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POPIS KRATICA 

 
Adv-ββββgal  adenovirus koji kodira β-galaktozidazu bakterije Escherichia coli 

BSA   goveñi serumski albumin (engl. bovine serum albumine) 

DMEM  stani
ni medij Dulbecco’s modified Eagle medium 

DMSO  dimetil sulfoksid (engl. dimethyl sulphoxide) 
 
ECL   poja
ana kemiluminiscencija (engl. enhanced chemiluminescence) 
 
GTPaza gvanozin trifosfataza 
  
IR-ββββ   β-podjedinica inzulinskog receptora (engl. insulin receptor beta) 
 
IRS    proteini substrata za inzulinski receptor (engl. insulin receptor  

  substrate proteins) 

NAMBJ nealkoholna masna bolest jetre 

NPPB  5-nitro-2-(3-fenilpropilamino)benzoi
na kiselina 

PBS   fosfatni pufer (engl. phosphate-buffered saline) 

PI 3-kinaza   fosfatidil inozitol 3-kinaza (engl. phosphatidil inositol 3-kinase) 
 
PKC  protein kinaza C 
 
PMA   forbol 12-miristat 13-acetat (engl. phorbol 12-myristate 13-acetate) 
 
ROS   reaktivni kisikovi spojevi (engl. reactive oxigen species) 

SDS-PAGE  gel za elektroforezu (engl. sodium dodecyl (lauryl) sulfate-  

  polyacrylamide gel) 

TBS  Tris pufer (engl. Tris-buffered saline) 

TNF-αααα  
imbenik tumorske nekroze alfa (engl. tumor necrosis factor  ³) 

VLDL   lipoproteini vrlo male gusto�e (engl. very low density lipoprotein)  
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INTERNETSKI IZVORI 
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1. UVOD 

 
 
1.1. Inzulinska rezistencija u jetri 

 Inzulin je regulator homeostaze glukoze u cijelom tijelu jer regulira 

opskrbu glukozom prema trenutnim potrebama organizma. Inzulin poti
e 

odlaganje glukoze u masnom tkivu i miši�ima te inhibira glikogenolizu u jetri i 

miši�ima te glukoneogenezu u jetri što sprje
ava proizvodnju glukoze u jetri. 

Inzulin takoñer kontrolira druge važne procese kao što su sinteza i pohrana 

masti, sinteza proteina, stani
ni rast, proliferacija stanica, njihovo preživljenje i 

diferencijacija (1). 

 Inzulinska rezistencija je smanjena sposobnost stanica da odgovore na 

inzulin. Inzulinska rezistencija tipi
no se razvija u pretilih osoba i dovodi do 

nastanka dijabetesa tipa II (2). 

 Jetra je organ osjetljiv na inzulin i klju
an za regulaciju energije u tijelu. 

Inzulinska rezistencija u hepatocitima ima niz posljedica jer su to metaboli
ki vrlo 

aktivne stanice. Inzulinska rezistencija je prepoznata i kao patološki 
imbenik u 

razvoju ne-alkoholne masne bolesti jetre (NAMBJ), a utje
e i na progresiju 

kroni
nog virusnog hepatitisa C te alkoholnog hepatitisa (3). Ove klini
ke 

informacije pružaju dodatni dokaz da 
imbenici povezani s inzulinskom 

rezistencijom imaju važan patobiološki u
inak na jetru.  
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1.2. Nealkoholna masna bolest jetre 

NAMBJ je potencijalni uzrok progresivnog ošte�enja jetre te rizi
ni 


imbenik za razvoj hepatocelularnog karcinoma i zatajenja jetre.  U Sjedinjenim 

Ameri
kim Državama (SAD) NAMBJ je naju
estalija jetrena bolest s 

prevalencijom od 5% u op�oj populaciji te 25-75% u bolesnika s pretjeranom 

tjelesnom masom i dijabetesom tipa II. Mogu�nost napredovanja NAMBJ u 

steatohepatitis, jetrenu cirozu te 
ak i hepatocelularni karcinom predstavlja veliki 

klini
ki i znanstveni problem jer su podaci o nastanku i razvoju NAMBJ oskudni, 

a nema ni prikladnih metoda lije
enja.  

 

1.2.1. Definicija, prevalencija i klini
ki spektar NAMBJ  

Termin nealkoholni steatohepatitis prvi put je upotrebljen 1980. godine za 

definiranje prethodno prepoznatog klini
kopatološkog sindroma koji se nije 

razlikovao od manifestacija alkoholnog hepatitisa, a viñao se uglavnom u pretilih 

žena i/ili žena s dijabetesom koje su negirale konzumaciju alkohola (4). S 

vremenom je postalo jasno da je masna jetra s nekroinflamacijom (nealkoholni 

steatohepatitis) samo jedno stanje u širokom spektru bolesti koji se sastoji od 

masne bolesti jetre (stetoze), steatohepatitisa i kriptogene ciroze jetre koja može 

napredovati u hepatocelularni karcinom u malom broju bolesnika (Slika 1). Cijeli 

ovaj spektar se sada naziva nealkoholna masna bolest jetre. Naziv je opravdan u 

bolesnika u kojih se nakon pomnih klini
kih i laboratorijskih testiranja može 

zaklju
iti da ne konzumiraju alkohol preko 20 g na dan (žene), odnosno 40 g na 

dan (muškarci).   



 

 11 

Slika 1. Shematski prikaz klini
kog spektra NAMBJ. Prijelaz bolesti u 

steatohepatitis je “kriti
na to
ka” nakon koje NAMBJ više nije reverzibilno stanje.  
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NAMBJ je zasebna bolest koju treba razlikovati od drugih oblika steatoze 

jetre s ili bez nekroinflamacije, a nastaju kao posljedica lijekova, prehrane, 

genetskih i drugih razloga, jer ova stanja imaju razli
itu patogenezu i ishod. 

Klini
ke posljedice NAMBJ proizlaze iz njene prevalencije i prirodnog tijeka. 

  

1.2.2. Patogeneza NAMBJ 

Patogeneza NAMBJ je povezana s inzulinskom rezistencijom i 

metaboli
kim sindromom, koji se manifestira kao kombinacija nekoliko stanja: 

pretilost, dijabetes i hipertrigliceridemija (5). Ova su stanja glavni rizi
ni 
imbenici 

za razvoj NAMBJ i nealkoholnog steatohepatitisa. Histološki spektar NAMBJ 

uklju
uje niz faza od izolirane jetrene steatoze do steatohepatitisa.  

 Jetrena steatoza nastaje uslijed relativnog pove�anja triglicerida u odnosu 

na njihovu potrošnju. Formiranje triglicerida ovisi o dostupnosti slobodnih masnih 

kiselina. Pove�anje periferne lipolize omogu�uje opskrbu masnim kiselinama i 

njihov ulazak u jetru (6).  

 Pretilost je glavni rizi
ni 
imbenik za razvoj NAMBJ i studije na pretilim 

osobama pokazuju kako je pove�ana konzumacija ugljikohidrata i zasi�enih 

masti takoñer dijelom odgovorna za pove�anje sinteze novih masnih kiselina u 

NAMBJ (7). Pove�an unos fruktoze doprinosi pretilosti i sintezi novih masnih 

kiselina u jetri (8).  

Mogu�nost mobilizacije triglicerida ovisi i o prikladnom oblikovanju i izvozu 

lipoproteina vrlo male gusto�e (engl. very low density lipoproteins, VLDL). Za to 

su potrebni normalno stvaranje apolipoproteina B100 te aktivnost mikrosomalnog 
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prijenosnog proteina. Poreme�aj stvaranja apolipoproteina u pacijentima s 

NAMBJ �e dovesti do smanjenja stvaranja VLDL te pove�ati rizik od nakupljanja 

masti u jetri (9).  

 Steatohepatitis se odlikuje masnom jetrom zajedno s citološkim 

pove�anjem stanica (engl. balooning), prisutnoš�u Malloryjevih tjelešaca, fibroze 

oko stanica (pericelularna fibroza) te upalnim promjenama (10). Budu�i je 

steatoza reverzibilno stanje, pretpostavlja se da je za nastanak steatohepatitisa 

potrebno dodatno patofiziološko ošte�enja unutar jetre. Ova se teorija naziva 

“hipoteza dvaju udaraca” (11).  

 Precizan mehanizam na koji se steatoza razvija u steatohepatitis nije 

poznat. Takoñer se ne zna je li ovaj proces neovisan o inzulinskoj rezistenciji ili 

ga uzrokuje teška i produžena inzulinska rezistencija. Neovisno o uzroku, ova 

stanja povezuje oksidativni stres zbog stvaranja reaktivnih kisikovih spojeva 

(engl. reactive oxygen species, ROS) ili smanjene obrane antioksidantima (6).  

 Iako oksidacija masnih kiselina u mitohondrijima nije smanjena u NAMBJ, 

preko 40% mitohondrija u ovoj bolesti ima poreme�enu strukturu (6). Ova je 

abnormalnost povezana s poreme�ajem enzimske aktivnosti u elektronskom 

prijenosnom lancu, što razdvaja oksidaciju od fosforilacije i rezultira stvaranjem 

ROS (12).  

 Patogeneza pove�anja stanica i nastanka Malloryjevih tjelešaca ostaje 

nejasna. Veli
ina i oblik stanica odreñena je unutar- i van-stani
nim 
imbenicima. 

Citoskelet te meñudjelovanja izmeñu citoskeleta i stani
ne membrane su dva 

glavna 
imbenika koja pomažu stanicama u održavanju oblika i veli
ine. Ova 
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meñudjelovanja su regulirana pomo�u skupine malih gvanozin trifosfataza (GTP-

aza), uklju
uju�i Rho, Rac i Cdc42 koje su dokazano bitne za inzulinski signalni 

put (13). Inzulinska signalizacija može poremetiti aktinsku citoskeletnu mrežu 

(14) te je stoga teoretski mogu�e da abnormalna inzulinska signalizacija može 

uzrokovati poreme�aj citoskeletne funkcije i napuhivanje citoplazme.  

   

1.3. Inzulinska rezistencija i masna jetra 

 Brojne su studije pokazale kako je stani
no nakupljanje masti u jetri i 

stanicama skeletnih miši�a obilježje sindroma inzulinske rezistencije 

(kombinacija pretilosti, dijabetesa tipa II i masne bolesti jetre) (15, 16). Višak 

unutarstani
ne masti u jetri uzrokovan je promjenom transporta masnih kiselina u 

hepatocitima, njihovom sintezom ili metabolizmom (17).  

 Dokazano je da nakupljanje masti u jetri dovodi do razvoja inzulinske 

rezistencije, ali nije poznat to
an mehanizam kojim se to dogaña (18). 

Odreñivanje povezanosti jetrene steatoze i jetrene inzulinske rezistencije 

zahtijeva eksperimentalne modele u kojima se u jetri nakuplja mast bez 

perifernog nakupljanja masti.  

 Studija koja je prou
avala vremenski tijek nastanka jetrene i periferne 

inzulinske rezistencije pokazala je kako štakori razvijaju jetrenu inzulinsku 

rezistenciju prije periferne inzulinske rezistencije (19). Takoñer je dokazano kako 

se sprje
avanjem nakupljanja masti u jetri sprje
ava nastanak inzulinske 

rezistencije te da postoji direktna linearna povezanost izmeñu koli
ine masti i 

težine inzulinske rezistencije (20).  
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 Postoje pretpostavke kako periferna inzulinska rezistencija u kombinaciji s 

povišenom koncentracijom glukoze i masnih kiselina u plazmi poti
e sintezu 

masnih kiselina u jetri te sprje
ava β-oksidaciju, što zajedno dovodi do nastanka 

jetrene steatoze (6, 18).  Druga je hipoteza da se nakupljanje masti u jetri te 

jetrena inzulinska rezistencija mogu dogoditi i bez periferne inzulinske 

rezistencije (19, 21). Ipak, mehanizam kojim nakupljanje masti u jetri dovodi do 

jetrene inzulinske rezistencije nije razjašnjen niti je poznato što nastaje prije, 

jetrena steatoza ili inzulinska rezistencija.  

 Stani
ni mehanizmi kojima nakupljanje masti u hepatocitima može dovesti 

do jetrene inzulinske rezistencije su složeni i mogu uklju
ivati (I) poreme�aj 

prijenosa signala u inzulinskoj signalnoj kaskadi, (II) nemogu�nost inzulina da 

aktivira glikogen sintetazu te (III) aktivaciju protein kinaze C (PKC) koja je važna 

za kinaznu aktivnost inzulinskog receptora (20). 

 Inzulinska rezistencija u jetri tako može nastati zbog inhibicije inzulinske 

signalne kaskade ili smanjenja broja inzulinskih receptora (15, 22, 23). Dok su 

stani
ni mehanizmi odgovorni za poreme�aj regulacije glukoneogeneze dobro 

definirani, nije poznato je li rani stani
ni odgovor na inzulin (egzocitoza i 

otvaranje Cl- kanala) promijenjen u inzulinskoj rezistenciji te, ako jest, koji je 

mehanizam odgovoran. Isto tako nije poznata uloga PKC u jetrenoj inzulinskoj 

rezistenciji.  

1.4. Poreme�aj inzulinske signalne kaskade u NAMBJ 

 Pohrana i otpuštanje energije tijekom razdoblja hranjenja i gladovanja te 

veliki dio somatskog rasta regulirani su inzulinskim signalnim sustavom (Slika 2).  
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Slika 2. Inzulinska signalna kaskada.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Popis kratica: SHC=Src homology 2 domain containing; Grb-2=Growth Factor 

Receptor Bound Protein 2; SOS=son of sevenless; Ras=rat sarcoma oncogene; 

MEK=mitogen-induced extracellular kinase; MAPK=mitogen activated protein 

kinaze; IRS=insulin receptor substrate; PI3K=phosphatidylinositol-3-kinaze; 

PDK=3-phosphoinositide-dependent protein kinase; PKC=protein kinaze C; 

Akt=protein kinaze B  
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 Inzulin je najpoznatiji po svojoj ulozi u regulaciji glukoze u krvi: inzulin 

potiskuje jetrenu glukoneogenezu i promi
e sintezu glikogena te njegovu 

pohranu u jetri i miši�ima; poti
e sintezu triglicerida u jetri i pohranu u masnom 

tkivu te pohranu aminokiselina u miši�ima. Ovaj signalni sustav ima širu ulogu jer 

zajedno s inzulinskim 
imbenikom rasta (IGF) promi
e somatski rast. Potpuna 

disfunkcija esencijalnih komponenti inzulinskog signalnog sustava je rijetka i 

letalna. Djelomi
ni poreme�aji povezani su s brojnim metaboli
kim 

poreme�ajima, uklju
uju�i dislipidemiju, hipertenziju, žensku neplodnost te 

intoleranciju glukoze koja može napredovati u dijabetes tipa II.  

 Nakon vezivanja inzulina, inzulinski receptor se fosforilira tirozinom kroz 

proces autofosforilacije, što je nužan korak za aktivaciju signalne kaskade. 

Ve�ina unutarstani
nih signala nastaje pomo�u signalnih kompleksa koji se tvore 

oko proteina fosforiliziranih tirozinom, uklju
uju�i substratne proteine inzulinskog 

receptora (IRS) te proteine Shc, APS, SH2B, Gab1/2, Dock1/2 i cbl. Iako uloga 

svih ovih substrata zahtijeva pozornost, studije s transgeni
nim miševima su 

pokazale kako se ve�ina inzulinskih u
inaka ostvaruje preko dva IRS proteina 

koji se nazivaju IRS-1 i IRS-2. IRS proteini povezuju inzulinski receptor s drugim 

signalnim kaskadama kao što je kaskada fosfatidil-inozitol 3-kinaze (PI3K) koja je 

najviše istraživana i kontrolira niz procesa u citoplazmi i jezgri.  

 Serinska kinaza Akt (takoñer se naziva protein kinaza B) aktivira se preko 

PI3K puta, a važna je za metaboli
ku regulaciju i ekspresiju gena. Inzulinska 

stimulacija Akt uzrokuje inhibiciju apoptoze. Transkripcijski faktor Foxo1 je 

takoñer substrat Akt tijekom inzulinske stimulacije. Fosforilacija Foxo1 
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stimulirana inzulinom mijenja eskpresiju razli
itih gena, uklju
uju�i gene koji 

kodiraju fosfoenolpiruvat karboksikinazu (engl. phosphoenolpyruvate 

carboxykinase, PEPCK), tirozinsku aminotransferazu i glukoza-6-fosfatazu. 

 Inzulinska rezistencija je povezana s nekoliko humanih bolesti, ali zajedni
ki 

mehanizam koji bi objasnio nastanak akutne i kroni
ne inzulinske rezistencije u 

ljudi je teško prokazati. Eksperimenti s transgeni
nim zivotinjama pokazuju kako 

se defekt može na�i na razli
itim razinama i na nekoliko mjesta u inzulinskoj 

signalnoj kaskadi, uklju
uju�i regulatorna meñudjelovanja. Svega nekoliko od tih 

koraka se smatra specifi
nima za  inzulinski signalni put jer se mnogi poreme�eni 

elementi dijele s drugim stani
nim sustavima.  

 Pove�ana aktivnost lipidnih fosfataza, uklju
uju�i protein tirozinsku 

fosfatazu PTP1B, inozitolsku fosfatazu SHIP2 ili lipidnu fosfatazu pTEN su 

klini
ki važni uzroci inzulinske rezistencije. Inhibicija ovih fosfataza genskim 

knockoutom ili kemijskim inhibitorima pove�ava toleranciju glukoze što zna
i da 

bi se inhibitori ovih fosfataza mogli koristiti u terapiji dijabetesa. Razli
iti citokini i 

metaboliti poti
u serinsku fosforilaciju IRS proteina koji inhibiraju prijenos signala. 

Tu spadaju cirkuliraju�e slobodne masne kiselina, diacilglicerol, acetil-CoA i 

ceramidi. Citokini iz masnog tkiva, osobito 
imbenik tumorske nekroze alfa (TNF-

α), stimuliraju serin-treonin fosforilaciju IRS-1 i/ili IRS-2, što takoñer inhibira 

inzulinski signal.  

 

 1.5. Inzulin i Cl- kanali u jetri 

 Poreme�aj prijenosa signala u inzulinskoj signalnoj kaskadi može se 
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o
itovati promjenom egzocitozne aktivnosti posredovane inzulinom. Po
etni 

odgovor jetrenih stanica na inzulin posredovan je egzocitozom specifi
ne 

populacije vezikula koje sadrže Cl- kanale u svojim membranama (24). 

Ugrañivanje ovih vezikula u stani
nu membranu je direktno odgovorno za 

petnaesterostruko pove�anje vodljivosti membrane zbog otvaranja Cl- kanala. 

Aktivacija Cl- kanala mijenja membranski potencijal i unutarstani
ni pH. Izlazak 

kloridnih iona izvan stanice dio je regulatornog smanjenja volumena stanice. Ove 

promjene reguliraju niz transportnih i metaboli
kih procesa u hepatocitima (25-

27). Stoga je razjašnjenje molekularnih mehanizama odgovornih za promjenu 

aktivnosti Cl- kanala klju
no za razumijevanje metabolizma jetre. Mehanizam 

otvaranja Cl- kanala nakon razli
itih fizioloških podražaja je opisan (26, 28), 

meñutim, vrlo malo se zna o stani
nim mehanizmima koji reguliraju otvaranje Cl- 

kanala pod utjecajem inzulina.  

 

 

 

1.6. Inzulinska rezistencija i protein kinaza C 

 PKC je enzim iz skupine proteinskih kinaza koji katalizira fosforilaciju 

tirozinskih ostataka pojedinih proteina. Aktivacija razli
itih izoformi PKC 

dokazana je u patogenezi inzulinske rezistencije u 
ovjeka i na životinjskim 

modelima (20, 22, 29-31). 

 Aktivacija razli
itih izoformi PKC dokazana je u patogenezi inzulinske 

rezistencije u skeletnim miši�ima ljudi (PKC-· i -³II) (29) i glodavaca (PKC-» ) 
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(22, 30). PKC-· je dovedena u vezu s jetrenom steatozom (20), dok je PKC- · 

identificirana kao potencijalni medijator jetrene inzulinske rezisencije uzrokovane 

jetrenom steatozom (31). 
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2. CILJ DISERTACIJE 

 

 

 Mehanizam kojim nakupljanje masti u jetri dovodi do jetrene inzulinske 

rezistencije nije poznat. Stoga je cilj ovog istraživanja bio ispitati u
inak 

nakupljanja slobodnih masnih kiselina na po
etni stani
ni odgovor na inzulin u 

jetrenim stanicama te ulogu PKC kinaze u ovom procesu.   

 Hipoteza je bila da eksperimentalno izazvano nakupljanje lipida u jetrenim 

stanicama inhibira otvaranje ionskih kloridnih kanala i egzocitozu ovisnu o 

inzulinu te dovodi do inzulinske rezistencije, a da je ova inhibicija barem 

djelomi
no posljedica aktivacije protein kinaze C. 

 Specifi
ni ciljevi istraživanja korišteni za potvrdu ove hipoteze bili su: 

1. Validacija modela NAMBJ u kojem se amiodaronom uzrokuje nakupljanje 

masti u stanici; 

2. Dokazati porast (ili smanjenje) udjela masnih kiselina u pove�anju sadržaja 

lipida u stani
nom modelu NAMBJ; 

3. Potvrditi smanjenje metabolizma glukoze u stani
nom modelu NAMBJ; 

4. Dokazati smanjenje broja inzulinskih receptora u stani
nom modelu NAMBJ; 

5. Dokazati smanjenje egzocitoze vezikula s kloridnim kanalima u NAMBJ; 

6. Potvrditi (smanjenje ili pove�anje) aktivnosti PKC kinaze u stani
nom modelu 

NAMBJ. 

 U istraživanjima jetrene steatoze i jetrene inzulinske rezistencije koriste se 

eksperimentalni modeli u kojima se poti
e nakupljanje masti u stanicama. Model 
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korišten u ovom istraživanju zasniva se na osobini amiodarona da ve� nakon 24 

sata izazove nakupljanje masti u stani
noj liniji hepatoma štakora (engl. rat 

hepatoma tissue culture, HTC) (32, 33).  

 HTC stanice su preko no�i (~18 h) bile izložene djelovanju amiodarona što 

izaziva nakupljanje lipida (33, 34). Stanice tretirane amiodaronom usporedile su 

se s kontrolnim, netretiranim stanicama. 

 Cilj 1 i 2: Nakon ispiranja stanica izvanstani
nom teku�inom koja ne sadrži 

amiodaron, kontrolne i tretirane stanice su se podvrgle fluorescentnoj 

mikroskopiji pomo�u Nile Red fluorescentne boje za mjerenje koli
ine lipida u 

stanici. Za procjenu udjela masnih kiselina u pove�anju koli
ine lipida u jetrenim 

stanicama pratio se pove�ani izražaj (engl. overexpression) enzima karnitin-

palmitoil transferaze 1a (CPT1a) primjenom tehnologije adenovirusa. CPT1a ima 

klju
nu ulogu u metabolizmu masnih kiselina u jetrenim stanicama jer prenosi 

masne kiseline iz citosola u mitohondrije.  

 Cilj 3: Promjena glukoznog metabolizma uzrokovana viškom lipida u 

jetrenim stanicama odredila se mjerenjem glukoze nastale iz laktata i piruvata u 

kontrolnim i eksperimentalnim stanicama tretiranim amiodaronom.   

 Cilj 4: Kako je vezanje inzulina za inzulinski receptor nužno za aktivaciju 

inzulinskog signalnog puta, istraženo je da li je inzulinska rezistencija uzrokovana 

smanjenjem broja inzulinskih receptora korištenjem Western blot tehnike.  

 Cilj 5. Po
etni odgovor jetrenih stanica na inzulin je posredovan 

egzocitozom posebne populacije vezikula koje sadrže kloridne kanale. Kako bi 

ispitali u
inak inzulinske rezistencije na stani
ni odgovor, ispitana je egzocitoza 
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pomo�u fluorescentne boje FM1-43 prije i nakon stimulacije stanica inzulinom. 

Promjene u površini stanica odredile su se mjerenjem kapacitivnosti stani
ne 

membrane prije i nakon izloženosti inzulinom metodom priklještenja napona.  

Promjene vodljivosti odreñene su mjerenjem ukupnih struja.  

Cilj 6: Budu�i je inzulinska rezistencija u literaturi povezana s aktivacijom 

PKC, njena aktivnost je izmjerena nakon izlaganja stanica djelovanju amiodarona 

ili arahidonske kiseline pomo�u fluorescentne boje fim-1. U
inak PKC aktivnosti 

na inzulinski odgovor, egzocitoza i vodljivost odreñeni su u stanicama nakon 

njihova izlaganja stimulatoru PKC (forbol 12-miristat 13-acetat, PMA) te inhibitoru 

PKC (chelerythrin).  
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3. TVORIVA I POSTUPCI 

 

3.1. Priprema stanica 

Svi su eksperimenti obavljeni na HTC stanicama koje potje
u od benignog 

tumora jetre (hepatoma) štakora. HTC stanice se koriste kao model transporta 

kloridnih iona na membranama hepatocita jer imaju kloridne kanale i signalne 

puteve analogne onima u primarnim hepatocitima (35, 36). Stanice se nanose na 

okrugla pokrovna stakalca unutar komora za snimanje te se pohranjuju u 

inkubatoru na 37°C u atmosferi s 5% CO2 te 95% zraka. Za održavanje stanica je 

korišten stani
ni medij Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, Invitrogen, 

Carlsbad, CA, SAD) nadopunjen s 10% fetalnog goveñeg seruma, 2 mM L-

glutamina, 100 µg/ml penicilina te 100 µg/ml streptomicina. 

 

3.2. Mjerenje unutarstani
ne masti  

Unutarstani
na koli
ina masti u HTC stanicama je eksperimentalno pove�ana 

inkubacijom stanica preko no�i s amiodaronom (50 µM, Sigma, St. Louis, MO, 

USA). Amiodaron je snažni inhibitor oksidacije masnih kiselina i izlu
ivanja 

lipoproteina iz stanice te dovodi do nakupljanja lipida u hepatocitima (32, 33). 

Koli
ina masti je mjerena korištenjem fluorescentnog lipidnog markera Nile red. 

Nile red nije fluorescentan u otopini, ali postaje fluorescentan nakon vezanja za 

masne kiseline i triacilglicerole (37, 38). Posljedi
no, fluorescentni intenzitet Nile 

reda je direktno proporcionalan koli
ini masti u citosolu. Za ove eksperimente 

stanice su prije eksperimenta inkubirane s 1µM Nile red tijekom 2 h. 



 

 25 

Fluorescencija je pobuñena ekscitacijskim filterom (vrhunac na 535 nm) te 

registrirana emisijskim filterom (vrhunac na 610 nm). Podaci iz razli
itih stanica 

su usporeñeni na slikama koje su snimane istim trajanjem izloženosti svjetlu od 

25 ms. Sli
an je postupak korišten za kvantifikaciju unutarstani
nih masti u 

drugim tipovima stanica (37, 39, 40).  

 

3.3. Priprema adenovirusa i transdukcija 

Adenovirusi koji su korišteni sadržavaju cDNA koja kodira β-galaktozidazu 

bakterije Escherichia coli (Adv-βgal) ili štakorski enzim CPT1a pod kontrolom 

ranog promotora citomegalovirusa. Virusi i stani
ni lizati su pripremljeni pomo�u 

humane embrionalne linije stanica bubrega 293A koje su služile kao doma�in 

(41). Adenovirusna transdukcija enzima CPT1a obavljena je 2 h nakon što su 

HTC stanice prionule za podlogu pokrovnih stakalaca u komorama za snimanje. 

Stanice su nakon toga inkubirane 90 min na 37°C u 0.75 ml DMEM medija koji je 

sadržavao 1010 
estica virusa. Medij je nakon toga odstranjen te su stanice 

isprane s fosfatnim puferom (PBS; engl. phosphate-buffered saline) prije nego im 

je dodan svježi DMEM. Odgovaraju�i titar Adv-βgal, pripremljen na isti na
in, 

korišten je za transdukciju kontrolnih stanica. Stanice su u obje grupe nakon toga 

inkubirane preko no�i ∼18 h kako bi se omogu�ila ekspresija proteina kodiranih 

virusom prije obavljanja mjerenja.  
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3.4. Otpuštanje glukoze 

Petrijeve posude s HTC stanicama su isprane dvaput s fosfatnim puferom i 

DMEM-om koji je sadržavao 5 mM lakatata i 0.5 mM piruvata, bez glukoze. 

Inzulin je stavljan je u koncentraciji od 1 nM. Uzorci medija su uzeti nakon 0, 0.5, 

1, 2, 3 i 4 h. Otpuštanje glukoze iz stanica mjereno je korištenjem kita HK-20 

(Sigma, St. Louis, MO, USA). 

 

3.5. Western blot analiza 

Stanice su triput isprane u hladnom fosfatnom puferu. Ukupni stani
ni lizati su 

pripremljeni od ~107 stanica tako što je dodano 0.5 ml pufera za disocijaciju 

(engl. lysis buffer) koji je sadržavao: 10 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 

mM EGTA, 1 mM NaF, 20 mM Na2P2O7, 2 mM Na3VO4, 0.5% natrijev 

deoksikolat, 1% Triton x-100, 10% glicerol, 1 mM PMSF, 60 mg/dl aprotinin, 

10mg/dl leupeptin and 1 mg/dl pepstatin (pH 7.4). Lizati su centrifugirani na 4°C 

tijekom 10 min na 21 000 g kako bi se otklonile jezgre i stani
ni debris. 

Supernatant je sa
uvan te iskorišten za Western blot analizu. SDS-PAGE i 

imunobloting su obavljeni korištenjem minigelova. Proteini su preneseni prema 

prethodno opisanom protokolu (42) te obrañeni korištenjem poja
ane 

kemiluminiscencije za detekciju (Amersham, Buckinghamshire, Velika Britanija) 

sa specifi
nim antitijelima protiv inzulinskog receptora (Biosource, Invitrogen, 

Carlsbad, CA, SAD) korištenjem 3% goveñeg serumskog albumina (BSA; engl. 

bovine serum albumine) u tris-puferu (TBS; engl. tris-buffered saline). Sva 

ispiranja su obavljena s 0.5% Tween/TBS u trajanju od 5 min. Autoradiogrami su 
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analizirani programom PhosphoImager (Bio-Rad, Richmond, CA, USA). 

Detekcija traka i analiza obavljene su pomo�u Kodak Image Station CF440 

(Carestream Molecular Imaging, New Haven, CT, SAD). Koncentracija proteina 

odreñena je pomo�u BCA Protein Assay (Pierce, Rockford, IL, USA). 

 

3.6. Mjerenje egzocitoze 

Egzocitoza je mjerena oslikavanjem u stvarnom vremenu (real time imaging) 

korištenjem fluorescentne boje FM1-43 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). 

FM1-43 se veže za membrane, ali ne prolazi kroz lipidni dvosloj. Boja nije 

fluorescentna u otopini ve� kad se veže za biološke membrane i tada se kvantni 

dobitak (engl. quantum yield) pove�a otprilike 250 puta (43). Stoga je intenzitet 

fluorescencije direktno povezan s koli
inom membrane izložene djelovanju FM1-

43. FM1-43 je dodan izvanstani
noj otopini u koncentraciji od 4 µM. U po
etku 

FM1-43 ulazi u vanjsku membranu izloženu izvanstani
noj otopini. Kasnije, kad 

se vezikule spoje sa stani
nom membranom, FM1-43 ulazi i u novi dio 

membrane što rezultira pove�anjem mjerene fluorescencije. Ukupna promjena 

FM1-43 fluorescencije pruža mjeru ukupne egzocitoze u stvarnom vremenu. 

Fluorescencija boje FM1-43 je pobuñena ekscitacijskim filterom (vrhunac na 480 

nm) te registrirana emisijskim filterom (vrhunac na 535 nm). Slike su snimane 

svakih 30 s korištenjem ekspozicije od 200 ms. Ova je metoda prethodno 

korištena za prikaz egzocitoze u drugim vrstama stanica (44).  
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3.7. Mjerenje [Ca2+] 

Unutarstani
ni [Ca2+] je mjeren fluorescentnom bojom Fluo-3 AM (Molecular 

Probes, Eugene, OR, USA) koja je osjetljiva na Ca2+ (45). Fluo-3 AM je otopljena 

u dimetil sulfoksidu (DMSO) s jednakom koli
inom Pluronic F-127 (10% otopina 

u vodi). Stanice su se nakon toga inkubirale tijekom 30 min u Fluo-3 AM. Nakon 

ispiranja boje iz izvanstani
ne teku�ine, Fluo-3 AM fluorescencija se pobudila 

ekscitacijskim filterom (vrhunac na 480 nm) te registrirana emisijskim filterom 

(vrhunac na 535 nm). Slike su snimane svakih 10 s korištenjem ekspozicije od 50 

ms. [Ca2+]i je odreñen korištenjem formule: 

[Ca2+]i = F Kd/(Fmax – F)  

gdje je Kd = 400 nM (46). F je stani
na Fluo-3 AM fluorescencija, a Fmax je 

fluorescencija kod nivoa zasi�enosti [Ca2+]i  koja se dobije na kraju svakog 

eksperimenta dodavanjem 5 µM ionomicina.  

 

3.8. Detekcija PKC aktivnosti 

Stimulacija PKC aktivnosti dovodi do njenog premještanja iz citosolskih odjeljaka 

u stani
nu membranu (47). Razina PKC u stani
noj membrani HTC stanica 

mjerena je fluorescentnom bojom fim-1 AM. Fim-1 AM se veže za kataliti
ko 

vezno mjesto na razli
itim izoformama PKC te aktivacija kinaze pove�ava 

fluorescenciju stani
ne membrane (fluorescenciju ruba stanice) (48-50). Fim-1 

AM je otopljen u DMSO i Pluronic F-127. Stanice su prije eksperimenata 

inkubirane s 20 µM fim-1 AM u trajanju od 30 min. Za kvantifikaciju PKC 
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aktivnosti izmjerena je fluorescentna aktivnost ruba oko stani
ne membrane 

širokog 1 µM. Preliminarna mjerenja ukupne stani
ne fluorescencije fim-1 AM te 

kvantitativni Western blot razli
itih PKC izoformi (podaci koji još nisu publicirani) 

ukazuju na to da se ekspresija PKC izoformi znatno razlikuje u razli
itim 

eksperimentalnim uvjetima. Stoga je, kako bi se izbjegle ove varijacije, 

fluorescencija stani
nog ruba normalizirana prema ukupnoj stani
noj 

fluorescenciji. Kao kod fibroblasta, fim-1 AM oboji mitohondrije i u HTC 

stanicama (48) te su ove regije isklju
ene iz mjerenja fluorescencije ruba. Fim-1 

AM fluorescencija je pobuñena ekscitacijskim filterom (vrhunac na 480 nm) te 

registrirana emisijskim filterom (vrhunac na 535 nm). Slike su rañene s 

ekspozicijom od 1.5 s. 

 

3.9. Oslikavanje i analiza 

HTC stanice su se perfundirale u komoricama za snimanje brzinom koja 

dozvoljava potpunu izmjenu volumena komorice u ~1 min. Stanice su 

promatrane uz imerziju na pove�anju od 60 x. Fluorescentne slike dobijene su 

korištenjem 12-bit SensicamQE kamere koju je kontrolirao program SlideBook 

3.0 (Intelligent Imaging Innovations, Denver, CO, USA). Kvantitativna analiza 

fluorescentnih slika obavljena je na ra
unalu korištenjem programa NIH Image 

(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) i IgorPro3 (Wave Metrics, 

Lake Oswego, OR, USA). Ukupna stani
na fluorescencija boja Nile red, FM1-43 

te fim-1 AM mjerena je na regiji koja sadrži sliku stanice. Za oduzimanje 

vrijednosti pozadine mjerena je vrijednost fluorescencije u regiji slike koja nije 



 

 30 

sadrzavala stanice. Nakon oduzimanja vrijednosti pozadine, intenzitet 

fluorescencije boje FM1-43 je normaliziran prema vrijednostima neposredno 

nakon po
etka primjene boje. Za Nile red eksperimente, intenzitet fluorescencije 

je izražen relativno u odnosu na vrijednosti iz kontrolnih stanica.  

 

3.10. Mjerenja vodljivosti (engl. conductance) i struje (engl. current) 

Vodljivost stani
ne membrane mjerena je u whole-cell konfiguraciji korištenjem 

patch clamp tehnike. Voltage clamp na stanicama je podešen na 40 mV te je 

vodljivost membrane odreñena svakih 3 s primjenom voltažnih pulseva od 4 ms. 

Strujni je odgovor korišten za odreñivanje vodljivosti i kapacitativnosti. Za 

usporedbu vodljivosti izazvane inzulinom u razli
itim stanicama, vodljivost je 

normalizirana na po
etnu kapacitativnost (engl. capacitance) kojom se mjeri 

površina stanica te je izražena u pS/pF.  

Whole-cell struje koje su nastale kao odgovor na stimulaciju inzulinom mjerene 

su nakon kompenzacije za kapacitativnost stanice i otpor pipete. Whole-cell 

struje kao odgovor na voltažne pulseve (0.5 s trajanje) filtrirane su pomo�u 

Bessel filtera te su uzorci uzimani svako 0.5 s. Kako bi se odredio reverzni 

potencijal, korišten je linearni porast voltaže od -90 mV do 90 mV (trajanje 0.2 s).  

 

3.11. Otopine 

Svi su eksperimenti obavljeni nakon ispiranja stani
nog medija s umjetnom 

izvanstani
nom teku�inom koja nije sadržavala amiodaron. Ova otopina sadrži: 

142 mM NaCl, 4 mM KCl, 1 mM KH2PO4, 2 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 10 mM D-
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glukoze, 10 mM Hepes/NaOH. Za patch clamp snimanja stanice su dijalizirane s 

otopinom koja sadrži: 130 mM KCl, 10 mM NaCl, 1 mM EGTA, 0.5 mM CaCl2, 2 

mM MgCl2 te 10 mM Hepes/NaOH (slobodni [Ca2+] ~ 0.1 µM). Za pove�anje 

unutarstani
ne koncentracije masnih kiselina u odreñenim je eksperimentima u 

pipetnu otopinu nadodana arahidonska kiselina (15 µM). pH svih otopina je bio 

7.25. Osmolalnost izvanstani
ne otopine je bila 200 mOsm/kg, a osmolalnost 

pipetne otopine 270-275 mOsm/kg. Sve kemikalije kupljene su od Sigma Aldrich 

(St. Louis, MO, SAD).  

 

3.12. Statisti
ka analiza 

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost ± standardna greška srednje 

vrijednosti (mean ± SEM). Rezultati su usporeñeni korištenjem Student t testa za 

sparene i nesparene podatke.  
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4. REZULTATI 

 

Inzulinska rezistencija u jetri usko je povezana s nakupljanjem masti u 

hepatocitima. Kako bi se eksperimentalno pove�ala koli
ina unutarstani
ne 

masti, HTC stanice su preko no�i inkubirane s amiodaronom koji dovodi do 

masne bolesti jetre u miševa (33). Nakon ispiranja s izvanstani
nom teku�inom 

koja nije sadržavala amiodaron, koli
ina lipida je mjerena pomo�u fluorescentne 

boje Nile red. Reprezentativne slike kontrolnih HTC stanica te HTC stanica 

tretiranih amiodaronom prikazane su na slici 3A. Izlaganje stanica amiodaronu 

preko no�i prosje
no uzrokuje dvostruko pove�anje koli
ine unutarstani
nih 

lipida (Slika 3B). Kako bi se procjenio doprinos masnih kiselina ovom pove�anju, 

karnitin palmitoil transferaza 1a (CPT1a) je pretjerano izražena (engl. 

overexpressed) u HTC stanicama korištenjem adenovirusne tehnologije (51). 

CPT1a igra glavnu ulogu u metabolizmu masnih kiselina u jetrenim stanicama jer 

prenosi masne kiseline iz citosola u mitohondrije za daljnju razgradnju. Pretjerani 

izražaj CPT1a zna
ajno smanjuje Nile red fluorescenciju stanica tretiranih s 

amiodaronom (Slika 3B), što potvrñuje da amiodaron pove�ava koncentraciju 

masnih kiselina u HTC stanicama.  

 Jetrena inzulinska rezistencija je karakterizirana ve�om razinom 

konstitutivne proizvodnje glukoze i smanjenom sposobnoš�u inzulina da potisne 

glukoneogenezu (52). Kako bi se provjerilo mijenja li višak masnih kiselina 

metabolizam glukoze, proizvodnja glukoze iz laktata i piruvata je izmjerena u 

kontrolnim i amiodaronom tretiranim HTC stanicama.  
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Slika 3. Unutarstani
no nakupljanje masnih kiselina. A) kontrolne stanice i 

stanice izložene amiodaronu (50 
M preko no�i). Ljestvica: 12 
m. B) relativna 

Nile red fluorescencija u kontrolnim i eksperimentalnim stanicama.  
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 Podaci sažeti na slici 4 pokazuju kako amodaronom tretirane stanice 

proizvode oko 6 puta više glukoze nego kontrolne stanice. Relativna sposobnost 

inzulina da potisne glukoneogenezu je bila zna
ajno smanjena. Ovi podaci 

pokazuju kako amiodaronom tretirane HTC stanice razvijaju fenotip 

karakteristi
an za inzulinsku rezistenciju te predstavljaju stani
ni model s 

upadljivim defektom regulacije glukoneogeneze.  

 

Slika 4. Inzulin i glukoneogeneza. HTC stanice su bile inkubirane 4 h u 

prisutnosti gluokoneogenetskih substrata i bez glukoze. Inzulin (1 nM) je inhibirao 

glukoneogenezu u kontrolnim HTC stanicama za 70% (p<0.03) te za 25% u 

stanicama izloženim amiodaronu (p<0.02). 
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 Vezivanje inzulina za α-podjedinicu inzulinskog receptora nužno je za 

aktivaciju inzulinskih signalnih puteva (16). Stoga je provjereno uzrokuje li 

inzulinska rezistencija smanjenje broja inzulinskih receptora. Na slici 5 prikazani 

su rezultati Western blot analize, dobijeni korištenjem specifi
nih antitijela protiv 

α-podjedinice inzulinskog receptora, koji pokazuju kako amiodaronom tretirane 

HTC stanice imaju jednak broj inzulinskih receptora kao i kontrolne stanice.  

 

 

Slika 5. Ekspresija inzulinskog receptora.  
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 Po
etni odgovor HTC stanica na inzulin posredovan je egzocitozom 

osobite populacije vezikula koje sadrže Cl- kanale u svojim membranama (24). 

Kako bi se vidjelo mijenja li inzulinska rezistencija ovaj odgovor na inzulin, 

egzocitoza i vodljivost (conductance) su mjerene u kontrolnim stanicama te 

nakon pove�anja koli
ine masnih kiselina. Egzocitoza je mjerena pomo�u FM1-

43, fluorescentne boje za prikaz stani
ne membrane (24, 53). U odsutnosti 

inzulina FM1-43 fluorescencija se postupno pove�ala zbog konstitutivne 

egzocitoze brzinom od 2.3 ± 0.2 %/min (8 stanica) u kontrolnim, 1.2 ± 0.2 %/min 

(10 stanica) u HTC stanicama tretiranim amiodaronom te 5.3 ± 0.4 %/min (8 

stanica) nakon izlaganja arahidonskoj kiselini. Reprezentativna mjerenja na slici 

6A i B prikazuju kako inzulin brzo pove�ava FM1-43 fluorescenciju u kontrolnim 

stanicama  za oko 10% unutar prvih nekoliko minuta nakon njegove akutne 

primjene. Prethodno je pokazano kako se egzocitoza ovisna o inzulinu razlikuje 

od konstitutivne egzocitoze. Membranska kapacitativnost (engl. capacitance)  u 

HTC stanicama bila je 21.8 ± 2.6 pF (9 stanica) kad je mjerena u whole-cell 

konfiguraciji. Budu�i je kapacitativnost stanice direktno proporcionalna površini 

stani
na membrane (~10 fF µM-2) (54) te da postoji povezanost izmeñu 

kapacitativnosti i FM1-43 fluorescencije u HTC stanicama, što je pokazano u 

drugim vrstama stanica (53, 55), ovi rezultati ukazuju na to da inzulin stimulira 

umetanje oko 7000 posebnih vezikula (0.1 µM u promjeru) u stani
na membranu 

unutar nekoliko minuta nakon izlaganja inzulinu. Egzocitoza ovisna o inzulinu bila 

je zna
ajno inhibirana u HTC stanicama tretiranim s amiodaronom (Slika 6B i C).  
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Slika 6. Inhibicija egzocitoze ovisne o inzulinu. A) fluorescentni prikaz stanice 

prije i nakon izlaganja inzulinu. B) i C) promjene FM-43 fluorescencije 

(egzocitoza) nakon stimulacije inzulinom. 
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 Sli
ni su rezultati dobijeni i u kontrolnim stanicama nakon izlaganja 

arahidonskoj kiselini (15 µM, Slika 6C). Stoga se može zaklju
iti kako je 

inzulinska rezistencija u jetri povezana s egzocitoznim odgovorom na inzulin.  

 Za procijeniti je li odgovor vodljivosti na inzulin takoñer inhibiran kod 

inzulinske rezistencije, vodljivost membrane je mjerena patch clamp tehnikom. 

Reprezentativna snimanja na slici 7A prikazuju kako inzulin aktivira vodljivost 

koja postupno dosegne vrhunac od ~10 min nakon izlaganja. Sli
no egzocitozi, 

inzulin aktivira vodljivost ovisno o dozi (1 nm do 10 µM, Slika 7B) pružaju�i 

daljnju potporu hipotezi da egzocitoza vezikula koje sadrže ionske kanale može 

utjecati na vodljivost (24). Vodljivost ovisna o inzulinu je bila inhibirana u 

stanicama tretiranim amiodaronom (P<0.02) i nakon unutarstani
ne dijalize s 

arahidonskom kiselinom (P<0.05) (Slika 7A i B). Stoga se moze zaklju
iti kako je 

odgovor vodljivosti jetrenih stanica na inzulin  potentno inhibiran kod inzulinske 

rezistencije.  

 Za detaljniju procjenu vodljivosti ovisne o inzulinu izmjeren je i reverzni 

potencijal (Er) whole-cell struja tijekom odgovora na inzulin. Er je bio 8.4 ± 0.8 mV 

(9 stanica). Ova je vrijednost vrlo blizu ravnotežnog potencijala Cl- od -1 mV koji 

je izmjeren pomo�u Nernstove jednadžbe te ukazuje na aktivaciju kloridnih 

kanala kako je prethodno opisano (24). Štoviše, whole-cell struje izazvane 

inzulinom pokazale su ispravljanje prema vani (engl. outward rectification) te 

sporu aktivaciju pri pozitivnim potencijalima održavanja (Slika 7C).  
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Slika 7. Inhibicija Cl- vodljivosti ovisne o inzulinu.  
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 Za procijeniti aktivira li inzulin Cl- kanale, stanice su izložene 

neselektivnom blokatoru kloridnih kanala 5-nitro-2-(3-fenilpropilamino)benzoi
na 

kiselina (NPPB). U prisutnosti 25 µM NPPB odgovor vodljivosti na inzulin smanjio 

se od 148 ± 36 pS pF-1 (9 stanica) na 41.0 ± 4.3 pS pF-1 (5 stanica). Ove 

biofizi
ke osobine su u suglasnosti s prethodnim rezultatima (24) te pokazuju da 

inzulin stimulira otvaranje posebne populacije Cl- kanala u jetrenim stanicama.  

 Dokazano je kako whole-cell struje aktivirane inzulinom ili pove�anjem 

unutarstani
nog [Ca2+] imaju iste osobine (24, 56). Stoga je istraženo pove�ava li 

inzulin razinu [Ca2+]i pomo�u fluorescentne boje fluo-3. Reprezentativna 

snimanja prikazana na slici 8 pokazuju kako inzulin nema nikakva u
inka na 

[Ca2+]i. Za razliku od inzulina tapsigargin, koji aktivira sli
ne Cl- kanale u HTC 

stanicama (56) je izazvao veliko prolazno pove�anje [Ca2+]i (Slika 8B). Stoga se 

moze zaklju
iti kako aktivacija Cl- kanala pomo�u inzulina ne zahtijeva pove�anje 

[Ca2+]i.  

 

Slika 8. Inzulin i [Ca2+]i. 
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 Inzulinska rezistencija u miši�nim stanicama povezana je s pove�anjem 

PKC aktivnosti (15). Stoga je izmjerena aktivnost PKC nakon tretmana s 

amiodaronom i arahidonskom kiselinom korištenjem fluorescentne boje fim-1 

(48). Fim-1 se veže za razli
ite izoforme PKC i kad se PKC translocira iz 

stani
ne membrane nakon aktivacije, fluorescencija stani
ne membrane 

(stani
nog ruba) se pove�a (48, 49). Reprezentativne slike na slici 9A prikazuju 

podru
je oko stani
ne membrane (strelice) koja je svjetlija u stanicama tretiranim 

amiodaronom nego u kontrolnim stanicama. Kako bi se ispitalo ho�e li fim-1 

obojati PKC, HTC stanice su stimulirane s forbol 12-miristat 13-acetatom (PMA; 

engl. phorbol 12-myristate 13-acetate). PMA je pove�ao fluorescenciju stani
nog 

ruba (Slika 9B) 
ime je pokazano kako je fim-1 korisna boja za bilježenje 

aktivnosti PKC. Sli
ni rezultati dobijeni su nakon tretiranja stanica s 

amiodaronom i arahidonskom kiselinom (Slika 9B), što pokazuje kako višak 

masnih kiselina u jetri potentno stimulira PKC aktivnost.  

 Prethodne studije u HTC stanicama pokazale su kako je aktivacija PKC 

usko povezana s pove�anjem [Ca2+]i (57). Stoga bi osim masnih kiselina i 

tretman amiodaronom mogao stimulirati PKC aktivnost pove�anjem [Ca2+]i. Za 

ispitivanje ove mogu�nosti [Ca2+]i je izmjeren nakon akutnog izlaganja 

amiodaronu. Reprezentativna snimanja prikazana su na slici 9C.  
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Slika 9. Masne kiseline i PKC aktivnost.  
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Podaci prikazani u tablici 1 pokazuju kako amiodaron stimulira samo malo 

pove�anje [Ca2+]i (~10 nM). Sukladno ovom nalazu, bazalna razina [Ca2+]i u 

stanicama tretiranim amiodaronom nije se zna
ajno razlikovala od one u 

kontrolnim stanicama (Tablica 1, p>0.25). Stoga se zaklju
uje kako aktivacija 

PKC u amiodaronskim stanicama nije povezana s pove�anjem [Ca2+]i.  

 

Tablica 1. U
inak amiodarona na [Ca2+]i. Bazalni [Ca2+]i je mjeren u HTC 

stanicama.  

 Bazalni [Ca2+]i (nM) & [Ca2+]i (nM) 

Kontrola 91.9 ± 4.9 (n = 19) 10.7 ± 0.9 (n = 16) 

Stimulacija amiodaronom 94.4 ± 5.3 (n = 13) ___ 

 

 

 

 Kako bi dokazali doprinosi li PKC aktivnost inhibiciji odgovora na inzulin, 

egzocitoza i vodljivost su izmjerene nakon manipulacije PKC aktivnosti. U prvoj 

skupini eksperimenata PKC je akutno stimulirana s PMA u kontrolnim stanicama. 

U bazalnim uvjetima PMA je pove�ao brzinu konstitutivne egzocitoze na 3.5 ± 

0.2 %min-1 (44 stanice), ali nije imao nikakav u
inak na vodljivost (17.9 ± 2.0 pS 

pF-1; 5 stanica). Stoga, PKC aktivacija sama po sebi ne stimulira ionske kanale u 

HTC stanicama. Izlaganje PMA zna
ajno je inhibiralo odgovor na inzulin (Slika 

10) ukazuju�i na to da PKC funkcionira kao inhibitor ovog odgovora.  
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Slika 10. Odgovori na inzulin i PKC aktivnost.  
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 Ako je aktivacija PKC odgovorna za poreme�ene reakcije na inzulin tada 

je za o
ekivati da �e inhibicija PKC aktivnosti u amiodaronskim stanicama 

popraviti odgovor na inzulin. Za testiranje ove hipoteze u drugoj skupini 

eksperimenata su odgovori na inzulin izmjereni u amiodaronskim stanicama 

nakon tretmana s PKC inhibitorima cheleritrin i kalfostin C. Podatci sažeti u Slici 

10 pokazuju kako inhibicija PKC aktivnosti dovodi do djelomi
nog ili potpunog 

oporavka egzocitoznog odgovora, ali ima varijabilan u
inak na vodljivost. 

Cheleritrin je oporavio egzocitozu za ~75%, a vodljivost za ~130% u odnosu na 

kontrolne vrijednosti. Kalfostin C je gotovo udvostru
io odgovor egzocitoze, ali 

nije imao nikakav u
inak na vodljivost. Ovi rezultati pokazuju da pove�ana PKC 

aktivnost kod inzulinske rezistencije može doprinijeti inhibiciji inzulinskog 

odgovora egzocitoze i vodljivosti.  

 Za procjenu uloge PKC u regulaciji otpuštanja glukoze, glukoneogeneza je 

izmjerena u kontrolnim i amiodaronskim stanicama nakon inhibicije PKC 

aktivnosti. U obje skupinama stanica cheleritrin (25 µM, 30 min) je sam pove�ao 

otpuštanje glukoze za ~200 nmol mg-1 h-1 (P<0.003). Štoviše, cheleritrin nije 

imao utjecaja na supresiju otpuštanja glukoze izazvanu inzulinom što bi moglo 

zna
iti da razli
iti mehanizmi mogu biti odgovorni za regulaciju glukoneogeneze i 

otvaranje Cl- kanala posredovanjem PKC.   
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5. RASPRAVA  

 

 Ove studije podupiru hipotezu da nakupljanje masnih kiselina u jetri 

dovodi do razvoja inzulinske rezistencije te da su masne kiseline same za sebe 

sposobne inhibirati egzocitozu ovisnu o inzulinu te otvaranje Cl- kanala putem 

stimulacije PKC aktivnosti. 

 Inkubiranje HTC stanica s amiodaronom preko no�i zna
ajno pove�ava 

koli
inu masnih kiselina u stanici te uzrokuje potentnu inhibiciju odgovora na 

inzulin u jetrenim stanicama. Ovi su u
inci viñeni i u kontrolnim stanicama nakon 

što su izložene visokim koncentracijama arahidonske kiseline, masne kiseline 

koja se nalazi u ljudskom tijelu. Budu�i amiodaron nije bio prisutan u 

izvanstani
noj teku�ini tijekom eksperimenata, u
inak amiodarona bi mogao biti 

posredovan masnim kiselinama. Najzna
ajnije je što je tretman s amiodaronom u 

HTC stanicama proizveo stani
ni fenotip inzulinske rezistencije. Inzulin normalno 

potiskuje glukoneogenezu, meñutim taj je u
inak u ovom modelu inzulinske 

rezistencije zna
ajno smanjen. Ovi su rezultati u suglasnosti s prethodnim 

studijama te pokazuju kako bi nakupljanje masnih kiselina moglo biti rani 

poreme�aj odgovoran za razvoj inzulinske rezistencije u jetrenim stanicama (23, 

58-60). Treba imati na umu i da amiodaronski tretman kao model masne bolesti 

jetre i inzulinske rezistencije ima prednost što dozvoljava nakupljanje masti u 

izoliranim jetrenim stanicama bez izazivanja promjene hormona, metabolita ili 

drugih regulatornih 
imbenika. Budu�i je vrlo složeno ispitivati inzulinsku 

rezistenciju in vivo zbog složenog sustavnog okoliša i povezanih promjena 
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cirkuliraju�ih hormona, amiodaronom tretirane stanice mogu biti korisne za 

prou
avanje inzulinske rezistencije na jednoj jedinoj stanici.  

 Dokazano je kako inzulin stimulira otvaranje Cl- kanala tako što poti
e 

egzocitozu osobite skupine vezikula koje sadrže Cl- kanale u svojim 

membranama (24). Otvaranje Cl- kanala je direktno povezano s regulacijom 

stani
nog metabolizma i rasta (26, 61, 62), a disfunkcija Cl- kanala doprinosi 

nastanku niza bolesti. Stoga je atraktivna hipoteza prema kojoj poreme�aj 

egzocitoze i o njoj ovisnog otvaranja Cl- kanala mogu biti kriti
ni dogañaji za 

razvoj inzulinske rezistencije u jetrenim stanicama. Rezultati su jos uverljiviji kad 

se ima na umu da je nedavno dokazano kako se inzulinska aktivacija unosa 

glukoze u miši�ne stanice  odvija putem egzocitoze osobite skupine vezikula koje 

sadrže glukozne transportere GLUT4 (16). Poreme�ena egzocitoza vezikula koje 

sadrže GLUT4 doprinosi inhibiciji inzulinom posredovanog unosa glukoze te 

dovodi do inzulinske rezistencije u miši�nim stanicama (63). Iako miši�ne i 

jetrene stanice imaju razli
ite metaboli
ke funkcije, egzocitoza može biti 

zajedni
ki mehanizam za ubacivanje transportnih proteina u stani
na membranu 

nakon stimulacije inzulinom, u svrhu zadovoljavanja fizioloških potreba ovih tkiva.  

 Korištenjem fim-1 pokazano je kako je PKC aktivnost potentno stimulirana 

nakon tretiranja stanica s amiodaronom ili arahidonskom kiselinom. Ovi su 

rezultati sukladni s drugim studijama koje su dokazale povezanost izmeñu 

masne bolesti jetre i PKC u razli
itim modelima inzulinske rezistencije. 

Primjerice, nekoliko PKC izoformi je stimulirano u jetri pacijenata s dijabetesom 

tipa II (64). Sli
ni rezultati dobiveni su i u primarnim hepatocitima iz inzulin 
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rezistentnih štakora (30, 31, 65). Biokemijske su studije takoñer dokazale kako 

su masne kiseline i njihovi metaboliti sposobni stimulirati PKC aktivnost (66, 67).  

 Ove studije pružaju dokaz da je stimulacija PKC aktivnosti direktno 

odgovorna za inhibiciju po
etnog stani
nog odgovora na inzulin. Aktivacija PKC 

aktivnosti nakon akutnog izlaganja stanice djelovanju PMA, arahidonske kiseline 

ili amiodarona dovela je do potentne inhibicije egzocitoze i otvaranja kloridnih 

kanala. Inhibicija PKC aktivnosti pomo�u cheleritrina dovela je do djelomi
nog ili 

potpunog oporavka inzulinskog odgovora u stanicama tretiranim s amiodaronom. 

Drugi PKC inhibitor, kalfostin C, je udvostru
io egzocitozni odgovor, ali nije imao 

nikakav utjecaj na vodljivost. Ovo je iznenañuju�i rezultat. Suprotno od 

cheleritrina koji se veže na kataliticki dio PKC te sprije
ava prijenos fosfatnih 

skupina na ciljne proteine, kalfostin C se veže na regulatorni dio te sprje
ava 

premještanje PKC u stani
na membranu. Budu�i je u ovim stanicama PKC u 

velikim koli
inama prisutna u membrani, o
ekivano je da kalfostin C ne�e imati 

nikakav efekt. Razlika izmeñu njegova utjecaja na egzocitozu i vodljivost ukazuje 

na to da bi ovi procesi mogli biti regulirani razli
itim mehanizmima. Meñutim, 

mnoge biokemijski nepovezane manipulacije pokazale su efekt i na egzocitozu i 

na otvaranje kloridnih kanala. Ovi uklju
uju PKC aktivaciju (PMA, rezultati 

eksperimenata iz ove disertacije), inhibitore PI 3-kinaze (wortmannin, LY294002), 

disrupciju mikrotubulske aktivnosti (nocodazole) (24) te inhibitore tirozin kinaze 

(genistein; nepublicirani rezultati). Ovi rezultati ukazuju na druga mogu�a 

objašnjenja. Kalfostin C može djelovati preko mehanizama neovisnih o PKC (68) 

te regrutirati drugu skupinu vezikula koje mogu biti dio egzocitoznog odgovora na 
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inzulin. Ove vezikule mogu biti druga
ije od onih koje sadrže kloridne kanale te u 

tom slu
aju ne bi dovele do pove�anja vodljivosti, kao što su ove studije 

pokazale.  

 Mjesta na koja PKC djeluje u jetrenim stanicama nisu poznata. Objavljeno 

je kako su Munc18 te SNAP25 uklju
eni u modulaciju egzocitoze putem PKC u 

neuroendokrinim stanicama (69, 70). Munc18 i ostali proteini esencijalni za 

egzocitozu pronañeni su i u hepatocitima (71). Meñutim, za razliku od jetrenih 

stanica PKC potencira egzocitozu ovisnu o kalciju u neuroendokrinim stanicama 

(72, 73). Stoga nije jasno je li i na koji na
in su ovi proteini uklju
eni u egzocitozu 

koja nije ovisna o inzulinu. PKC takoñer može inhibirati inzulinsku aktivnost tako 

da inaktivira β-podjedinicu inzulinskog receptora (IR-β) te inzulin receptor 

substrat proteine (IRS) kao što je prethodno opisano (22, 74). Aktivacija ovih 

proteina pomo�u inzulina je rani dogañaj potreban za stimulaciju inzulinskih 

signalnih puteva. Budu�i da PKC izoforme u principu mogu meñudjelovati s 

mnogim razli
itim proteinima kako bi se regulirale razli
ite stani
ne funkcije, 

stani
ni mehanizmi odgovorni za inhibiciju egozcitoze ovisne o inzulinu pomo�u 

PKC trebaju biti podrobnije definirani.  

 Ako pretpostavimo da su ovi rezultati relevantni za odgovor jetrenih 

stanica na inzulin, dvije dodatne stvari treba uzeti u obzir. Prvo, HTC stanice 

izražavaju namanje 10 razli
itih PKC izoformi (Kili� Gordan; neobjavljeni 

rezultati). To
ne izoforme koje mogu biti odgovorne za inhibiciju inzulinskog 

odgovora nisu poznate. Drugo, amiodaron se ovdje koristi kao farmakološko 

sredstvo za pove�anje unutarstani
ne koli
ine masti. Nije poznato na koji na
in 
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amiodaron mijenja metabolizam masnih kiselina. Studije na mišjim hepatocitima 

pokazuju kako amiodaron stimulira ekspresiju gena koji su direktno uklju
eni u 

metabolizam masti (75). Druge studije pokazuju kako amiodaron izaziva masnu 

bolest jetre tako što inhibira oksidaciju masnih kiselina te sekreciju lipoproteina 

(33). Stoga višestruki mehanizmi mogu biti odgovorni za djelovanje amiodarona. 

Zanimljivo je kako se amiodaron rutinski koristi kao antiaritmik u klini
koj praksi 

te su stani
ni mehanizmi njegova djelovanja u sr
anim stanicama dobro 

dokumentirani. Primjerice, amiodaron potentno inhibira ionske kanale u 

ventrikularnim miocitima (76). U endotelnim stanicama amiodaron uzrokuje 

vazodilataciju tako što trajno povisuje razinu [Ca2+]i (77). Kako ne postoji dokaz 

za pristutnost kanala ovisnih o naponu u jetrenim stanicama (78) te amiodaron 

ne remeti homeostazu [Ca2+]i (slika 7C, tablica 1), malo je vjerojatno da ovi 

mehanizmi uzrokuju efekt amiodarona u jetrenim stanicama.  
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6. ZAKLJU
CI 
  

Ove studije pokazuju da unutarstani
no nakupljanje masti dovodi do razvoja 

inzulinske rezistencije u jetrenim stanicama. Egzocitoza ovisna o inzulinu te 

otvaranje kloridnih kanala potentno su inhibirani u ovim uvjetima. Takoñer je 

utvrñeno kako je stimulacija PKC aktivnosti direktno odgovorna za ovu inhibiciju. 

Stoga, PKC izoforme mogu biti potencijalni ciljevi za farmakološku modulaciju 

defektnog metabolizma u inzulinskoj rezistenciji preko djelovanja na egzocitozu 

te otvaranje kloridnih kanala.   
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7. SAŽETAK 

 

 U ovoj disertaciji opisani su stani
ni mehanizmi odgovornih za inhibiciju 

stani
nih odgovora na inzulin u stanicama masne jetre. 

 Po
etni odgovor jetrenih stanica na inzulin posredovan je egzocitozom 

vezikula koje sadrže kloridne kanale te otvaranjem kloridnih kanala na stani
noj 

membrani. Unutarstani
no nakupljanje masnih kiselina vodi do složenog 

poreme�aja metabolizma i usko je povezano s inzulinskom rezistencijom. Nije 

poznato na koji na
in je aktivnost kloridnih kanala promijenjena kod inzulinske 

rezistencije te kojim mehanizmom.  

 Mi smo istražili u
inak nakupljanja masnih kiselina na otvaranje kloridnih 

kanala u stani
noj liniji jetre (HTC stanice). Tretiranje amiodaronom preko no�i 

pove�alo je masni sadržaj stanice dvostruko te ubrzalo gluokoneogenezu 

peterostruko. Sposobnost inzulina da potisne glukoneogenezu je bila zna
ajno 

smanjena što ukazuje na to da lije
enje amiodaronom uzrokuje inzulinsku 

rezistenciju. Western blot analiza pokazala je kako HTC stanice imaju isti broj 

inzulinskih receptora kao i kontrolne. Meñutim, inzulin nije uspio u HTC 

stanicama aktivirati egzocitozu i otvaranje kloridnih kanala. Ovi su inhibitorni 

u
inci zamije�eni i u kontrolnim stanicama nakon tretiranja s arahidonskom 

kiselinom. Daljnje studije su pokazale kako masne kiseline stimuliraju aktivnost 

PKC, a inhibicija PKC djelomi
no oporavlja egzocitozu i otvaranje kloridnih 

kanala u inzulin-rezistentnim stanicama. Aktivacija PKC pomo�u PMA u 

kontrolnim stanicama potentno je inhibirala odgovor na inzulin.  
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 Ovi rezultati pokazuju kako je stimulacija PKC aktivnosti u inzulinskoj 

rezistenciji odgovorna za inhibiciju stani
nih odgovora na inzulin u jetrenoj 

stanici.  
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8. SUMMARY 

 In this dissertation cellular mechanisms resposible for inhibition of cellular 

responses to insulin in fatty liver cells are described.  

 The initial response of liver cells to insulin is mediated through exocytosis 

of Cl- channel-containing vesicles and a subsequent opening of plasma 

membrane Cl- channels. Intracellular accumulation of fatty acids leads to 

profound defects in metabolism, and is closely associated with insulin resistance. 

It is not known whether the activity of Cl- channels is altered in insulin resistance 

and by which mechanisms.  

 We studied the effects of fatty acid accumulation on the Cl- channel 

opening in a model liver cell line. Overnight treatment with amiodarone increased 

fat content by ~2 fold, and the rates of gluconeogenesis by ~5 fold. The ability of 

insulin to suppress gluconeogenesis was markedly reduced indicating that 

amiodarone treatment induces insulin resistance. Western blot analysis showed 

that these cells express the same number of insulin receptors as control cells. 

However, insulin failed to activate exocytosis and Cl- channel opening. These 

inhibitory effects were mimicked in control cells by exposures to arachidonic acid. 

Further studies demonstrated that fatty acids stimulate the PKC activity, and 

inhibition of PKC partially restored exocytosis and Cl- channel opening in insulin-

resistant cells. Accordingly, activation of PKC with PMA in control cells potently 

inhibited the insulin responses.  

 These results suggest that stimulation of PKC activity in insulin resistance 

contributes to the inhibition of cellular responses to insulin in liver cells.  
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