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POPIS KRATICA:

Acc-1 — Acetil-CoA karboksilaza 1, engl. Acetyl-CoA Carboxylase 1

ACN — acetonitril, engl. acetonitrile

adipoq — gen za adiponektin, engl. adiponectin

Adipoq — Adiponektin, engl. Adiponectin

ADP — adenozin difosfat

ANOVA - analiza varijance, engl. analysis of variance

Atgl — Lipaza triglicerida masnog tkiva, engl. Adipose triglycerade lipase

BAT — smede masno tkivo, engl. brown adipose tissue

BSA — govedi serumski albumin, engl. bovine serum albumin

BSTFA — N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamid, engl. N, O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide
BMI — indeks tjelesne mase, engl. body mass index

Cpt-1 — Karnitin palmitoiltransferaza 1, engl. Carnitine palmitoylstransferase 1

DAPI — 4,6-diamidino-2-fenilindol, engl. 4, 6-diamidino-2-phenylindole

DM - diferencijacijski medij

DMEM - Dulbeccov modificirani Eagleov medij, engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium
fabp-4 — gen za protein koji veze masne kiseline 4, engl. Fatty acid binding protein 4
FAHFA — hidroksiesteri masnih kiselina, engl. fatty acyl esters of hydroxy fatty acid

Fasn — Sintaza masnih kiselina, engl. Fatty acid synthase

FBS — seruma fetusa goveda, engl. fetal bovine serum

GC — plinska kromatografija, engl. gas chromatography



Hadhb — pB-podjedinica trifunkcionalnog multienzimskog kompleksa hidroksiacil-CoA

dehidrogenaze, engl. Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase trifunctional multienzyme complex subunit

B

IR — inzulinska rezistencija

KO — knock-out

LC — tekucinska kromatografija, engl. liquid chromatogaphy

MEF — misji embrionalni fibroblasti, engl. mouse embryonal fibroblast

MS — masena spektrometrija, engl. mass spectromentry

NAD" — nikotinamid adenin dinukleotid, engl. nicotinamide adenine dinucleotide
ORO - Oilred O

pAMPK - aktivirana AMP-proteinska kinaza, engl. activated AMP-protein kinase
PBS — fosfatni pufer, engl. phosphate buffered saline

PCR - lancana reakcija polimerazom, engl. polymerase chain reaction

Plin-1 — Perilipin 1, engl. Perilipin I

PLS-DA — djelomi¢na diskriminantna analiza najmanjih kvadrata, engl. Partial Least Squares-

Discriminant Analysis

ppar-y — gen za receptor aktiviran proliferatorima peroksisoma gama, engl. peroxisome

proliferator activated receptor gamma

Ppar-y — Receptor aktiviran proliferatorima peroksisoma gama, engl. Peroxisome proliferator
activated receptor gamma

PVDF - poliviniliden difluorid, engl. polyvinylidene fluoride

QC — kontrola kvalitete, engl. quality control

gPCR - kvantitativni PCR, engl. quantitative PCR



ReH:0 — redestilirana voda

RIPA pufer — radioimunoprecipitacijski pufer, engl. radioimmunoprecipitation assay buffer

ROS — reaktivni kisikovi spojevi, engl. reactive oxygen species

RT-qPCR —reverzna transkripcija-kvantitativni PCR, engl. reverse transcriptase-quantitative PCR

SDS-PAGE - natrij-dodecil sulfat elektroforeza u poliakrilamidnom gelu, engl. sodiumdodecyl

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

sirt3 — gen za sirtuin 3

Sirt3 — Sirtuin 3

TEMED - tetrametiletilendiamin

TIC — ukupni ionski kromatogram, engl. total ion chromatogram

TMCS — trimetilklorsilan, engl. trimethylchlorosilane

VIP — ocjena vaznosti varijable u projekciji, engl. Variable Importance In Projection

WAT - bijelo masno tkivo, engl. white adipose tissue
WB — Western blot
WT — divlji tip, engl. wild type

ZD — zapadnjacka dijeta
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1. UVOD

1.1 Pretilost

Pretilost ili gojaznost je sloZzena kroni¢na nezarazna bolest obiljezena nakupljanjem povecane
koli¢ine masnog tkiva (1). Definirana je indeksom tjelesne mase (engl. body mass index, BMI)
vec¢im ili jednakim 30, dok pojedinci s prekomjernom tjelesnom teZzinom imaju BMI izmedu 25 i
29,9. Vise od 890 milijuna odraslih ljudi u svijetu zivi s pretilos¢u, a broj onih koji imaju
prekomjernu tjelesnu tezinu se u razdoblju od posljednjih tridesetak godina gotovo udvostrucio
(2). Preko polovice hrvatskog stanovniStva starijeg od 16 godina ima prekomjernu tjelesnu tezinu
ili je pretilo (3). Hrvatska je takoder pri vrhu europske ljestvice prema udjelu djece s prekomjernom
tjelesnom tezinom ili pretilo$¢u, pri cemu toj skupini pripada 35,9% djece u dobi od 7 do 9 godina
(4). Pretili pojedinci imaju povecan rizik od razvoja drugih bolesti poput dijabetesa tipa 2,
kardiovaskularnih bolesti, nealkoholne masne bolesti jetre, astme 1 raznih tumora (5). Osim
fizickih, imaju 1 povecan rizik razvoja mentalnih bolesti poput depresije te su Cesto suofeni sa
stigmatizacijama (1, 5). Glavni uzrok pretilosti je energetska neravnoteZa odnosno redoviti unos

koli¢ine kalorija koja nadilazi potros$nju.

1.2 Zapadnjacka dijeta

Zapadnjacka dijeta (ZD) predstavlja suvremeni obrazac ljudske prehrane obiljezen povecanim
unosom visoko preradene hrane bogate dodanim Secerima i zasi¢enim masnim kiselinama te
nedostatan unos prehrambenih vlakana. Karakterizirana je i smanjenom konzumacijom voca,
povrca 1 cjelovitih zitarica, a prekomjernom konzumacijom visokokalori¢ne masne i slatke hrane
te ugljikohidrata s visokim glikemijskim indeksom, uz ucestalu i pretjeranu konzumaciju hrane
opcenito (6, 7). Visoko preradena hrana moze ometati endogene mehanizme regulacije apetita 1
sitosti te utjecati na sustave nagrade povezane s unosom hrane, Sto pak moze poticati prejedanje i
posljedi¢ni razvoj pretilosti (8). Ova opazanja podupiru pretpostavku da ljudska genetika nije
prilagodena nagloj i drasti¢noj promjeni prehrambenih navika koja je uslijedila nakon industrijske
revolucije. Ovakav prehrambeni obrazac pogoduje razvoju metabolickog sindroma i disfunkciji
organa, poti¢u¢i kroni¢nu hiperinzulinemiju 1 inzulinsku rezistenciju (IR). Posljedicno tome,
dolazi do trajno povisene razine glukoze u krvi, pojacanog skladiStenja masti te inhibicije lipolize.
Istovremeno se potice i1 stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva koji uzrokuju oksidativni stres

ostecujudi lipide, proteine 1 genomski materijal, narusavajuéi tako funkciju mitohondrija koji su



kljucan regulator energetske ravnoteze stanice. Organizam pojedinaca koji se hrane ZD-om je u
stanju kroni¢ne upale niske razine s hiperaktivnim simpatickim ziv€anim sustavom 1 renin-
angiotenzin sustavom, Sto doprinosi razvoju hipertenzije, vaskularne disfunkcije i raznih drugih
oStecenja organa (7). Osim genetske predispozicije, znac¢ajnu ulogu u razvoju pretilosti imaju 1
okoli$ni ¢imbenici. Nedostatak ili smanjena kvaliteta sna mogu povecati rizik od pretilosti putem
hormonalnih promjena i promjena u prehrambenim navikama (9). Sjedilacki nacin Zivota, koji je
definiran duljim vremenskim periodima bez fizicke aktivnosti uz puno sjedenja i/ili leZanja
pokazuje pozitivhu povezanost s pojavom pretilosti (10). Danasnji stil zivota u kojem vecina ljudi
provodi prosjecno 8 sati dnevno sjedec¢i na poslu pet dana u tjednu uz konstantni manjak sna u
kombinaciji sa zapadnjackom dijetom, dovodi do razvoja pretilosti koju karakterizira prekomjerno

nakupljanje masnog tkiva i poremecena regulacija njegove funkcije.

1.3 Masno tkivo

Masno tkivo je tip vezivnog tkiva graden ve¢inom od zrelih adipocita koje ima klju¢nu ulogu u
regulaciji tjelesnog metabolizma. Suvi$na se energija pohranjuje u adipocite u obliku neutralnih
triglicerida procesom lipogeneze de novo, dok se u uvjetima povecane energetske potrebe, poput
gladovanja ili intenzivne fizicke aktivnosti lipolizom pohranjeni neutralni trigliceridi razgraduju
na glicerol i masne kiseline (11). Prema gradi i funkciji masno se tkivo dijeli na smede i bijelo.
Smede masno tkivo (engl. brown adipose tissue, BAT) je u odrasloj dobi prisutno u manjoj koli¢ini,
anjegova primarna funkcija je termoregulacijska termogeneza. Postoje naznake da BAT igra ulogu
u razvoju pretilosti, ali dodatna istrazivanja su potrebna kako bi se to potvrdilo (12). Bijelo masno
tkivo (engl. white adipose tissue, WAT) osim uloge energetskog spremnika organizma djeluje i kao
endokrino tkivo. Izlucuje adipokine, vrstu citokina, od kojih su najpoznatiji leptin i adiponektin te
lipide iz porodice hidroksiestera masnih kiselina (engl. fatty acyl esters of hydroxy fatty acids,
FAHFA). Ove molekule znacajno utjeCu na metabolizam lipida, osjetjivost na inzulin, regulaciju
apetita, upalne procese i odrzavanje energetske homeostaze. NaruSena endokrina funkcija bijelog
masnog tkiva moze pridonijeti razvoju IR 1 drugih metabolickih poremecaja (11, 13). Obzirom na
lokaciju, bijelo se masno tkivo dijeli na visceralno i potkoZno. IstraZivanja pokazuju da je
visceralno WAT povezano s metabolickom disregulacijom 1 IR, dok je potkoZzno povezano s
metabolickom zaStitom i1 smanjenim rizikom razvoja pretilosti (14). Postoje uocljive razlike u
koli&ini i raspodjeli masnog tkiva medu spolovima. Zene u prosjeku imaju veéi udio masnog tkiva

opcenito pri istim BMI vrijednostima te ga nakupljaju veéinski potkozno, za razliku od muskaraca



koji ga pretezno nakupljaju visceralno. Razlike u lokaciji nakupljanja masti, ali i odgovoru
adipocita na adipokine (npr. leptin) uzrokovane su spolnim hormonima, poglavito estrogenima 1
androgenima (15). Smanjenje razine estrogena tijekom menopauze kod velikog broja Zena dovodi
do metabolickih promjena, povecanja nakupljanja visceralnog uz smanjenje udjela potkoznog
masnog tkiva (16). Disregulacija funkcije masnog tkiva, osobito u pretilosti, usko je povezana s
promjenama u djelovanju kljuénih metabolickih regulatora. Sirtuini, kao NAD*-ovisne
deacetilaze, imaju vaznu ulogu u odrzavanju energetske homeostaze i zastiti od metabolickih

poremecaja.

1.4 Sirtuini

Sirtuini su skupina evolucijski visoko konzerviranih NAD*-ovisnih deacetilaza i/ili mono-ADP-
riboziltransferaza. Ovisnost o NAD* za normalnu funkciju povezuje ih s energetskim statusom
stanice 1 ukazuje na njihovu vaznu ulogu u regulaciji stani¢nog metabolizma. Kod sisavaca je
opisano sedam ¢lanova ove proteinske obitelji (Sirt1-Sirt7). Svaki od njih sadrzi sredi$nju visoko
konzerviranu kataliticku domenu gradenu od oko 275 aminokiselina te jedinstvene N- 1/ili C-
terminalne domene koje odreduju njihovu subcelularnu lokalizaciju. Sirtl, Sirt6 i Sirt7 lokalizirani
su pretezno u jezgri, Sirt2 uz manji udio Sirtl u citoplazmi, dok su Sirt3, Sirt4 1 Sirt5 smjeSteni u

mitohondrijima (17).

Sirtuin 3 (Sirt3) ima deacetilaznu 1 mono-ADP-riboziltransferaznu aktivnost (17). Regulira klju¢ne
metabolicke puteve ukljucujuéi oksidativnu fosforilaciju, B-oksidaciju masnih kiselina i ciklus
limunske kiseline (18). Aktivira se pri visokoj unutarstani¢noj razini NAD"*, odnosno u uvjetima
niskog energetskog statusa stanice. PotiCe ekspresiju odredenih mitohondrijskih gena odgovornih
za mitohondrijsku biogenezu, termogenezu 1 oksidativnu fosforilaciju u BAT pri niskim
temperaturama. Zajedno sa Sirtuinom 1 (Sirtl) u uvjetima kalorijske restrikcije deacetilacijom
aktivira acetil koenzim A sintetaze modificirajuci tako stopu sinteze masnih kiselina kako bi se
pravilno regulirao energetski status stanice. Sudjeluje u regulaciji ionskih kanala i mitohondrijskog
membranskog potencijala. Aktiviranjem proteina ukljucenih u neutralizaciju oksidativnog stresa
uzrokovanog reaktivnim kisikovim spojevima djeluje kao supresor tumora. Njegov nedostatak
dovodi do hiperacetilacije mitohondrijskih proteina, smanjene P-oksidacije masnih kiselina 1
disfunkcije WAT Sto pogoduje nakupljanju lipida i razvoju metabolickih poremecaja (17, 19-21).

Metabolizam lipida kod Zenki bez Sirt3 efikasniji je nego kod muzjaka, ali njihove stanice



dozivljavaju i veéi oksidativni stres (22). Ovi rezultati upucuju na kombinirani uc¢inak spolnih
razlika 1 Sirt3 u regulaciji stanicnog metabolizma u uvjetima nutritivnog stresa uzrokovanog ZD-

om.



2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi kako Sirt3 regulira lipidni metabolizam u adipogeno
diferenciranim misjim embrionalnim fibroblastima (adipocitima) u uvjetima nutritivnog stresa

uzrokovanog zapadnjackom dijetom s obzirom na spol.

Specifi¢ni ciljevi rada ukljucivali su uspostavu Sirt3 knock-out (sirt37") mije linije krizanjem
heterozigotnih (sirt37") jedinki te diferencijaciju misjih embrionalnih fibroblasta u adipocite
muskog i Zenskog spola, divljeg tipa i Sirt3 knock-out genotipa. Simulacija zapadnjacke dijete
provedena je tretmanom otopinama masnih kiselina. Status lipidnog metabolizma adipocita, koji
odrazava njihovu stani¢nu funkciju, procijenjen je prije i nakon izlaganja tretmanu kako bi se
ustanovio njegov utjecaj. U tu svrhu provedena su mjerenja ekspresije gena i proteina uklju¢enih
u metabolizam lipida i odrZzavanje mitohondrijske funkcije. Na temelju tih analiza nastojalo se
utvrditi postoje li spolno specificne razlike u odgovoru adipocita na nutritivni stres te razjasniti

ulogu Sirt3 u regulaciji tih procesa



3. MATERIJALI I METODE

3.1 Zivotinjski model

Sirt3** muzjaci (129S1/SvimJ, kataloski broj: 002448 Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME,
SAD), sirt3*" zenke (129S1/SvimlJ, katalo$ki broj: 002448 Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME,
SAD), sirt3*" muzjaci i sirt3"- zenke (kataloski broj: 012755, Jackson Laboratory, Bar Harbor,
ME, SAD) miseva su nabavljeni od dobavlja¢a Charles River Laboratories, Njemacka. Zivotinje
su po dolasku bile smjesStene u kaveze u Pogon laboratorijskih Zivotinja Instituta Ruder BoSkovi¢
gdje su drzane u karanteni 14 dana. Sve postupke odobrilo je Ministarstvo poljoprivrede Hrvatske
(br.: UP/1-322-01/15-01/25 525-10/0255-15-2 od 20. srpnja 2015.) i provedeni su u skladu sa
smjernicama povezanim s Direktivom EU 2010/63/EU. MiSevi su bili smjeSteni u standardnim
uvjetima (tri Zivotinje po kavezu, temperatura 22°C, relativna vlaznost 50-70%, ciklusu od 12 sati
svjetla 1 12 sati tame). Nakon karantene, miSevi su medusobno krizani kako bi se dobio adekvatan
broj jedinki za planirane eksperimente. Genotipizacija potomaka (F1 generacija) provedena je
prema protokolu opisanom od strane Jackson Laboratory za kataloski broj 012755 agaroznom gel
elektroforezom PCR produkata dobivenih umnaZzanjem DNA izolirane iz uzoraka repa miseva
pomocu specificnih sirt3-pocetnica (23). Na temelju veli¢ine dobivenih fragmenata odreden je
genotip miSa tako da je Sirt3 WT (divlji tip; sirt3"") = 562 bp, Sirt3 H (heterozigot; sirt3™) = 200
bp i 562 bp te Sirt3 KO (knock-out; sirt3”") = 200 bp.

3.2 Uspostavljanje kulture adipocita in vitro

Iz zenki miSeva starih 13 dana izolirani su sirt3** (129S1/SvlmlJ, kataloski broj: 002448 Jackson
Laboratory, Bar Harbor, ME, SAD) i sirt3” (kataloski broj: 012755, Jackson Laboratory, Bar
Harbor, ME, SAD) misji embrionalni fibroblasti (MEF) prema prethodno opisanom protokolu uz
specificne modifikacije (24, 25). Spol misjih embrija odreden je izolacijom pojedinacnih embrija
na kojima je zatim provedena PCR reakcija s pocetnicama specifiénim za gen na Y kromosomu
koji odreduje spol (engl. sex-determining region Y gene, SRY). MEF-ovi su potom imortalizirani
koriStenjem plazmida koji sadrzi SV40 promotor. Diferencijacija u adipocite je provedena prema
protokolu opisanom u Al-Sayegh 1 sur., 2020 uz dodatak B-merkaptoetanola (26). Stanice su
uzgajane u inkubatoru na 37°C i 5% COz2, u mediju DMEM (engl. Dulbecco’s modified Eagle’s

medium) uz dodatak 10% seruma fetusa goveda (engl. fetal bovine serum, FBS; Capricorn



Scientific, Njemacka), 1% mjeSavine antibiotika/antimikotika (Capricorn Scientific, Njemacka),
1% mjesavine neesencijalnih aminokiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) i 50 uM B-
merkaptoetanola. Na ploCicu sa Sest jazica nasadeno je po 5 x 10° stanica u svaku jaZicu. Nakon
Sto su postale konfluentne (otprilike 2 dana nakon nasadivanja), dodan im je diferencijacijski medij
(DM) sastavljen od 50 pM B-merkaptoetanola, 50 uM 3-izobutil-1-metilksantina (IBMX; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, SAD), 1 uM deksametazona (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD), 10
pg/mL inzulina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) i 5 uM roziglitazona (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, SAD). Nakon tri dana, DM je zamijenjen medijem DMEM obogac¢enim 50 pM f-
merkaptoetanolom, 10 pg/mL inzulinom i1 5 pM roziglitazonom. Stanice su u ovom mediju rasle
dodatna dva dana nakon ¢ega je on zamijenjen standardnim medijem DMEM (Slika 1.). Sedmi
dan nakon dosezanja konfluencije adipociti su bili tretirani pripremljenom otopinom masnih

kiselina pri 37°C kako bi se simulirali uvjeti zapadnjacke dijete

Dan -2 Dan -1 Dan 0 Dan +3 Dan +5 Dan +7

2 - -
----------------- -

R < . ’ . ’ e . -

- - L >
nasadivanje 100% - - -
stanica konfluentnost
Ins/Rosi/ Ins/Rosi DMEM hiperplazija
IBMX/Dexa

I ADIPOCITI

Slika 1. Prikaz protokola diferencijacije MEFova u populaciju adipocita. Dan -2: nasadivanje
stanica; dan -1: stanice su 100% konfluentne; dan 0: stanice se tretiraju medijem za diferencijaciju
(inzulin, roziglitazon, IBMX, deksametazon); dan +3: stanice se tretiraju inzulinom 1
roziglitazonom; dan +5: uklanja se medij za diferencijaciju i stanicama se dodaje medij DMEM;
dan +7: stanice ulaze u pokus kako bi se provjerila diferencijacija u adipocitnu stani¢nu liniju.

3.3 Tretman masnim Kiselinama — oponaSanje zapadnjacke dijete

Za pripremu otopina koriStenih u tretmanu masnim kiselinama govedi serumski albumin (engl.
bovine serum albumin, BSA) otopljen je u mediju DMEM do kona¢ne koncentracije 53 mg/mL uz
zagrijavanje u vodenoj kupelji na temperaturu od 55°C. Mati¢ne otopine oleinske 1 palmitinske
kiseline (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) pripremljene su otapanjem svake masne kiseline
pojedinacno u etanolu do kona¢ne koncentracije od 300 mM. Pripremljene otopine su razrijedene

dodavanjem medija DMEM koji sadrzi BSA do kona¢ne koncentracije od 0,5 mM. Prekono¢noj



inkubaciji medija na mjesalici uslijedila je filter sterilizacija (veli¢ina pora 0,22 um) nakon cega

su alikvoti sterilnih masnih kiselina pohranjeni na -20°C za kasniju upotrebu.

Diferencirani muski 1 zenski adipociti Sirt3 KO 1 WT tretirani su pripremljenim radnim otopinama
palmitinske 1 oleinske kiseline u uvjetima visoke koncentracije glukoze, s ciljem oponaSanja uvjeta

ZD u in vitro uvjetima prema protokolu Ricchi i sur., 2009 (Slika 2.) (27).

ADIPOCITI Dan +7

- palmitinska kiselina A
+

oleinska kiselina
(konjugirane s BSA)

hipertrofija

Slika 2. Shematski prikaz protokola tretmana populacije adipocita kombinacijom palmitinske 1
oleinske kiseline u BSA.

Stanice su bile izloZene uvjetima ZD in vitro tijekom 6 sati i 24 sata. Za daljnje je istraZivanje
odabrano izlaganje stanica uvjetima ZD in vitro u trajanju od 6 sati, kako bi se detektirali rani 1

dinamicki odgovori adipocita na ZD.

3.4 Analiza ekspresije adipogenih gena metodom RT-qPCR

Koriste¢i set NucleoSpin RNA Mini Kit (Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka) prema uputama
proizvodaca izolirana je ukupna RNA iz muskih i Zenskih Sirt3 WT i KO adipocita gustoce
priblizno 5 x 10° Zivih stanica/mL. 1zolirana RNA kvantificirana je spektrofotometrom Nanodrop
(NanoPhotometer N60/N50, Implen GmbH, Miinchen, Njemacka), nakon Cega je 1 ng RNA
reverzno transkribiran koriste¢i High-Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) prema uputama proizvodac¢a. qPCR
analiza je provedena na uredaju ABI 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster



City, CA, SAD) koriste¢i TagMan® Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD) i specificne TagMan probe (Tablica 1.). Prvi korak qPCR reakcije bio je
inicijalna inkubacija od dvije minute na 50°C pa denaturacija od deset minuta na 95°C. Potom je
provedeno 40 ciklusa koji su se sastojali od denaturacije na 95°C tijekom 15 sekundi, prijanjanja

na 55°C tijekom 30 sekundi i elongacije na 60 °C tijekom 1 minute.

Tablica 1. TagMan probe koriStene u reakciji qPCR.

Gen Identifikacijski broj probe Veli¢ina produkta (bp)
ppar-y Mm00440940 ml 63
fabp-4 Mm00445878 ml 74
adipoq Mm04933656 ml 77
srebfl Mm00550338 ml 62
[-aktin Mm02619580 gl 143

Relativna ekspresija gena ppar-y, fabp-4 i adipog odredena je metodom AACt (2742¢Y) prema
TagMan® Gene Expression Assays protokolu. Razina ekspresije gena od interesa normalizirana je
prema endogenom genu f-aktin, a rezultati su prikazani kao promjena u odnosu na kontrolu. Sve

su reakcije izvedene u bioloskom triplikatu.

3.5 Izolacija proteina

Stanice su iz jaZica uklonjene struganjem u puferu RIPA (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0.1% SDS,
12 mM natrijev deoksikolat, 1% Triton) s dodatkom proteaza i inhibitora fosfataza (cOmplete™
EDTA-free EASYpack, Roche, Basel, Svicarska). Dobiveni stani¢ni lizati sonificirani su dva puta
po 20 sekundi pri 80% jacine (Labsonic, Biotech International Ltd., Delhi, Indija), a zatim
centrifugirani pri 16000 g u trajanju od 20 minuta na 4°C. Supernatant je prikupljen i prebacen u
nove mikroepruvete. Koncentracija proteina u uzorcima odredena je pomocu Pierce™ BCA

Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD).

3.6 Razdvajanje proteina i Western blot

Proteini su razdvojeni prema veli€ini metodom SDS-PAGE (engl. sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis). U tu svrhu izraden je gel sastavljen od donjeg (razdvajajuceg)

gela i gornjeg (sabijajuceg) gela. Donji je gel pripremljen mijeSanjem 3,75 mL akrilamida (Sigma



Aldrich, SAD), 3,75 mL 4x koncentriranog pufera za razdvajanje (1,5 M Tris-HCI, pH=8,8), 7,5
mL redestilirane vode (ReH20), 150 uL 20% APS (Sigma Aldrich, SAD) te neposredno prije
izlijevanja 15 uL TEMED (Sigma Aldrich, SAD). Smjesa je vorteksirana priblizno 15 sekundi
kako bi se osigurala homogenost. Gel je izliven izmedu stakala do otprilike dvije tre¢ine njihove
visine, nadslojen izopropanolom i ostavljen da polimerizira 30 minuta. Gornji gel je pripremljen
mijeSanjem 0,5 mL akrilamida, 1,25 mL 4x koncentriranog pufera za sabijanje (0,5 M Tris-HCI,
pH=6,8), 3,25 mL ReH20, 25 pL 20% APS i naposlijetku 5 uL. TEMED, nakon cega je
vorteksirana na isti nafin kao smjesa za donji gel. Izopropanol je uklonjen s polimeriziranog

donjeg gela, na njega je izliven gornji gel do vrha te je u njega stavljen cesljic.

Otopina za nanoSenje uzoraka na gel pripremljena je mijeSanjem uzorka proteina i SDS-PAGE
pufera za elektroforezu (100 mM Tris-HCI (pH 6,8), 2% SDS, 20% glicerol, 4% B-merkaptoetanol,
0.5% bromofenol plavo) u omjeru prilagodenom izmjerenoj koncentraciji proteina kako bi na
svaku jazicu bilo naneseno 10 mikrograma proteina, pri ¢emu je volumen uzorka iznosio 18 pL.
Za kasniju procjenu molekulskih masa proteina koriSten je marker molekulskih masa.
Elektroforeza je provedena u kadici za vertikalnu elektroforezu Mini-PROTEAN Tetra (BIO-
RAD, SAD) s gelovima uronjenim u radni pufer za elektroforezu (30 g/L Tris-HCIl, 144 g/L glicin,
10 g/L SDS, pH=8,5) prvih 45 minuta pri naponu od 90 V, a idu¢ih 120 minuta je napon povisen
na 120 V.

Proteini su nakon razdvajanja elektroforezom preneseni s gela na PVDF membranu aktiviranu
metanolom (Immun-Blot PVDF Membrane for Protein Blotting, BIO-RAD, SAD) u trajanju od
18 sati pri 4°C i konstantnoj struji od 100 mA pomocu uredaja Mini Trans-Blot Module (BIO-
RAD, SAD) u puferu za prijenos (0,025 M Tris-HCI, 0,192 M glicin, 20% metanol, pH=8,5).
Membrana je nakon prijenosa obojana bojom Amido Black (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD),
a potom odbojana inkubacijom u otopini za odbojavanje 60 minuta te isprana pet puta u ReH20
po dvije minute. Nespecificno vezanje proteina blokirano je tretmanom s [-Block™ Protein-Based
Blocking Reagent (Invitrogen, Waltham, MA, SAD) tijekom jednog sata na sobnoj temperaturi.
Membrane su potom inkubirane preko noéi s primarnim poliklonalnim ili monoklonalnim
protutijelima na 4°C, a zatim tretirane sekundarnim protutijelima konjugiranim s hrenovom

peroksidazom u trajanju od jednog sata na sobnoj temperaturi (Tablica 2.). Proteini na membrani
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vizualizirani su primjenom komercijalne otopine luminola (Bio-Rad, Hercules, SAD), a signal je

detektiran uredajem Alliance 4.7 Imaging System (UVITEC, Cambridge, UK).

Tablica 2. Primarna i sekundarna protutijela koriStena u detekciji proteina metodom Western blot.

Protutijelo Razrjedenje Domacin Proizvodac
Anti-Sirt3 1:1000 kuni¢ Cell Signaling, SAD
Santa Cruz
Anti-F 1:1 1§ .
nh-tasn 000 s Biotechnology, SAD
. . . Santa Cruz
Anti-Ppar- vy 1:500 kuni¢ Biotechnology, SAD
Anti-Cpt-1 1:500 mis ProteinTech, SAD
Santa Cruz
Anti-Hadhb 1:2000 i$
-t s Biotechnology, SAD
Santa Cruz
Anti-Acc-1 1:1000 i$
fi=Ace s Biotechnology, SAD
Anti-Adipoq 1:500 mis ProteinTech, SAD
Anti-Atgl 1:1000 kuni¢ ProteinTech, SAD
Anti-Plin-1 1:1000 kunié ProteinTech, SAD
Anti-Mouse 1:5000 koza Bio-rad, SAD
Anti-Rabbit 1:5000 koza Bio-rad, SAD

3.7 Detekcija nakupljanja lipida bojanjem Qil red O

Kako bi se odredila razina nakupljanja lipida, stanice su obojane bojom Oil red O (ORO) (Sigma,
00625). Mati¢na otopina je pripremljena otapanjem 500 mg praha ORO u 100 mL 100%-tnog
izopropanola uz prekonoéno mijeSanje na magnetskoj mjesalici. Radna otopina je pripremljena
prema potrebi razrjedivanjem mati¢ne otopine redestiliranom vodom u omjeru 6:4 nakon cega je
profiltrirana kroz filter papir. Stanice su prije bojanja isprane s 1 mL fosfatnog pufera (engl.
phosphate buffered saline, PBS), a zatim fiksirane inkubacijom na sobnoj temperaturi i u mraku s
500 pL 4%-tnog paraformaldehida. Nakon fiksacije su stanice tri puta isprane s po 1 mL PBS-a te
je na njih dodan 1 mL 60%-tnog izopropanola i ostavljen da potpuno ispari. Kada su se jazice
potpuno osusile u svaku od njih je dodano 500 pL filtrirane radne otopine ORO. Inkubacija stanica
na sobnoj temperaturi u mraku trajala je 20 minuta. Potom su stanice Cetiri puta isprane

destiliranom vodom te je na njih dodano 500 pL 100%-tnog izopropanola s 4% nonidetom P-40 s
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ciljem olakSavanja snimanja mikroskopom i mjerenja apsorbancije pri 514 nm pomocu TECAN

¢itaCa mikrotitarskih plocica.

Nakon bojanja, boja ORO je ekstrahirana iz stanica pomocu izopropanola. Frakcije dobivene
ekstrakcijom su analizirane spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini od 510

nm.

3.8 Imunocitokemija i konfokalna mikroskopija

Diferencirani i kontrolni MEF-ovi uzgajani su na pokrovnim stakalcima u plo¢icama s 24 jazice.
Prije fiksacije s 4% paraformaldehidom u trajanju od 30 minuta na sobnoj temperaturi, stanice su
isprane PBS-om koji sadrzi Mg*/Ca?". Nakon fiksacije, stanice su blokirane s 1% BSA u PBS-u
koji sadrzi Mg?*/Ca** i 1% Triton X-100 u trajanju od jednog sata na sobnoj temperaturi. Kako bi
se fluorescentno oznacile, inkubirane su s primarnim protutijelom (Perilipin 1 — Proteintech-
27716-1-AP, zec, razrjedenje 1:400) tijekom no¢i. Sljedeceg dana stanice su triput isprane PBS-
om s Mg*"/Ca?" prije inkubacije sa sekundarnim protutijelom (Alexa Fluor 488, anti-zec, 1:1000)
u trajanju od jednog sata na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije sa sekundarnim protutijelom,

stanice su triput isprane PBS-om s Mg**/Ca*".

Stanice su nakon oznacavanja protutijelima inkubirane u radnoj otopini ORO u trajanju od 15
mintua na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su isprane PBS-om pet puta. Zatim su obojane bojom
DAPI (1:1000, Sigma Aldrich, SAD) inkubacijom u trajanju od dvije minute. Nakon zavrS$nog
ispiranja s PBS-om, stanice su montirane pomoc¢u Dako Aqueous Mounting Medium (Agilent
Technologies) 1 promatrane laserskim skeniraju¢im konfokalnim mikroskopom Leica SP8 X

FLIM (Leica, Wetzlar, Njemacka).

3.9 Plinska/tekucinska kromatografija-masena spektrometrija

Masena spektrometrija (MS) u kombinaciji s teku¢inskom (LC) i plinskom kromatografijom (GC)
omogucuje kvalitativnu i1 kvantitativnu analizu Sirokog spektra metabolita, koji mogu posluziti kao
biomarkeri razli¢itih patofizioloskih stanja. Princip metode temelji se na ionizaciji molekula i

njihovoj identifikaciji prema omjeru mase i naboja (m/z) (28).
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Kako bi se ispitao utjecaj spola i Sirt3 na metabolomski profil adipocita u svaku jazicu ploce sa
Sest jazica nasadeno je 150000 adipocitau 1800 pL medija. Napravljeno je Sest tehnickih replikata
po uvjetu. Stanice su nakon 24 sata isprane PBS-om te lizirane s 300 pL hladnog metanola na ledu.
Stanice su zatim sastrugane, homogenizirane ciklusima vorteksiranja 1 sonifikacije te
centrifugirane (13 000 rpm, 30 min, 4 °C). Supernatanti su pohranjeni na -80 °C. Uzorci su prije
analize dodatno homogenizirani sonifikacijom. Koncentracija DNA za potrebe normalizacije
odredena je mjerenjem apsorbancije na valnoj duljini od 260 nm pomocu uredaja NanoPhotometer
N60, nakon ¢ega je DNA razrijedena do kona¢ne koncentracije od 4 500 ng/uL. dsDNA. Kontrolni
uzorci kvalitete (QC) pripremljeni su mijeSanjem jednakih volumena svih uzoraka (10 pL) i

koriSteni za stabilizaciju sustava i provjeru ponovljivosti tijekom analize (29).

Normalizirani uzorci ekstrahirani su u otopini metanola i etanola u omjeru 1:1 te je nakon
centrifugiranja 100 pL uzorka prebaceno u LC vijale. Analize su provedene na LC sustavu Agilent
1200 spojenom na Q-TOF detektor (Agilent 6520). Razdvajanje je izvedeno na C18 koloni pri 40
°C, s gradijentom faza A (H20 + 0,1% mravlje kiseline) 1 B (acetonitril, ACN + 0,1% mravlje
kiseline), pri protoku od 0,6 mL/min u trajanju od 45 min. lonizacija je provedena ESI-jem u
pozitivnom nacinu rada masenog spektrometra (raspon od 50 do 1000 m/z, brzinom skeniranja od

1,02 skeniranja/s).

Za GC-MS analizu uzorci su pripremljeni dodatkom ACN, centrifugiranjem i uparavanjem, a
zatim derivatizirani O-metoksiamin hidrokloridom 1 smjesom N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (engl. N, O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide, BSTFA) 1 1%
trimetilklorsilana (engl. trimethylchlorosilane, TMCS). Nakon dodatka internog standarda (metil
stearat, 10 ppm), uzorci su analizirani na GC-MS sustavu Agilent 7890A/5975 s DB-5MS
kolonom. Ukupna analiza za svaki uzorak trajala je 37 minuta i 30 sekundi. Energija ionizacije
elektrona bila je postavljena na 70 eV. Sustav je prikupio masene spektre u rasponu izmedu 50 i

600 m/z brzinom od 2 spektra/s.

Obrada sirovih podataka provedena je u viSe programskih paketa. Kvaliteta uzoraka i QC-ova
provjerena je pregledom ukupnih ionskih kromatograma (TIC) u MassHunter Qualitative Analysis
programu. GC-MS podatci obradeni su u Unknowns Analysis programu uz identifikaciju pomocu

Fiehn 1 NIST biblioteka, dok su LC-MS podatci obradeni u Agilent Mass HunterProfinder B.08.00
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programu koriStenjem Molecular i Recursive Feature Extraction modula. Matrica podataka
dobivena nakon obje analize (GC-MS 1 LC-MS) prenesena je u MetaboAnalyst 5.0 kako bi se
provela multivarijantna analiza (30). Razdvajanje grupa analizirano je djelomi¢nom
diskriminantnom analizom najmanjih kvadrata (PLS-DA, engl. Partial Least Squares-
Discriminant Analysis). PLS-DA omogucuje odabir varijabli koriste¢i npr. ocjenu vaznosti

varijable u projekciji (VIP, engl. Variable Importance In Projection).

3.10 Statisticka obrada podataka

Za statisticku analizu podataka koriSten je program Statistics 23.9 (IBM, SAD). Prije provodenja
analiza, normalnost raspodjele uzoraka provjerena je Shapiro-Wilkovim testom. Za uzorke koji
prate normalnu raspodjelu koriSteni su parametrijski testovi za visestruke usporedbe, Studentov t-
test ili analiza varijance (engl. analysis of variance, ANOVA) (jednosmjerna, dvosmjerna ili
trosmjerna analiza s obzirom na broj neovisnih varijabli s odgovaraju¢om post-hoc analizom). Za
podatke koji ne prate normalnu raspodjelu koriSteni su neparametrijski testovi. KoriSten je
Kruskal-Wallis test pra¢en Dunnovim testom za neovisne uzorke. Za izradu grafickih prikaza

koristen je program GraphPad Prism 9.0. Rezultati s p < 0,05 smatrani su znacajnima.

14



4. REZULTATI

4.1 Uspostava Sirt3 KO miSeva

F1 generacija dobivena krizanjem heterozigotnih miSeva genotipizirana je razdvajanjem
amplifikacijskih produkata dobivenih metodom PCR elektroforezom na agaroznom gelu (Slika 3.)
prema postupku opisanom u poglavlju Materijali i metode, 3.1 Zivotinjski model. Analizom su
identificirane heterozigotne jedinke (1, 3, 4, 11, 14), WT jedinke (2, 6, 7, 9, 10) 1 KO jedinke (5,
8, 12, 13, 16). Krizanjem KO miSeva iz F1 generacije uspostavljena je sljedeca generacija KO

miSeva. [sta shema krizanja je primijenjena i u daljnjem uzgoju.

N (uzorak) 1 2 3 45 6 7 8 910111213 14 1516 17

1000
200 —

genotip

1000 —
200 —

Slika 3. Genotipizacija PCR-om. Gornji red prikazuje uzorke F1 miseva; H: 1, 3,4, 11, 14; WT —
2,6,7,9,10;KO0: 5, 8, 12, 13, 16. Donji red prikazuje kontrole: H: Sirt3 heterozigot (sirt3*), WT:
Sirt3 WT (sirt3*"), KO: Sirt3 KO (sirt37”; - je negativna kontrola.

4.2 Karakterizacija adipogeno diferenciranih miSjih embrionalnih fibroblasta

Kako bi se potvrdila uspjeSna diferencijacija MEFova u adipocite, provjerena je ucinkovitost
diferencijacijskog protokola opisanog u Materijali i metode, 3.2 Uspostavijanje kulture adipocita
in vitro. Prema koriStenom protokolu, stanice postizu puni diferencijacijski potencijal nakon sedam

do jedanaest dana tretmana, zbog Cega je stupanj diferencijacije procijenjen upravo nakon sedmog
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i jedanaestog dana, kako bi se omogucila medusobna usporedba i odabir stanica koje bolje

predstavljaju adipocite (26).

UspjeSnost diferencijacije utvrdena je odredivanjem ekspresije specificnih genskih markera
adipogeneze reakcijom qPCR. ZabiljeZeno je znacajno povecanje ekspresije odabranih markera
(ppar-y, adipoq, fabp-4) u svim skupinama u odnosu na nediferencirane kontrole nakon sedmog
dana diferencijacije (Slika 4.) PoviSena ekspresija ovih gena potvrduje uspjesnu diferencijaciju

MEFova u adipocite.
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Slika 4. Potvrda diferencijacije Sirt3 WT 1 Sirt3 KO MEFova oba spola u adipocitnu stani¢nu liniju
koristenjem metode qPCR. (A) ppar-y: **p<0,01, *p<0,05 (B) fabp-4: ***p<0,001, **p<0,01 (C)
adipoq; ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05. Proveden je Studentov t-test za vrijednosti dobivene
sedmi dan nakon pocetka diferencijacije u odnosu na kontrolu. Rezultati su prikazani kao relativna
ekspresija (fold change) + SD na logaritamskoj skali, normalizirani na pripadajuce kontrole. WTm:
muski Sirt3 WT adipociti; KOm: muski Sirt3 KO adipociti; WTZ: Zenski Sirt3 WT adipociti; KOzZ:
zenski Sirt3 KO adipociti.

Nedostatak Sirt3 dovodi do poveéane ekspresije ppar-y, fabp-4 i adipog u oba spola. Zenski
adipociti dosljedno su pokazivali ekspresiju istraZivanih gena viSu nego kod muzjaka, neovisno o

prisutnosti Sirt3.
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Uspjesnost diferencijacije MEFova u adipocite prikazana je i morfoloski bojanjem lipidnih

kapljica s bojom ORO (Slika 5.).

wt

uep Q

uep /

muska stani¢na linija zenska stani¢na linija

Slika 5. Bojanje lipidnih kapljica u populaciji adipogeno diferenciranih MEFova bojom ORO
nakon sedam dana diferencijacije. Stanice su promatrane pomoc¢u fazno kontrastnog svjetlosnog
mikroskopa. Mjerna skala: 100 pm; povecanje: x10; povecanje umetnute slike: x40. Umetnute
slike su povecane cCetiri puta kako bi se istaknula morfologija lipidnih kapljica. Prikazana je
reprezentativna slika. wt oznacava divlji tip, dok ko znacava knock-out adipocite.

ORO je potom ekstrahiran iz stanica te je njegova koncentracija odredena spektrofotometrijski
(Slika 6.).
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Slika 6. Spektrofotometrijska kvantifikacija bojanja ORO u populaciji adipogeno diferenciranih
MEFova nakon sedam dana diferencijacije. a.u.: proizvoljne jedinice. Znacajni ucinci Sirt3, spola
1 diferencijacije te njihove medusobne interakcije odredeni su trosmjernim ANOVA testom. Sve
usporedbe parova provedne su s primijenjenom Bonferronijevom prilagodbom. Podatci su
prikazani kao srednja vrijednost = SD. Utjecaj Sirt3: *p<0,01, WT vs. KO; utjecaj diferencijacije:
*p<0,001, kontrola vs. diferencijacija; utjecaj spola *#p<0,001, muska vs. Zenska stani¢na linija.
Plavom je bojom oznacena muska, a crvenom Zenska stani¢na linijja. WT _k: Sirt3 WT kontrolni
MEF-ovi; KO k: Sirt3 KO kontrolni MEF-ovi; WT_dif: Sirt3 WT adipogeno diferencirani MEF-
ovi; KO_dif: Sirt3 KO adipogeno diferencirani MEF-ovi.

Detekcija fluorescentno obiljezenog proteina Plin-1 lokaliziranog na povrSini lipidnih kapljica
sluzila je kao dodatna potvrda uspjeSnosti diferencijacije (Slika 7.) (30). Kao i na slikama
dobivenim ORO bojanjem, vidljivo je da KO adipociti nakupljaju vise lipidnih kapljica od WT
adipocita, pri ¢emu ih Zenski KO adipociti nakupljaju najvise od svih skupina. Lipidne kapljice

zenskih KO adipocita su takoder najvece.

WT J KO O WT ) KO

Overlay

Slika 7. Fluorescentno obiljezeni adipogeno diferencirani MEF-ovi vizualizirani konfokalnim
mikroskopom. Crvenom bojom oznacene su lipidne kapljice obojane bojom ORO, zelenom bojom
protein Plinl na povr$ini lipidnih kapljica, a plavom bojom jezgra obojana bojom DAPI. JWT:
adipogeno diferencirani WT muski MEF-ovi; 3K O: adipogeno diferencirani KO muski MEF-ovi;
QWT: adipogeno diferencirani WT Zenski MEF-ovi; $KO: adipogeno diferencirani KO Zenski
MEF-ovi. Prikazana je reprezentativna slika.

Za daljnje pokuse su odabrani adipociti u sedmom danu diferencijacije buduci da je u tom danu
ekspresija adipogenih markera bila najveca.
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4.3 Oponasanje zapadnjacke dijete in vitro

Promjene u obliku nakupljanja lipida u adipogeno diferenciranim MEF-ovima nakon izlaganja ZD
tijekom 6 sati pracene su bojanjem stani¢nih lipida bojom ORO (Slika 8). Akumulacija lipida

zapocela je u svim tipovima stanica nakon samo 6 sati izlaganja uvjetima ZD (Slika 9.)

muska stanicna linija Zenska stanicna linija

=
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Slika 8. Bojanje lipidnih kapljica u populaciji adipocita bojom ORO nakon tretmana ZD-om
tijekom 6 sati. Prikazana je reprezentativna slika. wt oznacava divlji tip, dok ko znacava knock-
out stanice. kontrola: adipociti koji nisu tretirani ZD-om; ZD 6 sati: adipociti tretirani ZD-om
tijekom 6 sati.
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Slika 9. Spektrofotometrijska kvantifikacija bojenja Sirt3 WT 1 KO muskih 1 Zenskih adipocita u
in vitro tretmanu ZD nakon 6 sati. a.u., proizvoljne jedinice. Znacajni ucinci genotipa, spola,
tretmana te njihove interakcije odredeni su trosmjernim ANOVA testom. Sve usporedbe parova
provedne su s primijenjenom Bonferronijevom prilagodbom. Podatci su prikazani kao srednja
vrijednost + SD. Utjecaj Sirt3: "p<0,05, "p<0,01, WT vs. KO; utjecaj tretmana: “p<0,01, kontrola
vs. tretman; utjecaj spola: #p<0,01, #p<0,01, muska vs. Zenska stani¢na linija. Plavom je bojom
oznacena muska, a crvenom Zenska stani¢na linija. WT _K: Sirt3 WT adipociti koji nisu tretirani
ZD-om; KO K: Sirt3 KO adipociti koji nisu tretirani ZD-om; WT_T: Sirt3 WT adipociti tretirani
ZD-om tijekom 6 sati; KO T: Sirt3 KO adipociti tretirani ZD-om tijekom 6 sati.

Tretman ZD-om dovodi do ve¢e akumulacije lipida u KO adipocita u usporedbi s WT stanicama
istog spola. Zenski KO adipociti nakupljaju najvise lipidnih kapljica od svih skupina. Opéenito,

zenski adipociti pokazuju ve¢u akumulaciju lipida neovisno o tretmanu.

4.4 Relativna kvantifikacija veli¢ine, ukupne povrSine i postotka povrSine lipidnih kapljica

Koriste¢i svjetlosni 1 konfokalni mikroskop za slikanje te programom za analizu napravljenih slika
Image] analizirani su ucinci ZD na veli¢inu, povrSinu i postotak povrSine koju lipidne kapljice
zauzimaju u adipocitu. U nedostatku Sirt3 oba spola pokazuju znacajno povecanje broja lipidnih
kapljica nakon tretmana ZD-om (Slika 10.A). Kod muskih adipocita nije bilo promjene u
prosjecnoj veliini, dok je kod Zenskih prosjec¢na veli¢ina lipidnih kapljica bila ve¢a u KO

grupama, bez obzira na tretman (Slika 10.B). Ukupna povrsina lipidnih kapljica oba genotipa
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muskih adipocita pokazala je znacajno povecanje nakon tretmana ZD-om. Kod Zenskih WT
adipocita nije doslo do promjene, bez obzira na tretman, dok je kod zenskih KO adipocita doslo

do znacajnog povecanja ukupne povrsine lipidnih kapljica nakon tretmana ZD-om (Slika 10.C).
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Slika 10. Kvantitativna analiza lipidnih kapljica nakon tretmana ZD-om. (A) broj, (B) prosje¢na
veli¢ina 1 (C) ukupna povrsina lipidnih kapljica. Znac€ajni ucinci genotipa 1 tretmana te njihove
interakcije u svakom spolu posebno odredeni su dvosmjernim ANOVA testom. Sve usporedbe
parova provedne su s primijenjenom Bonferronijevom prilagodbom. Podatci su prikazani kao
srednja vrijednost = SD. Utjecaj Sirt3: “p<0,001, *p<0,01, “p<0,05, WT vs. KO; utjecaj
tretmana: “p<0,001, “*p<0,01, kontrola vs. tretman. Plavom bojom je oznadena muska (M), a
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rozom bojom Zenska stani¢na linija (Z). WT _k: Sirt3 WT adipociti koji nisu tretirani ZD-om;
KO k: Sirt3 KO adipociti koji nisu tretirani ZD-om; WT t: Sirt3 WT adipociti tretirani ZD-om
tijekom 6 sati; KO _t: Sirt3 KO adipociti tretirani ZD-om tijekom 6 sati.

4.5 Relativna ekspresija gena ukljucenih u adipogenezu i lipogenezu nakon tretmana
zapadnjackom dijetom

Rezultati dobiveni mjerenjem procesa specificnih za adipocite, poput nakupljanja lipida te
ekspresije specificnih gena i proteina, normalizirani su u odnosu na specifi¢ni adipocitni marker
Plin-1. Analiza relativne ekspresije gena pokazala je smanjenu ekspresiju gena ppar-y, fabp-4 i

adipoq koji su ukljuceni u adipogenezu nakon tretmana ZD, ovisno o Sirt3 i spolu (Slika 11.).
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Slika 11. Relativna ekspresija (fold change) gena za adipogenezu i lipogenezu nakon tretmana ZD-
om. (A) ppar-y: *p<0,001 (B) adipog: ***p<0,001 (C) fabp-4: *p<0,01, **p<0,001 (D) Proveden
je Studentov t-test za neovisne uzorke za usporedbu tretmana u odnosu na kontrolu za svaku
stani¢nu liniju. Rezultati su prikazani kao relativna ekspresija (fold change) + SD na logaritamskoj
skali, normalizirani na pripadajuce kontrole. Genska ekspresija relativizirana je na Plin-1. WTm:
muski Sirt3 WT adipociti; KOm: muski Sirt3 KO adipociti; WTz: Zenski Sirt3 WT adipociti; KOz:
zenski Sirt3 KO adipociti. ZD_6 sati oznacava tretman ZD-om u trajanju od 6 sati.
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4.6 Relativna ekspresija proteina ukljucenih u adipogenezu, lipogenezu, oksidaciju lipida i
lipolizu nakon tretmana zapadnjac¢kom dijetom

Kako bi se ispitala ekspresija klju¢nih proteina povezanih s adipogenezom (Ppar-vy), lipogenezom
(Fasn, Acc-1), oksidacijom lipida i lipolizom (Cpt-1, Hadhb, Adipoq) provedena je WB analiza
odabranih proteina. Rezultati su pokazali da tretman ZD-om povecava ekspresiju proteina
ukljucenih u adipogenezu i lipogenezu u gotovo svim stani¢nim linijama. Kod WT adipocita
zabiljezeno je povecanje ekspresije Atgl (Slika 12.).
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Slika 12. Relativna ekspresija proteina ukljucenih u adipogenezu, lipogenezu i lipolizu nakon
tretmana ZD-om. Graficki prikaz ekspresije: (A) Ppar-y (B) Fasn (C) Acc-1 (D) ATGL (E) Sirt3.
Znacajni ucinci Sirt3, spola i1 tretmana ZD-om te njihove medusobne interakcije odredeni su
trosmjernim ANOVA testom. p-vrijednosti prikazane su pored grafikona. Sve usporedbe parova
provedne su s primijenjenom Bonferronijevom prilagodbom. *p<0,001, **p<0,01, *p<0,05 WT
vs. KO; "*p<0,001, “p<0,01, “p<0,05 muski vs. Zenski adipociti; *#p<0,001, #p<0,01, #p<0,05
kontrola vs. tretman. (F) Reprezentativni imunoblotovi. Proteinska ekspresija relativizirana je u
odnosu na Plin-1. Podatci su prikazani kao srednja vrijednost £ SD. N=3-4 uzorka po skupini.
WTm: muski Sirt3 WT adipociti; KOm: muski Sirt3 KO adipociti; WTz: Zenski Sirt3 WT
adipociti; KOz: zenski Sirt3 KO adipociti. ZD 6 sati ozna¢ava tretman ZD-om u trajanju od 6 sati.

U Zenskim KO adipocitima uocena je najniza ekspresija Ppar-y i najviSa ekspresija Acc-1 u
usporedbi sa svim ostalim skupinama. Takav obrazac nije prisutan kod muskih KO stanica, Sto
upucuje na postojanje spolno-specificnih razlika u dinamici metabolizma lipida u stanicama pod

utjecajem nedostatka Sirt3.

Obzirom da su dosadaSnji rezultati ukazali na obrazac prekomjernog nakupljanja lipida uz
supresiju Ppar-y kod Zenskih KO adipocita, §to upucuje na neravnoteZu lipidnog metabolizma,
analizirani su dodatni parametri energetskog sustava stanice (pAMPK) i ekspresija proteina
klju¢nog u regulaciji glukoze i oksidaciji masnih kiselina (Adipoq). Upravo su Zenski KO adipociti
pokazali snaznu redukciiju eskpresije pAMPK i1 Adipoq nakon tretmana ZD-om, §to pogoduje

smanjenoj energetskoj potrosnji i supresiji lipidne oksidacije (Slika 13.).
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Slika 13. Relativna ekspresija pAMPK i1 Adipoq. Graficki prikaz ekspresije: (A) pAMPK i (B)
Adipoq. Znacajni ucinci Sirt3, spola i tretmana ZD-om te njihove medusobne interakcije odredeni
su trosmjernim ANOVA testom. Sve usporedbe parova provedne su s primijenjenom
Bonferronijevom prilagodbom. ***p<0,001, *"p<0,01, p<0,05 WT vs. KO; “*p<0,001, “p<0,01,
*p<0,05 muski vs. Zenski adipociti; ##p<0,001, #p<0,01, #*p<0,05 kontrola vs. tretman. (C)
Reprezentativni imunoblotovi. Proteinska ekspresija relativizirana je u odnosu na Plin-1. Podatci
su prikazani kao srednja vrijednost £ SD. N=3-4 uzorka po skupini. WTm: muski Sirt3 WT
adipociti; KOm: muski Sirt3 KO adipociti; WTZ: zenski Sirt3 WT adipociti; KOzZ: zenski Sirt3
KO adipociti. ZD_6 sati oznacava tretman ZD-om u trajanju od 6 sati.

4.7 Relativna ekspresija proteina ukljucenih u B-oksidaciju masnih kiselina

WB analizom pokazano je da nedostatak Sirt3 izaziva znaCajno smanjenje ekspresije proteina Cpt-
1, bez obzira na spol i tretman s time da je smanjenje kod Zenskih WT adipocita nakon tretmana
izrazenije nego kod muskih. Primijecen je inverzni obrazac ekspresije proteina Hadhb u odnosu

na Cpt-1 kod KO adipocita prije i nakon tretmana (Slika 14.)
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Slika 14. Relativna ekspresija Cpt-1 1 Hadhb. Graficki prikaz ekspresije: (A) Cpt-1 i (B) Hadhb.
Znacajni ucinci Sirt3, spola 1 tretmana ZD-om te njihove medusobne interakcije odredeni su
trosmjernim ANOVA testom. p-vrijednosti prikazane su pored grafikona. Sve usporedbe parova
provedne su s primijenjenom Bonferronijevom prilagodbom. “p<0,001, *"p<0,01, "p<0,05 WT
vs. KO; "*p<0,001, “p<0,01, “p<0,05 muski vs. Zenski adipociti; *#p<0,001, #p<0,01, #p<0,05
kontrola vs. tretman. (C) Reprezentativni imunoblotovi. Proteinska ekspresija relativizirana je u
odnosu na Plin-1. Podatci su prikazani kao srednja vrijednost = SD. N=3-4 uzorka po skupini.
WTm: muski Sirt3 WT adipociti; KOm: muski Sirt3 KO adipociti; WTz: Zenski Sirt3 WT
adipociti; KOz: zenski Sirt3 KO adipociti. ZD 6 sati ozna¢ava tretman ZD-om u trajanju od 6 sati.

4.8 Metabolicko profiliranje tekué¢inskom/plinskom kromatografijom-masenom
spektrometrijom

S ciljem analize promjena u koncentracijama pojedinih metabolita u stani¢nim linijama nakon
tretmana ZD-om, provedene su plinska (GC) i tekuéinska kromatografija (LC) spregnute s

masenom spektrometrijom (MS).

4.8.1 Plinska kromatografija-masena spektrometrija

Uzorci su analizirani koriStenjem platforme GC-MSD prema opisanom protokolu (29). Provedena
je PLS-DA analiza MS podataka dobivenih u pozitivnom modu na stanicama u kontrolnim

uvjetima te nakon tretmana ZD-om (Slika 15.)
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Slika 15. Rezultati GC-MS. (A) Prikaz grupiranja uzoraka nakon provedene PLS-DA analize u
kontrolnim uvjetima. (B) VIP vrijednosti dobivene temeljem PLS-DA analize u kontrolnim
uvjetima. (C) Prikaz grupiranja uzoraka nakon provedene PLS-DA analize nakon tretmana ZD-
om. (D) VIP vrijednosti dobivene temeljem PLS-DA analize nakon tretmana ZD-om. Prikazi su
izradeni koriStenjem programa Metaboanalyst 6.0. Slovo M oznac¢ava musku, a F Zensku stani¢nu
liniju. Slovo K oznacava kontrolne uvjete, a T tretman ZD-om.

Na temelju dobivenih VIP vrijednosti dobivenih iz PLS-DA analize za daljnju su analizu odabrani
metaboliti s VIP > 1,5. To su bili 1-monopalmitin, glicerol monostearat i fosforna kiselina za

kontrolne grupe te L-glutaminska kiselina, fosforna kiselina 1 L-5-oksoprolin za grupe tretirane
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ZD-om. Odredene su relativne kolicine metabolita koji najviSe doprinose razdvajanju grupa

kontrolnih i tretiranih stanica (Slika 16.)
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Slika 16. Graficki prikaz razina metabolita u stani¢nim linijama koji najviSe doprinose razlikama
izmedu grupa u kontrolnim uvjetima i nakon tretmana ZD-om. (A) 1-monopalmitin, (B) glicerol
monostearat, (C) fosforna kiselina, (D) L-glutaminska kiselina i (E) L-5-oksoprolin. Znacajni
ucinci Sirt3, spola i tretmana ZD-om te njihove medusobne interakcije odredeni su trosmjernim
ANOVA testom. p-vrijednosti prikazane su pored grafikona. Sve usporedbe parova provedne su s
primijenjenom Bonferronijevom prilagodbom. *"p<0,01, p<0,05 WT vs. KO; “p<0,01 muska vs.
Zenska stani¢na linija; #p<0,01 kontrola vs. tretman. Koncentracije metabolita izraZene su u
proizvoljnim jedinicama, a.u. Podatci su prikazani kao srednja vrijednost = SD. N=2-8 uzoraka po
skupini. WTm: muski Sirt3 WT adipociti; KOm: muski Sirt3 KO adipociti; WTz: Zenski Sirt3 WT
adipociti; KOz: zenski Sirt3 KO adipociti. ZD 6 sati ozna¢ava tretman ZD-om u trajanju od 6 sati.

Iako je PLS-DA analizom pokazano kako su 1-monopalmitin i glicerol monostearat najznacajniji
metaboliti zasluzni za razdvajanje grupa u kontrolnim uvjetima, detaljnija statisticka analiza nije
otkrila znacajne razlike izmedu pojedinih skupina. Nasuprot tome, utvrdeno je da nedostatak Sirt3

dovodi do povecanja razine fosforne kiseline (fosfatnih iona) u KO muskim adipocitima u
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usporedbi s WT muskim adipocitima u kontrolnim uvjetima. Zanimljivo je da tretman ZD-om ne
utjeCe na razinu fosforne kiseline u muskim adipocitima, bez obzira na genotip, dok u zenskim

WT adipocitima dolazi do smanjenja razine fosforne kiseline nakon tretmana ZD-om.

Dodatno, u KO muskoj stani¢noj liniji zabiljeZene su povisene razine L-glutaminske kiseline

(glutamata) i L-5-oksoprolina u odnosu na WT muske adipocite.

4.8.2 Tekucinska kromatografija-masena spektrometrija

Uzorci su analizirani koriStenjem platforme LC-ESI-QTOF-MS u negativnom modu prema
opisanom protokolu (29). Provedena je PLS-DA analiza MS podataka dobivenih na stanicama u

kontrolnim uvjetima te nakon tretmana ZD-om (Slika 17.)
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Slika 17. Rezultati LC-MS. (A) Prikaz grupiranja uzoraka nakon provedene PLS-DA analize u
kontrolnim uvjetima. (B) VIP vrijednosti dobivene temeljem PLS-DA analize u kontrolnim
uvjetima. (C) Prikaz grupiranja uzoraka nakon provedene PLS-DA analize nakon tretmana ZD-
om. (D) VIP vrijednosti dobivene temeljem PLS-DA analize nakon tretmana ZD-om. Prikazi su
izradeni koriStenjem programa Metaboanalyst 6.0. Slovo M oznacava musku, a F zZensku stani¢nu
liniju. Slovo K oznacava kontrolne uvjete, a T tretman ZD-om.

Analizirani su metaboliti odgovorni za razdvajanje grupa u kontrolnim uvjetima odnosno grupa
koje su tretirane ZD-om kako bi se odredilo kojoj skupini lipida pripadaju. Za to su ponovno
odabrani lipidi ¢ija je VIP > 1,5. Metaboliti odgovorni za razdvajanje kontrolnih grupa (Slika 16.B)
pripadaju skupinama sterolnih lipida, glicerofosfolipida, pirimidinskih nukleotida i masnih
kiselina, $to je odredeno tentativnom analizom. Istim tipom analize pokazano je da detektirani
metaboliti zasluZni za razdvajanje skupina koje su tretirane ZD (Slika 16.D) pripadaju skupini

glicerofosfolipida.
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5. RASPRAVA

Ranija su istrazivanja dokazala postojanje znacajnih spolno specifi¢nih razlika u Sirt3 KO MEF-
ovima, ukljucujudi razlicite adaptivne odgovore na stres, poput poviSene ekspresije Hif-1a u
muskim te uc¢inkovitiji antioksidativni kapacitet u Zenskim stani¢nim linijama (25). Pokazano je i
kako gubitak Sirt3 zenske MEFove €ini osjetljivijima na genotoksicni stres u usporedbi s muskim
stanicnim linjjama (31). Osim toga, poznato je da Sirt3 igra kljuénu ulogu u regulaciji
metabolizma, kao i1 da uzrokuje razli¢ite metabolicke odgovore stanica jetre muskih i1 zenskih
miSeva nakon $to su hranjeni prehranom bogatom mastima (19, 22). Ovo je istrazivanje provedeno
polazec¢i od navedenih spoznaja, a s ciljem ispitivanja uloge Sirt3 u spolno specificnoj regulaciji
metabolickog odgovora adipocita u uvjetima prehrambenog stresa uzrokovanog zapadnjackom
dijetom. Naglasak je stavljen na ulogu Sirt3 na adipogenezu, metabolizam lipida 1 funkciju

mitohondrija.

Otprije poznato ograni¢enje koriStenog stanicnog sustava (adipogeno diferencirani MEF-ovi) je
njegova neizbjezna heterogenost, odnosno da je dobivena stani¢na populacija stanica sastavljena
od diferenciranih adipocita i nediferenciranih MEFova (32). Obzirom da je cilj ovog istrazivanja
bio ispitati uc¢inke Sirt3 i spola na adipocitima diferenciranim iz MEFova u istim uvjetima
diferencijacije, osiguran je valjan pristup ispitivanju tih uc¢inaka, uz pretpostavku da je omjer
diferenciranih i nediferenciranih stanica podjednak u svim skupinama. Nadalje, kod ispitivanja
procesa karakteristi¢nih za adipocite analizom ekspresije pojedinih gena i proteina, dobiveni su
rezultati normalizirani prema markeru specificnom za adipocite, Plin-1. Spomenuti protein
sudjeluje u regulaciji katabolizma lipida kontroliraju¢i njihovo skladistenje i mobilizaciju (33). Na

taj je nacin osigurano da dobiveni podatci odrazavaju prvenstveno biologiju adipocita.

UspjeSnost in vitro adipogene diferencijacije MEFova potvrdena je znacajno poviSenom
ekspresijom genskih marekra ppar-y, fabp-4 1 adipoq specifi¢nih za adipogenezu nakon sedam
dana diferencijacije (34, 35). Gen ppar-y kodira nuklearni receptor koji regulira adipogenezu 1
metabolizam lipida kontrolirajuéi ekspresiju gena uklju¢enih u skladiStenje masti. Radi se o
ligandom aktiviranom transkripcijskom faktoru koji sudjeluje u regulaciji diferencijacije adipocita
1 homeostaze glukoze (36). Gen fabp-4 specifican je za adipocite. Posreduje u unutarstani¢nom

transportu dugolancanih masnih kiselina te regulira metabolizam lipida (37). Gen adipogq kodira
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hormon adiponektin kojeg izlucuju adipociti, a koji povecava osjetljivost na inzulin, regulira
metabolizam glukoze te ima ulogu u detekciji oksidativnog stresa (38). Ti su diferencirani adipociti

u toj fazi zreli i funkcionalni, iako ne prolaze kroz znac¢ajnu akumulaciju lipida.

Ekspresija sva tri genska markera bila je visa u KO stani¢nim linijama oba spola, pri ¢emu su
zenske stanice pokazivale izrazeniju ekspresiju od muskih. Morfoloska usporedba stanica nakon
bojanja bojom ORO, kao i spektrofotometrijska kvantifikacija boje ORO ekstrahirane iz stanica
pokazuju obrazac jednak genskoj ekspresiji ppar-y, fabp-4 1 adipog. Drugim rijeima, uocen je
uzorak izraZenije adipogeneze i lipogeneze kod KO adipocita opc¢enito, s naglasenijim u€¢inkom u
zenskim adipocitima. Ovi rezultati upucuju na to da nedostatak Sirt3 povecava ekspresiju gena
ukljucenih u adipogenezu, odnosno da Sirt3 djeluje kao negativni regulator diferencijacije
adipocita i nakupljanja lipida, sto je u skladu s dosadasnjim istrazivanjima (39, 40). Osim toga,
postoje naznake da je mehanizam kojim Sirt3 ima takav utjecaj razli¢it u muskim 1 Zenskim

adipocitnim stanicama.

Nedostatak Sirt3 u adipocitima oba spola rezultirao je povecanim brojem lipidnih kapljica, Sto
sugerira da gubitak Sirt3 povecava osjetljivost stanica na njihovo formiranje 1 nakupljanje lipida,
opet u skladu s ranijim istraZivanjima (39, 40). Ipak, opaZene su jasne razlike izmedu spolova u
prosjecnoj veli€ini 1 ukupnoj povrSini formiranih lipidnih kapljica. Dok je kod zenskih KO
adipocita doslo do povecanja prosjecne veli¢ine lipidnih kapljica bez obzira na tretman ZD-om,
kod muskih adipocita to nije bio slucaj. S druge strane, kod muskih je adipocita poveéanje ukupne
povrsine lipidnih kapljica bilo vidljivo nakon tretmana ZD-om bez obzira na genotip, dok je kod
zenskih adipocita takva promjena bila vidljiva isklju¢ivo u KO stanicama. Ovi nalazi upucuju na
spolno specifican utjecaj Sirt3 na regulaciju lipogeneze i dinamiku lipidnih kapljica, pri ¢emu

gubitak Sirt3 u Zenskim adipocitima posebno pogoduje povecanju njihove prosjecne veli¢ine

Prehrambeni suvisak uzrokovan ZD-om u Sirt3 WT stanicama popracen je poveanom razinom
ekspresije Ppar-y, Acc-1 u zenskim adipocitima i Fasn u musSkim adipocitima. Acc-1
karboksilacijom acetil-CoA katalizira sintezu malonil-CoA, kojeg Fasn potom koristi kao osnovnu
gradevnu jedinicu u biosintezi masnih kiselina (41, 42). Ovakav je rezultat u skladu s dosadasnjim
saznanjima prema kojima prekomjeran unos hranjivih tvari uzrokuje pove¢anu ekspresiju stani¢ne

enzimske masinerije koja sudjeluje u pohrani energije u obliku lipida (43).
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U istim je stanicama zabiljeZen i porast razine Atgl, enzima klju¢nog u oslobadanju masnih
kiselina iz triacilglicerola tijekom lipolize, koje se potom koriste za proizvodnju energije putem [3-
oksidacije. Regulacija ekspresije Atgl u stanici vazna je za odrZavanje ravnoteze izmedu
mobilizacije 1 pohrane lipida. Ovakav porast upucuje na postojanje mehanizma prilagodbe
adipocita na uvjete prehrambenog viska pove¢anom mobilizacijom lipida (44). Porast razine Atgl
nije uocen u Sirt3 KO adipocitima, bez obzira na spol, $to ukazuje na povezanost Sirt3 s aktivnoscu

Atgl u kompenzatornoj mobilizaciji lipida, neovisno o spolu.

Ekspresija gena ppar-y je nakon tretmana ZD-om u WT stanicama oba spola ostala je otprilike
jednaka u odnosu na stanje prije tretmana, dok je u KO stanicama oba spola dozivjela znacajni
pad. Medutim, ekspresija proteina Ppar-y se ne podudara u potpunosti s ekspresijom gena ppar-y:
u muskim KO adipocitima je ona nakon tretmana bila povecana, dok je u Zenskim KO adipocitima
nakon tretmana bila smanjena. Ovakav obrazac ekspresije upucuje na moguce postojanje
posttranskripcijskih spolno specifi¢nih mehanizama regulacije Ppar-y transkripta, koji bi mogli
ukljucivati aktivaciju transkripta pomocu Sirt3 kod Zenki (45). Zanimljivo je da je u WT stanicama
ekspresija proteina Ppar-y obrnuta, odnosno i prije i nakon tretmana ZD-om je kod Zenki ve¢a nego

muzjaka, $to jo§ jednom sugerira da i spol 1 Sirt3 reguliraju njegovu aktivnost.

AMPK je enzim koji funkcionira kao metabolicki energetski senzor i fosforilacijom raznih
proteina regulira metabolicke i1 proliferativne stani¢ne procese. Aktivira se fosforilacijom te se
njegov aktivni oblik oznac¢ava kao pAMPK (46). Jedan od njegovih aktivatora je Adipoq (47).
pAMPK fosforilacijom inhibira rad Acc-1, smanjuju¢i proizvodnju malonil-CoA. Smanjenjem
razine malonil-CoA prestaje inhibicija Cpt-1, koji aktivirane masne kiseline prenosi u mitohondrij
omogucujuéi nizvodne reakcije B-oksidacije masnih kiselina (48, 49). Ovim putem pAMPK
inhibira lipogenezu, a potice lipolizu (49). Smanjena ekspresija Adipoq, pAMPK i Cpt-1, uz
istovremeno povecanje ekspresije Acc-1 u Zenskim KO adipocitima nakon tretmana ZD-om
ukazuje na aktivnost suprotnog metaboli¢kog puta. U tim stanicama nedostatak Adipoq dovodi do
smanjene koli¢ine pAMPK, §to omogucuje da Acc-1 ostane aktivna. Posljedi¢no, povecana razina
malonil-CoA inhibira Cpt-1, a time i lipolizu u obliku B-oksidacije masnih kiselina. Ovakvi
rezultati, zajedno s ranijim in vivo nalazima, upucuju na to da masna prehrana kod jedinki Zzenskog
spola kojima nedostaje Sirt3 dovodi do smanjene mitohondrijske respiracije i pojacane lipogeneze

(22).
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Zanimljivo je da je razina Acc-1 poviSena nakon tretmana ZD-om u Zenskim stanicama oba
genotipa, Sto upucuje na postojanje spolno specifine regulacije ovog enzima u uvjetima
prehrambenog viska (50). S druge strane, kod muskih je adipocita oba genotipa nakon tretmana
ZD-om poviSena razina enzima Fasn, koji je kao 1 Acc-1 dio biosintetskog puta masnih kiselina
(41, 42). Drugim rije¢ima, povecana lipogeneza uzrokovana tretamnom ZD-om ostvarena je

povecanjem ekspresije razliCitih enzima istog biosintetskog puta ovisno o spolu.

Smanjena razina Cpt-1 prisutna kod svih KO stani¢nih linija neovisno o spolu i tretmanu, moze se

djelomicno pripisati nedostatku Sirt3 koji djeluje kao aktivator ovog enzima (51).

Razina Hadhb u zenskim WT adipocitima niza je u odnosu na Zenske KO adipocite neovisno o
tretmanu. Njegova se razina nakon tretmana ZD-om kod Zenskih WT adipocita dodatno smanjila,
dok kod zenskih KO adipocita nije doslo do znacajne promjene. Budu¢i da Hadhb sudjeluje u -
oksidaciji masnih kiselina, njegova povisena razina u Zenskim KO adipocitima moze predstavljati
pokusaj kompenzacije prekomjernog nakupljanja lipida (52). U muskim adipocitima ovakva
promjena nije vidljiva, bez obzira na genotip i tretman, $to upucuje na spolnu specifi¢nost u
aktivaciji ovog enzima. Poznato je da Hadhb interagira s estrogenskim receptorom o u
mitohondriju, §to sugerira da bi njihova interakcija mogla imati vaznu ulogu u regulaciji lipidnog

metabolizma estrogenom kod Zenki (52).

lako PLS-DA analizom utvrdeno kako su 1-monopalmitin i glicerol monostearat medu
najznacajnijim metabolitima za razdvajanje skupina u kontrolnim uvjetima, detaljnijom
statistickom analizom nisu primije¢ene specificne razlike izmedu skupina koje bi omogucile

diskutiranje promjena u metabolizmu lipida.

Fosfatni ion igra klju¢nu ulogu u staniénom energetskom metabolizmu, a oslobada se hidrolizom
ATP-a, glavne energetske valute stanice (53). Trostrukom protonacijom fosfatnog iona nastaje
fosforna kiselina (54). PoviSene razine fosforne kiseline u muskoj KO stani¢noj liniji u kontrolnim
uvjetima mogu biti posljedica pojacanog oksidativnog stresa uzrokovanog mitohondrijskim ROS,
¢ije Stetne ucinke u WT stanicama ublazava Sirt3 (55). Moguce je da nedostatak Sirt3 povecava
energetsku potro$nju, $to se oCituje poveéanom razinom fosforne kiseline nastale iz fosfatnih iona,

kako bi se aktivirali drugi enzimi ukljuceni u obranu od oksidacijskog stresa.

34



U uvjetima metabolickog stresa stanice mogu usmjeravati metabolizam prema povecanoj
razgradnji proteina, Sto pak moze dovesti do nakupljanja glutamata, proteinogene aminokiseline
koja nastaje ionizacijom glutaminske kiseline (56, 57). PoviSena razina glutamata takoder moze
signalizirati poremecaje u ciklusu limunske kiseline ili ukazivati na mitohondrijsku disfunkciju
(59). Budu¢i da je Sirt3 vazan mitohondrijski protein, njegov nedostatak u KO stani¢noj liniji moze
pridonijeti mitohondrijskoj disfunkciji, Sto moze objasniti akumulaciju glutamata (19). Nadalje,
glutamat sudjeluje 1 u ciklusu y-glutamila, zajedno s L-5-oksoprolinom, klju¢nim intermedijerom
tog ciklusa u kojem se odvija sinteza 1 razgradnja glutationa (58). Glutation je stani¢ni antioksidans
koji $titi stanice od oksidativnog stresa i odrZzava njihov redoks status (59). Povecane koncentracije
L-5-oksoprolina mogu biti uzrokovane povecanim obrtajem glutationa te ukazivati na oksidativni
stres ili poremecaje u ciklusu y-glutamila. Budué¢i da su antioksidativni enzimi poznate mete
deacetilacije i aktivacije pomocu Sirt3, njegov nedostatak moze smanjiti njihovu uéinkovitost, pa
stanica mora prona¢i drugi nafin obrane protiv oksidativhog stresa, primjerice povecanom

upotrebom glutationa (19).

Za detaljniju analizu specifi¢nih molekulskih puteva u koje su ukljucene navedene skupine spojeva
detektirane pomoc¢u LC-MS, potrebno je provesti dodatna istrazivanja u kojima bi se potvrdilo o

kojim se to¢no metabolitima radi i koje su njithove medusobne interakcije.
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6. ZAKLJUCCI

U ovom radu pokazan je zajednicki ucinak Sirt3 i spola u regulaciji lipidnog metabolizma u

adipocitima u uvjetima nutritivnog stresa uzrokovanog zapadnjackom dijetom.

Sirt3 igra kljuénu ulogu u regulaciji metabolizma adipogeno diferenciranih MEFova 1 pokazuje

spolno specificne u€inke u prilagodbi stanica na prehrambeni stres izazvan zapadnjackom dijetom.

Sirt3 negativno utjece na adipogenu diferencijaciju MEFova, pri ¢emu je taj u€inak izraZeniji u
zenskim nego u muskim adipocitima. Osim toga, sudjeluje u prilagodbi adipocita na prehrambeni

suvisak povecanjem lipolize putem aktivacije Atgl neovisno o spolu.

Aktivnost Ppar-y modulirana je pomocu Sirt3, pri ¢emu Sirt3 smanjuje ekspresiju ovog proteina u
muskoj stani¢noj liniji, dok je u Zenskoj potice. Kako je razina genske ekspresije nakon tretmana
zapadnjaCkom dijetom slicna u oba spola, regulacija Ppar-y vjerojatno se odvija na

posttranskripcijskoj razini.

Aktivacijom Adipoq, Sirt3 posredno aktivira pAMPK, §to dovodi do inhibicije Acc-1 i aktivacije
Cpt-1 ¢ime se potice lipoliza u uvjetima prehrambenog suviska. Kod zenskih stanica kojima
nedostaje Sirt3 opaZen je kompenzacijski mehanizam u obliku povecane ekspresije Hadhb, koji je

spolno specifi¢an jer se ne javlja u muskim stanicama istog genotipa.

Povecana lipogeneza u uvjetima zapadnjacke dijete ostvaruje se kroz poviSenu ekspresiju Acc-1
kod Zenske stanicne linije, dok se kod muske povecava ekspresija Fasn, neovisno o genotipu.
Drugim rijecima, povecanje stope lipogeneze pokazuje spolnu specifi¢nost, pri ¢emu se aktiviraju

razliiti enzimi istog biosintetskog puta ovisno o spolu.

Sirt3 negativno regulira nastanak lipidnih kapljica neovisno o spolu, dok na njihovu morfologiju
djeluje spolno specifi¢no povecavajuci prosje¢nu velicinu lipidnih kapljica kod Zenskih, a ukupnu

povrsinu kod muskih stani¢nih linija.

Nedostatak Sirt3 smanjuje ekspresiju Cpt-1 narusavajuéi funkcionalnu mitohondrijsku oksidaciju
masnih kiselina. Osim toga, dovodi do oksidativnog stresa 1 poremecaja antioksidativnih puteva u

adipogeno diferenciranim MEF-ovima. Uzrokuje poviSenu razinu fosforne kiseline u muskim
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stanicama, koja potvrduje spolno specifi¢nu potrebu za dodatnim adaptivnim odgovorom na ROS

uzrokovane nedostatkom Sirt3.

Ovim je istrazivanjem pokazano kako Sirt3 djeluje kao klju¢ni negativni regulator lipogeneze 1
cuvar mitohondrijske funkcije, a njegov gubitak uzrokuje spolno specifi¢éne metabolicke promjene.
Zenske su stani¢ne linije osjetljivije na posljedice nedostatka Sirt3 od muskih, §to naglasava

vaznost ukljuc¢ivanja spola u buduca istraZivanja metabolizma.
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9. SAZETAK

Petra Cindori

Ucinak Sirtuina 3 u regulaciji lipidnog metabolizma adipocita pod utjecajem zapadnjacke dijete

ovisno o spolu

Pretilost, koja negativno utjeCe na zdravlje pojedinca povecavajuci rizik razvoja brojnih drugih
zdravstvenih poteskoca poput dijabetesa tipa 2, kardiovaskularnih bolesti, nealkoholne masne
bolesti jetre, astme, raznih tumora i depresije, sve je prisutnija u danasnjem drustvu. Neravnoteza
u energetskom unosu, potaknuta zapadnjackom dijetom kao suvremenim nacinom ljudske
prehrane, moze uzrokovati metabolicku disfunkciju povezanu s gubitkom funkcije Sirtuina 3
(Sirt3). Sirt3 je mitohondrijska deacetilaza i mono-ADP-riboziltransferaza s klju¢nom ulogom u
regulaciji metabolizma lipida, €iji je spolno specificni ucinak u stanicnom odgovoru na stres
poznat iz ranijih istrazivanja. Diferencijacijom miSjih embrionalnih fibroblasta (MEF)
uspostavljene su stani¢ne linije muskih 1 zenskih WT 1 KO adipocita za gen sirt3 koji kodira protein
Sirt3. Analiza ekspresije gena uklju€enih u adipogenezu na adipogeno diferenciranim MEF-ovima
pokazala je da Sirt3 djeluje kao njen negativni regulator u oba spola, s izraZzenijim u¢inkom kod
zenskih stanica. UspjeSno diferencirani adipociti tretirani su otopinama masnih kiselina u trajanju
od Sest sati simulirajuci kratkoro¢ne uvjete zapadnjacke dijete, nakon ¢ega je provedena analiza
genske 1 proteinske ekspresije klju¢nih regulatora adipogeneze, lipogeneze i lipolize. Pokazano je
da je ekspresija Atgl ovisna o prisutnosti Sirt3 neovisno o spolu, dok je ekspresija Ppar-y bila
uvjetovana genotipom i spolom. PojacCana lipogeneza zabiljezena je u oba spola neovisno o
genotipu, no ostvarena je povecanjem ekspresije razlicitih proteina istog biosintetskog puta: Acc-
1 kod Zenskih, a Fasn kod musSkih adipocita, §to upucuje na postojanje spolno specificnih
mehanizama regulacije ekspresije ovih proteina u uvjetima prehrambenog suvisSka. Potencijalno
kompenzatorni mehanizam nedostatka Sirt3 povecanjem ekspresije Hadhb pokazuje spolno
specificnost jer je ostvaren samo u zenskim adipocitima. S druge strane, u muskim je adipocitima
istog genotipa potaknuta aktivacija adaptivnog odgovora na povecanu razinu reaktivnih kisikovih
spojeva kroz poviSene razine L-glutaminske kiseline i L-5-oksoprolina. Potvrden je spolno
posljedice nedostatka Sirt3, $to naglasava vaznost ukljucivanja spola u buduca istrazivanja

metabolizma.
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Kljuéne rijeci: misji embrionalni fibroblasti, adipociti, Sirtuin 3, zapadnjacka dijeta, spolna

specificnost
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10. SUMMARY

Petra Cindori

The effect of Sirtuin 3 in regulating adipocyte lipid metabolism under the influence of a western

diet in a sex-dependent manner

Obesity, which negatively affects the health of an individual by increasing the risk of developing
numerous conditions such as type 2 diabetes, cardiovascular diseases, non-alcoholic fatty liver
disease, asthma, various tumors and depression, is becoming increasingly prevalent in today’s
society. Imbalance in energy intake, further enhanced by the Western diet as a modern way of
human nutrition, can lead to metabolic dysfunction associated with the loss of Sirtuin 3 (Sirt3).
Sirt3 is a mitochondrial deacetylase and mono-ADP-ribosyltransferase with a crucial role in lipid
metabolism, whose sex-specific effects in the cellular stress responses have been described in
earlier studies. By differentiating mouse embryonic fibroblasts (MEF), male and female WT and
KO adipocyte cell lines for the sirt3 gene encoding the Sirt3 protein were established. Analysis of
the expression of genes related with adipogenesis in adipogenically differentiated MEFs revealed
that Sirt3 acts as its negative regulator in both sexes, with a more pronounced effect in female
cells. Successfully differentiated adipocytes were treated with fatty acid solutions for six hours to
simulate short-term Western diet conditions, followed by gene and protein expression analysis of
key regulators of adipogenesis, lipogenesis and lipolysis. The results showed that expression of
Atgl was dependent on the presence of Sirt3 regardless of sex, whereas Ppar-y expression was
influenced by both genotype and sex. Enhanced lipogenesis was observed in both sexes
independently of genotype, but it was mediated through the upregulations of different proteins
within the same biosynthetic pathway: increased Acc-1 expression in female and Fasn in male
adipocytes, which points to the existence of sex-specific mechanisms regulating levels of these
proteins under nutrient surplus conditions. Furthermore, the upregulation of Hadhb as a potential
compensatory mechanism in the absence of Sirt3 was observed only in female adipocytes. In
contrast, male adipocytes lacking Sirt3 activated an adaptive response to increased levels of
reactive oxygen species, via heightened L-glutamic acid and L-5-oxoproline levels. Sex-specific
effect of Sirt3 on adipogenesis and lipogenesis was confirmed. Female adipocytes exhibited a
greater sensitivity to the consequences of Sirt3 deficiency, highlighting the importance of

including sex as a biological variable in future metabolic research.
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