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1.1. Nadzor energetskog stanja organizma

Energetsko stanje organizma nadzire hipotalamus. To je mjesto na kojemu je zadana grani¢na
vrijednost (engl. set-point) koli¢ine energije kojom tijelo raspolaze (masne zalihe) i koju dnevno
potrazuje u obliku hrane. U hipotalamusu se odvija komunikacija izmedu signala o koli¢ini unesene
energije i veli¢ini obroka (tzv. signali sitosti) te signala o koli¢ini zaliha energije (tzv. signali
adipoznosti), te se nastoji odrzati konstantno stanje priblizno grani¢noj vrijednosti (1). Hipotalamus
nadzire brojne vitalne funkcije organizma poput rasta, reprodukcije, normalnog funkcioniranja
imunoloskog sustava, stresnog odgovora, termogeneze, odrzanja kosStane mase i regeneracije, a
uskladuje ih s informacijama o raspolozivoj energiji i ¢ak povezuje s emocijama (2,3). Hipotalamus je
glavno mjesto integracije autonomnih, endokrinih i bihevioralnih odgovora na razli¢ite podrazaje koji u
vecini slucajeva narusavaju konstantnost unutrasnjih uvjeta u tijelu ili homeostazu.

Anatomski gledano, hipotalamus se sastoji od tri zone: periventrikularne koja je smjeStena uz
stijenke tre¢e mozdane komore, medijalne i lateralne zone. Prema rostrokaudalnim obiljezjima ove zone
se mogu dodatno podijeliti na sljedeca podrucja: supraopticko (anteriorno), tuberalno (medijalno) i
mamilarno (posteriorno) podru¢je. U zonama ili podru¢jima nalaze se skupine neurona koji obavljaju
iste funkcije, a nazivamo ih jezgrama hipotalamusa. Sljedece jezgre hipotalamusa ukljuc¢ene su u nadzor
energetskog stanja organizma: arkuatna jezgra (ARC) koja se nalazi u medijalnoj zoni; paraventrikularna
(PA) i periventrikularna jezgra (PE) u periventrikularnoj zoni; lateralni hipotalamus (LH) koji je
smjesSten u lateralnoj zoni hipotalamusa. Nadzoru su pridruZene i jezgre medijalne zone hipotalamusa -
ventromedijalna (VMH) te dorzomedijalna jezgra (DMH) koje posreduju prilikom prijenosa signala iz
ARC uPA i LH (4) (slika 1.1). Na nadzor energetskog stanja organizma utje¢u brojni ¢imbenici i signali
$to hormonski, Sto signali od drugih neurona iz drugih hipotalamickih jezgara.

Od svih nabrojanih, ARC je prva jezgra u kojoj se interpretiraju signali sitosti i adipoznosti te
od nje kre¢e koordinacija prikladnog odgovora. Smjestaj ARC omogucuje direktan kontakt njenih
neurona sa signalima sitosti i adipoznosti koji cirkuliraju krvlju. Naime, ARC je dio strukture eminentia
mediana, jednog od mjesta u mozgu gdje nema krvno-mozdane barijere te su krvni optok i ziv€ano tkivo
ovdje u direktnom kontaktu (2,5,6). Iz tog razloga ARC vrlo brzo reagira na uvjete hipoglikemije i
smanjene masne zalihe (3). Unutar ARC postoje dvije populacije neurona - neuroni koji suprimiraju i
neuroni koji poticu apetit, tzv. anoreksigeni i oreksigeni neuroni. Anoreksigeni neuroni luce katabolicke
signalne molekule — pro-opiomelanokortin (POMC) koji je prekursor hormona stimulacije melanocita-
a (engl. a-melanocyte-stimulating hormone, a-MSH), te transkript reguliran kokainom i amfetaminom
(engl. cocaine- and amphetamine-regulated transcript, CART). Za oreksigene neurone je
karakteristicno lucenje anabolickih signalnih molekula — neuropeptida Y (engl. neuropeptide Y, NPY) i
peptida povezanog s agouti peptidom (AgRP). Izluceni signali se prenose u PA i LH jezgre. PA je
poznata po inhibiciji hranjenja te doprinosi zaustavljanju ponaSanja potrage za hranom i smanjuje
motivaciju rada za hranu. Dodatno projicira u jezgru solitarnog trakta (engl. nucleus of solitary tract,

NTS). NTS je jezgra u mozdanom deblu koja prima signale sitosti iz probavnog trakta i komunicira s

2
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ARC. U sluc¢aju dovoljnih koli¢ina energije, ARC signalizira PA na inhibiciju hranjenja. Usto PA jezgra
NTS jezgri povecava osjetljivost na signale sitosti te prema tome dodatno inhibira hranjenje (7). Nadalje,
PA ¢e signalizirati potro$nju uskladistene energije. PA je ukljuCena u nadzor tjelesne temperature i
brzine metabolizma pa su navedene funkcije komunicirane s energetskom rezervom. U slucaju potrebe
za energijom, ARC Ce signalizirati LH jezgri nedostatak energije pa ¢e LH potaknuti hranjenje, kao i
skladi$tenje energije za vrijeme kada hrana organizmu bude nedostupna. Povezanost izmedu ARC i PE
jezgara predstavlja komunikaciju reprodukcije s energetskom rezervom. Buduci da je reprodukcija
energetski skup proces, osobito za Zenke, vrlo je vazno prije za¢etka novog organizma provjeriti hoce i
to maj¢inski organizam mo¢i podnijeti. Ukoliko nema dovoljno energetske zalihe za reprodukciju,
nastupit ¢e tzv. hipotalami¢ka neplodnost (3). Ukoliko ima dovoljno energije, iz PE ¢e se luditi
kisspeptinl, neuropeptid koji nadzire otpuStanje hormona poticanja lucenja gonadotropina (engl.
gonadotropin-releasing hormone, GnRH) (8).
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Slika 1.1. Shema signalne mreze u hipotalamusu koja nadzire energetsko Stanje organizma, u
koronarnom presjeku mozga Stakora. Signali adipoznosti inhibiraju izrazaj oreksigenih proteina, a poti¢u
izrazaj anoreksigenih proteina u ARC. U ARC stizu i informacije signala sitosti preko NTS jezgre (vlastita
ilustracija prema spoznajama iz literature).

Legenda: AgRP/NPY — populacija neurona koja lu¢i peptid povezan s agouti peptidom i neuropeptid Y, ARC — arkuatna
jezgra, DMH — dorzomedijalna jezgra, DN — dopaminergi¢ki, LH — lateralna jezgra, NST — jezgra solitarnog trakta (engl.
nucleus of solitary tract), PA — paraventrikularna jezgra, PE — periventrikularna jezgra, POMC/CART — populacija neurona
koja lu¢i pro-opiomelanokortin i transkript reguliran kokainom i amfetaminom, VMH — ventromedijalna jezgra, VTA —
ventralni tegmentum.
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Na odluku o hranjenju ili odbijanju hrane utjece i njena ukusnost. U sluc¢ajevima kada se
percipira ukusna hrana koju mozak interpretira kao zadovoljstvo, do¢i ¢e do poticanja hranjenja. Iako se
ovo hranjenje ponekad naziva ne-homeostatskim, zapravo ne bismo smjeli upotrebljavati taj izraz, jer
hranjenje nakon gladovanja povecava zadovoljstvo koje je proizvod unesene hrane i to predstavlja vid
nadzora energetskog stanja organizma. U slu¢aju dugog gladovanja, organizam c¢e tijekom unosa hrane
osjecati ugodu i nastaviti s hranjenjem kako bi nadoknadio izgubljenu energiju. U opisanom slucaju su
u nadzor unosa energije ukljueni mozdani centri zadovoljstva — dopaminergicka podruc¢ja poput
ventralnog tegmentuma (VTA) ili crne jezgre (lat. substantia nigra, SN). Poznato je da na
dopaminergicka podrucja utjecu hormoni koji obavjestavaju srediSnji ziv¢ani sustav o energetskom
stanju organizma, pogotovo u stanju gladovanja (9,10). VTA jezgra je u kontaktu s LH jezgrom te se
putem ove povezanosti ostvaruje hranjenje potaknuto ugodom ili Zeljom. SN jezgra doprinosi
udovoljavanju zelje za hranom tako $to stimulira organizam na kretanje u smjeru hrane (3). Motivaciji
za hranjenje doprinose podrucja kore mozga ukljucena u interpretaciju hrane, poput primarnog osjetnog
podrucja (S1) ili piriformnog dijela kore mozga (PIR), §to su podrucja koja obraduju aromu hrane.
Interpretacija se nakon prvog susreta s hranom sprema u paméenje, pa samo uslijed razmisljanja o hrani
moze do¢i do odluke o unosu hrane u organizam, neovisno o energetskom statusu. Dakle, odredeni
utjecaj na hranjenje ima i hipokampus (HIPP). S druge strane, odrZanje pamcenja, tj. hipokampusa je u

direktnoj vezi s energetskim statusom organizma (Slika 1.2).

signali adipoznosti

Slika 1.2. Shematski prikaz glavnih hipotalamickih jezgara odgovornih za nadzor energetskog stanja
organizma (oznaceno plavom povrS§inom), u sagitalnom prerezu mozga Stakora. Vrlo pojednostavljeno
je strelicama prikazan osnovni nadzor energetskog stanja organizma — dok signali adipoznosti stizu
direktno u ARC, signali sitosti se najprije interpretiraju u NST koja projicira u ARC. U nadzor su
indirektno ukljucena i druga podru¢ja mozga — dopaminergicka (DN, zuto), hipokampalna (HIPP,
narancasto), primarno osjetno podrucje kore mozga (S1, zeleno) (Vlastita ilustracija prema spoznajama iz
literature. Za odredivanje poloZaja podrudja mozga koristen je atlas Stakorskog mozga (11)).

Legenda: ARC — arkuatna jezgra, CAl i CA3 — Cornu Ammonis podru¢ja hipokampusa 1 i 3, DG — nazubljena vijuga
hipokampusa (engl. dentate gyrus), DMH — dorzomedijalna jezgra, DN — dopaminergic¢ko podrugje, HIPP — hipokampus, HTH
— hipotalamus, LH — lateralna jezgra hipotalaamusa, NST — jezgra solitarnog trakta (engl. nucleus of solitary tract), PA —
paraventrikularna jezgra, PE — periventrikularna jezgra, VMH — ventromedijalna jezgra, VTA — ventralni tegmentum, S1BF —
dio primarnog osjetnog podrudja kore mozga, tzv. ,,Barrel field*, SN — crna jezgra mozga.
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1.2. Hormoni ukljuceni u nadzor energetskog stanja organizma i njihovi receptori u mozgu
Inzulin i leptin dva su glavna hormona u dugoro¢noj regulaciji energetskog stanja organizma (7,10).
Osim dva navedena hormona u nadzor je ukljucen i Cimbenik rasta nalik inzulinu 1, jer se moZe vezati

na receptor za inzulin (vise u 1.2.2.).

1.2.1. INZULIN I NJEGOV RECEPTOR U MOZGU

Slika 1.3. Molekula inzulina. Crte oznacavaju disulfidne mostove.
(Slika preuzeta s mrezne stranice http://www.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop425/0011_1A_Proteinbiotech_hu_book/ch12.html i
prilagodena)

Slika 1.3. prikazuje strukturu molekule inzulina. Radi se o molekuli koja u suradnji sa svojim
antagonistom glukagonom na periferiji, tj. dijelovima tijela koji ne pripadaju srediSnjem Zzivéanom
sustavu, osigurava stalnu koncentraciju glukoze u krvi, tzv. normoglikemiju. Inzulin se proizvodi u -
stanicama gusterace kao odgovor na povisenu koncentraciju glukoze u krvi, dok se glukagon proizvodi
u a-stanicama gusterace kao odgovor na nisku koncentraciju glukoze u krvi. Inzulin ostvaruje svoje
funkcije u tkivima putem svoga receptora. Receptor za inzulin (engl. insulin receptor, IR) pripada
tirozin-kinaznoj obitelji receptora. Receptor je heterotetramer koji se sastoji od dvije ekstracelularne -
podjedinice te dvije transmembranske B-podjedinice s intracelularnom tirozin-kinaznom aktivno$¢u
(slika 1.4). Osim $to se IR aktivira inzulinom, moze se aktivirati i s ¢imbenikom rasta nalik inzulinu
(engl. insulin like growth factor, IGF) (slika 1.7; poglavlje 1.2.2). Alternativnim prekrajanjem iz
prekursora IR mogu nastati dvije izoforme: duza IR-B i krac¢a IR-A. Dok je u ¢ovjeka IR-B izoforma
vecinom prisutna u perifernim tkivima osjetljivim na inzulin (skeletni misic¢i, jetra, masno tkivo), IR-A
izoforma je karakteristicna za tkivo mozga. Ovakva distribucija je evolucijski oCuvana. Medutim, IR-A
je umiSevima i Stakorima jo$ pronaden u slezeni te miSi¢ima nogu (m. extensor digitorum longus, soleus
misi¢). lako su sli¢nog afiniteta prema inzulinu, navedene izoforme IR se dodatno razlikuju prema
funkcijama — IR-A ima ve¢i afinitet prema IGF te se brze internalizira i reciklira nego IR-B. IR-B se
¢esce povezuje s metabolickim i diferencijacijskim signalima, a IR-A s rastom stanice, proliferacijom i

prezivljavanjem (12,13).
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Slika 1.4. Struktura inzulinskog receptora. Crte-poveznice izmedu podjedinica, ozna¢ene slovima o i f3,
predstavljaju disulfidne mostove. a-podjedinica sadrzi vezno mjesto za ligand — inzulin, dok [-
podjedinica ima tirozin-kinaznu aktivnost (slika izradena prema shemi iz rada autora McKern i sur. (14)).

Na periferiji inzulin vezanjem za svoj receptor na stani¢noj povrSini stimulira stanice na
ugradnju prethodno sintetiziranog transportera za glukozu (engl. glucose transporter, GLUT) u stani¢nu
membranu putem aktivacije kinaze Akt (ili protein kinaze B). Radi se o signalnom putu fosfatidil-
inozitol-3 kinaze (PI3K). Ukratko, aktivirani IR fosforilira supstrat inzulinskog receptora (engl. insulin
receptor substrate, IRS). Aktivirani IRS pruza platformu za vezanje intracelularnih efektorskih
molekula, a jedna od njih je (uobicajeno) PI3K. Aktivirana PI3K dalje aktivira nizvodnu kinazu Akt
(protein-serin/treonin-kinaza) koja fosforilira brojne ciljne proteine. U perifernim metabolic¢ki aktivnim
organima poput misica, jetre i masnog tkiva, Akt fosforilira supstrat AS160 koji posljedi¢no stimulira
translokaciju GLUT4 iz intracelularnih vezikula u stani¢nu membranu (15,16). Signalni put rezultira
ulaskom glukoze u stanicu koja se zatim koristi u procesu glikolize za stvaranje energije, ili u sluc¢aju
1.5). Osim $to su na inzulin posebno osjetljive stanice misi¢a, masnog tkiva, jetre, osjetljive su i stanice
mozga (15,17,18).

Poremecaji u signalizaciji inzulinom naruSavaju homeostazu glukoze, a krajnji ishod moze biti
razvoj inzulinske rezistencije ili dijabetesa. Opcenito razlikujemo dva tipa dijabetesa. Dijabetes mellitus
tip 1 (T1DM) ima 10% oboljelih od dijabetesa. Radi se 0 autoimunom oboljenju u kojem su napadnute
B-stanice gusterace. B-stanice gusterace luce inzulin pri povecanoj koncentraciji glukoze u krvi pa su za
oboljele od T1DM Karakteristicne istovremena hiperglikemija i hipoinzulinemija. TIDM lije¢imo
nadomjesnom terapijom inzulina, pri ¢ijoj primjeni oboljeli postaju metabolicki normalni, tj. postizu

normoglikemiju (19).
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Slika 1.5. Inzulin pokrece dva signalna mehanizma: metabolicki — mehanizam stimulacije unosa glukoze
u stanicu (ugradnjom GLUT4 transportera u stanicnu membranu stanica na periferiji); mitogeni —
mehanizam kojim aktivira ¢imbenike transkripcije koji u jezgri poticu ili suprimiraju izrazaj ciljnih gena.
lako Akt sudjeluje u metabolickoj signalizaciji, ukljucena je i u mitogenu (vidi tekst u nastavku) (vlastita
ilustracija prema spoznajama u literaturi).

Legenda: AKT - protein kinaza B, ERK — proteinska kinaza regulirana ekstracelularnim signalima, FoxO - ,,forkhead box‘
protein O1, GLUT4 - transporter glukoze, GSKS3 - glikogen-sintaza-kinaza 3, IR - inzulinski receptor, IRS - supstrat inzulinskog
receptora, MEK - proteinska kinaza regulirana mitogenim signalima, mTORC1 - kompleks 1 ciljnih proteina rapamicina u
sisavaca (engl. mammalian target of rapamycin complex 1), PI3K - fosfatidil-inozitol-3 kinaza (engl. phosphatidylinositol-3-
kinase), PIP2 - fosfatidil-inozitol-4,5-bisfosfat, PIPs - fosfatidil-inozitol-3,4,5-trifosfat, Raf — proteinska serin/treonin kinaza
prvi puta pronadena u tkivu fibrosarkoma (engl. Rapidly Accelerated Fibrosarcoma), Ras - GTPaza pronadena prvi puta u tkivu
sarkoma, Shc — protein koji ima Src-2 homologni dio, TF — ¢imbenici transkripcije.

Drugi tip dijabetesa je dijabetes mellitus tip 2 (T2DM), koji ima 90-95% oboljelih od dijabetesa.
Za razliku od T1DM, oboljelima od T2DM terapija inzulinom ne pomaze u postizanju normoglikemije
(10). Bolest je karakterizirana hiperglikemijom i hiperinzulinemijom te kroni¢nom upalom, a prate ju
komplikacije poput kardiovaskularnih poremecaja, nefropatije i retinopatije (20). U zadnja tri desetljeca
otkriven je cijeli spektar dijabeti¢kih bolesti koje nisu direktno vezane uz inzulinski receptor vec
pogadaju nizvodne proteine signalnog puta ili diferencijaciju B-stanica gusterace (21).

Dugo je mozak smatran rezistentnim (neosjetljivim) na inzulin, no pokazalo se da inzulin u
mozgu ima bitnu ulogu u nadzoru hranjenja i energetskog stanja organizma. Naime, koli¢ina inzulina u
krvi osim §to prikazuje trenutne koli¢ine glukoze i metabolicke zahtjeve tkiva, proporcionalna je koli¢ini
masnog tkiva (7). Inzulin je u mozgu uklju¢en u brojne druge funkcije poput reprodukcije ili kognicije.

Osim neurotropnog, pokazano je da ima i neuromodulatorne te neuroprotektivne uéinke (22,23). Do
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nedavno je veliki predmet rasprava bio izvor inzulina u mozgu. Danas se smatra da se inzulin ne
producira lokalno u mozdanom tkivu, nego iz periferije prelazi krvno-mozdanu barijeru (17,24,25).
Poremecaji u signalizaciji inzulinom u mozgu rezultiraju razvojem neurodegenerativnih poremecaja, od
kojih se Alzheimerova bolest (AD) danas najviSe istrazuje. Zapravo je AD velikim dijelom
karakterizirana istim ili sliénim poremecajima zabiljezenim u T2DM te se naziva i dijabetesom tipa 3
(T3DM) (26).

U mozgu inzulin ostvaruje svoje funkcije takoder preko svog receptora. Opisanom signalnom
kaskadom puta PI3K, u ARC hipotalamusa inzulinski signalni put za rezultat ima proizvodnju signala
koji ¢e kontrolirati daljnji unos hrane. Tocnije, inzulinska signalizacija poti¢e izrazaj POMC
anoreksigenog proteina, a inhibira izrazaj AgRP i NPY oreksigenih proteina. Aktivirani IR moze
fosforilirati i druge supstrate, primjerice Shc proteine uklju¢ene u Ras/ERK signalni put koji sudjeluje u
stani¢nom rastu (27) (slika 1.6). Prekid navedene signalizacije inzulinom dogada se uz pomo¢ protein-
tirozin-fosfataze (engl. protein tyrosine phosphatase, PTP) koja inaktivira IRS defosforilacijom, ili
pomocu fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfat-3-fosfataze (engl. phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-
phosphatase, PTEN) koja defosforilira PIP3 (28). To su samo neke od bolje istrazenih molekula koje
utjeCu na inzulinski signalni put, no na spomenute molekule u signalnim kaskadama mogu utjecati brojni

¢imbenici, kako pozitivno tako i negativno. Radi se o molekulama iz drugih signalnih putova ili na

pos

primjer ¢imbenici upale, pri cemu dolazi do izmjena ili prekida u signalizaciji inzulinom.
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Slika 1.6. Inzulinska signalizacija u ARC jezgri hipotalamusa. Aktivacija PI3K dovodi do inaktivacije
FoxO1 njegovom fosforilacijom i eksportom iz jezgre. Posljedi¢no se oslobada promotor pomc gena koji
posreduje inhibiciji hranjenja, a istovremeno nestaje aktivacija agrp gena koji posreduje aktivaciji
hranjenja (slika preuzeta iz rada autora Varele i Horvatha (2) i prilagodena).

Legenda: AKT - protein kinaza B, FoxOLl - , forkhead box* protein O1, IR - inzulinski receptor, IRS - supstrat inzulinskog
receptora, P - fosfatna skupina, PDK - kinaza ovisha o 3-fosfoinozitidu (engl. Phosphoinositide-dependent kinase), pomc - gen
za proopiomelanokortin, agrp - gen za protein vezan za agouti peptid, PI3K - fosfatidil-inozitol-3 kinaza (engl.
phosphatidylinositol-3-kinase).
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1.2.2. CIMBENIK RASTA NALIK INZULINU 1 | NJEGOV RECEPTOR

S IR se moze povezati i IGF-1, iako je jacina vezanja slabija (12). Osim po strukturi, IGF-1
inzulinu nalikuje i po funkcijama, jer aktivira isti signalni put. No, dok je glavna funkcija inzulina nadzor
metabolizma energije, glavna funkcija IGF-1 je promocija stani¢nog rasta (slika 1.4). Luci ga jetra kao
odgovor na stimulaciju hormonom rasta (engl. growth hormone, GH) (29). U sisavaca je zabiljezeno
postojanje i IGF-2 ¢ija je aktivnost najveca tijekom embrionalnog razvoja. Medutim, u ljudi je IGF-2
normalno izrazen i tijekom odraslog razdoblja (12). Receptor za IGF-1 (IGF-1R) pripada istoj tirozin-
kinaznoj obitelji receptora kao i IR te se shematski jednako prikazuje (slika 1.4). Dakle, kao i IR, sastoji
se od 2 ekstracelularne a-podjedinice i 2 transmembranske B-podjedinice s intracelularnom tirozin-
kinaznom aktivnoscu. Signalni putovi koje IGF-1R aktivira su PI3K-Akt i Ras-Raf-MAPK, putem kojih
IGF-1 stimulira staniéni rast, sazrijevanje ili diferencijaciju, prezivljenje i proliferaciju (30). Funkcija
navedene signalizacije u mozgu se ocituje tijekom embrionalnog razvoja kada za cilj ima ispravan razvoj
mozga. Brojnim istrazivanjima je potvrden pozitivan utjecaj IGF-1 na sinapti¢ku plasti¢nost odraslog
mozga — stimulacijom mozdanih mati¢nih stanica na diobu (31), izmjenama na dendritima koje
rezultiraju povecanim brojem dendritickih trnova te ojacavanjem sinapsi mehanizmom dugorocne
potencijacije, §to je izuzetno vazno za funkciju hipokampusa (30,32). IGF-1 ima znacajan utjecaj na
odrzanje ARC jezgre hipotalamusa (33). Naime, ukazano je na postojanje do nedavno nepoznatog mjesta
neurogeneze u odraslom mozgu, a to je ARC u hipotalamusu (34). Iz populacije stanica vrste radijalne
glije smjeStene uz stijenke trece mozdane komore, nazvane taniciti (35), nastaju novi neuroni ARC
jezgre. Pokazalo se da je navedena neurogeneza ovisna o energetskom statusu organizma i mijenja se
uslijed promjena u sastavu prehrane — masna prehrana inhibira neurogenezu u ARC te dovodi do
apoptoze ARC stanica (6). Upravo IGF-1 signalni put predstavlja put koji u odgovoru na energetski
status organizma poti¢e proliferaciju tanicita. Novootkrivena neurogeneza u ARC predstavlja jo$ jedan
nacin prilagodbe na izmjene u fiziologiji organizma. Nadalje, nedavno je uoceno da smanjen izrazaj
IGF-1 proteina ima veze s produljenim zivotnim vijekom kako eksperimentalnih Zivotinja, tako i ljudi,
a predlozeni mehanizam je doprinos normalizaciji inzulinske signalizacije (12,36).

Podjedinice receptora za inzulin i IGF se mogu medusobno povezati u funkcionalne mijesane
receptore na koje se uglavnom vezu IGF-1 i IGF-2 (37). Ovo je dodatni stupanj u zamr$enosti
signalizacije inzulinom i IGF, a koja se jednim imenom naziva IIS sustav. ZamrSenosti IIS sustava
doprinose ¢injenice da postoje izoforme IR, nekoliko razlic¢itih IRS molekula (to¢nije 4 u sisavaca, a jo$
2 dodatne u ljudi) te po nekoliko izoformi nizvodnih signalnih molekula u signalnom putu inzulina i
IGF. Razlicite izoforme, lokalizacija u stanicama, distribucija u tkivima i sl. povecale su moguénost
finog podesavanja IIS sustava u odgovoru na razlicita fizioloska stanja koja jos treba istraziti (12). Slika
1.7. prikazuje moguénosti IIS sustava. Unato¢ ovoj zamrSenosti, treba upamtiti da su glavni ucinci IR

metabolicki, a IGF-R signalizacije mitogeni.
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Slika 1.7. Cimbenik rasta sli¢an inzulinu i inzulin mogu stimulirati oba receptora IR i IGF-1R te tako
izazvati razliCiti efekt u stanici. Mitogena signalizacija — stimulacija proliferacije i stani¢nog
prezivljenja, metabolicka signalizacija — signalizacija uklju¢ena u energetski nadzor (Slika preuzeta iz rada
autora Braun i sur. (38) i prilagodena).

Legenda: IR-A i IR-B - izoforme inzulinskog receptora, IGF-1R - receptor za IGF-1R, a - ekstracelularna podjedinica
receptora, B - transmembranska podjedinica receptora s intracelularnom kinaznom aktivn§éu.

1.2.3. LEPTIN I NJEGOV RECEPTOR U MOZGU

Slika 1.8. Kristalna struktura leptina. Radi se o proteinu od 146 aminokiselina organiziranih u 4 o-
uzvojnice. Crveno su oznacena mjesta za povezivanje — §to s receptorom, §to medusobno (slika preuzeta iz
rada autora Zhang i sur. (39)).

Slika 1.8. prikazuje leptin, hormon nalik citokinima koji u najveéem dijelu produciraju stanice

bijelog masnog tkiva ili adipociti. Koli¢ina leptina u krvi je u pozitivnoj korelaciji s koli¢inom masnog
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tkiva - $to je adipocit veci, veci je i izrazaj leptina (40). Osim $to sluZi kao signal centralnom zivéanom
sustavu o koli¢ini dostupne energije, ukljucen je u funkcioniranje imunoloskog sustava, reprodukciju,
metabolizam koStanog sustava te u stresni odgovor organizma (41-43). Poznato je da tijekom starenja
opada njegova razina u organizmu. Razina leptina u krvi je spolno specifi¢na, pri cemu je veca u zenki
nego u muzjaka (44,45).

Receptor za leptin (ObR) pripada obitelji citokinskih receptora. Poznato je 6 izoformi ObR
(ObRa-f), od kojih je ObRb najveci i ima moguénost pokretanja kaskade intracelularnog JAK2/STAT3
signalnog puta. Dok se kratke izoforme a i ¢ mogu naci u brojnim organizmima, ObRd postoji samo u
misevima, a ObRf u §takorima (46) (slika 1.9). Uloge kratkih izoformi nisu u potpunosti razjasnjene, ali
postoje indikacije da imaju ulogu u prijenosu leptina preko krvno-mozdane barijere te u njegovoj
internalizaciji (39,47). ObRD je izrazen u hipotalamusu, u jezgrama uklju¢enim u nadzor energetskog
stanja (ARC, VMH, DMH i dr.) te u perifernim tkivima ukljucujuéi skeletne misice, sr¢ani misic,
nadbubrezne zlijezde, bubrege, adipocite, stanice imunitetnog sustava, hepatocite, B-stanice gusterace
(39). ObR je vrlo glikoziliran te dodatak Secera na strukturu ObR doprinosi masi ovog receptora s 30-70
kDa (48). Osim N-glikozilacije, na ObR je utvrdena i O-glikozilacija, no N- je vaznija za interakciju
ObR s leptinom. U slucaju da se ObR deglikozilira N-glikanazom, moguénost vezanja leptina se
smanjuje za 80% (49).

KRATKE
IZOFORME

w0y

ObRb  ObRa  ObRe ObRd ObRe ODbRI

DUGA IZOFORMA

N-terminus

transmembranska domena

tirozinski

R C-terminus
aminokiselinski

ostaci

LEPTINSKA
SIGNALIZACUA

Slika 1.9. Shema svih poznatih izoformi receptora za leptin. Sve izoforme posjeduju jednaku
ekstracelularnu domenu s mjestom za ligand. Najdulja izoforma je ObRDb, a pod kratkim izoformama
smatramo ostale. e izoforma je oblik koji slobodno cirkulira u krvotoku. d izoforma je karakteristicna za

miSeve, a fizoforma za Stakore. Oznake Box1 i Box2 oznacuju mjesta vezanja kinaze JAK2. (Slika preuzeta
iz rada autorice Jenni Harvey (50) i prilagodena).
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ODbR aktivira ve¢ spomenuti signalni put JAK2/STAT3. ObR receptor nema kinaznu aktivnost,
nego ju vrsi ObR-u pridruzena kinaza JAK2. Pri vezanju leptina na ObR, dva ObR receptora se
dimeriziraju te ih pridruzena JAK?2 kinaza fosforilira. Fosforilirani intracelularni dijelovi ObR privlace
protein STATS3 te zauzvrat on biva fosforiliran. Aktiviran STAT3 (pSTATS3) biva translociran u jezgru
i djeluje kao transkripcijski ¢imbenik (47). Navedeni put je bitan u ostvarivanju nadzora apetita i
metabolizma energije putem leptina. Inhibira se supresorom signalizacije citokinima 3 (SOCS3) ¢iju
aktivnost poti¢e sam leptin. Osim JAK2/STAT3 puta, ObR moze aktivirati i put proteinske kinaze
aktivirane mitogenima (engl. mitogen-activated protein kinase, MAPK) (51) te PI3K signalni put tako
§to JAK2 kinaza fosforilira IRS (52). Navedena aktivacija IRS ¢ini preklapanje u signalizacijama
inzulinom 1 leptinom. Kao §to je i kod inzulinske signalizacije naglaSeno, na spomenute molekule u
signalnim kaskadama mogu utjecati brojni ¢imbenici iz drugih signalnih putova te tako modulirati

aktivnost leptina.

Leptin

ekstracelular

Wk
_IRS ) \—/J

Q) |
A
| \
| G

(D v1077( STATS )

[ Y1138( STATS)

(_STAT1 )
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Y1138

== STAT3
/—\ sTAT2?
FoxO1 ) /
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Slika 1.10. Leptinska signalizacija u ARC jezgri hipotalamusa. Aktivacija STAT3 uzrokuje njegov
ulazak u jezgru gdje potice izrazaj pomc gena koji posreduje inhibiciji hranjenja, a inhibira izrazaj agrp
gena koji posreduje aktivaciji hranjenja. Takoder, leptinskom aktivacijom IRS aktivira se Akt kinaza
koja fosforiliraju¢i FoxO1 uzrokuje njegov eksport iz jezgre, Sto doprinosi izrazaju pomc gena te
inhibiciji agrp gena. Ovaj mehanizam je dodatno pojacan inzulinskom signalizacijom (usp. sa slikom
1.6). Prikazana je i moguénost aktivacije ERK leptinom, putom u stani¢noj proliferaciji i diferencijaciji
(Slika preuzeta i prilagodena iz rada autora Kwon i sur. (46)).

Legenda: AKT - protein kinaza B, c-fos — gen &iji transkript nadzire stani¢nu proliferaciju i diferencijaciju, ERK — proteinska
kinaza regulirana ekstracelularnim signalima, FoxOl - ,forkhead box* protein O1, GRB2 - protein 2 vezan uz receptor za
¢imbenike rasta (engl. growth factor receptor-bound protein 2), IRS - supstrat inzulinskog receptora, JAK — Janus kinaza,
ObRb - b izoforma leptinskog receptora, P - fosfatna skupina, PDK - kinaza ovisna o 3-fosfoinozitidu (engl. phosphoinositide-
dependent kinase), pomc - gen za proopiomelanokortin, agrp - gen za protein vezan za agouti peptid, PI3K - fosfatidil-inozitol-
3 kinaza (engl. phosphatidylinositol-3-kinase), SHP2 - vrsta protein-tirozin fosfataze, STAT - protein koji transducira signale
i potice transkripciju (engl. signal transducer and activator of transcription), Y - tirozin.
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Leptin inhibira unos hrane u organizam te potice potros$nju uskladiStene energije, tj. razgradnju
masti i glikogena. Primarno djeluje na ARC hipotalamusa. Ovdje leptinska signalizacija potice izrazaj
anoreksigenog proteina POMC, a inhibira izrazaj AgRP i NPY oreksigenih proteina kroz JAK/STAT
signalizaciju. U sluéaju nedostatka STAT3 proteina, dolazi do pojacanog unosa hrane, ponasanja koje
se naziva hiperfagija te posljedi¢no organizam postaje pretio (39,46) (slika 1.10). U PA jezgri postoji
populacija neurona koja ima ObRb receptor te u slucaju leptinom aktivirane JAK/STAT signalizacije
dolazi do izrazaja hormona za otpustanje tireotropina (engl. thyrotropin-releasing hormone, TRH),

hormona ukljuc¢enog u nadzor termogeneze i brzine metabolizma.

1.3. Uzroci poremecaja nadzora energetskog stanja organizma

U uvjetima ekonomske stabilnosti i obilja, kao $to su u razvijenim zemljama i zemljama u
razvoju, tijekom proteklog stoljeca primje¢ujemo produljenje Zivotnog vijeka ljudske populacije.
Izmedu 1990. i 2015. zivotni vijek se povecao sa 64 na 71 godinu (53), velikim dijelom zahvaljujudi
naporima moderne medicine u iskorjenjivanju infektivnih bolesti. No, istovremeno je nastao prostor gdje
su sve prisutniji metabolicki, kardiovaskularni i autoimuni poremecaji (54). Nadalje, u razvijenim
zemljama i zemljama u razvoju ljudi sve viSe vode sedentarni nacin Zivota, izlozeni su svakodnevnim
stresnim situacijama i unose vise kalorija nego §to je tijelu potrebno, $to se Cesto naziva ,,zapadnim
nacinom zivota“ (54). Navedenim trendovima ni Republika Hrvatska (RH) nije utekla. Slike 1.11i 1.12
prikazuju ocekivano trajanje zivotnog vijeka u RH te razloge skracenja ocekivanog Zivotnog vijeka
uslijed razli¢itih oboljenja, medu kojima su vodeci kardiovaskularni poremecaji i dijabetes (T2DM)

(podaci prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World Health Organization,WHO)).
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Slika 1.11. Ocekivano trajanje zivotnog vijeka u Republici Hrvatskoj, prema WHO regionalnim
podacima. Uocljivo je produljenje o¢ekivanog Zivotnog vijeka, $to je trend u razvijenim i zemljama u
razvoju koje prate ,,zapadni nacin Zivota‘“ (pregledano na mreznoj stranici http://www.who.int/gho/en/ 12.10.2016).
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Slika 1.12. Glavni uzroci preuranjene smrti u RH u muSkaraca i Zena prema podacima WHO
organizacije. U oba spola je vidljivo da su kardiovaskularne bolesti i dijabetes (T2DM) vodeci uzroci

smrti prije oekivane dobi smrtnosti te je uo€ljiv trend porasta pojavnosti ova dva poremecaja (pregledano
na mreznoj stranici http://www.who.int/gho/en/ 12.10.2016).
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Stalno povecan unos kalorija dovest ¢e do pojave pretilosti (10). Pretilost i prekomjeran unos
kalorija rezultiraju povecanim izrazajem upalnih citokina poput ¢imbenika nekroze tumora-o (engl.
tumor necrosis factor alpha, TNF-a), interleukina 1 (IL-1B) i IL-6 (51). Poznato je da upala narusava

brojne homeostatske mehanizme, izmedu ostalih i mehanizam za regulaciju tjelesne mase (55).

1.3.1. KARAKTERISTIKE UPALNOG ODGOVORA POTAKNUTOG PRETILOSCU

Za razliku od akutnog upalnog odgovora, upala potaknuta pretilos¢u ima drugacije
karakteristike. Klasi¢ni upalni odgovor je specific¢an i brz odgovor imunoloskog sustava na infekciju ili
mjesto ozljede koji za cilj ima izolirati inficirano ili mjesto ozljede od okolnog zdravog tkiva.
Posljedi¢no se izvor infekcije otklanja, kao i oSte¢eno tkivo, kako bi se tkivo moglo vratiti normalnim
funkcijama. Upala potaknuta pretilo$¢u se razvija postupno, a buduéi da upalni signali nisu dovoljno
jaki da bi se pokrenuo puni akutni odgovor imunoloSkog sustava, upala ne prestaje trajati tijekom duljeg
vremena te se smatra kroni¢nom pojavom. Zato ju nazivamo i upalom niskog stupnja (56). Okida¢
navedene upale je suvisak energije na koju reagiraju primarno adipociti te luéenjem pro-upalnih
molekula Sire upalu na okolna tkiva. Masno tkivo se viSe ne smatra stati¢nim deponijem viska energije,
nego se radi o slozenom endokrinom organu. Kada adipociti dosegnu granicu zaprimanja masti, luce
vrlo mnogo leptina, zatim upalne citokine TNFa i interleukine, ligande kemokina (CCL), adiponektin,
C-reaktivni protein (CRP) i druge molekule. Navedeni ¢imbenici upale privlace makrofage, stanice
imunitetnog sustava, ¢ija se koncentracija posljedi¢no pove¢ava u masnom tkivu. Navedeni upalni profil
masnog tkiva je zapaZen u brojnim istrazivanjima koja su poticala debljinu u eksperimentalnim
zivotinjama prehranom bogatom mastima (56,57). Upala potaknuta adipocitima se Siri na hepatocite,
stanice gusterace!, skeletne misice te mozak. U mozgu se uslijed upale aktivira glija te moze do¢i do
propadanja stanica (vi$e u poglavlju 1.3.2). TNF-a potiée izrazaj pro-upalnih gena koji zauzvrat poti¢u
izrazaj TNF-a. PoviSena koncentracija TNF-a u krvi dovodi do aktivacije signalnog puta ¢imbenika u
jezgri kapa-B (engl. nuclear factor kappa-B, NF-kB) putem aktivacije kinaza c-Jun kinaza N-terminusa
proteina (engl. c-Jun N-terminal kinase, JNK), proteinske kinaze C (PKC) i kinaze beta podjedinice
inhibitora kapa-B ¢imbenika (engl. kinase subunit beta factor kappa-B inhibitor, IKK). Navedene
kinaze inhibiraju aktivnost IRS uklju¢enog u inzulinsku signalizaciju, pri ¢emu se zaustavlja nizvodna
aktivacija ¢imbenika u inzulinskom putu te se posljedi¢no razvija inzulinska rezistencija (58). Drugi
mehanizam razvoja inzuliske rezistencije ukljucuje povec¢anu aktivnost specificnih PTP (59). Uslijed
inzulinske rezistencije u masnom tkivu je smanjen unos glukoze, a inhibicijom puta koji ukljucuje
receptor PPARY (engl. peroxisome proliferator-activated receptor)? i protein koji se veze na element
reguliran sterolom (engl. sterolregulatory-element-binding protein, SREBP), inhibira se lipogeneza (60—

62). IL-1B neposredno utjece na sve sastavnice inzulinom potaknutog puta PI3K u masnom tkivu koji bi

! Zasada dostupni samo rezultati istrazivanja na B-stanicama u kulturi (56).
2 PPARY je transkripcijski ¢imbenik koji dovodi do sinteze potrebnih enzima i proteina neophodnih za
lipogenezu.
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rezultirao unosom glukoze u stanicu. U B-stanicama gusterace IL-1p aktivira NF-kB koji potice apoptozu
ovih stanica. Zaklju¢no, adipociti se od daljnjeg unosa glukoze i daljnje lipogeneze, u prostoru koji je
maksimalno napunjen lipidima, brane razvojem inzulinske rezistencije putem upalnih ¢imbenika. IL-6 i
IL-8 su veza izmedu upale u masnom tkivu i jetrene inzulinske rezistencije i pojave masne jetre (jetrene
steatoze). Ukoliko upala u jetri postane vrlo intenzivna, dolazi i do stani¢ne smrti. IL-6 svojom
aktivno$¢u u jetri utiSava inzulinski signalni put inhibicijom forsforilacije IRS, a IL-8 je ukljucen u

akumulaciju masnih kiselina u jetri. Dodatno, IL-6 doprinosi razvoju kardiovaskularnih poremecaja (57).

1.3.2. GLIJA U UPALI MOZGA POTAKNUTOJ PRETILOSCU

Stanice mozga se dijele na dvije vrste: neurone i glija stanice (63). Dok neuroni vr$e funkcije
signalizacije, glija stanice pruzaju neuronima potporu, odnosno odrzavaju uvjete oko neurona
konstantnima i prikladnima za normalnu signalizaciju. Razlikujemo nekoliko tipova glija stanica —
oligodendrocite, astrocite i mikroglijalne stanice (ili mikroglija).

Oligodendrociti stvaraju mijelin oko aksona neurona sto utjeCe na brzinu prijenosa elektricnog
signala od neurona do neurona. Astrociti su zvjezdolike stanice koje su u kontaktu s nekoliko stotina
dendrita od nekoliko obliznjih neurona te se njihovi ogranci nalaze uz stotine tisuca sinapsi (64). To su
stanice koje osiguravaju prikladan kemijski okoli§ neuronskoj signalizaciji, ali je mogu i modulirati, pa
se u zadnje vrijeme dosta raspravlja o tzv. ,tripartitnoj sinapsi“. Budu¢i da astrociti dokazano reagiraju
na neurotransmitere i sami lu¢e odredene neurotransmitere (npr. glutamat, gama-aminobutiri¢nu kiselinu
ili GABA-u), mijenja se klasi¢an pogled na neuronsku signalizaciju (63,65). Nadalje, astrociti svojim
ograncima okruzuju krvne Zile mozga te tvore krvno-mozdanu barijeru, a imaju moguénost skladisenja
glukoze u obliku glikogena koji se mobilizira u slu¢aju potrebe za energijom (66). Signalizacija koja
posreduje glikogenezi u astrocitima je regulirana s IGF-1 (67). Mikroglija se smatra makrofagima mozga
jer dijele mnoge karakteristike s makrofagima u perifernim tkivima. Mikroglija uklanja stanice nakon
apoptoze ili ozljede. Takoder, poput makrofaga s periferije, imaju mogucnost lu¢enja upalnih ¢imbenika
i ¢cimbenika rasta, $to znaé¢i da imaju znacajnu ulogu u prezivljavanju stanica (63).

U slucaju ozljede ili patoloskih promjena u mozgu, ovisno o stupnju oSte¢enja, dolazi redom do
pojava: povecéanje brojnosti mikroglije, aktiviranja astrocita i, na kraju, reaktivne glioze. Mikroglija prva
reagira na osStecenje te luci upalne ¢imbenike (TNF-q, IL-6, IL-1B te brojne druge) koji posljedi¢no
aktiviraju astrocite (68,69). Astrociti postaju vec¢i obujmom i svoje ogranke pruzaju dalje u tkivo, te se,
za razliku od ogranaka u zdravom tkivu, njihovi ogranci preklapaju. Ove promjene na astrocitima se
lako opazaju imunohistokemijskim bojanjem s protutijelom na fibrilarni kiseli protein glije (engl. glial
fibrillary acid protein, GFAP), biljegom astrocita koji je sastavni dio njihovog citoskeleta. Naime, u
zdravom tkivu astrociti gotovo 1 ne izrazavaju GFAP, ali u slucaju patoloskih promjena izrazaj GFAP
se povecava. Takoder se povecava i izrazaj drugih citoskeletnih proteina npr. vimentina i nestina (67).
U slucaju vecih ozljeda govorimo o reaktivnoj gliozi pri kojoj astrociti proliferiraju¢i nadomjestaju

izgubljene stanice i tvore tzv. glijalni oziljak. Glijalni oziljak stiti okolno zdravo tkivo od upale tako §to
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fizicki sprjecava Sirenje ¢imbenika upale, a astroglija u promjenama zahva¢enom tkivu luéi protu-upalne
¢imbenike i ¢imbenike rasta kako bi se ponovno uspostavila homeostaza (64,70) (slike 1.13 i 1.14).

astrociti nastali
proliferacijom

postojecih
patologke patologke ostale
promjene promjene stanice
oL veéegstupnja 7 jd W
S EAa AL stanice koje
> % ¢ . F luce
A A NAXLT A “ &imbenike
o } upale
f
Astrocitiu zdravom tkivu Aktivirani astrociti ‘ﬁ—/
Glijalni
oziljak

Slika 1.13. Shema morfologije normalnih i aktiviranih astrocita uslijed upale. Ukoliko se radi o upali
veceg stupnja nastat ¢e glijalni oziljak kao funkcionalna granica izmedu okolnog zdravog tkiva i tkiva

zahvacenog patoloskim promjenama.
(Slika preuzeta iz rada autora Sofroniewa i Vintersa (64) i prilagodena)

Sprjecavanje toksi¢nih
ucinaka glutamata

Povecanje
koncentracije Povecanje aktivnosti PreTVIjejE- etiions
antioksidanata  transportera glutamata /
N t T Ponovna
Euro ro,p,m mijelinizacija
¢imbenici
Osiguranje
dovoljnih koli¢ina Razgradnja
energije glikogena
Cimbenici
rasta
/ AKTIVIRANI ™= promocija
= : ASTROCIT? sinaptogeneze i
Ucinci na stanice neurogeneze
endotela iangiogene
C¢imbenike
/ \
Ponovna izgradnja
krvno-mozdane Angiogeneza
barijere

Slika 1.14. Uc¢inci aktiviranih astrocita na oste¢eno tkivo mozga (prilagodeno prema shemi u radu autora
Liberto i sur. (67), ilustracija astrocita preuzeta iz rada autora Sofroniewa i Vintersa (64)).

Masna prehrana uzrokuje upalu u hipotalamusu, u ARC, prvoj jezgri koja nadzire energetski
status organizma i to u roku od 24h od izlaganja masnoj prehrani kada se debljina jos nije pojavila. Za
to vrijeme se upala ne moze opaziti u perifernim tkivima. Upala hipotalamusa se oCituje gore opisanim
promjenama u mikrogliji i astrocitima. Posljedi¢no se gube POMC stanice ARC jezgre koje inhibiraju
hranjenje. Gubitak samo ovih stanica je dovoljan za dobitak na tezini. Thaler i suradnici su pokazali na

muzjacima miSeva i $takora da navedena upala u hipotalamusu nestaje u unutar 2-3 tjedna. Medutim,
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dulja izloZenost masnoj prehrani uzrokuje debljinu i vra¢a pojavu upale, $to je najvjerojatnije rezultat
aktivacije mehanizma stani¢nog stresa (71,72). Isti tim je pretragom mozga magnetskom rezonancom
potvrdio postojanje upale u mediobazalnom hipotalamusu pretilih ljudi gdje je smjestena ARC jezgra
(71). Uslijed kroni¢nog izlaganja visokokalori¢noj prehrani i posljedi¢ne upale u ARC, specifi¢no se
gube POMC neuroni. TNF-a aktivacijom signalnog puta NF-kB potice izrazaj SOCS proteina koji
utiSavanjem inzulinskog i leptinskog signalnog puta uzrokuje lokalnu inzulinsku i leptinsku rezistenciju
(72,73). Pokazalo se da su promjene ovih signalnih putova u podlozi neurodegenerativnih poremecaja
(18,26). Posljedi¢no se razvija pretilost jer je inhibitorni mehanizam hranjenja narusen. Pretilost
uzrokuje upalu u periferiji koja vodi u inzulinsku i leptinsku rezistenciju te se razvijaju ranije opisane
patoloske promjene u organizmu. Nadalje, dugoro¢no izlaganje visokokalori¢noj prehrani, kao i
posljedi¢na kroni¢na upala u hipotalamusu, dovode do manje stope proliferacije i apoptoze mozdanih
mati¢nih stanica pa je Steta nenadoknadiva (72). Dodatno kroni¢noj upali u mozgu doprinosi i periferna
upala ¢iji upalni ¢imbenici dolaze u mozak putem njegovog vlastitog limfnog sustava (74), ali i zbog

oslabljene krvno-mozdane barijere uslijed upalnih procesa.

1.4. Promjene sastava lipidnih splavi - moguéi uzrok razvoja centralne inzulinske i leptinske
rezistencije

Stani¢na membrana je mjesto u stanici gdje se odvija komunikacija stanice s izvanstani¢nim
prostorom. Prema gradi je dvosloj lipida — amfipatskih glicerofosfolipida, sfingolipida te kolesterola, u
koji su ugradeni proteini — djelomiéno ili kroz cijeli dvosloj (transmembranski). Lipidi i proteini mogu
imati funkcionalne ugljikohidratne skupine na izvanstani¢noj strani membrane. Ugljikohidratne skupine
tvore zaStitni omota¢ (glikokaliks) i povoljan okoli§ za interakciju proteina s molekulama iz
izvanstani¢nog prostora. Stani¢éna membrana nije jednostavna plocasta struktura kakvom se shematski
prikazuje niti je homogena u svim svojim dijelovima. Na nekim dijelovima membrane ima vise
kolesterola i sfingolipida te je stoga uredenije, gusce strukture. Buduéi da se radi o dijelu membrane koji
je manje fluidan dobio je ime lipidna splav. Podvrsta lipidnih splavi, zvane kaveole, invaginacija su u
membrani s kojom su brojni receptori dovedeni u vezu. Ugradnjom proteina nalik ukosnici zvanog
kaveolin u membrani nastaje malo udubljenje (75). Dosad su otkrivene 3 izoforme kaveolina. Zanimljivo
je da u sintezi ovog proteina sudjeluje SREBP, jedan od glavnih ¢imbenika transkripcije u lipogenezi.
Kaveolin-1 i kaveolin-2 su uglavnom skupa izrazeni u adipocitima, fibroblastima, pneumocitima,
stanicama epitela i endotela te u neuronima i astrocitima. Kaveolin-3 je izrazen samo u svim vrstama
misi¢nog tkiva (75). Brojna istrazivanja su potvrdila ulogu lipidnih splavi, odnosno kaveola, u procesu
signalne transdukcije (primanja izvanstani¢nih signala i pokretanja odgovarajucih signalnih putova) te
se u literaturi moze naci izraz za ovu funkciju - ,,signalna kompartmentalizacija“ (76). Osim toga,
kaveole su u mozgu ukljucene u ostvarivanje stani¢ne adhezije, usmjeravanje aksona, sinapticki prijenos

signala te proteolizu vezanu uz membranu (77).
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ObR i receptori s unutarstani¢nom protein-tirozin kinaznom aktivno$¢u, poput IR i IGF-1R,
smjesteni su u perifernim tkivima u lipidnim splavima, tocnije u kaveolama, te se ocekuje isto i u
srediSnjem ziv€anom sustavu (75,78). Receptori, osim s kaveolinom, ostvaruju interakcije s
glikosfingolipidima, tj. gangliozidima koji takoder utjeCu na njihovu signalizaciju. Dodatno, IRS je
vezan uz kaveolin (78-80). Slika 1.15. prikazuje na koji nacin gangliozid GM3 doprinosi razvoju
periferne inzulinske rezistencije. Naime, u sluc¢aju prisutnosti ¢imbenika upale TNF-a povecéan je izrazaj
gangliozida GM3, koji stupa u interakcije s IR. IR posljedi¢no gubi interakcije s kaveolinom-1 te biva
izmjesten iz kaveole (81). Na misevima sa isklju¢enim genom St3Gal5® za sintezu gangliozida utvrdeno
je da promjene sastava lipidnih splavi dovode do promjena u toleranciji na glukozu (82). Pretpostavka
je da pretilost takoder izaziva promjene lipidnih splavi koje utjecu na signalni put inzulina i leptina
(75,77,83).

3 gen za enzim GM3-sintazu. Bez ovog enzima neée doéi do sinteze veéine kompleksnih gangliozida.
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Slika 1.15. Mehanizam uklanjanja IR iz kaveole, §to doprinosi razvoju inzulinske rezistencije.
Interakcija kaveolina-1 sa IR i IRS neophodna je za ispravnu signalizaciju inzulinom. U stanju povec¢anih
koncentracija gangliozida GM3 (uslijed upale), IR nije s kaveolinom-1 u interakciji nego s GM3 izvan
kaveole (ilustracija prema shemama u radovima autora Kabayama te Lopez i Schnaar (80,81)).

Legenda: GLUT4 - transporter glukoze 4, GM3 — monosijalodiheksozilgangliosid, IR - inzulinski receptor, IRS - supstrat

inzulinskog receptora, PI3K - fosfatidil-inozitol-3 kinaza (engl. phosphatidylinositol-3-kinase), TNF-o — ¢imbenik nekroze
tumora alfa (engl. tumor necrosis factor alpha).
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1.5. Hipokampus je mjesto neurodegeneracije uslijed inzulinske i leptinske rezistencije
Hipokampus je dio mozga koji je ukljuéen u stvaranje dugoro¢nog deklarativnog pamcéenja te je
zaduZen za utvrdivanje prostornih odnosa. Takoder je jedno od rijetkih mjesta u odraslom mozgu gdje
se dogada stvaranje novih neurona ili neurogeneza. Smjesten je u temporalnom reznju mozga te se sastoji
od nekoliko razli¢itih populacija neurona — granularni neuroni su smjesteni u nazubljenoj vijugi (engl.
dentate gyrus) (DG), a ostali piramidalni u tzv. cornu Ammonis podru¢jima 1-3 (CA1-3) te u subikulumu
koji povezuje hipokampus s korom mozga. Za stvaranje pamcenja su zasluzne mreze izmedu navedenih
stanica. Jedna od mreza je indirektni trisinapticki put DG — CA3 — CA1 kojoj informacije pristizu iz
I1. sloja entorinalne kore mozga, dok je druga direktan put gdje Il1. sloj entorinalne kore mozga projicira
direktno u CA1 podrucje hipokampusa (63). Slijedi projekcija informacija iz CA1 podrucja u subikulum
koji dalje informacije $alje u koru mozga (84). Kako bi se funkcija paméenja i snalazenja u prostoru
odrzala, potrebno je normalno prezivljenje postojecih, ali i normalno stvaranje novih neurona. Upravo
su za normalnu funkciju, prezivljenje i neurogenezu stanicama hipokampusa potrebni leptin i inzulin.
Leptin je ukljucen u proces dugoro¢ne potencijacije, koja je podloga pamcenja, te je pokazao veliki
utjecaj na sinapticku plasti¢nost u hipokampusu (85,86). Nadalje, nekoliko je istraZivanja pokazalo da
leptin ima neuroprotektivan u¢inak na stanice hipokampusa te stanice kore mozga u ishemiji (87,88).
Pokazalo se da hipokampus izrazava GLUT4 transporter glukoze koji je osjetljiv na inzulin, pa inzulin
djeluje na stanice hipokampusa kao na stanice periferije (89). Poznato je da inzulinska rezistencija

neurona rezultira kognitivnim deficitom i demencijom (90-92).

1.6. Antidijabetici metformin i liraglutid

Danas najcesce koristeni lijekovi za T2DM, metformin i liraglutid, mogu prije¢i krvno-mozdanu
barijeru i daju obecavajuce rezultate u terapiji ranih znakova poremecaja mozga (56,57). Istrazivanje
utjecaja ova dva antidijabetika na mozak mogla bi opravdati ranu intervenciju neurodegeneracije

metforminom i liraglutidom te pronaé¢i moguce prepreke u njihovoj primjeni.

1.6.1. METFORMIN

Metformin pripada bigvanidnoj klasi lijekova (slika 1.16) koja se primjenjuje oralno. Najéesce je
propisivan lijek za T2DM. Trenutne preporuke u lijeCenju T2DM najprije savjetuju monoterapiju
metforminom. U slucaju neuspjesnosti ovog pristupa, propisuje se kombinirana terapija metformina i
dodatnih antidijabetika (20). Djelovanje metformina se ostvaruje kroz smanjeno otpustanje glukoze iz
jetre te dovodi do smanjenja glukoze u krvi kroz povecanje tkivne osjetljivost na inzulin, osobito

osjetljivosti skeletnih misic¢a (95). Istovremeno ne uzrokuje hipoglikemiju.
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Slika 1.16. Kemijska struktura metformina (vlastita ilustracija prema spoznajama u literaturi).

Relativno nedavno je otkriveno da metformin djeluje na neurodegeneraciju u dijabeti¢nih
miseva — primjena metformina kroz 18 tjedana rezultirala je smanjenjem fosforiliranog tau proteina,
karakteristicnog za AD (96).

1.6.2. LIRAGLUTID
Liraglutid je lijek koji se primjenjuje subkutano. Po strukturi je peptid (slika 1.17). Djeluje kao
agonist receptoru za peptid nalik glukagonu 1 (engl. glucagon-like peptide-1, GLP-1). GLP-1 je hormon
kojeg luce stanice crijeva kako bi obavijestio sredi$nji Ziv€ani sustav o unosu hranjivih tvari §to za
posljedicu ima otpustanje inzulina iz B-stanica gusterace. Dakle, liraglutid stimulira lu¢enje inzulina,
inhibira lu¢enje glukagona i dovodi do smanjenja apsorpcije hranjivih tvari te povecava osjecaj sitosti
(97).
Istrazivanja na miSevima su pokazala da liraglutid smanjuje neurodegeneraciju u demenciji i

poboljsava pamcenje (98).

masna kiselina sa LIRAGLUTID

16 C- atoma

Slika 1.17. Usporedba struktura GLP-1 i liraglutida.

(Slika preuzeta iz rada autora Sjéholma i sur. (99) i prilagodena)
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Specificni ciljevi istrazivanja su:

Dokazati upalu u sredi$njem zivéanom sustavu Sprague-Dawley Stakora na prehrani bogatoj
mastima i ugljikohidratima pomocu biljega upale.

Dokazati sredi$nju rezistenciju na leptin i inzulin, tj. utiSavanje signalnih putova u
hipotalamickim sredistima koja reguliraju sitost.

Prona¢i poveznicu izmedu upale niskog stupnja i rezistencije na leptin i inzulin s obzirom na
raspodjelu inzulin- i leptin-pozitivnih neurona i biljega upale (aktivirana mikroglija, reaktivna
glioza) na mjestima podloznim neurodegeneraciji (hipokampus).

Utvrditi polozaj inzulinskog i leptinskog receptora u lipidnim splavima hipokampusa.

Utvrditi utjecaj antidijabetika — metformina i liraglutida na te patoloske procese.

Iz navedenih ciljeva rada proizlaze sljedece hipoteze istrazivanja:

Y/
0'0

Y/
0'0

Stalan unos suviska kalorija izaziva pretilost u odraslih Sprague-Dawley $takora i dovodi do
razvoja inzulinske i leptinske rezistencije i upale niskog stupnja u odraslom mozgu.

Leptinska i inzulinska rezistencija medusobno su ovisni procesi (jedan poti¢e drugoga) u
srediSnjem ziv€anom sustavu pretilog odraslog Sprague-Dawley Stakora

Razvoj inzulinske i leptinske rezistencije popracen je premjestanjem inzulinskog i leptinskog
receptora unutar lipidnih splavi hipokampusa — primarnog mjesta neurodegeneracije.
Metformin i liraglutid korekcijom leptinske i inzulinske rezistencije smanjuju stupanj sredi$nje
upale i sprjeCavaju degenerativne procese u Stakora na prehrani bogatoj mastima i

ugljikohidratima.
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3.1. Materijal
U istrazivanju je koriSteno mozdano tkivo odraslih Sprague-Dawley Stakora podvrgnutih
prehrani bogatoj mastima i ugljikohidratima (engl. high-fat high-sugar diet, HFHSD) te tretmanima

antidijabeticima, metforminom ili liraglutidom.

3.1.1. POKUSNE ZIVOTINJE

U istrazivanju je korisSteno 64 Sprague-Dawley Stakora starosti 45 tjedana (32 muzjaka i 32
zenke). Stakori su bili podijeljeni prema spolu i u 4 skupine unutar spola slijedom kako je navedeno:

1. Stakori hranjeni standardnom hranom (SD),

2. Stakori hranjeni hranom bogatom mastima i ugljikohidratima (HFHSD),

3. HFHSD tretirani metforminom i

4. HFHSD tretirani liraglutidom.
Hrana i voda su bili dostupni zivotinjama ad libitum za cijelo vrijeme trajanja istraZivanja, osim 14-16h
prije izvodenja testa tolerancije na glukozu (podaci nisu prikazani u disertaciji, testovi izvedeni prije
pocetka eksperimenta, zatim u 5., 12. i 18. tjednu eksperimenta). Eksperiment je trajao 20 tjedana. U
prvih 6 tjedana se inducirala pretilost u skupinama 2, 3 i 4 primjenom prehrane bogate mastima i
ugljikohidratima (Alktromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Njemacka). Na slici 3.1. su prikazani
sastavi koristene standardne hrane (SD) i hrane bogate mastima i ugljikohidratima (HFHSD) te njihove

energijske vrijednosti.

Prehrana bogata mastimai

Standardna prehrana-SD ugljikohidratima - HFHSD
ukupnoviage; sirovi proteini;
ukupnoviage; 6,80% 9,25%

sirovi proteini;
20%

14% sirovavlakna;

4,02%
nepreradeni
pepeo; 5,28%

sirovavlakna;
3%

nepreradent
pepeo; 8%

nepreradena
mast; 4%

nepreradena
mast; 12,06%

ugljikohidrati;

ugljikohidrati; 61,50%

51%

Energijska vrijednost SD Energijska vrijednost HFHSD
2842 266 kcal/kg 3879,495 kcal/kg

Slika 3.1. Sastav i energijska vrijednost koriStene standardne i hrane bogate mastima i ugljikohidratima
u eksperimentu. Obratiti pozornost na udio ugljikohidrata i masti.

Nakon S$to se inducirala pretilost u navedenih Stakora, u sljedec¢ih 14 tjedana primjenjivao se

tretman metforminom u skupini 3 (s.c., 50 mg/kg/dan; proizvodac: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
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te liraglutidom u skupini 4 (s.c., 0.3 mg/kg/dan; proizvoda¢: Creative Peptides, Shirley, NY, USA). Na
kraju istrazivanja, kada su Stakori navrsili 64 tjedna, eutanazirani su prevelikom dozom anestetika
izoflurana (Forane, Baxter Healthcare Corporation, Deerfield, IL, SAD) te su prikupljeni uzorci
mozdanih tkiva za analizu (Slika 3.2).

Opisani dio istrazivanja na zivim Zivotinjama proveden je na Zavodu za farmakodinamiku i
biofarmaciju Sveucilista u Szegedu, Szeged, Madarska, u skladu s Direktivom Europske unije o
zivotinjama kori§tenim u znanstvenim istrazivanjima (Directive 2010/63/EU). Za istrazivanje je
dobiveno odobrenje Madarskog etickog povjerenstva za istrazivanja na zivotinjama, broj odobrenja
IV/3796/2015 i Etickog povjerenstva za istrazivanje Medicinskog fakulteta Osijek, broj odobrenja: klasa
602-04/14-08/06, broj 2158-61-07-14-118.

1Standardna prehrana (SD)

2 Prehrana bogata mastima i ugljikohidratima (HFHSD)

3 HFHSD + metformin

4 HFHSD + liraglutid

DOB EIVOTII»:JJEITJEDAN b f
44 l 45 46 47 48 49 50 51 52 53 |54 (55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 KN
& gt: Indukcija pretilosti gt gt

HFHSD + tretman metforminomiili liraglutidom e
TRAJANJEEKSPERIMENTA U TJEDNIMA

5 6 7 g8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Slika 3.2. Zivotinjske skupine i plan eksperimenta. Legenda: e — eutanazija, gt — test tolerancije na glukozu.

3.2. Metode
KoriStene metode u istrazivanju su imunohistokemijska analiza izrazaja proteina, izolacija
lipidnih splavi iz stanica hipokampusa ultracentrifugiranjem tkiva u gradijentu saharoza te analiza

izrazaja proteina Western blot metodom.

3.2.1. IMUNOHISTOKEMIJSKA ANALIZA

Jedna je mozdana hemisfera fiksirana u 4%-tnom paraformaldehidu (PFA), pH = 7,4 u trajanju
od 24 sata. Zatim je krioprotektirana u gradijentu saharoza: hemisfera je drzana po 24 sata u 10%-tnoj,
zatim 20%-tnoj i 30%-tnoj otopini saharoze. Nakon toga je smrznuta u pothladenom izopentanu i
pohranjena na -80°C do sljede¢ih priprema za imunohistokemiju. Imunohistokemijski su analizirani
sljede¢i proteini: alfa podjedinica inzulinskog receptora (IR-o), beta podjedinica receptora za ¢imbenik
rasta nalik inzulinu 1 (IGF-1Rp), leptinski receptor (ObR), protein supresor signalizacije citokinima 3

(SOCS3), ¢imbenik upale i biljeg mikroglije - ionizirana kalcij-vezujuca adaptorska molekula 1 (Ibal),
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vrsta intermedijarnog filamentnog proteina i biljeg astrocita - fibrilarni kiseli protein glije (GFAP) i
biljeg aktivirane glije nestin (Nestin).

U imunohistokemijskoj analizi je upotrjebljeno tkivo vecine zivotinja koriStenih u istrazivanju
(najmanje 3, a najviSe 8 ponavljanja po Zivotinjskoj skupini, prema dostupnoj koli¢ini tkiva). Slika 3.3
prikazuje analizirana podrucja u mozgu: 4 podrucja u hipotalamusu (HTH) (narancaste strelice), 2 u
dopaminergickom podru¢ju (DN) (zute strelice), 3 u hipokampusu (HIPP) (zelene strelice) i 2 u kori
mozga (CTX) (plave strelice).

M al

Bregma -3.14 mm

Interpural 340 mm* Bregma -5.60 mm

ARC

= HTH
PA-AP

PE

SNC

VTA

DG

CAl HIPP
CA3

10 S1BF

11 PIR

DN

0N OB W N

w0

\.

Interaural 2.60 mm Beegma -1.40 mm

Slika 3.3. Imunohistokemijski analizirana podru¢ja mozga Sprague-Dawley Stakora. Za izradu slike su

kori$tene i prilagodene slike iz atlasa $takorskog mozga (11).

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, CA1 i CA3 - Cornu Ammonis podrudja hipokampusa 1 i 3, CTX - kora mozga,
DN - dopaminergi¢ko podru¢je, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), HIPP - hipokampus, HTH -
hipotalamus, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, PE -
periventrikularna jezgra hipotalamusa, PIR - piriformni korteks, S1BF - dio primarnog osjetnog podruéja kore mozga, tzv.
Barrel field“, SNC - kompaktni dio crne tvari mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA- ventralno podrucje
tegmentuma.

3.2.1.1. Priprema tkiva za imunohistokemijsko bojanje

Fiksirane hemisfere su uklopljene u medij za kriostatsko rezanje (Tissue Freezing Medium;
Leica, Nussloch, Njemacka) i narezane na kriostatu (Cryostat CM3050S, Leica, Nussloch, Njemacka)
pri temperaturama CT -18°C i OT -15°C na koronarne rezove debljine 35 um. Rezovi su prikupljeni u
mikrotitarsku plo€icu s 12 jazica ispunjenih puferom 1xPBS, pH=7,4. Budu¢i da se svi rezovi nisu
odmah Koristili za imunohistokemijsko bojanje, bili su premjesteni u DeOlmos otopinu ¢ime je

omogucena njihova pohrana na -20°C bez gubitka imunoreaktivnosti (100).
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3.2.1.2. Imunohistokemijsko bojanje

Metodom slobodno-plutajuce imunohistokemije (engl. free-floating immunohistochemistry)

gore nabrojani proteini su detektirani visokospecificnim primarnim protutijelima. Koristena primarna

protutijela, kao i njihove specifikacije, prikazani su u tablici 3.1. Kompleks antigen-protutijelo

vizualizirao se primjenom odgovarajucih sekundarnih protutijela konjugiranih s fluorescentnom bojom

ili s biotinom. U slucaju koristenja sekundarnog protutijela s biotinom, primijenjen je avidin-biotin

kompleks konjugiran s peroksidazom iz hrena (HRP) te supstrat za HRP, 3,3'-diaminobenzidina (DAB),

¢ijim dodavanjem HRP-u nastaje obojenje.

Tablica 3.1. Primarna protutijela koriStena u slobodno-plutajuc¢oj metodi imunohistokemijske analize.

IgG, poliklonalni

IgG, poliklonalni

IgG, poliklonalni

IgG, poliklonalni

IgG, poliklonalni

Skraéena  Naziv primarnog Klasa

oznaka protutijela

primarnog

protutijela

IR-a Anti-alfa
podjedinica
inzulinskog
receptora

IGF-1RB  Anti-beta
podjedinica
receptora za
¢imbenik rasta
nalik inzulinu 1

ODbR Anti-leptinski
receptor

Ibal Anti-ionizirana
kalcij-vezujuca
adaptorska
molekula 1

GFAP Anti-glijalni
fibrilarni kiseli
protein

Nestin Anti-nestin

IgG, poliklonalni

Organizam Proizvoda¢ i kataloski broj

porijekla

Zec

Zec

Zec

Zec

Zec

Koza

Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, SAD,

SC-710

Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, SAD,

SC-713

Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, SAD,

SC-8325

Wako  Chemicals,  Neuss,
Germany

019-19741

Dako, Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, SAD,

Z0334

Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, SAD,

SC-21248

Protokol imunohistokemijskog bojanja rezova Stakorskog mozga protutijelima IR-a, IGF-1Rp, i ObR je

bio sljedeci:

¢+ Rezovi su isprani od DeOlmos otopine 8 puta po 15 min u 1xPBS puferu.

++ Predretman vodikovim peroksidom (H»0-). Kako bi se zasitile endogene peroksidaze, rezovi su

inkubirani u 1%-tnoj otopini H202 na 30 minuta na tresilici pri +4°C.

+ Blokiranje nespecifi¢nih reakcija. Rezovi su inkubirani 2 sata u otopini za blokiranje (5%-tni

kozji serum i 1%-tni albumin iz seruma goveda (BSA) u 1xPBS puferu) na tresilici pri +4°C.
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Y/
0'0

Y/
0'0

Y/
0'0

Y/
0'0

Y/
0'0

Inkubacija s primarnim protutijelom. Rezovi su inkubirani u otopini primarnih protutijela anti-
IR-a i anti-IGF-1Rp preko 1 no¢i, a anti-ObR preko 2 no¢i na tresilici pri +4°C. Otopine
protutijela su pripremljene u otopini za blokiranje u sljede¢im razrjedenjima: anti-IR-a 1:250,
anti-ObR 1:50, anti-IGF-1Rp 1:250.

Ispiranje. Rezovi isprani 4 puta po 10 min u 1xPBS puferu.

Inkubacija sa sekundarnim protutijelom. Rezovi su inkubirani u otopini sekundarnog protutijela
na 2 sata na tresilici pri +4°C. Koristeno je sekundarno protutijelo kozje anti-zecje IgG
konjugirano s biotinom (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc. West Grove, PA, SAD)
pripremljeno u otopini za blokiranje u razrjedenju 1:500.

Ispiranje. Rezovi su isprani 3 puta po 10 min u 1xPBS puferu.

Inkubacija s kompleksom avidin-biotin konjugiran s HRP. Rezovi su inkubirani s 30 min ranije
pripremljenom otopinom navedenog kompleksa (ABC Standard, PK-6100; Vector Laboratories,
Burlingame, CA, SAD) na 2 sata na tresilici pri +4°C.

Ispiranje. Rezovi su isprani 3 puta po 10 min u 1xPBS puferu.

Vizualizacija. Rezovi su inkubirani u otopini DAB pri sobnoj temperaturi tocno 4 min, a kako
bi se zaustavila reakcija izmedu HRP i DAB premjesteni su u 1xPBS pufer.

Rezovi su navuceni na silanizirana predmetna stakalca i prekriveni Vectamount pokrivalom
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, SAD) te su skenirani u Super Coolscan 9000 skeneru

(Nikon, Tokyo, Japan).

Protokol imunohistokemijskog fluorescentnog bojanja rezova Stakorskog mozga protutijelima Nestin,

GFAP iIbal je bio sljedeci:

Rezovi su isprani od DeOlmos otopine 8 puta po 15 min u 1xPBS puferu.

Blokiranje nespecifi¢nih reakcija. Rezovi su inkubirani u otopini za blokiranje (5%-tni kozji
serum i 1%-tni albumin iz seruma goveda u 1xPBS puferu) 2 sata na tresilici pri +4°C.
Inkubacija s primarnim protutijelima. Rezovi su preko no¢i na tresilici pri +4°C inkubirani u
otopinama primarnih protutijela pripremljenima u otopini za blokiranje. Koristena su protutijela
anti-Nestin u razrjedenju 1:300, anti-GFAP u razrjedenju 1:4000 i anti-Ibal u razrjedenju
1:1000.

Ispiranje. Rezovi su isprani 3 puta po 5 min u 1xPBS puferu.

Inkubacija sa sekundarnim protutijelima. Rezovi su inkubirani 2 sata u otopini sekundarnih
protutijela na tresilici pri +4°C. Sekundarna protutijela su pripremljena u otopini za blokiranje.
Koristena sekundarna protutijela su anti-kozje IgG konjugirano s fluorokromom AF488 (Santa
Cruz Biotechnology, SC-21248) u razrjedenju 1:300 za detekciju anti-Nestin te anti-zecje IgG
konjugirano s fluorokromom Cy3 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc. West Grove,
PA, SAD) u razrjedenju 1:300, za detekciju anti-GFAP i anti-lbal.
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¢+ Rezovi su havuceni na silanizirana predmetna stakalca i kratko posuseni.

+ Kako bi se smanjila autofluorescencija rezovi su tretirani 10 min na sobnoj temperaturi s 0,1%-
tnom otopinom Sudan Black B pripremljenoj u 70%-tnom etanolu. Nakon toga su kratko isprani
s destiliranom vodom (dH.O) i pokriveni Vectashield pokrivalom s nuklearnom bojom 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, SAD).

3.2.1.3. Procjena izrazaja IR-a, IGF-IRfS i ObR te morfologije GFAP- i lbal-pozitivnih stanica
racunalnim programom Fiji

Nakon imunohistokemijskog bojanja uslijedilo je mikroskopiranje preparata i njihovo slikanje
kamerom spojenom na mikroskop (mikroskop: Carl Zeiss Axioskop 2 MOT; kamera: Olympus D70;
raCunalni program za prikupljanje slika: DP Manager v 1.2.1.107. i DP Controller v 1.2.1.108).

Pomocu racunalnog programa Fiji (101) analizirane su slike odabranih podrucja mozga (slika
3.2). Na slikama preparata bojanih protutijelima na IR-a, IGF-1Rf i ObR prebrojane su imunopozitivne
stanice i imunopozitivni receptori u uskladenim povrSinama od 20 000 um? Na slikama preparata
bojanih protutijelima na GFAP i Ibal analizirane su promjene u morfologiji imunopozitivnih stanica

prema dolje opisanom protokolu.

Protokol analize slika preparata bojanih protutijelima na IR-o, IGF-1Rf i ObR pomoc¢u raunalnog
programa Fiji:

1. U programu su zadana Zeljena mjerenja (Traka izbornika > Analyze > Set Measurements) (slika
3.43).

2. Otvorena je jedna slika ,.tiff** formata.

3. U svrhu izrade rac¢unalnog podprograma koji ¢e sadrzavati algoritam analiziranja slika (engl.
macro), u traci izbornika izabrana je mogué¢nost ,,Plugins‘ pri ¢emu je otvoren izbornik u kojem
je izabrana mogucnost ,,Macros® i ,,Record* (Traka izbornika > Plugins > Record > Macro).

4. Slika ,tiff* formata prevedena je u 8-bit format koji svakom pikselu pridruzuje vrijednost
izmedu 0 i 255 (Traka izbornika > Image > Type > 8 bit).

5. Odreden je raspon vrijednosti piksela u svrhu uklanjanja pozadinskog obojenja i isticanja
isklju¢ivo imunopozitivne reakcije za analizu (slika 3.4b). Zadana vrijednost za donji prag (engl.
treshold) iznosila je 0, a vrijednost gornjeg praga zadana je prema prethodno odredenoj
prosjecnoj vrijednosti gornjih pragova pri kojima pozadinsko obojenje na slikama kontrolnih
rezova vise nije vidljivo (Traka izbornika > Image > Adjust > Treshold) (Tablica 3.2).

6. U traci izbornika izabrana je moguénost ,,Analyze®. Nakon toga je otvoren izbornik u kojemu
je izabrana mogucnost ,,Measure. Rezultati su bili ispisani u novootvorenom prozoru ,,Results®.

7. ,,Macro* je sacuvan i odabran kao Zeljeni podprogram za analizu velikog broja slika u kratkom
vremenu putem odabira moguénosti ,,Process* u traci izbornika te mogu¢nosti ,,Multiple Image

Processor*.
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8. Dobiveni rezultat je nakon svakog mjerenja iz prozora ,,Results* unesen u Excel®, ra¢unalni
program za proracunske tablice (Microsoft, Redmond, WA, SAD).
I Set Measurements &
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Slika 3.4. Primjer prozora dijaloga tijekom zadavanja Zeljenih mjerenja (A) i odredivanja raspona
vrijednosti piksela za sliku 8-bit formata (B). Izvorna slika (C) i obradena slika za analizu (D).

Tablica 3.2. KoriStene prosjecne vrijednosti gornjeg praga pri kojem pozadinsko obojenje na slikama
rezova negativne kontrole vise nije vidljivo u svrhu analize slika preparata bojanih protutijelima na IR-

a, IGF-1Rp i ObR pomocu racunalnog programa Fiji.

skupina muZjaci

podrucje

HTH ARC 130
LH 142
PA-AP 140
PE 140

DN  SNC 132
VTA 134

HIPP DG 132
CAl 136
CA3 153

CTX S1BF 138
PIR 137

zenke

120
127
143
147
139
145
141
136
143
139
145

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, CAl i CA3 - Cornu Ammonis podru¢ja hipokampusa 1 i 3,
CTX - koramozga, DN - dopaminergi¢ko podruc¢je, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus),
HIPP - hipokampus, HTH - hipotalamus, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio
paraventrikularne jezgre hipotalamusa, PE - periventrikularna jezgra hipotalamusa, PIR - piriformni korteks,
S1BF - dio primarnog osjetnog podruéja kore mozga, tzv. ,,Barrel field”, SNC - kompaktni dio crne tvari mozga
(lat. substantia nigra pars compacta), VTA- ventralno podrudje tegmentuma.

32



3. MATERIJALI | METODE

Protokol analize slika preparata bojanih protutijelima na GFAP i Ibal pomoc¢u racunalnog programa Fiji

je bio sljedeci:

1. Otvorena je jedna slika , tiff** formata.

2. U svrhu izrade racunalnog podprograma koji ¢e sadrzavati algoritam analiziranja slika (engl.
macro), u traci izbornika izabrana je moguénost ,,Plugins pri ¢emu je otvoren izbornik u kojem
je izabrana moguc¢nost ,,Macros‘ i ,,Record* (Traka izbornika > Plugins > Record > Macro).

3. Kako bi se prilagodila slika u svrhu boljeg opazanja fluorescentnog obojenja, pomocu primjene
mogucnosti ,,Enhance Local Contrast (CLAHE)* prilagoden je kontrast slike (Traka izbornika
> Process > Enhance Local Contrast (CLAHE)). Prilagodene vrijednosti su prikazane na slici
3.5.

A CLAHE X

1

|

blocksize
histogram bins

maximum slope 0!

0
No

[’v
3.00
mask [ ne* v
Iv fast (less accurate

OK Cancel | Help ]

C

Slika 3.5. Primijenjene moguénosti pri prilagodavanju kontrasta slike (A). Izvorna slika prije
(B) te slika nakon prilagodavanja kontrasta (C).

4. Nadalje, u traci izbornika izabrana je mogucnost ,,Plugins®. Nakon toga je otvoren izbornik u
kojemu je izabrana mogucnost ,,Color Pixel Counter. Rezultati su bili ispisani u
novootvorenom prozoru ,,Results“ (Traka izbornika > Plugins > Color Pixel Counter).

5. ,,Macro* je sacuvan i odabran kao Zeljeni podprogram za analizu velikog broja slika u kratkom
vremenu putem odabira moguénosti ,,Process* u traci izbornika te moguénosti ,,Multiple Image
Processor.

6. Dobiveni rezultat je nakon svakog mjerenja iz prozora ,,Results* unesen u Excel.
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3.2.2. ANALIZA POLOZAJA INZULINSKOG (IR-a) I LEPTINSKOG RECEPTORA (ObR) U LIPIDNIM SPLAVIMA
HIPOKAMPUSA

Dok je jedna mozdana hemisfera koristena u imunohistokemijskoj analizi, iz druge je koriSteno
tkivo hipokampusa za izolaciju lipidnih splavi. Tkiva hipokampusa svake Zivotinjske skupine su
zdruzena u 3 uzorka po 50 mg za izolaciju. U frakcijama izolata lipidnih splavi hipokampusa odreden je

polozaj IR-o. 1 ObR.

3.2.2.1. Izolacija lipidnih splavi

Lipidne splavi su izolirane prema prilagodenom protokolu za izolaciju lipidnih splavi koji je
proizasao iz nekoliko uobi¢ajeno koristenih protokola. Protokol je prilagodila dr. sc. Kristina Mlinac-
Jerkovi¢, Laboratorij za molekularnu neurobiologiju i neurokemiju na Hrvatskom institutu za
istrazivanje mozga, Zagreb. Metoda nije detaljno opisana jer je protokol izolacije lipidnih splavi iz
mozdanog tkiva u pripremi za publikaciju.
Ukratko, metoda se sastojala od nekoliko koraka. (1) Klarifikacija. Tkivo hipokampusa je najprije
izvagano (Sartorius GP1100S; Dana Weighing Systems, Elk Grove, IL, SAD), a zatim premjesteno u
pothladeni stakleni Potter-Elvehjem homogenizator s teflonskim tu¢kom (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, SAD). Nakon dodavanja homogenizacijskog pufera, uzorak je ru¢no homogeniziran.
Homogenizirano tkivo je prebaceno u plasticnu epruvetu i centrifugirano 15 min pri 1 000 g i +4°C
(centrifuga: Hettich Universal 32R; Andreas Hettich GmbH & Co, Tuttlingen, Njemacka). (2)
Ultracentrifugiranje s ciljem izdvajanja stani¢nih membrana u talog (ultracentrifuga: Beckman Optima
XL-80K, rotor 50,4 Ti; Beckman Coulter, Pasadena, CA, SAD), te (3) ultracentrifugiranje s ciljem
izdvajanja lipidnih splavi iz prethodno dobivenog taloga. Nakon zavrsetka ultracentrifugiranja iz svake
epruvete su skupljene frakcije. Ukupno je dobiveno 10 ili 11 frakcija po uzorku, volumena 1,5 mL.
Frakcije su spremljene na -20°C do analize polozaja IR-o. i ObR metodom Western blot. Supernatant
dobiven iz koraka (2) sadrzavao je citosolne proteine pa je zbog susljednih analiza izraZaja proteina
pSTAT3 i SOCS3 prikupljen i spremljen na -20°C.

3.2.2.2. Kvantitativna analiza poloZaja IR-a i ObR u lipidnim splavima hipokampusa metodom Western
blot

Polozaj IR-a i ObR utvrden je metodom Western blot u odnosu na biljege lipidnih splavi —
protein flotilinl (Flot1) i gangliozid GM1 te na biljeg ostatka stanicne membrane — transferinski receptor

(TfR). Uzorci za Western blot bile su frakcije izolata lipidnih splavi hipokampusa.

Protokol Western blot metode je sljedeci:
¢ Denaturacija proteina. Po 15 pL frakcije je pomijesano s 5 puL. pufera za uzorke (Novex NuPage
LDS sample buffer 4x; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) prethodno pomijesanog

s reduciraju¢im agensom (NuPage sample reducing buffer; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
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MA, SAD) u omjeru pufer za uzorke : reducirajuci agens = 2:1. Pripremljena smjesa je kuhana
5 min na 95°C na termobloku (Eppendorf Thermomixer Compact; Eppendorf, Hamburg,
Njemacka).

Elektroforetsko razdvajanje proteina. Sav je volumen smjese premjesten u jaZzice gela za
poliakrilamidnu elektroforezu (NuPage 4-12% BisTris gels; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, SAD). Na gel je dodano i 8 pL standarda (Precision Plus Dual Color Marker; Bio-Rad,
Hercules, CA, SAD). Budu¢i da se elektroforeza odvijala u reduciraju¢im uvjetima, u pufer za
elektroforezu dodano je 250 pL antioksidansa (NuPage Antioxidant; Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD). Elektroforeza je trajala 1h pri elektricnom naponu iznosa 150 V.
Prijenos proteina na membranu. PVDF membrana (Immobilion P; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, SAD) izrezana je prema dimenzijama gela, zatim je aktivirana potapanjem u metanol na 3
min te isprana destiliranom vodom dok nije izgubila masni sjaj. Do trenutka slaganja kazete za
prijenos proteina, membrana je stajala u puferu za prijenos. U pufer za prijenos namoceni su i
ostali dijelovi potrebni za slaganje kazete (spuzvice i filter-papiri). Po zavrSetku elektroforeze
uslijedilo je slaganje kazete za prijenos proteina prema uputama proizvodaca (Mini Blot
Module; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD). Prijenos proteina na PVDF membranu
trajao je lh pri elektricnom naponu iznosa 20V.

Vizualizacija proteina i gangliozida GM1. Specifi¢nim su protutijelima na PVDF membrani
detektirani Flotl, TfR, IR-a i ObR, a kompleks antigen-protutijelo je detektiran odgovaraju¢im
sekundarnim protutijelom konjugiranim s HRP (anti-misje IgG (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, SAD; Kkat. br. SC-2005) i anti-ze¢je (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.
West Grove, PA, SAD; kat. br. 111-035-144), oba kori$tena u razrjedenju 1:4000). Tablica 3.3.
prikazuje specifikacije navedenih protutijela i razrjedenja u kojima su koristeni. Gangliozid
GM1 specifi¢no je detektiran pomoc¢u podjedinice B toksina kolere konjugirane s HRP (CTB)
(Life Technologies (C34780; koriStena u razrjedenju 1:100 000). Dodavanjem
kemiluminiscentnog supstrata enzimu HRP doslo je do enzimske reakcije pri kojoj se oslobadaju
fotoni. Intenzitet emitiranog svjetla detektirao se pomocu sustava Chemidoc XRS+ (BioRad,

Hercules, CA, SAD). Protokol vizualizacije proteina i gangliozida GM1 je sljedecéi:

o Blokiranje nespecifi¢nih reakcija. Po zavrsetku transfera membrana je inkubirana s
otopinom za blokiranje. U sluc¢aju Flotl, TfR i GM1 vizualizacije otopina za blokiranje
bila je 5%-tna otopina nemasnog mlijeka u prahu, pripremljena u 0,1%-tnoj otopini
detergenta Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) u 1xPBS puferu (1xPBST),
a u slucaju vizualizacije ObR i IR-a, 3%-tna otopina BSA u 1xPBST. Inkubacija je pri
sobnoj temperaturi (engl. room temperature, RT) trajala 1h.

o Inkubacija s primarnim protutijelom i CTB. Membrane su inkubirane u otopinama

protutijela pripremljenima u navedenom razrjedenju (tablica 3.3) u pripadajucoj otopini
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za blokiranje (5%-tna otopina nemasnog mlijeka ili 3%-tna otopina BSA). Otopina CTB
je pripremljena u 5%-tnoj otopini nemasnog mlijeka. Inkubacija je trajala preko no¢i na
tresilici pri +4°C.

Ispiranje. Nakon inkubacije u otopini primarnog protutijela, membrane su isprane 3 puta
po 10 min u 1xPBST. Membrana inkubirana sa otopinom CTB je nakon ovog koraka
bila spremna za vizualizaciju primjenom kemiluminiscentnog supstrata.

Inkubacija sa sekundarnim protutijelom. Membrane su inkubirane u otopini
sekundarnog protutijela na tresilici u trajanju od 1h pri RT. Otopina sekundarnog
protutijela je pripremljena u 1xPBST prema gore navedenim razrjedenjima.

Ispiranje. Membrane su isprane 3 puta po 10 min u 1xPBST.

Vizualizacija. Neposredno prije uporabe je pripremljena otopina kemiluminiscentnog
supstrata prema uputama proizvodac¢a (Immun Star Western C Kit; Biorad, Hercules,
CA, SAD) koja je zatim dodana membranama. Uslijedila je detekcija i slikanje reakcije

na membranama pomocu sustava Chemidoc XRS+ te obrada slika u ra¢unalnom

programu Image Lab (Biorad, Hercules, CA, SAD).

Tablica 3.3. Primarna protutijela koris§tena u Western blot metodi za potvrdu frakcija splavi i ostatka
stani¢ne membrane te detekciju receptora za leptin i inzulin.

Skracena | Naziv Klasa Organizam | Proizvodac i Razrjedenje u
oznaka primarnog porijekla katalo$ki broj 5% mlijeku
primarnog | protutijela pripremeljenom
protutijela u 1xPBS
Flotl Anti-flotilin | 1gG, Mis BD Biosciences, 1:5000
1 monoklonski Becton Dickinson
and Company,
San Jose, CA, SAD;
610821
TR Anti- IgG, Mis Thermo Fisher 1:2000
transferin monoklonski Scientific
(Invitrogen),
Waltham, MA, SAD;
13-6800
ObR Anti- 1gG, Mis Santa Cruz 1:150
leptinski monoklonski Biotechnology, **napomena:
receptor Dallas, TX, SAD; inkubacija preko
SC-8391 2 noéi.
IR-a Anti-alfa 1gG, Zec Santa Cruz 1:200
podjedinica | poliklonski Biotechnology,
inzulinskog Dallas, TX, SAD;
receptora SC-710
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3.2.2.3. Denzitometrija izrazaja proteina TfR, ObR i IR-o. racunalnim programom Fiji

Kako bi se procijenio izrazaj proteina TfR, ObR i IR-a napravljena je denzitometrija membrana

rac¢unalnim programom Fiji (slika 3.6) na sljede¢i nacin:

R/
0’0

Y/
0'0

Y/
0'0

Y/
0'0

U racunalnom program Fiji otvorena je slika membrane ,tiff“ formata (Traka
izbornika>File>Open>biramo sliku).

U traci izbornika je odabrana moguénost ,,Rectangular”, pomoc¢u koje se na slici izradio
pravokutnik. Pravokutnikom je odabrana povrSina slike za analizu u kojoj su bile proteinske
vrpce zeljene velicine.

Definirana je povrsina za analizu (Traka izbornika>Analyze>Gels>Select First Lane).

Iz definirane povrSine za analizu je izraden graficki prikaz izrazenosti proteina (Traka
izbornika>Analyze>Gels>Plot Lanes).

U grafickom prikazu su pojedinoj proteinskoj vrpci pridruzene odgovarajuée povrSine ispod
krivulje tako $to su vertikalno povucene granice izmedu pojedinih proteinskih vrpci (Traka
izbornika>Straight).

Definirane su pojedine povrsine primjenom moguénosti ,,Wand** (Traka izbornika>Wand).
Ispisane su vrijednosti udjela povrSine pojedine proteinske vrpce u ukupnoj povrsini ispod
krivulje = koja  je  prikazivala izrazaj proteina  na  membrani (Traka
izbornika>Analyze>Gels>Label Peaks).

Rezultati su ispisani u novootvorenom prozoru ,,Results* te preneseni u Excel proraéunsku

tablicu.

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Ojojc|o|<

A

N Al [o|F xfs/wilo|sa] |

(Fiji Is Just) Imaged 2.0.0-rc-59/1.51k; Java 1.8.0_66 [64-bit]:

Results - O it
3.30x1.03 inches (317x99), RGE; 123K File Edit Font Results
|Area Percent -
E ———— @ - g 1668591.072 73.048
50x343 pixels; 8-bit; 218K 4023.305 1.764
primjer-denz.tif, Uncalibrated 2853.184 1.249

1308.870 0.573
1808.062 0.536
2800.359 1.270
5773406 2.528
15062.308  6.594
1893584548 5491
0 1262.695 0.553
1 7066.841 3.094

— — 0 m -~ @ W =

v|«]

6.50

Slika 3.6. Denzitometrija izrazaja proteina na PVDF membrani u ra¢unalnom programu Fiji.

37



3. MATERIJALI | METODE

3.2.3. KVANTITATIVNA ANALIZA PROTEINA PSTAT3 1 SOCS3

Iz supernatanta dobivenog nakon drugog ultracentrifugiranja (S2) pripremljeni su uzorci za
analizu citosolnih proteina pSTAT3 (fosforilirani STAT3) i SOCS3 (supresor signalizacije citokinima
3) Western blot metodom. Budu¢i da se u Sz nalaze citosolni proteini u nepoznatoj koncentraciji,
koncentracija je odredena metodom prema Bradfordu. Radi se o metodi koja se temelji na
spektrofotometrijskom mjerenju apsorbancije protein-vezuce boje Coomasie Brilliant Blue G-250 pri
valnoj duljini od 595 nm. Boja je otopljena u smjesi s metanolom i fosfornom kiselinom, a ta se smjesa
naziva Bradfordov reagens. U istrazivanju je koriSten komercijalno dostupan Bradfordov reagens
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD; kat. br. A6932.0250). Nakon $to se Bradfordov reagens doda
uzorcima, boja se veze za proteine te dolazi do promjene obojenja iz crveno-smedeg u plavo. Promjena

u intenzitetu obojenja ovisi 0 koncentraciji proteina u uzorku.

Protokol odredivanja koncentracije proteina metodom prema Bradfordu je sljedeci:
++ Slijepa proba. U epruvetu je uliveno 100 pL dH-O.
+¢+ Standardne otopine. U duplikatu su pripremljene Cetiri otopine BSA ukupnog volumena 100 uL

sljedec¢ih koncentracija: ,,Standard 1 — 10 ug/mL, ,,Standard 2 — 50 ug/mL, ,,Standard 3* —
100 pg/mL i,,Standard 4“ — 500 pg/mL.
¢+ Uzorci nepoznate koncentracije. U duplikatu su pripremljene 10 puta razrijedene otopine
uzoraka tako S$to je u epruvetu uliveno 10 pL otopine uzorka i 90 uL dH>O.

+» Mjerenje apsorbancije. U sve je epruvete dodano po 1 mL Bradfordovog reagensa. Nakon
kratkog mijeSanja i inkubacije od 2 minute, sadrzaj epruvete je premjesten u kivetu. Prvo je u
spektrofotometar (CamSpec M201; Spectronic Camspec Ltd., Garforth, Leeds, UK) stavljena
kiveta slijepe probe te su pri valnoj duljini od 595 nm podeSene transmitancija na 100% i
apsorbancija na 0. Zatim su mjerene apsorbancije standardnih otopina, a onda i apsorbancije
uzoraka nepoznate koncentracije.

% Odredivanje koncentracije proteina u uzorcima. Iz dobivenih vrijednosti apsorbancija
standardnih otopina nacrtan je interpolirani pravac u koordinatnom sustavu, pri ¢emu su na
apscisu unesene vrijednosti masene koncentracije otopine, a na ordinatu vrijednosti
apsorbancije. Zatim je prema prosjecnoj vrijednosti izmjerenih apsorbancija uzoraka iz
koordinatnog sustava o¢itana koncentracija proteina. Budu¢i da su uzorci bili razrijedeni 10
puta, dobivena vrijednost masene koncentracije je mnoZena s 10. Tablica 3.4 prikazuje dobivene
vrijednosti masenih koncentrcija za pojedini uzorak te volumen koji je upotrijebljen za

nano$enje odredene mase proteina na poliakrilamidni gel za elektroforezu.
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Tablica 3.4. Odredivanje koncentracije proteina u uzorcima metodom prema Bradfordu te vrijednosti
potrebnog volumena za nanoSenje 8 pg proteina u svaku jazicu poliakrilamidnog gela za elektroforezu.

UZORAK A Koncentracija  Konac¢na V za
(srednja pg/mL koncentracija nanijeti na
vrijednost) (10x (ng/mL) PAGE

razrijedeno) (nL)

1F 0,141 51,53 515,3 15,5

2F 0,178 76,20 762,0 10,5

3F 0,168 69,53 695,3 11,5

4F 0,172 72,20 722,0 11,1

1M 0,158 62,87 628,7 12,7

2M 0,180 77,53 775,3 10,3

3M 0,227 108,87 1088,7 7,3

4M 0,130 44,20 442,0 18,1

Legenda: A — apsorbancija, F — Zenke, M — muZjaci, PAGE — poliakrilamidna elektroforeza, V — volumen, 1 — Zivotinje na
standardnoj prehrani (SD), 2 — Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 — Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 —
zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom.

Zbog ograni¢enja volumena koji stane u jazice poliakrilamidnog gela za elektroforezu (najvec¢i moguci

volumen je 20 uL), odredeno je nanoSenje po 8 pg proteina iz svakog uzorka na gel. 1z svakog uzorka

S, pripremljeni su uzorci za Western blot metodu koja je izvedena prema opisanom protokolu, a protokol

vizualizacije proteina pSTAT3 i SOCS3 je sljedeci:

R/
0.0

Blokiranje nespecifi¢nih reakcija. Po zavrSetku transfera membrane su inkubirane 1h na tresilici
pri RT otopinom za blokiranje — 3%-tna otopina BSA pripremljena u 0,1%-tnoj otopini
detergenta Tween 20 u 1,5xTris-HCI puferu (1,5xTBST).
Inkubacija s primarnim protutijelom. Membrane su inkubirane u otopinama primarnog
protutijela pripremljenih u otopini za blokiranje. KoriStena primarna protutijela su zecje
monoklonalno protutijelo anti-pSTAT3 (Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, SAD;
kat. br. 9145S; korisSteno u razrjedenju 1:2000) i mi§je monoklonalno protutijelo anti-SOCS3
(Abcam, Cambridge, MA, SAD; kat. br. ab14939; koristeno u razrjedenju 1:3000). Inkubacija
je trajala preko noci na tresilici pri +4°C.
Ispiranje. Nakon inkubacije u otopini primarnog protutijela, membrane su isprane 3 puta po 10
min u 1,5xTBST.
Inkubacija sa sekundarnim protutijelom. Membrane su inkubirane u otopini sekundarnog
protutijela na tresilici u trajanju od 1h pri RT. Otopina sekundarnog protutijela je pripremljena
u 1,5xTBST u sljedeé¢im razrjedenjima:
o anti-misji IgG 1:3000 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, SAD; kat. br. SC-2005),
o anti-zec¢ji IgG 1:3000 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc. West Grove, PA,
SAD; Kat. br. 111-035-144).
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+» Vizualizacija. Neposredno prije uporabe je pripremljena otopina kemiluminiscentnog supstrata
prema uputama proizvodaca (Immun Star Western C kit; Biorad, Hercules, CA, SAD), koja je
zatim dodana membrani. Uslijedila je detekcija i slikanje reakcije na membrani pomoc¢u sustava
Chemidoc XRS+ te obrada slika u ra¢unalnom programu Image Lab (Biorad, Hercules, CA,
SAD).

3.2.3.1. Denzitometrija izrazaja proteina PSTAT3 i SOCS3 racunalnim programom Fiji
Slika PVDF membrane s imunodetektiranim proteinima se denzitometrijski analizirala

racunalnim programom Fiji na nacin opisan u poglavlju 3.2.2.3.

3.2.4. STATISTISTICKA ANALIZA

Za statisticke analize koriSten je program Statistica 12 (Quest Software Inc., Aliso Viejo, CA,
SAD). Normalnost distribucije podataka testiran je Shapiro-Wilk testom. Kako podaci nisu imali
normalnu raspodjelu, razlike izmedu distribucija dviju nezavisnih varijabli utvrdene su Mann-Whitney-
U testom uz Bonferronijevu korekciju. Navedena se korekcija primijenila kako bi se smanjila pogreska

prve vrste zbog viSestruke usporedbe. Razina zna¢ajnosti (a- ili p-vrijednost) je 0,50.
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4. REZULTATI

4.1. Imunohistokemijska analiza receptora ukljuc¢enih u nadzor hranjenja i energetskog stanja
organizma

Analiziran je izrazaj tri receptora ukljucena u nadzor hranjenja i energetskog stanja organizma:
ObR, IR-a 1 IGF-1Rp. Rezultati su prikazani za svaki receptor posebno. Najprije su opisani rezultati za

muzjake, a zatim za Zenke.

4.1.1. ANALIZA IZRAZAJA RECEPTORA ObR U MOZGU ZIVOTINJA IZLOZENIH SD ILI HFHSD PREHRANI
S ILI BEZ TRETMANA METFORMINOM ILI LIRAGLUTIDOM

Prvo je analiziran izraZzaj receptora ObR zato §to se pomocu njega nadzire stanje energetske
rezerve u organizmu, a upravo se ona povecava zahvaljuju¢i HFHSD prehrani. Premda je klju¢no mjesto
nadzora hranjenja, hipotalamus, ujedno i mjesto dobro opisanog izrazaja ovog receptora ObR je
analiziran i u svim drugim regijama mozga koje su zaduzene za hranjenje, sudjeluju u obradi podrazaja

koji stize putem okusa, odreduje razinu zadovoljstva ili su bitne za navigaciju i pam¢enje podrazaja.

4.1.1.1 Analiza izrazaja receptora ObR u mozgu muzjaka izloZenih SD ili HFHSD prehrani s ili bez
tretmana metforminom ili liraglutidom

Imunohistokemijska analiza je pokazala da je ObR u mozgovima svih analiziranih skupina
muzjaka doista izrazen. Kontrolni rezovi obojani samo sekundarnim protutijelom su u potpunosti
imunonegativni, §to pokazuje da nije bilo nespecificnog vezanja sekundarnog protutijela. Izrazaj ObR
nije bio u svim skupinama muzjaka jednak, kao ni u analiziranim podru¢jima. Obojana su bila samo

tijela stanica. Nije bilo imunopozitivnog bojanja u vliaknima (Slika 4.1).
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Slika 4.1. Imunohistokemijsko obojenje mozga muzjaka na ObR. a, b i ¢ - odabrane razine koronarnih rezova u kojima se prepoznaju podru¢ja mozga za analizu:
a - PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa; b - ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, CA1 i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa
1i3, CTX - kora mozga, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), K - kontrola, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PE - periventrikularna
jezgra hipotalamusa, PIR — piriformna kora mozga, S1BF - dio primarnog osjetnog podrucja kore mozga, tzv. ,,Barrel field*; c - SNC - kompaktni dio crne

jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podruéje tegmentuma.
Legenda: K - kontrola, M - muzjaci, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane liraglutidom.
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Na slici 4.2. prikazane su apsolutne vrijednosti izrazaja ObR receptora u mozgu muzjaka
dobivene pomocu Fiji racunalnog programa.

U skupini 1M je najveci apsolutni izrazaj ObR imalo CA3 podruéje hipokampusa, a zatim jezgra
ARC hipotalamusa. Najmanju vrijednost izrazaja ObR je imalo dopaminergi¢ko SNC podrudje. Sve
ostale vrijednosti izraZzaja ObR u skupini 1M su bile izmedu navedenih vrijednosti. Najveca varijabilnost
u izrazaju ObR u skupini 1M zabiljezena je u PE podrucju hipotalamusa. Ako promatramo cijelu
strukturu hipokampusa tada se tri promatrana dijela (DG, CA1 i CA3) jako razlikuju u izrazaju ObR pa
je on najvisi za CA3, a najmanji u DG podrucju.

Najveca apsolutna vrijednost izrazaja ObR u skupini 2M je bila kao i u skupini 1M, u CA3
podrucju hipokampusa, a zatim ARC hipotalamusa. Najmanja vrijednost je zabiljezena u DG podrucju
hipokampusa. Najveci izrazaj ObR u CA3 i najmanji u DG, trend koji je ve¢ uocen u hipokampusu
skupine 1M, ponavlja se i u skupini 2M. U hipotalamusu 2M skupine je primijeceno da je distribucija
izrazaja ObR u LH i PA podrucjima obrnuta. Dok je u 1M skupini izrazaj ObR u LH bio manji nego u
PA, u 2M skupini je izrazaj ObR bio ve¢i u LH nego u PA.

Metformin u skupini 3M povecava izrazaj ObR u svim analiziranim podrucjima mozga muzjaka.
Ipak, i u ovoj skupini najveca je vrijednost izrazaja ObR i dalje u CA3, a zatim slijedi LH. Najmanji
izrazaj ObR u skupini 3M je bio u DG. Istovremena najveca vrijednost izrazaja u CA3 i najmanja u DG
je distribucija ObR u 3M skupini koja je ve¢ uocena u 1M i1 2M skupinama. U dopaminergickim
podruéjima zaduzenima za ugodu je uoceno veliko povecanje izrazaja ObR Kkoje je bilo i najvarijabilnije
od svih analiziranih podruc¢ja mozga 3M skupine. U hipotalamusu 3M skupine ARC podrucje nije imalo
najveci izrazaj ObR, nego LH.

U svim analiziranim podru¢jima mozga muzjaka skupine 4M je liraglutid takoder povecao
izrazaj ObR receptora. Najveci izrazaj ObR je bio u CA3, a najmanji u DG, §to je identi¢no s obrascem
opisanim u svim ostalim skupinama do sada. Kao i u slu¢aju tretmana metforminom, u dopaminergi¢kim
podru¢jima je uoceno veliko poveéanje izrazaja ObR nakon primjene liraglutida. SNC podrucje je
pokazalo najvecu varijabilnost. Takoder, kao 1 kod tretmana metforminom, u hipotalamusu 4M skupine
je zapazen nesto veéi izrazaj ObR u LH nego u ostalim podrucjima.

Mozemo zakljuéiti kako se u mozgu muZzjaka opcenito najveéi izrazaj ObR nalazi u CA3
podrucju hipokampusa, dok CAl ima manji, a DG najmanji izrazaj ObR, neovisno o dijeti i tretmanu
lijekovima. Takoder, ARC ima najvise vrijednosti ObR od svih hipotalamickih jezgara kako u SD tako
i u HFHSD hranjenih zivotinja. Jedino u slucaju tretmana s metforminom ili liraglutidom LH ima vec¢i

izrazaj.
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Slika 4.2. Apsolutne vrijednosti izrazaja receptora ObR u analiziranim podru¢jima mozga muZzjaka
dobivene racunalnim programom Fiji. Grafovi vrste ,kutija s brkovima* prikazuju sljede¢e podatke:
median - crtica u kutiji, gornja kvartila - gornji rub kutije, donja kvartila - donji rub kutije, maksimum -
vrh gornjeg brka, minimum - donja granica donjeg brka, srednja vrijednost - znak ,,X*.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, CA1 i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, CTX - kora mozga,
DN - dopaminergicko podru¢je, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), HIPP - hipokampus, HTH -
hipotalamus, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, ObR - leptinski receptor, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre
hipotalamusa, PE - periventrikularna jezgra hipotalamusa, PIR — piriformna kora mozga, S1BF - dio primarnog osjetnog
podrudja kore mozga, tzv. ,,Barrel field*, SNC - kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA
- ventralno podrudje tegmentuma, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na
HFHSD prehrani tretirane metforminom (HFHSD + M), 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom (HFHSD + L).
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4.1.1.1.1. Izrazaj ObR u podru¢jima hipotalamusa muzjaka koji direktno stimuliraju ili inhibiraju

hranjenje te nadziru energetsko stanje organizma

Izrazaj ObR u podrucjima hipotalamusa muzjaka zaduzenih za nadzor hranjenja i energetskog
stanja organizma je analiziran te su rezultati posebno prikazani za svako podrucje. ObR nije bio jednako
izrazen u hipotalamusu svih skupina muZzjaka. Razine znac€ajnosti nize navedenih razlika su prikazane u
tablici 4.1.

Iako je 2M skupina imala ve¢i izrazaj ObR u ARC od skupine 1M, povecanje nije bilo statisticki
znacajno. Davanje metformina i liraglutida muzjacima je povecalo varijabilnost unutar skupine, pa su
neke Zivotinje imale izrazito visoke vrijednosti ObR u jezgri ARC. Upravo zato su 3M i osobito 4M
imale statisti¢ki znaGajno veéi izrazaj ObR u ARC od skupine 1M (Uys* =35, N1 =7, N3 =9, p = 0,039;
Uws =21, N1 =7, Ns =12, p = 0,001).

HFHSD u odnosu na SD dovodi do statisticki znacajnog povecanja izrazaja ObR u LH svih
skupina zivotinja koje su jele masnu hranu bogatu ugljikohidratima (U2 = 18, N1 =9, N, = 15, p <
0,001; Uyz=9,N1=9,N3=15,p<0,001; Uys =23, N1 =9, Ns =18, p<0,001). Takoder, oba tretmana,
a osobito metformin, u odnosu na HFHSD kontrolnu skupinu (2M) dovode do jo$ veceg povecanja
izrazaja ObR u LH (U3 = 35, N2 = 15, N3 = 15, p = 0,001; U2s = 68, N2 = 15, N4 = 18, p = 0,016). |
konac¢no, porast izrazaja ObR je statisticki znacajno veci u 3M nego u 4M skupini (Uss = 76, N3 = 15,
N =18, p = 0,034).

Sama HFHSD u odnosu na SD ne mijenja izrazaj ObR u PA podru¢ju hipotalamusa, ali zato
metformin i liraglutid znaGajno povecéavaju izrazaj ObR i u odnosu na SD hranjenu 1M skupinu (Uys =
53,N1=12,N3=9, p=0,048; U112 =90, N; =12, N4 = 18, p = 0,003) kao i u odnosu na HFHSD hranjenu
2M skupinu (U2 = 24, N2 = 12, N3 =9, p = 0,036; Uz4 = 40, N2 = 12, N4 = 18, p = 0,004). 4M skupina
je imala manji izrazaj ObR u PA od 3M skupine (Slika 4.3).

Mozemo zakljuciti kako sama HFHSD ne djeluje niti na ARC niti na PA-AP, ve¢ samo na LH.
Naprotiv, oba tretmana — metformin i liraglutid, dovode do povecanja izrazaja ObR u svim

hipotalamickim jezgrama, a osobito u LH kod muzjaka.

4 Uys — U vrijednost usporedbe skupina 1 i 3. U vrijednost je kriti¢na vrijednost pomoé¢u koje Mann-Whitney-U
test odbacuje nultu hipotezu (Ho: ,,skupine se ne razlikuju®). Sto je U vrijednost manja to je veca vjerojatnost da
se skupine razlikuju, a u slucaju U=0 skupine se razlikuju u potpunosti.
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Slika 4.3. Usporedba izrazaja receptora ObR u podru¢jima hipotalamusa mozga muzjaka.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, M - muZzjaci, ObR - leptinski receptor, PA-
AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD
prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom;
Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p < 0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Tablica 4.1. Razine znacajnosti razlika u izrazaju ObR u hipotalamusu muzjaka.

LUginak HFHSD

LUEinak metformin
u pretilostii
predijabetesu

Uinak lirsglutida u
pretilostii
predijabetesu

UEinak metforming
pri HFHSD

Uginak liraglutida
pri HFHSD

Usporedba utinaka
metforminai
liraglutida

HTH-ARC > 0,05 > 0,05 > 0,05 0,039 0,001 > 0,05
HTH-LH < 0,001 0,001 0,016 < 0,001 < 0,001 0,034
HTH-PA-AP > 0,05 0,036 0,004 0,048 0,003 > 0,05

CIMNA ORKA

HTH-ARC  [N.= 7 |N,=9 |N.=9 |N,= 12

HTH-LH  |N,= 9 |N,= 15 [N_= 15 |N,= 18

HTH-PA-AP N, = 12 |N.= 12 [N.= 9 |N,= 18

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus,
LH - lateralna jezgra hipotalamusa, ObR - leptinski receptor, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, SD
- standardna prehrana 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane
metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <

0,05.
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4,1.1.1.2. I1zrazaj ObR u dopaminergi¢kim podru¢jima muzjaka koja interpretiraju hranjenje kao osjecaj

zadovoljstva

Imunohistokemijski su analizirana dopaminergicka podruc¢ja mozga muzjaka te su rezultati

posebno prikazani za svako podruc¢je. U dopaminergickim podrucjima svih skupina muzjaka receptor
ODR nije bio jednako izrazen (Slika 4.4). Razine znacajnosti nize navedenih razlika su prikazane u tablici
4.2.

U podrucju SNC je HFHSD prehrana statisticki znac¢ajno povecala izrazaj ObR (U = 96, N1 =
28, N> =12, p=0,034). Tretmani metforminom i liraglutidom su dodatno povecali varijabilnost izrazaja
ODbR. I dok se izrazaj ObR u SNC muzjaka na HFHSD nije statisticki znacajno razlikovao od kontrolnih
skupina (1M i 2M) nakon tretmana metforminom, izrazaj ObR u SNC muzjaka na HFHSD je nakon
tretmana liraglutidom bio statisticki znacajno veéi (Uya= 58, N1 = 28, N4 =11, p = 0,003; Uzs = 31, N>
=12, N4 =11, p = 0,034).

U VTA podrucju muzjaka nije bilo znacajnih promjena u izrazaju ObR uslijed HFHSD prehrane.
Ali je, kao i u SNC, uo¢eno povecanje varijabilnosti izrazaja ObR nakon primjene lijekova. Porast
izrazaja ObR u VTA muzjaka na HFHSD je bio statisticki znacajan nakon tretmana liraglutidom u
odnosu na obje kontrolne skupine (1M i 2M) (U4 = 70, N1 =24, Ngs =12, p = 0,014; U = 18, N2 = 15,
Ns =12, p<0,001).

Zakljucno, kombinacija HFHSD prehrane i lijekova povecavaju izrazaj ObR u dopaminergickim

podruc¢jima mozga muzjaka, osobito kombinacija HFHSD i liraglutida.
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Slika 4.4. Usporedba izrazaja receptora ObR u dopaminergi¢kim podru¢jima mozga muzjaka.

Legenda: M - muzjaci, ObR - leptinski receptor, SNC - kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta),
VTA - ventralno podrucje tegmentuma, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - zivotinje
na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz
Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001.
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Tablica 4.2. Razine znac¢ajnosti razlika u izrazaju ObR u dopaminergickim podrucjima mozga muzjaka.

B Ucmal_: mef:l_‘onmn Ucln_ak |I[a-g|Ll‘tIE|EIU Uinak m inalUZinak liraglutica Usporedt_Jan:lnaka
LI€inak HFHSD u pretilostii pretilostii [ HEHSD [ HFHSD metforminai
predijabetesu predijabetesu " P liraglutida

DN-SNC  |N,= 19 |N,= 12 |[N_ = 10 |N, =
DN-VTA  |N,= 15 |N,=15|N.= 9 |N,= 12

Legenda: DN - dopaminergic¢ko podru¢je, HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, SD - standardna prehrana,
SNC - kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podruéje tegmentuma, 1 -
zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje
na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

4,1.1.1.3. Izrazaj ObR u podru¢jima kore mozga muzjaka koji indirektno utjeGu na motivaciju hranjenja

Izrazaj ObR je imunohistokemijski analiziran u podru¢jima kore mozga koje indirektno utje¢u
na odluku o unosu hrane. ObR nije bio jednako izraZen u kori mozga svih skupina muzjaka, §to je za
svako posebno podrudje prikazano slikom 4.5. Razine znacajnosti niZe navedenih razlika su prikazane u
tablici 4.3.

U osjetnom podru¢ju S1BF je masna prehrana bogata ugljikohidratima statisti¢ki znac¢ajno
povecala izrazaj ObR (U1, =21, Ny = 15, N> =12, p=0,001). Primijenjeni lijekovi su razli¢ito djelovali
na spomenuto povecanje izrazaja ObR u S1BF muzjaka — metformin ga je dodatno povecao, pri ¢emu
je povecanje statisti¢ki znacajno (Uzz = 4, N2 = 12, N3 = 9, p < 0,001), a liraglutid mu je smanjio
varijabilnost. Iako je uslijed tretmana liraglutidom izrazaj ObR u muzjaka na HFHSD bio manji, razlika
nije bila statisticki znacajna. Prema statisticki znac¢ajno ve¢em izrazaju ObR u 3M i 4M skupinama od
skupine 1M, koja je bila na SD prehrani (Uyz =0, N1 = 15, N3 =9, p < 0,001, Uz =40, N; = 15, Ny =
21, p <0,001), mozemo rec¢i da lijekovi nisu uspjeli vratiti izrazaj ObR na kontrolnu razinu. MuZjaci na
HFHSD tretirani liraglutidom su imali statisticki znacajno manji izrazaj ObR u S1BF podrucju kore
mozga (Usz= 28, N3 =9, Ns = 21, p = 0,003).

HFHSD prehrana je statisticki znacajno povecala izrazaj ObR u PIR muzjaka (U2 = 33, N1 =
21, N2 = 12, p = 0,001) te su lijekovi doprinijeli ovom ucinku. Kao i u slu¢aju S1BF podrucja, lijekovi
nisu uspjeli vratiti izrazaj ObR na razinu promatranu u skupini 1M te je veéi izrazaj ObR u PIR
lijekovima tretiranih skupina statisticki znacajan (Uyz = 59, N1 = 21, N3 = 15, p = 0,001; Uys = 80, N1 =
21, N4 = 18, p = 0,002).

Zakljuéno, masna prehrana bogata ugljikohidratima poveéava izrazaj ObR u kori mozga

muzjaka te je taj u¢inak dodatno pojac¢an primjenom lijekova.
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Slika 4.5. Usporedba izrazaja receptora ObR u kori mozga muzjaka.

Legenda: M - muZjaci, ObR - leptinski receptor, PIR - piriformna kora mozga, S1BF - dio primarnog osjetnog podrudja kore
mozga, tzv. ,,Barrel field*, 1 - zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz
Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001.

Tablica 4.3. Razine znacajnosti razlika u izrazaju ObR u kori mozga muzjaka.

Uginak metforminaUginak limelutida u Usporedba udinaka
LUinak HFHSD u pretilostii pretilostii
predijabetesuy predijabetesu

Uginak metforminalUéinak liraglutida
pri HFHSD pri HFHSD

metforminai
liraglutida

CTX-S1BF 0,001 < 0,001 > 0,05 < 0,001 < 0,001 0,003
CTX-PIR 0,001 > 0,05 > 0,05 0,001 0,002 > 0,05

ICIMNA UZORKA

CTX-51BF N,= 6 |N,= 12 [N,=9 |N,= 21

CTX-PIR  |N,= 12 |N,= 21 [N, = 15 |N,= 18

Legenda: CTX - kora mozga, HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, PIR - piriformna kora mozga, S1BF
- dio primarnog osjetnog podrucja kore mozga, tzv. ,,Barrel field“, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 -
zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p < 0,05.

4,1.1.1.4. IzraZaj ObR u periventrikularnoj jezgri hipotalamusa muzjaka koja je uz nadzor energetskog

stanja organizma ukljucena i u nadzor reprodukcije

Izrazaj ObR je imunohistokemijski analiziran u PE jezgri hipotalamusa koja osim §to je

ukljucena u nadzor energetskog stanja organizma ima i odredenu ulogu u reprodukciji. Slika 4.6.
prikazuje vrijednosti izrazaja ObR u PE svih skupina muzjaka. Tablicom 4.4 su prikazane razine
znacajnosti u razlikama izrazaja ObR izmedu skupina muzjaka.

HFHSD je smanjila varijabilnost izrazaja ObR u PE jezgri hipotalamusa muzjaka. Promatrana
povecanja izrazaja ObR u PE svih muzjaka na HFHSD (skupine 2M, 3M i 4M) u odnosu na PE muzjaka
na SD (skupina 1M) nisu bila znacajna.

Dakle, sama HFHSD ili kombinacija HFHSD s lijekovima nije utjecala na izrazaj ObR u PE

jezgri hipotalamusa muzjaka.
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Slika 4.6. Usporedba izrazaja receptora ObR u PE podrudju hipotalamusa muzjaka.

Legenda: M - muZjaci, ObR - leptinski receptor, PE - periventrikularna jezgra hipotalamusa, 1 - Zivotinje na standardnoj
prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na
HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p < 0.05, ** p <0.01, *** p <
0.001.

Tablica 4.4. Razine znacajnosti razlika u izrazaju ObR u PE podrucju hipotalamusa muzjaka.

U=poredba udinaka
metforminai

LIEinak metformin
pri HFHSD

UZinak liraglutida
pri HFHSD

Legenda: HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus, PE - periventrikularna jezgra
hipotalamusa, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz
Bonferronijevu korekciju, p < 0,05.

4.1.1.1.5. Izrazaj ObR u podru¢jima hipokampusa muzjaka ¢ija ukljuéenost u odrzavanje paméenja ovisi

0 energetskom stanju organizma

Izrazaj ObR je imunohistokemijski analiziran u podru¢jima hipokampusa koja su neposredno
zaduZzena za stvaranje i odrZzavanje pamcenja te snalaZzenje u prostoru. ObR nije bio jednako izrazen u
hipokampusu svih skupina muzjaka, Sto je za svako posebno analizirano podruc¢je hipokampusa
prikazano slikom 4.7. Razine znacajnosti niZze navedenih razlika su prikazane u tablici 4.5.

HFHSD prehrana je statisticki znacajno povecala izrazaj ObR u DG podrucju hipotalamusa
muzjaka (Ui = 124, N1 = 27, N2 = 15, p = 0,039). U¢inak povecanja izrazaja ObR HFHSD prehranom
je pojacan primjenom lijekova, no sveukupno povecanje nije bilo statisticki znacajno. Metformin i
liraglutid su povecali varijabilnost izrazaja ObR u DG Zenki na HFHSD. U odnosu na kontrolnu skupinu
1M, skupine muzjaka 3M i 4M su imale veéi izraZzaj ObR u DG, pri ¢emu je povecéanje uslijed

kombinacije HFHSD i metformina statisti¢ki znac¢ajno (Uyz = 84, N1 = 27, N3 = 14, p = 0,004).
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Masna prehrana bogata ugljikohidratima je i u CA1 muzjaka statisticki znacajno povecala izrazaj
ObR (Uy =121, N1 = 28, N2 = 15, p = 0,023). Ovaj ucinak je bio dodatno pojacan primjenom lijekova
- metformin i liraglutid su jo$ dodatno povecali izrazaj ObR u CA1 muzjaka na HFHSD. Spomenuto
povecanje izrazaja ObR u CA1 muzjaka skupine 3M i1 4M u odnosu na skupinu 2M je statisticki znac¢ajno
(Uzz =39, N2 =15, N3 =12, p = 0,014; Uys = 78, N2 = 15, Ns = 18, p = 0,041). Promatran veéi izrazaj
ODR uslijed kombinacije HFHSD i lijekova je statisticki znacajan u odnosu na kontrolnu skupinu 1M
(Uwz =45, N1 =28, N3 =12, p < 0,001; Uys = 84, N1 = 28, N4 = 15, p = 0,001).

Kao i u analizama izrazaja ObR u prethodna dva podrucja hipokampusa, analiza izrazaja ObR u
CA3 muzjaka je pokazala da je HFHSD prehrana dovela do statisticki znac¢ajnog povecanja (U1, = 91,
N1 =21, N2 =15, p=0,033). Ucinak povecanja izrazaja ObR u CA3 muzjaka uslijed HFHSD su dodatno
pojacali lijekovi metformin i liraglutid. lako, povecanje uslijed kombinacije HFHSD i lijeka u odnosu
na povecanje uslijed HFHSD nije statisticki znacajno. Lijekovi nisu uspjeli vratiti izrazaj ObR u CA3
muzjaka na kontrolnu razinu - kontrolna skupina 1M je imala statisticki znacajno manji izrazaj ObR u
CA3 u odnosu na lijekovima tretirane skupine muzjaka na HFHSD (3M i 4M) (Uyz = 58, N1 = 21, N3 =
15, p < 0,001; Uys = 97, N1 = 21, N4 = 22, p = 0,001).

Zaklju¢no, masna prehrana bogata ugljikohidratima povecava izrazaj ObR u hipokampusu

muzjaka. Izrazaj ObR se jo§ dodatno povecao uslijed tretmana antidijabetickim lijekovima.
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Slika 4.7. Usporedba izrazaja receptora ObR u hipokampusu muzjaka.

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), M - muzjaci, ObR - leptinski receptor, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 -
zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-
U test uz Bonferronijevu korekciju, * p < 0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Tablica 4.5. Razine znacajnosti razlika u izrazaju ObR u hipokampusu muzjaka.

LIginak metforminglUCinak limglutida u
U€inak HFHSD u pretilostii pretilostii
predijabetesu predijabetesu

Usporedba udinaks
metforming i
liraglutida

UEinak metforminalUfinak liraglutida
pri HFHSD pri HFHSD

HIPP-DG 0,039 > 0,05 > 0,05 0,004 > 0,05 > 0,05
HIPP-CA3 0,033 > 0,05 > 0,05 0,001 0,001 > 0,05
HIPP-CAL 0,023 0,014 0,041 < 0,001 0,001 > 0,05

[ELICINA UZORERA

HIPP-DG [N, = 18 [N,= 15 [N, = 14 |N,= 21

HIPP-CA3  [N,= 12 [N,= 15 |N,= 15 |N,= 22

HIPP-CA1  [N,= 19 [N,= 15 |N,= 12 [N,= 18

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), HFHSD - prehrana obogaéena mastima i ugljikohidratima, HIPP - hipokampus, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje
na SD prehrani, 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na
HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

4.1.1.2. Analiza izrazaja receptora ObR u mozgu Zenki izloZenih SD ili HFHSD prehrani s ili bez
tretmana metforminom ili liraglutidom

Imunohistokemijska analiza je pokazala da je ObR u mozgovima svih analiziranih skupina zenki
izrazen. Kontrolni rezovi obojani samo sekundarnim protutijelom su u potpunosti imunonegativni, dakle
nije bilo nespecificnog vezanja sekundarnog protutijela. Izrazaj ObR nije bio u svim skupinama zenki
jednak, kao ni u analiziranim podru¢jima. Obojana su bila samo tijela stanica. Nije bilo imunopozitivnog
bojanja u vlaknima (Slika 4.8).

Na slici 4.9. prikazane su apsolutne vrijednosti izrazaja ObR receptora u mozgu zenki dobivene
pomocu Fiji raCunalnog programa.

Najveci izrazaj receptora ObR u skupini 1F je bio u dopaminergickom VTA podrudju, a zatim
u CA3 podrucju hipokampusa. Najmanji izrazaj ObR je bio u LH podru¢ju hipotalamusa. U
hipotalamusu je najvecu vrijednost izrazaja ObR imalo ARC podrué¢je. U hipokampusu je ObR bio
podjednako izrazen u DG i CAl.

U skupini 2F je ObR bio najvise izrazen u VTA te u PE podrucju hipotalamusa. Najmanju
vrijednost izraZzaja ObR u 2F Zenki je primije¢en u LH te samo u jednom slucaju u CA3. Sve ostale
vrijednosti izrazaja ObR su bile izmedu navedenih vrijednosti. U hipokampusu je distribucija ObR bila
kao 1 u hipokampusu 1F skupine, tj. u CA3 je bio najvise izraZen te podjednako u DG i CA1 podruc¢jima.
Najveca varijabilnost izrazaja ObR je uocena u PE. U hipotalamusu su podru¢ja PE i PA imala vise
izrazenog ObR od ARC.

Metformin je u svim analiziranim podru¢jima mozga zenki na HFHSD prehrani (skupina 3F)
povecao izrazaj ObR. Najveca vrijednost izrazaja ObR je zabiljezena u DG podrucju hipokampusa, a

zatim u PE podrucju hipotalamusa i S1BF podrucju kore mozga koja je pokazala najvecu varijabilnost.
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Najmanji izrazaj ObR je zapazen u LH. ARC je u hipotalamusu imao viSe izrazenog ObR od PA
podrugja.

Liraglutid je takoder povecao izrazaj ObR receptora u mozgu zenki na HFHSD prehrani
(skupina 4F), ali ne u tolikoj mjeri kao metformin. Najvecu vrijednost izrazenog ObR je imalo VTA
podrucje. Najmanje vrijednosti izrazenog ObR su uocene u podru¢jima LH i PE u hipotalamusu i PIR u
kori mozga.

Zaklju¢no, Zenke neovisno o prehrani i tretmanu imaju visoke vrijednosti ObR u podrucjima
koje hranjenje interpretiraju kao nagradu tj. dopaminergi¢kom VTA. Zenke, bas kao i muZjaci imaju
najvise vrijednosti ObR u CA3 podrucju hipokampusa. Prehrana bogata mastima i Secerima najvise
utjece na PE jezgru koja je u vezi s reprodukcijom. Oba tretmana, a osobito metformin, dovode do

povecanja ekspresije ObR u svim regijama mozga.
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Slika 4.8. Imunohistokemijsko obojenje mozga zenki na ObR. a, b i ¢ - odabrane razine koronarnih rezova u kojima se prepoznaju podru¢ja mozga za analizu:
a - PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa; b - ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, CA1 i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa
1i3, CTX - kora mozga, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), K - kontrola, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PE - periventrikularna
jezgra hipotalamusa, PIR - piriformna kora mozga, S1BF - dio primarnog osjetnog podrucja kore mozga, tzv. ,,Barrel field”; c - SNC - kompaktni dio crne jezgre

mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podrucje tegmentuma.
Legenda: F - Zenke, K - kontrola, 1 - zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane liraglutidom
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Slika 4.9. Apsolutne vrijednosti izrazaja receptora ObR u analiziranim podrucjima mozga Zenki
dobivene racunalnim programom Fiji. Grafovi vrste ,kutija s brkovima* prikazuju sljedec¢e podatke:
median - crtica u kutiji, gornja kvartila - gornji rub kutije, donja kvartila - donji rub kutije, maksimum -
vrh gornjeg brka, minimum - donja granica donjeg brka, srednja vrijednost - znak ,,X*.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, CA1 i CA3 - Cornu Ammonis podrudja hipokampusa 1 i 3, CTX - kora mozga,
DN - dopaminergi¢ko podru¢je, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), HIPP - hipokampus, HTH -
hipotalamus, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, PE -
periventrikularna jezgra hipotalamusa, PIR - piriformna kora mozga, S1BF - dio primarnog osjetnog podruéja kore mozga, tzv.
Barrel field“, SNC - kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podrudje
tegmentuma, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane metforminom (HFHSD + M), 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom (HFHSD + L).
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4,1.1.2.1. Izrazaj ObR u podru¢jima hipotalamusa zenki koji direktno stimuliraju ili inhibiraju hranjenje

te nadziru energetsko stanje organizma

Izrazaj ObR je imunohistokemijski analiziran u podru¢jima hipotalamusa zaduzenih za nadzor
hranjenja i energetskog stanja organizma. Rezultati analize su prikazani posebno za svako podrudje.
ODR nije bio jednako izrazen u hipokampusu svih skupina zenki, $to je prikazano slikom 4.10. Razine
znacajnosti niZze navedenih razlika su prikazane u tablici 4.6.

U ARC Zenki na HFHSD je uocen manji izrazaj ObR, iako smanjenje nije bilo statisticki
znac¢ajno. Uz HFHSD prehranu, metformin je statisticki znacajno povecao izrazaj ObR u ARC Zenki
(Uzz =5, N2=15,N3 =9, p<0,001), dok je liraglutid izrazaju ObR povecao varijabilnost. U odnosu na
kontrolnu skupini zenki 1F, skupina 3F je imala statisticki znacajno ve¢i izrazaj ObR u ARC (Uys =0,
N1 =N3=9, p<0,001). Skupina 3F je imala vec¢i izrazaj ObR od skupine 4F.

Masna prehrana bogata ugljikohidratima je u Zenki na HFHSD smanjila varijabilnost izrazaja
ObR u LH u odnosu na promatranu u skupini 1F. Lijekovi Zenkama na HFHSD povecavaju izrazaj ObR
u LH, i to metformin statisticki znacajno (Uzz = 3, N2 = 24, N3 = 12, p < 0,001). U odnosu na kontrolnu
skupinu 1F, skupine 3F i 4F su imale ve¢i izrazaj ObR u LH, pri ¢emu je veéi izrazaj ObR u 3F skupini

statisti¢ki znacajan (Uyz = 0, N1 = 18, N3 = 12, p < 0,001).
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Slika 4.10. Usporedba izrazaja receptora ObR u podruc¢jima hipotalamusa mozga zenki.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, F - zenke, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, ObR - leptinski receptor, PA-
AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - zivotinje na HFHSD
prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom;
Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001.
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U PA jezgri hipotalamusa Zenki na HFHSD se uoc¢ilo povecanje izrazaja ObR uslijed HFHSD,
no nije bilo statisticki znacajno. Primjena oba lijeka na zenke na HFHSD prehrani je statisticki znac¢ajno
povecala izrazaj ObR u PA (Uzs =88, N, =23, N3 =15, p=0,012; Uz =44, N, =23, N4 =9, p=0,013).
U PA skupina 3F i 4F lijekovi nisu uspjeli vratiti vrijednosti izrazaja ObR na kontrolnu vrijednost
promatranu u skupini 1F, nego su 3F i 4F imale statisticki znacajno ve¢i izrazaj ObR (Uyz =26, N1 = 9,
N3 =15, p=0,014; Uys =6, N1 =Nz =9, p=0,003).

Ukratko, masna prehrana bogata ugljikohidratima nije utjecala znacajno na izrazaj ObR u
jezgrama hipotalamusa zaduZenima za nadzor energetskog stanja organizma. Metformin i liraglutid su
povecali izrazaj ObR u hipotalamusu iznad vrijednosti iz SD 1 HFHSD kontrolnih skupina, pri ¢emu je

metformin utjecao na izrazaj ObR u sve tri analizirane jezgre hipotalamusa.

Tablica 4.6. Razine znacajnosti razlika u izrazaju ObR u hipotalamusu zenki.

ik | Rk ik i V52T 0
predijabetesu predijabetesu priHFHSD priHFASD liraglutida
1vs2 2vs3 2vsd 1vs3 1vsd Jvsd
HTH-ARC = 0,05 0,000 = 0,05 0,000 = 0,05 = 0,05
HTH-LH = 0,05 < 0,001 = 0,05 < 0,001 = 0,05 = 0,05
HTH-PA-AP = 0,05 0,012 0,013 0,014 0,003 > 0,05
FELICINA UZOREA
HTH-ARC M, =9 |N,= 15N, =9 N,= 7
HTH-LH MN,= 18 |N,= 24 [N_.= 12 [N,= 9
HTH-PA-AP N, =9 |M.= 23 [N;= 15 [N,= 9

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus,
LH - lateralna jezgra hipotalamusa, ObR - leptinski receptor, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, SD
- standardna prehrana 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane
metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <
0,05.

4.1.1.2.2. Izrazaj ObR u dopaminergi¢kim podru¢jima Zenki koja interpretiraju hranjenje kao osjecéaj

zadovoljstva

Izrazaj ObR je imunohistokemijski analiziran u dopaminergickim podru¢jima mozga Zenki.

Rezultati analize su prikazani posebno za svako podrucje. ObR nije bio jednako izrazen u analiziranim
podruéjima svih skupina Zenki, $to je prikazano slikom 4.11. Razine zna¢ajnosti niZze navedenih razlika
su prikazane u tablici 4.7.

U Zenki na HFHSD prehrani je izrazaj ObR u SNC bio statisticki znacajno manji od izrazaja
ObR u SNC Zenki na SD prehrani (Uy, = 87, N1 = 18, N> = 17, p = 0,043). Metformin je u zenki na
HFHSD statisti¢ki zna¢ajno povecao izrazaj ObR u SNC (Uz3 =0, N2 =17, N3 =6, p < 0,001). Liraglutid
je povecao izrazaj ObR u SNC zenki na HFHSD, ali je povecana i varijabilnost pa uo¢ena promjena nije

statisticki znacajna. U odnosu na kontrolnu skupinu 1F, skupine 3F i 4F su imale viSe izrazen ObR, pri
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¢emu je poveéanje u 3F uslijed kombinacije HFHSD i metformina statisticki znac¢ajno (Uyz = 2, N1 =

18, N5 = 6, p = 0,001).
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Slika 4.11. Usporedba izrazaja receptora ObR u dopaminergi¢kim podrucjima mozga Zenki.

Legenda: F - zenke, ObR - leptinski receptor, SNC - kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta),
VTA - ventralno podruéje tegmentuma, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje
na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz
Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Masna prehrana bogata ugljikohidratima je smanjila izrazaj ObR u VTA, ali i povecala
varijabilnost pa razlika izmedu 1F i 2F skupine nije statisti¢ki znacajna. Kada su se zenke na HFHSD
tretirale metforminom, izrazaj ObR u VTA je bio statisti¢ki znacajno veéi (Uzz = 10, N2 =15, N3 =5, p
=0,018).

Tablica 4.7. Razine znacajnosti razlika u izrazaju ObR u dopaminergickim podrucjima mozga zenki.

N Uclnal_c me;tfon'nln Ucm_ak |I[iig|u‘tlda u Uginak m ingUZinak liraglutida Usporedt_)a uFlnaka
LUginak HFHSD u pretilosti i pretilostii ri HEHSD ri HEHSD metformina i
predijabetesu predijabetesu P P liraglutida

DM-5MC 0,043 < 0,001 > 0,05 0,001 > 0,05 > 0,05
DMN-VTA = 0,05 0,013 = 0,05 0,011 = 0,05 = 0,05

CIMNA DREA

DN-SNC  |N,= 18 [N,= 17 [N.= 6 |N,= 9

DN-VTA  |N,= 15 |N,= 15 |N.=5 |N,= 9

Legenda: DN - dopaminergic¢ko podru¢je, HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, SD - standardna prehrana,
SNC - kompaktni dio crne tvari mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podrudje tegmentuma, 1 -
zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje
na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

Sli¢no kao u SNC podrucju, liraglutid je u VTA podrucju zenki na HFHSD povecao izrazaj
ObR, ali i varijabilnost pa uo¢ena promjena nije statisticki znac¢ajna. U odnosu na kontrolnu skupinu 1F
na SD prehrani, zenke iz 3F skupine su imale statisticki znacajno veéi izrazaj ObR u VTA (Uys = 8, N1
=15 ,Nz3=5,p=0,011). Priusporedbi s 1F na SD prehrani, Zenke na HFHSD prehrani po primjeni
liraglutida nisu imale statisticki znacajnu promjenu u izrazaju ObR u VTA, iako se mogao uociti veci

izrazaj u potonjima.
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Opcéenito, HFHSD prehrana smanjuje izrazaj ObR u dopaminergi¢kim podrucjima zenki, ali ga

primijenjeni lijekovi povecavaju, osobito metformin.

4.1.1.2.3. Izrazaj ObR u podruéjima kore mozga Zenki koii indirektno utje¢u na motivaciju hranjenja

Izrazaj ObR je imunohistokemijski analiziran u podruc¢jima kore mozga Zenki koje indirektno
utjecu na odluku o unosu hrane. ObR nije bio jednako izrazen u svim skupinama zenki, $to je za svako
posebno podrucje prikazano slikom 4.12. Razine znacajnosti nize navedenih razlika su prikazane u
tablici 4.8.

HFHSD prehrana je statisticki znacajno smanjila izrazaj ObR u S1BF podruéju kore mozga
zenki (U2 = 94, Ny = 15, N2 = 22, p = 0,029). Nakon tretmana metforminom izrazaj ObR je bio veci u
S1BF zenki na HFHSD (U213 =0, N2> =22, N3 = 11, p <0,001). Dok je nakon tretmana zenki na HFHSD
liraglutidom izrazaj ObR bio povecan u S1BF, razlika u odnosu na netretirane Zzenke na HFHSD nije
bila statisticki znacajna. Lijekovi su podigli vrijednosti izrazaja ObR u S1BF, osobito metformin cCije je
povecanje izraZzaja ObR u S1BF bilo statisti¢ki znacajno (Uys = 7, N1 = 15, N3 = 11, p < 0,001).

U PIR podrucju kore mozga zenki na HFHSD je izrazaj ObR bio statisticki znacajno smanjen u
odnosu na Zenke na SD prehrani (Uy, = 17, N1 = 12, N2 = 18, p = 0,029). Metformin je u Zenki na
HFHSD statisticki znac¢ajno povecao izrazaj ObR u PIR (U23 =0, N2 =18, N3 =9, p <0,001). U zenki
na HFHSD tretiranih liraglutidom je uocen povecan izrazaj ObR u PIR u odnosu na HFHSD kontrolnu
skupinu, ali ta razlika nije bila statisticki znacajna. Dok su HFHSD i metformin statisti¢ki znacajno
povecali izrazaj ObR u S1BF zenki (Uyz =4, N1 =12, N3 =9, p <0,001), HFHSD i liraglutid su smanjili
na pocetnu razinu.

Zaklju¢no, HFHSD prehrana smanjuje izrazaj ObR u kori mozga Zenki. Kombinacija HFHSD
prehrane i tretmana metforminom izrazito povecavaju izrazaj ObR u kori mozga Zenki, dok ga liraglutid

smanjuje na kontrolnu razinu pri SD prehrani.
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Slika 4.12. Usporedba izrazaja receptora ObR u kori mozga zenki.

Legenda: F - Zenke, ObR - leptinski receptor, PIR - piriformna kora mozga, S1BF - dio primarnog osjetnog podrucja kore
mozga, tzv. ,,Barrel field*, 1 - zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz
Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Tablica 4.8. Razine znacajnosti razlika u izrazaju ObR u kori mozga zenki.

UZinak metformingUCinak lirglutida |, | .. 3 . . . |Usporedba udinaka
Uginak HFHSD u pretilostii pretilostii U::ilziz?;tformma U;‘;?E:Baglmda metformina i
predijabetesu predijabetesu " " liraglutida
1vs2 2vs3 2vwsd lvus3 lvus4 3wsd
CTx-51BF 0,029 0,000 = 0,05 0,000 = 0,05 = 0,05
CTX-PIR 0,029 0,000 = 0,05 0,000 = (0,05 = 0,05
CINA UZOR
CTX-51BF M, = 15 |N,= 22 [N,= 11 |[N,= 9
CTX-PIR M, = 12 [N,= 18 [N,=9 |N,= 9

Legenda: CTX - kora mozga, HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, PIR - piriformna kora mozga, S1BF
- dio primarnog osjetnog podruéja kore mozga, tzv. ,,Barrel field“, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 -
zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

4,1.1.2.4. Izrazaj ObR u periventrikularnoj jezgri hipotalamusa Zenki koja je uz nadzor energetskog

stanja organizma ukljuéena i u nadzor reprodukcije

Izrazaj ObR je imunohistokemijski analiziran u PE jezgri hipotalamusa koja osim $to je
uklju¢ena u nadzor energetskog stanja organizma ima i odredenu ulogu u reprodukciji. Slika 4.13.
prikazuje vrijednosti izrazaja ObR u PE svih skupina Zenki. Tablicom 4.9 su prikazane razine znac¢ajnosti
u razlikama izrazaja ObR izmedu skupina Zenki.

Zenke na HFHSD prehrani su imale statisticki zna¢ajno veéi izrazaj ObR u PE od Zenki na SD
prehrani (Ui, = 73, N1 = N2 = 17, p = 0,014). Tretman Zenki na HFHSD metforminom je statisticki
znacajno povecao izrazaj ObR u PE (Uzs = 42, N2 = 17, N3 = 10, p < 0,001). S druge strane, tretman
zenki na HFHSD liraglutidom je statisti¢ki znacajno smanjio izrazaj ObR u PE (Uzs = 39, N> = 17, N4
=9, p=0,046). Kombinacija HFHSD prehrane i tretman metforminom je statisti¢ki znacajno povecao
izraZzaj ObR u PE (Uys = 4, N1 =17, N3 = 8, p < 0,001), dok ga je liraglutid vratio na kontrolnu razinu
pri SD prehrani. Izrazaj ObR u PE Zenki skupine 3F je bio statisticki znacajno ve¢i od izrazaja u 4F
skupini (Uz4=29, N3 = 19, N4 = 9, p = 0,006).

Dakle, masna prehrana bogata ugljikohidratima povecava izrazaj ObR u PE i metformin dodatno

pojacava taj u¢inak. No, liraglutid dovodi razinu ObR na kontrolnu pri SD prehrani.
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Slika 4.13. Usporedba izrazaja receptora ObR u PE podruéju hipotalamusa Zenki.

Legenda: F - Zenke, ObR - leptinski receptor, PE - periventrikularna jezgra hipotalamusa, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani
(SD), 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Tablica 4.9. Razine znacajnosti razlika u izrazaju ObR u PE podrucju hipotalamusa Zenki.

Usporedba udinaka
metforminali

UZinak metformingUcinak limelutida u
u pretilostii pretilostii
predijabetesu

Uinak metformingUSinak liraglutida
pri HFHSD pri HFHSD

Legenda: HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus, PE - periventrikularna jezgra
hipotalamusa, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz
Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

4.1.1.2.5. Izrazaj ObR u podruc¢jima hipokampusa Zenki ¢ija ukljuéenost u odrzavanje pamcenja ovisi 0

energetskom stanju organizma

Izrazaj ObR je imunohistokemijski analiziran u podruc¢jima hipokampusa koja su neposredno
zaduZzena za stvaranje i odrZzavanje pamcenja te snalaZzenje u prostoru. ObR nije bio jednako izrazen u
hipokampusu svih skupina zenki, $to je za svako posebno analizirano podrucje hipokampusa prikazano
slikom 4.14. Razine znacajnosti niZze navedenih razlika su prikazane u tablici 4.10.

U zenki na HFHSD je ObR bio manje izrazen u DG nego u Zenki na SD. Ipak ovo smanjenje
izrazaja ObR nije bilo statisticki znac¢ajno. Nakon tretmana Zenki na HFHSD prehrani metforminom
izrazaj ObR se statisticki znacajno povec¢ao u DG (Uzs = 0, N2 = 25, N3 = 6, p < 0,001). Liraglutid je u
zenki na HFHSD povecao varijabilnost izrazaja ObR u DG. Metformin nije utjecao na izrazaj ObR u
DG zenki tako da ga je spustio na razinu pri SD prehrani, nego ga je, naprotiv, statisticki znac¢ajno
povecao (Uys =0, N1 =18, N3 =6, p <0,001).
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U CALI podrucju hipokampusa zenki je HFHSD prehrana statisticki znacajno smanjila izrazaj
ObR (U12 =105, N; =18, N2 =21, p=0,019). Oba lijeka su u CA1 zenki na HFHSD statisti¢ki znac¢ajno
povecala izrazaj ObR (Uzsz =0, N2 = 21, N3 = 12, p < 0,001; Uzs =40, N2 =21, N4 =9, p =0,015). U
CA1 podrucju hipokampusa zenki je kombinacija HFHSD i tretmana metforminom statisticki znac¢ajno
povecala izrazaj ObR (Uys =5, N1 =18, N3 =12, p < 0,001). Kombinacija HFHSD i liraglutida je u CA1
zenki povecala varijabilnost. Skupina Zenki na HFHSD tretirana metforminom je imala statisticki
znacajno veci izrazaj ObR u CA1 od skupine Zenki na HFHSD tretirane liraglutidom.

Iu CA3 podrucju hipokampusa zenki je izrazaj ObR bio statisticki znac¢ajno manji zbog HFHSD
prehrane (U, = 109, N1 =17, 21, p = 0,043). Primjena metformina je u zenkama na HFHSD statistic¢ki
znacajno povecala izrazaj ObR u CA3 (Uz3 =0, 21, N3 =9, p <0,001). Liraglutid je Zenkama na HFHSD
povecao izrazaj ObR u CA3, ali je i varijabilnost izraZaja bila ve¢a pa promjena nije bila statisticki
znacajna. U odnosu na kontrolnu skupinu 1F na SD prehrani, skupina 3M, koja je bila na HFHSD
prehrani i tretirana metforminom, je imala statisticki znacajno ve¢i izrazaj ObR u CA3 (Uyz =4, N1 =
17, N3 =9, p <0,001).

Opcenito, masna je prehrana bogata ugljikohidratima smanjila izrazaj ObR u hipokampusu
zenki. Metformin je djelovao suprotno od uc¢inka HFHSD na izrazaj ObR u svim analiziranim
podru¢jima hipokampusa zenki, tako §to je izazvao izrazito povecanje izrazaja ObR. Liraglutid je
takoder povecao izrazaj ObR, ali je ta promjena bila znacajna samo u jednom od tri analizirana podrucja

hipokampusa Zenki.
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Slika 4.14. Usporedba izrazaja receptora ObR u hipokampusu zenki.

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), F - zenke, ObR - leptinski receptor, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 -
zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-
U test uz Bonferronijevu korekciju, * p < 0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Tablica 4.10. Razine znacajnosti razlika u izrazaju ObR u hipokampusu zenki.

UCinak metformina|lfinak limglutidau| ) . i . |Usporedba uGinaka
UZinak HEHSD  |u pretilostii pretilostii UE';?:?DEt nmina UE_':IE:':: gr[]a‘g tida | ettormina i
predijabetesu predijabetesuy pri pri liragiutida

HIPP-DG > 0,05 < 0,001 > 0,05 < 0,001 > 0,05 > 0,05

HIPP-CA3 0,043 < 0,001 > 0,05 < 0,001 > 0,05 > 0,05

HIPP-CA1 0,019 < 0,001 0,015 < 0,001 > 0,05 > 0,05
HIPP-DG  |N,= 18 |[N,= 25 |N.= 6 |N,= 9
HIPP-CA3  |N,= 17 |N,= 21 [N.= 9 |N,= 9
HIPP-CA1  |N,= 18 |N,= 21 |N.= 12 |N,= 9

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, HIPP - hipokampus, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje
na SD prehrani, 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na
HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

4.1.2. ANALIZA IZRAZAJA RECEPTORA IR-0. U MOZGU ZIVOTINJA IZLOZENIH SD ILI HFHSD PREHRANI
S ILI BEZ TRETMANA METFORMINOM ILI LIRAGLUTIDOM

Sljededi analizirani receptor je IR putem izraZaja njegove ekstracelularne a-podjedinice. IR je
neposredno uklju¢en u nadzor energetskog stanja organizma koje je u suficitu tijekom HFHSD prehrane.
Klju¢no mjesto izrazaja IR je hipotalamus koje je dobro opisano u literaturi. Medutim, analizirali smo
izrazaj IR i u svim drugim regijama mozga koje su neposredno ili posredno zaduzene za hranjenje,
sudjeluju u obradi podrazaja koji stize putem okusa, odreduje razinu zadovoljstva ili su bitne za

navigaciju i pamc¢enje podraZaja.

4.1.2.1. Analiza izrazaja receptora IR-o. u mozgu muzjaka izlozenih SD ili HFHSD prehrani s ili bez
tretmana metforminom ili liraglutidom

Imunohistokemijska analiza je pokazala da je receptor IR-o. u mozgovima svih analiziranih
skupina muzjaka doista izrazen. Kontrolni rezovi obojani samo sekundarnim protutijelom su u
potpunosti imunonegativni, §to pokazuje da nije bilo nespecifi¢énog vezanja sekundarnog protutijela.
Izrazaj IR-a nije bio u svim skupinama muzjaka jednak, kao ni u analiziranim podru¢jima. Obojana su
bila samo tijela stanica. Nije bilo imunopozitivnog bojanja u vlaknima (Slika 4.15).

Na slici 4.16. prikazane su apsolutne vrijednosti izrazaja IR-o receptora u mozgu muzjaka
dobivene pomocu Fiji raunalnog programa.

U skupini 1M je najveci izrazaj IR-a bio u CA3 podrucju hipokampusa, a zatim u VTA.
Najmanje apsolutne vrijednosti izraZaja IR-o su uoéene u ostalim podru¢jima hipokampusa, DG i CAl
te u podruc¢jima kore mozga. U hipokampusu skupine 1M muZjaka je distribucija receptora IR-o nalik

distribuciji receptora ObR — najvise u CA3 podrudju te podjednako manje u DG i CA1.
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U odnosu na muzjake na SD prehrani (skupina 1M), muzjaci na HFHSD prehrani (skupina 2M)
su imali manju varijabilnost u izrazaju IR-a u svim analiziranim podru¢jima. Najveca vrijednost izrazaja
IR-a je uoCena u ARC te u PE i CA3. Najmanji izrazaj IR-a je bio u PIR podrucju kore mozga te u
hipokampalnim podru¢jima CA1 i CA3. Distribucija IR-a receptora hipokampusa je opet ista kao u
skupini 1M, ali je vrijednost izrazaja manja, pogotovo u CA3 podru¢ju. Odnos izrazaja IR-o u
dopaminergickim podrucjima 2M skupine je jednak kao u skupini 1M, ali je HFHSD smanjila izrazaj.

Tretman muzjaka na HFHSD metforminom je uzrokovao povecanje izrazaja IR-o. u CA3 i ARC
te su ta podruc¢ja imala najvecu vrijednost izrazaja IR-a. Najmanji izrazaj IR-a u skupni 3M je uocen u
PIR podrucju kore mozga te u DG i CA1 hipokampusa. U hipokampusu 3M muZjaka je distribucija IR-
a bila poput distribucije u 1M 1 2M skupinama. Metformin nije utjecao na vrijednost izrazaja IR-a u
dopaminergickim podrucjima muzjaka na HFHSD. Dok je izrazaj IR-o. u LH hipotalamusa bio manji ili
jednak izrazaju IR-o u PA u prethodne dvije skupine muzjaka, u 3M skupini je veci.

U skupini 4M je uoCena najveca vrijednost izrazaja IR-oo u CA3 i VTA te u LH. Najmanja
vrijednost izrazaja IR-a je bila u PIR i DG. Liraglutid je muzjacima na HFHSD viSe povecao izrazaj IR-
a u LH nego metformin te je izrazaj IR-o. u LH bio veéi od ARC i PA. Izrazaj IR-a u dopaminergi¢kim
podrucjima 4M skupine je bio i ve¢i od onog u 1M skupini. Distribucija IR-a u hipokampusu muzjaka
iz 4M skupine je bila poput distribucije uo¢ene u ostale tri skupine te je tretman liraglutidom vratio
vrijednosti izrazaja IR-a na kontrolnu razinu.

Zaklju¢no, CA3 podrucje hipokampusa i VTA u svim grupama muZjaka postizu najvise
vrijednosti IR-o. HFHSD osobito djeluje na povecanje izrazaja IR-a u ARC jezgri hipotalamusa. Niti

jedan od dva tretmana nije doveo do opceg povecéanja izrazaja IR-a.
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A

Slika 4.15. Imunohistokemijsko obojenje mozga muzjaka na IR-a. a, b i ¢ - odabrane razine koronarnih rezova u kojima se prepoznaju podrucja mozga za
analizu: a - PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa; b - ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, CA1 i CA3 - Cornu Ammonis podrucja
hipokampusa 1 i 3, CTX - kora mozga, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), K - kontrola, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PE -
periventrikularna jezgra hipotalamusa, PIR — piriformna kora mozga, S1BF - dio primarnog osjetnog podrucja kore mozga, tzv. ,,Barrel field“; ¢ - SNC -
kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podrucje tegmentuma.

Legenda: K - kontrola, M - muZjaci, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane liraglutidom.
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Slika 4.16. Apsolutne vrijednosti izrazaja receptora IR-o u analiziranim podru¢jima mozga muZzjaka
dobivene racunalnim programom Fiji. Grafovi vrste ,kutija s brkovima* prikazuju sljede¢e podatke:
median - crtica u kutiji, gornja kvartila - gornji rub kutije, donja kvartila - donji rub kutije, maksimum -
vrh gornjeg brka, minimum - donja granica donjeg brka, srednja vrijednost - znak ,,X*.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, CA1 i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, CTX - kora mozga,
DN - dopaminergicko podru¢je, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), HIPP - hipokampus, HTH -
hipotalamus, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, PE -
periventrikularna jezgra hipotalamusa, PIR - piriformni korteks, S1BF - dio primarnog osjetnog podruéja kore mozga, tzv.
»Barrel field“, SNC - kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podruéje
tegmentuma, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane metforminom (HFHSD + M), 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom (HFHSD + L).
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4.1.2.1.1. Izrazaj IR-a u podrudjima hipotalamusa muzjaka koiji direktno stimuliraju ili inhibiraju

hranjenje te nadziru energetsko stanje organizma

Izrazaj IR-a je imunohistokemijski analiziran u podru¢jima hipotalamusa zaduZenih za nadzor
hranjenja i energetskog stanja organizma. Rezultati analize su prikazani posebno za svako podrucje. IR-
a nije bio jednako izrazen u hipotalamusu svih skupina muzjaka, $to je prikazano slikom 4.17. Razine
znacajnosti niZze navedenih razlika su prikazane u tablici 4.11.

HFHSD prehrana nije inducirala promjene u izrazaju IR-a u ARC muzjaka, ali je metformin u
muzjaka na HFHSD prehrani statisticki znacajno povecao izrazaj IR-a u ARC (Uzz =17, N2 = 12, N3 =
8, p = 0,019). Tretman liraglutidom nije izazvao promjene u izrazaju IR-a kako u ARC muzjaka na
HFHSD, tako ni u ARC muzjaka na SD. Metformin je statisticki zna¢ajno povecao izrazaj u ARC
muzjaka na HFHSD u odnosu na muzjake na SD (Uyz = 17, N1 = 10, N3 = 8, p = 0,046).

1200000

1000000

0000 prm?

B00000
GO0000
400000 *

0

IR-ce* REAKCI LA/

LH PA-AP .

1200000
1000000

800000

0 000 pum?

G00000

400000 *
200000 i -

0

IR-ct* REAKCIIA /

B Ra1M B IR-a2M B IR-a3M IR-a 4M

Slika 4.17. Usporedba izrazaja receptora IR-o u podru¢jima hipotalamusa mozga muzjaka.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, IR-a - alfa podjedinica receptora za inzulin, LH - lateralna jezgra hipotalamusa,
M - muzjaci, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 -
zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p < 0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Masna prehrana bogata ugljikohidratima je u LH muZzjaka smanjila varijabilnost izrazaja IR-a.
Muzjaci na HFHSD prehrani tretirani metforminom su imali statisticki znacajno veci izrazaj IR-o.u LH

u odnosu na HFHSD kontrolnu skupinu (2M) (U = 37, N2 = N3 = 15, p = 0,002). Tretman muzjaka na
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HFHSD liraglutidom je takoder statisticki znac¢ajno povecéao izrazaj IR-a u LH (Uzs = 94, N2 = 15, Na4
=21, p=0,043).
U PA podrucju hipotalamusa nije bilo statisticki znacajnih promjena u izrazaju IR-a.
Zaklju¢no, HFHSD prehrana nije utjecala znacajno na izrazaj IR-o navedenih podrucja
hipotalamusa muzjaka. Metformin je izazvao znacajna povecanja izrazaja IR-a u ARC, a liraglutid u H

muzjaka, dok izrazaj u PA podrucju nije bio promijenjen.

Tablica 4.11. Razine znacajnosti razlika u izraZaju IR-o u hipotalamusu muzjaka.

Uginak . . . . Usporedba
_ metforminay |0 ok regltida UCinak e e rida [ucinaka
UCinak HFHSD B - U pretilostii metformina pri . L
pretilostii rediiabetesy HEHSD pri HFHSD metforminai
predijabetesu P ! liraglutida
lvs2 2vs3 2vus 4 1vs3 lvs4 3vusd
HTH-ARC = 0,05 0,019 = 0,05 0,046 = 0,05 = 0,05
HTH-LH = 0,05 0,002 0,043 = 0,05 = 0,05 = 0,05
HTH-PA-AP = 0,05 = 0,05 = 0,05 = 0,05 = 0,05 = 0,05
FTELICINA UWZDRKA
HTH-ARC M, = 10 |N,= 12 |N;=8 |N,= 15
HTH-LH MN,= 12 |N,= 15 |N; =15 |[N,= 21
HTH-PA-AP N, = 8 |N,= 12N, =12 [N, = 17

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus,
IR-0, - alfa podjedinica receptora za inzulin, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre
hipotalamusa, SD - standardna prehrana 1 - zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - Zzivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz
Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

4.1.2.1.2. Izrazaj IR-0 u dopaminergi¢kim podru¢jima muzjaka koja interpretiraju hranjenje kao osjecaj

zadovoljstva

Izrazaj IR-a je imunohistokemijski analiziran u dopaminergickim podru¢jima mozga muzjaka.

Rezultati analize su prikazani posebno za svako podrucje. IR-a nije bio jednako izrazen u analiziranim
podrucjima svih skupina muzjaka, Sto je prikazano slikom 4.18. Razine znacajnosti niZe navedenih
razlika su prikazane u tablici 4.12.

U SNC podru¢ju muzjaka se mijenjala samo varijabilnost izrazaja ObR. lako se moze uociti da
je izrazaj IR-0, u odnosu na 1M, bio manji u 2M skupini, nije bilo statisticki znacajnih razlika.

U VTA podruc¢ju muzjaka je primije¢eno da je HFHSD prehrana statisticki znacajno smanjila
izrazaj IR-a (U2 = 29, N1 = 16, N2 = 9, p = 0,015). Kombinacija HFHSD i tretmana metforminom je u
muzjaka statisticki znacajno smanjio izrazaj IR-o. u VTA muzjaka (Uyz = 69, N1 = 16, N3 = 15, p =
0,046).

Zakljuéno, masna prehrana bogata ugljikohidratima je u dopaminergi¢kim podrué¢jima mozga
muzjaka izazvala smanjenje izrazaja IR-a, osobito u VTA. Na smanjen izrazaj IR-a uslijed HFHSD

prehrane nije utjecao metformin, ali ga je liraglutid vratio u razinu pri SD prehrani.
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Slika 4.18. Usporedba izrazaja receptora IR-0. u dopaminergi¢kim podru¢jima mozga muzjaka.

Legenda: M - muzjaci, IR-a - alfa podjedinica receptora za inzulin, SNC - kompaktni dio crne tvari mozga (lat. substantia
nigra pars compacta), VTA - ventralno podru¢je tegmentuma, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na
HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane
liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Tablica 4.12. Razine znac¢ajnosti razlika u izrazaju IR-a u dopaminergickim podrucjima mozga muzjaka.

UEinak Usporedoa
metforminau
pretilostii

predijabetesu

Uginak liraglutida |UCinak
u pretilostii metformina pri
predijabetesu HFHSD

UEinak liraglutida |ufinaka

Ufinak HFHSD pri HFHSD metforminai

DMN-SMNC = 0,05 = 0,05 > 0,05 = 0,05 = 0,05 = 0,05

DMN-WVTA 0,015 = 0,05 = 0,05 0,046 > 0,05 = 0,05

DN-SNC  |N,= 18|N,=9 |N.=15|N,= 15

DM-VTA  [N,= 16[N,= 9 |N,=15|N,= 15

Legenda: DN - dopaminergi¢ko podruéje, HFHSD - prehrana obogaéena mastima i ugljikohidratima, SD - standardna prehrana,
SNC - kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podru¢je tegmentuma, 1 -
zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje
na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

4.1.2.1.3. Izrazaj IR-0 u podru¢jima kore mozga muzjaka koji indirektno utjeCu na motivaciju hranjenja

Izrazaj IR-a je imunohistokemijski analiziran u podrucjima kore mozga muzjaka koje indirektno
utjecu na odluku o unosu hrane. IR-a nije bio jednako izraZzen u svim skupinama muzjaka, $to je za svako
posebno podrucje prikazano slikom 4.19. Razine znacajnosti nize navedenih razlika su prikazane u
tablici 4.13.

HFHSD prehrana je smanjila varijabilnost izrazaja IR-a u S1BF podruéju kore mozga muzjaka.
U S1BF muzjaka na HFHSD tretiranih metforminom je izrazaj IR-o bio statisticki znacajno ve¢i od
izraZaja IR-a S1BF netretiranih muzjaka na HFHSD (Uzs = 21, N> = 13, N3 = 15, p < 0,001). Metformin
je u S1BF 3M skupini muzjaka izazvao statisticki znac¢ajno povecéanje izrazaja IR-o iznad razine izrazaja

IR-a pri SD prehrani (Uys = 46, N1 =12, N3 = 15, p = 0,034).
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U PIR muzjaka se nisu uocile statisticki znacajne razlike u izrazaju IR-a.
Zaklju¢no, tretman metforminom je izazvao promjene u S1BF podru¢ju kora mozga, gdje je

izrazaj IR-a bio poveéan u odnosu na kontrolne 1M i 2M skupine.
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Slika 4.19. Usporedba izrazaja receptora IR-o. u kori mozga muzjaka.

Legenda: M - muzjaci, IR-a - alfa podjedinica receptora za inzulin, PIR - piriformna kora mozga, S1BF - dio primarnog
osjetnog podrucja kore mozga, tzv. ,,Barrel field“, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani,
3 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-
Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p < 0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Tablica 4.13. Razine znacajnosti razlika u izrazaju IR-a u kori mozga muzjaka.

LICinak .. ) i . Usporedba
. UEinak liraglutida |ULinak .. . : .

UZinak HEHSD metforminau ilosti i - ; _ |[Udinak liraglutida |udinaka
pretilostii 4 pr:_t.l gﬁ' ! E:HSDE;mma pri pri HFHSD metforminai
predijabetesu prediabetesy liraglutida

CTX-S1BF * 0,05 < 0,001 = 0,05 0,034 > 0,05 > 0,05
CTX-PIR = 0,05 = 0,05 = 0,05 = 0,05 > 0,05 > 0,05
C D

CTX-51BF  |N,= 12 |N,= 13 [N, =15 |N,= 21
CTX-PIR  |N,= 9 |N,=15|N,=15 |Nd= 18

Legenda: CTX - kora mozga, HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, PIR - piriformna kora mozga, S1BF
- dio primarnog osjetnog podruéja kore mozga, tzv. ,,Barrel field“, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 -
zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p < 0,05.

4.1.2.1.4. Izrazaj IR-0 u periventrikularnoj jezgri hipotalamusa muzjaka koja je uz nadzor energetskog

stanja organizma ukljuéena i u nadzor reprodukcije

Izrazaj IR-a je imunohistokemijski analiziran u PE jezgri hipotalamusa muzjaka koja osim Sto
je ukljucena u nadzor energetskog stanja organizma ima i odredenu ulogu u reprodukciji. Slika 4.20.
prikazuje vrijednosti izrazaja IR-o u PE svih skupina muzjaka koje nisu bile sve jednake u svim
skupinama. Tablicom 4.14. su prikazane razine znacajnosti u razlikama izrazaja IR-o izmedu skupina

muzjaka.
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U PE podrucju hipotalamusa muzjaka HFHSD nije izazvala promjene u izrazaju IR-a. Pri
usporedbi izrazaja IR-o u PIR 1M skupine, uocen je statisticki znac¢ajno manji izrazaj IR-a u PIR 3M
skupine (Uys =47, N1 =12, N3 = 15, p = 0,038).

Op¢enito, u PE podru¢ju muzjaka je tretman metforminom izazvao promjenu u izrazaju IR-a.
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Slika 4.20. Usporedba izrazaja receptora IR-o u PE podruéju hipotalamusa muzjaka.

Legenda: M - muzjaci, IR-a - alfa podjedinica receptora za inzulin, PE - periventrikularna jezgra hipotalamusa, 1 - Zivotinje
na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 -
zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p < 0.05, ** p <
0.01, *** p <0.001.

Tablica 4.14. Razine znac¢ajnosti razlika u izraZzaju ObR u PE podruc¢ju hipotalamusa muzjaka.

U“:fak ) UZinak liragiutida Uginak Usporedba
mELtarming u u pretilostii metformina pri

predijabetesu HFHSD

Legenda: HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus, PE - periventrikularna jezgra
hipotalamusa, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz
Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

4.1.2.1.5. Izrazaj IR-a u podrué¢jima hipokampusa muzjaka ¢ija uklju¢enost u odrzavanje paméenja ovisi

0 energetskom stanju organizma

Izrazaj IR-o je imunohistokemijski analiziran u podruc¢jima hipokampusa koja su neposredno
zaduZena za stvaranje i odrZzavanje pamcenja te snalazenje u prostoru. IR-a nije bio jednako izrazen u
hipokampusu svih skupina muZjaka, $to je za svako posebno analizirano podruéje hipokampusa

prikazano slikom 4.21. Razine znacajnosti nize navedenih razlika su prikazane u tablici 4.15.
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U DG podruéju hipokampusa muzjaka masna prehrana bogata ugljikohidratima nije utjecala na
izrazaj IR-a. Uslijed tretmana metforminom je izrazaj IR-a u DG muzjaka na HFHSD bio statisticki
znacajno povecan (Uzz = 30, N2 = N3 = 15, p = 0,001). Skupine 3M i 4M su se medusobno razlikovale
po razini izrazaja IR-a. u DG — 3M je imala statisti¢ki znacajno veci izrazaj IR-o (Uas = 48, N3 = 15, N4

=19, p = 0,001).
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Slika 4.21. Usporedba izrazaja receptora IR-o u hipokampusu muzjaka.

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), IR-a - alfa podjedinica receptora za inzulin, M - muZjaci, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na
HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zzivotinje na HFHSD prehrani tretirane
liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Tablica 4.15. Razine znacajnosti razlika u izrazaju IR-a u hipokampusu muzjaka.

Ucinak Uginak liragiutida |Uginak Usporedba
UZinak HFHSD metforminau clna_l |ra:g_ s cl:fa _ _ |Uginak liraglutida [ufinaka
pretilostii - prE_t_' oSt metrermina pri pri HFHSD metforminai
predijabetesy  [Predijsbetesu IHFHID liraglutida
1vs2 2ws3 2vwsd 1vs3 1vsd Iwvsd
HIPP-DG = 0,05 0,001 = 0,05 = 0,05 = (0,05 0,001
HIPP-CA3Z = 0,05 0,001 0,047 = 0,05 = 0,05 = 0,05
HIPP-CAL = 0,05 = 0,05 0,018 = 0,05 = (0,05 = 0,05
HIPP-DG M,= 18 |[N,= 15 |N 15 |N
HIPP-CAZ |I'~I1 =12 |N,= 15 M, = 14 N,= 21
HIPP-CAL |I'~I1 =18 |N,= 15 |M,= 15 |N,= 18

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podrucja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, HIPP - hipokampus, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje
na SD prehrani, 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - zivotinje na
HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

U CA1 muzjaka na HFHSD promatrano smanjenje izrazaja IR-a nije bilo statisticki znacajno.
Dok je tretman metforminom u DG podrucju izazvao statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane
muzjake na HFHSD prehrani, u CA1 je liraglutid statisticki znacajno smanjio izrazaj IR-a. (U2 = 69, N2

=15, N4 = 18, p = 0,018).

73



4. REZULTATI

U CA3 podrucju muzjaka je izrazaj IR-a bio manji u skupini na HFHSD prehrani, medutim ta
razlika nije bila statistiCki znac¢ajna. Oba tretmana su dovela do statisticki znacajnog poveéanja izrazaja
IR-a. u CA3 muzjaka u odnosu na kontrolnu skupinu na HFHSD (2M) (U23 =31, N2 =15, N3=14,p =
0,001; Uzs = 95, N2 = 15, N4 = 21, p = 0,047).

Zaklju¢no, moze se uocCiti smanjena varijabilnost izrazaja IR-o u hipokampusu muzjaka uslijed

HFHSD prehrane koja se znacajno povecava tretmanom s metforminom ili liraglutidom.

4.1.2.2. Analiza izrazaja receptora IR-o. u mozgu zenki izlozenih SD ili HFHSD prehrani s ili bez
tretmana metforminom ili liraglutidom

Imunohistokemijska analiza je pokazala da je IR-0. u mozgovima svih analiziranih skupina Zenki
izrazen. Kontrolni rezovi obojani samo sekundarnim protutijelom su u potpunosti imunonegativni, dakle
nije bilo nespecifi¢nog vezanja sekundarnog protutijela. Izrazaj ObR nije bio u svim skupinama zenki
jednak, kao ni u analiziranim podrué¢jima. Obojana su bila samo tijela stanica. Nije bilo imunopozitivnog

bojanja u vlaknima (Slika 4.22).
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Slika 4.22. Imunohistokemijsko obojenje mozga Zenki na IR-a. a, b i ¢ - 0dabrane razine koronarnih rezova u kojima se prepoznaju podrucja mozga za analizu:
a - PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa; b - ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, CA1 i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa
1i 3, CTX - kora mozga, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), K - kontrola, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PE - periventrikularna
jezgra hipotalamusa, PIR - piriformna kora mozga, S1BF - dio primarnog osjetnog podrucja kore mozga, tzv. ,,Barrel field; ¢ - SNC - kompaktni dio crne jezgre

mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podruéje tegmentuma.
Legenda: F - zenke, K - kontrola, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane liraglutidom
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Naslici 4.23. su prikazane apsolutne vrijednosti izrazaja IR-a receptora u mozgu zenki dobivene
pomocu Fiji racunalnog programa.

Zenke na SD prehrani (skupina 1F) su imale veéi izrazaj IR-o u hipotalamusu i dopaminergi¢kim
podruc¢jima od muzjaka na istoj prehrani (1M). U Zenkama 1F skupine je uoCen najveéi izrazaj IR-o u
VTA, a zatim u hipotalamickom PE podrucju. Najmanju vrijednost izrazaja IR-a je imalo podrucje PIR
te hipokampalna podrucja DG i CA1. U hipokampusu Zenki na SD je distribucija receptora IR-a slijedila
isti obrazac kao u muzjacima — izrazaj IR-a. u CA3 je bio najveci te podjednako manji u DG i CAl. U
hipotalamusu Zenki 1M skupine je izrazaj IR-a bio najmanji u LH, a najve¢i u PE. Istovremeno je izrazaj
IR-a. u PA bio veéi od izrazaja IR-a u ARC.

HFHSD prehrana je zenkama smanjila izrazaj IR-a u svim analiziranim podru¢jima mozga. Uz
prisutnost vise slucajeva vrijednosti koje odskacu od distribucije ostalih podataka, najveca vrijednost
izrazaja IR-o. u mozgu 2F skupine Zenki je bila u VT A, a najmanja u sva tri podruc¢ja hipokampusa, u
analiziranim podruc¢jima kore mozga te u LH. U hipokampusu zenki na HFHSD prehrani se izgubila
uobicajena distribucija IR-a te su sva podrucja imala sli¢ne vrijednosti izrazaja. Hipotalamus Zenki 2F
skupine je imao istu distribuciju IR-o kao u 1F, ali su vrijednosti bile manje.

Najvece vrijednosti izrazaja IR-o. u mozgu Zenki skupine 3F su bile u VTA, a zatim u DG te PE.
Najmanje vrijednosti izrazaja IR-a su opazene u PIR i LH. Iz podataka je vidljivo da je tretman
metforminom najviSe utjecao na izrazaj IR-o u hipokampusu zenki na masnoj prehrani bogatoj
ugljikohidratima, ali je i povecao varijabilnost PE podrucju prema maksimumu. Takoder, povecao je
vrijednosti izrazaja IR-a u S1BF podrucju kore mozga.

Tretman zenki na HFHSD liraglutidom je drasti¢no smanjio vrijednosti izrazaja IR-o. u svim
analiziranim podrucjima mozga. Najveca vrijednost izrazaja IR-o. u ovim Zenkama je uocena u ARC, a
najmanja u LH, CAli S1BF.

Zakljuéno, zenke najvise vrijednosti IR-o. imaju u VTA podrucju, neovisno o prehrani. HFHSD
smanjuje izrazaj IR-a u svim regijama mozga, a osobito u cijelom hipokampusu. Metformin najvise
popravlja smanjenje izrazaja IR-a uzrokovanog masnom prehranom bogatom ugljikohidratima u
hipokampusu i u PE. Liraglutid dodatno drasti¢no smanjuje izrazaj IR-o u svim analiziranim podrucjima

mozga zenki.
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Slika 4.23. Apsolutne vrijednosti izrazaja receptora IR-o. u analiziranim podru¢jima mozga Zenki
dobivene racunalnim programom Fiji. Grafovi vrste ,kutija s brkovima* prikazuju sljede¢e podatke:
median - crtica u kutiji, gornja kvartila - gornji rub kutije, donja kvartila - donji rub kutije, maksimum -
vrh gornjeg brka, minimum - donja granica donjeg brka, srednja vrijednost - znak ,,X*.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, CA1 i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, CTX - kora mozga,
DN - dopaminergi¢ko podru¢je, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), HIPP - hipokampus, HTH -
hipotalamus, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, PE -
periventrikularna jezgra hipotalamusa, PIR - piriformni korteks, S1BF - dio primarnog osjetnog podruéja kore mozga, tzv.
Barrel field“, SNC - kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podrudje
tegmentuma, 1 - zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane metforminom (HFHSD + M), 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom (HFHSD + L).
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4.1.2.2.1. Izrazaj IR-a. u podru¢jima hipotalamusa zenki koji direktno stimuliraju ili inhibiraju hranjenje

te nadziru energetsko stanje organizma

Izrazaj IR-a je imunohistokemijski analiziran u podru¢jima hipotalamusa zaduZenih za nadzor
hranjenja i energetskog stanja organizma. Rezultati analize su prikazani posebno za svako podrucje. IR-
a nije bio jednako izrazen u hipotalamusu svih skupina Zenki §to je prikazano slikom 4.24. Razine
znacajnosti niZe navedenih razlika su prikazane u tablici 4.16.

U odnosu na 1F skupinu na SD prehrani, u 2F skupini je zbog HFSHD prehrane uocen trend
smanjenja izrazaja IR-a u ARC koji je pojaCala primjena liraglutida te je izrazaj IR-a u ARC 4M skupine
bio statisticki znacajno manji (Uys = 26, N1 = 12, N4 = 10, p = 0,027). Metformin nije utjecao na izrazaj
IR-a. u ARC. U odnosu na kontrolnu 2F skupinu, 4F skupina je imala manji izrazaj IR-o. u ARC. U
odnosu na skupinu zenki na HFHSD tretiranih metforminom, Zenke na HFHSD tretirane liraglutidom
su imale statisti¢ki znacajno manji izrazaj IR-o.u ARC (Uszs= 23, N3 =12, N4 = 10, p = 0,016).
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Slika 4.24. Usporedba izrazaja receptora IR-o u podrucjima hipotalamusa mozga zenki.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, F - zenke, IR-a - alfa podjedinica receptora za inzulin, LH - lateralna jezgra
hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 -
zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

U LH zenki je HFHSD statisticki znacajno smanjila izrazaj IR-a (U2 = 83, N1 = 15, N> = 21, p
=0,017). Dok metformin statisticki znacajno povecava izrazaj IR-a. u LH Zenki u odnosu na kontrolnu

2F grupu samo na HFHSD (Uzz = 51, N2 = 26, N3 = 10, p = 0,0006), liraglutid ga statisticki znacajno
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smanjuje (Uys =11, N1 =15, N, =9, p = 0,001). Kombinacija HFHSD i tretmana liraglutidom je dovela
do statisticki znacajnog smanjenja izrazaja IR-o u odnosu na kontrolnu 1F skupinu na SD prehrani (U4
=47, N2 =26, Ns=9, p=0,009). Pri usporedbi izrazaja IR-a u LH skupine 3F i 4F uocen je statisticki
znac¢ajno manji izrazaj u 4F skupini (Uss =2, N3 =12, N4 =9, p < 0,001).

U 2F skupini na HFHSD prehrani je uo¢en manji izrazaj IR-a u PA u odnosu na kontrolnu
skupinu 1F, koji je primjena liraglutida dodatno smanjila i promjena je bila statisticki znacajna, ne samo
u odnosu na kontrolnu skupinu 1F nego i u odnosu na 2F (Uys =28, N1 =14, N2 =9, p = 0,030; Uz =
35, N2 =19, Ns = 9, p = 0,014). 4F skupina zenki je imala statistiCki manji izrazaj IR-o u PA od 3F
skupine (Uss =11, N3 =18, N, =9, p < 0,001).

Zaklju¢no, HFHSD prehrana smanjuje varijabilnost ¢ak i izrazaj IR-a u hipotalamusu Zenki te

ju lijekovi nisu mogli vratiti na razinu karakteristi¢nu pri SD prehrani.

Tablica 4.16. Razine znacajnosti razlika u izrazaju IR-a u hipotalamusu zenki.

ucinak Uginak liraglutida |UZinak . |Jsporedsa
- metforminau - - _ |ULinak liraglutida ufinaka
Ucinak HFHSD A u pretilostii metformina pri A -
pretilostii rediiabetesy HEHSD pri HFHSD metforminai
predijabetesu P ! liraglutida
1vs2 2vs3 2vsd 1vs3 lvsd Jusd
HTH-ARC = 0,05 = 0,05 = 0,05 = 0,05 0,027 0,016
HTH-LH 0,017 0,006 0,009 = 0,05 0,001 < 0,001
HTH-PA-AP = 0,05 = 0,05 0,014 = 0,05 0,030 < 0,001
JELICINA UZ ORKRA
HTH-ARC [N, =12 |[N,= 24 [N, =12 |N,= 10
HTH-LH M, =15 N, =26 N, =12 |N,= 9
HTH-PA-AP [N, = 14 |[N,= 19 [N, = 18 |N,= 9

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus,
LH - lateralna jezgra hipotalamusa, IR-o. - alfa podjedinica receptora za inzulin, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre
hipotalamusa, SD - standardna prehrana 1 - zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz
Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

4.1.2.2.2. Izrazaj IR-a u dopaminergi¢kim podru¢jima zenki koja interpretiraju hranjenje kao osjecaj

zadovoljstva

Izrazaj IR-o je imunohistokemijski analiziran u dopaminergi¢kim podru¢jima mozga zenki.

Rezultati analize su prikazani posebno za svako podrucje. IR-a nije bio jednako izrazen u analiziranim
podruéjima svih skupina zenki $to je prikazano slikom 4.25. Razine znacajnosti nize navedenih razlika

su prikazane u tablici 4.17.

79



4. REZULTATI

HFHSD prehrana smanjuje izrazaj IR-a u SNC Zenki. Nakon tretmana zenki na HFHSD
liraglutidom, izrazaj IR-a u SNC se statisti¢ki znacajno smanjio u odnosu na HFHSD kontrolnu skupinu
(Uza =21, N2 = 20, Na =9, p=0,001). Suprotno, tretman Zenki na HFHSD metforminom je statisti¢ki
znacajno povecao izrazaj IR-a u SNC (Uzz = 25, N2 = 20, N3 = 6, p = 0,036). U odnosu na kontrolnu 1F
skupinu na SD, Zenke skupine 3M su imale nepromijenjen izrazaj IR-o u SNC, dok su Zenke iz 4F
skupine imale statisti¢ki zna¢ajno manji (Uys = 21, N1 = 20, N4y = 9, p = 0,001). Zenke 3F skupine su
imale statisticki znacajno vecéi izrazaj IR-a od Zenki iz 4F skupine (Uzs=0, N3 =6, N4 =9, p = 0,002).

Naizgled smanjen izrazaj IR-a u VTA podrucju zenki na HFHSD prehrani nije bio statisticki
znacajan u odnosu na 1F kontrolnu skupinu. Trend uocen u SNC podru¢ju da metformin povecava
izrazaj IR-a u zenki na HFHSD, a liraglutid smanjuje, uocen je i u VT A podruéju, premda je poveéanje
uzrokovano liraglutidom statisti¢ki znac¢ajno (Uzs = 16, N> = 17, N4 = 9, p = 0,001). U odnosu na
kontrolnu skupinu zenki na SD prehrani, zenke na HFHSD tretirane liraglutidom su imale znacajno
manji izrazaj IR-o. u VTA (Uws = 23, N1 =18, N4 = 9, p = 0,003). U usporedbi 3F i 4F skupine zenki
uoceno je da je skupina 3F imala znacajno veci izrazaj IR-oou VTA (Usz=0, N3 =6, N» =9, p=0,002).

Zaklju¢no, HFHSD u dopaminergi¢kim podru¢jima smanjuje izrazaj IR-a, ali ne znacajno.
Lijekovi pri HFHSD prehrani u zenkama imaju suprotne ucinke na izrazaj IR-o u dopaminergickim

podrucjima zenki — tretman metforminom povecava, a liraglutidom izrazito smanjuje izrazaj IR-a.
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Slika 4.25. Usporedba izrazaja receptora IR-o. u dopaminergi¢kim podru¢jima mozga Zenki.

Legenda: F - zenke, IR-a - alfa podjedinica receptora za inzulin, SNC - kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra
pars compacta), VTA - ventralno podruéje tegmentuma, 1 - zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD
prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom;
Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p < 0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Tablica 4.17. Razine znacajnosti razlika u izrazaju IR-a u dopaminergickim podrucjima mozga Zenki.

UEinak . . . . Usporedba
. metforminau Uclnalf Ilrafg_lutu:la Hcinak . . |Uginak liraglutida jufinaka

Ucinak HFHSD I u pretilostii metformina pri . -
pretilostii rediiabetesy HEHSD pri HFHSD metforminai

predijabetesu P ! liraglutida
1vs2 2vs3 2vsd 1vs3 lvs 4 3vsd
DM-SMNC = 0,05 0,036 0,001 = 0,05 0,001 0,002
DMN-VTA > 0,05 > 0,05 0,001 > 0,05 0,003 0,002
DMN-SMNC N, =19 [N, =20 |N;=6 [M,=
DM-VTA MN,= 18 [N,= 17 |N;=6 [M,=

Legenda: DN - dopaminergi¢ko podru¢je, HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, SD - standardna prehrana,
SNC - kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podru¢je tegmentuma, 1 -
zivotinje na SD prehrani, 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje
na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

4.1.2.2.3. Izrazaj IR-a u podru¢jima kore mozga Zenki koji indirektno utje¢u na motivaciju hranjenja

Izrazaj IR-a je imunohistokemijski analiziran u podrucjima kore mozga Zenki koje indirektno
utjecu na odluku o unosu hrane. IR-a nije bio jednako izrazen u svim skupinama Zenki, §to je za svako
posebno podrucje prikazano slikom 4.26. Razine znacajnosti nize navedenih razlika su prikazane u
tablici 4.18.

Masna prehrana bogata ugljikohidratima je u S1BF Zzenki statisticki znacajno smanjila izrazaj
IR-a (Uzz = 37, N1 = 13, N2 = 18, p = 0,001). Tretman zenki na HFHSD metforminom je znacajno
povecao izrazaj IR-au SIBF (U3 =5, N> = 18, N3 = 9, p < 0,001), dok liraglutid nije uzrokovao
promjene izrazaja IR-o.. U odnosu na kontrolnu skupini 1F, skupina 4F je imala statisticki znac¢ajno manji
izrazaj IR-a (Uya =8, N1 =13, N2 =9, p=0,001). 4F skupina tretirana liraglutidom je imala statisti¢ki
znacajno manji izrazaj IR-a u S1BF (U4 =0, N3 = N4 =9, p < 0,001).

U PIR podrucju kore mozga zenki nisu uoc¢ene znac¢ajne promjene u izrazaju IR -a.

Opéenito, masna prehrana bogata ugljikohidratima je utjecala na S1BF podrucje kore mozga
zenki, ali ne i na PIR. Smanjeni izrazaj IR-o. u S1BF uslijed HFHSD prehrane je korigirao metformin,

dok ga je liraglutid dodatno smanjio.
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Slika 4.26. Usporedba izraZaja receptora IR-o u kori mozga zenki.

Legenda: F - zenke, IR-a - alfa podjedinica receptora za inzulin, PIR - piriformna kora mozga, S1BF - dio primarnog osjetnog
podrudja kore mozga, tzv. ,,Barrel field”, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 -
zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-
U test uz Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

Tablica 4.18. Razine znacajnosti razlika u izrazaju IR-a u kori mozga zenki.

Usporedba
UEinak liraglutida jucinaka
pri HFHSD metforminai

Uc':fak . UZinak liraglutida |UZinak
IUtinak HFHSD mettarminau u pretilostii metformina pri

ﬂ;ggi‘fb;‘su predijsbetesy  |HFHSD

CTX-51BF 0,001 < 0,001 = 0,05
CTX-PIR = 0,05 = 0,05 = 0,05

CTX-51BF
CTX-PIR

=13 N,= 18N, =9 |N,= 19

=153 N,= 21N, =9 |N,= 9

Legenda: CTX - kora mozga, HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, PIR - piriformna kora mozga, S1BF
- dio primarnog osjetnog podruéja kore mozga, tzv. ,,Barrel field“, SD - standardna prehrana, 1 - zivotinje na SD prehrani, 2 -
zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p < 0,05.

4.1.2.2.4. Izrazaj IR-o u periventrikularnoj jezgri hipotalamusa Zenki koja je uz nadzor

energetskog stanja organizma ukljuéena i u nadzor reprodukcije

Izrazaj IR-o je imunohistokemijski analiziran u PE jezgri hipotalamusa koja osim S$to je
ukljuéena u nadzor energetskog stanja organizma ima i odredenu ulogu u reprodukciji. Slika 4.27.
prikazuje vrijednosti izrazaja IR-o u PE svih skupina Zenki. Tablicom 4.19 su prikazane razine
znacajnosti u razlikama izrazaja IR-o izmedu skupina zenki.

HFHSD prehrana je u PE Zenki smanjila varijabilnost izrazaja IR-a. Izrazaj IR-a je i manji u
odnosu na kontrolnu 1F skupinu, no ne i znac¢ajno manji. Osim u sluc¢aju primjene liraglutida — tada je
izrazaj IR-a u PE znac¢ajno manji u odnosu na obje kontrolne skupine (Uys =24, N1 =17, N4 =9, p =

0,005; Uzs = 36, N2 = 24, N4 = 9, p = 0,004). Tretman Zenki na HFHSD metforminom je doveo do
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znacajno veceg izrazaja IR-a u PE (Uzs = 51, N2 = 24, N3 = 12, p = 0,002). Skupina 3F tretirana
metforminom je imala znacajno veéi izrazaj IR-a u PE od skupine 4F tretirane liraglutidom (Usis = 2, N3
=12,Ns=9, p<0,001).

Zaklju¢no, uc¢inak HFHSD prehrane da smanjuje izrazaj IR-0. u PE dodatno podupire tretman

liraglutidom, ali tretman metforminom vraca izrazaj IR-a na razinu pri SD.
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Slika 4.27. Usporedba izrazaja receptora IR-a u PE podrudju hipotalamusa Zenki.

Legenda: F - zenke, IR-a - alfa podjedinica receptora za inzulin, PE - periventrikularna jezgra hipotalamusa, 1 - Zivotinje na
standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 -
zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p < 0.05, ** p <
0.01, ***p <0.001.

Tablica 4.19. Razine znacajnosti razlika u izrazaju IR-a u PE podrucju hipotalamusa Zenki.

Uginak ) . Usporedba
metforminau gi

u pretilostiil metforming pri
predijabetesu HFHSD

Legenda: HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus, PE - periventrikularna jezgra
hipotalamusa, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz
Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

4,1.2.2.5. Izrazaj IR-0 u podrudjima hipokampusa zenki ¢ija ukljuéenost u odrzavanje paméenja ovisi 0

energetskom stanju organizma

Izrazaj IR-o je imunohistokemijski analiziran u podru¢jima hipokampusa koja su neposredno
zaduZena za stvaranje i odrzavanje pamcenja te snalaZenje u prostoru. IR-a nije bio jednako izrazen u
hipokampusu svih skupina zenki, §to je za svako posebno analizirano podrucje hipokampusa prikazano

slikom 4.28. Razine znacajnosti nize navedenih razlika su prikazane u tablici 4.20.
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HFHSD prehrana nije uzrokovala promjenu u izrazaju IR-a u DG Zenki. Tretman metforminom
je pri HFHSD prehrani izrazito povecao varijabilnost izrazaja IR-o u DG, a ta promjena izazvana
metforminom je u kombinaciji s HFHSD bila znacajna u odnosu na kontrolnu 1F skupinu (Uys = 78, N1
=19, N3 =15, p=10,026). U DG 3F zenki tretiranih metforminom je izrazaj IR-a bio statisticki znacajno
veci u odnosu na 4F skupinu (Uzs =31, N3 =15, Ns =9, p = 0,032).

Smanjenje izrazaja IR-a uslijed HFHSD je primijec¢en i u CA1 podru¢ju hipokampusa Zenki,
medutim promjena nije bila znacajna. Ali je smanjenje IR-a dodatno pojacao tretman liraglutidom, te je
ono statisticki znacajno manje od obje kontrolne skupine (Uys = 50, N1 =22, N4 =9, p = 0,033; Uais =
50, N2 =25, Ns =9, p=0,015). Znacajno manje IR-o. u DG Zenki je bilo u 4F skupini u odnosu na 3F
skupinu (Usz= 10, N3 =12, N4 =9, p = 0,002).

U CA3 podruc¢ju hipokampusa zenki smo kona¢no mogli vidjeti statisticki znac¢ajno smanjenje
izrazaja IR-a uslijed HFHSD prehrane (U2 =95, N1 = N> =18,p = 0,034). Kada su se zenke 2F
skupine na HFHSD tretirale metforminom, izrazaj IR-o. u CA3 je bio znacajno povecan (U3 = 69, N2
=22,N3 =14, p=0,006). Znacajno manje IR-a. u CA3 zenki je bilo u 4F skupini u odnosu na 3F skupinu
(Usia=21, N3 =18, N4 =9, p = 0,002).

Zaklju¢no, HFHSD je uzrokovala trend smanjenja izrazaja IR-a u hipokampusu Zenki i to
znacajno u CA3 podrucju. Dok je metformin povecao izrazaj IR-a u hipokampusu Zenki, Smanjivao ga
je na kontrolnu razinu pri SD prehrani, osim u slu¢aju u CA1 podrucju — tu je smanjenje uslijed tretmana

liraglutidom u kombinaciji sa HFHSD bilo i zna¢ajno manje od kontrolne razine pri SD.
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Slika 4.28. Usporedba izrazaja receptora IR-o u hipokampusu zenki.

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), F - zenke, IR-a - alfa podjedinica receptora za inzulin, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na
HFHSD prehrani, 3 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane
liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Tablica 4.20. Razine znacajnosti razlika u izrazaju IR-a u hipokampusu zenki.

Utinak . i _ .. Usporedba
- metformina u Uclnal_c Ilra:g_lutn:la ucinak . . |UEinak hiraglutida |uginaka
Ucinak HFHED - u pretilostii metformina pri . o
pretilostii rediiabetesy HEHSD pri HFHED metforminai
predijabetesu " ! liraglutida
1vs2 2vs3d 2vs4 1vs3 1vsd Jvusd
HIPP-DG > 0,05 > 0,05 = 0,05 0,026 = 0,05 0,032
HIPP-CA3 0,034 0,006 = 0,05 = 0,05 = 0,05 0,002
HIFP-CAL = 0,05 > 0,05 0,015 = 0,05 0,033 0,002
HIPP-DG M, = 19 M. = 24 I[N, =15 |N,=9
HIPP-CA3 |N,= 1B [N,= 22 |N, =18 |N,=
HIPP-CAL1 |M,= 12 [N, = 25 |N,=12 |Nd: 9

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, HIPP - hipokampus, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje
na SD prehrani, 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na
HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

4.1.3. ANALIZA IZRAZAJA RECEPTORA IGF-1Rp U MOZGU ZIVOTINJA IZLOZENIH SD ILI HFHSD
PREHRANI S ILI BEZ TRETMANA METFORMINOM ILI LIRAGLUTIDOM

Receptor IGF-1Rp je bio izrazen u istrazivanim podrucjima mozga. Analiziran je njegov izrazaj,
jer je pokazano da moze s podjedinicama inzulinskog receptora stvarati funkcionalne mijeSane receptore
s afinitetom za inzulin i IGF. IGF inace putem svog receptora signalizira stani¢ni rast i proliferaciju, a
ima moguénost pokrenuti signalnu kaskadu putem IR. Kao o¢ekivano klju¢no mjesto izrazaja IGF-1Rf3
je hipokampus, gdje je dokazana neurogeneza i gdje je za pamcenje klju¢an opstanak stanica. Dodatno
smo analizirali izrazaj IGF-1Rp u podru¢jima mozga koja su neposredno ili posredno zaduzena za

hranjenje, obradu podrazaja putem okusa te odredivanje razine ugode.

4.1.3.1. Analiza izrazaja receptora IGF-1Rf u mozgu muzjaka izloZenih SD ili HFHSD prehrani s ili
bez tretmana metforminom ili liraglutidom

Imunohistokemijska analiza je pokazala da je IGF-1R u mozgovima svih analiziranih skupina
muZzjaka doista izraZzen. Kontrolni rezovi obojani samo sekundarnim protutijelom su u potpunosti
imunonegativni $to pokazuje da nije bilo nespecifi¢nog vezanja sekundarnog protutijela. Izrazaj IGF-
IR nije bio u svim skupinama muzjaka jednak, kao ni u analiziranim podru¢jima. Obojana su bila samo
tijela stanica. Nije bilo imunopozitivnog bojanja u vlaknima (Slika 4.29).

Na slici 4.30. prikazane su apsolutne vrijednosti izrazaja IGF-1Rp receptora u mozgu muzjaka
dobivene pomocu Fiji raunalnog programa.

U mozgu svih skupina muZzjaka je izrazito najveca vrijednost izrazaja IGF-1Rp bila u CA3

podruéju hipokampusa.
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Najmanju vrijednost izrazaja IGF-1Rp u mozgu muzjaka 1M skupine se uocilo u kori mozga,
DG podrucju hipokampusa, dopaminergickom SNC podrucju te u LH hipotalamusa. U hipotalamusu
IM muzjaka je najveci izrazaj IGF-1Rp bio u ARC. Distribucija IGF-1Rf u hipokampusu muzjaka 1M
skupine je pratila ve¢ uoCenu distribuciju u slucaju receptora ObR i IR-a — najvise IGF-1R} je bilo u
CA3,amanjeu DG i CAlL.

U mozgu muzjaka 2M skupine su najmanje vrijednosti izrazaja IGF-1Rp bile u PIR te u DG i
CALl. Uslijed HFHSD prehrane se povecao izrazaj IGF-1Rp u LH i PA hipotalamusa muZzjaka te u
dopaminergickim podrucjima. Takoder je porast iz istog razloga uoc¢en u S1BF.

3M skupina muzjaka je najmanje vrijednosti izrazaja IGF-1R[ imala u PIR, a kao i u 2M skupini,
medu najmanjim vrijednostima u izrazaju IGF-1Rp su bila DG i CAl podru¢ja hipokampusa. U
hipotalamusu se promijenila distribucija IGF-1Rp uslijed tretmana muzjaka na HFHSD metforminom —
u LH je IGF-1Rp bio najvise izrazen.

U 4M skupini su najmanje vrijednosti izrazaja IGF-1Rp bile opet u PIR, DG i CA1. Takoder su
najmanje vrijednosti izrazaja IGF-1Rp imala dopaminergicka podrucja. U hipotalamusu je distribucija
IGF-1Rp bila kao u 1M skupini.

Zaklju¢no, CA3 podrucje hipokampusa ima najvisi izrazaj IGF-1R, neovisno o tipu prehrane
ili tretmanu. Od svih hipotalamickih jezgara ARC ima najvisi izricaj IGF-1Rp, osim u slucaju tretmana
s metforminom, Liraglutid drasticno smanjuje izri¢aj IGF-1Rp u dopaminergickim jezgrama VTA i

SNC.
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Slika 4.29. Imunohistokemijsko obojenje mozga muzjaka na IGF-1Rp. a, b i ¢ - odabrane razine koronarnih rezova u kojima se prepoznaju podrucja mozga za
analizu: a - PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa; b - ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, CAl i CA3 - Cornu Ammonis podrucja
hipokampusa 1 i 3, CTX - kora mozga, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), K - kontrola, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PE -
periventrikularna jezgra hipotalamusa, PIR — piriformna kora mozga, S1BF - dio primarnog osjetnog podrucja kore mozga, tzv. ,,Barrel field“; ¢ - SNC -

kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podruéje tegmentuma.
Legenda: K - kontrola, M - muZjaci, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane liraglutidom.
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Slika 4.30. Apsolutne vrijednosti izrazaja receptora IGF-1Rf u analiziranim podru¢jima mozga muzjaka
dobivene racunalnim programom Fiji. Grafovi vrste ,kutija s brkovima* prikazuju sljede¢e podatke:
median - crtica u kutiji, gornja kvartila - gornji rub kutije, donja kvartila - donji rub kutije, maksimum -
vrh gornjeg brka, minimum - donja granica donjeg brka, srednja vrijednost - znak ,,X*.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, CA1 i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, CTX - kora mozga,
DN - dopaminergicko podru¢je, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), HIPP - hipokampus, HTH -
hipotalamus, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, PE -
periventrikularna jezgra hipotalamusa, PIR - piriformni korteks, S1BF - dio primarnog osjetnog podruéja kore mozga, tzv.
»Barrel field“, SNC - kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podrucje
tegmentuma, 1 - zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane metforminom (HFHSD + M), 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom (HFHSD + L).
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4,1.3.1.1. Izrazaj IGF-1RB u podrué¢jima hipotalamusa muzjaka koji direktno stimuliraju ili inhibiraju

hranjenje te nadziru energetsko stanje organizma

Izrazaj IGF-1Rp je imunohistokemijski analiziran u podrucjima hipotalamusa zaduzenih za
nadzor hranjenja i energetskog stanja organizma. Rezultati analize su prikazani posebno za svako
podrucje. IGF-1Rp nije bio jednako izraZzen u hipokampusu svih skupina muzjaka §to je prikazano
slikom 4.31. Razine znacajnosti nize navedenih razlika su prikazane u tablici 4.21.

HFHSD prehrana nije promijenila izrazaj IGF-1R3 u ARC muzjaka niti tretman metforminom.
Medutim, liraglutid je povec¢ao izrazaj IGF-1Rp u ARC muzjaka, a u kombinaciji s HFHSD je povecanje
bilo statisti¢ki zna¢ajno vece u odnosu na kontrolnu skupinu 1M (Uys = 28, N1 =12, N4 =10, p = 0,038).

U LH podrug¢ju hipotalamusa muzjaka je HFHSD izazvala znacajno povecanje izrazaja IR-a u
odnosu na LH muzjaka hranjenih sa SD (U1, = 19, N1 = 12, N> = 14, p = 0,001). Kombinacija HFHSD
i lijekova je rezultirala znacajno povecanim izrazajem IGF-1Rp u LH skupina 3M i 4M u odnosu na

kontrolnu skupinu 1M (Uys =13, N1 =12, N3 =9, p =0,004; Uys =44, N1 = 12, N, = 18, p = 0,007).

ARC
300000
.

"= 250000
S 200000
= 150000
o I
& 100000
o
T 1
© 50000 -

S PA-AP

x%
" 250000 = =
= 200000 33
g *
= 150000
2 x
. 100000 L T
o
- x
L >
U 50000 — X
o T

1]
0

B IGF-1Rb 1M [ IGF-1Rb 2M [ IGF-1Rb 3M [ IGF-1Rb 4M

Slika 4.31. Usporedba izrazaja receptora IGF-1Rp u podru¢jima hipotalamusa mozga muzjaka.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, IGF-1Rp — beta podjedinica receptora za ¢imbenik rasta nalik inzulinu, LH -
lateralna jezgra hipotalamusa, M - muZjaci, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, 1 - Zivotinje na
standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 -
zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p < 0.05, ** p <
0.01, *** p < 0.001.
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U PA podrucju hipotalamusa muZzjaka je varijabilnost izrazaja IGF-1Rf} bila povecana, tako da
promatrano povecanje izrazaja IGF-1RB uslijed HFHSD prehrane nije bilo znacajno. Primjena
metformina na muZjake na HFHSD je pojacala trend poveéanja izrazaja IGF-1Rf uslijed masne prehrane
bogate ugljikohidratima pa je poveéanje u 3M skupini bilo statisti¢ki znac¢ajno vece u odnosu na 1M
skupinu (Uyz = 9,N1 =6, N3 = 9, p = 0,039). Pri usporedbi s kontrolnom 1M skupinom se moze uociti
da tretman liraglutidom uz HFHSD nije mijenjao razinu izrazaja IGF-1Rp u PA podrucju hipotalamusa
muzjaka.

Zaklju¢no, HFHSD prehrana izaziva trend povecanja izrazaja IGF-1RB u hipotalamusu
muzjaka, koji primjena metformina podupire, ali i liraglutid u slu¢aju ARC podru¢ja. U LH i PA

liraglutid vraca razinu izrazaja IGF-1Rf na kontrolnu pri SD prehrani.

Tablica 4.21. Razine znacajnosti razlika u izrazaju IGF-1Rp u hipotalamusu muzjaka.

Ucinak Utinak liragiutida|Uginak Usporedba
UZinak HFHSD metformina u clna_l |raig_ ioa cl:fa ) _|UEinak liraglutida jucinaka
pretilostii H pr:_t_l gﬁ' ! EIEHSD[;mma pri pri HFHSD metforminai
predijabetesu predijaberesy liraglutida
HTH-ARC = 0,05 = 0,05 = 0,05 = 0,05 0,038 = 0,05
|HTH— LH 0,001 = 0,05 = 0,05 0,004 0,007 = 0,05
|HTH— PA-AP = 0,05 =0,05 = 0,05 0,039 = 0,05 = 0,05
HTH-ARC |N,= 12 |N,= N, =10|N,= 10
HTH-LH |I'~I1 =12 |N,= 15N, =9 |N,= 18

HTH—PA—AP|N, 6 |N,: 12|N,= 9 |Nd= 15

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus,
LH - lateralna jezgra hipotalamusa, ObR - leptinski receptor, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, SD
- standardna prehrana 1 - zivotinje na SD prehrani, 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane
metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <
0,05.

41.3.1.2. Izrazaj IGF-1RB u dopaminergi¢kim podru¢jima muzjaka koja interpretiraju hranjenje kao

osjecaj zadovoljstva

Izrazaj IGF-1RpBje imunohistokemijski analiziran u dopaminergickim podrucjima mozga
muzjaka. Rezultati analize su prikazani posebno za svako podrucje. IGF-1RBnije bio jednako izrazen u
analiziranim podru¢jima svih skupina muzjaka §to je prikazano slikom 4.32. Razine znacajnosti nize
navedenih razlika su prikazane u tablici 4.22.

HFHSD prehrana statistic¢ki zna¢ajno povecava izrazaj IGF-1Rp u SNC podru¢ju muzjaka (Uyp.
=37,N1 =15, N, =12, p=0,010). Uz HFHSD je metformin pove¢ao varijabilnost izrazaja IGF-1Rp u

SNC muzjaka u odnosu na obje kontrolne skupine. Terapija liraglutidom je rezultirala manjom
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varijabilno$c¢u izrazaja IGF-1Rf u odnosu na kontrolnu skupinu 2M, no u odnosu na kontrolnu skupinu
IM povecanom.

Iako je uoceno povecanje izrazaja IGF-1RP u VTA podrucju uslijed masne prehrane bogate
ugljikohidratima, promjena nije bila statisticki znac¢ajna. Metformin i liraglutid su u odnosu na kontrolnu
1M skupinu imali podjednak izrazaj IGF-1Rf uz veliku varijabilnost izrazaja IGF-1Rp uslijed
kombinacije HFHSD i metformina.

Zaklju¢no, HFHSD prehrana uzrokuje promjenu izrazaja IGF-1RB u dopaminergickim
podruc¢jima muzjaka, koju u SNC podrucju podrzava i pojacava metformin, dok u VTA podrucju oba

ispitivana lijeka vrac¢aju na kontrolnu razinu pri SD prehrani.
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Slika 4.32. Usporedba izrazaja receptora IGF-1Rp u dopaminergi¢kim podrucjima mozga muzjaka.

Legenda: IGF-1Rp — beta podjedinica receptora za ¢imbenik rasta nalik inzulinu, M - muzjaci, SNC - kompaktni dio crne
jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podrugje tegmentuma, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani
(SD), 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001.

Tablica 4.22. Razine znacajnosti razlika u izraZzaju IGF-1Rp u dopaminergi¢kim podrucjima mozga

muzjaka.
UEinak . . . . Usporedba
; Uginak liraglutida|Uginak . - - .

Uginak HFHsD  |TEtforminau pretilostii metformina pri Uc_lnak liraglutida|ucinaka o
pretilostii rediiabetasy HEHSD pri HFHSD metforminai
predijsbetesy P00 liragiutida

lvs2 2vs3 2vsd lvs3 1vs4d Ivsd
DM-SNC 0,010 = 0,05 =0,05 = 0,05 = 0,05 =0,05
DMN-VTA > 0,05 = 0,05 = 0,05 > 0,05 = 0,05 = 0,05
VELIEINA UZORKA)
DMN-SMNC M, =15 [N,= 12 N, =9 |N,= 15
DMN-VTA M, =15 [N,= 11 |N;=9 |N,= 15

Legenda: DN - dopaminergicko podru¢je, HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, SD - standardna prehrana,
SNC - kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podru¢je tegmentuma, 1 -
zivotinje na SD prehrani, 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje
na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.
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4,1.3.1.3. Izrazaj IGF-1Rf u podru¢jima kore mozga muzjaka koji indirektno utje€u na motivaciju
hranjenja

Izrazaj IGF-1RP je imunohistokemijski analiziran u podru¢jima kore mozga muZzjaka koje

indirektno utje¢u na odluku o unosu hrane.

S obzirom da nije bilo statisticki znacajnih promjena u izrazaju IGF-1Rp u kori mozga muZzjaka,
mozemo re¢i da HFHSD sama ili u kombinaciji s lijekovima nije izazvala promjene u tom podrucju
mozga. Slika 4.33. prikazuje izrazaj IGF-1Rp u oba podrucja kore mozga muzjaka. Razine znacajnosti

iz kojih moZemo izvuéi gore naveden zakljucak su prikazane u tablici 4.23.
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Slika 4.33. Usporedba izrazaja receptora IGF-1R[ u kori mozga muzjaka.

Legenda: IGF-1Rf — beta podjedinica receptora za ¢imbenik rasta nalik inzulinu, CTX - kora mozga, HFHSD - prehrana
obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, PIR - piriformna kora mozga, S1BF - dio primarnog osjetnog podrucja kore mozga, tzv.
.Barrel field”, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz
Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001.

Tablica 4.23. Razine znacajnosti razlika u izrazaju IGF-1R u kori mozga muzjaka.

Ueinak UEinak liraglutida [Uginak . |Jsporedba
. metformina u o . . |J€inak liraglutida juginaka
Ucinak HFHSD . u pretilostii metformina pri . -
pretilostii . pri HFHED metformina i
. predijabetesu HFHSD
predijabetesu

CTX-S1BF > 0,05
CTX-PIR > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 = 0,05

CTX-51BF |N.=19
CTX-PIR N, =9

N.=12 [N,= 18
N.=9 [N,= 18

Legenda: IGF-1Rp — beta podjedinica receptora za ¢imbenik rasta nalik inzulinu, M - muZjaci, PIR - piriformna kora mozga,
S1BF - dio primarnog osjetnog podruéja kore mozga, tzv. ,,Barrel field“, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje
na HFHSD prehrani, 3 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane
liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p < 0,05.

92



4. REZULTATI

4.1.3.1.4. Izrazaj IGF-1RB u periventrikularnoj jezgri hipotalamusa muzjaka koja je uz nadzor

energetskog stanja organizma ukljucena i u nadzor reprodukcije

Izrazaj IGF-1Rp je imunohistokemijski analiziran u PE jezgri hipotalamusa, koja osim §to je
ukljuc¢ena u nadzor energetskog stanja organizma, ima i odredenu ulogu u reprodukciji.

S obzirom da nije bilo statisticki znaCajnih promjena u izrazaju IGF-1Rp u PE jezgri
hipotalamusa muzjaka, mozemo re¢i da HFHSD sama ili u kombinaciji s lijekovima nije izazvala
promjene u tom podrucju mozga. Slika 4.34. prikazuje izrazaj IGF-1Rp u PE jezgri hipotalamusa

muzjaka. Razine znacajnosti iz kojih mozemo izvuéi gore naveden zakljucak su prikazane u tablici 4.24.
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Slika 4.34. Usporedba izrazaja receptora IGF-1R u PE podruéju hipotalamusa muzjaka.

Legenda: IGF-1Rp — beta podjedinica receptora za ¢imbenik rasta nalik inzulinu, M - muZjaci, PE - periventrikularna jezgra
hipotalamusa, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu
korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Tablica 4.24. Razine znacajnosti razlika u izrazaju IGF-1R u PE podrucju hipotalamusa muzjaka.

UEinak

metforminau

Legenda: HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus, PE - periventrikularna jezgra
hipotalamusa, SD - standardna prehrana, 1 - zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz
Bonferronijevu korekciju, p <0,05.
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4,1.3.1.5. Izrazaj IGF-1RB u podruéjima hipokampusa muZjaka ¢ija ukljuéenost u odrzavanje pamcenja

ovisi 0 energetskom stanju organizma

Izrazaj IGF-1RB je imunohistokemijski analiziran u podru¢jima hipokampusa koja su
neposredno zaduZena za stvaranje i odrzavanje pamcenja te snalaZzenje u prostoru. IGF-1RJ nije bio
jednako izrazen u hipokampusu svih skupina muzjaka $to je za svako posebno analizirano podrucje
hipokampusa prikazano slikom 4.35. Razine znacajnosti nize navedenih razlika su prikazane u tablici
4.25.

U DG podruc¢ju hipokampusa muzjaka IGF-1Rp nije imao veliku razinu izrazenosti u gotovo
svim skupinama muzjaka. Skupina 3M na HFHSD tretirana metforminom je imala statisti¢ki znacajno
veci izrazaj IGF-1RB u odnosu na skupinu 1M (Uyz = 81, N1 = 21, N3 = 14, p = 0,027).

U CA1 podru¢ju muzjaka takoder nije bilo izrazito puno IGF-1Rp te se njegova razina nije
mijenjala uslijed HFHSD same ili u kombinaciji s lijekovima.

U CA3 podrucju muzjaka je, s druge strane, izrazaj IGF-1R bio ve¢i, ali se takoder njegova
razina nije mijenjala.

Zaklju¢no, izrazaj IGF-1RB je u hipokampusu muzjaka reagirao na HFHSD i tretman

metforminom samo unutar DG podrucja, i to s povec¢anjem.
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Slika 4.35. Usporedba izrazaja receptora ObR u hipokampusu muzjaka.

Legenda: IGF-1Rp — beta podjedinica receptora za ¢imbenik rasta nalik inzulinu, CA1l i CA3 - Cornu Ammonis podrucja
hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), M - muZjaci, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani
(SD), 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Tablica 4.25. Razine znacajnosti razlika u izrazaju IGF-1Rp u hipokampusu muzjaka.

Ufinak . . . . Usporedba
Uinak HEHSD L”FEEE';T;;”.I-'?E'” Ezlreiflggtaigilmda ifa::fanl;mina pri sﬁiziﬁgﬁg lutida gnﬁ;nﬁ?jkr?ﬂ-ma-l
predijabetesu predijabetesu HFHSD liraglutida
lvs2 2vs3 2vs4 1vs3 lvs4 Jvsd
HIFP-DG = 0,05 = 0,05 = 0,05 0,027 = 0,05 = 0,05
HIPP-CA3 > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 = 0,05
HIPP-CAL > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 = 0,05
JELICINA UZORKA
HIPP-DG  |N,= 21 |N,=15|N. =14 [N,= 22
HIPP-CA3 |M,= 15 |N.= 16 [N, =10 |N,= 21
HIFP-CAL |M,= 18 |N.= 15 |I's.lq =12 |N,= 18

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, HIPP - hipokampus, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje
na SD prehrani, 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na
HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

4.1.3.2. Analiza izrazaja receptora IGF-1Rf u mozgu Zenki izloZenih SD ili HFHSD prehrani s ili bez
tretmana metforminom ili liraglutidom

Imunohistokemijska analiza je pokazala da je IGF-1R u mozgovima svih analiziranih skupina
zenki izrazen. Kontrolni rezovi obojani samo sekundarnim protutijelom su u potpunosti imunonegativni,
dakle nije bilo nespecificnog vezanja sekundarnog protutijela. Izrazaj ObR nije bio u svim skupinama
zenki jednak, kao ni u analiziranim podru¢jima. Obojana su bila samo tijela stanica. Nije bilo
imunopozitivnog bojanja u vlaknima (Slika 4.32).

Na slici 4.33. prikazane su apsolutne vrijednosti izrazaja IGF-1Rp receptora u mozgu Zenki
dobivene pomocu Fiji raunalnog programa.

U skupini Zenki na SD prehrani je najveca razina izrazaja IGF-1Rp bila u CA3 i ARC. Najmanji
izrazaj IGF-1Rp u mozgu navedenih Zenki je bio u PIR, zatim DG i CA1 te u LH. Najvecu varijabilnost
u izrazaju IGF-1RB je imalo VTA podrucje. I u zenki se mogla primijetiti kod muzjaka uocena
distribucija IGF-1Rp — najvecéi izrazaj IGF-1Rp u CA3, a manji u DG i CAl.

HFHSD prehrana je smanjila izrazaj IGF-1Rf u svim analiziranim podruc¢jima mozga Zenki.
Najvecdi je izrazaj IGF-1RB u mozgu Zenki na HFHSD prehrani uo¢en u ARC. Veéina podrudja je imala
minimalni izrazaj IGF-1Rp, osim PA, PE, VTA i CA3. IGF-1Rp je u hipokampusu imao sli¢nu
distribuciju promatranoj u 1F skupini, samo je izrazenost IGF-1Rp bila manja.

U 3F skupini zenki je najve¢i izrazaj IGF-1Rp bio u PA, a zatim u VTA. Najmanje vrijednosti
izrazaja IGF-1Rp u 3F Zenki je uocen u kori mozga, hipokampalnom DG podrucju te u hipotalamickom
LH podrucju. Distribucija IGF-1RB u hipokampusu 3F Zenki je bila takva da CA3 ima najvece

vrijednosti izrazaja IGF-1Rf, a DG i CA1 manje, pri cemu je DG imala najmanju vrijednost izrazaja.
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Nakon primjene liraglutida na Zenkama na HFHSD prehrani doslo je do drasticnog smanjenja
izrazaja IGF-1Rf u svim analiziranim podru¢jima mozga. UCinak liraglutida izgleda kao dodatno
pojacanje uc¢inka HFHSD prehrane.

Zaklju¢no, najveci izrazaj IGF-1RJ u mozgu Zenki je uo¢en u dopaminergickom podrucju VTA,
CA3 podrucju hipokampusa te u neSto manjoj mjeri u ARC i PA jezgrama hipotalamusa. HFHSD
prehrana je drasticno smanjila izrazaj IGF-1Rp u mozgu zenki. Dok je metformin podigao razinu izrazaja
IGF-1Rp na kontrolnu karakteristi¢nu pri SD prehrani, liraglutid je dodatno spustio razinu izrazaja IGF-

1RB na minimalnu.
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Slika 4.36. Imunohistokemijsko obojenje mozga zenki na IGF-1Rp. a, b i ¢ - odabrane razine koronarnih rezova u kojima se prepoznaju podrucja mozga za
analizu: a - PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa; b - ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, CA1 i CA3 - Cornu Ammonis podrucja
hipokampusa 1 i 3, CTX - kora mozga, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), K - kontrola, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PE -
periventrikularna jezgra hipotalamusa, PIR - piriformna kora mozga, S1BF - dio primarnog osjetnog podrucja kore mozga, tzv. ,,Barrel field; ¢ - SNC -

kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podruéje tegmentuma.
Legenda: F - zenke, K - kontrola, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane liraglutidom
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Slika 4.37. Apsolutne vrijednosti izrazaja receptora IGF-1Rp u analiziranim podrucjima mozga zenki
dobivene racunalnim programom Fiji. Grafovi vrste ,kutija s brkovima* prikazuju sljedec¢e podatke:
median - crtica u kutiji, gornja kvartila - gornji rub kutije, donja kvartila - donji rub kutije, maksimum -

vrh gornjeg brka, minimum - donja granica donjeg brka, srednja vrijednost - znak ,,X*.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, CA1 i CA3 - Cornu Ammonis podrudja hipokampusa 1 i 3, CTX - kora mozga,
DN - dopaminergi¢ko podru¢je, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), HIPP - hipokampus, HTH -
hipotalamus, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, PE -
periventrikularna jezgra hipotalamusa, PIR - piriformni korteks, S1BF - dio primarnog osjetnog podruéja kore mozga, tzv.
Barrel field“, SNC - kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podrudje
tegmentuma, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane metforminom (HFHSD + M), 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom (HFHSD + L).
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4,1.3.2.1. Izrazaj IGF-1RB u podrué¢jima hipotalamusa Zenki koji direktno stimuliraju ili inhibiraju

hranjenje te nadziru energetsko stanje organizma

Izrazaj IGF-1Rp je imunohistokemijski analiziran u podrucjima hipotalamusa zaduzenih za
nadzor hranjenja i energetskog stanja organizma. Rezultati analize su prikazani posebno za svako
podrucje. IGF-1Rp nije bio jednako izrazen u hipokampusu svih skupina Zenki sto je prikazano slikom
4.38. Razine znacajnosti nize navedenih razlika su prikazane u tablici 4.26.

U ARC Zenki je uslijed HFHSD prehrane izrazaj IGF-1Rf bio manji u odnosu na kontrolnu
skupinu na SD (1F). Nakon primjene metformina u zenkama na HFHSD izrazaj IGF-1RJ je bio dodatno
manji §to je bilo 1 statisticki znac¢ajno manje u odnosu na 1F skupinu (Uyz =30, N1 =17, N3 =8, p =
0,029). Kombinacija HFHSD i liraglutida nije promijenila izrazaj IGF-1Rp karakteristiCan za Zenke na
SD prehrani.

U LH podrucju Zenki je HFHSD znacajno smanjila izrazaj IGF-1Rp (U = 80, N1 = 18, N> =
21, p = 0,002). Izrazaj IGF-1RpB u LH je u zenki na HFHSD dodatno, i znac¢ajno u odnosu na skupinu
1F, smanjila terapija liraglutidom (U = 32, N1 = 18, N» = 9, p = 0,013). Suprotno terapiji liraglutidom,
terapija metforminom je u odnosu na 2F skupinu Zenki na HFHSD znacajno povecala izrazaj IGF-1R3
u LH podrudju hipotalamusa Zenki (Uzs = 47, N> =21, N3 =9, p = 0,033).

HFHSD prehrana je statisticki znacajno smanjila izrazaj IGF-1R} u PA podrucju hipotalamusa
zenki (U2 =4, N1 =12, N2 =15, p <0,001). Tretman metforminom je u PA podrucju zenki na HFHSD
statistiCki zna¢ajno povecao izrazaj IGF-1Rf (Uzs = 14, N2 = 15, N3 = 9, p = 0,002), dok tretman
liraglutidom nije izazvao promjenu u izrazaju IGF-1Rp u PA zbog HFHSD prehrane. Tako je izrazaj
IGF-1Rp u PA hipotalamusa 4F zenki na HFHSD nakon tretmana liraglutidom, sli¢no izrazaju IGF-1R3
u istom podrucju netretiranih zenki na HFHSD, bio statisticki znac¢ajno manji u odnosu na kontrolnu
skupinu 1F (Uys =0, N1 =12, N4 =9, p < 0,001). Skupina 4F je imala zna¢ajno manji izrazaj IGF-1Rj
u PA u odnosu na skupinu 3F (Uzs =6, N3 = N4 = 9, p = 0,003).

Zaklju¢no, masna prehrana bogata ugljikohidratima je dovela do smanjenja izrazaja IGF-1Rp u
analiziranim podru¢jima hipotalamusa zenki. Dok je tretman metforminom dodatno smanjio izrazaj IGF-
1RB u ARC, koji je ve¢ bio smanjen uslijed HFHSD, u LH i PA podru¢jima ga je povecao. Liraglutid je

djelovao suprotno od metformina.
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Slika 4.38. Usporedba izrazaja receptora IGF-1R[} u podru¢jima hipotalamusa mozga zenki.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, F - Zenke, IGF-1RpB — beta podjedinica receptora za ¢imbenik rasta nalik
inzulinu, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, 1 - Zivotinje na
standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 -
zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p < 0.05, ** p <
0.01, *** p <0.001.

Tablica 4.26. Razine znacajnosti razlika u izrazaju IGF-1Rp u hipotalamusu zenki.

Uginak . i . . Usporedba
. metformina u Uclnal_c IIFB_E_IL.I‘EIda ucinak ) _ |Ufinak liraglutida|ufinaka
Uginak HFHED N L u pretilostii metformina pri . -
pretilostii rediabatesy HEHSD pri HFHSD metformina i
predijgbetesy P00 liraglutida

1vs2 2vs3 2vs4 lvs3 1vs 4 Jvsd
HTH-ARC > 0,05 > 0,05 > 0,05 0,029 > 0,05 > 0,05
HTH-LH 0,002 0,033 > 0,05 = 0,05 0,013 > 0,05
HTH-PA-AP < 0,001 0,002 > 0,05 = 0,05 < 0,001 0,003

HTH-ARC  [N,= 17 |N,= 14 |N. =8 [N,= 9
HTH-LH  [N,= 18 [N,= 21 |Nq= 9 |N,=9

HTH-PA-AP [N, = 12 |[N,= 15 |N4= 9 |N,=
Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, HFHSD - prehrana oboga¢ena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus,
IGF-1Rp — beta podjedinica receptora za ¢imbenik rasta nalik inzulinu, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni
dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, SD - standardna prehrana 1 - Zzivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD
prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom;
Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.
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4,1.3.2.2. Izrazaj IGF-1RB u dopaminergi¢kim podru¢jima Zenki koja interpretiraju hranjenje kao

osjecaj zadovoljstva

Izrazaj IGF-1Rp je imunohistokemijski analiziran u dopaminergickim podrucjima mozga zenki.
Rezultati analize su prikazani posebno za svako podruc¢je. IGF-1RpB nije bio jednako izrazen u
analiziranim podruc¢jima svih skupina zenki $to je prikazano slikom 4.39. Razine znacajnosti nize
navedenih razlika su prikazane u tablici 4.27.

Izrazaj IGF-1RB u SNC skupine 2F na HFHSD prehrani je bio znaCajno manji u odnosu na
kontrolnu skupinu 1F (Uy2 = 9, N1 = N2 = 15, p < 0,001). Tretman zenki na HFHSD metforminom je
znacajno povecao izrazaj IGF-1Rp u SNC u odnosu na kontrolnu HFHSD skupinu (Uzz = 6, N2 = 15,
N3 = 6, p = 0,003). U isto vrijeme je tretman zenki na HFHSD liraglutidom djelovao sli¢no na izrazaj
IGF-1RB u SNC — znacajno ga je povecao u odnosu na kontrolnu HFHSD skupinu (Uzs = 29, N, = 15,
Ns =9, p=0,023).

U dopaminergickom VTA podrucju zenki je HFHSD takoder znaCajno smanjila izrazaj IGF-
IRB (U2 =0, N1 =N2=12, p<0,001). U odnosu na netretirane Zenke na HFHSD, znacajno povecanje
izrazaja IGF-1Rp uslijed tretmana metforminom i liraglutidom je uocen i u VTA podrucju Zenki na
HFHSD prehrani (Uzz =0, N2 =12, N3 = 6, p = 0,001; Uz4 =9, N2 = 12, N4 = 9, p = 0,002). Ipak, 3F
skupina tretirana metforminom je imala statisticki znacajno veci izrazaj IGF-1Rp u VTA nego skupina
4F tretirana liraglutidom (Uss = 4, N3 = 6, Ns = 9, p = 0,008). Kombinacija HFHSD i tretmana
liraglutidom je u odnosu na kontrolnu skupinu 1F na SD prehrani, rezultirala znacajnim smanjenjem
izrazaja IGF-IRBu VTA (Uysa =17, N1 =12, Ns =9, p =0,009).

Zakljuéno, HFHSD prehrana je znaCajno smanjila izrazaj IGF-1RB u dopaminergickim
podru¢jima mozga Zenki. Metformin ga je povecao i iznad razine karakteristi¢cne u SD hranjenim

zenkama. Liraglutid je u slu¢aju SNC vratio izrazaj na kontrolnu razinu pri SD, no u slu¢aju VTA nije.
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Slika 4.39. Usporedba izrazaja receptora IGF-1Rp u dopaminergi¢kim podrucjima mozga Zenki.

Legenda: F - Zenke, IGF-1Rp — beta podjedinica receptora za ¢imbenik rasta nalik inzulinu, SNC - kompaktni dio crne jezgre
mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podrucje tegmentuma, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD),
2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p < 0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Tablica 4.27. Razine znacajnosti razlika u izrazaju IR-o u dopaminergickim podrucjima mozga Zenki.

ucinak Uinak liraglutida|[Uginak o [|Jsporedo
metrorming u u pretilostii metformina pri Ucinak liraglutidajucinaka
P p pri HFHSD metforminai

predijabetesu HFHSD

lUginak HFHSD

= 0,05

DN-VTA < 0,001 0,001 0,002 = 0,05 0,009 0,008

DN-SNC  |N,= 15 |N,= 15|N.=6 [N,= 9
DN-VTA |N,= 12 |N,= 12|N.=6 |N,= 9

Legenda: DN - dopaminergic¢ko podru¢je, HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, SD - standardna prehrana,
SNC - kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podruéje tegmentuma, 1 -
zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje
na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

4,1.3.2.3. Izrazaj IGF-1R u podru¢jima kore mozga Zenki koji indirektno utjeu na motivaciju

hranjenja

Izrazaj IGF-1RpB je imunohistokemijski analiziran u podrucjima kore mozga zenki koje

indirektno utjecu na odluku o unosu hrane. IGF-1Rp nije bio jednako izrazen u svim skupinama zenki,
$to je za svako posebno podrudje prikazano slikom 4.40. Razine zna¢ajnosti nize navedenih razlika su
prikazane u tablici 4.28.

HFHSD je u S1BF Zenki smanjila varijabilnost izrazaja IGF-1Rp u odnosu na Zenke na SD
prehrani, ali ne i vrijednost. Skupina zenki na HFHSD tretiranih metforminom su imale statisticki
znacajno veci izrazaj IGF-1Rp u S1BF u odnosu na netretirane zenke na HFHSD prehrani (Uzz = 38, N>
=18, N3 =9, p=0,029). U SI1BF Zenki skupine 3F je izrazaj IGF-1Rp bio znacajno manji u odnosu na
zenke iz skupine 4F (Uzs=8, N3 = N4 =9, p = 0,005).

U PIR podruc¢ju kore mozga zenki HFHSD sama nije promijenila izrazaj IGF-1Rp, ali u
kombinaciji s metforminom je izrazaj IGF-1R bio znacajno vec¢i u odnosu na kontrolnu 1F skupinu
(Uys =19, N1 = 15, N3 = 6, p = 0,047).

Zaklju¢no, HFHSD nije izazvala promjenu u izrazaju IGF-1Rp u kori mozga zenki, kao ni
kombinacija HFHSD i liraglutida. Medutim, HFHSD i metformin su izazvali znacajne promjene u

izrazaju IGF-1Rp u kori mozga Zenki.
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Slika 4.40. Usporedba izrazaja receptora IGF-1Rp u kori mozga zenki.

Legenda: F - Zzenke, IGF-1Rp — beta podjedinica receptora za ¢imbenik rasta nalik inzulinu, PIR - piriformna kora mozga,
S1BF - dio primarnog osjetnog podruéja kore mozga, tzv. ,,Barrel field“, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje
na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane
liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001.

Tablica 4.28. Razine znacajnosti razlika u izrazaju IGF-1Rp u kori mozga Zenki.

LEinak . . . . Usporedba
. metformina u Uclnal_c Ilra:g_lutlda Ucinak ) . |UEinak liraglutida|ufinaka
Uéinak HFHSD . L u pretilostii metfarmina pri . L
pretilostii rediisbetesy HEHED pri HFHSD metfarminai
predijabetesu R ! liraglutida
1vs2 2vus3d 2vs4 1vs3 lvs4 Ivsd
HTH-ARC = 0,05 > 0,05 = 0,05 0,029 > 0,05 = 0,05
HTH-LH 0,002 0,033 = 0,05 = 0,05 0,013 = 0,05
HTH-PA-AP < 0,001 0,002 = 0,05 = 0,05 < (0,001 0,003
FELICINA ULORKA
HTH-ARC M, = 17 N,= 14 N =8 |N,=9
HTH-LH M, = 18 N,= 21 N, =9 |N,= 9
HTH-PA-AP N, = 12 [M,= 15 |N,=9 |N,= 9

Legenda: CTX - kora mozga, HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, PIR - piriformna kora mozga, S1BF
- dio primarnog osjetnog podruéja kore mozga, tzv. ,,Barrel field“, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 -
zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p < 0,05.

4.1.3.2.4. Izrazaj IGF-1Rp u periventrikularnoj jezgri hipotalamusa Zenki koja je uz nadzor energetskog

stanja organizma ukljucena i u nadzor reprodukcije
Izrazaj IGF-1Rp je imunohistokemijski analiziran u PE jezgri hipotalamusa, koja osim §to je

ukljucena u nadzor energetskog stanja organizma, ima i odredenu ulogu u reprodukciji. Slika 4.41.
prikazuje izrazaj IGF-1Rp u PE svih skupina Zenki. Tablicom 4.29. su prikazane razine znacajnosti u
razlikama izrazaja IGF-1Rf izmedu skupina Zenki.

HFHSD prehrana nije promijenila izrazaj IGF-1Rp u PE jezgri hipotalamusa Zenki, kao ni
kombinacija HFHSD i tretmana liraglutidom. Medutim, tretman Zenki na HFHSD metforminom je

doveo do statisticki znacajnijeg porasta u izrazaju IGF-1Rp u odnosu na sve ostale promatrane skupine
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(Uyz =37, N1 =18, N3=9, p=0,025; U3 =34, N2 =19, N3 =9, p=0,012; U3s=15,N3=Ns=9,p =
0,027).

Dok samo HFHSD prehrana ne mijenja izrazaj IGF-1RB u PE jezgri hipotalamusa u Zenki,
metformin je u odnosu na obje kontrolne skupine znacajno podize. U isto vrijeme, liraglutid nije izazvao

nikakve promjene u izrazaju IGF-1Rp u PE.

00000 P E
350000
E‘ 300000
‘:: 250000
f 200000
:f 150000 _ -
% 100000 . T

50000 i i X i

W IGF-1Rb 1F [l IGF-1Rb 2F [l IGF-1Rb 3F [l IGF-1Rb 4F

Slika 4.41. Usporedba izrazaja receptora IGF-1Rp u PE podrucju hipotalamusa zenki.

Legenda: F - Zenke, IGF-1R} — beta podjedinica receptora za ¢imbenik rasta nalik inzulinu, PE - periventrikularna jezgra
hipotalamusa, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu
korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Tablica 4.29. Razine znacajnosti razlika u izrazaju IGF-1R u PE podrucju hipotalamusa Zenki.

Ufinak . . . . . .Us oredba
Uginak liraglutida |UZinak o

. 1 i LIinak liraglutida juginak
Ucinak HFHSD ;-IrEEti?thnil?a . u pretilostii metformina pri p::ilzi H;Bag ea umc;ntfau raminai
predijabetesu predijabetesy HFHSD liraglutida
HTH-PE > 0,05 0,012 > 0,05 0,025 > 0,05 0,027
FTELICINA UZOR

HTH-PE [N,= 18 |N,= 19 [N,=9 [N,= 9

Legenda: HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus, PE - periventrikularna jezgra
hipotalamusa, SD - standardna prehrana, 1 - zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz
Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

4.1.3.2.5. Izrazaj IGF-1RB u podru¢jima hipokampusa zenki ¢ija uklju€enost u odrzavanje pamcenja

ovisi 0 energetskom stanju organizma

Izrazaj IGF-1RB je imunohistokemijski analiziran u podru¢jima hipokampusa koja su
neposredno zaduZena za stvaranje i odrzavanje pamcenja te snalazenje U prostoru. IGF-1Rp nije bio
jednako izrazen u hipokampusu svih skupina zenki §to je za svako posebno analizirano podrucje
hipokampusa prikazano slikom 4.42. Razine znacajnosti niZe navedenih razlika su prikazane u tablici

4.30.
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U DG podrucju skupine 2F je izrazaj IGF-1R[ bio znacajno smanjen u odnosu na 1F skupinu
(Uzz = 55, N1 = 22, N2 = 21, p < 0,001). Metformin je u DG zenki na HFHSD statisticki znacajno
povecao izrazaj IGF-1Rp u odnosu na HFHSD kontrole (Uzz = 55, N2 = 25, N3 = 15, p < 0,001). Izrazaj
IGF-1RB u DG podrucju 3F i 4F skupine je bio znacajno manji u odnosu na kontrolnu 1F skupinu (U3
=100, N1 =22, N3 =15, p=0,046; Uys =41, N1 =22, N, =9, p = 0,012).

U CA1 podruc¢ju zenki je uoceno znacajno smanjenje u izrazaju IGF-1Rp uslijed HFHSD
prehrane (Ui, = 60, N1 = 18, N2 = 21, p < 0,001). Kombinacija HFHSD i metformina u DG Zenki na
HFHSD je znac¢ajno povecala izrazaj IGF-1Rp u odnosu na netretirane zenke (Uzz = 58, N> = 21, N3 =
15, p = 0,001). Za to vrijeme je kombinacija HFHSD i liraglutida rezultirala znacajnim smanjenjem
izrazaja IGF-1Rp u DG Zenki u odnosu na kontrolnu SD skupinu (1F) (Uys =7, N1 =18, Ny =9, p <
0,001). Skupina zenki 3F je imala znacajno ve¢i izrazaj IGF-1Rp u DG podrucju u odnosu na skpinu
zenki 4M (Uz4=8, N3 = 15, N4 = 9, p = 0,001).

HFHSD je i u CA3 podru¢ju znacajno smanjila izrazaj IGF-1RB u odnosu na kontrolnu 1F
skupinu (U2 =55, N1 =17, N2 =21, p<0,001). Metformin je u CA3 Zenki na HFHSD znacajno povecao
izrazaj IGF-1RpB u odnosu na netretirane HFHSD Zenke (Uzz = 43, N, = 21, N3 = 15, p < 0,001).
Kombinacija liraglutida i HFHSD je u odnosu na kontrolnu skupinu 1F znacajno smanjila izrazaj IGF-
IRBu CA3 (Uws =9, N1=17, N4 =9, p <0,001). Zenke na HFHSD tretirane metforminom su imale
znacajno veci izrazaj IGF-1RP u CA3 u odnosu na tretirane liraglutidom (Uz4=8, N3 =15, N4 =9, p <
0,001).

Zakljuéno, masna prehrana bogata ugljikohidratima je izazvala smanjenje izrazaja IGF-1Rp u
svim analiziranim podruc¢jima hipokampusa Zenki. Dok je metformin uspio vratiti izrazaj na razinu

karakteristicnu pri SD prehrani, osim u DG, liraglutid nije.
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Slika 4.42. Usporedba izrazaja receptora IGF-1Rp u hipokampusu Zenki.

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), F - zenke, IGF-1Rp — beta podjedinica receptora za ¢imbenik rasta nalik inzulinu,1 - Zivotinje na standardnoj prehrani
(SD), 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Tablica 4.30. Razine znacajnosti razlika u izrazaju IGF-1Rf u hipokampusu zenki.

Uginak HFHSD

Utinak
metforminau
pretilostii
predijabetesu

Ucinak liraglutida |UEinak

u pretilostii
predijabetesu

Usporedba
. _JEinak liraglutidautinaka
metformina pri . L
pri HFH3D metforminai
HFHSD - :
liraglutida

HIPP-DG < 0,001 < 0,001 > 0,05 0,046 0,012 > 0,05
|HIPP-CA3 < 0,001 < 0,001 > 0,05 > 0,05 < 0,001 < 0,001
[HIPP-CAL < 0,001 0,001 > 0,05 > 0,05 < 0,001 0,001

CINA UZORKA

HIPP-DG  |N,= 22 |N,= 25 [N.=15|N,= 9

HIPP-CA3 |N1 = 17 |N,= 21|N.=15|N,= 9

HIPP-CA1 |N1= 18 |N,= 21|N.= 15 |N,= 9

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podrug¢ja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), HFHSD - prehrana obogaéena mastima i ugljikohidratima, HIPP - hipokampus, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje
na SD prehrani, 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na
HFHSD prehrani tretirane liraglutidom; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.
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4.2. Analiza biljega glije — GFAP, Ibal i Nestin u odabranim podrudjima hipotalamusa i
hipokampusa

Koristenim protutijelima anti-GFAP i anti-Ibal specifiéno su detektirani proteini biljezi
astroglije (GFAP) te biljezi mikroglije (Ibal). Fluorescentna imunohistokemija s protutijelom anti-
Nestin nije rezultirala specifi¢nim obojenjem.

Izrazaji proteina GFAP i Ibal su analizirani u podru¢jima hipotalamusa zaduzenim za nadzor
energetskog stanja organizma te u podruc¢jima hipokampusa koja su neposredno zaduzena za stvaranje i
odrzavanje paméenja, kao i snalazenje u prostoru. Rezultati su prikazani najprije za GFAP, zatim za
Ibal. Prvo su prikazani rezultati analize u hipotalamusu, a zatim u hipokampusu. Opisani rezultati se

prvo odnose na muzjake, a zatim na zenke.

4.2.1. ANALIZA IZRAZAJA GFAP, BILJEGA ASTROCITA, U MOZGU ZIVOTINJA IZLOZENIH SD ILI HFHSD
PREHRANI S ILI BEZ TRETMANA METFORMINOM ILI LIRAGLUTIDOM

Astrociti su stanice koje podupiru rad neurona u mozgu. Uslijed oStecenja ili upale, navedene
stanice posreduju smirivanju upale i popravku oste¢enja kako bi se funkcije mozga normalizirale,
odnosno vratile u homeostazu. Pri normalnim uvjetima astrociti gotovo ne izrazavaju GFAP, ali u slu¢aju

oStecenja izrazaj GFAP se povecava.

4.2.1.1. Analiza izrazaja GFAP u hipotalamusu Zivotinja izlozenih SD ili HFHSD prehrani s ili bez
tretmana metforminom ili liraglutidom

Ve¢ pri akutnom izlaganju masnoj prehrani dokazano se razvija upala u hipotalamusu, $to se
ocituje povecanim izraZzajem GFAP proteina. Prikazani rezultati pokazuju utjecaj kroni¢nog izlaganja
hrani bogatoj ne samo mastima nego i ugljikohidratima, na astrogliju u podru¢jima hipotalamusa

muzjaka i zenki Stakora. Analiziran je i utjecaj antidijabetika na astrogliju navedenog podru¢ja mozga.

4.2.1.1.1. Izrazaj GFAP u podrué¢jima hipotalamusa muzjaka

Imunohistokemijska analiza je pokazala da je GFAP u hipotalamusu muzjaka doista izrazen.
Kontrolni rezovi bojani samo sekundarnim protutijelom nisu pokazali obojenje, dakle nije bilo
nespecifi¢nih vezanja u hipotalamusu Stakora. GFAP nije bio jednako izrazen u svim skupinama
muzjaka (slika 4.43).

Slikom 4.44. prikazane su srednje vrijednosti izrazaja GFAP u hipotalamusu muzjaka dobivenih
pomocu Fiji racunalnog programa. Najveci izrazaj GFAP je uocen u ARC 3M skupine muzjaka, a
najmanji u LH podru¢ju 1M i 4M skupina. PE jezgra je sljedeca nakon ARC u kojoj se povecao izrazaj
GFAP uslijed kroni¢nog izlaganja HFHSD prehrani.
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Slika 4.43. Izrazaj GFAP proteina u hipotalamusu muzjaka. Povecanje 400X, skala 50 pm.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, DAPI - 4',6-diamidino-2-fenilindol, nuklearna boja (engl. 4',6-diamidino-2-
phenylindole), GFAP - kiseli fibrilarni protein glije (engl. glial fibrilary acidic protein), K — negativna kontrola za sekundarno
protutijelo, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, M - muzjaci, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, PE
- periventrikularna jezgra hipotalamusa, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zzivotinje na HFHSD prehrani, 3 -
zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom.

Kvantifikacijom fluorescentnog imunohistokemijskog obojenja podru¢ja HTH, zasluznih za
kontrolu sitosti, s protutijelom anti-GFAP uocen je ve¢i izrazaj GFAP u skupini 2M, koji je i statisti¢ki
znacajno ve¢i u ARC (N1 =3, N2 =3, p=0,049), nego u hipotalamusu muzjaka iz 1M skupine. U odnosu
na muzjake iz skupine 1M, muZzjaci iz skupine 3M su imali ve¢i izrazaj GFAP u HTH, dok su 4M imali
povecan izrazaj GFAP u ARC i PE. Pri usporedbi s 2M skupinom muzjaci iz 3M skupine su imali
povecan izrazaj GFAP u svim analiziranim podruc¢jima HTH, pri ¢emu je povecanje statisticki znacajno
uLH (N2=3,N;=3, p=0,049). S druge strane, 4M su u odnosu na 2M imali smanjen izrazaj GFAP u
svim analiziranim podru¢jima HTH. Prilikom usporedbe ucinaka metformina i liraglutida na izrazaj
GFAP u HTH pretilih i predijabeti¢énih muzjaka utvrden je veéi izrazaj GFAP u muzjacima na HFHSD

tretiranih metforminom (slika 4.44).

108



4. REZULTATI

e ARC LH PA-AP PE
S 2000000
E 2500000
%
=
C 2000000
-'.E 1500000
5 R
1000000 7
= 2 HFHSD
* -
500000 T — 3 HFHSD + M
* ] -
ol i _ _m . i = 1 4 HFHSD +L

Slika 4.44 Usporedba izrazaja GFAP u podru¢jima hipotalamusa muzjaka.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, GFAP - fibrilarni kiseli protein glije (engl. glial fibrillary acidic protein), LH
- lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, 1 - Zivotinje na standardnoj
prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom (HFHSD + M), 4 -
zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom (HFHSD + L); Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p <
0.05, ** p<0.01, *** p < 0.001.

4.2.1.1.2. Izrazaj GFAP u podruéjima hipotalamusa Zenki

Imunohistokemijska analiza je pokazala da je GFAP u hipotalamusu Zenki doista izrazen.
Kontrolni rezovi bojani samo sekundarnim protutijelom nisu pokazali obojenje, $to znaci da nije bilo
nespecifi¢nih vezanja u hipotalamusu Stakora. GFAP nije bio jednako izraZzen u svim skupinama Zenki
(slika 4.45).

Slikom 4.46. prikazane su srednje vrijednosti izrazaja GFAP u hipotalamusu Zenki dobivenih
pomocu Fiji raunalnog programa. Najveci izrazaj GFAP je bio u ARC 4F skupine, a zatim 2F skupine.
Najmanji izrazaj GFAP je uocen u LH podrucjima 1F skupine.

Zenke iz skupine 2F su u odnosu na 1F imale veéi izrazaj GFAP samo u ARC, dok je izrazaj
GFAP u PA-AP i PE bio manji. Zenke 3F skupine su imale manji izrazaj GFAP u ARC, a u ostalim
podru¢jima HTH veéi u odnosu na 1F Zenke. 4F Zenke su u odnosu na 1F imale pove¢an izrazaj GFAP
u svim analiziranim regijama HTH. Pri usporedbi skupina 2F i 3F uocen je statisticki znac¢ajno smanjen
izrazaj GFAP u ARC (N2 =3, N3 = 3, p=0,049), dok je u ostalim podru¢jima HTH izrazaja GFAP bio
povecan, pri éemu su poveéanja u PA-AP i PE statisticki znacajna (u PA-APiuUPE: N2=3,N;=3,p =
0,049). Zenke iz skupine 4F su u odnosu na 2F imale veéi izrazaj GFAP u svim analiziranim podruéjima
HTH. Kada su se usporedili u¢inci metformina i liraglutida na izrazaj GFAP u HTH pretilih i

predijabeti¢nih zenki, uocen je veci izrazaj GFAP u zenki na HFHSD tretiranih liraglutidom (slika 4.46).
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Slika 4.45. Izrazaj GFAP proteina u hipotalamusu Zenki. Povecanje 400X, skala 50 um.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, DAPI - 4',6-diamidino-2-fenilindol, nuklearna boja (engl. 4',6-diamidino-2-
phenylindole), F - Zenke, GFAP - kiseli fibrilarni protein glije (engl. glial fibrilary acidic protein), K - negativna kontrola za
sekundarno protutijelo, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, PE
- periventrikularna jezgra hipotalamusa, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zzivotinje na HFHSD prehrani, 3 -
zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom.
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Slika 4.46. Usporedba izrazaja GFAP u podrucjima hipotalamusa Zenki.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, GFAP - fibrilarni kiseli protein glije (engl. glial fibrillary acidic protein), LH
- lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, 1 - Zivotinje na standardnoj
prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom (HFHSD + M), 4 -
zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom (HFHSD + L); Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p <
0.05, ** p<0.01, *** p < 0.001.
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4.2.1.2. Analiza izrazaja GFAP u hipokampusu Zivotinja izloZenih SD ili HFHSD prehrani s ili bez
tretmana metforminom ili liraglutidom

Hipokampus je mjesto bitno za navigaciju i pamcenje podraZaja, a te se sposobosti narusavaju
u slucaju ostecenja. Hipokampus je mjesto koje omoguéuje organizmu ponasanje karakteristicno za
vrstu. Pokazalo se da kroni¢an unos prehrane bogate mastima ostecuje i ovu mozdanu strukturu, Sto
utjeCe na sposobnost rjeSavanja slozenih zadataka i snalazenja u prostoru. Prikazani rezultati pokazuju
utjecaj kroni¢nog izlaganja hrani bogatoj ne samo mastima nego i ugljikohidratima na astrogliju u
podru¢jima hipokampusa muzjaka i zenki Stakora. Analiziran je i utjecaj antidijabetika na astrogliju

navedenog podruc¢ja mozga.

4.2.1.2.1. Izrazaj GFAP u podrué¢jima hipokampusa muzjaka

Imunohistokemijska analiza je pokazala da je GFAP u hipokampusu muZzjaka doista izrazen.
Kontrolni rezovi bojani samo sekundarnim protutijelom nisu pokazali obojenje, dakle nije bilo
nespecifiénih vezanja u hipokampusu $takora. GFAP nije bio jednako izrazen u svim skupinama
muzjaka (slika 4.47).
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Slika 4.47. Izrazaj GFAP proteina u hipokampusu muzjaka. Povecanje 400X, skala 50 pum.

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podrucja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), DAPI — 4',6-diamidino-2-fenilindol, nuklearna boja (engl. 4',6-diamidino-2-phenylindole), GFAP — kiseli fibrilarni
protein glije (engl. glial fibrilary acidic protein), K - negativna kontrola za sekundarno protutijelo, M - muzjaci, 1 - Zivotinje
na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 -
zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom.
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Slikom 4.48. prikazane su srednje vrijednosti izrazaja GFAP u hipokampusu muzjaka dobivenih
pomocu Fiji raCunalnog programa. Najve¢i izrazaj GFAP je bio u DG podruc¢ju 1M skupine. Najmanji
izrazaj GFAP je uocen u CA1 podrucju 1M skupine. Svi ostali izrazaji su bili izmedu navedene dvije
vrijednosti.

U HIPP muzjaka iz 2M skupine GFAP je bio manje izrazen u DG, a vise u CAl i CA3, u
usporedbi s muzjacima iz 1M skupine. Pri usporedbi 3M ili 4M skupine muZzjaka sa 1M skupinom nisu
uocCene promjene u izrazaju GFAP u analiziranim podrucjima HIPP. Dok su 3M muzjaci u odnosu na
2M imali ve¢i izrazaj GFAP, 4M su imali manji u sva tri analizirana podrucja HIPP. Kada su se
usporedili u¢inci metformina i liraglutida na izrazaj GFAP u HIPP pretilih i predijabeti¢nih muzjaka

utvrdeno je da su 4M muzjaci imali manji izrazaj GFAP u analiziranim podrucjima HIPP.
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Slika 4.48. Usporedba izrazaja GFAP u podrucjima hipokampusa muzjaka.

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), DAPI — 4'6-diamidino-2-fenilindol, nuklearna boja (engl. 4',6-diamidino-2-phenylindole), GFAP — kiseli fibrilarni
protein glije (engl. glial fibrilary acidic protein), 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani,
3 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom (HFHSD + M), 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom
(HFHSD + L); Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

4.2.1.2.2. 1zrazaj GFAP u podrué¢jima hipokampusa Zenki

Imunohistokemijska analiza je pokazala da je GFAP u hipokampusu Zenki doista izrazen.
Kontrolni rezovi bojani samo sekundarnim protutijelom nisu pokazali obojenje, dakle nije bilo
nespecifi¢nih vezanja u hipokampusu Stakora. GFAP nije bio jednako izrazen u svim skupinama
muzjaka (slika 4.49).

Slikom 4.50. prikazane su srednje vrijednosti izrazaja GFAP u hipokampusu Zenki dobivenih
pomocu Fiji raunalnog programa. Najveci izrazaj GFAP je bio u CA3 podrucju 4F skupine, a najmanji
je uocen u istom podrucju, ali ovaj puta u 1F skupini.

U Zenki iz skupine 2F je uoCen manji izrazaj GFAP u DG i CAl, ali ve¢i u CA3 podrucju od
zenki iz skupine 1F. Zenke iz skupine 3F su u odnosu na Zenke iz skupine 1F imale manji izrazaj GFAP
uDG i CA1, alineiuCA3, gdje je izrazaj GFAP bio povecan. Pri usporedbi 1F i 4F uoceno je povecanje
izrazaja GFAP u CA3 i smanjenja u CAl.
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Slika 4.49. Izrazaj GFAP proteina u hipokampusu zenki. Povecanje 400X, skala 50 um.

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), DAPI — 4',6-diamidino-2-fenilindol, nuklearna boja (engl. 4',6-diamidino-2-phenylindole), F - Zenke, GFAP — kiseli
fibrilarni protein glije (engl. glial fibrilary acidic protein), K - negativna kontrola za sekundarno protutijelo, 1 - Zivotinje na
standardnoj prehrani (SD), 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 -
zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom.

Kada su se usporedile skupine 2F i 3F, utvrdeno je da su zenke iz skupine 3F povecan izrazaj
GFAP u sva tri analizirana podrucja HIPP, kao i zenke iz skupine 4F. Usporedbom uc¢inaka metformina
i liraglutida na izrazaj GFAP u HIPP pretilih i predijabeti¢nih zenki utvrdeno je da su Zenke iz skupine

4F imale vedi izrazaj GFAP (slika 4.50).
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Slika 4.50. Usporedba izrazaja GFAP u podrucjima hipokampusa Zenki.

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podruc¢ja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), DAPI — 4',6-diamidino-2-fenilindol, nuklearna boja (engl. 4',6-diamidino-2-phenylindole), GFAP — kiseli fibrilarni
protein glije (engl. glial fibrilary acidic protein), 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani,
3 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom (HFHSD + M), 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom
(HFHSD + L); Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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4.2.2. ANALIZA 1IZRAZAJA IBAL, BILJEGA MIKROGLIJE, U MOZGU ZIVOTINJA 1IZLOZENIH SD ILI HFHSD
PREHRANI S ILI BEZ TRETMANA METFORMINOM ILI LIRAGLUTIDOM

Mikroglija su stanice mozga koje prve detekiraju oSteCenje tkiva te na njega odgovaraju
povecanjem svoje brojnosti i lu¢enjem pro-upalnih molekula. Ibal je biljeg mikroglije te se protutijelom
anti-Ibal detektirala mikroglija u mozgu zivotinja izlozenih SD ili HFHSD prehrani s ili bez tretmana

metforminom ili liraglutidom.

4.2.2.1. Analiza izrazaja Ibal u hipotalamusu Zivotinja izlozenih SD ili HFHSD prehrani s ili bez
tretmana metforminom ili liraglutidom

Pri kroniénom izlaganju masnoj prehrani dokazano se razvija upala u hipotalamusu, $to se
ocituje povecanjem brojnosti mikroglijalnih stanica. Prikazani rezultati pokazuju utjecaj kroni¢nog

izlaganja HFHSD prehrani na mikrogliju u odabranim podruc¢jima mozga muzjaka i Zenki Stakora.

4.2.2.1.1. Izrazaj Ibal u podru¢jima hipotalamusa muzjaka

Imunohistokemijska analiza je pokazala da je protein Ibal u hipotalamusu muzjaka doista
izrazen. Kontrolni rezovi bojani samo sekundarnim protutijelom nisu pokazali obojenje, dakle nije bilo
nespecificnih vezanja u hipotalamusu Stakora. Ibal protein nije bio jednako izrazen u svim skupinama
muzjaka (slika 4.51).

Slikom 4.52. prikazane su srednje vrijednosti izrazaja Ibal u hipotalamusu muzjaka dobivenih
pomocu Fiji raCunalnog programa. Najvec¢i izrazaj Ibal je uo¢en u ARC 2M skupine, a najmanji u LH
1M skupine.

Unutar HTH muzjaka iz skupine 2M izrazaj Ibal je bio pove¢an u ARC i PE u odnosu na
muzjake iz 1M skupine. I u ostalim podrucjima se u istoj usporedbi primijetio trend poveéanja, ali ne u
tolikoj mjeri. 3M muzjaci su u odnosu na 1M imali povecan izrazaj Ibal u svim analiziranim podru¢jima
HTH, osim u PA-AP gdje je utvrdeno smanjenje. U odnosu na 1M, muzjaci iz 4M skupine su imali
povecan izrazaj Ibal u HTH, osim u PA-AP podru¢ju. 3M skupina muzjaka je u odnosu na 2M imala
smanjen izrazaj Ibal u analiziranim podruc¢jima HTH, kao i 4M skupina muzjaka. Pri usporedbi uc¢inaka
metformina i liraglutida na izrazaj Ibal u HTH pretilih i predijabeticnih muZzjaka utvrdeno je da su

muzjaci iz 3M imali manji izrazaj Ibal nego muzjaci iz 4M skupine (slika 4.52).
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Slika 4.51. Izrazaj Ibal proteina u hipotalamusu muzjaka. Povecanje 400X, skala 50 pm.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, DAPI — 4',6-diamidino-2-fenilindol, nuklearna boja (engl. 4',6-diamidino-2-
phenylindole), Ibal - ionizirana kalcij-vezujuc¢a adaptorska molekula 1 (engl. ionized calcium-binding adaptor molecule 1), K
- negativna kontrola za sekundarno protutijelo, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, M - muZzjaci, PA-AP - anteriorni dio
paraventrikularne jezgre hipotalamusa, PE - periventrikularna jezgra hipotalamusa, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD),
2 - zZivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane liraglutidom.
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Slika 4.52. Usporedba izrazaja Ibal u podru¢jima hipotalamusa muzjaka.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, Ibal - ionizirana kalcij-vezujuca adaptorska molekula 1 (engl. ionized calcium-
binding adaptor molecule 1), LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa,
1 - zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane
metforminom (HFHSD + M), 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom (HFHSD + L); Mann-Whitney-U test uz
Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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4.,2.2.1.2. Izrazaj Ibal u podru¢jima hipotalamusa zenki

Imunohistokemijska analiza je pokazala da je protein Ibal u hipotalamusu zenki doista izrazen.
Kontrolni rezovi bojani samo sekundarnim protutijelom nisu pokazali obojenje, dakle nije bilo
nespecifi¢nih vezanja u hipotalamusu Stakora. Ibal protein nije bio jednako izraZzen u svim skupinama

zenki (slika 4.53).

/

Slika 4.53. Izrazaj Ibal proteina u hipotalamusu Zenki. Povecanje 400X, skala 50 pm.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, DAPI — 4',6-diamidino-2-fenilindol, nuklearna boja (engl. 4',6-diamidino-2-
phenylindole), F - Zenke, Ibal - ionizirana kalcij-vezuju¢a adaptorska molekula 1 (engl. ionized calcium-binding adaptor
molecule 1), K - negativna kontrola za sekundarno protutijelo, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio
paraventrikularne jezgre hipotalamusa, PE - periventrikularna jezgra hipotalamusa, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD),
2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane liraglutidom.

Slikom 4.54. prikazane su srednje vrijednosti izrazaja Ibal u hipotalamusu Zenki dobivenih
pomocu Fiji ra¢unalnog programa. Najvec¢i izrazaj Ibal je uoen u ARC 2F skupine, a najmanji u LH
4F skupine.

Zenke iz 2F skupine su u odnosu na 1F skupinu imale poveéan izrazaj Ibal u ARC, dok je u
ostalim podru¢jima HTH izrazaj Ibal bio smanjen. 3F Zenke su imale veci izrazaj Ibal u ARC i LH i
manji u PA-AP i PE nego 1F Zenke. 4F Zenke su u odnosu na 1F imale manji izrazaj Ibal u svim

analiziranim podruc¢jima HTH. Kada su se usporedile 2F i 3F skupine, u skupini 3F je uoceno manje
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Ibal u svim analiziranim podru¢jima HTH, osim u LH. 4F su u odnosu na 2F imale manji izrazaj Ibal
u svim podrucjima HTH. Pri usporedbi 3F i 4F skupina utvrden je manji izrazaj Ibal u HTH Zenki iz 4F
skupine.
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Slika 4.54. Usporedba izrazaja Ibal u podru¢jima hipotalamusa zenki.

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, 1bal - ionizirana kalcij-vezujuca adaptorska molekula 1 (engl. ionized calcium-
binding adaptor molecule 1), LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa,
1 - zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane
metforminom (HFHSD + M), 4 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom (HFHSD + L); Mann-Whitney-U test uz
Bonferronijevu korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

4.2.2.2. Analiza izraZaja Ibal u hipokampusu Zivotinja izloZenih SD ili HFHSD prehrani s ili bez
tretmana metforminom ili liraglutidom

Osim hipotalamusa, kroni¢an unos prehrane bogate mastima osStecuje hipokampus, mozdanu
strukturu zaduzenu za snalaZenje u prostoru i pamcenje. Kao i u drugim podrucjima mozga, i u
hipokampusu se uslijed o$teéenja povecava brojnost mikroglije koja dalje poti¢e upalu. Stetan utjecaj
bilo kakvih ¢imbenika se oCituje u nemoguénosti rjeSavanja slozenih zadataka i snalaZenja u prostoru.
Prikazani rezultati pokazuju utjecaj kroni¢nog izlaganja HFHSD prehrani na mikrogliju u hipokampusu

muzjaka 1 zenki §takora.

4.2.2.2.1. 1zrazaj Ibal u podru¢jima hipokampusa muzjaka

Imunohistokemijska analiza je pokazala da je protein Ibal u hipokampusu muZjaka doista
izrazen. Kontrolni rezovi bojani samo sekundarnim protutijelom nisu pokazali obojenje, dakle nije bilo
nespecificnih vezanja u hipotalamusu Stakora. Ibal protein nije bio jednako izrazen u svim skupinama

muzjaka (slika 4.55).
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Slika 4.55. Izrazaj Ibal proteina u hipokampusu muZzjaka. Povecanje 400X, skala 50 pm.

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podrug¢ja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), DAPI — 4'6-diamidino-2-fenilindol, nuklearna boja (engl. 4',6-diamidino-2-phenylindole), Ibal - ionizirana kalcij-
vezujuca adaptorska molekula 1 (engl. ionized calcium-binding adaptor molecule 1), K - negativna kontrola za sekundarno
protutijelo, M - muzjaci, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom.

Slikom 4.56. prikazane su srednje vrijednosti izrazaja Ibal u hipokampusu muzjaka dobivenih
pomocu Fiji raCunalnog programa. Najveci izrazaj Ibal je uo¢en u CA3 podruc¢ju 3M skupine. Najmanji
izrazaj Ibal proteina je bio u CA1 1M skupine.

Muzjaci iz skupine 2M su u odnosu na muzjake iz skupine 1M imali vise izrazen protein Ibal u
sva tri analizirana podruc¢ja HIPP. Kada su se usporedile skupine 1M i 3M te 1M i 4M uoceno je da su
muzjaci iz 3M 1 4M imali ve¢i izrazaj Ibal svim analiziranim podru¢jima HIPP, pri ¢emu su veéi izrazaji
Ibal u CAL statisticki znacajni (N1 =4, N3 =4, p = 0,029; N1 =4, N4 = 4, p = 0,029). Pri usporedbi 3M
1 4M skupina s 2M skupinom, utvrdeno je da su 3M i 4M imali ve¢i izrazaj Ibal u HIPP. 3M skupina
muzjaka se po izrazaju Ibal u odnosu na 4M skupinu nije razlikovala osim u CA3 podrucju, gdje je

protein Ibal bio viSe izrazen.
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Slika 4.56. Usporedba izrazaja Ibal u podruc¢jima hipokampusa muzjaka.

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podrug¢ja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), Ibal - ionizirana kalcij-vezujuca adaptorska molekula 1 (engl. ionized calcium-binding adaptor molecule 1), 1 - Zivotinje
na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom
(HFHSD + M), 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom (HFHSD + L); Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu
korekciju, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

4.,2.2.2.2. 1zrazaj Ibal u podru¢jima hipokampusa zenki

Imunohistokemijska analiza je pokazala da je protein Ibal u hipokampusu zenki doista izrazen.
Kontrolni rezovi bojani samo sekundarnim protutijelom nisu pokazali obojenje, dakle nije bilo
nespecificnih vezanja u hipotalamusu Stakora. Ibal protein nije bio jednako izraZzen u svim skupinama
zenki (slika 4.57).

Slikom 4.58. prikazane su srednje vrijednosti izrazaja Ibal u hipokampusu Zenki dobivenih
pomocu Fiji ratunalnog programa. Najveci izrazaj Ibal je uocen u CA3 podrucju 1F skupine, a najmanji

u DG 4F skupine.
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Slika 4.57. Izrazaj Ibal proteina u hipokampusu Zenki. Povecanje 400X, skala 50 pm.

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podrud¢ja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), DAPI — 4',6-diamidino-2-fenilindol, nuklearna boja (engl. 4',6-diamidino-2-phenylindole), F - Zenke, Ibal - ionizirana
kalcij-vezuju¢a adaptorska molekula 1 (engl. ionized calcium-binding adaptor molecule 1), K - negativna kontrola za
sekundarno protutijelo, 1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom.

U odnosu na Zenke iz skupine 1F, Zenke iz skupine 2F imale su manji izrazaj Ibal u HIPP. Ni
3F niti 4F skupine Zenki nisu imale razli¢itu razinu izrazaja Ibal u HIPP u odnosu na 1F skupinu. Kada
su se usporedile skupine 2F i 3F te skupine 2F i 4F, uoceno je da je 3F skupina, za razliku od 4F skupine,

imala veéi izrazaj Ibal u sva tri analizirana podruc¢ja HIPP od skupine 2F.
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Slika 4.58. Usporedba izrazaja Ibal u podrucjima hipokampusa zenki.

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podruc¢ja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), Ibal - ionizirana kalcij-vezujuca adaptorska molekula 1 (engl. ionized calcium-binding adaptor molecule 1), 1 - Zivotinje
na standardnoj prehrani (SD), 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom
(HFHSD + M), 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom (HFHSD + L); Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu
korekciju, * p <0.05, ** p<0.01, *** p <0.001.
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4.3. Analiza poloZaja receptora ObR i IR-a u lipidnim splavima hipokampusa

Lipidne splavi hipokampusa uspjesno su izolirane prilagodenom metodom prema dr. sc. Kristini
Mlinac-Jerkovié, Laboratorij za molekularnu neurobiologiju i neurokemiju na Hrvatskom institutu za
istrazivanje mozga, Zagreb.

Iz pocetne mase tkiva hipokampusa 50 mg iz svih zivotinjskih skupina izolacijom su dobiveni
izolati od kojih se izdvojilo ukupno 10 ili 11 frakcija. Lipidne splavi su bile u frakcijama 3 i 4. (Slika
4.59). Da se zaista radilo o frakcijama s lipidnim splavima, potvrdeno je metodom Western blot
koristenjem protutijela na biljege lipidnih splavi Flotl i GM1 te na biljeg ostatka stani¢ne membrane

TfR. U svim uzorcima je utvrden jednak rezultat (Slika 4.60).

G

|

Slika 4.59. Izolat lipidnih splavi. A — lipidne splavi (oznacene strelicom), B — shema frakcioniranja
izolata.
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Slika 4.60. Potvrda uspjesne izolacije lipidnih splavi provjerom izrazaja proteina specifi¢nih za lipidne
splavi metodom Western blot. Brojevi 1-11 oznacavaju broj frakcije izolata.

Legenda: GM1 — monosijalotetraheksosilgangliozid, biljeg lipidnih splavi, Flotl — flotilin-1, biljeg lipidnih splavi, ST —
standard, TfR — transferinski receptor, biljeg ostatka stani¢ne membrane.
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4.3.1. ANALIZA RECEPTORA ODBR U STANICNOJ MEMBRANI STANICA HIPOKAMPUSA ISPITIVANIH ZENKI
I MUZJAKA

Western blot metodom je analiziran izrazaj ObR u frakcijama izolata lipidnih splavi. Za analizu
nije koristeno svih 10 ili 11 frakcija, nego su odabrane one u kojima su bile lipidne splavi (LS), odnosno
u frakcijama 3 i 4 te u frakcijama u kojima se biljeg ostatka stani¢ne membrane, TfR, pojavio u najveéoj
kolic€ini, tj. u dvije posljednje frakcije (9 1 10 ili 101 11) (nLS). Slika 4.61 prikazuje rezultat analize.
Pokazalo se da je ObR u svim zivotinjskim skupinama smjesten izvan lipidnih splavi, u nLS frakcijama.
Detektirane su izoforme ObR u rasponu veli¢ina od 135 kDa (ocekivana veli¢ina ObRb izoforme) pa do
oko 58 kDa (kra¢e izoforme s manjim ili ve¢im stupnjem glikoziliranosti). Denzitometrijski su
analizirane dvije najvise izrazene izoforme, tzv. duga izoforma u razini veli¢ine proteina od 75 kDa te
kratka izoforma u razini veli¢ine proteina od oko 58 kDa. Dobivene vrijednosti izrazaja ObR su
normalizirane u odnosu na izrazaj TfR iz odgovarajuée zivotinjske skupine. TfR je odabran za
normalizaciju, jer je prisutan u neuronima i gliji mozga. Prijeko je potreban za normalno funkcioniranje

navedenih stanica, konkretno u signalizaciji neurotransmiterima, mijelinizaciji te proliferaciji (102).
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Slika 4.61. Analiza izrazaja ObR u frakcijama izolata lipidnih splavi. Detektirane su duga izoforma (u
razini veliine proteina od 75 kDa; ozna¢eno crnom strelicom) i kratka izoforma (u razini veliine
proteina do 58 kDa; oznaceno bijelom strelicom).

Legenda: F —Zenke, LS — frakcije s lipidnim splavima, M — muZjaci, nLS — frakcija ostatka stani¢ne membrane (tzv. ne-splavi),
ST —standard, 1 — Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 — zivotinje na HFHSD prehrani, 3 — Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane metforminom, 4 — Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom.
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Tablica 4.31. Relativne vrijednosti izrazaja ObR izoformi u stani¢noj mebrani stanica hipokampusa
ispitivanih zenki i muzjaka u odnosu na izrazaj TR.

ObR
DUGA KRATEA
n-Ls IZOFORMA IZOFORMA
i 1,03 0,74
2M 0,43 0,86
ana 0,50 0,63
A 2,73 3,18
1F 0,39 0,54
2F 0,64 0,69
iF 0,89 0,49
4F 0,91 1,12

Legenda: F — zenke, M — muzjaci, nLS — frakcija ostatka stani¢ne membrane (tzv. ne-splavi), ObR — leptinski receptor, 1 —
zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 — zivotinje na HFHSD prehrani, 3 — Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane
metforminom, 4 — Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom.

U muzjaka je utvrdeno da je duga izoforma ObR bila izraZzena u svim skupinama, u nLS frakcijama.
Duga izoforma ObR nije bila jednako izrazena u svim skupinama muzjaka. Utvrdeno da je najveci
izrazaj duge izoforme ObR bio u 4M skupini, a najmanji u 2M (tablica 4.31). Prema medusobnim
usporedbama relativnog izrazaja duge izoforme u nLS frakcijama svih skupina, utvrdeni su sljedeci
odnosi:

* M skupina je imala ve¢i izrazaj duge izoforme ObR od 2M skupine.

= 2M skupina je imala manji izrazaj duge izoforme ObR u odnosu na 3M i 4M skupine.

» M skupina je imala veci izrazaj duge izoforme ObR u odnosu na 3M, ali manji od 4M skupine.

»  3M skupina je imala veéi izrazaj duge izoforme ObR u odnosu na 4M skupinu.

U muZjaka je utvrdeno da je kratka izoforma ObR bila izrazena u svim skupinama, u nLS frakcijama.
Kratka izoforma ObR nije bila jednako izrazena u svim skupinama muZzjaka. Analiza je pokazala da je
najveci izrazaj kratke izoforme ObR bio u 4M skupini, a najmanji u 3M (tablica 4.31). Prema
medusobnim usporedbama relativnog izrazaja kratke izoforme u nLS frakcijama svih skupina, utvrdeni
su sljedeci odnosi:

* M skupina je imala manji izrazaj kratke izoforme ObR u odnosu na 2M skupinu.

= 2M skupina je imala veéi izrazaj kratke izoforme ObR od 3M skupine, ali manji u odnosu na

4M skupinu.

= 1M skupina je imala veci izrazaj kratke izoforme ObR od 3M skupine, ali manji u odnosu na

4M skupinu.

=  4M skupina je imala veci izrazaj kratke izoforme ObR od 3M skupine.
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U Zenki je utvrdeno da je duga izoforma ObR bila izrazena u svim skupinama, u nLS frakcijama.
Duga izoforma ObR nije bila jednako izrazena u svim skupinama zenki. Utvrdeno je da je najveci izrazaj
duge izoforme ObR bio u 4F skupini, a najmanji u 1F (tablica 4.31). Prema medusobnim usporedbama
relativnog izrazaja duge izoforme u nLS frakcijama svih skupina, utvrdeni su sljede¢i odnosi:

» IF skupina je imala manji izrazaj duge izoforme ObR od svih ostalih skupina Zenki.

= 2F skupina je imala manji izrazaj duge izoforme ObR od 3F i 4F skupine.

» 3F i4F skupine su imale podjednak izrazaj duge izoforme ObR.

U Zenki je utvrdeno da je kratka izoforma ObR bila izrazena u svim skupinama, u nLS frakcijama.
Kratka izoforma ObR nije bila jednako izraZzena u svim skupinama zenki. Analiza je pokazala najveci
izrazaj kratke izoforme ObR u 2F skupini, a najmanji u 4F (tablica 4.31). Prema medusobnim
usporedbama relativnog izrazaja kratke izoforme u nLS frakcijama svih skupina, utvrdeni su sljedeci
odnosi:

» 1F skupina je imala manji izrazaj kratke izoforme ObR od 2F skupine.

= 2F skupina je imala veci izrazaj kratke izoforme ObR od 3F skupine, ali manji u odnosu na 4F

skupinu.

= 1F skupina je imala veci izrazaj kratke izoforme ObR od 3F skupine, ali manji u odnosu na 4F

skupinu.

» 4F skupina je imala ve¢i izrazaj duge izoforme ObR od 3F skupine.

4.3.2. ANALIZA RECEPTORA IR-a. U STANICNOJ MEMBRANI STANICA HIPOKAMPUSA ISPITIVANIH ZENKI
I MUZJAKA

Western blot metodom je analiziran izrazaj IR-a u frakcijama izolata lipidnih splavi. Za analizu
nije koriSteno svih 10 ili 11 frakcija, nego su kao i u sluc¢aju analize ObR odabrane LS i nLS. Slika 4.62
prikazuje rezultat analize. Pokazalo se da je IR-o u svim Zivotinjskim skupinama smjesten izvan lipidnih
splavi, u nLS frakcijama. Najvise izraZzena izoforma je bila na razini veli¢ine proteina od oko 46 kDa,
koja je denzitometrijski analizirana. Dobivene vrijednosti izrazaja IR-a su normalizirane u odnosu na

izrazaj TR iz odgovarajuce zivotinjske skupine.
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Slika 4.62. Analiza izrazaja IR-a u frakcijama izolata lipidnih splavi. IR-a je detektiran u razini veli¢ine
proteina 42 kDa.
Legenda: F —Zenke, LS — frakcije s lipidnim splavima, M — muZjaci, nLS — frakcija ostatka stani¢ne membrane (tzv. ne-splavi),

ST — standard, 1 — zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 — Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 — Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane metforminom, 4 — Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom.

Tablica 4.32. Relativne vrijednosti izrazaja IR-o u stani¢noj mebrani stanica hipokampusa ispitivanih
zenki i muzjaka u odnosu na izrazaj TfR.

n-LS IR-a
1M 0,99
2M 0,79
am 0,33
aM 4,23
1F 0,39
2F 0,80
3F 0,95
aF 0,87

Legenda: F — zenke, M — muzjaci, nLS — frakcija ostatka stani¢ne membrane (tzv. ne-splavi), ObR — leptinski receptor, 1 —
zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 — zivotinje na HFHSD prehrani, 3 — zivotinje na HFHSD prehrani tretirane
metforminom, 4 — Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom.

U muzjaka je utvrdeno da je IR-a bio izrazen u svim skupinama, u nLS frakcijama. IR-a nije bio
jednako izraZen u svim skupinama muzjaka. Analizom izrazaja IR-a je utvrden najveci izrazaj IR-a u
4M skupini, a najmanji u 3M (tablica 4.32). Prema medusobnim usporedbama relativnog izrazaja IR-a
unLS frakcijama svih skupina, utvrdeni su sljedec¢i odnosi:

* M skupina je imala ve¢i izrazaj IR-a od 2M skupine.

* 2M skupina je imala ve¢i izrazaj IR-a od 3M skupine, ali manji u odnosu na 4M skupinu.

= 1M skupina je imala veci izrazaj IR-o. od 3M skupine, ali manji u odnosu na 4M skupinu.

=  3M skupina je imala manji izraZaj IR-a od 4M skupine.
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U zenki je utvrdeno da je IR-a bio izrazen u svim skupinama, u nLS frakcijama. IR-a nije bio
jednako izrazen u svim skupinama zenki. Denzitometrijskom analizom je utvrdeno da je najveci izrazaj
IR-a bio u 2F skupini, a najmanji u 1F (tablica 4.32). Prema medusobnim usporedbama relativnog
izrazaja IR-o u nLS frakcijama svih skupina, utvrdeni su sljede¢i odnosi:

= 1F skupina je imala manji izrazaj IR-a od svih ostalih skupina.

= 2F skupina je imala manji izrazaj IR-o od 3F, dok je izrazaj IR-a u 2M i 4F skupinama bio

podjednak.

= 3F skupina je imala ve¢i izrazaj IR-a od 4F skupine.

Zakljuéno mozemo re¢i da 4M skupina ima najvece vrijednosti ObR i IR-a u dijelovima membrane koji

su izvan splavi od svih promatranih skupina.

126



4. REZULTATI

4.4. Analiza proteina pSTAT3 i SOCS3 Western blot metodom

Western blot metodom analiziran je izrazaj citosolnih proteina pPSTAT3 i SOCS3. Protutijelom
anti-pSTAT3 nisu detektirani proteini. Buduci da nismo raspolagali kontrolnim uzorkom u kojem nema
izrazaja pSTAT3 niti kontrolnim peptidom (koji bi prekonjugiran s protutijelom doveo do izostanka
reakcije na membrani), nismo u moguénosti zakljuciti je li koli¢ina proteina ispod granice detekcije ili

protutijelo nije specificno vezano za protein (slika 4.63.).
kDa ST 1F 2F 3F 4F 1M 2M 3M 4M

250

130
350 pSTAT3

Slika 4.63. Analiza izrazaja proteina pPSTAT3 i SOCS3 u citosolu stanica hipokampusa ispitivanih zenki

i muzjaka Western blot metodom.

Legenda: F — Zenke, M — muZjaci, pSTAT3 — fosforilirani protein STAT3, SOCS3 — supresor signalizacije citokinima, ST —
standard, 1 — zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 — Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 — Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane metforminom, 4 — zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom.

Anti-SOCS3 protutijelom detektiran je protein SOCS3, ¢ija vrpca na membrani odgovara
molekularnoj masi od 27 kDa (prema uputama proizvodaca se zaista radi o proteinu SOCS3) (Slika
4.63.). Budu¢i da je iz svakog uzorka analizirana ista koli¢ina proteina, izrazaj SOCS3 je analiziran
denzitometrijski i usporeden medu skupinama.

Analizom izrazaja proteina SOCS3 u skupinama muzjaka je utvrdeno da je najveci izrazaj
SOCS3 imala skupina 3M, a najmanji 4M (slika 4.64). Prema medusobnim usporedbama izrazaja
SOCS3 u hipokampusu muzjaka, odnosno udjela povrsina ispod krivulje, utvrdeni su sljede¢i odnosi:

* M skupina je imala ve¢i izrazaj SOCS3 od 2M skupine.

» 2M skupina je imala manji izrazaj SOCS3 od 3M skupine, ali ve¢i u odnosu na 4M skupinu.
* 1M 3M skupina se nisu razlikovale u izrazaju SOCS3 proteina.

* M skupina je imala ve¢i izrazaj SOCS3 od 4M skupine.

»  4M skupina je imala manji izrazaj SOCS3 od 3M skupine.
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Slika 4.64. Denzitometrijska analiza izrazaja SOCS3 u citosolu stanica hipokampusa ispitivanih Zenki i
muzjaka Western blot metodom. Naznaceni brojevi su udio povrSine koju zauzima svaki uzorak na

membrane izrazen kao postotak.
Legenda: F — Zenke, M — muZjaci, 1 — Zivotinje na standardnoj prehrani (SD), 2 — Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 — Zivotinje
na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 — Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom.

Analizom izrazaja proteina SOCS3 u skupinama Zenki je utvrdeno da je najveci izrazaj SOCS3 imala
skupina 4F, a najmanji 1F (slika 4.64). Prema medusobnim usporedbama izrazaja SOCS3 u
hipokampusu zenki, odnosno udjela povrsina ispod krivulje, utvrdeni su sljedec¢i odnosi:

» |F skupina je imala manji izrazaj SOCS3 od svih ostalih skupina Zenki.

= 2F skupina je imala manji izrazaj SOCS3 od 3F i 4F skupina.

» 3F skupina je imala manji izrazaj SOCS3 od 4F skupine.

Zaklju¢no, od svih promatranih skupina zivotinja, najvise vrijednosti SOCS3 proteina pronadene su u

skupini 4F.
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5.1. Analiza receptora ukljucenih u nadzor hranjenja i energetskog stanja organizma

U istrazivanju smo oponasali u nasem drustvu sve prisutniji ,,zapadni“ nacin Zivota, koji
ukljucuje slabo fizi¢ko kretanje, puno sjedenja i prekomjeran unos kalorija te posljedi¢no slabu potros$nju
energije uskladistene u tijelu (10). Ovakav je nacin zivota uzrokovao epidemiju pretilosti uz koju se
razvijaju patoloska stanja, ponajprije dijabetes s prate¢im komplikacijama poput kardiovaskularnih
poremecaja, nefropatije i retinopatije, metabolicki sindrom te neurodegenerativni poremecaji (103).

U 6 tjedana su se odrasli Sprague-Dawley Stakori hranili masnom hranom bogatom
ugljikohidratima (HFHSD). Zatim su se na 14 tjedana podvrgli tretmanima s danas najceSce
propisivanim antidijabeti¢kim lijekovima, metforminom i liraglutidom. Stakori su bili stari 44 tjedna
kada je eksperiment zapoceo, §to je ekvivalentno ljudskoj dobi izmedu 27 i 30 godina. Po zavrSetku
eksperimenta su bili stari 64 tjedna, $to bi odgovaralo ljudskoj dobi izmedu 35 i 38 godina (104).
Tretmani antidijabeticima su primijenjeni u svrhu otkrivanja ucinaka navedenih lijekova na mozak pri
HFHSD prehrani koja je ove stakore odvela u predijabeti¢no stanje. Tvrdnja o predijabeticnom stanju
zivotinja je argumentirana rezultatima koje su istrazivacki partneri, s prof. dr. sc. Robertom Gasparom
na Celu, prikupili: GTT testovi su bili losiji uslijed HFHSD prehrane, jetra je bila masna te je masno
tkivo pokazalo znakove upale (neobjavljeni podatci). Naglasak u istrazivanju je bio na pitanju mogu li
dva navedena antidijabetika, unato¢ nepromijenjenom rezimu prehrane, usporiti pojavu dijabetesa.
Naime, uc¢inkovitost i u€inci navedenih lijekova u borbi s dijabetesom je provjerena i istrazena na
perifernim organima. Metformin povecava tkivnu osjetljivost na inzulin, dok liraglutid izaziva lucenje
inzulina, a sve u svrhu rjeSavanja problema periferne hiperglikemije (95,98). Medutim, njihov uéinak na
mozak nije do kraja razjas$njen. Primijeceni su pozitivni uéinci antidijabetika na kognitivne sposobnosti,
no centri za nadzor energije nisu promatrani (96,98). Iz navedenih razloga svaki je doprinos u
razjaSnjavanju ucinaka navedenih lijekova na centre za nadzor energetskog stanja organizma
dobrodosao.

U istrazivanju su analizirani izrazaji tri receptora ukljucena u nadzor hranjenja i energetskog
stanja organizma: ObR, IR-a i IGF-1Rp. U navedene uloge su direktno uklju¢eni ObR i IR-0, dok je
IGF-1RpB zasluzan za stani¢no prezivljenje, rast i proliferaciju te je indirektno uklju¢en u nadzor
energetskog stanja organizma (105,32,31). Izrazaj receptora je promatran u hipotalamic¢kim podruéjima
mozga koji direktno nadziru koli¢inu energije te tu informaciju komuniciraju s nadzorima drugih vitalnih
funkcija poput rasta, reprodukcije, normalnog funkcioniranja imunosnog sustava, stresnog odgovora,
termogeneze, odrzanja kostane mase i regeneracije, a sve u svrhu odrzanja konstantnosti unutrasnjih
uvjeta. Iz podrucja hipotalamusa se zasebno promatrala PE jezgra, upravo stoga Sto predstavlja mjesto
u hipotalamusu gdje se povezuje informacija o koli¢ini raspolozive energije u tijelu i moguénost
reprodukcije (8). Dopaminergicka podru¢ja mozga i odabrana podruc¢ja kore mozga su indirektno
ukljucena u nadzor energetskog stanja organizma tako §to motiviraju organizam na hranjenje, ali i na

fizicku aktivnost. Za podrucja hipokampusa je vrlo bitna poruka o koli¢ini raspolozive energije kako bi
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u tom podrucju stanice prezivljavale i kako bi doslo do proliferacije, §to je bitno za odrzavanje paméenja.
Zauzvrat, paméenje o svojstvima odredene hrane ¢e indirektno utjecati na odluku o hranjenju.

Iako je u trenutku eutanazije zivotinja na kraju eksperimenta moglo do¢i do vrlo brzih promjena
koje mozda nisu odrazavale stanje tijekom svih 20 tjedana eksperimenta, kroni¢no izlaganje HFHSD
prehrani je najvjerojatnije izazvalo trajnije promjene na genomu promatranih stanica. Naime, kada je o
receptorima rije¢, njihovo smjestanje u membranu ili povlacenje s membrane, internalizacijom u stanicu,
promjene su koje se dogadaju u milisekundama (106), a promjene na genomu traju puno vise od jedne

milisekunde.

5.1.1. ANALIZA IZRAZAJA RECEPTORA U HIPOTALAMICKIM CENTRIMA KOJI DIREKTNO NADZIRU
HRANJENJE | ENERGETSKO STANJE ORGANIZMA

Masna prehrana bogata ugljikohidratima je u LH muzjaka znacajno povecala izrazaj ObR, dok
u sva tri analizirana podrucja zenki nije izazvala promjene u izrazaju ObR (tablica 5.1., usporedba ,,1 vs
hrane. Zenke skupine 2F su prema ovom izrazaju ObR unosile jednako hrane kao i 1F. Neobjavljeni
podaci istrazivackog partnera (Gaspar i sur., neobjavljeni podatci) o unosu hrane muzjaka i Zenki
odgovaraju ovom nalazu (podatci nisu prikazani).

Primjena antidijabetickih lijekova uz HFHSD prehranu je promijenila izrazaj ObR u LH i PA
muzjaka, ali ne i u ARC, klju¢noj jezgri koja interpretira signale sitosti (tablica 5.1., usporedbe ,,2 vs 3%
na leptin zbog povecanog izrazaja ObR, pri ¢emu su muzjaci tretirani liraglutidom imali puno manji
izrazaj ObR u LH (tablica 5.1., usporedba ,,3 vs 4°). Muzjaci 3F i 4F skupine su zbog vece osjetljivosti
na leptin najvjerojatnije smanjili unos masne hrane bogate ugljikohidratima. No, izostanak poveéanja
osjetljivosti u ARC mozda ipak ne smanjuje unos hrane, $to bi bilo u skladu s nalazom Gaspara i sur. na
kraju eksperimenta.

Pretilim 1 predijabeticnim Zenkama je uz tretman metforminom izrazaj ObR bio povecan u sva
tri analizirana podrucja, dok je uz tretman liraglutidom izraZaj ObR bio poveéan samo u PA koja inhibira
hranjenje (tablica 5.1., usporedbe ,,2 vs 3 1,,2 vs 4°). Sve tri klju¢ne jezgre ukljuene u hranjenje su u
pretilih Zenki postale osjetljivije na leptin nakon tretmana metforminom te su bile viSe osjetljive na leptin
od 4F zenki. 3F Zzenke su najvjerojatnije smanjile unos hrane zbog povecane energetske rezerve. Zaista
su se, prema podacima istrazivackog partnera (Gaspar i sur., neobjavljeni podatci), pretile Zenke na
tretmanu metforminom manje hranile od pretilih netretiranih Zenki i tretiranih liraglutidom.

U pretilim i predijabeticnim muZzjacima tretiranih lijekovima je izrazaj ObR bio povecan u sva
tri analizirana podrucja hipotalamusa pa je prirodno pretpostaviti da su imali poveé¢anu osjetljivost na
leptin (tablica 5.1., usporedbe ,,1 vs 3“1,,1 vs 4°). Prema tome su 3M i 4M skupine unosile manje hrane
od 1M skupine. S obzirom na 1F skupinu, pretile Zenke tretirane metforminom (3F) su imale veci izrazaj

ODbR u svim analiziranim podruc¢jima hipotalamusa, a Zenke tretirane liraglutidom samo u PA (4F).
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Pretpostavka je da su 3F Zenke u odnosu na 1F i 4F unosile manje hrane. Oba nalaza, u muzjacima i
zenkama, su uocena u podatcima o unosu hrane istrazivackog partnera (Gaspar i sur., neobjavljeni

podatci).

Tablica 5.1. Usporedbe izrazaja ObR u hipotalamickim jezgrama direktno ukljuc¢enih u nadzor
energetskog stanja organizma

Uéinak Licinak . . Usporedba
¢ . lraalutid L'cinak Uéinak <k
Uéinak HFHSD me j.‘arrr.!r.nau rrag.u : ,rfm metformina prilliraglutida pri ueinaxa .
pretilostii pretilostii ELSD HEHSD metformina i
predijabetesu |predijabetesu liraglutida
1ws2 2vs3 2vs4 1vs3 1vs4 3vsd
HTH-ARC ™1 ™1
muZjaci [HTH-LH ™1 ™1 ™1 T T~ F
HTH-PA-AP 1 1 1 1
HTH-ARC T1 T
Zenke [HTH-LH T1 Nl
HTH-PA-AP 1 0 1 0

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus,
LH - lateralna jezgra hipotalamusa, ObR - leptinski receptor, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, SD
- standardna prehrana 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane
metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 11 - statisti¢ki zna¢ajno povecanje, || - statistic¢ki
znacajno smanjenje; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

Masna prehrana bogata ugljikohidratima nije djelovala na izrazaj IR-a u hipotalamusu muzjaka,
dok je zenkama znacajno smanjila izrazaj IR-o u LH, jezgri hipotalamusa iz koje se otpustaju signali za
unos hrane (tablica 5.1., usporedba ,,1 vs 2°). Medutim, prema podatcima o unosu hrane istrazivackog
partnera (Gaspar i sur., neobjavljeni podatci), promjene u hranjenju nisu uocene vjerojatno jer je
osjetljivost na leptin ostala nepromijenjena, kao i izrazaj IR-o.u ARC.

U stanju stalnog unosa suvisnih kalorija, u pretilih se muzjaka, tretiranih metforminom, povec¢ao
izrazaj IR-o u ARC i LH jezgrama, a u tretiranih liraglutidom do povec¢anja je doslo samo u LH. Kod
pretilih Zenki, tretiranih metforminom, je u LH, kao i muzjacima, izrazaj IR-a bio poveéan. U
hipotalamusu pretilih Zenki tretiranih liraglutidom uocen je potpuno suprotan ucinak na izrazaj IR-o —
zna&ajno je bio smanjen u LH i PA (tablica 5.1., usporedbe ,,2 vs 3 i ,,2 vs 4°). Cini se da je u¢inak
liraglutida spolno specifi¢an i pojacava inzulinsku rezistenciju u hipotalamusu pretilih i predijabeti¢nih
zenki. Usprkos tome, ARC se opire promjenama razine IR-a.

U odnosu na kontrolnu razinu IR-a pri standardnoj prehrani, kombinacija masne prehrane bogate
ugljikohidratima i metformina je znaCajno povecala izrazaj IR-a u ARC pretilih muzjaka te su oni
liraglutidom su imali razinu izrazaja IR-o poput kontrola na SD. Pretile Zenke tretirane metforminom su
imale izrazaj IR-o kao i kontrolna skupina na SD (1F), a zenke tretirane liraglutidom su u analiziranim

podruéjima hipotalamusa razvile inzulinsku rezistenciju, S obzirom na zna¢ajno smanjen izrazaj IR-a,
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¢ak 1 ispod razine karakteristi¢ne pri SD prehrani (tablica 5.1., usporedbe ,,1 vs 3“1,,1 vs 4%; slika 4.24.).

Ocito je tretman liraglutidom djelovao spolno specifi¢no na izrazaj IR-a u hipotalamusu.

Tablica 5.2. Usporedbe izrazaja IR-a u hipotalamickim jezgrama direktno ukljucenih u nadzor
energetskog stanja organizma

Uéinak . QEEH ak. Uéinak Udinak U€paredba
LIcinak HFHSD metj.‘ arrjrr:a u ”"’9_’““‘3‘7‘ Y metformina prilliraglutida pri ucinaka .
pretilostii pretilostii CELSD HELSD metforminai
predijabetesu |predijobetesu liraglutida
lvs2 2vs3 2vsd 1vs3 1wvsd 3vsd
HTH-ARC e ™1
muZjaci [HTH-LH s qPap
HTH-PA-AP
HTH-ARC
Zenke
HTH-PA-AP

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus,
IR-0. - alfa podjedinica receptora za inzulin, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre
hipotalamusa, SD - standardna prehrana 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 11 - statisticki znac¢ajno povecanje, ||
- statisticki znaGajno smanjenje; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p < 0,05.

Prema uoéenom znaCajnom povecanju izrazaja IGF-1Rp u LH muzjaka, HFHSD prehrana
muZzjacima povecava osjetljivost na ¢imbeniku rasta nalik inzulinu 1 (IGF-1) u navedenom podrucju.
Zenkama, s druge strane, smanjuje osjetljivost na IGF-1 u LH te u PA jezgri hipotalamusa (tablica 5.1.,
usporedba ,,1 vs 2°). U skupinama antidijabeticima tretiranih pretilih i predijabeticnih muzjaka je razina
IGF-1RpB bila kao u netretiranoj kontrolnoj 2M skupini. Pretile i predijabeticne Zenke tretirane
metforminom su imale povecan izrazaj IGF-1Rf u LH i PA u odnosu na kontrolnu 2F skupinu, ali ne i
zenke tretirane liraglutidom. Stoga je pretpostavka da su 2F bile osjetljivije na IGF-1 u navedenim
podrucjima hipotalamusa od 2F i 4F skupina (tablica 5.1., usporedbe ,,2 vs 3“1 ,,2 vs 4%).

S obzirom na povecan izrazaj IGF-1Rp3 u LH i PA muzjaka 3M skupine te u ARC i LH muzjaka
4M skupine, a smanjen u ARC u 3F skupini te u LH i PA 4F skupine, moZemo zakljuciti da antidijabetici
imaju spolno specifican ucinak na izrazaj IGF-1Rf u uvjetima unosa masne hrane bogate
ugljikohidratima u predijabeti¢an organizam (tablica 5.1., usporedbe ,,1 vs 3 1,,1 vs 4%).

Dok se u tretiranih antidijabeticima pretilih muzjaka nije uocila razlika izmedu primjene

metformina i liraglutida, u Zenki tretiranih liraglutidom je bilo znac¢ajno manje izrazenog IGF-1Rp u PA.
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Tablica 5.3. Usporedbe izrazaja IGF-1RpB u hipotalami¢kim jezgrama direktno uklju¢enih u nadzor
energetskog stanja organizma

Udinak . L.;'Ef'nakl Uéinak Uéinak Usp oredba
Lcinak HFHSD metfr:rm’.fr_nau {rrag_{utra_‘gu metformina prilliraglutida pri ucinaka o
pretilostii pretilostii LELSD HEHSD metforminag i
predijabetesu |predijabetesu liraglutida
1vs2 2vs3 2vsd 1vs3 1vs4 3vsd
HTH-ARC Tt
muZjaci HTH-LH ™1 ™~ ~r
HTH-PA-AP A
HTH-ARC
Fenke |HTH-LH IR
HTH-PA-AP aE

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus,
LH - lateralna jezgra hipotalamusa, ObR - leptinski receptor, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, SD
- standardna prehrana 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane
metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 11 - statisti¢ki znacajno povecanje, || - statisti¢ki
znacajno smanjenje; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

Zakljuéno, na HFHSD prehranu reagira samo LH jezgra hipotalamusa i to u muzjaka s
povecanjem osjetljivost na leptin i IGF-1, a kod zenki s rezistencijom na inzulin i IGF-1. Oc¢ito IGF-1
ima razlic¢ite uloge u LH muzjaka i zenki. U stanju pretilosti i predijabetesa, kod Zenki dolazi do
poremecaja u signalizaciji inzulinom i to u jednoj od vaznijih jezgara za direktan nadzor energetske
rezerve organizma, odnosno u LH koja bi trebala stimulirati organizam na hranjenje.

Pretile zenke tretirane metforminom postaju osjetljivije na leptin u sva tri analizirana podrucja
hipotalamusa te dodatno na inzulin i IGF-1 u LH. Pretile Zenke tretirane liraglutidom razvijaju inzulinsku
rezistenciju u LH i PA, ali su istovremeno osjetljivije na leptin u PA.

Uspijevaju li lijekovi unato¢ HFHSD prehrani pretilim Zivotinjama vratiti izrazaj receptora na
kontrolnu razinu pri SD prehrani? Muzjacima oba antidijabetika ili vracaju izrazaj sva tri analizirana
receptora na kontrolnu razinu ili povecavaju osjetljivost na njihove ligande. Metformin ¢ini Zenke
rezistentnim na IGF-1 u ARC, a liraglutid ih ¢ini rezistentnima na inzulin i IGF-1 u LH i PA. To znaci
da bi Zenkama tretiranim S metforminom signalna mreza za reprodukciju bila poremecena, a S

liraglutidom energetski nadzor.

5.1.2. ANALIZA 1ZRAZAJA RECEPTORA U DOPAMINERGICKIM PODRUCJIMA KOJA INTERPRETIRAJU
HRANJENIJE KAO OSJECAJ ZADOVOLJISTVA

Unos HFHSD hrane je rezultirao poveé¢anim izrazajem ObR u dopaminergickom SNC podrucju
muzjaka, a smanjenim u Zenki (tablica 5.4., usporedba ,,1 vs 2%).

U pretilim i predijabetiénim muZjacima tretiranih metforminom nije bilo promjena u izraZaju

ODbR u oba analizirana dopaminergicka podrucja. S druge strane, zenkama je u oba podruéja bio povecan
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izrazaj ObR, $to znaci da su bile osjetljivije na leptin (tablica 5.4., usporedba ,,2 vs 3*). Kod Zivotinja na
HFHSD tretiranih liraglutidom je uo¢eno suprotno — pretili muzjaci su imali poveéan izrazaj ObR u oba
dopaminergicka podrucja, dok se kod Zenki nisu uocile znacajne promjene (tablica 5.4., usporedba ,,2
vs 4°). Dakle, lijekovi su najvjerojatnije izazvali promjene na spolno-specifican nacin — dok je
metformin djelovao na dopaminergicke regije Zenka, liraglutid je na muzjaka.

Isti obrazac se ocitovao pri usporedbi uCinaka tretmana na pretile i predijabeticne Zivotinje s
kontrolnim skupinama 1M i 1F na SD prehrani (tablica 5.4., usporedbe ,,1 vs 3“1 ,,1 vs 4°). MuZzjaci 3M
tretirani metforminom nisu imali promjene u izrazaju ObR, dok su muzjaci 4M tretirani liraglutidom bili

4M tretirane liraglutidom nisu imale promijenjen izrazaj ObR.

Tablica 5.4. Usporedbe izrazaja ObR u dopaminergi¢kim podrucjima mozga koja interpretiraju hranjenje
kao osjecaj zadovoljstva

Uéinak Ucinak . v Usporedba
. i . Licinak Ucinak .
B metforminau |liraglutida u ) 1 )  |uéinoka
Licinak HFHSD o S metformina prilliraglutida pri o
pretilostii pretilostii HEHSD HEHSD meiforming i
predijabetesu |predijabetesu liraglutida
lvys2 2vs3 2vsd 1vs3 1vs4 3 vsd
muzioc PNSNE ™ ™ T
7 pn-vTa P 1
. DN-SNC ™~ ™~
Zenke
DN-VTA qRp T

Legenda: DN - dopaminergi¢ko podru¢je, HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, SD - standardna prehrana,
SNC - kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podruéje tegmentuma, 1 -
zivotinje na SD prehrani, 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje
na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 11 - statisti¢ki znacajno povecanje, || - statisti¢ki znacajno smanjenje; Mann-
Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p < 0,05.

Muzjacima je uslijed HFHSD izrazaj IR-o. u VTA bio znacajno smanjen, §to znaci da su u tom
podrucju razvili inzulinsku rezistenciju, dok kod Zenki nije bilo promjena (tablica 5.5., usporedba ,,1 vs
2).

U usporedbi s 2M kontrolnom skupinom, dopaminergi¢ka podrucja pretilih i predijabeti¢nih
muzjaka tretiranih lijekovima nisu mijenjala izrazaj IR-a. S druge strane, Zenke su imale promijenjene
izrazaje IR-o — povecan u SNC kod Zenki tretiranih metforminom, a smanjen u oba podrucja kod zenki
tretiranih liraglutidom (tablica 5.5., usporedbe ,,2 vs 3“1 ,,2 vs 4°).

Pri usporedbi s 1M kontrolnom skupinom je vidljivo da je tretman liraglutidom muZzjacima
vratio izrazaj IR-a. u VTA na kontrolnu razinu, a metformin nije. Kod Zenki je metformin vratio izrazaj
IR-a na kontrolnu razinu, a liraglutid nije (tablica 5.5., usporedbe ,,1 vs 3 i,,1 vs 4%).

Pri usporedbi ucinaka metformina i liraglutida na dopaminergicka podrucja uoceno je da

liraglutid znacajno smanjuje izrazaj IR-a Zenkama (tablica 5.5., usporedba ,,3 vs 4%).
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Tablica 5.5. Usporedbe izrazaja IR -0 u dopaminergi¢kim podrué¢jima mozga koja interpretiraju hranjenje
kao osjecaj zadovoljstva

Uéinak Uéinak .. v Usporedba
. . . Licinak Utinak .
. metforminau |liraglutida u . - . . |uéinaka
Licinak HFHSD L L imetformina prilliraglutida pri o
pretilostii pretilosti metformina i
o N HFHSD HFHSD . .
predijabetesu |predijabetesu liraglutida
lvs2 2vs3 2vsd 1vs3 1vs4 3 vsd
. |DN-sNC
muZfaci
DMN-VTA
. DM-SMC ™
Zenke
DMN-VTA

Legenda: DN - dopaminergic¢ko podru¢je, HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, SD - standardna prehrana,
SNC - kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podru¢je tegmentuma, 1 -
zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje
na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 11 - statisti¢ki znacajno povecanje, || - statisti¢ki znacajno smanjenje; Mann-
Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p < 0,05.

HFHSD prehrana je muzjacima povecala izrazaj IGF-1Rf3 u SNC, dok je zenkama smanjila u

rezistentne u oba dopaminergic¢ka podrudja.

U pretilim i predijabeticnim muzjacima uz HFHSD prehranu tretmani antidijabeticima ne
izazivaju promjene u izrazaju IGF-1Rp u dopaminergickim podru¢jima. Medutim, Zenke postaju
osjetljivije na IGF-1, neovisno o vrsti tretmana (tablica 5.6., usporedbe ,,2 vs 3“1,,2 vs 4°).

Metformin u oba spola vraca razine IGF-1Rp na kontrolne razine pri SD. Liraglutid samo
muzjacima vraca razine IGF-1Rp na kontrolnu pri SD te SNC podruéju Zenki, dok u VTA podrudju
zenke ostaju rezistentne na IGF-1 (tablica 5.6., usporedbe ,,1 vs 3 1,,1 vs 4%).

Zenke tretirane liraglutidom su imale zna¢ajno manji izraZaj IGF-1Rp u VTA podruéju u odnosu

na metformin (tablica 5.6., usporedba ,,3 vs 4°).

Tablica 5.6. Usporedbe izrazaja IGF-1Rf u dopaminergi¢kim podruc¢jima mozga koja interpretiraju
hranjenje kao osjecaj zadovoljstva

Uéinak Uéinak .. .. Usporedba
. . . Licinak Udinak .
B metforminau |liraglutida u ) |- )  |uéinaka
Licinak HFHSD . L imetformina prilliraglutido pri .
pretilostii pretilostii metforminai
- . HFHSD HFHSD i )
predijabetesu |predijobetesu liraglutida
1wvs2 2vs3 2vsd 1vs3 1vs4d 3wvsd
.. [PN-SNC ™
muifaci
DN-VTA
senk DMN-SNC i ™
Zenke
DN-WTA ™1 ™~

Legenda: DN - dopaminergic¢ko podru¢je, HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, SD - standardna prehrana,
SNC - kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta), VTA - ventralno podru¢je tegmentuma, 1 -
zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje
na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 11 - statisticki znacajno povecanje, || - statisticki znaCajno smanjenje; Mann-
Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p < 0,05.
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VTA rezistentnim na inzulin. Zenke uslijed HFHSD postaju rezistentne na leptin i IGF-1 u SNC i na
IGF-1u VTA.

U dopaminergickim podrucjima pretilih i predijabeticnih muZzjaka liraglutid povecava
osjetljivost na leptin. Kod zenki u istom stanju metformin takoder povecava osjetljivost na leptin te
dodatno na inzulin i IGF-1 u SNC, a zatim i na leptin i IGF-1 u VTA. Liraglutid ¢ini pretile Zenke
rezistentne na inzulin, a istovremeno povecava osjetljivost na IGF-1u oba DN podrugja.

Uspijevaju li lijekovi unato¢ HFHSD prehrani pretilim Zivotinjama vratiti izrazaj receptora na
kontrolnu razinu pri SD prehrani? Kod muzjaka tretman metforminom izaziva rezistenciju na inzulin u
VTA, a liraglutid povecava osjetljivost na leptin, dok su razine IR-a i IGF-1Rp kao i u kontrolama. Kod
zenki je obrnuto, liraglutid dovodi do inzulinske rezistencije te rezistencije na IGF-1 u VTA, a metformin

povecava osjetljivost na leptin, dok su razine IR-a i IGF-1R kao i u kontrolama.

5.1.3. ANALIZA IZRAZAJA RECEPTORA U PODRUCJIMA KORE MOZGA KOJA POSREDNO UTJECU NA
MOTIVACIJU HRANJENJA

Dok HFHSD prehrana muzjacima povecava izrazaj ObR u oba analizirana podrucja kore mozga,
usporedba ,,1 vs 2°).

Na pretile i predijabeticne Zivotinje koje unose suvisak kalorija, tretman metforminom rezultira
povecanjem osjetljivosti na leptin, a ¢ini se da liraglutid ne utjece na izrazaj ObR (tablica 5.7., usporedbe

»2 Vs 31,2 vs 4).

Tablica 5.7. Usporedbe izrazaja ObR u podru¢jima kore mozga koja indirektno utjeu na motivaciju
hranjenja

Uéinak Uéinak .. v Usporedba
. i i Ucinak Ucinak o
B metforminau |liraglutidau ) 1. )  |ucinaka
Licinak HFHSD G e - metformina prilliraglutida pri o
pretilostii pretilosti EHSD EHSD meiformina i
predijabetesu |predijabetesu liraglutido
lvys2 2vs3 2vsd 1vs3 1vs4 3vsd
musjac [T oL = = = _
CTX-PIR ™ ™~ ™

conke ICPCS1BE ™ D
ZENRE | TY-PIR P 1

Legenda: CTX - kora mozga, HFHSD - prehrana oboga¢ena mastima i ugljikohidratima, PIR - piriformna kora mozga, S1BF
- dio primarnog osjetnog podruéja kore mozga, tzv. ,,Barrel field“, SD - standardna prehrana, 1 - zivotinje na SD prehrani, 2 -
zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane liraglutidom, 11 - statisti¢ki znacajno povecanje, || - statistiCki znacajno smanjenje; Mann-Whitney-U test uz
Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

Oba antidijabetika su povecala osjetljivost na leptin stanicama u kori mozga muzjaka (pri cemu

je liraglutid izazvao ve¢e smanjenje izrazaja ObR o odnosu na metformin tablica (5.7., usporedba ,,3 vs
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4), dok na zenkama isti uéinak izaziva samo metformin. Zenke na HFHSD tretirane liraglutidom nisu
imale promijenjen izrazaj ObR u odnosu na kontrolnu 1F skupinu, tj. najvjerojatnije je vratio izrazaj
ODbR na kontrolnu razinu pri SD (tablica 5.7., usporedbe ,,1 vs 3“1 ,,1 vs 4%).

HFHSD prehrana sama ili u kombinaciji s antidijabeticima nije utjecala na izrazaj IR-o. u PIR
podrudju (tablica 5.8).

Sama HFHSD prehrana je u S1BF podrucju Zenki dovela do smanjenja IR-o. u S1BF Zzenki, §to
znaci da su zenke u tom dijelu kore mozga razvile inzulinsku rezistenciju (tablica 5.8., usporedba ,,1 vs
2.

Kombinacija HFHSD i metformina uzrokuje i u muzjaka i u zenki povecan izrazaj IR-o. u S1BF
u odnosu na pretile netretirane kontrole, tj. tretirane Zivotinje postaju osjetljivije na inzulin u S1BF
(tablica 5.8., usporedba ,,2 vs 3*). Uz HFHSD i tretman liraglutidom zivotinje oba spola imaju razinu
IR-a kao u kontrolnoj skupini 2M, odnosno 2F (tablica 5.8., usporedba ,,2 vs 4).

U usporedbi s kontrolnom skupinom na SD prehrani, HFHSD muZjaci tretirani metforminom su
rezistentni na inzulin u S1BF podru¢ju, no Zzenke nisu — imaju razinu IR-a kao i kontrolna 1F skupina. S
druge strane, HFHSD muzjaci tretirani liraglutidom imaju razinu IR-a kao i kontrolna 1M skupina, dok
su zenke rezistentne na inzulin (tablica 5.8., usporedbe ,,1 vs 3“1,,1 vs 4%). Cini se da je metformin uspio
zenkama u S1BF vratiti izrazaj IR-a na kontrolnu razinu karakteristicnu pri SD, dok je muzjake gurnuo
u stanje inzulinske rezistencije. U isto vrijeme liraglutid Zenkama ne uspijeva vratiti izrazaj IR-ou S1BF
podrucju na kontrolnu razinu pri SD te su one kao i Zenke samo na HFHSD rezistentne na inzulin.

Usporedba uc¢inaka metformina i liraglutida na S1BF Zenki pokazuje da je, u odnosu na tretman
metforminom, tretman liraglutidom rezultirao s manjim izrazajem IR-o u tom podrucju tablica 5.8.,

usporedba ,,3 vs 4).

Tablica 5.8. Usporedbe izrazaja IR-a u podru¢jima kore mozga koja indirektno utje¢u na motivaciju
hranjenja

Uéinak Licinak .. .. Usporedba
. . . Ucinak Ucinak .
. metforminau |liraglutida u ) | ) _ |uéinaka
Licinak HFHSD L N metforminag prilliraglutida pri o
pretilosti i nretilosti i EHSD HEHSD metformina i
predijabetesu |predifabetesu liraglutida
1vs2 2vs3 2vsd 1vs3 lvsd 3 vsd
.. [CTX-S1BF TR
muZjaci
CTX-PIR

5 CTX-S1BF ™1
Zenke
CT*-PIR

Legenda: CTX - kora mozga, HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, PIR - piriformna kora mozga, S1BF
- dio primarnog osjetnog podruéja kore mozga, tzv. ,,Barrel field“, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 -
zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane liraglutidom, 11 - statisti¢ki znacajno povecanje, || - statistiCki znacajno smanjenje; Mann-Whitney-U test uz
Bonferronijevu korekciju, p <0,05.
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HFHSD prehrana sama ili u kombinaciji s antidijabeticima nije utjecala na izrazaj IGF-1Rf u
kori mozga muzjaka (tablica 5.9).

HFHSD prehrana sama ne utjeCe na razinu izrazaja IGF-1Rp u kori mozga zenki (tablica 5.9.,
usporedba ,,1 vs 2°).

Primjena metformina je u pretilim i predijabeticnim zenkama povecao izrazaj IGF-1Rp u SIBF
u odnosu na kontrolnu skupinu na HFHSD (tablica 5.9., usporedba ,,2 vs 3*) te je u usporedbi s
kontrolnom skupinom na SD uzrokovala poveéanje izrazaja IGF-1Rp u PIR (tablica 5.9., usporedba ,,1
vs 3%). Povecan izrazaj IGF-1Rp znaci da su Zenke postale osjetljivije na IGF-1.

Tretman liraglutidom je, u usporebi s tretmanom metforminom, rezultirao smanjenjem u S1BF

podrucju kore mozga Zenki (tablica 5.9., usporedba ,,3 vs 4).

Tablica 5.9. Usporedbe izrazaja IGF-1Rf u podrucjima kore mozga koja indirektno utje¢u na motivaciju
hranjenja

Ucinak Ucinak .. .. Usporedba
. . . Licinak Uéinak .
. metforminau |liraglutida u ) 1. )  |ucinaka
Ucinak HFHSD L L metformina prilliraglutida pri L
pretilosti i pretilostii metforminag i
- - HFHSD HFHSD " .
predijabetesu |predijabetesu liraglutida
1vs2 2vs3 2vsd 1vs3 1vsd 3vsd
.. |CTX-S51BF
muijaci
CTX-PIR

somke [CPCS1BF o
CTX-PIR T

Legenda: CTX - kora mozga, HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, PIR - piriformna kora mozga, S1BF
- dio primarnog osjetnog podruéja kore mozga, tzv. ,,Barrel field“, SD - standardna prehrana, 1 - zivotinje na SD prehrani, 2 -
zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani
tretirane liraglutidom, 171 - statisticki zna¢ajno povecanje, || - statistiCki znaCajno smanjenje; Mann-Whitney-U test uz
Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

Zaklju¢no, u kori mozga zapazamo da se muzjacima uslijed HFHSD povecava osjetljivost na
leptin, a Zenkama se razvija rezistencija na leptin u kori mozga te na inzulin u S1BF.

Uc¢inak antidijabetika u pretilom i predijabeti¢nom organizmu je samo povecéana osjetljivost na
ligande ili nepromijenjen izrazaj sva tri analizirana receptora.

Uspijevaju li lijekovi unato¢ HFHSD prehrani pretilim Zivotinjama vratiti izrazaj receptora na
kontrolnu razinu pri SD prehrani? Dok je liraglutid uspjeSan u odrzavanju razine receptora pri kontrolnoj
ili ne$to iznad (povecéana osjetljivost), metformin muzjacima izaziva rezistenciju na inzulin u S1BF.
Liraglutid ne¢e u Zenkama sprijeciti rezistenciju na inzulin koja je nastala uslijed HFHSD, dok ¢e

metformin odrzavati razinu receptora pri kontrolnoj ili nesto iznad (povecana osjetljivost).
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5.1.4. ANALIZA IZRAZAJA RECEPTORA U PERIVENTRIKULARNOJ JEZGRI HIPOTALAMUSA KOJA JE DIO
SIGNALNE MREZE U NADZORU ENERGETSKOG STANJA ORGANIZMA | SIGNALNE MREZE ZA
REPRODUKCIU

HFHSD sama ili u kombinaciji s antidijabeticima nije mijenjala izrazaj ObR u PE jezgri
hipotalamusa muZjaka. U Zzenkama je ObR imao veéi izrazaj uslijed HFHSD prehrane (tablica 5.10.,
usporedba ,,1 vs 2°).

U pretilih i predijabeti¢nih Zenki je tretman metforminom izazvao povecéanje izrazaja ObR, a
liraglutid smanjenje (tablica 5.10., usporedbe ,,2 vs 3“ i ,2 vs 4%). Dakle, HFHSD Zenke tretirane
metforminom su bile osjetljivije na leptin od netretiranih na HFHSD, a tretirane liraglutidom su bile
rezistentne na leptin.

U odnosu na kontrolnu 1F skupinu na SD, metformin nije uspio vratiti izrazaj ObR u PE zenki
na kontrolnu razinu, dok je liraglutid uspio (tablica 5.10., usporedbe ,,1 vs 3 1,,1 vs 4%).

Pri usporedbi ucinka metformina i liraglutida na PE pretilih i predijabeti¢nih Zenki, uoceno je

smanjenje izrazaja ObR uslijed tretmana liraglutidom (tablica 5.10., usporedba ,,3 vs 4°).

Tablica 5.10. Usporedba izrazaja ObR u periventrikularnoj jezgri hipotalamusa koja je uz nadzor
energetskog stanja organizma ukljucena i u nadzor reprodukcije

Ucinak Licinak .. .. Usporedba
. . . Léinak Uéinak .
. metforminau |lraglutida u ) N ) . |ucinaka
Lcinak HFHSD L . metformina prilliraglutida pri o
pretilostii pretilostii metforming i
. . HFHSD HFHSD i i
predijabetesu |predijobetesu liraglutida
lvsd 2vs3 2vsd 1vs3 lvs4 3 vsd
muZjaci |HTH-PE

fenke HHPE | 41 | 11t PO T [ W |

Legenda: HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus, PE - periventrikularna jezgra
hipotalamusa, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 11 - statisti¢ki zna¢ajno povecéanje, ||
- statisti¢ki zna¢ajno smanjenje; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

Kao ni izrazaj ObR ni izrazaj IR-a se nije promijenio u PE muzjaka uslijed HFHSD. HFHSD nije
mijenjala izrazaj IR-a ni u PE Zenki (tablica 5.11., usporedba ,,1 vs 2%).

U PE pretilih i predijabeticnih Zenki je metformin povecao osjetljivost na inzulin, dok je
kombinacija HFHSD i liraglutida zenke odvela u inzulinsku rezistenciju unutar tog podrucja (tablica
5.11., usporedbe ,,2 vs 3 1,,2 vs 4%).

Tretman metfominom je pretilim muzjacima, kojima HFHSD sama ne mijenja razinu IR-a,
na SD. Liraglutid je pretilim Zenkama smanjio izrazaj IR-a u PE, §to znaci da su uslijed tretmana ovim
antidijabetikom Zenke postale rezistentne na inzulin (tablica 5.11., usporedbe ,,1 vs 3“1,,1 vs 4%).

U PE zenki je liraglutid u odnosu na metformin smanjio izrazaj IR-a u PE (tablica 5.11.,

usporedbe ,,2 vs 3).
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Tablica 5.11. Usporedba izrazaja IR-a u periventrikularnoj jezgri hipotalamusa koja je uz nadzor
energetskog stanja organizma ukljucena i u nadzor reprodukcije

Ucinak Ucinak .. . Usporedba
. . . Uéinak Uéinak o
- metforminau |liraglutida u ] 1. ] _ |uéinaka
Ucinak HFHSD e . metformina prilliraglutida pri o
pretilostii pretilostii metforminag i
. . HFHSD HFHSD i )
predijabetesu |predijabetesu liraglutida
1ws2 2vs3 2vsd 1ws3 1ws4 3wsd
muZjaci |HTH-PE 1
Fenke o [ +r I eeuen

Legenda: HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus, PE - periventrikularna jezgra
hipotalamusa, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 11 - statisticki znac¢ajno povecanje, ||
- statisticki znaGajno smanjenje; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p < 0,05.

Kao i u slucaju izrazaja ObR, ni izrazaj IGF-1R u PE muzjaka se nije mijenjao uslijed HFHSD
same ili u kombinaciji s antidijabeticima (tablica 5.12., usporedba ,,1 vs 2°).

HFHSD ni u PE Zenki nije mijenjala izrazaj IGF-1Rp. Tek je kombinacija HFHSD i tretmana
metforminom izazvala povecanje izrazaja IGF-1RB u PE Zenki, tj. zenke su u tom podrucju postale
osjetljivije na IGF-1 uslijed navedene kombinacije (tablica 5.12., usporedba ,,2 vs 3).

U usporedbi s kontrolnom skupinom na SD prehrani, metfomin je povecao izrazaj IGF-1Rp u
PE pretilih Zenki (tablica 5.12., usporedbl1 ,,1 vs 3).

U usporedbi s tretmanom pretilih Zenki liraglutidom, tretman metforminom je rezultirao

povecanjem izrazaja IGF-1Rp u PE Zenki (tablica 5.12., usporedba ,,3 vs 4%).

Tablica 5.12. Usporedba izrazaja IGF-1Rp u periventrikularnoj jezgri hipotalamusa koja je uz nadzor
energetskog stanja organizma ukljucena i u nadzor reprodukcije

Ucinak Ucinak .. .. Usporedba
i i : Ucinak Uéinak I,
. metforminau |liraglutida u , N . . |ucinaka
Lcinak HFHSD . L metformina prilliraglutida pri o
pretilostii pretilostii HEHSD HEHSD metforminai
predijabetesu |predijabetesu liraglutida
lvs2 2vs3 2vsd 1vs3 1vsd 3vsd
muZjaci [HTH-PE

senke |HTH-PE I IR [ 34 |

Legenda: HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus, PE - periventrikularna jezgra
hipotalamusa, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 11 - statisticki znacajno povecanje, ||
- statisti¢ki znac¢ajno smanjenje; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p < 0,05.

Zakljuéno, PE muzjaka uglavnom ne mijenja razinu izrazaja sva tri analizirana receptora kao

odgovor na HFHSD ili tretiranje predijabetiénog stanja antidijabeticima. Medutim, kod Zenki je druga

liraglutidom izaziva rezistenciju na leptin i inzulin u PE. Uspijevaju li antidijabetici u vra¢anju razina
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receptora na kontrolnu pri SD? Metformin zenkama ili vraca razinu receptora na kontrolnu ili na nesto

viSu (povecana osjetljivost), dok liraglutid ne lije¢i inzulinsku rezistenciju te se ona zadrzava u PE Zenki.

5.1.5. ANALIZA IZRAZAJA RECEPTORA U PODRUCIIMA HIPOKAMPUSA CIJA UKLJUCENOST U
ODRZAVANIJE PAMCENJA OVISI O ENERGETSKOM STANJU ORGANIZMA

HFHSD prehrana je utjecala na izrazaj ObR u hipokampusu muzjaka i zenki — muzjacima je
smanjila ObR u DG. Istovremeno je muzjacima povecala u CA1l i CA3 podrucjima, dok je Zenkama
smanjila izrazaj ObR u navedenim podruc¢jima (tablica 5.13, usporedba ,,1 vs 2%).

U pretilim i1 predijabeticnim muzjacima tretmani antidijabeticima dovode do povecanja
osjetljivosti na leptin u CA1 podru¢ju. Tako je i u slu¢aju Zenki na HFHSD tretiranih liraglutidom —
izrazaj CA1 je bio povecan u odnosu na netretirane HFHSD kontrole. Medutim, HFHSD Zenke tretirane
metforminom su imale povecan izrazaj ObR u svim analiziranim podru¢jima hipokampusa (tablica 5.13,
usporedbe ,,2 vs 3 1,,2 vs 4%).

Tretman metforminom je u pretilih Zivotinja oba spola rezultirao ve¢om osjetljivos¢éu na leptin
U sva tri analizirana podrucja hipokampusa u odnosu na netretirane kontrole pri SD. Liraglutid je u CAl
i CA3 muzjaka povecao izrazaj ObR u odnosu na 1M kontrolnu skupinu, dok je kod Zenki vratio razinu

izrazaja na kontrolnu razinu karakteristi¢nu za SD (tablica 5.13, usporedbe ,,1 vs 3“1 ,,1 vs 4°).

Tablica 5.13. Usporedba izrazaja ObR u podrucjima hipokampusa ¢ija ukljucenost u odrzavanje
pamcenja ovisi o energetskom stanju organizma

Uéinak Ucinak .. .. Lsporedba
. . . Licinak Ucinak .
B metforminau |liraglutida u ) 1. )  |uéinaka
Licinak HFHSD S . metformina prilliraglutida pri o
pretilosti pretilosti HFHSD HEHSD metformina i
predijabetesu |predijabetesu liraglutida
1ws2 2vs3 2wsd 1vs3 1wsd 3vsd
HIPP-DG T
muZfaci [HIPP-CAL T ™ ™1 ™1 ™
HIPP-CA3 ™ ™~ ™
HIPP-DG ™1 ™1
fenke HIPP-CAL ™ ™~ ™~
HIPP-CA3 ™~ T+t

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podrucja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, HIPP - hipokampus, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje
na SD prehrani, 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na
HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 11 - statisticki zna¢ajno povecanje, | | - statisti¢ki zna¢ajno smanjenje; Mann-Whitney-
U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

HFHSD prehrana muZjacima nije mijenjala izrazaj IR-o. u hipokampusu. Zenkama je u CA3
podrucju smanjila izrazaj IR-a te su stoga zenke bile rezistentne na inzulin u tom podrucju hipokampusa

(tablica 5.14, usporedba ,,1 vs 2%).
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Primjena antidijabetika uz HFHSD je promijenila izrazaj IR-a u hipokampusu muzjaka i zenki
u odnosu na njihove HFHSD netretirane kontrole. Razina IR-a je bila ve¢a u DG i CA1 muzjaka
tretiranih metforminom te u CA1 i CA3 muzjaka tretiranih liraglutidom. Kod pretilih Zenki je tretman
metforminom povecao izrazaj IR-a u CA3, a liraglutidom smanjio u CA1 (tablica 5.14, usporedbe ,,2 vs
3%1,,2 vs 4%).

Nepromijenjena razina izrazaja IR-o u hipokampusu pretilih muzjaka tretiranih metforminom ili
liraglutidom bi mogla znaciti da su antidijabetici uspjes$no odrzali razinu IR-o na kontrolnoj razini
karakteristicnoj pri SD prehrani. Kod Zenki to nije bio slucaj — u usporedbi s 1F kontrolnom skupinom
na SD, pretile Zenke tretirane metforminom su imale ve¢i izrazaj IR-a u DG (znak poveéane osjetljivosti
na inzulin), a tretirane liraglutidom smanjen u CALl (znak inzulinske rezistencije) (tablica 5.14,
usporedbe ,,1 vs 3 1,,1 vs 4%).

Pri usporedbi u€inaka metformina i liraglutida u pretilom i predijabeti¢nom organizmu, uoceno
je da liraglutid smanjuje razinu IR-a kod muzjaka u DG podrucju te u Zenki u sva tri analizirana podrucja

hipokampusa (tablica 5.14, usporedba ,,3 vs 4°).

Tablica 5.14. Usporedba izrazaja IR-o u podruc¢jima hipokampusa muzjaka ¢ija ukljucenost u odrzavanje
pamcenja ovisi o energetskom stanju organizma

Ucinak Ucinak .. .. Usporedba
i i i Uéinak Uéinak o
. metforminau |liraglutidau ) | ) ~ |uéinaka
Licinak HFHSD S L metformina prilliraglutida pri o
pretilostii pretilostii FHSD HFHSD metforminag i
predijobetesu |predijaobetesu liraglutida
1vs2 2vs3 2vsd 1ws3 1vsd 3 vsd
HIPP-DG ™t
muZfaci HIPP-CAL il
HIPP-CA3 ™t ™1
HIPP-DG
Zenke HIPP-CA1
HIPP-CAZ

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podrucja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, HIPP - hipokampus, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje
na SD prehrani, 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na
HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 11 - statisti¢ki znacajno povecanje, | | - statisti¢ki zna¢ajno smanjenje; Mann-Whitney-
U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

Dok je izrazaj IGF-1Rp u hipokampusu muzjaka uslijed HFHSD prehrane bio nepromijenjen, u
zenki je doslo do rezistencije na IGF-1, sude¢i prema smanjenju izrazaja njegovog receptora (tablica
5.15, usporedba ,,1 vs 2).

U hipokampusu pretilih i predijabeti¢nih muzjaka tretmani antidijabeticima nisu izazvali
znacajne promjene u izrazaju IGF-1Rp, kao ni liraglutid u zenki. Medutim, tretman metforminom je
doveo do poveéanog izrazaja IGF-1Rp u sva tri analizirana podrucja hipokampusa Zenki (tablica 5.15,

usporedbe ,,2 vs3“1,,2 vs 4%).
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U usporedbi s kontrolama na SD prehrani, tretman metforminom je u hipokampusu pretilih
zivotinja izazvao promjene u izrazaju IGF-1Rp u DG podrucju —u muZzjaka je povecao, a u zenki smanjio
hipokampusu pretilih Zenki tretiranih liraglutidom je uoCeno smanjenje izrazaja IGF-1RP u sva tri
analizirana podrucja hipokampusa, dok je hipokampus pretilih muZzjaka tretiranih istim antidijabetikom
imao nepromijenjen izrazaj IGF-1R (tablica 5.15, usporedbe ,,1 vs 3“1,,1 vs 4).

Tretman liraglutidom je u odnosu na tretman metforminom smanjio izrazaj IGF-1Rf3 u CAl i

CA3 podrucjima hipokampusa Zenki (tablica 5.15, usporedba ,,3 vs 4%).

Tablica 5.15. Usporedba izrazaja IGF-1RpB u podrucjima hipokampusa ¢ija uklju¢enost u odrzavanje
pamcenja ovisi o energetskom stanju organizma

Uéinak Licinak .. .. Usporedba
. . . Licinak Licinak .
B metforminau |liraglutida u ) | )  |uéinaka
Licinak HFHSD S . imetformina prilliraglutida pri o
pretilosti i pretilosti i metformina i
Ny . HFHSD HFHSD i :
predijabetesu |predijabetesu liraglutida
1vs2 2vs3 2vsd 1vs3 1vsd 3vsd
HIPP-DG ™1
muZjaci HIPP-CAL
HIPP-CA3
HIPP-DG ™
Fenke HIPP-CAL s
HIPP-CA3 ™1

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, HIPP - hipokampus, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje
na SD prehrani, 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na
HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 11 - statisticki znaGajno povecéanje, | | - statisti¢ki zna¢ajno smanjenje; Mann-Whitney-
U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

Zakljuéno, u hipokampusu muzjaka uslijed HFHSD dolazi do rezistencije na leptin u DG, ali
povecane osjetljivosti na njega u CA1 i CA3. U hipokampusu zenki se razvija rezistencija na leptin,
inzulin i IGF-1.

Tretmani pretilih i predijabeti¢énih muzjaka antidijabeticima djeluju pozitivno na hipokampus —
receptora. Kod Zenki u istom stanju metformin djeluje pozitivno. Medutim, liraglutid dovodi do pojave
inzulinske rezistencije u CA1 Zenki, uz istovremenu povecanu osjetljivost na leptin.

Uspijevaju li antidijabetici u vracanju razina receptora na kontrolnu pri SD? Oba antidijabetika
muZzjacima ne mijenjaju razine analiziranih receptora ili ih povecavaju, Sto znaci da su muzjaci u
hipokampusu povecane osjetljivosti na ligande. Metformin ¢e Zenke €initi rezistentnim na IGF-1 u DG,
a liraglutid ¢e ih Ciniti rezistentne na inzulin u CAl te na IGF-1 u sva tri analizirana podrucja

hipokampusa. Od navedena dva antidijabetika liraglutid se ¢ini lo$ijim za Zenke.
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5.2. Analiza biljega aktiviranih astrocita i reaktivne glioze

Ve¢ pri akutnom izlaganju unosa previse kalorija, konzumacijom prehrane poput HFHSD, u
mozgu je zapazena pojava upale i to u prvoj jezgri hipotalamusa koja prima signale adipoznosti i signale
sitosti kako bi prikladno odgovorila na njih (71). Navedena akutna upala se smiruje kroz nekoliko
tjedana. Ukoliko je organizam kroni¢no izlozen prekalori¢noj prehrani, u hipotalamusu ée se razviti
kroni¢na upala koja ima potencijal Sirenja po svim podrucjima mozga. Posljedicno ¢e se narusiti
mehanizam nadzora energetskog stanja organizma, ali i druge funkcije mozga. Stoga mozemo ocekivati
u zivotinjama kroni¢no izlozenim HFHSD simptome poput pretilosti (Sto je prema neobjavljenim
podatcima prof. Gaspara i sur. i potvrdeno) i obiljeZja koja ju prate, a koja su karakteristi¢na za
metabolic¢ki sindrom i dijabetes. Npr. prema neobjavljenim podatcima prof. Gaspara i sur. iz GTT profila
uocen je razvoj hiperglikemije u Zzivotinja na HFHSD prehrani. Osim navedenih metabolickih
poremecaja, ocekivani su i neuroloSki poremecaji, poput nemoguénost izvrSenja slozenih zadataka
vezanih uz snalazenje u prostoru i paméenje, i neurodegeneracija.

Upala se u mozgu ocituje povecanom brojnosti mikroglijalnih stanica i aktiviranim astrocitima,
¢ija je morfologija u odnosu na zdravo stanje promijenjena (63,64). U podru¢jima mozga u direktnom
nadzoru energetskog stanja organizma, odnosno hipotalamusa, i podru¢jima bitnim za navigaciju i
pamcenje podrazaja te ¢ija ukljucenost u odrzavanje paméenja ovisi o energetskom stanju organizma,
odnosno hipokampus, analiziran je izrazaj biljega glije. GFAP je biljeg astrocita, a Ibal mikroglije.
Budu¢i da je u navedenim podruc¢jima otkriven proces neurogeneze, pri ¢emu je hipokampus dobro
opisan kao takav, a za hipotalamus se tek nedavno saznalo (6,34), navedena podruja su
imunohistokemijski bojana s anti-nestin protutijelom kako bi se detektirao biljeg mati¢nih stanica
(nestin) u proliferaciji. Nazalost, protutijelo nije bilo funkcionalno. Iz tog razloga ¢e se na otvoreno
pitanje Sto se dogada s mati¢nim stanicama u hipotalamusu i hipokampusu uslijed kroni¢nog izlaganja

HFHSD prehrani, nastojati odgovoriti u buduc¢nosti.

5.2.1. IZRAZAJ BILJEGA GLIJE U HIPOTALAMICKIM CENTRIMA KOJI DIREKTNO NADZIRU HRANJENJE |
ENERGETSKO STANJE ORGANIZMA

U hipotalamusu muZzjaka je uoceno povecanje izrazaja GFAP uslijed kroni¢nog unosa HFHSD
prehrane (tablica 5.16, usporedba ,,1 vs 2°). Mozemo zakljuciti da je doslo do ozljede mozga uslijed
HFHSD. Najve¢i izrazaj GFAP je imala jezgra ARC koja je prva u primanju signala adipoznosti, uslijed
¢ije prevelike koncentracije moze do¢i do upale. Dodatno je ARC osjetljivija od ostalih analiziranih

jezgara na ¢imbenike upale iz periferije.
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Tablica 5.16. Usporedbe izrazaja GFAP u hipotalami¢kim jezgrama muzjaka, koje su direktno ukljucene
u nadzor energetskog stanja organizma

Uéinak Uéinak . . Usporedba
) } ) Uginak Uginak .
. metforminau [liraglutidau . i i ucinaka
Ucinak HFHSD I . metformina  |liraglutida o
pretilostii pretilostii i HEHSD i HEHSD metforminai
predijabetesu |predijabetesu P P liraglutida
1vs2 2vs3 2vsd 1vs3 1vs4 Jvsd
HTH-ARC T T J T T 4
HTH-LH T ™~ J T - J
HTH-PA-AP T T Je T Je Je
HTH-PE dh T J T T 4

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, GFAP - fibrilarni kiseli protein glije (engl. glial fibrillary acidic protein),
HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP -
anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, SD - standardna prehrana 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na
HFHSD prehrani, 3 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane
liraglutidom, 1 - povecanje izrazaja, 11 - statisticki znacajno poveéanje, | - smanjenje izrazaja, || - statisticki znaCajno
smanjenje; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

U izraZaju Ibal nisu primijecene znacajne promjene. Tablica 5.17. prikazuje trendove promjena,
ali ogranicenje u eksperimentu je bio mali uzorak za analizu uslijed same veli¢ine hipotalamusa u odnosu

na mozak.

Tablica 5.17. Usporedbe izraZzaja Ibal u hipotalami¢kim jezgrama muzjaka, koje su direktno ukljuc¢ene
u nadzor energetskog stanja organizma

Uéinak Uéinak . . Usporedba
- ; . Uéinak Uéinak .
- metforminau |liraglutidau ] } . ucinaka
Uéinak HFHSD s L metformina  |liraglutida L
pretilostii pretilostii i HEHSD i HEHSD metforminai
predijabetesu |predijabetesu P P liraglutida
lws2 2vs3 2vsd lws3 lwvs4 3 wvsd
HTH-ARC 0 0 0 0 0 0
HTH-LH 1 0 0 0 0 0
HTH-PA-AP - J L L - T
HTH-PE 1 4 4 T T T

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus,
Ibal - ionizirana kalcij-vezuju¢a adaptorska molekula 1 (engl. ionized calcium-binding adaptor molecule 1), LH - lateralna
jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, SD - standardna prehrana 1 - Zivotinje na
SD prehrani, 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane liraglutidom, 1 - poveéanje izrazaja, 11 - statisticki znacajno poveéanje, | - smanjenje izrazaja, || - statisticki
znacajno smanjenje; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p < 0,05.

U Zenki HFHSD prehrana nije rezultirala znacajnijom upalom (tablica 5.18). Kombinacija
HFHSD i metformina je Zenkama u ARC znacajno smanjila izrazaj GFAP. Medutim, u isto vrijeme su
navedene Zenke imale povecan izrazaj GFAP u ostalim analiziranim jezgrama hipotalamusa, osim u

najudaljenijoj od 3. mozdane komore LH.
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Tablica 5.18. Usporedbe izrazaja GFAP u hipotalami¢kim jezgrama direktno uklju¢enih u nadzor
energetskog stanja organizma

Utinak Ucinak . . Usporedba
- ; ] Uéinak Uéinak .
. metforminau |liraglutidau . 1. i _ |uéinaka
Uginak HFHSD o . metformina prifliraglutida pri o
pretilostii pretilostii metforminai
. . HFHSD HFHSD . B
predijabetesu |predijabetesu liraglutida
lvs2 2vs3 2 vsd 1wvs3 1vs4 3vsd
HTH-ARC T g5 Jr T T
HTH-LH - T T T T T
HTH-PA-AP Je 1 T T T T
HTH-PE - ™1 T T T T

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, GFAP - fibrilarni kiseli protein glije (engl. glial fibrillary acidic protein),
HFHSD - prehrana obogacena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus, LH - lateralna jezgra hipotalamusa, PA-AP -
anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, SD - standardna prehrana 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na
HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane
liraglutidom, 1 - povecanje izrazaja, 11 - statisticki znacajno poveéanje, | - smanjenje izrazaja, || - statisticki znaCajno
smanjenje; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

U Zenki na HFHSD prehrani nije doslo do znacajnih promjena u izrazaju Ibal (tablica 5.19).

Tablica 5.19. Usporedbe izrazaja Ibal u hipotalamickim jezgrama direktno ukljucenih u nadzor
energetskog stanja organizma

UEinak Uginak . . Usporedba
- ; - Ucinak Ucinak .
- metforminau [liraglutidau . i ; _ |uéinaka
Uéinak HFHSD s L metformina priliraglutida pri o
pretilostii pretilostii metforminai
- . HFHSD HFHSD ) B
predijabetesu |predijabetesu liraglutida
lvs2 2vs3 2 vsd 1wvs3 1vs4 3wvsd
[HTH-ARC T J J T J v
[HTH- LH . 1 J 1 J 4
|HTH-PA-AP 0 0 N N 0 0
[HTH-PE 0 0 v v 0 J

Legenda: ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa, HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, HTH - hipotalamus,
Ibal - ionizirana kalcij-vezujuca adaptorska molekula 1 (engl. ionized calcium-binding adaptor molecule 1), LH - lateralna
jezgra hipotalamusa, PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa, SD - standardna prehrana 1 - Zivotinje na
SD prehrani, 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane liraglutidom, 1 - povecanje izrazaja, 11 - statisti¢ki znagajno povecanje, | - smanjenje izrazaja, || - statistic¢ki
znacajno smanjenje; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p < 0,05.

5.2.2. 1ZRAZAJ BILJEGA GLIJE U HIPOKAMPUSU CIJA UKLJUCENOST U ODRZAVANJE PAMCENJA OVISI O

ENERGETSKOM STANJU ORGANIZMA

Uslijed HFHSD prehrane izrazaj GFAP se nije zna¢ajno mijenjao (tablica 5.20).
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Tablica 5.20. Usporedbe izrazaja GFAP u podruc¢jima hipokampusa ¢ija ukljucenost u odrzavanje
pamcéenja 0Visi 0 energetskom stanju organizma

UEinak UEinak . .. Usporedba
- ; ] Uinak Uinak s
N metforminau |liraglutidau i 1. i _ Jutinaka
UEinak HFHSD L . metformina prifliraglutida pri o
pretilostii pretilostii metforminai
. . |[HFHSD HFHSD i .
predijabetesu |predijabetesu liraglutida
lvs2 2vs3 2vsd 1ws3 1vs4 3 vsd
HIPP-DG Je T Jo Jr Je Je
HIPP-CA3 J T J L N .
HIPP-CAL T T 22 T T .

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), GFAP - fibrilarni kiseli protein glije (engl. glial fibrillary acidic protein), HFHSD - prehrana oboga¢ena mastima i
ugljikohidratima, HIPP - hipokampus, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani,
3 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 1 - povecanje
izrazaja, 11 - statisti¢ki znacajno povecanje, | - smanjenje izrazaja, || - statisti¢ki zna¢ajno smanjenje; Mann-Whitney-U test
uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

Oba lijeka djeluju na CA1 podrucje hipokampusa muzjaka, u smislu povecanja izrazaja GFAP u odnosu

na SD kontrolu (tablica 5.21).

Tablica 5.21. Usporedbe izrazaja Ibal u podru¢jima hipokampusa ¢ija ukljuCenost u odrzavanje
pamcenja ovisi o energetskom stanju organizma

Uéinak Uéinak . . Usporedba
- ] - Ucinak Utinak .
N metforminau |liraglutidau i 1. i _ Juinaka
U€inak HFHSD L L metformina prilliraglutida pri o
pretilostii pretilostii metforminai
o . HFHSD HFHSD . .
predijabetesu |predijabetesu liraglutida
lvs2 2vs3 2vsd 1ws3 lvs4 3 vsd
HIPP-DG T T T T T -
HIPP-CA3 T T T T T J
HIPP-CA1 T 1 1 1 1 -

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podrugja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), HFHSD - prehrana oboga¢ena mastima i ugljikohidratima, HIPP - hipokampus, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje
na SD prehrani, 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na
HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 1 - povecanje izrazaja, 11 - statisticki znac¢ajno povecéanje, | - smanjenje izrazaja, || -
statisticki znacajno smanjenje; Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p < 0,05.

Kod Zenki na HFHSD prehrani nije bilo zna¢ajnih promjena u izraZzaju GFAP u hipokampusu (tablica

5.22).
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Tablica 5.22. Usporedbe izrazaja GFAP u podru¢jima hipokampusa ¢ija ukljucenost u odrzavanje
pamcéenja ovisi o energetskom stanju organizma

UEinak Uéinak . . Usporedba
. ) ] Uéinak Uéinak .
. metforminau [liraglutidau i 1. . _ |uginaka
Uéinak HFHSD A L metformina prilliraglutida pri o
pretilostii pretilostii metforminai
- . HFHSD HFHSD i .
predijabetesu |predijabetesu liraglutida
1vs2 2vs3 2vsd 1wvs3 1vs4 Jvsd
[HIPP-DG J 1 1 0 1 1
[HIPP-CA3 1 1 1 2t 0 0
|HIPP-CAL 4 1 1 4 4 4

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), GFAP - fibrilarni kiseli protein glije (engl. glial fibrillary acidic protein), HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i
ugljikohidratima, HIPP - hipokampus, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani,
3 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 1 - povecanje
izrazaja, 11 - statisti¢ki znacajno povecanje, | - smanjenje izrazaja, || - statisti¢ki zna¢ajno smanjenje; Mann-Whitney-U test
uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

Isti fenomen vrijedi i za biljeg Ibal (tablica 5.23).

Tablica 5.23. Usporedbe izrazaja Ibal u podrucjima hipokampusa ¢ija ukljuéenost u odrzavanje
pamcenja ovisi o energetskom stanju organizma

Ucinak Ucinak . . Usporedba
- - - Ucinak Utinak .
- metforminau |liraglutida u ] i . _ |uéinaka
Uéinak HFHSD L L metformina prilliraglutida pri o
pretilostii pretilostii metforminai
- . HFHSD HFHSD . .
predijabetesu |predijabetesu liraglutida
lvs2 2vs3 2vsd lws3 lvs4 3 vsd
|HIPP-DG L 1 L J v v
[H1PP-CA3 0 1 0 0 0 0
[HIPP-CAL Y N Y Y v v

Legenda: CAl i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 1 i 3, DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate
gyrus), HFHSD - prehrana obogac¢ena mastima i ugljikohidratima, HIPP - hipokampus, SD - standardna prehrana, 1 - Zivotinje
na SD prehrani, 2 - zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na
HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 1 - povecanje izrazaja, | - smanjenje izrazaja, || - statisticki zna¢ajno smanjenje;
Mann-Whitney-U test uz Bonferronijevu korekciju, p <0,05.

5.3. Analiza receptora ObR i IR-a u stani¢noj membrani stanica hipokampusa

Stani¢na membrana nije homogene grade, nego u sebi sadrzi diskretne odjeljke uredenije
strukture ili lipidne splavi u kojima je osiguran prikladan okoli§ za stani¢nu signalizaciju. Zahvaljujuci
kaveolinu, proteinu nalik ukosnici, neke od lipidnih splavi su invaginacije u membrani te se nazivaju
kaveolama. U kaveole su na periferiji smjeSteni ObR i IR te se isto oCekuje u srediSnjem ziv€anom
sustavu (75,78). Osim interakcija s kaveolinom, navedeni su receptori u interakciji s gangliozidima, koji,
¢ini se, posreduju funkcionalnosti receptora (80,107). U slu¢aju patoloskih promjena interakcije ObR i
IR s kaveolinom ¢e se izgubiti, a brojnost gangliozida se moze povecati u stani¢énoj membrani.
Posljedi¢no bi se ObR i IR izmjestili iz kaveola te bi stanica s takvim receptorima bila neosjetljiva na

ligande, leptin i inzulin. U slucaju neosjetljivosti na leptin i inzulin, stanice hipokampusa ne bi mogle
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normalno funkcionirati. Disfunkcionalan hipokampus se o€ituje nemoguéno$c¢u snalazenja u prostoru i
rjesavanju sloZenih zadataka.

Analizom lipidnih splavi hipokampusa muzjaka i zenki izlozenih kroni¢noj HFHSD prehrani
pokazalo se da receptori ObR i IR nisu smjeSteni u splavima. Naprotiv, i u muZzjaka i u Zenki su
detektirani u n-LS frakciji u kojoj se nalazi ostatak stani¢ne membrane, i u kontrolnim skupinama, 1 i 2
te u skupinama tretiranim antidijabeticima, 3 i 4. Navedeni rezultat je prvi koji bi pokazao da ObR i IR
nisu smjesteni u centralnom zivéanom sustavu kao na periferiji. Na periferiji je drugaciji sastav
gangliozida pa bi to moglo biti u vezi s drugacijim smjestajem ObR i IR (108). Karakterizacija sastava
lipidnih splavi s obzirom na gangliozide bi mogla doprinijeti razumijevanju smjeStaja ObR i IR u
stani¢noj membrani stanica hipokampusa. Karakterizacija bi se mogla napraviti na primarnim stani¢nim
kulturama stanica hipokampusa.

lako je jasno vidljivo da dolazi do kvantitativnih promjena u izrazaju ObR i IR, tesko je zakljuciti
na §to se on odnosi, posebice na koju vrstu stanica. Zato mislimo da se studija mora napraviti na
stani¢nim kulturama hipokampalnih neurona ili glija stanica kako bi se to moglo razluéiti. Dodatno, ObR
je bio izraZzen u nekoliko izoformi. Smatramo da se radilo o jednoj izoformi — ObRb koja je razli¢ito
deglikozilirana tijekom procesa izolacije lipidnih splavi. Naime, ObR je vrlo glikoziliran receptor, a
ugljikohidratne skupine doprinose molekularnoj masi ObRb od 30-70 kDa. Takoder doprinose
funkcionalnosti receptora (48,49). Prema uputama proizvodaca (Santa Cruz Inc., Texas, DA, SAD)
oc¢ekivali smo jednu vrpcu na membrani molekularne mase 132 kDa. Na membrani su se pojavile vrpce
u odgovaraju¢em rasponu od 58-132 kDa. Dakle, najvjerojatnije se radi o deglikozilaciji ObRb. Dvije
najizraZenije vrpce ObR su analizirane, nazvali smo ih ,,duga izoforma* i ,,kratka izoforma“. Kako bi
zaista mogli utvrditi radi li se samo o ObRb izoformi, a ne i drugim izoformama (ima ih 7 ukupno),
potrebno je napraviti ekstrakciju ObR iz stani¢éne membrane stanica hipokampusa, npr. tehnikom
tankoslojne kromatografije i susljednu karakterizaciju. Tablicama 5.24. i 5.25. prikazani su opaZeni

trendovi u izrazaju ObR kod muzjaka, odnosno Zenki.

Tablica 5.24. Usporedba izrazaja ObR u n-LS frakciji stanicne membrane hipokampusa muzjaka.

ObR
Utinak Ukinak Uginak Uginak Usporedba
Utinak HFHSD metformina  |liraglutida metform_l_nau Ilrag_lutld_e!u utinaka o
ori HFHSD pri HFHSD pretilostii pretilostii metforminai
predijabetesu |predijabetesu [liraglutida
1V52 2Vs3 2Vs4 1Vs3 1Vvs4 IVvs4a
DUGA IZOFORMA J T T J T T
KRATKA IZOFORMA T L T J T T

Legenda: ObR — leptinski receptor, 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 1 - pove¢anje izraZaja, | - Smanjenje
izrazaja.
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Tablica 5.25. Usporedba izrazaja ObR u n-LS frakciji stanicne membrane hipokampusa Zenki.

ObR _ _
Uginak Uginak Uginak _ I.:Icmak_ U?_pc:redba
. i ) . metforminau [liraglutidau uctinaka
Utinak HFHSD [metformina  [liraglutida I L L
i HEHSD ori HFHSD pretilostii pretilostii metforminai
P predijabetesu |predijabetesu [liraglutida
DUGA IZOFORMA T ™ T T T -
KRATKA IZOFORMA T Jr T - T T

Legenda: ObR — leptinski receptor, 1 - zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 - Zivotinje na HFHSD
prehrani tretirane metforminom, 4 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 1 - pove€anje izraZaja, | - sSmanjenje
izrazaja.

Tablicama 5.26. 1 5.27. prikazani su opazeni trendovi u izraZaju IR-a kod muZzjaka, odnosno Zenki.

Tablica 5.26. Usporedba izrazaja IR-o. u n-LS frakceiji stani¢ne membrane hipokampusa muzjaka.

IR-ct ik ok b
Uinak Ucinak Jcina ; I.:Iclna ] U?_pore @
. i metforminau |liraglutidau ucinaka
Utinak HFHSD [metformina  |liraglutida o - -
i HEHSD ori HEHSD pretilostii pretilostii metforminai
P predijabetesu |predijabetesu (liraglutida
MUZJACI 4 N T b T T

Legenda: IR-a — alfa podjedinica inzulinskog receptora, 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 -
zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 1 - povecanje
izrazaja, | - smanjenje izrazaja.

Tablica 5.27. Usporedba izrazaja IR-a u n-LS frakciji staniéne membrane hipokampusa Zenki.

IR-ox
Utinak UEinak Usporedba
metforminau (liraglutidau  |uginaka
pretilostii pretilostii metforminai
liraglutida
ZENKE

Legenda: IR-a — alfa podjedinica inzulinskog receptora, 1 - Zivotinje na SD prehrani, 2 - Zivotinje na HFHSD prehrani, 3 -
zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom, 4 - Zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom, 1 - povecanje
izrazaja, | - smanjenje izrazaja.

5.4. Analiza izrazaja proteina pSTAT3 i SOCS3

pSTAT3 i SOCS3 su molekule ukljucene u leptinsku signalizaciju. U sluc¢aju povezivanja s
leptinom ObR postaje aktivan, $to uzrokuje fosforilaciju STAT3 proteina od strane JAK2 kinaze
pridruzene receptoru ObR. pSTAT3 posreduje signalizaciji koja na kraju dovodi do izrazaja proteina

SOCS3. SOCS3 je inhibitor aktivnosti ObR, a opisani mehanizam je klasi¢na povratna sprega kao na¢in
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kontrole aktivnosti ObR (47). Osim u leptinskom signalnom putu, SOCS3 moze biti aktiviran i od strane
receptora za upalne ¢imbenike poput TNF-a, IL-1f ili IL-6 (56). Stoga se u sluc¢aju upale moze ocekivati
neosjetljivost ObR na leptin. Buduéi da se leptinski i inzulinski signalni putovi, tako reci, susrecu u
svojim nizvodnim putovima, naruSena signalizacija leptinom dovodi i do narusSene signalizacije
inzulinom.

Koristeci se protutijelima na navedena dva proteina, anti-pSTAT3 i anti-SOCS3, analiziran je
sadrzaj citosola stanica hipokampusa Stakora kroni¢no izlozenih HFHSD prehrani. Nazalost, protutijelo
anti-pSTAT3 nije dalo imunoobojenje na membrani. Ograni¢enje u Koristenju anti-pSTAT3 protutijela
je bio izostanak koriStenja kontrolnog uzorka i blokiraju¢eg peptida. Stoga nismo u moguénosti zakljuciti
je li bilo fosforiliranog proteina, je li koristena koncentracija bila u granicama detekcije ili je li specifiéno
vezanje protutijela za protein izostalo.

Anti-SOCS3 protutijelo je bilo specifi¢no vezano za SOCS3 protein. Uoceno je da je SOCS3 razlicito
izrazen u zivotinjskim skupinama. Od svih promatranih skupina Zivotinja, najvise vrijednosti SOCS3
proteina pronadene su u skupini 4F. Medutim, taj rezultat moramo uzeti s rezervom jer nije normaliziran
prema unutra$njoj kontroli. I u ovom slu¢aju nismo sigurni kojoj vrsti stanica se moze pripisati obujam

opazenih promjena pa bi dodatni eksperimenti na stani¢nim kulturama mogli razjasniti ove nedoumice.
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Stalan unos suviska kalorija izaziva spolno specificne promjene izrazaja ObR, IR i IGF-1R u
odraslih Sprague-Dawley $takora koji su staro$¢u ekvivalentni srednjoj ljudskoj dobi. Promjena koli¢ine
promatranih receptora odnosi se na promjenu u osjetljivosti za njihove ligande. Kod muZjaka se
povecava osjetljivost na ObR i IGF-1R u LH, jezgri koja potice na hranjenje, a kod Zenki se smanjuje
osjetljivost na IR i IGF-1R u istoj jezgri. Kod muzjaka regije zaduzene za pamcenje reagiraju na HFHSD
prehranu povecanjem osjetljivosti leptinskog receptora, dok se kod zenki smanjuje osjetljivost istih
regija na sva tri receptora.

Metformin i liraglutid izazivaju spolno specificne promjene izrazaja promatranih receptora. Oba
antidijabetika povecavaju osjetljivost na leptin i inzulin u muzjaka. U Zenki metformin djeluje sli¢no
kao kod muzjaka, ali liraglutid ima suprotan uc¢inak i sniZzava osjetljivost prije svega na inzulin, a zatim
i na leptin, osobito u jezgri zaduzenoj za reprodukciju. Metformin i liraglutid imaju suprotno djelovanje
na hipotalamicke jezgre zenki. Takoder, oba antidijabetika povecavaju osjetljivost na leptin i inzulin u
hipokampusu muzjaka. Metformin djeluje slicno kao kod muzjaka na hipokampus zenki, dok liraglutid
smanjuje osjetljivost, osobito na inzulin. Zaklju¢no, metformin i liraglutid imaju suprotno djelovanje na
hipokampus Zenki.

HFHSD povecava izrazaj oba biljega upale u hipotalamusu muzjaka i zZenki i to pocevsi s najvecim
izrazajem biljega upale u ARC, a najmanje u najudaljenijoj jezgri od tre¢e mozdane komore, LH.
Istovremeno, u hipokampusu nije doslo do pojave reaktivne glioze i povecanja brojnosti mikroglije. Pod
utjecajem antidijabetika metformina u hipotalamusu muzjaka dolazi do znacajnog povecéanja astroglioze
samo u LH. Oba antidijabetika poveéavaju izrazaj Ibal biljega upale u CA1 podru¢ju hipokampusa
muzjaka. U Zenki metformin smanjuje astrogliozu u hipotalamickoj jezgri ARC, ali u isto vrijeme
povecava u dvije susjedne jezgre PA i PE. U hipokampusu Zenki antidijabetici nisu uzrokovali promjene
u izrazaju biljega upale.

Izolacija lipidnih splavi pokazala je da su ObR i IR u svim skupinama zivotinja izvan lipidnih splavi
te da niti u jednoj skupini Zivotinja nije doslo do razvoja leptinske i inzulinske rezistencije ili centralni
razvoj rezistencije nije popracen premjestanjem receptora izvan splavi. Za ObR receptor su detektirane
dvije izoforme, duga i kratka. Skupine su se medusobno razlikovale s obzirom na koli¢inu receptora, a
najvise oba receptora ObR 1 IR je detektirano u muzjaka na HFHSD tretiranih liraglutidom.

SOCS3 kao nizvodni cilj signalizacije putem citokinskih receptora ima najveci izrazaj u zenki na
HFHSD tretiranih liraglutidom iz ¢ega mozemo zakljuciti da u ovoj skupini zivotinja dolazi do

interakcije leptinskog i citokinskog signalnog puta.
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8. SAZETAK

UVOD. Energetsko stanje organizma je kontrolirano centrima sitosti u hipotalamusu, dijelu mozga
kojim se odrzava homeostaza organizma. Hormoni inzulin i leptin su dvije glavne molekule koje
odrazavaju koli¢inu uskladistene ili trenutno dostupne energije u obliku masnog tkiva i glikogena, te tu
informaciju prenose centrima sitosti. Oni zauzvrat poticu prikladan odgovor organizma (potraga za
hranom i hranjenje ili odbijanje hrane). U slu¢aju narusene kontrole energetskog stanja organizma dolazi
do poremecaja poput metabolickog sindroma pracenog pretilo§¢u, dijabetesom, problemima u
kardiovaskularnom sustavu, te moze do¢i do opadanja kognitivnih sposobnosti i neurodegenerativnih
poremecaja. Nabrojani poremecaji prevladavaju u razvijenim zemljama i zemljama u razvoju te
predstavljaju velik problem zdravstvu navedenih zemalja. Kontrola energetskog stanja organizma biva
naruSena uslijed kroni¢nog unosa suviska kalorija i posljedicnog razvoja upale niskog stupnja u
perifernim tkivima te upale u centralnom ziv€anom sustavu (koja se oc€ituje promjenom morfologije
astrocita i povecanjem brojnosti mikroglije). Upalno stanje doprinosi naruSavanju signalnih putova
upravljanih inzulinskim i leptinskim receptorima. Jedan od mehanizama koji bi doveo do centralne
inzulinske i leptinske rezistencije mogao bi ukljucivati promjene u sastavu lipidnih splavi stanica mozga.
Metformin i liraglutid su najc¢eSce koriSteni antidijabeticki lijekovi koji su pokazali obecavajuce
rezultate u terapiji ranih znakova neurodegeneracije. Istrazivanja utjecaja ova dva antidijabetika
razjasnila bi mehanizam njihovog djelovanja na centralni Zivcani sustav. METODE. U istrazivanje su
bila ukljucena 64 odrasla Sprague-Dawley Stakora oba spola, starosti 44 tjedna. Bili su podijeljeni u 4
skupine; (1) - kontrolna skupina na standardnoj prehrani (SD), (2) - kontrolna skupina na prehrani
bogatoj mastima i ugljikohidratima (HFHSD), (3) - skupina na HFHSD tretirana metforminom i (4) -
skupina na HFHSD tretirana liraglutidom. Nakon 6 tjedana indukcije pretilosti uslijedilo je 14 tjedana
primjene tretmana skupina 3 i 4 navedenim antidijabeticima. Kada su Stakori navrsili 64 tjedna
eutanazirani su i mozgovi su prikupljeni za analizu. Polovica mozga je imunohistokemijski obojana
specificnim protutijelima na receptore za leptin (ObR), inzulin (IR) i ¢imbenik rasta nalik inzulinu 1
(IGF-1R), te na proteine Nestin (biljeg mati¢nih stanica), GFAP (biljeg astrocita i centralne upale) i Ibal
(biljeg mikroglije i centralne upale). Hipokampus druge polovice mozga je bio iskoriSten za izolaciju
lipidnih splavi i odredivanje polozaja ObR i IR u odnosu na njih metodom Western blot te za
kvantifikaciju proteina iz signalnog puta upravljanog s ObR — pSTAT3 i SOCS3 takoder metodom
Western blot. REZULTATI. Suvisak kalorija je izazvao spolno specifi¢ne promjene izrazaja ObR, IR
i IGF-1R u mozgu odraslih Sprague-Dawley $takora. Dok su metformin i liraglutid imali sli¢ne ucinke
na izrazaj ObR, IR i IGF-1R u mozgu muzjaka, u mozgu Zenki su djelovali suprotno — metformin je
povecavao izrazaj navedenih receptora, a liraglutid smanjivao. HFHSD je povecao izrazaj oba biljega
upale u hipotalamusu muzjaka i Zzenki (GFAP i Ibal), dok u hipokampusu nije doslo do statisticki
znacajne pojave reaktivne glioze i povecanja brojnosti mikroglije. Antidijabetici su samo u lateralnoj
jezgri hipotalamusa (LH) muZzjaka povecali izrazaj GFAP. Na hipotalamus Zenki je metformin djelovao
tako §to je smanjio izrazaj GFAP u arkuatnoj jezgri (ARC), no povecao u dvije susjedne jezgre
paraventrikularnoj (PA) i periventrikularnoj (PE). Izolacija lipidnih splavi pokazala je da su ObR i IR u
svim skupinama zivotinja izvan lipidnih splavi. Protein supresor signalizacije citokinima SOCSS3,
nizvodni cilj citokinske i leptinske signalizacije imao je najveci izrazaj u Zenki na HFHSD tretiranih
liraglutidom. ZAKLJUCCI. Stalan unos suviska kalorija izazvao je pretilost u odraslih Sprague-
Dawley $takora. HFHSD prehrana je na spolno specifi¢an nacin mijenjala osjetljivost receptora ObR,
IR i IGF-1R za njihove ligande te je tako utjecala na signalne putove upravljane navedenim receptorima
(u mozgu muzjaka povecala osjetljivost za leptin, u mozgu zenki smanjila osjetljivost na leptin, inzulin
i IGF-1). Najznacajniji nalaz je da liraglutid u mozgu Zenki smanjuje osjetljivost na inzulin i IGF-1,
odnosno doprinosi razvoju rezistencije na navedene ligande, dok u mozgu muZzjaka ovaj fenomen nije
bio zapazen. Uslijed HFHSD prehrane razvila se upala u hipotalamusu odraslog mozga muzjaka i zenki.
Cini se da metformin poja¢ava upalu u mozgu muZjaka, a smanjuje u mozgu zenki, dok liraglutid djeluje
suprotno. Buduci da je u hipokampusu svih skupina Zivotinja utvrden polozaj ObR i IR izvan lipidnih
splavi, mozemo re¢i da ni u jednoj skupini zivotinja nije doslo do razvoja leptinske i inzulinske
rezistencije ili hipokampalni razvoj rezistencije nije popra¢en premjesStanjem receptora izvan splavi.
Prema izrazaju SOCS3 proteina mozemo zakljuciti da u Zenkama na HFHSD tretiranih liraglutidom
dolazi do interakcije leptinskog i citokinskog signalnog puta. Zaklju¢no, dva istrazivana antidijabetika
imaju suprotno djelovanje na mozak muzjaka i Zenki te ovisno o spolu njihova primjena nije jednako
sigurna. Svakako bi trebalo istraziti potencijal njihove neurotoksi¢nosti.
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INTRODUCTION. Body energy status is controlled by the hypothalamic (HTH) satiety centers, the
part of the brain that maintains homeostasis. Insulin and leptin are two major hormones which reflect
the amount of stored or currently available energy in the form of fatty tissue and glycogen to the satiety
centers. They in turn facilitate a suitable body response (search for food and feeding or food refusal). In
case of impaired control of the energy state, disorders such as metabolic syndrome accompanied with
obesity, diabetes, cardiovascular system disorders, cognitive impairment and neurodegenerative
disorders may occur. The listed disorders prevail in western countries and are a major problem for the
public health. Chronic overnutrition and consequential peripheral or central low grade inflammation
(which is manifested by morphological changes in astrocytes and increased number of microglia) affect
control of the energy status of the body. The inflammatory state contributes to the disruption of signaling
pathways controlled by insulin and leptin receptors. One of the mechanisms that could lead to central
insulin and leptin resistance may include changes in the lipid rafts of the brain cells. Commonly used
antidiabetic drugs nowadays, metformin and liraglutide, have shown promising results in the treatment
of early signs of neurodegeneration. The research of the effects of these two antidiabetics would clarify
the mechanism of their action on the central nervous system.

METHODS. The study included 64 adult Sprague-Dawley rats of both sexes aged 44 weeks. They were
divided into 4 groups; (1) - control group on standard diet (SD), (2) - control group on high-fat high-
sugar diet (HFHSD), (3) - HFHSD group on metformin treatment and (4) - HFHSD group on liraglutide
treatment. Six-week-long obesity induction was followed by 14-week-long treatment of groups 3 and 4
with antidiabetics. When the rats turned 64 weeks they were euthanized and the brains were collected
for analysis. One brain hemisphere was immunohistochemically stained with specific antibodies to
receptors for leptin (ObR), insulin (IR) and insulin-like growth factor 1 (IGF-1R), Nestin protein (marker
of stem cells), GFAP (marker of astrocytes and central inflammation) and Ibal (marker of microglia and
central inflammation). Hippocampus (HIPP) from the other brain hemisphere was used for lipid raft
(LR) isolation and ObR and IR position determination relative to the LR by the Western blot. Also, the
same tissue was used for the quantification of pSTAT3 and SOCS3 proteins involved in the ObR
signaling pathway by the Western blot.

RESULTS. HFHSD caused sex-specific changes in expression of ObR, IR and IGF-1R in the adult rat
brain. While metformin and liraglutide had similar effects to the expression of ObR, IR and IGF-1R in
the male brain, in the female brain they had opposite effects - metformin upregulated expression of
mentioned receptors while liraglutide downregulated them. HFHSD caused inflammation in the male
and female HTH (upregulation of GFAP and Ibal), while the HIPP was not affected. Antidiabetics
increased the expression level of GFAP only in the male lateral nucleus of HTH (LH). Metformin
reduced expression level of GFAP in the female HTH arcuate nucleus (ARC), but increased it in two
adjacent nuclei - paraventricular (PA) and periventricular (PE). It has been found in all animal groups
that ObR and IR are not parts of the lipid rafts. Suppressor of cytokine signaling SOCS3, the downstream
target for cytokine and leptin signaling was most expressed in HFHSD females treated with liraglutide.
CONCLUSIONS. Chronic overnutrition caused obesity in adult Sprague-Dawley rats. HFHSD
changed the susceptibility of ObR, IR and IGF-1R receptors to their ligands in a sex-specific manner
and thus affected signaling pathways controlled by mentioned receptors (in the male brain increased
susceptibility to leptin, in the female brain decreased susceptibility to leptin, insulin, and IGF -1). The
most significant finding is that liraglutide in the female brain contributes to the development of insulin
and IGF-1 resistance, while this phenomenon was not observed in the males. HFHSD caused
inflammation in the male and female HTH. Metformin appears to contribute to inflammation in the male
brain, but it diminishes it in the female brain. The liraglutide acted oppositely. Finding that ObR and IR
are not in the lipid rafts of HIPP cells suggests that neither animal group developed leptin and insulin
resistance or development of these resistances in HIPP are not accompanied by the displacement of the
ObR and IR from the rafts. According to the expression of SOCS3 it can be concluded that in HFHSD
females treated with liraglutide leptin and cytokine signaling pathways interacted. In conclusion, the
two investigated antidiabetics had the opposite effects on the male and female brain and sex matters
when it comes to safety of their application. The neurotoxicity of metformin and liraglutide should be
further explored.
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10.1. Recepti koristenih pufera

U ovom poglavlju su navedeni recepti za pripremu otopina koristenih u istraZivanju, osim pufera

koristenih pri izolaciji lipidnih splavi iz razloga $to su detalji navedene metode u pripremi za publikaciju.

10xPBS:
Kemikalija
NaCl
KCI
Na;HPO4
KH2PO4
dH.O

1xPBS:
Otopina
10xPBS
dH.0

1XPBST:
Kemikalija ili otopina
10xPBS
dH.O
Tween 20

4% paraformaldehid (pH=7.4):

Kemikalija
Paraformaldehid
NaOH

10XPBS

dH.0

Koli¢ina (g) za 500 mL otopine
45

1

5,6

1

do razine od 500 mL

Kolicina (mL) za 500 mL otopine
50
450

Koli¢ina (mL) za 500 mL otopine
50

450

0,5

Kolicina (g) ili otopina (mL) za 500 mL otopine
209

5 granula

50 mL

do razine od 500 mL

DeOlmos otopina za pohranu kriorezova:

Kemikalija
1XPBS
Saharoza

Polivinilpirolidon (PVP-40, Sigma)

Etilen glikol (30%)
dH20

Sudan black B u 70%-tnom etanolu:

Kemikalija ili otopina
Sudan black B

Etanol (70%), pothladeni

Koli¢ina (g) ili otopina (mL) za 1L otopine
500 mL

300¢

109

300 mL

do razine od 1L

Kolicina (g) ili otopina (mL) za 500 mL otopine
0,39
100 mL
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1,5xTBS (0,05M Tris, pH=7,6):

Kemikalija
0,2 M Tris
0,2M HCI
NaCl

dH.0

1 5xTBST:
Kemikalija ili otopina
1,5xTBS
dH.O
Tween 20

Kolicina (g) ili otopina (mL) za 2L otopine
500 mL

384 mL

309

do razine od 2L

Koli¢ina (mL) za 500 mL otopine
50

450

0,5
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1 - Zivotinje na standardnoj prehrani (SD),

1XPBST - 0,1%-tna otopina detergenta Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) u 1xPBS puferu,
IXTBST - 0,1%-tna otopina detergenta Tween 20 u 1xTris-HCI puferu,

2 - zivotinje na HFHSD prehrani,

3 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane metforminom (HFHSD + M),
4 - zivotinje na HFHSD prehrani tretirane liraglutidom (HFHSD + L),

A - apsorbancija,

AD - Alzheimerova bolest (engl. Alzheimer's disease),

AF488 - fluorokrom Alexa fluor 488™,

agrp - gen za protein vezan za agouti peptid,

AgRP - peptid u vezi sa agouti peptidom,

AKT - protein kinaza B,

ARC - arkuatna jezgra hipotalamusa,

BSA - albumin iz seruma goveda (engl. bovine serum albumine),

CALl i CA3 - Cornu Ammonis podruéja hipokampusa 11 3,

CART - transkript povezan s kokainom i amfetaminom (engl. cocaine- and amphetamine-regulated
transcript),

CCL - ligand kemokina,

c-fos — gen ¢iji transkript nadzire stani¢nu proliferaciju i diferencijaciju,
CRP - C-reaktivni protein,

CT - temperatura kriokomore u kriostatu,

CTB - podjedinica B toksina kolere konjugirane s HRP,

CTB2 - podjedinica B toksina kolere 2,

CTX - kora mozga,

Cy3 - fluorokrom cijanin 3,

DAB - 3,3'-diaminobenzidin,

DAPI - 4',6-diamidino-2-fenilindol,

DG - nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus),

dH0O - destilirana voda,

DMH - dorzomedijalna,

DN - dopaminergicko podrucje,

ERK — proteinska kinaza regulirana ekstracelularnim signalima,

Flotl - protein flotilin1,

FoxO - ,,forkhead box* protein O1,

GABA - gama-aminobutiri¢na kiselina (engl. gamma-aminobutyric acid),
GFAP - fibrilarni kiseli protein glije (engl. glial acidic fibrilary protein), biljeg aktivirane glije,

GH - hormon rasta (engl. growth hormone),
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GH - hormon rasta (engl. growth hormone),

GLP-1 - peptid nalik glukagonu 1 (engl. glucagon-like peptide-1),

GLUT - transporter za glukozu,

GM1 - monosijalotetraheksozilgangliosid,

GnRH - hormon koji potice lu¢enje gonadotropina (engl. gonadotropin-releasing hormone),

GRB2 - protein 2 vezan uz receptor za ¢imbenike rasta (engl. growth factor receptor-bound protein 2),
GSK3 - glikogen-sintaza-kinaza 3,

GTT - test tolerancije na glukozu

h - sat,

H0; - vodikov peroksid,

HIPP - hipokampus,

HRP - peroksidaza iz hrena (engl. horseradish peroxidase),

HTH - hipotalamus,

Ibal - biljeg mikroglije - ionizirana kalcij-vezujuc¢a adaptorska molekula 1 (engl. ionized calcium-
binding adaptor molecule 1),

IGF-1 - ¢imbenik rasta nalik inzulinu (engl. insulin like growth factor),

IGF-1Rp - beta podjedinica receptora za ¢imbenik rasta nalik inzulinu,

IKKp - kinaza beta podjedinice inhibitora kapa-B ¢imbenika (engl. kinase subunit beta factor kappa-B
inhibitor),

IL — interleukin,

IR-a - alfa podjedinica receptora za inzulin,

JAK2 - kinaza iz obitelji janus povezana s citokinskom signalizacijom, protein kinaze aktivirane
mitogenima (MAPK)

K - kontrola (kriorez mozga koje je sluzio kao negativna kontrola u imunohistokemijskom bojanju),
LH - lateralna jezgra hipotalamusa,

MEK - proteinska kinaza regulirana mitogenim signalima,

min - minuta,

min — minuta,

mMTORCL - kompleks 1 ciljnih proteina rapamicina u sisavaca (engl. mammalian target of rapamycin
complex 1),

NF-«xB — jezgreni ¢cimbenik kapa-B (engl. nuclear factor kappa-B),

NPY - neuropeptid Y,

NTS - jezgra solitarnog trakta (engl. nucleus of solitary tract),

ODbR - receptor za leptin,

OT - temperatura pri nozu, odnosno objektu rezanja u kriostatu,

P - fosfatna skupina,

PA-AP - anteriorni dio paraventrikularne jezgre hipotalamusa,
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PAGE - poliakrilamidna elektroforeza,

PBS - fosfatni pufer,

PDK - kinaza ovisna o 3-fosfoinozitidu (engl. phosphoinositide-dependent kinase),

PE - periventrikularna jezgra hipotalamusa,

PFA - paraformaldehid,

PI3K - fosfatidil-inozitol-3 kinaza,

PIR - piriformna kora mozga,

PKC - proteinska kinaza C,

pomc - gen za pro-opiomelanokortin,

POMC - pro-opiomelanokortin,

PPARy - receptor aktiviran proliferacijskim signalom iz peroksisoma gama (engl. peroxisome
proliferator-activated receptor),

PPARy — receptor aktiviran proliferacijskim signalom peroksisoma (engl. peroxisome proliferator-
activated receptor),

pSTATS3 - fosforilirani protein signalne transdukcije i transkripcije 3 (engl. signal transduction and
transcription protein),

PTEN - fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfat-3-fosfataza (engl. phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-
phosphatase),

PTP - protein-tirozin-fosfataza (engl. protein tyrosine phosphatase),

PVDF - polivinildifluorid,

Raf — proteinska serin/treonin kinaza prvi puta pronadena u tkivu fibrosarkoma (engl. Rapidly
Accelerated Fibrosarcoma),

Ras — GTPaza pronadena prvi puta u tkivu sarkoma,

RH - Republika Hrvatska,

RT — sobna temperatura (engl. room temperature, RT),

s.c. - subkutano,

S1 - primarno osjetno podrucje kore mozga,

S1BF - dio primarnog osjetnog podrucja kore mozga, tzv. ,,Barrel field*,

S» - supernatant dobiven nakon drugog ultracentrifugiranja pri izolaciji lipidnih splavi,

SHP2 - vrsta protein-tirozin fosfataze,

SNC - kompaktni dio crne jezgre mozga (lat. substantia nigra pars compacta),

SOCSS3 - supresor signalizacije citokinima 3 (engl., supressor of cytokine signalization 3),

SREBP - protein koji se veze na element reguliran sterolom (engl. sterolregulatory-element-binding
protein),

St3Gal5 - sintaza gangliozida GM3 (engl. ST3 Beta-Galactoside Alpha-2,3-Sialyltransferase),

Sur. - suradnici

T1DM - dijabetes mellitus tip 3
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T2DM - dijabetes mellitus tip 2

T3DM - dijabetes mellitus tip 3, predlozeno ime za neurodegenerativne poremecaje obiljezene
inzulinskom rezistencijom,

TF — ¢imbenik transkripcije,

TfR1 — receptor za transferin 1,

Usp. — usporediti,

V - volt,

V - volumen,

VMH - ventromedijalna jezgra hipotalamusa,

VTA - ventralno podrucje tegmentuma,

WHO - svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization),
Y — aminokiselina tirozin,

a-MSH - hormon stimulacije melanocita-a (engl. a-melanocyte-stimulating hormone).
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