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Molekulske osnove strukturnog remodeliranja mitohondrija
indukovanog kalcijumom i insulinom u mrkim adipocitima pacova

REZIME

Osnovna uloga mrkog masnog tkiva je odrzanje tjelesne temperature i odrzanje energetske
homeostaze organizma. Izlaganje hladnodi, a i povecan unos hrane, dovodi do stimulacije,
proliferacije i diferencijacije mrkih adipocita, §to je pradeno remodeliranjem mitohondrija,
termogenih organela mrkih adipocita. U okviru strukturnog remodeliranja mitohondrije
pokazuju $irok dijapazon morfoloskih promjena (broj mitohondrija u ¢eliji, srednji dijametar,
fuzija i fisija mitohondrija, volumenska gustina kristi) $to je povezano sa prisustvom pojedinih
kompleksa elektron transportnog lanca, ATP sintaze, familije UCP proteina, posebno UCP1, a i
drugih proteina unutra$nje membrane mitohondrija.

Kalcijum igra veoma vaznu ulogu u termogenezi, njegova koncentracija u citoplazmi i
organelama mrkih adipocita je hormonski regulisana, prije svega noradrenalinom.
Mitohondrije, s jedne strane, imaju vaznu ulogu u oblikovanju signalnih puteva kalcijuma, a
kalcijum, s druge strane, u fizioloskim koncentracijama stimuli$e mitohondrijalni metabolizam i
povecava produkciju energije, dok u visokim koncentracijama indukuje apoptozu.

Insulin je jedan od glavnih modulatora termogene funkcije mrkih adipocita, gdje
stimuli$e sintezu i deponovanje lipida u mrkim adipocitima, proliferaciju mrkih adipocita,
angiogenezu i vazodilataciju. Pokazano je da insulin uti¢e na aktivnost elektron transportnog
lanca, a i da mitohondrije pojac¢avaju insulinsku osjetljivost putem redoks regulacije proteina
tirozin kinaze i insulinskog receptora.

Cilj ove doktorske disertacije je rasvjetljavanje kako kalcijum, s jedne strane, a insulin, s
druge strane, uticu na molekulske mehanizme koje su uklju¢ene u strukturno remodeliranje
mitohondrija mrkih adipocita pacova.

U eksperimentu su kori$¢eni Wistar pacovi, starosti dva mjeseca. U eksperimentu sa
Ca-SANDOZ, zivotinje su podijeljene u dve grupe, jedna je pila Ca-SANDOZ rastvoren u vodi,
a druga, kontrolna, ¢esmensku vodu, tri dana. U eksperimentu sa insulinom, pacovi su
podijeljeni u $est grupa, &etiri grupe su primale nisku (0.4 IU) ili visoku (4 IU) dozu insulina i to
jedan (akutno) ili tri dana (hroni¢no). Ostale dvije grupe, kontrolne, su primale fizioloski
rastvor akutno ili hroni¢no. Tre¢eg dana tretmana Ca-SANDOZ, odnosno tri sata poslije
posljednjeg tretmana insulinom, Zivotinje su Zrtvovane dekapitacijom, a interskapularni depo
BAT je izolovan i pripremljen za biohemijske, mikroskopske i molekularno-bioloske analize, i za
izolaciju mitohondrijalnih frakcija. BAT i mitohondrijama bogata frakcija su analizirane
Western Blot analizom, imunohistohemijskom, imunofluorescentnom i imunogold analizama,

ultrastukturnim i stereoloskim analizama, a analizirana je i aktivnost ATP sintaze.



Alizarin Red S bojenje je pokazao povecanu koncentraciju Ca** u mrkim adipocitima
tretiranih Ca-SANDOZ, a kalijum piroantimonat je lokalizovao Ca**-bogate regione u
citoplazmi, mitohondrijama i oko lipidnih tijela. Ca-SANDOZ smanjio je broj mitohondrija, ali
je povecao njihovu veli¢inu i volumensku gustinu kristi. Transmisiona elektronska mikroskopija
je pokazala brojne izduzene i “fuzionisane” mitohondrije u Ca-SANDOZ grupi, kao i
megamitohondrije u pojedinim mrkim adipocitima. Ca-SANDOZ uti¢e na mitohondrijalnu
fuziju povecanjem proteinske ekspresije Mfn1 i Mfn2, a smanjenjem Drpi. Konfokalna
mikroskopija je pokazala povecan stepen kolokalizacije mitohondrija i endoplazminog
retikuluma. Nivo UCP1 proteina je povecan, $to je potvrdeno Western blot analizom i
imunohistohemijom. Ovi rezultati ukazuju da Ca-SANDOZ stimuli$e fuziju mitohondrija,
povecava kontakte izmedu mitohondrija i endoplazminog retikuluma i povedava termogeni
kapacitet mrkih adipocita pacova.

Western blot analiza mitohondrijama bogate frakcije je pokazala da akutni tretman
insulinom dovodi do povecanja, a hroni¢ni tretman insulinom do smanjenja proteinske
ekspresije svih kompleksa elektron transportnog lanca, osim kompleksa II i IV, kojima je
proteinska ekspresija takode povecana primjenom niske, a hroni¢ne doze insulina. Proteinska
ekspresija UCP1 je smanjena poslije akutnog tretmana insulinom, ali je povecana hroni¢nim
tretmanom. Niska, hroni¢na doza insulina dovodi do povecanja proteinske ekspresije UCP2
proteina, a visoka doza smanjuje. Proteinski sadrzaj UCP3 je povecan i akutnim i hroni¢nim
tretmanom insulinom, nezavisno od doze. U slu¢aju ATP sintaze, promjena proteinske
ekspresije je prac¢ena navedenom proteinskom ekspresijom kompleksa elektron transportnog
lanca, a proteinska ekspresija anti-ATPaznog inhibitornog faktora (IF1) je poveéana u svim
tretiranim grupama, $to se i poklapa sa aktivnos¢u ATP sintaze. Konfokalna mikroskopija je
pokazala, i u kontrolnoj grupi, da pojedini mrki adipociti posjeduju dominantno tip
mitohondrija koje su imunopozitivne na UCP1 ili pojedina¢ni kompleks elektron transportnog
lanca ili ATP sintazu, a drugi mrki adipociti posjeduju mitohondrije sa razli¢itom
imunopozitivho$¢u na navedene proteine. Osim toga, uoceni su pojedini mrki adipociti sa
kolokalizacijom navedenih proteina u odredenoj populaciji mitohondrija. Ovo ukazuje da se
mrki adipociti odlikuju funkcionom heterogeno$¢u mitohondrija, odnosno prisutan je
mitohondrijalni mozaicizam. Stavide, kompleksi elektron transportnog lanca, ATP sintaza i
UCP1 kolokalizuju u razli¢itom stepenu u razli¢itim mitohondrijama unutar pojedina¢nog
mrkog adipocita, i taj efekat je i dozno i vremenski zavisan. Navedeni rezultati ukazuju da insulin
modulira bioenergetski i termogeni kapacitet mrkih adipocita in vivo modulacijom

mitohondrij alnog mozaicizma.
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Molecular basis of mitochondrial structural remodeling induced by
calcium and insulin in rat brown adipocytes

ABSTRACT

Essential role of brown adipose tissue is maintaining body temperature and energy homeostasis
of organism. Exposure to cold and increased diet intake lead to stimulation, proliferation and
differentiation of brown adipocytes, what is followed by remodeling of mitochondria,
thermogenic organelles of brown adipocytes. In the context of structural remodeling,
mitochondria show wide repertoire of morphological changes (e.g. mitochondria number in
cell, mean diameter, fusion and fission of mitochondria, volume density of mitochondrial
cristae) what is connected with abundance of components of electron transport chain (ETC),
ATP synthase, UCP proteins - especially UCP1 protein, and other proteins of inner
mitochondrial membrane.

Calcium plays important role in thermogenesis, and its concentration in cytosol and
organelles of brown adipocytes is hormone regulated, particularly by noradrenaline.
Mitochondria has essential role in shaping calcium signaling pathways, and calcium, on other
hand, stimulates mitochondrial metabolism and increases energy production, but in high
concentrations induces apoptosis.

Insulin is one of major modulators of thermogenic function of brown adipocytes, and
stimulates synthesis and storage of lipids in brown adipocytes, proliferation of brown
adipocytes, angiogenesis and vasodilatation. It is showed that insulin has effect on electron
transport chain activity, but also mitochondria enhances insulin sensitivity via redox regulation
of tyrosine kinases and insulin receptor.

The aim of this doctoral dissertation is elucidation how calcium and insulin effect on
molecular mechanisms involved in structural remodeling of mitochondria of rat brown
adipocytes.

Two-month-old male Wistar rats were used. In Ca-SANDOZ study, they were divided
into two groups - Ca-SANDOZ drinking or tap water drinking for three days. In insulin
experiment, rats were divided into six groups, where four groups treated with low (0.4 IU) or
high (4 IU) dose of insulin, for one (acutely) or three (chronically) days. Another two groups
served as control, treated with 0.9% saline solution for one or three days. On third day of
Ca-SANDOZ treatment, or three hours after last administration of insulin, they were sacrificed
by decapitation, and interscapular portion of BAT was isolated and prepared for biochemical,
microscopic and molecular biology analyses, also for isolation of mitochondria-enriched BAT
fraction. BAT and mitochondria-enriched fraction were analyzed by Western blot analysis,

imunohistochemical, immunofluorescent, immunogold, ultrastructural and stereological



analyses. Also, ATP synthase activity was measured.

Alizarin Red S staining showed increased Ca*" level in rat brown adipocytes, and
potassium pyroantimonate staining localized Ca**-rich regions in the cytoplasm, mitochondria
and around lipid droplets. Ca-SANDOZ decreased mitochondrial number, but increased their
size and mitochondrial cristae volume. Transmission electron microscopy revealed numerous
enlarged and fusioned-like mitochondria in Ca-SANDOZ treated group compared to the
control, and megamitochondria in some brown adipocytes. = Ca-SANDOZ affected
mitochondrial fusion increasing Mfn1 and Mfn2 protein level, and decreasing Drp1 protein
level.  Confocal microscopy showed a higher colocalization rate between functional
mitochondria and endoplasmic reticulum (ER). The level of UCP1 was elevated, which was
confirmed by Western blot analysis and immunohistochemistry. These results suggests that
Ca-SANDOZ stimulates mitochondrial fusion, increases mitochondria-ER contacts and the
thermogenic capacity of rat brown adipocytes.

Western blot analysis of mitochondria-enriched BAT fraction revealed that acute insulin
treatment increased, whereas chronic insulin treatment decreased expression of all ETC
complexes except complex IT and IV, which were up-regulated by a low insulin dose and chronic
treatment, respectively. UCP1 expression decreased after acute treatment but increased
following chronic insulin treatment. A chronic low dose of insulin increased UCP2 content, but
a high dose had the opposite effect. Protein content of UCP3 was increased by both acute and
chronic insulin treatment. ATP synthase expression mirrored that of the ETC complexes, while
the anti-ATPase inhibitory factor (IF1) expression was elevated in all treatment groups, in line
with ATP synthase activity. Confocal microscopy showed that some brown adipocytes from
control group contained only one type of mitochondria that were immunopositive for UCP1,
ETC complex or ATP synthase, while others were of mixed type that did or did not show
colocalization. These results indicated mitochondrial functional heterogeneity or mitochondrial
mosaicism in brown adipocytes. Furthermore, ETC complexes, ATP synthase and UCP1 were
found to colocalize differently in different mitochondria within a single brown adipocyte, and
this effect was both dose and time dependent. These results suggest that insulin modulates the
bioenergetic and thermogenic capacity of rat brown adipocytes in vivo by modulating

mitochondrial mosaicism.
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1 | Uvod

1.1 O MITOHONDRIJAMA...

MITOHONDRIJE KAO STRUKTURE SU PRVI PUT ZABILJEZENE POLOVINOM 19. VIJEKA (Henle,
1841), ali ove organele tek nakon pedesetak godina dobijaju sve ve¢u paznju kao “elementarne
Cestice” ili bioblasti (Altmann, 1894). Benda (1898), uo¢avajudi ih kao granule povezane u niti u
spermatozoidima, daje im naziv — mitohondrije.

Sa otkricem i primjenom elektronskog mikroskopa kona¢no se mogla rasvijetliti
ultrastrukturna grada mitohondrija (Palade, 1952, 1953; Sjostrand, 1953a,b). Pokazalo se da
mitohondrije posjeduju dvije membrane, spoljasnju i unutra$nju membranu. Unutrasnja
membrana zatvara matriks i gradi mnogobrojne nabore ili evaginacije, odnosno kriste koje se
pruzaju duboko u matriks. Kriste su ¢esto lamelarne, ali mogu biti i tubularne, u zavisnosti od
tipa tkiva. Prostor izmedu spoljasnje i unutrasnje mitohondrijalne membrane, intermembranski
prostor, moze varirati u $irini. Osim toga, unutar kristi je intrakristalni prostor, koji se proteze
sve do mjesta spajanja (engl. crista junction) sa unutra$njom mitohondrijalnom membranom
(Scheffler, 2008).

Sam matriks nije homogen, pokazuje finu granuliranost i Cesto se mogu uoditi
kristaloidne inkluzije ili elektron-guste partikule, ¢iji broj, u nekim sluc¢ajevima zavisi od
trenutnog metaboli¢kog stanja posmatranog tkiva (Scheffler, 2008).

Veli¢ina mitohondrija varira u zavisnosti od vrste tkiva, ali i od metaboli¢kog stanja samih
¢elija. Dimenzije mitohondrija hepatocita, "reprezentativnih” mitohondrija, su 3-4 pm u duzini,
a dijametra oko jedan pm. Naravno, oblik i veli¢ina mitohondrija posmatranih elektronskim

mikroskopom zavise i od ravni sje¢enja u odnosu na duzu osu mitohondrija (Scheffler, 2008).



1.2 MRKI ADIPOCITI

U tkiva koja su bogata mitohondrijama spada i mrko masno tkivo (engl. brown adipose
tissue, BAT). U BAT dominiraju mrki adipociti (engl. brown adipocyte, BA), koji se odlikuju
veoma velikim brojem mitohondrija i malih lipidnih tijela, za razliku od bijjelih adipocita. Mrki
adipociti, zbog svoje osnovne funkcije — regulacije toplote i energetskog metabolizma, veoma su
zavisni od mitohondrija, koje imaju veoma dobro razvijenu unutra$nju membranu, $to ukazuje
na visok kapacitet respiracije.

BAT je organ koji omoguéava termogenezu bez drhtanja (engl.  non-shivering
thermogenesis) (Cannon i Nedergaard, 2004), evolutivnu sposobnost koja hibernatorima,
glodarima adaptiranim na hladno¢u i novorodenim sisarima omogucuje da produkuju toplotu
bez drhtanja. Takode, pokazano je prisustvo ovog organa i kod ¢ovjeka (Nedergaard i sar,
2007). BAT je pod inervacijom simpatikusa. Oslobadanje noradrenalina i njegovo vezivanje za
B,-adrenergicke receptore (Muzzin i sar, 1991) aktivira adenilat ciklazu $to dovodi do
povecanja koncentracije cAMP u éeliji (Slika 1). Poveéan cAMP aktivira protein kinazu A
(PKA) koja aktivira hormon senzitivnu lipazu (HSL) (Holm i sar., 1987; Shih i Taberner, 1995;
Haemmerle i sar, 2002). Dolazi do hidrolize triacilglicerola i slobodne masne kiseline se
oksiduju u mitohondrijama. PKA takode dovodi do transkripcije gena neophodnih za
termogenezu (Cannon i Nedergaard, 2004). Pokazano je da i natriuretski peptidi srca mogu da
aktiviraju termogenezu misjih i humanih adipocita tako $to se vezuju za receptor natriuretskih
peptida A (engl. natriuretic peptide receptor A, Npra), sto dovodi do aktivacije guanilat ciklaze i
povecanja koncentracije cGMP u éeliji. cGMP aktivira protein kinazu G (PKG), koja na sli¢an
nacin kao i PKA aktivira HSL i pokrece transkripciju termogenih gena (Bordicchia i sar., 2012;

Collins i Bordicchia, 2013).

1.3 MITOHONDRIJE I BIOENERGETIKA

Za mitohondrije se ¢esto kaze da su “¢elijske elektrane” jer produkuju ATP, univerzalnu
energetsku valutu za sve Celije, u procesu oksidativne fosforilacije gdje je aktivnost elektron
transportnog lanca kuplovana sa produkcijom ATP (Slika 2). Tokom respiracije, protokom
elektrona kroz elektron transportni lanac, protoni se ispumpavaju iz matriksa mitohondrija u
intrakristalni (intermembranski) prostor &¢ime se uspostavlja protonski gradijent izmedu dvije

strane unutra$nje mitohondrijalne membrane (pozitivna i negativna strana). Sa



Slika 1. Indukcija termogeneze. Simpaticki neuroni oslobadaju kateholamine (tamnozeleni kruzici), koji
se vezuju za -adrenergicke receptore, vode¢i ka aktivaciji adenilat ciklaze (AC), $to dovodi do povecanja
koncentracije cAMP (svijetlozeleni kruzi¢i) i pojatane aktivnosti PKA. Natriuretski peptid (NP, crveni
kruzici) se vezuje za receptor natriuretskih peptida A (Npra), koji aktiviranjem guanilat ciklaze (GC) vodi
ka poveéanju koncentracije cGMP (ljubicasti kruzici) i aktivaciji PKG. Aktivirane PKA i PKG koriste sli¢ne
mehanizme da pokrenu transkripcionu kaskadu mrkih adipocita fosforilacijom Creb i p38 Mapk. p38
Mapk fosforiliSe i aktivira Atf2 i Pgc-1a, koji indukuju transkripciju termogenih gena, uklju¢ujudi Ucpi.
Pgc-1a se vezuje za DNK putem interakcije sa Ppar-y, Ppar-a, retinoidnih X receptora (Rxrs) i tiroidnog
receptora (TFx). Osim toga, kateholamini povecavaju koli¢inu miR-196a, $to dovodi do poveéane
ekspresije C/ebpp, takode vodedi aktivaciji termogenih gena. Aktivacija PKA i PKG indukuje lipolizu.
Slobodne masne kiseline (FFA, plavi kruziéi) oslobodene iz lipidnih tijela se oksiduju u mitohondrijama
oslobadajudi toplotu. Protok protona putem Ucp1 se aktivira masnim kiselinama dugih lanaca (LCFA,
zeleni kruzi¢i). AR, adrenergicki receptor; P, fosfat; Gs, subjedinica G proteina. Adaptirano iz Harms i
Seale (2013).

termodinamic¢kog aspekta, mjera razlike koncentracije protona sa obe strane membrane je
protonski elektrohemijski gradijent, koji se sastoji od dvije komponente — hemijske razlike u
koncentraciji protona (kako su u pitanju H* joni, te se izrazava preko ApH) i razlike u
elektri¢cnom potencijalu membrane (AY,). U bioenergetici, protonski elektrohemijski
gradijent se izrazava u mV i poznat je kao proton pokretacka sila (engl. proton motive force, pmf

ili Ap) (Nicholls i Ferguson, 2013).



Slika 2. Stvaranje i potro$nja proton pokretacke sile. Protok elektrona kroz elektron transportni lanac
kuplovan je sa pumpanjem protona od strane kompleksa I, ITI i IV. Rezultujuéi elektrohemijski protonski
gradijent moze se iskoristiti na dva na¢ina: 1) produkcijom ATP putem ATP sintaze; i 2) rasipanjem tog
gradijenta $to ne dovodi do produkcije ATP, ve¢ do termogeneze bez drhtanja i zastite od oksidativnog
oste¢enja. UMM - unutragnja membrana mitohondrija. Adaptirano iz Divakaruni i Brand (2011).

1.3.1 ELEKTRON TRANSPORTNI LANAC
1.3.1.1  KompPLEKS I

Kompleks I (NADH:ubikinon oksidoreduktaza, E.C. 1.6.5.3) je jedan od vaznih enzima
za metabolizam Celije. Oksiduje NADH, uglavnom iz Krebsovog ciklusa i -oksidacije masnih
kiselina, pri ¢emu se regeneri$e NAD* pul u matriksu mitohondrija. Koristi dva elektrona za
redukciju ubikinona (Q) u ubikinol (QH,), snabdijevajuéi elektron transportni lanac
elektronima za redukciju kiseonika do vode. Potencijalna energija koja se oslobada ovom
redoks reakcijom iskori$tava se za prenos protona kroz unutra$nju mitohondrijalnu membranu
stvarajudi proton pokretacku silu (Voet i Voet, 2004).

Do sada je identifikovano 45 proteina u kompleksu I sisara (B. taurus), mase vece od 9oo
kDa, $to ga ¢ini najveéim kompleksom u elektron transportnom lancu. Sastoji se od 14
konzervisanih osnovnih (engl. core) subjedinica koje su dovoljne za transdukciju energije i 31
dodatne (engl. supernumerary) subjedinice (Hirst, 2013). Osnovne subjedinice zajedno
formiraju dva domena koje imaju izgled slova L. Sedam hidrofilnih subjedinica ¢ine redoks
domen koji se pruza u matriks, a ostalih sedam, koje su hidrofobne, nalaze se u unutra$njoj

membrani mitohondrija (Efremovi Sazanov, 2011; Baradaran i sar., 2013; Hirst, 2013).

1.3.1.2 KomprLEKS II

Kompleks II (sukcinat:ubikinon oksidoreduktaza, sukcinat dehidrogenaza, E.C. 1.3.5.1)

je klju¢ni membranski kompleks u Krebsovom ciklusu koji katalizuje oksidaciju sukcinata do



fumarata u mitohondrijalnom matriksu. Oksidacija sukcinata je kuplovana sa redukcijom
ubikinona do ubikinola. Na taj nac¢in kompleks II povezuje Krebsov ciklus sa elektron
transportnim lancem. Ovom reakcijom ne dolazi do prenosa protona tako da ne pridonosi
stvaranju proton pokretacke sile (Cecchini, 2003 ).

Kompleks II je molekulske mase oko 124 kDa. Sastoji se od solubilnog katalitickog
heterodimera i integralnog membranskog regiona. Solubilni kataliticki heterodimer se sastoji od
subjedinice A sa kovalentno vezanim kofaktorom FAD (Fp subjedinica) i B (Ip subjedinica)
koja sadrzi 3 Fe-S klastera ([2Fe-2S], [4Fe-4S] i [3Fe-4S]). Integralni membranski domen ¢ine
dva hidrofobna peptida (CybL i CybS) sa jednom hem grupom izmedu njih (Sun i sar,, 2005;

Maklashina i Cecchini, 2010).

1.3.1.3 KomprLEKS III

Kompleks III (ubikinol:citohrom ¢ oksidoreduktaza, E.C. 1.10.2.2) poznat je i kao bc,
kompleks ili citohrom ¢ reduktaza. Oksidacija ubikinola u ubikinon i prenos elektrona do cyt ¢
je kuplovan sa prenosom Cetiri protona kroz unutrasnju mitohondrijalnu membranu po
oksidovanom kinolu (Crofts, 2004).

Kompleks I1I, izolovan iz srca goveceta (B. taurus), sastoji se od 11 razli¢itih polipeptida i
ima molekulsku masu od 240 kDa (Schagger i sar,, 1986, 1995). Posjeduje Cetiri redoks centra,
i to: dvije hem grupe citohroma b (by i by.), jednu hem grupu citohroma c, i jedan Fe-S centar

unutar Rieske gvozde sumpor proteina (Crofts, 2004).

1.3.1.4 KomPLEKS IV

Kompleks IV (citohrom ¢ oksidaza, E.C. 1.9.3.1) je posljednji kompleks elektron
transportnog lanca. Oksidacijom citohroma ¢ redukuje se molekulski kiseonik, krajnji akceptor
elektrona, do vode. Kompleks IV je takode protonska pumpa, koja doprinosi sa jos dva protona
koji se izmjestaju iz matriksa, po redukujuéem ekvivalentu (Kaila i sar,, 2010).

Sisarski kompleks (monomer, molekulske mase 204 kDa) sadrzi 13 subjedinica, gdje su
najvece subjedinice (I-III) produkti mitohondrijalnog genoma. Subjedinica I vezuje hem a i
hem a,, formiraju¢i Cup redoks centar. Subjedinica II formira Cup centar. Ove subjedinice
zajedno sa subjedinicom III formiraju osnovu enzima (Tsukihara i sar, 1995, 1996; Saraste,
1999; Yoshikawa, 1999). Za subjedinicu III se pretpostavlja da odrzava strukturni integritet
kompleksa, a ostale subjedinice vjerovatno igraju ulogu u stabilizaciji, izolaciji ili formiranju

kompleksa (Yoshikawa, 1999; Branden i sar., 2006).



1.3.2 ATP sINTAZA

”Svi enzimi su divni, ali ATP sintaza je jedan od najljepsih, kao i jedan od najneobi¢njih i
vaznih” enzima (Boyer, 1997), poznat i kao F,F,-ATPaza ili kompleks V (E.C. 3.6.3.14). Nalazi
se u unutra$njoj membrani mitohondrija. Ovaj enzim je potrosa¢ proton pokretacke sile, ¢ijem
formiranju doprinose kompleksi I, III i IV elektron transportnog lanca. Protonski gradijent se
koristi za fosforilaciju ADP (Mitchell, 1979, 2011).

Strukturno, ATP sintaza predstavlja enzimski superkompleks molekulske mase vise od
500 kDa i sastoji se od dvije subjedinice — F, i F,. F,, molekulske mase oko 380 kDa, uronjen je
u matriks i predstavlja hidrofilni dio ATP sintaze. Odvajanjem od membranskog domena ATP
sintaze, ponasa se kao ATP vode¢i motor, rotacijom unutra$njih subjedinica dolazi do hidrolize
ATP, zato je i poznat kao F,-ATPaza. Druga subjedinica ATP sintaze — F,,, mase oko 120 kDa,
uronjena je u membranu i njenom rotacijom dolazi do translokacije protona uslijed razlike u
protonskom elektrohemijskom gradijentu (Yoshida i sar,, 2001; Suzuki i sar,, 2002; Okuno i sar.,
2011).

F, se sastoji od a,f3,78¢ subjedinica. Tri a i tri § subjedinice formiraju heksamerni prsten
u kome su subjedinice poredane naizmjeni¢no. Osovinu rotora ¢ini y subjedinica, koja se nalazi
u $upljini a,3, prstena. Subjedinica ¢ vezuje se za istureni dio y subjedinice, osiguravajudi na taj
nacin vezu izmedu F, i F, (Menzi sar., 2001; Walker, 2013).

Bakterijski F, sastoji se od ab,c,,_,, subjedinica, dok mitohondrijalnu F, ¢ine i d, ¢, f, g,
OSCP, F6 i A6L subjedinice. Subjedinice ¢ formiraju oligomerni rotiraju¢i prsten. Broj ¢
subjedinica varira medu vrstama, npr. u mitohondrijama sisara je 8 (Watt i sar,, 2010), kod
kvasaca — 10 (Stock i sar,, 1999), dok je najveéi broj ¢ subjedinica — 15, otkriven kod jedne vrste
algi (Pogoryelov i sar, 2005). Subjedinica a je lateralno prikacena za ¢ prsten omogucavajuéi
rotaciju (Ono i sar., 2004). Kod sisara, stator je sa¢injen od éetiri subjedinice — OSCE, b, d i F6
(Collinson i sar, 1994). On se vezuje za a subjedinicu i ¢ prsten, s jedne strane, i za §
subjedinicu, s druge strane, tako povezuju¢i F, i F, domene (Motz i sar,, 2004; Walker, 2013 ).

Mitohondrije mrkih adipocita posjeduju nizak kapacitet za sinteza ATP (Houstek i
Drahota, 1977), gdje je stehiometrijski odnos izmedu ATP sintaze i respiratornog lanca (ATP
sintaza/COX) 5-11 puta nizi u odnosu na mitohondrije drugih tkiva (Houstek i sar, 1991).
Subjedinica ¢ F, domena je produkt gena P1 i P2, gdje je odnos P1/P2 transkripata veéi u
tkivima sa ve¢om aktivno$¢u ATP sintaze. P1 gen odgovara na razne fizioloske stimuluse, npr.
nakon izlaganja hladnoé¢i (4 °C) u mrkim adipocitima pacova dolazi do nagle ekspresije unutar

24 sata, pa potom opada sve dok ne dostigne 40% nivoa ekspresije kontrolnih zivotinja. Ovaj



efekat je bio primje¢en samo u BAT, dok u srcu ili jetri nije bilo promjena (Andersson i sar.,
1997). Literaturni podaci su pokazali da je koli¢ina ATP sintaze u mrkim adipocitima regulisana
kako na transkripcionom, tako i na proteinskom nivou pojedinih subjedinica. Na primjer,
Kramarova i sar. (2008) su pokazali, na eksperimentima sa transgenim UCPp1 mi$evima gdje je
P1 gen kod kontrolom UCP1 promotora, da su te zivotinje imale povec¢an nivo ATP sintaze
nakon izlaganja hladnod¢i. Ovi eksperimenti pokazuju da je ogranic¢ena dostupnost subjedinica
ATP sintaze uzrok niske koli¢ine ATP sintaze u mitohondrijama mrkih adipocita.

Na ultrastrukturnom nivou, metodom negativnog bojenja, ATP sintaza se uocava kao
globularna struktura — “elementarna cestica’, lokalizovana na matriksnoj strani unutrasnje
membrane mitohondrija (Fernandez Moran i sar,, 1964; Kagawa i Racker, 1966). A intrigantan
podatak je da u vrijeme otkri¢a "elementarne &estice”, Lindberg i sar. (1967) nisu uo¢ili takva

strukturu u mitohondrijama mrkih adipocita.

1.3.3 INHIBITORNI FAKTOR 1 (IF1)

ATP sintaza ima mogu¢nost reverzne rotacije, pri ¢emu dolazi do hidrolize ATP u uslovima
kada je narusena aktivnost elektron transportnog lanca, pri pove¢anom “curenju” protona ili u
uslovima hipoksije (Nicholls, 1974; Weber i Senior, 2000).

IF1, inhibitorni faktor 1 ATPaze, inhibira ATPaznu aktivnost sprije¢avaju¢i hidrolizu
ATP. IF1 je molekulske mase 10 kDa i uglavnom je lokalizovan unutar matriksa mitohondrija
(Campanella i sar., 2009). Pri kiselom pH (oko 6.7), formira se dimer koji je ujedno i aktivna
forma IF1, dok je pri baznom pH (oko 8.0) u vidu tetramera i ne interaguje sa ATP sintazom
(Galante i sar, 1981; Cabezon i sar., 2000; Aggeler i sar., 2002; Long i sar, 2015). Kristalna
struktura kompleksa ATP sintaze i IF1 pokazuje da se IF1 insertuje izmedu a i f subjedinica F,
domena (Cabezon i sar,, 2003 ). Inhibicija nije potpuna i prije svega zavisi od odnosa IF1/ATP
sintaze, a nema efekat na ATP sintaznu aktivnost (Campanella i sar., 2009).

Pokazano je da IF1 sprije¢ava remodeliranje unutragnje mitohondrijalne membrane koje
bi dovelo do redistribucije cyt c i do apoptoze (Campanella i sar., 2009; Faccenda i sar, 2013).
In vitro eksperimenti sa Celijama osteosarkoma su pokazali da interakcija IF1, bilo direktno,
povelavanjem kataliticke aktivnosti ATP sintaze, bilo indirektno, pobolj$anjem strukture
mitohondrijalnih kristi (interakcijom sa ATP dimerima), pobolj$ava bioenergetski kapacitet
pod normoksi¢nim uslovima (Barbato i sar, 2015). IF1, podsticanjem pada AY,,, dovodi do
aktivacije PINK-PARK2 zavisne mitofagije, $to je i potvrdeno odsustvom mitofagije u IF1-KO

¢elijama (Lefebvre i sar., 2013). Medutim, jo$ nije potpuno razja$njena uloga IF1, jer IF1-KO



migevi nisu pokazali nikakvu fenotipsku promjenu u mitohondrijama (Nakamura i sar., 2013).
Proteomska analiza BAT miSeva izloZenih hladno¢i pokazala je dvostruko povecanje IF1,
koja inhibira ATPaznu aktivnost ATP sintaze u mitohondrijama mrkih adipocita u uslovima kada

je pojaéano rasipanje protonskog gradijenta dekupluju¢im proteinima (Forner i sar,, 2009).

1.3.4 UCP PROTEINI
1.3.4.1 UCP1

Sposobnost BAT da produkuje toplotu omogucena je zahvaljujuéi prisustvu
dekuplujuceg proteina 1 (engl. uncoupling protein 1, UCP1) koji se nalazi u unutra$njoj
membrani mitohondrija (Heaton i sar,, 1978; Aquila i sar,, 1985; Bouillaud i sar,, 1986). Sam
UCP1 rasipa protonski gradijent nastao radom elektron transportnog lanca i na taj nacin
pretvara energiju oksidacije supstrata u toplotu (Nicholls i Locke, 1984). UCP1 se aktivira
masnim kiselinama dugih lanaca dobijenih lipolizom lipidnih tijela nakon adrenergicke
aktivacije BAT (Cannon i Nedergaard, 2004). Osim noradrenalina, sintezu UCP1 stimuli$u
cAMBP, tiroidni hormoni i retinoidi (Cannon i Nedergaard, 1985s; Silva i Rabelo, 1997; Cannon i
Nedergaard, 2004,).

UCP1, molekulske mase 32 kDa, pripada genskoj familiji mitohondrijalnih proteinskih
anjonskih nosaca (engl. mitochondrial anion carrier proteins, MACP) (Jezek i Garlid, 1998).
Kako se UCP1 aktivira masnim kiselinama, kao i jasan mehanizam funkcionisanja ovog proteina
ostaje spekulativan (Jezek i Garlid, 1998). Osim toga, pokazano je da se UCP1 inhibira
purinskim nukleotidima (Krauss i sar., 2005; Echtay, 2007; Woyda-Ploszczyca i Jarmuszkiewicz,
2014) ali mehanizam na koji na¢in masne kiseline prevazilaze ovu inhibiciju ostaje nejasan
(Shabalina i sar., 2004; Nicholls, 2006; Klingenberg, 2010; Fedorenko i sar., 2012). Neki autori
smatraju da sam UCP1 ne povecava respiratorni kapacitet éelija u bazalnim uslovima (Shabalina
isar, 2010; Jastroch i sar., 2012).

Predlozeno je nekoliko modela funkcionisanja UCP1: (1) UCP1 funkcionise kao H*
kanal, tj.  uniporter koji se aktivira alosternim vezivanjem masnih kiselina (Rial i
Gonzalez-Barroso, 2001; Cannon i Nedergaard, 2004); (2) buffering model ili kofaktorna
teorija, gdje UCP1 funkcioni$e kao H* kanal, a masne kiseline se vezuju za odgovarajuce mjesto
unutar kanala i svojim karboksilnim grupama omoguéavaju prenos protona (Winkler i
Klingenberg, 1994; Klingenberg i Huang, 1999); (3) model cikliranja masnih kiselina (engl.
fatty acid cycling model), UCP1 funkcioni$e kao nosa¢ anjona masnih kiselina koji prenose H*

indirektno: ~ UCP1 prenosi anjon masnih kiselina ka spoljasnjoj strani unutra$nje



mitohondrijalne membrane gdje vezuje H, i u protoniranoj formi, flip flop mehanizmom, vra¢a
se ka unutragnjoj strani membrane i oslobada H* u matriks mitohondrija (Andreyev i sar., 1989;
Garlid i sar,, 1998; Goglia i Skulachev, 2003); (4) LCFA (engl. long chain fatty acid, masne
kiseline dugih lanaca) shuttling model gdje UCP1 funkcioniSe kao simporter anjona masnih
kiselina i H*, ali ne dolazi do disocijacije anjona masnih kiselina i UCP1 zbog interakcije
njihovih hidrofobnih krajeva, ve¢ nastavlja da “funkcionige” kao H* nosa¢ (Fedorenko i sar.,

2012).

1.3.4.2 UCP21UCP3

Dekuplujuéi proteini 2 i 3 (UCP2 i UCP3), homolozi UCP1 proteina, identifikovani su
reverznim kloniranjem (Boss i sar, 1997; Fleury i sar,, 1997; Vidal-Puig i sar,, 1997). Imaju
sli¢cnu aminokiselinsku sekvencu kao i UCP1, tj. UCP2 pokazuje 59% sli¢nosti sa UCP1, a
UCP3 57% sli¢nosti sa UCP1, a njihova medusobna sli¢nost iznosi 73% (Krauss i sar., 2005).
Takode pripadaju genskoj familiji mitohondrijalnih proteinskih anjonskih nosa¢a (Krauss i sar.,
2005). Pored BAT (Rodriguez i sar., 2002; Hurov i sar,, 2007) , UCP2 je prisutan i u skeletnim
i sar., 2002), srcu (Boehm i sar,, 2001; Murray i sar., 2004; Bo i sar,, 2008), bubrezima (Qiu
isar, 2012; Jiang i sar.,, 2013), Langerhansovim ostrvcima pankreasa Uoseph i sar., 2004; Diao
i sar, 2008), makrofagima (Arsenijevic i sar, 2000; Wang i sar,, 2009) i WAT (engl. white
adipose tissue, bijelo masno tkivo) (Harrold i sar., 2000; Rippe i sar,, 2000). UCP3 uglavnom je
Murray i sar., 2004) i BAT (Gong isar, 1997; Sameci sar., 1998; Krauss i sar., 2005 ).

Kako su Matthias i sar. (2000) pokazali da ekskluzivna uloga termogeneze u BAT pripada
UCP1 proteinu, postavljalo se pitanje funkcije UCP2 i UCP3 proteina. Smatra se da je jedna od
funkcija UCP2 i UCP3 proteina mild uncoupling $to omogudava brzi protok elektrona kroz
elektron transportni lanac, te smanjivanje membranskog potencijala dovodi do smanjenja
produkcije reaktivnih vrsta kiseonika (engl. reactive oxygen species, ROS) (Brand i Esteves, 2005;
Fisler i Warden, 2006). Pokazano je da UCP2-KO miSevi imaju poveéanu produkciju ROS u
makrofagima (Arsenijevic i sar, 2000), Langerhansovim ostrvcima pankreasa (Krauss i sar.,
2003 ), a UCP3-KO misevi povecan nivo ROS u skeletnim migi¢ima (Vidal-Puig i sar., 2000),
$to ukazuje da ti dekuplujudi proteini imaju zastitnu ulogu od ROS.

Utvrdeno je da je genska ekspresija UCP2 i UCP3 poveéana tokom gladovanja (Cadenas

isar, 1999), kao i da UCP2- ili UCP3-KO misevi nisu gojazni (Arsenijevic i sar., 2000; Gong



i sar, 2000), §to moze ukazati da ne doprinose termogenezi. S druge strane, studije sa
prekomjernom ekspresijom UCP2/3 su pokazale da su ti mi$evi mrsaviji u odnosu na divlji tip
(Fuller i sar, 2000; Horvath i sar, 2003). MiSevi sa prekomjernom ekspresijom UCP3 u
skeletnim misi¢ima su bili mriaviji bez obzira na poveéani unos hrane (Clapham i sar., 2000).
Neki autori smatraju da primje¢eno dekuplovanje elektron transportnog lanca i ATP produkcije
u navedenim studijama prekomjerne genske ekpresije UCP2 i UCP3 zapravo artefakt i da ne
izrazava pravu funkciju i fiziolosku ulogu ovih proteina (Brand i Esteves, 2005; Esteves i Brand,
2005).

UCP2 igra znacajnu ulogu u regulaciji sekrecije insulina (Brand i Esteves, 2005; Krauss
i sar,, 2005; Mattiasson i Sullivan, 2006). Smatra se da UCP3 ima ulogu u eksportu masnih
kiselina van mitohondrija (Himms-Hagen i Harper, 2001). Ova tvrdnja je u saglasnosti sa
studijama u kojima je pokazana korelacija nivoa UCP3 sa povecanom oksidacijom masnih
kiselina u slu¢aju njihovog visokog unosa (dijeta bogata mastima, gladovanje) (Gong i sar.,
1999; Boss i sar., 2000; Krauss i sar., 2003; Schrauwen i Hesselink, 2004; Brand i Esteves, 2005 ).
U skeletnim misi¢ima dolazi do povecane ekspresije UCP3 kada su pacovi na dijeti bogatoj
triacilglicerolima dugih lanaca, $to nije slucaj sa triacilglicerolima srednjih lanaca jer se na
drugadiji nacin oksiduju (Schrauwen i sar,, 2003). Eksportom masnih kiselina iz mitohondrija,

UCP3 sprijecava akumulaciju lipida i o$teéenje mitohondrija (Fisler i Warden, 2006).

1.4 ENERGETSKA STANJA IZOLOVANIH MITOHONDRIJA I NJITHOV IZGLED

Kako je kiseonik krajni akceptor elektrona, moguca je primjena Clark kiseoni¢ne
elektrode u istrazivanjima na izolovanim mitohondrijama ili permeabilizovanim celijama i
misi¢nim vlaknima in vitro (Pesta i Gnaiger, 2012; Silva i Oliveira, 2012). Chance i Williams
(1955) su uveli konvenciju redosljeda dodavanja agenasa tokom mjerenja respiracije
mitohondrija i utvdili sljedeéa respiratorna stanja: a) stanje 1 — mitohondrije su same u
medijumu, prisutan samo neorganski fosfat; b) stanje 2 — dodat ADP u medijum, respiracija je
niska zbog nedostatka supstrata; c) stanje 3 — ADP i supstrati su prisutni u medijumu, dolazi do
brze respiracije; d) stanje 4 — ceo ADP je konvertovan u ATP, usporava se respiracija; i e) stanje s
— uslovi anoksije. Nicholls i Ferguson (2013) su iz prakti¢nih razloga izmijenili definiciju stanja
2 (u prisustvu supstrata) i stanja 3 (supstrati ADP).

Hackenbrock (1966, 1968) je pokazao direktnu vezu izmedu odgovarajucih respiratornih

stanja i mitohondrijalne ultrastrukture, gdje aktivacijom respiracije ortodoksne mitohondrije
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postaju kondenzovane sa poveéanim intrakristalnim prostorom (Slika 3).  Ortodoksne
mitohondrije se odlikuju sljede¢im karakteristikama: unutra$nja membrana je pravilno savijena
u organizovane kriste; matriks se odlikuje pove¢anom zapreminom i manjom gustinom; a
intrakristalni i intermembranski prostor je volumenski smanjen. Kondenzovane mitohondrije
se odlikuju nepravilnom savijenom unutrasnjom membranom; matriks ima smanjenu
zapreminu i povecanu gustinu; a intrakristalni i intermembranski prostor je volumenski uvecan

(Hackenbrock, 1968).

Slika 3. Transmisiona elektronska mikroskopija izolovanih mitohondrija iz jetre pacova. (A)
Kondenzovane mitohondrije. (B) Ortodoksne mitohondrije. Uveli¢anje: x27.000. Adaptirano iz
Hackenbrock (1968).

1.5 UNUTRASNJA ARHITEKTURA MITOHONDRIJA

Dobro poznata dvodimenzionalna slika mitohondrija prikazuje relativno otvoren prostor
izmedu kristi i intermembranskog prostora mitohondrija. Medutim, posmatranje serijskih
presjeka na nivou elektronske mikroskopije visoke rezolucije i rekonstrukcija trodimenzionalne
strukture mitohondrija kompjuterskom tomografijom dovelo je u pitanje otvorenost kristi ka
intermembranskom prostoru (Slika 4A). Pokazano je da je unutra$nja membrana mitohondrija
sklona remodeliranju u zavisnosti od uslova. Scorrano i sar. (2002) su pokazali povezanost
remodeliranja unutra$nje membrane sa oslobadanjem cyt ¢ u apoptozi. U istom tom Celijskom
procesu, dolazi i do fragmentacije unutragnje mitohondrijalne membrane (Sun i sar., 2007).

Na osnovu svega navedenog, postalo je jasno da kriste nisu puke invaginacije unutra$nje

mitohondrijalne membrane, ve¢ da su to jasni mikrokompartmenti, te je unutra$nja
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Slika 4. Unutrasnja arhitektura mitohondrija. (A) Kompjuterski model dobijen trodimenzionalnom
tomografijom mitohondrija iz cerebeluma pili¢a, gdje se uocavaju kriste (Zuto), unutra$nja grani¢na
membrana (svijetloplavo) i spoljasnja mitohondrijalna membrana (tamnoplavo). Adaptirano iz Frey i
Mannella (2000). (B) Negativno obojen dimer ATP sintaze izolovan iz Polytomella spp. Bar: 10 nm.
Adaptirano iz Dudkina i sar. (2010). (C) Tomografska rekonstrukeija niza dimera ATP sintaze iz tubule
krista mitohondrija iz jetre pacova. DuZina tubule: 280 nm. Adaptirano iz Strauss i sar. (2008).

mitohondrijalna membrana podijeljena na dva poddomena - unutrasnja grani¢na membrana
(engl. inner boundary membrane, IBM) i membrana kristi (engl. cristae membrane, CM). Dakle,
IBM je u bliskom kontaktu sa spolja$njom mitohondrijalnom membranom, i zajedno zatvaraju
mitohondriju, $to se na nivou TEM (transmisioni elektronski mikroskop) uocava kao dvije
membrane. CM su invaginacije IBM koje prodiru u matriksni prostor (Zick i sar., 2009). Kriste
su povezane sa IBM suzenim strukturama u obliku tubula ili proreza, nazvanim kristalni spojevi
(engl. crista junction, CJ) koje su uocene elektronskom tomografijom mitohondrija (Mannella
i sar., 1994; Perkins i sar.,, 1997, 1998; Nicastro i sar., 2000; Frey i sar., 2002; Rabl i sar,, 2009).
Dijametar kristalnih spojeva je svega 12 do 40 nm, $to implicira da ti spojevi formiraju barijere
za transport proteina i metabolita izmedu intrakristalnog i intermembranskog prostora, ali i
izmedu CM i IBM (Rabl i sar, 2009). Smatra se da takva barijera ograni¢ava unos ADP u
intrakristalni prostor (Mannella, 2008). Remodeliranje unutragnje membrane ukljucuje i
petostruko prosirivanje kristalnih spojeva, $to moze da dovede do transporta cyt ¢ izmedu
intrakristalnog i intermembranskog prostora (Scorrano i sar, 2002; Frezza i sar, 2006).
Topologija unutrasnje mitohondrijalne membrane, prema tome, moze imati efekat na aktivnost
mitohondrija uticajem na kinetiku difuzije metabolita i proteina izmedu dva navedena
kompartmenta (Mannella, 2008), ako se uzme u obzir da su proteini uklju¢eni u oksidativnu

fosforilaciju lokalizovani u kristama (Vogel i sar., 2006; Benard i Rossignol, 2008).

1.5.1  UTicaj ATP SINTAZE NA ARHITEKTURU KRISTI

ATP sintaza ima direktan efekat na topologiju unutragnje mitohondrijalne membrane.

Tretmanom blagim deterdZentima i nativnom gel elektroforezom srca misa (Wittig i sar., 2006)
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i goveceta (Schagger i Pfeiffer, 2000) utvrdeno je da se ATP sintaza javlja i u vidu dimera (Slika
4B). Veliki nizovi dimera ATP sintaze su prisutni u unutrainjoj membrani mitohondrija (Allen
i sar, 1989; Buzhynskyy i sar., 2007; Strauss i sar., 2008; Davies i sar., 2012), ¢ak i do 8o dimerau
nizu (Slika 4C) dovodedi do pozitivnog zakrivljenja membrane sa dijametrom od oko 17 nm
(Strauss i sar., 2008). Fcj1 (engl. formation of CJ protein 1) protein, koji je koncentrisan u samoj
invaginaciji IBM, dovodi do negativnog zakrivljenja membrane prilikom formiranja CJ (Rabl
i sar, 2009; Korner i sar, 2012). Smatra se da ti nizovi ATP dimera dovode do savijanja
membrane $to dalje vodi formiranju kristi. Zajedni¢kom lokalizacijom respiratornih kompleksa
u vidu superkompleksa i ATP sintaze sa membranom kristi dolazi do stvaranja mikrosredine
povoljne za reakcije prenosa elektrona i protona (Allen, 1995; Bornhovd i sar., 2006; Strauss
i sar, 2008; Zick i sar, 2009; Davies i sar, 2012). Kod kvasaca je pokazano da delecija
subjedinice e ili g ATP sintaze dovodi do nastanka abnormalnih mitohondrija ¢ije unutrasnje
membrane poprimaju slojevit oblik nalik na luk umjesto kristi (Paumard i sar, 2002).
Rekonstitucijom ili prekomjernom ekspresijom IF1 dolazi do povec¢anja odnosa ATP dimera u
odnosu na ATP monomer, $to ukazuje da IF1 ima ulogu u uspostavljanju ili stabilizaciji ATP
dimera (Garcia i sar,, 2006). Pretpostavlja se da mitohondrijalne kriste sluze kao neki vid zamke
za protone, sa ATP sintazama na vrhovima tih kristi sto omogucava efikasnu ATP produkciju
(Strauss i sar., 2008). Kompjuterskim simulacijama je utvrdeno da je u regionima kristi u blizini
dimera ATP sintaze veca koncentracija protona $to dovodi do povecanja lokalne razlike u pH
vrijednosti za oko 0.5 jedinica (Strauss i sar, 2008), $to opet doprinosi stvaranju proton

pokretacke sile.

1.5.2 RESPIRATORNI SUPERKOMPLEKSI

Nativna gel elektroforeza (engl. blue native polyacrylamide gel electrophoresis, BN-PAGE),
nakon tretmana blagim deterdZentima radi izolacije proteina mitohondrijalnih membrana,
pokazala je da su kompleksi I, III i IV ¢es¢e u formi superkompleksa, a naro¢ito kompleks I koji
gotovo da je prisutan samo u superkompleksima (Schagger i Pfeiffer, 2000). Najeddi
superkompleksi koji su utvrdeni jesu kompleks I/I11, (Dudkina i sar,, 2005; Lenaz i sar,, 2010),
kompleks I/I11,/IV, (Stroh i sar, 2004; Dudkina i sar, 2011) i kompleks IIL,/IV, (Berry i
Trumpower, 1985; Zhang i sar., 2005). Za razliku od ostalih kompleksa elektron transportnog
lanca, kompleks II je prisutan uglavnom u slobodnoj formi, a samo mali udio je vezan za
superkompleks I/II1/IV (Eubel i sar., 2003; Acin-Perez i sar., 2008; Muster i sar., 2010; Winge,

2012).
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Lapuente-Brun i sar. (2013) su ustanovili da je dinami¢ko sklapanje superkompleksa
mehanizam kojim se celija jetre prilagodava na razli¢ite izvore ugljenika i tako modulira elektron
transportni lanac zadovoljavajudi trenutne potrebe. Kako je odnos NADH/FAD elektrona visi
kada je glukoza primarni supstrat respiracije (5), a niZi u slucaju oksidacije masnih kiselina
(palmitat — oko 2) (Speijer, 2011), pokazano je da ¢elija ima sposobnost selektivnog kanalisanja
elektrona kroz komplekse (Lapuente-Brun i sar, 2013). Sklapanje i stabilnost respiratornih
superkompleksa zavisi i od oblika samih kristi, $to implicira da je sklapanje respiratornih

superkompleksa veza izmedu mitohondrijalne strukture i funkcije (Cogliati i sar., 2013).

1.6 REMODELIRANJE MITOHONDRIJA

Davno je primjeceno da se mitohondrije stalno mijenjaju, "da se te granule medusobno
spajaju u $tapice ili lance, te se izduzuju u niti koje se spajaju sa drugim nitima stvarajuci mrezu, a
zauzvrat mogu da se opet razloZe na niti, $tapice, petlje i prstene” (Lewis i Lewis, 1914), a 80-ih
godina proslog vijeka pokazano je da su mitohondrije visoko dinamicke organele koje mogu da
formiraju intracelularni retikulum (Bereiter-Hahn, 1990).

Mitohondrije stalno ulaze u igru spajanja procesom fuzije i razdvajanja procesom fisije
(Slika 5). Veéi mitohondrijalni retikulum je veoma zna¢ajan u metaboli¢ki aktivnim éelijama
gdje doprinosi npr. prenosu energije (Skulachev, 1990). Nasuprot tome, u mirujué¢im ¢elijama
se mitohondrije ¢esto uocavaju kao brojne morfoloski i funkciono definisane jedinice u vidu
sfera ili $tapic¢a (Collins i sar., 2002).

Mitohondrijalna dinamika omoguc¢ava mitohondrijama da se povezuju sa endoplazminim
retikulumom (ER) u visokospecijalizovanim regionima membrane (engl.  mitochondria
associated membrane, MAM), koja prije svega omoguéava prenos Ca** iz ER u mitohondrije.
MAM omogucava lokalizovano povecanje koncentracije Ca**, neophodno za Ca** signalizaciju
(Patergnani i sar.,, 2011). Ova veza izmedu mitohondrija i ER je vazna za homeostazu Ca** i
njegov metabolizam. Blisko povezivanje ovih organela omogucava povecanje mitohondrijalne
koncentracije Ca** $to moze voditi apoptozi (Szabadkai i sar., 2004), ili u fizioloskim granicama,
poveéati bioenergetski kapacitet aktivacijom piruvat dehidrogenaze (Denton, 2009). Ova veza
je omogucena zahvaljujuéi prisustvu Mfn2 (engl. mitofusin-2), jednog igra¢a mitohondrijalne
fuzije (de Brito i Scorrano, 2008; Yang i Frohman, 2012). Osim toga, ER sa mitohondrijama
formiraju mikrodomene koje omoguéavaju fisiju mitohondrija (Yang i Frohman, 2012).

Da bi se ispunile energetske potrebe Celije, broj mitohondrija je regulisan samom
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Slika 5. Bioloske funkcije mitohondrijalnog remodeliranja. (A) Zivotni ciklus mitohondrija po¢inje
rastom i diobom postojecih organela (biogeneza) i zavr$ava se degradacijom osteéenih ili nepotrebnih
organela mitofagijom. Izmedu ta dva procesa, mitohondrije ulaze u stalan ciklus fuzije i fisije $to
omogucava Celiji da balansira izmedu pojedinih mitohondrija i mitohondrijalnog retikuluma, u zavisnosti
od datih fiziologkih uslova. (B) Fuzija i fisija mitohondrija su vazne za mnoge bioloske funkcije. Dioba je
neophodna za nasljedivanje i preraspodjelu organela tokom celijske diobe, za oslobadanje proapoptotskih
faktora iz intermembranskog prostora, za unutarcelijsku distribuciju ili za razgradnju o$tecenih organela
mitofagijom. Fuzionisani mitohondrijalni retikulum je vaZan za rasipanje metabolicke energije prenosom
membranskog potencijala duz mitohondrijalnih filamenata, i za komplementaciju genskih produkata
mtDNK u heteroplazmati¢nim ¢elijama izbjegavajuéi pad respiratornog kapaciteta tokom starenja (XiY
se odnose na alele razli¢itih mitohondrijalnih gena). Adaptirano iz Westermann (2010).

mitohondrijalnom biogenezom. Taj proces biogeneze je regulisan od strane PGC-1a (engl.
peroxisome proliferator activated receptor y coactivator 1a), §to je vazno za éeliju i mitohondrijalnu
dinamiku jer je transkripcioni koaktivator Mfn2 (Zorzano, 2009; Ryan i sar., 2013).

Mitohondrije posjeduju program kontrole kvaliteta, odnosno mitofagiju. Mitofagijom, t;.
autofagocitozom se Celija “rijesava” ostecenih, depolarizovanih mitohondrija. Procesom fisije
izoluju se depolarizovane mitohondrije, a istovremenim smanjenjem medijatora fuzije
sprije¢ava se njihovo spajanje sa drugim mitohondrijama (Zhang i Ney, 2010; Youle i Narendra,
2011; Kubli i Gustafsson, 2012; Zhang, 2013).

Fisija je proces formiranja manjih i jasno izdvojenih mitohondrija, $to im omogucava
produkciju ROS (Yu i sar, 2008; Jheng i sar, 2012), eliminaciju mitohondrija mitofagijom i
¢elijsku proliferaciju (Marsboom i sar,, 2012; Salabei i Hill, 2013). Fuzija, s druge strane, dovodi

do formiranja mitohondrijalnog retikuluma koji omogucava komunikaciju sa ER, ali i difuziju
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matriksnog sadrzaja medu mitohondrijama "razblazujuci” stepen o$tecenja mitohondrijalne
DNK (Santel i sar., 2003; Archer, 2013).

Procesi mitohondrijalnog remodeliranja su regulisani uz pomo¢ visokokonzervisanih
guanin trifosfataza (GTPaze) (Youle i van der Bliek, 2012; Ishihara i sar, 2013). Fisija je
posredovana uz pomo¢ Drp1 (engl. dynamin related protein 1) (Chen i sar, 2003; Cribbs i
Strack, 2009), citoplazmati¢nog proteina koji aktivacijom formira prstenastu strukturu koja se
suzava i dijeli mitohondriju (Lee i sar., 2004; Zhu i sar, 2004). Za tu funkciju, uklju¢eni su i
drugi proteini kao $to su Fis1 (engl. mitochondrial fission 1 protein) (Lee i sar., 2004), Mff (engl.
mitochondrial fission factor)(Otera i sar, 2010), i Mef (engl.  mitochondrial elongation
factor)(Zhao i sar,, 2011). Kristalografska analiza Dnm1 oligomera (analoga Drp1 kod kvasaca)
pokazala je da je dijametar Dnm1 heliksa 110-130 nm (Chappie i sar., 2011; Faelber i sar,, 2011;
Ford i sar, 2011), §to je zna¢ajno manje od dijametra mitohondrija. ER uskace u pomo¢ tako
$to svojim tubulama obavija mitohondriju i vrsi suZenje na tom mjestu (Friedman i sar,, 2011),
smanjujuéi dijametar (138 i 146 nm) na vrijednosti priblizne dijametru Dnm1/Drp1 heliksa
omogucavajuéi oligomerizaciju Dnm1 proteina i time uspjesnu fisiju mitohondrija (Labrousse
i sar, 1999; Legesse-Miller i sar.,, 2003; Ingerman i sar., 2005; Mears i sar., 201 1). Aktivnost
Drp1 proteina regulisana je fosforilacijom Ser ostataka, i to fosforilacijom Ser6o0o i Ser616 dolazi
do povecanja njene aktivnosti, a fosforilacijom Ser637 do smanjenja aktivnosti Drp1 (Taguchi
i sar., 2007; Han i sar,, 2008; Marsboom i sar., 2012). Postoje i drugi vidovi regulacije aktivnosti
Drpi1 i to wubikvitinacijom (Yonashiro i sar, 2006; Wang i sar, 2011) i
sumoilacijom/desumoilacijom (Braschi i sar,, 2009; Figueroa-Romero i sar., 2009; Zunino i sar.,
2009).

Glavni igradi fuzije su Mfn1 (engl. mitofusin-1) i Mfn2, izoforme koje se nalaze u
spolja$njoj membrani mitohondrija, i Opa1 (engl. optic atrophy protein 1) prisutan u unutra$njoj
membrani mitohondrija (Cipolat i sar., 2004). Homo- odnosno heterodimernom interakcijom
Mfn1 i/ili Mfn2 dolazi do inicijacije fuzije spoljasnjih membrana susjednih mitohondrija (Rojo
i sar, 2002; Chen i sar, 2003). Opar posreduje u fuzionisanju unutragnjih membrana
mitohondrija (Song i sar, 2007; Westermann, 2010). Prvo dolazi do spajanja spoljasnjih
membrana mitohondrija posredstvom Mfn1 i Mfn2, i potom do spajanja unutrasnjih membrana
mitohondrija posredstvom Opa1. Medutim, brojne studije su pokazale da ta dva procesa mogu
da funkcioni$u nezavisno jedan od drugog, odnosno da u nekim slu¢ajevima ne dolazi do
spajanja unutra$njih membrana mitohondrija (Meeusen i sar, 2004; Malka i sar, 2005;

Meeusen i sar, 2006). Osim toga, pokazano je da je Mfn2 prisutan i u membrani ER,
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omogucavajuéi bliski kontakt izmedu ER i mitohondrija (de Brito i Scorrano, 2008). Fuzija
mitohondrija je prije svega regulisana fosforilacijom i ubikvitinacijom mitofuzina (Cohen i sar.,
2008; Gegg i sar.,, 2010; Poole i sar, 2010; Tanaka i sar., 2010; Leboucher i sar., 2012; Anton
isar,2013).

Fibroblasti embriona miseva, u kojima odsustvuje Mfn1 ili Mfn2, mogu da odrzavaju
mitohodrijalnu DNK, ali je primjecen gubitak mitohondrijalnog membranskog potencijala
(AY,,) u pojedinim mitohondrijalnim populacijama (Chen i sar, 2003). Celije, u kojima
odsustvuje fuzija mitohondrija, imaju smanjen respiratorni kapacitet (Chen i sar, 2005). U
eksperimentu sa dvjema respiratorno-deficijentnim HeLa éelijama sa mutacijom u razli¢itim
mitohondrijalnim genima za tRNK, pokazalo se da njihovi hibridi uspostavljaju respiraciju
nekoliko dana poslije fuzije njihovih mitohondrija (Ono i sar., 2001). Sli¢ni rezultati su dobijeni
i u eksperimentu sa miSevima (Nakada i sar, 2001). Ovi rezultati ukazuju da fuzija
mitohondrija i razmjena mitohondrijalne DNK igraju vaznu ulogu u odrzanju respiratornog
kapaciteta sisarskih celija. Osim toga, fuzijom se formira mitohondrijalni retikulum koji se moze
posmatrati kao elektri¢ni kuplovani sistem (Amchenkova i sar., 1988; De Giorgi i sar,, 2000), tj.
mitohondrijalni retikulum funkcionise kao sistem intracelularnih kablova koje prenose energiju
(Skulachev, 1990). Po toj hipotezi, kompleksi elektron transportnog lanca proizvode AY,, itou
dijelovima Celije sa ve¢om koncentracijom O,, i taj AY,, se prenosi putem mitohondrijalnih
filamenata do udaljenih dijelova celije, gdje se moze iskoristiti za aktivnost ATP sintaze u
produkciji ATP i obezbjedivanju energije u dijelovima celije sa nizom koncentracijom O,
(Skulachev, 1990; Westermann, 2012).

In vitro, pokazano je da noradrenalin, snazan aktivator BAT, indukuje potpunu i brzu fisiju
mitohondrija u mrkim adipocitima putem fosforilacije Ser60oo Drp1 proteina i razgradnjom
Opa1. Ta promjena mitohondrijalne arhitekture je primjecena u primarnoj kulturi mrkih
adipocita i u BAT miSeva izlozenih hladno¢i. StaviSe, mitohondrijalna fisija mrkih adipocita
RNK interferencijom Mfna povecava kapacitet egzogenih slobodnih masnih kiselina da
povecaju potro$nju energije. Ovim je pokazano da noradrenalin, osim sposobnosti da stimuli$e

lipolizu, indukuje potro$nju energije i putem mitohondrijalne fisije (Wikstrom i sar., 2014).

1.7 MITOHONDRIJE, ER 1 KALCIJUM

Mitohondrijama pridruzene membrane (MAM) su visokospecijalizovani kompartmenti

koji fizi¢ki i biohemijski povezuju ER i mitohondriju (Csordas i sar., 2006; Hayashi i sar., 2009;
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Schon i Area-Gomez, 2013). Nastaju samim priblizavanjem ER i mitohondrije (de Brito i
Scorrano, 2008; Fujimoto i sar, 2012) i na taj nacin se omoguéavaju specijalizovane funkcije u
koje su obe organele uklju¢ene (Hayashi i sar,, 2009). Za razliku od drugih organela, MAM je
dinamicki kompartment Celije, ¢iji sastav se mijenja u realnom vremenu, u zavisnosti od datih
uslova. Identifikovano je 75 proteina koji su uklju¢eni u MAM, kao $to su proteini koji su
uklju¢eni u homeostazu Ca>* (npr.  InsP, receptori), metabolizam holesterola (npr.
acil-CoA:holesterol acetiltransferaza - ACAT1) i metabolizam fosfolipida (npr. fosfatidilserin
sintaza 2 - PTDSS2) (Schon i Area-Gomez, 2013). Kontakt izmedu ER i mitohondrije se
odrzavaju proteinima kao $to su: PACS2 (engl. phosphofurin acidic cluster sorting protein 2) koji
stabilizuje i reguliSe interakciju dvije navedene organele, i Mfn2, o kojem je bilo ranije rijeci
(Schon i Area-Gomez, 2013).

I ER i mitohondrije su znacajne organele koje su neophodne za odrzanje Ca** homeostaze
u éeliji (Berridge, 2002), gdje MAM igra klju¢nu ulogu u interorganelarnom toku Ca** (Hayashi
i sar, 2009). Do sad je identifikovano bar 11 proteina MAM koji su uklju¢eni u Ca** trafficking
- rijanodinski receptori, inozitol-1,4,5-trifosfatni (InsP,) receptori i sigma-1 receptor (Schon i
Area-Gomez, 2013).

Pokazano je da presenilin 2, protein prisutan u membrani ER, favorizuje bliski kontakt
mitohondrija i ER, kao i njihovu razmjenu Ca** (Zampese i sar,, 2011). Osim toga, utvrdeno je
bogato prisustvo ovog proteina u MAM (Area-Gomez i sar., 2009), a u fibroblastima embriona
miseva sa isklju¢enim genom za presenilin 2 utvrden je poremecaj mitohondrijalne funkcije,
prije svega smanjen mitohondrijalni membranski potencijal i smanjena respiracija (Behbahani
i sar, 2006). Upravo to pokazuje da je smanjen bioenergetski kapacitet posljedica smanjenog
toka Ca** uslijed gubitka bliskog kontakta izmedu mitohondrije i ER.

Na ¢elijskim modelima, Cardenas i sar. (2010) su pokazali da je stalna razmjena Ca**
izmedu mitohondrije i ER neophodna da bi se odrzala funkcija mitohondrija, izbjegla mitofagija

i osigurala ATP produkcija.

1.8 MRKI ADIPOCITI I KALCIJUM

Poznato je da adrenergi¢ka stimulacija dovodi do povecanja citosolne koncentracije Ca**
u mrkim adipocitima (Leaver i Pappone, 2002; Nicholls, 2006). Unos Ca** od strane mrkih
adipocita je pod kontrolom a, i f adrenergickih receptora, gdje a, adrenergicka stimulacija vodi

do intracelularnog poveéanja Ca** (Connolly i sar, 1984; Bronnikov i sar, 1999), a f8
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adrenergicka stimulacija vodi ka inhibiciji unosa Ca** u mitohondrije (Connolly i Nedergaard,
1988). Interesantno, kod mrkih preadipocita, primjena a, agonista pokazala je slab efekat, a
B-selektivan agonist (isoprotenerol) inicirao je poveéanje Ca** koncentracije identi¢no kao i
primjena noradrenalina, pokazujudi da se mrki preadipociti razlikuju od zrelih mrkih adipocita,
gdje je Ca>* signalizacija posredovana a, adrenergickim receptorima (Dolgacheva i sar,, 2003;
Turovskii i sar., 2011).

Primjenom noradrenalina, mrki adipociti in vitro pokazuju povecanje citosolne Ca**
koncentracije (Wilcke i Nedergaard, 1989) kao rezultat toka i intracelularnih i ekstracelularnih
izvora Ca** (Lee i sar,, 1993). Tuchiya i Nagai (1994) su pokazali, in vitro na svjeze izolovanim
pojedina¢nim mrkim adipocitima, kori§¢enjem kalcijumskog indikatora fura-2, da primjenom
noradrenalina dolazi do postepenog rasta citosolne Ca** koncentracije sa maksimumom pola
sata poslije aplikacije noradrenalinom. Zaklju¢ili su da noradrenalin poveéava koncentraciju
Ca** u mrkim adipocitima i to uglavnom putem a-adrenergickog receptora.

U eksperimentu na mrkim adipocitima Zivotinja aklimatizovanih na hladno¢u, Nakagaki
i sar. (2005) pokazali su da noradrenalin i forskolin (diterpenski aktivator adenilat ciklaze)
dovode do povecanja citosolne Ca** koncentracije, kao i do porasta koncentracije Ca** u
mitohondrijama, a akumulacija Ca** u mitohondrijama zavisi od protonskog gradijenta
dobijenog radom elektron transportnog lanca. To je u saglasnosti sa ranim studijama koje su
ukazale da mitohondrije mogu da akumuliraju veliku koli¢inu Ca** u zavisnosti od

mitohondrijalnog energetskog metabolizma (Vasington i Murphy, 1962; Hittelman i sar., 1967).

1.9 MRKI ADIPOCITI I INSULIN

Brojne studije su pokazale da insulin regulie aktivnost BAT (Rothwell i sar, 1981;
Rothwell i Stock, 1981; Mur i sar,, 2003; Matsuo i sar,, 2011 ), homeostazu glukoze i insulinsku
osjetljivost (Shackney i Joel, 1966; Orava i sar., 2011; Stanford i sar., 2013). Stavige, insulin i
IGF-1 (engl. insulin growth factor-1) igraju vaznu ulogu u razvoju BAT, metabolizmu adipocita i
termogenezi (Boucher i sar,, 2012). Pokazano je da mrki adipociti fetusa pacova pokazuju visok
afinitet ka insulinu i IGF-1, $to ukazuje da su glavni signali uklju¢eni u uspostavljanje i odrzanje
adipogenih gena prisutni u fetalnim mrkim adipocitima (Teruel i sar., 1996). Akutna stimulacija
diferenciranih mrkih adipocita insulinom vodi do fosforilacije Tyr ostataka i aktivacije svih
elemenata uklju¢enih u insulinsku signalizaciju, uklju¢ujudi i insulin receptorne supstrate (IRS),

mitogen aktiviranu protein kinazu (MAPK), fosfatidilinozitol-3 kinazu i protein kinazu B
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(PKB) (Klein i sar, 1999; Fasshauer i sar., 2000; Klein i sar, 2002). Na taj na¢in insulin
indukuje unos glukoze, lipogenezu, sintezu glikogena i sintezu proteina (Klein i sar, 2002).
Uloga insulina i IGF-1 je dobro prostudirana kori§¢enjem primarne kulture mrkih adipocita
(Porras i sar., 1998; Valverde i sar., 1998a).

Insulin direktno stimuliSe unos glukoze u BAT in vivo (Cooney i sar., 1985; Greco-Perotto
i sar, 1987; Slot i sar,, 1991) i u mrke adipocite in vitro (Czech i sar.,, 1974; Ebner i sar,, 1987;
Omatsu-Kanbe i sar,, 1996). Insulin indukuje translokaciju intracelularnih GLUT4 ka ¢elijskoj
membrani, modifikaciju samih GLUT4 proteina i povecanje biosinteze, odnosno smanjenje
razgradnje GLUT}4, i na taj nacin povecava unos glukoze (Omatsu-Kanbe i Kitasato, 1992;
Valverde i sar., 1998b; Watson i Pessin, 2001). Unijeta glukoza se moze iskoristiti za produkciju
glicerol fosfata potrebnih za sintezu triacilglicerola ili se skladisti u vidu glikogena (Cannon i
Nedergaard, 2004,).

Sve veéi znacaj se pridaje vezi izmedu mitohondrijalne homeostaze i insulinske
signalizacije. Studija na mitohondrijama izolovanim iz jetre dijabeti¢nih i nedijabeti¢nih pacova
pokazala je da je insulin vazan za efikasnu ATP produkciju (Hall i sar., 1960). Osim toga, novije
studije su pokazale da insulin poboljsava mitohondrijalnu funkciju skeletnih migi¢a (Stump
i sar.,, 2003; Petersen i sar., 2005; Nisr i Affourtit, 2014). Sa druge strane, Boirie i sar. (2001) su
utvrdili da insulin pokazuje tkivno specifiéno dejstvo na mitohondrijalne proteine.

Insulin znacajnije doprinosi nastanku insulinske rezistencije nego hiperglikemija, $to je
pokazano u slu¢aju dijabetesa tipa 1 (Liu i sar., 2009). Blaga hiperinsulinemija moze se tolerisati
kratko vrijeme, ali hroni¢na hiperinsulinemija pokrece insulinsku rezistenciju i doprinosi
etiologiji dijabetesa (White, 2003). Uloga mitohondrija u insulinskoj rezistenciji je jos uvijek
kontroverzna jer nije jo$ uvijek jasno da li je disfunkcija mitohondrija uzrok ili posljedica
insulinske rezistencije, barem na studijama skeletnih misi¢a (Kelley i sar., 2002; Mootha i sar.,
2003; Boushel i sar., 2007; Montgomery i Turner, 2015).

Veza izmedu termogeneze, insulina i mitohondrija mrkih adipocita, i njihova uloga u
dijabetesu i gojaznosti je dugo predmet debate, i to pocevsi od rezultata studija koje su pokazale
specifican pad termogenog kapaciteta mitohondrija (Atgie i sar, 1993) i povezanost
poremecene termogeneze i insulinske rezistencije (Marette i sar, 1991a) u BAT gojaznih
dijabeti¢nih pacova (Marette i sar, 1991b). Osim toga, najnovija studija je pokazala da
disfunkcija mitohondrija ima mnogo ve¢i efekat na insulinski odgovor, ali i zavisnost ovog
efekta od tipa celije (Martin i sar., 2014). U eksperimentu in vitro sa IRS-1 deficijetnim mrkim

adipocitima, pokazano je da insulin ima vaznu ulogu u regulaciji ekspresije UCP1 (Valverde
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i sar.,, 2003). Primjenom tiazolidinediona, kao $to je rosiglitazon, kojim se poveéava insulinska
osjetljivost, dolazi do mitohondrijalnog remodeliranja - povecanja mitohondrijalne mase i
promjene mitohondrijalne strukture, $to je uo¢eno u bijelim adipocitima (Wilson-Fritch i sar.,
2003). Osim regulacije ¢elijskog metabolizma kardiomiocita putem unosa glukoze, insulin
stimuli$e proteinsku ekspresiju Opai, mitohondrijalnu fuziju, pove¢ava mitohondrijalni
membranski potencijal, ATP produkciju i potro$nju kiseonika in vitro i in vivo, a takode je
pokazano da utiSavanje Opa1 ili Mfn2 dovodi do gubitka navedenih metabolickih efekata

insulina (Parraisar, 2014).
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» | Cily

Cilj ovog istrazivanja jeste rasvjetljavanje molekulskih osnova strukturnog remodeliranja
mitohondrija indukovanog kalcijumom i insulinom u mrkim adipocitima pacova.

Neophodno je razumijevanje na koji nacin, kalcijum, s jedne strane, i insulin, s druge
strane, uti¢u na aktivaciju termogeneze, odnosno povecanje termogenog kapaciteta mrkih
adipocita. Regulacija termogeneze i povecanje termogenog kapaciteta mitohondrija mrkih
adipocita u prvi plan isti¢u ulogu koju imaju kalcijum i insulin.

U tu svrhu, analiziraée se ultrastrukturno remodeliranje mitohondrija (oblik
mitohondrija, srednji dijametar, volumenska gustina kristi), dinamika remodeliranja
mitohondrija (fisija i fuzija mitohondrija, odrzanje mitohondrijalnog retikuluma, odrzanje
balansa klju¢nih proteina ukljuenih u mitohondrijalno remodeliranje), kao i ekspresija
proteina uklju¢enih u remodeliranje mitohondrija, mitohondrijalnih markera, a i ER markera.

Kako postoji neraskidiva veza strukture i funkcije, cilj disertacije je i karakterizacija
bioenergetskog kapaciteta mitohondrija, odnosno promjena proteinske ekspresije, aktivnosti i
lokalizacije pojedina¢nih kompleksa elektron transportnog lanca, ATP sintaze i inhibitornog
faktora 1, i to u direktnoj korelaciji sa promjenama mitohondrijalne strukture. Na nivou
konfokalne mikroskopije analizirae se lokalizacija pojedinih klju¢nih mitohondrijalnih
proteina, i to na nivou BAT, mrkih adipocita, a i mitohondrija mrkih adipocita i uporedivace se
sa istovremenom lokalizacijom UCP1. Biohemijski ¢e se analizirati aktivnost ATP sintaze, a na
ultrastrukturnom nivou citohemijski ¢e se analizirati kompleksi I i II. Osim toga, pratice se
efekat insulina na remodeliranje kristi primjenom kompjuterizovane tomografije.

Kako u osnovi mehanizma termogeneze lezi formiranje i potro$nja proton pokretacke
sile, analizirace se efekat kalcijuma i insulina na bioenergetski kapacitet mrkih adipocita.
Aktivacija termogeneze kao dijela metabolizma ¢elija ukljucuje brojne signalne puteve i
molekulske mehanizme, tako da je neophodno da se identifikuju klju¢ni molekulski igraci koji
imaju ulogu u svim navedenim procesima, prije svega pod djelovanjem kalcijuma i insulina.

Osim analize proteinske ekspresije UCP1, klju¢nog termogenog proteina mrkih adipocita,
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pratice se i proteinska ekspresija njegovih homologa, UCP2 i UCP3.
Ovakvim $irokim uvidom u strukturni, metaboli¢ki i molekulski nivo mitohondrijalne
homeostaze doprinjelo bi se razumijevanju uloge mitohondrija mrkih adipocita u patofiziologiji,

ali i potencijalnim mogu¢nostima lije¢enja metaboli¢kog sindroma.
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3 | Materijalimetodi

3.1 EKSPERIMENTALNE iIVOTINJE

U eksperimentu su koris¢eni muzjaci Wistar soja starosti dva mjeseca. Po odvajanju u
kaveze, mjerena im je tjelesna masa. Imale su pristup ¢esmenskoj vodi i briketiranoj hrani ad
libitum, u uslovima konstantne vlaznosti sa temperaturom oko 22 *1 °C, dnevnog-no¢nog
rezima od 12 sati svjetlosti i 12 sati mraka. Sve navedene procedure na Zivotinjama su uradene u
skladu sa EEC direktivom 86/609/EEC, odnosno EU direktivom 2010/63/EU, a odobrene su

od strane Eticke komisije za rad sa Zivotinjama Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

3.2 EKSPERIMENTALNI DIZAJN CA-SANDQOZ TRETMANA

Pacovi, tjelesne mase od 160 do 240 g, podijeljeni su u dvije grupe. Jedna grupa je pila Ca-
SANDOZ® (Novartis, Svajcarska) rastvoren u vodi (480 mg/1 Ca>"), a druga, kontrolna grupa,

¢esmensku vodu, u trajanju od tri dana.

3.3 EXSPERIMENTALNI DIZAJN TRETMANA INSULINOM

Eksperimentalne zivotinje, tjelesne mase od 190 do 260 g, podijeljene su u $est grupa, gdje
su dvije grupe — kontrolne, tretirane fizioloskim rastvorom, a ostale grupe tretirane insulinom
(Mixtard® 30, NovoNordisk, Danska) intraperitonealno (i.p.). Tretirane su akutno (1 dan) ili
hroni¢no (3 dana) niskom (0.4 IU/kg tjelesne mase) ili visokom (4 1U/kg tjelesne mase) dozom
insulina (Slika 6).

24



Kontrola Insulin

Slika 6. Eksperimentalni dizajn tretmana insulinom.
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3.4 ZRTVOVANJE ZIVOTINJA I IZOLACIJA

Zivotinjama je mjerena tjelesna masa i Zrtvovane su dekapitacijom, bez anestezije. Odmah
se pristupilo izolaciji interskapularnog depoa BAT, koji je o¢i$¢en od vezivnog tkiva i pripremljen
za odgovarajuée metode (Slika 7). Za izolaciju mitohondrija uziman je cijeli interskapularni depo

BAT od 6 zivotinja po grupi.

Slika 7. Priprema BAT za odgovarajude analize.



3.5 IZOLACIJA MITOHONDRIJAMA BOGATE FRAKCIJE

Interskapularni depo BAT je ocis¢en od veziva i okolnog bijelog masnog tkiva, potom
pulovan i stavljen u 250 mM rastvor saharoze. Svi koraci su radeni na ledu. Izolacija
mitohondrijama bogate frakcije je radena po opisanom protokolu (Cannon i Lindberg, 1979;
Cannon i Nedergaard, 2008) sa malim izmjenama. U uzorak BAT maceriran makazicama,
dodato je 40 ml saharoznog rastvora i homogenizovan je Glas-Col high speed homogenizerom,
15 poteza na 4000 rpm. Dobijeni homogenat je filtriran kroz dvostruku gazu, i centrifugiran na
8500 g na 4 °C koris¢enjem Optima L-100 XP ultracentrifuge (Beckman Coulter, SAD), deset
minuta. Dobijeni supernatant sa gustim gornjim slojem lipida je odba¢en brzim invertovanjem
epruvete, a unutrasnjost epruvete je oc¢i§¢ena medicinskom gazom od nalijepljene masnoce.
Talog je resuspendovan u maloj zapremini saharoznog rastvora, potom prebacen u novu
epruvetu uz dodatak rastvora saharoze do 40 ml. Centrifugiran je na 800 g, deset minuta.
Supernatant je prebacen u novu epruvetu, a talog je odbacen (jedro i ostaci éelije). Ponovno je
centrifugiran na 8500 g, deset minuta. Dobijeni talog je resuspendovan u 5 ml saharoznog
rastvora sa 0.6% FAF-BSA i 1% EDTA, i centrifugiran na 8500 g, deset minuta. Konac¢no
dobijeni talozi su resuspendovani u minimalnoj zapremini saharoznog rastvora, i proteinska
koncentracija je odredivana po Bradfordu. Alikvoti mitohondrijama bogatih frakcija su stavljeni

u teéni azot i sa¢uvani na -8o °C.

3.6 PRIPREMA TKIVA ZA ANALIZE

3.6.1 PRIPREMA TKIVA ZA WESTERN BLOT ANALIZU

Odgovarajudi isjecci interskapularnog depoa BAT, koji su po izolaciji ¢uvani na -80 °C, su
mjereni na vagi i o¢i$¢eni od preostalog vezivnog tkiva. Isjecci iste mase od svake Zivotinje su
pulovani u okviru odgovaraju¢ih grupa, i dodat je RIPA pufer (engl. radio-imuno precipitation
buffer) (2 M NaCl, 10% Triton-X 100, 0.5 M Tris, 10% SDS, pH 7.5) sa koktelom proteaznih
inhibitora (Roche, Svajcarska). Tkivo je macerirano, a potom homogenizovano uz pomo¢ Ultra-
Turrax® T18 basic homogenizera (Ika, Njemacka) tri puta po deset sekundi, sa deset sekundi
pauze. Dobijeni homogenat je sonifikovan na 10 kHz, tri puta po deset sekundi, sa deset sekundi
pauze. Svi navedeni koraci su radeni na ledu. Homogenati su centrifugirani na 37500 g sat i po
vremena, na 4 °C u Optima L-100 XP ultracentrifugi. Pipetom je izdvojen supernatant i zamrznut

na -20 °C. Dobijeni supernatanti su kori$¢eni za Western blot analizu.
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3.6.2 PRIPREMA TKIVA ZA SVJETLOSNU I KONFOKALNU MIKROSKOPIJU

Odgovaraju¢i dio tkiva je fiksiran u 4% paraformaldehidu u fosfatnom puferu (pH 7.4).
Nakon 12 sati, ispiran je u ¢esmenskoj vodi preko no¢i, i dehidratisan kroz seriju etanola rastuce
koncentracije, prosvijetljen u ksilolu i ukalupljen u parafin. Ukalupljeno tkivo je potom sjeceno
na rotacionom mikrotomu (Reichert, Austrija) na presjeke odgovarajuée debljine i prenijeto na

SuperFrost Plus mikroskopske plo¢ice (Thermo Fisher Scientific, SAD).

3.6.3 PRIPREMA TKIVA ZA ELEKTRONSKU MIKROSKOPIJU

Odgovarajui tkivni isjecci, veli¢ine oko 1 mm3, fiksirani su u 2.5% rastvoru glutaraldehida
u Serensen fosfatnom puferu (0.1M, pH 7.2) 4 sata na 4 °C. Nakon ispiranja u fosfatnom puferu,
isje¢ci su postfiksirani u 2% OsO, u istom puferu, dva sata, na sobnoj temperaturi i zasticeni od
svjetlosti. Potom su uzorci dehidratisani kroz seriju etanola rastu¢e koncentracije, prosvijetljeni
u propilen oksidu i ukalupljeni u Araldit smolu (SigmaAldrich, Njemacka), na temperaturi od 50
°C, u trajanju od 72 sata.

Dio tkivnih isjecaka, iste veli¢ine kao i za elektronsku mikroskopiju, fiksiran je u rastvoru
2% paraformaldehida i 2% glutaraldehida u 0.1M fosfatnom puferu, sat vremena na sobnoj
temperaturi. ~ Nakon ispiranja u fosfatnom puferu, uzorci su preinkubirani u 0.1%
diaminobenzidinu (DAB, SigmaAldrich, Njemac¢ka) u istom puferu, pola sata na sobnoj
temperaturi u mraku. Potom je u preinkubacioni medijum dodat vodonik peroksid (finalno
0.01%), i uzorci su dalje inkubirani sat vremena u mraku na 37 °C. Kori$¢ene su dvije negativne
kontrole, i to — kontrola fiksacije (provjera da li je tkivo dobro fiksirano; prije preinkubacije), i
kontrola inkubacije - tkivo je inkubirano u odsustvu vodonik peroksida (provjera DAB
nespecifi¢ne reakcije). Uzorci su ponovno ispirani u fosfatnom puferu, i postfiksirani sat
vremena u 1% OsO, u mraku, na sobnoj temperaturi. Kona¢no, dehidratisani su u etanolu

rastuce koncentracije i rutinski ukalupljeni u Araldit smolu.

3.7 PRIPREMA KRVNIH RAZMAZA

Odmah nakon Zrtvovanja napravljeni su krvni razmazi, koji su ostavljeni na vazduhu da se
suse. OsuSeni razmazi su fiksirani u metanolu 15 min. Rutinski su obojeni
May-Griinwald-Giemsa bojom, i posmatrani i slikani pod svjetlosnim mikroskopom Leica

DMLB (Leica Microsystems, Njemacka).
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3.8 PRIPREMA MITOHONDRIJAMA BOGATE FRAKCIJE ZA ANALIZE

3.8.1 PRIPREMA MITOHONDRIJAMA BOGATE FRAKCIJE ZA WESTERN BLOT ANALIZU

U odgovarajude alikvote mitohondrijama bogatih frakcija, koji su prethodno bili ¢uvani na
-80 °C, dodat je RIPA pufer (2 M NaCl, 10% Triton-X 100, 0.5 M Tris, 10% SDS, pH 7.5) sa
dodatim proteaznim inhibitorima (Roche, Svajcarska). Potom je vriena sonifikacija na 10 kHz,
tri puta po deset sekundi, sa deset sekundi pauze. Svi navedeni koraci su radeni na ledu. Uzorci

su zamrznuti na -20 °C, i kasnije kori$¢eni za Western blot analizu.

3.8.2 PRIPREMA MITOHONDRIJAMA BOGATE FRAKCIJE ZA ELEKTRONSKU MIKROSKOPIJU

Po 50 pl finalne suspenzije mitohondrijama bogate frakcije fiksirano je dodavanjem 2.5%
glutaraldehida u 0.1 M Serensen fosfatnom puferu 15 min na 4 °C. Uzorci su centrifugirani na
14000 g deset minuta, i nakon odlivanja supernatanta ispirani u fosfatnom puferu. Postfiksirani
suu 1% OsO,, sat vremena na sobnoj temperaturi, zasti¢eni od svjetlosti. Talozi su dehidratisani

u etanolu rastuce koncentracije i rutinski su ukalupljeni u Araldit smolu.

3.9 ODRED IVANJE KONCENTRACIJE PROTEINA

3.9.1 ODREDIVAN]E KONCENTRACIJE PROTEINA TKIVA

Koli¢ina proteina je odredivana po metodu Lowry i sar. (1951). Metod se zasniva na
reakciji peptidnih veza i Cu** jona u alkalnoj sredini i reakciji Folin-Ciocalteu reagensa
(mjesavina fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline) sa aromati¢nim aminokiselinama (Trp
i Tyr) u polipeptidnim lancima. Nastalo kompleksno jedinjenje, plave boje, ima maksimum
apsorpcije na soo nm. Intenzitet boje je proporcionalan koncentraciji proteina, koja se ocitava
sa standardne krive, konstruisane mjerenjem apsorbancije rastvora govedeg serumskog
albumina (engl. bovine serum albumin, BSA), poznate koncentracije na soo nm. Koncentracija

proteina se izrazava u mg/ml.

3.9.2 ODREDIVANJE KONCENTRACIJE PROTEINA I1Z MITOHONDRIJAMA BOGATE FRAKCIJE

Koncentracija proteina iz mitohondrijama bogate frakcije odredivala se po Bradford
(1976), koris¢enjem Quick Start Bradford Protein Assay kita (Bio-Rad, SAD), po uputstvu

proizvodaca.
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3.10 SDS-PAGE 1 WESTERN BLOT

Proteini su razdvajani na osnovu njihove molekulske mase na Na*-dodecil
sulfat-poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE) u Bio-Rad Mini-PROTEAN III sistemu. Kori$éeni
gelovi za razdvajanje su bile razli¢ite procentnosti (pH 8.8) u zavisnosti od molekulske mase
ispitivanog proteina, a gelovi za koncentrisanje 5% (5% akrilamid/bisakrilamid, 0.1% SDS,
0.125 M Tris, pH 6.8). Polimerizacija gela je vr$ena dodavanjem 0.05% amonijum persulfata
(APS) i 0.033% N,N,N’N*tetraetilendiamina (TEMED). Pufer za rezervoare se sastojio 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, i 0.025% bromofenol plavo), a zatim su uzorci kuvani 5 min. Na gelove je
nanoSen i proteinski marker radi odredivanja molekulskih masa (Thermo Fisher Scientific,
SAD). Elektroforeza je trajala do 120 minuta pri konstantnom naponu od 120V.

Potom je vrien transfer proteina sa gelova na PVDF (poliviniliden fluorid) membrane
(Hybond-P, Amersham Pharmacia Biotech, UK). Membrane su aktivirane u 100% metanolu, i
to deset sekundi. Membrane i gelovi su pakovani i prebaceni u rezervoare sa transfer puferom
(0.192 M glicin, 20% metanol, 0.025 M Tris, pH 8.3). Prenos proteina sa gelova na membrane
odvijao se pri konstantnom naponu od 100V, 6o minuta. Uspjesnost transfera je provjeravana
bojenjem membrane 5% Ponceau S bojom, rastvorenoj u siréetnoj kiselini. Potom su membrane
inkubirane sat vremena na sobnoj temperaturi u serumu za blokiranje nespecifi¢nog vezivanja —

5% BSA u TBS-T (0.05% Tween-20u 1.5 M NaCl, 0.2 M Tris, pH 7.4).

3.11 DETEKCIJA PROTEINA NAKON WESTERN BLOT ANALIZE

Nakon blokiranja, membrane su inkubirane sa odgovaraju¢im primarnim antitijelima
rastvorenim u 5% BSA u TBS-T, preko nodi, na 4 °C. Razblazenja su prikazana u Tabeli 1 i 2.
Nakon inkubacije i ispiranja nevezanog primarnog antitijela, membrane su inkubirane sa
odgovaraju¢im sekundarnim antitijelima konjugovanim sa peroksidazom rena (engl. horseradish
peroxidase, HRP), dobijenih imunizacijom koze na IgG zeca (ab6721, Abcam, UK; razblaZenje
1:3000, U 5% BSA), odnosno misa (ab6789, Abcam; razblazenje 1:2000, u 5% BSA), dva sata, na
sobnoj temperaturi. Poslije inkubacije, membrane su ispirane TBS-T puferom, najmanje 60

minuta.
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Tabela 1. Primarna antitijela kori§¢ena za Western Blot analizu Ca-SANDOZ tretmana

Antigen  Kataloski broj Proizvoda¢ Porijeklo Klonalnost Razblazenje
Mifn1 abs7602 Abcam, UK misje monoklonalno s pg/ml
Mfn2 abs6889 Abcam, UK migje monoklonalno 5 pg/ml
Drp1 abg3942 Abcam, UK  zedje poliklonalno 1 pg/ml
VDAC ab34726 Abcam, UK  zedje poliklonalno 1 pg/ml
Calnexin ab22595 Abcam, UK  ze¢je poliklonalno 1 pg/ml
ATPB ab14730 Abcam, UK misje monoklonalno 1 pug/ml
UCP1 ab10983 Abcam, UK  ze¢je poliklonalno 1:1000

Za vizuelizaciju proteina, membrane su inkubirane u hemiluminiscentnom supstratu,
luminolu, uz dodatak vodonik peroksida, i to tri minuta. Potom su rentgen filmovi (Hyperfilm,
Amersham Pharmacia Biotech, UK) izlagani ekscitovanom luminolu sa membrana u trajanju od
30 do 120 sekundi. Filmovi su razvijani, osuseni, i skenirani. Dobijeni skenovi su koris¢eni za
kvantifikaciju proteinskih traka.

Alternativno, membrane su inkubirane u rastvoru 4-hloro-a-naftola uz dodatak vodonik
peroksida do pojave traka, u trajanju od dvije do deset minuta. Reakcija je prekidana ispiranjem
membrane u destilovanoj vodi, a te membrane su potom skenirane za kvantifikaciju proteinskih
traka.

Kvantifikacija je radena u ImageQuant softveru (GE Healthcare, UK). Rezultati izrazeni
putem integracije volumena predstavljaju sumu vrijednosti svih piksela pobudenih signalom (1
piksel = 0.007744 mm?*) unutar oznacenog objekta, u nafem slucaju - trake, koja je vizuelizovana
na prethodno objasnjen na¢in. Ova vrijednost, umanjena za background odnosno fon pozadine,

predstavlja volume, tj. intenzitet zatamnjenja na cijeloj povrsini trake.

3.12 ODREPIVANJE AKTIVNOSTI ATP SINTAZE

Aktivnost ATP sintaze odredivana je mjerenjem brzine hidrolize ATP pri konverziji
fosfoenolpiruvata (PEP) u piruvat posredstvom piruvat kinaze (PK). Piruvat se redukuje do
laktata posredstvom enzima laktat dehidrogenaze (LDH). Reakcioni medijum se sastojio od 40
mM TrisHCl, 10 mM EGTA, o.2 mM NADH, 2.5 mM PEP, 25 yg/ml Antimycin A, 50 mM
MgCl2, 0.5 mg/ml LDH, o.s mg/ml PK, 2.5 mM ATP (pH 8.0). Pratila se stopa oksidacije
NADH u NAD, spektrofotometrijski na 340 nm, na 30 °C. Reakcija je zapoceta dodavanjem §
ug mitohondrijalnih proteina u 1 ml reakcionog medijuma. Validnost reakcije je provjeravana

dodavanjem oligomicina. Dobijena aktivnost ATP sintaze tretiranih grupa je normalizovana u
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Tabela 2. Primarna antitijela kori$¢ena za Western Blot analizu kod tretmana insulinom.

Antigen Katalogki broj Proizvoda¢  Porijeklo Klonalnost Razblazenje
Mitohondrijama bogata frakcija
NDUFAg9 absss21 Abcam, UK  misje monoklonalno 2.5 pg/ml
SDHA ab14715 Abcam, UK migje monoklonalno 0.1 pg/ml
UQCRC2 ab14745 Abcam, UK misje monoklonalno 0.5 pg/ml
Cytc ab18738 Abcam, UK  zegje poliklonalno 2.5 pg/ml
COX1vV ab14744 Abcam, UK misje monoklonalno 0.1 pg/ml
ATPB ab14730 Abcam, UK misje monoklonalno 1 pg/ml
IF1 ab110277 Abcam, UK misje monoklonalno 1 pg/ml
UCP1 ab10983 Abcam, UK  zegje poliklonalno 1 pg/ml
UCP2 ab67241 Abcam, UK  misje poliklonalno 2 pg/ml
UCP3 ab1098s Abcam, UK  zedje poliklonalno 1 pg/ml
VDAC ab34726 Abcam, UK  zedje poliklonalno 1 pg/ml
Interskapularni depo BAT

NDUFA9 absss21 Abcam, UK misje monoklonalno 2.5 pg/ml
SDHA ab14715 Abcam, UK misje monoklonalno 0.1 pg/ml
UQCRC2 abi474s5 Abcam, UK misje monoklonalno 0.5 pg/ml
Cytc ab18738 Abcam, UK  ze¢je poliklonalno 2.5 pg/ml
COX1vV ab14744 Abcam, UK misje monoklonalno 0.1 pg/ml
ATPB ab14730 Abcam, UK  misje monoklonalno 1 pg/ml
IF1 ab110277 Abcam, UK misje monoklonalno 1 pg/ml
UCP: ab10983 Abcam, UK  zegje poliklonalno 1 pg/ml
UCP2 ab67241 Abcam, UK misje poliklonalno 2 pg/ml
VDAC ab34726 Abcam, UK  zedje poliklonalno 1 pg/ml
Calnexin  ab22595 Abcam, UK  zedje poliklonalno 1 pg/ml
Katalaza  ab1877 Abcam, UK  zegje poliklonalno 1 pg/ml

odnosu na odgovaraju¢u kontrolu.

3.13 LOKALIZACI]A PROTEINA MIKROSKOPSKIM METODIMA

Za detekciju proteina mikroskopskim metodima kori$¢eni su parafinski presjeci debljine
7 pm, kao i aralditski polutanki presjeci debljine 2 pym. Svi parafinski presjeci su prethodno
sprovedeni kroz rutinski proces deparafinizacije i rehidratacije. Aralditski polutanki presjeci su
sprovedeni kroz proceduru uklanjanja smole u 1% rastvoru natrijum etoksida (1% natrijum
hidroksid u apsolutnom etanolu) 30 minuta na 37 °C, a zatim i kroz rehidrataciju. U cilju
otkrivanja antigenih mjesta (epitopa), presjeci su inkubirani 10 minuta (3 min za aralditske
presjeke) u 10 mM citratnom puferu (pH 6.0) na 600 W u mikrotalasnoj peénici i ispirani u

TBS.

31



3.13.1 IMUNOHISTOHEMI_]SKA LOKALIZACIJA PROTEINA

Poslije otkrivanja antigena i ispiranja u TBS, vr$eno je blokiranje endogene peroksidaze u
3% rastvoru vodonik peroksida u metanolu deset minuta. Imunohistohemijska detekcija
proteina je vrSena kori$¢enjem ABC kita (ab93697, Abcam). Poslije ispiranja, presjeci su
inkubirani u Protein Block (Abcam) radi sprije¢avanja nespecifi¢nog vezivanja, pola sata na
sobnoj temperaturi. Potom su presjeci inkubirani sa primarnim antitijelima odgovarajuce
dilucije, preko no¢i na 4 °C. Nakon ispiranja u TBS-T, presjeci su inkubirani u univerzalnoj
smjesi biotiniziranih sekundarnih antitijela koze (anti-misje i anti-ze¢je antitijelo) — Biotinylated
Goat Anti-Polyvalent Plus (Abcam), deset minuta na sobnoj temperaturi. Prethodno ispirani
presjeci su inkubirani sa konjugatom streptavidina i peroksidaze rena (Streptavidin Peroxidase
Plus, Abcam) deset minuta, na sobnoj temperaturi. Detekcija mjesta vezivanja antitijela za
odgovarajuce proteine u tkivu izvr$ena je inkubacijom presjeka u 0.05% DAB rastvorenom u
TBS, u prisustvu 0.012% vodonik peroksida u mraku, sve do pojave bojene reakcije, najvise
deset minuta. Reakcija je prekinuta ispiranjem ¢esmenskom vodom, a kontrastiranje je izvr§eno
Majerovim hematoksilinom. Nakon rutinske dehidratacije, napravljeni su trajni preparati
montiranjem u DPX medijumu (SigmaAldrich).

U slu¢aju polutankih presjeka, poslije otkrivanja epitopa i ispiranja u PBS (pH 7.4),
izvr$eno je blokiranje endogene peroksidaze u 3% rastvoru vodonik peroksida u metanolu,
deset minuta na sobnoj temperaturi. Po ispiranju, presjeci su inkubirani sa primarnim zeé¢jim
poliklonalnim anti-UCP1 antitijelom (ab10983, Abcam; razblaZenje 1:1000), preko noéi na 4
°C. Nakon ispiranja u PBS, izvr$ena je inkubacija sa univerzalnom smje$om sekundarnih kozjih
anti-migjih i anti-ze¢jih IgG antitijela (LSAB universal kit, Dako Scientific, Danska; razblaZenje
1:1) 25 minuta na sobnoj temperaturi. Potom su presjeci inkubirani sa konjugatom
streptavidina i peroksidaze rena, takode 25 minuta na sobnoj temperaturi. Detekcija vezanih
antitijela u tkivu izvrsena je inkubacijom presjeka u 0.05% DAB rastvorenom u PBS, u prisustvu
0.012% vodonik peroksida, do pojave bojene reakcije, i to do deset minuta. Reakcija je
prekinuta ispiranjem u c¢esmenskoj vodi, i kontrastiranje je izvrSeno Majerovim
hematoksilinom. Nakon dehidratacije, presjeci su montirani u DPX medijumu.

Primarna antitijela kori§¢ena za imunohistohemijsku detekciju proteina su navedena u
Tabeli 3.

Uzorci su analizirani i slikani svjetlosnim mikroskopom DMLB opremljen DFC295

digitalnom kamerom (Leica Microsystems).
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Tabela 3. Antitijela kori$¢ena za imunohistohemijsku detekciju proteina.

Antigen Kataloskibroj Proizvoda¢  Porijeklo Klonalnost Razblazenje
Mfn1 abs7602 Abcam, UK migje monoklonalno 1:500

Drp1 abg3942 Abcam, UK  zedje poliklonalno 1:1000
UCP1 ab10983 Abcam, UK  zegje poliklonalno 1:1000

3.13.2 IMUNOFLUORESCENTNA LOKALIZACIJA PROTEINA

Poslije otkrivanja epitopa i ispiranja u TBS, presjeci su inkubirani u 10% normalnom
kozjem serumu i 1% BSA u TBS, radi blokiranja nespecifi¢nog vezivanja, sat vremena na sobnoj
temperaturi, a zatim sa odgovarajué¢im primarnim antitijelima (Tabela 4) preko no¢i na 4 °C.
Poslije ispiranja u TBS-T (0.1% Tween-20), presjeci su bili inkubirani sa odgovarajué¢im
sekundarnim kozjim antitijelima konjugovanim sa fluorohromima sat vremena na sobnoj
temperaturi. Prethodno ispirani u TBS-T, presjeci su inkubirani fluorescentnim nukleusnim
bojama - propidijum jodidom (SigmaAldrich; razblazenje 1:500) ili Sytox Orange (S11368, Life
Technologies, SAD; razblazenje 1:1000) pet minuta. Konaé¢no, presjeci su bili ispirani u TBS i
montirani u Mowiolu (SigmaAldrich).

Za kolokalizacione analize, u zavisnosti od primarnih antitijela, kori$¢ene su dva metoda:
metod dvostruke simultane imunofluorescencije i metod dvostruke sekvencijalne
imunofluorescencije (u slu¢aju da oba primarna antitijela poti¢u iz istog domacina).

Vizuelizacija je vr§ena kori$¢enjem Leica konfokalnog mikroskopa TCS SPs II (Leica
Microsystems), i to u sekvencijalnom modu da bi se izbjeglo preklapanje izmedu odgovaraju¢ih
kanala. Dvostruko obojeni uzorci su bili ekscitovani Ar laserom talasne duzine od 488 nm i
HeNe laserom talasne duzine od 633 nm, a nukleusne boje su ekscitovane kori$¢enjem HeNe
lasera talasne duzine od 543 nm. Negativna kontrola dobijena je izostavljanjem primarnih

antitijela.

3.13.3 IMUNOGOLD LOKALIZACIJA PROTEINA

Za lokalizaciju proteina na nivou elektronske mikroskopije, kori$¢eni su tanki presjeci (70
nm) tkiva ukalpljenih u Araldit smolu, koji su montirani na niklovane mrezice presvucene
olovkom za poboljianje adhezije presjeka (Coat-Quick “G”, Agar Scientific Ltd, UK). Poslije
otkrivanja antigena u citratnom puferu (3 minuta na 60oW) i ispiranja u TBS -T (0.1%
Tween-20), vrieno je blokiranje inkubacijom u 5% BSA u TBS-T, sat vremena na sobnoj

temperaturi.  MreZice su, potom, naneSene na kap primarnog antitijela odgovarajuceg
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Tabela 4. Antitijela kori§¢ena za imunofluorescentnu lokalizaciju proteina.

Antigen Katalogki broj  Proizvoda¢ Porijeklo  Klonalnost Razblazenje
Primarna antitijela
NDUFAg absss21 Abcam, UK misje monoklonalno 1:100
SDHA ab14715 Abcam, UK misje monoklonalno 1:100
UQCRC2 ab14745 Abcam, UK misje monoklonalno 1:100
Cytc ab18738 Abcam, UK zedje poliklonalno 1:100
COX1vV ab14744 Abcam, UK misje monoklonalno 1:100
ATPB ab14730 Abcam, UK misje monoklonalno 1:100
IF1 ab110277 Abcam, UK misje monoklonalno 1:100
UCP: ab10983 Abcam, UK zedje poliklonalno 1:1000
Mfn1 abs7602 Abcam, UK migje monoklonalno 1:100
VDAC ab34726 Abcam, UK zedje poliklonalno 1:100
Calnexin ab22595 Abcam, UK zedje poliklonalno 1:200
Katalaza ab1877 Abcam, UK zedje poliklonalno 1:300
Sekundarna antitijela
AlexaFluor 488 A-11034 LiteTech.,, USA  kozje poliklonalno 1:400
anti-rabbit
AlexaFluor 488 A-11029 LifeTech., USA  kozje poliklonalno 1:400
anti-mouse
AlexaFluor 633 A-21071 LifeTech., USA  kozje poliklonalno 1:400
anti-rabbit
AlexaFluor 633 A-21052 LifeTech., USA  kozje poliklonalno 1:400
anti-mouse

razblazenja i inkubirane preko no¢i na 4 °C. Ispirane su deset puta po 1 minut u TBS-T, te
prebacene na kap odgovaraju¢eg sekundarnog antitijela, zapreminskog razblazenja 1:20,
obiljezenog Cesticama zlata dijametra 10 ili 20 nm, i inkubirane sat vremena na sobnoj
temperaturi. MreZice su ispirane deset puta po jedan minut u TBS-T, a potom pet puta po jedan
minut u redestilovanoj vodi.

U slucaju lokalizacije dva proteina, kori$¢en je metod sekvencijalnog imunogold
obiljezavanja. Prvo je vrSena inkubacija primarnim antitijelom, pa sekundarnim antitijelom sa
esticama zlata manjeg dijametra (10 nm), pa potom drugim primarnim antitijelom i
sekundarnim antitijelom sa cesticama zlata veceg dijametra (20 nm). Primarna i sekundarna
antitijela kori$¢ena za imunogold lokalizaciju proteina su prikazana u Tabeli s.

Poslije susenja, mreZice su posmatrane i slikane na Philips/FEI CM12 transmisionom

elektronskom mikroskopu (FEI, Holandjja).
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Tabela 5. Antitijela kori$¢ena za imunogold lokalizaciju proteina.

Antigen Katalogki broj Proizvoda¢  Porijeklo Klonalnost Razblazenje
Primarna antitijela

UQCRC2 ab14745 Abcam, UK misje monoklonalno 1:100

COX1vV ab14744 Abcam, UK  misje monoklonalno  1:100
Sekundarna antitijela

Goat anti-mouse IgG  ab27241 Abcam, UK kozje poliklonalno 1:20

(10 nm Gold)

Goat anti-mouse IgG  ab27242 Abcam, UK kozje poliklonalno 1:20

(20 nm Gold)

3.14 LOKALIZACI]A KALCIJUMA MIKROSKOPSKIM METODAMA

3.14.1 ALIZARIN RED S BOJENJE

Poslije uklanjanja smole u 1% natrijum etoksidu na 37 °C pola sata, i rutinske
rehidratacije, polutanki presjeci su inkubirani u 2% rastvoru Alizarin Red S (pH 4.2) do pet
minuta, a potom ispirani u acetonu i smjesi acetona i ksilola. Poslije prosvijetljenja u ksilolu,
presjeci su montirani u DPX smolu i posmatrani i slikani Leica DMLB mikroskopom. Alizarin
Red S pokazuje lokalizaciju kalcijuma formiranjem nerastvorljivih depozita sa Ca** jonima,

dajuéi crveno-narandzastu reakciju.

3.14.2 PRECIPITACI]A KALIJUM PIROANTIMONATOM

Isjecci tkiva su fiksirani u 2.5% glutaraldehidu u 0.1M Serensen fosfatnom puferu (pH 7.2)
u koji je dodat kalijum piroantimonat (finalne koncentracije 2%), Cetiri sata. Uzorci su ispirani
u istom fosfatnom puferu, postfiksirani u OsO, u fosfatnom puferu sa antimonatom, dva sata na
sobnoj temperaturi. Poslije ispiranja u fosfatnom puferu bez antimonata, uzorci su dehidratisaniu
rastucoj koncentraciji etanola i rutinski ukalupljeni u Araldit smolu. U slu¢aju negativne kontrole,
uzorci su fiksirani i postfiksirani u fosfatnom puferu bez antimonata. Ovim metodom se detektuje

in situ lokalizacija kalcijuma, gdje antimonat formira crne precipitate sa Ca** jonima.

3.1§ KOLOKALIZACIONA STUDIJA  MITOHONDRIJA I ENDOPLAZMINOG

RETIKULUMA

Odmah nakon disekcije, interskapularni depo BAT je isjeckan na komadice tkiva

kori$¢enjem vibratoma. Komadi¢i tkiva su inkubirani u PBS sa 100 nM MitoTracker Orange
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CMTMROS (M7510, Invitrogen, Darmstadt, Njemacka) i 1 pM ER-Tracker Green (E34251,
Invitrogen) i to 45 minuta na 37 °C. Poslije inkubacije komadi¢i su ispirani dva puta u PBS,
fiksirani u 4% paraformaldehidu u PBS. Poslije finalnog ispiranja u PBS, montirani su na
mikroskopske ploc¢ice u Mowiol medijumu, i posmatrani na Leica konfokalnom mikroskopu
TCS SPs II, u sekvencijalnom modu, da bi se izbjeglo preklapanje izmedu odgovaraju¢ih
detekcionih kanala.  MitoTracker Orange CMTMROS, koji se aktivno akumulira u
mitohondrijama tokom inkubacije, ekscitovan je HeNe laserom talasne duZine 543 nm. ER
Tracker Green je boja konjugovana sa glibenklamidom koja se vezuje za sulfonilurea receptore
ATP-zavisnih kalijumovih kanala, kojima je bogat ER. Ova boja je ekscitovana Ar laserom
talasne duZine 514 nm.

Kolokalizacija je odredivana uz pomo¢ LAS AF softvera (Leica Microsystems),
korid¢enjem sljedecih parametara: prag (engl. treshold) 30% i pozadina (engl. background) 20%.
Stopa kolokalizacije (engl. colocalization rate, %) je odredivana dijeljenjem kolokalizacione
povrsine (engl. colocalization area) sa povr$inom u prvom planu (engl. area foreground).
Povrsina u prvom planu se dobija oduzimanjem povrsine pozadine (engl. area background) od

povrsine slike (engl. area image).

3.16 ULTRASTRUKTURNA ANALIZA TKIVA 1 MITOHONDRIJAMA BOGATE

FRAKCIJE

Za analizu na nivou TEM, uzorci tkiva, odnosno mitohondrijama bogatih frakcija
kalupljeni u Aralditu, su trimovani i sjeceni dijamantskim nozem (Diatome, Svajcarska) na
tanke presjeke od 70 do 150 nm, na UC6 ultramikrotomu (Leica Microsystems). Presjeci su
montirani na bakarne ili bakar-paladijumske mrezice, kontrastirani uranil acetatom i olovo
citratom na EM STAIN aparatu (Leica Microsystems), a potom posmatrani na FEI/Philips
CM12 transmisionom mikroskopu, pri naponu od 60 kV.

Elektronske mikrografije su snimane uz pomo¢ digitalne kamere SIS MegaView III

(Olympus Soft Imaging Solutions, Njemacka), pri rezoluciji od 1,376 x 1,032 piksela.

3.16.1 TOMOGRAFSKA REKONSTRUKCIJA MITOHONDRIJA

Za tomografsku rekonstrukciju mitohondrija, kori$¢eni su presjeci mitohondrijama
bogatih frakcija debljine 100 ili 200 nm, montirani na niklovane mrezice presvucene formvarom.

Tako dobijeni presjeci su obiljezeni partikulama zlata imunogold metodom (dijametra 10 nm za
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kompleks III, a dijametra 20 nm za kompleks IV), radi dobijanja markera neophodnih za
tomografske rekonstrukcije. Snimana je tilt serija, pri veli¢ini piksela od 4.67 nm. Tilt serija se
sastojala od mikrografija snimanih svaki stepen, od -45° do +45°. Poravnanje (engl. alignment)
takvih mikrografija ukritenom korelacijom (engl. cross-correlation) i rekonstrukcijom vreno je

pomo¢u IMOD eTomo softvera (http://biozd.colorado.edu/imod/).

3.16.2 ULTRASTRUKTURNA ANALIZA MITOHONDRIJA

Broj mitohondrija je odredivan brojanjem mitohondrija na 100 ym?* povrsine mrkih
adipocita presje¢enih u nivou nukleusa. = Ukupno je analizirano pedeset elektronskih
mikrografija po grupi, odabranih po principu slu¢ajnosti.

Srednji mitohondrijalni dijametar je dobijen kao prosje¢na vrijednost mjerenih
dijametara u dvije ose (duzi i kra¢i dijametar). Analizirano je 200 mitohondrija po grupi,
kori¢enjem elektronskih mikrografija. Na osnovu srednjeg dijametra, mitohondrije su
podijeljene u odgovarajuce klase, i prikazivana je distribucija mitohondrijalnih klasa po
analiziranim grupama.

Navedene analize su radene uz pomoé iTEM (Olympus Soft Imaging Solutions,

Njemacka) ili Image] (NIH, SAD) softvera.

3.17 CITOHEMIJSKA ANALIZA KOMPLEKSA [ 11l IN sITU

Reakcija se zasniva na redukciji fericijanida od strane kompleksa I i II u prisustvu
odgovaraju¢ih supstrata. Protokol je raden po Ogawa i sar. (1968). Ukratko, odmah poslije
izolacije BAT, parce tkiva veli¢ine 1 mm? inkubirano je dva sata u odgovaraju¢im medijumima.

Za citohemijsku analizu kompleksa I u medijum je dodat NADH,, a za kompleks II u
medijum je dodat sukcinat. Osim toga, koriS¢eni su i inhibitori, i to: rotenon (specifican
inhibitor kompleksa I) i oksaloacetat (specifi¢an inhibitor kompleksa II). Po jedan uzorak
kontrolnih grupa inkubiran je u odgovaraju¢im medijumima uz dodatak navedenih inhibitora.

Uzorci su zatim fiksirani u 2.5 % glutaraldehidu u 0.1M Serensen fosfatnom puferu, s sati na
4.°C, ispirani u fosfatnom puferu i postfiksirani u 2% OsO, u istom puferu, sat vremena na sobnoj
temperaturi. Nakon dehidratacije u rastu¢oj koncentraciji etanola uzorci su rutinski ukalupljeni

u Araldit smolu.
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3.18 STEREOLOSKE ANALIZE

3.18.1 STEREOLOSKA ANALIZA MRKIH ADIPOCITA

U cilju odredivanja volumenske gustine mrkih adipocita u BAT, kori$¢eni su presjeci tkiva
ukalupljenih u Araldit smolu, debljine 2 pm, koji su prethodno obojeni 1% rastvorom toluidin
plavog u 1% natrijum tetraboratu. Bojenje je vr$eno nakapavanjem jednake zapremine toluidin
plavog i natrijum tetraborata na presjeke, uz zagrijavanje na grijnoj plo¢i dvije minute, nakon ¢ega
su presjeci ispirani u ¢esmenskoj vodi. Volumenska gustina mrkih adipocita odredena je Weibel
metodom (Weibel i sar,, 1969), na po deset nasumi¢no odabranih testnih polja od svake Zivotinje
iz svih grupa. Analiza je vr§ena na svjetlosnom Leica DMLB mikroskopu, kori§¢enjem Weibel
vi$enamjenskog testnog okulara sa 42 tacke. Odnosom zbira svih tacaka koje padaju na mrke
adipocite i ukupnog broja ta¢aka koje padaju na BAT odredena je V, mrkih adipocita kori$¢enjem

sljedece formule:

b,
P total

v,

Gdje je V, — volumenska gustina, P, — broj ta¢aka koje padaju na strukturu od interesa, a

Pita1 je ukupan broj tac¢aka koje padaju na tkivo, odnosno éeliju.

3.18.2 STEREOLOSKA ANALIZA LIPIDNIH TIJELA

Volumenska gustina lipidnih tijela je odredivana na sli¢can nacin kao i volumenska gustina
mrkih adipocita, s tim $to je broj tac¢aka koje padaju na lipidna tijela ratunat u odnosu na broj

tacaka koje padaju na mrke adipocite.

3.18.3 STEREOLOSKA ANALIZA MITOHONDRIJA

Volumenska gustina mitohondrija mrkih adipocita odredena je kao odnos broja tacaka
Weibel viSenamjenskog testnog sistema koje padaju na mitohondrije u odnosu na broj ta¢aka
koje padaju na mrke adipocite.

Volumenska gustina mitohondrijalnih kristi odredena je na slican nacin, s tim da se
ra¢unao odnos broja tac¢aka koje padaju na kriste i broja tacaka koje padaju na mitohondriju. Na
osnovu volumenske gustine kristi, mitohondrije su podijeljene u odgovaraju¢e klase i

prikazivana je distribucija mitohondrijalnih klasa po analiziranim grupama.
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Navedene stereoloske analize mitohondrija su radene na elektronskim mikrografijama

kori$¢enjem iTEM softvera.

3.19 STATISTICKE ANALIZE

U Ca-SANDOZ tretmanu razlike medu grupama su testirane Studentovim t-testom, a u
tretmanu insulinom razlike medu grupama su analizirane jednosmjernom (engl. one-way)
ANOVA, a potom Tukey post-hoc testom kako bi se utvrdile znacajnosti izmedu pojedinih
grupa. Za najnizi stepen znacajnosti uzeta je p < 0.0s. Za navedene statisticke analize kori$¢en

je GraphPad Prism 6.0 program (GraphPad Software, SAD) za Mac OS X.
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4 | Rezultati

4.1 CaA-SANDQOZ TRETMAN

4.1.1  WESTERN BLOT ANALIZA
4.1.1.1 PROTEINSKA EKSPRESIJA MFN1 I MEN2

Proteinski sadrzaj molekulskih igra¢a mitohondrijalne fuzije, Mfn1 i Mfn2, znac¢ajno je ve¢i
u Ca-SANDOZ grupi u poredenju sa kontrolom (Slika 8), pri ¢emu je proteinska ekspresija Mfn2

proteina petostruko uvecana.
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Slika 8. Promjene proteinske ekspresije Mfn1 i Mfn2 nakon Ca-SANDOZ tretmana. * poredenje sa

kontrolnom grupom; *p < o0.05; **p < o.o1

4.1.1.2 PROTEINSKA EKSPRESIJA DRP1

Ekspresija Drp1, proteina neophodnog za mitohondrijalnu fisiju, smanjena je, mada bez

statisti¢ke zna¢ajnosti, u Ca-SANDOZ grupi u poredenju sa kontrolom (Slika 9).
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Slika 9. Promjena proteinske ekspresije Drp1 nakon Ca-SANDOZ tretmana.

4.1.1.3 PROTEINSKA EKSPRESIJA ATP SINTAZE

U poredenju sa kontrolom, proteinska ekspresija 8 subjedinice ATP sintaze je smanjena u

Ca-SANDOZ grupi, ali nije statisti¢ki zna¢ajna (Slika 10).

Slika 10. Promjena proteinske ekspresije ATP sintaze nakon Ca-SANDOZ tretmana.

4.1.1.4 PROTEINSKA EKSPRESIJA UCP1

Western blot analiza je pokazala znacajno povecdanje proteinske ekspresije UCP1 proteina

u Ca-SANDOZ grupi u poredenju sa kontrolom (Slika 11).
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Slika 11. Promjena proteinske ekspresije UCP1 nakon Ca-SANDOZ tretmana. * poredenje sa

kK

kontrolnom grupom; *** p < o.0o1.

4.1.1.5§ PROTEINSKA EKSPRESIJA VDAC

Proteinska ekspresija VDAC, mitohondrijalnog markera, proteina koji se nalazi u

spolja$njoj mitohondrijalnoj membrani, ostaje nepromjenjena nakon Ca-SANDOZ tretmana u

poredenju sa kontrolom (Slika 12).
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Slika 12. Promjena proteinske ekspresije VDAC nakon Ca-SANDOZ tretmana.

4.1.1.6 PROTEINSKA EKSPRESIJA KALNEKSINA

U poredenju sa kontrolom, proteinski sadrzaj kalneksina, integralnog proteina ER, ostaje

nepromjenjen nakon Ca-SANDOZ tretmana (Slika 13).
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Slika 13. Promjena proteinske ekspresije kalneksina nakon Ca-SANDOZ tretmana.

4.1.2 MIKROSKOPSKE ANALIZE
4.1.2.1 LOKALIZACI]A KALCIJUMA U MRKIM ADIPOCITIMA

Alizarin Red S histohemijsko bojenje pokazuje visi nivo Ca** soli u tretiranoj grupi, §to se

uocava u vidu grupe mrkih adipocita sa ja¢im intenzitetom crvene boje (Slika 14).

Slika 14. Alizarin Red S bojenje BAT nakon Ca-SANDOZ tretmana. (A) Kontrola; (B) Ca-SANDOZ.

Bar: 20 pym.

Na ultrastrukturnom nivou, kalijum piroantimonat demonstrira lokalizaciju Ca** jona u
vidu elektron-gustih precipitata u citoplazmi, mitohondrijama i oko lipidnih tijela. Veca je
zastupljenost precipitata u Ca-SANDOZ grupi u odnosu na kontrolu. Negativna kontrola ne

pokazuje precipitate piroantimonata u mrkim adipocitima (Slika 15).
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Slika 15. Lokalizacija kalcijuma kalijum piroantimonatom nakon Ca-SANDOZ tretmana. (A) Kontrola;
(B) Ca-SANDOZ; (C) negativna kontrola. Bar: 2 pym.

4.1.2.2 UCP1 IMUNOHISTOHEMIJA

Imunohistohemijska analiza pokazuje vi$i nivo ekspresije UCP1 proteina u Ca-SANDOZ

grupi (Slika 16), u poredenju sa kontrolnom grupom.

Slika 16. Imunohistohemijska analiza UCP1 proteina nakon Ca-SANDOZ tretmana. (A) Kontrola; (B)
Ca-SANDOZ; (C) negativna kontrola. Bar: 20 pm.

4.1.2.3 STEREOLOSKA ANALIZA MRKIH ADIPOCITA I LIPIDNIH TIJELA

Stereoloske analize mrkih adipocita i lipidnih tijela pokazuju znacajan pad volumenske
gustine mrkih adipocita u BAT i lipidnih tijela u mrkim adipocitima nakon Ca-SANDOZ

tretmana (Tabela 6) u poredenju sa kontrolom.

Tabela 6. Efekat Ca-SANDOZ tretmana na volumensku gustinu mrkih adipocita i lipidnih tijela.

Kontrola Ca-SANDOZ

Volumenska gustina mrkih adipocita (%) 83.51£0.69 57.89 +0.69*
Volumenska gustina lipidnih tijela (%) 43.63+2.14 27.67 £ 0.87*

*poredenje sa kontrolnom grupom; * p < o0.0s.
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4.1.2.4 KOLOKALIZACIONA ANALIZA MITOHONDRIJA I ER

Konfokalna mikroskopija pokazuje visi stepen kolokalizacije izmedu aktivnih

mitohondrija i ER u Ca-SANDOZ tretiranoj grupi u poredenju sa kontrolom (Slika 17).

Slika 17. Kolokalizaciona analiza mitohondrija i ER nakon Ca-SANDOZ tretmana. (A) Konfokalne
mikrografije BAT nakon inkubacije ER Tracker Green (zeleno) i MitoTracker Orange (crveno). Bar: 5 ym.

kK

(B) Stopa kolokalizacije ER i mitohondrija. *poredenje sa kontrolnom grupom; *** p < o.0o1.

4.1.3 ULTRASTRUKTURNE ANALIZE

4.1.3.1 EGZOVEZIKULACI]A ERITROCITA 1 ULAZ ERITROCITNIH KOMPLEKSA U MRKE

ADIPOCITE I MITOHONDRIJE

U Ca-SANDOZ grupi primjeceno je prisustvo i lokalizacija brojnih elektron-gustih,
hemihromnih kompleksa u vidu egzovezikula i to pocevsi od eritrocita u kapilarima, pa do
mitohondrija mrkih adipocita (Slika 18). Formiranje hemihromnih kompleksa zapocinje u
kapilarnim eritrocitima, nastale egzovezikule prolaze endotel i meducelijski prostor i ulaze u
citoplazmu i mitohondrije mrkih adipocita (Slika 18). Egzovezikulacija se veoma rijetko
primjecuje u kontrolnoj grupi.

Neki od tih hemihromnih kompleksa su razgranati, okruzeni amorfnim materijalom i sa
vidljivom porozno$éu (Slika 19), $to detaljnije uo¢avamo u mrkim adipocitima, gdje jedan
kompleks ulazi u mitohondriju, a drugi kompleks je u bliskom kontaktu sa mitohondrijalnom

kristom (Slika 19A).
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Slika 18. Egzovezikulacija eritrocita i migracija hemihromnih kompleksa u BAT pacova tretiranih Ca-
SANDOZ. (A) Degradacija hemoglobina i formiranje hemihromnih kompleksa unutar eritrocita (er),
formiranje eritrocitnih vezikula (strelice) i prolazak hemihromnog kompleksa (kvadrat) kroz endotelne
Celije (en) i meducelijski prostor (IS). Uveli¢anje: x16.000. (B) Brojni Ca-SANDOZ indukovani
kompleksi (strelice) iz meducelijskog prostora ulaze u citoplazmu i mitohondrije (m) mrkih adipocita.
(Id) - lipidno tijelo. Uveli¢anje: x17.000. (C) Svjetlosna mikroskopija krvnih razmaza pokazuje
transformaciju eritrocita u ehinocite. Uveli¢anje: x20. (D) Na mjestu prolaza hemihromnih kompleksa,
zid endotela (en) je suzen. Uveli¢anje: x35.200.

4.1.3.2 ULTRASTRUKTURNA ANALIZA MITOHONDRIJA

Mitohondrije mrkih adipocita pokazuju mnoge varijacije u unutrasnjoj strukturi, $to se
vidi na elektronskim mikrografijama (Slika 20). U kontrolnoj grupi (Slika 20A), mitohondrije
su okrugle, sa nekoliko lamelarnih kristi. Ca-SANDOZ grupa se odlikuje vedim
mitohondrijama, nalik na fuzionisane, sa ve¢im brojem veoma dobro razvijenih lamelarnih kristi
(Slika 20B).

U Ca-SANDOZ grupi, megamitohondrije su uocene u pojedinim mrkim adipocitima

(Slika 21).

4.1.3.3 STEREOLOSKA ANALIZA MITOHONDRIJA

Ca-SANDOZ tretman izaziva statisticki znacajan pad broja mitohondrija na 100 ym?*
(Slika 22A), dok je volumenska gustina mitohondrija u mrkim adipocitima gotovo

nepromjenjena (Slika 22B).
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Slika 19. Granati migratorni kompleksi indukovani Ca-SANDOZ tretmanom. (A) Dva kompleksa u
nabubreloj mitohondriji (m) mrkog adipocita, jedan u fazi ulaska, a drugi u mitohondriji u bliskom
kontaktu sa kristom. Uveli¢anje: x124.400. (B) Uocava se poroznost hemihromnih kompleksa (strelice).
Uveli¢anje: x123.200.

4.1.3.4 DISTRIBUCIJA MITOHONDRIJA PO SREDNJEM DIJAMETRU

U poredenju sa kontrolnom grupom, u Ca-SANDOZ grupi se uocava pomjeranje
srednjih mitohondrijalnih dijametara ka vi$im vrijednostima, odnosno uocava se sve ve¢i broj
mitohondrija sa ve¢im srednjim dijametrom (Slika 23 ).

4.1.3.5 DISTRIBUCIJA MITOHONDRIJA PO VOLUMENSKO]J GUSTINI KRISTI

Analiza volumenske gustine mitohondrijalnih kristi pokazuje da Ca-SANDOZ stimulise
formiranje kristi, $to se uo¢ava kao ve¢ibroj mitohondrija sa ve¢om volumenskom gustinom kristi

u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 24,).

4.2 TRETMAN INSULINOM

4.2.1 WESTERN BLOT ANALIZA MITOHONDRIJAMA BOGATE FRAKCIJE
4.2.1.1 PROTEINSKA EKSPRESIJA KOMPLEKSA ELEKTRON TRANSPORTNOG LANCAICYTC

Nivo proteinske ekspresije kompleksa elektron transportnog lanca u mitohondrijama
bogatoj frakciji BAT odredivan je poslije akutnog (Slika 25) i hroni¢nog (Slika 26) tretmana

niskom (0.4 IU), odnosno visokom (4 IU) dozom insulina. Poslije akutnog tretmana,
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Slika 20. Mitohondrije mrkih adipocita nakon Ca-SANDOZ tretmana. (A) Okrugle mitohondrije sa
nekoliko lamelarnih kristi u kontrolnoj grupi. Uo¢avaju se intimni kontakti izmedu mitohondrija (bijele
strelice), i izmedu mitohondrija i ER (crne strelice). (B) Vece mitohondrije sa brojnim kristama u Ca-
SANDOZ grupi. Detalj intimnog kontakta izmedu mitohondrija i ER (kvadrat) u gornjem desnom uglu.
Bar: 2 ym.

proteinski sadrzaj svih ispitivanih kompleksa elektron transportnog lanca i cyt ¢ je znacajno
povecan primjenom niske doze insulina. Visoka akutna doza insulina indukuje znacajno
povecanje proteinskog sadrzaja kompleksa II, i blago povecanje kompleksa III i cyt c. Proteinski
sadrzaj kompleksa I IV ostaje na nivou kontrolne grupe.

Hroni¢ni tretman insulinom, kako niskom tako i visokom dozom, indukuje smanjenje
proteinskih sadrzaja kompleksa I, kompleksa II i cyt c. Jedino je proteinski sadrzaj kompleksa
IV povecan, bez obzira na primjenjenu dozu insulina. Proteinska ekspresija kompleksa II je

znacajno povecana primjenom niske doze, a smanjena primjenom visoke doze insulina.

4.2.1.2 PROTEINSKA EKSPRESIJA ATP SINTAZE 1 [F1

Akutni tretman insulinom znacajno povecava proteinski sadrzaj ATP sintaze i IF1,
nezavisno od primjenjene doze (Slika 27). Hroni¢ni tretman insulinom smanjuje proteinski
sadrzaj ATP sintaze, a povecava sadrzaj [F1 proteina (Slika 28), pri ¢emu je taj efekat izrazeniji u

grupi tretiranoj visokom dozom insulina.

4.2.1.3 PROTEINSKA EKSPRESIJA UCP1, UCP2 1 UCP3

Proteinski sadrzaj dekupluju¢ih proteina, odnosno UCP1, UCP2 i UCP3, u
mitohondrijama bogatoj frakciji BAT odredivan je poslije akutnog (Slika 29) i hroni¢nog (Slika
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Slika 21. Megamitohondrije u Ca-SANDOZ grupi. Mrki adipocit sa megamitohondrijom (zvjezdica) i
brojnim intermitohondrijalnim kontaktima (strelice). Bar: 1 ym.
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Slika 22. Stereoloska analiza mitohondrija nakon Ca-SANDOZ tretmana. (A) Broj mitohondrija
po jedinici povriine mrkog adipocita; (B) volumenska gustina mitohondrija u mrkim adipocitima. *
poredenje sa kontrolnom grupom; **p < o.o1

30) tretmana niskom (0.4 IU), odnosno, visokom (4 IU) dozom insulina. Akutni tretman
insulinom indukuje blago povecanje proteinskog sadrzaja UCP2 proteina, ali i znacajno
povecanje proteinskog sadrzaja UCP3 bez obzira na primjenjenu dozu. Proteinski sadrzaj UCP1
je smanjen nakon primjene visoke doze insulina, a nepromjenjen nakon niske doze insulina.

Sa druge strane, hroni¢ni tretman znacajno povecava proteinski sadrzaj UCP1 proteina, i to
obe doze, gdje je visoka doza efektivnija nego niska doza insulina. Isto tako, povecan je i proteinski
sadrzaj UCP3 proteina, ali vi$e primjenom niske nego visoke doze insulina. Hroni¢na niska doza
insulina povecava proteinsku ekspresiju UCP2 proteina, i to u odnosu na kontrolu, aliiu odnosu
na visoku dozu insulina, gdje je proteinski sadrzaj smanjen u poredenju sa kontrolnom grupom

(mada bez statisticke znacajnosti).
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Slika 2.3. Distribucija mitohondrijalnih klasa po srednjem dijametru nakon Ca-SANDOZ tretmana.

Slika 24. Distribucija mitohondrija po volumenskoj gustini kristi nakon Ca-SANDOZ tretmana.

4.2.1.4 PROTEINSKA EKSPRESIJA VDAC

Western blot analiza je pokazala da akutni tretman insulinom dovodi do znadajnog
povecanja proteinskog sadrzaja VDAC u poredenju sa kontrolnom grupom, pri ¢emu je taj
efekat znacajniji u grupi tretiranoj niskom dozom insulina (Slika 31).

Isto tako, hroni¢ni tretman insulina dovodi do povecanja proteinskog sadrzaja VDAC u

odnosu na kontrolu, bez obzira na primjenjenu dozu (Slika 32).
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Slika 25. Promjena proteinske ekspresije kompleksa elektron transportnog lanca i cyt ¢ nakon akutnog
tretmana insulinom. * poredenje sa kontrolnom grupom; **p < o.01; *** p < o.001. # poredenje izmedu
0.4IUi41U; #p < 0.05; ## p < 0.01; ### p < 0.00L

4.2.2  WESTERN BLOT ANALIZA TKIVA
4.2.2.1 PROTEINSKA EKSPRESIJA KOMPLEKSA ELEKTRON TRANSPORTNOG LANCA I CYT C

Nivo proteinske ekspresije kompleksa elektron transportnog lanca u BAT odredivan je
poslije akutnog (Slika 33) i hroni¢nog (Slika 34) tretmana niskom (0.4 IU), odnosno visokom
(4 IU) dozom insulina. Poslije akutnog tretmana niskom dozom insulina, ne dolazi do znac¢ajne
promjene proteinskih sadrzaja kompleksa I, IV i cyt ¢ u odnosu na kontrolu. Ista doza vodi do
znacajnog smanjenja ekspresije kompleksa II, ali i kompleksa III. Visoka, akutna doza insulina,
dovodi do znacajnog smanjenja proteinskih sadrzaja kompleksa I, kompleksa Il cyt ¢, a i dolazi
do povecanja ekspresije kompleksa II. Ekspresija kompleksa IV ostaje nepromjenjen nakon
primjene akutne visoke doze.

Sa druge strane, hroni¢ni tretman insulinom, bez obzira na dozu, dovodi do znacajnog
povecanja proteinske ekspresije kompleksa I i kompleksa IV u odnosu na kontrolu. Proteinski
sadrzaji kompleksa II, kompleksa III i cyt ¢ ostaju nepromjenjeni primjenom niske doze.
Tretman hroni¢nom, visokom dozom insulina dovodi do znacajnog smanjenja proteinskih

sadrzaja kompleksa IT i cyt ¢, a do povecanja u slu¢aju kompleksa III.
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Slika 26. Promjena proteinske ekspresije kompleksa elektron transportnog lanca i cyt ¢ nakon hroni¢nog
tretmana insulinom. * poredenje sa kontrolnom grupom; **p < o.01; *** p < o.001. # poredenje izmedu
0.4IUi41U; #p < 0.05; ## p < 0.01; ### p < 0.00L

4.2.2.2 PROTEINSKA EKSPRESIJA ATP SINTAZE 1 [F1

U poredenju sa kontrolnom grupom, akutni tretman insulinom znacajno smanjuje
proteinski sadrzaj ATP sintaze i IF1, nezavisno od primjenjene doze (Slika 35). Sli¢an obrazac

proteinske ekspresije se uo¢ava i nakon hroni¢nog tretmana insulinom (Slika 36).

4.2.2.3 PROTEINSKA EKSPRESIJA UCP1 1 UCP2

U poredenju sa kontrolom dolazi do znacajnog smanjenja proteinskog sadrzaja UCP1
nakon primjene akutnog tretmana insulinom (Slika 37), i to obe doze. UCP2 je isto smanjen, ali
znacajnije u slu¢aju akutne, niske doze insulina.

U poredenju sa kontrolom, hroni¢ni tretman insulinom (Slika 38) dovodi do znacajnog
povecanja proteinskog sadrzaja UCP1 proteina, pogotovo nakon primjene visoke doze. Trend

smanjivanja ekspresije UCP2 ide u pravcu povecanja doze, ali bez statisticke znacajnosti.
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Slika 27. Promjena proteinske ekspresije ATP sintaze i IF1 nakon akutnog tretmana insulinom.
poredenje sa kontrolnom grupom; *** p < o.001. # poredenje izmedu 0.4 IU i 4 IU; ### p < o.o01
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Slika 28. Promjena proteinske ekspresije ATP sintaze i IF1 nakon hroni¢nog tretmana insulinom.
poredenje sa kontrolnom grupom; *** p < 0.001. # poredenje izmedu 0.4 IU i 4 IU; ### p < o0.001.

*

4.2.2.4 PROTEINSKA EKSPRESIJA VDAC

Akutni tretman insulinom, u poredenju sa kontrolom, dovodi do smanjenja proteinskog
sadrzaja VDAC, ali taj efekat je znacajniji nakon primjene visoke doze (Slika 39). Hroni¢ni

tretman insulinom indukuje znac¢ajno smanjenje proteinske ekspresije VDAC i to u slucaju obe

doze (Slika 40).

4.2.2.5 PROTEINSKA EKSPRESIJA KATALAZE

Nakon tretmana objema dozama insulina, a naro¢ito niska doza dovodi do znacajne
indukcije proteinskog sadrzaja katalaze (Slika 41), u poredenju sa kontrolnom grupom. Sa
druge strane, hroni¢ni tretman insulinom dovodi do pada proteinske ekspresije katalaze, gdje je

taj efekat izrazeniji u grupi sa visokom dozom insulina (Slika 42).
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Slika 29. Promjena proteinske ekspresije UCP1, UCP2 i UCP3 nakon akutnog tretmana insulinom. *

poredenje sa kontrolnom grupom; **p < o.01; ** p < o.001. # poredenje izmedu 0.4 IU i 4 IU; ###
p < o.o001

Slika 30. Promjena proteinske ekspresije UCP1, UCP2 i UCP3 nakon hroni¢nog tretmana insulinom. *
poredenje sa kontrolnom grupom; *p < 0.05; **p < o0.01; *** p < 0.001. # poredenje izmedu 0.4 IU i 4
IU; ## p < o.01; ### p < o.00L

4.2.2.6 PROTEINSKA EKSPRESIJA KALNEKSINA

Do blagog, ali znacajnog pada proteinskog sadrzaja kalneksina, u poredenju sa
kontrolnom grupom, dolazi primjenom akutnog tretmana insulinom, i to obe doze (Slika 43).
Hroni¢ni tretman dovodi do znacajnog povecanja proteinske ekspresije kalneksina, ali efekat je

izrazeniji primjenom visoke doze (Slika 44).
4.2.3 BIOHEMIJSKA ANALIZA

4.2.3.1 AKTIVNOST ATP SINTAZE

Mjerenje aktivnosti ATP sintaze pokazuje da akutni tretman insulinom dovodi do
povecanja relativne aktivnosti ATP sintaze u poredenju sa kontrolnom grupom, gdje je efekat

izrazen primjenom visoke doze insulina (Slika 45). Sa druge strane, hroni¢ni tretman insulinom
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Slika 31. Promjena proteinske ekspresije VDAC nakon akutnog tretmana insulinom. * poredenje sa

kontrolnom grupom; *** p < o.001. # poredenje izmedu 0.4 IUi 4 IU; ## p < o.oL

Slika 32. Promjena proteinske ekspresije VDAC nakon hroni¢nog tretmana insulinom. * poredenje sa
kontrolnom grupom; *** p < o.001.

dovodi do smanjenja relativne aktivnosti ATP sintaze u dozno zavisnom maniru (Slika 45).
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Slika 33. Promjena proteinske ekspresije kompleksa elektron transportnoglanca nakon akutnog tretmana
insulinom. * poredenje sa kontrolnom grupom; **p < o0.01; ¥ p < o.001. # poredenje izmedu 0.4 IU i 4
IU; ## p < o0.01; ### p < 0.00L

Slika 34. Promjena proteinske ekspresije kompleksa elektron transportnog lanca nakon hroni¢nog
tretmana insulinom. * poredenje sa kontrolnom grupom; *p < o.05; **p < o.01; ¥ p < o.001. #
poredenje izmedu 0.4 IU i 4 IU; ### p < o.001
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Slika 3 5. Promjena proteinske ekspresije ATP sintaze i IF1 nakon akutnog tretmana insulinom.
* poredenje sa kontrolnom grupom; *** p < o.oo1. # poredenje izmedu 0.4 IUi 4 IU; ## p < o.01; ###

p < o0.00L

Slika 36. Promjena proteinske ekspresije ATP sintaze i IF1 nakon hroni¢nog tretmana insulinom.
* poredenje sa kontrolnom grupom; *** p < o.oo01. # poredenje izmedu 0.4 IU i 4 IU; ### p < 0.001
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Slika 37. Promjena proteinske ekspresije UCP1 i UCP2 nakon akutnog tretmana insulinom. * poredenje
sa kontrolnom grupom; * p < 0.05; *** p < o.001. # poredenje izmedu 0.4 IU i 4 IU; ### p < o.001
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Slika 38. Promjena proteinske ekspresije UCP1 i UCP2 nakon hroni¢nog tretmana insulinom.
***p < o.001 # poredenje izmedu 0.4 IU i 4 IU; ### p < 0.001

* poredenje sa kontrolnom grupom;

Slika 39. Promjena proteinske ekspresije VDAC nakon akutnog tretmana insulinom. * poredenje sa

kontrolnom grupom; **p < o.o1.

Slika 40. Promjena proteinske ekspresije VDAC nakon hroni¢nog tretmana insulinom. * poredenje sa

kontrolnom grupom; *** p < o.0o1.
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Slika 41. Promjena proteinske ekspresije katalaze nakon akutnog tretmana insulinom. * poredenje sa

Kk

kontrolnom grupom; ** p < o0.01; ¥** p < o.001. # poredenje izmedu 0.4 IUi4IU; ##p < o0.01

Slika 42. Promjena proteinske ekspresije katalaze nakon hroni¢nog tretmana insulinom. * poredenje sa

kontrolnom grupom; ** p < o.01; ***p < o.o001L
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Slika 43. Promjena proteinske ekspresije kalneksina nakon akutnog tretmana insulinom. * poredenje sa
kontrolnom grupom; *p < 0.05; **p < o.o1

Slika 44. Promjena proteinske ekspresije kalneksina nakon hroni¢nog tretmana insulinom. * poredenje sa

kkk

kontrolnom grupom; *p < 0.05; ¥ p < o.001. # poredenje izmedu 0.4 IUi4 IU; #p < 0.0s.

Slika 45. Relativna aktivnost ATP sintaze nakon akutnog i hroni¢nog tretmana insulinom. ATP sintazna
aktivnost je normalizovana u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu.
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4.2.4 MIKROSKOPSKE ANALIZE
4.2.4.1 IMUNOFLUORESCENTNA LOKALIZACIJA KOMPLEKSA [ 1 UCP1

Radi utvrdivanja potencijalne udruzene lokalizacije (kolokalizacije) bioenergetskih i
termogenih proteina mitohondrija u BAT, analizirana je imunoekspresija i specifi¢na lokalizacija
kompleksa I elektron transportnog lanca i UCP1 na nivou konfokalne mikroskopije, nakon
akutnog (Slika 46) i hroni¢nog (Slika 47) tretmana niskom (0.4 IU) i visokom (4 IU) dozom

insulina.

41U

Kontrola

Slika 46. Imunofluorescentna lokalizacija kompleksa I i UCP1 nakon akutnog tretmana insulinom.
Dvostruka imunofluorescencija na UCP1 (zeleno) i kompleks I (crveno). Jedra su obojena Sytox Orange
(plavo). Bar: 25 pm (A-C), 7.5 um (D-F).

Mrki adipociti u kontrolnim grupama pokazuju jasnu heterogenu imunoekspresiju
kompleksa I i UCP1, $to je veé poznato u literaturi kao Harlekin efekat, koja se gubi nakon
tretmana insulinom i uocava se jaka, homogena imunoekspresija kod veéine mrkih adipocita.
Fluorescencija se uo¢ava u mitohondrijama. U zavisnosti od imunoekspresije uocava se
nekoliko tipova mrkih adipocita. Pojedini mrki adipociti se odlikuju dominacijom ekspresije
UCP1 ili kompleksa I, dok u drugima potpuno odsustvuje UCP1, a neki iskazuju jasnu
kolokalizaciju oba proteina.

UCP1-imunopozitivne mitohondrije su uglavnom lokalizovane u citoplazmi zrelih mrkih

adipocita. Sitniji, manje zreli mrki adipociti pokazuju slabiju UCP1 imunoekspresiju u odnosu
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Slika 47. Imunofluorescentna lokalizacija kompleksa I i UCP1 nakon hroni¢nog tretmana insulinom.
Dvostruka imunofluorescencija na UCP1 (zeleno) i kompleks I (crveno). Jedra su obojena Sytox Orange
(plavo). Bar: 25 pm (A-C), 7.5 um (D-F).

na susjedne, krupnije mrke adipocite.

Sa druge strane, kompleks I-imunopozitivne mitohondrije su lokalizovane oko nukleusa i
oko lipidnih tijela, gdje su jasno uocene u vidu mitohondrijalnih klastera u nekim mrkim
adipocitima. Uocavaju se i pojedini adipociti sli¢ni adipocitima WAT koji su rasuti po BAT, i

pokazuju ja¢u imunofluorescenciju kompleksa I, i to oko lipidnih tijela.

4.2.4.2 IMUNOFLUORESCENTNA LOKALIZACIJA KOMPLEKSA II1 UCP1

U slu¢aju kompleksa I1 i UCP1, analizirala se njihova imunofluorescentna lokalizacija pod
djelovanjem akutnog (Slika 48) i hroni¢nog (Slika 49) tretmana niskom (0.4 IU) i visokom (4
IU) dozom insulina.

Mrki adipociti kontrolne grupe pokazuju jasnu heterogenu imunolokalizaciju kompleksa
I1i UCP1 (Harlekin efekat) i taj efekat se gubi zbog homogenizacije medu mrkim adipocitima
primjenom insulina. Fluorescencija se uoc¢ava u nivou mitohondrija. Neki mrki adipociti
pokazuju dominantnu imunofluorescenciju na UCP1, drugi dominantnu imunofluorescenciju
na kompleks II, a neki jasnu kolokalizaciju UCP1 i kompleksa II.

Manje zreli adipociti pokazuju slabiju UCP1 imunofluorescenciju u odnosu na krupnije
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Slika 48. Imunofluorescentna lokalizacija kompleksa II i UCP1 nakon akutnog tretmana insulinom.
Dvostruka imunofluorescencija sa antitijelima na UCP1 (zeleno) i kompleks II (crveno). Jedra su obojena
Sytox Orange (plavo). Bar: 25 ym (A-C), 7.5 pm (D-F).

mrke adipocite.

Kompleks II-imunopozitivie mitohondrije su lokalizovane oko nukleusa i lipidnih tijela.
Osim toga, uocava se jasna imunolokalizacija kompleksa II i UCP1 u mitohondrijama oko
lipidnih tijela. Sto se ti¢e adipocita sli¢nih adipocitima WAT, oko lipidnih tijela se uoc¢ava jasna

imunofluorescencija kompleksa II.

4.2.4.3 IMUNOFLUORESCENTNA LOKALIZACIJA KOMPLEKSA II11 UCP1

Imunofluorescentna analiza kompleksa III i UCP1 u BAT zZivotinja tretiranih akutno
(Slika s0) odnosno hroni¢no (Slika 51) niskom (0.4 IU) i visokom (4 IU) dozom insulina;
pokazuje jasnu heterogenu imunoekspresiju kompleksa III i UCP1. Ta heterogenost se gubi
uslijed homogenizacije medu mrkim adipocitima nakon tretmana insulinom.

Imunofluorescencija kompleksa IIT i UCP1 se uocava u mitohondrijama. Uocava se
heterogenost mrkih adipocita, odnosno jedni se odlikuju imunofluorescencijom uglavnom
UCP1, drugi uglavnom kompleksa III, a tre¢i jasnom kolokalizacijom i UCP1 i kompleksa III
Ta kolokalizacija se jasno uo¢ava u akutnoj grupi sa niskom dozom insulina (Slika s0B, E).

UCP1-pozitivne mitohondrije su homogeno rasporedene u citoplazmi, dok kompleks
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Slika 49. Imunofluorescentna lokalizacija kompleksa II i UCP1 nakon hroni¢nog tretmana insulinom.
Dvostruka imunofluorescencija sa antitijelima na UCP1 (zeleno) i kompleks II (crveno). Jedra su obojena
Sytox Orange (plavo). Bar: 25 ym (A-C), 7.5 pm (D-F).

III-pozitivne mitohondrije se jasnije uocavaju oko lipidnih tijela i oko nukleusa. Krupni i zreli
mrki adipociti pokazuju ja¢u imunofluorescenciju UCP1 proteina, u odnosu na susjedne, sitnije,
nezrele mrke adipocite. Kompleks III-pozitivne mitohondrije se takode uoc¢avaju oko lipidnih

tijela u adipocitima sli¢ni adipocitima WAT.

4.2.4.4 IMUNOFLUORESCENTNA LOKALIZACIJA KOMPLEKSA IV 1 UCP1

Imunofluorescentna analiza kompleksa IV i UCP1 BAT nakon akutnog (Slika s2) i
hroni¢nog (Slika 53) tretmana insulinom pokazuje imunofluorescenciju UCP1 proteina, a i
kompleksa IV. Oba proteina su lokalizovane u mitohondrijama. Heterogenost mrkih adipocita
se uocava u svim grupama. Takode se uocava kolokalizacija kompleksa IV i UCP1 u vecini
mrkih adipocita.

UCP1-pozitivne mitohondrije su relativno ravnomjerno rasporedene u citoplazmi mrkih
adipocita, ali se i uocava klasterizacija mitohondrija oko lipidnih tijela u kojima se detektuje

kolokalizacija kompleksa IVi UCP1.
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Slika s0. Imunofluorescentna lokalizacija kompleksa III i UCP1 nakon akutnog tretmana insulinom.
Dvostruka imunofluorescencija sa antitijelima na UCP1 (zeleno) i kompleks III (crveno). Jedra su obojena
Sytox Orange (plavo). Bar: 25 ym (A-C), 7.5 pm (D-F).

4.2.4.5 IMUNOFLUORESCENTNA LOKALIZACIJA CYT C I UCP1

Analizirana je imunoekspresija i specifi¢cna lokalizacija cyt ¢ i UCP1 primjenom
konfokalne mikroskopije nakon akutnog (Slika 54) i hroni¢nog (Slika 55) tretmana niskom
(0.4IU) i visokom (4 IU) dozom insulina.

U kontrolnim grupama se jasno uoc¢ava heterogena ekspresija cyt ¢ i UCP1. Razlikuju se
mrki adipociti sa dominantnom imunoekspresijom UCP1, mrki adipociti sa dominantnom
ekspresijom cyt ¢, ali i mrki adipociti sa jasnom kolokalizacijom cyt ¢ i UCP1. Oba analizirana
proteina se uo¢avaju u mitohondrijama.

UCP1-pozitivne mitohondrije se uoc¢avaju svuda u citoplazmi, dok su mitohondrije sa
dominantnom imunoekspresijom cyt ¢ uocene oko lipidnih tijela. Oko lipidnih tijela, u

mitohondrijalnim klasterima, uocava se kolokalizacija cyt ¢ i UCP1 proteina.

4.2.4.6 IMUNOFLUORESCENTNA LOKALIZACIJA ATP siINTAZE 1 UCP1

Analizirana je imunoekspresija ATP sintaze i UCP1 na BAT pacova tretiranih akutno
(Slika 56), odnosno hroni¢no (Slika s7) niskom (0.4 IU) i visokom (4 IU) dozom insulina.

Mrki adipociti, pogotovo u kontrolnim grupama, pokazuju heterogenost imunoekspresije ATP

65



41U

Kontrola

Slika s1. Imunofluorescentna lokalizacija kompleksa III i UCP1 nakon hroni¢nog tretmana insulinom.
Dvostruka imunofluorescencija sa antitijelima na UCP1 (zeleno) i kompleks III (crveno). Jedra su obojena
Sytox Orange (plavo). Bar: 25 ym (A-C), 7.5 pm (D-F).

sintaze, odnosno UCP1 proteina.

Akutni tretman niskom i visokom dozom insulina doveo je do vidljive heterogenosti
imunoekspresije ATP sintaze i UCP1. Detaljniije se uoc¢ava da su ATP sintaza i UCP1 protein
lokalizovani u mitohondrijama mrkih adipocita.  Stavide, uoc¢ava se i jasna i isklju¢iva
imunolokalizacija ATP sintaze u mrkim adipocitima sa veéim lipidnim tijelima, u odnosu na
susjedne mrke adipocite, koji pokazuju mitohondrije sa kolokalizacijom ova dva proteina, ali i
ve¢inu mitohondrija sa dominantnom ekspresijom UCP1 (Slika 58).

BAT hroni¢no tretiranih Zivotinja pokazuje prisustvo heterogenosti imunoekspresije ATP

sintaze i UCP1.

4.2.4.7 IMUNOFLUORESCENTNA LOKALIZACIJA IF1 1 UCP1

Analizirana je imunofluorescentna lokalizacija IF1 i UCP1 u mrkim adipocitima pacova
tretiranih akutno (Slika 59) i hroni¢no (Slika 60) niskom (0.4 IU), odnosno visokom (4 IU)
dozom insulina.

U akutno tretiranim kontrolnim grupama, uocava se heterogenost imunolokalizacije IF1,
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Slika §2. Imunofluorescentna lokalizacija kompleksa IV i UCP1 nakon akutnog tretmana insulinom.
Dvostruka imunofluorescencija sa antitijelima na UCP1 (zeleno) i kompleks IV (crveno). Jedra su obojena
Sytox Orange (plavo). Bar: 25 ym (A-C), 7.5 pm (D-F).

odnosno UCP1. Heterogenost njihove ekspresije se gubi pod djelovanjem insulinskog
tretmana. Neki preadipociti ne pokazuju imunofluorescenciju na UCP1 protein (Slika s9D),
dok mitohondrije mrkih adipocita medusobno pokazuju velike razlike u imunoekspresiji UCP1
iIF1, ¢akikod istog mrkog adipocita, dok se kod vecine uocava i kolokalizacija ova dva proteina.

Hroni¢no tretirane grupe pokazuju sli¢nu heterogenost imunolokalizacije IF1 i UCP1, ali
se uocava i postepeno povecanje imunofluorescencije IF1 proteina sa pove¢anjem doze insulina

u odnosu na odgovarajuéu kontrolu (Slika 60).

4.2.4.8 IMUNOFLUORESCENTNA LOKALIZACIJA KOMPLEKSA III 11V

Rezultati analize kolokalizacije mitohondrijalnih kompleksa — kompleksa III i kompleksa
IV,u BAT nakon akutnog, odnosno hroni¢nog tretmana niskom (0.4 IU) i visokom (4 IU) dozom
insulina prikazani su na Slici 61, tj. Slici 62.

Uocdena je imunolokalizacija kompleksa III i IV u mitohondrijama, pri ¢emu je najveca
gustina ovih mitohondrija oko lipidnih tijela. Kontrolne grupe se odlikuju heterogenos¢u
imunoekspresije kompleksa III i IV, odnosno uocavaju se mrki adipociti sa razli¢itim nivoom

imunofluorescencije. Cak su prisutni i mrki adipociti bez imunofluorescentne lokalizacije

67



Kontrola

Slika 53. Imunofluorescentna lokalizacija kompleksa IV i UCP1 nakon hroni¢nog tretmana insulinom.
Dvostruka imunofluorescencija sa antitijelima na UCP1 (zeleno) i kompleks IV (crveno). Jedra su obojena
Sytox Orange (plavo). Bar: 25 ym (A-C), 7.5 pm (D-F).

navedenih kompleksa. Kolokalizovane mitohondrije su uglavnom pozicionirane oko lipidnih
tijela.

Nakon akutnog tretmana insulinom gubi se heterogenost medu mrkim adipocitima u
odnosu na odgovaraju¢u kontrolu. Niska doza insulina stimuli$e mitohondrijalnu heterogenost,
tj. razlikuju se mitohondrije sa dominantnom ekspresijom kompleksa III, mitohondrije sa
dominantnom ekspresijom kompleksa IV, i mitohondrije sa jasnom kolokalizacijom oba
kompleksa. Mitohondrije sa jasnom kolokalizacijom su uglavnom prisutne oko nukleusa, i
ponegdje oko lipidnih tijela (Slika 61E). Kompleks III-dominantne mitohondrije se mogu na¢i
ravnomjerno u citoplazmi i ponegdje oko lipidnih tijela, a kompleks IV-dominantne
mitohondrije su ¢es¢e oko lipidnih tijela. Visoka doza uglavnom odrzava kolokalizaciju oba
kompleksa u mitohondrijama oko lipidnih tijela.

Hroni¢ni tretman insulinom dovodi do gubitka heterogenosti mrkih adipocita uslijed
pojave jake homogene reakcije u vedini mrkih adipocita. U ovim grupama se uocavaju

preadipociti sa jasnom dominacijom imunoekspresije kompleksa IV (Slika 62E).

4.2.4.9 IMUNOFLUORESCENTNA LOKALIZACIJA ATP sINTAZE 11F1

Analizirana je zajednic¢ka imunofluorescentna lokalizacija ATP sintaze i IF1 u BAT pacova

tretiranih akutno (Slika 63) i hroni¢no (Slika 64) niskom (0.4 IU), odnosno visokom (4 IU)
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Slika s4. Imunofluorescentna lokalizacija cyt ¢ i UCP1 nakon akutnog tretmana insulinom. Dvostruka
imunofluorescencija sa antitijelima na UCP1 (zeleno) i cyt ¢ (crveno). Jedra su obojena Sytox Orange
(plavo). Bar: 25 pm (A-C), 7.5 um (D-F).

dozom insulina. Imunofluorescencija pokazuje jasnu kolokalizaciju ATP sintaze i IF1 u
mitohondrijama mrkih adipocita, bez obzira na duzinu tretmana i primjenjenu dozu insulina.

Isti obrazac se uoc¢ava i u kontrolnim grupama.

4.2.4.10 IMUNOFLUORESCENTNA LOKALIZACIJA VDAC I KALNEKSINA

Rezultati imunofluorescentne analize VDAC, proteina koji se nalazi u spoljasnjoj
membrani mitohondrija, i kalneksina, integralnog proteina ER, i to na BAT Zivotinja tretiranih
akutnom, odnosno hroni¢nom niskom (0.4 IU) i visokom (4 IU) dozom insulina prikazani su
na Slici 65 i Slici 66.

U kontrolnoj grupi akutno tretiranih Zivotinja uocava se heterogenost mrkih adipocita kad
je u pitanju imunoekspresija VDAC i kalneksina. VDAC se lokalizuje u mitohondrijama, dok je
kalneksin vi$e prisutan u citoplazmi (ER). Jasno se uo¢ava i kolokalizacija VDAC i kalneksina uz
mitohondrije. Ta kolokalizacija je izrazenija nakon primjene niske doze insulina.

Pri hroni¢nom tretmanu, i kontrola pokazuje heterogenost mrkih adipocita u

imunoekspresiji VDAC i kalneksina. U grupi tretiranoj niskom dozom insulina ta kolokalizacija
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Slika 5 5. Imunofluorescentna lokalizacija cyt c i UCP1 nakon hroni¢nog tretmana insulinom. Dvostruka
imunofluorescencija sa antitijelima na UCP1 (zeleno) i cyt ¢ (crveno). Jedra su obojena Sytox Orange
(plavo). Bar: 25 pm (A-C), 7.5 um (D-F).

je nesto slabije izrazena, ali se povecava sa povecanjem doze.

4.2.4.11 IMUNOFLUORESCENTNA LOKALIZACIJA KATALAZE

Katalaza, marker peroksizoma, se na nivou fluorescentne mikroskopije detektuje u mrkim
adipocitima samo kod hroni¢no tretiranih grupa (Slika 67), i ¢ed¢e se uocava u blizini lipidnih
tijela i nukleusa. U poredenju sa kontrolom, imunoekspresija je pove¢ana u grupama tretiranim
insulinom, ali ne znacajno. Imunolokalizacija katalaze u mrkim adipocitima je zna¢ajno manja

kada se poredi sa jetrom, koja je uzeta kao pozitivna kontrola.

4.2.4.12 IMUNOFLUORESCENTNA LOKALIZACIJA MEN1

Lokalizacija molekulskog posrednika mitohondrijalne fuzije, Mfn1, u BAT takode je
analiziran nakon akutnog (Slika 68) i hroni¢nog (Slika 69) tretmana niskom (0.4 IU) i visokom
(41U) dozom insulina.

U kontroli akutnog tretmana, uocava se tipican Harlekin efekat, odnosno heterogenost
imunofluorescencije mrkih adipocita na Mfn1. Lokalizovane su u mitohondrijama, i uoc¢avaju se

oko nukleusa i oko lipidnih tijela. Heterogenost imunoekspresije mrkih adipocita se djelimi¢no
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Slika §6. Imunofluorescentna lokalizacija ATP sintaze i UCP1 nakon akutnog tretmana insulinom.
Dvostruka imunofluorescencija sa antitijelima na UCP1 (zeleno) i ATP sintazu (crveno). Jedra su obojena
Sytox Orange (plavo). Bar: 25 ym (A-C), 7.5 pm (D-F).

gubi nakon insulinskog tretmana.

Hroni¢no tretirane grupe se takode odlikuju heterogenom imunoekspresijom Mfni u
mrkim adipocitima. Kontrola pokazuje tipi¢nu heterogenost medu mrkim adipocitima
(Harlekin efekat), a nakon tretmana insulinom ta heterogenost se gubi zbog homogenizacije
medu mrkim adipocitima. Mfn1-pozitivne mitohondrije se najvi§e uocavaju oko lipidnih tijela,

kao i oko nukleusa.

4.2.4.13 IMUNOHISTOHEMIJSKA LOKALIZACIJA MFN1

Imunohistohemijska detekcija Mfn1 u BAT akutno tretiranih grupa (Slika 70) pokazuje da
se imunopozitivnost uo¢ava oko lipidnih tijela, pa i u ostatku citoplazme. Kontrola (Slika 70A)
pokazuje ja¢u imunopozitivnost, a grupa tretirana niskom (0.4 IU) dozom insulina (Slika 70B)
manju imunopozitivnost u odnosu na kontrolu. Najmanju imunopozitivnost na Mfn1 pokazuje
grupa tretirana visokom dozom insulina (Slika 70C).

U slucaju hroni¢no tretiranih grupa (Slika 71), u kontroli se uo¢ava heterogenost gdje se
pojedini mrki adipociti odlikuju imunopozitivno$¢u, i to uglavnom oko lipidnih tijela (Slika

71A). Jada imunopozitivnost se uo¢ava u grupi tretiranoj niskom dozom insulina (Slika 71B), i
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Slika §7. Imunofluorescentna lokalizacija ATP sintaze i UCP1 nakon hroni¢nog tretmana insulinom.
Dvostruka imunofluorescencija sa antitijelima na UCP1 (zeleno) i ATP sintaze (crveno). Jedra su obojena
Sytox Orange (plavo). Bar: 25 ym (A-C), 7.5 pm (D-F).

Slika §8. Heterogenost mrkih adipocita u imunoekspresiji ATP sintaze i UCP1.

to oko lipidnih tijela. Niska doza smanjuje heterogenost imunopozitivnosti medu mrkim
adipocitima uslijed homogenizacije navedene imunoekspresije. Sa druge strane, visoka doza
insulina blago povecava heterogenost medu mrkim adipocitima, pri ¢emu se uglavnom uocava

oko lipidnih tijela (Slika 71C).

4.2.4.14 IMUNOHISTOHEMIJSKA LOKALIZACIJA DRP1

Imunohistohemijski je takode analiziran Drp1, neophodan za mitohondrijalnu fisiju, u
BAT pacova tretiranih niskom (0.4 IU), odnosno visokom (4 IU) dozom insulina akutno (Slika
72) ili hroni¢no (Slika 73). U obe kontrole uocava se heterogenost mrkih adipocita u smislu

imunopozitivnosti na Drp1. Drpi-pozitivne mitohondrije su lokalizovane u citoplazmi i u vidu
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Slika 59. Imunofluorescentna lokalizacija IF1 i UCP1 nakon akutnog tretmana insulinom. Dvostruka
imunofluorescencija sa antitijelima na UCP1 (zeleno) i IF1 (crveno). Jedra su obojena Sytox Orange
(plavo). Bar: 25 pm (A-C), 7.5 um (D-F).

klastera oko lipidnih tijela. Obe doze insulina, bez obzira na duZinu tretmana, smanjuju

imunopozitivnost na Drp1 u odnosu na odgovarajuce kontrole.
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Slika 60. Imunofluorescentna lokalizacija IF1 i UCP1 nakon hroni¢nog tretmana insulinom. Dvostruka
imunofluorescencija sa antitijelima na UCP1 (zeleno) i IF1 (crveno). Jedra su obojena Sytox Orange
(plavo). Bar: 25 pm (A-C), 7.5 um (D-F).

Kontrola

Slika 61. Imunofluorescentna lokalizacija CIII i CIV nakon akutnog tretmana insulinom. Dvostruka
imunofluorescencija sa antitijelima na kompleks I1I (zeleno) i kompleks IV (crveno). Jedra su obojena Sytox
Orange (plavo). Bar: 25 pm (A-C), 7.5 pm (D-F).
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Slika 62. Imunofluorescentna lokalizacija CIII i CIV nakon hroni¢nog tretmana insulinom. Dvostruka
imunofluorescencija sa antitijelima na kompleks I1I (zeleno) i kompleks IV (crveno). Jedra su obojena Sytox
Orange (plavo). Bar: 25 ym (A-C), 7.5 ym (D-F).

Slika 63. Imunofluorescentna lokalizacija ATP sintaze i IF1 nakon akutnog tretmana insulinom.
Dvostruka imunofluorescencija sa antitijelima na IF1 (zeleno) i ATP sintazu (crveno). Jedra su obojena
Sytox Orange (plavo). Bar: 7.5 ym.
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Slika 64. Imunofluorescentna lokalizacija ATP sintaze i IF1 nakon hroni¢nog tretmana insulinom.
Dvostruka imunofluorescencija sa antitijelima na IF1 (zeleno) i ATP sintazu (crveno). Jedra su obojena
Sytox Orange (plavo). Bar: 7.5 ym.

Kontrola

Slika 65. Imunofluorescentna lokalizacija VDAC i kalneksina nakon akutnog tretmana insulinom.
Dvostruka imunofluorescencija sa antitijelima na VDAC (zeleno) i kalneksin (crveno). Jedra su obojena
Sytox Orange (plavo). Bar: 25 ym (A-C), 7.5 pm (D-F).

76



Kontrola
+ +

Slika 66. Imunofluorescentna lokalizacija VDAC i kalneksina nakon hroni¢nog tretmana insulinom.
Dvostruka imunofluorescencija sa antitijelima na VDAC (zeleno) i kalneksin (crveno). Jedra su obojena
Sytox Orange (plavo). Bar: 25 ym (A-C), 7.5 um (D-F).
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Slika 67. Imunofluorescentna lokalizacija katalaze nakon hroni¢nog tretmana insulinom.
Imunofluorescencija sa antitijelom na katalazu (zeleno). Jedra su obojena propidijum jodidom
(crveno). (A-F) BAT; (G) pozitivna kontrola katalaze (jetra). Bar: 25 pm (A-C), 7.5 um (D-G).
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Slika 68. Imunofluorescentna lokalizacija Mfn1 nakon akutnog tretmana insulinom. Imunofluorescencija
sa antitijelom na Mfn1 (crveno). Jedra su obojena propidijum jodidom (crveno). Bar: 25 ym (A-C), 7.5
pm (D-F).

Kontrola

Slika 69. Imunofluorescentna lokalizacija Mfn1 nakon hroni¢nog tretmana insulinom.
Imunofluorescencija sa antitijelom na Mfn1 (crveno). Jedra su obojena propidijum jodidom (crveno).
Bar: 25 um (A-C), 7.5 yum (D-F).
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Slika 70. Imunohistohemijska lokalizacija Mfn1 nakon akutnog tretmana insulinom. Bar: 20 pm.
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Slika 71. Imunohistohemijska lokalizacija Mfn1 nakon hroni¢nog tretmana insulinom. Bar: 20 pm.
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Slika 72. Imunohistohemijska lokalizacija Drp1 nakon akutnog tretmana insulinom. Bar: 20 pym.
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Slika 73. Imunohistohemijska lokalizacija Drp1 nakon hroni¢nog tretmana insulinom. Bar: 20 pm.
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4.3 ULTRASTRUKTURNE ANALIZE

4.3.0.1 TEM MITOHONDRIJAMA BOGATE FRAKCIJE

TEM pokazuje uspje$nost izolacije mitohondrijama bogatih frakcija (Slika 74).
Morfoloski, mitohondrije su okruglaste, sa jasno razvijenim lamelarnim kristama. U svim

grupama se uoc¢avaju ortodoksne, ali i kondenzovane mitohondrije.

Slika 74. Transmisiona elektronska mikroskopija mitohondrijama bogatih frakcija BAT nakon akutnog i
hroni¢nog tretmana insulinom. Bar: 1 pm.
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4.3.0.2 CITOHEMIJSKA ANALIZA KOMPLEKSA I IN SITU

U BAT Zivotinja akutno i hroni¢no tretiranih insulinom (Slika 75) se uoc¢ava pozitivna
reakcija u mitohondrijalnim kristama, gdje se nalazi kompleks I elektron transportnog lanca.
Jaéa reakcija se uocava u mitohondrijama Zivotinja tretiranih akutno niskom (0.4 IU) (Slika
75B) odnosno visokom (4 IU) (Slika 75C) dozom insulina, u odnosu na kontrolu (Slika 75A).
Sa druge strane, hroni¢ni tretman insulinom dovodi do nes$to manje reaktivnosti u grupi sa
niskom dozom insulina (Slika 75E) u odnosu na kontrolu (Slika 75D) kao i grupu tretiranu
visokom dozom insulina (Slika 75F). Citohemijska reakcija je potvrdena negativnom
kontrolom u odsustvu supstrata (Slika 76A), odnosno u prisustvu supstrata uz dodatak

rotenona, specifi¢nog inhibitora kompleksa I (Slika 76B).

4.3.0.3 CITOHEMIJSKA ANALIZA KOMPLEKSA II IN SITU

Citohemijska analiza kompleksa II mitohondrija BAT pacova tretiranih akutno, odnosno
hroni¢no niskom (0.4 IU) i visokom (4 IU) dozom insulina pokazuje lokalizaciju reakcije u
kristama (Slika 77). Akutna, visoka doza insulina dovodi do jace obojenosti reakcije (Slika
77C) u odnosu na kontrolu (Slika 77A), odnosno nisku dozu insulina (Slika 77B). Hroni¢ni
tretman insulinom pokazuju da grupe tretirane niskom dozom (Slika 77E) imaju ja¢u reakciju u
odnosu na grupu sa visokom dozom insulina (Slika 77F), ali su obe grupe nesto slabije obojene
u odnosu na kontrolu (Slika 77D). Ova citohemijska analiza je potvrdena odsustvom supstrata
u medijumu (Slika 76A), odnosno sa supstratom u prisustvu oksaloacetata, specifinog

inhibitora kompleksa II (Slika 76C).

4.3.0.4 CITOHEMIJSKA LOKALIZACIJA VODONIK PEROKSIDA

Elektron mikroskopska analiza DAB inkubiranih uzoraka BAT pacova tretiranih
akutnom, odnosno hroni¢nom niskom (0.4 IU) i visokom (4 IU) dozom insulina pokazuje
citohemijsku lokalizaciju vodonik peroksida u mitohondrijama, pogotovo u kristama (Slika 78).
Akutni tretman insulinom dovodi do povecanja citohemijske reakcije u odnosu na kontrolnu
grupu, gdje je efekat izrazeniji nakon primjene visoke doze. Hroni¢ni tretmani insulinom takode
dovode do povecanja citohemijske reakcije u odnosu na kontrolu, pri ¢emu je izrazenija reakcija

nakon hroni¢ne visoke doze insulina.

85



Slika 75. Cltohemijska analiza kompleksa I u mitohondrijama BAT nakon akutnog i hroni¢nog tretmana
insulinom. Bar: 1 ym.

4.3.0.5 TOMOGRAFSKA REKONSTRUKCIJA MITOHONDRIJA

Na osnovu dobijenih mikrografija snimljenih svaki stepen od -45° do +45° (Slika 79),
uradena je rekonstrukcija mitohondrija.
4.3.0.6 IMUNOGOLD LOKALIZACIJA KOMPLEKSA III 1 KOMPLEKSA IV

Imunogold analiza mitohondrijama bogatih frakcija BAT pacova akutno, odnosno
hroni¢no tretiranih niskom (0.4 IU) ili visokom (4 IU) dozom insulina pokazuje lokalizaciju

kompleksa I1I (estica zlata dijametra 10 nm) i kompleksa IV (estica zlata dijametra 20 nm) u
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Slika 76. Kontrola citohemijske analize mitohondrija BAT. (A) Negativna kontrola, bez supstrata; (B)
rotenon, inhibitor kompleksa I; (C) oksaloacetat, inhibitor kompleksa II. Bar: 1 pm.

mitohondrijama u nivou kristi, a takode se zapaza i njihova kolokalizacija (Slika 80).
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Slika 77. Citohemijska analiza kompleksa IT u mitohondrijama BAT nakon akutnog i hroni¢nog tretmana
insulinom. Bar: 1 pm.
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Slika 78. Citohemijska lokalizacija vodonik peroksida u mitohondrijama BAT nakon akutnog i hroni¢nog
tretmana insulinom. Bar: 1 pm.
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Slika 79. Serija elektron mikrografija snimljenih svaki stepen od -45° do +45°. Bar: 1 pym.
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Slika 80. Imunogold lokalizacija kompleksa ITII i IV u mitohondrijama bogatim frakcijama nakon akutnog
i hroni¢nog tretmana insulinom. Bar: 1 pym.
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s | Diskusija

5.1 CA-SANDQOZ TRETMAN

S§.1.1 POVEéAN_]E NIVOA KALCIJUMA U MRKIM ADIPOCITIMA

Nasi rezultati lokalizacije Ca** ukazuju da Ca-SANDOZ tretman dovodi do povecanja
nivoa Ca** u pojedinim mrkim adipocitima, $to je u saglasnosti sa opisanim Harlekin efektom
(Cinti i sar,, 2002), upravo zbog razli¢itih funkcionih kapaciteta mrkih adipocita. Pokazano je
da je u mnogim ¢elijskim tipovima unos Ca** iz vancelijske sredine neophodan za odrzanje
povecéanog nivoa Ca** uslijed hormonskog odgovora (Pozzan i sar., 1986). Potrosnja Ca*" iz
unutaréelijskih rezervi, kao $to su ER i mitohodrije, uzrokuje unos Ca** preko Ca** kanala u
Celijskoj membrani (Putney Jr, 2003), $to je u saglasnosti sa nasim rezultatima koji jasno
pokazuju da ¢ak i kratak Ca-SANDOZ tretman indukuje unos Ca** od strane mrkih adipocita i
njihovo nagomilavanje u citoplazmi i mitohondrijama. Interesantno je da smo po prvi put
pokazali alternativni mehanizam uno$enja Ca** u mrke adipocite i mitohondrije mrkih
adipocita putem egzozoma eritrocita. Naime, nakon tretmana Ca-SANDOZ uocava se masovna
egzovezikulacija eritrocita u brojnim kapilarima BAT. U slede¢im koracima uoceni su
elektron-gusti kompleksi koji ulaze u citoplazmu mrkih adipocita i stacioniraju se u neposrednoj
blizini, ali i u unutra$njosti mitohondrija. Ne moze se iskljuciti poja¢an unos Ca** i ovim putem,
putem egzozoma i hemihromnih kompleksa poreklom iz eritrocita. In vitro, nakon aplikacije
noradrenalina, dolazi do povecanog nivoa Ca** u citoplazmi mrkih adipocita, koji je uzrokovan
unosom unutarcelijskog, ali i vanéelijskog Ca**, i to preko a-adrenergickog i/ili f-adrenergickog
signalnog puta (Wilcke i Nedergaard, 1989; Lee i sar, 1993). Dekuplovanje mitohondrija od
strane UCP1, indukovano putem f3;-adrenergi¢kog signalnog puta, uzrokuje oslobadanje Ca**
iz mitohondrija, a zatim i iz ER putem inozitol 1,4,5-trifosfatnih InsP, receptora, $to dalje
aktivira i ulazak Ca** preko ¢elijske membrane u citoplazmu mrkih adipocita pacova (Hayato

i sar, 2011). Prema tome, mozemo da pretpostavimo da Ca-SANDOZ tretman “oponasa”
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hladno¢u i uti¢e na strukturno remodeliranje mitohondrija, ali i na termogeni kapacitet mrkih

adipocita.

5.1.2 STRUKTURNO REMODELIRANJE MITOHONDRIJA

Nasi rezultati su pokazali da Ca-SANDOZ tretman izaziva pojavu izrazito krupnih, vise
desetina puta uveéanih mitohondrija (megamitohondrija) u odnosu na kontrolnu grupu.
Megamitohondrije se u literaturi naj¢e$¢e opisuju u razli¢itim patoloskim stanjima ili
poremecenim fiziologkim uslovima (Chedid i sar, 1980; Sun i sar, 1969), najéesée u jetri i
misi¢ima. Cesto se povezuju sa alkoholnim oboljenjem jetre, hepati¢nom steatozom, ali i
drugim oboljenjima (Iserii Gottlieb, 1971; Petersen, 1977; Prieto i sar., 2005 ).

Predlozeno je nekoliko mehanizama formiranja megamitohondrija.  Hipertrofija
pojedina¢nih mitohondrija je utvrdena u jetri eksperimentalnih zivotinja hranjenih
visokoproteinskom dijetom, uslijed pove¢anog metabolizma azota (Zaragoza i sar, 1987).
Hloramfenikol indukuje formiranje megamitohondrija u hepatocitima, najvjerovatnije zbog
inhibicije sinteze proteina u mitohondrijama (Albring i sar,, 1975). Slobodni radikali iniciraju
formiranje megamitohondrija kada prevazilaze enzimatski i neenzimatski sistem odbrane protiv
ROS. Stopa potro$nje kiseonika i bioenergetski kapacitet megamitohondrija je ¢esto nizi
(Karbowski i sar, 1999; Shishido i sar, 2003; Wakabayashi i sar, 1997) ili ¢ak ostaje u
fizioloskim granicama (Wakabayashi i sar., 1984).

Kako TEM analiza nije pokazala patoloske promjene u mitohondrijama i mrkim
adipocitima, nije moguce utvrditi $ta je uzrokovalo pojavljivanje megamitohondrija, pogotovo
kada se imaju u vidu gore navedene kontroverze.

Pokazali smo da Ca-SANDOZ uti¢e na formiranje eritrocitnih egzovezikula sa
elektron-gustim hemihromnim kompleksima u BAT. Hemihromni kompleksi (produkti
degradacije hemoglobina) mogu se indukovati u eksperimentalnim uslovima (Waugh i Low,
1985) ali i u normalnim uslovima kao posljedica starenja éelija (Sears i sar, 1975). Unos
katabolic¢kih produkata hemoglobina, odnosno hemina, u izolovane mitohondrije dovodi do
znacajne inhibicije ATP-stimulisane degradacije produkata mitohondrijalne translacione
masinerije (Desautels i Dulos, 1994). Pretpostavlja se da hem igra zna¢ajnu ulogu u BAT
mitohondriogenezi i to uticajem na sintezu i degradaciju proteina u mitohondrijama (Atamna
isar, 2002).

Nasi rezultati pokazuju da Ca-SANDOZ smanjuje broj mitohondrija po jedinici povrsine

mrkih adipocita, ali i da pomjera srednji dijametar mitohondrija ka vi$im vrijednostima, $to je u
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saglasnosti sa primje¢enim procesom fuzije. Osim toga, stereoloske analize su pokazale i
povecanje volumenske gustine kristi u mitohondrijama Zivotinja tretiranih Ca-SANDOZ.
Navedeni rezultati su u saglasnosti sa studijama koje su pokazale da dolazi do povecanja broja
kristi, ali i njene gustine, u mitohondrijama mrkih adipocita poslije izlaganja hladno¢i (Goglia
i sar, 1992; Petrovic i sar, 2008). Poveéana volumenska gustina kristi, odnosno samo
remodeliranje kristi, moze biti odgovor na mitohondrijalnu fuziju ¢ime se izbjegava "visak”
membrane i odrzava gustina mitohondrijalnog matriksa (Gazaryan i Brown, 2007). Tokom
remodeliranja mitohondrija, ¢elije koriste razne strategije da bi povecale produkciju ATP, kao
$to su: uvecanje samih mitohondrija, povecanje ukupnog broja mitohondrija u ¢eliji, povecanje
volumenske gustine mitohondrija u ¢eliji, a i povec¢anje povr$ine membrana kristi mitohondrija.
Sirok dijapazon Celija koristi te strategije tokom prelaza iz normalnog fizioloskog miljea u
poremeceno stanje pod uticajem raznih farmakologkih ili toksikologkih tretmana, ili u razna
patoloska stanja (Perkins i sar., 2003; Smith i Ord, 1983). Remodeliranje mitohondrija je veoma
vazno za ulazak éelije u apoptozu, prije svega za mobilizaciju cyt c iz kristi (Scorrano i sar,
2002).

Volumenska gustina mitohondrija nije se promijenila nakon Ca-SANDOZ tretmana, §to
je usaglasnosti sa odsustvom promjene proteinskog sadrzaja VDAC proteina, markera spoljasnje
membrane mitohondrija. Isto tako, nivo kalneksina, markera ER membrana, nije se promijenio.
Ovi rezultati ukazuju da kratak Ca-SANDOZ tretman ne stimuli$e biogenezu mitohondrija niti
ER, ali indukuje njihov rearanzman i formiranje brojnih kontakata medu njima.

Mitohondrije su dinamicke organele koje stalno ulaze u proces fisije i fuzije, pa im ER
obezbjeduje stalan i dobro regulisan izvor fosfolipida, neophodan za integritet membrana i kristi
Uungalwala i Dawson, 1970; Osman i sar., 2011; Twig i sar,, 2008). Poveéan proteinski sadrzaj
Mifn2 ukazuje da je vie Mfn2 proteina dostupno za uspostavljanje kontakata izmedu
mitohondrija i ER, $to je ve¢ pokazano na fibroblastima embriona mi$eva (de Brito i Scorrano,
2008). Da bi se osigurao optimalni bioenergetski status i efikasna respiracija u mitohondrijama,
kontakt izmedu ER i mitohondrija je neophodan za konstantan unos Ca** putem InsP,
receptora. Na taj na¢in Ca** podupire oksidativnu fosforilaciju snabdjevanjem redukujuéih
ekvivalenata (Cardenas i sar, 2010). Osim toga, Ca>* moze da aktivira enzime Krebsovog
ciklusa, kao $to su piruvat dehidrogenaza, a-ketoglutarat i izocitrat dehidrogenaza (Hayashi
i sar, 2009; Denton i sar, 1975), povecavajuéi protok kroz Krebsov ciklus. Stavige, fuzija
mitohondrija moze imati i ulogu u zastiti od o$te¢enja mitohondrijalne DNK (Chen i sar,

2005) uslijed povecane produkcije ROS koja nastaje kao rezultat povecane respiratorne
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aktivnosti (Balaban i sar., 2005; Li i sar,, 2013) i oksidacije masnih kiselina (Rosca i sar,, 2012;
Schonfeld i Wojtczak, 2012).

Analiza na nivou konfokalne mikroskopije je pokazala vi$u stopu kolokalizacije izmedu
aktivnih mitohondrija i ER u mrkim adipocitima grupa tretiranih Ca-SANDOZ, $to ukazuje na
povecan broj kontakata izmedu te dvije organele, vjerovatno zbog povecane potrebe za Ca**
interorganelarnim crosstalk, kao $to je ranije opisano (Jeyaraju i sar., 2009; Walter i Hajnoczky,
2005). Visi mitohondrijalni membranski potencijal je primjecen u Ca-SANDOZ grupi,
ukazujuéi na povedan unos Ca** u mitohondrije, $to je u saglasnosti sa studijama koje su
pokazale da je visok mitohondrijalni membranski potencijal neophodan za unos Ca** u

mitohondrije (Rottenberg i Scarpa, 1974; Hajnoczky i sar., 1995; Kirichok i sar,, 2004).

5.1.3 POVECAN_]E TERMOGENOG KAPACITETA MRKIH ADIPOCITA

Imunohistohemijska i Western Blot analiza su pokazale povelanje ekspresije UCP1
proteina nakon Ca-SANDOZ tretmana, $to vodi do poveéane termogeneze (Bouillaud i sar,
1984; Bukowiecki i sar, 1986; Matthias i sar,, 2000). Broj kristi, u kojima su komponente
oksidativne fosforilacije smjestene (Benard i Rossignol, 2008), je poveéan $to je u vezi sa
pojacanom aktivno$¢u elektron transportnog lanca i pojacanim “curenjem” protona putem
UCP1 dekuplujuéeg mehanizma. Medutim, ta¢ni detalji ovog procesa jo$ nisu razjasnjeni (Jezek
i sar,, 2010; Divakaruni i Brand, 2011; Casteillaisar., 2012).

Pokazana pojac¢ana lipoliza pod Ca-SANDOZ tretmanom, na osnovu stereoloske analize
lipidnih tijela, u saglasnosti je sa procesom adaptivne termogeneze, gdje
kateholaminima-stimulisana lipoliza obezbjeduje masne kiseline za produkciju toplote u
odgovoru na hladno¢u ili prekomjernu ishranu (Souza i sar., 2007). Isto tako, uslijed poveéane
lipolize, dolazi i do smanjenja zapremine samih mrkih adipocita, $to se uocava u smanjenju
volumenske gustine mrkih adipocita u BAT.

Mogu¢i mehanizmi povoljnog efekta kalcijuma na tjelesnu tezinu su istrazeni
kori$¢enjem i animalnih i humanih modela (Schrager, 2005). Osim toga, Marotte i sar. (2014)
su pokazali da smanjen unos kalcijuma moze dovesti do povecanja tjelesne tezine, pogotovo kod
pacova sklonih gojaznosti. Kod ljudi, brojne studije su pokazale da visok unos kalcijuma ima
efekat na gubitak tjelesne tezine (Davies i sar., 2000; Zemel, 2002; Parikh i Yanovski, 2003;
Teegarden, 2003; Zemel i sar,, 2004). U slu¢aju ishrane bogate kalcijumom, predlozena su dva
mehanizma: 1) inhibicija lipogeneze i stimulacija lipolize supresijom cirkulirajuéeg 1a,

25-dihidroksiholekalciferola (Zemel i sar., 2000; Sun i Zemel, 2004; Sun i sar., 2007; He i sar.,
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2011; Nobre i sar, 2011); i 2) poveéanje fekalne ekskrecije masti formiranjem nerastvorljivih
soli kalcijuma i masnih kiselina (Jacobsen i sar.,, 2005; Lorenzen i sar, 2007). Nasi rezultati
sugeri$u da ishrana bogata kalcijumom ima povoljan efekat na kontrolu ili gubitak tjelesne
tezine, i to povecanjem termogenog kapaciteta, tako da se na osnovu njih moze postulirati i tre¢i
mehanizam: ishrana bogata kalcijumom uti¢e na smanjenje tjelesne tezine povecanjem
termogenog kapaciteta mrkih adipocita, i kao rezultat toga, povecanjem lipolize. Posebna
vrijednost ovih rezulatata lezi u tome da, iako su dobijeni na modelu pacova, i s obzirom na
postojanje BAT i kod ljudi ukazuju na potencijalni benefit tretmana kalcijumskim suplementima

i u stanjima gojaznosti i dijabetesa tipa II.

5.2 TRETMAN INSULINOM

§.2.1 MODULACIJA KOMPLEKSA ELEKTRON TRANSPORTNOG LANCAICYT C

Akutni tretman insulinom stimuliSe proteinsku ekspresiju gotovo svih analiziranih
kompleksa elektron transportnog lanca, pogotovo u grupama tretiranom niskom dozom.
Poznato je da insulin stimulide unos glukoze u mrke adipocite in vitro (Klein i sar., 2002),
glodara (Inokuma i sar,, 2005) i ljudi in vivo (Orava i sar,, 2011). Posto povecan unos glukoze
vodi do povecane raspolozZivosti acetil-CoA, koji je dobijen iz piruvata i koji ulazi u Krebsov
ciklus u vidu citrata, moze se pretpostaviti da povecan nivo supstrata kompleksa I i kompleksa II
(NADH, odnosno sukcinat) poveéava aktivnost elektron transportnog lanca.

Sa druge strane, hroni¢ni tretman insulinom smanjuje proteinsku ekspresiju kompleksa I,
IIIi cyt c. Moguce objasnjenje je da hroni¢ni insulinom stimulisani unos glukoze moze dovesti do
previsokog nivoa NADH koja se viSe ne moze efikasno ukloniti elektron transportnim lancem,
pri ¢emu dolazi do povedanja mitohondrijalnog protonskog gradijenta, i posljedi¢no, pojedini
elektroni se prenose do kiseonika formirajuci slobodne radikale (Murphy, 2009). Celije mogu da
smanje formiranje ROS i to supresijom produkcije NADH ili sprijecavanjem ulaska energetskih
supstrata u mitohondrije (Van Gaal i sar., 2006).

Ekspresija kompleksa II povecana je hroni¢nom primjenom niske doze insulina, a
smanjena primjenom visoke doze. Ta ocigledna nedosljednost moze nastati kao rezultat
dvostruke uloge kompleksa II, koji povezuje elektron transportni lanac i Krebsov ciklus, gdje se
sukcinat oksiduje u fumarat.

Razli¢iti ¢elijski modeli su pokazali da insulin stimuli$e produkciju vodonik peroksida,

molekula koji ima veoma znacajnu ulogu u insulinskoj signalizaciji (Mahadev i sar., 2001; Yang
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isar, 2003; Piisar, 2007), ¢ak i u mrkim adipocitima (May i de Haen, 1979). Pokazano je da je
produkcija H,O, znacajno via pri oksidaciji sukcinata nego glutamata/piruvata, i to u
izolovanim mitohondrijama iz mozga pacova, srca i skeletnih misi¢a (Hansford i sar., 1997; Liu
i sar, 2002; Han i sar, 2003; Kudin i sar, 2004; Hirst i sar,, 2008). U mitohondrijama
respirirajuéim na sukcinatu, veéina superoksida se produkuje u kompleksu II (Quinlan i sar,
2012) ai kompleksu I tokom reverznog transporta elektrona od kompleksa II (Gyulkhandanyan
i Pennefather, 2004; Lambert i sar.,, 2007; Lee i sar., 2011). In vitro istraZivanja na neuronima su
pokazala da insulinom stimulisana produkcija H,O, dovodi do autofosforilacije insulinskog
receptora u maniru “sve ili ni§ta” (Storozhevykh i sar, 2007; Persiyantseva i sar, 2013),
rezultujuéi u povecéanoj aktivnosti receptora asociranih sa tirozin kinazom (Wei i sar, 1995).
Takode, u prisustvu insulina u skeletnim misi¢ima, H,O, antagonizuje insulinsku signalizaciju
aktivacijom razli¢itih serin/treonin kinaza, rezultujuéi u insulinskoj rezistenciji (Henriksen,
2013).

Interesantno, proteinska ekspresija kompleksa IV je povecana pri hroni¢nim tretmanima
insulinom, dok je ekspresija veline analiziranih kompleksa smanjena. Nema literaturnih
podataka o efektu insulina na ekspresiju kompleksa IV u mrkim adipocitima, prema tome, ovo je
prva studija koja analizira efekat insulina na kompleks IV mrkih adipocita. Skoro je objavljeno
da je sniZena aktivnost kompleksa IV povezana sa pojatanom osjetljivos¢u na insulin i
insulinsku signalizaciju, ali i pove¢anu biogenezu mitohondrija u WAT mi$eva kojima nedostaje
Surfi (Deepa i sar, 2013). Kod pacova, povecanje ekspresije kompleksa IV kori§éenjem
agonista za f§ estrogenske receptore inhibira apoptotski signal u mitohondrijama (Hsieh i sar.,
2006). Mi smo pokazali da hroni¢ni tretman visokom dozom insulina indukuje apoptozu mrkih
adipocita (Korac i sar,, 1999). Zajedno, ovi podaci sugeri$u da mrki adipociti mogu poveéati
ekspresiju kompleksa IV radi smanjenja osjetljivosti na insulin, ali i da povecaju Sansu za

prezivljavanjem u poremecenim fizioloskim uslovima uzrokovanih hiperinsulinemijom.

5.2.2 MobpULACIJA ATP siNTaZE 11F1

Nasa studija pokazuje da akutna doza insulina stimuli$e ekspresiju ATP sintaze, §to je u
saglasnosti sa pove¢anom ekspresijom kompleksa elektron transportnog lanca. To povecanje
ekspresije kompleksa elektron transportnog lanca bi vodilo do povecane translokacije protona
kroz unutra$nju mitohondrijalnu membranu, i do povecane aktivnosti ATP sintaze kuplovane sa
protonskim gradijentom. Takode, hroni¢ni tretman insulinom smanjuje ekspresiju ATP sintaze

kao i neke druge komponente elektron transportnog lanca (kompleksi I, III, cyt c i pri visokoj

97



dozi kompleks II), $to moze da bude posljedica smanjenja efikasnosti translokacije protona od
strane drugih kompleksa. Alternativno, to smanjenje ekspresije ATP sintaze moze biti posljedica
povecane ekspresije UCP1 proteina, posto je poznato je da je smanjenje ekspresije ATP sintaze
povezano sa povecanjem ekspresije UCP1 u BAT, pogotovo tokom izlaganja mi$eva hladno¢i ili
tokom razvi¢a BAT (Houstek i Drahota, 1977; Houstek i sar., 1991; Kramarova i sar., 2008).

Vrlo zanimljiv podatak iz nase studije je povecana ekspresija IF1, bez obzira na dozu ili
duzinu tretmana insulinom. U eksperimentu sa vezikulama sa invertovanom unutragnjom
membranom mitohondrija jetre pacova, Schwerzmann i Pedersen (1986) su pokazali da IF1
inhibira tranziciju od ATP sintazne do ATPazne aktivnosti u prisustvu dekuplujucih agenasa,
kao $to su karbonilcijanid-p-trifluorometoksifenilhidrazon (FCCP) i 2,4-dinitrofenol (DNP).
Proteomska analiza BAT miSeva izlaganih hladno¢i pokazala je dvostruko povecanje ekspresije
IF1, i autori su sugerisali da povecanje ekspresije IF1 mozda sluzi da smanji hidrolizu ATP u
mitohondrijama mrkih adipocita sa pove¢anim termogenim kapacitetom (Forner i sar., 2009).
Pretpostavlja se da IF1 direktno interaguje sa ATP sintazom, i pokazano je da moze povecati
stopu oksidativne fosforilacije ¢elija osteosarkoma, i to stimulacijom kataliticke aktivnosti ATP
sintaze ili pobolj$anjem strukture mitohondrijalnih kristi (Barbato i sar, 2015). U ¢elijama
kancera, prekomjerna ekspresija IF1 stimuliSe aerobnu glikolizu i inhibira oksidativnu
fosforilaciju (Sanchez-Cenizo i sar, 2010). Prekomjerna ekspresija IF1 u éelijama kancera
debelog crijeva dovodi do mitohondrijalne hiperpolarizacije i prema tome, povecane produkcije
ROS (Formentini i sar, 2012), ali je takode povezana i sa ocuvanjem mitohondrijalne
morfologije i ultrastrukture ograni¢avajuci apoptotski signal sprije¢avanjem oslobadanja cyt ¢
(Faccendaisar., 2013).

Prema tome, insulin stimuli$e metaboli¢ko reprogramiranje, vode¢i ka snizenoj aktivnosti
ATP sintaze i povecanoj produkciji ROS zbog mitohondrijalne hiperpolarizacije. Promjene u
ekspresiji razli¢itih proteinskih kompleksa mogu biti rezultat kompenzatornih mehanizama
izmedu razli¢itih mitohondrijalnih respiratornih kompleksa (Havlickova Karbanova i sar,, 2012;
Kovarova i sar., 2012; Yamamori i sar., 2012; Claus i sar,, 2013). Iz nasih rezultata proizilazi da
insulin uzrokuje promjene u ekspresiji glavnih proteina mitohondrija putem finog metabolickog
reprogramiranja mrkih adipocita, gdje mitohondrijalna hiperpolarizacija remeti bioenergetski

kapacitet i povecava termogeni kapacitet.
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5.2.3 Mobpuracija UCP PROTEINA

Hipoteza po kojoj insulin uzrokuje promjene u ekspresiji mitohondrijalnih kompleksa
putem finog metaboli¢kog reprogramiranja mrkih adipocita, dodatno je potkrijepljena efektima
insulina na ekspresiju dekupluju¢ih proteina. = Povecanje ekspresije UCP1 rezultuje u
poveéanom termogenom kapacitetu mrkih adipocita (Matthias i sar, 2000), kao i u
dekuplovanju oksidativne fosforilacije.  To je u saglasnosti sa primje¢enim smanjenjem
ekspresije ATP sintaze i povecanjem ekspresije IF1, o ¢emu smo diskutovali ranije. UCP1 je
ukljucen u rasipanje protonskog gradijenta produkuju¢i toplotu, i upravo zbog toga, ATP sintaza
produkuje manje ATP. Tokom tog procesa, mrki adipociti stimuli$u ekspresiju IF1 proteina u
cilju sprije¢avanja nepozeljne degradacije ATP od strane ATP sintaze. Analiza BAT miseva, kod
kojih je indukovan dijabetes streptozotocinom, pokazala je veliko smanjenje proteinskog
sadrzaja UCP1, ali i da je tretman insulinom tih miseva doveo do dvostrukog povecanja
proteinskog sadrzaja UCP1 u BAT, $to ukazuje da insulin ima vaznu ulogu u UCP1 indukovanoj
termogenezi (Geloen i Trayhurn, 1990).

Himms-Hagen i Harper (2001) su postavili hipotezu da primarna uloga UCP3 proteina
nije povecanje termogenog kapaciteta mrkih adipocita, ve¢ regulacija metabolizma masnih
kiselina u ¢eliji, $to je i potvdeno u eksperimentima sa bijelim ruskim hrécima (Liebig i sar.,
2004 ), a takode i u misi¢nim ¢elijama (Bezaire i sar.,, 2005; MacLellan i sar.,, 2005). Osim toga,
UCP3 transportuje van mitohondrijalnog matriksa anjone masnih kiselina koje se ne mogu
oksidovati (Schrauwen i sar., 2003) da bi se sprije¢ilo o$te¢enje mitohondrija lipidima, odnosno
lipidna peroksidacija (Schrauwen i Hesselink, 2004). Brand i Esteves (2005) su zakljuéili da
UCP2 i UCP3 generalno nisu odgovorni za adaptivnu termogenezu, ve¢ su veoma znacajni za
umjereno dekuplovanje (engl. mild uncoupling), na taj na¢in smanjujuéi produkciju ROS, i
$titeci Celiju od ROS indukovanog ostecenja. Iako dobijene rezultate UCP2 ekspresije uzimamo
sa rezervom (jer proizvoda¢ nije testirao specifi¢nost anti-UCP2 antitijela), smanjenje
proteinske ekpresije UCP2 u hroni¢nom tretmanu visokom dozom insulina, vi$e nego u sluc¢aju
smanjenja UCP3 ekspresije u hroni¢nom tretmanu niskom dozom, je moguca posljedica
mitohondrijalnog ostecenja i formiranja lipofuscina porijeklom iz mitohondrija, kao $to smo

ranije pokazali (Markelici sar, 2013).
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5.2.4 HETEROGENOST MRKIH ADIPOCITA

Iako Western Blot analiza mitohondrijama bogate frakcije daje najbolji uvid u promjenu
ekspresije proteina uklju¢enih u uspostavljanje i odrzanje bioenergetskog i termogenog
kapaciteta mrkih adipocita, ta¢na Celijska i mitohondrijalna lokalizacija ostaje nepoznata. Da bi
rasvijetlili ovaj aspekt remodeliranja mitohondrijalne populacije u BAT nakon tretmana
insulinom, analizirali smo in vivo mogucu kolokalizaciju, ali i prisustvo i lokalizaciju mrkih
adipocita koji eksprimiraju analizirane proteine, odnosno komplekse. ~Harlekin efekat i
pretpostavljeni mozaicizam termogenog kapaciteta mrkih adipocita je dobro poznat (Cinti
i sar, 2002). Imajuéi ovo u uvidu, mi smo Zeljeli da utvrdimo da li mrki adipociti takode
pokazuju Harlekin efekat u slu¢aju kompleksa elektron transportnog lanca i ATP sintaze u
¢elijama sa razli¢itim bioenergetskim profilom, i to primjenom fluorescentne odnosno
konfokalne mikroskopije.

Konfokalna mikroskopija je pokazala prisustvo UCP1-pozitivnih, a i UCP1-negativnih
mrkih adipocita u BAT. Ta dihotomija je posebno izrazena u kontrolnim grupama, $to ukazuje
na Harlekin efekat (Cinti i sar,, 2002). Medutim, utvrdili smo heterogenost imunofluorescencije
u slu¢aju analize kompleksa elektron transportnog lanca, $to implicira da mrki adipociti mogu
imati razli¢ite bioenergetske profile. Koekspresija, a i paralelne promjene u imunofluorescenciji
su primjecene i u grupama tretiranim insulinom. Znacajne promjene su vidljive u razli¢itim
mrkim adipocitima, $to ukazuje da insulin modulira ekspresiju UCP1 proteina, odnosno
kompleksa elektron transportnog lanca. Takode, imunofluorescencija je pokazala homogeniji
obrazac imunoekspresije u grupi hroni¢no tretiranoj visokom dozom insulina.

Ova studija je pokazala da insulin modulira komplekse elektron transportnog lanca i
UCP1 proteina, i prema tome bioenergetski i termogeni kapacitet mrkih adipocita pacova
modulacijom ekspresije klju¢nih proteina mitohondrija.  Pokazali smo da su klju¢ni
bioenergetski proteini (kompleksi I, II, III, IV i ATP sintaza) i termogeni protein UCP1
imunolokalizovani ne samo u razli¢itim mrkim adipocitima, ve¢ isto tako i u razli¢itim
mitohondrijalnim populacijama unutar samog mrkog adipocita. Nasi rezultati ukazuju na
funkcionu heterogenost mitohondrija u mrkim adipocitima, $to je utvrdeno u drugim tipovima
celija (Collins i sar., 2002; Wikstrom i sar., 2007; Kuznetsov i Margreiter, 2009). Dominantno
prisustvo UCP1 ili kompleksa elektron transportnog lanca, odnosno ATP sintaze, u
mitohondrijama moze se objasniti razlikom u bioenergetskom ili termogenom kapacitetu u
razli¢itim mrkim adipocitima ili ¢ak u razli¢itim dijelovima BAT. Mitohondrije, koje sadrze

kolokalizovane bioenergetske, odnosno termogene proteine oko lipidnih tijela, pa ¢ak i u mrkim
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adipocitima sli¢nim adipocitima WAT, ukazuju na metaboli¢ki mozaicizam.

Posmatrane paralelne, ali i suprotne promjene u ekspresiji ATP sintaze i njenog inhibitora
IF1 pod akutnim, odnosno hroni¢nim tretmanom, je vrlo znac¢ajno. Ovo je i prvi podatak o
ekspresiji IF1 u mrkim adipocitima nakon tretmana insulinom. Kako funkcionalni znacaj
pretpostavljene koregulacije nije jo$ uvijek jasan, pretpostavlja se da akutni tretman insulinom
povecava produkciju ATP, dok je obrnut slu¢aj za hroni¢ni tretman insulinom. Preokret u korist
produkcije ATP ostaje pod kontrolom IF1 da bi se sprije¢ila prekomjerna produkcija ROS i
nepotrebna potros$nja ATP koje bi vodile do oste¢enja mitohondrija ili mrkih adipocita. Da bi
ispunili tu ulogu, IF1 je kolokalizovan sa ATP sintazom, kao $to smo i pokazali. Veoma visoka,
akutna doza insulina uzrokuje pad ekspresije ATP sintaze i IF1 u poredenju sa akutnom niskom
dozom insulina, $to se dalje intenzivira hroni¢nim tretmanom u slu¢aju ATP sintaze. Kao $to je
ve¢ opisano, pad u produkciji energije i akumulacija ROS pri insulinskom tretmanu vodi do
peroksidativnog o$tec¢enja mitohondrija, lipofuscinogeneze (Markelic i sar,, 2013) i apoptoze
mrkih adipocita (Korac i sar., 1999).

Dobijeni rezultati mogu da rasvijetle ulogu insulina ne samo u energetskoj homeostazi,
ve¢ i u raznim metabolickim poremecajima u kojima insulin moze biti glavni uzrok, kao sto su
hiperinsulinemija, insulinska rezistencija i dijabetes. ~Takode, oni mogu ukazati na nove
terapeutske intervencije koje kao ciljni organ koriste BAT. Veoma je interesantnan i skorasnji
podatak da mitohondrijalna struktura moze da odredi efikasnost respiracije (Lapuente-Brun
i sar, 2013; Cogliati i sar,, 2013), kao i da su UCP4 i ATP sintaza prostorno udaljeni jedan od
drugog u mitohondrijama neurona (Klotzsch i sar, 2015). Nadi rezultati su u saglasnosti sa
ovim podacima, i ukazuju na jedan nov, bududi pravac u nasim istrazivanjima - utvrdivanje in
vivo kolokalizacije svih klju¢nih molekula bioenergetskog i termogenog kapaciteta u
mitohondrijama BAT. Smatramo da ¢e to doprinjeti rasvijetljavanju uloge insulina u razvoju
insulinske rezistencije ali i doprinjeti potencijalnim mogu¢nostima lije¢enja metabolickog

sindroma, narocito imaju¢i u vidu pokazane efekte kalcijuma i insulina na mitohondrije BAT.
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6 | Zakljutci

Ova doktorska disertacija je pokazala da se mitohondrije mrkih adipocita odlikuju
izuzetnom plasti¢no$éu u strukturnom, ali i u funkcionom smislu, i to primjenom kalcijuma,
odnosno insulina.

Eksperimentalni tretman sa Ca-SANDOZ je pokazao:

Povecanje koncentracije Ca** u mrkim adipocitima. Sam Ca-SANDOZ tretman dovodi do
povecanja nivoa Ca** u mrkim adipocitima, $to je pokazano Alizarin Red S bojenjem i
lokalizacijom kalijum piroantimonatom. Predlozen je alternativni put unosa kalcijuma
egzovezikulacijom eritrocita.

Strukturno remodeliranje mitohondrija. Analize proteinske ekspresije, kao i ultrastrukturne
i stereoloske analize su pokazale formiranje megamitohondrija, povecanje mitohondrijalne
fuzije i remodeliranje unutra$nje arhitekture mitohondrija, odnosno povecanje volumenske
gustine kristi nakon Ca-SANDOZ tretmana.

Povecanje komunikacije izmedu mitohondrija i endoplazminog retikuluma. Proteinska
ekspresija Mfn2 proteina, ultrastrukturna analiza i kolokalizaciona studija su pokazale povecanje
intimnih kontakata izmedu mitohondrija i ER.

Povecanje termogenog kapaciteta mrkih adipocita.  Analiza proteinske ekspresije i
imunohistohemija na UCP1 protein su pokazali da dolazi do povecanja termogenog kapaciteta
mrkih adipocita.

Eksperimentalni tretman insulinom je pokazao:

Modulaciju ekspresije kompleksa elektron transportnog lanca i cyt c. Pokazano je da insulin
ima znacajan efekat na proteinsku ekspresiju svih komponenti elektron transportnog lanca, i taj
efekat zavisi od primjenjene doze insulina i duZine tretmana.

Modulaciju ekspresije i aktivnosti ATP sintaze i ekspresije inhibitornog faktora 1. Akutna doza
insulina je dovela do povecanja proteinske ekspresije ATP sintaze i IF1, a hroni¢na doza je dovela
do smanjenja proteinske ekspresije ATP sintaze, a povecanja proteinske ekspresije IF1. Osim

toga, aktivnost ATP sintaze je pove¢ana primjenom akutne, a smanjena primjenom hroni¢ne doze
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insulina.

Modulaciju ekspresije UCP proteina. Hroni¢ni tretman insulinom dovodi po povecanja
proteinske ekspresije UCP1 proteina, $to ukazuje da dolazi do povecanja termogenog kapaciteta
mrkih adipocita. Osim toga, insulin uti¢e i na proteinsku ekspresiju UCP2 i UCP3 proteina.

Heterogenost mrkih adipocita. Pokazano je da se mrki adipociti ne odlikuju samo dobro
poznatim Harlekin efektom u slu¢aju UCP1 proteina, ve¢ i da se odlikuju heterogenoséu
ekspresije kompleksa elektron transportnog lanca, cyt ¢, ATP sintaze i IF1, $to je i pokazano
imunofluorescentnim metodima.

Mitohondrijalni mozaicizam. Analiza na nivou konfokalne mikroskopije je pokazala da
postoji razlika u imunoekspresiji bioenergetskih i termogenih proteina izmedu pojedina¢nih
mitohondrija, $to ukazuje da postoji i heterogenost u pogledu bioenergetskog i termogenog

kapaciteta ovih organela, ne samo na nivou tkiva ve¢ i na nivou jednog mrkog adipocita.
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