i hepatocelularni karcinom (HCC). Primarno klasificirane 1978. kao stanice derivirane
iz HCC-a, naknadnom je genotipizacijom otkriveno_da, ove 'stanice imaju slicnije
karakteristike hepatoblastomu nego HCC-u 6. Trenutno je na raspolaganju preko 40
raznovrsnih kontinuiranih jetrenih stanicnih linijaymedu Kojima je'uvjerljivo najucestalije
koriStena HepG2 staniCna linija. HepG2' stanice “smatraju se pogodnima za
eksperimentalna istrazivanja in vitro; primarno u istraZivanju molekularnih
mehanizama jetrenog metabolizmadte,u eksperimentalnoj farmakologiji za ispitivanje
citotoksi¢nih svojstava i farmakoloske ycinkovitosti lijekova. Prema podacima iz 2021..,
preko 75% in vitro studija na jetrenim stani¢nim linijama, provedeno je na HepG2

stanicama ©’.

Razlog Sirokoj uporabi HepG2 stanica je znacajan broj studija koje,su pokazale da
HepG2 stanice zadrzavaju brojne funkcije primarnih hepatocita, kao Sto je ekspresija
jetreno specifiCnin proteina, albumina i transferina. Znagajnesrazlike izmedu HepG2
stanica i hepatocitasna subcelularnoj razini su, slabo razvijen glatki endoplazmatski
retikulum te smanjen broj mitohondrija udepG2 stanicama, nasuprot hepatocitima,
koji su izrazito bogati ovim komponentama. Na genomskoj razini, tumorski fenotip ovih
stanicawvidljiiv je kroz mutaciju CTNNB1 gena, to€nije/ deleciju treCeg egzona ovog
gena. Ovaj gen kodira B-katenin, vazan za Wnt/B-katenin signalni put, koji regulira
stani¢nu proliferaciju, odrzavanjeszonacije i jetrenog metabolizma te regeneracije. U
kontekstu ove studije, slabija razvijenost te “bazalno” pojaCana aktivnost Wnt/B3-katenin
signalizacije predstavljaju ograniéenje tumacenja metaboliCkih procesa u HepG2 s

obzirom na in vivo procese.

Na proteomskoj razini, Sto je posebno znafajno za ovu i ostale eksperimentalne
farmakolo$ke studije, unato€ o€uvanoj ekspresiji jetreno specifi¢nih proteina kao $to je
albumin, ekspresija citokrom P450 gena je izrazito niska, odnosno aktivnost citokrom
P450 enzima kljucnih za metabolizam lijekova u jetri, izrazito je slaba. Izrazito je vazno
napomenuti da u ovoj studiji, ova karakteristika HepG2 stanica, nije zna€ajna, zbog
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farmakokinetiCkih svojstava semaglutida Ciji se uc€inak ispitivao. Ovaj peptidni hormon
i njegovi sintetski analozi razgraduju se proteolitickim enzimima u plazmi, dok citokrom
p450 enzimi i njihova smanjena ekspresija u razliCitim staniCnim linijjama moze biti

znacajna za lijekove koji se opsezno ili gotovo u potpunosti metaboliziraja ujetri.

Oleinska kiselina odabrana je kao poticatelj masnih »promjenas u ' ovem
eksperimentalnom modelu jer je u dosadasnjim istrazivanjimaspokazala sposobnost
izazivanja hepatotoksi¢nosti, nakupljanja lipida u hepatocitima te modulacije ekspresije
lipogenih, proupalnih i profibroticnih gena. lako koriStenje ‘samo oleinske kiseline
predstavlja metodolosko ograni€enje u odnosu na‘mjesavinu oleinske i palmitinske
kiseline, brojna istraZivanja potvrduju da je jednako u€inkovita u uspostavi in vitro
modela masne jetre. Dodatno, varijacije u omjerima razli€itih masnih kiselina mogu
mijenjati ravnotezu izmedu protektivnih i toksi€nih ucinaka, Sto moze, smanijiti

pouzdanost i reproducibilnost modelarte otezati interpretaciju rezultata 6869,

S obzirom na opterecenje zdravstvenog sustava MASLD-om i progresivnimyoblicima
bolesti, potrebno je intenzivirati' istrazivanja koja za cilj imaju pronalazenje
odgovarajucih farmaketerapijskih,opcija za lijeCenje, alini za prevencijurove bolesti.
Ovim istrazivanjem prou€it ¢e se‘izravna uloga i preventivni irterapijski potencijal
semaglutida u’ modelu” MASED-a u kulturi stanica HepG2, u svrhu razumijevanja
molekularnih “mehanizama kojima bi semaglutid eventualno ostvario ucinak u

prevenciji i sprecavanju napredovanja MASLD+<a.
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2. Hipoteza

Semaglutid smanjuje akumulaciju lipida, oksidacijski stres i oStecenje stanica HepG2

djelujuéi na izrazaj gena i proteina uklju€enih u procese lipogeneze, homeostaze lipida,

disfunkcije mitohondrija, profibrotiCkih i proupalnih procesa u stani odelu
MASLD-a.
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3. Ciljevi istrazivanja
Cilj ovog istrazivanja je istraziti uCinak semaglutida u prevenciji nastanka steatoze i

eksperimentalnoj farmakoterapiji blazih oblika steatoze na stani€nom modelu masne

jetre.
Specificni ciljevi:
1. Uspostaviti model steatoze u kulturi zlo¢udno promijenjenih hepatocita Covjeka,

HepG2, inkubiranjem stanica oleinskom kiselinom.

2. Izmjeriti ucinak oleinske kiseline te preventivni i Aterapijski uc¢inak tretmana

semaglutidom u modelu masne jetre odredivanjem prezivljavanja HepG2 stanica.

3. Izmjeriti uCinak oleinske kiseline te preventivni T terapijski ucinak tretmana

semaglutidom u modelu masne jetre na smanjenje opsega steatoze.

4. Mjerenjem razine triglicerida procijeniti. uCinke semaglutida na nakupljanje masti u

HepG2 stanicama.

5. Odrediti preventivni (i terapijski u€inak tretmana semaglutidom nayrazinu gena
(PPAR-y, PPAR-a, MTTR, TGF-3, TNF-a) i istoimenih proteina ukljucenih u lipogenezu,
homeostazu lipida, mitohondrijsku disfunkciju, profibrotic¢ke“i proupalne procese u

modeluymasne jetre.
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4. Materijali i metode

4 1. Kultivacija stanica i nasadivanje stanica u eksperimentalne mikroplo€ice

HepG2 stanice (ATCC, USA) komercijalno su pribavljene te nakon odmrzavanja
primarno nasadene u petrijeve zdjelice promjera 100 mm, u mediju § hiskom
koncentracijom glukoze (DMEM, od eng. Low Glucose Dulbecco ‘Modified Eagle
Medium), (Capricorn Scientific GmbH, Njemacka). DMEM je obogaéen s 10%fetalnog
govedeg seruma (FBS, eng. Fetal Bovine Serum), (Capricorn Scientific GmbH,
Njemacka) i 1% otopine antibiotika penicilin/streptomicin (Capricorn.Scientific GmbH,
Njemacka). Zatim su odrZzavane u logaritamskoj/fazi rastando dostizanja 70-80%
konfluencije u inkubatoru na 37 °C u vlaznoj atmosferi/s 5% CO,. Ostale komponente

medija za uzgajanje dostupne su u Tablici 1.

Tablica 1. Komponente medija za uzgoj HepG2 stanica.

Komponenta Koncentracija (mg/L) Kategorija

Glicin 30,0 Aminokiseline
L-Arginin HCI 84,0 Aminokiseline
L-Cistin 2HCI 62,57 Aminokiseline
L-Glutamin 584,0 Aminokiseline
L-Histidin HCI H,O 42,0 Aminokiseline
L-I1zoleucin 105,0 Aminokiseline
L-Leucin 105,0 Aminokiseline
L-Lizin HCI 146,0 Aminokiseline
L-Metionin 30,0 Aminokiseline
L-Fenilalanin 66,0 Aminokiseline
L-Serin 42,0 Aminokiseline
L-Treonin 95,0 Aminokiseline
L-Triptofan 16,0 Aminokiseline
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L-Tirozin 2Na 2H,0

L-Valin

Kolinklorid

D-Kalcijev pantotenat

Folna kiselina
Mio-inozitol
Nikotinamid
Piridoksal HCI
Riboflavin
Tiamin HCI
CaCl, 2H,0
Fe(NO3)3 9H20
KCI

MgSO, 7H,0
NacCl

NaHCO;
NaH,PO, 2H.,0

D-Glukoza

Fenol crvena natrijeva sol

Natrijev piruvat

103,79

94,0

4,0
4,0

4,0

7,2

4,0

4,0

0,4

4,0
265,0
0,1
400,0
200,0
6400,0
3700,0
141,73
1000,0
15,9

110,0

Aminokiseline

Aminokiseline

Vitamini
Vitamini

Vitamini
Vitamini
Vitamini
Vitamini
Vitamini
Vitamini
Anorganske soli
Anorganske soli
Anorganske soli
Anorganske soli
Anorganske soli
Anorganske soli
Anorganske’soli
Ostale komponente

Ostale komponente

Ostale komponente

Nakon dostizanja konfluencije.od 70-80%, u petrijeve zdjelice je dodano 2 mL tripsina

(Capricorn Scientific GmbH, Njemacka) te nakon 4 minute u inkubatoru na 37 °C u

vlaznoj atmosferi s 5% CO2, HepG2-stanice odlijepljene su koriste¢i 0,25% Tripsin-
EDTA (Sigma Aldrich, SAD)'i eentrifugirane 5 minuta na 1000 RPM. Zatim su stanice

resuspendirane u DMEM-u bez FBS-a, prebrojane Neubauerovom komoricom i

nasadene u gustoci ~1.56 x 10° stanica/cm? u mikrotitarske ploCice s 96, 24 i 6 jazica,

ovisno o eksperimentu. Kako bi se postigla jednaka konfluencija stanica u svim

mikrotitarskim plogicama, koristen je Thermo Fischerov protokol 70, a izradun je vidljiv

u Tablici 2. Svi eksperimenti provedeni su u triplikatima.
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Tablica 2. Gusto¢a nasadivanja HepG2 stanica u mikroplocice.

Mikrotitarska Povrsin Volumen Broj Broj Broj
plocica a jazice suspenzije stanica/ stanica/ stanica/m
(cm? u jazici cm? jazici L
(mL)
96 jaZica | 0,32 0,1 1,56 x 10° 5,00 x 10* 5,00 x 10°
24 jazice | 1,9 0,5 1,56 x 1057,2,97 %.1054 5,94 x 10°
6 jaZice | 9,6 2,0 1,56 x 105 1,50 x 106 7,50 x 10°

4.2. Uspostava dva eksperimentalna.modela MASLD-a

U ovoj studiji uspostavljena su dva modelaMASLD-a: terapijski i preventivni model. U
oba modela stanice su nasadene na eksperimentalne mikroplo€ice na 24 sata. U,svrhu
uspostave terapijskog modela, hakon 24 sata u inkubatoru, u logaritamskoj fazi rasta,
istovremeno su tretirane patoloskim induktorom “(oleinskom kiselinom) i
farmakoterapeutikom (semaglutidom) te ponovno inkubirane u periodu od 24 sata,
nakon €ega su se’ proveli eksperimenti. U svrhu/uspostave preventivnog modela,
nakon 24 .sata wu_inKubatoru, u logaritamskoj ‘fazi rasta, stanice su tretirane
farmakoterapeutikom (semaglutidom), inkubirane\24 sata, a nakon toga tretirane su
patoloskim induktorom (oleinskom kiselinom) te ponovno inkubirane u periodu od 24

sata, nakon €egasu se proveli eksperimenti.

4 3. Odredivanje koncentracije oleinske kiseline za uspostavu optimalnog terapijskog
ipreventivnog stani¢nog modela MASLD-a u stanicama HepG2

Pregledom literature %869 medu uobiCajenim koncentracijama oleinske kiseline koje se
koriste na HepG2 stanicama“u istraZzivanju MASDL-a i postiZzu steatogene ucinke,
odabrane su tri koncentracije za testiranje — 0,5 mM, 1 mM i 1,5 mM, kako bi se

postigao odrziv model MASLD-a.

Nakon subkultiviranja HepG2-stanica u mikroploCice, testirane su tri koncentracije
oleinske kiseline za uspostavu MASLD modela inkubacijom HepG2-stanica oleinskom

kiselinom tijekom 24 sata. Stock otopina 100 mM oleinske kiseline pripravljena je u
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koristec¢i 0,06 mg natrijevog oleata (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD) u 1200 yL 70%-
etanola i 800 uL FBS-a. Radna otopina od 0,5 mM, 1 mM i 1,5 mM pripravljena je
razjedivanjem osnovne otopine 10 uL, odnosno 20 pLi30 yL s 1990 uL, odnosno 1980
pL i 1970 yL DMEM-a koji sadrzi 1% otopinu penicilina/streptomicina. Ad svrhu ovog
preliminarnog eksperimenta za terapijski model, HepG2 stanice hasadene 'su u
mikrotitarsku plocicu s 96 jazica u gustoéi 1,56 x 10° stanica/cm?. Nakon uklanjanja
medija, stanice su tretirane radnim otopinama oleinske kiseline u koneentracijama od
0.5 mM, 1 mMi 1.5 mM, te odgovaraju¢im radnim otopinama ‘otapala (0,5%, 1% i 1,5%
otapala u DMEM-u; etanol:FBS = 3:2), koje su sluzile kao negativna kontrola. Nakon
24 sata u inkubatoru, provedeni su eksperimenti. Postupak za preventivni model
razlikuje se samo u tome Sto je stanicama 24 sata nakon/nasadivanja promijenjen
samo medij, a nakon joS 24 sata u inkubatoru'doedana je oleinska kiselina, odnosno,

otapalo.

Optimalna koncentracija oleinske kiseline:koja se koristila u daljnjim eksperimentima
odredila se procjenom ucinka oleinske Kiseline kako bi se, postizanjem ravnoteze
izmedu citotoksiCnosti i stanicnog prezivljenja, uspostavio odrziy model istrazivanja za

daljnje eksperimente. U svrhu odabira optimalne koncentracije koristio se MTS test.

4.4. Tretman stanica‘semaglutidom u preventivnom iterapijskom modelu MASLD-a

Nulti dan’ eksperimenta‘stanice su nasadene u opisanoj gustoci u plocCice sa 96 ili 6
jazica (ovisno, o eksperimentu), u DMEM-u s 1%=thom otopinom penicilina i
streptomicina. Nakon 24 sata inkubacije, U logaritamskoj fazi rasta HepG2 stanica,
mikroskopski je utvrdena konfluencija od, ~70% te provedena indukcija steatoze i/ili
tretman semaglutidom, ovisno o modelu." Zatpripremu stock otopine semaglutida
karisten je komercijalni pripravak semaglutida Ozempic® (Novo Nordisk) od 1 mg u
obliku bistre i bezbojnegizotonicne,otopine (pH = 7,4). Jedna napunjena brizgalica
sadrZi 4 doze od 1 mg semaglutida/otopljenih u 0,74 mL otopine po dozi, Sto odgovara
koncentraciji od 1,351 mg/mL."Na temelju poznate molekularne mase semaglutida
(4113,58 g/mol) izraCunata je masa potrebna za pripremu stock otopine od 10 000 nM
semaglutida. Za pripremu 1 mL stock otopine semaglutida, izmjereno je 30,45 pL
Ozempica i razrijedeno s 969,55 yL DMEM-a do konac¢nog volumena od 1 mL, §to je
dalje razrijedeno DMEM-om do radnih otopina od 2, 5, 10i 20 nM. S obzirom na manjak

in vitro studija koje su istrazivale ucinke semaglutida, fizioloSke i farmakoloSke
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koncentracije semaglutida u in vitro modelima nisu dovoljno potkrepljene. Stoga su

koncentracije semaglutida prilagodene i odabrane prema koncentracijama liraglutida

u in vitro modelu masne jetre 7'. Stock i radna otopina oleinske kiseline od 1 mM

pripavljena je kako je opisano.

Terapijski model uspostavio se istovremenim tretiranjem stanica oleinskom kiselinom

u koncentraciji 1 mM i semaglutidom u koncentracijama od 2, 5310 20 nM uperiodu

od 24 sata. Preventivni model uspostavio se 24-satnim izlaganjem stanica semaglutidu

u koncentraciji od 2, 5, 10 i 20 nM, a zatim tretiranjem oleinskom kiselinom u

koncentraciji 1 mM. Stanice su inkubirane otopinama u inkubatoru na 37 °C u vlaznoj

atmosferi s 5% CO,. Postavke eksperimenta za'terapijski i preventivni model detaljno

su opisane u Tablici 3 i Tablici 4.

Tablica 3. Uspostava terapijskog modela MASLD-a.

DAN O DAN 1 DAN 2
DMEM DMEM
DMEM DMEM+ OTAPALO*
DMEM DMEM + SEMAGLUTID (20 nM)
DMEM DMEM#1 mM OLEINSKA

KISELINA**
DMEM DMEM + 1 mM OLEINSKA KISELINA

+2 nM SEMAGLUTID

EKSPERIMENT

DMEM DMEM + 1 mMOLEINSKA KISELINA

+5nM SEMAGLUTID
DMEM DMEM + 1 mM OLEINSKA KISELINA

+ 10 nM SEMAGLUTID
DMEM DMEM +4"mM OLEINSKA KISELINA

+ 20 nM SEMAGLUTID

*negativna kontrola, **pozitivha kontrola
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Tablica 4. Uspostava preventivhog modela MASLD-a.

DAN 0 DAN 1 DAN 2 DAN 3
DMEM PROMJENA DMEM-a PROMJENA
DMEM-a
DMEM PROMJENA DMEM-a DMEM + 1 mM
OLEINSKA
KISELINA*
DMEM DMEM + SEMAGLUTID | DMEM**
(20 nM)
DMEM PROMJENA DMEM-a DMEM + 1 mM
OLEINSKA
KISELINA
DMEM DMEM + 2 nM DMEM + 1 mM
SEMAGLUTID OLEINSKA KW
KISELINA
DMEM DMEM + 5 nM DMEM + 1 mM
SEMAGLUTID OLEINSKA
KISELINA
DMEM DMEM + 10 nM DMEM +1 mM
SEMAGLUTID OLEINSKA
KISELINA
DMEM DMEM + 20 nM DMEM + 1 mM
SEMAGLUTID OLEINSKA
KISELINA

*negativna kontrola, **pozitivna kontrola
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4.5. Mjerenje stanicnog prezivljenja u oba modela istrazivanja

MTS test

Uc€inak semaglutida na stani¢no prezivljenje odredio se komercijalno dostupnim MTS
reagensom CellTiter 96® AQueous One Solution (Promega, Madison, USA) kojisadrZi
tetrazolijev  spoj MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolij]. Nakon dodavanja 20 yL MTS reagensa u eksperimentalne
jazice, u prisutnosti NADH ili NADPH metaboli¢ki aktivnih stanica, MTS 'se reducira u
ljubiCasti formazan, Ciji se intenzitet zatim mjeri na 490.nm pomocu CitaCa mikrotitarskih
ploCica (iMarkTM Microplate Absorbance Reader; Bio-Rad, SAD). Vrijednosti
apsorbancije proporcionalne su koli€ini (proizvedenog’ formazana, odnosno

metabolickoj aktivnosti HepG2 stanica.
Vizualizacija DNA stanica Hoechst bojom

Stanicno prezZivljenje takoder je yvizualizirano bojenjem Hoechst 33342 bojom (Thermo
Fisher Scientific), nuklearnim markerom zivih stanica koji se veZe na DNA, specificno
adenin/timin regije, zbog €ega boja lako prodire u DNA te se na UV svjetlu vizualizira
kao plava boja. Radna otopina pripremljena je razriedivanjem 10 mg/mL Hoechst
33342 otopine 4:2000,u PBS-u kako bi se dobila konacna koncentracija od 5 pg/mL.
Nakonhtretmana udmikroploCicama s 96 jaZica, prema _instrukcijama proizvodaca,
stanice suhprekrivene otopinom i inkubirane 5 — 10.minuta na sobnoj temperaturi,
zastiCene od svjetlosti te su odmah bile vizualizirane pomocu fluorescentnog
mikroskopal EvosM3000 (Thermo Fisher Scientific lnc., SAD) s DAPI setom filtera.
Vazno.je naglasitidda Hoechst boja DNA | zdrave i apoptotiCne stanice. Zdrave stanice
pokazuju ravnomjerno rasporedenu plavu boju‘unutar okrugle jezgre. U apoptoticnim
stanicama kondenzacija kromatina i morfoloSke promjene jezgre pokazuju vece
koncentracije boje na manjem podrucju, Sto rezultira znatno svjetlijom, jace plavom

fluorescencijom obi¢no u obliku intenzivnih nakupina boje.

4.6. Mjerenje u€inaka semaglutida na nakupljanje lipida

Kvalitativna analiza i kvantifikacija akumulacije lipida u HepG2 stanicama provedena
je bojenjem Oil Red O bojom 2. Stock otopina pripremljena je otapanjem 0,5 g boje
Oil Red O (Sigma Aldrich, SAD) u 200 mL izopropilnog alkohola i inkubacijom na 56

°C tijekom 1 sata, nakon Cega je slijedilo hladenje na sobnu temperaturu. Radna
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otopina svjeze je pripremljena na dan upotrebe mijeSanjem stock otopine s
destiliranom vodom u omjeru 6:4, ostavljajuci otopinu da odstoji najmanje 15 minuta
kako bi se neotopljena boja precipitirala. Otopina je zatim filtrirana kroz filter papir i

drzana na sobnoj temperaturi do bojenja.

Nakon provedenog tretmana, stanice su isprane natrijevim fasfatnim puferom (PBS,
eng. Phosphate sodium buffer, Sigma Aldrich, SAD), fiksirane 10%-tnim formalinom u
ploCici s 24 jazice te nakon fiksacije jo$ jednom isprane PBS-om kako,bi se uklonila
eventualna fenol crvena boja medija. Zatim su paZljivo isprane sa 60%-tnim
izopropilnim alkoholom te je dodan 1 mL radne otopine Oil Red O po jazici. Stanice su
inkubirane u otopini 15 minuta na sobnoj tempeératuri,fuz mikroskopsko promatranje
kako bi se sprijeCilo taloZzenje boje. Nakon bojenja, stanice su isprane sa 60%-tnim
izopropilnim alkoholom, a zatim s PBS-om kako bi se uklonio eventualni viSak boje.
Obojene stanice su uslikane koristeéi,fluorescentnimikroskop EvosM3000 (Thermo

Fisher Scientific Inc., SAD) na 10% pove¢anju.

Za kvantifikaciju, Oil Red ©rboja ekstrahirana je iz stanica inkubacijom stanica s:1 mL
izopropilnog alkohola tijekom 5'minuta. Sadrzaj je otpipetiran i centrifugiran.na 2300 x
g tijekom 1 minute, a zatim se 100 uL supernatanta otpipetiralo usplocCice s 96 jazica

za kolorimetrijsko ocCitanje na €itacu mikroplocica na 490mnm.

4.7. Procjena ucinka semaglutida na metabolizam triglicerida

Ucinak semaglutida na metabolizam trigliceriday procijenjen je mjerenjem razine
triglicerida 'koristenjem komercijalno “dostupnog kompleta Triglyceride GPO-PAP
(Greiner,-Njemacka) prema instrukcijama proizvodaca. Nakon tretmana, reagens je
dodan uzorcima, nakon Cega je slijedila inkubacija od 10 minuta na sobnoj temperaturi.
Zatim je promjena boje ocitana, na mikroploCicama s 96 jaZica pomodéu Ccitaca
mikroploCica na 490 nM. Enzimska reakcija rezultira stvaranjem crvene kinoniminske

boje. Intenzitet razvijene boje izravno je proporcionalan koncentraciji triglicerida.

4.8. Mjerenje koncentracije reduciranog glutationa (GSH) u stanicama.

Koncentracija GSH u lizatima stani€ne kulture ¢e se odredila se koriStenjem Glutation
Assay Kit (Sigma-Aldrich, SAD) prema uputama proizvodaca. Nakon tretmana u
mikroploCicama sa 96 jazica, uklonio se medij, stanice su isprane PBS-om, pazljivo

odljepliene strugaem stanica, a suspenzija je otpipetirana u tubice od 2 mL te
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centrifugirana na 600 x g. Supernatant je otpipetiran, a iz tubica je otpipetirano 40 uL
stani€nog taloga koji je prebacen u mikrotubicu. Stani¢nom talogu dodano je 5%-tne
otopine 5-sulfosalicilne kiseline (SSA) u omjeru 3:1 (SSA:talog stanica). Stani¢na
suspenzija je zatim podvrgnuta dvama ciklusima smrzavanja i odmrzavanja,pomocu
teku¢eg duSika i termalnog shakera na 37 °C, nakon Cega je slijedila /-minutna
inkubacija na 2 — 8 °C. Ekstrakt je centrifugiran na 10000 x g tijekom 10'minuta kako
bi se uklonili istaloZeni proteini. Dobiveni supernatant koristen je kao uzorak stani¢nog
lizata za ispitivanje koncentracije glutationa. Stock i radne otopine reagensa,
pripremljene su prema uputama proizvodaca te se dobila reakcijskaotopina opisana u
Tablici 5.

Tablica 5. Reakcijska otopina za odredivanje koncentracije‘glutationa.

Komponenta Konacna koncentracija
Kalijev fosfatni pufer, pH 7,0 95 mM

EDTA 0,95 mM

NADPH 0,038 mg/mL (48 pM)
DTNB 0,031 mg/mL
Glutation reduktaza 0,145 U/mL
5-sulfosalicilna kiselina 0,24 %

U mikreploCicama s 96 jaZica, multikanalnem pipetom dodano je 20 pL supernatanta i
150 pL reakcijske otopine. 5 %,0topina 5-sulfosalicilne kiseline sluZila je kao blank, a
pripremljena GSH standard otopina kao standard. Uzorci su inkubirani 5 minuta na
sobnoj temperaturi, nakon\Cega je dodano 50 pL razrijedene NADPH otopine te
ponovno izmijeSano pipetiranjem. Apsorbancija je zatim o€itana spektrofotometrijski
pomocu Citata mikroplocCica pri 415 nm. Iz vrijednosti dobivenih &itatem izracunate su
koncentracije glutationa u nmol/mL koriste¢i formulu: nmol/mL (GSH) = AA (uzorak) /

(AA/(standard) x volumen).
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4.9. Odredivanje razine proteina ukljucenih u patofiziologiji MASLD-a (PPAR-y, PPAR-
a, MTTP, TGF-B, TNF-a):

Razina proteina odredila se koristeéi enzimsko-imunokemijsku metodu (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay — ELISA), komercijalno dostupnim setovima: Human
PPAR-alpha ELISA Kit, Human PPAR-gamma ELISA Kit, Human MTTP ELISA Kit,
Human TGF-beta, Human TNF-alpha (ELK Biotechnology, ‘SAD). Stani¢ni lizati
pripremili su se prema uputama proizvodaa, metodom zamrzavanja i otapanja.
Apsorbancija se mijerila koristenjem citaCa mikroplocica, a koncentracije’ (u ng/mL ili

pg/mL) su izraCunate pomocu standardnu krivulje.

4.10. Odredivanje razine ekspresije gena uklju€enih u patofiziologiju MASLD-a

4.10.1. Izolacija ukupne RNA iz HepG2 stanica

U svrhu odredivanja razine ekspresije/gena, stanice su nasadene u mikroplecCice sa6
jazica. Eksperimenti su provedeni u triplikatima. Za izolaciju ¢{RNA, koristio se
NucleoZOL reagens (Macherey-Nagel, Njemacka). Prema uputama proizvodaca,
nakon tretmana, uklonio se medij iz svih jaZica te je dodan1 mL/NuceloZOL-a. Stanice
su se pazljivo odlijepile strugacem stanica te prikupile u.mikrotubicu od 2 mL. Dodano
je 400> uyL vodesbez 'RNaza (Thermo Fisher Scientific, SAD). Mikrotubice su
promuckane 10-15,sekundi te inkubirane na sobnoj temperaturi 15 minuta, a zatim su
centrifugirane 15 minuta na 12000 x g na«4 °C. 1. mL supernatanta koji sadrzi RNA
pipetom je ddvojen u novu mikrotubicued 2 mLte je dodano 1 mL izopropanola. Nakon
inkubacije.od 10 minuta na sobnoj temperaturi, otopina je centrifugirana 10 minuta na
12000 x g. Dobiveni precipitat RNA dva puta‘jeiispran sa 75%-tnim etanolom te je RNA
otopljena i vorteksirana u 400 yk vode bez RNaza (Thermo Fisher Scientific, SAD).
Nakon zavrSenog protokola izolacije,izmjerena je koncentracija RNA i CistoCa uzoraka

pomocu nanofotometra (Implen, Njemacka).

Za dodatno prociS¢avanje RNA uzorka od kontaminirajuce DNA, uzorci su tretirani
DNaza enzimom Kkoriste¢i komercijalno dostupan set RQ1 RNase-Free DNase
(Promega, SAD) prema uputama proizvodaCa. Potom je osigurana jednaka
koncentracija RNA u svim uzorcima. Na prethodno ohladenom stalku za PCR tubice,
u PCR tubici pripljemljena je otopina koja je sadrzavala 8 yL RNA uzorka, 1 yL 10X

DNaza reakcijskog pufera i 1 yl DNaza enzima. Zatim je reakcijska otopina inkubirana
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30 minuta na 37°C. Nakon toga, dodano je 1 yl RQ1 DNase Stop Solution otopine te
je otopina inkubirana 10 minuta na 65°C. Nakon provedenog protokola konacni

volumen svakog uzorka je iznosio 11 ul.

4.10.2. Reverzna transkripcija

Za reverznu transkripciju izolirane RNA u cDNA, koristio se komercijalno dostupan set
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fischer Sgcientific, SAD).
Prema uputama proizvodaca i izraCunu potrebnih réakcija pripravljena je reakcijska

smjesa opisana u Tablici 6.

Tablica 6. Sastav reakcijske otopine po uzorku za reverznu transkripciju.

Reagensi Volumen
10X RT pufer 2 uL
25X dNTP smjesa (100 mM) 0,8 uL
10X RT smjesa pocetnica 2L
MultiScribe™ reverzna transkriptaza 1 uL
Inhibitor RNaza 1 uL
Voda.bez RNAza 2,2 Ul
Ukupni yolumen otopine 9 uL

Zatim je 9 yL reakeijske otopine pipetirano u PCR tubice, promjeSano pipetiranjem te
lagane, centrifugirano. Postavke za reverznu transkriptazu opisane su u Tablici 7,
prema instrukcijama proizvodaca. Reakcijskasotopina i pipetiranje otopine je radeno

karisteci prethodno ohladeni (-20,stupnjeva) stalak za PCR tubice.

Tablica 7. Postavka ciklusa reverzne transkripcije.

Postavka Ciklus 1 Ciklus 2 Ciklus 3 Ciklus 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Vrijeme u minutama 10 120 5 o
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4.10.3. Kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

Kvantitativna lan€ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl. Real-Time

Polymerase Chain Reaction, gRT-PCR) provela se koristenjem uredaja QuantStudio™
5 (Thermo Fisher Scientific, Inc., SAD) i fluorescentnom bojom ORA™ gPCR Green
ROX L Mix (highQu GmbH, Germany) koja se ocitava na SYBR"Green. Sastav

reakcijske otopine i postavke uredaja opisane su u Tablici 94 Tablici, 10, akoristene

poCetnice i njihov izvor navedene su u Tablici 8. Pripremljena reakcijska otopina

volumena 20 ulL pipetirana je u PCR mikrotitarske plo€ice s 96 jazica, minimalno u

triplikatima.

Tablica 8. PocCetnice za qPCR analizu.

Gen Skracéenica Forward (F) primer Reverse (R) primer

Beta - | ACTB CACCATTGGCAATGAGCGGTTC AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT
Actin

PPAR | PPARG CCAGAAGCCTGCATTTCTGC CACGGAGCTGATCCCAAAGT
gama

PPAR | PPARA AACCCATGACACCETECGTCTA CAAGCTACTGTCCTGGGCTT
alfa

MTTP | MTTP TTGTICTGAAGAGGGTCACTCC ACAGTGGCTETGGAAGACCT
TNF TNF CACAGTGAAGTGCTGGCAAC ACATTGGGTCCCCCAGGATA
alfa

TGF TGFB1 TGGTGGAAACCCACAACGAA AGAAGTTGGCATGGTAGCCC
beta 1

Tablica,9..Sastav reakcijske otopine za gRT-PCR (ukupni volumen 10 pL)

Kencentracija / opis Volumen po reakciji (uL)
ORA™ gPCR Green ROX | ORA™ gPCR Mix, 2X 5
L Mix (2x)
Forward pocetnica Konacna koncentracija | 0,3-0,4
300-400 nM
Reverse pocetnica Konac¢na koncentracija | 0,3-0,4
300-400 nM
cDNA UZORAK <100 ng 2,5
Voda bez RNAza Do konacnog volumena do 10,0
UKUPNO 10,0
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Tablica 10. Program qRT-PCR reakcije.

Temperatura (°C) Vrijeme Broj ciklusa
PocCetna aktivacija | 95 2 min 1
Denaturacija DNA | 95 5s 40
Nalijeganje 60-65 30s 40
pocetnica/sinteza

Podaci dobiveni koristenjem racunalnog programa’ QuantStudioReal-Time PCR

(verzija 2.1; Thermo Fisher Scientific, Inc.), dobiveni suu obliku Ct vrijednosti (engl.

cycle treshold). Ct vrijednost je kljuéna za izradunavanje relativne promjene ekspresije

gena koristenjem metode AACt. Za ovu metodu potreban je i housekeeping gen kao

referentni gen, a u ovom eksperimentu koristenje [B-aktin. Relativha  promjena

ekspresije gena ovom metodom raéuna se prema vrijednostima i primjeru,u Tabliei 11.

Tablica 11. lzraCunavanje relativne promjene ekspresije gena koriStenjem, AACt

metode.
ACt CtCOI- CtHKG
AACt ACtTRET _ ACt KNTRL
27-(AACY) relativna promjena<ekspresije gena u tretiranim
skupinama s ebzirom na kontrolnu skupinu

*GOI' = gen od interesa, HKG = housekeeping gen; TRET = tretirana skupina, KNTRL

= kontrolna, netretirana skupina

STATISTICKE METODE
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Normalnost raspodijele kontinuiranih varijabli testirali su se Shapiro-Wilkovim testom.
Kontinuirani podatci opisani su aritmetiCkom sredinom i standardnom devijacijom ili
medijanom i granicama interkvartiinog raspona, ovisno o normalnosti raspodjele.
Razlike kontinuiranih varijabli izmedu dvije nezavisne skupine testirale su se
Studentovim t-testom, ukoliko varijable slijede normalnu sazdiobu, a U “ostalim
slu¢ajevima Mann Whitney U-testom, uz iskazanu razliku i 95% raspon pouzdanosti.
Razlike kontinuiranih varijabli izmedu tri i viSe nezavisnih/skupina testirale su se
jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) ili Kruskal-Wallisovim-testom, u ovisnosti
o normalnosti raspodjele (uz post hoc test Tukey-Kramer) 73."Sve P-vrijednosti su
dvostrane. Razina znacajnosti postavila se na a_(alpha)/= 0.05:Za statistiCku analizu
koristio se statisticki paket MedCalc® Statistical Softwarewversion 23.1.7 (MedCalc
Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2025). dzvjeS¢e o
provedenom istraZivanju nacinilo se prema smjernicama za izvjeStavanje rezultata

istrazivanja u biomedicini i zdravstvu 4.
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5. Rezultati

5.1. Terapijski model MASLD-a

5.1.1. Procjena ucinka razliCitih koncentracija oleinske kiseline na stani€éno prezivljenje
MTS testom

StatistiCki znaCajne razlike MTS testom uoCene su izmedu ©dgovarajucin negativnih
kontrola i oleinske kiseline u koncentracijama od 1 mM (Studentov t test, P = 0,017) i
1,5 mM (Studentov t test, P= 0,004), dok pri 0,5 mM razlike nisu bile statistiCki
znacajne (Tablica 12).

Oleinska kiselina u koncentraciji 0,5 mM nijeypostigla znacajnu citotoksi¢nost, dok je
oleinska kiselina u koncentraciji 1,5 mM postigla izrazito snaznu citotoksi¢nost.

Odabrana je oleinska kiselina u koncentraciji 1 mM'za daljnje istrazivanje.

Tablica 12. Uc€inak razli€itih koncentracija  oleinske kiseline na stani¢no prezivljenje u

terapijskom modelu.

Aritmeticka . ) 95 % raspon .
sredina (SD) Razlika pouzdanosti
0,5 mM
OMEM» ofapalo 0.5% 1,874 (0,302)g, ;g 0{792do 0,362 0,360
oleinska kiselina0;5mM 1,659 (0,195) ’ ’ ’ ’
1mM
DMEM +@tapalo 1% 1,647 (0;178)
-0;460 -0,782 do -0,138 0,017
oleinska Kkiselina 1% 1,187 (0,094)
1,5 mM
DMEM + otapalo 1,5% 13843 (0,314) 1180 1796 do -0.634  0.004

oleinska kiselina 1,5 mM 0,663,(0,133)
SD - standardna devijacija; *Studentov t test; Podebljane vrijednosti ozna€avaju statisticki znacajne
razlike. Eksperimenti su provedeniu triplikatima. Podaci su prikazani kao apsolutne srednje vrijednosti
sa standardnom devijacijom (SD).
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5.1.2. Procjena ucinka semaglutida na stanicno preZivljenje

Procjena stani¢nog preZivijenja MTS testom

StatistiCki znaCajne razlike uoCene su izmedu oleinske kiseline i svih ostalih, skupina
(post hoc test Tukey-Kramer, P < 0,05). Oleinska kiselina smanijila je stani¢no
prezivljenje u odnosu na negativnu kontrolu (1,000 vs. 0,557), a,semaglutid u svim
koncentracijama povecao je stani¢no preZivljenje u odnosu na oleinsku kiselinu
(Tablica 13).

Tablica 13. UcCinak razli€itih koncentracija semaglutida na stani¢no preZivljenje u

terapijskom modelu.

Aritmeticka F *
sredina (SD) (stupnjevirslobode)
DMEM 0,909 (0,038)
DMEM + otapalo 1,000 (0,041)
DMEM + semaglutid 0,993 (0,087)
Oleinska kiselina 0,557 (0,162) _ "
2 nM semaglutid 0,977 (0,086) Fa.0=1Q <0.0%
5 nM semaglutid 0,971 (0,092

)
10 nM semaglutid 0,958 (0,085)
)

20 nM semaglutid 0,672 (0,047
SD - standardna devijacija; *ANOVA (post hoc test Tukey-Kramer); Podebljana vrijednost oznaCava
statisti€kinznaCajnu razliku. Eksperimenti su provedeni u triplikatima. Podaci su prikazani kao relativne
srednje vrijednosti sa standardnom devijacijom (SD) promjene stanicnog prezivljenja u odnosu na
negativnu kontrolu.
Tharazini P < 0,05 znacajno se razlikuju: (Oleinska) vs. (svi.ostali); (20 nM semaglutid) vs. (svi ostali)
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Procjena stani¢nog prezivijenja Hoechst bojenjem

Zdrave stanice pokazuju ravhomjerno rasporedenu boju u skupinama DMEM, DMEM

+ otapalo i DMEM + semaglutid. U oleinskoj kiselini znac¢ajno je manje HepG2 stanica

u odnosu na negativnu kontrolu, dok je u skupinama 2, 5, 10 i 20 n glutida
znacajno viSe stanica, no vidljive su intenzivne nakupine ¢boj kt za
apoptotiCne stanice i kondenzaciju kromatina (Slika 3).

Slika 3. Flourescentna mikroskopija Hoechst bojenja HepG2 stanica u terapijskom
modelu.
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5.1.4. Procjena ucinka semaglutida na nakupljanje lipida ORO bojenjem

Procjena nakupljanja lipida kvantifikacijom ORO boje

StatistiCki znaCajne razlike uo€ene su izmedu oleinske kiseline i negativne kontrele, te
oleinske kiseline i 5 nM, 10 nM, 20 nM semaglutida (post hoc test TukeyKramer, P <
0,05). Oleinska kiselina povecala je koli€inu lipida u HepGZ2¢stanicama u odnosu na
negativnu kontrolu, a semaglutid u koncentracijama 5 nM, 10 nM i 20 pM statisticki

znacajno smanijio je nakupljanje lipida u odnosu na oléinsku kiselinu(Tablica 14).

Tablica 14. UCinak semaglutida na nakupljanje lipida u terapijskom modelu.

Aritmeticka F p*
sredina (SD) (stupnjevi slobode)

DMEM 0,867 (0;035)

DMEM + otapalo 1,009/(0,034)

Semaglutid 0,916 (0,043)

Oleinska kiselina 1,720 (0,046) _

2 "M semaglutid 17950086y | 10=2197 50,0011

5 nM semaglutid 1,640 (0,053)

10nM semaglutid 1,360 (0,048)

20 nM semaglutid 1,080 (0,035)

SD - standardna devijacija; *ANOVA (post hoc test Tukey-Kramer);fPodebljana vrijednost oznacava
statistiCki znacajnu razliku. Eksperimenti su provedeni u triplikatima. Podaci su prikazani kao relativhe
srednje vrijednosti sa standardnom devijacijom(SD) promjene nakupljanja lipida u odnosu na negativnu
kontrolu.

Tna razini P < 0,05),znacajno se razlikuju: (5 nM,»10 nM)semaglutid) vs. (svi ostali); (DMEM,
DMEM+semaglutid) vs. (DMEM +otapalo, oleinska kiselina, 2nM;5 nM, 10 nM i 20 nM semaglutid);
(oleinska kiselina, 2nM semaglutid) vs. (DMEM,"DMEM+otapalo, DMEM+semaglutid, 5 nM, 10 nM i 20
nM, semaglutid)
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Mikroskopska analiza nakupljanja lipida ORO bojenjem

U oleinskom kiselinom i semaglutidom u koncentraciji 2 nM, 5 nM tretiranim stanicama
uoCene su znacajno intenzivnije nakupine crveno obojanih lipida u odnosu na ostale

grupe (Slika 4).

Slika 4. Svjetlosna mikroskopija HepG2 stanica obojenih ORO bojom u terapijskom
modelu.
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5.1.4. Procjena ucinka semaglutida na razinu triglicerida GPO-PAP testom

StatistiCki znaCajne razlike uocene su izmedu oleinske kiseline i svih ostalih skupina
(post hoc test Tukey-Kramer, P < 0,05). Oleinska kiselina povecala je razinwtriglicerida
u stanicama u odnosu na negativnu kontrolu, a semaglutid u svim koncentracijama
smanjio je razinu triglicerida u odnosu na oleinsku kiselinu na nacin ovisan 0 dozi
(Tablica 15).

Tablica 15. UCinak semaglutida na razinu triglicerida u terapijskomymodelu.

Aritmeticka F p*
sredina (SD) (stupnjevi(slobode)
DMEM 0,852 (0,128)
DMEM + otapalo 1,000 (0,111)
DMEM + semaglutid 0,889 (0,294)
Oleinska kiselina 6,926((0,449) _ t
2 nM semaglutid 5,704 (0,612) F .16 =481 "
5 nM semaglutid 5,148 (1,326)
10nM semaglutid 4,815 (0,670)
20 nM semaglutid 4,222 (0,222)

SD - standardna dévijacija; *ANOVA (post hoc test Tukey-Kramer); Podebljana vrijednost oznacava
statistiCki znacajnu razliku. Eksperimenti su provedeni u triplikatima. Podaci‘suyprikazani kao relativhe
srednje vrijednosti sasstandardnom devijacijom (SD) promjene razinedriglicerida'u odnosu na negativnu
kontrolu.

Tna razini P < 0,05 znacajno se razlikuju: (DMEM, DMEM-+otapalo, DMEM+semaglutid) vs. (Oleinska
kiselina, 2nM, 5nM;,10 nM i 20 nM semaglutid); (oleinska kiselina) vs. (svi ostali); (2 nM semaglutid) vs.
(DMEM, DMEM+otapalo, DMEM+semaglutid, oleinskakiselina,»20 nM semaglutid)
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5.1.5. Procjena ucinka semaglutida na koncentraciju GSH

StatistiCki znaCajne razlike uo€ene su izmedu oleinske kiseline i 5 nM semaglutida
(post hoc test Tukey-Kramer, P < 0,05), a nije uoCena statistiCki znaéajna razlika
izmedu oleinske kiseline i negativhe kontrole. Oleinska kiselina smanjila je
koncentraciju GSH bez statisticke zna¢ajnosti, a semaglutid u'svim kongentracijama
povecao je razinu GSH u odnosu na oleinsku, bez statistiCkeznacajnosti‘izuzev 5 nM

semaglutida (Tablica 16).

Tablica 16. U€inak semaglutida na koncentraciju GSH u_ terapijskom modelu.

Aritmeticka F p*
sredina (SD) (stupnjevi slobode)

DMEM 196,21 (6,1)

DMEM + otapalo 141,93 (13,6)

DMEM + semaglutid 163,05 (8,3)

Oleinska kiselina 130,66 (11,4) _

2 "M semaglutid 14040 87) 9= 13.19 < 0,00

5 nM semaglutid 175,81(4,04)

10nM semaglutid 148,52 (3,3)

20 nM semaglutid 155,57 (17,5)

SD - standardna devijacija; *ANOVA (post hoc test Tukey-Kramer);, Podebljana vrijednost oznaCava
statistiGki zna€ajnu razliku. Eksperimenti su provedeni u triplikatima. Podaci su prikazani kao apsolutne
srednje vrijednosti sa standardnom devijacijom (SD)'koncentracija GSH uthmol/mL.

Tna razini P.<,0,05 znacajno se razlikuju: (DMEM) vs. (sve ostalo osim /5 nM semaglutid); (DMEM +
otapaloy(2,nM'semaglutid) vs. (5 nM semaglutid); (DMEM + semaglutid; & nM semaglutid) vs. (Oleinska
kisélina)
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5.1.6. Procjena uCinka semaglutida na razine steatogenih, upalnih i profibrotickih
proteina u terapijskom modelu MASLD-a

Ucinci semaglutida na razine proteina PPAR-a

StatistiCki znaCajne razlike uo€ene su izmedu oleinske kiseline i negativne kontrele, te
oleinske kiseline i 10 nM, 20 nM semaglutida (post hoc test Tukey-Kramer, P <'0,05).
Oleinska kiselina povecala je razinu proteina u odnosu na negativhu kontrolu, a
semaglutid u svim koncentracijama smanijio je koncentraciju proteina u odnosu na

oleinsku kiselinu (Tablica 17).

Tablica 17. U€inci semaglutida na razine proteina PPAR-a uterapijskom modelu

Aritmeticka F

sredina (SD) (stupnjevi slobode) Q

DMEM 3,627 (0,661)

DMEM + otapalo 2,164 (0,239)

DMEM + semaglutid 2,605 (0;232)

Oleinska kiselina 3,165 (0,083) ~ +
2 nM semaglutid 2,214 (0,169) F a0 QLS Oy
5 nM semaglutid 2,735 (0,558)

10nM semaglutid 1,619 (0,090)

20 nM semaglutid 1,950 (0,061)

SD - standardna devijacija; "ANOVA (post hoc, test Tukey-Kramer); Podebljana vrijednost oznacava
statisti€kiznacCajnu razliku. Eksperimenti su provedeni u triplikatimanPodaci su prikazani kao apsolutne
srednje vrijednosti sa standardnom devijacijom (SD) koncentracije proteina u ng/mL.

Tna razini P <'0,05 znaéajno se razlikuju: (DMEM)'vs. (DMEM+atapalo, DMEM+semaglutid, 2 nM, 10nM
i 20 ,nM semaglutid)); (DMEM+semaglutid) ws. (10. nM semaglutid); (oleinska kiselina) vs.
(DMEM+otapalo, 10 nM i 20 nM semaglutid); (5 nM semaglutid ) vs. (20 nM semaglutid)
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Ucinci semaglutida na razine proteina PPAR-y

Oleinska kiselina povecala je razinu proteina u odnosu na negativhu kontrolu, a
semaglutid u svim koncentracijama, izuzev 5 nM, smanjio je koncentraciju proteina u

odnosu na oleinsku kiselinu, ali bez statistiCke znacajnosti (Tablica 18).

Tablica 18. U€inci semaglutida na razine proteina PPAR-y u terapijskom modelu

Aritmeticka F p*
sredina (SD) (stupnjevi slobode)

DMEM 4,555 (0,575)

DMEM + otapalo 4,005 (0,229)

DMEM + semaglutid 5,748 (0,485)

Oleinska kiselina 4,808 (1,177) _

2 "M semaglutid 4,029 (1,275) s X

5 nM semaglutid 5,214 (1;911)

10nM semaglutid 2,913 (0,659)

20 nM semaglutid 3,025 (14633)

SD - standardna devijacija; *ANOVA: Eksperimenti su provedeni u triplikatima: Podaci su prikazani kao
apsolutne srednje vrijednosti sa standardnom devijacijom (SD) kon€entracije proteina ung/mL.
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Ucinci semaglutida na razine proteina MTTP

Statisticki znacajne razlike uo€ene su izmedu oleinske kiseline i negativne kontrole, te
oleinske kiseline i 10 nM semaglutida (post hoc test Tukey-Kramer, P < 0,05).
Semaglutid u koncentracijama 5 nM, 10 nM i 20 nM, smanijio je razinu proteina u

odnosu na oleinsku kiselinu, statisti¢ki zna€ajno u koncentacijin10 nM/(Tablica 19).

Tablica 19. UCinci semaglutida na razine proteina MTTP u terapijskom,modelu

Aritmetiéka F p*
sredina (SD) (stupnjevi slobode)
DMEM 8,655 (0,536)
DMEM + otapalo 6,743 (0,339)
DMEM + semaglutid 8,708 (1,038)
Oleinska kiselina 8,825 (1,678) a ¥
2 "M semaglutid 9,508 (3,534) P =43 'R
5 nM semaglutid 7,4834(0,994)
10nM semaglutid 4,044 (1,500)
20 nM semaglutid 5,463 (0,360)

SD - standardna devijacija; *ANOVA (post hoc test Tukey-Kramer); Podebljana vrijednost.oznacava
statistiCki znac€ajnu razliku. Eksperimenti su provedeni u triplikatima."Podacisu prikazani’kao apsolutne
srednje vrijednosti sa standardnem devijacijom (SD) koncentracije proteina u ng/mil:

Tna razini P < 0,05znacajno, se razlikuju: (10 nM semaglutid) vs. (DMEM, DMEM+semaglutid, oleinska
kiselina, 2 nM semaglutid)
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Ucinci semaglutida na razine proteina TNF-a

StatistiCki znaCajne razlike uoCene su izmedu oleinske kiseline i negativne kontrole, te
oleinske kiseline i semaglutida u svim koncentracijama (post hoc test Tukey-Kramer,
P < 0,05). Oleinska kiselina znacajno je povecala razinu proteina<u odnosu na
negativnu kontrolu, a semaglutid u svim koncentracijama zna€ajno je smanjio razinu

proteina u odnosu na oleinsku kiselinu (Tablica 20).

Tablica 20. Uc€inci semaglutida na razine proteina TNF-a u terapijskom modelu

Aritmeticka F p*
sredina (SD) (stupnjevi slobode)
DMEM 1237,282 (34,787)
DMEM + otapalo 1000,069 (38,393)
DMEM + semaglutid  1324,71 (186,107)
. T 1595,406
Oleinska kiselina (36/454) ,
2 nM semaglutid 1140,49.(431043) 1y, | 710 = 34,0 <
. 1336,063
5 nM semaglutid (28,391)
10nM semaglutid 775,927(44,104)

20 nM semaglutid 968,905 (58,067)

SD - standardna devijacija; *ANOVA (post hoc test Tukey-Kramer); Podebljana vrijednost oznacava
statistiCki zna€ajnu razliku. Eksperimenti su provedeni u triplikatima. Podagci su prikazani kao apsolutne
srednje vrijednosti sa standardnom devijacijom (SD) koncentracije'proteina u pg/mL.

Tha razini P <'0,05 znacajno se razlikuju: (oleinska kiselina) vs.(svi.ostali); (DMEM, DMEM+semaglutid,
5 nM semaglutid) vs. ( DMEM-+otapalo, oleinska “kiselina,“10" nM i 20 nM semaglutid);
(DMEM+semaglutid) vs. (DMEM+otapalo; oleinska kiselina, 10 nM i 20 nM semaglutida); (2 nM
semaglutid) vs. (5 nM'semaglutid)
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U¢inci semaglutida na razine proteina TGF-f8

Oleinska kiselina smanijila je razinu proteina u odnosu na negativnhu kontrolu, a
semaglutid u svim koncentracijama smanjio je razinu proteina u odnosu na oleinsku
kiselinu, ali bez statistiCcke znacajnosti. StatistiCki znacajna razlika u raziniproteina
uoceno je izmedu skupine DMEM + semaglutid i DMEM (postthoc test Tukey-Kramer)
(Tablica 21).

Tablica 21. U€inci semaglutida na razine proteina TGF-f3 u terapijskom modelu

Aritmeticka F p*
sredina (SD) (stupnjevi slobode)
859,669
DMEM (149.854)
DMEM + otapalo 518,033 (18,334)
: 758,961

DMEM + semaglutid (124.276)
Oleinska kiselina 425,151.(80/567) », F7.16=208 <0,001"
2 nM semaglutid 312,603 (40,154)
5 nM semaglutid 333,384.(56,181)
10nM semaglutid 227,121 (96,682)

20 nM semaglutid 330,248 (27,547)

SD - standardna devijacija; *ANOVA (post hoc test Tukey-Kramer); Podebljana vrijednost oznaCava
statistiCki zna€ajnurazliku. Eksperimenti su provedeni u triplikatima/Podaci su prikazani kao apsolutne
srednje vrijednosti'saistandardnom devijacijom (SD) koncentracijé proteina u pg/mL.

Tna razini,P <'0,05 znac€ajno se razlikuju: (DMEM) vs. (DMEM+otapaloj oleinska kiselina, 2nM, 5 nM,
10,AM i 20 nM semaglutida); (DMEM+otapalo) vs. (DMEM,10.,nM semaglutid); (DMEM+semaglutid) vs.
(oleinska kiselina, 2'aM, 5 nM, 10 nM i 20 nM semaglutid)
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5.1.7. Procjena uCinka semaglutida na razine steatogenih, upalnih i profibrotickih
gena u terapijskom modelu MASLD-a

Ucinci semaglutida na gensku ekspresiju PPAR-a

Oleinska kiselina povecala je gensku ekspresiju PPAR-a u odnosu na mnegativnu
kontrolu, a semaglutid u svim koncentracijama smanjio je koneentraciju proteina u

odnosu na oleinsku kiselinu, no bez statistiCke znacajnosti (Tablica 22).

Tablica 22. U€inci semaglutida na gensku ekspresiju PPAR-a u terapijskom modelu

Aritmeticka F

sredina (SD) (stupnjevi slobode) P
DMEM 0,341 (0,128)
DMEM + otapalo 1,251 (0,984)
DMEM + semaglutid 0,309 (0,066)
Oleinska kiselina 1,959(1,228) a "
2 "M semaglutid 1,011.(0,187) Fa.m=38 '
5 nM semaglutid 1,680 (0,799)
10 nM semaglutid 1,205 (0,653)
20 nM semaglutid 0,525 (0,432)

SD - standardna devijacija; *ANOVA (post hoc test Tukey-Kramer); Podebljana vrijednost oznacava
statistiCki znacajnu razliKu. Eksperimenti su provedeni u triplikatima."Podaci suprikazani kao relativne
srednje vrijednosti'sa standardnom devijacijom relativhe promjene €kspresije U odnosu na negativnu
kontrolu (2-AACt).

Tna razini,P <'0,05 znaéajno se razlikuju: (Oleinska kisélina) vs. (DMEM¢DMEM + semaglutid)
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Ucinci semaglutida na gensku ekspresiju PPARy

Semaglutid u svim koncentracijama statistiCki znacajno je smanjio gensku ekspresiju
PPAR-y u odnosu na oleinsku kiselinu (post hoc test Tukey-Kramer, P < 0,05). Oleinska
kiselina smanijila je gensku ekspresiju PPAR-y u odnosu na negativnu kentrolu, no bez

statistiCke znacajnosti (Tablica 23).

Tablica 23. UCinci semaglutida na gensku ekspresiju PPAR-y u terapijskom modelu

Aritmeticka E p*
sredina (SD) (stupnjévi slobode)
DMEM 0,903 (0,081)
DMEM + semaglutid 0,657 (0,061)
DMEM + otapalo 1,002 (0,072)
Oleinska kiselina 0,816 (0,072) _ +
2 "M semaglutid 0,457 (0;096) F =355 <0.7R
5 nM semaglutid 0,502 (0,097)
10 nM semaglutid 0,569 (0,048)
20 nM semaglutid 0,246 (0,172)

SD - standardna devijacija; *ANOVA(post hoc test Tukey-Kramer); Podebljana vrijednost oznaCava
statistiCki znac¢ajnu razliku. Eksperimenti'su provedeni u triplikatima. Podaci su_prikazani kao relativhe
srednje vrijednosti sarstandardnom devijacijom relativhe promjene ekspresije u-odnosu na negativnu
kontrolu (2-AACt).

Tha razini,P < 0,05 znaéajno se razlikuju: (DMEM, DMEM+otapalo) vs: (2nM, 5nM, 10 nM i 20 nM,
DMEM + semaglutid); (oleinska kiselina) vs. (2nM, 6 nM, 10 nM i 20 nM semaglutida); (2 nM
semaglutid) vsi (20 nMr'semaglutida, DMEM + semaglutid); (20 nM semaglutida) vs. (DMEM +
semaglutid)
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Ucinci semaglutida na gensku ekspresiju MTTP

U odnosu na negativnu kontrolu, oleinska kiselina smanijila je gensku ekspresiju MTTP,
no bez statistiCke znacajnosti. Semaglutid u koncentracijama 5 i 10 nM povecao je, a
u koncentraciji 2 nM i 20 nM smanjio je razinu gena, no bez statistiCke znacajnosti
(Tablica 24).

Tablica 24. UCinci semaglutida na gensku ekspresiju MTTP u terapijskom modelu

Medijan K-W test

(interkvartilni raspon) (stupnjevi-slobode) P
DMEM 1,166 (0,154 - 2,706)
DMEM + otapalo 0,634 (0,281 - 1,379)
DMEM + semaglutid 0,839 (0,216 - 2,072)
Oleinska kiselina 0,312 (0,275 - 0,604)
- K-W (7,27 =5,12 0,65
2 nM semaglutid 0,43540;082 - 1,630)
5 nM semaglutid 0,200 (04114.- 0,401)
10 nM semaglutid 0,11040,105 -0,571)
20 nM semaglutid 1,524(0,255 - 2,792)

*Kruskal Wallisov test. Padebljana vrijednost oznaCava statistiCki znacajnu razliku. “Ekspérimenti su
provedeni u triplikatima. Paedaci su prikazani kao relativne srednje, vrijednosti sa standardnom
devijacijom relativhespromjene ekspresije u odnosu na negativnu kontrolu (2-AACY).
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Ucinci semaglutida na gensku ekspresiju TNF-a

Oleinska kiselina statistiCki znacajno je povecala gensku ekspresiju TNF-a u odnosu
na negativhu kontrolu. Semaglutid u koncentraciji 20 nM statisticki zna€ajno je
poveéao gensku ekspresiju TNF-a u odnosu na oleinsku kiselinu,'a@ semaglutid u
koncentraciji 5 nM i 10 nM statistiCki zna¢ajno smanjio je ekspresiju (post_hoc test
Tukey-Kramer, P < 0,05) (Tablica 25).

Tablica 25. UCinci semaglutida na gensku ekspresiju TNF-a

Aritmeticka sredina F p*
(SD) (stupnjevi slobode)

DMEM 0,724 (0,19)

DMEM + semaglutid 0,296 (0,04)

DMEM + otapalo 1,016 (0,21)

Oleinska kiselina 1,880 (0,20) _ t
2 "M semaglutid 1084 (0,69) F0.20" Q8 w
5 nM semaglutid 0,87571(0,13)

10 nM semaglutid 0,951 (0,11)

20 nM semag|utid 4,422 (0,67)

SD - standardna devijacija; *ANOVA (post hoc test Tukey-Kramer); Podebljana vrijednost oznaCava
statistiCki zna&ajnu,razliku. Eksperimenti su provedeni u triplikatimadPodaci su prikazani kao relativhe
srednje vrijednosti‘sa,standardnom devijacijom relativhe promjene ekspresije u odnosu na negativnu
kontrolug(2-AACH).

Thafrazini'P < 0,05 znacajno se razlikuju: (20 nM semaglutid) vs. (sve ostale vrijednosti); (Oleinska
kiselina) vs. (BMEM, DMEM-+otapalo, 5 nM, 10.aM semaglutid, DMEM + semaglutid)
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Ucinci semaglutida na gensku ekspresiju TGF-L1

Oleinska kiselina smanijila je ekspresiju u odnosu na negativnu kontrolu, a semaglutid
u svim koncentracijama, izuzvev 10 nM, povecao je gensku ekspresiju TGF-B1 u
odnosu na oleinsku kiselinu, statistiCki zna¢ajno u koncentraciji 20 nM«(postihoc test
Tukey-Kramer, P < 0,05) (Tablica 26).

Tablica 26. UCinci semaglutida na gensku ekspresiju TGF-G1

Aritmeticka sredina F

(SD) (stupnjevi slobode) P

DMEM 0,555 (0,05)

DMEM + otapalo 1,002 (0,08)

DMEM + semaglutid 0,389 (0,08)

Oleinska kiselina 0,697 (0,05) _ 1
2 "M semaglutid 0,802.(0,04) Foz=1736 QLN
5 nM semaglutid 1,318 (0,45)

10 nM semaglutid 0,599 (0,07)

20 nM semaglutid 5,884 (0,62)

SD - standardna devijacija; *ANOVA(post hoc test Tukey-Kramer); Podebljana vrijednost oznaCava
statistiCki znac¢ajnu razliku. Eksperimenti'su provedeni u triplikatima. Podaci su_prikazani kao relativhe
srednje vrijednosti sarstandardnom devijacijom relativhe promjene ekspresije u-odnosu na negativnu
kontrolu (2-AACt).

Tna razini,P < 0,05 znaéajno se razlikuju: (20 nM semaglutid) ¥s. (sve.ostale vrijednosti); (DMEM) vs.
(5 nM semaglutid); (6 nM semaglutid) vs. (10 nM, 20 hM semaglutid, Semaglutid)
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5.2. Preventivni model MASLD-a

5.2.1. Procjena ucinka razlicitih koncentracija oleinske kiseline na stani¢nu stanicno
prezZivlienje MTS testom

Statisticki znacCajne razlike uoCene su izmedu svih odgovarajucihhnegativnih kontrola
i oleinske kiseline u koncentracijama od 0,5 mM, 1 mM i 1,5 mM (Studentov't test, p
<0,001).

Oleinska kiselina u koncentraciji 0,5 mM nije postigla znacajnu citotoksi¢nost, dok je
oleinska kiselina u koncentraciji 1,5 mM postigla izrazito snaznu eitotoksi¢nost (Tablica

27). Odabrana je oleinska kiselina u koncentraciji 1 mM za daljnje istrazivanje.

Tablica 27. U&inak razli¢itih koncentracija oleinske kiseline na stani¢no prezivijenje u

preventivnom modelu.

Aritmetic":ka ‘Razlika 95 % raspon N
sredina (SD) pouzdanosti
0,5 mM
DMEM + otapalo 2,263 (0,069)
-0,571 -0,717 do-0,426 <0,001
oleinska kiselina 1,692 (0,059)
1 mM
DMEM + otapalo 2,125 (0,061)
, U -0,955 -1,078 do -0,832 <0,001
oleinska kiselina 1,171 (0,047)
1,5 mM
& =M + Jtardiy 2:480 (0,085) " 571" 1844 do 1,199 <0,001
oleinska kiselina 0,958 (0,182) ’ ’ ’ ’

SD - standardna devijacija; *Studentov t test; Podebljane vrijednosti oznadavaju statisticki zna¢ajne
razlike. Eksperimenti su provedeni triplikatima. Podaci su prikazani kao apsolutne srednje vrijednosti
sa standardnom devijacijom (SD).
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5.2.2. Procjena ucinka semaglutida na stani¢no preZivljenje u preventivnom modelu

Procjena stani¢nog preZivijenja MTS testom

StatistiCki znaCajne razlike uoCene su izmedu oleinske kiseline i negativne kontrole
(post hoc test Tukey-Kramer, P < 0,05). Oleinska kiselina, smanijila je stani¢no
prezivlienje u odnosu na negativhu kontrolu, a semaglutid u svim kongentracijama
povecao je stani¢nu preZivljenje u odnosu na oleinsku kigelinu, alizbez statistiCke

znacajnosti (Tablica 28).

Tablica 28. UcCinak razliCitih koncentracija semaglutida na\ stanicno prezivljenje u

preventivnom modelu.

Aritmeticka F

sredina (SD) (stupnjevi slobode) Q

DMEM 1,008 (0,034)

DMEM + otapalo 1,000 (0,024)

DMEM + semaglutid 0,985 (04,049)

Oleinska kiselina 0,258 (0,034) _ "
2 nM semaglutid 0,270(0,056) F .1 =480 1 Oy
5 nM semaglutid 0,290 (0,054)

10nM semaglutid 0,323 (0,033)

20 nM semaglutid 0,262 (0,023)

SD - standardna devijacija; *ANOVA (post hoc test Tukey-Kramer); Podebljana vrijednost oznacavaju
statisti€kinznacajnu razliku. Eksperimenti su provedeni u friplikatimasPodaci su prikazani kao relativne
srednje vrijednosti sa standardnom devijacijom (SD) promjene stani¢nog prezivljenja u odnosu na
negativnu kontrolu.

Tna razini P </0,05 znacajno se razlikuju: (DMEM, DMEM#+otapaloy DMEM+semaglutid) vs. (oleinska
Kiselina, 2inM, 5 nM, 10 nM, 20 nM semaglutid)
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Procjena stani¢no preZivijenje Hoechst bojenjem

Ravnomjerno rasporedena boja uocCena je u skupinama DMEM, DMEM + otapalo i
DMEM + semaglutid. Dok su u skupinama oleinska kiselina, 2, 5, 10 i 20 nM

anice i

semaglutida uocene intenzivne nakupine boje karakteristicne za apop

kondenzaciju kromatina (Slika 5). \

N\
9.

Slika 5. Flourescentna mikroskopija Hoechst bojenja HepG2 stanica u preventivhom
modelu.
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5.2.3. Procjena ucinka semaglutida na nakupljanje lipida ORO bojenjem u
preventivnom modelu MASLD-a

Procjena nakupljanja lipida kvantifikacijom ORO boje

StatistiCki znaCajne razlike uoCene su izmedu oleinske kiseline i\svihrostalih skupina
(post hoc test Tukey-Kramer, P < 0,05), izuzev 2 nM semaglutida. Oleinskarkiselina
statistiCki znacajno povecala je koliCinu lipida u odnosu na negativnu, kontrolu, a
semaglutid u koncentracijama 5 nM i 20 nM statistiCkiznaéajno smanijio je nakupljanje
lipida u stanicama u odnosu na oleinsku kiselinu, dok je w koncentraciji 10 nM
semaglutid statistiCki znacajno povec¢ao nakupljanje' lipida (post hoc test Tukey-
Kramer, P < 0,05) (Tablica 29).

Tablica 29. U€inak semaglutida na nakupljanje lipida u preventivnom modelu MASLD-

a.

Aritmeticka F p*
sredina (SD) (stupnjevi slobode)

DMEM 1,027 (0,02)

DMEM + otapalo 1,002 (0,01)

DMEM + semaglutid 0,991 (0,02)

Oleinska kiselina 1,106 (0,04) 4

2 nM semaglutid 1,171 (0,03) & ’ &5 <0,001"

5nM semaglutid 0,913 (0,05)

10nM semaglutid 1,025 (0,03)

20 nM semaglutid 0,991 (0,06)

SD - standardna devijacija; *ANOVA (post hoc test, Tukey-Kramer); Podebljana vrijednost oznacava
statistiCki zna¢ajnu razliku. Eksperimenti su provedeni u triplikatima. Podaci su prikazani kao relativne
srednje vrijednosti sa standardnomdevijacijom (SD) promjene nakupljanja lipida u odnosu na negativnu
kontrolu.

fna razini P < 0,05 znacajne'se razlikuju: (oleinska kiselina, 2 nM semaglutid) vs. (svi ostali); (5 nM
semaglutid) vs. (DMEM, DMEM+oetapalo, Semaglutid, 10 nM i 20 nM semaglutid)
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Mikroskopska analiza nakupljanja lipida ORO bojenjem

U oleinskom kiselinom i semaglutidom u koncentraciji 2 nM, 5 nM, 10 nM i 20 nM

tretiranim stanicama uo€ene su znacajno intenzivnije nakupine crveno obojanih lipida

u odnosu na ostale grupe (Slika 6).

Slika 6. Svjetlosna mikroskopija HepG2 stanica obojenih ORO bojom u
preventivnom modelu.
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5.2.4. Procjena ucinka semaglutida na razinu triglicerida GPO-PAP testom

Oleinska kiselina statistiCki zna¢ajno povecala je razinu ftriglicerida u odnosu na
negativhu kontrolu, a semaglutid koncentracijama 10 i 20 nM statisti€kinznacajno
povecao je razinu triglicerida u odnosu na oleinsku kiselinu, (post hoc test Tukey-
Kramer, P < 0,05). Semaglutid u koncentraciji 2 nM i 5 nM povecaojje razinu triglicerida

u odnosu na oleinsku kiselinu bez statisticke zna¢ajnosti (Tablica 30):

Tablica 30. Ucinak semaglutida na razinu trigliceridad preventivaommodelu MASLD-

a.
Aritmeticka F p*
sredina (SD) (stupnjevi slobode)
DMEM 0,958 (0,159)
DMEM + otapalo 0,998 (0,092)
DMEM + semaglutid 1,078 (0,120)
Oleinska kiselina 1,557(0,459)
_ F (.16 = 45,6 < 0,001
2 nM semaglutid 1,657 (0,124)
5 nM semaglutid 1,678 (0,158)
10nM semaglutid 2,255 (0,034)
20 nM semaglutid 1,976 (0,060)

SD - standardna devijacija; YANOVA (post hoc test Tukey-Kramer); Podebljana vrijednost oznacavaju
statistiCki znacajnu fazliku. Eksperimenti su provedeni u triplikatima. Podaci su prikazani kao relativne
srednje vrijednesti sa standardnom devijacijom (SD) promjene razine triglicerida u odnosu na negativnu
kontrolu.

Tna razini P < 0,05 znacajno se razlikuju: (DMEM,"DMEM+otapalo, DMEM+semaglutid) vs. (oleinska
kiselina, 2 nM; § nM,10.nM i 20 nM semaglutid); (oleinska kiselina) vs. (10 nM i 20 nM semaglutid); (2
nM‘i §nM semaglutid) vs. (DMEM, DMEM+o6tapalo, DMEM+semaglutid, 10 nM semaglutid)
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5.2.5. Procjena ucinka semaglutida na koncentraciju GSH

Oleinska kiselina povecala je koncentraciju GSH u odnosu na negativnu kontrolu bez
statisticke znac€ajnosti. Semaglutid u svim koncentracijama bez statistiCkeznaCajnosti
povecao je razinu GSH u odnosu na oleinsku kiselinu, Jizuzev/ semaglutida u
koncentraciji 20 nM koji je smanijio koncentraciju GSH u odnosu na oleinsku kiselinu
(Tablica 31).

Tablica 31. U€inak semaglutida na koncentraciju GSH u preventivhom modelu.

Aritmeticka F p*
sredina (SD) (stupnjevi/slobode)

DMEM 140,23 (5,6)

DMEM + otapalo 169,68 (8,8)

DMEM + semaglutid 152,98 (4,8)

Oleinska kiselina 206,62 (32,7) _

2 "M semaglutid 216,87 (16.9). = 7191002 <Qgot’

5 nM semaglutid 250,99 (13,7)

10nM semaglutid 219,50 (10:4)

20 nM semaglutid 195,10 (39,4)

SD - standardna devijacija; *ANOVA (post hoc test Tukey-Kramer); Podebljana.vrijednost oznacava
statistiCki zna¢ajnudrazlikux, Eksperimenti su provedeni u triplikatima. Podaci su prikazani kao apsolutne
srednje vrijednosti sa standardnom devijacijom (SD) koncentracija GSH,u nmol/mL.

Tha razini P < 0,05.znacajno se razlikuju: (DMEM) vs. (Qleinskafkiselina,"2 nM, 5 nM i 10 nM
semaglutid);»(DMEM + semaglutid) vs. (2 nM, 5 nM i 10 nM semaglutid); (DMEM+otapalo) vs. (5 nM
semaglutid)
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5.2.6. Procjena uCinka semaglutida na razine steatogenih, upalnih i profibrotickih
proteina u preventivnom modelu MASLD-a

Ucinci semaglutida na razine proteina PPAR-a

Oleinska kiselina statistiCki znaCajno smanijila je koncentraciju proteina PPAR-a u
odnosu na negativnu kontrolu, a semaglutid u koncentraciji 20 nM statisti€ki znacajno
povecao je koncentraciju proteina PPAR-a odnosu na oleinsku Kiselinu (post hoc test
Tukey-Kramer, P < 0,05). Bez statistiCke zna€ajnosti, semaglutid u koncentracijama 5
nM i 10 nM povecao je koncentraciju proteina PPAR-a u odnosu nasoleinsku kiselinu,

a semaglutid u koncentraciji 2 nM smanijio je koncentraciju PPAR-a (Tablica 32).

Tablica 32. U€inci semaglutida na razine proteina,PPAR-a u preventivnhomymodelu
MASLD-a

Aritmeticka F p*
sredina (SD) (stupnjevi slobode)
DMEM 2,018 (0,655)
DMEM + otapalo 1,877.(0,486)
DMEM + semaglutid 1,794(0;101)
Oleinska kiselina 1,277 (0,123) N +
2 nM.semagluti 1,268 (0,124) F 0ol 0,031
5 nM'semaglutid 1,321 (0,162)
10nM semaglutid 1,326 (0,041)
20 nM semaglutid 1,711 (0,120)

SD - standardna devijacija; *ANOVA (post hoc test Tukey-Kramer); Podebljana vrijednost oznacava
statistiCki zna€ajnu razliku. Podaci su prikazani, kao apselutne srednje vrijednosti sa standardnom
devijacijom(SD) koncentracije proteina u ng/mL.

Tna, razini P < 0,05 znacgajno se razlikuju: (DMEMyDMEM-+otapalo, DMEM+semaglutid, 20 nM
semaglutid) vs. (oleinska kiselina, 2'nM, 5 nM i 10 nM semaglutida)

57



Ucinci semaglutida na razine proteina PPAR-y u preventivnom modelu MASLD-a

Oleinska kiselina povecala je razinu proteina u odnosu na negativnhu kontrolu bez
statisticke znacajnosti. Semaglutid u koncentracijama 2 nM i 5 nM smanjio,je, a u
koncentracijama 10 nm i 20 nM povec¢ao koncentraciju proteina,u odnosu na oleinsku
kiselinu, ali bez statistiCke znacCajnosti. Visoka koncentracija proteina PPAR-y uocena
je u skupini DMEM + semaglutid, sa statisticki zna€ajno poviSenom razinom proteina
PPAR-y u odnosu na skupinu DMEM (post hoc test Tukey-Kramer, P < 0,05) (Tablica
33).

Tablica 33. U€inci semaglutida na razine proteina PPAR-yu preventivnom modelu
MASLD-a

Aritmeticka F p*
sredina (SD) (stupnjevi slobode)
DMEM 1,984 (0,398)
DMEM + otapalo 2,640 (0,724)
DMEM + semaglutid 4,385\(1,392)
Oleinska kiselina 3,575 (0,615) _ +
2 nM semaglutid 3,551 (0,361) Fa.19=50 pr004
5 nMisemaglutid 3,564 (0,755)
10 nM semaglutid 3,587 (0,325)
20 nM,semaglutid 5,232 (0,918)

SD - standardna devijacija; *ANOVA (post hoc testiTukey-Kramer); Podebljana vrijednost oznacava
statistiCki zna€ajnu razliku. Eksperimenti su provedeni utriplikatima. Podaci su prikazani kao apsolutne
srednje vrijednosti sa_ standardnom devijacijom (SD) koncentracije proteina u ng/mL.

fha razinisP. < 0,05 “znacajno se razlikuju: (DMEM) vs."(DMEM+semaglutid, 20 nM semaglutid);
(DMEM+otapalo) vs. (20 nM semaglutid)
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Ucinci semaglutida na razine proteina MTTP u preventivnom modelu MASLD-a

Oleinska kiselina smanjila je razine proteina u odnosu na negativhu kontrolu, a
semaglutid u svim koncentracijama, povecao je razinu proteina u odnesu na oleinsku

kiselinu, no bez statistiCke znacajnosti (Tablica 36).

Tablica 34. U€inci semaglutida na razine proteina MTTP u preventivnom modelu

Aritmeticka E p*
sredina (SD) (stupnjévi slobode)

DMEM 7,965 (2,208)

DMEM + otapalo 6,816 (0,176)

DMEM + semaglutid 6,410 (1,437)

Oleinska kiselina 4,702 (1,142) _

2 nM semaglutid 6,353 (07172) F e =23 0.0%

5 nM semaglutid 5,466 (0,186)

10nM semaglutid 5,466 (14130)

20 nM semaglutid 6,644 (1,060)

SD - standardna devijacija; *ANOVA. Podebljana vrijednost oznaéava statisticki zna€ajnu razliku.
Eksperimenti su provedeniu triplikatima, Podaci su prikazani kao ‘apsolutne, srednje vrijednosti sa
standardnom devijacijom(SD) koncentracije proteina u ng/mL.
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Ucinci semaglutida na razine proteina TNF-a u preventivnom modelu MASLD-a

Oleinska kiselina povecala je razinu proteina u odnosu na negativhu kontrolu, a

semaglutid u svim koncentrcijama statistiCki smanijio je razinu proteina u odnosu na

oleinsku kiselinu, no bez statistiCke znacajnosti (Tablica 35).

Tablica 35. U€inci semaglutida na razinu proteina TNF-a u preventivhom modelu

MASLD-a
Aritmeticka sredina F p*
(SD) (stupnjévi slobede)

DMEM 950,764 (26,275)

DMEM + otapalo 903,681 (51,745)

DMEM + semaglutid 916,180 (58,132)

. L 1040,417
Oleinska kiselina ’
(251,673) F 7.16)= 0,97 0,485

2 nM semaglutid

869,236((14,412)

5 nM semaglutid

868,125 (744810)

10nM semaglutid

868;403 (69,704)

20 nM semaglutid

896,4588,(62,709)

SD - standardna devijacija; *ANOVA. Podebljana vrijednost oznaava statisticki znacajnu razliku.
Eksperimenti su provedeni u-friplikatima. Podaci su prikazani kao apsolutne srednje- vrijednosti sa
standardnom devijacijom (SD) koncentracije proteina u pg/mL.
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U¢inci semaglutida na razine proteina TGF-f8

Oleinska kiselina smanjila je razinu proteina u odnosu na negativhu kontrolu, a
semaglutid u koncentraciji u svim koncentrcijama statisticki, izuzev 10 nM, povecao je
razinu proteina u odnosu na oleinsku kiselinu, no bez statisticke znacajnosti(Tablica
36).

Tablica 36. U€inci semaglutida na razine proteina TGF-$ u preventivnom modelu
MASLD-a.

Aritmeticka F p*

sredina (SD) (stupnjevi slobode)
DMEM 272,144

(204,615)
DMEM + otapalo 303,256 (87,260)
DMEM + semaglutid 496,367 (57;969)

. L 257,478
Oleinska kiselina (114,564) i o0 i
2 "M semaglutid 287,033 (27.721) 719 =< !
) 279,922
5 nM semaglutid (113.344)
10nM semaglutid 203,922 (88,339)
. 479,034

20 nM,semaglutid (123.294)

SD - standardna ‘devijacija; *ANOVA. Podebljana “vrijednost oznacava statisticki znaCajnu razliku.
Eksperimenti ‘suyprovedeni u triplikatima. Podaci su prikazani  kao, apsolutne srednje vrijednosti sa
standardnom devijacijom (SD) koncentracije proteina,u pg/mkL.
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5.2.7. Procjena uCinka semaglutida na razine steatogenih, upalnih i profibrotickih
gena u preventivnom modelu MASLD-a

Ucinci semaglutida na gensku ekspresiju PPAR-a

Oleinska kiselina smanijila je gensku ekspresiju PPAR-a u,_odnosu na mnegativnu
kontrolu, semaglutid u koncentracijama 2 nM i 20 nM smanijio je, a u kongentracijama
5 nM i 10 nM povecao je gensku ekspresiju u odnosu na oleinsku kiselinu, no bez

statisticke znac&ajnosti (Tablica 37).

Tablica 37. UCinci semaglutida na gensku ekspresiju PPAR-a upreventivnom modelu.

Aritmeticka F p*
sredina (SD) (stupnjevi slobode)

DMEM 0,582 (0,425)

DMEM + otapalo 0,353 (0,039)

Dmem + Semaglutid 0,195 (0,050)

Oleinska kiselina 0,305(0,082) _

2 "M semaglutid 0,251 (0,06) Foo=22 0,00

5 nM semaglutid 0,331 (0,109)

10 nM semaglutid 0,318 (0,103)

20 nM semaglutid 0,255 (0,103)

SD - standardna devijacijajf *ANOVA. Podebljana vrijednost oznacCava statisticki znaCajnu razliku.
Eksperimenti su' provedeni /u triplikatima. Podaci¢su prikazani kao relativne srednje vrijednosti sa
standardnom devijacijomsrélativne promjene ekspresijeaus odnosu na negativnu kontrolu (2-AACt).
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Ucinci semaglutida na gensku ekspresiju PPAR-y

StatistiCki zna€ajne razlike uoCene su izmedu oleinske kiseline i negativne kontrole, te
oleinske kiseline i semaglutida u koncentraciji 10 nM (post hoc test Tukey-Kramer, P
< 0,05). Oleinska kiselina statisti¢ki znac¢ajno smanijila je gensku ekspresiju u,odnosu
na negativnu kontrolu, a semaglutid u koncentraciji 10 nM statisticki zna¢ajno smanjio

je gensku ekspresiju PPAR-y u odnosu na oleinsku kiselinu (Tablica 38).

Tablica 38. U€inci semaglutida na gensku ekspresiju PPAR-yu preventivnom modelu
MASLD-a.

Aritmeticka F, p*
sredina (SD) (stupnjevi'slebode)
DMEM 0,535 (0,033)
DMEM + otapalo 1,003 (0,091)
DMEM + semaglutid 0,701 (0,064)
Oleinska kiselina 0,587 (0,063) _ "
2 "M semaglutid 0,614 (0045) F . =353 <0
5 nM semaglutid 0,488 (0,150)
10 nM semaglutid 0,289(0,052)
20 nM semaglutid 0,546 (0,047)

SD - standardna devijacija; *ANOVA (post hoc test Tukey-Kramer);, Eksperimenti su provedeni u
triplikatima. Podaci sufprikazani kao relativne srednje vrijedngsti sa standardnom devijacijom relativhe
promjene gkspresije u odnosu na negativnu kontrolu (2-AACt).

Tna razini P'< 0,05 znagajno se razlikuju: (DMEM) vs. (DMEM-+otapalo, 10 nM semaglutid, Semaglutid);
(DMEM+otapalo, »10 nM semaglutid) vs. (svi ostali); (Oleinska Kiselina, 2nM semaglutid, 20 nM
semaglutid) vss (10.nM semaglutid); (10 nMysemaglutid) vs.(20.nM semaglutida, Semaglutid)
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Ucinci semaglutida na gensku ekspresiju MTTP

Oleinska kiselina povecala je gensku ekspresiju MTTP u odnosu na negativnu
kontrolu, a semaglutid u svim koncentracijama smanijio je gensku ekspresiju MTTP u

odnosu na oleinsku kiselinu, no bez statistiCke znacajnosti (Tablica 39):

Tablica 39. Ucinci semaglutida na gensku ekspresiju MTTP

Aritmeti¢ka sredina F

(SD) (stupnjevi'slebode) P
DMEM 1,165 (0,171)
DMEM + otapalo 1,065 (0,428)
DMEM + semaglutid 1,325 (0,374)
Oleinska kiselina 2,290 (0,716) _
2 "M semaglutid 1,344 (0,951) Fom=22 0.07
5 nM semaglutid 0,996(0,683)
10 nM semaglutid 1,623 (0,790)
20 nM semaglutid 1,104 (0,478)

SD - standardna devijacija; #ANOVA. Podebljana vrijednost oznacava statistiCkinznacajnu razliku.
Eksperimenti su provedeni/u triplikatima. Podaci su prikazani kao relativne srednje, vrijednosti sa
standardnom devijacijom relativnhe promjene ekspresije u odnosu na negativnu kontrolu(2-AACt).
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Ucinci semaglutida na gensku ekspresiju TNF-a

Oleinska kiselina smanjila je gensku ekspresiju TNF-a u odnosu na negativnu
kontrolu, bez statisticCke znacCajnosti, a semaglutid u koncentraciji 10 nM statisticki
znacajno povecao je gensku ekspresiju u odnosu na oleinsku kiselinugpost hoc test
Tukey-Kramer, P < 0,05). Ostale koncentracije semaglutida, smanjile su gensku

ekspresiju, no bez statistiCcke zna€ajnosti (Tablica 40).

Tablica 40. Ucinci semaglutida na gensku ekspresiju TNF-a u preventivnom modelu
MASLD-a.

Aritmeticka sredina F p*
(SD) (stupnjevi slobode)

DMEM 2,187 (0,30)

DMEM + otapalo 1,662 (2,14)

DMEM + semaglutid 0,475 (0,09)

Oleinska kiselina 1,382(0,22) _ +
2 "M semaglutid 0,639 (0,11) Fa.n=04 ®«M
5 nM semaglutid 0,928(0,16)

10 nM semaglutid 3,628 (0,74)

20 nM semaglutid 0,888 (0,18)

SD - standardnaddevijacija; *ANQVA (post hoc test Tukey-Kramer);,Podebljana vrijednost oznacava
statistiki znacajnu razliku. Eksperimenti su provedeni u triplikatima. Podaci su prikazani kao relativne
srednje vrijednosti sa standardnom devijacijom relativhe promjenefekspresije u odnosu na negativnu
kontrolu (2-AACt).

Tna razininP <'0,05 znacajno se razlikuju: (10 nM semaglutid) vs. (BMEM-+otapalo, Oleinska kiselina,
2nM, 5 nM, 20 nM semaglutid, DMEM + semaglutid).
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Ucinci semaglutida na gensku ekspresiju TGF-L1

Oleinska kiselina statisticki znacajno smanijila je gensku ekspresiju TGF-G1 u odnosu
na negativnu kontrolu, semaglutid u koncentraciji 10 nM povecao je, a u koncentraciji
2 i 20 nM smanijio je gensku ekspresiju u odnosu na oleinsku kiselinugpost hoc test
Tukey-Kramer, P < 0,05) (Tablica 41).

Tablica 41. Ucinci semaglutida na gensku ekspresiju TGF-/u preventivnhom modelu
MASLD-a.

Aritmeticka sredina F p*
(SD) (stupnjevi slobode)

DMEM 2,164 (0,14)

DMEM + otapalo 1,001 (0,06)

DMEM + semaglutid 0,274 (0,03)

Oleinska kiselina 1,681:(0,19) _ +
2 "M semaglutid 1,051 (0,06) Fa.an=2435 > 7
5 nM semaglutid 1,955 (0,08)

10 nM semaglutid 6,119,(0458)

20 nM semaglutid 0,938 (0,14)

SD - standardna devijacija; *ANOVA (post hoc test Tukey-Kramer); Podebljana,vrijednost oznacava
statistiCki znacajnusrazlikux, Eksperimenti su provedeni u triplikatima. Podaci su prikazani kao relativne
srednje_vrijednosti sa standardnom devijacijom relativhe promjéne ekspresije u odnosu na negativnu
kontrolu (2-AACH).

Tna razinidP»< 0,05 znacajno se razlikuju: (10 nM“semaglutid, DMEM + semaglutid) vs. (sve ostale
vrijednosti); (DMEM, Oleinska kiselina, 5 nM&emaglutid) vs. (DMEM+otapalo, 2nM, 10 nM, 20 nM
semaglutid, Semaglutid).
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6. Rasprava

MASLD, jedan od najznacajnijih globalnih javnozdravstvenih problema, zbog svoje
kompleksne patogeneze te snazne povezanosti s pretilodéu, SB2 i kardiometaboli¢kim
bolestima, intenzivho se istrazuje radi razjasSnjavanja molekularnih® mehanizama
nastanka i progresije ove bolesti, razvoja boljih neinvazivnih biomarkera, i
farmakoterapije. In vitro studije MASLD-a iznimno su vazna komponenta u
razumijevanju ove bolesti, pruzajuci uvid u molekularne biljege i potencijalne cilijne
molekule za razvoj lijekova, a najucestaliji naCin uspostave ovih modela je koristenje
slobodnih masnih kiselina kao Sto su oleinska 4 palmitinska Kiselina ili njihove
mjeSavine u kontinuiranim stani¢nim linijama hepatocita kao sto su HepG2, Huh?,
HepRG 596975,

Cilj ovog istrazivanja bio je istraziti u€inak semaglutida u prevenciji nastanka steatoze
i eksperimentalnoj farmakoterapijidlazih oblika steatoze na stanicnom modelu masne
jetre. Ricchi i sur., pokazali su da Oleinska kiselina ima izrazenije steatogene,. @
palmitinska apoptogene uéinke, al pri indukciji masnih promjena“mjesavinom dviju
kiselina, oleinska kiselina pokazuje i protektivne ucinke te smanjuje lipotoksicnost
induciranu palmitinskom kiselinom 76. Brojne studije istrazile susrazne mehanizme
kojima oleinska Kiselina u mjesavini s palmitinskom pekazuje protektivna svojstva 7.
Nadalje, palmitinska kiselina ima puno izraZenije proinflamatorne u€inke sto je korisno
pri uspostavijanju medela MASH-a, dokje za ovu studiju bilo potrebno uspostaviti blagi
oblik- MASLD-ay te istraziti izravnu ulogu hepatocita u razvoju i progresiji MASLD-a.
Takoder, dualni u€inci oleinske kiseline'u prisutnosti‘palmitinske utjecali bi na to€nost

ihpouzdanost interpretacije rezultata.

Oleinska kiselina, bez palmitinske, pokazala se ucinkovitom za uspostavu ovakvog
modela u HepG2 stanicama, u brojnim studijama 7880, Bao i sur., 2024. ispitali su
uCinke razlicitih koncentracija oleinske kiseline na HepG2 stanicama koristenim u ovoj
studiji, te pokazali da u koncentracijama 0,25 mM, 0,5 mM i 1 mM oleinska kiselina
inducira citotoksi¢nost, smanjuje stani¢no preZivljenje uspjedno postize nakupljanje
lipida u HepG2 stanicama te povecava koncentraciju triglicerida . Po uzoru na ovu
studiju te dodatnim MTS testiranjem ucinka oleinske kiseline u koncentracijama 0,5
mM, 1 mM i 1,5 mM na stani¢no preZivljenje (Tablica 12 i Tablica 27), odabrala se

optimalna koncentracija oleinske kiseline, dostatna za poticanje citotoksi¢nosti, a
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odrziva za daljnje eksperimente. Uspostavljena su dva modela MASLD-a, terapijski i

preventivni, koristeci oleinsku kiselinu u koncentraciji 1 mM.

U kontekstu uspjesnosti uspostave MASLD-a, pokazalo se da su parametri stani¢nog
prezivljenja, nakupljanja lipida u stanicama te razine triglicerida u skladu sa‘sli¢nim
studijama na HepG2 stanicama. U oba modela MASLD-a, oleinska kiselina statisticki
znacajno smanjila je stani€no prezivijenje (Tablica 13 i _Jablica 28), povecala
nakupljanje lipida u stanicama (Tablica 14 i Tablica 29) i razinu triglicerida (Tablica 15
i Tablica 30) u odnosu na negativnu kontrolu. Isti u€inci primijeceni su u brojnim
studijama, specificno koriste¢i HepG2 stanice i oleinsku kiselinu ve¢ spomenutoj studiji

koju su proveli Bao i sur. , Liu i Park &', te brojne druge 8225.

U trenutku ovog istrazivanja, nisu dostupne in vitro studije koje su ispitivale u€inak
semaglutida u modelu MASLD-a, no ucinci brojnih, GLP-1RA ispitani su- u,sli€nim
modelima na HepG2, Huh7 i primarnim jetrenim stanicama. U terapijskom maodelu,
semaglutid u svim koncentracijama statistiCki znacCajno povecao je 'stani¢no
prezivljenje u odnosu na oleinsku kiselinu (Tablica 13), dok je u preventivnhom modelu
semaglutid u svim koncentracijama povecao stani¢no<prezivljenje HepG2. stanica u

odnosu na oleinsku kiselinu, no bez statisticke zna€ajnosti (Tablica29).

U terapijskom modelu, semaglutid je u koncentracijama 5, 10 nMhi 20 nM, statisticki
znacajna‘'smanjio nakupljanje lipida u HepG2 stanicama‘'u odnosu na oleinsku kiselinu
(Tablicay,14). \U preventivnom modelu, semaglutidjeystatisticki znacajno smanjio
nakupljanjedipidau koncentracijamayb i.20'nM, dok je u koncentraciji 10 nM povecéao

nakupljanje lipida_u odnosu na oleinsku kiselinu (Tablica:29).

Ucinci semaglutida na razinu triglicerida razlikovali su se izmedu dva modela. U
terapijskom modelu, razina triglicerida statistiCki znaCajno se smanijila tretmanom
semaglutidom u svim koncentracijama u odnosu na oleinsku kiselinu (Tablica 15). U
preventivnom modelu MASLD-a,/semaglutid statisticki znacajno je povecao razine
triglicerida u koncentracijama 10 i 20 nM (Tablica 31).

Rezultati dobiveni u terapijskom modelu u skladu su s dokazima in vitro studija
provedenih koristedi liraglutid u in vitro modelima MASLD-a 7'84-86 kao i druge GLP-
1RA %7887 "y kojima su ORO bojenjem i mjerenjem razine triglicerida opisani pozitivni
ucinci ovih peptida na smanjenje nakupljanja lipida u stanicama te smanjenje
koncentracije triglicerida.
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Zbunjujuci su ucinci semaglutida na razine ftriglicerida u preventivnom modelu, koji
pokazuju povecanije triglicerida u odnosu na oleinsku kiselinu, no pri interpretaciji ovih
rezultata treba uzeti u obzir kompleksnost lipotoksi¢nosti i uloge sinteze triglicerida. U
steatotiCnoj jetri, nakupljanje triglicerida indikator je MASLD-a, no nekolicina studija
pokazala je da stvaranje triglicerida potencijalno sluzi kao kompenzatorni mehanizam
protiv oksidativhog stresa izazvanog slobodnim masnim kiselinama i drugim lipidima
88 Ovim mehanizmom pretretman semaglutidom potencijalno pokazuje protektivni

ucinak na lipotoksicnost izazvanu masnim kiselinama u hepatocitima.

U patofiziologiji MASLD-a, nakupljanje lipida i povecana oksidacija masnih kiselina
dovodi do disregulacije oksidativhog stresa Stofigra kljuénu ulogu u daljnjem razvoju i
progresiji MASLD-a u MASH. GSH klju¢na je molekula za regulaciju reaktivnih
kisikovih vrsta, a studije o promjenama u razinama GSH u MASLD-u pokazale su
nejasne zakljucke. U naSem modelujucinci oleinske kiseline i semaglutida na razine
GSH u HepG2 stanicama takoder ‘su, varijabilni, bez statisticke “znacajnosti
usporedivanjem oleinske kiseline ifnegativne kontrole u terapijskam i preventivhom
modelu. U terapijskom  modelu, oleinska kiselina smanjila je, a u preventivnhom
povecala razine GSH u odnosu na negativnu kontrolu, no bez statistiCke znacajnosti.
U oba modelagsemaglutid pretezno je povecao razine GSH u odnosu na oleinsku
kiselinu, statistiCkitzna€ajno samo u terapijskom /modelu u konecentraciji 5 nM. U
preventivhom modelu.d najvisoj koncentraciji semaglutid smanjio je razine GSH, no

bezsstatistiCke znacajnosti (Tablica 16 i Tablica 31).

U slicnoj studiji na HepG2 stanicama, oleinska kiselina u koncentraciji 1,5 mM
povecalatje razine GSH u odnosu na netretirane stanice 8, $to je u skladu s
preventivnim modelom u ovojstudiji. Zacuduju€e, malo je studija ispitalo u€inke GLP-
1RA na razine GSH u modelima MASLD-a. Studije na animalnim modelima steatoze
pokazale su smanjenje GSH u masnoj jetri te povecanje razine GSH tretmanom GLP-
1RA 2091 &to je u skladu s uéincima opisanim u terapijskom modelu. Specifi¢ne
mehanizme promjene i funkcije GSH u razvoju MASLD-a, potrebno je razjasniti
daljnjim studijama, a razlog za diskrepancije u zakljuCcima studija moze biti

varijabilnost u metodologiji medu studijama 2.

PPAR-a, u jetri najprisutniji izotip PPAR-ova, jedan je od najvaznijih regulatora lipidnog

metabolizma koji sudjeluje u mikrosomalnoj, peroksisomalnoj i mitohondrijskoj
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oksidaciji masnih kiselina, homeostazi lipoproteina, regulaciji slobodnih radikala te

smanjenju upalnog odgovora u hepatocitima 9293,

U terapijskom modelu, oleinska kiselina u odnosu na negativnu kontrolu statisticki
znacajno je povecala, a semaglutid u koncentracijama 10 nM i 20 nM smanjio je.razinu
proteina PPAR-a u odnosu na oleinsku kiselinu (Tablica 18), dok je'u préventiviom
modelu oleinska kiselina statistiCki znaCajno smanjila razinusproteina u odnosu na
negativnu kontrolu, a semaglutid u koncentraciji 20 nM povecao je razinu proteina u
odnosu na oleinsku kiselinu (Tablica 32). Na razini genske ekspresije, u oba modela
ucinci su bili u skladu s promjenama proteina, no bez statisticke znacajnosti (Tablica
22 i Tablica 37).

Sli¢ne in vitro studije na PHH i kontinuiranim stani¢nim linjjama hepatocita, pokazale
su povecane razine proteina PPAR-a nakon aktivacije slobodnim masnim kiselinama
9495 dok je smanjena ekspresija’ PPAR-a prisutna u biopsijama jetre pacijenata s
MASH-om %. Sli¢na studija na HepG2 stanicama inkubiranim oleinskom kiselinam
pokazala je smanjenje genske ekspresije PPAR-a uz paralelno poveéanje ekspresije
TNF-a 82, Pretpostavka je da aktivacija, tj. povecanje kaneentracije PPAR=a;0dnosno
povecana ekspresija PPAR-a gena, sluzi kao protektivnhi mehanizam,u odgovoru na
lipidno optere€enije -hepatocita °2°’. Smanjenje PPAR=a. u preventivnom modelu
moguée je pripisati supresiji PPAR-a proupalnim TNF-0.28. Nasuprot rezultatima ove
studije, u konteksturu€inka GLP-1RA na ovajdranskripcijski.imbenik, in vitro studije
pokazale su povecanje i na proteinskoj 4 genskoj, razini u odgovoru na GLP-1RA

tretman %°, kao i u @animalnim modelima '°°.

PPAR-y eksprimiran je primarno u adipocitimaga manje u jetri, no takoder klju¢an u
regulaciji lipidnog metabolizma. U ovoj studiji, u terapijskom modelu ni oleinska
Kiselina ni semaglutid nisu statisti€ki.zna€ajno utjecali na ovaj protein (Tablica 19), dok
je na genskoj razini semaglutid u svim koncentracijama statisti¢ki zna¢ajno smanjio
gensku ekspresiju PPAR-y u odnosu na oleinsku kiselinu (Tablica 23). U preventivhom
modelu, takoder, samo na genskoj razini uoCene su statisticki znaCajne razlike, u
kojem je semaglutid u koncentraciji 10 nM statisticki znaCajno smanijio ekspresiju ovog
gena (Tablica 38). Ovi su rezultati u skladu s dosadasnjim studijama na HepG2
stanicama u kojima je GLP-1RA exendin-4 takoder smanjio gensku ekspresiju PPAR-
v, kao i liraglutid u Huh7 modelu MASLD-a "7,
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TNF-a, proupalni ¢imbenik i TGF-B, profibrotiCki €imbenik, kljuéni su u progresiji
MASLD-a u MASH i fibrozu. U ovoj studiji, u terapijskom modelu, oleinska kiselina
statistiCki znaCajno je povecala razinu proteina i gensku ekspresiju TNF-a, a
semaglutid u svim koncentracijama statistiCki zna€ajno je smanjio razinu proteina u
odnosu na oleinsku kiselinu (Tablica 21 i Tablica 25). U preventivnom modelu, na
proteinskoj razini u€inci su bili sli¢ni, no bez statisticke zna€ajnostiy izuzev na genskoj
razini u kojoj je semaglutid u koncentraciji 10 nM povecao ekspresiju ovog gena
(Tablica 25 i Tablica 39).

Zanimljiva studija ispitala je u€inak mjeSavine slobodnih masnih kiselina (palmitinske
i oleinske) na kinetiku ekspresije citokina ILs6, IL-8 4 TNF-a"u jetrenim stani¢nim
linijama (IHH i HUH7). Stanice su bile izloZzene masnim kiselinama tijekom 3, 6, 12 i
24 sata, a primjec¢eno je da se TNF-a rapidno i intenzivno pojacano eksprimira nakon
3 sata, a zatim se ekspresija smanjuje, dok ostali interleukini imaju sporiji odgovor i

doseZu maksimum nakon 24 sata 191,

Kwon i sur., in vitro 3Dgkulturom primarnih hepatocita (PHH) izlozenih mjesavini
oleinske i palmitinske kiseline, u sofisticiranoj studiji pokazali su povecanje.ekspresije
TNF-a, ali i TGF-B, kljuénog profibroticnog faktora u progresiji 1°23Znacajno je $to su
ovi upalni i profibroticki signali-odgovor PHH-a na steatozu, bez prisustva Kupfferovih
ilil HSC stanica, sto zaista naglasava lipidnu akumulaciju kaa\iznimno vazan hitac u
patofiziologiji MASLED=a.

Uovoj studiji, oleinska kiselina ni u terapijskom ni preventivnom modelu MASLD-a nije
imala statisticki znacajan ucinak na protein (Tablica 22'i Tablica 36) dok je na genskoj
razini oleinska kiselina statisticki zna¢ajno smanijila ekspresiju TGF-G1 u preventivnhom
modelu (Tablica 26 i Tablica 41). Jednostavno objaSnjenje jest da ove neznatne
promjene u ekspresiji ovog gena i razinama proteina potvrduju da u naSem MASLD
modelu nismo postigli zna€ajnu aktivaciju signalnih puteva uklju€enih u fibrinogenezu.
Ovo ide u prilog validiranosti naseg modela MASLD-a s blagim upalnim promjenama
za ispitivanje semaglutida u neprogresivnim stadijima. Takoder, veéinu TGF-8 u

jetrenoj fibrinogenezi lu¢e LSEC ili Kupfferove stanice, a ne hepatociti 13,

U kontekstu ucinaka semaglutida na ove proinflamatorne ¢imbenike, rezultati su sli¢ni

in vitro studijama na ostalim GLP-1RA.
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U terapijskom modelu, semaglutid u svim koncentracijama statisticki znacajno je
smanijio razinu proteina TNF-a u odnosu na oleinsku kiselinu (Tablica 21). Ekspresija
TNF-a, u terapijskom modelu, takoder je statistiCki znaCajno smanjena u skupinama
tretiranim semaglutidom u koncentraciji 5 nM i 10 nM, dok je u skupini. 20 nM
semaglutid statisticki znacajno povecao ekspresiju TNF-a (Tablica 25). U
preventivnom modelu, statistiCki znaCajno bilo je samo povecCanje ekspresije ovog
gena u skupini 10 nM semaglutida u odnosu na oleinsku Kiselinu,,dok su ostale

koncentracije smanijile ekspresiju, ali bez statistiCke znaCajnasti.

Rezultati terapijskog modela sugeriraju da semaglutid pretezno smanjuje ekspresiju i
produkciju TNF-a, smanjuju¢i proupalnu progresiju. Wong i Drucker u svom
preglednom radu o ucincima GLP-1RA na“upalu i TNF=a naveli su znacajan broj
relevantnih studija koje ukazuju na protuupalne ucinke ovih lijekova,“urazli€itim
organskim sustavima i stani¢nim tipevima. Prema prikazanim studijama, GLP-1 iGLP-
1RA moduliraju upalne procese osobito kroz smanjenje ekspresije “INF-a, u
adipocitima, perifernim mononuklearnim “stanicama, upalnim dprocesimay, jetre,
neuroloSkog, kardiovaskularnog, respiratornog sustava, a utjecu i“ha smanjenje
cirkulirajucih razina u serumu °'.“Takoder navode da predklinicke i klinicke studije o
semaglutidu, sugeriraju daje znacajan dio protuupalnih u€inaka GLP-1 lijekova

posredovan mehanizmima neovisnim o smanjenju tielesne mase 104-106,

U predkliniékim “animalnim modelimagsexendin, liraglutid i/semaglutid pokazali su
hepatoprotektivhe i antiinflamatorne ucinke kod miSeva s aterosklerozom, smanjujuci
proupalne citokine irrazine TNF-a u jetri, kao 1 TGF-61,,uz smanjenje ekspresije gena

povezanih's produkcijom kolagena %1197

U konteksu uc€inka GLP-1RAa TGF-B, i u terapijskom i preventivnom modelu u&inci
su bili varijabilni i pretezno bez statistiCke znacCajnosti na proteinskoj i genskoj razini.
U terapijskom modelu, statisticki zna¢ajno povecanje primije¢eno je samo na genskoj
razini, u kojem je semaglutid u'kencentraciji 20 nM povecao ekspresiju ovog gena, a
u preventivnom modelu, semaglutid u koncentraciji 10 nM povecao je, a u koncentraciji
2 i 20 nM smanijio je gensku ekspresiju u odnosu na oleinsku kiselinu (Tablica 36 i
Tablica 41).

Navedeni nejasni ucinci oleinske kiseline i semaglutida na razine TGF-B, mogu se

objasniti joS uvijek nedovoljno istrazenom funkcijom i u€incima ovog €¢imbenika. U
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MASLD-u i MASH-u, TGF-B signalizacija doprinosi nakupljanju lipida u hepatocitima i
progresiji fibroze, dok u HCC-u, TGF-B ima dualnu ulogu, djeluju¢i kao tumorski
supresor ili promotor u razli¢itim fazama progresije tumora. U ovom kontekstu, vazno
je naglasiti da je istrazivanje provedeno na HepG2 stanicama, kojecdijele brojne
genomske i proteomske karakteristike s onima HCC-a i hepatoeblastoma Sto utje€e na

interpretaciju u¢inaka oleinske kiseline i semaglutida u ovom modelu MASLD-a ',

U eksperimentalnoj studiji, semaglutid je poboljSao fibrozu u animalnom modelu
masne jetre, smanjenjem TGF-B/Smad signalizacije'%;sklju¢nesu fibrogenezi. Brojne
klini¢ke studije dokazale su poboljSanje fibroze u pacijenata s MASLD-om kao odgovor
na terapiju GLP-1RA "9 " _n vitro studije MASLD-a koje su ispitale utjecaj GLP-1RA
na razine TGF- izravno u hepatocitima trenutno joS nisu dostupne, Sto sugerira
potrebu za daljnim istrazivanjem direktnih u€inaka semaglutida i ostalih GLRP-1RA na

razvoj i progresiju MASLD-a u hepatogitima.

Zakljuéno, u terapijskom modelu /semaglutid pokazao je znafajan ‘u€inak na
poboljSanje stani¢nog prezivijenja, smanjenje nakupljanja lipida u HepG2 stanicama
te razine triglicerida w,0dnosu na oleinsku kiselinu. U¢preventivnom modelu, ucinci
semaglutida na ove parametre "bili su manje izrazeni i varijabilni. Inzulinska
rezistencija, koja dovodi do nakupljanja lipida i povecaneoksidacije masnih kiselina u
mitohondrijima \i4peroksisomima uzrokujespovecan oksidativni stres koji je kljucni
¢imbenik 'u daljnjemrrazvoju MASLD-a. Mjerénjem koncentracija GSH, semaglutid
pretezno nije imao znacajan ucinak,na GSH, no izraziti u€inci semaglutida primjeceni
su u promjenama genske ekspresije PPAR transkripcijskih faktora, koji osim u
lipidnom=metabolizmu imaju znacajnu ulogu i u regulaciji oksidativhog stresa te se
smatraju kljuCnima u razvojusMASLD-a. Zna€ajan ucinak semaglutid je postigao i
smanjenjem TNF-a, na genskoj iyproteinskoj razini, sto ukazuje da ovaj peptid ima
potencijal i u farmakoloSkej intervenciji u pacijenata s blazim oblicima MASLD-a, i

prevenciji MASH-a.
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OgraniCenja studije

Sama in vitro priroda studije, unato€ tome S$to pruza izolirani uvid u molekularne
mehanizme ucinka semaglutida na hepatocite, iskljuCujuéi pleiotropne mehanizme
djelovanja, kojim se ucinci GLP-1RA ucestalo pripisuju, jedan 4e od glavnih
ograni¢avajucih ¢imbenika ove studije jer nijedan in vitro model ne moze‘odrazavati
slozenost in vivo interakcija hepatocita s ostalim stanicama jetre kao $to.sudetrene
zvjezdaste i Kupfferove stanice. OgraniCenje ove studije takoderje koristenje
imortalizirane staniCne linije HepG2, koja unato€ navedenim prednostima kao Sto su
reproducibilnost, etiCka prihvatljivost te pogodnosti za studijerlipidnog metabolizma te
eksperimentalne farmakoloSke studije kao $te'je ova; ipak/ima brojne manjkavosti
naspram primarnih ljudskih hepatocita (PHH). Mutacijski'status HepG2, kao i svih
ostalih kontinuiranih stani¢nih linija, ne moze se‘iskljuciti kao €imbenik Koji utjeCe na
metabolizam, oksidacijski stres te_izrazaj specificnih gena te shodno tome i rezultate
dobivene na ovakvim stani¢nim/linijama. Daljnja istrazivanja koriste¢i PHH; posebno
u ko-kulturama i state-of-the-art trodimenzionalnim organoidima i sferoidima, uvelike
bi poboljSale moguénost translacije na invivo studije te fizioloSku tocnostirelevantnost
zaklju€aka ove studije. Kona¢no,"MASLD je iznimno kompleksan klinicki entitet s joS
nedovoljno razjasnjenim molekularnim mehanizmima te su petrebne daljnje in vitro i
in vivoistudije kako bi se definirali biomarkeri ove bolesti; a time unaprijedio i razvoj

farmakoloskih opcija.
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7. Zakljucci

U ovom istrazivanju uspostavila su se dva eksperimentalna modela MASLD-a,
terapijski i preventivni, izlaganjem HepG2 stanica oleinskoj kiselini u koncentraciji 1
mM.

Oleinska kiselina u terapijskom i preventivnom modelu statistiCki znacajno je smanjila
staniCno prezivljenje, a semaglutid statistiCki znacajnof pove€ao je stani¢no
prezivlienje u terapijskom modelu svim koncentracijama. ‘U, preventivhom modelu
semaglutid u svim koncentracijama povecao je stani¢no prezivljenjeyali bez statistiCke

znacajnosti.

Oleinska kiselina statisticki znacajno povecala je nakupljanje lipida u stanicama u oba
modela. U terapijskom modelu semaglutid u koncentracijama 5, 10 i20.nM, a u
preventivnhom u koncentracijama 520 nM statistiCki znaCajno smanjio je nakupljanje

lipida u stanicama.

U terapijskom modelu semaglutid u svim koncentracijama statisticki znacajno smanjio
je razinu triglicerida .u odnosu, na oleinsku kiselinugha u preventivhom<modelu
semaglutid u koncentracijama 101 20 nM statisti¢ki zna€ajnospovecao je razinu

triglicerida u odnosu na oleinsku kiselinu.

U terapijskom modelu semaglutid u koneentraciji 10 €20 nM na proteinskoj razini
statisticki ‘znaCajno smanjio je koneentraciju PPAR-a proteina, a u svim
koncentracijama sstatistiCki znaCajne, je. smanjio koncentraciju TNF a u odnosu na
oleinsku kiselinu. Na genskoj razini; semaglutid, u svim koncentracijama statisticki
Znacajno smanijio je ekspresiju PPAR-y, a'ukoncentraciji 5 i 10 nM smanijio je gensku

ekspresiju TNF-a u odnosu naoleinsku kiselinu.

U preventivnom modelu, semaglutid u koncentraciji 20 nM statistiCki znacajno
poveéao je koncentraciju. PPAR-a proteina. Na genskoj razini, semaglutid u
koncentraciji 10 nM statistiCki znaCajno smanjio je ekspresiju PPAR-y, a povecao
ekspresiju TNF-a u odnosu na oleinsku kiselinu. U koncentracijama 10 nM povecao
je, a u koncentraciji 2 i 20 nM smanijio je gensku ekspresiju TGF-8 u odnosu na

oleinsku kiselinu.
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8. Sazetak

U ovom istrazivanju uspostavila su se dva eksperimentalna modela MASLD-a,
terapijski i preventivni, izlaganjem HepG2 stanica oleinskoj kiselini u koncentraciji 1
mM. Oleinska kiselina u oba je modela statistiCki znaajno smanijila  stani¢no
prezivljenje, povecala nakupljanje lipida u stanicama, kao i razinu triglicerida.” U
terapijskom modelu semaglutid statisticki znaCajno je povecaerstanicno prezivljenje,
smanjio stani¢no nakupljanje lipida i triglicerida u vecini koncentracija, te statisticki
znacajno utjecao na steatogene, upalne i profibroti¢ke gene i proteine..U preventivhom
modelu, u€inak semaglutida na stani¢no prezivljenje nije bio statistiCki znacajan,
djelomi¢no je statisticki znaCajno smanjio nakupljanje lipida, a povecao razinu
triglicerida. UCinak na ekspresiju steatogenih, upalnih i profibrotickih gena bio je nesto

slabiji i nejasan.
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9. Summary

In this study, two experimental models of MASLD were established, therapeutic and
preventive, by exposing HepG2 cells to oleic acid at a concentration of 1 mM. In both
models, oleic acid statistically significantly reduced cell viability, increased lipid
accumulation in cells and triglyceride levels. In the therapeutic. model, semaglutide
statistically significantly increased cell viability, reduced cellularlipid and triglyceride
accumulation at the majority of tested concentrations, and statistically, significantly
affected steatogenic, inflammatory, and profibroticagenes  and proteins. In the
preventive model, the effect of semaglutide on /cell viability was not statistically
significant. It partially reduced lipid accumulation, and increased triglyceride levels.
The effect on the expression of steatogenic, inflammatery, and profibrotic genes was

somewhat weaker and unclear.
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