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Abstract

Introduction: Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a chronic metabolic disorder characterized
by inadequate glucose homeostasis. A common occurrence of T2DM is diabetic dyslipidemia.
Given lipid droplets’ role in intracellular lipid storage, these structures lie at the center of lipid
and energy homeostasis. Lipolysosomes are cell organelles that have the structure of lipid
droplets surrounded by a membrane. Lipophagy is a selective form of autophagy that enables
lipid droplet degradation, thus representing an important mechanism in the regulation of
lipid droplet homeostasis.

Aim: The aim of our research was fractional volume analysis of lipid droplets, autophagic ve-
sicles containing lipid droplets, and lipolysosomes in the lymphocytes of patients with T2DM
and hyperlipidemia.

Material and methods: Mononuclear cells were isolated from the peripheral blood of T2DM
patients with hyperlipidemia and from healthy individuals. Cells were fixed in glutaraldehyde
and postfixed in 1% osmium tetroxide. After contrasting with 4.7% uranyl acetate, the sam-
ples were embedded in epoxy resins and cut by an ultramicrotome. The ultrathin sections
were then contrasted with uranyl acetate and lead citrate and analyzed using transmission
electron microscopy. The fractional volume of lipid droplets, autophagic vesicles containing
lipid droplets, and lipolysosomes was determined using the double “coherent point” grid with
dots distributed at two different densities.

Results: While there was no difference in the fractional volumes of lipid droplets and autop-
hagic vesicles containing lipid droplets, the fractional volume of lipolysosomes was signifi-
cantly higher in the lymphocytes of T2DM patients with hyperlipidemia compared to healthy
individuals (p < 0.05).

Conclusion: A higher fractional volume of lipolysosomes revealed in the lymphocytes of
T2DM patients with hyperlipidemia can be due to an increase in the activity of these orga-
nelles, as well as an overall increase in cellular lipid metabolism in these patients.
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Sazetak

Uvod: Tip 2 dijabetes melitus (T2DM) je hroni¢ni metabolicki poremecaj koji karakterise
neadekvatna homeostaza glukoze. Jedna od uobicajenih pojava kod T2DM je dijabetska
dislipidemija. Lipidne kapi imaju ulogu u skladistenju lipida u ¢eliji, te se kao takve nalaze
u centru homeostaze lipida i energije. Lipolizozomi predstavljaju celijske organele koje
imaju strukturu lipidnih kapi okruzenih membranom. Lipofagija je jedan od selektivnih
oblika autofagije u kome dolazi do razgradnje lipidnih kapi, sto predstavlja znacajan me-
hanizam regulacije homeostaze lipidnih kapi.

Cilj: Ciljevi naseg istrazivanja bili su analiza zapreminskog udela lipidnih kapi, autofagij-
skih vezikula sa lipidnim kapima (lipofaga), kao i lipolizozoma u limfocitima bolesnika sa
T2DM i hiperlipidemijom.

Materijal i metode: Iz krvi dobijene od bolesnika sa T2DM i hiperlipidemijom i od zdra-
vih osoba izolovane su mononuklearne celije koje su potom fiksirane u glutaraldehidu i
postfiksirane u 1% rastvoru osmijum tetroksida. Nakon kontrastiranja u 4,7% rastvoru
uranilacetata, uzorci su kalupljeni u epoksi smolama, a potom seceni na ultramikroto-
mu. Dobijeni ultratanki isecci su ponovo kontrastirani i zatim analizirani na transmisio-
nom elektronskom mikroskopu. Zapreminski udeo lipidnih kapi, lipofaga i lipolizozoma
je odredivan primenom dvostruke ,coherent point“ mrezice sa tackama u dve razlicite
gustine.

Rezultati: Zapreminski udeo lipidnih kapi i lipofaga nije se znacajno razlikovao u limfoci-
tima bolesnika sa T2DM i hiperlipidemijom i zdravih ispitanika, dok je zapreminski udeo

Kljucne reci:
tip 2 dijabetes

melitus, lipolizozoma bio statisti¢cki znacajno veci u limfocitima bolesnika u odnosu na zdrave
hiperlipidemija, ispitanike (p < 0,05).

lipidne kapi, Zakljucak: Povecan zapreminski udeo lipolizozoma, otkriven u limfocitima bolesnika sa
lipofagi, T2DM i hiperlipidemijom, moze govoriti u prilog pojacanoj aktivnosti ovih organela, a
lipolizozomi samim tim i povec¢anog lipidnog metabolizma u ¢elijama kod ovih bolesnika.

Uvod sekvestriranjem masnih kiselina sprecavaju nastanak oste-

Tip 2 dijabetes melitus (T2DM) predstavlja hroni¢ni
metabolicki poremecaj Cija rastuca prevalenca predstavlja
veliki javnozdravstveni problem (1). Prouzrokovan je kom-
binacijom dva glavna faktora, neadekvatnom sekrecijom
insulina od strane P-celija pankreasnih ostrvaca, kao i rezi-
stencijom insulin-zavisnih tkiva na sekretovani insulin (2).
Kao posledica neadekvatne homeostaze glukoze, dolazi do
razvoja hiperglikemije, dok su oboleli od T2DM u poveca-
nom riziku od razvoja makrovaskularnih (bolesti kardio-
vaskularnog sistema) i mikrovaskularnih (nefropatija, reti-
nopatija i neuropatija) komplikacija (3). Pored toga, jedna
od uobicajenih pojava u T2DM je i dijabetska dislipidemija,
¢ije su glavne odlike povisenje serumskih nivoa triglicerida,
trigliceridima bogatih lipoproteina (engl. TG-rich lipoprote-
ins - TRLs), lipoproteina male gustine (engl. low-density li-
poproteins - LDL) i smanjenje vrednosti lipoproteina velike
gustine (engl. high-density lipoproteins - HDL) (2).

Lipidne kapi predstavljaju vrlo dinamicne struktu-
re sa ulogom u skladistenju lipida u celiji, te se kao takve
nalaze u centru homeostaze lipida i energije (4). One po-
seduju jedinstvenu ultrastrukturu koja se sastoji od jezgra
neutralnih lipida (triacilgliceroli i sterol estri), okruzenog
jednim slojem fosfolipida u ¢iji sastav su ukljuceni integral-
ni i periferni proteini (4). U stanjima gladovanja i/ili pove-
¢anih zahteva za membranama u ¢eliji lipidi uskladisteni u
lipidnim kapima mogu biti mobilisani za proizvodnju ener-
gije, odnosno sintezu fosfolipida (4). Pored toga, u stanji-
ma lipotoksicnosti lipidne kapi se ponasaju kao puferi koji

¢enja do kojih one mogu da dovedu (4).

Lipolizozomi, prema podacima iz literature, pred-
stavljaju celijske organele koje imaju strukturu lipidnih
kapi okruzenih membranom, sa elektronski gustim naku-
pinama na ili oko membrane koje bi mogle predstavljati
lipofuscin, pri ¢emu je pokazano da su unutar pomenutih
nakupina lipolizozomi, za razliku od lipidnih kapi, po-
zitivni na aktivnost kisele fosfataze (5-7). Predlozena je
njihova podela na tri tipa: tip I, monolokularni, najmanji
po velicini; tip II, multilokularni, srednji po veli¢ini, koji
sadrze veci broj lipidnih kapi u sebi i tip III, gigantski mul-
tilokularni, najveci po veli¢ini, koji takode u sebi sadrze
veci broj manjih lipidnih kapi (5).

Do razgradnje lipidnih kapi moze do¢i procesom
autofagije. Autofagija je intracelularni proces degradacije
makromolekula i organela (8) i predstavlja zastitni meha-
nizam koji se aktivira kako u fizioloskim uslovima, tako i
pri razli¢itim vrstama celijskog stresa (9). Autofagija zapo-
¢inje formiranjem izolacione membrane, tj. fagofore koja
svojim zatvaranjem obuhvata sadrzaj citoplazme koji ¢e se
razgraditi i formira organelu sa dvostrukom membranom
koja se naziva autofagozom (10). Autofagozom se potom
fuzionise sa lizozomom u autolizozom koji ima jednostru-
ku membranu i u kome dolazi do kona¢ne razgradnje sup-
strata (10). Na osnovu supstrata koji se razgraduju, kao i
mehanizama koji su ukljuceni u proces autofagije, auto-
fagija se deli na selektivnu i neselektivnu (11). Lipofagija
(engl. lipophagy) je jedan od selektivnih oblika autofagije
u kome dolazi do razgradnje lipidnih kapi, a koji ujedno
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podrazumeva znac¢ajan mehanizam regulacije homeostaze
lipidnih kapi (12).

Ciljevi naseg istrazivanja bili su analiza zapremin-
skog udela lipidnih kapi, autofagijskih vezikula sa lipidnim
kapima (lipofaga), kao i lipolizozoma u limfocitima bole-
snika sa T2DM i hiperlipidemijom.

Materijal i metode

Uzorci periferne krvi bolesnika

Uzorci periferne krvi uzeti su od 5 bolesnika sa
T2DM i hiperlipidemijom, dok su kao kontrolni kori§¢eni
uzorci periferne krvi 5 zdravih osoba. Obe grupe ispita-
nika bile su odgovarajuceg pola i starosne dobi, a uzorci
su dobijeni sa Klinike za endokrinologiju, dijabetes i bo-
lesti metabolizma Univerzitetskog klinickog centra Srbije
u Beogradu. Iz uzoraka periferne krvi izolovane su mono-
nuklearne celije metodom gradijenta gustine (LymphoPrep,
Axis Shield, Oslo, Norway).

Priprema uzoraka za elektronsku mikroskopiju

Izolovani talog je zatim fiksiran u glutaraldehidu
i postfiksiran u 1% rastvoru osmijum tetroksida. Nakon
toga, uzorci su kontrastirani u 4,7% rastvoru uranilacetata,
kalupljeni u epoksi smolama (Epoxy Embedding Medium
kit, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), a potom seceni na ul-
tramikrotomu (Leica UltraCut UCT, Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany). Tako dobijeni ultratanki ise¢ci kontra-
stirani su uranilacetatom i olovo citratom da bi, kao takvi,
bili koriS¢eni za analize na transmisionom elektronskom
mikroskopu (Morgagni 268D, FEI, Hillsboro, OR, USA).

Morfometrijska analiza

Za morfometrijsku analizu koris¢eno je po 30 foto-
mikrografija limfocita 5 bolesnika sa T2DM i hiperlipide-
mijom i po 30 fotomikrografija limfocita 5 zdravih osoba.
Celije su nasumic¢no odabrane i slikane na elektronskom
mikroskopu na uveli¢anju od 8900 x. Fotomikrografije su
kori$¢ene za analizu zapreminskog udela (engl. Fractional
volume analysis) lipidnih kapi, lipofaga i lipolizozoma i
citoplazme za svaku od pomenutih organela pojedina¢no.
Volumetrijska analiza citoplazme i pomenutih struktura
izvrena je primenom dvostruke ,,coherent point“ mrezice
sa tackama u dve razli¢ite gustine, primenom formule: X =
X Pap /(X Pcyt x p) u kojoj: X Pap predstavlja broj tacaka
mrezice vece gustine unutar strukture od interesa; ¥ Pcyt
broj tacaka mrezice manje gustine unutar citoplazme; p
konstantu koja predstavlja broj tacaka mrezice vece gusti-
ne koji odgovara svakoj tacki mrezice manje gustine (slika
1). Primenom navedene formule dobijen je odnos povrsi-
ne strukture od interesa i citoplazme, tj. povrsinski udeo
organele od interesa u citoplazmi celije. Da bi se utvrdio
odnos zapremine strukture i citoplazme, tj. zapreminski
udeo organele u citoplazmi celije, primenjen je Deleseov

(Delesse) princip, po kome je povrsinski udeo proporcio-
nalan zapreminskom (13).

=

Slika 1. Fotomikrografija limfocita bolesnika sa T2DM i

hiperlipidemijom na kojoj je superponirana mrezica sa tackama
u dve razlic¢ite gustine (8900 x).

Statisticka analiza podataka

U statistickoj analizi kori$¢eni su Studentov T-test i
Fierov test tacne verovatnoce, pri cemu je p vrednost ma-
nja od 0,05 smatrana statisticki znacajnom.

Rezultati

Analiza lipidnih kapi na elektronskom mikroskopu

Lipidne kapi su identifikovane kao okrugle ili oval-
ne, translucentne strukture bez membrane (slika 2).

é : f Hﬁ:.\ " o ..,:"l‘ f ! .‘ 3
Slika 2. Fotomikrografija limfocita bolesnika sa T2DM i

hiperlipidemijom na kojoj se jasno uo¢ava mnostvo lipidnih
kapi u citoplazmi (8900 x).

Lipofagi su identifikovani kao strukture obavijene
jednom, jasno wuocljivom membranom i ispunjene
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delimi¢no razgradenim lipidnim kapima, sa ili bez dodat-
nog delimi¢no razgradenog sadrzaja citoplazme (slika 3).
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Zdrave osobe T2DM i hiperlipidemija
Grupe uzoraka

Grafikon 1. Prose¢ne vrednosti zapreminskog udela lipidnih
kapi u citoplazmi limfocita zdravih osoba i bolesnika sa T2DM i
hiperlipidemijom, izrazene u procentima.

Slika 3. Fotomikrografija limfocita zdrave osobe na kojoj se
moze uociti prisustvo lipofaga (8900 x).
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Grafikon 2. Prose¢ne vrednosti zapreminskog udela lipofaga
u citoplazmi limfocita zdravih osoba i bolesnika sa T2DM i
hiperlipidemijom, izrazene u procentima.
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Slika 4. Fotomikrografija limfocita bolesnika sa T2DM i s
hiperlipidemijom na kojoj se jasno uocava prisustvo nekoliko §_ 0,4

lipolizozoma (8900 x). £
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:
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Rezultati volumetrijske analize T
Analizom zapreminskog udela lipidnih kapi i lipo- 0

faga nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu kon- Zdrave osobe T2DMi hiperlipidemija
trolne grupe i bolesnika sa T2DM i hiperlipidemijom Gripemoria

(gr?flkon 1 1 g‘;raflk.on 2). Zapr eminski ude.o l‘lp Oll.ZO.ZOI‘n? Grafikon 3. Prosecne vrednosti zapreminskog udela
u citoplazmi limfocita bolesnika sa T2DM i hiperlipidemi- lipolizozoma u citoplazmi limfocita zdravih osoba i bolesnika sa

jom bio je statisticki znacajno ve¢i u odnosu na kontrolnu  T2DM § hiperlipidemijom, izraZene u procentima; (*p < 0,05).
grupu (p < 0,05) (grafikon 3).
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Diskusija

S obzirom na ulogu lipidnih kapi u zastiti od lipo-
toksi¢nosti moguce je da stanja u kojima su skladista masti
u lipidnim kapima ostecena ili prepunjena mogu dovesti
do nastanka oboljenja povezanih sa lipotoksi¢noscu, ka-
kvo je T2DM (4, 14, 15). U metabolickom sindromu dolazi
do otpustanja lipida u krvotok i njihovog ektopi¢nog na-
gomilavanja u drugim organima, kao $to su jetra, skelet-
ni misici ili srce, Sto uzrokuje lipotoksi¢nost koja utice na
razvoj insulinske rezistencije u perifernim tkivima (14).
Prema podacima iz literature, moglo bi se ocekivati da je
zapremina lipidnih kapi u limfocitima obolelih od T2DM
sa dislipidemijom izmenjena u odnosu na zdrave osobe,
pre svega zbog cinjenice da su limfociti periferne krvi ce-
lije konstantno izlozene povisenim koncentracijama lipida.
Medutim, u nasem istrazivanju razlika u zapreminskom
udelu lipidnih kapi se nije pokazala kao statisticki znacaj-
na. Moguc¢i uzrok izostanka ocekivane razlike je relativno
mali broj ispitanika ukljucenih u nasu studiju.

Brojne studije su pokazale da je ostecenje lipofagije
povezano sa nastankom poremecaja senzitivnosti na in-
sulin i tolerancije na glukozu, ukazuju¢i na cinjenicu da
bi regulacija lipofagije mogla predstavljati bitan faktor u
insulinskoj senzitivnosti i homeostazi glukoze u dijabetesu
(12,16). Istrazivanje sprovedeno na Atg7 (engl. autopha-
gy-related 7) deficijentnim nokaut miSevima pokazalo je
prisustvo brojnih strukturnih i funkcionalnih promena u
B-celijama Langerhansovih ostrvaca ovih miseva, medu
kojima su neadekvatna sekrecija insulina sa smanjenjem
serumskih nivoa insulina i hiperglikemija. S obzirom na
klju¢nu ulogu ovog gena, tj. njegovog proteina u procesi-
ma autofagije, sugerisano je da autofagija igra vaznu ulogu
u razvoju insulinske rezistencije (17). Takode je pokazano
da povecana ekspresija Atg7 u jetri dovodi do poboljsanja
tolerancije glukoze, kao i osetljivosti na insulin (18). Pored
toga, jedna studija je pokazala da oStecenje autofagije u
zrelim adipocitima kod Atg3 (engl. autophagy-related 3)
i Atgl6L1 (engl. autophagy-related 16 like 1) deficijentnih
miseva dovodi do nastanka disfunkcionalnih mitohondri-
ja, inflamacije masnog tkiva, ali i razvoja insulinske rezi-
stencije (19). Iako oskudna, odredena ispitivanja koja su
se bavila analizom autofagije u limfocitima kod obolelih
od T2DM pokazala su da u odredenim slu¢ajevima dola-
zi do aktivacije autofagije u leukocitima osoba sa T2DM,
dok je u drugim prisutna snizena aktivnost autofagije u
mononuklearnim celijama periferne krvi ovih bolesnika
(20,21). Rezultati nase studije nisu pokazali statisticki zna-
¢ajnu razliku u zapremini lipofaga izmedu kontrolne i gru-
pe bolesnika sa T2DM i hiperlipidemijom, a to bi moglo
predstavljati posledicu otezanog identifikovanja ove orga-
nele na presecima zbog razgradnje sadrzaja lipofaga, pored
relativno malog broja ispitanika ukljucenih u studiju.

Podaci iz literature koji se ticu lipolizozoma veoma
su oskudni i uglavnom se baziraju na ispitivanjima celija
jetre. Ipak, pokazano je da je njihovo prisustvo pove¢ano
u stanjima prekomerne akumulacije lipida, tj. u poremeca-
jima lipidnog metabolizma (5). Njihovo prisustvo je, pre

svega, primeceno u hepatocitima bolesnika sa Vilsonovom
boles¢u (22). Zatim, u studiji koja se bavila ispitivanjem
lipolizozoma u hepatocitima bolesnika sa razli¢itim obo-
ljenjima jetre pokazano je njihovo prisustvo u 91% bo-
lesnika sa masno izmenjenom jetrom i u 47% bolesnika
bez masno izmenjene jetre. Ista studija je takode pokazala
da je kod bolesnika sa hroni¢nim hepatitisom sa masno
izmenjenom jetrom odnos izmedu broja lipolizozoma i
ukupnog broja lipidnih vakuola znacajno korelirao sa se-
rumskim nivoima holesterola, kao i da je ovaj odnos kore-
lirao sa serumskim nivoima holesterola kod bolesnika sa
cirozom jetre bez obzira na prisustvo ili odsustvo masne
promene jetre (7). Istrazivanje sprovedeno na pedijatrij-
skim bolesnicima na 12 bolesnika sa razli¢itim formama
masno izmenjene jetre ukazalo je na prisustvo lipolizozo-
ma u hepatocitima ovih bolesnika (5). Nedavna istraziva-
nja su pokazala povecan broj lipolizozoma, ali i lipidnih
kapi i autofagozoma kod bolesnika sa nealkoholnom ma-
snom bolescu jetre (engl. non-alcoholic fatty liver disease
- NAFLD) u odnosu na zdrave pojedince (23). Pored toga,
nekoliko studija sprovedenih na animalnim modelima
ukazalo je na ulogu holesterola kao induktora formiranja
lipolizozoma (24,25). I kod bolesnika sa dijabetesom i hi-
perholesterolemijom pokazano je da dolazi do povecanja
zapremine lipolizozoma u celijama jetre (26). Rezultati
naseg istrazivanja pokazali su da je zapreminski udeo li-
polizozoma bio poveéan u limfocitima bolesnika sa tip 2
dijabetes melitusom i poviSenim nivoima lipida u krvi, §to
je u skladu sa podacima iz literature.

Zakljuc¢ak

Povecan zapreminski udeo lipolizozoma, koji je po-
kazan u naSem istraZivanju, moze govoriti u prilog tome
da je aktivnost ovih organela, a samim tim i lipidnog me-
tabolizma pojacana u limfocitima bolesnika sa T2DM i
hiperlipidemijom i da verovatno predstavlja uzrok ili po-
sledicu brojnih metaboli¢kih poremecaja koji se javljaju u
ovoj bolesti.
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