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Tkivna specifi¢nost efekata 17 p-estradiola na signalni put insulina
REZIME
Insulin i estradiol imaju vaznu ulogu u regulaciji metabolizma ugljenih hidrata i

lipida. Razli¢ita klini¢ka istrazivanja i eksperimentalni podaci ukazuju da varijacije u
koncentraciji estrogena uti¢u na insulinsko delovanje. Cilj ove studije je bilo poredenje
uticaja estradiola na pocetne molekule insulinskog signalnog puta u glavnim ciljnim
tkivima za insulin (jetra) i estradiol (uterus), kao i u srcu, u kome oba hormona
ostvaruju znacajne efekte. Ovarijektomisane Zenke pacova su tretirane estradiolom 6 h
pre analize sadrzaja proteina i iRNK molekula signalnog puta insulina. Da bi se istakli
efekti estradiola na fosforilacije i asocijacije molekula relevantne za insulinski signalni
put, zivotinje su dodatno injecirane insulinom 30 min pre eksperimenta. Tretman
estradiolom nije promenio nivo insulina i glukoze u plazmi, ali je doveo do znacajnog
smanjenja nivoa slobodnih masnih kiselina 1 povecanja teZine uterusa. U jetri, tretman
estradiolom je doveo do smanjenja fosforilacije IR, kao i smanjenja proteinskog
sadrzaja IRS-1, §to navodi na zakljucak da je estradiol suprimirao efekte insulina preko
IR/IRS-1 puta i verovatno ih usmerio na alternativni put, §to je potkrepljeno i
poveéanjem proteinskog sadrzaja IRS-2. U uterusu je tretman estradiolom nakon 6 h
doveo do statisticki znacajnog povecanja proteinskog sadrzaja skoro svih ispitivanih
molekula signalnog puta insulina. U srcu je estradiol uzrokovao povecanje asocijacije
IRS-1/p85, povecanja sadrzaja proteina i iRNK p85, kao i povecanje fosforilacije Akt
na Ser*®. S druge strane, tretman estradiolom je u srcu izazvao i smanjenje fosforilacije
tirozina IR, smanjenje proteinskog sadrzaja IRS-2 i iRNK oba IRS proteina. Rezultati
ove studije ukazuju na to da tretman estradiolom indukuje tkivno specificne promene u
insulinskom signalnom putu. Posledice tretmana estradiolom na molekule insulinskog
signalnog puta su ociglednije u uterusu, ali je njihov fizioloski znacaj za insulinsko
delovanje verovatno ve¢i u jetri. S druge strane, rezultati dobijeni u srcu sugeriSu veoma
kompleksnu ulogu estradiola u fiziologiji srca, koja se manifestuje i kombinacijom
pozitivnog i negativnog, genomskog i negenomskog delovanja ovog hormona na
molekule signalnog puta insulina.

Kljuéne reci: estradiol, insulinski signalni put, jetra, uterus, srce

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Molekularna endokrinologija

UDK broj: 577.175.6:577.175.72



Tissue specificity of 17p-estradiol effects on insulin signaling pathway

ABSTRACT
Insulin and estradiol play important role in regulation of carbohydrate and lipid

metabolism. Various clinical observations and experimental data suggest that variations
in the concentration of estrogens affect insulin action. The aim of the present study was
to compare the impact of estradiol on early steps of insulin signaling in main target
tissues of insulin (the liver) and estradiol (the uterus), and in the heart, where both
hormones realize important effects. Ovariectomized female rats were treated with
estradiol 6 h prior to analysis of protein and mRNA content of insulin signaling
molecules. To delineate estradiol effects on phosphorylations and molecular
associations relevant for insulin signaling, animals were treated additionally with insulin
30 min before the experiment. Treatment with estradiol did not change the levels of
plasma insulin and glucose, but it significantly decreased the free fatty acid level and
increased uterine weight. In liver, estradiol treatment decreased IR phosphorylation and
IRS-1 protein content, suggesting that estradiol suppressed insulin action through
IR/IRS-1 and probably redirected it to alternative pathway. This conclusion is supported
with increase of IRS-2 protein content. In uterus, estradiol treatment resulted in
significant increase of protein content of almost all analyzed molecules. In heart,
estradiol increased IRS-1/p85 association, p85 protein and mMRNA level, and Ser*”*Akt
phosphorylation. On the other hand, estradiol treatment decreased tyrosine
phosphorylation of cardiac IR, protein content of IRS-2, and mRNA of both IRS
proteins. These results suggest that estradiol treatment induces tissue-specific changes
in insulin signaling. Consequences of estradiol treatment on insulin signaling molecules
are more apparent in uterus, but their physiological relevance for insulin action is
probably more important in liver. On the other hand, results obtained in heart suggest
very complex role of estradiol in heart physiology, represented by, amongst other
effects, combination of positive and negative, genomic and nongenomic actions of this
hormone on insulin signaling molecules.

Keywords: estradiol, insulin signaling, liver, uterus, heart

Scientific field: Biology

Special topic: Molecular endocrinology
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SKRACENICE

Akt/PKB: proteinska kinaza B (eng. protein kinase B)

BCIP/NBT: (eng. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitroblue tetrazolium)

BSA: albumin govedeg seruma (eng. bovine serum albumin)

EDTA: ctilendiamino tetrasiréetna kiselina (eng. ethylenediaminetetraacetic acid)

ER: receptor za estrogene (eng. estrogene receptor)

ERE: estrogen responsivni elementi (eng. estrogen response elements)

ERK: kinaza regulisana ekstracelijskim signalima (eng. extracellular signal-regulated
kinase)

FFA: slobodne masne kiseline (eng. free fatty acid)

GAPDH: gliceraldehid—3—fosfat—dehidrogenaza (eng. glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase)

GLUT: familija transportera za glukozu (eng. glucose transporter)

HRT: supstituciona hormonska terapija (eng. hormone replacement therapy)

IGF-1: receptor za faktor rasta slian insulinu (eng. insulin-like growth factor — 1)

IR: receptor za insulin (eng. insulin receptor)

IRS: familija supstrata receptora za insulin (eng. insulin receptor substrate)

LVH: hipertrofija leve komore (eng. left ventricular hypertrophy)

MAPK: mitogenom aktivirana proteinska kinaza (eng. mitogen-activated protein
kinase)

MEK: kinaza MAPK (eng. MAPK kinase)

PDKZ1.: kinaza tipa 1 zavisna od PIP3 (eng. 3-phosphoinositide-dependent kinase-1)

PI3K: fosfatidilinozitol 3-kinaza (eng. phosphatidylinositol 3-kinase)

PIP3: fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat (eng. phosphatidylinositol 3,4,5-triphoshpate)

PKC: proteinska kinaza C (eng. protein kinase C)

RT-PCR: reverzna transkripcija — lan¢ana polimerazna reakcija (eng. reverse
transcription - polymerase chain reaction)

SDS: natrijum dodecil sulfat (eng. sodium dodecyl sulfate)

Ser: serin

Shc: (eng. Src-homology-2-containing protein)

Thr: treonin

Tyr: tirozin



SADRZAJ

1.

11

1.2

3.1

3.2

UV OD ..ttt 1
INSULIN L et e et e e et e e e neeeannes 2
1.1.1 SINEZA INSUNING ..cveieiiieie et 2
1.1.2  Signalni put INSULING........ccooiuiiieiree e 3
1.1.2.1 Receptor Za iNSUIN........cccooieiieiicc e 3
1.1.2.2 Supstrati iNSUlINSKOQG rECEPLOTA........ccvirviriiriiiiieiieieiee e 5
1.1.2.3 Metabolicki put — PIBK ..o 10
1.1.2.4 Metabolicki put - Akt/proteinska Kinaza B.............cccccevveveiiieieeniciiennn, 12
1.1.2.5 MItOGENT PUL...c.viiiiiiiieie ettt st sre s 13
1.1.3 Efekti insulina u Jetri, SFCU I ULEIUSU ......veeiueerieieesiieiesie e nee e 14
1.1.4 Poremecaji u delovanju inSUIING...............ccccoooveiiiiiiiiiiiiiicic e 17
ESTRADIOL ...ttt 19
1.2.1 Genomski efekti @StrOgENE ........ccveivieiiiieieeie e 20
1.2.1.1 ERE-zavisni mehanizam delovanja estrogena..........ccccoceeererervneennennen, 20
1.2.1.2 ERE-nezavisni signalni mehanizmi delovanja estrogena..............cccc....... 21
1.2.2 NegenomskKi efekti StrOgeNa.........cccveveiieieeiie i 22
1.2.3 Efekti estradiola u uterusu, SFCU i JEtr......ccocvveivieiiciiiieceee e 23
1.2.4 Efekti estradiola na delovanje inSulina............ccoovvieeieninineneeeeeeen 25
@ 1 I OSSR 30
MATERIJAL | METODE........cooiiiiieeee e 31
MATERIJAL ...ttt 31
3L L HEMIKAIIE .ot 31
3.1.2  Eksperimentalne ZIVOLNJe ............cccoouiviiiiieciiiiiieseeee e 32
IMETODE ...ttt ettt 33
3.2.1 Priprema uzoraka tKiVa..........ccoeeiiiiiieiie e 33
3.2.2 BIohemijSKe aNaliZ€.........ccveiiiiiiieiii it 33
3.2.2.1 Odredivanje koncentracije glukoze u Krvi.......cccooovviiiiiiniiiiiiciice 33
3.2.2.2 Odredivanje koncentracije insulina u plazmi...........ccoccevveneniiriennenennn 34
3.2.2.3 Odredivanje koncentracije slobodnih masnih kiselina u plazmi ............. 34

3.2.2.4 Odredivanje koncentracije estradiola u plazmi...........cccocoevvviiiiiiinnen. 35



4.1
4.2
4.3

4.4

4.5

3.2.3 Odredivanje koncentracije proteing................cccouveiveeiiiiciiieiisiiieeseseennens
3.2.4 SDS elektroforeza na poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE) ........ccccccevvinnnen.
T R T £ 0 12 7 2 o) AT
3.2.6  KOIMUNOPIECIPITACITA. . c.veevveiveeiireiesiie e eie st e e e ae e nre s
K A = U O = SRR
3.2.7.1 1201aCija RNK ...
3.2.7.2 Reverzna transkripCija (RT)..cccocveiieiiiie e
B.2.7.3  PCR ettt ettt anas

3.2.8 StAUISHCKA QRALIZA ..ottt
RE ZU L T AT o

KONCENTRACIJA ESTRADIOLA ..ottt
EFEKAT TRETMANA ESTRADIOLOM NA MASU UTERUSA..........cc.c.c....
EFEKAT TRETMANA ESTRADIOLOM NA KONCENTRACIJU
INSULINA, GLUKOZE | SLOBODNIH MASNIH KISELINA.........ccccov.....
EFEKTIESTRADIOLA NA MOLEKULE INSULINSKOG
SIGNALNOG PUTA U JETRITUTERUSU ..o,
4.4.1 Efekat tretmana estradiolom na sadrzaj proteina i tirozinsku
fosforilaciju receptora za insulin u jetri i ULErUSU ........ccoevvevverveeesienieeie e
4.4.2 Efekat tretmana estradiolom na supstrate insulinskog receptora u jetri
01 =] T TP S S
4.4.3 Efekat tretmana estradiolom na regulatornu subjedinicu PI3K u jetri i
UEBIUSU .ttt ettt sttt b et b et et ese et e s e ss et e b e s ese e b et essenesbesneneens
4.4.4 Efekat tretmana estradiolom na Akt u jetri i UTEruSU ........ccocevireiiiiinnnenen,
EFEKTIESTRADIOLA NA MOLEKULE INSULINSKOG
SIGNALNOG PUTA U SRCU ....ocviiiiiiiiieicie e
4.5.1 Efekat tretmana estradiolom na sadrzZaj proteina, iRNK i tirozinsku
fosforilaciju receptora za iNSUlIN U SICU........cccviiiiiiiieee e
4.5.2 Efekat tretmana estradiolom na supstrate insulinskog receptora u srcu........

4.5.3 Efekat tretmana estradiolom na put PI3K/AKt U SICU ........c.ccocvevieiiiieiiennnnne,



5.1

5.2

5.3

DISKUSIJA . 66

EFEKTI ESTRADIOLA NA INSULINSKI RECEPTOR U JETRI,

UTERUSU ISRCU ..., 70
EFEKTI ESTRADIOLA NA SUPSTRATE INSULINSKOG

RECEPTORA U JETRI, UTERUSU ISRCU ....ooveeeeeeeeeeeeeee e ee e, 71
EFEKTI ESTRADIOLA NA PI3K/AKT PUT U JETRI, UTERUSU |

SRCU. oo e et et et e et et et et et e e et e e et e ettt ettt 74
ZAKLIUCGC L ..o et e e e et e e er et e er e e e e en e, 78
LITERATURA ..o e e, 80

PRILOZI



uvobD

1. UvOD

Brojni podaci dobijeni iz humanih studija ukazuju na vaznu ulogu polnih
steroida u regulaciji insulinske senzitivnosti. Postoje odredene fizioloSke situacije u
kojima je insulinska senzitivhost smanjena bez klini¢kih implikacija. Na primer, u
pubertetu je detektovano smanjenje insulinske senzitivnosti koje moze biti posledica
povecanja nivoa polnih steroida u cirkulaciji u ovom periodu zivota (Amiel i sar., 1991).
Kod zdravih Zena je tokom lutealne faze menstrualnog ciklusa takode uo¢ena smanjena
insulinska senzitivnost koja je izgleda u vezi sa poviSenim nivoima estrogena i
progesterona (Alonso i Gonzalez, 2008). Pored toga, poznato je da je normalna trudnoca
povezana sa progresivnim smanjenjem insulinske senzitivnosti (Leturque i sar., 1987).
Insulinska rezistencija u trudno¢i predstavlja fizioloSku adaptaciju organizma majke
kojim se obezbeduje dopremanje glukoze fetusu (Leturque i sar., 1987). Menopauza kod
zena, koja je povezana sa smanjenjem produkcije polnih steroida u ovarijumima, takode
dovodi do razvoja insulinske rezistencije (Reaven i Reaven, 1985).

Pored fizioloSkih stanja u kojima promena koncentracije polnih steroida
koincidira sa promenom insulinske senzitivnosti, dosta je ispitivan i uticaj tretmana
polnim steroidima na insulinsko delovanje. Poznato je da je koriS¢enje oralnih
kontraceptiva povezano sa razvojem insulinske rezistencije, naro€ito kod Zena sa
istorijom gestacijskog dijabetesa (Godsland i sar., 1992). Takode, pokazano je da
supstituciona hormonska terapija moze da obnovi insulinsku senzitivnost koja je narusena
u menopauzi (Alonso i Gonzalez, 2008).

Uprkos c¢injenici da klinicke studije jasno ukazuju na vezu izmedu polnih
steroida i insulinskog delovanja, relativno je malo podataka o molekularnoj osnovi ovih

interakcija.
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1.1 INSULIN

Koncentracija glukoze u plazmi zdravih ljudi ostaje u opsegu izmedu 4 i 7 mM,
uprkos periodima hranjenja i gladovanja. Ovakva ¢vrsta kontrola je omogucena balansom
izmedu apsorpcije glukoze iz creva, produkcije od strane jetre i njenog transporta i
metabolizma u perifernim tkivima (Saltiel i Kahn, 2001).

Insulin je najpotentniji poznati fizioloski anabolicki agens, koji podstice
skladiStenje i sintezu lipida, proteina i ugljenih hidrata i inhibira njihovu razgradnju i
oslobadanje u cirkulaciju (Chang i sar., 2004). Insulin primarno reguliSe koncentraciju
glukoze u krvi, tako $to povecava ulazak glukoze u celije misi¢a i masnog tkiva, a
inhibira produkciju glukoze u jetri (smanjenjem glukoneogeneze i glikogenolize) (Saltiel i
Kahn, 2001). Takode, insulin uti¢e na metabolizam lipida, povecavajuci sintezu lipida u
jetri i adipocitima i smanjujuci oslobadanje masnih kiselina iz adipoznog tkiva (Sesti,
2006). StimuliSu¢i lipogenezu, sintezu glikogena i proteina i inhibiraju¢i lipolizu,
glikogenolizu i razgradnju proteina, insulin stimuliSe celijski rast i diferencijaciju, i
podsti¢e skladiStenje supstrata u masnom tkivu, jetri i mi$i¢ima (Saltiel i Kahn, 2001).
Insulin povecava ulazak glukoze u ¢elije stimuliSuéi translokaciju glukoznog transportera
GLUT4 (eng. glucose transporter 4) iz unutarcelijskih depoa do povrsine ¢elije (Saltiel i
Kahn, 2001).

1.1.1 Sinteza insulina

Insulin se sintetiSe u P celijama pankreasa. Humani inSulin sadrzi 51 amino
kiselinu i ima molekulsku tezinu 5700 Da (Nussey i Whitehead, 2001). Gen za insulin
kodira pre-proinsulin koji na N-zavrSetku ima signalnu sekvencu od 23 aminokiseline.
Signalna sekvenca se brzo iseca nakon S§to se sinteza hormona usmeri ka
endoplazmaticnom retikulumu. Proinsulin zatim migrira u GoldZijev aparat, gde se C
peptid iseca, ostavljaju¢i A (21 aminokiselina) 1 B (30 aminokiselina) lance spojene
disulfidnim vezama, koji formiraju aktivni molekul insulina (Nussey i Whitehead, 2001).
U mikromolarnim koncentracijama, insulin dimerizuje i u prisustvu cinkovih jona dalje
asocira u heksamere (De Meyts, 2004).
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Insulin se izlucCuje pulsativno na oko 10 minuta i ima vreme poluraspada u
sistemskoj cirkulaciji oko 3 minuta. Oko 50% insulina se uklanja u jetri. Ovo je poznato
kao efekat “prvog prolaza” (tj. prvi put insulin prolazi kroz jetru). Insulin koji “pobegne”
od inaktivirajuée aktivnosti jetre, ima vaznu regulatornu ulogu u perifernim tkivima. C
peptid se oslobada u odnosu 1:1 sa insulinom, a poSto ga jetra ne uklanja znacajno, a
vreme poluraspada mu je 30 minuta, ¢esto se koristi kao indeks insulinske sekrecije
(Nussey i Whitehead, 2001).

Insulin se lué¢i u odgovoru na povecéanje koncentracije glukoze u cirkulaciji. Ovaj
metabolicki signal zahteva metabolizam glukoze do piruvata i detektuje se aktivnoscu
enzima glukokinaze koja katalizuje produkciju glukozo-6-fosfata. Ovo inicira signal
oslobadanja insulina egzocitozom, koji ukljuuje poveéanje adenozin trifosftata (ATP,
eng. adenosine triphosphate), zatvaranje K* kanala, depolarizaciju i otvaranje Ca*
kanala. Ovaj proces je vrlo brz i sekrecija insulina se deSava u okviru jednog minuta

nakon izlaganja glukozi (Nussey i Whitehead, 2001).

1.1.2 Signalni put insulina

1.1.2.1 Receptor za insulin

Insulin ostvaruje svoje delovanje vezivanjem za specifi¢an receptor na ¢elijskoj
membrani. Receptor za insulin (IR) pripada subfamiliji receptora tirozin kinaza koja
ukljucuje i receptor za faktor rasta sli¢an insulinu IGF-1 (eng. insulin-like growth factor —
1) i receptor sli¢an receptoru za insulin IRR (eng. insulin receptor-related receptor)
(Becker i Roth, 1990). Svi ovi receptori su heterotetramerni proteini (Slika 1) sacinjeni od
dve a i dve B subjedinice koje funkcioniSu kao alosteri¢ki enzimi u kojima o subjedinica
inhibira tirozin kinaznu aktivnost B subjednice (Saltiel i Kahn, 2001). Alfa-subjedinica je
u potpunosti ekstracelularna i ucestvuje u vezivanju insulina. U inaktivnom stanju,
kataliticko mesto tirozin kinaze je skriveno aktivacionom petljom, koja spreava pristup
ATP-u i potencijalnim supstratima (Le Roith i Zick, 2001). Kada se insulin veze za o
subjedinicu, dolazi do oslobadanja kinazne aktivnosti p subjedinice i transfosforilacije

jedne B subjedinice drugom na specifi¢énim tirozinskim ostacima u aktivacionoj petlji, §to
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rezultuje poviSenom katalitiCkom aktivno$c¢u kinaze (Saltiel i Kahn, 2001; Chang i sar.,
2004).

12

Fn4

13

15
16

17

18
19

20
21

:

Slika 1. Modularna struktura receptora za insulin

Panel a pokazuje crtez a2p32 strukture receptora za insulin. Leva polovina dijagrama
pokazuje granice 22 egzona gena za insulinski receptor. Desna polovina dijagrama
ukazuje na pretpostavljene granice proteinskog modula. Granice modula uglavnom
odgovaraju granicama egzona. L1 i L2 - veliki domeni 1 i 2; CR — cisteinom bogat
domen; Fng, Fn;, Fn, — fibronektin tip Il domeni, Ins — umetak u Fn; TM -
transmembranski domen; JM - jukstamembranski domen; TK - domen tirozin kinaze; CT
- karboksi terminalni rep. Crna linija duz Fng ukazuje na glavni imunogeni region.
Narandzaste strelice ukazuju na mesta N-glikozilacije. Zelene strelice ukazuju na
identifikovane “hot-spotove” za vezivanje liganda. Panel b prikazuje organizaciju supra-
domena receptora za insulin. Dijagram prikazuje “rastegnuti” model pretpostavljenih ili
stvarnih modularnih struktura (De Meyts i Whittaker, 2002).
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Aktivnost IR je dobro regulisana, posto nekontrolisana aktivacija ili neaktivnost
ima ozbiljne metaboli¢ke posledice. Postoje dve ,splajs* izoforme IR, i svaka ima
drugaciji afinitet za insulin (Sesti i sar., 1994). Pored toga postoji nekoliko mehanizama
negativne regulacije. Jedna klasa regulatornih proteina su tirozin fosfataze, koje katalizuju
brzu defosforilaciju receptora i njegovih supstrata (Taniguchi i sar., 2006a). Najvise
proucavana proteinska tirozin fosfataza je PTP1B (eng. protein - tyrosine phosphatase
1B), koja interaguje direktno sa IR i defosforiliS§e vazne tirozinske ostatke, redukujuci
njihovu aktivnost (Taniguchi i sar., 2006a).

Pored tirozinske fosforilacije, IR podleze serinskoj fosforilaciji, koja moze da
uspori prenos signala smanjujuéi tirozinsku fosforilaciju koju stimuliSe insulin (Saltiel i
Kahn, 2001). Ove inhibitorne fosforilacije obezbeduju negativhu povratnu spregu
insulinskom signalnom putu i sluze kao mehanizam razmene (,,cross-talk) sa drugim
signalnim putevima koji dovode do insulinske rezistencije (Saltiel i Kahn, 2001).
Negativni regulatori funkcije IR mogu biti i proteini, kao $to su SOCS1 i SOCS3 (eng.
suppressor of cytokine signaling 1 i 3), Grb-10 (eng. growth factor receptor bound
protein 10) i PC1 (eng. plasma cell membrane glycoprotein 1), koji steri¢ki blokiraju
njegovu interakciju sa IRS proteinima ili modifikuju njegovu kinaznu aktivnost
(Taniguchi i sar., 2006a). IR je takode negativho regulisan na nivou proteina,
internalizacijom i degradacijom koju stimuliSe ligand, §to je uobi¢ajena odlika mnogih
insulin rezistentnih, hiperinsulinemi¢nih stanja, kao $t0 su gojaznost i dijabetes tip 2
(Taniguchi i sar., 2006a).

1.1.2.2  Supstrati insulinskog receptora

Za razliku od drugih receptor tirozin kinaza koje se vezuju direktno za
citoplazmatske repove nishodnih efektora, u vezivanju IR i IGF1R za unutarcelijske
efektore ucestvuju satelitski proteini poznatiji kao supstrati insulinskog receptora (IRS,
eng. insulin receptor substrate) (Taniguchi i sar., 2006a). Fosforilacija tirozina IR aktivira
delovanje tirozin kinaze receptora, omoguc¢ujuci fosforilaciju adaptorskih proteina koji
funkcionisu kao pristaju¢a mesta za efektorne proteine koji sadrze domene homologe Src
(SH2) (Cohen, 2006). Ove reakcije tirozinske fosforilacije aktiviraju mnogostruko
grananje signalnih puteva koji ucestvuju u insulinskoj regulaciji cCelijskog rasta i
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metabolizma u ciljnim tkivima (Giorgino i sar., 1999). Identifikovano je barem 11
unutaréelijskih supstrata IR i IGF1R. Sest od njih pripada familiji IRS proteina, i nazvani
su IRS1-6. Ostali supstrati su Gab-1 (eng. Grb2-associated binder-1), Cbl (eng. Cas-br-M
(murine) ecotropic retroviral transforming sequence) i razne forme proteina Shc (eng.
Src-homology-2-containing protein) (Taniguchi i sar., 2006a).

IRS proteini sadrze konzervirani PH (eng. pleckstrin homology) domen i PTB
(eng. phospho tyrosine binding) domen, blizu N-kraja koji su zasluzni za afinitet ovih
supstrata za IR (Taniguchi i sar., 2006a). PH domen, sluzi da lokalizuje IRS proteine vrlo
blizu receptora (Le Roith i Zick, 2001). PTB domen, koji je prisutan u brojnim signalnim
molekulima, ima 75% identi¢nu sekvencu kod IRS-1 i IRS-2 proteina i funkcioniSe kao
vezujuce mesto za NPXY motiv na jukstamembranskom regionu IR i tako dovodi do
interakcije izmedu IR 1 IRS-1 (Le Roith i Zick, 2001). COOH-kraj IRS proteina je slabo
konzerviran i sadrzi motive za tirozinsku fosforilaciju koji sluze kao pristaju¢a mesta za
proteine koji sadrze SH2 domen, kao $to je p85a regulatorna subjedinica fosfatidilinozitol
3-kinaze (PI3K, eng. phosphatidylinositol 3-kinase), Grb2 (eng. growth factor receptor-
bound protein 2), Nck, Crk, Fyn, SHP-2 i drugi (Le Roith i Zick, 2001). Svi ovi proteini
ucestvuju u metabolickim funkcijama insulina kao i funkcijama promocije rasta (Le Roith
i Zick, 2001).

Prvi ovakav efektorni protein koji je opisan je bio IRS-1, citosolni protein od 185
kDa koji insulinski receptor fosforiliSe na vise mesta (Cohen, 2006). Gen za IRS-1 se
nalazi na hromozomu 2q36-37. Pokazano je da je IRS-1 glavni pristaju¢i protein za
vezivanje i aktivaciju PI3K u odgovoru na insulin (Sesti i sar., 2001). Humani IRS-2 je
lokalizovan na hromozomu 13934 (Sesti i sar., 2001). IRS-1 i IRS-2 su Siroko
rasprostranjeni u organizmu, dok je IRS-3 uglavnom ograni¢en na adipocite i mozak, a
IRS-4 je primarno eksprimiran u embrionalnim tkivima (Taniguchi i sar., 2006a). IRS-5 i
IRS-6 izgleda imaju ograni¢enu tkivnu ekspresiju i funkciju u prenosu signala (Cai i sar.,
2003).

Receptor za insulin i IRS proteini imaju zajednicke mehanizme regulacije:
aktivirani su fosforilacijom tirozina, a negativno ih regulisu proteinske tirozin fosfataze,
fosforilacija serina, kao i sam ligand (Taniguchi i sar., 2006a). IRS proteini podlezu
fosforilaciji na serinu u odgovoru na insulin i druge stimuluse kao $to su citokini i
slobodne masne kiseline (FFA, eng. free fatty acid) (Zick, 2005). U stanjima insulinske

rezistencije, fosforilacija na serinu IRS-1 je povecana i izgleda da ova fosforilacija
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negativno reguliSe prenos signala preko IRS (Taniguchi i sar., 2006a). Jedan od mogucih
oblika regulacije IRS je na nivou ekspresije proteina (Taniguchi i sar., 2006a). Naime,
pokazano je da hiperinsulinemija smanjuje ekspresiju IRS-1 i IRS-2 i u ¢elijskoj kulturi i
u tkivima misa (Hirashima i sar., 2003). Moguce objasnjenje ovog efekta je da
hiperinsulinemija indukuje degradaciju IRS-1 proteina i inhibira sintezu IRS-2 na
transkripcionom nivou (Hirashima i sar., 2003). Pored toga, pokazano je da SOCS
proteini mogu da indukuju degradaciju IRS-1 i IRS-2 (Rui i sar., 2002). Bez obzira na
mehanizam, smanjeni nivoi proteina IRS svakako doprinose insulinskoj rezistenciji
(Taniguchi i sar., 2006a).

Iako su IRS proteini visoko homologi 1 poseduju mnoge sli¢ne motive tirozinske
fosforilacije, istrazivanja na ,,nokaut™ misevima ukazuju na to da razli¢iti IRS proteini
imaju komplementarnu, pre nego redundantnu ulogu u prenosu insulinskog signala (Sesti
i sar., 2001) (Slika 2). Tkivno specifi¢an ,,nokdaun® IRS-1 i IRS-2 u jetri je pokazao da
ovi proteini imaju komplementarne uloge u odrZavanju aktivacije proteinske kinaze B
(Akt/PKB, eng. protein kinase B), ali pokazuju diferencijalne uloge u regulaciji ekspresije
gena (Taniguchi i sar., 2005). Tako je smanjen IRS-1 u jetri u korelaciji sa pove¢anom
ekspresijom gena koji su ukljuceni u glukoneogenezu, dok negativna regulacija IRS-2 u
jetri rezultuje pove¢anom ekspresijom gena koji su ukljuceni u lipogenezu (Taniguchi i
sar., 2006a).

IRS-1 i IRS-2 se razlikuju u sposobnosti da se vezuju za razli¢ite SH2 partnere.
Pokazano je da IRS-1 i IRS-2 imaju razli¢itu sposobnost da aktiviraju razliite ¢lanove
familije atipi¢ne proteinske kinaze C (aPKC) (Miura i sar., 2004). IRS-3 i IRS-4
verovatno modifikuju delovanje IRS-1 i IRS-2, posto ne mogu da aktiviraju mitogenom
aktiviranu proteinsku kinazu (MAPK) i PI3K u istom stepenu kao IRS-1 i IRS-2, i mogli
bi u stvari da, u situacijama kada su visoko eksprimirani, antagonizuju neke od njihovih
funkcija (Tsuruzoe i sar., 2001). Izoforme IRS proteina se takode razlikuju po svojoj
¢elijskoj kompartmentalizaciji i aktivacionoj kinetici (Taniguchi i sar., 2006a).

lako IRS-1 i IRS-2 imaju sustinsku sli¢nost u amino kiselinskom sastavu, postoje
znacajne strukturne razlike izmedu njih (Huang i sar., 2005). IRS-2 poseduje jedinstveni
region sainjen od amino kiselina 591-786 koji specificno interaguje sa vezujuéim
domenom kinazne regulatorne petlje B subjedinice insulinskog receptora (Sesti i sar.,
2001). Posto ovaj region ne postoji kod IRS-1, pretpostavlja se da bas on doprinosi

signalnoj specifi¢nosti IRS-2 (Sesti i sar., 2001). Pored toga, IRS-1 i IRS-2 se razlikuju u
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kinetici tirozinske fosforilacije koju stimuliSe insulin, interakciji sa putem MAPK i

unutarcelijskoj lokalizaciji (Huang i sar., 2005).
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Slika 2. Struktura i partneri u interakcijama supstrata insulinskog receptora

Cetiri izoforme supstrata insulinskog receptora (IRS1-4) dele PH domen, PTB vezujuéi
domen i nekoliko mesta fosforilacije na tirozinskim i serinskim ostacima. Na slici su
prikazane pozicije tirozinskih rezidua (Y) koje fosforiliSe IR, kao 1 nishodni signalni
proteini koji se vezuju za ova mesta (Taniguchi i sar., 2006a)

IRS-1 ,,nokaut® miSevi zaostaju u rastu i izgleda da ne razvijaju dijabetes, ali su
u perifernim tkivima rezistentni na insulin, sa poremeéenom tolerancijom na glukozu
(Chang i sar., 2004). IRS-2 ,,nokaut* misSevi su rezistentni na insulin i u perifernim
tkivima i u jetri i razvijaju dijabetes tip 2 zbog insulinske rezistencije zajedno sa
smanjenom funkcijom B celija, ali imaju defektan rast samo u nekim tkivima (Chang i
sar., 2004). Suprotno tome, IRS-3 i IRS-4 ,nokaut® miSevi imaju normalan rast i
metabolizam (Saltiel i Kahn, 2001).
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Shc je jo$ jedan supstrat IR. Ovaj molekul sadrzi PTB domen na N-kraju, CH
(eng. collagen homology) domen u centru i SH2 domen na C-kraju (Pelicci i sar., 1992).
Kod sisara je identifikovano tri gena za Shc: ShcA, SheB 1 ShcC (Pelicci i sar., 1996).
ShcA je Siroko eksprimiran, dok je ekspresija ShcB 1 ShcC izgleda ogranicena na nervne
¢elije (Ravichandran, 2001). Postoje tri izoforme ShcA, p46, p52 i p66 kDa, koje nastaju
alternativnim ,,splajsovanjem® primarnog transkripta (Migliaccio i sar., 1997). Izoforme
od 46 i 55 kDa su $iroko rasprostranjene izuzev u centralnom nervnom sistemu, a p66 je
odsutan u nekim hematopoetskim celijama (Migliaccio i sar., 1997). Ove tri izoforme
reguliSu veoma razlicite funkcije kao Sto su rast (p52/p46 Shc), apoptoza (p66 Shc) i
duzina Zivota (p66 Shc) (Luzi i sar., 2000).
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AT LTI
“&&m Hmw i

[5)

p IRS-2 p
P IRS-3 )P ISH! 'P‘if)/ ¢
P« _IRS:4 )P
At IR P _Gab1 rP

/ ¢ \ MAPklnaza
p7orsk PP1 Gsn<3\A /

Celijski rast Ekspresua gena
Diferencijacija

Transport
glukoze

Metabolizam glukoze
Sinteza glikogenallipida/proteina
Ekspresija specificnih gena

Slika 3. Prenos signala u insulinskom delovanju.

Receptor za insulin podleZe autofosforilaciji 1 katalizuje fosforilaciju ¢elijskih proteina,
kao sto su ¢lanovi familije IRS, She i Cbl. Ovi proteini, nakon fosforilacije, interaguju sa
signalnim molekulima preko SH2 domena, $to vodi grananju signalnog puta. Jedna grana
ukljucuje aktivaciju PI3K i nishodinih kinaza, druga predstavlja kaskadu Ras i MAP
kinaze, a tre¢ca CbI/CAP i aktivaciju TC10. Ovi putevi koordiniraju regulaciju
translokacije vezikula, sinteze proteina, aktivacije i inaktivacije enzima i genske
ekspresije, $to vodi regulaciji metabolizma glukoze, lipida i proteina (Saltiel i Kahn,
2001).
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Aktivirani IR interaguje sa PTB domenom Shc (Sasaoka i sar., 1996) i fosforilise

317 a koja sluZe kao pristajuca

ovaj molekul na nekoliko mesta, od kojih je najvazniji Tyr
mesta za Grb2 (Sasaoka i Kobayashi, 2000). Asocijacija Shc sa Grb2 vodi aktivaciji puta
MAPK (Sasaoka i Kobayashi, 2000).

Vezivanje insulina za receptor inicira aktivaciju dva glavna puta — signalni put
PI3K/AKkt i signalni put MAPK (Slika 3). Ova dva puta, pod odredenim okolnostima

mogu da aktiviraju jedan drugog (Le Roith i Zick, 2001).

1.1.2.3 Metabolicki put — PI3K

Metaboli¢ki odgovor na insulin je primarno posredovan putem PI3K/Akt (Le
Roith i Zick, 2001). Inhibitori PI3K ili transfekcija dominantno negativnim konstruktima
blokira skoro sva metaboli¢ka delovanja insulina, ukljucuju¢i stimulaciju transporta
glukoze, sintezu lipida i diferencijaciju adipocita, §to ukazuje na centralnu ulogu ovog
enzima u metabolickim delovanjima insulina (Taniguchi i sar., 2006a). PI3K je
heterodimer koga ¢ine kataliti¢ka subjedinica od 110 kDa i regulatorna subjedinica od
priblizno 85 kDa, koja sadrzi SH2 domen (Taniguchi i sar., 2006a). Od tri razli¢ita gena,
nastaju tri razli¢ite kataliticke subjedinice, p110a, B i J, koje pokazuju razli¢itu tkivnu
distribuciju, pri ¢emu su o i f skoro svuda prisutne, dok je & ograni¢ena na leukocite
(Shepherd i sar., 1998). Kataliticka subjedinica PI3K je skoro uvek vezana za regulatornu
subjedinicu, posto je slobodna p110 nestabilna i brzo degradira (Yu i sar., 1998). Ovo
vezivanje p110 za regulatornu subjedinicu ne samo da stabilizuje kataliticku subjedinicu,
ve¢ 1 alostericki inhibira enzimsku funkciju sve dok se heterodimer ne veze za
fosfotirozine, §to oslobada inhibiciju (Yu i sar., 1998). Kataliticka subjedinica PI3K
takode reguliSe sopstvenu funkciju preko svoje unutraSnje serin kinazne aktivnosti koja
fosforiliSe regulatornu subjedinicu p85c na Ser®® (Taniguchi i sar., 2006a). Ova
fosforilacija smanjuje enzimsku aktivnost heterodimera (Taniguchi i sar., 2006a).

Regulatorna subjedinica poseduje dva SH2 domena koji interaguju sa pYMXM i
pYXXM motivima proteina IRS koji sadrze fosforilisane tirozine (Myers i sar., 1992).
Identifikovano je barem osam izoformi regulatorne subjedinice, koje nastaju od tri gena

(Saltiel i Kahn, 2001). Predominantna izoforma je p85a i smatra se da je to glavni put

10



uvobD

odgovora na vecinu stimulusa (Saltiel i Kahn, 2001). Ta¢na uloga razli¢itih regulatornih
subjedinica PI3K u insulinskom delovanju nije jasna. ,,Splajs “ varijante poseduju razlike
u potencijalu za aktivaciju enzima, tkivnoj distribuciji i osetljivosti na insulin (Saltiel i
Kahn, 2001).

Pored uloge pozitivnog regulatora funkcije PI3K, regulatorna subjedinica je i
negativni regulator PI3K i insulinskog delovanja (Taniguchi i sar., 2006a). Naime,
primecen je paradoks da se insulinska senzitivnost poboljSava kod ,,nokaut* miSeva
kojima nedostaje regulatorna subjedinica PI3K (Chen i sar., 2004). Inverzna korelacija
izmedu nivoa p85 i insulinske senzitivnosti se takode moze primetiti u situacijama kada je
regulatorna subjedinica eksprimirana u nivoima ve¢im od normalnih (Taniguchi i sar.,
2006a). Na primer, povecana ekspresija p85 je u korelaciji sa insulinskom rezistencijom u
skeletnim miSi¢ima miSjeg modela gestacionog dijabetesa (Barbour i sar., 2004).
Negativna regulacija insulinskog signalnog puta regulatornom subjedinicom PI3K se
verovatno deSava preko nekoliko mehanizama. Jedan faktor je stehiometrija regulatorne
subjedinice u katalitickom heterodimeru (Mauvais-Jarvis i sar., 2002). U normalnim
uslovima, koncentracija regulatorne subjedinice je u visku u odnosu na kataliticku i
fosforilisane IRS proteine (Taniguchi i sar., 2006a). Ovaj kataliticki neaktivan
monomerni p85 kompetira sa p85-p110 heterodimerom za vezivanje za fosfotirozine na
IRS proteinima (Taniguchi i sar., 2006a). Zbog toga, redukcija regulatorne subjedinice
moze da poboljsa insulinsko delovanje jer se prvo redukuje p85a monomer 1 omogucava
dimeru da se veze za fosforilisane IRS proteine (Taniguchi i sar., 2006a).

Aktivacija PI3K moze da prenese viSestruke signale (Saltiel i Kahn, 2001). PI3K
katalizuje fosforilaciju fosfoinozitida na poziciji 3 i produkuje fosfatidilinozitol — fosfate
(PIP), posebno PtdIns(3,4,5)P3, koji se vezuju za PH domene razli¢itih signalnih
molekula ¢ime menjaju njihovu aktivnost ili sub¢elijsku lokalizaciju (Saltiel i Kahn,
2001). Medu ovim proteinima su protein AGC superfamilije serin/treonin kinaza, guanin-
nukleotid-razmenjuju¢i protein Rho familije i TEC familija tirozin kinaza. Verovatno
najvaznija za insulinsko delovanje je AGC kinaza PDK1 (eng. 3-phosphoinositide-
dependent kinase-1), koja je odgovorna za aktivaciju Akt/PKB i aPKC (Taniguchi i sar.,
2006a).

PI3K takode aktivira mTOR/FRAP put i moze biti ukljuena u regulaciju
fosfolipaze D, S§to vodi hidrolizi fosfatidil holina 1 povecanju fosfatidicne kiseline 1

diacilglicerola (Saltiel i Kahn, 2001).
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1.1.2.4 Metabolicki put - Akt/proteinska kinaza B

Akt/PKB sadrzi PH domen koji se vezuje za PIP3 visokim afinitetom, $to dovodi
do usmeravanja proteina ka membrani, medutim ova interakcija ne aktivira Akt/PKB
(Cohen, 2006). Zapravo, aktivacija Akt/PKB koju indukuje insulin je posledica
fosforilacije ovog proteina na dve rezidue, Thr*® i Ser*”® (Cohen, 2006). Pokazano je da

je za fosforilaciju Akt na Thr*®

odgovorna PDK1 (Alessi i sar., 1997). Proteinska kinaza
koja fosforilise Akt/PKB na Ser*’ je kasnije identifikovana i izgleda da je specifi¢na
forma mTOR vezana za regulatornu subjedinicu poznatu kao RICTOR (Hresko i
Mueckler, 2005; Sarbassov i sar., 2005).

Akt/PKB izgleda reguliSe ulazak glukoze fosforiliSu¢i i inhibirajué¢i AS160
(Rab-GTPase-activating protein) (Sano i sar., 2003). Ovo je okida¢ aktivacije malih
GTPaza Rab koje su ukljuene u reorganizaciju citoskeleta koja je potrebna za
translokaciju glukoznog transportera GLUT4 do plazma membrane (Sano i sar., 2003).
Stimulacija sinteze glikogena je drugi kljuéni metabolicki efekat insulina. Kinaza
glikogen sintaze 3 (GSK-3) barem delimi¢no uéestvuje u aktivaciji glikogen sintaze u
odgovoru na insulin (Le Roith i Zick, 2001). Aktivacija Akt od strane insulina rezultuje
fosforilacijom i inaktivacijom GSK-3, ¢ine¢i je nesposobnom da inhibira aktivnost
glikogen sintaze (Le Roith i Zick, 2001). Akt/PKB takode reguliSe ekspresiju enzima
glukoneogeneze i lipogeneze, kontroliSuéi aktivnost FOX klase transkripcionih faktora
(Taniguchi i sar., 2006a).

Aktivnost Akt/PKB je regulisana pomocu nekoliko inhibitornih molekula,
ukljucujuéi enzime kao Sto su proteinska fosfataza 2A (PP2A, eng. protein phosphatase-
2A) i PHLPP (eng. PH-domain leucine-rich repeat protein phosphatase), koji je direktno
defosforiliSu i deaktiviraju. Drugi regulatori, kao $to je tribl-3 (TRB3), se vezuju za
nefosforilisani Akt/PKB i inhibiraju njegovu fosforilaciju i aktivaciju in vivo (Taniguchi i
sar., 2006a).

Kod sisara postoje tri izoforme Akt/PKB i svaku kodira drugi gen (Taniguchi i
sar., 2006a). Ove izoforme imaju istu opstu strukturu koju ¢ine N-terminalni PH domen i
C-terminalni kataliticki domen (Taniguchi i sar., 2006a). Medutim, podaci pokazuju da su
ove izoforme ukljuéene u regulaciju razlicitih bioloskih procesa (Taniguchi i sar., 2006a).

Zanimljivo je da izoforme Akt, Aktl i Akt2 nisu funkcionalno suvisne (Chang i sar.,
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2004). ,Nokaut“ studije na miSevima kao i ,,nokdaun“ studije u 3T3L1 adipocitima
koris¢enjem siRNA su pokazale da redukcija samo Aktl ne menja insulinsku
senzitivnost, dok redukcija nivoa Akt2 smanjuje insulinsku senzitivnost i redukuje
odlaganje glukoze (Chang i sar., 2004). Metabolicki fenotip je potpuniji kada su
redukovani proteinski nivoi i Aktl 1 Ak2, Sto sugeriSe da su obe izoforme potrebne za
prenos insulinskog signala (Chang i sar., 2004).

Zanimljivo je da Akt verovatno nije jedina nishodna kinaza koja regulise
translokaciju GLUT4 do povrsine Celije. Izoforme proteinske kinaze C su takode
aktivirane od strane PI3K i PDK1 i reguliSu translokaciju GLUT4 (Le Roith i Zick,
2001).

1.1.2.5 Mitogeni put

Kao i drugi faktori rasta, insulin stimulise put MAPK (Saltiel i Kahn, 2001).
Ovaj put ukljucuje tirozinsku fosforilaciju IRS proteina i/ili She, koji zauzvrat interaguju
sa adapterskim proteinom Grb2, privlacec¢i SOS (eng. son of sevenless) protein do plazma
membrane da bi se aktivirala mala GTP-aza Ras (eng. rat sarcoma) (Saltiel i Kahn,
2001). SOS je protein nukleotidne razmene koji katalizuje razmenu GDP za GTP na Ras,
Sto rezultuje aktivacijom Ras (Le Roith i Zick, 2001). Kada se aktivira, Ras funkcioniSe
kao molekularni prekida¢, stimuliSuci kaskadu serin kinaze preko aktivacije Raf, MEK
(eng. mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase kinase) i
ERK (eng. extracellular signal-regulated kinase). (Saltiel i Kahn, 2001). Ras se vezuje za
unutrasnju stranu plazma membrane i kada se aktivira, vezuje se za NH2-kraj Raf, ¢ime
dovodi Raf do membrane (Le Roith i Zick, 2001). Ras-Raf interakcija pomera 14-3-3
proteine koji su vezani za Raf, ¢ime se omogucuje fosforilacija Raf brojnim serin/treonin
kinazama, i uklanja se inhibicija Raf kinaze (Le Roith i Zick, 2001). Raf-1 fosforilise i
aktivira dvostruko specificne kinaze MEKI1 i MEK2, koje zauzvrat fosforiliSu
MAPK/ERK1 i ERK2 na treoninskim i tirozinskim ostacima (Taniguchi i sar., 2006a).
Aktivirani ERK, moze da se translocira u nukleus, gde katalizuje fosforilaciju
transkripcionih faktora na serinu ili treoninu, inicirajuéi transkripcioni program koji vodi

¢elijskoj proliferaciji i diferencijaciji. Blokada ovog puta, dominantno negativnim
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mutantima ili farmakoloskim inhibitorima, sprecava stimulaciju ¢elijskog rasta insulinom,

ali nema efekta na metaboli¢ko delovanje ovog hormona (Saltiel i Kahn, 2001).

1.1.3 Efekti insulina u jetri, srcu i uterusu

Jetra je jedan od najvaznijih organa u modulaciji metabolizma koji igra centralnu
ulogu u kontroli glukozne homeostaze i predstavlja predmet kompleksne regulacije od
strane supstrata, insulina i drugih hormona (Kitamura i sar., 2003). Transport glukoze
unutar ili van hepatocita i aktivnost mnogih klju¢nih enzima je regulisano insulinskim
signalnim sistemom (Xie i sar., 2003).

Produkcija glukoze u jetri je regulisana povratnom spregom. Najprostija
povratna sprega ukljucuje direktan efekat glukoze, tj. kada se podigne nivo glukoze u
plazmi, produkcija u jetri se smanjuje i obrnuto (Cherrington, 1999). Kompleksnija
regulacija ukljucuje endokrini pankreas. o i B ¢elije pankreasa odgovaraju na nivo
glukoze u plazmi tako §to modifikuju svoju sekreciju glukagona i insulina (Cherrington,
1999). Povecani nivo insulina u portalnom krvotoku nakon obroka, dovodi do brzih
promena karbohidratne i lipidne homeostaze u jetri, kao §to su stimulacija sinteze
glikogena, lipogeneza, sinteza lipoproteina i supresija glukoneogeneze/glikogenolize i
sekrecije VLDL (eng. very low-density lipoprotein) (Michael i sar., 2000).

Supresija oslobadanja glukoze iz jetre zavisi od sposobnosti insulina da inhibira
glukoneogenezu (Kitamura i sar., 2003). Dosta se raspravlja o tome da li je ovo direktan
efekat insulina na jetru ili indirektan, tj. posledica efekta insulina na misice i masno tkivo,
koji bi smanjio dostavljanje prekursora za glukoneogenezu (Kitamura i sar., 2003).

Insulin fosforilacijom i defosforilacijom direktno kontroliSe aktivnosti seta
metabolic¢kih enzima, ali regulise i ekspresiju gena koji kodiraju enzime glukoneogeneze i
glikolize u jetri (Pilkis i Granner, 1992). Insulin inhibira transkripciju gena koji kodira
fosfoenolpiruvat karboksikinazu, S$to je ogranicavaju¢i korak u glukoneogenezi
(Sutherland i sar., 1996). Insulin takode smanjuje transkripciju gena koji kodiraju
fruktozo-1,6-bifosfatazu i glukozo-6-fosfatazu i povecava transkripciju glikolitickih
enzima kao Sto su glukokinaza i piruvat kinaza i lipogenih enzima kao Sto su sintaza
masnih Kiselina i acetil-CoA karboksilaza (Saltiel i Kahn, 2001).
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Jetra je glavno mesto degradacije insulina i primarni mehanizam klirensa je
vezivanje za IR u jetri §to je praceno internalizacijom 1 unutarcelijskom degradacijom
(Duckworth i sar., 1998).

Odlican sistem za proucavanje kompleksnih puteva insulinskog delovanja u
razli¢itim tkivima predstavljaju tkivno-specificni ,,nokauti“ Kkoji ometaju prenos
insulinskog signala. Kako je opisano u radu Michael i sar. (Michael i sar., 2000),
,nokaut™ IR u jetri (LIRKO) dovodi do potpunog gubitka ranih signalnih koraka kao $to
je fosforilacija IRS-1 1 IRS-2. Kod mladih LIRKO miSeva se javlja postprandijalna
hiperglikemija, netolerancija na glukozu i insulinska rezistencija. Kod ovih miSeva insulin
ne uspeva da suprimira oslobadanje glukoze iz jetre, iako je insulinski signalni sistem
netaknut u adipoznom tkivu i miSi¢ima. PoSto LIRKO miSevi imaju izrazenu
hiperinsulinemiju koja dovodi do hroni¢ne supresije oslobadanja FFA iz adipoznog tkiva,
oCigledno je da je ipak dominantan direktan efekat insulinskog delovanja u jetri. Pored
toga, povecana produkcija glukoze u jetri 1 pored hiperglikemije kod LIRKO miSeva,
pokazuje da se autoregulacija produkcije glukoze u jetri ne deSava u odsustvu insulinskog
signalnog sistema. Veoma izrazena hiperinsulinemija je posledica defekta u insulinskom
klirensu, ali i povecane sinteze u B ¢elijama pankreasa, $to je rezultat hiperplazije B éelija
kod ovih Zivotinja. Kod starijih LIRKO miSeva dolazi do smanjenja koncentracije
glukoze u plazmi, koje se zavrsava hipoglikemijom. Ovo smanjenje produkcije glukoze u
jetri je verovatno posledica razvoja disfunkcije jetre (Michael i sar., 2000).

Srce je insulin-responsivni organ. Suprotno od skeletnih misi¢a, u kojima
insulinski signalni put igra vaznu ulogu u regulaciji odlaganja glukoze, srce mora da odrzi
svoju sposobnost da koristi glukozu 1 druge metabolicke supstrate nezavisno od dnevnih
ili postprandijalnih promena u koncentraciji insulina (Abel, 2004). Cinjenica da funkcija
srca mora da traje neometano diktira neprekidno visoki bazalni nivo kontraktilne
efektivnosti i samim tim energetskog metabolizma (Brownsey i sar., 1997).

U izolovanom srcu, insulin povecava translokaciju glukoznog transportera,
glikoliticki fluks i nivo oksidacije glukoze (Abel, 2004). Takode, insulin suprimira
koris¢enje masnih kiselina u srcu (Belke i sar., 2002). Pored direktnih efekata u srcu,
insulin ima vaznu ulogu u regulaciji balansa metabolickih goriva koja dolaze do
miokardijuma, prvenstveno kroz delovanje na adipozno tkivo, skeletne misic¢e 1 jetru
(Belke i sar., 2002). Drugim re¢ima, in vivo, mnogi efekti insulina na metabolizam i

funkciju srca su u vezi sa sistemskim efektima insulina pa je teSko odvojiti direktne od
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sistemskih efekata insulina na kardiomiocite (Belke i sar., 2002). Na primer,
antilipoliticko delovanje insulina dovodi do smanjenja dostupnosti FFA srcu, §to zajedno
sa povecanim unutarcelijskim nivoima malonil koenzima A dovodi do redukcije nivoa
oksidacije masnih kiselina (Awan i Saggerson, 1993). Insulin takode moze da poveca
kontraktilnost srca (Ren i sar., 2000) i moze imati antiapoptotski efekat u kardiomiocitima
(Aikawa i sar., 2000).

Dijabetes je povezan sa dubokim promenama metabolizma srca, koje karakterise
smanjeno iskoris¢enje glukoze, smanjena oksidacija laktata i povecano koris¢enje masnih
kiselina kao metaboli¢kog supstrata (Belke i sar., 2002). Ovo je posledica toga $to
sistemska insulinska deficijencija ili insulinska rezistencija menjaju dostupnost supstrata
srcu (Abel, 2004).

Eksperimenti na CIRKO miSevima (miSevi sa ,nokautom“ IR u
kardiomiocitima) su pokazali da gubitak insulinskog signalinga u srcu dovodi do
znacajnog smanjenja veli¢ine kardiomiocita (Abel, 2004). Prenos insulinskog signala je
klju¢ni fizioloski regulator rasta srca i moze biti vazan integrator veze izmedu nutritivnog
stanja 1 veli¢ine srca (Abel, 2004). Za razliku od akutnog uklanjanja insulina u
izolovanim srcima miSeva koje povecava nivo koriS¢enja masnih kiselina u srcu, kod
CIRKO miSeva je ono smanjeno, zajedno sa nivoom ekspresije gena koji ucestvuju u beta
oksidaciji (Belke i sar., 2002). Ovo je bio neo¢ekivan rezultat. Pretpostavlja se da gubitak
insulinskog signalnog puta dovodi do povecanja koris¢enja masnih kiselina u srcu, $to
onda vodi progresivnoj disfunkciji mitohondrija, verovatno na bazi produkcije ROS (eng.
reactive oxygen species), a sve to smanjenju oksidacije i glukoze i masnih kiselina (Abel,
2004). U bazalnim uslovima, sréana funkcija CIRKO miSeva je umereno poremecena.
Medutim, u odgovoru na hemodinamicki stres, dolazi do rapidnog smanjenja funkcije 1
povecane ucestalosti lezija miokarda (Hu i sar., 2003), $to ukazuje na to da insulinski
signalni put igra vaznu ulogu u moduliranju sr¢anog odgovora na stres.

Uterus je Supalj organ sa zidom koga ¢ine tri sloja, spoljasnji perimetrijum,
sredi$nji miSi¢ni miometrijum i unutra$nji endometrijum. Endometrijum je veoma aktivno
tkivo koje ¢ine nekoliko tipova Celija, kao S§to su stromalne, luminalno epitelijalne,
glandularno epitelijalne i endotelijalne celije (Frolova i Moley, 2011). Ranije in vitro
studije su pokazale da insulin moze da stimuliSe oksidaciju glukoze u kasnoj lutealnoj
fazi u humanom endometrijumu, $to ukazuje na ukljucenost ovog hormona u metabolicke

aktivnosti endometrijalnog tkiva (Truchan i sar., 1987). Insulinski receptor je prisutan u
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nivou endometrijuma, i njegova maksimalna ekspresija je u sekretornoj fazi, sto takode
podrzava hipotezu da insulin direktno deluje na rast endometrijuma svojim mitogenim i
metabolickim efektima (Strowitzki i sar., 1993). Medutim, malo se zna o metabolickoj
funkeciji insulina u endometrijumu i pitanje je da li ovo tkivo poseduje svu masineriju da
bi se smatralo tkivom koje regulise insulin (Mioni i sar., 2004).

Prvi korak u koris¢enju glukoze je njen ulazak u celiju, u kome ucestvuju
glukozni transporteri. GLUT1 je prvi transporter koji je detektovan u uterusu, i primeceno
je da se njegova ekspresija povecava tokom gestacije, Sto ukazuje na moguéu ulogu
GLUT1 u odrzavanju trudnoce i razvoju fetusa (Frolova i Moley, 2011). Medutim malo je
podataka o ekspresiji GLUT4, koji je primarno eksprimiran u insulin-senzitivnim tkivima,
kao $to su skeletni mi$i¢i i adipozno tkivo (Frolova i Moley, 2011). U nekoliko studija je
opisana ekspresija ovog proteina u uterusu pacova (Welch i Gorski, 1999; Korgun i sar.,
2003; Frolova i Moley, 2011), ali je nivo ekspresije u odnosu na ostale GLUT proteine
bio 100 do 1000 puta manji. Jo§ je manje podataka koji se odnose na humano tkivo
uterusa i vrlo su kontradiktorni, od studija koje su iskljucile ekspresiju ovog proteina (von
Wolff i sar., 2003; Frolova i Moley, 2011) do onih koje su potvrdile njegovo prisustvo u
humanom uterusu (Mioni i sar., 2004; Mozzanega i sar., 2004). Mioni i sar. su pokazali
prisustvo GLUT4 u epitelijalnim ¢elijama humanog endometrijuma (Mioni i sar., 2004).
U Ccelijama strome, medutim, nije detektovano prisustvo GLUT4, iako je u njima
potvrdeno prisustvo IR kao i vezivanje insulina za IR (Sheets i sar., 1985). Uzevsi u obzir
da je stromalno tkivo fizioloski uklju¢eno u rast endometrijuma, moze Se pretpostaviti da
u njemu insulin deluje prvenstveno kao faktor rasta, bez uticaja na ulazak glukoze (Mioni
i sar., 2004).

1.1.4 Poremedaji u delovanju insulina

Insulinska rezistencija je patoloSko stanje u kome ciljna tkiva ne uspevaju da u
punoj meri odgovore na normalne nivoe insulina (Moreno i sar., 2009). Ona vodi
nemogucnosti da insulin obezbedi normalnu glukoznu i lipidnu homeostazu (Moreno i
sar., 2009). Tako dolazi do povecanja nivoa glukoze u krvi, Sto je fenomen poznat kao

hiperglikemija. U pokuSaju da se prevazide hiperglikemija, lu¢i se viSe insulina u
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¢elijama pankreasa, $to dovodi do karakteristicne hiperinsulinemije (Livingstone i
Collison, 2002). Kompenzatorna hiperinsulinemija zbog povecane sekrecije B cCelija je
obligatorna odlika insulinske rezistencije (Mlinar i sar., 2007). Glavne karakteristike
insulinske rezistencije su dezinhibirana lipoliza u adipoznom tkivu, poremeceni ulazak
glukoze u celije misi¢a i dezinhibirana glukoneogeneza (Mlinar i sar., 2007). Insulinska
rezistencija je ¢esta u fizioloskim stanjima kao $to su menopauza i starenje, ali mehanizmi
koji leze u njenoj osnovi su multifaktorijalni (Moreno i sar., 2009). Smanjena sekrecija
insulina, u kombinaciji sa rezistencijom na njegovo delovanje, rezultira dijabetesom tipa
2, razornoj bolesti koja dostize proporcije epidemije. Cak i u odsustvu dijabetesa,
insulinska rezistencija je Cesto povezana sa gojaznoSc¢u, hipertenzijom, policisticnim
ovarijalnim sindromom, dislipidemijom i aterosklerozom (Saltiel i Pessin, 2002).

Dijabetes melitus je grupa metabolickih oboljenja koje karakterise
hiperglikemija, koja nastaje kao rezultat defekata u insulinskoj sekreciji, insulinskom
delovanju ili oba (American Diabetes Association, 2012). Hroni¢na hiperglikemija
dijabetesa je povezana sa dugoro¢nim ostecenjima, disfunkcijom i propadanjem razli¢itih
organa, posebno ociju, bubrega, nerava, srca i krvnih sudova (American Diabetes
Association, 2012). Najveci broj slu¢ajeva dijabetesa moze da se podeli u dve kategorije.
U prvoj kategoriji, dijabetes tip 1, uzrok je potpuna deficijencija sekrecije insulina. U
drugoj, mnogo ceS¢oj kategoriji, dijabetes tip 2, uzrok je kombinacija rezistencije na
delovanje insulina i neadekvatan kompenzatorni odgovor sinteze insulina (American
Diabetes Association, 2012).

Procenjuje se da dijabetes melitus pogada 6% populacije i da dijabetes tip 2 ¢ini
oko 90-95% svih slucajeva dijabetesa (Mlinar i sar., 2007). lako dijabetes tip 2 ima vrlo
heterogene korene, postoje dve opste odlike ovog stanja: insulinska rezistencija i
poremecena funkcija B ¢elija pankreasa (McGarry, 2002). Tradicionalni pogled na razvoj
dijabetesa koji je bio uglavnom “glukocentri¢an”, nije uspevao da objasni mehanizam
razvoja ove bolesti, pa se vremenom sve viSe razvio “lipocentriCan” pristup ovom
problemu (McGarry, 2002). Dugo je poznato da pored hiperglikemije, osobe sa tipom 2
dijabetesa imaju ozbiljne poremecaje u dinamici lipida, koji se obi¢no ogledaju u
povisenim nivoima cirkulisu¢ih FFA i triglicerida, zajedno sa prevelikim odlaganjem
masti u razli¢itim tkivima. Sve je viSe dokaza da je ovaj poremecaj homeostaze lipida u
stvari instrument razvoja dijabeti¢nog stanja 1 da abnormalno odlaganje masti u misi¢ima

i drugim tkivima igra vaznu ulogu u etiologiji insulinske rezistencije (McGarry, 2002).
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Glavni razlog hiperglikemije kod vecine pacijenata sa insulin-rezistentnim
dijabetes melitusom je redukovani insulinom-posredovani ulazak glukoze u ¢elije, koji je
primarno posledica defekta delovanja hormona na c¢elijskom nivou (Muller-Wieland i
sar., 1993). Studije sa glukoznim klampom su pokazale da poremecaj insulinskog
delovanja moze biti posledica redukovane insulinske senzitivnosti i responsivnosti na
insulin $to ukazuje na prisustvo ne samo redukovanog broja insulinskih receptora ve¢ i

postvezujucih defekata insulinskog delovanja (Kahn, 1980).

1.2 ESTRADIOL

Estrogeni su steroidni hormoni koji reguliSu rast, diferencijaciju i funkciju u
Sirokom rasponu ciljnih tkiva, uklju¢uju¢i muski 1 zenski reproduktivni trakt, mlecne
zlezde, skeletni i kardiovaskularni sistem (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). Najpotentniji i
najdominantniji estrogen kod ljudi je 17p-estradiol, ali su takode prisutni i estron i estriol
U nizim koncentracijama (Bjornstrom i Sjoberg, 2005).

Bioloski efekti estradiola se ostvaruju posredstvom estrogenog receptora (ER),
koji se javlja u dve izoforme, ERa i ERB, koje su ¢lanovi velike superfamilije nuklearnih
receptora (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). Ova dva receptora su kodirana posebnim genom,
ali poseduju modularnu strukturu funkcionalnih domena karakteristicnu za superfamiliju
steroidnih i tiroidnih hormonskih receptora u jedru (Hall i sar., 2001).

N-terminalni domen nuklearnih receptora, koji se jo§ naziva 1 A/B domen ili
AF1, je odgovoran za protein-protein interakcije i transkripconalnu aktivaciju ekspresije
ciljnih gena (Nilsson i sar., 2001). AF1 funkcioni$e nezavisno od liganda, za razliku od
C-terminalnog domena AF2, koji je zavisan od liganda (Ellmann i sar., 2009). C-domen
ili DNK vezuju¢i domen (DBD) sadrzi strukturu dva cinkova prsta, koji nisu odgovorni
samo za vezivanje za DNK, ve¢ 1 za dimerizaciju receptora, ¢ime se omogucuje
formiranje homo i heterodimera (Ellmann i sar., 2009). DBD ERa i ERp su visoko
homologi (Nilsson i sar., 2001). D-domen se zove se jo$ i Hinge-region i sadrzi serinsku
reziduu (S305) koja se moze fosforilisati (Ellmann i sar., 2009). COOH kraj, E/F- ili
ligand-vezuju¢i domen (LBD) ucestvuje u vezivanju liganda, dimerizaciji receptora,

nuklearnoj translokaciji i transaktivaciji ekspresije ciljnih gena (Nilsson i sar., 2001).
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Amino kiselinski ostaci koji oivi¢avaju povrsinu Supljine koja vezuje ligand, ili koji
interaguju sa vezanim ligandom, obuhvataju LBD od heliksa 3 do heliksa 12 (Nilsson i
sar., 2001). LBD takode obuhvata region AF2, koji je kompleksni region na ¢iju strukturu

i funkciju utie vezivanje liganda (Nilsson i sar., 2001).

1.2.1 Genomski efekti estrogena

1.2.1.1 ERE-zavisni mehanizam delovanja estrogena

Ligand-zavisni mehanizam delovanja ER je zajednicka odlika ¢lanova klase I
superfamilije nuklearnih steroidnih/tiroidnih receptora, ¢iji su ¢lanovi ERa i ERB (Hall i
sar.,, 2001). Prema ovom modelu, u odsustvu hormona, receptor je izdvojen u
multiproteinski inhibitorni kompleks sa proteinima toplotnog Soka (Coleman i Smith,
2001). Estrogeni difunduju u ¢eliju i vezuju se za ER, koji je lociran u nukleusu (Deroo i
Korach, 2006). Vezivanje liganda za ER oslobada receptor iz inhibitornog kompleksa sa
proteinima toplotnog Soka, nakon Cega receptori dimerizuju i vezuju za specificne
responsivne elemente poznatije kao estrogen responsivni elementi (ERE) locirane u
promotorima ciljnih gena (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). Receptori koji su vezani za DNK
su u kontaktu sa glavnim transkripcionim aparatom direktno ili indirektno preko
kofaktorskih proteina, od kojih je nekoliko identifikovano, ukljucuju¢i SRC-1, GRIP1,
AIB1, CBP/p300, TRAP220, PGC-1, p68 RNA helikazu i SRA (Hall i sar., 2001).
Zavisno od konteksta celije i promotora, receptor koji je vezan za DNK pokazuje
pozitivan ili negativan efekat na ekspresiju ciljnih gena (Hall i sar., 2001).

Medutim, pojavili su se dokazi o signalnim putevima koji odstupaju od ovog
klasi¢nog modela 1 sada je prihvaceno da estrogeni receptori mogu da reguliSu ekspresiju

gena brojnim razli¢itim mehanizmima (Bjornstrom i Sjoberg, 2005) (Slika 4).
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Slika 4. Sematski prikaz mehanizama delovanja estradiola (E2)

1. Klasican (ERE-zavisni) mehanizam delovanja estrogena. Nuklearni E2-ER kompleks
se direktno vezuje za ERE u promotorima ciljnih gena. 2. ERE-nezavisno genomsko
delovanje. Nuklearni E2-ER kompleksi se vezuju protein-protein interakcijama za
kompleks transkripcionih faktora (TF) koji je u kontaktu sa promotorom ciljnih gena. 3.
Negenomsko delovanje estrogena. Membranski E2-ER kompleks aktivira kaskade
proteinskih kinaza, §to dovodi do promena funkcija proteina u citoplazmi, kao $to je na
primer aktivacija eNOS, ili regulaciji genske ekspresije preko fosforilacije (P) i aktivacije
TF (Bjornstrom i Sjoberg, 2005).

1.2.1.2 ERE-nezavisni signalni mehanizmi delovanja estrogena

Klasi¢an mehanizam delovanja estrogena obezbeduje objasnjenje regulacije gena
u ¢ijim promotorima se mogu pronaci funkcionalne sekvence sliéne ERE (Hall i sar.,
2001). Medutim, studije koje su pokazale postojanje estradiol-ER indukcije gena koji
oc¢igledno nemaju sekvence slicne ERE, dovele su do otkriéa da ER vezan za agonist
moze takode da dovede do regulacije gena u odsustvu direktnog vezivanja za DNK (Hall i
sar., 2001), tako $to modulira funkciju drugih klasa transkripcionih faktora preko protein-

protein interakcija u nukleusu (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). Interakcija ER sa
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aktivatornim proteinom-1 (AP-1), kompleksom transkripcionih faktora, je tipi¢an primer
takvog ERE-nezavisnog genomskog delovanja (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). Pored toga,
brojni estrogen-responsivni geni koji nemaju ERE sadrze ERE polu-mesta, ili vezujuca
mesta za ,,orfan* nuklearni hormon receptor SF-1 (SF-1 responsivni elementi (SFRE))

koja sluze kao direktna vezujuc¢a mesta za ER (Bjornstrom i Sjoberg, 2005).

1.2.2 Negenomski efekti estrogena

Klasi¢ni ili “genomski” mehanizam delovanja estrogena se obi¢no ostvaruje u
toku nekoliko sati (Deroo i Korach, 2006). Medutim, primecéeno je da estrogeni mogu da
deluju mnogo brze, u intervalu od nekoliko sekundi ili minuta (Deroo i Korach, 2006).
Uzimajucéi u obzir to da brzina aktivacije ¢ini da je modulacija genske transkripcije manje
verovatna i da ovi brzi efekti nisu blokirani inhibitorima proteinske ili RNK sinteze, ovi
ekstranuklearni mehanizmi se obi¢no nazivaju nenuklearni ili negenomski efekti
estrogena (Ho i Liao, 2002). Pretpostavlja se da estrogeni mogu ostvariti svoje
negenomske efekte preko formi ER na povrsini ¢elije koje su povezane sa unutaréelijskim
proteinima signalne transdukcije (Hall i sar., 2001).

Negenomsko delovanje 17p-estradiola ukljucuje mobilizaciju unutarcelijskog
kalcijuma (Improta-Brears i sar., 1999) i stimulaciju aktivnosti adenilat ciklaze i
produkciju cAMP-a (Aronica i sar., 1994). Aktivacija MAPK signalnog puta od strane
dojke, endotelijalne, koStane i Celije neuroblastoma (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). 17p-
estradiol takode aktivira signalni put PI3K u endotelijalnim ¢elijama (Chen i sar., 1999),
¢elijama kancera dojke (Castoria i sar., 2001), ¢elijama jetre (Marino i sar., 2002),
kardiomiocitima (Patten i sar., 2004) i ¢elijama uterusa (Kazi i sar., 2009).

Jo§ uvek je nejasno da li pretpostavljeni membranski ER nalikuje jednoj ili
obema unutarcelijskim formama. Neki autori su sugerisali da u negenomskim efektima
estrogena ucestvuje subpopulacija klasi¢nih ER, ERa i ERp, koji su locirani u plazma
membrani (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). U endotelnim ¢elijama, kao i u drugim tipovima
¢elija, ER su pronadeni u kaveolama, malim invaginacijama plazma membrane, gde

aktiviraju endotelijalnu sintazu azot oksida (eNOS) preko fosforilacije u kojoj posreduje
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proteinska kinaza (Kim i sar., 1999; Chambliss i sar., 2002). Medutim, dosta podataka
dobijenih o strukturi dve poznate nuklearne forme ER jasno ukazuju da nijedan od njih
nije transmembranski protein (Hall i sar., 2001), pa sposobnost ERa da se veZe za plazma
membranu moze biti ostvarena zahvaljuju¢i palmitoilaciji receptora (Bjornstrom i
Sjoberg, 2005).

1.2.3 Efekti estradiola u uterusu, srcu i jetri

Uterus ima centralnu ulogu u reprodukciji. Uterus glodara kao i humani, podleze
ciklicnim promenama rasta i degeneracije (Groothuis i sar., 2007). U polno zrelom
uterusu, estrogeni stimuliSu kompleksne procese proliferacije i diferencijacije epitela, koji
vode formiranju viSeslojnog sekretornog endometrijuma (Couse i sar., 2006). Ovaj efekat
je kritiCan za obezbedivanje intrauterine sredine za uspostavljanje i odrzavanje trudnoce
(Couse i sar., 2006). Odgovor uterusa ovarijektomisanih glodara na estradiol je dobro
izucen i obi¢no se opisuje kao bifazni (Couse i Korach, 1999). Prvu fazu ¢ine efekti koji
su vidljivi u prvih 6 h nakon tretmana estrogenom. Ovo uklju¢uje metaboli¢ke odgovore
kao S§to su povecana imbibicija vode, povecana vaskularna permeablinost i hiperemija,
oslobadanje prostaglandina, metabolizam glukoze i infiltracija eozinofila (Couse i
Korach, 1999). U ovoj fazi se javlja i serija biosintetiCkih odgovora koji ukljucuju
povecanu aktivnosti RNK polimeraze i hromatina, sintezu proteina 1 lipida i povecanje
glukozo-6 fosfat dehidrogenaze (Couse i Korach, 1999). Ove promene su pracene
odlozenim odgovorom, koji je najjaci 24-72 sata nakon tretmana. Druga faza odgovora
ukljucuje dramati¢no povecanje sinteze RNK i1 DNK, proliferaciju i diferencijaciju
epitela, dramati¢no povecanje tezine uterusa i dalju ekspresiju gena (Couse i sar., 2006).
Ovo mitogeno i stimulatorno delovanje estradiola u uterusu je kompleksan proces koji
ukljucuje povecanje RNK polimerazne i ribozomalne aktivnosti, §to rezultuje u regulaciji
velikog broja gena (Couse i Korach, 1999).

Ucestalost kardiovaskularnih bolesti je niska kod Zena pre menopauze ali se
znacajno povecava nakon menopauze (poklapajuci se sa incidencom kod muskaraca), §to
sugeriSe da estrogeni Stite zenski kardiovaskularni sistem (Deroo i Korach, 2006).

Medutim, iako je godinama supstituciona terapija estrogenima (HRT, eng. hormone
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replacement therapy) prepisivana Zzenama u postmenopauzi kao zaStita od
kardiovaskularnih bolesti, rezultati skorasnjih klini¢kih ispitivanja ukazuju da bi ovakav
tretman mogao imati negativne kardiovaskularne konsekvence, ta¢nije poviseni rizik za
venski tromboembolizam ili sr¢ani udar (Farquhar i sar., 2009). Takode HERS (eng. heart
and hestrogen/progestin heplacement study) studija nije uspela da pokaZe znacajne
protektivne efekte HRT kod starijih zena sa koronarnom arterijskom boleséu u
postmenopauzi, i pokazala je potencijalne S$tete ukoliko je tretman pocCeo kasno
(Herrington i sar., 2002). Moguce objasnjenje ovako velike razlike izmedu opservacionih
1 randomizovanih kontrolisanih studija je dato u takozvanoj ,.tajming hipotezi®, prema
kojoj efekat HRT na kardiovaskularni sistem zavisi od vremena pocetka terapije (Vitale i
sar., 2010).

Podaci dobijeni iz animalnih modela i klini¢kih studija podrzavaju protektivnu
ulogu estrogena u regulaciji nivoa lipida i holesterola, direktne efekte na vaskularnim
¢elijama i oporavak od vaskularnih oStecenja (Deroo i Korach, 2006). Opisani su brojni
direktni efekti estrogena na vaskularno tkivo, medu kojima su negenomska vazodilatacija
koja nastaje kao posledica efekta estrogena na funkciju jonskih kanala (Valverde i sar.,
1999) i sintezu NO (Chen i sar., 1999) i regulacija gustine AT1 (eng. angiotensin
receptor 1) receptora na VSMC (eng. vascular smooth muscle cell) (Nickenig i sar.,
1998). Genomski efekti estrogena uklju¢uju promene u ekspresiji gena i proteina U
vaskularnim ¢elijama i dovode do poboljsanja endotelijalne funkcije i odgovora krvnih
sudova na povredu i razvoj ateroskleroze (Mendelsohn, 2002).

Hipertrofija leve komore (LVH, eng. left ventricular hypertrophy) srca je
nezavisan faktor rizika za razli¢ite kardiovaskularne ishode kao §to su infarkt 1 srana
insuficijencija (Kim i Levin, 2006). Zene u premenopauzi imaju manju ucestalost LVH
nego muskarci njihovih godina (Agabiti-Rosei i Muiesan, 2002), a HRT sa estradiolom
uklanja LVH kod Zena u postmenopauzi (Modena i sar., 1999; Miya i sar., 2002).
Asocijacija ER sa PI3K igra vaznu zastitnu ulogu u ishemijsko-reperfuzijskom osteéenju
srca (Kim i Levin, 2006). Ova oStecenja su vezana za gubitak kardiomiocita apoptozom,
verovatno kao posledica kombinacije znacajnih ishemijskih optereéenja i oksidativnog
stresa od reperfuzije (Kim i Levin, 2006). U animalnom modelu infarkta miokarda je
pokazano da estradiol $titi srce tako Sto redukuje veliinu infarkta 1 smanjuje apoptozu
kardiomiocita aktivacijom PI3K/Akt puta (Patten i sar., 2004). U in vitro simuliranom

modelu ishemije/reperfuzije (I/R), estradiol doprinosi redukciji apoptoze kardiomiocita i
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u to je ukljucena aktivacija PI3K/Akt puta (Kim i sar., 2006). Oksidativni stres i stvaranje
ROS koje se deSava nakon koronarne reperfuzije se smatra moguc¢im okidacem apoptoze
kardiomiocita (Zhao, 2004). Sposobnost estradiola/ER da se odupru takvim redoks
intermedijerima je verovatno klju¢na komponenta opste protekcije. Pored toga, estradiol
modulira p38 MAPK, kinazu koja je vazna u sudbini Celije u stresu (Kim i Levin, 2006).
p38a. je eksprimirana u srcu, u ishemiji je pozitivno regulisana i smatra se da indukuje
apoptozu, dok p38p, koja se takode nalazi u kardiomiocitima, obi¢no ima antiapoptotsku
funkciju (Kim i Levin, 2006). Kim i saradnici su pokazali da in vitro, u uslovima I/R,
estradiol aktivira PI3K, §to je povezano sa supresijom ROS i pozitivnom regulacijom
p38p, a vodi negativnoj regulaciji p38a. i prezivljavanju ¢elija (Kim i sar., 2006).

Deo pozitivnih efekata estrogena na funkciju i reaktivnost kardiovaskularnog
sistema, dolazi od efekata specifi¢nih za jetru, kojima se reguliSe nivo serumskih lipida —
holesterola (Nilsson i Gustafsson, 2002). Apolipoprotein(a), koji je glavnha komponenta
aterogenog lipoproteina(a), je negativno regulisan estrogenima na nivou eskpresije iRNK
u jetri, Sto rezultuje smanjenjem lipoproteina(a) u cirkulaciji (Zysow i sar., 1997).

Studije na ,nokaut® misevima kojima je uklonjen gen za ER (ERKO) ili
aromatazu (ArKO), su pokazale glukoznu intoleranciju i lipidne abnormalnosti kao
posledicu estrogenske rezistencije ili insuficijencije (Nilsson i Gustafsson, 2002). ArKO
miSevi su razvili insulinsku rezistenciju u jetri, koja je rezultovala razvojem
hiperglikemije u gladovanju i glukozne intolerancije (Takeda i sar., 2003). Takode, u jetri
ovih miseva je ekspresija enzima ukljucenih u B oksidaciju masnih kiselina redukovana
(Nemoto i sar., 2000), dok je povecana ekspresija lipogenih gena, kao §to su sintaza
masnih kiselina i acetil koenzim A karboksilaza (Hewitt i sar., 2004). Kada su Zivotinje
tretirane estradiolom, poremecéena ekspresija gena se vratila priblizno na normalnu, a
steatoza jetre se izgubila (Nemoto i sar., 2000; Hewitt i sar., 2004). Sve navedene studije

pokazuju koliko je znacajna ulogu estrogena u regulaciji energetskog metabolizma u jetri.

1.2.4 Efekti estradiola na delovanje insulina

Mnoge klini¢ke studije su sugerisale vezu izmedu estrogena i insulinske
senzitivnosti (Xie i sar., 2003). Kao $to je pregledno dato u radu Godslanda i sar.
(Godsland, 2005), dugo se smatralo da estrogeni imaju negativan uticaj na metabolizam

25



uvobD

ugljenih hidrata. Sezdesetih godina proslog veka primeéeno je da se glukozna tolerancija
pogorsava kod Zena koje su uzimale oralne kontraceptive sa visokom dozom estrogena.
Pogorsanje glukozne tolerancije je potvrdeno i kod upotrebe oralnih kontraceptiva sa
niskom dozom estrogena kao i u nekim sluéajevima supstitucione terapije estrogenima u
postmenopauzi. U skladu sa tim pretpostavljalo se da estrogeni imaju negativan efekat na
metabolizam ugljenih hidrata, i da se kod njihove upotrebe moze ocekivati odgovarajuce
poveéanje u incidenci dijabetesa. Medutim, dve studije koje su se bavile efektima
estradiola na kardiovaskularne bolesti ,,Heart Estrogen Progestin Replacement Study* i
,Women’s Health Initiative su, neocekivano, pokazale znacajno nizu incidencu
dijabetesa kod ispitivanih Zena. Pokazalo se da su efekti estrogena na metabolizam
karbohidrata mnogo kompleksniji nego $to se to mislilo (Godsland, 2005).

Poviseni nivoi polnih steroida koji su vezani za normalan pubertet, trudnocu i
lutealnu fazu menstrualnog ciklusa su povezani sa smanjenjem insulinske senzitivnosti i
izgleda da je ovaj efekat ogranien na periferni metabolizam glukoze (Livingstone i
Collison, 2002). Takode, pokazano je da se kod zena koje koriste oralne kontraceptive
¢esce razvija insulinska rezistencija (Godsland i sar., 1992). S druge strane, pokazano je
da supstituciona terapija estrogenima poboljsava glukoznu homeostazu kod zena u
postmenopauzi sa dijabetesom tip 1l (Andersson i sar., 1997). Takode, poznato je da zene
sa policisticnim ovarijalnim sindromom imaju povecani rizik da razviju poremecenu
toleranciju na glukozu kao i dijabetes tip II. Kod ovog sindroma je karakteristicna
insulinska rezistencija koja se i smatra odgovornom za razvoj dijabetesa tipa Il (Ehrmann
i sar., 1995).

Iz svega navedenog moze se pretpostaviti da je nivo hormona vazan u
odredivanju da li ¢e njegov efekat na insulinsku senzitivnost biti pozitivan ili negativan
(Livingstone i Collison, 2002). Fizioloski nivoi estrogena verovatno imaju ulogu u
odrzavanju normalne insulinske senzitivnosti (Livingstone i Collison, 2002), dok veoma
visoke koncentracije vode smanjenju insulinske senzitivnosti (Muraki i sar., 2006). Ovi
rezultati zajedno sa podacima o supstitucionoj terapiji i suprafizioloskim dozama polnih
steroida, sugeriSu da postoji ,,fizioloski prozor* za delovanje polnih steroida na insulinsku
senzitivnost (Livingstone i Collison, 2002).

Odsustvo zenskih steroidnih hormona kod ovarijektomisanih Zenki pacova
izgleda vodi smanjenoj insulinskoj senzitivnosti i to je ocigledno glavni efekat odsustva

estradiola, posto supstitucija hormona dovodi do potpunog vra¢anja u normalno stanje
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(Gonzalez i sar., 2002a). Ovo pokazuje da visoke doze hormona izazivaju smanjenje
karbohidratnog metabolizma i smanjenje insulinske senzitivnosti i ukazuje na veliku
vaznost doze 1 koncentracije estrogena u pogledu metabolizma glukoze u HRT kod zena u
menopauzi i kod Zena koje uzimaju oralne kontraceptive (Gonzalez i sar., 2002a).

Rezultati Nagira i sar. (Nagira i sar., 2006), pokazuju da je tretman fizioloSkom
koncentracijom estradiola poja¢ao ulazak glukoze u 3T3L1 adipocite indukovan
insulinom, dok ga je visoka koncentracija estradiola inhibirala. Ovi rezultati su u skladu
sa klinickim ispitivanjima da je incidenca dijabetesa tipa 2 povecana kod zena nakon
menopauze kao i da se insulinska rezistencija desava kod Zena u kasnoj trudno¢i (Nagira i
sar., 2006).

Polni steroidi, svojim efektima na aktivnost lipoproteinske lipaze, mogu da
moduliraju delovanje insulina i da uticu na distribuciju masti u organizmu (Livingstone i
Collison, 2002). Tretman pacova farmakoloskim dozama estrogena dovodi do redukcije
aktivnosti lipoprotein lipaze u adipoznom tkivu, dok su aktivnosti ovog enzima u srcu i
dijafragmi povecane (Wilson i sar., 1976). Drugim re¢ima, egzogeni estrogeni u visokim
dozama, pomeraju fluks triacilglicerola iz skladiStenja u adipoznom tkivu, ka kori§¢enju u
skeletnim mi$i¢ima, §to je anti-insulinsko delovanje (Livingstone i Collison, 2002). U
visceralnom adipoznom tkivu situacija je neSto drugacija. Visceralni adipociti imaju
relativno visi nivo lipolize u poredenju sa subkutanim adipocitima i pokazuju relativno
slabu responsivnost na insulin, i u pogledu njegovog antilipolitickog efekta i u pogledu
efekta na ulazak glukoze u ¢elije (Johnson i sar., 2001). Neesterifikovane masne Kiseline
koje se oslobadaju kao rezultat lipolize u visceralnom adipoznom tkivu su ukljuc¢ene u
razvoj insulinske rezistencije u jetri (Livingstone i Collison, 2002). Poznato je da terapija
estrogenima kod Zena u postmenopauzi dovodi do smanjenja visceralnog adipoznog
tkiva, pa se moze zakljuditi da estrogeni u fizioloskim dozama, ili kao supstituciona
terapija, imaju protektivan efekat u pogledu sprecavanja akumulacije visceralnog masnog
tkiva kod Zena (McCarty, 2001).

Efekat estrogena na sekreciju insulina i ucestalost dijabetesa se donekle moze
pratiti prouavanjem promena koje nastaju u menopauzi, kao i promena tokom koris¢enja
oralnih kontraceptiva. Medutim, efekat menopauze kod Zena je tezak za interpretaciju,
zbog promena u organizmu koje su vezane za menopauzu i razlika u starosti izmedu Zena

u pre- i postmenopauzi (Godsland, 2005).
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Istrazivanja su pokazala da menopauza moze da uti¢e na sekreciju insulina, ali
tako da se to ne odrazava na nivo glukoze ili insulina (Godsland, 2005). Prouc¢avane zene
u pre i postmenopauzi su imale sliéne nivoe glukoze i insulina, medutim, Zene u
postmenopauzi su produkovale 50% manje insulina, ali su ga sporije i eliminisale, ¢ime je
kompenzovana redukcija u sekreciji i odrzan je nivo insulina (Walton i sar., 1993).
Literaturni podaci ukazuju na to da u ostrvcima pankreasa postoji vezivanje estrogena za
receptor, kao i direktan efekat na sekreciju insulina, medutim ostrvca pokazuju poveéanu
sekreciju samo kada su izolovana iz zivotinja koje su tretirane estradiolom, dok
inkubacija izolovanih ostrvaca sa estrogenom ne daje efekat na produkciju insulina
(Godsland, 2005).

Pored direktnog efekta na [ celije pankreasa, estrogeni mogu da utiCu na
sekreciju insulina i posredno, svojim efektima na druge hormone. Literaturni podaci
pokazuju da estrogeni mogu da povecéaju sadrzaj progesteronskog receptora u pankreasu,
mogu da indukuju poveéanje aktivnosti glukokortikoida i hormona rasta, kao i da dovedu
do smanjenja sekrecije i senzitivnosti na glukagon (Godsland, 2005). Svi ovi efekti u
nekim slucajevima mogu da imaju dugoroéne pozitivne efekte na sekreciju insulina i
zastitu funkcije B ¢elija (Godsland, 2005).

Molekularni mehanizam odgovoran za vezu izmedu estradiola i insulinske
senzitivnosti je jos uvek nejasan (Gonzalez i sar., 2003). In vitro istrazivanja su pokazala
da visoke koncentracije estrogena mogu da inhibiraju humani gen za IR (Garcia-
Arencibia i sar., 2005b). Ova inhibicija je regulisana transkripcionom represijom ovog
gena 1 izaziva Celijsku insulinsku rezistenciju u smislu opstanka celija, sinteze DNK,
transporta glukoze i glukozne oksidacije (Garcia-Arencibia i sar., 2005b). In vivo,
estradiol deluje na ekspresiju gena za IR, na koli¢inu ovog receptora na membrani i na
nivo fosforilacije ovog proteina i ovaj efekat je izgleda dozno i vremenski zavisan
(Gonzalez i sar., 2002a).

In vitro istrazivanja su pokazala da estradiol moze da poveca ekspresiju i
fosforilaciju IRS-1 u ¢elijama humanog kancera dojke ili da moze da smanji insulinom
stimulisani transport glukoze smanjujuc¢i koncentraciju IRS-1 u 3T3L1 adipocitima
(Gonzalez i sar., 2003). In vivo, kada je koncentracija estradiola u plazmi slicna onoj u
ranoj trudno¢i, IRS-1 je pozitivno regulisan i povecava se insulinska senzitivnost u
perifernim tkivima (skeletni mi$iéi i adipozno tkivo) (Gonzalez i sar., 2001). Medutim,

kada je koncentracija estradiola u plazmi kao u kasnoj trudno¢i, IRS-1 je negativno
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regulisan, smanjujuéi insulinsku senzitivnost u perifernim tkivima (Gonzalez i sar., 2001).
Estrogen indukuje ekspresiju IRS-2 u ¢elijama karcinoma dojke (Choi i sar., 2005).

Kod ovarijektomisanih pacova, koli¢cina GLUT1 proteina u krvno-mozdanoj
barijeri je povecana nakon tretmana estradiolom (Shi i Simpkins, 1997). U uterusu pacova
tretman estradiolom je izazvao visestruko povecanje koli¢ine GLUTL proteina i ulazak
glukoze u ¢elije (Welch i Gorski, 1999). Razli¢ite studije pokazuju da estradiol u¢estvuje
u ekspresiji i translokaciji GLUT4, ali mehanizam kojim estradiol regulise GLUT4 ostaje
nejasan (Barros i sar., 2006).

Interesantna je interakcija koju ova dva hormona mogu da ostvare preklapanjem
svojih signalnih puteva. Naime, zna se da estradiol svojim negenomskim delovanjem
aktivira signalni put PI3K (Bjornstrom i Sjoberg, 2005), pa na taj na¢in koristi deo istog
signalnog puta kao insulin.
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2. CILJ

Razli¢ita klini¢ka istrazivanja i eksperimentalni podaci ukazuju na interakcije
insulina 1 estradiola, najznacajnijeg estrogenog hormona, u regulaciji metabolizma
ugljenih hidrata. Fizioloski uslovi u kojima je koncentracija estrogena znacajno
promenjena imaju ocigledan efekat na metabolizam ugljenih hidrata, lipida i
intermedijerni metabolizam, a takode imaju za posledicu i modifikaciju osetljivosti tkiva
na insulin.

Cilj ove studije je komparativna analiza efekata estradiola na molekule signalnog
puta insulina u jetri, uterusu i srcu. S jedne strane praceni su efekti estradiola u jetri i
uterusu kao glavnim ciljnim tkivima ova dva hormona. S druge strane su praceni efekti u
srcu, kao ciljnom tkivu u kome oba hormona ostvaruju znacéajne efekte.

Polazna hipoteza studije je da su efekti estradiola na signalni put insulina tkivno
specificni i da imaju razliite fizioloSke konsekvence u razli¢itim tkivima. Hipoteza je
zasnovana na literaturnim podacima koji govore o tome da (1) estradiol menja
biohemijske parametre (npr. koncentraciju slobodnih masnih kiselina) koji uti¢u na
insulinsku senzitivnost, a u pojedinim tkivima (2) reguliSe iste procese koje regulise 1
insulin, (3) regulise transkripciju gena za molekule signalnog sistema insulina (npr. IR i
IRS-1) i (4) za ostvarivanje negenomskih efekata koristi iste signalne puteve kao i insulin.

Ova studija treba da doprinese definisanju molekula i procesa u signalnom
sistemu insulina na koje estradiol ostvaruje efekat koji za posledicu ima promenu u
insulinskoj senzitivnosti tkiva 1 promenu u regulaciji Celijskih procesa kontrolisanih
insulinom. Takode, poredenje efekata estradiola na insulinski signalni sistem u jetri,

uterusu i srcu treba da doprinese odgovoru na pitanje da li su ovi efekti tkivno specifi¢ni.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1 MATERIJAL

3.1.1 Hemikalije

Sve hemikalije kori§¢ene u ovom radu su p.a. stepena Cistoce.

Za odredivanje koncentracije insulina u plazmi koriS¢en je RIA kit, proizvod
firme INEP (Zemun, Srbija). Svinjski insulin je proizvod firme Galenika (Zemun, Srbija).

Za odredivanje koncentracije proteina metodom BCA (eng. bicinchoninic acid)
koriS¢eni su reagensi firme Pierce (Rockford, IL, USA).

Od firme Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) su nabavljene slede¢e hemikalije:
17B-estradiol, insulin, protein A-sefaroza, albumin govedeg seruma (BSA), natrijum
dodecil sulfat (SDS), fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF), Tween-20, natrijum fluorid,
natrijum pirofosfat, natrijum ortovanadat, B-merkaptoetanol, etilendiamino tetrasir¢etna
kiselina (EDTA), Triton X-100, akrilamid i bisakrilamid.

Od firme SERVA electrophoresis (Heidelberg, Germany) su nabavljene sledece
hemikalije: Tris baza, glicin, aprotinin i N,N,N’ N’-tetrametilendiamin (TEMED).

U ,,Western blot* analizi i imunoprecipitaciji koriS¢ena su sledeca antitela: zeCije
poliklonsko antitelo na IR, IRS-1, IRS-2, Akt, fosfo-Akt (Ser*”) i sekundarno anti-migje
antitelo, koja su produkti Santa Cruz Bitechnology (Santa Cruz, CA, USA). Monoklonsko
misje antitelo na p85 i anti-fosfotirozinsko antitelo PY20 su proizvodi firme BD
Biosciences (San Jose, CA, USA). Poliklonsko anti-Shc antitelo je proizvod firme
Upstate (Charlottesville, VA, USA). Monoklonsko misje anti-aktin antitelo i sekundarno
anti-zecije antitelo su produkti firme Sigma—Aldrich Corporation (St. Louis, MO, USA).

Za izolaciju RNK je koriS¢en Trizol, proizvod firme Invitrogen Corporation
(Carlsbad, CA, USA). Sve hemikalije koriS¢ene za reverznu transkripciju 1 lancanu
polimeraznu reakciju (PCR), kao $to su First Strand cDNA Synthesis Kit, rekombinantna
Taq polimeraza, dNTP, 10x PCR buffer i “prajmeri”, su nabavljene od firme Fermentas

(Vilnius, Lithuania).
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Proteinski marker, ProteinPlus Prestained Ladder, kao i DNK marker, GeneRuler
DNA Ladder su produkti firme Fermentas (Vilnius, Lithuania).
Zivotinje su hranjene standardnom hranom za ishranu laboratorijskih pacova

firme Veterinarski zavod “Subotica” (Subotica, Srbija).

3.1.2 Eksperimentalne Zivotinje

U eksperimentima su kori$éene zenke pacova soja Wistar (starosti 2-2,5 meseca,
tezine 200-250 @). Zivotinje su gajene u standardnim laboratorijskim uslovima (na
temperaturi od 22°C i svetlosnom rezimu 12 h svetlo/12 h mrak, sa slobodnim pristupom
hrani i vodi) u Institutu za nuklearne nauke ,Vin¢a“. Rad sa eksperimentalnim
zivotinjama je odobren od strane Etickog komiteta za upotrebu eksperimentalnih Zivotinja
Instituta za nuklearne nauke “Vinca”.

Sve Zivotinje su dve nedelje pre Zrtvovanja anestezirane kombinacijom ketamina
(40 mg/kg) i ksilazina (5 mg/kg) i ovarijektomisane, ¢ime su izbegnute varijacije u nivou
estrogena. Zivotinje su podeljene u dve eksperimentalne grupe: kontrolne (OVX) i
zivotinje tretirane estradiolom (E2). Nakon gladovanja preko noéi, zZivotinje su dobile
injekciju estradiola intraperitonealno (20 pg/kg telesne mase) i zrtvovane su 6 sati nakon
injeciranja. Vreme davanja estradiolske injekcije je izabrano na osnovu rezultata drugih
autora (Richards i sar., 1996; Richards i sar., 1998; Richards i sar., 2001) i optimizovano
je tako da se uoci pik promena u sadrzaju proteina, iRNK 1 funkcije signalnih molekula
insulina. Kontrolne zivotinje su primile 0.14 M NaCl sa 1% etanolom u kome je rastvaran
hormon.

Sadrzaj proteina insulinskih signalnih molekula je odredivan bez dodavanja
egzogenog insulina. Medutim, fosforilacija molekula insulinskog receptora, IRS 1 Akt,
kao i asocijacija IRS sa p85, su odredivani u uslovima stimulacije insulinom, da bi se
efekti estradiola doveli u kontekst insulinskog signalnog puta. Naime, ovi molekuli,
odnosno njihove fosforilacije i asocijacije, su takode integralni deo signalnih puteva nekih
faktora rasta i citokina. Za ove eksperimente, zivotinje (i kontrolna i grupa tretirana
estradiolom) su injecirane intraperitonealno insulinom (20 IU po Zivotinji) 30 minuta pre

zrtvovanja (Giorgino i sar., 1999).

32



MATERIJAL | METODE

3.2 METODE

3.2.1 Priprema uzoraka tkiva

Nakon gladovanja preko noci, Zivotinje su Zrtvovane dekapitacijom. Krv je
sakupljena u staklene epruvete u kojima se kao antikoagulans nalazio 6% EDTA i
centrifugirana 10 min na 3000 rpm u klini¢koj centrifugi (Tehnica LC-321). Nakon
centrifugiranja, plazma je prebacena u plasticne epruvete i Cuvana na -20°C do
odredivanja koncentracije estradiola, insulina i slobodnih masnih Kiselina.

Nakon dekapitacije, tkiva (jetra, srce i uterus) su izmerena, iseckana, pulovana i
homogenizovana na ledu u puferu za homogenizovanje (10 mM Tris, 150 mM NacCl,
1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100) kome su dodati proteazni inhibitori
(2 mM PMSF, 10 pg/ml leupeptin, i 10 pg/ml aprotinin) i fosfatazni inhibitori (100 mM
natrijum fluorid, 10 mM natrijum pirofosfat i 2 mM natrijum ortovanadat), koris¢enjem
Ultra-Turrax homogenizera (Dupont i sar., 1998). Homogenati su centrifugirani 20
minuta na 600xg (Sorvall) na 4°C, a zatim su supernatanti centrifugirani 60 minuta na
100000xg (Beckman Ti-50 rotor). Koncentracije proteina su odredene BCA metodom
(Smith i sar., 1985). Supernatanti, koji predstavljaju ukupni ¢elijski lizat, su koris¢eni za
,Western blot* i imunoprecipitaciju. Uzorci koji su spremljeni za ,,Western blot* su
skuvani 5 min na 100°C u jednakoj zapremini 2xLaemmli pufera i ¢uvani u frizideru na -

20°C.

3.2.2 Biohemijske analize

3.2.2.1 Odredivanje koncentracije glukoze u krvi

Koncentracija glukoze je odredivana u punoj krvi Accutrend glukozometrom

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).
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3.2.2.2 Odredivanje koncentracije insulina u plazmi

Koncentracija insulina u plazmi je odredena RIA metodom, koriS¢enjem
pacovskih standarda. Ova metoda se zasniva na kompetitivnom vezivanju insulina iz
uzorka i radioaktivno obelezenog insulina za odredene epitope na specificnim anti-
insulinskim antitelima, pri ¢emu nastaju obeleZzeni i neobelezeni imunokompleksi.
Kompleksi se taloze imunoadsorbentom, pri ¢emu se u talogu dobijaju sekundarna
antitela sa vezanim insulinom i polietilenglikol, a u te¢noj fazi zaostaju slobodni insulin i
slobodna antitela. Koncentracija insulina u wuzorcima se odreduje merenjem
radioaktivnosti taloga i uporedivanjem sa standardnom krivom, koja je dobijena pomocéu
standarda precizno definisane koncentracije insulina u rasponu od 0,3 do 300 mlU/I.
Konkretno, standardi i uzorci plazme su inkubirani sa ***l-insulinom 20 h na sobnoj
temperaturi, nakon ¢ega su nastali kompleksi inkubirani sa imunoadsorbentom 30 min na
sobnoj temperaturi i centrifugirani 25 min na 3000xg. Radioaktivnost taloga je merena u
toku 1 minuta u brojacu 1219 LKB. Senzitivnost eseja je 0.6 mlIU/I, a unutrasnji

koeficijent varijacije u eseju 5.24 %.

3.2.2.3 Odredivanje koncentracije slobodnih masnih kiselina u plazmi

Koncentracija slobodnih masnih kiselina u plazmi je odredena modifikovanom
metodom po Duncombe-u (Duncombe, 1964). Ovo je kolorimetrijska metoda, koja se
zasniva na tome da masne kiseline u hloroformu uz prisustvo odgovarajuteg reagensa
(trietanolamin pufer i Cu(NO)3) grade soli bakra, koje u kontaktu sa
dietilditiokarbamatom (DDC) grade kompleksno jedinjenje Zute boje, sa maksimumom
apsorpcije svetlosti na talasnoj duzini od 436 nm. Ukratko, uzorak plazme je inkubiran sa
hloroformom i trietanolaminskim puferom (1 M CH3;COOH, 1 M TEA, 6.5% Cu(NO3),)
20 min na sobnoj temperaturi. Inkubaciona smesa je zatim centrifugirana 10 min/3000
rpm u klini¢koj centrifugi (Tehtnica LC-321), nakon ¢ega je srednji hloroformski sloj
prenet u nove epruvete, inkubiran 20 min sa 0.2% DDC i merena je apsorbanca na 436
nm (Ultrospec Il, LKB). Standardna kriva je dobijena kori$¢enjem razli¢itih koncentracija

palmitinske kiseline u rasponu od 0,25 mM do 2,5 mM.
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3.2.2.4  Odredivanje koncentracije estradiola u plazmi

Koncentracija estradiola u plazmi je odredena ELISA kitom. Ovaj esej se
zasniva na principu kompetitivnog vezivanja izmedu estradiola iz uzorka i estradiola
konjugovanog sa HRP (eng. horse radish peroxidase), za ograni¢enu koli¢inu zecijeg
anti-estradiolskog antitela. U bunari¢ima oblozenim kozjim anti-zecijim IgG antitelima su
inkubirani standardi ili uzorci sa konjugatom hormona i zecijim antitelima, 90 minuta na
sobnoj temperaturi. Tokom inkubacije, ograni¢ena koli¢ina obelezenog estradiola
kompetira sa endogenim estradiolom u standardu ili uzorku za ogranicen broj vezujuéih
mesta na specificnom estradiolskom antitelu, pa se koli¢ina konjugata koji je vezan za
bunari¢e progresivno smanjuje Sto je veca koncentracija estradiola u uzorku. Nevezani
konjugat je ispiranjem uklonjen iz bunari¢a i dodat je rastvor TMB (tetrametilbenzidin)
reagensa koji nakon 20 minuta inkubacije na soboj temperaturi razvija plavu boju.
Reakcija je zaustavljena dodavanjem 1 N HCI i merena je apsorbanca na 450 nm.
Standardna kriva je dobijena koriS¢enjem razli¢itih koncentracija estradiola u rasponu od

10 pg/ml do 1000 pg/ml.

3.2.3 Odpredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u uzorcima je odredena koris¢enjem eseja BCA (Smith i
sar., 1985). Ovo je kolorimetrijska metoda koja se zasniva na tome da proteini u alkalnoj
sredini redukuju jone bakra Cu?* do Cu'* (biuretska reakcija), koje zatim reagens sa
bicinhonini¢nom kiselinom selektivno prepoznaje. Ruzicasto obojeni produkt ovog eseja
se formira helacijom dva molekula BCA sa jednim jonom Cu'*. Apsorbanca se meri na
562 nm i koncentracija proteina u uzorku se ocitava sa standardne krive, koja je dobijena

kori§¢enjem poznatih koncentracija BSA u rasponu 20 pug/ml do 2000 pg/ml.
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3.2.4 SDS elektroforeza na poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE)

Proteini izolovani iz jetre, srca i uterusa su razdvojeni po molekulskoj masi SDS-
elektroforezom na poliakrilamidnom gelu (Laemmli, 1970). DenaturiSuca poliakrilamidna
gel elektroforeza se zasniva na disocijaciji i denaturaciji proteina u linearne polipeptidne
lance uz pomo¢ anjonskog deterdzenta SDS-a (eng. sodium dodecyl sulfate). Uzorci (50
Mg proteina/bunari¢u) su naneti na 7.5% ili 10% SDS poliakrilamidni gel. Elektroforeza
je trajala 60 minuta pri konstantnom naponu od 120 V, u aparatu Mini Protean
Electrophoresis Cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Kao molekulski

marker kori$¢en je ProteinPlus Prestained Ladder (Fermentas, Lithuania).

3.2.5 ,,Western blot*

»Western blot“ je semikvantitativna tehnika koja se koristi za detekciju
specifi¢nih proteina u uzorku. Nakon elektroforetskog razdvajanja, vrsi se elektrotransfer
proteina na nitroceluloznu ili PVDF (eng. polyvinyl difluoride) membranu na kojoj se
specificni proteini detektuju koriS¢enjem primarnih antitela specifi¢nih za ciljni protein 1
sekundarnih antitela koja su kuplovana sa enzimom ¢ija aktivnost daje obojeni ili
hemiluminiscentni produkt.

Nakon elektroforeze je izvrSen transfer proteina na PVDF membranu (Hybond-
P, membrana, veli¢ine pora 0.45 um, Amersham). Transfer je raden preko noc¢i na 4°C,
pri konstantnoj jacini struje od 80 mA u aparatu za mokri transfer (Trans—Blott Cell,
Bio—Rad). Membrane su inkubirane u puferu za blokiranje (5% rastvor BSA u TBST
puferu, TBST pufer: 25 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1% Tween, pH 8,0) 1,5 h na sobnoj
temperaturi. Membrane su zatim inkubirane sa primarnim antitelima na IR, IRS-1, IRS-2,
p85, Akt, pAkt (Ser*”) ili Shc, 1,5 h na sobnoj temeperaturi. Primarna antitela su
razblazena u TBST puferu u odnosu 1:1000. Nakon inkubacije sa primarnim antitelom,
membrane su isprane TBST puferom i inkubirane 1,5 h sa sekundarnim antitelom. Za
detekciju su koriS¢ena odgovarajuca anti-zeCija (razblaZzenje 1:7500 u TBST) ili anti-
miSja (razblazenje 1:2500 u TBST) sekundarna antitela kuplovana sa alkalnom

fosfatazom. Po zavrSetku inkubacije, membrane su ponovo isprane TBST puferom i zatim
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inkubirane u mraku 5 min sa BCIP/NBT supstratom. Kombinacija NBT (eng. nitro-blue
tetrazolium chloride) i BCIP (eng. 5-bromo-4-chloro-3 indolphosphate p-toluidine salt)
daje intenzivni nerastvorljivi tamno-ljubicasti precipitat kada reaguje sa alkalnom
fosfatazom. Radi kontrole jednakog unosa proteina u svim uzorcima, koris¢eno je misje
anti-aktin antitelo. Kvantifikacija je izvrSena kori$¢enjem laserskog denzitometra (LKB,

Uppsala, Sweden).

3.2.6 Koimunoprecipitacija

Imunoprecipitacija je metoda detekcije 1 preciS€avanja proteina koriS¢enjem
nerastvorne smole (agaroza ili sefaroza) za koju je vezan protein A ili G, koji ,,hvata®“ i
precipitira imunokomplekse nastale inkubacijom uzorka sa specificnim antitelom. Ko-
imunoprecipitacija omogucava detekciju protein-protein interakcija, indirektnim
,hvatanjem® proteina koji su u kompleksu sa specifiénim ciljnim proteinom. Naime,
imunoprecipitacijom sa specifiénim antitelom se precisti ciljni protein koji sa sobom
ponese i sve proteine sa kojima je u kompleksu, zatim se ovi imunokompleksi
elektroforetski razdvoje i elektrotransferom prenesu na membranu, gde se vrsi detekcija
drugog proteina iz kompleksa klasicnom ,,Western blot* metodom.

Lizati jetre, srca i uterusa su inkubirani preko noc¢i sa 1 pg antitela na IR, IRS-1
ili IRS-2 (Richards i sar., 1996). Imunokompleksi su absorbovani sa protein A Sefarozom
2 h na 4°C, centrifugirani, isprani i razdvojeni na SDS-PAGE gelu, a zatim preneti na
PVDF membranu. Membrane su inkubirane sa anti-fosfotirozinskim ili anti-p85
antitelom. Za detekciju su koris¢ena sekundarna anti-misja antitela (razblazenje 1:2500 u
TBST) kuplovana sa alkalnom fosfatazom i BCIP/NBT supstrat. Kvantifikacija je

izvrSena koriS¢enjem laserskog denzitometra (LKB, Uppsala, Sweden).

3.2.7 RT-PCR

Za odredivanje efekata tretmana na ekspresiju odredenih gena u srcu, koriS¢ena
je metoda reverzna transkripcija - lan¢ana polimerazna reakcija (RT-PCR). Ukupna RNK

izolovana iz tkiva je prevedena u cDNK koja je zatim amplifikovana koris¢enjem
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specificnih “prajmera” za IR, IRS-1, IRS-2, p85, Akt ili tzv. ,housekeeping gena
gliceraldehid—3—fosfat—dehidrogenazu (GAPDH).

3.2.7.1 lzolacija RNK

Ukupna RNK je izolovana Trizol reagensom. 100 mg tkiva je homogenizovano u
1 ml Trizola. Nakon centrifugiranja 10 minuta na 12000xg, talog je odbacen, a u
supernatant je dodato 0,2 ml hloroforma na 1 ml supernatanta. Uzorci su inkubirani 5
minuta na 30°C i ponovo cetrifugirani 10 min na 12000xg (Eppendorf centrifuga).
Vodena faza je pazljivo skupljena i dodat je 3 M natrijum acetat pH 5 u odnosu 1:10.
Nakon meSanja dodato je 2 volumena apsolutnog etanola i uzorak je ostavljen preko noci
na -20°C da se precipitira. Nakon precipitacije, uzorak je centrifugiran 10 min na
12000xg (Eppendorf centrifuga), odliven je supernatant i talog je ispran 75% etanolom.
RNK je rastvorena u DEPC vodi i koncentracija je odredena spektrofotometrijski
merenjem apsorpcije uzoraka na 260 nm. Stepen preciS¢enosti izolovane RNK je dobijen
poredenjem odnosa A g0/ Azsgo.

Za proveru kvaliteta izolovane RNK radena je horizontalna elektroforeza na
1,2% agaroznom gelu kome je dodat etidijum bromid. Elektroforeza je trajala 30 min pri

konstantnoj voltazi od 100 V.

3.2.7.2 Reverzna transkripcija (RT)

Za sintezu ¢cDNK koriS¢en je First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas)
prema uputstvu proizvodaca. Jednake koli¢ine ukupne RNK (2,5 pg) su denaturisane na
70°C i reverzna transkripcija je izvedena inkubacijom sa 40 U enzima M—MuLV reverzne
transkriptaze na 37°C, u prisustvu oligo(dT)s prajmera, dNTP-a, RiboLock
ribonuleaznog inhibitora i 5x First Strand pufera. Ukupna zapremina reakcione smese je
bila 20 pl. Reakcija je prekinuta zagrevanjem na 70°C 10 min. Dobijene cDNK su cuvane
na -20°C.
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3.27.3 PCR

Za semikvantitativni PCR, koris¢eno je 2 pl cDNK S$to je ekvivalentno koli¢ini
od 250 ng ukupne RNK. Uzorci cDNK su amplifikovani kori$¢enjem Hot Start Taq DNK
polimeraze (Fermentas) u Mastercycler Personal System PCR aparatu (Eppendorf,
Hamburg, Germany). PCR smesa je sadrzala 0.25 pg cDNK, 1xTaq pufer, 0.2 mM dNTP
mix, 2 mM MgCl,, 0.25 pM “prajmere” za IR, IRS-1, IRS-2, p85, Akt ili GAPDH i 2 U
Taq polimeraze. Ukupna zapremina reakcione smeSe je bila 25 pl. Uslovi za
amplifikaciju su bili sledeci: inicijalna denaturacija 5 min na 94°C, denaturacija 45 s na
94°C, vezivanje “prajmera” 1 min na temperaturi optimalnoj za svaki par “prajmera”
(Tabela 1), ekstenzija 1 min na 72°C i finalna ekstenzija 7 min na 72°C. Broj ciklusa je
optimizovan za svaki gen tako da se postigne amplifikacija u eksponencijalnoj fazi
(Tabela 1).

Produkti PCR reakcije su razdvojeni horizontalnom elektroforezom na 2%
agaroznom gelu koji je sadrzao etidijum-bromid (0.5 pg/ml), u aparatu Mini SubCell
(BioRad). Elektroforeza je trajala 30 minuta, pri konstantnoj voltazi od 100 V. Gelovi su
zatim fotografisani pod UV svetlom u aparatu GelDoc 1000 (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA), a signali su kvantifikovani u programu ImageJ (NIH, USA). Kao

molekulski marker koriS¢en je GeneRuler DNA Ladder (Fermentas, Lithuania).
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Tabela 1. Sekvence “prajmera” i PCR uslovi (temperatura vezivanja “prajmera” i broj

ciklusa)
Velié¢ina PCR
Gen Sekvence “prajmera” lovi
produkta usiov
sense: AGCCTGGCTGAGCAACCTTA 58°C
376 bp
IR antisense: CATAGGTCCGTTTGATGCTC 35 ciklusa
Sense: ACAGGCATTGCTGCAGAGAA 58°C
IRS-1 511 bp
antisense: GGTGCTGCTTAACATCCTTG 35 ciklusa
Sense: ATATGAGCATGGATAGGCCC 60°C
IRS-2 453 bp _
antisense: GTGGTTGCAGGATCTGCTTA 35 ciklusa
sense: GACTGGAGGAAGACTTGAAG 58°C
85 170 bp
P antisense: CGTTTCCCAACCATTCGTTC 35 ciklusa
Sense: CTCTGCATTGCCGAGTCC 58°C
Akt 411 bp
antisense: TGTCATCTTGATCAGGCGGT 35 ciklusa
Sense: TCCCTCAAGATTGTCAGCAA 58°C
308 bp
Gz antisense: AGATCCACAACGGATACATT 30 ciklusa
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3.2.8 Statisticka analiza

Svi eksperimenti su ponovljeni tri puta, sa ukupno devet Zivotinja po grupi.

Kvantifikacija rezultata dobijenih koimunoprecipitacijom i ,,Western blot*
metodom je izvrSena denzitometrijski koriS¢enjem laserskog denzitometra (LKB,
Uppsala, Sweden). Sve vrednosti su izrazene u odnosu na [ aktin sa istog blota.
Kvantifikacija rezultata dobijenih RT-PCR metodom je izvrSena kori§¢enjem programa
ImageJ (NIH, USA) i sve dobijene vrednosti su izrazene u odnosu na GAPDH iz istih
uzoraka. Izmerene vrednosti opticke gustine su predstavljene kao procenat od
odgovarajuce kontrole.

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (S.D.). Za
statistiCku analizu je koris¢en program SPSS (SPSS, Chicago, IL, USA). Statisticka
znacajnost razlika izmedu dve grupe je odredena jednofaktorskom analizom varijanse

(one-way ANOVA), sa grani¢cnom vredno$éu p<0,05.
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4, REZULTATI

4.1 KONCENTRACIJA ESTRADIOLA

Da bi se izbegle varijacije koncentracija endogenog estradiola u zavisnosti od
faze ciklusa, kao i da bi se odvojio efekat estradiola od progesterona, sve zivotinje
koriS¢ene u ovoj studiji su ovarijektomisane dve nedelje pre eksperimenta. Koncentracije
estradiola u plazmi izmerene na dan eksperimenta su potvrdile da je kod OVX zivotinja
endogeni estradiol skoro potpuno uklonjen (Slika 5). Zivotinje koje su primile injekciju
estradiola 6 h pre eksperimenta su imale sli¢ne vrednosti koncentracije ovog hormona kao
i OVX zivotinje (Slika 5). Ovaj rezultat je u skladu sa vremenskom kinetikom uklanjanja
estradiola iz krvi koja je ranije pokazana eksperimentima sa radioaktivno obelezenim
hormonom (Jensen i Jacobson, 1962). U tom eksperimentu je pokazano da estradiol u
krvi ima najvecu koncentraciju odmah nakon injekcije, i da se ve¢ nakon 2 h vraéa na
bazalnu vrednost (Jensen i Jacobson, 1962). Tretman insulinom 30 min pre Zrtvovanja

nije uticao na koncentraciju estradiola u plazmi, $to je i o€ekivano.
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Slika 5. Koncentracija estradiola u plazmi kod kontrolnih i estradiolom tretiranih
Zivotinja. Sve Zivotinje su ovarijektomisane dve nedelje pre Zrtvovanja, a OVX+E2
grupa je dobila injekciju estradiola (20 pg/kg, i.p.) 6 h pre zrtvovanja. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + S.D.
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4.2 EFEKAT TRETMANA ESTRADIOLOM NA MASU UTERUSA

Poznato je da je odgovor uterusa pacova na estradiol bifazni i da prvu fazu ¢ine
efekti koji su vidljivi u prvih 6 h nakon tretmana estrogenom (Couse i Korach, 1999). U
cilju potvrde delotvornosti estradiolske injekcije, merena je masa uterusa kod svih

ispitivanih zivotinja.
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Slika 6. Efekat tretmana estradiolom na masu uterusa. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost £+ S.D. Statisticka znacajnost razlika izmedu dve grupe je odredena ,,0ne-
way ANOVA* testom, sa grani¢cnom vrednoséu p<0,05. ** p<0,01 vs. OVX,*** p<0,001
vs. OVX. OVX - ovarijektomija; E2 - estradiol; INS — insulin.

Tretman estradiolom je doveo do statisticki znacajnog povecanja mase uterusa u
poredenju sa kontrolom (p<0,001). Neoéekivano, insulinski tretman je sam znacajno
povecao masu uterusa (0,178+0,030 g vs 0,115+0,029 g; p<0,01) u poredenju sa OVX
zivotinjama. Jo§ izraZenije povecanje mase uterusa vidi se kod zivotinja koje su tretirane i
estradiolom i insulinom (0,189 £ 0,033 g vs 0,115 + 0,029 g; p<0,001) u poredenju sa
OVX Zivotinjama (Slika 6).
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4.3 EFEKAT TRETMANA ESTRADIOLOM NA KONCENTRACIJU
INSULINA, GLUKOZE | SLOBODNIH MASNIH KISELINA

S obzirom da su prethodna istraZivanja pokazala da tretman estradiolom reguliSe
metabolizam ugljenih hidrata (\Van Pelt i sar., 2003) i lipida (Jensen i sar., 1994), bilo je
interesantno utvrditi da li je estradiol uklju¢en i u regulaciju koncentracije insulina,
glukoze i slobodnih masnih kiselina u plazmi. Biohemijske analize su uradene za sve
eksperimentalne grupe, Zivotinje koje su dobile injekciju estradiola (20 ug/kg telesne
tezine) intraperiotonealno, zivotinje koje su osim estradiola dobile dodatnu injekciju

insulina (20 IU po Zivotinji), kao i odgovarajuée kontrolne grupe.
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Slika 7. Efekat tretmana estradiolom na koncentraciju insulina. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost = S.D. Statisticka znacajnost razlika izmedu dve grupe je odredena
,one-way ANOVA® testom, sa grani¢cnom vrednos¢u p<0,05. Skracenice su date u opisu
uz sliku 6. ** p<0,01 vs OVX.

Nivo insulina u plazmi nije promenjen 6 h nakon injekcije estradiola. Takode,
koncentracija insulina nije promenjena ni kod zivotinja koje su dobile oba hormona u
poredenju sa kontrolnim Zivotinjama koje su tretirane samo insulinom. Oc¢ekivano, sam

insulinski tretman je statisticki znacajno povecao koncentraciju insulina u plazmi
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(586,48+31,82 mIU/I vs 51,25+15,76 mlU/I; p<0,01) u poredenju sa OVX Zivotinjama.
Pored toga, koncentracija insulina u plazmi je statisticki znacajno povecana i kod
zivotinja koje su primile oba hormona u poredenju sa OVX zivotinjama (506,74+40,39

mIU/l vs 51,25+15,76 mIU/I; p<0,01) (Slika 7).

U skladu sa rezultatom koji ukazuje da estradiol nije promenio koncentraciju
insulina u plazmi, nivo glukoze u krvi nije promenjen nakon estradiolskog tretmana u
poredenju sa kontrolom. U kombinaciji sa insulinskim tretmanom, estradiolski tretman
takode nije promenio koncentraciju glukoze u poredenju sa kontrolnim Zivotinjama koje
su tretirane insulinom. Medutim, sam insulinski tretman je o¢ekivano znacajno smanjio
nivo glukoze (3,94+0,68 mmol/I vs 8,31+0,14 mmol/l; p<0,001) u plazmi u poredenju sa
OVX zivotinjama. Sli¢no kao i u slucaju koncentracije insulina, zivotinje koje su dobile
injekcije oba hormona su imale znac¢ajno manju koncentraciju glukoze u krvi u poredenju

sa OVX zivotinjama (3,90+0,40 mmol/I vs 8,31+0,14 mmol/l; p<0,001) (Slika 8).
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Slika 8. Efekat tretmana estradiolom na koncentraciju glukoze. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost £ S.D. Statisticka znacajnost razlika izmedu dve grupe je odredena
,one-way ANOVA® testom, sa grani¢nom vrednoséu p<0,05. Skracenice su date u opisu
uz sliku 6. *** p<0,001 vs. OVX.
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Iako nije dosSlo do znacajne promene koncentracije glukoze i insulina u plazmi,
tretman estradiolom je doveo do statisticki znac¢ajnog smanjenja nivoa FFA u plazmi
ovarijektomisanih pacova za 16,39% (p<0,01). U kombinaciji sa insulinskim tretmanom,
estradiolski tretman nije promenio koncentraciju slobodnih masnih kiselina u plazmi, u
poredenju sa kontrolnim Zivotinjama koje su tretirane insulinom. Medutim, sam insulinski
tretman je znaCajno smanjio nivo slobodnih masnih kiselina (p<0,01) u poredenju sa
OVX zivotinjama. Pored toga, zivotinje koje su primile injekciju oba hormona su imale
nivo slobodnih masnih kiselina u plazmi za 41,56% nizi nego kontrolne (OVX) zivotinje

(p<0,001) (Slika 9).
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Slika 9. Efekat tretmana estradiolom na koncentraciju FFA. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost £ S.D. Statisticka znacajnost razlika izmedu dve grupe je odredena
,one-way ANOVA* testom, sa grani¢nom vrednos¢u p<0,05. Skracenice su date u opisu
uz sliku 6. ** p<0,01 vs. OVX, *** p<0,001 vs. OVX.
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44 EFEKTI ESTRADIOLA NA MOLEKULE INSULINSKOG
SIGNALNOG PUTA U JETRI I UTERUSU

S obzirom da je estradiolski tretman znacajno snizio koncentraciju slobodnih
masnih Kiselina u plazmi, a poznato je da masne kiseline uti¢u na insulinsku senzitivnost
tkiva, bilo je interesantno ispitati da li postoje efekti estradiola na prve korake insulinskog
signalnog puta u glavnim ciljnim tkivima oba hormona. Na osnovu literaturnih podataka,
pored ovih indirektnih efekata, o¢ekivani su i direktni efekti estradiola na molekule

signalnog puta insulina u ciljnim tkivima.

441 Efekat tretmana estradiolom na sadriaj proteina i tirozinsku

fosforilaciju receptora za insulin u jetri i uterusu

Insulin ostvaruje svoje delovanje vezivanjem za IR na membrani, pa su stoga
prvo ispitivani efekti estradiola na bazalni sadrzaj proteina IR “Western blot” metodom.
Efekti tretmana na ukupnu fosforilaciju tirozina IR, koja ukazuje na kinaznu aktivnost
receptora, su ispitivani koimunoprecipitacijom, tj. uzorci su imunoprecipitirani sa anti-IR
antitelom, a zatim “blotovani” sa anti-fosfotirozinskim antitelom. Da bi efekat tretmana
bio doveden u kontekst insulinskog signalnog puta, koimunoprecipitacija je radena u

uzorcima dobijenim iz Zivotinja koje su injecirane insulinom.

Jetra je esencijalni organ za homeostazu glukoze i1 poremecaj regulacije
insulinskog delovanja u jetri je kriticna komponenta patogeneze dijabetesa tipa 2. MiSevi
sa delecijom IR u jetri imaju izrazenu insulinsku rezistenciju i hiperglikemiju nakon jela,
Sto ukazuje da IR ima centralnu ulogu u regulaciji glukozne homeostaze u jetri i celom
organizmu (Michael i sar., 2000). S druge strane, uterus igra centralnu ulogu u
reprodukciji i svi dogadaji u ovom tkivu su vezani za pripremu za implantaciju embriona.
Eksperimentalni podaci pokazuju prisustvo IR u endometrijalnim ¢elijama uterusa, pri
¢emu je najveci sadrzaj IR u toku perioda implantacije, §to ukazuje na vaznu ulogu
insulina u celijskoj proliferaciji i diferencijaciji tokom decidualizacije (Korgun i sar.,
2003).
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Izlaganje Zivotinja jednokratnom estradiolskom tretmanu nakon 6 h nije dovelo
do znacajne promene sadrzaja IR u jetri, medutim u uterusu je doslo do statisticki

znacajnog povecanja koli¢ine ovog proteina za 130% (p<0,01) (Slika 10).
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Slika 10. Efekat estradiola na sadrzaj proteina IR u jetri i uterusu OVX pacova.
OVX pacovi su tretirani estradiolom (20 pg/kg, i.p.) 6 h pre zrtvovanja. SadrZaj proteina
je odreden ,,Western blot“ analizom, kao S§to je opisano u odeljku Materijal i metode.
Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i kvantifikacija sadrzaja IR predstavljena kao
srednja vrednost + S.D., odnosno kao procenat od odgovarajuce kontrole. Statisticka
znaajnost razlika izmedu dve grupe je odredena ,,one-way ANOVA* testom, sa
grani¢énom vrednoscu p<0,05. ** p<0,01. IR — receptor za insulin.

Interesantno je da je fosforilacija tirozina IR indukovana insulinom statisticki
znacajno smanjena u oba tkiva za priblizno 30% (jetra: 28%, p<0,01; uterus: 30%,

p<0,05) nakon estradiolskog tretmana (Slika 11).
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Slika 11. Efekat estradiola na tirozinsku fosforilaciju IR u jetri i uterusu OVX
pacova. OVX pacovi su tretirani estradiolom (20 pg/kg, i.p.) 6 h pre Zrtvovanja. Sve
zivotinje (1 kontrolne i tretirane estradiolom) su dobile injekciju insulina (20 IU/Zivotinji,
i.p.) 30 min pre zrtvovanja. Nivo tirozinske fosforilacije je odreden
koimunoprecipitacijom, kao $to je opisano u odeljku Materijal i metode. Prikazani su
reprezentativni  imunoblotovi i  kvantifikacija rezultata koimunoprecipitacije,
predstavljena kao srednja vrednost+S.D. i izrazena kao procenat od odgovarajuce
kontrole. Statisticka znacajnost razlika izmedu dve grupe je odredena ,,0one-way
ANOVA* testom, sa granicnom vrednos¢u p<0,05. *p<0,05, ** p<0,01. pY -
fosforilacija tirozina

4.4.2 Efekat tretmana estradiolom na supstrate insulinskog receptora u

jetri i uterusu

U vezivanju IR i IGF1R za unutaréelijske efektore ucestvuju satelitski proteini
poznatiji kao supstrati insulinskog receptora (Taniguchi i sar., 2006a). Ovi proteini
zajedno sa IR ¢ine prvo kriticno ¢voriSte u signalnoj mrezi insulina (Taniguchi i sar.,
2006a). S obzirom da je estradiolski tretman izazvao promene u fosforilaciji IR u jetri i
uterusu, kao i u sadrzaju IR u uterusu, dalje je pracen efekat na supstrate IR i to IRS-1,
IRS-2 i She. Pored proteinskog sadrzaja, pracene su promene tirozinske fosforilacije IRS-
1 i IRS-2, kao i asocijacija ovih molekula sa p85 subjedinicom PI3K. Tirozinske

49



REZULTATI

fosforilacije IRS-1 i IRS-2, kao i asocijacija ovih molekula sa p85, su prac¢ene u kontekstu
insulinskog delovanja kori§¢enjem metode koimunoprecipitacije u uzorcima Zivotinja

koje su primile insulinsku injekciju.

Eksperimentalni podaci pokazuju da su IRS-1 i IRS-2 bogato eksprimirani u jetri
I smatra se da su ova dva supstrata skoro ekskluzivno odgovorna za prenos insulinskog
signala u jetri (Kubota i sar., 2008). U uterusu je pokazano prisustvo IRS-1 i IRS-2, ali
uglavnom u kontekstu prenosa signala IGF-1 (Richards i sar., 1998; Richards i sar.,
2001).

Rezultati analize proteinskog sadrzaja IRS-1 u uzorcima jetre OVX zivotinja
nakon tretmana estradiolom, pokazuju da estradiol dovodi do znacajnog smanjenja
koli¢ine ovog proteina (46%, p<0,05). Nasuprot efektu u jetri, u uterusu je tretman
estradiolom doveo do statisticki znacajnog povecanja proteinskog sadrzaja IRS-1 za
159% (p<0,05) (Slika 12), pri ¢emu ono prati povecanje sadrzaja receptornog proteina
(Slika 10).
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Slika 12. Efekat estradiola na sadrzaj proteina IRS-1 u jetri i uterusu. Sadrzaj
proteina IRS-1 je odreden kao $to je dato u opisu uz Sliku 10. Prikazani su reprezentativni
imunoblotovi i kvantifikacija sadrzaja IRS-1. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost
+ S.D. i izraZeni su kao procenat od odgovarajuée kontrole. *p<0,05

% od kontrole
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Tirozinska fosforilacija IRS-1 indukovana insulinom, kao i asocijacija sa p85,
nije promenjena 6 h nakon injekcije estradiola u jetri (Slika 13), dok u uterusu, $to je
posebno interesantno, fosforilacija tirozina IRS-1 kao i asocijacija IRS-1 sa p85 nisu
detektovane ni kod kontrolnih ni kod estradiolom tretiranih Zivotinja nakon insulinske

stimulacije.
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Slika 13. Efekat estradiola na tirozinsku fosforilaciju IRS-1 i asocijaciju sa p85 u
jetri OVX pacova. Nivo fosforilacije tirozina IRS-1 i asocijacije sa p85 je odreden kao
Sto je dato u opisu uz Sliku 11. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i kvantifikacija
rezultata koimunoprecipitacije, predstavljena kao srednja vrednost+S.D. i izrazena kao
procenat od odgovarajuce kontrole. Statisticka znacajnost razlika izmedu dve grupe je
odredena ,,one-way ANOV A testom, sa grani¢nom vrednos¢u p<0,05.
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Slika 14. Efekat estradiola na sadrzaj proteina IRS-2 u jetri i uterusu OVX pacova.
Sadrzaj proteina IRS-2 je odreden kao $to je dato u opisu uz Sliku 10. Prikazani su
reprezentativni imunoblotovi i kvantifikacija sadrzaja IRS-2 predstavljena kao srednja
vrednost £ S.D. i izrazena kao procenat od odgovarajuce kontrole. Statisticka znacajnost
razlika izmedu dve grupe je odredena ,,one-way ANOVA® testom, sa grani¢nom
vrednoséu p<0,05. ** p<0,01, ***p<0,001

U sluc¢aju kada je analiziran sadrzaj IRS-2 u uzorcima jetre i uterusa zivotinja
tretiranih estradiolom, pokazano je da estradiol znacajno poveéava njegov sadrzaj u oba

analizirana tkiva i to 123% (p<0,001) u jetri i 93% (p<0,01) u uterusu (Slika 14).

Medutim, estradiolski tretman nije znacajno promenio tirozinsku fosforilaciju
IRS-2 stimulisanu insulinom, kao ni asocijaciju IRS-2 sa p85 subjedinicom PI3K ni u

jednom od analiziranih tkiva (Slika 15 i Slika 16).
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Slika 15. Efekat estradiola na tirozinsku fosforilaciju IRS-2 u jetri i uterusu OVX
pacova. Nivo fosforilacije tirozina IRS-2 je odreden kao $to je dato u opisu uz Sliku 11.
Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i kvantifikacija rezultata koimunoprecipitacije,
predstavljena kao srednja vrednost+S.D. i izrazena kao procenat od odgovarajuce

kontrole.
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Slika 16. Efekat estradiola na asocijaciju IRS-2 sa p85 u jetri i uterusu OVX pacova.
Sadrzaj IRS-2 u kompleksu sa p85 je odreden kao $to je dato u opisu uz Sliku 11.
Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i kvantifikacija rezultata koimunoprecipitacije,
predstavljena kao srednja vrednost+S.D. i izrazena kao procenat od odgovarajuce
kontrole.
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Poznato je da Shc igra kriticnu ulogu u mitogenezi koju indukuje insulin preko
regulacije aktivnosti Ras (Sasaoka i Kobayashi, 2000), pa je bilo interesantno ispitati
kakav je efekat tretmana estradiolom na pocetni korak mitogene grane insulinskog

signalnog puta.

Dobijeni rezultati analize efekata estradiola pokazuju da je proteinski sadrzaj Shc
statisti¢ki znacajno smanjen za 39% (p<0,01) u uterusu zivotinja tretiranih estradiolom u
odnosu na kontrolne. Znacajne promene u sadrzaju Shc, medutim, nisu zapazene u jetri

(Slika 17).
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Slika 17. Efekat estradiola na sadrzaj proteina Shc u jetri i uterusu OVX pacova.
Sadrzaj proteina Shc je odreden kao S§to je dato u opisu uz Sliku 10. Prikazani su
reprezentativni imunoblotovi i kvantifikacija sadrzaja Shc predstavljena kao srednja
vrednost = S.D. i izrazena kao procenat od odgovarajuce kontrole. Statisticka znacajnost
razlika izmedu dve grupe je odredena ,,one-way ANOVA® testom, sa granicnom
vrednosc¢u p<0,05. ** p<0,01
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4.4.3 Efekat tretmana estradiolom na regulatornu subjedinicu PI3K u

jetri i uterusu

Drugo kriti¢no ¢voriste u signalnom putu insulina je PI3K, pa je s obzirom na
promene uocene na ushodno lociranim molekulima, pracen efekat estradiola na proteinski

sadrzaj regulatorne subjedinice ovog molekula, p85.

Ranije je pokazano da miSevi sa ,,nokautom* p85 u jetri imaju metabolicke
defekte sli¢ne onima koji se javljaju kod LIRKO miseva, $to ukazuje na to da PI3K
posreduje u veéini regulatornih funkcija insulina u jetri (Michael i sar., 2000; Taniguchi i
sar., 2006b). S druge strane, u uterusu je pokazano da estradiol pozitivno uti¢e na
interakciju p85 sa IRS proteinima u kontekstu signalnog puta IGF-1, ucestvujuci tako u

prenosu signala za mitogenezu u ovom tkivu (Richards i sar., 1998).
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Slika 18. Efekat estradiola na sadrzaj proteina p85 u jetri i uterusu OVX pacova.
Sadrzaj proteina p85 je odreden kao §to je dato u opisu uz Sliku 10. Prikazani su
reprezentativni imunoblotovi i kvantifikacija sadrzaja p85 predstavljena kao srednja
vrednost = S.D. i izrazena kao procenat od odgovarajuée kontrole. StatistiCka znacajnost
razlika izmedu dve grupe je odredena ,,one-way ANOVA® testom, sa granicnom
vrednos¢u p<0,05.** p<0,01
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Dobijeni rezultati pokazuju da je, uprkos tome $to nakon tretmana estradiolom u
uterusu nije bilo promene u asocijaciji IRS-2 i p85, proteinski sadrzaj p85 znacajno
povecan za 116% (p<0.01). U jetri, medutim, nije bilo statisticki znacajne promene

proteinskog sadrzaja ovog molekula (Slika 18).

4.4.4 Efekat tretmana estradiolom na Akt u jetri i uterusu

Trece kriti¢no ¢voriste u signalnom putu insulina je Akt/PKB, molekul ukljucen
u ostvarivanje efekata insulina na brojne ¢elijske procese, pa je bilo interesantno ispitati

efekat estradiolskog tretmana na sadrzaj ovog proteina.

Poznato je da je metabolizam glukoze u jetri regulisan PI3K/Akt putem
(Taniguchi i sar., 2006b). Akt suprimira glukoneogenezu (Zhang i sar., 2002) i aktivira
sintezu glikogena (Cross i sar., 1995). U uterusu pacova je pokazano da je ovaj molekul

vazan faktor prezivljavanja celija (Dery i sar., 2003).

Analiza ukupnog celijskog sadrzaja Akt je pokazala da pod delovanjem
estradiola dolazi do povecanja prisustva Akt u uzorcima uterusa (82%, p<0,05), sto je u
potpunosti u skladu sa povecanjem sadrzaja svih ushodnih molekula signalnog puta
insulina u ovom tkivu. U jetri, sadrzaj ovog proteina nije promenjen 6 h nakon injekcije
estradiola (Slika 19).
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Slika 19. Efekat estradiola na sadrZaj proteina Akt u jetri i uterusu OVX
pacova. Sadrzaj proteina Akt je odreden kao §to je dato u opisu uz Sliku 10. Prikazani su
reprezentativni imunoblotovi i kvantifikacija sadrzaja Akt predstavljena kao srednja
vrednost + S.D. i izrazena kao procenat od odgovarajuée kontrole. Statisticka znacajnost
razlika izmedu dve grupe je odredena ,,one-way ANOVA® testom, sa granicnom
vrednosc¢u p<0,05.*p<0,05
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45 EFEKTI ESTRADIOLA NA MOLEKULE INSULINSKOG
SIGNALNOG PUTA U SRCU

S obzirom da je poznato da insulin i estradiol mogu delovati kardioprotektivno,
kao 1 da reguli$u iste procese u srcu, bilo je zanimljivo ispitati kakav je uticaj estradiola
na pocetne korake insulinskog signalnog puta u ovom tkivu. Kako bi se izvrsila §to
detaljnija karakterizacija efekata estradiola na insulinske signalne molekule u srcu i
dodatno analizirali genomski efekti estradiola, metodologija je proSirena analizom

relativne ekspresije iRNK signalnih molekula klasicnom PCR metodom.

45.1 Efekat tretmana estradiolom na sadrzaj proteina, IRNK i tirozinsku

fosforilaciju receptora za insulin u srcu

Istrazivanja drugih autora su pokazala da je prenos signala preko IR neophodan
za normalno funkcionisanje srca (Laustsen i sar., 2007). Specifi¢éna delecija ovog
molekula u srcu miSeva, dovodi do poremecenog rada srca i smrti ovih Zivotinja

(Laustsen i sar., 2007).

Eksperimantalni rezultati dobijeni analizom sadrzaja proteina kao i iRNK IR
pokazuju da tretman estradiolom ne menja njihov sadrzaj u srcu (Slika 20). Medutim,
fosforilacija IR indukovana insulinom je statisticki zna¢ajno smanjena 6 h nakon injekcije
estradiola (36%, p<0,01), Sto ukazuje na smanjenu kinaznu aktivnost receptora.
Interesantno je da je slicno smanjenje fosforilacije tirozina IR zapaZeno u sva tri

ispitivana tkiva.
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Slika 20. Efekat estradiola na sadrZaj proteina, tirozinsku fosforilaciju i sadrzaj
IRNK IR u srcu OVX pacova. OVX pacovi su tretirani estradiolom (20 ug/kg, i.p.) 6 h
pre Zrtvovanja. Za ispitivanje efekata estradiola na tirozinsku fosforilaciju IR, Zivotinje (i
kontrolne i tretirane estradiolom) su dobile injekciju insulina (20 [U/zivotinji, i.p.) 30 min
pre zrtvovanja. Sadrzaj proteina je odreden ,,Western blot* analizom, nivo tirozinske
fosforilacije koimunoprecipitacijom, a nivo ekspresije mMRNK RT-PCR metodom, kao §to
je opisano u odeljku Materijal i metode. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi,
agarozni gelovi i kvantifikacija rezultata, predstavljena kao srednja vrednost + S.D. i
izrazena kao procenat od odgovarajuce kontrole. Statisticka znacajnost razlika izmedu
dve grupe je odredena ,,one-way ANOVA* testom, sa granicnom vrednoséu p<0,05. **
p<0,01

45.2 Efekat tretmana estradiolom na supstrate insulinskog receptora u

Srcu

Istrazivanja su pokazala da je odgovor na insulin zna¢ajno poremecen U jetri i
misi¢ima miSeva sa ,,nokautom* IRS-1 (Yamauchi i sar., 1996). Medutim, IRS-1 je samo
jedan od supstrata insulinskog receptora, pa se u srcu ovaj nedostatak moze kompenzovati

prenosom signala preko alternativnih puteva, na primer IRS-2 (Furumoto i sar., 2005).

Rezultati dobijeni odredivanjem prisustva IRS-1 u srcu OVX zenki pacova

pokazuju da estradiolski tretman nije promenio znafajno njegov proteinski sadrzaj,
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medutim, nivo iRNK u ovom tkivu je bio smanjen za 15% (p<0,01) u odnosu na

odgovarajucu kontrolu (Slika 21).
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Slika 21. Efekat estradiola na sadrzaj proteina i iRNK IRS-1 u srcu OVX pacova.
Sadrzaj proteina i iRNK IRS-1 su odredeni kao $to je dato u opisu uz Sliku 20. Prikazani
su reprezentativni imunoblotovi, agarozni gelovi i kvantifikacija rezultata, predstavljena
kao srednja vrednost + S.D. i izrazena kao procenat od odgovarajuée kontrole. ** p<0,01

Pored toga, rezultati pokazuju da tirozinska fosforilacija IRS-1 stimulisana
insulinom, nije promenjena 6 h nakon tretmana estradiolom, dok je asocijacija IRS-1 sa
p85 subjedinicom PI3K povecana za 31% (p<0,05) (Slika 22).
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Slika 22. Efekat estradiola na tirozinsku fosforilaciju i asocijaciju IRS-1 sa p85 u
srcu OVX pacova. Nivo tirozinske fosforilacije IRS-1 i asocijacije sa p85 su odredeni
koimunoprecipitacijom, kao $to je dato u opisu uz Sliku 20. Prikazani su reprezentativni
imunoblotovi i kvantifikacija rezultata predstavljena kao srednja vrednost + S.D. i
izrazena kao procenat od odgovarajuce kontrole. *p<0,05

% od kontrole

U slucaju kada je vrSena analiza proteinskog sadrzaja IRS-2 u srcu Zivotinja
tretiranih estradiolom, koli¢ina ovog proteina je bila smanjena (26%, p<0,001) 6 h nakon
tretmana, pri ¢emu je ovo smanjenje praceno i smanjenjem koli¢ine iRNK (27%, p<0,05)

(Slika 23).

Uprkos smanjenju ekspresije IRS-2, tretman estradiolom nije doveo do statisti¢ki
znacajne promene fosforilacije tirozina IRS-2, kao ni asocijacije ovog proteina sa p85
subjedinicom PI3K (Slika 24). Ako se ne uzima u obzir statisticka znac¢ajnost promena,
interesantno je ista¢i da se slican profil promena vidi kod IRS-1 u srcu - sadrzaj proteina i

iRNK je smanjen, a asocijacija sa p85 je povecana.
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Slika 23. Efekat estradiola na sadrZaj proteina i iRNK IRS-2 u srcu OVX pacova.
Sadrzaj proteina i iRNK IRS-2 su odredeni kao §to je dato u opisu uz Sliku 20. Prikazani
su reprezentativni imunoblotovi i agarozni gelovi, i kvantifikacija rezultata predstavljena
kao srednja vrednost = S.D. i izraZzena kao procenat od odgovarajuce kontrole. *p<0,05,

% n<0,001
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Slika 24. Efekat estradiola na tirozinsku fosforilaciju i asocijaciju IRS-2 sa p85 u
srcu OVX pacova. Nivo tirozinske fosforilacije IRS-2 i asocijacije sa p85 su odredeni
koimunoprecipitacijom, kao $to je dato u opisu uz Sliku 20. Prikazani su reprezentativni
imunoblotovi i kvantifikacija rezultata predstavljena kao srednja vrednost + S.D. i
izrazena kao procenat od odgovarajuce kontrole.
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Sadrzaj proteina Shc, jos jednog direktnog supstrata receptora za insulin, je

povecan za 14% nakon tretmana estradiolom (p<0,01) (Slika 25).
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Slika 25. Efekat estradiola na sadrZaj proteina Shc u srcu OVX pacova. Sadrzaj
proteina Shc je odreden kao $to je dato u opisu uz Sliku 20. Prikazan je reprezentativni
imunoblot i kvantifikacija rezultata predstavljena kao srednja vrednost + S.D. i izrazena
kao procenat od odgovarajuce kontrole. **p<0,01

4.5.3 Efekat tretmana estradiolom na put PI3K/Akt u srcu

U mnogim sistemima, aktivacija puta PI3K/Akt obezbeduje vazan stimulus za
proliferaciju, rast i opstanak ¢elija. U srcu, u kome postoji ograni¢enje proliferativnog
kapaciteta kardiomiocita, ovaj put igra vaznu ulogu u regulaciji rasta i1 opstanka
kardiomiocita, sa malim efektom na proliferaciju. Simultano, PI3K i Akt su vazni
modulatori iskori§¢enja metabolickih supstrata i funkcije kardiomiocita (Matsui i sar.,
2003).

Akutna aktivacija puta PI3K/Akt je dovoljna da inhibira apoptozu kardiomiocita
(Matsui i sar., 1999). Takode kod miSeva je pokazano da je put PI3K neophodan za

promociju rasta srca (Shioi i sar., 2000). Primeceno je da aktivnost PI3K promenjena u
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nekim patoloSkim stanjima, kao Sto su hipertrofija srca ili sr€ana insuficijencija 1
pretpostavlja se da su upravo promene PI3K ukljuene u progresiju ovih bolesti (Naga
Prasad i sar., 2003).

S tim u vezi, dalje analize su se odnosile na odredivanje efekata estradiola na
sadrzaj proteina 1 iIRNK p85 subjedinice PI3K u srcu OVX zivotinja. Rezultati pokazuju
da je, u skladu sa pove¢anom asocijacijom IRS-1 sa p85 u srcu, sadrzaj proteina p85
poveéan za 70% (p<0,01) pod delovanjem estradiola, $to je praceno znacajnim
poveéanjem iRNK za 65% (p<0,001) (Slika 26).
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Slika 26. Efekat estradiola na sadrzaj proteina i iRNK p85 u srcu OVX pacova.
Sadrzaj proteina i iRNK p85 su odredeni kao §to je dato u opisu uz Sliku 20. Prikazani su
reprezentativni imunoblotovi i agarozni gelovi, i kvantifikacija rezultata predstavljena kao
srednja vrednost = S.D. i izrazena kao procenat od odgovarajuce kontrole. **p<0,01, ***
p<0,001

Istrazivanja drugih autora su pokazala da Akt ima veoma vaznu ulogu u
homeostazi i funkciji kardiomiocita, kao i da je ovaj molekul vazan medijator fizioloske
hipertrofije srca (Latronico i sar., 2004). S obzirom na vaznost Akt u prenosu signala i
insulina i estradiola u srcu, pored sadrzaja proteina i iRNK pracen je efekat estradiola na

insulinom stimulisanu fosforilaciju Akt na Ser*”* koja je neophodna za aktivaciju kinaze.
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Sadrzaj proteina i iRNK Akt se nije promenio 6 h nakon tretmana estradiolom.

473

Medutim, insulinom indukovana fosforilacija Akt na Ser™'® (rezultat prikazan kao odnos

pAkt/totAkt) je u srcu povecana za 34% (p<0,001) (Slika 27).
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Slika 27. Efekat estradiola na sadriaj proteina, fosforilaciju na Ser’” i sadriaj
IRNK Akt u srcu OVX pacova. OVX pacovi su tretirani estradiolom (20 pg/kg, i.p.) 6 h
pre zrtvovanja. Za ispitivanje efekata estradiola na fosforilaciju Akt (Ser473) zivotinje (i
kontrolne i tretirane estradiolom) su dobile injekciju insulina (20 IU/Zivotinji, i.p.) 30 min
pre Zrtvovanja. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi, agarozni gelovi i kvantifikacija
rezultata, predstavljena kao srednja vrednost = S.D. i izrazena kao procenat od
odgovarajuce kontrole. *** p<0,001
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S. DISKUSIJA

Rezultati prikazani u ovoj disertaciji su proistekli iz izuCavanja efekata estradiola
na pocetne molekule signalnog puta insulina u jetri, uterusu i srcu. lako postoje jasni
dokazi o vezi izmedu estrogena i insulinske senzitivnosti, relativno malo studija se bavilo
molekularnom osnovom ove veze. S obzirom da je insulinska rezistencija jedan od uzroka
patologija vezanih za starenje Zena, kao $to su dijabetes tip 2 i kardiovaskularne bolesti,
istrazivanja molekularnih mehanizama koji leze u osnovi ove veze bi mogla imati
dugorocne terapeutske posledice.

Dijabetes tip 2 se smatra jednom od najvecih pretnji za svetsko zdravlje, koja
poc¢inje da dobija proporcije epidemije u industrijalizovanim zemljama. Sve je viSe
dokaza da moderna ishrana i sedentarni nacin zivota progresivno vode akumulaciji
zasi¢enih masnih kiselina u neadipoznom tkivu (McGarry, 2002). Metabolizam ovih
ektopicnih masnih kiselina vodi smanjenom insulinom stimulisanom ulasku glukoze u
skeletne misic¢e, nesuprimiranoj produkciji glukoze u jetri i promenama u oslobadanju
insulina iz B celija pankreasa koje stimuliSe glukoza (McGarry, 2002). Kada se javi
dijabetes, zajednickim delovanjem hiperglikemije i poviSenih slobodnih masnih kiselina
dolazi do opSteg oksidativnog stresa u tkivima, ¢ime se dodatno pooStrava insulinska
rezistencija i deficijencija, §to na kraju dovodi do apoptoze P ¢elija pankreasa (Evans i
sar., 2003). Potrebni su novi tretmani koji bi sprecili ove skokove masnih kiselina kao i
oksidativni stres u B ¢elijama pankreasa (Louet i sar., 2004).

Jedan aspekt regulacije glukozne i lipidne homeostaze koji obecava, ali nije jo§
uvek dovoljno istrazen, ukljuCuje protektivnu ulogu 17p-estradiola na energetski
metabolizam (Louet i sar., 2004). Naime, primeceno je da kod zdravih ljudi postoji
seksualni dimorfizam u odnosu na dijabetes. Dva kriti¢na faktora koja regulisu glukoznu
homeostazu su skeletni miSi¢i, koji su glavno mesto odlaganja glukoze u celom
organizmu i adipozno tkivo, koje oslobada u cirkulaciju razli¢ite modulatore insulinskog
delovanja, kao $to su adipocitokini i slobodne masne kiseline. Normalne Zene imaju samo
dve tre¢ine mase skeletnih misi¢a i duplo veéu masu adipoznog tkiva u odnosu na
muskarce, §to su dva faktora koja vode insulinskoj rezistenciji, medutim, ucestalost

dijabetesa ostaje jednaka izmedu polova sve do menopauze (Louet i sar., 2004). Drugim
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re¢ima, izgleda da su zene pre menopauze zaSticenije od insulinske rezistencije i
dijabetesa tipa 2 u poredenju sa muskarcima.

Eksperimentalni podaci idu u prilog tezi da je deficijencija estrogena (zbog
ovarijektomije ili menopauze) povezana sa relativno malim smanjenjem glukozne
tolerancije 1 povecanjem insulinske rezistencije, Sto se gubi fizioloSkom supstitucijom
estrogena. Medutim, viSak estrogena, kao u terapiji oralnim kontraceptivima ili HRT sa
potentnim alkilovanim estrogenima ili visokim dozama prirodnih estrogena, je takode
povezan sa smanjenjem glukozne tolerancije i insulinskom rezistencijom (Godsland i sar.,
1990; Margolis i sar., 2004). Klasic¢an efekat oralnih kontraceptiva i supstitucione terapije
estrogenom je smanjenje bazalnog nivoa glukoze u plazmi, dok bazalni nivo insulina u
plazmi nije promenjen ili je redukovan (Godsland, 2005).

Tretman estradiolom u ovoj studiji je zna¢ajno povecao tezinu uterusa (Slika 6),
Sto je u skladu sa istrazivanjima drugih autora, koja ukazuju da estradiol ucestvuje u
hipertrofiji uterusa (Ruzycky, 1996). Iz eksperimenata sa ovarijektomisanim misevima je
poznato da se prvi ,talas® odgovora uterusa na estradiol deSava u toku prvih 6 h i da
izmedu ostalog obuhvata i imbibiciju vode, ekspresiju nekih gena (c-fos) i sintezu lipida i
proteina (Couse i sar., 2006), pa je i povecanje tezine uterusa u ovoj studiji 6 h nakon
tretmana estradiolom u skladu sa ovim rezultatima. Pored toga, tretman insulinom je kod
svih tretiranih zivotinja doveo do povecanja tezine uterusa, pri ¢emu je promena
izrazenija kod pacova koji su pretretirani estradiolom (Slika 6).

Analizom rezultata dobijenih merenjem koncentracije insulina i glukoze u
plazmi primecuje se blaga hiperinsulinemija i hiperglikemija kod kontrolnih (OVX)
zivotinja U odnosu na literaturne podatke dobijene za neoperisane ili sham operisane
zenke, koje estradiolski tretman nije uspeo da promeni (Slika 7 i Slika 8). Literaturni
podaci pokazuju velike razlike u pogledu efekata ovarijektomije na koncentraciju glukoze
i insulina u plazmi. U eksperimentima Liu i sar. (Liu i sar., 2004) bazalni nivo glukoze je
povecan nakon ovarijektomije, kao 1 nivo insulina, a tretman estradiolom je koncentracije
ovih parametara spustio ispod kontrolnih. Song i sar. (Song i sar., 2005a) nisu uocili
promene u bazalnom nivou glukoze i insulina nakon ovarijektomije, a Baros i sar. (Barros
I sar., 2008) su cak detektovali smanjenje nivoa insulina u plazmi tri nedelje nakon
ovarijektomije, koje je estradiol vratio na nivo kontrolnih vrednosti. Ovako raznoliki
rezultati su verovatno posledica razliCitog trajanja perioda izmedu ovarijektomije i
merenja, kao i razli€itih doza estradiola, nacina aplikovanja i duzine trajanja hormonskog

tretmana. Nedostatak efekta estradiola na nivoe glukoze i insulina u ovoj studiji je
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verovatno vezan za vreme davanja injekcije estradiola, koje je optimizovano tako da se
vide najvece promene u sadrzaju i funkciji signalnih molekula insulina (Richards i sar.,
1996; Richards i sar., 1998; Richards i sar., 2001). Mozda estradiol nakon 6 h nije stigao
da vrati efekat ovarijektomije, medutim, moguce je i da je 6 h suvise dugo vreme, tj. da su
efekti estradiola na koncentraciju insulina i glukoze u krvi oslabili sa prolaskom vremena
i da su se, nakon 6 h, ve¢ vratili na kontrolne (OVX) vrednosti.

I gojaznost i dijabetes tip 2 su povezani sa insulinskom rezistencijom (Kahn i
sar., 2006). Medutim, kod vecine gojaznih, insulin rezistentnih osoba, ne dolazi do
razvoja hiperglikemije jer B ¢elije pankreasa povecavaju oslobadanje insulina dovoljno da
prevazidu redukovanu efikasnost insulinskog delovanja, i na taj nacin odrzavaju
normalnu glukoznu toleranciju (Kahn i sar., 1993). Da bi se gojaznost i insulinska
rezistencija povezale sa dijabetesom tipa 2, mora da dode do poremecaja u funkciji B
¢elija tako da one vise ne budu sposobne da kompenzuju smanjenu insulinsku
senzitivnost (Kahn, 2001). FFA indukuju i insulinsku rezistenciju i poremeéenu funkciju
B ¢elija, Sto ih ¢ini jednim od glavnih krivaca za razvoj dijabetesa (Kahn i sar., 2006).
Pokazano je da osobe obolele od dijabetesa imaju povisen nivo FFA (Bergman i Ader,
2000). Takode, pokazano je da je povecana visceralna adipoznost vazan faktor rizika za
razvoj insulinske rezistencije i dijabetesa, jer su ovi adipociti posebno rezistentni na
antilipoliti¢ko delovanje insulina, 1 mogu da oslobode FFA u portalnu venu, ¢ime izlazu
jetru visokim koncentracijama FFA (Bergman i Ader, 2000). Pretpostavlja se da same
FFA ucestvuju u defektima razli¢itih organa koji prethode dijabetesu tip 2: insulinskoj
rezistenciji skeletnih misSica, redukovanoj sekreciji insulina, povec¢anoj produkciji glukoze
u jetri i redukovanom klirensu insulina u jetri (Bergman i Ader, 2000). Povisene FFA
mogu da povecaju akumulaciju masti u misi¢ima, jetri i/ili B ¢elijama, a akumulirani
trigliceridi obezbeduju lipidno okruZzenje koje moze da ometa metabolicki signaling u
ovim tkivima (Bergman i Ader, 2000).

Uprkos nedostatku efekta na koncentraciju glukoze i insulina u plazmi,
estradiolski tretman je doveo do znacajnog smanjenja nivoa slobodnih masnih kiselina
(Slika 9). Ovaj rezultat je u skladu sa rezultatima drugih autora koji su pokazali da
estradiol smanjuje lipolizu u adipocitima (Jensen i sar., 1994). Naime, mereno je
oslobadanje FFA iz adipoznog tkiva kod Zena u menopauzi i pokazano je da je tretman
fizioloSkim dozama estradiola statisticki znacajno smanjio fluks FFA u odnosu na

netretirane kontrole (Jensen i sar., 1994).
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Dobijeno smanjenje koncentracije slobodnih masnih kiselina potvrduje tezu da
fizioloSke koncentracije estradiola imaju antidijabetogeno dejstvo. Takode ovaj rezultat u
kombinaciji sa rezultatima dobijenim merenjem koncentracije glukoze i insulina u
plazmi, ukazuje na to da je glavni medijator efekata estradiola na signalni put insulina
upravo metabolizam lipida. Sli¢no zapazanje su izneli i drugi autori koji su pokazali da bi
moguc¢i mehanizam insulinske rezistencije kod gojaznih (ob/ob) i ERKO miSeva mogao
ukljuciti promenjeni metabolizam lipida u jetri (Bryzgalova i sar., 2006). Naime, tretman
ob/ob miseva estradiolom je doveo do smanjenog nivoa ekspresije lipogenih gena u jetri
kao Sto su FAS (eng. fatty-acid synthase) i SCD1 (eng. stearoyl-CoA desaturase),
paralelno sa poboljSanjem insulinske senzitivnosti u jetri (Gao i sar., 2006). Sa druge
strane, kod ERKO miseva je primecena povisena ekspresija SCD1 u jetri, Sto je praceno
izrazenom insulinskom rezistencijom u ovom tkivu (Bryzgalova i sar., 2006).
Pretpostavlja se da su ovi efekti estradiola uglavnhom posredovani negativhom
regulacijom transkripcionog faktora SREBP1c (eng. sterol regulatory element-binding
protein) i njegovih nishodno regulisanih lipogeni¢kih gena, kao $to su FAS i SCD1 u jetri
(Bryzgalova i sar., 2008).

Insulinska injekcija 30 minuta pre zrtvovanja je takode smanjila nivo slobodnih
masnih kiselina u plazmi u svim grupama u poredenju sa ovarijektomisanom kontrolom
(Slika 9). Ranija istrazivanja su pokazala da je metabolizam FFA veoma osetljiv na
insulin, odnosno da male promene u koncentraciji insulina imaju krupne efekte na
koncentraciju FFA u cirkulaciji (Swislocki i sar., 1987), pa je ovaj rezultat ocekivan.
Interesantno je da je efekat najveci u grupi koja je primila oba hormona (Slika 9), sto
ukazuje na sinergisticko delovanje ova dva hormona u regulaciji koncentracije slobodnih
masnih kiselina u plazmi.

U eksperimentu na 3T3 L1 adipocitima pokazano je da je ulazak glukoze u ¢elije
indukovan insulinom pojacan tretmanom fizioloSkom koncentracijom estradiola, dok ga
je visoka koncentracija estradiola inhibirala (Nagira i sar., 2006). Ovi rezultati su u skladu
sa klinickim ispitivanjima koja pokazuju da je ucestalost dijabetesa tipa 2 povecana kod
zena nakon menopauze (Hernandez-Ono i sar., 2002), dok se kod Zena u kasnoj trudno¢i,
kada su estrogeni izrazito visoki, javlja insulinska rezistencija (Friedman i sar., 1999).
Moze se reci da je regulacija metabolizma glukoze estrogenima dozno-specifi¢éna (Nagira
i sar., 2006). Drugim re¢ima, potrebna je odredena koncentracija estrogena za odrzavanje
insulinske senzitivnosti, dok veoma niske i veoma visoke koncentracije vode smanjenju

insulinske senzitivnosti (Muraki i sar., 2006).
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5.1 EFEKTI ESTRADIOLA NA INSULINSKI RECEPTOR U JETRI,
UTERUSU | SRCU

Insulinski receptor je odgovoran za prenos insulinskog signala u ciljne ¢elije,
¢ime inicira Sirok spektar celijskih insulinskih efekata (Withers i White, 2000).
Eksperimenti Gonzalez i sar. (Gonzalez i sar., 2002a) su pokazali da estradiol ima vaznu
ulogu u kontroli insulinske signalne kaskade na nivou insulinskog receptora, delujuéi na
ekspresiju gena za IR, na koli¢inu receptora na membrani i na nivo fosforilacije ovog
proteina. Ovaj efekat je tkivno, dozno i vremenski zavisan (Gonzalez i sar., 2002a;
Gonzalez i sar., 2002b). Rezultati istrazivanja ove grupe su takode pokazali da je nivo
proteina i iRNK IR u jetri povecan kada su ovarijektomisane Zivotinje tretirane niskim
dozama estradiola (Gonzalez i sar., 2002a). Medutim, tirozinska fosforilacija IR u jetri je
redukovana 16. dana tretmana (Gonzalez i sar., 2002a). S druge strane, u eksperimentima
na hepatocitima, nije bilo efekta estradiolskog tretmana na ekspresiju IR (Xie i sar.,
2003).

U ovoj studiji tretman estradiolom nije doveo do statisti¢ki znacajne promene
koli¢ine proteina IR u jetri (Slika 10). Razlike u rezultatima izmedu ove studije i studije
Gonzalez i sar. (Gonzalez i sar., 2002a) verovatno poticu od razli¢itih doza estradiola kao
i nacina aplikacije ovog hormona. Naime, Gonzalez i sar. Su U svojim eksperimentima
koristili doze koje su vise ili nize od doza kori$¢enih u ovoj studiji, a tretmani su bili
visekratni i trajali su viSe od dve nedelje (Gonzalez i sar., 2002a; Gonzalez i sar., 2002b).
Za razliku od ekspresije proteina IR, tirozinska fosforilacija IR u jetri je statisticki
znacajno smanjena (Slika 11), $to je u skladu sa rezultatima Gonzalez i sar. (Gonzalez i
sar., 2002a).

Za razliku od jetre, u uterusu je tretman estradiolom doveo do statisticki
znacajnog povecanja koli¢ine proteina IR (Slika 10). Ovo poveéanje bi moglo biti
posledica transkripcione kontrole gena za IR estradiolom, posto je pokazano da promotor
gena za IR u humanim U-937 promonocitima, sadrzi ERE (Garcia-Arencibia i sar.,
2005a).

U srcu, kao i u jetri, tretman estradiolom nije promenio koli¢inu proteina IR niti
ekspresiju IRNK (Slika 20). Ovaj rezultat je u skladu sa rezultatom drugih autora (Liu i
sar., 2005), koji su pokazali da hroni¢an tretman estradiolom nije promenio ekspresiju

IRNK u miokardu pacova.
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Zanimljivo je da je uprkos razli¢itom efektu na proteinski sadrzaj IR, tretman
estradiolom u sva tri tkiva statistiCki znafajno smanjio tirozinsku fosforilaciju IR
indukovanu insulinom (Slika 11 i Slika 20). Eksperimenti Takeda-Matsubara i sar.
(Takeda-Matsubara i sar., 2002) su pokazali da estradiol aktivira fosfataze u VSMC

pacova, pa bi to moglo objasniti smanjenje fosforilacije IR pod delovanjem estradiola.

5.2 EFEKTI ESTRADIOLA NA SUPSTRATE INSULINSKOG
RECEPTORA U JETRI, UTERUSU | SRCU

Od svih molekula insulinskog signalnog puta, najvise je proucavano delovanje
estradiola na IRS-1, ali su ova istrazivanja uglavnom bila u kontekstu unakrsnih efekata
estradiola i IGF-1 (Richards i sar., 1996; Richards i sar., 1998; Richards i sar., 2001).
Poremecena ekspresija IRS molekula se dovodi u vezu sa patogenezom dijabetesa, ali i
razvojem drugih bolesti, kao §to su kancer dojke, pankreasa i jetre (Morelli i sar., 2003).
Medutim, mehanizmi koji kontroliSu koli¢inu ovih molekula u ¢eliji su samo delimi¢no
poznati (Morelli i sar., 2003). Istrazivanja su ukazala na to da je ekspresija IRS-1 i IRS-2
razvojno regulisana, da zavisi od ¢elijskog konteksta i da moze da ukljuéi transkripcione i
posttranskripcione dogadaje (Giovannone i sar., 2000). Lee i sar. su pokazali da estradiol
u ¢elijjama kancera dojke transkripcionim mehanizmom povecava ekspresiju iRNK IRS-1
i IRS-2, dok antiestrogeni blokiraju ovaj efekat (Lee i sar., 1999). Pored transkripcione
kontrole, koli¢ina IRS proteina u ¢eliji je regulisana posttranskripcionim mehanizmima,
posebno onima koji kontrolisu obradu proteina (Morelli i sar., 2003).

Put ubikvitin-proteazom je glavni sistem u eukariotskim ¢elijama za selektivnu
degradaciju kratkozivec¢ih regulatornih proteina (Haas i Siepmann, 1997). Zajednicka
odlika proteinskih degradacija u kojima ucestvuje proteazom, je kovalentno vezivanje
proteina ubikvitina za lizinske ostatke proteina koji su odredeni za degradaciju, Sto je
praceno formiranjem poli-ubikvitinskih lanaca, koji su kovalentno vezani za ciljni protein
(Nawaz i sar., 1999). Proteine koji su vezani za ubikvitin prepoznaje i degradira
multisubjedini¢ni proteazni kompleks 26S proteazom (Ciechanover i Schwartz, 1994). U
3T3-L1 adipocitima, hroni¢no izlaganje insulinu je povecalo serin/treonin fosforilaciju
IRS-1 i rezultovalo degradacijom IRS-1 preko 26S proteazoma (Pederson i sar., 2001).

Takode, opisana je i1 degradacija IRS-2 preko 26S proteazoma u ¢elijama uterusa misa
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(Richards i sar., 2001). Morelli i sar. su pokazali da prisustvo ERa inhibira ubikvitinaciju
IRS-1 i IRS-2, a samim tim i degradaciju ovih proteina (Morelli i sar., 2003). S druge
strane, poznato je da, u prisustvu estradiola, sam ERo postaje target za degradaciju
(Nawaz i sar., 1999). Drugim refima, estradiol bi mogao imati posredni efekat na
degradaciju IRS-1 i IRS-2 preko regulacije degradacije sopstvenog receptora.

Ranija istrazivanja su pokazala da niske doze estradiola podiZu nivo tirozinske
fosforilacije IRS-1 u jetri ovarijektomisanih pacova (Gonzalez i sar., 2003). Suprotno
tome, farmakoloska doza estradiola u istom eksperimentu je dovela do smanjenja
eskpresije i fosforilacije IRS-1 proteina u jetri i adipoznom tkivu (Gonzalez i sar., 2003).
U eksperimentima na HepG2 ¢elijama, razlicite doze estradiola su povecale sadrzaj iIRNK
i proteina IRS-1 (Xie i sar., 2003).

U ovoj studiji, tretman estradiolom je statisticki znacajno smanjio sadrzaj
proteina IRS-1 u jetri, $to je u suprotnosti sa literaturnim podacima (Slika 12). Moguce je
da je ovo smanjenje posledica razlika u dozi ili vremenu davanja estradiola.

Suprotno od jetre, u uterusu je doslo do statisticki znacajnog povecanja sadrzaja
proteina IRS-1 (Slika 12). Ovo povecanje proteinskog sadrzaja IRS-1 bi moglo biti
posledica delovanja estradiola na nivou gena jer je pokazano da promotor gena za IRS-1
sadrzi ERE (Panno i sar., 2006). Smanjena ubikvitinacija IRS-1 bi takode mogla doprineti
povecéanju sadrzaja ovog molekula u uterusu (Morelli i sar., 2003). Interesantno je da u
ovom radu, fosforilacija IRS-1 i asocijacija sa p85 subjedinicom PI3K, nakon pretretmana
insulinom, nisu detektovane u uzorcima uterusa, Sto sugerise da insulin U uterusu pacova
mozda ne deluje preko IRS-1, ve¢ alternativnim putevima.

Literaturni podaci pokazuju da dugotrajan tretman estradiolom indukuje
ekspresiju IRS-1 u miokardu pacova (Liu i sar., 2005). Medutim, u ovoj studiji nije doslo
do promene sadrzaja proteina IRS-1, kao ni promene tirozinske fosforilacije ovog
proteina u srcu, 6 sati nakon tretmana estradiolom, a sadrzaj iRNK je ¢ak statisticki
znaCajno smanjen (Slika 21 i Slika 22). Doduse, tretman estradiolom je doveo do
statistiCki znacajnog povecanja asocijacije IRS-1 sa p85, S§to je verovatno u vezi sa
povecanjem sadrzaja p85 u srcu pod delovanjem estradiola (Slika 22).

Eksperimenti drugih autora (Richards i sar., 1998; Richards i sar., 2001) su u
uterusu pokazali smanjenje sadrzaja proteina i iRNK IRS-2 nakon tretmana estradiolom.
Medutim, u ovoj studiji sadrzaj IRS-2 u jetri 1 uterusu je povecan, bez promene tirozinske
fosforilacije i asocijacije sa p85 (Slika 14, Slika 15 i Slika 16), sto moze biti posledica

smanjene degradacije ovog molekula pod delovanjem estradiola (Morelli i sar., 2003).
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Suprotno efektu u jetri 1 uterusu, u srcu je doslo do statisticki zna¢ajnog smanjenja kako
sadrzaja proteina IRS-2, tako i sadrzaja iRNK (Slika 23).

Odsustvo promena u tirozinskoj fosforilaciji IRS, kao u asocijaciji sa p85 moze
biti posledica delovanja tirozinskih fosfataza koje estradiol indukuje (Takeda-Matsubara i
sar., 2002).

Dosta su ispitivani mehanizmi koji ¢ine funkcionalne razlike izmedu izoformi
IRS proteina. U eksperimentima sa malim interferuju¢im RNK (siRNK) u L6 miotubama,
pokazano je da IRS-1 vise regulise ulazak glukoze, dok je IRS-2 izgleda vise vezan za
aktivaciju MAPK puta (Huang i sar., 2005). Taniguchi i sar. su u eksperimentima sa
tkivno specificnim ,,nokdaunom* IRS-1 i IRS-2 u jetri, pokazali da ovi proteini odrzavaju
metabolicku homeostazu svojim komplementarnim ulogama u regulaciji prenosa
insulinskog signala i ekspresije gena (Taniguchi i sar., 2005). lako ova dva proteina
zajedno odrzavaju prenos insulinskog signala preko PI3K/Akt puta, oni ucestvuju u
regulaciji ekspresije razli¢itih gena (Taniguchi i sar., 2005). Naime, pokazano je da je
IRS-1 viSe vezan za regulaciju gena ukljucenih u glukoneogenezu (fosfoenolpiruvat
karboksikinaza, glukozo-6-fosfataza i fruktozo-1,6-bifosfataza), dok je IRS-2 vise vezan
za regulaciju lipogeneze (Taniguchi i sar., 2005). U svetlu ovih istrazivanja, rezultati
dobijeni u ovoj studiji bi mogli ukazati na to da je tretman estradiolom u jetri usporio
efekte insulina na metabolizam glukoze i preusmerio ih ka metabolizmu lipida.

Pored IRS proteina ispitivan je i efekat estradiolskog tretmana na jo$ jedan od
supstrata insulinskog receptora, Shc. Poznato je da aktivirani insulinski receptor
fosforilise Shc na tirozinima i interaguje sa PTB domenom Shc proteina (Sasaoka i
Kobayashi, 2000). Asocijacija Shc sa Grb2/SOS predstavlja predominantni mehanizam
kojim insulin aktivira put MAPK (Sasaoka i sar., 1994). Shc igra kriti¢nu ulogu u
mitogenezi koju indukuje insulin preko regulacije aktivnosti Ras (Sasaoka i Kobayashi,
2000). Iako uloga Shc nije potpuno jasna u kontekstu metabolickog delovanja insulina,
zna se da kompetira sa IRS kao supstrat insulinskog receptora (Sasaoka i Kobayashi,
2000). Takode, pokazano je da je prekomernom ekspresijom Shc smanjen prenos signala
IRS koji vodi sintezi glikogena (Sasaoka i sar., 2001).

U jetri i uterusu, estradiol je doveo do smanjenja koli¢ine ovog proteina, mada je
statistiCki znac¢ajno smanjenje samo u uterusu (Slika 17). Suprotno tome, u srcu je doslo
do statisticki znacajnog povecanja koli¢ine ovog proteina (Slika 25). S obzirom da je ovaj
molekul veoma vaZzan za mitogene efekte insulina, moze se zakljuciti da u uterusu

estradiol suprimira granu signalnog puta insulina koja vodi ka ¢elijskom rastu. Uzevsi u
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obzir 1 to da je tretman estradiolom doveo do izrazenog povecanja koli¢ine IRS proteina u
uterusu, moze se zakljuciti da je ovaj hormon u uterusu pomerio teziSte insulinskog
signalnog puta ka metabolickoj grani, dok je u srcu teziSte pomereno ka mitogenim

efektima insulina.

5.3 EFEKTI ESTRADIOLA NA PI3K/AKT PUT U JETRI,
UTERUSU | SRCU

PI3K je kriticni medijator insulinskog delovanja u jetri (Taniguchi i sar., 2006b).
PI3K-zavisna aktivacija Akt definiS§e mnoge aspekte regulacije metabolizma glukoze u
jetri pod delovanjem insulina, ali ucestvuje i u regulaciji ¢elijskog rasta (Taniguchi i sar.,
2006b). Delecija svih glavnih regulatornih subjedinica PI3K u jetri je dovela do znacajne
redukcije aktivnosti ove kinaze pod delovanjem insulina i akumulacije PIP3 (Taniguchi i
sar., 2006b). Pored toga ove delecije su izazvale znaCajne poremecaje u homeostazi
glukoze i lipida, ali i funkcije i veli¢ine jetre (Taniguchi i sar., 2006Db).

Medutim, interesantni rezultati su dobijeni proucavanjem c¢elija i miSeva sa
heterozigotnim “nokautom” p85 subjedinice PI3K (Mauvais-Jarvis i sar., 2002; Ueki i
sar., 2002). Celije sa heterozigotnim ,nokautom“ p85 imaju oko 40% manje ovog
proteina od wt (eng. wild type) cCelija, ali se aktivnost PI3K odrzava na skoro normalnom
nivou (Ueki i sar., 2002). Jedno od mogucih objasnjenja je da kod wt celija postoji
disproporcija u koli¢ini kataliticke 1 regulatorne subjedinice, pa ovo smanjenje koli¢ine
regulatorne subjedinice ne uti¢e na koli¢inu p85-p110 heterodimera (Ueki i sar., 2002).
Pored toga, kod ovih ¢elija nivo PIP3 nakon IGF stimulacije je znacajno ve¢i nego kod wt
¢elija, iako je aktivnost PI3K skoro ista (Ueki i sar., 2002). Uporedo sa poviSenim nivoom
PIP3 kod heterozigotnih ,,nokaut* ¢elija, pozitivno je regulisana i fosforilacija i aktivnost
Akt, dok je kod celija kod kojih je gen za p85 potpuno iskljucen ona smanjena (Ueki i
sar.,, 2002). Takode, smanjenje nivoa p85 za 50% znacajno poboljSava insulinsku
senzitivnost 1 smanjuje ucestalost razvoja dijabetesa kod miSeva sa insulinskom
rezistencijom (Mauvais-Jarvis i sar., 2002). S druge strane, prekomerna ekspresija p85
subjedinice inhibira prenos insulinskog signala kompeticijom sa p85-p110 dimerom za
vezivanje za fosforilisane IRS proteine (Ueki i sar., 2000). Navedeni rezultati idu u prilog

tezi da odredeno smanjenje koli¢ine p85 moZe pozitivno da uti¢e na prenos insulinskog
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signala, narocito u pogledu antiapoptoze i glukoznog metabolizma (Mauvais-Jarvis i sar.,
2002).

Mada u realizaciji sopstvenih negenomskih efekata estradiol aktivira PI3K/Akt
put, efekti estradiola na sadrzaj PI3K i Akt u kontekstu insulinskog delovanja nisu mnogo
izuCavani. lako u ovoj studiji nakon estradiolske injekcije nije doSlo do statisti¢ki
znacajne promene sadrzaja proteina p85 1 Akt u jetri (Slika 18 1 Slika 19), primecuje se
tendencija smanjenja koli¢ine proteina p85. U svetlu prethodno navedenih istrazivanja,
mozda ova tendencija smanjenja moze ¢ak da ukaze na pozitivan efekat estradiola na
prenos insulinskog signala u jetri.

Uterus glodara pokazuje znacajne histoloske promene tokom estrusnog ciklusa i
polni steroidi su direktno odgovorni za ove promene u uterusu tokom ciklusa (Sato i sar.,
1997). Apoptoza je mehanizam kojim se luminalni epitelijum uterusa i zlezde, u odsustvu
embrionalnih faktora, cikli¢éno degeneriSu i regeneriSu tokom estrusnog ciklusa (Dery i
sar., 2003). Istrazivanja su pokazala da estrogeni indukuju proliferaciju epitelnih ¢elija u
uterusu i da nedostatak estrogena vodi Celijskoj smrti (Quarmby i Korach, 1984). Drugim
reima, polni steroidi odrzavaju balans izmedu proliferacije i ¢elijske smrti u ovom tkivu.

U ovoj studiji, estradiolski tretman je doveo do statisticki znaajnog povecanja
sadrzaja p85 u uterusu, $to je u skladu sa rezultatima drugih autora (Bernard i sar., 2006).
Naime, pokazano je da estradiol dozno i vremenski zavisno indukuje eskpresiju ovog
proteina u ¢elijama kancera dojke, Sto ukazuje na to da ekspresija ovog gena mora biti
pod kontrolom signalnog puta estradiola (Bernard i sar., 2006). U ovim c¢elijama je
pokazano i da PI3K pospesuje ulazak u S fazu kod ¢elija koje su stimulisane estradiolom
(Castoria i sar., 2001).

U normalnoj fiziologiji uterusa, tokom svakog reproduktivnog ciklusa, estradiol
stimuliSe proliferaciju epitelijalnih c¢elija (Finn i Martin, 1970). Estradiol podstice
prezivljavanje 1 proliferaciju Celija svojim genomskim i negenomskim delovanjem
(Lengyel i sar., 2007). S obzirom da negenomsko delovanje estradiola ukljucuje
aktivaciju PI3K/Akt puta, moguce je da je i povecanje koli¢ine proteina p85 dobijeno u
ovoj studiji pod delovanjem estradiola u uterusu, kao glavnom ciljnom tkivu ovog
hormona, u funkciji negenomskih efekata ovog hormona.

Akt ima inhibitorni efekat na pokretanje procesa apoptoze i pokazano je da je u
endometrijumu pacova tokom estrusnog ciklusa ovaj molekul regulisan estradiolom
(Dery i sar., 2003). Richards i sar. su u svojim eksperimentima pokazali znacajno

473

povecanje fosforilacije Akt na Ser”~ u uterusima miSeva tretiranih estradiolom u
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poredenju sa netretiranim zivotinjama (Richards i sar., 2001). Ovo povecanje fosforilacije
Akt ukazuje na povecanu aktivnost PI3K, posto je Akt nishodni target PI3K (Richards i
sar.,, 2001). Naime, ligandom aktivirani ERa aktivira PI3K, i pokreée kaskadu
fosforilacija koje dovode do aktivacije Akt koja zatim, fosforiliSe nekoliko proteina u
citoplazmi i nukleusu izazivajuéi inhibiciju apoptoze i pojacavajuci Celijsku proliferaciju
(Song i sar., 2005b). Jedan od najvaznijih supstrata Akt je FOXO subfamilija
transkripcionih faktora (Lengyel i sar., 2007). FOXOL1 pozitivno reguliSe ekspresiju gena
koji ucestvuju u ¢elijskoj smrti, pa je ovaj protein veoma vazan u regulaciji apoptoze
(Lengyel i sar., 2007). Akt fosforilise FOXO1 na tri aminokiselinska ostatka (Thr?*, Ser®*®

i Ser®®

), $to vodi inaktivaciji ovog molekula i njegovom izlasku iz nukleusa (Van Der
Heide i sar., 2004). FOXO transkripcioni faktori su veoma vazni u prevenciji razvoja
tumora i njihovu supresivnu aktivnost na razvoj tumora moze ugroziti fosforilacija
posredovana Akt-om . Smatra se da je ovaj efekat estradiola uzrok povecanog rizika od
kancera nakon produzenog izlaganja ovom hormonu.

Kao i svi ushodni signalni molekuli u uterusu, u ovoj studiji je bazalni nivo Akt
statisticki znacajno poveéan nakon tretmana estradiolom (Slika 19). Ovo povecéanje
koli¢ine proteina Akt je u skladu sa rezultatima Dery i sar. (Dery i sar., 2003), i verovatno
predstavlja mehanizam kojim estradiol deluje antiapoptotski u uterusu.

PI3K je voma vaZan molekul u regulaciji kritiénih sréanih funkcija kao Sto su
kontraktilnost kardiomiocita i hipertrofija miokardijuma, kao i miokardijalna i vaskularna
inflamacija (Ghigo i sar., 2011). Prenos signala receptora tirozin kinaza preko PI3K
reguliSe normalan razvoj miokardijuma, fiziolosku hipertrofiju i kontraktilnost srca (Shioi
i sar., 2000; McMullen i sar., 2004; Lu i sar., 2009). Rezultati ove studije pokazuju da je
estradiolski tretman doveo do znaCajnog povecanja koli¢ine proteina, kao 1 ekspresije
iRNK p85 u srcu (Slika 26). Povecanje koliine proteina p85 u srcu je u skladu sa
povecanjem koli¢ine kompleksa IRS-1/p85 koje je takode dobijeno u srcu i ova dva
rezultata ukazuju na pozitivne efekte estradiola na insulinsko delovanje u srcu.

Estradiolski tretman nije doveo do promene koli¢ine Akt proteina u srcu (Slika
27), §to je u skladu sa rezultatima Ren i sar., koji ukazuju na to da estradiolska
supstitucija ne uti¢e na ukupan nivo Akt proteina u srcu (Ren i sar., 2003). Medutim,
aktivacija Akt, predstavljena kao ukupna koli¢ina Akt fosforilisanog na Ser*”* ili kao
procenat od totalnog Akt proteina, se znaajno smanjuje kod ovarijektomisanih zivotinja i

vraca na normalan nivo nakon supstitucije (Ren i sar., 2003). U skladu sa navedenim

istrazivanjem je i rezultat dobijen u ovoj studiji koji pokazuje da je u srcu estradiolski
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tretman statisti¢ki znacajno povecao insulinom-stimulisanu fosforilaciju Akt na Ser*’, sto

ukazuje na povecanje aktivnosti ovog enzima u srcu pod delovanjem estradiola (Slika
27).

Kada se sagledaju efekti estradiola na molekule insulinskog signalnog puta u sva
tri analizirana tkiva, uocava se da je u jetri estradiol delovao na nivou supstrata IR i to
pomerajuéi teziSte insulinskog signalnog puta ka IRS-2. S obzirom da je jetra jedno od
glavnih ciljnih tkiva za insulin, efekat u ovom tkivu, iako najmanje izrazen, je mozda
fizioloski najvazniji. Uzimajuéi u obzir istrazivanja drugih autora, koja ukazuju na
komplementarnost uloga IRS-1 i IRS-2 (Taniguchi i sar., 2005), namece se zakljucak da
estradiol ima vaznu ulogu u odrzavanju balansa izmedu metabolizma glukoze i lipida u
jetri.

Sa druge strane, molekuli insulinskog signalnog puta u uterusu su mnogo
izrazenije promenjeni pod delovanjem estradiola, $to je i o€ekivano s obzirom da se radi o
glavnom ciljnom tkivu za estradiol. Medutim, uloga insulina u ovom tkivu nije poptuno
razjaSnjena, pa se pretpostavlja da insulin deluje u uterusu primarno kao faktor rasta
(Mioni 1 sar., 2004). Posto je jedna od glavnih uloga estradiola u ciljnim tkivima
stimulacija Celijske proliferacije, verovatno je ovako izrazen efekat na molekule
signalnog puta insulina u funkciji ostvarivanja ovog aspekta estradiolskog delovanja.

Posredni efekat estradiola u srcu preko promene koncentracije FFA u plazmi
moze biti veoma vaZan za metabolizam u srcu. Srce moze da koristi razli¢ite metabolicke
supstrate 1 da se brzo prilagodava na iskoriS¢avanje odredenih supstrata u zavisnosti od
njihove dostupnosti. lako su FFA glavni metabolicki supstrat u srcu, poviSene
koncentracije masnih kiselina unutar miocita, kao posledica visokih konentracija u plazmi
su Stetne za srce. Efekti estradiola u srcu su kompleksniji nego u prethodna dva tkiva i
verovatno odrazavaju Cinjenicu da oba hormona imaju vaznu ulogu u fiziologiji srca.
Rezultati dobijeni u srcu sugeriSsu da je efekat estradiola kombinacija pozitivnog i
negativnog delovanja ovog hormona, i to i genomskog i negenomskog. Rezultat ovako
kompleksne regulacije je veoma vaZan za fiziologiju srca, pa bi bilo korisno ispitati kakvi
su efekti estradiola na molekule koji su nishodno u signalnom putu insulina, prvenstveno
na transportere za glukozu i FFA, $to bi imalo direktne implikacije na funkciju srca.
Ispitivanje nishodnih efektornih molekula za insulin u jetri 1 uterusu bi takode doprinelo
objasnjenju znacaja zapazenih efekata estradiola na pocetne molekule signalnog puta

insulina u tim tkivima.
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6.

ZAKLJUCCI

Tretman estradiolom je doveo do smanjenja fosforilacije IR, kao i smanjenja
proteinskog sadrzaja IRS-1 u jetri, Sto navodi na zakljuak da je estradiol
suprimirao efekte insulina preko IR/IRS-1 puta i usmerio ih na alternativni put, $to
je potkrepljeno i poveéanjem proteinskog sadrzaja IRS-2 u jetri.

Uprkos €injenici da efekti estradiolskog tretmana u jetri nisu tako izrazeni kao u
uterusu, rezultati ove studije ukazuju na to da su njihove fizioloske konsekvence
znacajnije za insulinsko delovanje.

U uterusu je tretman estradiolom nakon 6 h doveo do statisticki znacajnog
povecanja proteinskog sadrzaja skoro svih ispitivanih molekula signalnog puta
insulina.

Povecanje tezine uterusa kod Zivotinja koje su tretirane insulinom ukazuje na
ulogu insulina u regulaciji funkcije uterusa. S obzirom da postoji tendencija daljeg
povecéanja tezine uterusa kod zivotinja koje su pre insulina primile estradiol, moze
se pretpostaviti da je povecanje sadrzaja signalnih molekula insulina koje je
izazvao estradiol dovelo do pojacavanja efekta insulina u uterusu.

U srcu je estradiol doveo do povecanja asocijacije IRS-1/p85, povecanja sadrzaja

proteina i iIRNK p85, kao i poveéanja fosforilacije Akt na Ser*”, §

to ukazuje na
benefitne efekte estradiola na prenos insulinskog signala.

S druge strane, smanjenje fosforilacije tirozina IR, smanjenje proteinskog sadrzaja
IRS-2 i iIRNK oba IRS proteina ukazuju na to da estradiol ima i supresivne efekte
na insulinski signalni sistem u srcu.

Delovanje estradiola na prenos insulinskog signala u srcu predstavlja kombinaciju
pozitivnih i negativnih efekata, koji mogu biti i genomski i negenomski, i imaju

potencijalno vazan uticaj na fiziologiju srca

Rezultati ove doktorske disertacije predstavljaju doprinos razumevanju uticaja

zenskih polnih hormona na prenos insulinskog signala u jetri, uterusu i srcu. Pored

¢injenice da je efekat estradiola dozno i vremenski zavisan, rezultati ove studije pokazuju

da postoji i tkivna specificnost u delovanju ovog hormona na molekule insulinskog

signalnog puta. Kako je pokazano da je efekat estradiola najkompleksniji u srcu, dalja
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istraZivanja bi mogla da objasne kakve su posledice delovanja ovog hormona na molekule
koji se nalaze nishodno od ispitivanih molekula u ovoj studiji, kao i kakva je uloga

estradiola u regulaciji insulinskog signalnog puta u nekim patofizioloskim stanjima kao

Sto su insulinska rezistencija i dijabetes tip 2.
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Abstract

We used rat hepatic and uterine tissues to examine the impact of estradiol (E2) on insulin (INS) signaling. Ovariectomized (OVX) female
Wistar rats were treated with E2 (20 pg/kg b.wt., i.p.) and used for the experiment 6 h after E2 administration. To highlight E2 effects on
tyrosine phosphorylation of INS receptor (IR) and INS receptor substrates (IRSs) and IRSs association with p85 subunit of phosphatidylinositol
3-kinase (PI3-K) in the context of INS signaling, E2-treated OVX rats were also injected with INS (201U, i.p.), 30 min before the experiment.
Treatment with E2 did not change the levels of plasma INS and glucose (Glu). However, it significantly decreased the free fatty acid (FFA)
level and increased uterine weight. Furthermore, the results show that E2 had no effect on the content of hepatic IR protein, but significantly
increased IR protein content in the uterus and decreased IR tyrosine phosphorylation in both the liver and uterus. Compared to the control,
hepatic IRS-1 and IRS-2 were significantly decreased and increased, respectively, after E2 treatment. Protein content of both molecules, IRS-1
and IRS-2, was increased in uterine tissue after E2 administration. Protein content of the p85 subunit of PI3-K and that of protein kinase B
(Akt) were increased in the uterus, with no changes in the liver. The results suggest that E2 treatment induces tissue-specific changes in INS
signaling. The consequences of E2 treatment on INS signaling molecules are more apparent in the uterus, but their physiological relevance

for INS action is probably greater in the liver.
© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Estradiol; Insulin signaling; Liver; Uterus

1. Introduction

Various clinical observations and experimental data sug-
gest that insulin (INS) and estradiol (E2) interact on
carbohydrate metabolism. Physiological conditions where
estrogen concentration is markedly altered have a substantial
effect on carbohydrate, lipid, and intermediary metabolism,
as well as modify INS sensitivity [1]. INS sensitivity is modu-
lated in puberty, menstrual cycle, pregnancy, and menopause.
At physiological levels estrogens are thought to be involved
in maintaining normal INS sensitivity. Outside physiolog-
ical range these steroids may promote INS resistance [2].
It seems apparent therefore, that physiological variations

* Corresponding author. Tel.: +381 11 2442 532; fax: +381 11 2455 561.
E-mail address: gogi@rt270.vin.bg.ac.yu (G. Koricanac).

0960-0760/$ - see front matter © 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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in the concentrations of estrogen hormones could have an
effect on the first steps of the intracellular INS signaling cas-
cade [2-5]. However, the molecular mechanism responsible
for the relationship between E2 and INS sensitivity remains
unclear.

The binding of INS to the a-subunit of the INS recep-
tor (IR) results in autophosphorylation and activation of
its B-subunit. Activated IR phosphorylates IR substrates
(IRSs) like IRS-1, IRS-2, She, etc., at tyrosine residues,
and tyrosine-phosphorylated IRS binds to the p85 subunit
of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K), causing activation
of the p110 catalytic subunit. PI3-K generates PI triphos-
phate from PI-bisphosphate, leading to the phosphorylation
and activation of protein kinase B (Akt), an important medi-
ator of the INS-induced uptake of glucose (Glu) (reviewed in

[6]).
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E2 binds to specific estrogen receptors (ER) of two sub-
types: ERa and ERB. ERs are expressed not only in the
reproductive tissues, but also in nonreproductive organs such
as the liver. It has been shown that the effect of E2 is medi-
ated by intracellular ER transcriptional activity in the nucleus.
In addition, recent reports suggest nontranscriptional action
mediated by ER situated in the plasma membrane through
the p85/Akt pathway (reviewed in [7]).

Effects of E2 on molecules of INS signaling cascade were
studied in many different contexts. IRS-1 predominantly,
IRS-2 and Shc were subject of studies of E2/IGF-I cross-talk
in regulation of breast cancer growth [8—12]. IRS-1, IRS-2,
and PI3-K were also investigated as a part of IGF-I signaling
in E2/IGF-I interactions in regulation of uterine physiology
[13-15]. In genetic reports IR and IRS-1 genes were iden-
tified to be transcriptionally controlled by ER [16,17]. In
addition, PI3-K and Akt were linked to and extensively stud-
ied in membrane ER signaling [7,18]. Finally, effects of E2 on
these molecules in the context of INS signaling were subject
of some in vitro studies [1,19-21]. However, in vivo investi-
gation of E2 effects on INS signaling cascade in their whole
complexity was a subject of interest of single research group
[2-4,22]. To our knowledge, there are no comparative reports
on the role of E2 in the modulation of INS signaling cascade
on the principal INS- and E2-sensitive tissues. There are also
no studies integrating the data about the importance of these
molecules in INS signaling network and E2 nontranscrip-
tional signaling. A full understanding of the molecular basis
of the effects of estrogens on INS action will suggest how
these effects might be open to therapeutic intervention [23].

The aim of the present study was to compare the impact
of E2 on INS signaling molecules in tissues which are the
principal targets of INS (the liver) and E2 (the uterus) action.
Specifically, we addressed the hypothesis that the impact of
E2 on INS signaling would involve PI3-K/Akt pathway in
the liver and uterus and that alteration of IR, IRS-1, IRS-2,
and Shc might be an important intermediate signal. To test
this hypothesis, we used ovariectomized (OVX) female rats
injected with E2 and compared them with controls in terms
of E2 regulation of (1) plasma INS, Glu, and FFA levels; (2)
IR, IRS-1, IRS-2, p85, Akt, and Shc protein content; and (3)
IR, IRS-1, and IRS-2 tyrosine phosphorylation, and IRS/p85
association.

2. Materials and methods
2.1. Materials

The RIA INS kit was a product of INEP (Zemun, Ser-
bia). Porcine INS was purchased from Galenika (Zemun,
Serbia). Polyclonal anti-IRB antibody, anti-IRS-1, IRS-2,
Aktl, and secondary anti-mouse antibody were obtained
from Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA).
Polyclonal anti-Shc antibody was purchased from Upstate
(Charlottesville, VA, USA). Monoclonal anti-p85 and anti-

phosphotyrosine antibody PY20 were obtained from BD Bio-
sciences (SanJose, CA, USA). Reagents for the bicinchoninic
acid (BCA) assay were purchased from Pierce (Rockford, IL,
USA). Secondary anti-rabbit antibody, monoclonal mouse
anti-actin antibody, 17p-estradiol, protein A-sepharose, and
all other chemicals of analytical grade were purchased from
Sigma—Aldrich Corporation (St. Louis, MO, USA).

2.2. Animals

Female Wistar rats (2-2.5 months old; 200-250g
b.wt.), maintained at 22 °C, under conditions of a 12/12h
light-dark regime with rat chow and water ad libitum,
were ovariectomized under Nesdonal anesthesia 2 weeks
prior to the experiment. Protein content of INS signaling
molecules was determined as basal content, without addition
of exogenous INS. However, tyrosine phosphorylation of
IR and IRSs and association of IRS/p85 was analysed in
INS-stimulated conditions, in order to underline E2 effects
on these interactions in the context of INS signaling, because
they also take place in other signaling pathways. Animals
were divided into two main experimental groups: control
(OVX) and E2-treated. Each experiment was performed
three times using three rats per group. After overnight
fasting, animals were injected intraperitoneally with E2
(20 pg/kg b.wt.) and sacrificed 6 h after E2 administration.
Optimization of the timing of E2 injection was performed
as described previously [13-15]. The timing of E2 admin-
istration was optimized to observe the peak of changes in
content and function of INS signaling molecules. After
an overnight fasting, the control animals received 0.14 M
NaCl with 1% ethanol and were sacrificed along with their
E2-treated counterparts. For some experiments (those testing
tyrosine phosphorylation of IR and IRS-1/2, as well as
IRS/p85 association), E2-treated OVX rats were injected
intraperitoneally with INS (201U/animal) 30 min prior to
the experiment [24]. For these experiments control group
consisted of OVX animals treated with the same dose of
INS. The uterus was weighted before sample preparation.
Animal experiments were conducted according to standards
approved by the official Vinca Institute’s Ethical Committee
for Experimental Animals and were in compliance with the
principles set forth in “Good Laboratory Animal Practice”.

2.3. Determination of plasma INS, plasma Glu, and
plasma FFA levels

For measurement of plasma INS, Glu, and FFA levels
animals were fasted overnight before blood samples were
collected. The plasma INS level was determined by the RIA
method using rat INS standards, with assay sensitivity of
0.6 mIU/l and an intra-assay coefficient of variation of 5.24%.
The Glu level was measured using an Accutrend glucome-
ter (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). The
plasma FFA level was measured using a modified version of
the method of Duncombe [25].
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2.4. Tissue sample preparation

After decapitation, rat liver and uterus tissues were
homogenized [26] on ice with an Ultra-Turrax homoge-
nizer in buffer (pH 7.4) containing 150 mM NaCl, 10 mM
Tris, | mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100, protease
inhibitors (2mM PMSE, 10 pg/ml leupeptin, and 10 pg/ml
aprotinin), and phosphatase inhibitors (100 mM sodium flu-
oride, 10mM sodium pyrophosphate, and 2mM sodium
orthovanadate). Homogenates were centrifuged at 600 x g
for 20min at 4°C, and supernatants were then ultracen-
trifuged for 60 min at 100,000 x g. Protein concentrations
were determined by the BCA method [27]. Supernatants were
used for Western blot analysis or immunoprecipitation with
anti-IR, IRS-1, or IRS-2 antibodies.

2.5. SDS-PAGE and Western blotting

Proteins isolated from liver and uterine tissues were
subjected to electrophoresis, immunoblotting, and alkaline
phosphatase (ALP) detection of IR, IRS-1, IRS-2, p85, Akt,
and Shc content. Lysate proteins (50 pg/lane) were separated
by 7.5% or 10% SDS polyacrylamide gels [28] and trans-
ferred to PVDF membranes. The membranes were blocked
with either 5% nonfat dry milk or 5% bovine albumin
and probed with anti-IR, IRS-1, IRS-2, p85, Akt, or Shc
antibodies. After washing, membranes were incubated with
the appropriate secondary ALP-conjugated anti-mouse or
anti-rabbit antibody (in a dilution of 1:7500) and used for
subsequent detection with BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indoyl
phosphate) and NBT (nitroblue tetrazolium). To check equal
protein loading, blots were probed with mouse anti-actin
monoclonal antibody. Signals on membranes were quantified
using a laser densitometer (LKB, Uppsala, Sweden).

2.6. Immunoprecipitation

Liver and uterus lysates were normalized for protein con-
tent (450 pg of uterine protein and 750 g of hepatic protein)
and incubated overnight with 1 pg of anti-IR, IRS-1, or
IRS-2 antibody [ 13]. Immunocomplexes were absorbed with
protein A-sepharose for 2h at 4°C and then recovered by
centrifugation, washed three times and separated on SDS-
PAGE gel, transferred to a PVDF membrane, and probed
with an anti-phosphotyrosine or anti-p85 antibody. The sec-
ondary antibody linked to ALP was used in a dilution of
1:7500 for detection with BCIP/NBT. Signals on membranes
were quantified using a laser densitometer (LKB, Uppsala,
Sweden).

2.7. Statistical analysis

Values are means =+ S.D., with n representing the num-
ber of experiments. The SPSS program for Windows (SPSS,
Chicago, IL, USA) was used for statistical analyses. Results
were evaluated by parametric statistics and the significance of

differences between two groups being estimated by ANOVA
test. p<0.05 was considered significant (compared with the
corresponding control unless otherwise specified).

3. Results

3.1. Effect of E2 treatment on uterine weight and plasma
INS, plasma Glu, and plasma FFA levels

It was previously shown that E2 treatment regulates
Glu metabolism [5,29]. We questioned whether E2 is also
involved in the regulation of plasma INS, plasma Glu,
and plasma FFA. For these experiments, OVX female rats
were intraperitoneally injected with E2 (20 pg/kg b.wt.)
6h before analysis. Uterine weight, plasma INS, plasma
Glu, and plasma FFA were also determined in experiments
performed in INS-stimulated conditions (20IU/animal of
INS, i.p., 30 min before the experiment). Table 1 shows
that exposure to E2 did not change plasma INS and Glu
levels, but significantly (p<0.01) decreased the plasma
FFA level by 16.39% compared to the control and signifi-
cantly increased uterine weight (p <0.001). In addition, E2
treatment combined with INS injection (30 min) did not
change uterine weight or the plasma INS, plasma Glu, and
plasma FFA levels compared to INS-treated OVX rats. How-
ever, INS administered alone significantly increased uterine
weight (0.178 £0.030g versus 0.115+0.029g, p<0.01)
and the plasma INS level (586.48 +31.82mlIU/l versus
51.254+15.76 mIU/l, p<0.01), but decreased the plasma
Glu level (3.94 £0.68 mmol/l versus 8.31 4= 0.14 mmol/l,
p<0.001) and plasma FFA level (by 41.56%, p<0.01) com-
pared to OVX controls.

3.2. Effect of E2 treatment on IR protein content

To test whether the lowering of FFA by E2 has conse-
quences in INS signaling, we examined the effect of E2 in
OVXrats on IR protein content in hepatic and uterine tissues.
Fig. 1 shows that exposure of OVX rats to E2 resulted in 2.3-
fold increase (p <0.01) of uterine IR protein content, with no
change of hepatic IR protein content. In contrast, pretreat-
ment of OVX rats with E2 significantly (p <0.01) decreased
tyrosine phosphorylation of IR in both hepatic (by 28%), and
uterine (by 30%) tissues (p <0.05) (Fig. 1).

3.3. Effect of E2 treatment on postreceptor INS
signaling in liver and uterus of OVX rats

Because of the observed changes of IR protein content
in uterus and IR phosphorylation in both tissues (Fig. 1)
after E2 treatment, we tested the effects of E2 on IRS-1 pro-
tein content, IRS-1 tyrosine phosphorylation, and IRS-1/p85
association (Fig. 2). When OVX rats were treated with E2,
IRS-1 protein content decreased significantly (p<0.05) in
hepatic tissue by 46%, but increased significantly (p <0.05)
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Table 1

Effects of E2 treatment on uterine weight and plasma INS, Glu, and FFA levels in OVX rats

Experimental groups Weight of uterus (g) INS (mIU/1) Glu (mmol/l) FFA (% of control)
ovX 0.115 + 0.029 51.25 + 15.76 831 +£0.14 100 + 4.24
OVX +E2 0.178 % 0.022%** 50.11 + 13.79 8.73 £ 0.36 83.61 £ 5.79%*
OVX +INS 0.178 £ 0.030% 586.48 + 31.82% 3.94 + 0.68%## 66.90 + 16.26"
OVX +INS +E2 0.189 + 0.033"## 506.74 + 40.39" 3.90 + 0.40"* 58.44 + 6.95%#

Insulin (INS), glucose (Glu), and free fatty acid (FFA) levels were determined as described in Section 2. Data (means = S.D.) were generated from n=3
separate experiments (total of nine animals per group). OVX: ovariectomized rats; E2: estradiol treatment (20 pg/kg b.wt., i.p.) 6 h before the experiment; INS:
insulin treatment (201U, i.p.) 30 min prior to the experiment. Comparisons of E2 effects in the absence (OVX+E2 vs. OVX) or presence (OVX +E2 +INS vs.
OVX +INS) of exogenous INS are assigned an asterisk (*), while OVX +INS vs. OVX and OVX + E2 + INS vs. OVX comparisons are assigned a sharp symbol

(). #* or "p<0.01, *** or "5 <0.001.

by 159% in uterine tissue (Fig. 2). In addition, Fig. 2 shows
no changes of IRS-1 tyrosine phosphorylation and IRS-1/p85
association in the liver. Uterine IRS-1 tyrosine phosphoryla-
tion and its association with p85 were not detected in control
and E2-treated rats after INS stimulation (Fig. 2).

Further experiments were performed to test the effects
of E2 treatment on IRS-2 protein content, IRS-2 tyrosine
phosphorylation and IRS-2/p85 association in hepatic and
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E2 * + + +
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Fig. 1. Effects of E2 on hepatic and uterine IR protein content and IR tyro-
sine phosphorylation in OVX rats. OVX rats were treated with E2 (20 pg/kg
b.wt., i.p.) 6 h before the experiment. For analysis of IR tyrosine phospho-
rylation, OVX rats already treated with E2, as well as control OVX animals,
were injected with INS (20 TU/animal, i.p.) 30 min prior to the experiment.
IP and WB assays of liver and uterus samples were performed as described
in Section 2. Representative WB (A) and data generated from n =3 separate
experiments (total of nine animals per group) expressed as means £ S.D. (B)
are shown. Values for control rats were arbitrarily taken as 100%, values for
E2-treated rats being expressed as percentage of the appropriate control. IR:
INS receptor; pY: tyrosine phosphorylation; OVX: ovariectomy; E2: estra-
diol; INS: insulin; WB: Western blot; IP: immunoprecipitation. *p <0.05,
#p < 0.01.

uterine tissues obtained from OVX rats (Fig. 3). E2 treat-
ment significantly increased IRS-2 protein content by 123%
(p<0.001) in hepatic and by 93% (p<0.01) in uterine tis-
sue, while there was no effect on IRS-2 phosphorylation and
IRS-2/p85 association in either tissue (Fig. 3).

Despite the lack of changes in IRS-2/p85 association upon
E2 treatment (Fig. 3), uterine p85 and Aktl protein content
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Fig. 2. IRS-1 protein content, IRS-1 tyrosine phosphorylation, and IRS-
1/p85 association in the liver and uterus of E2-treated OVX rats. OVX rats
were treated with E2 (20 wg/kg b.wt., i.p.) 6 h before the experiment. For
analysis of tyrosine phosphorylation and IRS-1/p85 association, OVX rats
already treated with E2, as well as control OVX animals, were injected with
INS (20 IU/animal, i.p.) 30 min prior to the experiment. IP and WB of liver
and uterus samples were performed as described in Section 2. Representative
WB (A) and data generated from n=3 separate experiments (total of nine
animals per group) expressed as means &= S.D. (B) are shown. Values for
control rats were arbitrarily taken as 100%, values for E2-treated rats being
expressed as percentage of the appropriate control. IRS-1: IR substrate 1.
See Fig. | for meaning of other abbreviations (*p <0.05).
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Fig. 3. Changes of hepatic and uterine IRS-2 protein content, IRS-2 tyrosine
phosphorylation, and IRS-2/p85 association in OVX rats treated with E2.
The content of IRS-2 protein, its tyrosine phosphorylation, and association
IRS-2/p85 in the liver and uterus were determined as described for IRS-1 in
the caption of Fig. 2. Values for control rats were arbitrarily taken as 100%,
values for E2-treated rats being expressed as percentage of the appropriate
control. IRS-2: IR substrate 2. See Fig. 1 for meaning of other abbreviations.
##p<0.01 *p<0.001.

increased significantly (p<0.01 and p <0.05, respectively)
by 116% and by 82%, respectively, while Shc protein content
decreased significantly (p <0.01) by 39% in the uterus of E2-
treated rats (Figs. 4-6, respectively). Protein content of these
molecules was not changed in the liver of E2-treated rats
(Figs. 4-6).

4. Discussion

The present investigation shows that E2 administration
alters INS signaling in hepatic and uterine tissues of OVX
rats. This finding is in keeping with the hypothesis that the
impact of E2 on INS signaling could involve PI3-K/Akt path-
way and that modification of IR, IRS-1, IRS-2, and Shc might
be an important intermediate signal. Furthermore, this study
demonstrates an important link between E2 and INS signal-
ing.

The obtained data show that E2 significantly increased
weight of the uterus in the absence of INS treatment (Table 1).
This agrees with previous observations indicating that E2
mediates uterine hypertrophy [30]. INS also induced an
increase of uterine weight 30 min after administration. More-
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Fig. 4. Protein content of p85 in the liver and uterus of OVX rats treated
with E2. OVX rats were treated with E2 (20 pg/kg b.wt., i.p.) 6 h before
sacrifice to determine p85 protein content. WB analysis of liver and uterus
samples was performed as described in Section 2. Representative WB (A)
and data generated from n=3 separate experiments (total of nine animals
per group) expressed as means £ S.D. (B) are shown. Values for OVX rats
were arbitrarily taken as a 100%, values for E2-treated rats being expressed
as percentage of the appropriate OVX control. See Fig. 1 for meaning of
abbreviations (**p<0.01).

(A) LIVER UTERUS
60kDa — S8 Akt 60kDa — s Akt
-
E2 -4 E2
(B)300~
UTERUS
2504
*
LIVER
2004
2
E
=
S 1504
-
e 4
R
° 100 4
504
0

OVX+E2

OVX+E2

Fig. 5. Effects of E2 on protein kinase B (Akt) protein content in the liver
and uterus of OVX rats. Determination of Aktl protein content in the liver
and uterus was performed by Western blot as described in Section 2. Repre-
sentative WB (A) and data generated from n =3 separate experiments (total
of nine animals per group) expressed as means £ S.D. (B) are shown. Val-
ues for OVX rats were arbitrarily taken as 100%, values for E2-treated rats
being expressed as percentage of the appropriate OVX control. See Fig. |
for meaning of abbreviations (*p <0.05).
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Fig. 6. Effects of E2 on hepatic and uterine content of Shc protein. She
protein content in hepatic and uterine tissue of OVX rats was determined
by Western blot as described in Section 2. Representative WB (A) and data
generated from n =3 separate experiments (total of nine animals per group)
expressed as means & S.D. (B) are shown. Values for OVX rats were arbitrar-
ily taken as 100%, values for E2-treated rats being expressed as percentage
of the appropriate OVX control. See Fig. 1 for meaning of abbreviations
(**p<0.01).

over, combined treatment with E2 and INS affects uterine
weight more strongly than does treatment with INS alone
(p<0.001 versus p<0.01). Lack of changes of basal INS
and Glu levels in response to E2 (Table 1) is in agreement
with the results of Godsland [29] and Gonzalez et al. [2].
The given effect of E2 could be related to the timing of E2
administration which was optimized in this study to observe
the peak of changes in content and function of INS signal-
ing molecules [13-15]. To be specific, it is possible that E2
effects on plasma INS and plasma Glu levels are weakened
with the passage of time and that both levels returned to the
control value 6 h after treatment [31]. However, the signif-
icant decrease in the FFA level that we observed after E2
treatment (Table 1) indicates some general antidiabetogenic
potential of this hormone [32,33]. This decrease supports the
idea that lipid metabolism may be an important mediator of
E2 effects on INS signaling. Furthermore, INS injection low-
ered the FFA level (Table 1). It is interesting that combined
treatment with E2 and INS affect also the FFA level more
strongly than does treatment with INS alone (p <0.001 ver-
sus p<0.01), indicating synergism of E2 and INS action in
regulation of plasma FFA.

It was previously shown that low concentrations of E2
increase IR mRNA and IR protein content in the liver of OVX
rats in a tissue-, dose- and time-dependent manner [3,4]. Hep-
atic IR tyrosine phosphorylation was even reduced, regardless
of the E2 dose, on the 16th day of treatment [3,4], as we
observed in both analysed tissues 6 h after single injection
of E2 (Fig. 1). Differences between the results of this study,

showing no change of hepatic IR content, and published data
[3.4] are probably a consequence of differences in the dose
of E2 and the timing of hormone administration. The authors
of these studies used doses of E2 below or above the dose of
E2 used in our study and multiple injections of E2 over 16
days of treatment [3,4]. Our result indicating no changes of
hepatic IR protein is in agreement with the observations of
Xie et al. [1], who showed that IR protein content was not
changed after treatment of HepG2 cells with different doses
of E2. The estrogen response element (ERE) in the human IR
gene promoter of U-937 human promonocites was recently
identified [16,34]. Thus, the increase in uterine IR protein
content after E2 treatment (Fig. 1) could be attributable to
transcriptional control of the IR gene by E2.

IRS-1 is the most investigated molecule of the INS sig-
naling pathway following E2 treatment, but primarily in the
context of E2/IGF-I cross-talk [13—-15]. Low doses of E2, in
contrast to high doses, raise the level of tyrosine phospho-
rylation of IRS-1 in the liver of OVX rats [2]. In addition,
different doses of E2 increase both mRNA and protein con-
tent of IRS-1 in HepG2 cells [1]. In the uteri of E2-treated
mice, IRS-1 protein was not altered, but its tyrosine phospho-
rylation was increased and its complex with p85 was more
plentiful [13,14]. Contrary to results of other authors, we
observed that acute treatment of OVX rats with E2 increased
uterine, but decreased hepatic IRS-1 content (Fig. 2). This dis-
crepancy could be a consequence of different doses or timing
of E2 administration. It is also interesting that IRS-1 tyro-
sine phosphorylation and its association with p85 were not
detected in uterine samples after INS pretreatment (Fig. 2),
suggesting that INS does not act through IRS-1 in uterine
tissue. The observed increase of uterine IRS-1 protein con-
tent (Fig. 2) could be a consequence of a genomic effect of
E2 realized through the ERE that was recently identified in
the regulatory region of the IRS-1 gene [17] or result from
reduction of IRS-1 degradation [10,11].

The increase in hepatic and uterine content of IRS-2
protein was not accompanied by changes of its tyrosine
phosphorylation and association with p85 in E2-treated rats
(Fig. 3). However, other authors [ 14,15] observed decrease in
the content of uterine IRS-2 mRNA and protein, but increase
in the complex of the latter with p85. There is evidence sug-
gesting that E2 decreases IRS-2 protein degradation [10],
which could explain mechanism of the increase in IRS-2 pro-
tein observed in our study. The absence of changes in tyrosine
phosphorylation of IRSs and their interaction with p85 could
be a consequence of E2 induction of Tyr-phosphatases [22].

The obtained results indicate that E2 elevates p85 protein
content in uterine tissue (Fig. 4). These data suggest that E2
can induce changes of INS signaling molecules downstream
of IRSs. However, p85 content remains unchanged in the liver
(Fig. 4). There are no previously published results obtained
in a comparable animal model system.

In the context of elevated content of all upstream signal-
ing molecules, E2 increases the basal content of uterine Akt
protein (Fig. 5). This could be related to increase of Akt phos-
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phorylation in response to E2 treatment in mouse uteri [15].
E2 did not alter basal content of hepatic Akt.

The content of Shc protein was exceptionally diminished
in the uterus after E2 administration (Fig. 6). This molecule
is very important for mitogenic effects of INS, and it would
appear that E2 stimulates the INS metabolic pathway in
the uterus and suppresses signaling leading to cell growth.
Another possibility is that She is changed outside the context
of INS signaling. Richards et al. [14] observed no changes
of uterine Shc tyrosine phosphorylation and interaction with
Grb2 in E2-treated OVX mice.

Collectively, these results suggest that although changes
induced by E2 in hepatic INS signaling molecules are less
dramatic than those observed in uterine tissue, their physio-
logical consequences are probably more important for INS
action. The decrease of IR tyrosine phosphorylation and
decline of IRS-1 protein content (Figs. 1 and 2) implies
attenuation of INS effects mediated by the IR/IRS-1 path-
way. However, the rise in IRS-2 protein content (Fig. 3)
may point to redirection of INS signaling to an IRS-2-related
pathway.

Our data suggest that the consequences of enhanced uter-
ine content of INS signaling molecules after E2 treatment
could be multiple. Uterine content of molecules involved in
non-genomic effects of E2 (p85 and Akt) is increased, but
their hepatic content is unchanged or diminished after E2
treatment (Figs. 4 and 5). On the other hand, changes of IR
and IRSs content are observed in both tissues. The obtained
data on the physiological relevance of INS action in the uterus
are insufficient, but the significant increase in weight of the
uterus 30 min after INS administration (Table 1) points to a
role of INS in regulation of uterine function. The tendency
towards further increase of uterine weight after INS admin-
istration to animals previously treated with E2 indicates that
the rise in content of INS signaling molecules caused by
E2 probably leads to a stronger effect of INS in uterine
tissue.

In summary, consistent increase in the content of INS sig-
naling molecules in the uterus indicates that the effect of E2
is tissue-specific and more prominent in the principal estro-
gen target tissue (the uterus) than in the INS target tissue (the
liver). These observations, in line with several recent reports
indicating that INS signaling molecules can also play arole in
E2 signaling [7,18], shed new light on signaling mechanisms
involved in the cross-talk between E2 and INS in regulation
of cell processes.
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Impact of estradiol on insulin signaling in the rat heart
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It is well known that variation in the concentration of estrogens affects insulin action. In this study we examine the impact of estradiol (E2) on
insulin signaling in the rat heart. Ovariectomized female rats were treated with E2 6 h prior to analysis of basal protein and mRNA content of
insulin signaling molecules, and additionally with insulin 30 min before the experiment to delineate E2 effects on phosphorylations and
molecular associations relevant for insulin signaling. The results show that E2 decreased insulin receptor (IR) tyrosine phosphorylation, while
it did not alter IR protein and mRNA content. E2 administration did not change IR substrate 1 (IRS-1) protein content and tyrosine
phosphorylation, while decreased mRNA content and increased its association with the p85 subunit of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K).
E2 decreased protein and mRNA content of IR substrate 2 (IRS-2), while did not change IRS-2 tyrosine phosphorylation and IRS-2
association with p85. The increase of IRS-1/p85 is accompanied by increase of p85 protein and mRNA levels, and by stimulation of protein
kinase B (Akt) Ser*”® phosphorylation. In contrast, Akt protein and mRNA content were not changed. In summary, although in some aspects
cardiac insulin signaling is obviously improved by E2 treatment (increase of p85 mRNA and protein levels, enhancement of IRS-1/p85
association and Ser*’*Akt phosphorylation), the observed decrease of IR tyrosine phosphorylation, IRS-2 protein content, and IRSs mRNA
contents, suggest very complex interplay of beneficial and suppressive effects of E2, both genomic and non-genomic, in regulation of heart

insulin signaling. Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.

KEY WORDS — 17B-estradiol; heart; insulin signaling; insulin receptor; PI3 kinase; Akt

INTRODUCTION

The binding of insulin to the @-subunit of the insulin receptor
(IR) results in autophosphorylation and activation of its -
subunit. Activated IR phosphorylates IR substrates (IRSs),
like IR substrate 1 (IRS-1) and IR substrate 2 (IRS-2), at
tyrosine residues, and tyrosine-phosphorylated IRS binds to
the p85 subunit of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K),
causing activation of the pl10 catalytic subunit. PI3K
generates PI triphosphate from PI bisphosphate, leading to
the phosphorylation and activation of protein kinase B (Akt),
an important mediator of the insulin-induced uptake of
glucose.”

The early steps of insulin signaling in the heart include
phosphorylation (activation) of the IR and engagement of
IRS-1 and -2 with consequent activation of PI3K.”™* Mice
lacking IR show impaired cardiac performance at 6 months.
Signaling from these receptors is required for normal cardiac
metabolism and function.”® PI3K and Akt play an important
role in the heart through regulation of cardiomyocyte
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and Endocrinology, Vinca Institute of Nuclear Sciences, PO Box 522, 11001
Belgrade, Serbia. Tel: 381 11 2442 532; Fax: 381 11 2455 561.
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growth, survival, function, and metabolism.” Acute acti-
vation of PI3K and Akt has beneficial cardioprotective
effects both in vitro and in vivo.®® Activation of PI3K and
Akt also plays an important role in promoting cardiomyo-
cyte survival and function in models of cardiac injury.'®
Alterations in PI3K activity found in conditions from
hypertrophy to heart failure are likely to be involved in the
pathologic progression of those diseases.''

Insulin signaling influences many functions in the heart,
for example metabolic substrate preference, cell size, and
the heart’s response to ischemia and hypertrophy.'? Insulin
plays a major role in regulating the balance of metabolic
fuels received by the myocardium'? and has direct effects on
cardiac glucose transport, glycolysis, glucose oxidation, and
glycogen synthesis, altering translocation of glucose
transporters (GLUT) GLUT-1 and GLUT-4, changing the
activity of cardiac enzymes of carbohydrate metabolism,'*
and suppressing fatty acid utilization by the heart.'® Insulin’s
antilipolytic effect reduces the delivery of free fatty acid
(FFA) to the heart and reduces fatty acid oxidation rates. 4 In
addition to its metabolic effects, the actions of insulin on
cellular gene expression may also contribute to cardiac
myocyte growth in the normal heart and in hypertrophy.'*'*
Moreover, treatment with insulin markedly reduces myocardial
apoptotic death'* and the effects are mediated by PI3K.'
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The heart is an insulin-responsive organ and disorders of
insulin action such as diabetes and obesity can have
profound effects on cardiac function.'*'” Not only that
cardiovascular disease is the primary cause of death in
individuals with diabetes, but also impaired insulin signaling
is a characteristic of the heart in insulin resistant state and it
may contribute to altered myocardial substrate utilization,
energetics and cardiac electrophysiology.'” New findings on
gene modulation by estrogen receptor (ER) of insulin-
sensitive tissues indicate that estradiol (E2) participates in
glucose homeostasis by modulating the expression of genes
that are involved in insulin sensitivity and glucose uptake.
Drugs that can selectively modulate the activity of ER in
their interactions with target genes represent a promising
frontier in diabetes mellitus coadjuvant therapy.'® Moreover,
chronic E2 treatment has some beneficial effects on cardio-
vascular disease, which come from the results of improve-
ment of insulin sensitivity and post-ischemia cardiac
function."’

Insulin and E2 realize their myocardial antiapoptotic
effect through the PI3K/Akt pathway'®*” and treatment with
insulin (like E2 treatment) results in increased Akt
phosphorylation through the PI3K signaling pathway in
ischemic/reperfused myocardial tissue.”" Thus, E2 alters the
insulin signaling cascade and some cardiac effects of E2 and
insulin are mediated by the same signaling pathways. Long-
term estrogen replacement treatment might protect the
cardiovascular system by decreasing blood pressure and
inducing the expression of IRS-1 in myocardium.22

Based upon (i) our recently published observation that E2
treatment decreases the FFA plasma level,”® which is
important for cardiac insulin sensitivity and heart fuel
utilization,”*** (ii) data indicating that insulin and E2
regulate the same processes in the heart,?’ (iii) reports that
E2 exerts non-genomic effects through the PI3K/Akt
pathway,”®?” and (iv) data indicating that E2 regulates
genes of some insulin signaling molecules,”*" we initiated
the present study on the hypothesis that E2 unquestionably
influences heart insulin signaling.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals

Porcine insulin was purchased from Galenika (Zemun,
Serbia). Polyclonal anti-IRp antibody, anti-IRS-1, IRS-2,
Akt, anti-phospho Ser*’>-Akt (pAkt), and secondary anti-
mouse antibody were obtained from Santa Cruz Biotech-
nology Inc (Santa Cruz, CA, USA). Monoclonal anti-p85
and anti-phosphotyrosine antibody PY20 were obtained
from BD Biosciences (San Jose, CA, USA). Reagents for the
bicinchoninic acid (BCA) assay were purchased from Pierce
(Rockford, IL, USA). Secondary anti-rabbit antibody,
monoclonal mouse anti-actin antibody, 17p-estradiol, and
protein A-sepharose were purchased from Sigma-Aldrich
Corporation (St. Louis, MO, USA). The TRIZOL used is a
product of the Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA, USA).

Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.

All chemicals for the RT PCR assay were purchased from
Fermentas (Vilnius, Lithuania).

Animals

The rat hearts used in this study were from the same animals
described in a recently published paper.23 As previously
indicated, female Wistar rats (2.5-3 months old; 200-250 g)
maintained at 22°C under conditions of a 12/12 h light-dark
regime with rat chow and water ad libitum, were
ovariectomized (OVX) 2weeks prior to the experiment
under Nesdonal anesthesia. The basal protein and mRNA
content of insulin signaling molecules was determined,
without addition of exogenous insulin. Analysis of tyrosine
phosphorylation of IR and IRSs, association of IRS/p85, and
phosphorylation of Akt at Ser*”® was performed in insulin-
stimulated conditions in order to observe E2 effects relevant
for insulin action. Animals were divided into two main
experimental groups: control (OVX) and E2-treated. Each
experiment was repeated three times (n = 3) using three rats
per group per experiment.

After overnight fasting, animals were injected intraper-
itoneally with E2 (20 g/kg b.wt.) and sacrificed 6 h after E2
administration. The timing of E2 administration was
optimized to observe the peak of changes in protein content,
mRNA content, and function of insulin signaling molecules.
Optimization of the timing of E2 administration was
performed on the basis of data published by Richards.>'~?
In addition, the evidence collected in the past years indicates
that the heart is regulated by a complex interplay of genomic
and non-genomic signaling mechanisms of E2, and the
integrated action of these machineries has important
functional roles in a regulation of physiological processes.
In view of these facts, we selected the time that allows E2 to
realize both kind of effects, particularly long-term genomic
effects.

After overnight fasting, the control animals received
0.14 M NaCl with 1% ethanol and were sacrificed along with
their E2-treated counterparts. For the experiments investi-
gating phosphorylation and association of insulin signaling
molecules, E2-treated and control OVX rats were injected
additionally with insulin (20 IU/animal, i.p.) 30 min before
the experiment.34 Animal experiments were conducted
according to standards approved by the official Vinca
Institute’s Ethical Committee for Experimental Animals.

Determination of plasma insulin, plasma glucose, and
plasma FFA levels

For measurement of plasma insulin, glucose, and FFA levels
animals were fasted overnight and blood samples were
collected immediately after sacrifice. The plasma insulin
level was determined by the radioimmunoassay (RIA)
method using rat insulin standards, with assay sensitivity of
0.6mlIU/l and an intra-assay coefficient of variation of
5.24%. The glucose level was measured using an Accutrend
glucometer (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Cell Biochem Funct 2009; 27: 102-110.
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Germany). The plasma FFA level was measured using a
modified version of the method of Duncombe.*

Tissue sample preparation

After decapitation, rat hearts were homogenized on ice with
an Ultra-Turrax homogenizer in buffer (pH 7.4) containing
150 mM NaCl, 10 mM Tris, | mM EDTA, I mM EGTA, 1%
Triton X-100, protease inhibitors (2mM PMSE, 10 pg/ml
leupeptin, and 10 pg/ml aprotinin), and phosphatase
inhibitors (100 mM sodium fluoride, 10mM sodium
pyrophosphate, and 2mM sodium orthovanadate).*® Hom-
ogenates were centrifuged at 600 x g for 20 min at 4°C, after
which supernatants were ultracentrifuged for 60 min at
100000 x g. Protein concentration was determined by the
BCA method. Supernatants were used for Western blot
(WB) analysis or immunoprecipitation (IP) with anti-IR,
IRS-1, or IRS-2 antibodies.

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) and Western blotting

Lysate proteins (50 pg/lane) were separated by 7.5 or 10%
SDS polyacrylamide gels37 and transferred to polyvinyli-
dene difluoride (PVDF) membranes. The membranes were
blocked with either 5% non-fat dry milk or 5% bovine
albumin and probed with anti-IR, IRS-1, IRS-2, p85, Akt, or
phospho Akt antibodies. After washing, membranes were
incubated with the appropriate secondary alkaline phospha-
tase (ALP)-conjugated anti-mouse or anti-rabbit antibody
(in a dilution of 1:7500) and used for subsequent detection
with BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indoyl phosphate) and
NBT (nitroblue tetrazolium). After analysis of pAkt,
membranes were stripped and reblotted with antibody
detecting total Akt content. In order to be sure that protein
loading was equal in all samples, blots were probed with
mouse anti-actin monoclonal antibody. Signals on mem-
branes were quantified using a laser densitometer (LKB,
Uppsala, Sweden).

Immunoprecipitation

Heart lysates were normalized for protein content (750 pg)
and incubated overnight with 1 g of anti-IR, IRS-1, or IRS-

2 antibody.3 ! Immunocomplexes were absorbed with protein
A-Sepharose for 2h at 4°C and then recovered by
centrifugation, washed three times and separated on SDS-
PAGE gel, transferred to a PVDF membrane, and probed
with an anti-phosphotyrosine or anti-p85 antibody. The
secondary antibody linked to ALP was used in a dilution of
1:7500 for detection with BCIP/NBT. Signals on membranes
were quantified using a laser densitometer (LKB, Uppsala,
Sweden).

RNA isolation

Total RNA from the heart of rats was isolated by TRIZOL
reagent according to the procedure recommended by the
manufacturer (Invitrogen). Briefly, 100 mg of tissue was
homogenized in 1 ml of TRIZOL and the aqueous phase was
collected after addition of chloroform. RNA was precipitated
with isopropyl alcohol and washed with 75% ethanol. The
RNA pellet was dried and redissolved in diethylpyrocarbo-
nate-water. RNA concentration and purity were determined
by measurement of absorbance at 260/280 nm. For control of
degradation of RNA, samples (2.5 or 5 g of total RNA)
were analyzed by 1.2% agarose electrophoresis.

Reverse transcription and PCR amplifications

cDNA synthesis was carried out with the RNA PCR Core Kit
from Fermentas. Equal amounts of total RNA (2.5 pg) were
heat-denatured and reverse-transcribed by incubation at
37°C for 60 min in a final volume of 20 pl. The reactions
were terminated by heating for 10 min at 70°C and finally for
Smin at 4°C.

For semiquantitative PCR, 2 pl aliquots of the cDNA
samples (equivalent to 250ng total RNA input) were
amplified using Fermentas Hot Start Tag DNA Polymerase
and an appropriate pair of primers deduced from cloned rat
insulin signaling molecules (Table 1).*® The number of
cycles was optimized to ensure amplification in the
exponential phase of PCR. Conditions for the amplification
were: 45 s at 94°C, 60 s at temperature optimal for annealing
primers, and 60s at 72°C. To make possible appropriate
amplification in the exponential phase for each target, PCR

Table 1. Primer design and PCR protocols (annealing temperature and number of cycles)
Product size PCR primer sequences PCR protocols GenBank accession number
IR (376 bp) sense: AGCCTGGCTGAGCAACCTTA 58°C, 35 cycles M29014.1
antisense: CATAGGTCCGTTTGATGCTC
IRS-1 (511 bp) sense: ACAGGCATTGCTGCAGAGAA 58°C, 35 cycles X58375.1

antisense: GGTGCTGCTTAACATCCTTG
sense: ATATGAGCATGGATAGGCCC
antisense: GTGGTTGCAGGATCTGCTTA

IRS-2 (453 bp)

p85 (170 bp) sense: gactggaggaagacttgaag
antisense: cgtttcccaaccattegtic
Akt (411 bp) sense: CTCTGCATTGCCGAGTCC
antisense: TGTCATCTTGATCAGGCGGT
GAPDH sense: TCCCTCAAGATTGTCAGCAA
(308 bp) antisense: AGATCCACAACGGATACATT

60°C, 35 cycles XM_001076309.1

58°C, 35 cycles D64045
58°C, 35 cycles NM_033230
58°C, 30 cycles XR_009165.1

IR, insulin receptor; IRS, insulin receptor substrate; GAPDH, glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase.

Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.
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amplifications of insulin signaling molecules and glyceral-
dehydes-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) were car-
ried out in separate reactions with a different number of
cycles, but using equal amounts of the corresponding cDNA
templates, generated in single RT reactions. The reverse
transcription and PCR reaction were carried out in the
Mastercycler Personal System (Eppendorf, Hamburg,
Germany). The final PCR products were separated on 2%
agarose gel containing ethidium bromide (0.5 pg/ml), then
visualized and photographed in Gel Doc (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). The molecular size of
PCR products was determined by comparison with size
markers run together with the cDNA products. Expression of
mRNA of insulin signaling molecules is expressed in
relation to GAPDH mRNA.

Statistical analysis

Values are the means + SD of at least three independent
experiments each performed with three animals per group.
The SPSS program for Windows (SPSS, Chicago, IL, USA)
was used for statistical analyses. The results were evaluated
by parametric statistics, and the significance of differences
between two groups was estimated by the ANOVA test.
p < 0.05 was considered significant (compared with control
unless otherwise specified).

RESULTS

Plasma insulin, plasma glucose, and plasma FFA levels
in OVX rats treated with E2

The effect of E2 on plasma insulin, plasma glucose, and
plasma FFA was determined in experiments performed with
or without additional insulin stimulation (Table 2). As we
reported previously,23 exposure to E2 did not change plasma
insulin and glucose levels, but significantly (p <0.01)
decreased the plasma FFA level compared to the control.
The OVX and E2-treated rats seem to be hyperinsulinemic
and hyperglycaemic. Furthermore, E2 combined with
insulin did not change the plasma insulin, plasma glucose,
and plasma FFA levels compared to insulin-treated OVX
rats. However, insulin administered alone unquestionably
increased the plasma insulin level (p < 0.01), but decreased

the plasma glucose level (p <0.001) and plasma FFA level
(p <0.01) compared to OVX controls.

Alterations of cardiac IR in OVX rats treated with E2

Since we recently showed that E2 administration caused
alteration of the FFA level,” strongly indicating changes in
cardiac insulin signaling,”* we further analyzed the effect of
E2 on early steps of the insulin signaling cascade. Figure |
shows that E2 treatment did not alter basal IR protein content
and basal IR mRNA content in the heart, but significantly
decreased insulin-stimulated cardiac IR tyrosine phos-
phorylation (p < 0.01) 6 h after administration.

E2-induced changes of heart IRSs

The observed decrease in receptor tyrosine phosphorylation
(Figure 1) led us to further analyze IRSs function. The
results show that basal cardiac IRS-1 protein and insulin-
stimulated tyrosine phosphorylation did not change follow-
ing acute E2 administration, while its insulin-stimulated
association with the p85 subunit of PI3K significantly
increased at 6h (p<0.05) (Figure 2). However, E2
treatment significantly decreased mRNA content of IRS-1
(p<0.01).

In difference to IRS-1, basal heart IRS-2 protein content
decreased 6 h after E2 treatment (p < 0.001) (Figure 3). The
decrease in protein content was accompanied to significant
decrease in basal mRNA content of IRS-2 (p <0.05).
Despite the decrease in IR tyrosine phosphorylation, E2
treatment did not change insulin-stimulated tyrosine
phosphorylation and IRS-2/p85 association (Figure 3).

Although E2 administration significantly altered only
IRS-2 protein content and changed significantly IRSs
mRNA content, protein and messenger content of both
IRSs had a tendency to decline 6 h following E2 treatment
(Figures 2 and 3). It is also interesting that association of
both IRSs with p85 tended to increase, but only IRS-1/p85
significantly (Figures 2 and 3).

Effect of E2 on cardiac p85/Akt signaling

Since we previously showed that upstream insulin signaling
changed after E2 treatment and because of the important role

Table 2. Plasma insulin, plasma glucose, and plasma FFA levels in OVX rats treated with E2

Experimental groups Insulin (mIU/I)

Glucose (mmol/l) FFA (% of control)

ovX 51.25+15.76
OVX +E2 50.11+13.79
OVX + Insulin 586.48 +31.82%

OVX + Insulin + E2 506.74 +40.39"

8.31+0.14 100+4.24
8.73+0.36 83.61 £5.79"
3.94 +0.68"* 66.90 = 16.26™
3.90 + 0.40" 58.44 + 6.95"*

Insulin, glucose, and free fatty acid (FFA) levels were determined as described in Section “Materials and Methods.”” Data (means £ SD) were generated from
n =3 separate experiments (total of nine animals per group). OVX, ovariectomized rats; E2, estradiol treatment (20 pg/kg b.wt., i.p.) 6 h before the experiment;

INS. insulin treatment (20 IU, i.p.) 30 min before the experiment.

Comparisons of E2 effects in the absence (OVX + E2 vs. OVX) or presence (OVX +E2 + INS vs. OVX + INS) of exogenous INS are assigned an asterisk,
while OVX + INS vs. OVX and OVX + E2 + INS vs. OVX comparisons are assigned a sharp symbol. ** or *p < 0.01, or **p < 0.001.

Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.
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Figure 1. Impact of E2 on heart IR protein content, IR Tyr-phosphorylation, and IR mRNA content. OVX rats were treated with E2 (20 pg/kg b.wt., i.p.) 6h
before the experiment. For analysis of IR Tyr-phosphorylation, OVX rats already treated with E2 and control OVX animals were injected with insulin (20 TU/
animal, i.p.) 30 min before the experiment. IP, WB, and RT PCR assays of heart samples were performed as described in Section “Materials and Methods.”
Representative WB (A), representative PCR (B), and data generated from three separate experiments (total of nine animals per group) expressed as means £ SD
(C) are shown. Values for E2-treated rats are expressed as % of the appropriate control. OVX rats were control to E2 treated OVX rats for basal protein and
mRNA content analyses, while OVX rats treated with insulin were control to OVX rats treated with E2 and insulin for analysis of IR phosphorylation. IR, insulin
receptor; pY, tyrosine phosphorylation; OVX, ovariectomy; E2, estradiol: INS-insulin; WB, Western blot; IP, immunoprecipitation. RT PCR, reverse
transcriptase polymerase chain reaction. ~'p < 0.01

of the PI3K/Akt pathway in insulin and E2 signaling in the E2 administration (Figure 5). E2 also increased the basal
heart,'®*” we performed further analysis of p85 and Akt level of Ser*”® pAkt/Akt (our preliminary data). These
protein and mRNA content. The presented results indicate effects of E2 are apparently beneficial for heart insulin
that the rise of insulin-stimulated cardiac IRS-1/p85 action.

(Figure 2) is orchestrated with E2-induced basal p85 protein
(p<0.01) and p85 mRNA (p <0.001) content in the rat

heart (Figure 4). BISCEISSION
Moreover, Akt protein and mRNA content in the rat heart The heart is capable of utilizing a variety of metabolic
did not change after E2 treatment (Figure 5). H‘%\gever, substrates and is able to rapidly adjust its substrate
insulin-stimulated phosphorylation of Akt at Ser”’” (the utilization in response to changes of substrate supply. Fatty
pAkt/Akt ratio) increased significantly (p < 0.001) 6 h after acids are the major metabolic substrate for the heart, and
(A)170 kDa IRS-1 (© .
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Figure 2. IRS-1 protein content, IRS-1 Tyr-phosphorylation, IRS-1/p85 association, and IRS-1 mRNA content in the heart of E2-treated OVX rats. OVX rats
were treated with E2 (20 pg/kg b.wt., i.p.) 6 h before the experiment. For analysis of Tyr-phosphorylation and IRS-1/p85 association, OVX rats already treated
with E2 and control OVX animals were injected with insulin (20 IU/animal, i.p.) 30 min before the experiment. IP, WB, and RT PCR of heart samples were
performed as described in Section “Materials and Methods.” Representative WB (A), representative PCR (B), and data generated from three separate
experiments (total of nine animals per group) expressed as means = SD (C) are shown. Values for E2-treated rats are expressed as % of the appropriate control.
OVX rats were control to E2 treated OVX rats for basal protein and mRNA content analyses, while OVX rats treated with insulin were control to OVX rats
treated with E2 and insulin for analyses of IRS-1 phosphorylation and IRS-1/p85 association. IRS-1—IR substrate 1. The meanings of other abbreviations are
the same as in Figure 1. "p <0.05, “p < 0.01
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Figure 3. Changes of cardiac IRS-2 protein content, IRS-2 Tyr-phosphorylation, IRS-2/p85 association, and IRS-2 mRNA content in OVX rats treated with
E2. The content of IRS-2 protein, its Tyr-phosphorylation, association of IRS-2 and p85, and IRS-2 mRNA content in the heart were determined as described for
IRS-1 in the caption to Figure 2. Values for E2-treated rats are expressed as % of the appropriate control. OVX rats were control to E2 treated OV X rats for basal
protein and mRNA content analyses, while OVX rats treated with insulin were control to OVX rats treated with E2 and insulin for analyses of IRS-2
phosphorylation and IRS-2/p85 association. IRS-2—IR substrate 2. The meanings of other abbreviations are the same as in Figure 1. “p < 0.05, *"p < 0.001

FFA use is increased in the diabetic heart as a result of high hormone treatment, application procedure etc. In accord-
plasma FFA concentrations."® Increased concentrations of ance with our observation, Liu et al.? suggested that
fatty acids inside myocytes will impair myocardial ovariectomy increases glucose and insulin level, but E2
function.”** Improvement of myocardial contractile func- decreases them below the control level. In addition, in
tion in acute ischemia is associated with decreased FFA studies of Song er al.*' and Barros et al.** the concentration
oxidation and increased glucose uptake.*” Excess glucose or of glucose in sham operated, ovariectomized, and E2-treated
fatty acids can lead to myocardial insulin resistance.>*> rats was as high as in our study. Increased glucose and

As we reported previously,”®> E2 did not change the insulin concentration in our study could be a consequence of
plasma glucose and insulin levels, but significantly lowered ovariectomy that E2 was not able to revert in acute treatment
the plasma FFA level 6 h after treatment (Table 2). 6 h before analysis. It is also possible that fast E2 effects on

The OVX and E2-treated rats seem to be hyperinsuli- plasma insulin and glucose levels are weakened with the
nemic and hyperglycaemic (Table 2). Published data show passage of time and that both levels returned to the control
no change or increase in glucose level after ovariectomy and (OVX) values 6 h after treatment. Molecular mechanism of
no change, increase, or even decrease of insulin level in changes in glucose and insulin level caused by variation of
OVX animals compared to sham operated.zz‘““'42 The effects E2 concentration could be related to the effects of E2 on
of OVX and E2 treatment are not consistent and depends on insulin secretion,*>** insulin clearance,* and glucose
duration of postovariectomy period, E2 dose, time of transport into target cells.*>46

85kDa W p8S -
E2 - + 150
(B) - 125
85 £
- -
B GAPDH =
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9 OVX+E2 ) OVX+E2

o o

Figure 4. Protein content and mRNA content of p85 in the heart of OVX rats treated with E2. OVX rats were treated with E2 (20 pg/kg b.wt., i.p.) 6 h before
sacrifice. WB and RT PCR analysis of heart samples was performed as described in Section ““Materials and Methods.” Representative WB (A), representative
PCR (B), and data generated from three separate experiments (total of nine animals per group) expressed as means + SD (C) are shown. Values for E2-treated
rats are expressed as % of the OVX control. The meanings of abbreviations are the same as in Figure 1. “p <0.01, ""p < 0.001
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Figure 5. Effects of E2 on Akt protein content, Akt phosporylation at Ser*’*, and Akt mRNA content in the heart of OVX rats. Determination of Akt protein
content, phosphorylation at Ser*”® (pAkt/total Akt), and mRNA content in the heart was performed by Western blot and RT PCR as described in Section
“Materials and Methods.” For analysis of the pAkt/total Akt ratio, OVX rats already treated with E2 and control OVX animals were injected with insulin (20 TU/
animal, i.p.) 30 min before the experiment. Representative WB (A), representative PCR (B), and data generated from three separate experiments (total of nine
animals per group) expressed as means =+ SD (C) are shown. Values for E2-treated rats are expressed as % of the appropriate control. OVX rats were control to
E2 treated OVX rats for basal protein and mRNA content analyses, while OVX rats treated with insulin were control to OVX rats treated with E2 and insulin for
analysis of Akt phosphorylation. The meanings of abbreviations are the same as in Figure 1. ""p < 0.001

Significant decrease in the FFA level indicates some
general antidiabetogenic potential of E2.**® This decrease
could be especially important for cardiac insulin signaling
and cardiac metabolism and supports the idea that lipid
metabolism may generally be an important mediator of E2
effects on insulin signaling.

In this study, E2 treatment did not influence IR protein and
mRNA content (Figure 1), although an estrogen response
element (ERE) in the human IR gene promoter of U-937
human promonocytes was recently identified.®*?° These
observations are in accordance with reports indicating that
the plasma estrogen level does not significantly influence IR
expression.22 However, E2 administration significantly
lowered IR tyrosine phosphorylation in the present study,
which could be related to induction of some tyrosine
phosphatases.*’

Liu et al.** observed that long-term estrogen replacement
treatment induces expression of IRS-1 in the myocardium.
This could be attributable to a genomic effect of E2 realized
through the ERE that was recently identified in the
regulatory region of the IRS-1 gene.** However, our results
show that IRS-1 protein content was not modified 6 h after
E2 treatment, while its mRNA content was decreased
(Figure 2). In addition, E2-induced association between
cardiac IRS-1 and p85 might be related to increase of p85
protein content (Figure 4). Changes in Tyr phosphorylation
of IRSs and their association with p85 can be a consequence
of E2 induction of Tyr-phosphatases.** Moreover, E2
treatment decreased both IRS-2 protein content and mRNA
content (Fi%ure 3). Since E2 regulates IRS-2 protein
degradation,”®" this might explain decrease of IRS-2
protein content. It is important to emphasize that the
observed changes in both IRSs after E2 treatment have
similar tendencies (regardless of their significance):

Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.

decrease of protein and mRNA content, but increase of
IRS/p85 association.

The PI3K/Akt pathway is important for cardiac effects of
insulin and E2, as reported previously.'®***” However, to
the best of our knowledge, the relevance of these E2-induced
changes in the content of these molecules for insulin
signaling in the heart has not been studied before. The
observed increase of basal cardiac p85 protein and mRNA
content (Figure 4), accompanied by increased insulin-
stimulated IRS-1/p85 association (Figure 2) suggests
beneficial effects of E2 on insulin signaling and cardiac
insulin action. E2 treatment did not change Akt protein and
mRNA content, while basal (results not shown) and insulin-
induced phosphorylation of Akt at Ser*’* were increased by
E2 (Figure 5). This result is in accordance with published
data indicating that E2 replacement does not affect the total
cardiac Akt level. However, Akt activation, presented either
as the absolute pAkt level or as a percentage of total Akt (the
pAkt-to-Akt ratio), was significantly reduced in the OVX
group and restored by E2 replacemenl.52 In addition, an
increase of Akt at Ser*’? phosphorylation was observed in
the heart following E2 preconditioning, this increase
occurring in combination with no changes in the levels of
total Akt.>

In summary, these results, together with other recently
reported data of ours>?, show that E2 induces decrease in the
plasma FFA level, increase of IRS-1/p85 association,
increase of p85 mRNA and Protein content, and increase
of Akt phosphorylation at Ser 73 Taken together, these data
indicate a beneficial effect of this hormone on cardiac insulin
signaling and insulin action in the heart. However, decreases
of IR tyrosine phosphorylation, IRS-2 protein content, and
IRSs mRNA content were also registered. Thus, the results
presented in this study suggest very complex interplay of

Cell Biochem Funct 2009; 27: 102-110.
DOI: 10.1002/cbf
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beneficial and suppressive effects of E2, both genomic (e.g.,
IRSs and p85 mRNA content changes) and non-genomic
(e.g., induction of phosphorylation of Akt at Ser* %), with
potentially significant implications for cardiac physiology.
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1. AyTopcTeo - [lo3BOrbaBate ymHOXaBsare, AWCTPUDYLM)Y W jaBHO caonwitasaree
nena, u npepage, ako ce Hasede WMe ayTopa Ha HauwH oppefleH oa cTpade aytopa
Wnw aasaoua nuueHue, Yak v y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja og ceux
NULIEHLIN.

2. AyTopcTBO — HekomepumjanHo. [loasorbaeare yMHOXAaBawe, AUCTpubyuujy 1 jasHo
caonwTaeame gena, v npepaje, ako ce HaBeje WMe ayTopa Ha HauuH oapefeH o
CTpaHe aytopa unw aasaoua nuuerue. OBa NUUEHLUA He A03BOSbaBa KOMEpUMjanHy
ynotpeby aena.

3. AyTopcTBO - HekomepuwjanHo — Be3 npepage. [o3sorbaBare yMHOXKaBaHE,
aveTpubyuujy W jaBHo caonwTaeawe gAena, 6e3 npomeHa, npeobnukosaka WNn
ynotpebe Aena y cBOM feny, ako ce HaBefe WME ayTopa Ha HauwH ogpefeH of
cTpaHe ayTopa wnu aasaoua nuueHue. Osa NuUeHUa He [03BOSbaBa KoOMepuujaniy
ynoTpeby Aena. Y oaHocy Ha cBe ocTane nWueHUe, OBOM NWLEHLOM Ce orpaHu4asa
Hajsehu obum npaea kopuwhersa gena.

4. AyTOpcTBO - HEKOMEpLUMjanHo — AenuTH NoA ucTum ycnosuma. [ossorbapare
yMHOXaBare, AUcTpUBYLIMjy 1 jaBHO caonliTaBare Jera, W npepage, ako ce Hasende
ume ayTopa Ha HauuH oapefieH oa cTpaHe ayTopa Wnv JaBaoua NMUEHUE U ako ce
npepana AucTpubyupa nog WCTOM MMM ChNMYHOM nuueHuoM. OBa nuueHua He
[103BOrbaBa komepuujanty ynotpeby gena v npepaga.

5. Aytopcteo — Ge3 npepage. [losBorbaBate yMHOXKaBawe, AMCTPUBYLMjy v jaBHO
caonwraeare Aena, 6es npomena, npeobnukosawa unw ynotpebe gena y CBOM Oeny,
aKko ce Haeefe ume ayTopa Ha HauwH oapefleH of CTpaHe ayTopa Wnu gasaoua
nuueHue. OBa NuueHua A0380rbaBa KoMepuwjarny ynotpeby gena.

6. AyTOpCcTBO - [AENWTU nog WcTUM  ycnoeuma. [lo3BorbaBate  YMHOXABAH-E,
AucTpubyunjy 1 jaBHO caoniTaBare Aena, U Npepaje, ako ce Hasene ume aytopa Ha
HauuH onpeflleH of cTpaHe ayTopa wnw Jasaoua NUUEHUE W ako ce npepana
aucTpubymnpa nod MCTOM UNKM  CNuYHOM  NuueHuom. Oea NnuueHua [03B0rbasa
KomepuujanHy ynotpeby nena w npepaga. CnuuHa je COMTBEPCKUM NuLeHuama,
OAHOCHO NUUEHLaMa OTBOPEHOT Koaa.




