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TRANSKRIPCIONA REGULACIJA RAZVOJA 1
HIPERPLAZIJE MRKOG MASNOG TKIVA

REZIME

Mrko masno tkivo (engl, brown adipose tissue, BAT) je specijalizovano
za produkciju toplote zahvaljujuc¢i prisustvu dekuplujuceg proteina
(engl. uncoupling protein 1, UCP1) koji se nalazi u unutrasnjoj
membrani mitohondrija. Kada je stimulisano, BAT se transformiSe iz
neaktivnog, dormantnog oblika u hiperplasti¢ni, termogeno aktivni
organ. Izlaganje hladno¢i dovodi do biohemijskih, morfoloskih i
citoloskih promena u tkivu. Povecava se ekspresija UCP1, sinteza
proteina i DNK, kao i proces biogeneze mitohondrija i peroksizoma.
Pored toga, indukcija termogeneze dovodi do povecanja mase BAT, pre
svega na racun njegove hiperplazije. Proces adipogeneze, usko povezan
sa procesom angiogeneze se odvija kroz nekoliko stupnjeva i
podrazumeva proliferaciju i diferencijaciju prekusorskih celija prisutnih
u BAT. Sve navedene promene su pod kontrolom mreze transkripcionih
faktora koji koordiniSu ekspresiju brojnih proteina odgovornih za
stvaranje krajnjeg fenotipa mrkih adipocita. lako su do sada
identifikovani brojni transkripcioni faktori ukljuc¢eni u proces
hiperplasticnog odgovora, nema dovoljno podataka o njihovoj ekspresiji
tokom ranih faza izlaganja hladnoci. Cilj ovog istrazivanja je bio da
utvrdi molekulske mehanizme koji se nalaze u osnovi procesa aktivacije
BAT, transkripcione faktore i proteine ukljucene u rane faze proliferacije
i diferencijacije BAT kod pacova izlaganih hladnoci kao i tokom u
razvoja humanog BAT u fetalnom periodu. U tu svrhu, pacovi soja Mill
Hill su podeljeni u sedam eksperimentalnih grupa, od kojih je jedna bila
kontrolna dok je preostalih Sest izlagano hladnoci (4 £ 1°C) u periodu od
3, 6, 12, 24, 48 i 72 sata. Interskapularni depo BAT pacova je izolovan i
pripremljen za RT-PCR i Western blot analizu, svetlosnu i elektronsku

mikroskopiju. Za ispitivanje ekspresije transkripcionih faktora i



proteina ukljucenih u razvoj BAT coveka koriSceni su uzorci humanih
fetusa starosti XV-XXIII nedelje, pripremljeni za Western blot analizu,
svetlosnu i elektronsku mikroskopiju. Rezultati su pokazali da se u
osnovi povecanja mase tkiva najvecim delom nalazi hiperplazija
prekursorskih i endotelskih celija i da je ovaj proces pod strogom
kontrolom transkripcionih faktora. Sta viSe, pokazana je stogo
koordinisana ekspresija klju¢nih regulatora termogenog odgovora UCP1,
PPARy (engl. peroxisome proliferator-activated receptor y) i PGC-1la
(engl. PPARy-coactivator 1a) u BAT pacova i humanih fetusa. Pored
toga, uocCena je sinhronizacija genske i proteinske ekspresije
regulatornih proteina procesa adipo- i angiogeneze, Sto je praceno
odgovarajucim strukturnim promenama tkiva. Sve napred navedene

promene pracene su ultrastrukturnim promenama vancelijskog

matriksa u cilju omogucavanja rasta tkiva.
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transkripcioni faktori, adipogeneza, angiogeneza
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TRANSCRIPTIONAL REGULATION OF BROWN ADIPOSE
TISSUE HIPERPLASIA AND DEVELOPMENT

Abstract

Brown adipose tissue (BAT) is highly specialized mammalian organ and
is more abundant in hibernating, cold-acclimated and newborn
mammals, where it plays key role in thermogenesis. The BAT function is
related to uncoupling protein 1 (UCP1l), located in the inner
mitochondrial membrane. Cold expossure activates sympathetic
nervous system which triggers BAT thermogenic program. This complex
process on biochemical, morphological and cell levels includes:
increased UCP1 expression, precursor cells proliferation and
differentiation, mitochondrial and peroxisomal biogenesis, and
angiogenesis. Those events rapidly transform ,dormant“ tissue into a
hyperplastic, active adipose organ. All changes are controled by
numerous transcription factors which coordinate expression of many
proteins responsible for acquiring of mature brown adipocyte
phenotype. The aims of this study were to determine the molecular
mechanisms that underlie the process of BAT activation, transcription
factors and proteins involved in the early stages of proliferation and
differentiation in rats exposed to cold, as well during BAT development.
Mill Hill rats were exposed to cold (41 °C) for 3, 6, 12, 24, 48 and 72
hours. Interscapular BAT was isolated and prepared for qRT-PCR,
Western blot analisys, light and transmision electron microscopy. To
study the expression of transcription factors and proteins involved in
BAT development, tissue samples from human fetuses XV-XXIII weeks
old were prepared for Western blot analisys, light and transmision
electron microscopy. The result showed that BAT hiperplastic response
is based on the proliferation of brown adipocyte precursors and
endothelial cells, and that this process is under tight control of many

transcription factors. Morever, this process is strongly coordinated by



expression of key regulators of BAT thermogenic respons: UCP1, PPARy
(peroxisome proliferator activated receptory) and PGC-la (PPARy
coactivator-1a) in both rats and human BAT. In addition, there is
evident synchronization of gene and protein expression involved in
adipogenesis and angiogenesis with ultrastructural changes observed in
the tissue. All of the above changes were followed by structural changes
of extracellular matrix, to ensure proper tissue growth and expansion.
Taken together, the results show that BAT amazing plasticity which
enables rapid tissue termogenic response is strongly controlled by
transcription factors network in both, cold-induced BAT hyperplasia

and fetal BAT development.

KEY WORDS: brown adipose tissue, hyperplasia, cold, transcription
factors, adipogenesis, angiogenesis

SCIENTIFIC FIELD: BIOLOGY

SPECIAL TOPICS: CELL AND TISSUE BIOLOGY

UDC NUMBER: 57.052:[591.134:591.82](043.3)



SADRZAJ

1. UVOD 1

1.1. STRUKTURA I FUNKCIJA MRKOG MASNOG TKIVA 1
1.2. TRANSKRIPCIONA REGULACIJA ADIPOGENEZE 7
1.3. OSTALI FAKTORI UKLJUCENI U ADIPOGENEZU 12
1.4. POREKLO MRKIH ADIPOCITA 13
1.5. MRKO MASNO TKIVO COVEKA 13
2. CILJ ISTRAZIVANJA 17
3. MATERIJAL I METODI 18
3.1. PLAN EKSPERIMENTA 18
3.1.1. Model hiperplazije BAT pacova indukovane hladnoc¢om 18
3.1.2. Hiperplazija BAT c¢oveka tokom fetalnog razvoja 19
3.2. RT-PCR ANALIZA TKIVA 19
3.2.1. Priprema tkiva za RT-PCR 19
3.2.2. RT-PCR u realnom vremenu 20
3.2.3. Statisticka obrada rezultata dobijenih RT-PCR analizom 21
3.3. WESTERN BLOT ANALIZA TKIVA 22
3.3.1. Priprema tkiva za Western blot 22
3.3.2. Odredivanje koncentracije proteina 23
3.3.3. Elektroforeza proteina 23
3.3.4. Western blot 24
3.3.5. Detekcija proteina nakon Western blota 24
3.3.6. Kvantifikacija rezultata dobijenih Western blot analizom i 25
statisticka obrada rezultata
3.4. ANALIZA TKIVA NA NIVOU SVETLOSNE MIKROSKOPIJE 26
3.4.1. Priprema tkiva za svetlosnu mikroskopiju 26
3.4.2. Imunohistohemijska tehnika detektovanja proteina 26
streptavidin-biotin metodom
3.4.3. Imunohistohemijska tehnika detektovanja i kolokalizacije 27

proteina fluorescentno-obelezenim antitelima

3.4.3.1. Kvantifikacija i statistiCka obrada rezultata kolokalizacije = 28
proteina
3.5. ANALIZA TKIVA NA NIVOU TRANSMISIONE ELEKTRONSKE 28
MIKROSKOPIJE (TEM)

3.5.1. Priprema tkiva za TEM 28
3.5.2. Imunocitohemijska metoda detekcije proteina (imunogold 29
metoda) na nivou TEM
4. REZULTATI 30
4.1. ANIMALNI MODEL IZLAGANJA HLADNOCI 30
4.1.1. Efekat izlaganja hladnoéi na termogeni kapacitet BATi 30
mitohondriogenezu
4.1.1.1. Ekspresija UCP1 u BAT 30
4.1.1.1.1. Koli¢ina UCP1 iRNK 30
4.1.1.1.2. Koli¢ina UCP1 proteina 30

4.1.1.1.3. Imunohistohemijska detekcija UCP1 31



4.1.1.2. Imunohistohemijska detekcija noradrenalina
4.1.1.3. Ekspresija PPARy u BAT
4.1.1.3.1. Koli¢ina PPARy iRNK
4.1.1.3.2. Kolicina PPARy proteina
4.1.1.4. Ekspresija PGC-1a u BAT
4.1.1.4.1. Koli¢ina PGC-1a iRNK
4.1.1.4.2. Koli¢ina PGC-1a proteina
4.1.1.5. Ultrastrukturna analiza mitohondriogeneze u mrkim

adipocitima

4.1.1.6. Kolicina mtDNK

4.1.1.7. Kolicina Drpl proteina

4.1.1.8. Kolicina Mfn2 proteina

4.1.1.9. Kolicina NRF1 proteina

4.1.2. Efekat izlaganja hladnoéi na proliferaciju i

diferencijaciju ¢elija adipogenog pula

4.1.2.1. Ekspresija CEBP/a
4.1.2.1.1. Koli¢ina CEBP/a iRNK
4.1.2.2. Ekspresija PPARS
4.1.2.2.1. Koli¢ina PPARS iRNK
4.1.2.3. Ekspresija PCNA
4.1.2.3.1. Koli¢ina PCNA proteina
4.1.2.3.2. Imunohistohemijska detekcija PCNA
4.1.2.4. Ekspresija Ki-67
4.1.2.4.1. Imunohistohemijska detekcija Ki-67
4.1.2.5. Ekspresija FABP4
4.1.2.5.1. Koli¢ina Fabp4 iRNK
4.1.2.6. Ekspresija Myf5
4.1.2.6.1. Koli¢ina Myf5 iRNK
4.1.2.7. Ekspresija BMP7
4.1.2.7.1. Kolicina BMP7 iRNK
4.1.2.7.2. Kolicina BMP7 proteina
4.1.2.7.3. Imunohistohemijska detekcija BMP7
4.1.2.8. Ekspresija BMP4
4.1.2.8.1. Kolicina BMP4 iRNK
4.1.2.9. Ekspresija KLF9
4.1.2.9.1. Koli¢ina KLF9 iRNK
4.1.2.10. Ekspresija KLF15
4.1.2.10.1. Kolicina KLF15 iRNK
4.1.2.11. Ultrastrukturna analiza proliferacije i diferencijacije

mrkih adipocita

4.1.3. Efekat izlaganja hladnoéi na angiogenezu BAT
4.1.3.1. Ekspresija VEGF

4.1.3.1.1. Koli¢ina VEGF iRNK

4.1.2.7.2. Koli¢ina VEGF proteina

4.1.2.7.3. Imunohistohemijska detekcija VEGF
4.1.3.2. Ekspresija endoglina

32
36
36
36
36
36
38
38

41
41
41
43
43

43
43
44
44
45
45
45
46
46
49
49
49
49
49
49
51
51
53
53
53
53
54
54
55

60
60
60
61
61
63



4.1.3.2.1. Koli¢ina iRNK za endoglin 63

4.1.3.3. Ultrastrukturna analiza angiogeneze u BAT 63
4.2. RAZVOJ HUMANOG FETALNOG BAT 66
4.2.1. Ultrastrukturna analiza humanog fBAT 66
4.2.2. Termogeni kapacitet humanog fBAT 69
4.2.2.1. Imunohistohemijska detekcija UCP1 69
4.2.2.2. Kolicina proteina UCP1 69
4.2.2.3. Imunohistohemijska detekcija noradrenalina 70
4.2.3. Regulatori diferencijacije i mitohondriogeneze humanog 71
fBAT
4.2.3.1. Koli¢ina proteina PPARy 71
4.2.3.2. Kolicina proteina PGC-1a 71
4.2.4. Regulatori strukturnog i funkcijskog razvoja humanog 72
fBAT
4.2.4.1. Estrogenski receptori 72
4.2.4.1.1. Koli¢ina proteina ERa i ERf 72
4.2.4.1.2. Imunohistohemijska detekcija ERa i ERf3 72
4.2.4.1.3. Imunocitohemijska detekcija ERa i ER[3 73
4.2.4.1.4. Kolokalizacija ERa i ERf 75
4.2.4.1.5. Kolokalizacija ER i PPARy 75
4.2.4.1.6. Kolokalizacija ER i PGC-1a 75
4.2.4.2. Imunohistohemijska detekcija BMP7 77
5. DISKUSIJA 78
5.1. TERMOGENI ODGOVOR BAT PRILIKOM IZLAGANJA 78
HLADNOCI

5.2. INDUKCIJA PROLIFERACIJE I DIFERENCIJACIJE CELIJA 82
ADIPOGENOG PULA

5.3. INDUKCIJA ANGIOGENEZE U BAT 87

5.4. HUMANO FETALNO BAT 920

5.4.1. Uloga ER u razvoju humanog fBAT 20

5.4.2. Termogeni kapacitet humanog fBAT 92

6. ZAKLJUCCI 95

7. LITERATURA 97
PRILOG - SPISAK SKRACENICA I

BIOGRAFIJA AUTORA II



1. UVOD

1.1. STRUKTURA I FUNKCIJA MRKOG MASNOG TKIVA

Mrkom masnom tkivu (engl. brown adipose tissue, BAT) od kada
je prvi put opisano (Gessner, 1551) pripisivane su razlicite uloge:
smatran je delom timusa, endokrinim organom i organom koji ucestvuje
u formiranju krvi. Na osnovu njegove mikroskopske strukture, BAT je
okarakterisan kao modifikovana vrsta belog masnog tkiva (engl. white
adipose tissue, WAT) ili endokrini organ (Johanson, 1959; Smith i
Horwitz, 1969; Afzelius, 1970). Razlicite fiziolosSke uloge koje su
pripisivane BAT tokom godina razlog su Sto je smatrano
hibernirajucom, interskapularnom, lipoidnom zlezdom, i c¢ak
primitivnim masnim tkivom (Rial i Gonzales-Barroso, 2001).

Sredinom dvadesetog veka jasno je pokazana sposobnost BAT da
aktivno produkuje toplotu (Smith i Hock, 1963) i time ustanovljena
njegova primarna funkcija u odrzavanju telesne temperature, a takva
produkcija toplote nazvana je termogeneza bez drhtanja. NeSto kasnije,
pokazano je da BAT moze produkovati toplotu nakon unosa odredenih
vrsta i koli¢ina hrane i tako ucestvovati u odrzanju telesne mase (Stock,
1989).

Noviji podaci su objedinili sve karakteristike BAT kroz istoriju
proucavanja i okarakterisali ga zajedno sa WAT (Slika 1) kao jedinstveni
adipozni organ (Cinti, 2001). Ovakav naziv je na neki nacin opravdan
imajuci u vidu da BAT ne samo da ima sposobnost da deponuje lipide,
veC je izuzetno prokrvljen, ima ulogu endokrinog organa, i histoloski
posmatrano, jednim delom jeste modifikovano WAT Sto se jasno vidi
kroz proces transdiferencijacije adipocita (Loncar, 1991; Cinti, 2005).

BAT je prisutan kod hibernatora, malih sisara izlaganih hladnoci i

Jjudi u ranom postnatalnom periodu. Kod malih Zivotinja, ukljucujuci
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Uvod

pacove, BAT opstaje tokom citavog zivota dok kod coveka, najveci deo
BAT podleze ultrastrukturnim i molekulskim promenama, akumulira

lipide i transformiSe se u WAT.

Slika 1. Lokalizacija WAT i BAT kod pacova. Izlaganje hladnoc¢i dovodi do promene
mase 1 obojenosti adipoznog organa na racun povecanja mitohondrija i velike
prokrvljenosti BAT. Modifikovano iz: Cinti, 2009. Am J Physiol Endocrinol Metab. 297:
977-86.

BAT se odlikuje dinami¢nom strukturom i izuzetnom
plasticnoscu, Sto se najbolje vidi kada se tkivo stimuliSe hladnocom.
Naime, pri izlaganju hladnoc¢i dolazi do povecanja mase BAT i
stimulacije njegove termogene funkcije. U naSim prethodnim radovima
(Buzadzi¢ i sar., 1999; Petrovi¢ i sar., 2005a) ali i radovima drugih
autora (Bukowiecki i sar., 1986) pokazano je da izlaganje hladnoci

tokom 72 sata povecava masu tkiva 30-40 procenata (Slika 2).



Uvod

Slika 2. Hiperplazija BAT indukovana hladnoéom. BAT se odlikuje izuzetnom
plasti¢noScu koja se ogleda u brzoj i intenzivnoj indukciji prekursorskih celija tokom
izlaganja hladno¢i. Tokom 72 sata masa BAT se poveca za oko 40%, najvec¢im delom
na racun proliferacije i diferencijacije celija tkiva. Na nivou svetlosne mikroskopije
najizrazenije promene su zapazene na nivou lipidnih tela, koja se usitnjavaju, i
kapilarne mreze koja se uveéava vazodilatacijom i angiogenezom. BAT kontrolne grupe
i grupe izlagane hladnoci 72 sata odmah po izolaciji (a,b), odnosno na nivou svetlosne
mikroskopije (ec,d). Orig. uvelicanje: 40x.

Slika 3. Presek BAT pacova na nivou svetlosne mikroskopije (SM). BAT pacova
¢ine najvec¢im delom (oko 90%) mrki adipociti (MA) i endotelske celije. Ostatak tkiva
¢ine prekursorske celije i pratece celije vezivno-tkivne strome. Na periferiji lobusa
uocava se venac unilokulusnih adipocita (UA) i poprecno-prugasta muskulatura (PPM)
koja okruzuje BAT. Orig. uvelicanje: 20x.
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BAT je izgraden (Slika 3) najvecim delom od mrkih adipocita
(40%), endotelskih celija (50%), preadipocita (2%) i intersticijskih celija
(1.7%), dok ostatak ¢ine makrofage, mastociti, fibroblasti, Svanove celije
i Celije poreklom iz krvotoka (Bukowiecki i sar., 1986).

Sa citoloskog aspekta BAT se jasno razlikuje od WAT po boji, po
¢emu je i dobilo naziv, Sto je posledica guste kapilarne mreze i brojnih
mitohondrija u mrkim adipocitima. Mitohondrije BAT se odlikuju
brojnim invaginacijama unutrasSnje membrane — kristama, u koje se
ugraduje dekupluju¢i protein (engl uncoupling protein 1, UCPI)
specifican za ove celije. Zahvaljujuc¢i prisustvu UCP1 omoguceno je
vracanje protona iz medumembranskog prostora u matriks
mitohondrija, ¢ime se energija nastala pri oksidaciji supstrata ne
iskoriScava za sintezu ATP vec rasipa u vidu toplote (Slika 4). Postojanje
bogate vaskularne mreze omogucava brzo dopremanje supstrata i
kiseonika do tkiva, kao i transfer produkovane toplote u sve regione
organizma. Pored guste kapilarne mreze, tkivo poseduje bogatu
simpaticku inervaciju koja posreduje u centralnoj kontroli termogenog

procesa (Klingenspor, 2003).

Toplota
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€
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Slika 4. Aktivacija mrkog masnog tkiva. Izlaganje hladnoc¢i dovodi do pojacanog
oslobadanja noradrenalina koji se vezuje za (s-adrenergicke receptore i povecanja
cAMP. Ovo za posledicu ima aktivaciju hormon-senzitivne lipaze i oslobadanje masnih
kiselina koje se koriste u procesu 3-oksidacije i aktivacije UCP1. Modifikovano iz: Celi,
2009. N Engl J Med. 360: 1553-56.
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Termogeneza BAT je pod kontrolom simpatickog nervnog sistema
(SNS) i izlaganje hladnoc¢i dovodi do transformacije neaktivnog tkiva (sa
proliferativnog i termogenog aspekta) u hiperplasticni, termogeno
aktivni organ.

Izlaganje hladnoci dovodi do pojacanog oslobadanja noradrenalina
koji vezivanjem za a- i B-adrenergicke receptorne izoforme (a-AR i B-AR)
povecava nivo cAMP. Ovaj sekundarni glasnik dovodi do oslobadanja
kataliticke subjedinice protein kinaze A koja, sa druge strane, fosforiliSe
brojne proteine ukljucujuc¢i hormon-senzitivnu lipazu, klju¢ni enzim
lipolize. Oslobodene masne kiseline aktiviraju UCP1 i koriste se u
procesu mitohondrijalne (B-oksidacije (Klingenspor, 2003). Hiperplazija
BAT je stimulisana (:-AR (Himms-Hagen i sar., 1994; Klaus i sar.,
2001), dok je lipoliticka i termogena funkcija posredovana najvecim
delom preko B3-AR (Zhao i sar., 1998).

Uporedo sa aktivacijom lipolize, izlaganje hladnoc¢i dovodi do
proliferacije mrkih adipocita, mitohondriogeneze, povecanja ekspresije i
aktivacije UCP1, biogeneze peroksizoma, kao i povecanja sinteze
proteina, RNK i DNK (Himms-Hagen, 1990; OtaSevic i sar., 2011). Ovi
procesi dovode do povecanja mase tkiva pre svega putem hiperplazije
tkiva (Suter, 1969; Bukowiecki i sar., 1986), odnosno proliferacije
intersticijskih celija, preadipocita i endotelskih celija ali i diferencijacije
preadipocita koje karakteriSe indukcija UCP1 ekspresije, biogeneza
mitohondrija i nagomilavanje lipida (Klaus, 1997; Korac i sar., 2008;
Petrovic i sar., 2010).

Procesi konverzije unilokulusnih mrkih adipocita, koji u
citoplazmi poseduju jedno veliko lipidno telo u multilokulusni adipocit,
sa vecim brojem sitnijih lipidnih tela i razvoj kapilara (angiogeneza)
takode su sastavni i neodvojivi deo aktivacije BAT (Cinti, 2001; OtaSevic
isar., 2011).

Svi navedeni procesi su na molekulskom nivou regulisani brojnim

faktorima, medu kojima klju¢cnu ulogu imaju: UCP1, PPARy (engl
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peroxisome proliferator-activated receptor y) i PGC-la (engl. PPARy
coactivator-1a) (Puigserver i sar., 1998; Klingenspor, 2003).

U zavisnosti od trajanja stimulusa, aktivnost i ekspresija UCP1 su
specificno regulisane. Akutno izlaganje hladnoc¢i se karakteriSe
porastom biohemijske aktivnosti UCP1 proteina, dok je hroni¢no
izlaganje hladnoci regulisano na nivou genske ekspresije i direktno je
povezano sa biogenezom mitohondrija (Puigserver i sar., 1992). Kao Sto
je istaknuto, masne kiseline oslobodene u procesu lipolize smatraju se
vaznim regulatorom aktivnosti i funkcije UCP1, dok je genska ekspresija
UCP1 pod noradrenergickom kontrolom.

Pored toga, pokazano je da ekspresiju UCP1 reguliSe nekoliko
transkripcionih faktora, ukljucujuci receptor za retinoi¢nu kiselinu,
tireoidne hormone i PPAR familiju (PPARa, PPARS, PPARy) nukleusnih
receptora (Silva i Rabelo, 1997).

PPARYy je visoko eksprimiran u BAT i pozitivnho reguliSe ekspresiju
gena ukljucenih u proces proliferacije i diferencijacije BAT (Nedergaard i
sar., 2005). On to ¢ini u kooperaciji sa PGC-1a koji kao koaktivator
povecava verovatnocu vezivanja PPARy za regulatorne sekvence ciljnih
gena (Puigserver i sar., 1998).

PGC-1a je definisan u BAT kao hladnocom-indukovani
transkripcioni koaktivator neophodan za ekspresiju gena ukljucenih u
mitohondriogenezu i oksidativni metabolizam (Puigserver i sar., 1998).
Kao koaktivator brojnih transkripcionih faktora u procesu adipogeneze,
smatra se kljuénim regulatorom adaptivne termogeneze, ali ne i glavnim
regulatorom sazrevanja mrkih adipocita. Pokazano je da u odsustvu
PGC-1a i PGC-1pB preadipociti u kulturi zadobijaju karakteristike zrelih
adipocita, ali gube sposobnost mitohondriogeneze (Uldry i sar., 20006)
Sto bi moglo biti od velike vaznosti za proces regulacije uspostavljanja

termogenog fenotipa mrkih adipocita.
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1.2. TRANSKRIPCIONA REGULACIJA ADIPOGENEZE

Na osnovu brojnih in vitro studija pokazano je da tokom procesa
adipogeneze celije slicne fibroblastima prolaze kroz odredene morfoloske
promene i diferenciraju se u zrele adipocite u roku od 4-6 dana kada se
izloze odgovarajucoj hormonskoj stimulaciji (Green i Kehinde, 1975;

Chapman i sar., 1984; Entenmann i Hauner, 1996).

Tabela 1. Karakteristike razli¢itih stupnjeva adipogeneze. Modifikovano iz: Lefterova i
Lazar, 2009. Trends Endocrinol Metab. 20: 107-14.

Mezenhimski prekursor Proliferacija
Sposobnost diferendijacije ka mnogim linijama

.Opredelieni“ preadipocit Proliferacija
Usmeravanie diferencijacije ka adipocitnoj liniji
Morfolo3kinalik fibroblastu

Preadipocit zaustavljen v razvoju Nemogu¢nost proliferacije usled kontakine inhibicije

Mitotska klonska ekspanzija Ponovniulazak v ¢elijski ciklus indukovan hormonskom stimulacijom
Vise cklusa ¢elijske deobe
Indukdija (/EBPB i C/EBPS ekspresije i aktivnosti

Terminalna diferencijocija Zastoj Celijskog ciklusa
Indukdija PPARy i C/EBPS ekspresije
Transkripciona aktivnost adipocitnih gena(geni za metabolizam lipida i uglienih hidrata, adipokini)

Zreli adipocit Visoka ekspresijo adipocitnih gena
Transkripciona aktivnost PPARy, (/EBPS i (/EBPP
Morfolo3ki, krupna lipidna tela zavzimaju vedi deo ¢elijske zapremine

Diferencijacija adipocita od prekursorskih celija je sloZzen proces,
odigrava se kroz nekoliko stupnjeva (Tabela 1) i ukljucuje kompleksnu i
visoko orkestriranu mrezu transkripcionih faktora. Istrazivanja u ovom
smeru su dodatno otezana Ccinjenicom da se gotovo svakodnevno
pronalaze i opisuju novi faktori, sinergistickog i/ili antagonistickog
delovanja.

Najznacajniji i najviSe ispitivani transkripcioni faktori u procesu
adipogeneze su PPARy i C/EBPa (engl CCAAT/enhancer-binding
protein a). Indukcija ova dva faktora karakteristicna je za period
terminalne diferencijacije i dovodi do obrazovanja krajnjeg fenotipa

mrkih adipocita (Shao i Lazar, 1997).
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Ppary
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Slika 5. Model transkripcionog delovanja PPARy i C/EBPa tokom adipogeneze.
Modifikovano iz: Lefterova i Lazar, 2009. Trends Endocrinol Metab. 20: 107-14.

C/EBPa pripada porodici visoko konzerviranih proteina i o
njegovom znacaju u procesu adipogeneze in vivo govori Cinjenica da
delecija ovog gena kod miSeva rezultuje nemogucnoScu miSeva da
deponuju lipide (Wang i sar., 1995). Pored C/EBPaq, identifikovana su
jos Cetiri ¢clana ove porodice: pro-adipogeni faktori - C/EBPB i C/EBPS, i
anti-apoptogeni faktori - C/EBPy i CHOP (CEBP homologni protein).
C/EBPB i C/EBP6 su indukovani tokom ranih faza diferencijacije i
zajedno indukuju ekspresiju C/EBPa i PPARy (Farmer, 2006).

Iako je vaznost C/EBPa potvrdena, precizna uloga u adipogenezi
nije jasna, delom zbog sinergistickog odnosa sa PPARy. Pored toga Sto
medusobno reguliSu ekspresiju (Rosen i sar., 2002), C/EBPa i PPARy
pokazuju veliko preklapanje tokom vezivanja u regulatornim delovima
ciljnih gena koji su Cesto blizu jedan drugog (Slika 5) (Lefterova i Lazar,
2009).

Pored ova dva glavna regulatora adipogeneze, u proces
proliferacije i diferencijacije mrkih adipocita ukljucena je Citava mreza
aktivatora, ko-aktivatora, represora i ko-represora, koji sa druge strane
koordiniSu ekspresiju proteina vaznih za uspostavljanje krajnjeg
fenotipa mrkih adipocita. Poslednjih godina posebna paznja se pridaje
¢lanovima grupe KLF transkripcionih faktora (Slika 6) (engl. Kruppel-
like factor) koji se vezuju za CACCC/GC/GT — mesta u regulatornim
delovima ciljnih gena, kontroliSuci vazne bioloSke procese kao Sto su
proliferacija, diferencijacija, hematopoeza i progresija celijskog ciklusa

(Bray i sar., 2009). Do sada je opisano 17 clanova KLF porodice, od
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kojih se osam smatra klju¢nim komponentama transkripcione mreze
koja je odgovorna za kontrolu adipogeneze (Banerjee i sar., 2003; Oishi i

sar., 2005).

PRDM16

O
e &5

/\ KLF3,4,5,7,15

KLF2,6

CHOP
C/EBPy

C/EBPa
PPARy

GATA2 /\ /\

Sl COUP-TFII /\

FoxO1/
FoxC2/
FoxA2

Slika 6. Uloga pojedinih c¢lanova KLF transkripcionih faktora u determinaciji
diferencijacije prekursorskih éelija BAT. Zelenim linijama oznaceni su aktivatori, a
crvenim linijama inhibitori razviéa belih, mrkih adipocita i poprecno-prugastih
miSiénih celija. KLF15 je prvi otkriveni ¢lan za koji je pokazano da ima udela u
adipogenezi. Modifikovano iz: Rosen i sar., 2009. Expert Opin Ther Targets. 13: 975-86.

Prvi ¢lan KLF porodice za koji je pokazano da ucestvuje u procesu
adipogeneze jeste KLF15. Blokiranje ekspresije ovog faktora smanjuje
ekspresiju PPARy, klju¢énog regulatora diferencijacije mrkih adipocita
(Mori i sar., 2004). Uloga drugih ¢clanova je manje istrazena, ali se zna
da su neki od njih negativni regulatori adipogeneze (KLF2, KLF3, KLF7,
KLF11), dok ostali do sada ispitani faktori predstavljaju pozitivne
regulatore, koji deluju bilo direktno regulacijom ekspresije gena
odgovornih za proliferaciju i diferencijaciju adipocita ili indirektno,
putem regulacije unosa insulina u BAT (Bray i sar., 2009).

Pored transkripcionih faktora ukljuc¢enih u proliferaciju i
diferencijaciju, centralna uloga pripada faktorima koji reguliSu proces
mitohondriogeneze u BAT. Mitohondrije BAT se odlikuju neverovatnom
plasticnoscu koja se ogleda u brzim promenama veli¢ine, broja, mase,
oblika i ultrastrukture (Nisoli i sar., 2004; Petrovi¢ i sar., 2008). Ovi

procesi ukljucuju ekspresiju preko 1000 gena i oko 20% proteina celije,
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za Sta je neophodna strogo koordinisana ekspresija gena nukleusnog i
mitohondrijalnog genoma (mtDNK). Klju¢ne komponente elektron-
transportnog lanca u mitohondrijama kodirane su od strane mtDNK,
dok je replikacija mitohondrija kodirana nukleusnim genima, Ciji se
produkti iz citoplazme transportuju u mitohondrije.

Glavni faktori transkripcije mtDNK su nukleusni respiratorni
faktori 1 i 2 (engl. nuclear respiratory factor, NRF). NRF-1 kontroliSe
transkripciju gena koji kodiraju komponente elektron-transportnog
lanca formiraju¢i homodimere (Chan i sar., 1993; Villena i sar., 2002)
kao i proteine koji reguliSu replikaciju i transkripciju mtDNK
(Klingenspor i sar., 1996; Liang i Ward, 2006).

Regulacija mitohondrijalne biogeneze u mrkim adipocitima je pod
centralnom kontrolom PGC-1a, Sto je potvrdeno brojnim in vivo i in vitro
studijama (Uldry i sar., 2006; Lai i sar., 2008; OtaSevic i sar., 2011).
Dinamic¢ne promene koje se deSavaju tokom biogeneze mitohondrija u
BAT ukljucuju i druge proteine, medu kojima najznacajniju ulogu imaju
mitofuzini 1 i 2 (Mfn), GTPaze lokalizovane u spoljasnjoj membrani
mitohondrija (Nisoli i sar., 2004; Kuzmici¢ i sar., 2011) koje
omogucavaju fuziju mitohondrija, i Drpl protein (engl. Dinamin-related
protein 1, Drpl) (Slika 7) koji pripada velikoj porodici GTPaza koje su
neophodne za deobu mitohondrija (Chan, 2006; Liesa i sar., 2009).

Fis 1 B Mfn 1/2

~

Deoba Fuzija

Slika 7. Deoba i fuzija mitohondrija. Drpl pripada porodici velikih GTPaza
ukljucenih u deobu mitohondrija. Ovi proteini formiraju velike multimere koji imaju
oblik prstena i hidrolizom GTP omogucavaju nastanak dve nove mitohondrije. Mfn2
ima suprotnu ulogu, prvenstveno omogucava proces fuzije mitohondrija. Modifikovano
iz: Russell i sar., 2005. J Mol Cell Cardiol. 38: 81-91.
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Visoka termogena aktivnhost BAT zahteva dobro razvijenu
kapilarnu mrezu koja c¢e omoguciti brzo snabdevanje kiseonikom i
supstratima kao i odvodenje toplote do ciljnih organa i tkiva. Brojni su
radovi koji govore o komunikaciji endotelskih celija i preadipocita i/ili
mrkih adipocita preko autokrinih i parakrinih signala, komponenata
vancelijskog matriksa i meducelijskih veza (Varzaneh i sar., 1994;
Crandall i sar., 1997; Hutley i sar., 2001).

VEGF (engl. vascular endothelial growth factor) je neophodan
faktor formiranja krvnih sudova kod adulta i tokom razvica (Hausman i
Richardson, 2004; Petrovi¢ i sar., 2011) koji ostvaruje brojne uloge
dovodeci do procesa proliferacije i diferencijacije endotelskih
prekursorskih celija, angiogenog remodeliranja i vaskulogeneze (Adams
i Alitalo, 2007).

Dugotrajno izlaganje hladnoc¢i indukuje ekspresiju VEGF u BAT i
povecava prokrvljenost (Korac i sar., 2008) i stimuliSe njegovu sekreciju
in vitro (Fredriksson i sar., 2005). lako smo u naSim prethodnim
radovima pokazali da su adipociti i endotelske celije u neodvojivoj
strukturno-funkcionalnoj vezi u BAT, kako tokom aktivacije tako i
tokom inaktivacije tkiva (Korac i sar., 2008; Markeli¢ i sar., 2011), nije
poznato da li se procesi adipo- i angiogeneze pokrecu istovremeno
tokom prvih sati izlaganja hladnoci.

Novija istrazivanja fokusirana mna regulaciju mehanizama
ukljucenih u proces angiogeneze i na mogucu implikaciju u patoloSkim
stanjima kao Sto je kancer, pokazala su da endoglin (CD105),
transmembranski glikoprotein i komponenta receptornog kompleksa
faktora transformacije rasta [ (engl. Transforming Growth Factor-f,
TGF-B), predstavlja vazan marker proliferacije endotelskih celija
(Fonsatti i Maio, 2004). lako njegova precizna uloga nije razjasnjena,
istrazivanja ukazuju na ukljucenost ovog citokina u angiogenezi
(Barnabeu i sar., 2007). Da li je ovaj faktor eksprimiran u BAT i da li

izlaganje hladnoci dovodi do njegove indukcije do sada nije poznato.

11
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1.3. OSTALI FAKTORI UKLJUCENI U ADIPOGENEZU

Pored transkripcionih faktora, na proliferaciju i diferencijaciju
BAT uticu i brojni drugi faktori, kao Sto su razliCiti citokini, insulin i
insulinu-slican faktor rasta (Korac¢ i sar., 2003; Markeli¢ i sar., 2011),
brojni vancelijski signali, medu kojima posebnu vaznost imaju BMP
proteini (engl. bone morphogenic proteins).

BMP su c¢lanovi TGF-B superfamilije, i po otkricu pokazano je da
stimuliSu program diferencijacije osteogenih celija i da imaju vaznu
ulogu u kontroli embrionalnog razvica. Danas se zna da pored toga BMP
kontrolisu opredeljivanje stem celija ka razlicitim celijskim linijama, Sto
je pokazano i u WAT i u BAT (Slika 8). Pokazano je da mrki preadipociti
eksprimiraju nekoliko ¢lanova ove proteinske familije: BMP2, BMP4,
BMP6 i BMP7 i da su zaduzeni za indukciju akumulacije lipida, dok
samo BMP7 ima sposobnost da indukuje UCP1 i RNK ekspresiju (Tseng
i sar., 2008).

C@M

Embrionska
stem celija

- 7}// « Multipotentnost

Q“\;’/

Mezenhimska
progenitorska celija

BMP-4/ kMP-?
+ Opredeljenost

Proliferacija i multipotentnost

2
S
£ 1 ka jednoj liniji
= i
s s S ——
g \9) C
] Beli Mrki
% BMP-2 preadipocit preadipocit
£ TLy
o — -
3 BMP-4, ¥ {BMP-7 _y
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e +TZD diferencijacija
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Slika 8. Uloga BMP proteina u opredeljivanju prekursorskih celija tokom procesa
diferencijacije adipocita. Ukoliko eksprimira BMP7, =zajednicki multipotentni
prekursor moze da se diferencira u pravcu mrkih adipocita, dok ekspresija BMP4 vodi
ka diferencijaciji u beli adipocit. Modifikovano iz: Schulz i Tseng, 2009. Cytokine
Growth Factor Rev. 20: 523-31.
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1.4. POREKLO MRKIH ADIPOCITA

Dugo se smatralo da mrki i beli adipociti poticu od zajednicke
prekursorske celije jer za proces diferencijacije oba tipa celija zahtevaju
ekspresiju PPARy. Konverzija mrkih adipocita u bele i obrnuto -
transdiferencijacija, koja se deSava u odredenim depoima masnog tkiva
i pri odredenim stimulusima kao $to su hladnoca i tireoidni hormoni,
dodatno je potkrepljivala ovakav stav (Cinti, 2009).

Medutim, Timmons i saradnici (2007) su objavili rezultate rada u
kome su pokazali da mrki adipociti eksprimiraju Myf5 (engl. myogenic
regulatory factor 5) i da imaju svojstva miSicnih celija, ukazujuci na
mogucnost miogenog porekla. Godinu dana kasnije Seale i sar., (2008)
su pokazali da mrki adipociti vode poreklo od Myf5-pozitivnih miogenih
prekursora i da PRDM16 (engl. PRD1-BF1-RIZ1 homologous domain-
containing 16) transkripcioni faktor reguliSe diferencijaciju ovih
prekursora u pravcu razvoja mrkih adipocita ili poprecno-prugastih
miSicnih celija. Indukcija PRDM16 u ovoj studiji zavisi najvecim delom
od BMP7, kao i od ekspresije PPARy i C/EBP proteina. Takode,
ekspresija PRDM16 u WAT in vivo moze da dovede do pojave celija sa
karakteristicnom morfologijom mrkih adipocita koji eksprimiraju UCP1,
Cidea i PGC-1a, koji su specificni za mrke adipocite (Seale i sar., 2008).

Sa druge strane, podaci ukazuju na zajednicko poreklo mrkih

adipocita i endotelskih celija BAT (Tran i sar., 2012).

1.5. MRKO MASNO TKIVO COVEKA

Do nedavno je smatrano da BAT nema veci znacaj kod odraslih
ljudi, ali novija istrazivanja su pokazala prisustvo metabolicki aktivnog
BAT kod znacajnog procenta ljudi, kao i da je kolicina ovog tkiva

obrnuto proporcionalna indeksu telesne mase (engl. body mass index,
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BMI) i da se aktivira izlaganjem hladnoc¢i (Nedergaard i sar., 2007;
Cypess i sar., 2009; Virtanen i sar., 2009). Ovo saznanje u potpunosti je
promenilo sliku o humanom BAT. Zbog potencijalne uloge u gojaznosti i
oboljenjima koja su sa njom u vezi, interesovanje za mehanizme
nastanka i razvoja ovog tkiva je znacajno poraslo poslednjih nekoliko
godina.

Do sada je postignut znacajan napredak u definisanju
transkripcionih faktora koji kontroliSu terminalnu diferencijaciju
preadipocita u zrele mrke adipocite. Medutim, mehanizmi koji dovode
do diferencijacije mezenhimske stem celije (MSC) u preadipocite nisu
poznati. Istrazivanja sa jedne strane otezava nedostatak molekulskih
markera koji su karakteristicni za preadipocite, a sa druge strane
njihova morfoloska heterogenost unutar istih depoa BAT, a narocito
heterogenost u pogledu adipogenog potencijala (Lefebvre i sar., 1998;
Kajimura i sar., 2010).

Literaturni podaci pokazuju da razvice BAT kod coveka pocinje
oko XX nedelje gestacije i nastavlja se joS neko kratko vreme po
rodenju, kada ¢ini 1% ukupne telesne mase (Avram i sar., 2005). Kod
fetusa i novorodencadi BAT se srece u definisanim regionima u telu oko
srca i velikih krvnih sudova, traheje, jednjaka; prisutno je u podrucju
aksile, oko bubrega, nadbubrega i pankreasa, a narocito u
interskapularnom regionu (Slika 9) (Gesta i sar., 2007).

Za razliku od pacova koji se radaju sa nezrelom hipotalamo-
hipofiznom osom, i koji se po rodenju grupiSu zajedno u cilju
odrzavanja telesne temperature, covek se rada sa oformljenom
hipotalamo-hipofiznom osom. Samim tim, koli¢ina UCP1 kod ljudi je
najveca po rodenju, Sto olakSava prelazak na neonatalnu
termoregulaciju, dok se kod pacova ekspresija UCP1 povecava posle

rodenja (Cannon i sar., 1988).
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Slika 9. Lokalizacija BAT kod coveka. Kod fetusa i novorodencadi BAT se srece u
definisanim oblastima tela i najzastupljenije je u interskapularnom regionu. Novija
istrazivanja su pokazala prisustvo metaboli¢ki aktivnog BAT kod odraslih, Sto je dovelo
do povecanog interesovanja za proucavanje mehanizama koji se nalaze u osnovi
adipogeneze. Modifikovano iz: Enerback, 2010. Cell Metabolism. 11: 248-52.

Dosadas$nji literaturni podaci o mehanizmima regulacije razvoja
fetalnog BAT (fBAT) proizilazili su iz studija na zZivotinjama, uglavnom
pacova. Sada, kada je pokazano prisustvo BAT kod adulta, fBAT
predstavlja vazan model za proucavanje mehanizama koji dovode do
hiperplazije ovog tkiva, obzirom da u ovom stanju uvecanje BAT nije
indukovano hladnocom.

Smatra se da su hormoni glavni regulatori razvica i funkcije BAT i
pored noradrenalina i insulina, estrogen ima centralni efekat u
regulaciji potrosnje energije kako kod Zenskog tako i kod muskog pola
(Frayn i sar., 2003; Pallottini i sar., 2008). Estrogen ima vaznu ulogu u
metabolizmu BAT reguliSuc¢i lipogeni i lipoliticki put. Pored toga
estrogen moduliSe ekspresiju adipogenih transkripcionih faktora, kao i
proliferaciju i diferencijaciju adipocita (Rodriguez-Cuenca i sar., 2005).
Nedostatak estrogena je pracen smanjenjem UCP1 ekspresije kod
pacova i poremecajem termogeneze (Monjo i sar., 2003). Cinjenica da
estrogen ima vaznu ulogu u determinaciji broja adipocita u WAT

ukazuje na njegovu ulogu u adipogenezi (Cooke i Naaz, 2004).
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Svoju fizioloSku funkciju estrogen ostvaruje preko dva receptora,
estrogenskog receptora alfa (ERa) i beta (ERB). Ovi receptori pripadaju
superfamiliji nukleusnih receptora i funkcioniSu kao ligand-zavisni
transkripcioni faktori (Slika 10). Nakon vezivanja liganda, receptori
dimerizuju, formirajuc¢i homo- i/ili heterodimere. Kompleks ligand-
receptor ulazi u nukleus gde se vezuje za ERE (engl. estrogen response
element) mesto u promotoru ciljnih gena (Heine i sar., 2000; Matthews i
Gustafsson, 2003). Pokazano je da su oba tipa receptora eksprimirana
u WAT i da je samo ERa eksprimiran u preadipocitima (Joyner i sar.;

2001; Deroo i Korach, 2006).

ﬁ’ -+ Estrogen

‘—' Estrogenski receptor (ER)
.-—. Kofaktor

Koa ktivatori

Poveéanje ;
proli‘:facije
iraz e 2

. #’s’* i

Slika 10. Regulacija genske ekspresije estrogenom. Najve¢im delom estrogen
ostvaruje direktan efekat reguliSuci ekspresiju gena u nukleusu vezivanjem zajedno sa
receptorom za ERE mesto u regulatornim delovima ciljnih gena. Modifikovano iz:
Kumar i Kumar, 2008. Cancer Therapy. 6: 655-64.

16



2.CILJ ISTRAZIVANJA

Svetska epidemija gojaznosti kao i oboljenja koja su u vezi sa
njom, izazvali su talas interesovanja za proucavanje biologije masnog
tkiva poslednjih dvadeset godina. Ova proucavanja su dodatno
potkrepljena novim istrazivanjima koja su pokazala da je fizioloski
aktivno BAT prisutno kod odraslih ljudi i da se ono moze stimulisati
izlaganjem hladnoci, Sto predstavlja mogucnost pronalaska nacina

regulacije potroSnje energije.

U tom kontekstu, ispitace se ekspresija proteina odgovornih za
stvaranje fenotipa mrkih adipocita (UCP1, PPARy i PGC-1q) ali i drugih
transkripcionih faktora uklju¢enih u proces adipogeneze tokom prvih
sati hladnocom indukovane hiperplazije kod pacova kao i tokom razvoja
humanog fBAT. Pored toga, bice ispitivana njihova posttranslaciona
regulacija, pre svega proteina ukljucenih u proces biogeneze

mitohondrija.

Takode, sprovesce se detaljna ultrastukturna, imunocito- i
imunohistohemijska analiza BAT u cilju utvrdivanja uticaja izlaganja
hladno¢i na proliferaciju i diferencijaciju celija, angiogenezu i
mitohondriogenezu kao i utvrdivanje uskladenosti ekspresije gena sa

odgovarajucim strukturnim promenama.

Iz tog razloga, ispitivanje molekulskih osnova integracije razlic¢itih
proadipogenih i antiadipogenih transkripcionih faktora, kao i odgovora
kljuénih regulatornih gena termogeneze tokom ranih sati izlaganja
hladnoci i fetalnog razvoja BAT izveSce se u cilju boljeg razumevanja

mehanizama koji se nalaze u osnovi hiperplasticnog odgovora BAT.
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3. MATERIJAL I METODI

3.1. PLAN EKSPERIMENTA

Transkripciona regulacija hiperplazije BAT ispitivana je na
modelu izlaganja zivotinja hladnoci kao i tokom razvoja BAT u fetalnom
periodu kod ljudi.

3.1.1. Model hiperplazije BAT pacova indukovane hladnoéom

U eksperimentu su koriS¢eni muzjaci pacova Mill Hill soja,
starosti 60 dana, sa telesnom masom na pocetku eksperimenta 200 +
10 g. U toku eksperimenta zivotinje su hranjene briketiranom hranom i
vodom ad libitum uz pravilan dnevno nocni ritam. Eksperiment je
odobren od strane Etickog komiteta Instituta za bioloSka istrazivanja

»SiniSa Stankovic®, Univerziteta u Beogradu.

Zivotinje su podeljene na ukupno sedam eksperimentalnih grupa
a svaku eksperimentalnu grupu cinilo je po Sest Zivotinja. Prva grupa,
oznacena kao kontrolna je sve vreme trajanja eksperimenta boravila na
sobnoj temperaturi (22 = 1 °C). Preostalih Sest grupa izlagano je
hladno¢i (4 £ 1 °C) u razli¢itom trajanju. Zivotinje su Zrtvovane u isto
vreme, nakon 3, 6, 12, 24, 48 i 72 sata izlaganja hladnoci, odnosno 72
sata boravka na sobnoj temperaturi (kontrola).

Interskapularni depo BAT izolovan je u celosti i nakon ¢iScenja od
WAT, veziva i miSica, deo tkiva je odvajan i pripreman za svetlosnu i
elektronsku mikroskopiju, dok je preostali deo korisScen za Western blot

i RT-PCR (engl. real-time polymerase chain reaction) analizu.
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3.1.2. Hiperplazija BAT coveka tokom fetalnog razvoja

U eksperimentu su koriSceni uzorci humanog BAT fetusa muskog
pola, starosti XV-XXIII nedelje. fBAT je uzet odmah po obavljenom
medicinski indukovanom prekidu trudnoce. Nakon rutinske provere
zdravstvenog stanja majki i histopatoloSkih i genetickih analiza kojima
su iskljuceni poremecaji u razvoju fetusa odabrani su uzorci za analizu.
Eksperiment je odobren od strane Komisije za eti¢nost ispitivanja na
ljudima Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu.

Deo fBAT uzet iz aksilarnog regiona je oc¢iS¢en od okolnog tkiva i
pripremljen za Western blot analizu, dok je drugi deo pripremljen za

svetlosnu i elektronsku mikroskopiju.

3.2. RT-PCR ANALIZA TKIVA

3.2.1. Priprema tkiva za RT-PCR

Prvi korak u pripremi tkiva za RT-PCR jeste izolovanje RNK. U tu
svrhu, tkivo je homogenizovano u TRIzol reagensu (Invitrogen, SAD),
monofaznom rastvoru fenola i guanidin-izotiocijanata, koji razara celije
ne remeteci integritet RNK. Zatim je homogenat inkubiran sa
hloroformom (za odvajanje faza) na sobnoj temperaturi, 2-3 min, pa
centrifugiran na 10000 g, 15 min, na 4 °C. Gornjem vodenom sloju
supernatanta je dodat izopropil alkohol da precipitira RNK (preko noci
na —80 °C). Talog dobijen nakon centrifugiranja na 12000 g, 10 min, 4
°C, ispran je 75% etanolom za odstranjivanje tragova fenola. Po
centrifugiranju na 7500 g, 5 min, na 4 °C u talogu je dobijena RNK koja
je rastvarana u DEPC (dietilpirokarbonat, ICN, Srbija) vodi.

Nakon izolacije ukupne RNK, vrSeno je njeno preciScavanje
DNKaznim tretmanom komercijalnim DNA-free™ kompletom (Ambion,

SAD).
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Jednolancana cDNK je sintetisana iz 1 pg RNK i 0.5 pg oligo(dT)
prajmera (Invitrogen, SAD) koriS¢enjem 100 U M-MLV reverzne

transkriptaze (Promega, SAD).

3.2.2. RT-PCR u realnom vremenu

Za odredivanje promena na nivou iRNK u BAT pacova koriScen je
metod RT-PCR u realnom vremenu. Relativha ekspresija je odredena
direktnim poredenjem dobijenih Ct vrednosti, koje su normalizovane
prema endogenoj kontroli. Ct vrednost se definiSe kao tacka u kojoj
amplifikaciona kriva sece "treshold" (treshold cycle) vrednost i
predstavlja broj ciklusa kada amplifikacija ulazi u eksponencijalnu
fazu.

Pre odredivanja nivoa ekspresije ciljnog gena uradeni su
validacioni eksperimenti koji su pokazali pribliZzno jednako variranje
promene Ct vrednosti odgovarajuceg ciljnog gena i endogene kontrole za
niz serijskih dilucija cDNK. U naSim uzorcima se kao adekvatna
endogena kontrola pokazala 18S rRNK (engl. 18S ribosomal RNK).
Nakon toga uradena je RT-PCR detekcija.

U RT-PCR je koriscen iQ™ SYBR GreenSupermix (Bio-Rad, CA)
koji sadrzi 100 mM KCI, 40 mM Tris-HCI, pH 8.4, 0.4 mM od svakog
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), iTaq DNK polimerazu, 50 jedinica/ml,
6 mM MgCly, inerkalirajucu boju - SYBR Green I, 20 nM fluorescein i
stabilizatore. Sekvence prajmera su preuzete iz Banke Prajmera

(http:/ /pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) (Tabela 2).

RT-PCR reakcija je izvedena u 20 ul reakcione zapremine. Svaka
reakciona smesa sastojala se od: 10 ul iQ™ SYBR GreenSupermix 2x,
po 0.25 pl svakog od prajmera finalne koncentracije 200 nM, 0.4 ul
ROX (Invitrogen, SAD) i Nuclease free vode do 20 pl ukupne zapremine
smesSe. Po 16 ul reakcione smeSe i 4 ul cDNK (10 ng RNK prevedeno u
cDNK) dodato je u odgovarajuce mesto na opticku plocu za RT-PCR. Za
svaki set prajmera ukljucena je i negativna kontrola (bez cDNA), da bi

verifikovali odsustvo nespecificne amplifikacije (dimere prajmera ili

20



Materijal i metodi

kontaminaciju). Sve reakcije su izvedene na aparatu ABI Prism 7000
Sequence Detection System, pod sledec¢im uslovima: inicijalni korak
denaturacije 3 min na 95 °C, koji je pracen sa 40 ciklusa 15 sec na 95
°C, 15 sec na 55 °C i 30 sec na 72 °C. Svaki uzorak je raden u
triplikatu, a srednja vrednost je uzeta za dalja izracunavanja. U svaku
analizu je bila ukljuc¢ena endogena kontrola zbog korekcije internih
razlika u efikasnosti amplifikacije, a svaki uzorak je normalizovan na
nivo ekspresije svoje endogene kontrole.

Kvantifikacija je uradena komparativnim C:; metodom. Koli¢ina
ciljnog gena, normalizovanog na nivo ekspresije svoje endogene kontrole
i izrazena relativno u odnosu na kalibrator, data je formulom 2-22Ct gde
je AACt = AC:t ciljnog gena - ACt endogene kontrole. Kalibrator predstavlja kontrolni
uzorak (zivotinje koje su boravile na sobnoj temperaturi). Rezultati su
izrazeni kao procenat u odnosu na adekvatnu kontrolnu grupu (grupa
zivotinja koja je boravila na sobnoj temperaturi) kojoj je dodeljena
vrednost od 100%.

3.2.3. Statisticka obrada rezultata dobijenih RT-PCR analizom

Statisticka znacajnost dobijenih rezultata testirana je Graph Pad
Software 3.03 programom. Za poredenje rezultata izmedu grupa
koriscena je ANOVA. Statisticka znacCajnost rezultata je odredivana
Tukey testom. Za najnizi stepen znacajnosti uzeta je vrednost

verovatnoce p<0.05.
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Tabela 2. Sekvence prajmera koriS¢enih u RT-PCR.

Gen Forward Reverse
18S rRNK 5-CAC GGA CAG GAT TGA CAG AT-3’ 5-CAA ATC GCT TCA TCA ACT AA-3’
UCP1 5-GTG AAG GTC AGA ATG CAA GC-3’ 5-AGA GCC CCC TTC ATG AGG TC-3’
PPARYy 5-TTC TGG CCC ACC AAC TTC-3’ 5-CCC ACA GAC TCG GCA CTC-3’
PPARS 5-AGA TGG TGG CAG AGC TAT GAC-3’ 5-TCT CCT CCT GTG GCT GTT CC-3’
mtDNK 5-TTG ATC AAC GGA CCA AGT TAC-3’ 5-CTG GAT TGC TCC GGT CTG A-3’
PGC-1la 5-CGC ACA ACT CAG CAA GTC CTC-3’ 5-CCT TGC TGG CCT CCA AAG TCT C-3’
CEBP/a 5-GCC AAG AAG TCG GTG GAT AA-3’ 5-CGG TCA TTG TCA CTG GTC AA-3’
Myf5 5-GAA GGG AAG ACA AGC AGC AC-3’ 5-GCA AAA AGA ACA GGC AGA GG-3’
VEGF 5-AAC CAT GAA CTT TCT GCT CTC TTG-3’ 5-GCC TGG CTC ACC GCC TTG GCT TGT C-3’
Endoglin 5-GGT ACA GTG CAT CGA CAT GG-3’ 5-GCT GGC CTA GCT CTA TGG TG-3’
FABP4 5-ATG TGT CAT GAA AGG CGT GA-3’ 5-AAA CCA CCA AAT CCC ATC AA-3’
KLF9 5-GTC ACG ACC AGA GTG CTT CA-3’ 5-GGT GTG CTC TTG CTT GCA TA-3’
KLF15 5-AGA GGA AGC CAT GCT GAG AA-3’ 5-GGC TCC ATT TGT CTT GCA TT-3’
BMP4 5-GAC CCT GGT CAA CTG CGT TA-3’ 5-CTC CAC CAC CAT CTC CTG AT-3’
BMP7 5-GCT GCC ACT AGG TCT TCC TG-3’ 5-TCA GGA GAG GTG CTT GGT CT-3’

3.3. WESTERN BLOT ANALIZA TKIVA

3.3.1. Priprema tkiva za Western blot

Tkivo je macerirano, a zatim homogenizovano u RIPA (engl. radio
immuno precipitation buffer) (2 M NaCl, 10% Triton X-100, 0.5 M TRIS,
10% SDS, pH 7.5) puferu sa proteaznim inhibitorima (Roche,
Svajcarska), tri puta deset sekundi sa deset sekundi pauze. Sonifikacija
uzoraka je vrSena na jacini od 10 kHz, tri puta petnaest sekundi sa po

petnaest sekundi pauze. Potom je sonifikat cenrifugiran u Beckam
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ultracentrifugi, 90 min na 85000 g. Dobijeni supernatanti su koriSceni

za Western blot analizu.

3.3.2. Odredivanje koncentracije proteina

Kolicina proteina je odredivana po metodi Lowry i saradnika
(1951). Metoda se zasniva na reakciji peptidnih veza i Cu** jona u
alkalnoj sredini i reakciji fosfo-molibdensko fosfo-volframovog reagensa
sa aromati¢nim aminokiselinama (triptofan i tirozin) u polipeptidnim
lancima. Nastalo kompleksno jedinjenje plave boje ima maksimum
apsorbcije na 500 nm. Intenzitet boje je proporcionalan koncentraciji
proteina koja se oCitava sa standardne krive, konstruisane merenjem
apsorbance rastvora albumina na 500 nm. Koncentracija proteina se

izrazava u mg/ml.

3.3.3. Elektroforeza proteina

Proteini su razdvajani po molekulskim masama SDS-
poliakrilamidnom elektroforezom (SDS-PAGE) u BioRad Mini-PROTEAN
III sistemu. KoriSceni gelovi za razdvajanje bili su razli¢ite procentnosti,
zavisno od molekulske mase trazenog proteina, a gelovi za
koncentrovanje 5% (5% akrilamid/bisakrilamid; 0.1% SDS; 0.125 M
Tris, pH 6.8). Polimerizacija gelova je omogucena dodavanjem 0.05%
amonijum persulfata (APS) i 0.033% N,N,N',N'-tetrametil-etilendiamina
(TEMED). Pufer za rezervoare se sastojao od 0.192 M glicina, 0.1% SDS
i 0.025 M Tris, pH 8,3. U odredenu zapreminu proteinskog rastvora
dodata je jednaka zapremina pufera za uzorke (4% SDS; 20% glicerol;
10% B-merkaptoetanol; 0.125 M Tris, pH 6.8; 0.025% brom fenol plavo),
a zatim su uzorci kuvani 5 min. Za detekciju VEGF na gelove je
nanosSeno po 15 mg proteina, dok je za pracenje ostalih proteina u
eksperimentu nanoSeno po 10 mg proteina. Na gelove je nanoSen i
proteinski marker u cilju odredivanja molekulskih masa (Fermentas,
SAD). Elekroforeza je trajala 60 min pri konstantnom naponu od 120V.

Nakon elektroforeze, gelovi su koriS¢eni za Western blot.
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3.3.4. Western blot

Nakon elektroforeze je vrSen transfer proteina sa gelova na PVDF
(engl. Polyvinylidene fluoride) membrane (Hybond-P, Amersham, UK).
Membrane su aktivirane u metanolu (10 sec). Membrane i gelovi su
pakovani i smesStani u rezervoare sa transfer puferom (0.192 M glicin,
20% metanol i 0.025 M Tris, pH 8.3). Prenos proteina sa gelova na
membrane odvijao se pri konstantnom naponu od 100 V, 60 min.
UspesSnost transfera je proveravana 5% Ponceau S bojom rastvorenom u
glacijalnoj sircetnoj kiselini. Zatim su membrane inkubirane 1 h na
sobnoj temperaturi u serumu za blokiranje slobodnih mesta na
membrani - 5% BSA (engl. bovine serum albumine) u TBS-T (0.05%
Tween20 u 1.5 M NaCl, 0.2 M Tris, pH 7.4).

3.3.5. Detekcija proteina nakon Western blota

Western blot je raden na kvantitativan nacin (Tienrundroj i sar.,
1987). Po blokiranju, membrane su inkubirane sa odgovarajucim
primarnim antitelima rastvorenim u 5% BSA, preko noc¢i, na 4 °C.
KoriScena primarna antitela su data u Tabeli 3. Nakon inkubacije i
ispiranja viSka primarnog antitela, membrane su inkubirane sa
odgovarajucim sekundarnim antitelima dobijenim imunizacijom koze na
IgG zeca, odnosno miSa (engl. goat-anti rabbit, Santa Cruz
Biotechnology, SAD. i goat-anti mouse, BD Bioscience Pharmingen,
SAD), u razblazenju 1:2000 (antitelo: 5% BSA), 2 sata, na sobnoj
temperaturi. Po inkubaciji, membrane su ispirane TBS rastvorom, 30
minuta na sobnoj temperaturi. Za vizuelizaciju proteina membrane su
inkubirane u hemiluminiscentnom supstratu, luminolu, uz dodatak
H>02 (3 min). Nakon toga, rentgen filmovi (Hyperfilm, Amershcam, UK)
su izlagani ekscitovanom luminolu sa membrana (0.5-2 min). Filmovi
su razvijani, pa skenirani i koriSceni za kvantifikaciju proteinskih traka.

Alternativno, membrane su inkubirane u rastvoru 4-hloro-a-

naftola uz dodatak H202 do pojave traka (2-10 min), reakcija je
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prekidana ispiranjem membrane u destilovanoj vodi, a membrane su

potom skenirane za kompjutersku kvantifikaciju.

Tabela 3. Primarna antitela koriSéena za Western blot.

Antigen Poreklo Proizvodac Kataloski broj Razblazenje
UCP1 Zecje Abcam, UK ab10983 1:1000
PPARYy Zecje Abcam, UK ab19481 1:400
PCNA Zecje  Santa Cruz, SAD sc-7907 1:300
BMP7 Zecje Abcam, UK ab56023 4 ug/ml
PGC-1la Zecje Abcam, UK ab5448 1:1000
Drpl Zecje Abcam, UK ab93942 1 ug/ml

Mtf2 Misje Abcam, UK ab56889 2 ug/ml
VEGF Misje Abcam, UK ab68334 5 ug/ml

3.3.6. Kvantifikacija rezultata dobijenih Western blot analizom 1

statisticka obrada rezultata

Kvantifikacija je radena pomocu softverskog paketa ImageQuant.
Rezultati izrazeni putem integracije volumena predstavljaju sumu
vrednosti svih piksela pobudenih signalom (1 piksel= 0.007744 mm?)
unutar oznacenog objekta, u naSem slucaju trake, vizuelizovane na
prethodno objasnjen nacin. Ova vrednost, umanjena za background tj.
fon pozadine, predstavlja volume (tj. intenzitet zatamnjenja na celoj
povrSini trake).

Statisticka znacajnost rezultata je odredivana ANOVA testom.
Primenom ovog testa, moguce je proceniti da li je razlika izmedu dve
grupe znacajna (posledica primenjenog tretmana), ili ne (rezultat
slucajne greske). Za najnizi stepen znacajnosti uzeta je vrednost

verovatnoce p<0.05.
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3.4. ANALIZA TKIVA NA NIVOU SVETLOSNE
MIKROSKOPIJE

3.4.1. Priprema tkiva za svetlosnu mikroskopiju

Za histolosku analizu, jedan deo BAT je fiksiran u 4% neutralnom
formalinu. Nakon ispiranja 24 casa cesmenskom vodom, tkivo je
dehidratisano kroz seriju alkohola rastuce koncentracije, prosvetljeno u
ksilolu i ukalupljeno u paraplast (5 casova, na temperaturi od 58 °C).

Dobijeni kalupi tkiva seceni su serijski na preseke debljine 5 um.

3.4.2. Imunohistohemijska tehnika detektovanja proteina

streptavidin-biotin metodom

Imunohistohemijsko obelezavanje specificnih antigena radeno je
senzitivnom tehnikom biotin/streptavidin peroksidaznog bojenja
pomocu komercijalnog LSAB kompleta (Dako Scientific, Danska). Citav
postupak se odvija na sobnoj temperaturi, osim inkubacije u
primarnom antitelu koja se vr§i na 37 °C, 2.5h.

Preseci su deparafinisani ksilolom (2 x 5 min), a rehidratisani
kroz seriju rastvora etanola opadajucih koncentracija (100% i 95%) sve
do vode (sve po 5 min inkubacije). Nakon toga su inkubirani 10 minuta
u 3% rastvoru H202 u metanolu, da bi se blokirala endogena
peroksidaza. Po blokiranju preseci su ispirani 0.01M PBS (engl
phosphate-buffered saline) (0.01M NaHPO4, 0.9% NaCl, pH 7.2), pa
inkubirani 2.5 h u primarnom antitelu na 37 °C (vlazna sredina).

KoriScena su zeCja primarna antitela na: PCNA i ERa, (Santa
Cruz, SAD) u razblazenju 1:200; UCP1 (1:700), BMP7 (5 ng/ml),
noradrenalin (1:500), VEGF (10 pg/ml), PPARy (1:50) i PGC-1a (1:300)
(Abcam, UK); Ki-67 razblazenja 1:30 (Dako Scientific, Danska) i ERf
razblazenja 1:1500 (GeneTex, SAD). Uklanjanje nevezanih antitela je
vrSeno ispiranjem u PBS, nakon c¢ega su preseci inkubirani u

biotinizovanoj smesSi sekundarnih antitela - Yellow link (smesSa anti-
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miSjih, anti-ze¢jih i anti-kozjih antitela iz LSAB kompleta) tokom 25
min. Posle ispiranja u PBS izvrSena je inkubacija streptavidin-HRP
(engl. horseradish peroxidase) kompleksom - Red Streptavidin iz
pomenutog kompleta, inkubiranjem tokom 25 minuta. Nakon ovoga su
preseci ispirani u PBS.

Za vizuelizaciju imunokompleksa koriscen je 0.05% 3,3’
diaminobenzidin (DAB, Sigma-Aldrich Chemie, Nemacka) rastvoren u
PBS, u prisustvu H20,. Reakcija je prekinuta posle 10 minuta
ispiranjem u cesmenskoj vodi. Nakon toga vrSeno je kontrastno bojenje
hematoksilinom i prekinuto cesmenskom vodom. Po zavrSenom bojenju,
preseci su dehidratisani kroz seriju alkohola rastucih koncentracija
(95%, 100%), i ksilol, pa montirani u DPX. Gotovi preparati su
posmatrani i slikani na svetlosnom mikroskopu DMLB (Leica

Microsystems, Nemacka).

3.4.3. Imunohistohemijska tehnika detektovanja i kolokalizacije

proteina fluorescentno-obelezenim antitelima

Fluorescentna imunohistohemijska detekcija proteina u
humanom f{BAT izvrSena je na parafinskim presecima debljine Sum,
deparafiniziranim i rehidratisanim rutinski, nakon cega se pristupilo
demaskiranju epitopa i ispiraju u PBS, na isti nac¢in kao za LSAB
metodu. Blokiranje nespecificnog vezivanja je izvrSeno inkubiranjem
preseka u 1% rastvoru BSA u 0.1% rastvoru Triton X deterdZenta u
PBS, 30 min. Preseci su, bez ispiranja zatim inkubirani sa smeSom
primarnih antitela na ERa (Santa Cruz, SAD) u razblazenju 1:200 i ERp
(GeneTex, SAD) u razblazenju 1:1500, preko noc¢i na 4 9C. Nakon
inkubacije preseci su isprani u PBS i inkubirani fluorescentno-
obelezenim odgovaraju¢im sekundarnim antitelima (anti-zec¢je/anti-
miSje fluorescinom (FITC) obelezeno antitelo, zapreminskog razblazenja
1:200 (Abcam, UK); anti-zecje/anti-miSje Alexa Fluor® 568 obelezeno
antitelo, zapreminskog razblazenja 1:2000, (Invitrogen, UK)), 30 minuta

na sobnoj temperaturi u mraku. Po ispiranju, preseci su montirani u
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Mowiol® (Polysciences, Nemacka) i analizirani na konfokalnom
mikroskopu LSM 510 (Carl Zeiss, Nemacka).

Isti postupak je upotrebljen za detekciju i kolokalizaciju ERa i
ERB sa PPARy i PGC-1la, koriSc¢enjem odgovarajucih sekundarnih
antitela. Primarna antitela su koriScena u razblazenju 1:50 za PPARy

(Abcam, UK) i 1:300 za PGC-1a (Abcam, UK).

3.4.3.1. Kvantifikacija i statisticka obrada rezultata kolokalizacije
proteina

Kvantifikacija  kolokalizacije = imunofluorescentno obelezenih
proteina je uradena na po deset mikrografija slikanih pod istim
uslovima uz pomo¢ ImageJ JACoP programa izracunavanjem

Pearsonovog koeficijenta korelacije (r) (http://rsb.info.nih.gov/ij/plugin

s/track/jacop.html), Bolte i Cordelieres, 2006). Vrednost Pearsonovog

korelacionog koeficijenta veca od 0.5 smatra se pouzdanim
pokazateljem kolokalizacije izmedu dve fluorofore, odnosno dva
fluorescentno obeleZzena proteina (Zinchuk i Zinchuk, 2008).

Rezultati su prikazani u vidu srednjih vrednosti za svaku grupu *
standardna greska (SE). Student t-test koriScen je za poredenje srednjih
vrednosti. Za najnizi stepen znacajnosti uzeta je vrednost verovatnoce

p<0.05.

3.5. ANALIZA TKIVA NA NIVOU TRANSMISIONE
ELEKTRONSKE MIKROSKOPIJE (TEM)

3.5.1. Priprema tkiva za TEM

Isecci tkiva velicine oko 1 mm?3 fiksirani su 2.5% glutaraldehidom
u fosfatnom puferu (0.1 M, pH 7.2) 4 Casa, pa postfiksirani 2% osmijum
tetroksidom u istom puferu, 4 ¢asa na sobnoj temperaturi. Uzorci su

dehidratisani serijom alkohola rastuce koncentracije i prosvetljeni u
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propilen-oksidu. Kalupljenje je izvrSeno u Araldit smoli (Fluka,
Nemacka) 72 ¢asa na temperaturi od 50 °C.

Dobijeni kalupi seceni su UC6 ultramiktrotomom (Leica
Microsystems, Nemacka) na tanke preseke (70 nm). Preseci su stavljani
na mrezice i kontrastrirani uranil acetatom i olovo citratom u EM stain
aparatu (Leica Microsystems, Nemacka). Za potrebe imunocitohemijske
detekcije proteina preseci su stavljani na mrezice presvucene olovkom
za poboljSanje adhezije preseka (Coat-Quick »Ge«, Agar Scientific Ltd,
UK). Preseci su posmatrani i snimani na TEM CM12 (Philips/FEI,
Holandija).

3.5.2. Imunocitohemijska metoda detekcije proteina (imunogold

metoda) na nivou TEM

Za detekciju ERa i ERB na ultrastrukturnom nivou u humanom
fBAT koriScena je imunocitohemijska metoda detekcije uz pomoc
sekundarnih antitela obelezenih cesticama zlata (imunogold metoda).
Nakon otkrivanja epitopa u citratnom puferu (3 minuta na 600W) i
ispiranja u 1% TBS-Tween (engl. Tris-buffered saline - Tween),
blokirano je nespecificno vezivanje antitela inkubacijom tankih preseka
u 5% rastvoru BSA u TBS-Tween, 1h na sobnoj temperaturi. Mrezice sa
presecima su potom nanoSene na kap primarnog antitela (anti-zecje
poliklonsko na ERa i anti-miSje monoklonsko na ER[p odgovarajuceg
razblazenja) i inkubirane preko noci na 4 °C. Po zavrSetku inkubacije
preseci su isprani u TBS-Tween (10 puta po 1 minut) a zatim inkubirani
ogovarajuc¢im sekundarnim antitelima (anti-miSje, odnosno anti-zecje
sekundarno antitelo, zapreminskog razblazenja 1:20, Abcam, SAD)
obelezenim Cesticama zlata veli¢ine 10 nm 1h na sobnoj temperaturi. Po
zavrSetku inkubacije, preseci su isprani u TBS-Tween (deset puta) i

destilovanoj vodi, osuSeni, posmatrani i snimani na TEM CM12.
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4. REZULTATI

4.1. ANIMALNI MODEL IZLAGANJA HLADNOCI

4.1.1. Efekat izlaganja hladnoéi na termogeni kapacitet BAT i

mitohondriogenezu

4.1.1.1. Ekspresija UCP1 u BAT

4.1.1.1.1. Koli¢ina UCP1 iRNK
Promene kolicine iRNK za UCP1 prikazane su na Grafiku 1.
Izlaganje pacova hladnoc¢i povecava kolicinu UCP1 iRNK vec¢ nakon
treceg sata (p<0.005) i odrzava se sve do kraja ispitivanog perioda.
Maksimalno povecanje koli¢ine iRNK za UCP1 u odnosu na kontrolu

zabelezeno je 6. sata izlaganja hladnodi.
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N 22+1 °C
EEH4+1°C

H  *%% *kk g

HH R B o

W e i e e

% od kontrole

N | FHH HH FEEH B B B
Kontrola 3 6 12 24 48 72

vreme (sati)

Grafik 1. Promena koli¢cine UCP1 iRNK u BAT tokom izlaganja hladnodi. *, poredenje
sa kontrolnom grupom; ***p<0.001.

4.1.1.1.2. Koli¢cina UCP1 proteina
Rezultati analize proteinske ekspresije UCP1 pokazuju da
izlaganje hladnoc¢i dovodi do povecanja kolicine UCP1 (p<0.001) tokom

6-Casovnog izlaganja hladnodi, kao Sto je slucaj sa iRNK (Slika 11).
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Slika 11. Promena koli¢ine UCP1 proteina u BAT tokom izlaganja hladno¢i. *,
poredenje sa kontrolnom grupom ***p<0.001.

4.1.1.1.3. Imunohistohemijska detekcija UCP1

U BAT pacova kontrolne grupe detektovana je blaga
imunopozitivnost na UCP1 lokalizovana u citoplazmi mrkih adipocita
(Slika 12).

Tri sata izlaganja hladnoci snazno indukuje imunopozitivnost na
UCP1 u citoplazmi mrkih adipocita, a reakcija je detektovana i u
vezivno-tkivnoj stromi, narocito oko kapilara. U ovoj grupi zapaza se
heterogenost medu celijama u smislu ekspresije UCP1. Naime, u BAT se
naizmeni¢no smenjuju grupacije manjeg broja celija koje su UCP1
pozitivne i grupacije celija koje su negativne za UCP1, tzv. ,Harlekin
efekat“. Ovaj efekat je zapazen kod svih ispitivanih grupa, ali je najvisSe
izrazen kod grupe koja je izlagana hladnoci tri sata. Pored povecanja
imunoreakcije u mrkim adipocitima, grupe koje su izlagane hladnoci
12-72 sata pokazuju reakciju i u citoplazmi unilokulusnih adipocita kao
i u pojedinim endotelskim celijama. Pored toga, uocena je lokalizacija
UCP1 u nukleusima mrkih adipocita, a najjaca nukleusna
imunopozitivnost zapazena je u grupi koja je izlagana hladnoci 72 sata.
Lokalizacija UCP1 u nukleusima mrkih adipocita je potvrdena

imunogold metodom (nasi neobjavljeni podaci).
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Na slici 13 prikazane su reprezentativnhe mikrografije preseka
tkiva grupe koja je izlagana hladnoci 72 sata na vecem uvelicanju. Kao
Sto se vidi, tkivo pokazuje celijsku heterogenost u pogledu ekspresije
UCP1, koji se eksprimira u najvecem broju mrkih adipocita ali
detektovani su i mrki adipociti sa potpunim odsustvom reakcije.

Heterogenost celija u pogledu ekspresije UCP1 smo zapazili ne
samo u mrkim adipocitima, vec¢ i u endotelskim i glatkim miSi¢nim

celijama vecih krvnih sudova BAT.
4.1.1.2. Imunohistohemijska detekcija noradrenalina

Za razliku od kontrolne grupe u kojoj je detektovana umerena
imunopozitivnost za noradrenalin, u svim ispitivanim tackama izlaganja
hladno¢i zabelezeno je povecanje imunoreakcije. Reakcija je
detektovana u nervnim zavrSecima, citoplazmi mrkih adipocita i
endotelskih celija i u vezivno-tkivnoj stromi oko krvnih sudova. Sa
povecanjem trajanja stimulusa reakcija na noradrenalin se detektuje i u
nukleusima mrkih adipocita i endotelskih celija, Sto je posebno izrazeno
u grupi koja je izlagana 72 sata hladnoci, gde je reakcija najvecim

delom zabelezena u nukleusima (Slika 14).
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Slika 12. Imunohistohemijska detekcija UCP1 u BAT kontrolne grupe (a) i grupa
izlaganih hladnodi (b-g). Orig. uvelicanje : 40x.
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Slika 13. Tkivna (celijska) specificnost UCP1 ekspresije u BAT. Ekspresija UCP1 je
detektovana u nukleusima mrkih adipocita (a), adipogeno-angiogenim klasterima (b,c)
i glatkim miSiénim celijama veéih krvnih sudova (d). Imunopozitivnost mrkih adipocita
se razlikuje izmedu celija (e,f) a detektovani su mrki adipociti (e) i endotelske celije (f)
koje nisu pokazale imunoreaktivnost (strelice). Orig. uvelicanje : 100x.
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Slika 14. Imunohistohemijska detekcija noradrenalina u BAT kontrolne grupe (a) i
grupa izlaganih hladnodi (b-g). Orig. uvelicanje: 40x.
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4.1.1.3. Ekspresija PPARy u BAT

4.1.1.3.1. Kolicina PPARy iRNK

U poredenju sa kontrolom, kod zivotinja izlaganih hladnoci
detektovano je znacajno povecanje ekspresije PPARy iRNK nakon 3, 6,
12, 72 (p<0.001) i 48 sati (p<0.05), dok je kolicina PPARy iRNK jednaka
kontroli posle izlaganja hladnoc¢i 24 sata (Grafik 2).
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Grafik 2. Promena kolicine PPARy iRNK u BAT tokom izlaganja hladnodi. *, poredenje
sa kontrolnom grupom; ***p<0.001; *p<0.05.

4.1.1.3.2. Kolicina PPARYy proteina

Na slici 15 prikazane su promene kolicine PPARy proteina u BAT.
Kod svih grupa izlaganih hladnoci zabelezen je znacajno visi nivo PPARy
proteina (p<0.001) u odnosu na kontrolu, a najveca vrednost je uocena

kod zivotinja koje su izlagane 24 sata.

4.1.1.4. Ekspresija PGC-1a u BAT
4.1.1.4.1. Kolicina PGC-1a iRNK

Grafik 3 prikazuje promene kolicine PGC-1a iRNK u BAT pacova
tokom izlaganja pacova hladnoci. Osim grupe izlagane hladnoc¢i 12 sati

kod koje se detektuje znacajno smanjenje (p<0.001) u odnosu na
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kontrolu, sve grupe pokazuju znacajno povecanje kolicine PGC-1a iRNK

(p<0.001).
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Slika 15. Promena kolicine PPARy proteina u BAT tokom izlaganja hladnodi. *,

poredenje sa kontrolnom grupom ***p<0.001.
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Grafik 3. Promena kolicine PGC-la iRNK u BAT tokom izlaganja hladno¢i. *,

poredenje sa kontrolnom grupom ***p<0.001.
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4.1.1.4.2. Kolicina PGC-1a proteina

Vremenski zavisne promene kolic¢ine PGC-la prikazane su na
slici 16. Tokom izlaganja hladnoci detektovano je znacajno povecanje
PGC-1a proteina u svim eksperimentalnim grupama u odnosu na

kontrolu, sa najvecom detektovanom vrednoscu nakon 24 sata.
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Slika 16. Promena koli¢ine PGC-la proteina u BAT tokom izlaganja hladnoéi. *,
poredenje sa kontrolnom grupom ***p<0.001.

4.1.1.5. Ultrastrukturna analiza mitohondriogeneze u mrkim
adipocitima

Na nivou TEM wuocava se da mitohondrije mrkih adipocita
kontrolne grupe variraju u pogledu veli¢ine i oblika i da poseduju mali
broj kristi slabije uredenosti (Slika 17).

U svim grupama koje su izlagane hladnoci povecava se broj
mitohondrija koje zadobijaju pravilan, loptast oblik i povecan broj
pravilno uredenih, paralelno postavljenih kristi.

Mitohondrije grupe izlagane hladnoc¢i 3 sata pokazuju najvecu
heterogenost u pogledu oblika. Naime, ,smenjuju® se mrki adipociti sa
klasicnim loptastim mitohondrijama i mrki adipociti sa veoma

raznolikim oblicima mitohondrija, od loptastih preko izduzenih do
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ovalnih, kao i mitohondrijama u deobi. Kriste ove grupe mitohondrija
jos uvek nisu u potpunosti diferencirane, za razliku od grupe koja je
izlagana hladno¢i 6 sati, kod koje je najveci broj mitohondrija u
potpunosti termogeno osposobljen, sa velikim brojem paraleno
postavljenih kristi. Pored njih uocavaju se i male, atipi¢ne mitohondrije
svetlog homogenog matriksa, najcesce bez kristi. Tokom daljeg izlaganja
hladnoci, pored toga Sto su mitohondrije brojne, uglavnom u fizickom
kontaktu sa lipidnim telima, zapaZzena su i brojna lipidna tela unutar
mitohondrija. U svim eksperimentalnim grupama uocena je
mitohondrijalna lokazilizacija uz endoplazmaticni retikulum. Najveci
broj velikih, ,megamitohondrija“ u kojima se vidi pregrupisavanje kristi

na polovima detektovano je u grupi izlaganoj hladnoci 24 sata.
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Slika 17. Mitohondrije BAT pacova kontrolne grupe (a) i grupa izlaganih hladnoéi (b-
g). Izlaganje hladno¢i dovodi do pojave mitohondrija razli¢itih oblika (b) i veli¢ine (c).
Mitohondrije su cesto lokalizovane uz lipidna tela dok se manja lipidna tela mogu
uoCiti u nekim mitohondrijama (c-insert). Pojava pravilno uredenih, paralelno
postavljenih kristi je uofena u svim grupama izlaganih hladnodi. Grupa izlagana
hladno¢i 24 sata pokazala je najvecu ucestalost pojave velikih mitohondrija u kojima
se zapaza pregrupisavanje kristi ka polovima (strelice). Orig. uvelicanje: 15000x, (d-
insert): 31000x.
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4.1.1.6. Kolicina mtDNK

U odnosu na kontrolnu grupu, kolicina mtDNK se znacajno
smanjuje kod grupa izlaganih hladno¢i 3, 12, i 72 sata (p<0.001), a
znaCajno povecanje se uocava 6. i 24. sata (p<0.005). Najveca vrednost
kolicine mtDNK je pokazana u grupi koja je izlagana hladnoci 6 sati dok
grupa koja je izlagana 48 sati nije pokazala promene, odnosno odrzala

je nivo mtDNK na kontrolnom nivou (Grafik 4).
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Grafik 4. Promena koli¢ine mtDNK u BAT tokom izlaganja hladnodéi. *, poredenje sa
kontrolnom grupom ***p<0.001, **p<0.01

4.1.1.7. Koli¢ina Drp1l proteina

Promene kolicine Drpl proteina prikazane su na slici 18. U
poredenju sa kontrolom, izlaganje zivotinja hladnoci znacajno (p<0.001)
povecava kolicinu Drpl proteina u svim ispitivanim vremenskim
tackama. Maksimalna vrednost je pokazana u grupi Zivotinja koje su

izlagane hladnoc¢i 24 sata.

4.1.1.8. Kolicina Mfn2 proteina

Rezultati proteinske ekspresije mitofuzina 2 (Slika 19) pokazuju

da izlaganje hladnoci povecava koli¢inu mitofuzina u svim ispitivanim
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tackama (p<0.001). Najveca zapazena proteinska ekspresija zabelezena

je nakon 6 sati izlaganja hladnoci.
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Slika 18. Promena koli¢ine Drpl proteina u BAT tokom izlaganja hladnodi. *,
poredenje sa kontrolnom grupom; ***p<0.001.
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Slika 19. Promena koli¢ine Mfn2 proteina u BAT tokom izlaganja hladnodi. *,
poredenje sa kontrolnom grupom; ***p<0.001.
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4.1.1.9. Kolicina NRF1 proteina

Slika 20 prikazuje da izlaganje hladnoc¢i povecava kolicinu
proteina NRF1 u svim ispitivanim tackama u poredenju sa kontrolom

(p<0.001).
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Slika 20. Promena kolicine Nrfl proteina u BAT tokom izlaganja hladnodi. *,
poredenje sa kontrolnom grupom ***p<0.001.

4.1.2. Efekat izlaganja hladno¢i na proliferaciju i diferencijaciju

celija adipogenog pula u BAT

4.1.2.1. Ekspresija CEBP/a
4.1.2.1.1. Kolicina CEBP/a iRNK

RT-PCR analiza za CEBP/a prikazana je na grafiku 5. Nivo
transkripta za CEBP/a izrazito je manji u svim ispitivanim tackama
eksperimenta tokom izlaganja hladno¢i (p<0.001) koje skoro u

potpunosti gasi transkripciju ovog gena u BAT pacova.
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Grafik 5. Promena kolicine CEBP/a iRNK u BAT tokom izlaganja hladnodi. *,

poredenje sa kontrolnom grupom ***p<0.001.

4.1.2.2. Ekspresija PPARS
4.1.2.2.1. Kolicina PPARS iRNK

Grafik 6 prikazuje znacajno variranje u koli¢ini PPARS iRNK

medu razli¢itim tackama izlaganja hladnoci.

Izlaganje hladnoc¢i 3

(p<0.001) i 12 sati (p<0.01) snizava koli¢inu transkripta u BAT pacova,
dok izlaganje 24 i 48 sati povecava kolicinu PPARS iRNK (p<0.001). U

grupi zivotinja koje su izlagane hladnoc¢i 6 i 72 sata kolicina iRNK

PPARS je na nivou kontrolne grupe.

22000+

N 22+1 °C

125004 EHEH4+1°C
3000+
150

% od kontrole

*
*
*

TITTTT11]
|ENEEEEEEENENENE] |ENEEENEN}

j‘x-

x

*

100+

-

ol -1
6 12

Kontrola 3

24 48

72

vreme (sati)

Grafik 6. Promena kolicine PPARS iRNK u BAT tokom izlaganja hladnoéi. *, poredenje

sa kontrolnom grupom ***p<0.005; **p<0.05.
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4.1.2.3. Ekspresija PCNA
4.1.2.3.1. Kolicina PCNA proteina

Promene kolicine PCNA proteina prikazane su na slici 21. U
poredenju sa kontrolom, izlaganje Zivotinja hladnoci (p<0.001) pokazuje
tendenciju rasta ekspresije PCNA proteina u svim ispitivanim
vremenskim tackama, osim 6. sata, kada je detektovano znacajno

smanjenje (p<0.05).
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Slika 21. Promena kolicine PCNA proteina u BAT tokom izlaganja hladnodi. *,
poredenje sa kontrolnom grupom ***p<0.001; *p<0.05.

4.1.2.3.2. Imunohistohemijska detekcija PCNA

BAT kontrolne grupe zivotinja pokazalo je veoma blagu
imunopozitivnost za PCNA (Slika 22), prevashodno u vezivno-tkivnoj
stromi ali i u manjem broju nukleusa mrkih adipocita. Medutim, vec¢ od
3. sata izlaganja  hladnoCi zapazZena je snazna indukcija PCNA
imunoreaktivnosti, povecanjem broja PCNA pozitivnih nukleusa
endotelskih, prekursorskih i celija mrkih adipocita i pojavom jake
reakcije u vezivno-tkivnoj stromi. Isti obrazac reakcije detektovan je u

svim ostalim ispitivanim tackama, uz pojavu blage citoplazmatske
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reakcije. Najveci broj nukleusa pozitivan za PCNA je pokazan u grupi

koja je izlagana hladnoci 72 sata.

4.1.2.4. Ekspresija Ki-67
4.1.2.4.1. Imunohistohemijska detekcija Ki-67

Slika 23 pokazuje imunohistohemijsku detekciju Ki-67 u BAT.
Kao Sto se vidi, najveci broj mrkih adipocita kontrolne grupe nije
pozitivan na Ki-67 za razliku od endotelskih celija. Izlaganje hladnoci
dovodi do pojacane imunoreakcije u prvim satima (3-6 sati), kada je
detektovana reakcija jaca u endotelskim celijama i vezivno-tkivnoj
stromi. NeSto slabija reakcija, iako jaca od kontrolne, pokazana je u
grupama izlaganim hladnoc¢i u periodu od 12-24 sata kada se reakcija
detektuje i u citoplazmi mrkih adipocita. Imunopozitivhost se opet
povecava od 48. i 72. sata izlaganja hladnoc¢i najvecim delom u

endotelskim celijama.
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Slika 22. Imunohistohemijska detekcija PCNA u BAT kontrolne grupe (a) i grupa
izlaganih hladno¢i (b-g). Reprezentativne mikrografije vezivno-tkivne strome (c-insert),
nukleusa endotelskih celija (e-insert) i glatkih miSiénih celija arteriola (g-insert)
pozitivnih na PCNA. Orig. uvelicanje: 40x.
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Slika 23. Imunohistohemijska detekcija Ki-67 u BAT kontrolne grupe (a) i grupa
izlaganih hladnodi (b-g). Orig. uveli¢anje: 40x.
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4.1.2.5. Ekspresija FABP4 (engl. fatty acid binding protein 4)
4.1.2.5.1. Kolicina Fabp4 iRNK

U odnosu na kontrolnu grupu, nivo transkripta (Grafik 7) za
Fabp4 se znacajno smanjuje kod grupa izlaganih hladnoc¢i 3 i 6 sati
(p<0.005), dok se znacajno povecanje detektuje u grupama koje su bile

izlagane hladnoc¢i 12, 24, 48 i 72 sata (p<0.001).
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Grafik 7. Promena koli¢ine FABP4 iRNK u BAT tokom izlaganja hladnodi. *, poredenje
sa kontrolnom grupom ***p<0.005.

4.1.2.6. Ekspresija Myf5

4.1.2.6.1. Kolicina Myf5 iRNK

Promene kolicine Myf5 iRNK prikazane su na grafiku 8. Izlaganje
pacova hladnoc¢i smanjuje kolicinu Myf5 iRNK 3. sata (p<0.01) i 12. sata
(p<0.05), dok je u ostalim ispitivanim tackama kolicina Myf5 znacajno

povecana u odnosu na kontrolu (p<0.001).

4.1.2.7. Ekspresija BMP7

4.1.2.7.1. Kolicina BMP7 iRNK

U odnosu na kontrolnu grupu, nivo transkripta za BMP7 se

znacajno smanjuje kod grupa izlaganih hladnoci 3 (p<0.01), 6 i 12 sati
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(p<0.001), a zatim se povecava dostizuci kontrolni nivo 24. sata. Nakon

toga nivo transkripta za BMP7 se znacajno povecava u grupi izlaganoj

hladnoc¢i 48 sati (p<0.01). Znacajno smanjenje (p<0.001) se opet

detektuje posle 72. sata izlaganja hladnoci (Grafik 9).
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Grafik 8. Promena koli¢cine MyfS iRNK u BAT tokom izlaganja hladno¢i. *, poredenje
sa kontrolnom grupom ***p<0.001; **p<0.01; *p<0.0S5.
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Grafik 9. Promena koli¢ine BMP7 iRNK u BAT tokom izlaganja hladnodi. *, poredenje

sa kontrolnom grupom ***p<0.001; **p<0.01;.
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4.1.2.7.2. Kolicina BMP7 proteina

Kod zivotinja izlaganih hladnoc¢i uoceno je znacajno povecanje
kolicine BMP7 proteina u svim eksperimentalnim grupama (p<0.001), u

poredenju sa kontrolom (Slika 24).
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Slika 24. Promena kolicine BMP7 proteina u BAT tokom izlaganja hladnod¢i. *,
poredenje sa kontrolnom grupom ***p<0.001.

4.1.2.7.3. Imunohistohemijska detekcija BMP7 proteina

Kontrolna grupa pokazala je slabu citoplazmatsku reakciju na
BMP7 kako u mrkim adipocitima tako i u citoplazmi endotelskih celija.
Izlaganje hladnoc¢i tri sata dovelo je do povecanja imunoreakcije,
prvenstveno u vezivno-tkivnoj stromi, ali i u citoplazmi mrkih adipocita i
preadipocita, posebno u celijama adipogeno-angiogenih klastera. Isti
obrazac imunoreakcije na BMP7 zapaza se u ostalim ispitivanim
tackama, a najjaca reakcija je zabelezena 48. i 72. sata izlaganja
hladnoci. Interesantno je da na nivou BAT najjacu pozitivnost pokazuje

vezivno-tkivna stroma u svim ispitivanim tackama (Slika 25).
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Slika 25. Imunohistohemijska detekcija BMP7 u BAT kontrolne grupe (a) i grupa
izlaganih hladnoc¢i (b-g). (Insert) — ekspresija BMP7 u preadipocitu. Orig. uvelicanje:
40x.
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4.1.2.8. Ekspresija BMP4
4.1.2.8.1. Kolicina BMP4 iRNK

Promene kolicine iRNK BMP4 prikazane su na grafiku 10.
Izlaganje hladnoc¢i tokom prvih Sest sati nije dovelo do promena u
kolicini BMP4 iRNK, za razliku od grupa izlaganih 12, 24, 48 i 72 sata,
kada je kolicina iRNK za BMP4 znacajno veca u odnosu na kontrolu

(p<0.001).
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Grafik 10. Promena kolicine BMP4 iRNK u BAT tokom izlaganja hladnoéi. *, poredenje
sa kontrolnom grupom ***p<0.005.

4.1.2.9. Ekspresija KLF9
4.1.2.9.1. Kolicina KLF9 iRNK

Grafik 11 prikazuje promene kolicine iRNK za KLF9. Za razliku
od grupe koja je izlagana hladnoci 6 sati koja nije pokazala promene, u
grupama izlaganim hladnoc¢i 3 sata nivo transkripta je snizen u odnosu
na kontrolu (p<0.01), kao i u grupama izlaganim 12 (p<0.05), 48 i 72
sata izlaganja hladnoci (p<0.001). Samo grupa koja je izlagana hladnoci

24 sata pokazala je povecanu kolic¢inu KLF9 iRNK (p<0.001).
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Grafik 11. Promena koli¢ine KLF9 iRNK u BAT tokom izlaganja hladnodi. *, poredenje
sa kontrolnom grupom ***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05.

4.1.2.10. Ekspresija KLF15
4.1.2.10.1. Koli¢ina KLF15 iRNK

U odnosu na kontrolu, zZivotinje izlagane hladnoci od 3.-24. sata
pokazuju znacajno smanjenje kolicine KLF15 iRNK (p<0.005). Nakon
ovog smanjenja, kolicina KLF15 iRNK znacajno se povecava (p<0.005) u

grupama izlaganim hladnod¢i 48 i 72 sata (Grafik 12).
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Grafik 12. Promena kolicine KLF15 iRNK u BAT tokom izlaganja hladno¢i. *,
poredenje sa kontrolnom grupom ***p<0.001.
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4.1.2.11. Ultrastrukturna analiza proliferacije i diferencijacije

mrkih adipocita

Za razliku od kontrolne grupe koju karakteriSu mrki adipociti sa
velikim lipidnim telima i malobrojnim mitohondrijama, grupe izlagane
hladnoci pokazuju znacajne strukturne promene.

Nakon 3 sata izlaganja hladnoci uocavaju se promene u mrkim
adipocitima na nivou lipidnih tela, mitohondrija i nukleusa (Slika 26).
Lipidna tela postaju sitnija, mitohondrije menjaju oblik ka ovalnom,
matriks se prosvetljava a cesto se uocavaju mitohondrije u procesu
deobe. U nukleusima se zapazaju nukleolusi kao i znatan broj
interhromatinskih i perihromatinskih granula indikatora intezivne
obrade transkripata.

Na nivou Ccitavog tkiva hladnoca indukuje povecanje brojnosti
preadipocita koji su u kontrolnoj grupi veoma retko vidani. Ove celije se
lako prepoznaju na nivou TEM po maloj koliCini svetle citoplazme,
malim brojem mitohondrija i lipidnih kapi. Sli¢ne promene, ali jaceg
intenziteta su zapazene u tkivu grupe koja je izlagana hladnoci 6 sati,
sa brojnim znacima sintetske aktivnosti mrkih adipocita i pradipocita,
kao Sto su poliribozomi u citoplazmi i na spoljasnjoj membrani
nukleusnog ovoja (Slika 27).

Pored intenzivne proliferacije i diferencijacije celija u BAT,
izlaganje hladnoc¢i dovodi do pojacane inervacije tkiva, pojave brojnih
nemijeliniziranih nervnih vlakana uglavnom wuz Ccelije adipogeno-
angiogenih klastera, i formiranja vecih nerava gde se uocavaju i
mijelinizirani nervni zavrSeci (Slika 28).

U svim grupama izlaganim hladnoc¢i evidentno je usitnjavanje
lipidnih tela. Ne samo da dolazi do usitnjavanja vecih lipidnih tela na
manje vec i do konverzije unilokulusnih adipocita u multilokulusne. Za
razliku od kontrole, gde su Ccelije gusto ,pakovane“, u svim

eksperimentalnim grupama zapazeno je ,razmicanje“ celija i uvecanje
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meducelijskog prostora. U intersticijumu oko adipogeno-angiogenih

klastera jasno se uocavaju kolagena vlakna.

Slika 26. BAT kontrolne (a) i grupe koja je izlagana hladno¢i tri sata (b,c,d). U
poredenju sa kontrolom, 3 sata izlaganja hladnoc¢i dovodi do promena koje su
najizrazenije na nivou lipidnih tela (Lt), mitohondrija i organela uklju¢enih u sintetske
procese. U odnosu na kontrolu, hladnoc¢a u BAT indukuje vecu ucestalost preadipocita
(PA), koji su najceSée malog volumena i uglavnom smeSteni uz kapilare (c). U
nukleusima (N) mrkih adipocita nukleolus postaje izrazeniji ukazujuéi na povecanu
potrebu Celija za ribozomima (d). (K) kapilar. Orig. uvelicanje: (a,b) 2650x; (c) 4400x;
(d) 7100x.

Pojava intersticijskih celija i preadipocita je sve viSe izrazena sa
duzinom trajanja stimulusa. Na mitotsku sposobnost ovih Ccelija
ukazuju cesto prisutne centriole u citoplazmi u grupama izlaganim
hladno¢i (Slika 29). Deobom intersticijske celije nastaje jedna

intersticijska celija i preadipocit, koje su joS neko vreme u fizickom
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kontaktu. Pored intersticijskih celija, sposobnost deobe imaju i
preadipociti koji po deobi ostaju jedan pored drugog (Slika 30) i ulaze u
proces diferencijacije Sto se manifestuje povecanjem ukupnog volumena
celije, intenziviranjem mitohondriogeneze i lipogeneze. Preadipociti su
najcesSce vidani uz kapilare, dok su intersticijske celije uocene i
pojedinacno.

Diferenciranje celija je najizrazenije u grupi koja je izlagana
hladnoc¢i 72 sata i podrazumeva formiranje lipidnih tela u citoplazmi
preadipocita kao i deobu mitohondrija. Preadipociti ove grupe imaju veci
volumen (Slika 31) u odnosu na preadipocite iz drugih
eksperimentalnih grupa, a samim tim i vec¢i broj mitohondrija i lipidnih
tela. Pored preadipocita, intenzivirana je diferencijacija novonastalih

endotelskih celija kao i formiranje vecih krvnih sudova.

Slika 27. BAT grupe koja je izlagana hladnoéi 6 sati. (Insert) — izrazito euhromatski
nukleus mrkog adipocita sa brojnim interhromatinskim i perihromatinskim
granulama. (K) — kapilar, (N) — nukleus mrkog adipocita, (Lt) — lipidno telo, (4) —
interhromatinske granule, (») — perihromatinske granule. Orig. uvelicanje: 2650x;
(insert) 11500x.
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Slika 28. BAT grupe koja je izlagana hladnoéi 12 sati (a) — u citoplazmi mrkih
adipocita (MA) uocavaju se brojne, gusto pakovane mitohondrije i sitna lipidna tela. U
vezivno-tkivnoj stromi prisutna su brojna nemijelinizirana nervna vlakna (»). (b)
Novonastali preadipocit (PA) u fizickom kontaktu sa intersticijskom éelijom (I€). Orig.
uvelicanje: (a) 2650x, (b) 4400x.

Slika 29. BAT grupe koja je izlagana hladnoéi 24 sata. Izmedu mrkih adipocita
(MA) uocava se uvecanje meducelijskog prostora (*) (a). U tkivu su zapazeni brojni
procesi konverzije unilokulusnih adipocita u multilokulusne (b). (¢) Uvecéan detalj
usitnjavanja lipidnog tela (») tokom konverzije unilokulusnog u multilokulusni
adipocit. (d) Usitnjavanje lipidnih tela je prisutno i u multilokulusnim adipocitima.
Veliki broj cisterni kompleksa Goldzi (kG) u citoplazmi preadipocita ukazuje na
povecanu sintetsku aktivnost (e). Orig. uvelicanje: (a,b) 2650x; (¢) 31000x; (d) 25000x;
(e) 7100x.
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Slika 30. BAT grupe koja je izlagana hladnoéi 48 sati. Proliferacija i diferencijacija
BAT je pracena intenzivnim remodeliranjem vancelijskog matriksa: uocava se
razrastanje tkiva, Sirenje meducelijskog prostora kako oko pojedinac¢nih celija tako i
oko adipogeno-angiogenih klastera (a). Prisustvo centriola (krug) u citoplazmi
intersticijske celije ukazuje na mitoticku sposobnost ovih celija (b). Izlaganje hladnoci
povecava inervaciju pa se uocavaju brojni nervi sa nemijeliniziranim (crna strelica) i
mijeliniziranim (bela strelica) nervnim vlaknima (c). Povecana je ucestalost deoba
preadipocita koji posle deobe ostaju povezani adhezivnim i komunikacijskim vezama
(d). Uvecéan detalj Sirenja vancelijskog matriksa izmedu endotelske i intersticijske celije
u adipogeno-angiogenom klasteru kao i izmedu klastera i susednih mrkih adipocita. U
naizgled ,praznim“ prostorima vancelijskog matriksa (&) uocavaju se brojna poprecno i
uzduzno preseCena kolagena vlakna (e). (MA) — mrki adipociti; (K) — kapilar; (En) —
endotelska céelija; (IC); — intersticijska céelija; (M) — mitoza. Orig. uveli¢anje: (a,c,d)
2650x; (b,e) 5600x.
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Slika 31. BAT grupe koja je izlagana hladnoéi 72 sata. Vecina preadipocita (PA) ove
grupe postepeno dostize karakteristike zrelih adipocita (MA), iako se joS§ uvek razlikuju
po svetlijoj citoplazmi, Sto je posledica manjeg broja mitohondrija u odnosu na
potpuno diferencirane celije. Orig. uvelicanje: 2650x.

4.1.3. Efekat izlaganja hladnoéi na angiogenezu u BAT

4.1.3.1. Ekspresija VEGF
4.1.3.1.1. Kolicina VEGF iRNK

Rezultati prikazani na grafiku 13 pokazuju da kod svih grupa
zivotinja koje su izlagane hladnoci dolazi do povecanja transkripta za
VEGF u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.001), kao i da je najveca

koli¢ina transkripta za VEGF detektovana u grupi izlaganoj hladnoci 24

sata.
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Grafik 13. Promena koli¢cine VEGF iRNK u BAT tokom izlaganja hladnodi. *, poredenje
sa kontrolnom grupom; ***p<0.001.
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4.1.3.1.2. Kolicina VEGF proteina

Promene proteinske ekspresije VEGF prikazane su na slici 32.
Izlaganje hladnoc¢i znacajno indukuje ekspresiju VEGF u svim
ispitivanim vremenskim tackama tokom trajanja eksperimenta
(p<0.005) osim 12. sata (p<0.025) kada je detektovano smanjenje

kolicine VEGF u poredenju sa kontrolom.
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Slika 32. Promena kolicine VEGF proteina u BAT tokom izlaganja hladnodi. *,
poredenje sa kontrolnom grupom ***p<0.001; **p<0.01.

4.1.3.1.3. Imunohistohemijska detekcija VEGF

Rezultati imunohistohemijske detekcije VEGF prikazani su na
Slici 33. U kontrolnoj grupi je detektovana umerena citoplazmatska
reakcija prevashodno endotelskih celija. Od 3. sata izlaganja hladnoci
pa do kraja ispitivanog perioda imunopozitivhost za VEGF linearno
raste i zabelezena je u citoplazmi mrkih adipocita, endotelskih celija,

preadipocita i vezivno-tkivnoj stromi.
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Slika 33. Imunohistohemijska detekcija VEGF u BAT kontrolne grupe (a) i grupa
izlaganih hladnodi (b-g). Orig. uveli¢anje: 40x.
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4.1.3.2. Ekspresija endoglina

4.1.3.2.1. Koli¢ina iRNK za endoglin

Grafik 14 prikazuje promene koli¢ine iRNK za endoglin. Grupe
koje su izlagane hladnoci tokom 3, odnosno 6 sati pokazuju znacajno
smanjenje kolicine za iRNK endoglin (p<0.01), za razliku od grupe
zivotinja koje su izlagane 12 (p<0.01), 24, 48 i 72 sata kada je

detektovano znacajno povecanje (p<0.001) u odnosu na kontrolu.
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Grafik 14. Promena koli¢ine endoglin iRNK u BAT tokom izlaganja hladnodi. *,
poredenje sa kontrolnom grupom ***p<0.001; **p<0.01.

4.1.3.3. Ultrastrukturna analiza angiogeneze u BAT

Na nivou TEM kod kontrolne grupe Zivotinja uocava se tipican
izgled endotelskih celija sa nukleusom koji zauzima najveci deo
citoplazme i manjim brojem organela.

Izlaganje hladno¢i u svim grupama dovodi do aktivacije
endotelskih celija, Sto se jasno zapaza na osnovu euhromatskih
nukleusa, povecanog broja organela ukljucenih u sintetske procese i
pojavom tamnih granula u citoplazmi. Pored toga, izrazena je pojava
adipogeno-angiogenih klastera Sto je praceno promenama u

vancelijskom matriksu, koji se uvecava i formira mesto za novonastale
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celije koje ce krenuti u proces diferencijacije. Kako odmice proces
diferencijacije, celije adipogeno-angiogenog klastera se postepeno
razdvajaju ali i dalje ostaju u kontaktu brojnim meducelijskim vezama,

Sto se jasno uocava na nivou TEM (Slika 34).

U prvim satima (3. sat) izlaganja hladnoc¢i dominantan je efekat
aktivacije endotelskih celija, Sto ¢e omoguciti dalje promene vaskularne
mreze: formiranje kapilarnih ,izdanaka“ i mitozu endotelskih Ccelija.
Ukoliko uporedimo ova dva fenomena uocava se da tokom izlaganja
hladnoc¢i prvo dolazi do vazodilatacije i povecanja kontaktne povrsine
izmedu kapilara i mrkih adipocita u grupama koje su izlagane hladnoci,
u cilju obezbedivanja povecanog protoka krvi kroz tkivo i velicine

lumena krvnih sudova, a zatim i do formiranja novih kapilara.

Kao prateci proces dilatacije i razvoja kapilara veoma je izrazena
ekstravazacija eritrocita vidljiva na nivou svetlosne i transmisione
elektronske mikroskopije, pocev od 12. sata izlaganja hladnoé¢i a
najizrazenija je u grupi koja je izlagana hladnoci 24 sata. Pored toga Sto
broj aktiviranih endotelskih celija i kapilarnih izdanaka raste sa
duzinom izlaganja hladnodi, grupe izlagane 48 i 72 sata pokazuju i

najvecu ucestalost deoba endotelskih celija.
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Slika 34. Angiogeneza u BAT tokom hladnoéom indukovane hiperplazije. (a)
kontrola; (b-h) grupe izlagane hladnoéi. Prvi odgovor tkiva na izlaganje hladnodi je
vazodilatacija (b,g) a zatim angiogeneza kapilara, pracena ucestalom pojavom
adipogeno-angiogenih klastera (c,d,e,f). Endotelske celije i prekursori mrkih adipocita
su u fizickom kontaktu (d). Adipogeno—angiogeni klaster (zvezdica); meducelijska
komunikacija (region isprekidane linije). Izlaganje hladnoéi dovodi do aktivacije
endotelskih celija i pojave organela ukljucenih u sintetske procese (h). Orig.
uvelicanje: (a,c,g) 2650x, (b,e,f,h) 4400x; (d) 5600x.

65



Rezultati

4.2. RAZVOJ HUMANOG FETALNOG BAT

4.2.1.Ultrastrukturna analiza humanog fBAT

Ultrastrukturna analiza je pokazala da humano f{BAT cine
najvecim delom diferencirani mrki adipociti, brojne prekursorske celije
u razlicitim fazama diferencijacije kao i brojni kapilari (Slika 35).

Pored toga, uoceno je da su mezenhimske stem Ccelije i
preadipociti pozicionirani uglavnom u blizini kapilara (Slika 36) i da
formiraju adipogeno-angiogene klastere. Prekursorske celije medusobno
ostvaruju brojne meducelijske komunikacije, kao i komunikacije sa
endotelskim celijama. Preadipociti, celije koje se lako prepoznaju po
pocCetnom nakupljanjem lipidnih tela, poseduju veci broj organela u
citoplazmi u odnosu na mezenhimske stem celije, kao i brojne
glikogenske partikule. Najveci broj mitohondrija u citoplazmi
preadipocita nema kriste. Ultrastrukturna analiza preseka je pokazala
brojne unilokulusne celije u kojima se vidi usitnjavanje jednog velikog
lipidnog tela. U pojedinim preadipocitima se u citoplazmi pored lipidnih
tela uocavaju i citoskeletni elementi paralelne organizacije koji izgledom
podsecaju na sarkomere.

Multilokulusne, diferencirane mrke adipocite humanog f{BAT
(Slika 37) karakteriSu sve ultrastrukturne odlike adultnih adipocita
BAT: veci broj krupnih lipidnih tela, okrugao, euhromatski nukleus sa
izrazenim nukleolusom (nekada i dva) i brojne okrugle mitohondrije sa
paralelno pakovanim kristama. Cesto se u nukleusima mrkih adipocita
zapazaju perihromatinski fibrili, dokaz intezivne obrade iRNK

transkripata.

66



Rezultati

Slika 35. Ultrastruktura humanog fBAT. (MA) — mrki adipocit, (PA) —preadipocit, (K)
- kapilar, (MSC) — mezenhimska stem celija. Orig. uvelicanje: 2650x.

Slika 36. Prekursorske éelije humanog fBAT. Preadipociti su najceScée pozicionirani
uz kapilare (a) formirajuéi adipogeno-angiogene klastere (b) u kojima se vidi da su ove
celije u fizickom kontaktu (c). Najveci broj mitohondrija preadipocita nemaju kriste
(dye). Unilokulusni mrki adipocit (f) i sarkomerama-slicno organizovan citoskelet u
preadipocitima (g). Region isprekidane linije prikazuje fizicki kontakt dva preadipocita
dok regioni uokvireni punom linijom prikazuju mitohondrije. Orig. uvelicanje: (a)
3400x; (b) 4400x; (c) 2650x; (d,e) 11500x; (g) 7100x.
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Slika 37. Mrki adipocit humanog fBAT. (a) Multilokulusni, diferencirani mrki
adipociti humanog fBAT karakteriSu sve ultrastrukturne odlike adultnih adipocita:
veéi broj krupnih lipidnih tela, okrugao, euhromatski nukleus sa izrazenim
nukleolusom (nekada i dva) i brojne okrugle mitohondrije sa paralelno pakovanim
kristama (b). U nukleusima se zapazaju brojni perihromatinski fibrili (isprekidane
linije), pokazatelji intezivne obrade transkripata. Orig. uvecanje: (a) 2650x; (b) 11500x;
(e) 31000x.

Pored nabrojanih celija u humanom fBAT, uocava se prosvetljen,

uvecan meducelijski prostor u kome se oko celija zapazaju kolagena
vlakna (Slika 38).

. 4

Slika 38. Vanéelijski matriks u humanom fBAT. Mrki adipocit (MA) i mezenhimska
stem celija (MSC) u “nisi” vancelijskog matriksa okruzeni brojnim kolagenim vlaknima
(strelica). Orig. uvelicanje: (a,b) 2650x.
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4.2.2. Termogeni kapacitet humanog fBAT

4.2.2.1. Imunohistohemijska detekcija UCP1

Na slici 40 prikazana je imunohistohemijska detekcija UCP1 u
humanom fBAT. U ovom periodu BAT se sastoji od brojnih manjih i
vecih lobusa, koji su jasno odvojeni vezivno-tkivnom stromom. Oko BAT
uoCava se poprecno-prugasta muskulatura a na periferiji lobusa
dominiraju krupni, unilokulusni adipociti, dok su multilokulusni
adipociti pozicionirani najve¢im delom u sredistu lobusa.

Na vecem wuvelicanju jasno se detektuje jaka UCP1
imunopozitivnost kako u zrelim multilokulusnim, tako i u
unilokulusnim adipocitima. Reakcija je uocCena u citoplazmi, ali i
brojnim nukleusima ovih celija. Pored toga, jaka reakcija je prisutna u
vezivno-tkivnoj stromi humanog fBAT i malim lobusima u procesu
formiranja. Endotelske celije uglavnom vecih krvnih sudova su pokazale
imunoreaktivnost za UCP1 za razliku od endotelskih celija manjih
krvnih sudova, kod kojih reakcija uglavnom nije detektovana. Takode,
imunopozitivnost je prisutna u citoplazmi poprecno-prugastih misicnih
celija.
4.2.2.2. Kolicina proteina UCP1

Promene proteinske ekspresije UCP1 su prikazane na slici 39. U

poredenju sa XVII nedeljom, koli¢ina proteina UCP1 je veca u XXIII

nedelji fetalnog razvoja.

XvH XX

ucerl S TR  32kDa

Slika 39. Kolicina UCP1 u humanom fBAT.
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Slika 40. Imunohistohemijska detekcija UCP1 u humanom fBAT. UCP1 je
lokalizovan u (a) multilokulusnim mrkim adipocitima, (b) unilokulusnim adipocitima,
(e) vezivno-tkivnoj stromi, endotelskim celijama vec¢ih krvnih sudova (e) kao i u
citoplazmi popreéno-prugastih miSiénih celija (f). Endotelske celije manjih krvnih
sudova nisu pokazale reakciju (g). Orig. uvelicanje: (A) 10x (B) 40x.

4.2.2.3. Imunohistohemijska detekcija noradrenalina

Kao Sto se vidi na slici 41, noradrenalin je detektovan u
citoplazmi mrkih adipocita humanog fBAT i nervnim zavrSecima, u

kojima je reakcija najviSe izrazena.
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Slika 41. Imunohistohemijska detekcija noradrenalina u humanom fBAT. Orig.
uvelicanje: 40x.

4.2.3. Regulatori diferencijacije i mitohondriogeneze humanog
fBAT
4.2.3.1. Koli¢ina proteina PPARy

Promene proteinske ekspresije su prikazane na slici 42. U
poredenju sa XVII nedeljom, kolicina proteina PPARy je veca u XXIII

fetalnog razvoja.

PPARY . 38kDa

Slika 42. Kolicina PPARy u humanom fBAT.

4.2.3.2. Koli¢ina proteina PGC-1la
Promene proteinske ekspresije PGC-1a su prikazane na slici 43.
U poredenju sa XVII nedeljom, koli¢ina proteina PGC-1a je veca u XXIII

nedelji fetalnog razvoja.

PGC-le s que  105kDa

Slika 43. Kolicina PPARy u humanom fBAT.
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4.2.4. Regulatori strukturnog i funkcijskog razvoja humanog fBAT

4.2.4.1. Estrogenski receptori
4.2.4.1.1. Koli¢ina proteina ERa i ERp

Vremenski zavisne promene kolicine ERa prikazane su na slici
44. Kao Sto se vidi, kolicina ERa progresivno raste pocev od XVII do
XXIII nedelje fetalnog razvoja. U istom periodu, kolicina ERpP je manja u
poredenju sa kolicinom ERa. Sta vise, ERB protein nije detektovan

Western blot analizom u XVII i XXIII nedelji razvoja humanog fBAT.

XV Xvii XX  XxXm

ERe [ S B o uo-
ERB o B 60 kDa

Slika 44. Koli¢ina ERa i ERP u humanom fBAT.

4.2.4.1.2. Imunohistohemijska detekcija ERa i ERf3

Rezultati imunohistohemijske detekcije ERa i ERP su prikazani
na slici 45. Jaka citoplazmatska imunopozitivnost i nukleusna
lokalizacija ERa zabelezena je u mrkim adipocitima kao i u endotelskim
Celijama. Vezivno-tkivna stroma humanog fBAT je takode pokazala
imunopozitivnost dok je reakcija za ERP prisutna samo u zrelim,

multilokulusnim adipocitima i ocenjena je kao slaba.

Slika 45. Imunohistohemijska detekcija ERa i ERB u humanom fBAT. Endotelska

Celija (strelica) i mrki adipocit (zvezdica). Orig. uveli¢anje (a,b): 40x.
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4.2.4.1.3. Imunocitohemijska detekcija ERa i ERf3

Rezultati imunocitohemijske analize za ERa u humanom {BAT su
prikazani na slici 46. Prisustvo imunogold partikula je zapazeno u
citoplazmi i nukleusima zrelih mrkih adipocita, endotelskih Ccelija,

preadipocitima i mezenhimskim stem celijama.

Slika 46. Imunocitohemijska detekcija ERa u humanom fBAT. Imunogold
partikule su detektovane u mezenhimskim stem celijama (@), preadipocitima (b),
endotelskim celijama (c) i zrelim mrkim adipocitima (d). (n) nukleus; (en) endotelska
Celija; (er) eritrocit; (mt) mitohondrija. Bar: SO0um.

Rezultati imunocitohemijske analize za ERf} u humanom fBAT su
prikazani na slici 47. Za razliku od ERa, ERB-imunogold partikule su
detektovane samo u zrelim mrkim adipocitima, u nukleusu i u
citoplazmi. Obe izoforme estrogenih receptora su prisutne u nivou
Celijske membrane kao i u mitohondrijama mrkih adipocita (Slika 46,

47d-insert). Pored toga, partikule prisutne u nukleusu mrkih adipocita
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su ceScCe zapazane u euhromatskim oblastima nukleusa. Rezultati

imunocitohemijske analize su objedinjeni u Tabeli 4.

Slika 47. Imunocitohemijska detekcija ERf u humanom f{BAT. Imunogold
partikule nisu detektovane u mezenhimskim stem celijama (a), preadipocitima (b) i
endotelskim celijama (c) ali je pokazano njihovo prisustvo u zrelim mrkim adipocitima
(d). (m) nukleus; (en) endotelska celija; (er) eritrocit; (mt) mitohondrija. Bar: (a,b) 1um,
(e,d) S00nm.

Tabela 4. Imunocitohemijska lokalizacija ERa i ER} u humanom fBAT.

ER alfa ER beta
Mezenhimska stem celija + -
Endotelska celija + -
Preadipocit + -
Mrki adipocit +(CM, C, N, Mt) +(CM, C, N, Mt)

+ partikule prisutne, - partikule nisu prisutne, CM ¢elijska membrana, C citoplazma, N
nukleus, Mt mitochondrija
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4.2.4.1.4. Kolokalizacija ERa i ERp

Na slici 48 prikazani su rezultati fluorescentne
imunohistohemijske detekcije ERa i ERB kao i kolokalizacija ova dva
proteina. Analizom preseka uocena je slaba kolokalizacija izmedu ERa i
ERp. Kolokalizacija ER je zapazena u pojedinim nukleusima i citoplazmi
zrelih mrkih adipocita. Izracunavanje Pearsonovog koeficijenta je
povrdilo naSa zapazanja, pokazujuci da je vrednost koeficijenta ispod

0.5 (0.29+0.0023).

Slika 48. Imunofluorescentna kolokalizacija ERa i ERf u humanom fBAT.
Fluorescentno obelezeni ERa (a), ERB (b), kao i njihova kolokalizacija (c).

4.2.4.1.5. Kolokalizacija ER i PPARy
Pearsonov koeficijent korelacije (Slika 49) pokazao je da postoji
znacajna kolokalizacija izmedu ERa i PPARy (0.58+0.07), za razliku od
vrednosti kolokalizacije izracunate za ERP i PPARy (0.32+0.03) koja se
ne smatra znacajnom. Pored toga, Studentovim t testom pokazana je
znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti kolokalizacije za ERa-PPARy

i za ERB-PPARYy (p<0.005).

4.2.4.1.6. Kolokalizacija ER i PGC-1a
Vrednost Pearsonovog koeficijenta korelacije pokazala je znacajan

stepen kolokalizacije izmedu ERa i PGC-1a (0.62+0.04) kao i izmedu
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ERB i PGC-1a (0.60+0.03) (Slika 50). Studentov t-test nije pokazao
razliku izmedu izracunate kolokalizacije za ERa-PGC-1a i ERB-PGC-1a.

o
o
)

0.754

0.50

N 1
0.00

ERa/PPARy  ERp/PPARy

Pearson's coefficient

Slika 49. (A) Imunofluorescentna kolokalizacija ER i PPARy u humanom fBAT. (a)
ERa. (b) PPARYy, (c) kolokalizacija ERa i PPARYy, (d) ERB (e) PPARYy, (f) kolokalizacija
ERB i PPARy. (B) Graficki prikaz kolokalizacije. *, Poredenje kolokalizacije ERa i
PPARy,sa ERP i PPARy, *** <0.005.0rig. uvelic¢anje: 100x.

Pearson's coefficient

ERu/PGC-1a ERB/PGC-1u

Slika 50. (A) Imunofluorescentna kolokalizacija ER i PGC-1a u humanom fBAT. (a)
ERa. (b) PGC-1aq, (c) kolokalizacija ERa i PGC-1a, (d) ERB (e) PGC-1a, (f) kolokalizacija
ERB i PGC-1a. (B) Graficki prikaz kolokalizacije. Orig. uvelicanje: 100x.
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4.2.4.2. Imunohistohemijska detekcija BMP7

Na slici 51 prikazana je imunohistohemijska detekcija BMP7 u
humanom fBAT. Najjaca reakcija se uocava u vezivno-tkivnoj stromi,
dok je unutar lobusa jaka reakcija prisutna u citoplazmi mrkih

adipocita.

Slika 51. Imunohistohemijska detekcija BMP7 u humanom fBAT. Reakcija je
najizrazenija u vezivno-tkivnoj stromi BAT. Jaka imunopozitivnost detektovana je u
mrkim adipocitima i preadipocitima. Zvezdica — mrki adipociti: region isprekidane
linije — lobus u procesu formiranja. Orig. uvelicanje: (a) 10x, (b) 20x; (c) 40x; (d) 100x.

77



5. DISKUSIJA

Izlaganje pacova hladnoci indukuje kompleksan fizioloski odgovor
BAT dovodec¢i do njegove hiperplazije, tj. proliferacije i diferencijacije
prekursora mrkih adipocita, Sto je praceno povecanjem ekspresije
UCP1, biogeneze mitohondrija i B-oksidacije masnih kiselina (Suter,
1969; Himms-Hagen, 1990; OtasSevic i sar., 2011). Hiperplazija BAT je
pracena znacajnim povecanjem njegove mase (Bukowiecki i sar., 1986;
Puerta i sar., 1990) Sto smo pokazali u prethodnim studijama (Buzadzic¢
i sar., 2004; Petrovi¢ i sar., 2005). Rezultati ovog rada jasno pokazuju
da je ovaj fenomen BAT, bilo da je indukovan hladnocom ili predstavlja
sastavni deo embrionalnog razvoja, pod strogom kontrolom brojnih
transkripcionih faktora, koji koordiniSu ekspresiju proteina odgovornih
za stvaranje krajnjeg adipocitnog fenotipa. Medu brojnim faktorima koji
su ukljuceni u proces hiperplazije BAT, najznacajnija uloga pripada

UCP1, PPARy i PGC-1a (Puigserver, 1998).

5.1. TERMOGENI ODGOVOR BAT PRILIKOM IZLAGANJA
HLADNOCI

Poznato je da izlaganje Zivotinja hladnoci dovodi do aktivacije SNS
i oslobadanja noradrenalina ¢ime se stimuliSe produkcija cAMP i
pojacava sinteza UCP1, lipoliza i oksidacija lipida. Za aktivnost PPARy
neophodno je prisustvo PGC-1a, koji se vezuje za PPRE mesto u
promotorskom regionu UCP1. Saglasno tome, u ovom radu po prvi put
pokazana je povecana ekspresija UCP1 veC treceg sata izlaganja
hladnoci, dok Sestog sata dostize maksimalnu vrednost, kada je kolicina
transkripta UCP1 povecana pribliZzno sedam miliona puta. U ostalim
ispitivanim vremenskim tackama nivo iRNK za UCP1 je i dalje veci od

kontrolnog a u ovom radu pokazan je identiCan odgovor na nivou
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proteinske ekspresije UCP1l. Ove promene su u direktnoj vezi sa
povecanjem broja kristi mitohondrija u ovoj studiji, Sto predstavlja
strukturnu i molekulsku osnovu 2za povecanje oksidativhog i
termogenog kapaciteta BAT (Frey i Manella, 2000; Nisoli i sar., 2004;
Otasevic i sar., 2011).

Povecanje UCP1 ekspresije je praceno paralelnim povecanjem
ekspresije gena i proteina (takode od 3. sata) za noradrenalin, PPARYy i
PGC-1aq, ukazujuci na vremenski-koordinisanu indukciju
transkripcionog i translacionog odgovora UCP1, PPARy i PGC-1a tokom
izlaganja BAT hladnoci.

Rezultati naSe studije jasno pokazuju da hladnoc¢a u in vivo
uslovima snazno indukuje PGC-1a na nivou iRNK, cija je koli¢ina veca
u odnosu na kontrolu u svim ispitivanim tackama, osim 12. sata. Slicne
rezultate pokazali su Petrovic¢ i sar. (2010) ispitujuci efekat dugotrajnog
izlaganja hladnoc¢i na ekspresiju PGC-1a. Prikazani ekspresioni profil
PGC-1a, glavnog promotera ,oksidativnog fenotipa“ u BAT pracen je
strukturnim promenama na mitohondrijama. Na nivou TEM pokazano
je da su mitohondrije grupa izlaganih hladnoc¢i brojnije, pravilnijeg
oblika i sa brojnim paralelno-uredenim kristama. Sta viSe,
ultrastrukturna analiza je pokazala neodvojivost strukture i funkcije
mitohondrija, jer je povecan nivo ekspresije ovog proteina pokazan vec
3. sata izlaganja hladno¢i pracen odgovarajuc¢im strukturnim
promenama mitohondrija.

U isto vreme, pokazana je povecana proteinska ekspresija za Drpl
i Mfn2 u svim ispitivanim tackama izlaganja hladnoci, Sto ukazuje na
preciznu regulaciju ekspresije transkripcionih faktora i proteina
ukljucenih u biogenezu mitohondrija u cilju zadovoljenja termogenih
potreba tkiva. Da li je ekspresija mitofuzina i Drpl indukovana direktno
niskom temperaturom nije poznato. Poznato je da PGC-1la aktivira
ekspresiju Mfn2 preko ERE (engl. estrogen related receptor) (Soriano i

sar., 2006). Moguce je da se slican mehanizam aktivira i na hladnoci,
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obzirom na vremenski koordinisanu indukciju PGC-1a i Mfn2 pokazanu
u nasoj studiji.

Dinami¢ne morfoloSke promene mitohondrija omogucene su
najvecim delom njihovom deobom, zatim njihovom medusobnom
fuzijom i translokacijom (Bereiter-Hanh, 1990; Chan, 2006; Petrovic i
sar., 2008, OtasSevic i sar; 2011). Deoba i fuzija mitohondrija
kontrolisane su Drpl i Mfn2 GTPazama. Pored toga Sto ucestvuje u
deobi mitohondrija, Drpl izgleda ima udela u remodeliranju kristi
mitohondrija (Bereiter-Hanh, 1990). Povecana proteinska ekspresija za
Drpl i Mfn2 pokazana u naSem eksperimentu ukazuje da se intezivna
deoba i fuzija mitohondrija odigrava u isto vreme, Sto moze da ukazuje
na postojanje mitohondrijalnog retikuluma. Sa aspekta
mitohondriogeneze postavlja se pitanje zasSto bi se mitohondrije BAT
istovremeno delile i fuzionisale?

Poznato je da ova dva procesa kontroliSu oblik, duzinu i
distribuciju mitohondrija (Chan, 2006; OtaSevic i sar., 2011) i verovatno
da je balans izmedu ova dva procesa neophodan za ocuvanje njihove
morfologije. Osim toga, fuzija i deoba omogucavaju razmenu sadrzaja
mitohondrija kao i njihovih membrana, a takode menjajuci oblik
mitohondrija, omogucavaju njihovu distribuciju do lipidnih tela, Sto je
posebno vazno sa aspekta hladnocom indukovane termogeneze i

oksidacije masnih kiselina.

Povecanje Drpl pokazano u ovoj studiji vazno je sa joS jednog
aspekta — biogeneze peroksizoma, procesa koji prati hiperplaziju BAT i
termogenu aktivnost. Naime, Drpl protein ima sposobnost hidrolize
GTP cime dolazi do njegove konformacione promene koja ima za cilj
odvajanje membrana tokom deobe mitohondrija i peroksizoma (Chan,
2000).

Medu Dbrojnim transkripcionim faktorima ukljuenim u
mitohondriogenezu mrkih adipocita, poslednjih nekoliko godina

posebna paznja je posvecena izucCavanju NRF1 (Nisoli i sar., 2004).
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Pokazano je da ovaj faktor kontroliSe ekspresiju komponenti
respiratornog lanca ali i proteine koji regulisu transkripciju i replikaciju
mitohondrijalnog genoma (Wu i sar., 1999; Finck i Kelly, 2006). U nasSoj
studiji pokazana je snazna indukcija ekspresije proteina za NRF1 tokom
izlaganja pacova hladno¢i u svim ispitivanim tackama u odnosu na
kontrolu, a slican ekspresioni profil PGC-1a ukazuje na uceSce NRF1 u
biogenezi mitohondrija. U prilog ovome idu podaci da pojacana
ekspresija NRF1 dovodi do povecanog broja mitohondrija u sr¢anom
tkivu (Xia i sar., 1997) i da PGC-1a svoj efekat na mitohondriogenezu
ostvaruje delom u interakciji sa NRF1 (Kozak, 2000; Vercauteren i sar.,
2000).

Treba istaci da su naSi podaci o promenama ekspresije NRF1
tokom diferencijacije mrkih adipocita kontradiktorni podacima
dobijenim u in vitro uslovima. Naime, Villena i sar. (2002) su pokazali
da se nivo NRF1 proteina smanjuje tokom diferencijacije mrkih
adipocita u kulturi. Ovakva razlika moze se objasniti odsustvom
inervacije mrkih adipocita u in vitro uslovima, Sto nam ukazuje da je
izlaganje hladnoci, odnosno simpaticka stimulacija, jedan od glavnih
aktivatora NRF1.

Imajuci u vidu da su brojni promotori gena koji kodiraju proteine
respiratornog lanca regulisani NRF1, rezultati vremenski zavisnih
promena kolicine mtDNK pokazani u ovoj studiji nisu ocekivani. Naime,
tokom trajanja eksperimenta naizmeni¢no se smenjuju periodi
smanjenja i povecanja kolicine mtDNK u odnosu na kontrolu. Tacnije,
3., 12. 1 72. sata izlaganja hladnoci dolazi do smanjenja, a 6. i 24. sata
do povecanja kolicine mtDNK. Jedino grupa izlagana hladnoci 48 sati
odrzava kolicinu mtDNK na kontrolnom nivou. Ovakve vremenski
zavisne promene kolicine mtDNK tokom izlaganja hladnoc¢i ukazuju na
zavisnost od faze izlaganja, i ukazuju na kompleksnost mehanizama
ukljucenih u regulaciju ekspresije mtDNK. Nedavno smo pokazali da
tokom najranih faza izlaganja hladnoci dolazi do promena u ekspresiji

proteina komponenata elektron-transportnog lanca (Vuceti¢c i sar.,
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2011), pa ovakav odgovor mtDNK moze predstavljati adaptivni
mehanizam na uspostavljanje nove tkivnhe homeostaze.

Uzeti zajedno, naSi rezultati pokazuju kompleksnost regulacije
mitohondrijalne biogeneze tokom hladnocom indukovane hiperplazije
BAT pacova i ukazuju na strogo koordinisanu sintezu proteina koji su
kodirani nukleusnim i mitohondrijalnim genomom, kao i na

sinhronizovanost procesa deobe i fuzije mitohondrija.

5.2. INDUKCIJA PROLIFERACIJE 1 DIFERENCIJACIJE CELIJA
ADIPOGENOG PULA

Brojni literaturni podaci pokazuju da su u proces proliferacije i
diferencijacije mrkih adipocita ukljuceni brojni transkripcioni faktori,
od kojih neki aktivacijom, a neki represijom, dovode do stvaranja
krajnjeg fenotipa mrkih adipocita. Smatra se da pored PPARy, klju¢nog
i neophodnog faktora diferencijacije in vitro i in vivo (Siersbaek i sar.,
2011), podjednako vazno mesto zauzimaju c¢lanovi porodice C/EBP,
narocito C/EBPa.

[ako wuloga ovog transkripcionog faktora nije u potpunosti
razjasSnjena, poznato je da je C/EBPa indukovan tokom kasnih faza
diferencijacije adipocita (Rosen i sar., 2002), da ima snazan anti-
mitotski efekat i da kooperativno sa PPARy indukuje ekspresiju
nekoliko gena specificnih za terminalnu diferencijaciju adipocita
(Fernyhough i sar., 2007). Pokazano je i da C/EBPa odrzava neophodan
nivo PPARy i da omogucava uspostavljanje insulin-zavisnog unosa
glukoze u mrke adipocite (Hamm i sar., 1999).

Medutim, literaturni podaci pruzaju veoma razliite informacije o
promenama genske ekspresije C/EBPa, narocCito sa aspekta
medusobnog odnosa ovog faktora i PPARy tokom diferencijacije mrkih
adipocita. Pokazano je da ekspresija C/EBPa u in vitro uslovima dovodi
do indukcije PPARy (Hamm i sar., 1999) i da preadipociti imaju vrlo

slican ekspresioni profil ova dva transkripciona faktora. Istrazujuci
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diferencijaciju preadipocita pokazan je nizak, jedva detektabilan nivo
PPARy i C/EBPa treceg dana u kulturi celija, dok se znacajno
povecanje ekspresije PPARy detektuje 5. dana, a C/EBPa 7. dana
diferencijacije (Chen i sar., 2007).

Rezultati naSe studije pokazuju da hladnoca ostvaruje suprotan
efekat na gensku ekspresiju PPARy i C/EBPa. Naime, ve¢ od 3. sata
indukovan je brz transkripcioni odgovor PPARy dok se u isto vreme gasi
odgovor C/EBPa u BAT. Odstupanja od ovog rezultata u odnosu na
sinhronizovane promene genske ekspresije PPARy i C/EBPa mogu se
objasniti jednim delom time Sto podaci o ekspresiji ova dva faktora
proizilaze uglavnom iz in vitro studija, koje pored brojnih prednosti, ipak
ne mogu u potpunosti oslikati in vivo uslove.

Sa druge strane, ovakav rezultat moze biti doveden u vezu sa
intenzivhom proliferacijom u BAT tokom izlaganja hladnoci. Naime,
C/EBPa se akumulira prvenstveno u postmitotickim diferenciranim
adipocitima (Hendricks-Taylor i Darlington, 1995; Tao i Umek, 2000).
Imajuci u vidu gotovo u potpunosti suprimiran transkripcioni odgovor
C/EBPa tokom celog ispitivanog perioda od 72 sata, mozemo zakljuciti
da ovakva ekspresija C/EBPa korelira pre svega sa proliferativnim
kapacitetom BAT i ukazuje na znacajnu proliferativnu ulogu u prvim
satima hladnocom indukovane hiperplazije, u isto vreme kada PPARy
indukuje diferencijaciju postojecih prekursora. Nije iskljuc¢eno da posle
72 sata izlaganja hladnoci dolazi do indukcije C/EBPa i da doprinosi i
terminalnoj diferencijaciji kao i ve¢ pokazanoj ulozi u odrzavanju nivoa
PPARy.

U prilog snazno indukovanoj proliferaciji u BAT vec od treceg sata
izlaganja hladnoc¢i govori proteinska ekspresija Ki-67 i PCNA pokazana
u ovoj studiji. Tokom ispitivanog perioda, grupe izlagane hladnoci
pokazale su povecanje citoplazmatske reakcije za PCNA Sto govori o
povecanoj sintezi ovog proteina. Pored toga, zabelezili smo translokaciju
ovog transkripcionog faktora iz citoplazme u nukleuse, gde se inace

aktivira (Cox, 1997), a najveci broj nukleusa koji je pokazao
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imunoreaktivnost je uocen u grupi koja je boravila na niskoj
temperaturi 72 sata.

Na nivou TEM, povecana ucestalost prekursorskih celija adipocita
u svim grupama izlaganim hladnoci govori u prilog povecanoj ekspresiji
markera proliferacije. Pored toga, prekursorske celije su pokazale znake
intenzivne sintetske aktivnosti kao Sto su: euhromatski nukleusi,
istaknuti nukleolusi, interhromatinske i perihromatinske granule,
perihromatinski fibrili, brojne granulacije glikogena i poliribozomi kao i
povecan broj cisterni endoplazmati¢nog retikuluma. Neretko su
zapazeni znaci mitotske aktivnosti, centriole u citoplazmi preadipocita i
intersticijskih celija. Ovakvi rezultati snazno indukovane proliferacije
ukazuju da u BAT postoji pul mirujucih, prekursorskih celija koje su
osposobljene da na adekvatan stimulus omoguce brz odgovor tkiva, kao
Sto je slucaj u ovoj studiji.

U ovoj studiji ispitan je ekspresioni profil drugog c¢lana PPAR
familije — PPARS, cija uloga u BAT nije u potpunosti razjasnjena.
Izlaganje hladnoci snazno inicira transkripcioni odgovor PPARS pocev
od 24. sata u ovoj studiji. Imajuci u vidu da je genska ekspresija za
UCP1 i PPARy inicirana mnogo ranije (veC treceg sata), i da se koli¢ina
iRNK za PPARYy privremeno vraca na kontrolni nivo u isto vreme kada se
deSava indukcija PPARS, to nam ukazuje na moguce funkcionalno
dopunjavanje clanova PPAR familije u regulaciji ekspresije UCP1. U
prilog ovome govori i podatak da miSevi koji imaju povecanu ekspresiju
PPARS pokazuju i povecanu ekspresiju gena za UCP1 i obrnuto -
delecija gena za PPARS u in vitro uslovima ne afektuje diferencijaciju
mrkih adipocita, ali smanjuje gensku ekspresiju UCP1 (Wang, 2010).

Takode nije iskljuceno da povecana ekspresija PPARS dovodi do
povecanja oksidativnog kapaciteta u mitohondrijama BAT, Sto je
pokazano za miSic¢no tkivo (Angione i sar., 2011).

Funkcionalna aktivacija BAT pracena je promenama ne samo na
nivou mitohondrija, nego i na nivou lipidnih tela. Hladnoca dovodi do

promena lipidnog metabolizma, Sto za posledicu ima intenzivnu lipolizu
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(Cannon i Nedergaard, 2004; OtaSevi¢c i sar., 2011). Usitnjavanje
lipidnih tela u citoplazmi mrkih adipocita, kao parametar intenzivne
lipolize, zabelezeno je veC 3. sata izlaganja hladnoci i uoceno je na
nivou svetlosne i elektronske mikroskopije. Ovaj proces se desSava na
racun oslobadanja masnih kiselina koje ce biti transportovane do
mitohondrija i peroksizoma pomocu proteina FABP4. Uzimajuci u obzir
ulogu ovog proteina u BAT, njegova indukcija pokazana u ovoj studiji
kao i rezultati svetlosne i elektronske mikroskopije u skladu su sa
promenama lipidnog metabolizma na hladnoci. Na taj nac¢in omogucen
je adekvatan odgovor tkiva i ubrzana oksidacija masnih kiselina u
peroksizomima i mitohondrijama. Osim toga, najveca kolic¢ina iRNK za
FABP4 je zabelezena u istoj ispitivanoj tacki (12. sat) kada je pokazana
maksimalna koli¢ina iRNK za PPARy , Sto govori o preciznoj i uskladenoj
regulaciji ekspresije gena ukljucenih u lipidni metabolizam.

U ovoj studiji ispitani su i nedavno pronadeni proadipogeni faktori
- clanovi porodice KLF9 i KLF15. Imajuci u vidu da KLF15 ostvaruje
direktnu interakciju sa promotorom gena za UCP1 (Yamamoto i sar.,
2010), pokazano povecanje genske ekspresije od 48. sata izlaganja
hladnoci jasno ukazuje na uceSce KLF15 u regulaciji ekspresije UCP1.
Nije iskljucena wuloga ovog transkripcionog faktora i u procesu
diferencijacije tokom hladnocom indukovane hiperplazije BAT, obzirom
da su funkcionalna CACCC vezujuca mesta KLF15 pronadena u
kontrolnim regionima C/EBPa i PPARy. Drugi ispitivani transkripcioni
faktor ove familije KLF9 u ovom radu je znacajno indukovan samo 24.
sata, dok je u svim ostalim tackama ispod kontrolnog nivoa. Ovi
rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Pei i sar. (2011) koji su
nedavno pokazali da KLF9 ima udela u adipogenezi transaktivacijom
PPARy u srediSnjem periodu in vitro diferencijacije. Medutim, ovakav
ekspresioni profil KLF9 zahteva dalja istrazivanja, u smislu utvrdivanja
odnosa sa drugim transkripcionim faktorima ukljucenim u proces
hiperplazije BAT i moguceg sinergistickog delovanja sa drugim

faktorima (Carey, 1998; Siersaek, 2012).
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U ovom radu je po prvi put pokazano da hladnoca indukuje
ekspresiju Myf5, pokazujuci da ovaj faktor nije specificni marker
mioblasta kako se ranije mislilo, i da u BAT postoji populacija celija
koja eksprimira MyfS. Ovaj rezultat se moze dovesti u vezu sa
koordinisanim povecanjem PCNA ekspresije i BMP7 od 24. sata
pokazanim u ovoj studiji. Imajuc¢i ovo u vidu, kao i povecanje
ucestalosti preadipocita u grupama izlaganim hladnoci, moguce je da su
u pitanju prekursorske celije za koje su Seale i sar. (2008) pokazali da
su zajednicki prekursori poprecno-prugastih misSicnih celija i mrkih
adipocita. Ipak, ovo pitanje ostaje otvoreno i zahteva
imunohistohemijsku lokalizaciju ovog proteina.

Pored citave mreze transkripcionih faktora koji reguliSu proces
hiperplazije BAT, proliferacija i diferencijacija mrkih adipocita
afektovana je brojnim hormonima i signalima spoljasnje sredine, kao
Sto su faktori rasta iz porodice BMP. Pokazano je da ovi faktori tokom
ranog embrionalnog razvica stvaraju koncentracioni, odnosno morfogeni
gradijent prenoseci signale iz spoljasnje sredine. BMP7 se sintetiSe u
blizini prekursorskih celija i krvnih sudova i ima vaznu ulogu u
ocuvanju mikrookruzenja (Schulz i Tseng, 2009). U ovoj studiji
pokazana je indukcija proteinske ekspresije BMP7 od 3. sata, dok je
imunopozitivnost detektovana u mrkim adipocitima, preadipocitima, a
najjaca reakcija je pokazana u vezivno-tkivnoj stromi. Ovo ukazuje da je
vancelijski matriks znacajan depo ovog proteina, i ukazuje na
mogucnost vezivanja BMP7 za neke od komponenti matriksa BAT.
Slicne rezultate su dobili Bobacz i sar. (2008) ispitujuc¢i ulogu BMP7 u
hroni¢nom artritisu, gde su pokazali da BMP7 ima sposobnost vezivanja
za fibrilin.

Isti obrazac BMP7 imunoekspresije u humanom f{BAT kao u
animalnom modelu moze da ukazuje na konzerviranu ulogu BMP7 u
hiperplaziji BAT, kako u uslovima hladnocom indukovane hiperplazije

tako i u hiperplaziji tokom razvoja BAT.
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BMP7 pored uloge u akumulaciji lipida, jedini ima sposobnost
indukcije UCP1 ekspresije, za razliku od drugih ¢lanova ove porodice
(BMP2, BMP4 i BMP6). BMP4 adipogeni faktor WAT, suprimira
ekspresiju UCP1 u mrkim preadipocitima, uprkos efektu koji ostvaruje
na lipide (Tseng i sar., 2008). U ovom radu je genska ekspresija BMP4
indukovana hladnocom vec¢ 12. sata i dostize maksimalan nivo u istoj
ispitivanoj tacki (48. sat) kada je zabelezen maksimalan nivo
transkripcije za BMP7. Kako su preadipociti BAT na strukturnom nivou
karakteristicni upravo po pocetnom nakupljanju lipida i mitohondrija u
citoplazmi, moguce je da BMP4 i BMP7 kooperativnho dovode do
deponovanja lipida u ovim celijama.

Pored toga, detektovana translaciona koekspresija BMP7 i UCP1
prikazana u ovom radu govori u prilog tome da BMP7 ima ulogu u
termogenom odgovoru tkiva - aktivacijom UCP1l. Pored uloge u
adipogenezi, pokazano je da BMP7 moze regulisati potroSnju energije
afektujuci ekspresiju gena ukljucenih u funkciju i biogenezu
mitohondrija (Zamani i Brown, 2011), Sto ukazuje na viSestruke uloge

ovog proteina tokom proliferacije i diferencijacije BAT.

5.3. INDUKCIJA ANGIOGENEZE U BAT

Izrazita plasticnost koja odlikuje BAT zahteva usaglasenost
procesa adipogeneze i angiogeneze, koja se uocava kako tokom rasta
tkiva, tako i tokom mnjegove regresije. Ovo je omoguceno Ccelijskom
komunikacijom (adipocita, preadipocita i endotelskih celija) putem
brojnih angiogenih faktora, Sto ima za posledicu brzu aktivaciju mitoze
u prekursorima mrkih adipocita i endotelskim celijama (Cao, 2007).
VEGF se smatra najvaznijim angiogenim faktorom, neophodnim za
indukciju formiranja krvnih sudova (Hausman i Richardson, 2004).

U ovom radu pokazano je da BAT tokom hladnoc¢om indukovane
hiperplazije eksprimira znacajne koli¢ine iRNK i proteina za VEGF, §to

je u skladu sa velikim kapacitetom ovog tkiva za hipertrofiju. Povecanje
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nivoa VEGF iRNK detektovano je u svim ispitivanim tackama tokom
izlaganja hladnoci, a najveca zabelezena koli¢ina je pokazana 24. sata.
Ovi podaci su jednim delom u skladu sa rezultatima Asana i sar, (1997),
koji su istrazivali efekat hronicnog izlaganja i zabelezili prolazno
povecanje genske ekspresije VEGF od prvog do cetvrtog sata izlaganja
hladnoé¢i. StaviSe, rezultati imunohistohemijske detekcije VEGF
pokazali su progresivno povecanje imunopozitivnosti ve¢ od 3. sata u
poredenju sa kontrolom, a najveca gustina kapilarne mreze se uocava
24. sata kada je detektovan maksimum ekspresije VEGF iRNK.

Hladnocom indukovana genska ekspresija VEGF i endoglina
ukazuje na kooperativano ucesSce ova dva faktora u angiogenezi. Naime,
novija istrazivanja ukazuju na znacaj uloge TGFp u signalnim putevima
ukljucenim u razvoj kapilarne mreze. Endoglin predstavlja novi i slabo
istrazen regulatorni element TGFP receptornog kompleksa, i smatra se
vaznim indikatorom proliferacije endotelskih celija (Fonsatti i Maio,
2004; Bernabeu i sar., 2007). Vaznost endoglina u vaskularnoj
morfogenezi je pokazana in utero uginucem miSeva koji su bili
deficijentni za ovaj faktor rasta (Bourdeau i sar., 1999; Arthur i sar.,
2000).

U nasSoj studiji pokazano je znacajno povecanje genske ekspresije
za endoglin pocev od 12. sata izlaganja hladnoci, i visok nivo se odrzava
do kraja ispitivanog perioda. Signalni putevi endoglina su slabo ispitani,
ali pretpostavljamo da endoglin ostvaruje efekat jednim delom na
angiogenezu zajedno sa BMP7, imajuci u vidu da su oba c¢lana TGF-$
porodice afektovana hladnocom. Pored toga endoglin ima uticaja na
adheziju endotelskih celija, migraciju, proliferaciju i interesantno,
mobilizaciju stem celija iz njihovog mikrookruzenja (Conley i sar., 2004;
Bernabeu i sar., 2007), Sto je pokazano i za BMP7.

Sa aspekta proliferacije endotelskih celija posebno su interesantni
podaci imunohistohemijske detekcije PCNA i Ki-67 pokazane u ovoj
studiji, kao i slican odgovor tkivne ekspresije VEGF i Ki-67. U skladu sa

detekcijom ovih celija u BAT mozemo pretpostaviti da indukcija PCNA
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dovodi do proliferacije prekursora mrkih adipocita i endotelskih celija
BAT, dok Ki-67 dovodi do proliferacije prevashodno endotelskih celija.

Promene na nivou gena i proteina ukljucenih u proces
angiogeneze u skladu su sa ultrastrukturnim promenama. Naime, na
ultrastrukturnom nivou, zapazili smo da je vazodilatacija prvi odgovor
tkiva na izlaganje hladnoc¢i, kako bi se omogucilo neophodno
snabdevanje tkiva kiseonikom i supstratima, a zatim se ukljucuje i
angiogeneza koja je neophodna za rast i uvecanje BAT. Povecanje broja
kapilara u odnosu na kontrolu uoceno je u svim grupama izlaganim
hladnoc¢i. Ovi rezultati su u saglasnosti sa naSim prethodnim
rezultatima morfoloSko-stereoloSke analize u kojoj smo pokazali da
izlaganje hladnoc¢i dovodi do povecanja kapilarne mreze i broja kapilara
u BAT (Korac i sar., 2008). Pored toga, uoceno je povecanje ucestalosti
adipogeno-angiogenih klastera koje ¢ine najvecim delom preadipociti i
endotelske celije, Sto ukazuje na neodvojivost dva procesa — adipogeneze
i angiogeneze u BAT tokom hladnocom izazvane hiperplazije.

Sa aspekta proliferacije preadipocita i endotelskih celija zanimljivi
su rezultati imunohistohemijske detekcije PCNA i Ki-67 u adipogeno-
angiogenim klasterima u ovoj studiji, koji pokazuju lokalizaciju oba
proteina u preadipocitima i endotelskim celijama pojedinih adipogeno-
angiogenih klastera, ali su uoceni i klasteri u kojima samo preadipociti
eksprimiraju markere proliferacije, kao i klasteri u kojima to ¢ine samo
endotelske celije. Poznato je da se endotelske celije izolovane iz razli¢itih
depoa masnog tkiva razlikuju u proliferativnom kapacitetu (Cao, 2007).
U nasSoj studiji smo pokazali da takve razlike postoje i u okviru istog
depoa, Sto ukazuje na znacaj mikrookruzenja, odnosno celijske niSe u
tkivu, koja ocito specificno organizuje i ,vaspitava“ celije tokom

diferencijacije.
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5.4. HUMANO FETALNO BAT
5.4.1. Uloga ER u razvoju humanog fBAT

Nakon utvrdivanja odgovora glavnih transkripcionih faktora i
proteina ukljucenih u hiperplaziju BAT pacova kao i strukturnih
promena u tkivu, ispitana je proteinska ekspresija transkripcionih
faktora ukljucenih u razvoj humanog fBAT.

Razvice masnog tkiva, kako kod zivotinja tako i kod c¢oveka, pod
uticajem je veceg broja hormona, medu kojima pored noradrenalina i
insulina, znacajno mesto pripada estrogenu. Estrogen ostvaruje
direktan efekat na BAT reguliSuci deponovanje lipida, broj adipocita, a
pokazano je i da znacajno doprinosi potrosSnji energije (Cooke i Naaz,
2004).

U ovoj studiji proteinska analiza ER tokom razlicitih nedelja
razvica BAT, pocev od XVII zakljuéno sa XXIII nedeljom, pokazala je
vremenski zavisnu indukciju translacionog odgovora ERa. Istovremeno,
zabeleZzena je slaba i prolazna proteinska ekspresija ERB, Sto ukazuje da
estrogen ostvaruje efekat preko obe receptorne izoforme ali da je
dominantna izoforma eksprimirana u humanom {BAT ERa. Ovo
dodatno potvrduje imunohisto- i imunocitohemijska detekcija ER u
ovom radu.

Prisustvo imunogold partikula kojima smo pokazali prisustvo ERa
u mrkim adipocitima, preadipocitima, mezenhimskim stem celijama kao
i u endotelskim celijama ukazuje na moguce ucesce ovog receptora u
procesu adipogeneze tokom fetalnog perioda. Imajuci u vidu detekciju
imunogold partikula za ERP samo u zrelim mrkim adipocitima, nasi
rezultati pokazuju da estrogen svoj efekat na diferencijaciju mrkih
adipocita ostvaruje najvecim delom preko ERa. Slican odnos ekspresije
ER pokazali su Dieudonné i sar. (2004) proucavajuci oba tipa receptora
u WAT coveka.

Detaljnom ultrastrukturnom i imunocitohemijskom analizom

pokazali smo prisustvo obe izoforme ER u nukleusima, citoplazmi i
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mitohondrijama zrelih mrkih adipocita, ali i na nivou Ccelijske
membrane.

Iako estrogen ostvaruje svoj efekat najvecim delom direktno
reguliSuci ekspresiju gena u nukleusu, pokazano je da mala populacija
ovih receptora moze biti pridruzena celijskoj membrani i inicirati brzi,
negenomski efekat. Ovi receptori mogu formirati komplekse sa drugim
proteinima kao S§to je kaveolin 1, indukuju¢i povecanje nivoa
kalcijumovih jona i azot monoksida (Luconi i sar., 2002). NaSa grupa je
pokazala da ovi sekundarni glasnici imaju vaznu ulogu u procesu
mitohondriogeneze BAT (Petrovic i sar., 2005; Markeli¢ i sar., 2011).
Stoga, saglasno sa rezultatima lokalizacije ERa i ERP u mitohondrijama
pokazanim u ovoj studiji, i podacima drugih grupa (Jazbutyte i sar.,
2009) koje su detektovale ERE u mitohondrijalnom genomu coveka,
mozemo zakljuciti da estrogen ostvaruje direktan efekat na mitohondrije
humanog fBAT preko obe izoforme. Pored toga, nukleusna i
mitohondrijalna lokalizacija ER u ovom radu sugeriSe postojanje
koordinisane regulacije genske ekspresije izmedu ova dva celijska
odeljka u humanom {BAT.

Imaju¢i u vidu pokazano prisustvo oba ER u zrelim mrkim
adipocitima, kao i slabu kolokalizaciju ERa i ER3, moZemo spekulisati o
njihovim razliC¢itim ulogama u procesu adipogeneze. Tome dodatno
doprinose rezultati imunocitohemije koji su pokazali prisustvo ERa u
celijama diferencijacionog niza BAT, S§to ukazuje na ulogu ovog
receptora u procesu diferencijacije. Sta viSe, na to jasno ukazuje
kolokalizacija ERa sa PPARy. Iako ERP nije kolokalizovan sa PPARy,
pokazana je znacajna kolokalizacija sa PGC-la. Prisutnost obe
receptorne izoforme u mitohondrijama, kao i kolokalizacija oba
receptora sa PGC-la jasno ukazuje na mogucnost da  estrogen
ostvaruje efekte na mitohondrije preko oba tipa receptora kao i da

interaguje sa PGC-1a.
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Diskusija

5.4.2. Termogeni kapacitet humanog fBAT

Paralelno sa pracenjem ekspresije ER tokom hiperplazije
humanog fBAT, u ovom radu pracena je proteinska ekspresija UCPI,
PPARy i PGC-1a, kljuénih regulatora termogenog kapaciteta i
diferencijacije BAT. Povecanje koli¢ine ovih proteina pokazano u XXIII
nedelji fetalnog razvoja BAT u odnosu na XVII nedelju, idu u prilog
tkivnoj hiperplaziji BAT tokom gestacije, kada se masa humanog fBAT i
kolicina UCP1 progresivno povecavaju kako bi dostigli svoj maksimum
po rodenju (Symonds i sar., 2003).

Rezultati proteinske ekspresije UCP1, PPARy i PGC-1a pokazuju
koordinisanu ekspresiju ovih proteina i u humanom f{BAT, u cilju
termogenog osposobljavanja tkiva. Imajuc¢i u vidu rezultate ove studije
mozemo zakljuciti da razvoj humanog fBAT podrazumeva slicne, ako ne
i iste mehanizme aktivacije kao BAT pacova. Pokazana tkivna ekspresija
noradrenalina, koji pokazuje isti obrazac ekspresije u obe studije, jasno
ukazuje na ulogu simpaticke inervacije u razvoju fBAT kod ljudi.

Ova studija je po prvi put pokazala da se BAT javlja ranije tokom
fetalnog perioda, i da je UCP1 detektabilan ve¢ u XVII nedelji razvica.
Ultrastruktura humanog fBAT do sada je pokazana u samo nekoliko
radova, fokusiranih na ultrastrukturne karakteristike i identifikaciju
anatomske lokalizacije u organizmu (Merklin, 1974; Poissonnet i sar.,
1984; Zancanaro i sar., 1995). HistoloSki podaci iz ranijih studija
ukazuju da razvice BAT kod coveka pocinje oko Sestog meseca fetalnog
perioda (Merklin, 1974; Moragas i Toran, 1983).

Na ultrastrukturnom nivou ovo tkivo je pokazalo sve vazne
karakteristike BAT: citoloSke odlike mrkih adipocita i preadipocita,
inervaciju i bogatu prokrvljenost. Na osnovu velikog broja prekursorskih
celija MSC i preadipocita razli¢itih ultrastrukturnih karakteristika,
jasno je da tkivo prolazi kroz intenzivne procese proliferacije i

diferencijacije.
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Diskusija

Na osnovu Western blot analize i imunohisto/imunocitohemije,
pokazano je da je ERa dominantna izoforma i da estrogen svoj efekat na
diferencijaciju ostvaruje uglavnom preko ovog receptora, imajuci u vidu
rezultate kolokalizacije, verovatno direktnom interakcijom sa PPARYy.
Pored toga, imunocitohemijska analiza ukazuje da estrogen ostvaruje
direktan efekat na mitohondrije ovog tkiva preko oba tipa receptora, bilo
da to ¢ini regulacijom gena mitohondrijalnog genoma i/ili mogucom
interakcijom sa PGC-1a, klju¢nim efektorom mitohondriogeneze.

Cinjenica da se preadipociti u animalnom modelu i u studiji na
humanom fBAT najceSce srecu u blizini krvnih sudova, kao i to da su
po nastanku u fizickom kontaktu sa endotelskom celijom ukazuje na
mogucnost zajednickog porekla ovih celija. Sa druge strane, pokazana
ekspresija MyfS u BAT pacova kao i Cinjenica da je ovaj miogeni faktor
indukovan hladnocom ukazuje na postojanje prekursora koji imaju
mogucnost diferencijacije u pravcu mrkih adipocita ili poprecno-
prugastih miSicnih celijja.

Iz svih navedenih rezultata ove studije proizilazi hipoteza da u
humanom fBAT postoje dva pula preadipocita, jedan pul koji deli
zajednicko poreklo sa endotelskim celijama, sa kojima je i prostorno
blizak i drugi pul koji deli poreklo sa miSicnim celijama, i koji u
citoplazmi poseduje nekoliko lipidnih tela i sarkomerama-slicne
strukture. Za sada su ovakve pretpostavke samo spekulativne i
zahtevaju dalja istrazivanja.

Posebno interesantan je rezultat koji je proizasao detekcijom
UCP1 u humanom fBAT, kao i u studiji na pacovima. Kao Sto je vec
prethodno pomenuto, jedna od glavnih karakteristika termogenog
procesa BAT koja omogucava odrzavanje telesne temperature i
potroSnju energije jeste aktivacija ekspresije UCP1l, markera mrkih
adipocita. Stoga, lokalizacija UCP1 u endotelskim i poprecno-prugastim
miSicnim celijama otvara brojna pitanja, pre svega da li UCP1 ima ulogu
da reguliSe produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, kao Sto je pokazano

u endotelskim celijama (Porter, 2008).
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Dalje, rezultati imunohistohemijske i ultrastrukturne analize
razvoja humanog fBAT su otvorili joS jedno pitanje: da 1li se koncept
»niSe stem celija“ moze primeniti i na prekursorske celije ovog tkiva?

Hipoteza o niSi stem celija postavljena je 1987. godine od strane
Schofield (Schofield, 1987) kada je definisana kao dinamicna struktura
koja integriSe brojne spoljaSnje i unutrasSnje signale i diktira dalju
sudbinu stem celija. NiSu c¢ine stem celije, potporne celije strome,
njihove komunikacijske veze i adhezivne veze, komponente vancelijskog
matriksa koje prosleduju mehanicke i druge signale. Medu najvaznijim
signalima koji imaju uticaj na niSu pominje se upravo morfogen BMP7,
koji sekretovan u samoj nisi ili van nje formira tzv. morfogeni gradijent i
na taj nacin ,daje“ instrukcije stem celijama.

Mi smo na nivou EM jasno uocili male grupacije celija koje
odgovaraju opisu niSe, ostvaruju medusobne kontakte, ali i kontakte sa
komponentama vancelijskog matriksa. Na nivou SM detektovali smo
brojne proteine u vezivno-tkivnoj stromi humanog fBAT, a medusobna
interakcija sa drugim morfogenima dodatno komplikuje istrazivanja
odrzavanja, proliferacije i diferencijacije stem celija. Postoje podaci da i
noradrenalin (Nedergaard i sar., 1995) koji smo detektovali u vezivno-
tkivnoj stromi moze imati ulogu morfogena.

Iako su istrazivanja niSe stem celija u zacetku, jasno je koliko je
njena uloga vazna. Pokazano je da oblik celije, geometrija i elasticnost
komponenata vancelijskog matriksa imaju uticaja na regulaciju
fiziologije i rasta celija (Folkman i Morcona, 1978). Stoga, mozemo
zakljuCiti na osnovu ultrastrukturnih rezultata nasSe studije da BAT
poseduje mikrookruzenja, odnosno niSe stem celija koje imaju razliCit
sklop i samim tim razliCito primaju i prenose signale iz spoljasnje
sredine. Iako se ove celije veoma retko srecu u adultnom tkivu, u
buduc¢im istrazivanjima bi trebalo ispitati na koje nacine dolazi do
prenosa razlic¢itih signala u biohemijske signale, a koji sa druge strane
pokrecu signalne puteve i dovode do promena ekspresije

transkripcionih faktora.
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6. ZAKLJUCCI

Rezultati studije o hiperplaziji BAT kod pacova tokom izlaganja
hladnoc¢i i tokom razvoja fetalnog humanog BAT periodu coveka,
pokazali su da se u osnovi povecanja mase tkiva nalazi hiperplazija
prekursorskih adipocitnih i endotelskih celija i da je ovaj proces pod
strogom kontrolom odgovarajucih transkripcionih faktora. Na osnovu

dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeci zakljucci:

» Jzlaganje pacova hladnodi aktivira termogeni program u BAT koji
je pracen sinhronizovanom transkripcionom i translacionom
aktivacijom klju¢nih regulatornih proteina termogenog programa
— UCP1, PPARy i PGC-1la (3. sat). Ekspresija ovih proteina je
pokazana u humanom {BAT i =zajedno sa ekspresijom
estrogenskih receptora ukazuje na slicne mehanizme aktivacije

termogenog programa BAT kao u slucaju BAT pacova.

= Povecanje termogenog kapaciteta BAT pacova na
ultrastrukturnom nivou je praceno povecanom zastupljenosScu
mitohondrija, njihovom deobom i fuzijom, o c¢emu svedoci

povecana ekspresija Drpl i Mfn2.

= Pored PPARYy, izlaganje pacova hladnoc¢i dovodi do ekspresije
drugih ispitivanih transkripcionih faktora: PPARS, KLF9, KLF15,
Myf5, Nrfl i represije C/EBPa.

*» Hiperplazija BAT pacova i fBAT pracena je povecanjem broja
preadipocita, endotelskih celija i intersticijskih celija, Sto je
uoceno na nivou svetlosne i elektronske mikroskopije. U osnovi
proliferacije nalazi se povecana tkivna i proteinska ekspresija

PCNA i Ki-67 pokazana u ovoj studiji.

» Hiperplaziji BAT pacova i f{BAT doprinosi intenzivirana
angiogeneza, o cemu svedoCi povecanje ekspresije VEGF i

endoglina.
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= U vezi sa proliferativnom sposobnoScu pokazano je da su
adipogeneza i angiogeneza vremenski i prostorno povezane, i da
se ovi procesi odvijaju najvec¢im delom u adipogeno-angiogenim

klasterima, kako u BAT pacova, tako i u humanom fBAT.

» Hiperplazija BAT pacova i f{BAT podrazumeva aktivno
remodeliranje vancelijskog matriksa, posebno izrazeno oko celija

u procesu proliferacije i oko adipogeno-angiogenih klastera.

Uzeti zajedno, rezultati ukazuju na visoko-koordinisanu regulaciju
genske i proteinske ekspresije pracenu odgovarajuc¢im strukturnim
promenama tokom hladnocom indukovane hiperplazije BAT pacova kao
i tokom razvoja BAT u humanom fetusu u cilju termogenog
osposobljavanja fBAT. Razumevanje mehanizama koji dovode do
aktivacije BAT dodatno doprinosi dosadasSnjim saznanjima i otvara

mogucnosti novih terapeutskih pristupa.
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PRILOG - SPISAK SKRACENICA

BAT engl. brown adipose tissue — mrko masno tkivo
WAT engl. white adipose tissue, belo masno tkivo
UCP1 engl. uncoupling protein 1, dekuplujucéi protein 1
ATP adenozin-trifosfat
cAMP cikli¢ni adenozin-monofosfat
PPARYy engl. peroxisome proliferator-activated receptor y
PGC-1a engl. PPARYy coactivator-1a
C/EBP engl. CCAAT/enhancer-binding protein a
KLF engl. Kriippel-like factor
mtDNK mitohondrijalna dezoksiribonukleinska kiselina
NRF1 engl. nuclear respiratory factor
Mfn2 mitofuzin
Drpl engl. dinamin-related protein 1
VEGF engl. vascular endothelial growth factor
TGF- engl. transforming growth factor-3 - faktor transformacije rasta 3
BMP engl. bone morphogenic proteins
FABP4 engl. fatty acid binding protein 4
Myf5 engl. myogenic regulatory factor 5
PRDM16 engl. PRD1-BF1-RIZ1 homologous domain-containing 16
MSC mezenhimska stem celija
fBAT engl. fetal brown adipose tissue - fetalno mrko masno tkivo
ERa estrogenski receptor alfa

ERB

estrogenski receptor beta
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Mpwunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

Motnucanu-a Kcenuja . Benuykosuh

6poj ynuca BO 060024

UsjaBrbyjem
Aa je AoKTOopCcKa AncepTaumja nosg HacnoBom

» | PAHCKPUMNLMOHA perynauuja pasBoja u xunepnsasuje MpKor MacHor Tkuea“.
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Mpunor 2.

M3jaBa 0 NICTOBETHOCTMU LUTaMMNaHe U efieKTpOoHCcke
Bep3uje OOKTOpPCKOr paga

Wme n npesnme aytopa: Kcenuja [l. Benuukosuh
Bpoj ynuca: 6O 060024
Cryaujcku nporpam Buonoruja henuja v Tkvea

Hacrios papa: ,TpaHcKpunuuoHa perynauuja pa3Boja M Xunepnnasuje MpKor
MacHor Tkuea*“.

MenTopu: [p AnekcaHgpa Kopah, pegosHu npodecop
Buonowkn bakynteT, YHuBep3uteT y beorpany

[p AnekcaHgpa YBopo, BuwK Hay4yHu capagHuk MHcTUTyTa 3a BuonoLwlka
uctpaxusawa ,CuHuwa CtaHkoBuh* YHusepsuteTa y beorpagy n
nctpaxusad The Methodist Hospital Research Institute Department of
Genomic Medicine, Houston, Texas, USA,

MoTtnucann _ Kcenuja . Benundkoeuh

usjaerbyjeM fa je wrtamnaHa Bep3uja Mor AOKTOPCKOr paja WCTOBETHA enNeKTPOHCKO]
BEp3nju Kojy cam npegao/na 3a objaBrbuMBarke Ha nopTany QururtanHor
penosutopujyma YHuBep3sutera y beorpagy.

[osBorbaBam ga ce objaBe MOju NWUYHKM nogauu BesaHW 3a gobujare akagemckor
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