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Abstract

Introduction: Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) is hepatic manifestation of me-
tabolic syndrome. It represents a spectrum of diseases ranging from steatosis, non-alcoholic
steatohepatitis (NASH), that may progress to fibrosis, cirrhosis and eventually hepatocellular
carcinoma.

Aim: The aim of the study was to investigate the influence of CB, cannabinoid receptor bloc-
kade on the intensity of oxidative/nitrosative stress in mice liver with NAFLD. Therefore, we
used rimonabant, selective CB, antagonist.

Material and Methods: Male mice C57BL/6 (n = 28) were divided into following groups:
! Control group - fed with control chow diet 20 weeks (C group; n = 7), ? Group fed with
high saturated fat diet 20 weeks (HF group; n = 7), ¥ Group fed with standard chow diet and
treated with rimonabant after 18 weeks (R group; n = 7), ¥ Group fed with high saturated fat
diet and treated with rimonabant after 18 weeks (HFR group; n = 7). The activity of liver tran-
saminases was measured in serum. The concentrations of malondialdehyde (MDA), nitrites
and nitrates (NO, ), and the activity of superoxide dismutase (SOD), copper/zinc superoxide
dismutase (Cu/ZnSOD) and manganese superoxide dismutase (MnSOD) were measured in
the liver.

Results: Rimonabant induced decrease in transaminase activity in R group compared to con-
trol, as well as in HFR group compared to HF group (p < 0.01, respectively). Concentrations
of MDA and NO_ were lower in HFR compared to HF group (p < 0.01). We found decrease

Keywords: in SOD, Cu/ZnSOD and MnSOD activities in HFR group compared to HF group (p < 0.01).
NAFLD, Conclusion: According to the results of this study, it can be concluded that blockade of CB,
CB, receptors, receptors causes useful effects in the treatment of NAFLD. Rimonabant reduced hepatocellu-
endocannabinoid system, lar injury, which was proved by decreased transaminase activities. The reduction of oxidative/
rimonabant, nitrosative stress and lipid peroxidation may also contribute to the protective effects of rimo-

oxidative/nitrosative stress nabant, which has been shown as decrease in MDA and NO, concentration.
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Sazetak

Uvod: Nealkoholna masna bolest jetre (eng. Non-Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD) je
hepati¢na manifestacija metabolickog sindroma koja se ispoljava $irokim spektrom bole-
sti jetre, od steatoze do nealkoholnog steatohepatitisa (engl. Non-Alcoholic Steatohepatitis,
NASH), fibroze i ciroze jetre, sa moguc¢noscu razvoja hepatocelularnog karcinoma.

Cilj rada: Cilj istrazivanja je da se ispita uticaj blokade CB, kanabinoidnih receptora na
intenzitet oksidativnog/nitrozativnog stresa u jetri miseva sa NAFLD. Zarad toga upotre-
bljen je rimonabant, selektivni antagonist CB, receptora.

Materijal i metode: Muzjaci miseva C57BL/6 soja (n = 28) podeljeni su u sledece grupe:
! Kontrolna grupa - Zivotinje na standardnoj ishrani, u trajanju od 20 nedelja (C grupa;
n = 7); ? Grupa zivotinja hranjenih dijetom bogatom mastima, u trajanju od 20 nedelja
(HF grupa; n = 7); ¥ Grupa Zivotinja na standardnoj ishrani, tretirana rimonabantom na-
kon 18 nedelja (R grupa; n = 7) i ¥ Grupa Zzivotinja hranjenih dijetom bogatom mastima,
tretirana rimonabantom nakon 18 nedelja (HFR grupa; n = 7). Nakon 20 nedelja merena
je aktivnost transaminaza u serumu. U jetri su odredene koncentracije malondialdehida
(MDA), nitrita i nitrata (NO) i aktivnosti ukupne superoksid dismutaze (SOD), bakar/
cink-superoksid dismutaze (Cu/ZnSOD) i mangan-superoksid dismutaze (MnSOD).
Rezultati: Primena rimonabanta dovela je do smanjenja aktivnosti transaminaza u R gru-
pi u odnosu na kontrolu, kao i u HFR grupi u odnosu na HF grupu (p < 0,01, respektivno).
Koncentracija MDA i NO_u HFR grupi bila je sniZzena u poredenju sa HF grupom (p <
0,01). Aktivnosti ukupne SOD, Cu/ZnSOD i MnSOD u HFR grupi bile su statisticki zna-
¢ajno smanjene u odnosu na HF grupu (p < 0,01).

Zaklju¢ak: Na osnovu rezultata studije moze se zakljuciti da blokada CB, receptora ispo-
ljava potencijalno korisne efekte u tretmanu NAFLD. Rimonabant je doveo do smanjenja
stepena hepatocelularnog ostecenja, na sta ukazuje smanjena aktivnost transaminaza u

Kljucne reci:

NAFLD;

CB, receptori;
endokanabinoidni sistem;

rimonabant; serumu miSeva. Primena rimonabanta dovela je do smanjenja intenziteta oksidativnog/
oksidativni/nitrozativni nitrozativnog stresa i lipidne peroksidacije, $to je pokazano smanjenjem koncentracije
stres MDA iNO_

Uvod

Nealkoholna masna bolest jetre (eng. Non-Alcoholic
Fatty Liver Disease, NAFLD) je hepati¢na manifestacija
metabolickog sindroma koja se ispoljava Sirokim spek-
trom bolesti jetre, od steatoze do nealkoholnog steatohe-
patitisa (eng. Non-Alcoholic Steatohepatitis, NASH), fibro-
ze i ciroze jetre, sa mogucénoscu razvoja hepatocelularnog
karcinoma (1). Procenjuje se da prevalencija NAFLD u
razvijenim zemljama varira izmedu 20-30 %, pri ¢emu se
kod morbidno gojaznih osoba povecava i do 90 % (2).

Iako svi patogenetski mehanizmi, ukljuceni u razvoj
NAFLD, nisu jos uvek u potpunosti razjasnjeni, predlo-
zena je hipoteza ,dva udara® Prvi udar bi podrazumevao
insulinsku rezistenciju (IR), koja kod osoba sa visceralnim
tipom gojaznosti povecava intenzitet lipolize, preuzimanje
slobodnih masnih kiselina (SMK) od strane jetre, de novo
lipogenezu masnih kiselina i nakupljanje triacilglicerola
(TAG) u hepatocitima. Ove inicijalne promene ¢ine jetru
osetljivom na dejstvo oksidativnog/nitrozativnog stresa,
lipotoksi¢nosti i proinflamatornih citokina, koji bi pred-
stavljali drugi udar (3-5).

Utvrdeno je da kod obolelih od NAFLD dolazi
do preteranog stvaranja prooksidativnih faktora i sma-
njenja kapaciteta antioksidativne zastite. Reaktivne vr-
ste kiseonika (eng. Reactive Oxygen Species, ROS) pred-
stavljaju jedinjenja kiseonika koja su reaktivnija od mo-
lekularnog kiseonika i obuhvataju slobodne radikale i

vodonik-peroksid. Slobodni radikali su hemijske vrste sa
jednim nesparenim elektronom koje poti¢u od moleku-
la kiseonika, kao $to su superoksid anjon i hidroksi ra-
dikal (5). Poznato je da ROS stimuli$u inducibilni enzim
azot-monoksid sintazu (iNOS), dovode¢i do povecanja
nivoa azot-monoksida (NO). Glavni izvor oksidativnog
stresa u toku NASH je pojacano dopremanje i katabolizam
SMK u hepatocitima, usled gojaznosti i IR. Beta oksidacija
SMK vrsi se u mitohondrijama i peroksizomima, a w-ok-
sidacija u endoplazmatskom retikulumu, posredovana
CYP4A mikrozomalnim enzimskim sistemom (4).

Znacajni faktori koji doprinose nastanku oksida-
tivnog stresa su su i aktivnost ciklooksigenaze i lipooksi-
genaze, kao i mitohondrijalna disfunkcija (5). Osim toga,
komponente antioksidativne zastite od velikog su znacaja
u cCelijskom odgovoru na oksidativni stres. Stoga, sma-
njenje aktivnosti antioksidativnih enzima, poput SOD,
katalaze i glutation peroksidaze (GSH-Px), kao i neen-
zimskih primaoca elektrona, kao $to je redukovani glu-
tation (GSH), mogu da doprinesu razvoju oksidativnog
stresa (6,7). Usled porasta koncentracije ROS dolazi do
peroksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina, $to dovodi
do stvaranja aldehidnih nusproizvoda, kao $to su MDA i
4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE), koji nam ukazuju na in-
tenzitet lipidne peroksidacije (5).

Endokanabinoidni sistem (ES) se sastoji iz kana-
binoidnih receptora (kanabinoidni receptori tipa 1 /CB,/
i tipa 2 /CB,/), endokanabinoida (anandamid /ANA/ i
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2-arahidonoil-glicerol /2-AG/), kao i enzima uklju¢enih
u sintezu i razgradnju endokanabinoida (8). Kanabinoidi
¢ine klasu raznolikih hemijskih jedinjenja koja aktivira-
ju kanabinoidne receptore u koje spadaju fitokanabinoidi
(izolovani iz kanabisa), endokanabinoidi i sinteticki kana-
binoidi (9,10). Dosadasnja istrazivanja su potvrdila prisu-
stvo CB, receptora, kao i ANA i 2-AG, kako u hepatociti-
ma, tako i u stelatnim celijama (11). Pokazano je da ES ima
ulogu u razvoju NAFLD i drugim poremecajima poveza-
nim sa gojazno$cu (10). Disregulacija ES, koja nastaje kod
gojaznih, dovodi do porasta unosa hrane, porasta telesne
tezine i akumulacije TAG u hepatocitima, sa posledicnim
razvojem steatoze i IR (12,13). Dosadasnja istrazivanja
ukazuju da su hepati¢ni CB, receptori ukljuceni u razvoj
NAFLD, dislipidemije, kao i drugih poremecaja indukova-
nih primenom dijete bogate mastima (engl. High Fat Diet,
HFD) (tabela 1) (14,15).

Tabela 1. Sastav dijete sa povecanim sadrzajem masti (HFD)

Nutrijenti %
Preciséeni kazein 20
DL-metionin 0,30
Saharoza 30,58
Kukuruzni skrob 20
Kokosovo ulje 20
Alfacel, nenutritivna masa 5
DL-a-tokoferol u prahu (250 IV/gr) 0,12
AIN-76 mineralna mesavina 4
Ukupno 100

Do sada nisu u potpunosti razjasnjeni mehanizmi
kojim ES utice na inicijaciju i progresiju oksidativnog/ni-
trozativnog stresa u hepatocitima u toku NAFLD. Imajuci
to u vidu, cilj ovog istrazivanja je da se ispita uticaj bloka-
de CB, receptora na intenzitet oksidativnog/nitrozativnog
stresa u jetri miSeva sa NAFLD. U te svrhe upotrebljen je
rimonabant, selektivni antagonist CB, receptora.

Materijal i metode

Zivotinje

Istrazivanje je sprovedeno na muzjacima miSeva
C57BL/6 soja, starosti 8 nedelja, prose¢ne tezine 21-25 g,
uzgajanim na Vojnomedicinskoj akademiji u Beogradu.
Zivotinje su drzane u pojedina¢nim kavezima, u kontro-
lisanim laboratorijskim uslovima (ambijentalna tempera-
tura 22 + 2°C; relativna vlaznost vazduha 50 + 10%; ciklus
svetlost/tama 12/12h, pri ¢emu su svetla paljena u 9 h uju-
tru), sa dostupnom vodom i hranom ad libitum. Tokom
trajanja istrazivanja vrSeno je merenje dnevnog unosa hra-
ne. Sve eksperimentalne procedure su u punoj saglasnosti

sa Direktivom Evropskog parlamenta (2010/63EU) i odo-
brene su od strane Eticke komisije Medicinskog fakulteta u
Beogradu (dozvola broj 476/1).

Eksperimentalni dizajn

Pre samog eksperimenta sve Zivotinje (n = 28) bile
su hranjene kontrolnom dijetom (standardnom peleti-
ranom hranom za miSeve). Sa navrsenih 8 nedelja staro-
sti nasumi¢no su podeljene u sledece grupe: ! Kontrolna
grupa - zivotinje na standardnoj ishrani, u trajanju od 20
nedelja (C grupa; n = 7); ? Grupa Zivotinja hranjena dije-
tom bogatom mastima, u trajanju od 20 nedelja (HF grupa;
n =7), ¥ Grupa zivotinja na standardnoj ishrani, tretirana
rimonabantom nakon 18 nedelja (R grupa; n =7), ¥ Grupa
zivotinja hranjena dijetom bogatom mastima, tretirana ri-
monabantom nakon 18 nedelja (HFR grupa; n = 7). Sastav
dijete sa visokim sadrzajem masti (MP Biochemicals,
Kalifornija, SAD) prikazan je u tabeli 1. Dnevne doze ri-
monabanta (10 mg/kg) bile su administrirane HFR i R gru-
pi orogastricnom sondom svakodnevno u toku poslednje
dve nedelje. Istovremeno, C i HF grupa su dobijale fizio-
loski rastvor (0,9% NaCl), na isti na¢in. Rimonabant je, pre
administracije, rastvoren u 0,1% Tween 80 u destilovanoj
vodi, nakon cega je sonifikovan na ledu u trajanju od 20
sekundi pomocu digitalnog Branson sonifikatora.

Nakon 20. nedelje sve Zivotinje su bile Zrtvovane
iskrvarenjem u op$toj anesteziji izazvanoj ketaminom (100
mg/kg, intraperitonealno /i.p./).

Uzorci krvi uzeti su punkcijom desne komore srca
u cilju odredivanja parametara ostecenja hepatocita (ala-
nin aminotransferaze /ALT/ i aspartat aminotransferaze /
AST/).

Uzorci tkiva jetre uzeti su u cilju odredivanja para-
metara oksidativnog/nitrozativnog stresa i antioksidativne
zastite.

Priprema uzoraka za analizu

Uzorci tkiva jetre za biohemijsku analizu homogeni-
zovani su na ledu, u hladnom puferisanom saharoznom
medijumu (0,25 M/L saharoza, 10 mmol/L K/NaPO, pufer
pH 7 i 1 mmol/L etilen-diamin-tetra sir¢etna kiselina /
EDTA/) (Serva, Feinbiochemica, Hajdelberg, Njujork).
Homogenati su zatim centrifugirani na 2000 obrtaja/min u
trajanju od 15 minuta na 4 °C. Sediment je rastvoren u sa-
haroza medijumu i potom centrifugiran. Supernatant je
prebacen u epruvete, a zatim centrifugiran na 3200 obrta-
ja/min. u trajanju od 30 minuta na 4 °C. Izdvojeni sedi-
ment je rastvoren u dejonizovanoj vodi. Nakon sat vreme-
na inkubacije, uzorci su centrifugirani 15 minuta na 3000
obrtaja/min. na 4 °C, a izdvojeni supernatanti su cuvani na
-70 °C. Proteini su odredeni po Lovrijevoj metodi (Lowry),
gde je govedi serumski albumin upotrebljen kao standard
(16).

Biohemijski parametri

Aktivnosti AST i ALT merene su spektrofotometrij-
ski na BT'S-330 spektrofotometru prema uputstvu proizvo-
daca. Rezultati su izrazeni u jedinicama na litar (U/L).
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Stepen lipidne peroksidacije je odreden merenjem
koncentracije MDA. Malondialdehid je odreden spektro-
fotometrijski prema metodi koju su opisali Diroti (Girotti)
isar. (17). Rezultati su izrazeni kao nmol MDA po miligra-
mu proteina (nmol/mg proteina).

Koncentracija NO , kao mera produkcije NO, odre-
dena je spektrofotometrijski na 492 nm, kori§¢enjem
Grisovog (Griess) reagensa (18). Rezultati su izrazeni kao
nmol NO_po milligramu proteina (nmol/mg protein).

Aktivnost ukupne superoksid dismutaze (EC1.15.1.1.
SOD) u jetri merena je spektrofotometrijski, kao inhibicija
autooksidacije adrenalina na 480 nm, nakon dodavanja 10
mM adrenalina. Uzorci za odredivanje MnSOD su prethod-
no tretirani sa 8 mM KCN (Sigma, Sent Luis, SAD) i zatim
analizirani na prethodno opisan nacin (19). Aktivnost Cu/
ZnSOD je odredena kao razlika izmedu aktivnosti ukupne
SOD i MnSOD. Sve enzimske aktivnosti su izrazene kao je-
dinice po miligramu proteina (U/mg proteina).

Statisticka analiza

Svi rezultati su prikazani kao srednje vrednosti
+ SD. Normalna distribucija parametara je potvrdena
Kolmogorov-Smirnovljevim testom, dok je za procenu sta-
tisticke znacajnosti razlike izmedu grupa koris¢ena analiza
varijanse (ANOVA) sa Takijevim (Tuckey) post hoc testom.
Razlika je smatrana statisticki znacajnom ako je vrednost p
< 0,05. Za statisticku analizu koris¢en je kompjuterski pro-
gram SPSS 15.0.

Rezultati

1. Efekat blokade CB, receptora na aktivnost AST i
ALT u serumu

U ovoj studiji uocili smo porast aktivnosti AST u se-
rumu miseva HF grupe (242,30 + 17,99 U/L) u odnosu na
kontrolu (185,06 + 7,25 U/L) (p < 0,01). Primena rimona-
banta dovela je do pada aktivnosti AST u R grupi (151,00

—~ 300 -
250 -
200
150 T

100 ~

50 i *k

Aktivnost transaminaza u serumu (U/L

0

11,15 U/L) u poredenju sa kontrolom (185,06 + 7,25 U/L) (p
< 0,01). Sli¢no tome, doslo je do statisticki znac¢ajnog sma-
njenja aktivnosti AST u HFR grupi (122,44 + 6,71 U/L) u
poredenju sa HF grupom (242,30 + 17,99 U/L) (p < 0,01)
(grafikon 1).

Rezultati studije pokazali su porast serumske aktiv-
nosti ALT u HF grupi (62,71 + 0,87 U/L) u odnosu na C
grupu (46,22 + 1,58 U/L) (p < 0,01). Primena rimonabanta
dovela je do pada aktivnosti ALT u R grupi (32,42 + 0,98
U/L) u odnosu na kontrolu (46,22 + 1,58 U/L) (p < 0,01).
Doslo je i do pada aktivnosti ALT u serumu Zivotinja HFR
grupe (31,44 + 1,88 U/L) u poredenju sa HF grupom (62,71
+ 0,87 U/L) (p < 0,01) (grafikon 1).

2. Efekat blokade CB, receptora na parametre oksida-
tivno/nitrozativnog stresa u jetri

Koncentracija MDA u tkivu jetre

Uoceno je povecanje hepati¢ne koncentracije MDA
u HF grupi (764,59 * 71,74 nmol/mg prot.) u odnosu na C
grupu (684,10 * 96,32 nmol/mg prot.) (p < 0,05). Primena
rimonabanta dovela je do smanjenja koncentracije MDA u
R grupi (443,14 + 22,29 nmol/mg prot.) u odnosu na kon-
trolu (684,10 + 96,32 nmol/mg) (p < 0,01). Slicno tome,
doslo je do pada koncentracije MDA u HFR grupi (181,11
+ 15,29 nmol/mg prot.) u odnosu na HF grupu (764,59 +
71,74 nmol/mg prot.) (p < 0,01) (grafikon 2).

Koncentracija NO_u tkivu jetre

Primena HFD dovela je do porasta koncentracije
NO_ u HF grupi (19,15 + 2,47 nmol/mg prot.) u odnosu na
C grupu (14,56 + 2,05 nmol/mg prot.) (p < 0,01). Nasuprot
tome, primena rimonabanta dovela je do smanenja njegove
koncentracije u HFR grupi (9,11 + 1,16 nmol/mg prot.) u
odnosu na HF grupu (19,15 + 2,47 nmol/mg prot.) (p <
0,01). Nije uocena statisticki znacajna razlika koncentracije
NO_ izmedu R grupe (14,26 + 1,44 nmol/mg prot.) i kon-
trole (14,56 £ 2,05 nmol/mg prot.) (p > 0,05) (grafikon 3).

EALT
T OAST

*%

. -

C R

HF HFR

Grafikon 1. Aktivnost alanin aminotransferaze (ALT) i aspartat aminotransferaze (AST) u serumu
izrazena u U/L. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD. C - standardna ishrana; R -
standardna ishrana uz tretman rimonabantom; HF - dijeta sa povecanim sadrzajem masti; HFR
- dijeta sa povecanim sadrzajem masti uz tretman rimonabantom. Statisticka znacajnost razlike
odredivana je kori§¢enjem jednosmerne analize varijanse (ANOVA) sa Takijevim post hoc testom. **p
< 0,01 u poredenju sa C grupom. ##p < 0,01 u poredenju sa HF grupom.
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Grafikon 2. Koncentracija MDA u jetri miSeva izrazena u nmol/mg proteina. Rezultati su predstavljeni
kao srednja vrednost + SD. C - standardna ishrana; R - standardna ishrana uz tretman rimonabantom;

HF - dijeta sa povecanim sadrzajem masti; HFR -

dijeta sa povecanim sadrzajem masti uz tretman

rimonabantom. Statisticka znacajnost razlike odredivana je koris¢enjem jednosmerne analize varijanse
(ANOVA) sa Takijevim post hoc testom. *p < 0,05 u poredenju sa C grupom. **p < 0,01 u poredenju sa C
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Grafikon 3. Koncentracija NO_u jetri miSeva izrazena u nmol/mg proteina. Rezultati su predstavljeni
kao srednja vrednost + SD. C - standardna ishrana; R - standardna ishrana uz tretman rimonabantom;
HF - dijeta sa povecanim sadrzajem masti; HFR - dijeta sa povecanim sadrzajem masti uz tretman
rimonabantom. Statisticka znacajnost razlike odredivana je koris¢enjem jednosmerne analize varijanse
(ANOVA) sa Takijevim post hoc testom. **p < 0,01 u poredenju sa C grupom. ##p < 0,01 u poredenju sa

HF grupom.

Aktivnosti ukupne SOD, Cu/ZnSOD i MnSOD u tki-
vu jetre

U ovoj studiji uocili smo povecanje aktivnosti uku-
pne SOD ujetri miseva HF grupe (33,12 £+ 2,55 U/mg prot.)
u odnosu na C grupu (12,38 + 2,16 U/mg prot.) (p < 0,01).
Primena rimonabanta dovela je do porasta aktivnosti uku-
pne SOD u R grupi (32,14 + 2,86 U/mg prot.) u odnosu na
kontrolu (12,38 + 2,16 U/mg prot.) (p < 0,01). Nasuprot
tome, uocili smo pad aktivnosti ukupne SOD u HFR grupi
(21,24 + 3,08 U/mg prot.) u odnosu na HF grupu (33,12 +
2,55 U/mg prot.) (p < 0,01) (grafikon 4).

U ovoj studiji, analiza izoenzima SOD pokazala je
porast aktivnosti Cu/ZnSOD u jetri zivotinja HF grupe
(32,17 + 2,09 U/mg prot.) u odnosu na C grupu (11,77 +
2,24 U/mg prot.) (p < 0,01). Primena rimonabanta dovela

je do porasta njegove aktivnosti u R grupi (31,50 + 2,21 U/
mg prot.) u odnosu na kontrolu (11,77 + 2,24 U/mg prot.)
(p < 0,01). Nasuprot tome, rimonabant je doveo do sma-
njenja aktivnosti Cu/ZnSOD u HFR grupi (20,88 + 2,27 U/
mg prot.) u odnosu na HF grupu (32,17 + 2,09 U/mg prot.)
(p <0,01) (grafikon 4).

Rezultati studije pokazali su porast aktivnosti
MnSOD u jetri miSeva HF grupe (32,24 + 2,31 U/mg
prot.) u odnosu na C grupu (11,96 + 2,51 U/mg prot.) (p
< 0,01). Primena rimonabanta dovela je do porasta aktiv-
nosti MnSOD u R grupi (31,88 + 2,62 U/mg prot.) u pore-
denju sa kontrolom (11,96 + 2,51 U/mg prot.) (p < 0,01).
Nasuprot tome, uoceno je smanjenje aktivnosti ovog enzi-
ma u HFR grupi (21,11 + 2,76 U/mg prot.) u odnosu na HF
grupu (32,24 £ 2,31 U/mg prot.) (p < 0,01) (grafikon 4).
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Grafikon 4. Aktivnosti ukupne SOD, Cu/Zn SOD i MnSOD u jetri miSeva izrazene u U/mg proteina.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD. C - standardna ishrana; R - standardna ishrana uz
tretman rimonabantom; HF - dijeta sa pove¢anim sadrzajem masti; HFR - dijeta sa pove¢anim sadrzajem
masti uz tretman rimonabantom. Statisticka znacajnost razlike odredivana je koris¢enjem jednosmerne
analize varijanse (ANOVA) sa Takijevim post hoc testom. **p < 0,01 u poredenju sa C grupom. ##p < 0,01

u poredenju sa HF grupom.

Diskusija

Rezultati nase studije su pokazali da primena HFD
izaziva hepatocelularno ostecenje, $to se vidi na osnovu
porasta aktivnosti transaminaza u serumu eksperimental-
nih Zivotinja (grafikon 1). Nasuprot tome, primena rimo-
nabanta dovela je do znac¢ajnog smanjenja aktivnosti AST i
ALT u obe tretirane grupe (grafikon 1). Razvoj oksidativ-
nog stresa u nasoj studiji potvrden je porastom koncentra-
cije MDA u jetri miSeva koji su bili na dijeti bogatoj ma-
stima (grafikon 2). Nasi rezultati su u saglasnosti sa rezul-
tatima studije koju su sproveli Fakhoury-Sayegh i sar., koji
su na istom eksperimentalnom modelu pokazali da HFD
dovodi do razvoja NAFLD i hepatocelularnog ostecenja
(20). Uzimajud¢i u obzir predlozenu hipotezu ,dva udara®,
rezultati studije koju su sproveli Jorgacevi¢ i sar. pokazali
su da oksidativno/nitrozativni stres igra znacajnu ulogu u
razvoju NAFLD (3). S tim u vezi, nasa studija ukazuje da
endokanabinoidi pogorsavaju stepen oksidativnog stresa u
toku NAFLD i to posredstvom CB, receptora. Do ovakvih
rezultata dosli su Gary-Bobo i sar. koji su, pored navede-
nog, dokazali i potencijalno korisne efekte blokade CB, re-
ceptora u toku NAFLD (21).

Jedan od znacajnijih izvora slobodnih radikala u
NAFLD su mitohondrije. Usled primene HFD dolazi do
intenzivnije B-oksidacije u mitohondrijama, $to posledi¢no
dovodi do povecane mitohondrijalne proizvodnje ROS (2).
Pokazano je da je odnos oksidativnog stresa i inflamacije
u toku NASH bidirekcioni (22). Naime, porast ekspresije
oksidaze redukovanog nikotinamid adenin dinukletotid
fosfata (NADPH) u Kupferovim ¢elijama takode predstav-
lja jedan od znacajnih mehanizama koji dovodi do pora-
sta produkcije ROS u toku NASH (23). Ovom studijom
smo pokazali da ES u toku NAFLD ispoljava prooksida-
tivne efekte, koje smo potvrdili smanjenjem koncentracije
MDA nakon primene rimonabanta (grafikon 2). Porast

produkcije ROS dovodi do mitohondrijalne disfunkcije
koja doprinosi razvoju oksidativnog stresa. S tim u vezi,
Fakhoury-Sayegh i sar. pokazali su da se u toku NASH mi-
tohondrijalna disfunkcija s vremenom samo pogorsava, i
to usled strukturnih promena u mitohondrijalnoj mem-
brani, kao i respiratornom lancu (24). Slede¢i znacajan
izvor ROS u NAFLD predstavlja povecana ekspresija gena
za CYP2E]. Do porasta aktivnosti navedenog enzima moze
do¢i usled pove¢anog dopremanja SMK u hepatocite, kao
i postojanja IR (25). Brojne eksperimentalne i klinicke
studije su pokazale da ES umnogome doprinosi razvoju
NAFLD, kako stimulacijom prooksidativnih mehaniza-
ma, tako i pogorsavanjem stepena IR i pove¢anjem inten-
ziteta de novo lipogeneze u jetri (26,27). Ovom studijom
smo pokazali da blokada CB, receptora u znacajnoj meri
smanjuje intenzitet lipidne peroksidacije (smanjenje kon-
centracije MDA) (grafikon 2). Sli¢no tome, Hussien i sar.
su na istom animalnom modelu potvrdili da rimonabant
smanjuje koncentraciju MDA u jetri (28). U nasoj studi-
ji primena HFD je dovela do porasta koncentracije NO_
u HF grupi (grafikon 3). Studija koju su sproveli Pankaj
i sar. pokazala je da primena HFD dovodi do indukcije
hepatocelularnog o$tecenja stimulacijom produkcije NO_
(29). Porast koncentracije MDA u ovim grupama govori
u prilog citotoski¢cnom dejstvu NO, ali i drugih slobodnih
radikala (29). Pokazano je, naime, da NO_ ispoljava cito-
toksi¢ne efekte porastom produkcije peroksinitrita usled
reakcije NO i superoksidnog anjona (29). U ovoj studiji
smo uocili znacajan porast aktivnosti ukupne SOD i njenih
izoformi u HF grupi u poredenju sa kontrolnom grupom
(grafikon 4). Ovo bi se moglo objasniti adaptivnim odgo-
vorom hepatocita na porast produkcije slobodnih radikala.
S druge strane, uocen je znacajan pad aktivnosti ukupne
SOD i njenih izoformi u HFR grupi u odnosu na HF gru-
pu. Ovo bi se moglo objasniti protektivhim efektom rimo-
nabanta, koji se ogleda u smanjenju oksidativnog stresa,
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a samim tim i smanjenom potrebom za aktivho$¢u ovih
enzima. Porast aktivhosti MnSOD koji smo uo¢ili u ovoj
studiji (grafikon 4) nije iznenaduju¢i, imajuci u vidu da su
mitohondrije u toku NAFLD jedan od znacajnijih izvora
ROS (23). Sli¢no nasim rezultatima, porast aktivnosti Cu/
ZnSOD uocili su i Hardwick i sar. (30). Oni su, proucavaju-
¢i aktivnost razli¢itih mehanizama antioksidativne zastite
u toku NAFLD, dosli do zakljucka da je povecana aktiv-
nost enzima antioksidativne zastite u pozitivnoj korelaciji
sa stepenom ostecenja jetre (30).

Zakljuc¢ak

Na osnovu rezultata nase studije moze se zakljuciti
da blokada CB, receptora dovodi do smanjenja stepena he-
patocelularnog ostecenja smanjenjem aktivnosti ALT i
AST u serumu mi$eva u odnosu na kontrolnu grupu. Doslo
je i do smanjenja intenziteta oksidativhog/nitrozativnog
stresa i lipidne peroksidacije, §to je pokazano znacajnim
smanjenjem koncentracije MDA i aktivnosti ukupne SOD
i njenih izoformi u grupama tretiranim rimonabantom.

Buduce studije bi trebalo da budu usmerene u cilju
daljeg objasnjenja i dopune nasih dosadasnjih saznanja o
ulozi ES u patogenezi NAFLD. Takve studije bi trebalo da
detaljnije ispitaju protektivne efekte rimonabanta u razvo-
ju oksidativno/nitrozativnog stresa na molekularnom ni-
vou, kao i genetsku i epigenetsku osnovu potencijano tera-
pijski korisnih efekata.
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