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Biogeneza peroksizoma mrkog masnog tkiva pacova u hipotiroidizmu
indukovanom metimazolom

REZIME

Mrko masno tkivo (eng. BAT, brown adipose tissue) je izuzetno vazno za odrzavanje
ukupne metabolicke i energetske homeostaze. lako su peroksizomi prepoznati kao vaZni
partneri mitohondrija u procesu oksidacije masnih kiselina u mrkim adipocitima, joS uvek
nema podataka o njihovom nastanku i putevima biogeneze. Na modelu hipotiroidizma
indukovanog davanjem metimazola 7, 15 i 21 dan studirali smo remodeliranje peroksizoma i
njihovu biogenezu u mrkim adipocitima pacova. Da bismo identifikovali peroksizome i puteve
njihove biogeneze koristili smo imunofluorescentno obeleZavanje katalaze i dva specificna
metoda za njihovu vizualizaciju na ultrastrukturnom nivou, selektivnu citohemijsku tehniku
obeleZavanja peroksizoma diaminobenzidinom (DAB) i obeleZavanje katalaze imunogoldom.
Analizom dobijenih rezultata, otkrili smo da peroksizomi u mrkim adipocitima nastaju i
kanonskim putem, od ve¢ postojeéih organela rastom i deobom i de novo: pupljenjem samo sa
glatkog endoplazminog retikuluma, samo sa spoljaSnje membrane mitohondrija i hibridno -
kombinacijom pupljenja sa glatkog endoplazminog retikuluma i sa mitohondrija. Svaki od
puteva biogeneze zastupljen je u eutiroidnoj kontroli i intenziviran tokom hipotiroidizma na
vremenski zavisan nacin i karakteriSe se specificnim profilima organela i setovima peroksina.
Hipotiroidizam povecava broj peroksizoma za 1.8, 3.6 i 5.8 puta 7, 15. i 21. dana tretmana.
Prisustvo peroksizoma, njihova distribucija i stepen sazrevanja su heterogeni u mrkim
adipocitima na Harlekinu-slican nacin, Sto odrazava razlike u njihovom nastanku. Da bismo
otkrili glavne molekulske igraCe koji pokreéu peroksizomalnu biogenezu, analizirali smo
ekspresiju proteina peroksina (Pex) i membranskog transportera PMP70, uklju¢enih u deobu
peroksizoma (Pex11f), de novo biogenezu peroksizoma (Pex16 i Pex19) i
strukturno/funkcijsko sazrevanje peroksizoma (Pex16, Pex19, PMP70, Pex5, Pex13, Pex26,
Pex6). Kanonski put biogeneze, odlikovan brojnim strukturama nalik na tegove i niske bisera,
podrzan visokim nivoima Pex11f i Drp1, prevladao je 7. dana hipotiroidizma. De novo putevi
peroksizomalne biogeneze intenziviraju se 15. dana i postaju dominantni 21. dana
hipotiroidizma. Preusmeravanje biogeneze peroksizoma sa kanonskog na de novo put
uslovljeno je poviSenom ekspresijom Pex19, PMP70, Pex5S, Pex26, a karakteriSe se brojnim
tubularnim strukturama. Neocekivano, proteinska ekspresija Pex16 i Pex6 je bila sniZena od 7.
dana do kraja tretmana. Mitohondrijsko poreklo peroksizoma nije afektovano hipotiroidizmom
i odrZava se na nivou eutiroidne kontrole. Proliferacija peroksizoma u hipotiroidizmu se odvija
u dva koraka. Prvi korak, kanonskim putem se odvija 7. dana, kao brz odgovor na izmenjeni
status tiroidnih hormona, a drugi korak, de novo putem, 21. dana, radi uspostavljanja i
odrzavanja nove metabolicke homeostaze. Interesantno je da 15. dana dolazi do preklapanja
ova dva puta. Budu¢i da su ekspresija peroksina i proliferacija peroksizoma pod
transkripcionom kontrolom receptora aktiviranih proliferatorima peroksizoma (eng. PPAR,
peroxisome proliferator-activated receptor), analizirana je ekspresija proteina PPARa i PPARY,
kao i koaktivatora 1 a (eng. PGC-1a, PPARYy co-activator 1 alpha). SniZena ekspresija PPARa 15.
i 21. dana, pracena izrazitim sniZenjem ekspresije Pex16 verovatno ima ulogu u kontroli
prekomerne proliferacije peroksizoma. Specificno peroksizomalno poreklo od mitohondrija u
mrkim adipocitima, nezavisno od tiroidnog statusa, ukazuje na njihovo istovremeno i/ili ¢ak
uzajamno regulisanje u mrkim adipocitima pacova.

Jo$ jedan aspekt povezanosti peroksizoma i mitohondrija u mrkim adipocitim ogleda se
i u produkciji slobodnih radikala kao nusprodukata metabolickih puteva koji se u njima



odvijaju, narocito tokom [(-oksidacije masnih kiselina. Medutim, efekti hipotiroidizma na
redoks i metabolicku homeostazu BAT takode nisu dovoljno rasvetljeni. Da bismo istraZili
dinamiku ekspresije proteina, aktivnost i lokalizaciju enzima antioksidativne odbrane (eng. AD,
antioxidative defense) u BAT pacova, primenili smo western blot analizu, analizu enzimske
aktivnosti, kao i dva metoda vizualizacije enzima AD - imunofluorescentno i imunogold
obeleZavanje. Nasi rezultati su pokazali poviSenu proteinsku ekspresiju CuZn- i Mn-superoksid
dismutaze, katalaze, glutamil-cistein ligaze, tioredoksina, ukupan sadrzaj glutationa i aktivnost
katalaze i tioredoksin reduktaze kod hipotiroidnih pacova, u poredenju sa eutiroidnom
kontrolom. Istovremeno sa porastom AD, otkrili smo i novouspostavljenu nukleusnu,
mitohondrijsku i peroksizomalnu lokalizaciju enzima AD. Hipotiroidizam takode indukuje
asocijaciju mitohondrija, peroksizoma i lipidnih tela (MPLB), koje kreiraju specificne
strukturno-funkcijske jedinice. Sta vise, hipotiroidizam indukuje i porast proteinske ekspresije
i nukleusnu translokaciju glavnog regulatora redoks-metabolicke homeostaze, Nrf2 (eng. Nrf2,
nuclear factor erythroid 2-related factor 2), kao i povecanje sadrzaja 4-hidroksinonenal (eng.
4-HNE, 4-hydroxynonenal) proteinskih adukta. Nasi rezultati ukazuju na to da je vremenski i
prostorno preklapanje u remodeliranju AD orkestrirano od strane Nrf2, implicirajuci ulogu 4-
HNE u ovom procesu i sugeriSuéi potencijalni mehanizam redoks-strukturnog remodeliranja
tokom adaptacije BAT na hipotiroidizam. Gledano sve zajedno, dobijeni rezultati - indukovana
proliferacija peroksizoma i mitohondrija, intenzivna lipoliza, porast AD i formiranje MPLB
jedinica, ukazuju na hipotiroidizmom indukovanu termogenu aktivaciju BAT.

Nasi rezultati pokazuju da hipotiroidizam indukuje proliferaciju peroksizoma u mrkim
adipocitima tako $to intenzivira kanonski i de novo put njihove biogeneze na vremenski zavisan
nacin. Paralelno sa proliferacijom peroksizoma, hipotiroidizam dovodi do redoks-zavisnog
strukturnog remodeliranja mrkih adipocita koje se ogleda u sub¢elijskoj relokalizaciji enzima
AD. Ove promene su blisko povezane sa funkcijskim udruzivanjem peroksizoma sa organelama
od kojih nastajuilipidnih tela u odgovoru na izmenjeni metabolizam u uslovima hipotiroidizma.

KLJUCNE RECI: hipotiroidizam, peroksizomi, biogeneza peroksizoma, mitohondrije, lipidna
tela, endoplazmin retikulum, mrki adipociti, mrko masno tkivo, redoks signalni put,
antioksidativna odbrana, MPLB jedinice

NAUCNA OBLAST: Biologija
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Biogenesis of rat brown adipose tissue peroxisomes in methimazole-
induced hypothyroidism

Summary

Brown adipose tissue is especially important for maintaining overall metabolic and
energy homeostasis. Even though peroxisomes are recognized as important partners of
mitochondria carrying out fatty acid oxidation in the brown adipocytes (BA), there is still no
evidence about their origin and pathway(s) of biogenesis. At the model of hypothyroidism
induced by methimazole for 7, 15, and 21 days we studied peroxisomal remodeling and origin
in the rat’s brown adipocytes. To identified peroxisome and pathways of their biogenesis, we
employ immunofluorescent labeling of catalase and two specific methods for their visualization
at the ultrastructural level, a selective cytochemical diaminobenzidine (DAB) technique and
catalase immunogold labeling. We found that peroxisomes originated by both, canonic, from
pre-existing organelle by growth and division and de novo pathways: only from smooth
endoplasmic reticulum by budding, only from the outer mitochondria membrane, and by
combining budding from smooth endoplasmic reticulum and mitochondria as a hybrid in
nature. Each pathway is operative in euthyroid control and intensified over the course of
hypothyroidism in a time-dependent manner, and characterized by specific organellar profiles
and sets of peroxins. Hypothyroidism increases the peroxisomal number by 1.8-, 3.6- and 5.8-
time on days 7, 15, and 21 of treatment, respectively. Peroxisomal presence, distribution, and
degree of maturation are heterogeneous in brown adipocytes in a Harlequin-like manner,
reflecting the differences in their origin. To revealed the main molecular players that drive
peroxisomal biogenesis we determined protein expression of peroxins (Pex) and peroxisomal
membrane transporter PMP70, involved in peroxisome division (Pex11[3), de novo peroxisome
biogenesis (Pex16 and Pex19), and peroxisome structural/functional maturation (Pex16,
Pex19, PMP70, Pex5, Pex13, Pex26, Pex6). The canonic pathway, through numerous dumbbell-
like and pearls on strings structures, and supported by high levels of Pex11f3 and Drpl,
prevailed on the 7t day of hypothyroidism. De novo pathways of peroxisomal biogenesis were
intensified on the 15t day and become dominant on the 21stday. This redirecting of peroxisome
biogenesis from canonic to de novo pathway is driven by increased protein expression of Pex19,
PMP70, Pex5S, Pex26, and characterized by numerous tubular structures. Unexpected, Pex16
and Pex6 expression was decreased from day 7 until the end of the experiment. The
mitochondrial origin of peroxisomes is not affected by hypothyroidism and is maintained at the
level of euthyroid control. Hence, peroxisomal proliferation in hypothyroidism takes place in
two steps. The first step, by the canonic pathway, occurred on the 7th day, as a fast response to
the altered thyroid status, and the second step, by de novo pathway, occurred on the 21st day,
to establish and maintain new metabolic homeostasis. It is interesting that on the 15th day,
these two pathways overlap. Since Pex expression and peroxisomal proliferation are under
transcriptional control of the peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR), the protein
expression of PPARa and PPARy, but also PGC-1a (PPARYy co-activator 1 a), were analyzed.
Decreased PPARa expression on the 15t and 21st day along with Pex16 strong downregulation,
could be served to inhibit peroxisomal overproduction. The specific peroxisomal origin from
mitochondria in brown adipocytes, regardless of thyroid status, indicates their simultaneous
and/or even mutual regulation in rat’s brown adipocytes.

One more aspect of the peroxisomes and mitochondria connection in brown adipocytes
is reflected in the production of free radicals as by-products of metabolic pathways that take
place in them, especially during [(-oxidation of fatty acids. However, the effects of
hypothyroidism on redox and metabolic homeostasis of BAT are also not sufficiently elucidated.



To investigate the dynamics of protein expression, activity, and localization of antioxidant
defense (AD) enzymes in rats BAT, we applied western blot analysis, enzyme activity analysis,
as well as two methods of AD enzyme visualization - their immunofluorescent and immunogold
labeling. Our results showed an increased protein expression of CuZn- and Mn-superoxide
dismutase, catalase, glutamyl-cysteine ligase, thioredoxin, total glutathione content, and
activity of catalase and thioredoxin reductase in hypothyroid rats, compared to euthyroid
control. Concomitant with the increase in AD, newly established nuclear, mitochondrial, and
peroxisomal localization of AD enzymes were found. Hypothyroidism also potentiated
associations between mitochondria, peroxisomes, and lipid bodies, creating specific structural-
functional units. Moreover, hypothyroidism induced protein expression and nuclear
translocation of a master regulator of redox-metabolic homeostasis, Nrf2 (nuclear factor
erythroid 2-related factor 2), and an increased amount of 4-HNE (4-hydroxynonenal) protein
adducts. Our results indicate that spatiotemporal overlap in the remodeling of AD is
orchestrated by Nrf2, implicating the role of 4-HNE in this process and suggesting the potential
mechanism of redox-structural remodeling during BAT adaptation to hypothyroidism. Taken
together, induces proliferation of peroxisomes and mitochondria, intensive lipolysis increased
in AD, and MPLB units forming, point out hypothyroidism induced BAT thermogenic activation.

Our results show that hypothyroidism induces peroxisome proliferation in brown
adipocytes by intensifying the canonical and de novo pathways of their biogenesis in a time-
dependent manner. In parallel with the peroxisomal proliferation, hypothyroidism leads to
redox-dependent structural remodeling of brown adipocytes, which is reflected in the
subcellular relocalization of the AD enzymes. These changes are closely related to the functional
association of peroxisomes with the organelles from which they originate and lipid bodies in
response to altered metabolism under hypothyroid conditions.

KEYWORDS: hypothyroidism, peroxisomes, peroxisomal biogenesis, mitochondria, lipid
bodies, endoplasmic reticulum, brown adipocytes, brown adipose tissue, redox signaling,
antioxidative defense, MPLB-units
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1. UVOD

1.1 Peroksizomi - otkrice, struktura i funkcija

Peroksizome je prvi put opisao Johannes Rhodin 1954. godine, tada student doktorskih
studija na Karolinska instititu u Svedskoj, prou¢avajuéi éelije proksimalnih bubreZnih tubula
miSeva (Rhodin, 1954). Posmatrajuci Celije na elektronskom mikroskopu, primetio je male
organele sa jednom membranom i fino granulisanim matriksom, koje do tada nisu bile opisane
i nazvao ih ,mikrotelima”. Ubrzo potom, Rouiller i Bernhard (1956) su u €elijama jetre pacova
takode primetili mikrotela sa gusto granulisanim i tamnim centralnim delom matriksa. S
obzirom da su mikrotela u bliskom kontaktu sa mitohondrijama uocena u ¢elijama jetre u
procesu regeneracije, autori su ih smatrali prekursorima mitohondrija. Istovremeno, izolujuci
mikrotela zajedno sa lizozomskom frakcijom iz jetre pacova, Novikoff i sar. (1956) su ih
smatrali delom lizozomskog sistema. PoSto njihova funkcija dugo nije bila poznata, mikrotela
su smatrana ,¢elijskom neobi¢nos¢u” i ,¢elijskom kantom za smece” (Schrader i Yoon, 2007;
Vamecqi sar., 2014). Tek kasnije, Baudhuin i sar. (1965) su biohemijski okarakterisali ove
organele. Analizom razlic¢itih frakcija organela iz jetre pacova otkrili su visok sadrzaj H202-
produkujuc¢ih (urat oksidaza i oksidaza p-amino kiselina), kao i H202-uklanjaju¢ih (katalaza)
enzima u matriksu mikrotela, kao i da su to organele koje se razlikuju od mitohondrija i
lizozoma. Time je odbacena hipoteza da su to prekursori mitohondrija ili deo lizozomskog
sistema i ove organele dobijaju naziv kakav danas nose - peroksizomi. Sedamdesetih godina
dvadesetog veka, kada je upotrebom hipolipidemijskih lekova pokazana proliferacija
peroksizoma u Celijama jetre pacova i miSeva, prvi put je pretpostavljena njihova uloga u
metabolizmu lipida (Reddy i Krishnakantha, 1975). Ubrzo potom Lazarow i de Duve (1976) su
pokazali da su peroksizomi jetre sposobni da oksiduju palmitoil-CoA, uz redukciju molekulskog
kiseonika do H202, ¢ime je pokazana fizioloSka uloga peroksizoma u ¢elijama sisara.

Danas peroksizome opisujemo kao membranom uspostavljene organele veoma
heterogene po izgledu i velicini. To su visoko dinamic¢ne organele koje mogu veoma brzo da
prilagode svoj oblik, veli¢inu, broj i enzimski sastav izmenjenom nutritivnom statusu i uslovima
sredine (Smith i Aitchison, 2013; Vamecq i sar., 2014). Peroksizomi su prisutni kod skoro svih
eukariota i u svim cCelijama sisara (Imanaka, 2018). Jedini tip celija sisara kod kog nisu
pronadeni peroksizomi su naravno eritrociti, koji inac¢e ne sadrZe organele (Lazarow, 1987).
Broj peroksizoma u celiji je veoma varijabilan, njihova brojnost ukazuje na metabolicku
aktivnost Celije kao i na funkciju koju ove organele obavljaju u odredenom tipu Celije. Najbrojniji
su u ¢elijama tkiva koja aktivno ucestvuju u metabolizmu lipida (hepatociti) i biosintezi mijelina
(oligodendrociti). Nasuprot tome, u celijama poput fibroblasta i glatkih miSi¢nih Ccelija
peroksizomi su malobrojni (Lazarow, 1987). Veli¢ina peroksizoma je takode varijabilna, od
sitnih mikroperoksizoma u Lajdigovim i ¢elijama duodenuma (0.1-0.5 pm), do izrazito krupnih
u Celijama proksimalnih tubula bubrega (0.5-2 pm). Medutim, zbog prisustva kristaloida urat
oksidaze u matriksu, peroksizomi su najuocljiviji u ¢elijama jetre kicmenjaka (Slika 1), sa
izuzetkom primata (Volkl i sar., 1988; Fahimi i Baumgart, 1999). Takode, u matriksu
peroksizoma u jetri glodara, moZe se uociti kristaloid ksantin oksidaze (Angermiiller i sar.,
1987). Pored urat i ksantin oksidaza, peroksizomi u svom matriksu sadrze viSe od 50 enzima
koji su uklju¢eni u razlicite metabolicke procese u celiji. Njihova distribucija unutar
peroksizoma nije nasumicna, ve¢ su lokalizovani u okviru razli¢itih subkompartmenata
organele: submembranskom regionu, kristaloidnom jezgru ili matriksu. Prisustvo i pozicija
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enzima u okviru peroksizomalnih subkompartmenata zavisi od vrste, kao i od organa u okviru
iste vrste (Cancio i Cajaraville, 2000).

SISARI

KVASCI

ZOME

TRIPANO-

BILjKE

Slika 1. Morfoloska heterogenost peroksizoma kod razli¢itih vrsta organizama. (A-D) Peroksizomi jetre sisara sa:
diaminobenzidinom (DAB) (A) i partikulama zlata (C) obeleZenom katalazom, kristaloidom urat oksidaze
obelezenim partikulama zlata (B) i neobelezenim kristaloidom urat oksidaze (D) u matriksu peroksizoma. (E-F)
Peroksizomi kvacasa: (E) Hensula polymorpha gajena na metanolnoj podlozi; (F) Pishia pastoris gajena na
metanolnoj (levo) i oleatnoj podlozi (desno). (G-H) Peroksizomi Trypanosome Brucei - glikozomi. (I-K)
Peroksizomi biljnih organa: (I, J) list paprike Capsicum annuum, (K) kotiledon lubenice Citrullus vulgaris. m,
mitohondrije; n, nukleus; KG, kompleks Goldzi; 1, lipidna tela; strelice, peroksizomi; zvezdice, kristaloid urat
oksidaze. Barovi: (B-D) 0,2 um, (A, G, H, J) 0,5 um, (E, F, I, K) 1 um. Preuzeto i modifikovano od: Shio i Lazarow,
1981; VolK], i sar.,1988; van der Klei i sar., 2006; Barth i sar., 2014; Del Rio i Lépez-Huertas, 2016.



1.2 Biogeneza peroksizoma

Biogeneza peroksizoma je ve¢ duZe vreme predmet istraZivanja i debate u okviru
naucnih krugova, ali su za nju vezani brojni kontradiktorni rezultati i zakljucci pa do danas
ostaje nerazjasnjena do kraja. Ono Sto zasigurno znamo jeste da biogeneza peroksizoma u ¢eliji
moZe da se odvija preko dva puta: kanonskog, rastom i deobom postojecih organela (Lazarow
i Fujiki, 1985) i de novo, pupljenjem od glatkog ER (glER) (Novikoff i Novikoff, 1972). Oba puta
dovode do formiranja novih peroksizoma koji se medusobno razlikuju. Biogeneza rastom i
deobom brZa je i energetski manje zavisna od de novo biogeneze. Takode, nakon rasta i deobe
postojecih peroksizoma novi sadrze i “stare” i “nove” membrane i komponente matriksa, dok
kod de novo biogeneze novonastali peroksizomi sadrZe potpuno nove (Smith i Aitchison, 2013).

1.2.1 Kanonski put biogeneze peroksizoma

Zbog mogucnosti njihovog nastanka rastom i deobom u ¢elijama u kojima ve¢ postoje,
peroksizomi se, poput mitohondrija i hloroplasta, smatraju autonomnim organelama. Medutim,
ta autonomija ipak nije potpuna, jer zahteva unos novih lipida i proteina membrane, koji prate
rast peroksizoma pre deobe (Schrader i Fahimi, 2006). Ovaj model je dobro istrazen i prihvacen
pre viSe od dvadeset godina. Opisan je kod kvasaca, biljaka i ¢elija sisara, a podrzan je otkri¢em
struktura koje lice na medusobno spojene tegove (eng. dumbbell structures), zapaZenim na
histoloskim presecima jetre (Lodhi i Semenkovich, 2014). Biogeneza peroksizoma od
postojec¢ih organela je postepen proces koji zahteva ucesSc¢e peroksizomalnih membranskih
proteina - peroksina (eng. Pex, peroxin). Peroksin 11 (Pex11) familija se sastoji od velikog broja
membranskih proteina konzerviranih kod gljiva, biljaka i sisara, koji kontroliSu proliferaciju
peroksizoma i reguliSu peroksizomalnu morfologiju, veli¢inu i broj (Li i Gould, 2002, 2003;
Thoms i Erdmann, 2005; Koch i sar., 2005; Delille i sar., 2010; Koch i sar., 2010). Od tri izoforme
Pex11 (a, B, y) identifikovane kod sisara, Pex11f je konstitutivno eksprimirana i poznato je da
indukuje proliferaciju peroksizoma (Schrader i sar., 1998). Pex11f3 promoviSe izduZivanje
peroksizoma, suZavanje i deobu, ali i njihovo sazrevanje, Sto ga Cini glavnim peroksinom
odgovornim za kanonski put biogeneze peroksizoma (Schrader i sar., 1998; Delille i sar., 2011).
Prvi korak u ovom putu biogeneze je izduzivanje postojecih organela, inicirano upravo od
strane Pex11p, a koje pocinje formiranjem membranskih protruzija - peroksizomalnih nosica
(Liisar. 2002; Kochisar., 2010). Slede¢i korak se sastoji od daljeg izduzivanja peroksizomalnih
nosica, Sto je omoguceno unosom novih proteina i lipida membrane, a praceno kretanjem
Pex11B duz nastalih tubularnih struktura (Delille i sar., 2010). Ove izduZene, tubularne
strukture sadrZe i neke rane peroksine dgovorne za biogenezu membrane peroksizoma, jer one
u ovom koraku jo$ uvek nisu potpuno kompetentne za unos proteina peroksizomalnog
matriksa (Delille i sar. 2010). U slede¢em koraku, Pex11f3 homo-oligomerizacijom dovodi do
formiranja konstrikcionih mesta na tubularnim strukturama (Shema 1), Sto rezultira
nastankom Pex11B-bogatih domena u membrani peroksizoma (Kobayashi i sar., 2007).
Pokazano je da je ovo oligomerno stanje Pex11[3 redoks senzitivno i da je na taj nacin deoba
peroksizoma u koordinaciji sa oksidativnim metabolizmom unutar samih peroksizoma
(Marshall i sar., 1996). lako Pex11f3 nema sposobnost isecanja membrane odgovoran je za
asembliranje klju¢nih komponenti peroksizomalne deobne masinerije. Te komponente ¢ine
membranski receptorni proteini: mitohondrijski fisioni faktor - Mff (eng. mitochondrial fission
factor) i mitohondrijski fisioni protein 1 - Fis1 (eng. mitochondrial fission protein 1), koji su
zajednicki za peroksizome i mitohondrije, a za koje je pokazano da interaguju sa Pex11[
(Kobayashi i sar., 2007; Joshi i sar., 2012). Naime, na kvascima je pokazano da fosforilacija
Pex11f reguliSe njegovu interakciju sa Fis1 (Joshi i sar., 2012). Sve ove aktivnosti pokrecu
sledeci korak - konstrikciju membrane peroksizoma (segmentaciju tubularnih struktura), sto
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dovodi do nastanka struktura koje lice na tegove/masne i niske bisera. Slede¢i korak je
asembliranje i/ili aktiviranje masSinerije za unos proteina i posledicno unos drugih
peroksizomalnih membranskih i matriksnih proteina. Na kraju, Pex11f zajedno sa Mff i Fis1
regrutuje dinaminu sli¢an protein 1 - Drp1 (eng. dynamin-related protein 1), takode zajednicki
za peroksizome i mitohondrije, cija je glavna uloga finalno isecanje membrane peroksizoma
(Farré i sar., 2018). Pretpostavlja se da se paralelno sa strukturnim odvija i funkcijsko
sazrevanje peroksizoma (Delille i sar., 2011), i da deobom nastaju potpuno zreli peroksizomi,
sposobni da obavljaju svoje funkcije u cCeliji. Takode, u zavisnosti od potreba celije u datom
trenutku, peroksizomi mogu da menjaju svoj enzimski sastav favorizujué¢i tako neku od
specificnih funkcija.

1.2.2 De novo put biogeneze peroksizoma od glER

Za razliku od kanonskog puta biogeneze peroksizoma, de novo biogeneza je u velikoj
meri nepoznanica. Da su peroksizomi poluautonomne organele potvrduje ¢injenica da nemaju
svoj sopstveni genom, pa su svi njihovi membranski i matriksni proteini kodirani od strane
nukleusnog genoma, sintetisani na polizomima u citoplazmi i potom uneti u/na peroksizome
preko vezikula glER ili uz pomo¢ transportera (Subramani, 1998). Poreklo peroksizoma od glER
pretpostavljeno je od strane Novikoff i Novikoff (1972), koji su prvi demonstrirali vezu izmedu
peroksizoma i glER. Autori su identifikovali strukture slicne drsci, koje su prema njihovom
miSljenju sluzile da pric¢vrste peroksizome za specijalne domene glER u ¢éelijama bubreznih
tubula zamoraca (Novikoff i Novikoff, 1972). Danas znamo da te strukture jesu prvi dokazi de
novo biogeneze peroksizoma pupljenjem sa pre-peroksizomalnih tubula glER (Agrawal i
Subramani, 2016; Erdmann, 2016). Pre-peroksizomalne tubule glER su specijalizovani domeni
koji su bogati lipidima i proteinima peroksizomalne membrane. Prema mehanizmu koji se
najcesce srece u literaturi, pupljenjem sa njih nastaju pre-peroksizomalne vezikule, koje su kod
kvasaca heterotipske (razlikuju se po sadrzaju peroksizomalnih membranskih proteina) (van
der Zand i sar., 2012), a njihovom fuzijom u citoplazmi nastaju potpuno novi pre-peroksizomi.
Klasifikacija pre-peroksizomalnih vezikula je otkrila prisustvo elegantnog sortirajuceg
mehanizma koji suprimira unos matriksnih proteina u pre-peroksizomalne vezikule pre nego
Sto se one potpuno odvoje od glER i postanu autonomne (Smith i Aitchison, 2013). Takode,
fuzija pre-peroksizomalnih vezikula je izrazito selektivna, tako da one ne mogu da fuzionisu sa
zrelim peroksizomima, $to osigurava korektan molarni odnos komponenti masinerije za unos
proteina kod zrelih peroksizoma (van der Zand i sar., 2012; Smith i Aitchison, 2013; Sugiura i
sar., 2014). Novonastali pre-peroksizomi unose matriksne enzime direktno iz citoplazme i tek
tada dostiZu potpunu strukturno/funkcijsku zrelost (Changle i Suresh, 2009; Schrader i sar.,
2012; Fujiki i sar., 2014; Agrawal i Subramani, 2016; Schrader i sar., 2016; Islinger i sar., 2018;
Farré i sar.,, 2018; Fujiki i sar.,, 2020). Medutim, kod ¢elija sisara je otkriven poseban tip
vezikularnih struktura (Shema 1), koje mogu da fuzionisu sa zrelim peroksizomima. Nastaju od
granulisanog ER (grER), a smatra se da je njihova uloga dopremanje novih membranskih
proteina i lipida, neophodnih za rast peroksizoma (Schmidt i sar., 2012; Agrawal i Subramani,
2016).

Prema mehanizmu koji su pretpostavili Agrawal i Subramani (2016), a koji se razlikuje
od mehanizama de novo biogeneze peroksizoma uglavnom opisanih u literaturi, peroksizomi
nastaju od specijalizovanih izduZenih tubula glER. Od njih se kasnije formiraju globularni pre-
peroksizomi (Shema 1), koji unosom novih proteina i enzima postaju zreli peroksizomi.
Medutim, ta¢an molekulski mehanizam koji leZi u osnovi ovog puta jo$ uvek nije dovoljno
razjasnjen.
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Shema 1. Pretpostavljeni mehanizam de novo biogeneze peroksizoma pupljenjem sa glER u ¢elijama sisara, uz
proliferaciju peroksizoma rastom i deobom. Prema mehanizmu koji su pretpostavili Agrawal i Subramani (2016),
peroksizomi nastaju sa specijalizovanih izduzenih struktura glatkog ER, poznatih kao lamelarni ER. Pokazano je
daje, uz Pex3 i Pex16 koji su kotranslaciono uneti u membranu ER, Pex13 takode sortiran na ove lamele ER, koje
se kasnije odvajaju i formiraju tubularne strukture, od kojih nastaju globularni pre-perokiszomi. Nastajanje
globularnih pre-peroksizoma od tubularnih struktura Cesto li¢i na retikulum, koji predstavlja prolaznu fazu u
sazrevanju peroksizoma. Kada se jednom formiraju, pre-peroksizomi sazrevaju Pex19-zavisnim unosom novih
membranskih proteina i matriksnih enzima, $to rezultira nastankom zrelih peroksizoma koji sada mogu dalje da
se dele. Pre-peroksizomalne vezikule (ppV) koje nastaju od granulisanog ER kod sisara jos$ uvek nisu opisane, ali
suidentifikovane pre-peroksizomalne strukture koje sekvencijalno dopremaju membranske protein. Dodatno, ove
pre-peroksizomalne strukture fuzioniSu sa postoje¢im, zrelim peroksizomima, omogucavajuéi njihov rast koji
prethodi deobi. Dakle, ovo nisu pre-peroksizomalne vezikule koje fuzijom daju peroksizome, ve¢ one sluze kao
izvor novih membranskih proteina i lipida. Modifikovano prema Agrawal i Subramani, 2016.

1.2.2.1 Peroksizomalni proteini ukljuceni u proces biogeneze

Tek 1996. godine, proteini koji su odgovorni za biogenezu peroksizoma (ukljucujuci
unos peroksizomalnih matriksnih proteina, biogenezu membrane, proliferaciju i nasledivanje
peroksizoma) dobili su zajednicki naziv peroksini (Distel i sar., 1996). Do danas je kod sisara
otkriveno ukupno 17 peroksina i peroksizomalnih membranskih proteina (eng. PMP,
peroxisomal membrane protein): Pex11, Pex3, Pex16, Pex19, Pex5, Pex7, Pex13, Pex14, Pex1,
Pex6, Pex26, Pex2, Pex10, Pex12, Pex23 (samo kod ljudi), PMP20 i PMP70 (Schrader i Fahimi,
2006b; Smith i Aitchison, 2013). Neki od njih su odgovorni za kanonski put biogeneze
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(pomenuti Pex11), neki su uklju€eni u unos novih peroksina u membranu peroksizoma i u de
novo biogenezu (Pex16, Pex19), dok su drugi ukljuceni u strukturno i funkcijsko sazrevanje
peroksizoma (Pex16, Pex19, Pex5, Pex13, Pex6, Pex26 i PMP70). Mehanizmi unosa
peroksizomalnih membranskih proteina i matriksnih enzima su razliciti, Sto u velikoj meri
govori o selektivnom i strogo kontrolisanom procesu nastanka i sazrevanja peroksizoma.

Svi peroksizomalni membranski proteini se sintetiSu na polizomima u citoplazmi, odakle
se direktno ili indirektno preko ER, upucuju u peroksizome (Changle i Suresh, 2009; Smith i
Aitchison, 2013). Za sada su poznata samo tri peroksina, koji su ukljuceni u unos PMP - Pex3,
Pex16iPex19. Kada je u pitanju direktno upucivanje PMP ka membrani peroksizoma, peroksini
Pex3 i Pex19 su esencijalni u tom procesu (Jansen i sar., 2021). Mehanizam unosa se zasniva na
pepoznavanju PMP sekvenci za unos (eng. mPTS, membrane protein targeting signals) i
vezivanju novosintetisanih PMP od strane Pex19 u citoplazmi, gde Pex19 funkcioniSe kao
receptor za PMP (Sacksteder i sar., 2000; Jones i sar., 2004). Potom se nastali Pex19-PMP
kompleks transportuje do membrane peroksizoma gde se PMP vezuje za dokirajuci faktor Pex3
i posledi¢no inserira u membranu (Fang i sar., 2004; Jansen i van der Klei, 2019; Jansen i sar.,
2021). Dodatno, Pex19 funkcioniSe kao Saperon, sprecavajuci agregaciju novosintetisanih PMP,
tako da je njegova uloga u unosu PMP klju¢na (Jones i sar., 2004; Schmidt i sar., 2012). Sam
mehanizam inseriranja PMP u membranu peroksizoma nije poznat. Indirektno upuc¢ivanje PMP
u membranu peroksizoma je zavisno od peroksina Pex16 i ER (Theodoulou i sar., 2013).
Pokazano je da se Pex16 kotranslaciono inserira u membranu ER (Hua i Kim, 2016), odakle se
preko peroksizomalne lokalizuju¢e sekvence na N-kraju upucuje u peroksizome (Kim i sar.,
2006). Smatra se da je Pex16, u saradnji sa Pex3 i Pex19, odgovoran za regrutovanje novih PMP
na membrani peroksizoma (Changle i Suresh, 2009), kao i da je ovaj peroksin master regulator
de novo biogeneze od ER (Kim i sar., 2006; Sugiura i sar., 2017). Medutim, tacan mehanizam
indirektnog unosa PMP takode nije poznat. Postoji nekoliko modela, koji polaze od formiranja
heterotipskih vezikula koje fuzionisu i formiraju pre-peroksizome (van der Zand i sar., 2012),
preko ER-izvedenih struktura koje sadrze sve PMP i sazrevaju u funkcionalne peroksizome
(Geuze i sar., 2003), do vezikularnog transporta PMP sa ER na peroksizome (Motley i sar,,
2015). Svi pomenuti modeli su atraktivni, ali ni jedan od njih ne opisuje kako se novosintetisani
PMP ugraduju u membranu (Jansen i van der Klei, 2019).

Za razliku od unosa peroksizomalnih membranskih proteina, unos peroksizomalnih
matriksnih proteina je u velikoj meri razjasnjen. Peroksizomalni matriksni proteini se sintetiSu
na polizomima u citoplazmi i posttranslaciono se upucuju ka peroksizomima preko jednog od
ukupno dva tipa peroksizomalnih lokalizuju¢ih signala PTS1 i PTS2 (eng. PTS, peroxisomal
targeting signal) (Fujiki i sar., 2008). Najveci broj peroksizomalnih matriksnih proteina sadrzi
PTS1 tip na svom C-kraju. PTS1 se sastoji od tripeptidne sekvence (S-K-L), izuzev kod katalaze
gde PTS1 sadrzZi Cetiri aminokiseline (K-A-N-L) (Purdue i Lazarow, 1996). Neki peroksizomalni
matriksni proteini, poput oksidaze amina i tiolaze, sadrze PTS2 tip lokalizujuc¢e sekvence na
svom N-kraju, koja se kod viSih eukariota iseca nakon unosa (Francisco i sar. 2013).
Peroksizomi su sposobni da unesu matriksne proteine u potpuno savijenoj i/ili oligomernoj
formi, mada preferiraju monomernu formu (Walton i sar., 2017). Kod biljaka i sisara oba tipa
signala, PTS1 i PTS2, se prepoznaju od strane citoplazmatskih receptora Pex5 i Pex7 i bivaju
transportovani do peroksizoma (PieuchotiJedd, 2012). Pex5 je monomerni protein molekulske
mase 70 kDa koji egzistira u dve dominantne izoforme nastale kao rezultat alternativnog
splajsovanja: duga forma - Pex5(L), koja sadrZi 639 amino kiselina i kraca forma - Pex5(S), koja
sadrzi 602 amino Kkiseline (Costa-Rodrigues i sar., 2005). Dodatnih 37 amino kiselina kod
Pex5(L) izoforme sadrzi Pex7 vezujuci epotop Sto pruza moguénost Pex5(L) da deluje kao Pex7
koreceptor za PTS2 matriksne proteine (Dodt i sar., 2001). Na taj nacin, kod sisara, dva puta
unosa peroksizomalnih matriksnih proteina konvergijaju ka Pex5(L). Vezivanje PTS1 proteina
od strane Pex5 zasniva se na interakciji PTS1 sekvence ciljanog proteina i specificnog domena
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u Pex5 koji sadrzi sedam tetratrikopeptidnih ponovaka (TPR), ali i drugi regioni ciljanog
proteina i Pex5 su takode ukljuceni u interakciju (van der Klei i Veenhuis, 2006; Walton i sar.,
2017). Koliko je Pex5 vaZan za unos matriksnih proteina pokazuju brojne uloge koje ostvaruje:
funkcioniSe kao solubilni receptor koji prepoznaje peroksizomalne membranske proteine u
citoplazmi, vezuje ih i stabilizuje, a potom ih transportuje do dokirajuceg/translocirajuceg
kompleksa u membrani peroksizoma, gde podstice njihovu translokaciju kroz membranu
organele (Freitas i sar., 2011). Dokiraju¢a/translociraju¢a masinerija (DTM) u membrani
peroksizoma je kompleks od 800 kDa, koji se sastoji od Pex13 i Pex14 peroksizomalnih
transmembranskih proteina (Fujiki i sar., 2008). DTM gradi hidrofilni kanal kroz koji se
novosintetisani proteini transportuju u matriks organele. Pojedina¢ne komponente DTM mogu
da formiraju homo-oligomere, Sto ih ¢ini podobnim za formiranje struktura slicnih porama na
membrani peroksizoma. Jedan od modela ukljuuje mehanizam invaginacije membrane i
otvaranje staticke pore (McNew i Goodman, 1996; Subramani, 2002), a drugi, Sire prihvacen,
sugeriSe formiranje privremene pore koju grade sami receptori za unos proteina (Subramani,
2002; Erdmann i Schliebs, 2005). Veoma je vaZna cCinjenica da unos peroksizomalnih
matriksnih proteina ne zahteva hidrolizu ATP, niti membranski potencijal, tako da se vodeca
sila za translokaciju proteina kroz membranu peroksizoma zasniva isklju¢ivo na protein-
protein interakcijama (Oliveira i sar., 2003).

Nakon unosa peroksizomalnih matriksnih proteina, njihove PTS sekvence se isecaju od
strane ligaza lokalizovanih u membrani peroksizoma, nakon ¢ega oni postaju bioloski aktivni
enzimi, a solubilni PTS receptori se eksportuju iz peroksizoma. Pretpostavlja se da Pex7 prolazi
kroz membranu peroksizoma zajedno sa PTS2 proteinima, ali to jo§ uvek nije dovoljno
razjasnjeno (Nair i sar., 2004), dok se Pex5 ugraduje u dokirajuci/translociraju¢i kompleks i
postaje transmembranski protein (Carvalho i sar., 2007). Pex5 se kratko zadrzava u okviru
DTM, nakon Cega se translocira do kompleksa od 500 kDa koji sadrZi tri peroksina Pex2, Pex10
i Pex12, gde se monoubikvitinira na evolutivno konzerviranom cisteinskom ostatku (Carvalho
isar., 2007; Plattaisar., 2007), a potom biva ekstrahovan i vra¢en nazad u citoplazmu, na ATP-
zavisan nacin (Costa-Rodrigues i sar., 2005; Platta i sar., 2007; Williams i Stanley, 2010).
Konacno, u citoplazmi biva deubikvitiniran i sposoban da ponovo vezuje PTS matriksnih
proteina (Grouisar., 2012). Sama ekstrakcija Pex5 iz DTM kompleksa u membrani peroksizoma
vodena je proteinskim kompleksom koji se sastoji od dve ATP-aze - Pex1 i Pex6, i njihovog
membranskog partnera Pex26 (Matsumoto i sar., 2003; Tamura i sar., 2006; Fujiki i sar., 2012).
Pex1 i Pex6 su ¢lanovi familije ATP-aza, koje ucestvuju u razlic¢itim ¢elijskim procesima koji
ukljuCuju fuziju membrane, translokaciju DNK, degradaciju proteina i mikrotubularni transport
(Hanson i Whiteheart, 2005). Pex26 je integralni protein peroksizomalne membrane ¢iji
citoplazmatski N-kraj interaguje sa Pex1/Pex6 heterodimerom direktnim vezivanjem za Pex®6.
Pretpostavlja se da Pex26 funkcioniSe kao peroksizomalni dokirajuc¢i faktor za Pex1/Pex6
heterodimer. Medutim, Tamura i sar. (2014) su pokazali da se Pex26 kod sisara direktno vezuje
za Pex14 i preko njega interaguje sa Pex5. Dalja istraZzivanja su pokazala da N-kraj Pex26
funkcioniSe kao scaffold protein koji regrutuje Pex14/Pex5 komples zajedno sa Pex1/Pex6
kompleksom (Pedrosa i sar., 2018; Gardner i sar., 2018). To bi znacilo da Pex5 nakon
oslobadanja liganda koji nosi izaziva konformacionu promenu Pex14, koja za posledicu ima
vezivanje Pex5 za Pex1/Pex6 eksportni kompleks. Pored toga, Weller i sar. (2005) su pokazali
da nedostatak Pex26 u Celiji onemogucava unos i PTS1 i PTS2 peroksizomalnih matriksnih
proteina. Takode je pokazano da hepatociti sa mutiranim genom za Pex6, izolovani iz jetre
obolelih od poremecaja biogeneze peroksizoma, PBD (eng. peroxisomal biogenesis disorders),
nisu sposobni da unesu proteine matriksa ali zadrZavaju odredeni kapacitet za biogenezu
membrane peroksizoma (Raas-Rothschild i sar., 2002). Iz tog razloga, kod ovih pacijenata
umesto peroksizoma prisutni su takozvani ,peroksizomalni duhovi”.



Nakon dostizanja strukturne zrelosti unosom membranskih proteina i lipida i
matriksnih enzima, peroksizomi postaju i funkcijski zreli. Glavni marker funkcijske zrelosti
peroksizoma je katalaza, zahvaljujuci Cijoj aktivnosti su peroksizomi i dobili ime. Katalaza (EC
1.11.1.6) je tetramerni enzim koji sadrZi hem kao prosteti¢nu grupu, sintetiSe se na polizomima
u citoplazmi i unosi posttranslaciono u matriks peroksizoma u stabilnoj savijenoj formi (Walton
i sar, 1995; Purdue i Lazarow, 1996). Sam unos katalaze u peroksizome odvija se preko PTS1
sekvence na C-kraju (Terlecky i Walton, 2005; Freitas i sar., 2011) u formi monomera, koji
potom grade kataliticki aktivne homotetramerne enzime (Walker i sar., 2018). Kod ljudi,
katalaza je eksprimirana u svim organima, a najvisi stepen njene aktivnosti izmeren je u jetri,
bubrezima i eritrocitima (Glorieux i Calderon, 2017). Katalaza je primarno peroksizomalni
enzim, ali je pokazana i njena lokalizacija u citoplazmi (Zhou & Kang, 2000; Raivio i sar., 2013),
nukleusu (Christie i Stoward, 1979; Zhou i Kang, 2000; Raivio i sar., 2013) i mitohondrijama
(Radi i sar., 1991). Kataliticka reakcija katalaze je najbrza poznata enzimska reakcija u Zivim
sistemima. Katalaza moZe razgraditi 12 miliona molekula H202 u sekundi, a njena brzina je
direktno proporcionalna koncentraciji H202 (Nelson i Cox, 2008). Pored redukcije H202 katalaza
je sposobna da oksiduje supstrate poput etanola, metanola, fenola i nitrita - peroksidazna
aktivnost katalaze (Schrader i Fahimi, 2006b). Pri niskoj koncentraciji H202 i u prisustvu
dostupnog donora Hz, peroksidazna reakcija katalaze dominira nad katalitickom. Takode je
pokazano da katalaza moZe biti kataliticki aktivna u odsustvu H202 na Sta ukazuje njena
sposobnost da oksiduje neke visoko reduktivne supstrate poput benzidina, koriste¢i molekulski
kiseonik (Gebicka i Krych-Madej, 2019). Na osnovu navedenog, katalazu s pravom moZemo
nazvati multifukcijskim enzimom.

v vs

1.2.3 Uces¢e mitohondrija u de novo biogenezi peroksizoma

Podaci o postojanju medusobne veze i funkcijske saradnje izmedu peroksizoma i
mitohondrija, s pocetka oskudni, rasli su znacajno poslednjih godina. Njihova metabolicka
saradnja u procesima B-oksidacije i uklanjanju reaktivnih vrsta kiseonika i azota (eng. ROS i
RNS, reactive oxygen i nitrogen species) su najbolje izuceni primeri meduorganelarnog
crosstalk (meduorganelarna saradnja) (Fransenisar., 2012; Lismontisar., 2015). Od posebnog
znacaja je i to Sto mitohondrije i peroksizomi dele klju¢ne proteine deobne masinerije (Mff,
Fis1, Drp1), na osnovu c¢ega bi se moglo pretpostaviti da i koordinisana deoba ovih organela u
okviru odredenih uslova i zahteva organizovano upudivanje i regrutaciju pomenutih proteina
(Goldfisher i sar., 1973; Neuspiel i sar., 2008). Takode, jo$ jedan pokazatelj meduorganelarne
saradnje jeste zajednicka lokalizacija mitohondrijskog proteina - voltaZzno zavisnog anjonskog
kanala 1, (eng. VDAC1, voltage-dependent anion channel 1), identifikovana kod peroksizoma
kvasaca i glioksizoma biljnih semena (Messina i sar., 2012), ali ne i kod sisara (Antonenkov i
Hiltunen, 2006). Pored toga, peroksizomi i mitohondrije saraduju i u anti-virusnoj signalizaciji
i odbrani, a pojava oStecenih i nefunkcijskih mitohondrija u nekoliko slucajeva peroksizomalnih
poremecaja je veoma dobro dokumentovana (Goldfisher i sar., 1973).

Otkri¢em vezikularnog transporta izmedu mitohondrija i peroksizoma zapocinje nova
era u izuCavanju nacina komunikacije i saradnje medu njima. Naime, pokazano je da vezikule
izvedene od mitohondrija, koje sadrZze dve membrane i mitohondrijsku protein ligazu MAPL
(eng. mitochondrial anchored protein ligase), omogucavaju vezikularni transport od
mitohondrija do peroksizoma, kod razli¢itih ¢€elijskih linija (Neuspiel i sar., 2008). Dodatno,
Neuspiel i sar. (2008) su pokazali da MAPL-vezikule fuzioniSu sa posebnim setom peroksizoma
(samo 10-20% ukupne populacije peroksizoma u Cceliji fuzioniSe sa ovim vezikulama),
pokazujuci po prvi put direktnu vezu izmedu mitohondrija i peroksizoma. Nadalje, Soubannier
i sar. (2012) su pokazali da su vezikule izvedene od mitohondrija, MDV (eng. mitochondria
derived vesicles) visoko selektivne prema sadrzaju koji nose, mogu ukljucivati jednu ili obe
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membrane mitohondrija i bogate su oksidovanim proteinima. Autori su takode pokazali
postojanje velike raznolikosti ovih vezikula i pretpostavili su da MDV ucestvuju u kontroli
kvaliteta mitohondrija tako Sto uklanjaju oksidovane proteine i lipide nastale u stanju
oksidativnog stresa u ¢eliji (Soubannier i sar., 2012). Pretpostavljeno je i da MDV sluze za
transport proteina, metabolita i lipida od mitohondrija do peroksizoma (Andrade-Navarro i
sar., 2009). Takode je spekulisano o tome da bi glavni sadrzaj MDV mogle biti masne kiseline
veoma dugog lanca ili modifikovane masne kiseline koje mogu da udu u mitohondrije ali ne
mogu da se oksiduju u njima. Ove masne Kkiseline bi preko MDV mogle biti transportovane do
peroksizoma za oksidaciju i kao supstrat za sintezu plazmalogena. MDV bi takode, kao
transportno vozilo, mogle biti koristan izvor lipida tokom biogeneze peroksizoma po modelu
rasta i deobe (Andrade-Navarro i sar., 2009). Pored vezikularnog transporta, kod kvasaca je
opisan jos jedan vid komunikacije izmedu mitohondrija i peroksizoma (Mattiazzi Usaj i sar.,
2015). Naime, pokazano je da peroksizomalni membranski protein Pex11 i mitohondrijski
protein Mdm34 (eng. mitochondrial distribution and morphology protein 34) interaguju i na
taj nacin omogucavaju uspostavljanje fizickog kontakta izmedu peroksizoma i mitohondrija
(Mattiazzi USaj i sar., 2015). Takode je sugerisano da kod sisara protein adrenoleukodistrofije,
ALDP (eng. adrenoleukodystrophy protein) ili ABCD1 (eng. adenosine triphosphate-binding
cassette class D), omogucava interakciju izmedu peroksizoma i mitohondrija, kao i da gubitak
ove interakcije izaziva nastanak X-vezane adrenoleukodistrofije, X-ALD (eng. X-linked
adrenoleukodystrophy), koja je asocirana sa gubitkom ABCD1 gena (McGuinness i sar., 2003).

Usled sve veceg broja dokaza o izmenjenoj morfologiji mitohondrija pri nedostatku
peroksizoma u celiji, otkri¢a vezikularnog transporta i fizickih kontaktnih mesta izmedu
peroksizoma i mitohondrija, rodila se ideja da mitohondrije mogu ucestvovati u biogenezi
peroksizoma (Neuspiel i sar., 2008; Horner i sar., 2011; Antonenkov i Hiltunen, 2012; Sugiura i
sar.,, 2014). Prve pretpostavke o tome izneli su Mohanty i McBride (2013), ukazujuc¢i na
mogucnost da, u svetlu vezikularne transportne rute od mitohondrija do peroksizoma,
mitohondrije doprinose inicijaciji novih peroksizoma u ¢elijama sisara. Isti autori su izneli i
pretpostavku da pre-peroksizomalne vezikule poreklom od ER mogu fuzionisati sa pre-
peroksizomalnim vezikulama nastalim od mitohondrija, ¢ime obe organele hibridno, doprinose
nastanku novih peroksizoma. Dalje dokaze o hibridnoj prirodi novonastalih peroksizoma
pruzili su Sugiura i sar. (2017) u Celijskim linijama humanih fibroblasta kojima nedostaju
peroksizomi, poreklom iz pacijenata sa Zellweger sindromom. Oni su pokazali da hibridna
priroda novonastalih peroksizoma podrazumeva fuziju MDV, koje nose Pex13 i Pex14 i vezikula
poreklom od ER koje nose Pex16, ¢ime nastaju pre-peroksizomi kompetentni za unos
matriksnih proteina. Medutim, da li peroksizomi mogu nastati de novo samo od mitohondrija i
dali je to moguce u fizioloSkim uslovima, ostaje otvoreno pitanje.

1.2.4 Regulacija biogeneze peroksizoma

Biogeneza peroksizoma je regulisana na nivou transkripcije posredstvom nukleusnih
receptora aktiviranih peroksizomalnim proliferatorima, PPAR (eng. peroxisome proliferator-
activated receptors). Ligandi koji aktiviraju PPAR transkripcione faktore su lipidi i lipofilne
supstance, kao i sinteticki hipolipidemijski lekovi (Thoms i Erdmann, 2005). Tri najistaknutija
¢lana ovih nukleusnih receptora - PPARa, PPARy, PPARS (3) pokazuju razlicite obrasce tkivne
distribucije i profile ekspresije ciljnih gena (Berger i Moller, 2002). PPARa je visoko
eksprimiran u jetri i mrkom masnom tkivu, u kojima se smatra klju¢nim regulatorom oksidacije
masnih kiselina. PPARS je ubikvitarno eksprimiran, ukljucen je u diferencijaciju adipocita i
pokazuje znacajna preklapanja funkcije sa PPARa. PPARYy je visoko eksprimiran u masnom
tkivu i odgovoran je za regulaciju adipogeneze i ukupnog metabolizma u mrkom masnom tkivu
(Guardiola-Diaz i sar., 1999; Schrader i sar., 2012; Lodhi i Semenkovich, 2014). Medutim, pored
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PPARq, PPARY se istice kao potencijalni regulator biogeneze i funkcije peroksizoma u mrkom
masnom tkivu (Guardiola-Diazisar., 1999; Hofer i sar., 2017). S obzirom na pokazanu saradnju
peroksizoma i mitohondrija na razli¢itim nivoima, na zajednicku ekspresiju mnogih proteina i
enzima i na njihovu koordinisanu deobu, pretpostavlja se da je i njihova biogeneza regulisana
od strane istih transkripcionih faktora. To je i pokazano u mrkom masnom tkivu miseva, u kome
PGC-1a (eng. PPARy co-activator 1a), kao klju¢ni regulator biogeneze mitohondrija i ko-
aktivator PPARYy, reguliSe i biogenezu peroksizoma in vitro i in vivo (Ventura-Clapier i sar,
2008; Bagattin i sar., 2010).

1.2.5 Peksofagija

Nuznost svih eukariotkih celija da se brzo prilagode promeni razlic¢itih faktora sredine
zahteva sposobnost da precizno i efikasno kontroliSu broj i funkcionalnost peroksizoma (Till i
sar. 2012). RavnoteZa izmedu biogeneze i uklanjanja (peksofagije) peroksizoma je esencijalna
za odrZavanje peroksizomalnog pula, redoks, metabolic¢ke i Celijske homeotaze. Peksofagija
sprecava akumulaciju funkciono kompromitovanih peroksizoma i odrzava redoks balans
uklanjanjem oS$tecenih i nepotrebnih peroksizoma (Walker i sar., 2018). U Celijama sisara,
period poluZivota peroksizoma je 1.5-2 dana (Nordgren i sar., 2013), a njihova selektivna
degradacija ukljucuje tri glavna, nezavisna sistema: 1) LonP2 proteazni sistem kojim se
uklanjaju pojedinac¢ni peroksizomalni proteini; 2) sistem posredovan 15-lipooksigenazom,
kojim se vrsi peroksidacija lipida membrane i time njeno naruSavanje dovodeci do curenja
sadrzaja peroksizomalnog matriksa u citoplazmu i proteaznu razgradnju membranskih i
matriksnih proteina; i 3) sistem selektivne peksofagije kojim se uklanjaju cele organele (Ezaki
i sar,, 2011). Potreba za pojedina¢nim sistemom uklanjanja i zastupljenjost sva tri zavisi od
metabolickog stanja cCelije i tkiva. Tako su Yokota i Fahimi (2009) pokazali da se 70-80 %
peroksizoma u jetri atg7 nokaut miSeva uklanja peksofagijom, a preostalih 20-30 %
posredstvom LonP2 i 15-lipooksigenaznog sistema. Dodatno je pokazano da je ubikvitinacija
peroksina takode ukljucena u peksofagiju i za sada je to pokazano za Pex3 (Yamashita i sar,,
2014; Schrader i Pellegrini, 2017) i Pex5 (Okumoto i sar., 2014; Walker i sar.,, 2018).
Nepravilnosti u uklanjanju i degradaciji peroksizoma opisani su kao uzrok nekoliko humanih
oboljenja, Sto ukazuje na vaznu ulogu peksofagije u ¢eliji (Terlecky, 2012).

1.3 Funkcije peroksizoma

U zavisnosti od vrste, organizma, uslova spoljasnje sredine, tipa Celije, mikrosredine u
kojoj se Celije i peroksizomi nalaze, peroksizomi vrse razlicite funkcije. Najznacajnije od njih su:
oksidacija masnih kiselina, biosinteza lipida kod sisara (plazmalogen, holesterol), sinteza
Zucnih kiselina, oksidacija alkohola i amina kod c¢elija sisara i kvasaca, fotorespiracija i
glioksilatni ciklus kod biljaka, biosinteza penicilina kod gljiva, glikoliza kod tripanozoma,
sinteza enzima luciferaze kod svitaca, uklanjanje ROS i RNS, uces¢e u transportu metabolita i
signalnim putevima u Celiji, i mnoge druge (Alberts i sar., 2008; Fransen i sar., 2012; Wanders,
2014; Lodhi i Semenkovich, 2014; Erdmann, 2016). Medutim, u ¢elijama sisara, najvaznije
metabolicke funkcije peroksizoma ukljucuju: -oksidaciju masnih kiselina dugog lanca, a-
oksidaciju granatih masnih Kkiselina, sintezu fosfolipida, holesterola, oksidaciju holesterola do
Zucnih kiselina, metabolizam glioksilata, katabolizam amino kiselina, uce$¢e u putu pentozo
fosfata, oksidaciju poliamina, kao i produkciju i uklanjanje H202 i drugih ROS i RNS (Krisans,
1992; Fransen i sar., 2012; Lodhi i Semenkovich, 2014).
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1.3.1 Oksidacija masnih kiselina u peroksizomima

Za razliku od svih drugih funkcija, 3-oksidacija masnih kiselina je univerzalna uloga
peroksizoma u mnogim oragnizmima, ali ipak ne u svim (Wanders i Waterham, 2006). Kod
kvasaca i biljaka, peroksizomi su jedino mesto (3-oksidacije masnih kiselina, dok se kod sisara
ovaj proces odvija u peroksizomima i mitohondrijama. Time se istice znacaj peroksizoma u
katabolizmu lipida, jer se u njima prevashodno oksiduju masne kiseline veoma dugog lanca
(sadrze vise od 22 C atoma), masne Kkiseline razgranatog lanca (2-metil- i 3-metil-),
dikarboksilne masne kiseline, polinezasi¢ene masne kiseline dugog i veoma dugog lanca, ali i
eikozanoidi poput leukotriena, tromboksana, prostaglandina, zatim, karboksilni derivati
ksenobiotika, vitamini rastvorljivi u mastima, intermedijeri Zuc¢nih kiselina, pristanske kiseline
(Mannaerts i sar.,, 2000; Poirier i sar., 2006). Medutim, oksidacija masnih kiselina u
peroksizomima ne odvija se u potpunosti (Nelson i Cox, 2008). Zato kazemo da je B-oksidacija
u peroksizomima pomo¢ni mehanizam kojim se masne kiseline skracuju da bi mogle da se
potpuno oksiduju u mitohondrijama. Nedostatak ili nefunkcionost peroksizoma, prevashodno
u hepatocitima kod ¢oveka, dovodi do nemoguc¢nosti iskoriS¢avanja masnih kiselina dugog i/ili
granatoglanca i time poremecaja u lipidnom statusu krvi. To je i pokazala studija na pacijentima
sa PBD koji su imali znatno poviSene nivoe veoma dugih i granatih masnih kiselina u serumu
(Poulos i sar., 1986; Stradomska i sar., 2020).

Masne kiseline za oksidaciju u peroksizomima mogu da se unesu u ¢eliju ili da nastanu
unutar Celije razgradnjom depoa triglicerida. Proces [3-oksidacije masnih kiselina zapocinje
njihovom aktivacijom (Shema 2), za koju je odgovoran enzim acil-CoA sintetaza smeSten na
spoljasnjoj strani peroksizomalne membrane (Lageweg i sar., 1991; Watkins, 1997). Potom se
aktivirane masne Kkiseline (acil-CoA) transportuju kroz membranu peroksizoma u matriks gde
ulaze u proces [(-oksidacije koji se, kao i kod mitohondrija, sastoji iz cCetiri koraka,
dehidrogenacije, hidratacije, ponovne dehidrogenacije i tiolitickog isecanja (Shema 2).

Prvi i limitiraju¢i enzim u procesu B-oksidacije u peroksizomima je acil-CoA oksidaza -
ACOX (eng. Acyl-CoA oxidase) (Osumi i sar., 1980). Svi poznati peroksizomalni ACOX enzimi su
dimeri koji sadrze FAD kao prosteti¢nu grupu, a pripadaju istoj superfamiliji enzima kao i
tetramer acil-CoA dehidrogenaza (eng. ACADM, acyl-CoA dehydrogenase medium chain) u
mitohondrijama (Poirier i sar., 2006). Tri izolovane izoforme ovog enzima, lokalizovane u
matriksu peroksizoma, veoma su specificne prema supstratu, a razlikuju se kod pacova i kod
ljudi (Osumi i sar., 1980; Van Veldhoven i sar., 1994; Watkins i sar., 1996; Poirier i sar., 2006;
Zhang i sar., 2016). Kod pacova ACOX1 (palmitoil-CoA oksidaza) i ACOX3 (pristanoil-CoA
oksidaza), prisutne su u ekstrahepati¢nim peroksizomima, dok je ACOX2 (holestanoil-CoA
oksidaza) prisutna u peroksizomima jetre i specificno interaguje samo sa intermedijerima
Zucnih kiselina (Wanders i Waterham, 2006). Kod pacova, ACOX1 je aktivna sa CoA estrima:
monokarboksilnih i dikarboksilnih masnih kiselina ravnog lanca, prostaglandina, masnih
kiselina veoma dugog lanca i ksenobiotika, dok je ACOX3 aktivna sa masnim kiselinama 2-metil-
granatih lanaca, ali takode i sa masnim kiselinama dugog i veoma dugog lanca (Wanders i
Waterham, 2006). Pokazano je da je u jetri pacova samo ACOX1 inducibilna od strane
peroksizomalnih proliferatora (Poirier i sar., 2006; Wanders i Waterham, 2006). Zanimljivo je
da peroksizomi kod ljudi sadrze samo dve izoforme ove oksidaze, ACOX1 sa sli¢nim spektrom
supstrata kao kod pacova i ACOX2 koja oksiduje 2-metil-granate masne kiseline, ali i masne
kiseline veoma dugog lanca i estre prekursora Zucnih kiselina (Wanders i Waterham, 2006).
Gen koji kodira enzim homolog pacovskoj ACOX3 je takode identifikovan u humanom genomu,
ali se smatra nefunkcionim jer njegova proteinska ekspresija do sada nije detektovana u
humanim tkivima (Van Veldhoven i Mannaerts, 1999).
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U prvom koraku [-oksidacije ACOX Kkatalizuje stvaranje dvostruke veze na f3
ugljenikovom atomu masnih kiseina $to dovodi do nastanka enoil-CoA i prenosa elektrona
preko FAD na molekulski kiseonik, pa kao produkt reakcije nastaje i H202 (Shema 2) koji odmah
biva uklonjen od strane katalaze (Osumi i sar., 1980; Bhaumik i sar., 2005; Nelson i Cox, 2008).
Drugi i treci korak -oksidacije su objedinjeni, a katalizuje ih enzim specifican za peroksizome,
koji se sastoji se od jednog polipeptidnog lanca koji poseduje aktivnost i enoil-CoA hidrataze i
B-hidroksiacil-CoA dehidrogenaze, zbog ¢ega se naziva bifunkcionalnim enzimom (Mannaerts
i sar, 2000). Kao produkt reakcije nastaje B-ketoacil-CoA uz redukciju NAD* u NADH. U
cetvrtom koraku (-ketoacil-CoA podleZe tiolitickom isecanju od strane tiolaze na acetil-CoA (2
C atoma) i acil-CoA (kraci za 2 C atoma). Acil-CoA ponovo prolazi ciklus $-oksidacije dok se ne
skrati dovoljno da moze da se transportuje do mitohondrija. Neki autori smatraju da je oktanoil-
CoA granica na kojoj se ciklus zaustavlja, jer je enzim karnitin oktanoil transferaza pronaden u
peroksizomima (Bieber i sar., 1981) i pretpostavlja se da on omogucava transport do
mitohondrija (Reddy i Hashimoto, 2001; Poirier i sar., 2006). Drugi su pak pokazali da u
peroksizomima jetre pacova skracivanje masnih kiselina u procesu (3-oksidacije ide ¢ak do 6 C
atoma (heksanoil-CoA) (Nelson i Cox, 2008). Medutim, taCan mehanizam transporta skra¢enih
masnih kiselina iz peroksizoma u mitohondrije jo$ uvek nije poznat.

PEROKSIZOMI

Shema 2. (3-oksidacija masnih kiselina u peroksizomima. Masne kiseline (MK), aktivirane od strane acil-CoA
sintetaze (ACS), se transportuju uz pomo¢ ABCD transportera u matriks peroksizoma, gde podleZu procesu
oksidacije. Prvi korak katalizuje enzim acil-CoA oksidaza (ACOX), pri Cemu nastaje enoli-CoA, jedan molekul FADH:
(energija koja se oslobada u vidu toplote) i molekul H20: koji se odmah redukuje od strane katalaze. U
objedinjenom drugom i tre¢em koraku bifunkcioni enzim prevodi enoil-CoA u (-ketoacil-CoA pri ¢emu nastaje i
jedan molekul NADH koji biva eksportovan u citoplazmu. U poslednjem, cetvrtom koraku, tiolaza vrsi isecanje 3-
ketoacil-CoA na acetil-CoA (koji se koristi za sintezu) i acil-CoA (kra¢i za 2 C atoma, koji ponovo ulazi u ciklus
oksidacije). Shematizovano prema Nelson i Cox, 2008.
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U Celijama sisara, biljaka i kvasaca, peroksizomi vrSe i a-oksidaciju masnih kiselina
veoma dugih i granatih lanaca koje imaju metil grupu na tre¢em, «, ugljenikovom atomu (Miura,
2013). Ovakve masne kiseline se prvo aktiviraju i prevode u acil-CoA estar acil-CoA sintetazom
pridruzenom spoljasnjoj ili matriksnoj strani membrane peroksizoma Kkao periferni
membranski protein (Lageweg i sar.,, 1991; Watkins i sar., 1996, 1997). Primer a-masnih
kiselina je fitinska kiselina koja nastaje od fitola, granatog alkohola masnih kiselina, prisutnog
u esterifikovanoj formi u hlorofilu. Zbog prisustva 3-metil grupe na « ugljenikovom atomu
masnokiselinskog lanca, ova kiselina ne moZe da se oksiduje procesom (-oksidacije. Zato
podleZe procesu a-oksidacije, odnosno oksidativnoj dekarboksilaciji, pri ¢emu nastaju CO:z i
pristanska kiselina, koja sada moZe da prode kroz proces skradivanja 3-oksidacijom. Ovaj nacin
oksidacije masnih kiselina odvija se samo u peroksizomima, a o znacaju a-oksidacije masnih
kiselina u ¢eliji govori i njihovo nagomilavanje u serumu obolelih od Refsumove bolesti, koja
dovodi do disfunkcije perifernih nerava, paralize miSic¢a i poremecaja vidnog polja kod obolelih
(Mannaerts i sar., 2000).

Supstrati a- i [-oksidacije dospevaju u matriks peroksizoma posredstvom
peroksizomalnih membranskih proteina, koji pripadaju ABC superfamiliji klasi D (eng. ABCD,
adenosine triphosphate-binding cassette class D) transportnih proteina. Ovi proteini
predstavljaju molekulske pumpe, koje funkcioniSu tako Sto energiju dobijenu hidrolizom ATP
koriste za transport supstrata kroz bioloSke membrane (Guimaraes i sar., 2004). Kod sisara
Cetiri ovakva polutransportera lokalizovana su u membrani peroksizoma, i to: protein
adrenoleukodistrofije (ALDP ili ABCD1), protein slican ALDP (ALDPR ili ABCDZ2),
peroksizomalni membranski protein molekulske mase 70 kDa (PMP70 ili ABCD3) i protein
slican PMP70 (PMP70R ili ABCD4) (Van Roermund i sar., 2014). Pokazano je da ovi transporteri
postaju funkcioni nakon dimerizacije i uglavnom grade homodimere, mada mogu graditi i
heterodimere (Dean i sar, 2001). PMP70 predstavlja glavhu komponentu membrane
peroksizoma u kojoj je prisutan uglavnom u formi homodimera ili retko u formi oligomera
(Imanakaisar., 2000). Njegova uloga je transport hidrofilnih nezasi¢enih masnih kiselina dugog
lanca, granatih masnih kiselina i dikarboksilnih masnih kiselina dugog lanca iz citoplazme u
matriks peroksizoma za oksidaciju (Van Roermund i sar., 2014). PMP70 je jedan od prvih
peroksizomalnih membranskih proteina lokalizovanih u peroksizomalnom retikulumu, ¢ime je
potvrdeno uceS¢e ER u proliferaciji peroksizoma (Geuze i sar., 2003). Njegova ekspresija je
indukovana kod glodara nakon primene hipolipidemijskih lekova, paralelno sa proliferacijom
peroksizoma i indukcijom peroksizomalnih enzima (3-oksidacije masnih kiselina (Imanaka i
sar., 2000). U jetri pacova i H-4-1I-E Celijama, sadrzaj PMP70 u membrani peroksizoma je skoro
deset puta ve¢i u odnosu na ostale transportere ABCD klase (Imanaka i sar. 2000), Sto ukazuje
na znacaj ovog transportera u metabolizmu lipida kako u samim peroksizomima, tako i u ¢eliji
uopste.

1.4 Tiroidni hormoni i hipotiroidizam

Folikularne celije Stitaste Zlezde, tirociti, vrSe biosintezu, deponovanje i sekreciju
tiroidnih hormona. Tiroidni hormoni se sintetiSu u ER tirocita u formi prekursora -
tiroglobulina koji prolazi obradu u kompleksu GoldZi i egzocitozom se sekretuje i deponuje u
lumenu tiroidnog folikula kao koloid. Na zahtev organizma, a posredstvom tirostimuliSuceg
hormona (TSH), koloid se endocitozom unosi u tirocite i tiroglobulini se obraduju u
lizozomskom sistemu do tiroksina (T4 ili L-3,5,3,5-tetrajodotironin) i trijodtironina (T3 ili L-
3,5,3 - trijodtironin) (Yen, 2001). T4 i T3 se putem monokarboksilatnih transportera
transportuju u cirkulaciju gde se vezuju za proteinske nosace i prenose do svih tkiva (Friesema
isar, 2010). T4 je glavni produkt tirocita, tako da je njegova ukupna koncentracija u serumu i
do 40 puta vecau odnosuna T3 (Yen, 2001), a njegov poluZivot u serumu pacova je izmedu 12-
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24 h, dok je period poluzivota T3 samo 6 h (Santini i sar., 2014). U humanom serumu, period
poluZivota T4 je do 7 dana, a T3 1 dan (Bianco i Larsen, 2005).

Na nivou tkiva, posredstvom aktivnosti enzima dejodinaze, DIO (eng. deiodinase), T4 se
dejodinacijom prevodi u bioloski potentniji T3 (Bianco i Larsen, 2005). Dejodinaze su prisutne
kod svih ki¢menjaka u nekoliko tipova i predstavlju klju¢nu komponentu u odrzavanju
homeostaze tiroidnih hormona. Tri dejodinaze DIO1, DIO2 i DIO3, pokazuju visoku tkivnu i
supstratnu specificnost, a njihova subcelijska lokalizacija i period poluZzivota su takode razliciti.
DIO1 je integralni protein Celijske membrane i membrane ER, visoko je eksprimiran u jetri,
bubrezima i Stitastoj Zlezdi, a period njegovog poluZivota iznosi 10-12 h. Ovaj enzim vrsi
dejodinaciju i spoljasnjeg i unutrasnjeg prstena T4, T3 i reverznog T3 (rT3). DIO2 je integralni
protein membrane ER, visoko je eksprimiran u hipofizi, mozgu i mrkom masnom tkivu, a period
poluzivota ovog proteina je oko 40 minuta. Uloga DIOZ2 je dejodinacija samo spoljasnjeg prstena
T4, pri cemu nastaje aktivna forma hormona - T3 (Arrojo i Bianco, 2011). DIO3 je kao i DIO1,
integralni protein Celijske membrane, ali je njegov kataliticki centar vancelijski orijentisan.
Eksprimiran je u mozgu, masnom tkivu, placenti i koZi. Uloga DIO3 je dejodinacija unutrasnjeg
prstena T3 i T4, ¢ime se tiroidni hormoni ireverzibilno inaktiviraju, pa se smatra da je osnovna
uloga DIO3 zapravo sprecavanje ulaska tiroidnih hormona u €elije (Bianco i Larsen, 2005).

Vazno je ista¢i da se u tkivima pored T4 i T3 susrecu joS dve forme tiroidnih hormona,
ve¢ pomenuti rT3 i dijodtironin (T2). Konverzija T4 u rT3, kao bioloski neaktivnu formu
predstavlja vid kontrole liganada dostupnih za receptore u ciljanim c¢elijama i kljucni
mehanizam u regulaciji pravovremenog odgovora ¢elija na tiroidne hormone (Williams i
Bassett, 2011). Poslednjih godina sve je viSe podataka da T2 takode poseduje bioloSku
aktivnost. Naime, pokazano je da T2 stimuliSe porast ukupne metabolicke stope kod pacova i
na taj nacin sprecava razvoj gojaznosti kod Zivotinja koje su konzumirale hranu sa visokim
na nivou mitohondrija indukuje brzi porast stope respiracije, porast stope oksidacije masnih
kiselina i aktivaciju termogenog procesa. Dodatno je pokazano da tretman sa T2 kod
hipotiroidnih pacova aktivira termogenezu u mrkom masnom tkivu (Lombardi i sar., 2015).

1.4.1 Receptori za tiroidne hormone

Tiroidni hormoni moduliSu ekspresiju gena u gotovo svim tkivima ki¢menjaka. Njihove
aktivnosti su fino podeSene, usaglasene i vodene nizom konzerviranih puteva, koji orkestriraju
pocetak kljucnih fizioloskih i biohemijskih procesa odgovornih za normalan razvoj, rast i
energetski metabolizam (Mendoza i Hollenberg, 2017). U toku fetalnog i neonatalnog perioda
zivota aktivnost tiroidnih hormona je usmerena prvenstveno na regulaciju proliferacije i
diferencijacije Celija, Sto omogucava formiranje tkiva i organa (Williams i Bassett, 2011).
Medutim, u toku Zivota adulta, aktivnost tiroidnih hormona usmerena je na odrZavanje
energetske homeostaze kroz regulaciju metabolizma lipida, ugljenih hidrata, proteina,
elektrolita i minerala (Obregon, 2008; Yao i sar., 2014). Iz tog razloga najveci efekat ostvaruju
pri regulaciji funkcije metabolicki izrazito aktivnih tkiva poput jetre, pankreasa, misi¢a, belog i
mrkog masnog tkiva (Shema 3) (Nayer, 1987; Obregon, 2008).

Svoju funkciju u ciljnim tkivima tiroidni hormoni ostvaruju putem tiroidnih receptora
(TR). Tiroidni receptori su transkripcioni faktori koji pripadaju steroidno/tiroidnoj
superfamiliji nukleusnih receptora (Lazar, 1993). Kod sisara, tiroidni receptori su kodirani od
strane dva gena koji su kod ljudi lokalizovani na hromozomima 17 i 3 (Lazar, 1993; Brent,
1994). Alternativno splajsovane iRNK translatiraju se u razliCite izoforme TR (O’Shea i
Williams, 2002). Dominantne izoforme eksprimirane u tkivima sisara su TRal, TRa2, TRa3,
TRB1, TRB2, TRB3, medutim samo tri od njih imaju sposobnost da vezu T3 - TRa1, TRB1i TRB2
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(Ortiga-Carvalho i sar., 2014). Interesantno je da izoforme TR koje nemaju sposobnost da
vezuju T3 imaju funkciju antagonista T3-vezuju¢ih TR, $to predstavlja dodatni mehanizam
regulacije aktivnosti tiroidnih hormona (O’Shea i Williams, 2002).

Izoforme TR su tkivno specificne, razvojno regulisane i mogu imati razlic¢ite uloge
(Vaitkus i sar., 2015). Sve T3-vezujuce izoforme TR u svojoj strukturi sadrze vise funkcijskih
domena koji ukljucuju domen za vezivanje za DNK (eng. DBD, DNA-binding domain) na C-kraju
i domen za vezivanje liganda (eng. LBD, ligand-binding domain) na N-kraju. DBD je visoko
konzerviran i interaguje sa sekvencom za odgovor na tiroidne hormone - TRE sekvencom (eng.
thyroid hormone-response element) (Mendoza i Hollenberg, 2017). Tiroidni receptori mogu da
postoje i ostvaruju funkciju kao monomeri, homodimeri ili heterodimeri. Heterodimere mogu
da grade sa retinoidnim X receptorom (eng. RXR, retinoid X receptor), receptorom retinoi¢ne
kiseline (eng. RAR, retinoic acid receptor), kao i sa receptorima iz PPAR familije (Xiao-kun
Zhang i sar., 1992; Vaitkus i sar., 2015). Iako se klasifikuju kao nukleusni receptori, izuzev
nukleusno lokalizovanih, otkriveni su i tiroidni receptori u ¢elijskoj membrani, citoplazmi,
endoplazminom retikulumu i mitohondrijama (Maxfield i sar.,, 1981; Cheng i sar., 1987;
Wrutniak i sar., 1995; Davis i Davis, 1996).

1.4.2 Molekulski mehanizmi delovanja tiroidnih hormona

Dejstvo koje tiroidni hormoni ostvaruju na nivou ¢elija moZe biti neposrednim ili
posrednim putem. Neposredno delujudi, tiroidni hormoni uti¢u na signalne puteve u nivou
Celijske membrane povecavajué¢i njenu permeabilnost ili na metabolicke puteve u celiji
povecavaju¢i unos Kkiseonika. Posredno delovanje tiroidni hormoni mogu ostvarivati
genomskim ili negenomskim putem (Vaitkus i sar., 2015).

Genomski put tiroidni hormoni ostvaruju u nukleusu gde u zavisnosti od toga da li mogu
da vezu T3 ili ne, funkcioniSu kao aktivatori ili represori transkripcije ciljnih gena (Vella i
Hollenberg, 2017). Interesantno je da i sami TR, bez vezanog hormona, mogu da funkcionisu
kao transkripcioni faktori (Cvoro i sar., 2016).

Negenomski put delovanja tiroidnih hormona je najées¢e povezan sa koordinacijom
pravilnog rasta i metabolizma. Ostvaruje se najceS¢e u citoplazmi i ¢elijskoj membrani, gde
reguliSu rad jonskih kanala i promenu koncentracije jona natrijuma, kalijuma i kalcijuma, nivo
cAMP, aktivnost protein kinaza i remodeliranje citoskeleta (Davis i Davis, 1996). Takode je
pokazano i da negenomskim putem tiroidni hormoni moduliraju oksidativnu fosforilaciju u
mitohondrijama reguliSu¢i njihovu biogenezu kao i transkripciju mitohondrijskih gena
(Almeida i sar., 1995; Casas i sar., 1999; Enriquez i sar., 1999; Casas i sar., 2009; Carazo i sar.,
2012; Pessemesse i sar., 2014).

1.4.3 Hipotiroidizam

Hipotiroidizam je poremecaj koji nastaje kao rezultat nedostatka tiroidnih hormona ili
poremecaja u njihovoj aktivnosti (Hallengren, 1998). U literaturi je klasifikovan prema
vremenu pojavljivanja - kongenitalni i steCeni, nivou na kome se deSava - primarni (poremecaj
u funkciji Stitaste Zlezde) i sekundarni/centralni (poremecaj na nivou hipotalamusa i/ili
hipofize), tezini klinicke slike - klinicki i subklinicki (blagi) (Trbojevic¢ i sar., 2008).

U cilju istraZivanja hipotiroidizam se eksperimentalno moze indukovati fizickom
(hirursko odstranjivanje Stitaste Zlezde) i hemijskom (tretman antitiroidnim lekovima poput
propiltiouracila i metimazola) tiroidektomijom. Za indukciju hipotiroidizma u trudnod¢i, kod
majke i potomaka, najc¢esce se koristi propiltiouracil, dok se za indukciju hipotiroidizma kod
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adultnih Zivotinja naj¢e koristi metimazol. Metimazol (1-metil-2-merkaptoimidazol), je
antitiroidni lek koji se Siroko koristi u tretmanu hipertiroidizma kod ljudi. Metimazol sprecava
biosintezu tiroidnih hormona jer deluje kao lazni supstrat za peroksidazu i ne dozvoljava dalju
jodinaciju tirozinskih ostataka u tiroglobulinu. Apsorbuje se preko sluzokoZe tankog creva, u
vrlo maloj meri se vezuje za proteine plazme, najviSu koncentraciju u plazmi dostiZe nakon 1-2
h, a koncentriSe se u Stitastoj Zlezdi gde i ostvaruje svoje dejstvo. Period poluZivota metimazola
je 4-6 sati, nakon Cega se metaboliSe u jetri, a njegovi metaboliti kao i deo netransformisanog
leka izlucuju se putem urina (Farwell i Braverman, 1996). Takode, metimazol ne blokira rad
dejodinaza u perifernim tkivima za razliku od propiltiouracila.

Hipotiroidizam je odavno povezan sa brojnim poremecajima metabolizma, a pre svega
sa poremecajima metabolizma lipida (Mason i sar., 1930). Literaturno je pokazano da indukuje
porast ukupnog holesterola, LDL holesterola, apolipoproteina B, i lipoproteina u krvnom
serumu pacijenata (Pearce, 2012). Poremecaj katabolizma proteina i ukupnog metabolizma
azota su takode zapaZeni kod pacijenata sa hipotiroidizmom (Marti i sar., 1988; Sidhu i sar.,
2016). Pored toga, hipotiroidizam utice na metabolizam ugljenih hidrata u jetri, kao i promet
modela (Cettour-Rose i sar., 2005; Yao i sar., 2014; Martinez i Ortiz, 2017). Hipokalcemija u
hipotiroidizmu je takode opisana u brojnim studijama kod ljudi i kod Zivotinja (Baltaci i sar.,
2013; Sridevi i sar., 2016). Usled brojnih poremecaja do kojih dovodi, hipotiroidizam je
prepoznat kao jedan od faktora rizika za razvoj nealkoholne masne bolesti jetre (eng. NAFLD,
non-alcoholic fatty liver disease), udruzeno sa hiperlipidemijom, gojaznos¢u i insulinskom
rezistencijom (Brenta, 2011; Chung i sar., 2012; Sinha i sar., 2014; Martinez i Ortiz, 2017).

1.5 Mrko masno tkivo

Mrko masno tkivo, BAT (eng., brown adipose tissue) je termogeni organ prisutan kod
hibernatora, glodara i novorodenih sisara koji energiju uskladistenu u obliku lipida koristi za
produkciju toplote - termogenezu bez drhtanja (Cannon i Nedergaard, 2004). Spada u
specijalizovana vezivna tkiva, a osnovna uloga mu je odrZanje telesne temperature i telesne
mase. Odlikuju ga visoka stopa respiracije i izuzetno visoka metabolicka, antioksidativna i
endokrina aktivnost. BAT ima ulogu u regulaciji energetske homeostaze organizma (Cannon i
Nedergaard, 2004; Petrovic i sar., 2006; 2010). Kod pacova, mrko masno tkivo je prisutno na
viSe lokacija, najveci depo je lokalizovan na ledima izmedu skapula (interskapularno BAT).
Izuzetno je dobro prokrvljeno i inervisano je vlaknima simpatickog nervnog sistema (Suter,
1969a; Cannon i Nedergaard, 2004). Osnovne funkcijske jedinice mrkog masnog tkiva su mrki
adipociti - ¢elije koje se odlikuju velikim brojem mitohondrija i lipidnih tela razlic¢itih veli¢ina,
cisternama glatkog endoplazminog retikuluma, polizomima, kao i ponekim lizozomom i
peroksizomom (Slika 2). Svoju ulogu u produkciji toplote mrko masno tkivo ostvaruje
zahvaljujudi prisustvu dekuplujuceg proteina 1 (eng. UCP1, uncoupling protein 1) koji je
lokalizovan u unutras$njoj membrani mitohondrija. UCP1 dekupluje oksidativnu fosforilaciju
omogucavaju¢i alternativni put za vracanje protona iz medumembranskog prostora
mitohondrija u matriks i na taj nacin se energija elektrohemijskog potencijala oslobada kao
toplota (Cannon i Nedergaard, 2004).

16



Slika 2. Anatomija (A), morfologija (B) i ultrastruktura (C, D) interskapularnog mrkog masnog tkiva pacova (BAT).
Anatomski, BAT podseca na leptira rasirenih krila spojenih u predelu istmusa (krug) (A). Na polutankom preseku
tkiva obojenom toluidinom uocavaju se brojni mrki adipociti tamnih nukleusa. Na periferiji lobusa mrkog masnog
tkiva uocavaju se ¢elije sa krupnim lipidnim telima sli¢ne belim adipocitima, kao i vezivna septa (V) izgradena od
retikularnih i kolagenih vlakana (B). Ultrastrukturno, u mrkom adipocitu se uocavaju brojne mitohondrije
razli¢itog oblika (m), lipidna tela (1) kao i peroksizomi obelezeni metodom DAB citohemije (strelice) (C, D).
Originalna fotografija BAT nastala odmah po izolaciji tkiva (A); originalno uvecicanje 20x (B); elektron
mikrografije preuzete i modifikovane iz prve ultrastrukturne studije peroksizoma u mrkim adipocitima nakon
izlaganja hladno¢i (C, D) (Ahlabo i Barnard, 1971).

1.5.1 Mehanizam termogene aktivacije mrkog masnog tkiva i tiroidni hormoni

Termogeneza u mrkom masnom tkivu moze se indukovati hladno¢om (fakultativna
termogeneza) i povecanim unosom hrane (dijetom indukovana termogeneza). Prilikom
izlaganja hladnoci aktivacija mrkog masnog tkiva od strane simpatickog nervnog sistema,
zasniva se na oslobadanju noradrenalina sa nervnih zavrSetaka, koji se vezuje za [33
adrenergicke receptore na membrani mrkih adipocita (Ricquier i sar., 1986). To dalje dovodi
do aktivacije adenilat ciklaze i poviSenog nivoa ciklicnog adenozin monofosfata (cAMP) u
¢elijama. PoviSen nivo cAMP aktiviranjem protein kinaze A (PKA) dalje aktivira hormon
senzitivnu lipazu (HSL), $to posledi¢no dovodi do lipolize lipidnih tela i oslobadanja masnih
kiselina. Slobodne masne kiseline u mrkim adipocitima sluZe kao supstrat za oksidaciju a
prepostavlja se da imaju ulogu i u aktivaciji UCP1 (Cannon i Nedergaard, 2004; Fedorenko i sar.,
2012). Samu ekspresiju proteina UCP1, pored noradrenalina, stimuliSu cAMP, tiroidni hormoni
i retinoidi (Silva i Rabelo, 1997; Cannon i Nedergaard, 2004). Termogeni kapacitet mrkog
masnog tkiva je determinisan ukupnim sadrzajem UCP1. Eksperimentalno je pokazano da se
transkripcija Ucpl gena odvija ubrzo nakon stimulacije noradrenalinom ili izlaganja hladno¢i
(Ricquier i sar., 1986). Prvobitno je pokazano da T3 pojacava postojecu adrenergicku
stimulaciju transkripcije Ucp1 (Bianco i sar., 1988; David i sar., 1992), ali otkrice TRE u
promotorskom regionu ovog gena (Rabelo, 1995) je ukazalo na neophodnost T3 u procesu
termogeneze u mrkom masnom tkivu. Pored uloge u indukciji UCP1 ekspresije na
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transkripcionom nivou, T3 ima vaznu ulogu i na posttranslacionom nivou gde ucestvuje u
stabilizaciji iRNK za UCP1 (Hernandez i Obregon 2000).

Mrki adipociti sadrZze oko 8000 tiroidnih receptora po ¢eliji, Sto je izrazito visoka
koncentracija, ekvivalentna onoj u hepatocitima (Bianco i Silva, 1987). Obe izoforme tiroidnih
receptora TRa i TR su eksprimirane u mrkim adipocitima i posreduju u razli¢itim signalnim
putevima. TRa posreduje u sinergizmu signalnih puteva tiroidnih homona i simpati¢kog
nervnog sistema (Ribeiro i sar., 2001; Marrif i sar.,, 2005), dok TR} posreduje u T3 regulaciji
ekspresije gena za UCP1 (Ribeiro i sar.,, 2010). Ono Sto je vazno da se istakne je da su obe
izoforme receptora neophodne za odvijanje termogeneze (Bianco i McAninch, 2013).

Jo$ jedan od pokazanih posrednika adrenergicke stimulacije mrkog masnog tkiva je
DIO2. Kod Dio2 nokaut miSeva pokazano je da je nivo serumskog T3 normalan, ali da je
termogenza u mrkom masnom tkivu ugroZena (De Jesus i sar., 2001). SveZe izolovani mrki
adipociti iz Dio2 nokaut miSeva pokazuju smanjenu lipogenezu, generiSu manje cAMP i nemaju
sposobnost da povecaju stopu metabolizma u odgovoru na adrenergicku stimulaciju
(Christoffolete i sar., 2004). Zanimljivo je da DioZ nokaut miSevi mogu da preZive na hladnoc¢i
usled povecanja simpaticke aktivnosti u mrkom masnom tkivu, ali razvijaju drhtanje kao
dodatni mehanizam za odrzavanje telesne temeprature i obrazac ponasanja koji nije primecen
kod kontrolnih miSeva izloZenih hladno¢i (Christoffolete i sar., 2004). Jo$ jedna karakteristika
DioZ2 nokaut miseva jeste da su podloZniji razvoju gojaznosti usled ishrane obogacene mastima
(Hall i sar., 2010). Takode, inhibicija DIO2Z jopanoi¢nom kiselinom in vivo i in vitro smanjuje
adrenergicku stimulaciju transkripcije Ucp1 i lipogenezu (Bianco i McAninch, 2013). Koliko je
uloga DIO2 vaZna u termogenoj fukciji mrkog masnog tkiva govori ¢injenica da je ¢ak i u
hipotiroidnim uslovima koncentracija T3 u mrkim adipocitima relativno nezavisna od
koncentracije cirkuliSucih tiroidnih hormona (Silva i Larsen, 1983). Hipotiroidizam, sli¢no
hladno¢i, dovodi do pojac¢ane adrenergicke stimulacije mrkog masnog tkiva Sto rezultira
porastom ekspresije i aktivnosti DIO2 i poviSenom lokalnom produkcijom T3 (Bianco i
McAninch, 2013; Santini i sar., 2014; Lombardi i sar., 2015).

1.5.2 Hipotiroidizam, mrko masno tkivo i sistem antioksidativne odbrane

Otkrice postojanja aktivnog mrkog masnog tkiva kod odraslih ljudi (Nedergaard i sar.,
2007) postavlja pitanje njegove uloge u regulaciji ukupne energetske homeostaze i istice njegov
potencijal u prevenciji i kontroli metabolickih oboljenja poput gojaznosti, insulinske
rezistencije, dijabetesa tipa 2 (Ghorbani i Himms-Hagen, 1997; Rothwell i Stock, 1997; Carey i
Kingwell, 2013; Saito, 2014). Svi vazni aspekti funkcije mrkog masnog tkiva su regulisani od
strane tiroidnih hormona, ukljucujuéi regulaciju genske ekspresije, dostupnost nutrijenata,
lipogenezu, lipolizu, termogenezu, biogenezu mitohondrija i peroksizoma i antioksidativnu
odbranu (Mory i sar., 1981; Rubio, Raasmaja i Silva 1995; Silva 1995; Bianco i McAninch 2013).
Termogena aktivacija mrkog masnog tkiva i povecanje produkcije toplote u uslovima
hipertiroidizma su dobro poznati (Silva, 1995; Yau i sar., 2019), dok se o njima u uslovima
hipotiroidizma malo zna. Lombardi i sar., (2015) su pokazali da hipotiroidizam suprimira
maksimalni oksidativni kapacitet mrkog masnog tkiva i termogenezu kod pacova, Sto je
posledica funkcijskih i strukturnih promena mrkih adipocita. Takode je dobro poznato da
hipotiroidni pacovi aklimatizovani na hladno¢u pokazuju neotpornost na hladnoc¢u u razli¢itom
stepenu (Hsieh i Carlson, 1956; Abelenda i Puerta, 1990; Zaninovich i sar., 2002; Laurberg i sar.,
2005). Medutim, brojne studije pokazuju da kod pacova aklimatizovanih na sobnu
temperaturu, hipotiroidizam u mrkom masnom tkivu delimi¢no podraZzava efekte hroni¢nog
izlaganja hladno¢i (termogeneza indukovana hladno¢om) (Hsieh i Carlson, 1956; Mory i sar.,
1981; Abelenda i Puerta, 1990; Dicker i sar., 1992). Termogena aktivacija mrkog masnog tkiva
i porast metabolicke aktivnosti tkiva pracena je redoks remodeliranjem (Petrovic i sar., 2005;
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2006; 2010; Lettieri-Barbato 2019). Naime, aktivacija mrkog masnog tkiva nesumnjivo dovodi
do produkcije ROS i RNS za koje se zna da ucestvuju u brojnim redoks-senzitivnim signalnim
putevima uklju¢enim u povecanje prokrvljenosti tkiva, remodeliranje kapilarne mreZe,
proliferaciju i diferencijaciju mrkih adipocita, apoptozu, biogenezu mitohondrija i peroksizoma
(Suter, 1969b; Dicker i sar., 1992; Korac i sar., 2008; Petrovic i sar., 2008; Petrovi¢ i sar., 2010;
Lapaisar., 2015).

Kao odgovor na povecane metabolicke zahteve i signalizaciju posredovanu reaktivnim
vrstama, dobro koordinisan sistem antioksidativne odbrane, AD (eng. antioxidative defence)
odrzava redoks homeostazu i ¢uva strukturni i funkcijski integritet tkiva. Medutim, gotovo da
nema podataka o dinamici osnovnih promena redoks regulacije u mrkom masnom tkivu nakon
metabolickog i strukturnog remodeliranja stimulisanog hipotiroidizmom. Sistem AD u mrkom
masnom tkivu Cine brojni enzimi i neenzimske komponente, koji uklanjaju ROS i RNS, nastale
kao nusprodukti intenzivnog metabolizma u termogeno aktiviranom mrkom masnom tkivu.
Najznacajniji od njih su: CuZn superoksid dismutaza (CuZnSOD) i Mn superoksid dismutaza
(MnSOD), koji uklanjaju superoksid anjon radikal (Benedito Pereira i sar., 1995; Fukai i Ushio-
Fukai, 2011); katalaza (CAT), ¢ija je glavna uloga uklanjanje H202 (Vetrano i sar., 2005; Glorieux
i Calderon, 2017; Gebicka i Krych-Madej, 2019); glutation (GSH), ubikvitarni, neenzimski
antioksidant koji ima ulogu u uklanjanju H202 i lipidnih peroksida (Andrisic i sar., 2018); y-
glutamil cistein ligaza (GCL), prvi i limitiraju¢i enzim u sintezi GSH (Lu, 2014); glutation
peroksidaza (GSH-Px), koji redukuje H20:2 i organske perokside i glutation reduktaza (GR) koja
redukuje oksidovani GSH (Sies, 1999); tioredoksin (Trx) i tioredoksin reduktaza (TR), koji
imaju ulogu u redukciji disulfidnih veza, a neizostavni su u biosintezi nukleinskih kiselina
(Nordberg i Arnér, 2001; Holmgren i Sengupta, 2010).

Glavni transkripcioni faktor i master regulator redoks homeostaze je Nrf2 (eng. nuclear
factor erythroid 2-related factor 2). Nrf2 reguliSe ekspresiju gena ukljucenih u fazu II
detoksifikacije i antioksidativne odbrane, medu kojima su i geni za antioksidativne enzime i
neenzimske komponente AD, ukljucuju¢i CuZnSOD, MnSOD, CAT, GSH-Px, GCL i Trx (Girnun i
sar., 2002; Milani i sar., 2011; Kim i sar., 2017; Tonelli i sar., 2018; Rani i sar., 2016). Nrf2 je
takode, kroz regulaciju ekspresije gena ukljuenih u intermedijerni metabolizam, proces
transkripcije, mitohondrijsku funkciju, imunski odgovor, celijsku proliferaciju, signalizaciju,
prezivljavanje i Celijski ciklus, odgovoran za integraciju redoks i metabolicke homeostaze (Lee
i sar., 2003; Suh i sar., 2004; Ryoo i Kwak 2018; Schmidlin i sar., 2019; Aleksic i sar., 2021). U
poslednje vreme sve je viSe dokaza o aktivaciji Nrf2 posredstvom signalizacije putem
sekundarnih glasnika. Interesantno je da se i 4-hiroksinonenal (4-HNE), krajnji produkt lipidne
peroksidacije, istice kao jedan od potencijalnih sekundarnih glasnika signalizacije Nrf2
aktivacije (Zhang i sar., 2010; Huang i sar., 2012; Chapple i sar., 2013; Lépez-Bernardo i sar.,
2015). Formiranje 4-HNE adukta proteina omogucava 4-HNE da ucestvuje u viSestepenoj
regulaciji metabolickih puteva u Celiji, koji ukljucuju transkripciju antioksidativnih enzima, pro-
inflamatornih faktora i anti-apoptotskih proteina (Andringa i sar., 2014). NajSire opisane uloge
4-HNE u signalnim putevima Celije povezane su sa njegovom aktivacijom kinaza, kao i faktora
transkripcije koji su odgovorni za redoks homeostazu (Zhang i Forman, 2015; Castro i sar.,
2017; tuczaj i sar., 2017). U zavisnosti od koncentracije 4-HNE ali i od stanja ¢elije on moze
imati Stetne ili zaStitne efekte, Sto ga cini kljunim igraCem u odrZavanju redoks homeostaze
(Ayalaisar., 2014).

1.5.3 Peroksizomi u mrkom masnom tkivu

lako su ove multifunkcijske organele prisutne u skoro svim ¢elijama sisara, literaturni
podaci koji se odnose na prisustvo i funkciju peroksizoma u mrkom masnom tkivu su
malobrojni. U mrkim adipocitima peroksizomi su prvi put pokazani na ultrastrukturnom nivou
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od strane Ahlabo i Barnard (1971). Opisani su kao organele koje nemaju kristaloid u svom
matriksu i koje pokazuju peroksidaznu aktivnost, a €iji broj u cCeliji raste nakon izlaganja
hladno¢i. NeSto kasnije, Pavelka i sar. (1976) su takode u mrkom masnom tkivu pacova
izlaganih hladno¢i pokazali porast ukupne aktivnosti CAT. Sve dalje studije pretezno su se
fokusirale na ulogu peroksizoma u metabolizmu lipida i njihovu saradnju sa mitohondrijama u
B-oksidaciji masnih kiselina tokom termogeneze, verovatno zbog toga $to su u celiji prisutni u
manjem obimu u poredenju sa mitohondrijama i lipidnim telima. U skladu sa tim,
peroksizomalna proliferacija kao odgovor na izlaganje hladno¢i podrzava termogenezu kroz
povecanje aktivnosti enzima za -oksidaciju, zajedno sa proteinskom ekspresijom i aktivnos¢u
CAT (Ahlabo i Barnard, 1971; Nedergaard i sar., 1980; Petrovic¢ i sar., 2006; Bagattin i sar.,
2010). Uprkos pokazanoj izuzetno vaznoj ulozi peroksizoma u metabolizmu mrkog masnog
tkiva (Nedergaard i sar.,, 1980; Cannon i sar.,, 1982) i posebno u metabolizmu lipida u
termogeno aktiviranom mrkom masnom tkivu, poreklo peroksizoma i putevi njihove biogeneze
ostali su neistrazeni. Takode, saradnja peroksizoma sa drugim organelama u mrkim
adipocitima izuzev mitohondrija nije istraZivana.

1.5.3.1 Peroksizomi i antioksidativna odbrana

Pored mitohondrija, glavnih producera reaktivnih vrsta, peroksizomi su jos jedno hot spot
mesto u Celiji kada je u pitanju produkcija, ali i razgradnja ROS i RNS (Del Rio i sar., 1996, 2002;
Schrader i Fahimi, 2004; Schrader i Fahimi, 2006b; Bonekamp i sar., 2009; Del Rio i Lopez-
Huertas, 2016; Walker i sar., 2018; Antonenkovisar., 2010; Liu i sar., 2019; Fransen i Lismont,
2019). De Duve i Baudhuin (1966) su prvi otkrili da oksidativni procesi u peroksizomima vode
produkciji H202. Najvec¢a produkcija H202 kod sisara odvija se u peroksizomima hepatocita, gde
¢ini oko 35 % ukupnog H202 nastalog u jetri (Schrader i Fahimi, 2006b). Ukoliko je u ¢eliji
prisutan u visku H202 naru$ava biomembrane, tako $to vrsi lipidnu peroksidaciju. Pored toga
Sto je poznat po naruSavanju biomembrana, H20:2 se isti¢e i kao redoks signalni molekul u
mnogim bioloSkim procesima kao $to su proliferacija i diferencijacija Celija, regeneracija tkiva,
inflamacija, cirkadijalni ritam i starenje (Sies, 2014; 2017). Signalna svojstva H202 mogu se
pripisati njegovoj relativnoj stabilnosti, difuzibilnosti i selektivnoj reaktivnosti. Medutim, da li
H202 deluje kao signalni molekul ili dovodi do oksidativnog oSte¢enja biomolekula zavisi od
Celijskog konteksta, njegove lokalne koncentracije, kao i kinetike njegove proizvodnje i
eliminacije (Auten i Davis 2009). Najveci produceri ROS i RNS u peroksizomima sisara su: acil-
CoA oksidaze, urat oksidaza, ksantin oksidaza, oksidaze amino kiselina, oksidaze poliamina,
sintaze azot oksida (Schrader i Fahimi, 2006b). Enzimi koji uklanjaju ROS i RNS u
peroksizomima su CAT, GSH-Px, CuZnSOD, MnSOD, epoksid hidrolaze, ali i komponente AD
poput peroksiredoksina 1 (Prdx1). Interesantno je da PMP20 takode moZe da ucestvuje u
uklanjanju H202 (Schrader i Fahimi, 2006b; Lismont i sar., 2019). Od svih pomenutih CAT
zauzima centralno mesto u uklanjanju H202 u peroksizomima. Ono Sto je takode vazZno
napomenuti jeste da su u mrkom masnom tkivu i oksidativni i antioksidativni kapacitet
peroksizoma zavisni od tiroidnih hormona (Cannon i sar., 1982; Giacobino i sar. 1989;
Obregon, 2014; Weiner i sar., 2016).
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2. CIL]

Mrko masno tkivo je glavno mesto regulacije ukupne energetske homeostaze.
Predstavlja visoko specijalizovan organ koji koristi energiju uskladiStenu u formi lipida za
produkciju toplote u procesu termogeneze. Novije studije pokazale su prisustvo mrkog masnog
tkiva i kod odraslih ljudi Sto je otvorilo pitanje njegove uloge u regulaciji energetskog
metabolizma i etiologiji metabolickih oboljenja poput gojaznosti, dijabetesa tipa 2 i insulinske
rezistencije. Svi vazni aspekti funkcije mrkog masnog tkiva, genska ekspresija, dostupnost
nutrijenata, lipogeneza/lipoliza, termogeneza, antioksidativna odbrana, biogeneza organela,
regulisani su tiroidnim hormonima.

Dobro je poznato da hipotiroidni pacovi tokom aklimacije na hladnoéu pokazuju
neotpornost u razlicitom stepenu. Sa druge strane, u mrkom masnom tkivu pacova
hipotiroidizam delimi¢no podrazava efekte hroni¢nog izlaganja hladno¢i. Termogena aktivacija
mrkog masnog tkiva je izuzetno sloZen proces koji se odlikuje povecanom metabolickom
aktivnoscu tkiva, prokrvljenoscu, remodeliranjem kapilarne mreze,
proliferacijom/diferencijacijom mrkih adipocita i remodeliranjem organela. lako se zna da
hipotiroidizam indukuje proliferaciju peroksizoma u jetri, podaci o prisustvu i funkciji
peroksizoma u mrkom masnom tkivu su malobrojni. Objavljene studije su uglavnom ispitivale
ulogu peroksizoma u lipidnom metabolizmu i njihovoj saradnji sa mitohondrijama u procesu f3-
oksidacije masnih kiselina tokom termogeneze. Medutim, poreklo peroksizoma i putevi njihove
biogeneze u mrkim adipocitima su nerazjasnjeni.

Imajuci to u viduy, ciljevi ove doktorske disertacije su:

— Ispitivanje uticaja sistemskog hipotiroidizma na remodeliranje mrkog masnog tkiva i
mrkih adipocita;

— Pracenje dinamike peroksizoma koja podrazumeva biogenezu peroksizoma i njihovo
odstranjivanje;

— Ispitivanje nacina na koji dolazi do biogeneze peroksizoma u uslovima hipotiroidizma;

— Ispitivanje puteva biogeneze peroksizoma u mrkim adipocitima;

— Razmatranje strukturne i funkcijske povezanosti peroksizoma sa drugim organelama u
mrkim adipocitima (mitohondrije, endoplazmin retikulum, lipidne tela);

— Rasvetljavanje promena antioksidativne odbrane i molekulskih mehanizama u njihovoj
0osnovi;

— Rasvetljavanje uticaja hipotiroidizma na termogenu aktivaciju mrkog masnog tkiva.
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3. MATERIJAL I METODI

3.1 Eksperimentalne Zivotinje

U eksperimentu su koriS¢eni muZjaci pacova Wistar soja, starosti oko dva meseca. Po
odvajanju u kaveze, Zivotinjama je izmerena telesna masa, a gajene su u uslovima konstantne
vlaZnosti i temperature od 22 * 1 °C, kao i dnevno-noénog rezZima od 12 sati svetlosti i 12 sati
mraka. U toku eksperimenta, Zivotinje su imale pristup standardnoj briketiranoj hrani za
pacove ad libitum. Sve navedene procedure na Zivotinjama odobrene su od strane Eticke
komisije za rad sa Zivotinjama BioloSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu, a potvrdene od
strane Uprave za veterinu Ministarstva poljoprivrede i zaStite Zivotne sredine (broj dozvole:
323-07-07505/2015-05/4).

3.2 Dizajn eksperimenta

Eksperimentalne Zivotinje, teZine 330 + 30 g, podeljene su u cetiri grupe od po osam
Zivotinja. Tri grupe Zivotinja pile su 0.04 % rastvor metimazola (Methimazole crystaline
M8506, Sigma, Nemacka) u ¢esmenskoj vodi 7 (M7), 15 (M15) ili 21 (M21) dan. Zivotinje iz
Cetvrte grupe pile su cesmensku vodu i sluzile su kao eutiroidna kontrola.

Za izolaciju lake mitohondrijske frakcije obogacene peroksizomima iz mrkog masnog
tkiva takode su koriS¢eni muZjaci pacova Wistar soja, starosti oko dva meseca i telesne tezine
320 + 30 g. Zivotinje su podeljene u dve grupe od po devet Zivotinja. Jedna grupa Zivotinja je
pila 0.04 % rastvor metimazola u ¢esmenskoj vodi 21 dan, a druga - kontrolna grupa je pila
¢esmensku vodu.

3.3 Zrtvovanje i izolacija tkiva

Sve Zivotinje su Zrtvovane u jednom danu, dekapitacijom bez anestezije. Pre Zrtvovanja,
Zivotinjama je izmerena telesna masa, a odmah po Zrtvovanju pristupilo se prikupljanju krvi za
izolaciju krvnog seruma/plazme za biohemijske i hormonske analize. Potom je izolovan
interskapularni depo mrkog masnog tkiva, o¢iS¢en od vezivnog tkiva i miSi¢a i pripremljen za
odgovarajuce metode.

3.4 Izolacija lake mitohondrijske frakcije obogac¢ene peroksizomima

Za izolaciju lake mitohondrijske frakcije obogacene peroksizomima koriS¢en je ceo
interskapularni depo mrkog masnog tkiva od svih devet Zivotinja iz svake grupe. Nakon
Zrtvovanja, izolovani depo mrkog masnog tkiva je oc¢iS¢en od vezivnog, okolnog belog masnog
tkiva i miSi¢a, a zatim pulovan u medijumu za homogenizaciju - HM (0.25 M saharoza, 1 mM
EDTA, 20 mM HEPES pufer; pH 7.4). Nakon homogenizacije tkiva u runom homogenizeru,
usledilo je centrifugiranje homogenata 5 min. na 1000 g na 4 °C. Po uklanjanju belog filma lipida
i pazljivom odlivanju supernatanta, talog je resuspendovan u 10 ml HM, homogenizovan i opet
centrifugiran (5 min, 1000 g, 4 °C). Nakon odlivanja supernatanta, talog je ponovo
resuspendovan u 10 ml HM, pa centrifugiran (10 min, 3000 g, 4 °C). Dobijeni supernatant je
aspiriran i sacuvan na ledu, a postupak resuspenzije taloga ponovljen jo$ jednom, nakon Cega
je laka mitohondrijska frakcija obogac¢ena peroskizomima ostala u supernatantu. Tako dobijen
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supernatant je spojen sa onim sacuvanim u prethodnom koraku i centrifugiran (15 min, 17000
g, 4 °C). Nakon centrifugiranja, supernatant je odliven, a talog je stavljen u 2 % agar (skuvan u
0.1 M fosfatnom puferu u mikrotalasnoj pe¢nici). Nakon polimerizacije, deo agara u kome se
nalazio talog isecen je na kockice i fiksiran u 2.5 % glutaraldehidu u 0,2M fosfatnom puferu, 15
minuta na 4 °C. Posle ispiranja postfiksiran u 1% Os04 u istom puferu 1 h, u mraku, na sobnoj
temperaturi. Nakon dehidratacije u seriji etanola rastuce koncentracije rutinski je ukalupljen u
Araldit (Sigma, Nemacka).

3.5 Priprema tkiva za analize

3.5.1 Priprema tkiva za Western Blot analizu

Desna polovina BAT je odmah po izolaciji zamrznuta na -80 °C. Nakon odmrzavanja,
uzorci tkiva su ociS¢eni od preostalog vezivnog tkiva i izmereni. Potom su macerirani uz
dodavanje 500 pl saharoznog pufera (0.25 M saharoza, 0.05 M Tris, 1 mM EDTA, pH 7.4), a zatim
su homogenizovani uz pomo¢ homogenizera (Ultra-Turrax® T18, Ika, Nemacka) tri puta po
deset sekundi, sa po deset sekundi pauze. Dobijeni homogenati su sonifikovani na 10 kHz, tri
puta po deset sekundi, sa po deset sekundi pauze. Svi navedeni koraci su radeni na ledu. Od
dobijenih homogenata tkiva po 50 pl je alikvotirano u posebno obeleZene ependorfe sa vec¢
dodatom sulfosalicilnom kiselinom za odredivanje ukupnog sadrzaja GSH u tkivu (videti
podpoglavlje 3.9). Homogenati su potom centrifugirani na 37.000 g sat i po vremena, na 4 °C
(ultracentrifuga Optima L-100 XP, rotor Ti 50). Nakon centrifugiranja, pipetom je pazljivo
aspiriran supernatant i zamrznut na -20 °C. Dobijeni supernatanti su koris¢eni za Western Blot
analizu i za odredivanje aktivnosti enzima.

3.5.2 Priprema tkiva za svetlosnu i konfokalnu mikroskopiju

Leva polovina BAT je fiksirana u 4% paraformaldehidu u fosfatnom puferu (pH 7.4).
Nakon 12 sati fiksacije, uzorci su ispirani u ¢esmenskoj vodi preko no¢i, dehidratisani kroz
seriju etanola rastuce koncentracije, prosvetljeni u ksilolu i ukalupljeni u parafin. Ukalupljeni
uzorci tkiva su iseCeni na rotacionom mikrotomu (Reichert, Austrija) na preseke debljine 5 pm
i montirani na mikroskopske plocice.

3.5.3 Priprema tkiva za elektronsku mikroskopiju

Region istmusa BAT je izdvojen i iseCen na komadice veliCine oko 1 mm3. Zarad
obeleZavanja peroksizoma diaminobenzidinom, uzorci tkiva su fiksirani u smesi rastvora 2%
paraformaldehida i 2% glutaraldehida u 0.1M fosfathom puferu, sat vremena na sobnoj
temperaturi. Nakon ispiranja u fosfatnom puferu, uzorci su preinkubirani u 0.1%
diaminobenzidinu (DAB, Sigma Aldrich, Nemacka) u 0.1M fosfatnom puferu, 30 min, na sobnoj
temperaturi, u mraku (LeHir i sar., 1979). Potom je u preinkubacioni medijum dodat H202
(finalno 0.01%) i uzorci su dalje inkubirani sat vremena u mraku, na 37 °C. Uzorci su potom
ispirani u fosfatnom puferu i postfiksirani sat vremena u 1% 0sOs4 u mraku, na sobnoj
temperaturi. Zatim su dehidratisani u seriji etanola rastuce koncentracije i rutinski ukalupljeni
u Araldit (Sigma, Nemacka). Kalupi tkiva su potom seceni na ultramikrotomu (UC6, Leica
Microsystems, Nemacka) na ultratanke preseke, 70-100 nm, koji su montirani na bakarne ili
niklovane mrezice i dalje koriS¢eni za ultrastrukturne analize i imunogold metod. Polutanki
preseci tkiva, debljine 2 pm, montirani su na predmetne plocice i dalje koriS¢eni za histoloske
analize i metod imunofluorescentnog obelezavanja ciljanog antigena.
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Ukalupljeni uzorci lake mitohondrijske frakcije su takode iseceni na ultramikrotomu, na
preseke debljine 70-100 nm, montirani na niklovane mreZice i dalje koriS¢eni za imunogold
metode i ultrastrukturnu analizu.

3.5.4 Priprema krvnog seruma i plazme

Odmah po Zrtvovanju, krv od svake Zivotinje je sakupljena paralelno u dve epruvete, za
izolaciju krvnog seruma i krvne plazme. U jednu epruvetu, nakon sakupljanja krvi, dodat je
stakleni Stapi¢, radi brze koagulacije i lakSe izolacije krvnog seruma. U drugu epruvetu dodato
je 200 ul heparina, radi sprecavanja brze koagulacije i bolje izolacije krvne plazme. Tako
pripremljena krv je potom centrifugirana (3000 rpm, 15 minuta). Nakon centrifugiranja,
supernatanti su pazljivo aspirirani i alikvotirani u unapred pripremljene ependorfe, a potom
zamrznuti na -20 °C. Iz krvnog seruma su odredene koncentracije tiroidnih hormona i
tirostimuliraju¢eg hormona (TSH), a iz krvne plazme biohemijski parametri.

3.6 Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina je odredivana po metodu Lowry i saradnika (Lowry i sar., 1951).
Metod se zasniva na reakciji peptidnih veza i Cu?* jona u alkalnoj sredini i reakciji Folin-
Ciocalteu reagensa sa aromati¢nim aminokiselinama (Trp i Tyr) u polipeptidnim lancima.
Nastalo kompleksno jedinjenje, plave boje, ima maksimum apsorpcije na 500 nm. Intenzitet
boje je proporcionalan koncentraciji proteina, koja se o€itava sa standardne krive, konstruisane
merenjem apsorbance rastvora govedeg serumskog albumina (eng. BSA, bovine serum
albumin), poznate koncentracije na 500 nm. Koncentracija proteina je izraZzena u mg/ml.

3.7 SDS-PAGE i 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$¢eni gelovi za
razdvajanje su bili razliCite procentnosti u zavisnosti od molekulske mase proteina od interesa.
Polimerizacija gela je vrSena dodavanjem 0.05% amonijum persulfata (APS)i0.033% N,N,N’,N’-
tetraetilendiamina (TEMED). U odredenu zapreminu proteinskog rastvora dodata je
odgovarajuca zapremina (2 pl pufera na 10 pl uzorka) pufera za uzorke (4% SDS, 20% glicerol,
10% [-merkaptoetanol, 0.125 M Tris, pH 6.8, i 0.025% bromofenol plavo), a zatim su uzorci
kratko vorteksovani, pa kuvani 5 minuta i potom prebaceni na led. Na gelove je nanoSen i
proteinski marker radi odredivanja molekulskih masa (Thermo Fisher Scientific, #26616, SAD).
Elektroforeza je trajala do 120 minuta pri konstantnom naponu od 120 V. Potom je vrSen
transfer proteina sa gelova na poliviniliden fluorid membranu (Hybond-P, Amersham
Pharmacia Biotech, UK). Membrane su aktivirane u 100% metanolu, 10 sekundi, potom su
isprane u dH20, 5 minuta i prebacene u pufer za transfer do upotrebe. Membrane i gelovi su
spakovani u sendvic 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 100 V, 60 minuta. UspeSnost transfera je proveravana bojenjem membrane 5%
Ponceau S bojom, rastvorenom u sircetnoj kiselini. Potom su membrane inkubirane sat
vremena na sobnoj temperaturi u serumu za blokiranje nespecificnog vezivanja - 5% BSA u
TBS-T, na Sejkeru.
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3.8 Detekcija proteina nakon Western Blot analize

Nakon blokiranja, membrane su inkubirane sa odgovarajué¢im primarnim antitelima
rastvorenim u 5% BSA u TBS-T, preko no¢i, na 4 °C. RazblaZenja primarnih antitela data su u
Tabeli 1. Nakon inkubacije i ispiranja nevezanog primarnog antitela, membrane su inkubirane
sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelima, koja su konjugovana sa peroksidazom rena (eng.
HRP, horseradish peroxidase), dobijenih imunizacijom koze na IgG zeca (1:3000, ab6721, UK),
odnosno misa (1:2000, ab6789, UK), dva sata, na sobnoj temperaturi, na Sejkeru. Nakon
inkubacije, membrane su ispirane TBS-T puferom, najmanje 60 minuta.

Za vizualizaciju proteina, membrane su inkubirane u hemiluminiscentnom supstratu,
smesa luminola i kumarinske kiseline, uz dodatak vodonik peroksida, u trajanju od tri minuta.
Potom su rentgen filmovi (Hyperfilm, Amersham Pharmacia Biotech, UK) izlagani
ekscitovanom luminolu sa membrana u trajanju od 3 do 10 minuta. Filmovi su razvijani,
osusSeni, obeleZeni i skenirani. Dobijeni skenovi su koriS¢eni za kvantifikaciju proteinskih traka.

Kvantifikacija proteinskih traka je radena u Image] softveru (Image] 1.52p, USA). Za
analizu je koriS¢ena srednja vrednost kvantifikacije traka iz tri nezavisna eksperimenta.
Dobijeni rezultati normalizovani su u odnosu na housekeeping protein, u ovom slucaju na (-
actin. Vrednosti ekspresije proteina su izraZzene u procentima, a na grafikonima su
predstavljene kao srednja vrednost + SEM.

Tabela 1. Primarna antitela koriS¢ena u Western Blot analizi

Antigen Kataloski broj ~ Proizvodaé Poreklo Klonalnost RazblaZenje
Pex11f ab74507 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:1000
Pex19 ab137072 Abcam, UK zecje monoklonalno 1:2000
PMP70 ab74507 Abcam, UK zeCje poliklonalno 1:1000
Pex16 sc-398189 Santa Cruz, US miSje monoklonalno 1:500
Pex5 sc-137103 Santa Cruz, US misje monoklonalno 1:1000
Pex13 sc-271477 Santa Cruz, US miSje monoklonalno 1:1000
Pex26 sc-376817 Santa Cruz, US misje monoklonalno 1:500
Pex6 sc-271813 Santa Cruz, US misje monoklonalno 1:500
B-actin ab3280 Abcam, UK misje monoklonalno 1:2000
Drp1l ab93942 Abcam, UK zeCje poliklonalno 1:1000
Calnexin ab22595 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:1000
PPARYy ab19481 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:400
PPAR«a ab8934 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:2000
PGC-1a ab54481 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:1000
TRal PA1-211A Thermo Fisher, US zeCje poliklonalno 1:200
TRa2 PA1-216 Thermo Fisher, US zecje poliklonalno 1:200
TRB1 sc-738 Santa Cruz, US misje monoklonalno 1:200
RXRa sc-553 Santa Cruz, US zecje poliklonalno 1:500
DIO2 sc-98716 Santa Cruz, US zecje poliklonalno 1:2000
CuZnSOD ab-13498 Abcam, UK zeCje poliklonalno 1:10000
MnSOD ab-13533 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:4000
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CAT ab1877 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:800

GSH-Px ab-59546 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:1000
GCL ab17926 Abcam, UK zeCje poliklonalno 1:1000
Trx ab-26320 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:1000
Nrf2 ab-31163 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:1000

3.9 Odredivanje aktivnosti enzima AD i ukupnog sadrzaja GSH

3.9.1 Odredivanje aktivnosti CuZnSOD i MnSOD

Ukupna aktivnost SOD je izmerena prema modifikovanom protokolu koji su uspostavili
Misra i Fridovich (Misra i Fridovich, 1972). Metod se zansniva na principu inhibicije
autooksidacije epinefrina pri odredenim uslovima (pH 10.2).

Za odredivanje aktivnosti MnSOD primenjen je isti princip kao i za odredivanje ukupne
aktivnosti SOD, ali tek nakon preikubacije sa 4 mM KCN, u cilju inhibicije CuZnSOD. Enzimska
aktivnost predstavljena je kao U mg-1 proteina, gde je jedinica definisana kao koli¢ina enzima
koja inhibira autooksidaciju epinefrina za 50% pod odredenim reakcionim uslovima. Enzimska
aktivnost CuZnSOD izracunata je kao razlika izmedu ukupne aktivnosti SOD i aktivnosti MnSOD.

3.9.2 Odredivanje aktivnosti CAT

Aktivnost CAT odredena je prema preporuci proizvodaca (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Metod se zansiva na sprektrofotometrijskom pra¢enju promena apsorbance uzorka na
talasnoj duzini od 230 nm. Do promena apsorbance dolazi usled razgradnje H202 standardne
koncentracije od strane katalaze. Na pomenutoj talasnoj duZini H202 ima maksimum apsorpcije.
Aktivnost CAT izraZena je kao mM H202 min-1 mg-1 proteina.

3.9.3 Odredivanje aktivnosti TR

Aktivnost TR je odredena prema protokolu koji su uspostavili Luthman i Holmgren
(Luthman i Holmgren, 1982). TR katalizuje reakciju redukcije disufidne veze u DTNB (5,5-ditio-
bis-2-nitrobenzoeva kiselina) sa NADPH. Metod se zasniva na pracenju promene apsorbance
NADPH, ¢iji maksimum apsorpcije na 412 nm. Aktivnost enzima izraZena je u nmol NADPH
min-! mg-1 proteina.

3.9.4 Odredivanje aktivnosti GR

Aktivnost GR je odredena prema protokolu koji su uspostavili Glatzle i saradnici (Glatzle
i sar, 1974). Metod se zasniva na pracenju promene apsorbance koja je direktno
proporcionalna koncentraciji NADPH, koji se oksiduje u reakciji redukcije oksidovanog GSSG
do redukovanog GSH (glutationa) koju katalizuje GR. Aktivnost enzima izraZena je u nmol
NADPH min-1 mg-1 proteina.

3.9.5 Odredivanje aktivnosti GSH-Px

Aktivnost GSH-Px je odredena prema protokolu koji su uspostavili Paglia & Valentine
(Paglia i Valentine, 1967). GSH-Px katalizuje reakciju uklanjanja H202 i drugih hidroperoksida.
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Kao supstrat koriséen je t-butilhidroperoksid. Aktivnost enzima izraZzena je u nmol NADPH
min-1 mg-1 proteina.

3.9.6 Odredivanje ukupnog sadrzaja GSH u mrkom masnom tkivu

Ukupan sadrzaj GSH u mrkom masnom tkivu odreden je prema protokolu koji je
uspostavio Owner Griffith (Griffith, 1980), a nakon deproteinizacije sulfosalicilnom kiselinom.
Metod se zasniva na procesu recikliranja u kome se naizmeni¢no vrsi oksidacija GSH sa DTNB
(5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoevom kiselinom) i redukcija GSSG sa NADPH u prisustvu GR. Brzina
formiranja 2-nitro-5-tiobenzoeve kiseline koja nastaje u toku oksidacije GSH prati se merenjem
apsorbance na 412 nm. Ukupan sadrZaj GSH izraZen je u nmol GSH g1 tkiva.

3.10 Odredivanje koncentracije tiroidnih hormona i TSH

Koncentracija tiroidnih hormona T3 i T4 u serumu pacova odredena je RIA metodom
(eng. radio immuno assay) na Institutu za primenu nuklearne energije - INEP (Zemun, Srbija).
Dobijene vrednosti izraZzene su u nmol/L.

Koncentracija TSH odredena je uz pomo¢ komercijalnog ELISA kita za odredivanje
koncentracije TSH iz seruma pacova (CSB E05115r, Cusabio, USA). Dobijene vrednosti izraZene
suu mlU/L.

3.11 Odredivanje koncentracije biohemijskih parametara

Koncentracije biohemijskih parametra odredivane su uz pomo¢ komercijalnih kitova
(BioSystems S.A., Spain), iz krvne plazme pacova, na standardnom analizeru IL ILab 300 Plus
Chemistry Analyzer (Diamond Diagnostics, USA). Dobijene vrednosti izraZene su u: mmol/L (za
koncentraciju ukupnog holesterola, HDL (eng. high density lipoprotein), LDL (eng. low density
lipoprotein), triglicerida, glukoze, uree, kalcijuma), IU/L (za koncentraciju laktata i amilaze),
umol/L (za koncentraciju kreatinina).

3.12 Lokalizacija proteina metodima imuno-obeleZavanja

Za lokalizaciju proteina metodima imuno-obelezavanja koris¢eni su parafinski preseci
debljine 5 pm i aralditski polutanki preseci debljine 2 pm.

3.12.1 Imunohistohemijska lokalizacija proteina

Nakon deparafinizacije i rehidratacije parafinskih preseka tkiva, vrSeno je otkrivanje
epitopa antigena procedurom toplotom indukovanog otkrivanja epitopa (eng. HIER, heat-
induced epitope retrieval), i to inkubacijom u citratnom puferu (pH 6.0), u trajanju od 21 minut
u mikrotalasnoj pe¢nici na 800 W. Potom su preseci inkubirani sa anti-Nrf2 primarnim
antitelom (1:100; ab31163, Abcam, UK). Immunohistohemijska reakcija je razvijena
koriS¢enjem komercijalnog kita (Thermo Scientific Lab Vision Quanto HRP DAB TL-125-QHD)
sa diaminobenzidinom (DAB) kao hromogenom. Reakcija je prekinuta ispiranjem ¢esmenskom
vodom, a kontrastiranje je izvrSeno Majerovim hematoksilinom. Nakon rutinske dehidratacije,
napravljeni su trajni preparati montiranjem u DPX medijumu (Mounting medium for histology,
Sigma).
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Uzorci su potom analizirani i slikani svetlosnim mikroskopom DMLB koji je opremljen
DFC295 digitalnom kamerom (Leica Microsystems, Germany).

3.12.2 Imunofluorescentna lokalizacija proteina

Imunofluorescentna lokalizacija proteina uradena je na parafinskim (TRal, TRaZ2,
COXIV, CAT) i na polutankim presecima tkiva (CuZnSOD, MnSOD, GSH-Px, Nrf2, 4-HNE), nakon
uklanjanja parafina/smole, rehidratacije, otkrivanja epitopa antigena i ispiranja u TBS-T (eng.
Tris buffered saline, 0.1 % Tween 20, pH 7.4). Preseci su potom inkubirani u 10 % normalnom
kozjem serumu i 5 % BSA u TBS-T, radi blokiranja nespecificnog vezivanja, sat vremena na
sobnoj temperaturi, a zatim sa odgovaraju¢im primarnim antitelima (Tabela 2) preko no¢i na 4
°C. Posle ispiranja u TBS-T, preseci su inkubirani sa odgovaraju¢im sekundarnim kozjim
antitelima, konjugovanim sa fluorohromima, sat vremena na sobnoj temperaturi, u mraku.
Prethodno ispirani u TBS-T, preseci su potom inkubirani sa fluorescentnim nukleusnim bojama
- DAPI (1:1000; SigmaAldrich) ili Sytox Orange (1:1000; S11368, Life Technologies, SAD) pet
minuta. Konacno, preseci su isprani u TBS i montirani u Mowiolu (SigmaAldrich).

Za kolokalizacione analize, a na osnovu porekla primarnih antitela, koris¢en je metod
dvojne simultane imunofluorescencije. Vizuelizacija je vrSena koriS¢enjem Leica konfokalnog
mikroskopa TCS SP5 II (Leica Microsystems) u sekvencijalnom modu da bi se izbeglo
preklapanje izmedu odgovarajuc¢ih kanala. Dvojno 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 koriS¢enjem UV lasera talasne duzine 405 nm (za DAPI) ili HeNe lasera talasne
duZine od 543 nm (za Sytox orange). Negativna kontrola dobijena je izostavljanjem primarnih
antitela.

Analiza uzoraka uradena je koriS¢enjem komercijalog softvera LAS-AF (LAS-AF-Lite
2.6.38173).

Tabela 2. Primarna antitela koris¢ena pri imunofluorescentnoj lokalizaciji proteina.

Antigen Kataloski broj  Proizvodac Poreklo Klonalnost Razblazenje
TRal PA1-211A Thermo Fisher, US Zelje poliklonalno 1:100

TRa2 PA1-216 Thermo Fisher, US Zecje poliklonalno 1:100
COoXI1v ab-14744 Abcam, UK Misje monoklonalno 1:150
CuZnSOD ab-13498 Abcam, UK ZeCje poliklonalno 1:50
MnSOD ab-13533 Abcam, UK ZeCje poliklonalno 1:100

CAT ab1877 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:250
GSH-Px ab-59546 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:100

Nrf2 ab-31163 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:50

4HNE ab-48506 Abcam, UK misje monoklonalno 1:50

3.12.3 Imunogold lokalizacija proteina

Za lokalizaciju proteina na nivou elektronske mikroskopije koris¢eni su ultratanki
preseci (70-100 nm) tkiva/izolovanih frakcija ukalpljeni u Aralditu, koji su montirani na
niklovane mreZice presvucene olovkom (Coat-Quick “G”, Agar Scientific Ltd, UK). Nakon
otkrivanja epitopa antigena uradeno je blokiranje nespecificnog vezivanja antitela inkubacijom
u 5% BSA u TBS-T, sat vremena na sobnoj temperaturi. MreZice su potom nanete na kap
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primarnog antitela odgovarajuceg razblaZenja i inkubirane preko no¢i na 4 °C. Nakon ispiranja
u TBS-T prebacene su na kap odgovarajuceg sekundarnog antitela, zapreminskog razblaZenja
1:20, obeleZenog Cesticama zlata dijametra 10 ili 20 nm i inkubirane sat vremena na sobnoj
temperaturi. MreZice su zatim ispirane u TBS-T i redestilovanoj vodi. U slucaju lokalizacije dva
proteina, koriS¢en je metod simultanog imunogold obeleZavanja. Prvo je vrSena inkubacija sa
oba primarna, a potom oba sekundarna antitela. Primarna i sekundarna antitela kori$¢ena za
imunogold lokalizaciju proteina su prikazana u Tabeli 3.

Nakon suSenja mreZice su posmatrane i slikane na Philips/FEI CM12 transmisionom
elektronskom mikroskopu (FEI, Holandjija).

Tabela 3. Primarna i sekundarna antitela koriS¢ena za imunogold obelezavanje proteina.

Antigen Katalos$ki Proizvodac Poreklo Klonalnost RazblaZenje
broj
Primarna antitela
PMP70 ab-74507 Abcam, UK zeCje poliklonalno 1:400
Pex16 sc-398189 Santa Cruz, US misje monoklonalno 1:500
Drp1 ab-93942 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:70
VDAC1 ab-34726 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:50
ACOX1 ab-184032 Abcam, UK zecje monoklonalno 1:50
ACOX3 sc-373977 Santa Cruz, US misje monoklonalno 1:50
CuZnSOD ab-13498 Abcam, UK zeCje poliklonalno 1:50
MnSOD ab-13533 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:100
CAT ab-1877 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:500
GSH-Px ab-59546 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:200
Nrf2 ab-31163 Abcam, UK zecje poliklonalno 1:30
4-HNE ab-48506 Abcam, UK misje monoklonalno 1:1000

Sekundarna antitela

Goat anti-mouse IgG ab-27241 Abcam, UK kozje poliklonalno 1:20
(10 nm gold)
Goat anti-rabbit IgG ab-27234 Abcam, UK kozje poliklonalno 1:20
(10 nm gold)
Goat anti-rabbit IgG ab-27237 Abcam, UK kozje poliklonalno 1:20
(20 nm gold)

3.13 Stereoloske i morfometrijske analize

StereoloSke i morfometrijske analize mrkih adipocita radene su na presecima tkiva
ukalupljenih u Araldit, debljine 70-100 nm koji su naneti na bakarne mreZice i snimani na
Philips/FEI CM12 transmisionom elektronskom mikroskopu (FEI, Holandija). Analizirano je 40
¢elija po grupi, preseCenih u nivou nukleusa. Volumenska gustina mrkih adipocita i
pojedinac¢nih celijskih kompartmenta odredena je Weibel metodom (Weibel i sar., 1969) u
Image] softveru (Image ], 1.52p, Wayne Rasband National Institutes of Health, USA).
Volumenska gustina (Vv) lipidnih tela, mitohondrija, peroksizoma i citoplazme izraCunata je
kao odnos zbira svih tac¢aka koje padaju na odredeni ¢elijski kompartment (Px) i ukupnog broja
taCaka koje padaju na mrki adipocit (Ptotar): Vv = Px/Ptotal.
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Relativan broj mitohondrija i peroksizoma izra¢unat je prema sledecoj formuli:
N=(Ntotal/Pcen)*100 pm?2, gde Ntotal/Pcell predstavlja odnos ukupnog broja organela od interesa
po Celiji i povrSine te Celije, a relativizacija je uradena na 100 pum? povrSine cCelije. Broj lizozoma
predstavljen je kao apsolutan broj lizozoma po celiji, po grupi.

Srednji dijametar mitohondrija i lipidnih tela izracunat je kao srednja vrednost duZeg i
kra¢eg dijametra mitohondrija/lipidnih tela jedne celije, u okviru svake grupe. Srednja
vrednost srednjeg dijametra mitohondrija/lipidnih tela predstavljena je kao srednja vrednost
svih srednjih dijametara mitohondrija/lipidnih tela po grupi.

Povrsina mrkih adipocita izmerena je i predstavjena kao srednja vrednost aspolutne
povrsine cCelija po grupi. PovrSina mitohondrija/lipidnih tela je izmerena, zatim izraCunata
srednja vrednost povrSine organela po Celiji u oviru svake grupe i relativizirana na 100 pm?
povrsine Celija.

Broj MPLB jedinica izraCunat je kao ukupan broj jedinica po grupi, a potom je
relativiziran na 100 um? povrsine Celija.

3.14 Statisticke analize

Svi dobijeni rezultati analizirani su u GraphPad Prism softveru (GraphPad Prism,
Version 5.03, SAD). Normalna distribucija je testirana koriS¢enjem D’Agustino i Pearson testa.
Ukoliko su kriterijumi normalnosti ispunjeni, razlike izmedu grupa su testirane jednosmernim
(eng. one-way) ANOVA, a potom Tukey testom. Ukoliko kriterijumi normalnosti nisu ispunjeni,
primenjen je Kruskal-Wallis neparametrijski test. Za najnizi stepen znacajnosti uzeta je p < 0.05.
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4. REZULTATI

4.1 Analiza nivoa tiroidnih hormona i TSH u serumu

Hipotiroidizam u odnosu na kontrolu sniZava nivo T3 i T4, a poviSava nivo TSH, kao
glavnih pokazatelja tiroidnog statusa u krvnom serumu Zivotinja (Grafik 1). Nivo T3 znacajno
opada ve¢ sedmog dana tretmana (M7), najniZi je petnaestog dana (M15) i zadrZava se na
niskom nivou do kraja tretmana (M21) (Grafik 1A). Nivo T4 znacajno opada ve¢ sedmog dana
tretmana (M7), a taj pad se nastavlja petnaestog (M15) i dvadeset prvog (M21) dana (Grafik
1B). U poredenju sa kontrolom, nivo TSH znacajno je poviSen u hipotiroidnim grupama vec
sedmog dana (M?7) i zadrZava se na visokom nivou do kraja tretmana (Grafik 1C).
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Grafik 1. Promene nivoa tiroidinih hormona T3 i T4 i TSH u kontroli i hipotiroidnim grupama. Koncentracija T3
izraZzena u nmol/L (A), T4 u nmol/L (B) i TSH u mlU/L (C) u krvnom serumu Zivotinja. * poredenje sa kontrolnom
grupom; *p < 0.05, * p < 0.01, **p <0.001.

4.2 Relativan prinos telesne mase Zivotinja

Analiza merenja telesne mase zZivotinja hipotiroidnih grupa u poredenju sa
odgovarajuc¢om kontrolom, ukazuje na smanjen relativan dnevni prinos telesne mase sa
duZinom tretmana (Tabela 4). U grupi M21 dnevni prinos telesne mase je najniZi u poredenju
sa odgovarajucom kontrolom.
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Tabela 4. Relativan dnevni prinos telesne mase Zivotinja izraZen u procentima.

ODGOVARAJUCE KONTROLE HIPOTIROIDNE GRUPE

K7 + 3,34% M7 +2,93%
K15 + 3,58% M15 +1,24%
K21 +1,14% M21 +0,19%

4.3 Analiza biohemijskih parametara

4.3.1 Koncentracije ukupnog holesterola, HDL, LDL i triglicerida u plazmi

Analizom biohemijskih parametara iz krvne plazme Zivotinja pokazano je da u
poredenju sa kontrolnom grupom hipotiroidizm menja lipidni status krvi (Grafik 2). Ukupni i
LDL holesterol znacajno je povisen u hipotiroidnim grupama ve¢ sedmog dana (M7) i zadrZava
se na visokom nivou do kraja tretmana (M21) (Grafik 2A i 2C), dok je nivo HDL holesterola
nepromenjen (Grafik 2B). Nivo triglicerida sniZen je od petnaestog dana (M15) i zadrzava se na

niZzem nivou do Kraja tretmana (M21) (Grafik 2D).
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Grafik 2. Analiza biohemijskih parametara iz krvne plazme Zivotinja. Koncentracija ukupnog holesterola (A),
koncentracija HDL (B), koncentracija LDL (C), koncentracija triglicerida (D). Vrednosti za date parametre izrazene

su u mmol/L. * poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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4.3.2 Koncentracija glukoze, laktata, uree i kreatinina u plazmi

Koncentracija glukoze u krvnoj plazmi hipotiroidnih Zivotinja sniZena je od petnaestog
dana (M15) i zadrZava se na nizem nivou do kraja tretmana (M21) (Grafik 3A), dok je nivo uree
poviSen od petnaestog dana (M15) i zadrzava se na viSem nivou do kraja tretmana (M21), u
poredenju sa kontrolom (Grafik 3C). Hipotiroidizam nije uticao na nivo laktata i kreatinina, koji

su ostali nepromenjeni u odnosu na kontrolu (Grafik 3B i 3D).
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Grafik 3. Analiza biohemijskih parametara iz krvne plazme Zivotinja. Koncentracija glukoze (A), koncentracija
laktata (B), koncentracija uree (C), koncentracija kreatinina (D). Vrednosti za date parametre izraZene su u

mmol/L (A,C), IU/L (B), umol/L (D). * poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

4.3.3 Koncentracija amilaze i kalcijuma u plazmi

Koncentracija amilaze u krvnoj plazmi Zivotinja se ne menja kod hipotiroidnih grupa u
odnosu na kontrolu (Grafik 4A), dok je koncentracija kalcijuma sniZena od petnaestog dana

(M15) i ostaje sniZena do kraja tretmana (M21) (Grafik 4B).
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Grafik 4. Analiza biohemijskih parametara iz krvne plazme Zivotinja. Koncentracija amilaze (A), koncentracija
kalcijuma (B). Vrednosti za date parametre izraZene su u IU/L (A) i mmol/L (B). * poredenje sa kontrolnom
grupom; * p < 0.05, * p < 0.01.

4.4 Relativna masa mrkog masnog tkiva

Hipotiroidizam nije uticao na relativnu masa mrkog masnog tkiva, ona je ostala
nepromenjena tokom tretmana u odnosu na kontrolnu grupu (Grafik 5).
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Grafik 5. Relativna masa (g) mrkog masnog tkiva Zivotinja.

4.5 Analiza mrkog masnog tkiva na ultrastrukturnom nivou

Ultrastrukturna analiza interskapularnog depoa mrkog masnog tkiva kontrolne grupe
Zivotinja pokazala je sledete - Celije su krupne, sa krupnim lipidnim telima koja zauzimaju
centralni deo Celije dok je nukleus pomeren ka periferiji, bliZe ¢elijskoj membrani (Slika 3A).
Mitohondrije su takode krupne, sa lepim, pravilnim kristama koje su u pojedinim ¢elijama gusce
upakovane. NajCeSce su lokalizovane uz membranu celije i u delovima citoplazme izmedu
lipidnih tela. Cisterne glatkog endoplazminog retikuluma su takode smeStene u
citoplazmatskom prostoru oko mitohondrija i vrlo ¢esto su u kontaktu sa njima. U nekim
Celijama uoceno je prisustvo sekundarnih lizozoma. Potvrdeno je prisustvo peroksizoma koji
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se lako uocavaju kao DAB obojeni. Lokalizovani su uglavnhom medu mitohondrijama, blisko
njihovim membranama i uz lipidna tela. Cest je slu¢aj lokalizacije peroksizoma u prostoru
izmedu mitohondrija i glER, pa sa njima ¢ine ,trijadu“ organela. Veli€ina i oblik peroksizoma u
kontroli variraju, ali je njihov okruglasti oblik dominantan.

U grupi M7, na nivou ultrastrukture, uocavaju se dva tipa mrkih adipocita, koji se
razlikuju po velicini (Slika 3B):

a) Sitniji, sa krupnim lipidnim telima i sitnim, gusto pakovanim mitohondrijama koje
odlikuju jako izraZene, pravilne Kriste;

b) Krupniji, sa krupnim lipidnim telima, ali i sa krupnim mitohondrijama, ¢ije Kkriste iz
specijalizovanog lamelarnog tipa (karakteristicnog za mrke adipocite) prelaze u
tubularni tip.

Takode u ovoj grupi primecen je izvestan broj nabubrelih mitohondrija kod kojih je
struktura kristi izmenjena, a matriks prosvetljen. U jednoj od ¢elija uoCeni su i autofagozomi
formirani oko mitohondrija. I u ovoj grupi, kao i kod kontrole, nukleus je kod veéine ¢elija,
pomeren prema Celijskoj membrani. U citoplazmi, izmedu mitohondrija je prisutan veliki broj
cisterni glER. Takode, uoceni su sekundarni lizozomi lokalizovani u neposrednoj blizini
mitohondrija. ZapaZena karakteristika mrkih adipocita iz ove grupe je dosta citoplazme,
odnosno citoplazmatskih domena bez vidljivih organela. Peroksizomi su u ovoj grupi brojniji u
odnosu na kontrolnu grupu, razlicite veliCine i stepena DAB obojenosti.

U grupi M15 cCelije su znatno sitnije u poredenju sa grupom M7 i sa kontrolnom grupom
(Slika 3C). Jasno se izdvajaju dve populacije mrkih adipocita:

a) Tamni sa sitnim, gusto upakovanim mitohondrijama i slabo uocljivim peroksizomima;

b) Svetli sa krupnim mitohondrijama, fino rasporedenim u citoplazmi i jasno uocljivim,
brojnim peroksizomima.

Lipidna tela u Celijama ove eksperimentalne grupe su mnogo sitnija u poredenju sa
kontrolnom grupom. Brojna su, i razliCitih dimenzija a nukleus polako zauzima centralnu
poziciju u citoplazmi celije. Mitohondrije u svetloj populaciji mrkih adipocita su pravilnog
oblika sa jasno izrazenim, dugim, paralelno postavljenim lamelarnim kristama. Vrlo retko se
uocavaju mitohondrije sa prosvetljenim matriksom, ¢ije kriste gube pravilnost u pogledu oblika
i strukture. Uocava se i veliki broj cisterni glER kao i sekundarnih lizozoma. Peroksizomi u
svetloj populaciji mrkih adipocita su izrazito brojni, razli¢itog oblika i veli¢ine. Lokalizovani su
uglavnom oko lipidnih tela i to ve¢i broj njih oko jednog lipidnog tela, naslonjeni na njegovu
polumembranu. Rede su lokalizovani medu mitohondrijama.

U grupi M21 (¢elije su sitne kao i u grupi M15, i pozicionirane su izmedu krupnih
adipocita koji lice na adipocite belog masnog tkiva (Slika 3D). Osim S$to se i ovde uocavaju dve
veC opisane populacije mrkih adipocita, u ovoj eksperimentalnoj grupi zapaza se i treca
populacija koja se po svojim odlikama moZe nazvati prelaznom izmedu prethodne dve:

a) Jako tamne celije koje se odlikuju sitnim, gusto pakovanim, tamnim mitohondrijama i
kod kojih se ne uocavaju peroksizomi;

b) Svetlije ¢elije sa malo krupnijim, gusto pakovanim mitohondrijama i u kojima se
uocavaju peroksizomi;

c) Svetle Celije sa krupnijim mitohondrijama, lepo rasporedenim u citoplazmi i jasno
uocljivim peroksizomima.

Lipidna tela su u celijama ove eksperimentalne grupe jako sitna i mnogobrojna,
lokalizovana u svim delovima citoplazme. Nukleus zadrzava svoje centralno mesto, a
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mitohondrije su okrugle, lepo rasporedene u predelu citoplazme oko nukleusa i lipidnih tela,
zajedno sa cisternama glER a ne retko i u kontaktu sa njima. Oko mitohondrija zapaZene su sitne
vezikule koje su iste obojenosti i teksture kao i matriks mitohondrija uz koje su priljubljene.
Uocljivo je i prisustvo nekoliko mitohondrija u deobi. U nekim od ¢elija zapazaju se i sekundarni
lizozomi. Uocena karakteristika pojedinih mrkih adipocita iz ove grupe je dosta citoplazme,
odnosno domena bez vidljivih organela. Peroksizomi su u ovoj eksperimentalnoj grupi izrazito
brojni, DAB obojeni i lako uocljivi. Lokalizovani su uz lipidna tela, mitohondrije i cisterne glER
kao pojedinacne organele ili u grupama i nizovima.

U kontroli i u hipotiroidnim grupama oko svake celije na preseku tkiva uocena su
najmanje dva kapilara sa membranskim protruzijama endotelskih ¢elija koje se pruzaju kako
ka unutrasnjosti prema lumenu kapilara, tako i ka spoljasnjosti prema ¢elijama. Takode, uoceni
su i nervi simpatickog nervnog sistema, veliki broj mastocita, kao i brojna poprecno presecena
kolagena i retikularna vlakna u meducelijskom prostoru.
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Slika 3. Prikaz ultrastrukture mrkog masnog tkiva i mrkih adipocita. Kontrola (A), grupa M7 (B), grupa M15 (C),
grupa M21 (D). Na elektron-mikrografijama jasno se uo¢ava smanjenje povrsine mrkih adipocita u grupi M21 (D1)
u odnosu na kontrolu (A1) - uokvirene ¢elije. Takode, prikazani su tipovi mrkih adipocita u grupi M7 (B2 i B3);
kao i povecanje broja peroksizoma po ¢eliji sa duzinom tretmana. 1, lipidno telo; m, mitohondrija; n, nukleus; elipse
(A1-D1)icrne strelice (B2-D2), peroksizomi; crne zvezdice, cisterne glER; bele zvezdice, lizozomi (C2 i D2, inserti).
Bar 5 pm (levo), 2 um (desno).
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4.6 Promene na nivou mrkih adipocita

4.6.1 Morfometrijska i stereoloska analiza mrkih adipocita

Sve promene zapazene studiranjem ultrastrukturnih promena mrkih adipocita u
hipotiroidnim grupama Zivotinja u odnosu na kontrolnu dodatno su kvantifikovane
morfometrijski i stereoloski.

PovrSina mrkih adipocita hipotiroidnih grupa u odnosu na kontrolu smanjuje se od
petnaestog dana (M15) i ostaje smanjena i u grupi M21 (Grafik 6A). Opadanje povrSine Celija
praceno je istosmernim promenama volumenske gustine njihove citoplazme (Grafik 6B).
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Grafik 6. Promena povrSine mrkih adipocita i volumenske gustine citoplazme sa duzinom tretmana. PovrSina
mrkih adipocita izrazena u pm?2 (A), volumenska gustina citoplazme mrkih adipocita izraZena u procentima (B). *
poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

4.7 Promene na nivou pojedinac¢nih organela

4.7.1 Analiza broja i stereoloska analiza peroksizoma

U odnosu na kontrolu relativan broj peroksizoma u hipotiroidizmu raste od petnaestog
dana (M15) i ostaje na visokom nivou do kraja tretmana (M21) (Grafik 7A). To je praceno
povecanjem volumenske gustine peroksizoma ve¢ od sedmog dana (M7) koje se zadrzava do
kraja tretmana (M21) (Grafik 7B). Medutim, broj peroksizoma u velikoj meri varira izmedu
Celija Sto dovodi do njihove nejednake distribucije u susednim mrkim adipocitima (Grafik 7C).
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Grafik 7. Promene relativnog broja peroksizoma, volumenske gustine peroksizoma i distribucije u mrkim
adipocitima. Relativan broj peroksizoma (A), volumenska gustina peroksizoma izrazena u procentima (B),
distribucija peroksizoma po ¢eliji (C). * poredenje sa kontrolnom grupom; ** p < 0.01, *** p < 0.001.

4.7.2 Analiza pozicije peroksizoma u Celiji

Detaljnom analizom pozicije peroksizoma u mrkim adipocitima utvrdili smo da je
najveci broj peroksizoma lokalizovan uz lipidna tela, potom uz mitohondrije, a zatim kao
slobodne organele u citoplazmi. Ovakvo pozicioniranje peroksizoma karakteristi¢no je kako za
kontrolu, tako i za hipotiroidne grupe. Hipotiroidizam osim povecavanja broja i volumenske
gustine peroksizoma u mrkim adipocitima dovodi do promene u udruzivanju sa lipidnim telima
i mitohondrijama (Tabela 5).

Tabela 5. Broj peroksizoma pozicioniran uz lipidna tela, mitohondrije i u citoplazmi mrkih adipocita. Date
vrednosti u tabeli predstavljaju apsolutne vrednosti broja peroksizoma po ¢eliji i po ispitivanoj grupi.

oy Pedliomiuc  Perleonius - Perolstniu
K 77 58 10 145
M7 122 60 8 358
M15 216 162 21 744
M21 333 188 129 849
Ukupno 751 468 168 1387
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4.7.3 Analiza broja i stereoloska analiza mitohondrija

Analiza relativnog broja mitohondrija (Grafik 8A) pokazuje da on raste u hipotiroidizmu
u odnosu na kontrolu od petnaestog dana (M15) i zadrZava se na visokom nivou do kraja
tretmana (M21). Analiza rezultata merenja volumenske gustine mitohondrija (Grafik 8B)
pokazuje da ona raste ve¢ sedmog dana tretmana (M7), zatim se vra¢a na kontrolni nivo
petnaestog dana (M15), i ponovo raste do kraja tretmana (M21).
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Grafik 8. Promene relativnog broja i volumenske gustine mitohondrija mrkih adipocita. Relativan broj
mitohondrija (A), volumenska gustina mitohondrija izraZena u procentima (B). * poredenje sa kontrolnom
grupom; **p < 0.01, *** p < 0.001.

4.7.4 Morfometrijska analiza mitohondrija

Analiza rezultata merenja srednjeg dijametra mitohondrija (Grafik 9) pokazuje da
vrednosti srednjih dijametara mitohondrija na pocetku tretmana rastu (M7) a zatim se vraéju
na kontrolni nivo (Grafik 9B). To je pra¢eno promenom distribucije vrednosti srednjih
dijametara mitohondrija koje se u grupi M7 pomeraju ka vecoj zastupljenjosti krupnih
mitohondrija da bi se zatim u grupi M15 vracale ka kontrolnom nivou, a u grupi M21 ponovo
grupisale ka viSim vrednostima (Grafik 9A).

Analiza merenja relativne povrSine mitohondrija pokazuje da je relativna povrSina
mitohondrija kod eksperimentalnih grupa u porastu u odnosu na kontrolu u grupi M7 i M21
(Grafik 9C), kao potvrda prethodno zapaZenih promena.
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Grafik 9. Rezultati morfometrijske analize mitohondrija. Promene vrednosti srednjeg dijametra mitohondrija
izrazenih u pm (A), srednje vrednosti srednjeg dijametra mitohondrija izrazenih u pm (B), relativne povrsine

mitohondrija izraZene u pm? (C). * poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0.05, *** p < 0.001.

4.7.5 Analiza broja i stereoloska analiza lipidnih tela

Nasi rezultati pokazuju da u hipotiroidizmu, u odnosu na kontrolu, relativan broj
lipidnih tela (Grafik 10A) raste od petnaestog dana (M15) i ostaje visok do kraja tretmana
(M21). Za razliku od relativnog broja lipidnih tela njihova volumenska gustina niZa je samo u

grupi M21 u poredenju sa kontrolnom (Grafik 10B).
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Grafik 10. Promene relativnog broja i volumenske gustine lipidnih tela mrkih adipocita. Relativan broj lipidnih
tela izrazen na 100 pm? povrsine Celija (A), volumenska gustina lipidnih tela izrazena u procentima (B). *
poredenje sa kontrolnom grupom; ***p < 0.001.

4.7.6 Morfometrijska analiza lipidnih tela

Srednji dijametar lipidnih tela (Grafik 11B) manji je u grupama M15 i M21 u poredenju
sa kontrolom, odnosno, u mrkim adipocitima se pod delovanjem hipotiroidizma povecava broj
sitnijih lipidnih tela. Za razliku od njih, u grupi M7 se relativno zadrzavaju kontrolne vrednosti
(Grafik 11A).

To je u saglasnosti sa rezultatima merenja relativne povrsine lipidnih tela koji pokazuju
porast u grupi M15, a potom pad u grupi M21 u odnosu na kontrolu (Grafik 11C).
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Grafik 11. Rezultati morfometrijske analize lipidnih tela. Promene vrednosti srednjeg dijametra lipidnih tela
izrazenih u um (A), srednje vrednosti srednjeg dijametra lipidnih tela izraZzenih u um (B), relativne povrsine
lipidnih tela izrazZene u um? (C). * poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0.05, *** p < 0.001.

4.7.7 Analiza broja lizozoma

Apsolutan broj lizozoma po Celiji menja se sa duZinom tretmana. U odnosu na kontrolu,
u grupi M7 apsolutan broj lizozoma opada, u grupi M15 ima izrazit porast, dok u grupi M21
ponovo opada (Tabela 6).

Tabela 6. Apsolutan broj lizozoma po ¢eliji, po grupi.

GRUPA Kontrola M7 M15 M21

BROJ LIZOZOMA 14 8 23 6
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4.8 Biogeneza peroksizoma u mrkim adipocitima

4.8.1 Proliferacija peroksizoma indukovana hipotiroidizmom

S obzirom na to da naSi prethodni rezultati pokazuju da hipotiroidizam indukuje
proliferaciju, zanimalo nas je poreklo, odnosno putevi kojima se njihov broj pove¢ava u mrkim
adipocitima. Detaljnom ultrastrukturnom analizom peroksizomalnog pula mrkih adipocita
nakon specificnog DAB bojenja, uocili smo viSe razli¢itih puteva biogeneze peroksizoma.
Takode, uocili smo i da ti putevi ukljucuju i druge organele, glER i mitohondrije.

Pre svega, uocili smo veliki broj peroksizoma koji se odlikuju prisustvom kratkih
tubularnih produZetaka u vidu peroksizomalnih nosi¢a (Slika 4A, 1-3). Formiranje
peroksizomalnih nosi¢a je proces koji prethodi njihovoj elongaciji i konstrikciji, nakon ¢ega
nastaju novi peroksizomi po modelu rasta i deobe. Peroksizomi sa nosi¢ima zapaZeni su u
kontroli i u grupi M7, u kojima su najbrojniji, a lokalizovani su u blizini mitohondrija i lipidnh
tela. KarakteriSu se tamno obojenim, uglavnom homogenim globularnim delom i nosi¢em koji
nije DAB obojen. U grupi M7 su primecene i brojne strukture u obliku tegova, odnosno masni
(Slika 4A, 4-7). One zapravo predstavljaju deobu peroksizoma na dve organele, sa prisutnim
centralnim suZenjem. Cerka peroksizom je uglavnom manja od majke i slabije je DAB obojena.

Takode, u grupi M7 primecene su strukture koje podsecaju na nisku bisera ili nisku perli
(Slika 4A, 4-7). Prvi peroksizom u tom nizu je najveci i tamno obojen, dok su ostali peroksizomi
od njega manji i slabije DAB obojeni. Pored toga, strukturna asocijacija peroksizoma sa
tubulama glER je veoma Cesta pojava, kako u kontroli tako i u svim hipotiroidnim grupama, ali
je naj¢es¢a u mrkim adipocitima iz grupe M21. Ova strukturna asocijacija ogleda se u postojanju
membranskog mostica koji povezuje membranu peroksizoma sa membranom glER, $to svedoci
o nastanku peroksizoma de novo, pupljenjem sa membrane endoplazminog retikuluma (Slika
4A, 9-14). Takode, primetili smo strukture slicne cvetovima koji sadrze cisterne glER i
peroksizom u centru (Slika 44, 10).

Daljom analizom, uocili smo da su brojni peroksizomi u kontaktu i sa cisternama glER i
sa mitohondrijama, ¢ineéi tako trijadu organela (Slika 4A, 15-19). Cesto se izmedu organela
uocCava membranski mostic¢ koji ukazuje na blisku strukturnu povezanost triju organela, jer se
mosti¢ uocava kako izmedu peroksizoma i glER tako i izmedu peroksizoma i mitohondrija.
Trijade su uocene u kontroli i svim hipotiroidnim grupama, medutim, njihov broj raste sa
duZinom tretmana, tako da su najbrojnije u grupi M21. Ovi rezultati mogu biti dokaz hibridnog
porekla novonastalih peroksizoma u mrkim adipocitima, od glER i mitohondrija.

Nadalje, primetili smo peroksizome koji su lokalizovani veoma blizu mitohondrija, a ¢ija
je membrana u kontinuitetu sa spoljaSnjom mitohondrijskom membranom (Slika 4A, 20-26),
odnosno da pupe sa nje (Slika 4A, 25-26). Peroksizomi nastali na ovaj nacin su takode DAB
obojeni, uoceni su i u kontroli i u svim hipotiroidnim grupama iako nisu cesta pojava. One
predstavljaju jednomembranske vezikule poreklom od mitohondrija, a ¢itav fenomen ukazuje
na to da i u eutiroidnim i u hipotiroidnim uslovima peroksizomi u mrkim adipocitima mogu
nastati i od mitohondrija.

4.8.2 Identifikacija peroksizoma obeleZavanjem katalaze imunogoldom

Katalaza je glavni marker peroksizoma. Obelezavanjem CAT imunogoldom Zeleli smo da
utvrdimo da li su sve ove DAB obeleZene strukture pozitivne i na katalazu i ako jesu, u kom delu
i u kojoj meri. NaSi rezultati pokazuju da su peroksizomi sa nosi¢ima pozitivni na CAT samo u
svom globularnom delu, koji je takode i DAB obojen, ali ne i u predelu nosic¢a (Slika 4B, 1-7).
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Strukture u obliku masni, koje ukazuju na deobu peroksizoma na dve nove organele, pozitivne
su na CAT u oba svoja globularna dela, kao i u predelu suZenja izmedu njih (Slika 4B, 8-12).

Daljom analizom, u mrkim adipocitima su zapaZene vrlo neobi¢ne izduzene strukture
koje su takode pozitivne na katalazu, pozicionirane uglavnom oko lipidnih tela i u njihovoj
neposrednoj blizini, a u kontaktu sa cisternama glER (Slika 4B, 13-19). Ove strukture se
uoCavaju petnaestog dana tretmana i jako su brojne, a pored njih uoceni su i peroksizomi koji
nastaju pupljenjem sa membrane glER. Oni su pozitivni na CAT u svom globularnom delu ali ne
i u predelu membranskog mostica koji povezuje dve organele (Slika 4B, 18). Sve ove izduZene
DAB i CAT pozitivne strukture pripadaju de novo putu biogeneze peroksizoma od glER u mrkim
adipocitima.

ObeleZavanjem CAT imunogoldom potvrdili smo da su i peroksizomi u sklopu trijada
pozitivni na ovaj enzim (Slika 4B, 20-23). Imunopozitivnost na CAT kod ovih peroksizoma
uocena je u njihovom globularnom delu, dok su delovi mosti¢a koji peroksizome povezuju sa
prestale dve organele u trijadi CAT negativni.

0d izuzetne vaznosti je zapaZanje i potvrda da su DAB pozitivni peroksizomi koji nastaju
pupljenjem sa spoljasnje mitohondrijske membrane takode pozitivni na CAT u svom glavnhom,
globularnom delu (Slika 4B, 24-28). Deo membranskog mosti¢a koji obezbeduje kontinuitet
spoljasnje mitohondrijske membrane i peroksizomalne membrane je negativan na CAT. Pored
toga, daljom analizom, oko pojedinih mitohondrija primeene su veoma sitne

jednomembranske vezikule ciji je matriks po boji i konzistenciji jednak matriksu mitohondrije
pored koje su lokalizovane, ali ove vezikule nisu DAB obojene, niti pozitivne na CAT.

Nadalje, pored peroksizoma, imunopozitivna reakcija na CAT lokalizovana je u
mitohondrijama i u nukleusu, u kojima je veoma slaba kako u kontroli, tako i u hipotiroidnim
grupama. Imunopozitivna reakcija na CAT pojavljuje se i u citoplazmi od petnaestog dana i njen
intenzitet raste do kraja tretmana.

Takode, uocCen je i izvestan broj peroksizoma koji su DAB obojeni i CAT negativni koji se
javljaju u kontroli i u grupi M15. Pored njih, u mrkim adipocitima, uoCene su vezikule oko
mitohondrija koje nisu DAB obojene, a CAT pozitivne i javljaju se u grupi M7.
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MODEL RASTAT DEOBE de novo BIOGENEZA

Formiranje nosica  IzduZivanje i deoba Nastanak od ER ER + mitohondrije Nastanak od mitohondrija

Slika 4. Proliferacija peroksizoma u mrkom masnom tkivu. DAB obeleZeni peroksizomi (A), peroksizomi obelezeni DAB + imunogold na CAT (B). Na figuri je prikazana
postupna biogeneza peroksizoma od vec¢ postojecih organela u ¢eliji po modelu rasta i deobe, kao i de novo biogeneza peroksizoma, od pupljenja peroksizoma sa membrane
glER, preko hibridnog porekla peroksizoma od glER i mitohondrija - trijade, do nastanka peroksizoma pupljenjem sa spoljasnje mitohondrijske membrane. Uveli¢anje 17
000x (A)i22 000x (B).
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4.8.3 Zastupljenost peroksizomalnih struktura u mrkim adipocitima

Rezultati analize broja pojedinac¢nih peroksizomalnih figura koje se uoc¢avaju u mrkim
adipocitima pokazuju da su peroksizomalni nosi¢i prisutni samo u kontroli i u grupi M7, u kojoj
su najbrojniji (Slika 5). Pojava raznih izduZenih struktura karakteristi¢na je za grupu M15, u
kojoj su ove strukture najbrojnije, kao i za grupu M21 u kojoj su one malobrojne, dok se u
kontroli i u grupi M7 ne uocavaju.

Nastanak peroksizoma po modelu rasta i deobe, odnosno deobom postojecih organela,
kao i strukture u obliku masni koje odlikuju ovaj put biogeneze peroksizoma dominantni su u
grupi M7, u kojoj je broj ovih struktura ve¢i nego u kontroli. Sa duZinom tretmana, broj
struktura u obliku masni opada, kako u odnosu na kontrolu, tako i u odnosu na grupu M7.

Nasi rezultati pokazuju da je nastanak peroksizoma pupljenjem sa membrane glER
dominantan put de novo biogeneze peroksizoma, kako u kontroli, tako i u hipotiroidnim
grupama M15 i M21. Ovaj put biogeneze peroksizoma ne dominira jedino u grupi M7, u kojoj
primat u biogenezi peroksizoma preuzima deoba ve¢ postojecih organela u Celiji (Slika 5).

Zatim, trijade organela, koje ¢ine mitohondrije, peroksizomi i cisterne glER, a koje su
odlika hibridne prirode novonastalih peroksizoma su najbrojnije u grupi M21. Broj trijada u M7
i M15 je na nivou kontrolne grupe.

Takode, naSi rezultati pokazuju da je biogeneza peroksizoma pupljenjem sa spoljasnje
mitohondrijske membrane jedan od puteva de novo biogeneze peroksizoma koji se javlja i u
eutiroidnim i u hipotiroidnim uslovima. Peroksizomi ¢ija je membrana u kontinuitetu sa
spoljaSnjom mitohondrijskom membranom najbrojniji su u kontroli, a njihov broj je nesto
manji u grupama M15 i M21.
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KONTROLA
Nastanak od Nosiéi lzduzene
mitohondrija 8% strukture
17% 0%
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Slika 5. Zastupljenost peroksizomalnih figura u mrkim adipocitima. Kontrola (A), grupa M7 (B), grupa M15 (C),
grupa M21 (D). Broj pojedinacnih struktura izraZen je u procentima. Nosi¢i - peroksizomalni nosici; izduzene
strukture - brojne izduZene strukture; deoba postoje¢ih - deoba postojec¢ih peroksizoma u celiji, odnosno
strukture u obliku masni; nastanak od glER - nastanak peroksizoma pupljenjem sa membrane glER; trijade -
strukturna asocijacija peroksizoma, mitohondrija i cisterni glER; nastanak od mitohondrija - peroksizomi cija je
membrana u kontinuitetu sa spoljasnjom mitohondrijskom membranom.
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4.9 Proteinska ekspresija molekulskih igraca biogeneze i sazrevanja peroksizoma

U cilju rastvetljavanja dogadaja na molekulskom nivou koji leZe u osnovi procesa
biogeneze peroksizoma analizirali smo proteinsku ekspresiju glavnih peroksizomalnih
markera Kkoji ucestvuju u sticanju kako morfoloskih, tako i funkcijskih kompetencija
peroksizoma: deoba peroksizoma (Pex11[3), de novo biogeneza peroksizoma (Pex16 i Pex19) i
sazrevanje peroksizoma (Pex16, Pex19, PMP70, Pex5, Pex13, Pex26, Pex6) (Slika 6).

Nasi rezultati pokazuju da je ekspresije Pex11[3, peroksina odgovornog za deobu
peroksizoma, u poredenju sa kontrolom znacajno povisena ve¢ od sedmog dana (M7) i zadrZava
se na tako visokom nivou do kraja tretmana (M21) (Slika 6A).

Proteinska ekspresija Pex19, solubilnog Saperona odgovornog za vezivanje i transport
peroksizomalnih membranskih proteina, u poredenju sa kontrolom poviSena je petnaestog
dana (M15) i ostaje poviSena do kraja tretmana (M21) (Slika 6B).

Nadalje, ekspresija Pex16, peroksizomalnog membranskog proteina koji funkcioniSe
kao glavni peroksin odgovoran za ugradivanje drugih peroksina u membranu peroksizoma,
znacajno je snizena ve¢ u grupi M7 i zadrzava se na tako niskom nivou do kraja tretmana (M21)
(Slika 6D).

U poredenju sa kontrolom, ekspresija PMP70, peroksizomalnog membranskog
transportera za masne kiseline dugog lanca, povisena je od petnaestog dana (M15) i zadrzZava
se na tako visokom nivou do kraja tretmana (M21) (Slika 6C).

Peroksin Pex5 je takode solubilni Saperon, ali je odgovoran za vezivanje, stabilizaciju i
unos peroksizomalnih matriksnih proteina. Postoje dve izoforme ovog peroksina: Pex5L (duga
izoforma) koji prepoznaje PTS11iPTS2, i Pex5S (skrac¢ena izoforma) koji prepoznaje samo PTS1
signalne sekvence peroksizomalnih matriksnih proteina. NaSi rezultati pokazuju da je
proteinska ekspresija Pex5L u poredenju sa kontrolom znacajno snizena sedmog dana (M7)
tretmana, a potom se vraca na kontrolni nivo (Slika 6E). Suprotno tome, proteinska ekspresija
Pex5S se ne menja sedmog dana (M7), a zatim raste od 15 dana (M15) do kraja tretmana (M21)
(Slika 6F).

Ekspresija Pex13, peroksizomalnog membranskog transportera koji ima ulogu u
transportu peroksizomalnih matriksnih proteina kroz membranu peroksizoma, u odnosu na
kontrolu, u hipotiroidnim grupama ostaje nepromenjen (Slika 6G).

Nakon unosa peroksizomalnih matriksnih proteina, recikliranje receptora je neophodan
korak. Glavni molekulski igraci u procesu recikliranja receptora su Pex26 i Pex6. Ekspresija
Pex26, u poredenju sa kontrolom, poviSena je od petnaestog dana (M15) i ostaje na visokom
nivou do kraja tretmana (M21) (Slika 6H). Medutim, ekspresija Pex6 znacajno je sniZena vec od
sedmog dana (M7) i ostaje na niskom nivou do kraja tretmana (M21) (Slika 6I).
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Slika 6. Promena ekspresije proteina koji ¢ine molekulsku osnovu procesa biogeneze i sazrevanja peroksizoma. Pex11f3 (A), Pex19 (B), PMP70 (C), Pex16 (D), Pex5L (E),
Pex5S (F), Pex13 (G), Pex26 (H), Pex6(1), slike reprezentativnih traka iz tri nezavisna eksperimenta (J). Vrednosti ekspresije proteina su izrazZene u procentima. * poredenje
sa kontrolnom grupom; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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4.10 Proteinska ekspresija i imunolokalizacija Drp1, zajednickog molekulskog
igraca u deobi mitohondrija i peroksizoma

Pored Pex11pB, jedan od glavnih ucesnika u deobi peroksizoma je Drp1l i kao takav,
zajednicki je molekulski igra¢ u deobi mitohondrija i peroksizoma. Analiza rezultata ekspresije
Drp1 pokazuje da je nivo ovog proteina u poredenju sa kontrolom znacajno visSi sedmog dana
(M7) tretmana, a potom se vraca na kontrolni (Slika 7B).

ObeleZavanjem Drpl imunogoldom (Slika 7A) pokazali smo njegovu lokalizaciju na
spoljasnjoj membrani mitohondrija, na kristama mitohondrija i na membrani pojedinih
peroksizoma. Kada je peroksizomalna lokalizacija u pitanju, zapaZeno je da je uglavnom vise
partikula zlata grupisano i lokalizovano u nizu, jedna do druge, na membrani organele. U
poredenju sa kontrolnom grupom intenzitet imunocitohemijske reakcije je najvisi u grupi M7
(Slika 74, 6-9), a potom se vraca na nivo kontrole (Slika 74, 15-19).
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Slika 7. Promena proteinske ekspresije i imunogold obelezavanje Drpl. Imunocitohemisjka lokalizacija Drp1 u
mrkim adipocitima (A): kontrolna grupa (A1-5), grupa M7 (A6-9), grupa M15 (A10-14), grupa M21 (A15-19),
proteinska ekspresija Drp1 izraZena u procentima (B), slike reprezentativnih traka iz tri nezavisna eksperimenta
(C). Uvelicanje je 17 000x za sve elektron mikrografije. * poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0.05.
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4.10.1 Mitohondrijsko poreklo peroksizoma- imunogold obeleZavanje VDAC1

Imunogold obeleZavanjem VDAC1, voltaZno zavisnog anjonskog kanala koji je primarno
mitohondrijski protein, pokazali smo njegovu lokalizaciju na: ¢elijskoj membrani, spoljasnjoj
membrani mitohondrija, kristama mitohondrija, membrani pojedinih peroksizoma (Slika 8).
Posebno je zanimljiva ¢injenica da su neki tamniji peroksizomi (izrazito DAB obojeni)
imunopozitivni na VDAC1, dok svetliji peroksizomi (slabije DAB obojeni) nisu imunopozitivni
na ovaj protein. Pored toga, VDAC1 pozitivni peroksizomi su lokalizovani uglavnom u blizini
mitohondrija ili u bliskom kontaktu sa njima. Takode, veoma zanimljiva €injenica je zapaZeno
prisustvo imunopozitivne reakcije bas na mestu kontakta spoljasnje mitohondrijske i
peroksizomalne membrane (strelice). Pored tamno DAB obojenih peroksizoma koji su
imunopozitivni na VDAC1, uoceni su pojedini koji su negativni na prisustvo ovog proteina (Slika
8E, zvezdica). Razlika u intenzitetu imunopozitivnosti izmedu kontrole i hipotiroidnih grupa
nije primecena.

Slika 8. Reprezentativne fotografije imunogold obelezavanja VDAC1. Peroksizomi koji su imunopozitivni na
VDAC1 lokalizovani su uglavnom u blizini mitohondrija ili u bliskom kontaktu sa njima. Srelice pokazuju prisustvo
imunopozitivne reakcije na mestima kontakta spoljaSnje mitohonrijske membrane i peroksizomalne membrane
(A, B, D, E).], lipidna tela; m, mitohondrije; zvezdica, tamno obojen peroksizom koji nije imunopozitivan na VDAC1.
UveliCanje je 17 000x za sve elektron mikrografije.

4.11 Analiza uceSca glER u biogenezi peroksizoma

Ekspresije kalneksina, markera glER, znacajno je poviSena tek dvadeset prvog dana
(M21) tretmana, dok u grupama M7 i M15 nema promene u poredenju sa kontrolom (Slika 9).
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Slika 9. Promena proteinske ekspresije kalneksina (A), slike reprezentativnih traka iz tri nezavisna eksperimenta
(B). Vrednosti ekspresije proteina su izrazene u procentima. * poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0.05.

4.12 Analiza stepena zrelosti peroksizoma

4.12.1 Imunogold obeleZavanje Pex16

Pex16 je peroksizomalni membranski protein odgovoran za ugradnju drugih peroksina
u membranu peroksizoma Sto ga ¢ini jednim od glavnih proteina koji u¢estvuju u strukturnom
sazrevanju peroksizoma. Rezultati analize obelezavanja ovog peroksina imunogoldom na
presecima BAT pokazuju njegovu lokalizaciju na membrani peroksizoma, ali i u njihovom
matriksu (Slika 10). Od izuzetne vaznosti je prisustvo imunopozitivne reakcije u oblasti
membranskog mostica, koji spaja peroksizom sa mitohondrijom i to tako da obezbeduje
kontinuitet spoljaSnje mitohondrijske i peroksizomalne membrane (Slika 10D). Potom,
imunopozitivna reakcija uocava se na spoljasnjoj i na unutrasnjoj membrani mitohondrija.
Veoma je zanimljiva pojava pozicioniranja partikula zlata u nizu na kristama mitohondrija
(Slika 10A). Imunopozitivna reakcija na Pex16 uocava se ¢ak i u malim vezikulama
lokalizovanim oko pojedinih mitohondrija (Slika 10B). Pex16 je takode sporadi¢no lokalizovan
u citoplazmi i na membrani pojedinih cisterni glER (Slika 10C i D). Imunopozitivna reakcija
zapazena je i u nukleusima mrkih adipocita, kao i u eritrocitima krvnih kapilara.
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Slika 10. Obelezavanje peroksina Pex16 imunogoldom na presecima mrkog masnog tkiva, reprezentativne
elektron mikrografije, grupa M21. ], lipidna tela; m, mitohondrije; zvezdice, cisterne glER; crna glava strelice,
peroksizomi; bela glava strelice, vezikule oko mitohondrija imunopozitivne na Pex16; strelica, imunopozitivna
reakcija u oblasti membranskog mosti¢a koji spaja peroksizom sa mitohondrijom. Uvelicanje 17 000x za sve
elektron mikrografije.

4.12.2 Imunogold obeleZavanje PMP70

Uloga peroksizomalnog membranskog proteina PMP70 je transport nezasi¢enih masnih
kiselina dugog lanca, granatih masnih kiselina i dikarboksilnih masnih kiselina za oksidaciju iz
citoplazme u matriks peroksizoma. Stoga je prisustvo PMP70 na membrani peroksizoma jo$
jedan od parametara koji ukazuje na stepen strukturne i funkcijske zrelosti peroksizoma.

Analiza rezultata obeleZavanja ovog peroksina imunogoldom pokazuje prisustvo PMP70
na membrani peroksizoma, na spoljasnjoj i posebno na unutras$njoj membrani mitohondrija,
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kao i na membrani pojedinih cisterni glER (Slika 11). U kontrolnoj grupi, imunopozitivnha
reakcija uocava se u vidu partikula zlata koje su u nizu, jedna do druge, poredane na membrani
peroksizoma. Imunopozitivna reakcija u ovoj grupi uocava se na membrani svih peroksizoma
u Celijama, tako da nema peroksizoma koji nije imunpozitivan na PMP70 (Slika 11A, 1i 2). U
grupi M7, imunopozitivna reakcija uofava se na membrani velikog broja peroksizoma i na
membranama mitohondrija (Slika 11B, 1 i 2). Medutim, pojedini peroksizomi u ovoj grupi nisu
imunopozitivni na PMP70 (Slika 11B, 11i insert c, glava strelice). U grupi M15 primecen je veliki
broj peroksizoma koji nisu imunopozitivni na PMP70 (Slika 11C, 1 i 2, glava strelice). Odustvo
imunopozitivnosti na ovaj peroksin posebno je karakteristicno za brojne izduzene strukture
koje se javljaju u ovoj grupi, u kojoj su i najbrojnije (Slika 11C, 1 insert d, glava strelice). Za
razliku od velikog broja peroksizoma, spoljasnja i unutra$nja membrana peroksizoma, u ovoj
grupi, su imunopozitivne na PMP70 (Slika 11C, 2). Imunopozitivna reakcija na mitohondrijama
uocava se u vidu partikula zlata poredanih u nizu duz kristi mitohondrija. U grupi M21 svi
uoceni peroksizomi su imunopozitivni na PMP70 (Slika 11D, 1 i 2), a imunopozitivna reakcija
je izrazita na membrani peroksizoma. U ovoj grupi je posebno zanimljivo uoceno prisustvo
imunopozitivne reakcije na membrani peroksizoma, na mestu kontakta sa lipidnim telom (Slika
11D, 1 i insert e, strelice). Sto se mitohondrija ti¢e, u ovoj grupi imunopozitivna reakcija je
intenzivnija na njihovoj spoljaSnjoj membrani, gde se uocava u vidu partikula zlata
organizovanih u niz ili u krug (Slika 11D, 1 insert fi 2).

Razlika u intenzitetu imunopozitivnosti na PMP70 u hipotiroidnim grupama u odnosu
na kontrolu nije primecena.
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Slika 11. ObeleZavanje peroksina PMP70 imunogoldom na presecima mrkog masnog tkiva. Kontrola (A1-2), grupa
M7 (B1-2), grupa M15 (C1-2), grupa M21 (D1-2).],lipidna tela; m, mitohondrije; zvezdice, cisterne glER; crna glava
strelice, peroksizomi koji nisu imunopozitivni na PMP70; strelica, peroksizomi imunopozitivni na PMP70; elipsa
na slici C2, sekundarni lizozom. Veli¢ina partikula zlata 10 nm, uvelicanje 17 000x za sve elektron mikrografije.
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4.12.3 Imunogold obeleZavanje CAT

Stepen zrelosti peroksizoma je direktno proporcionalan stepenu njihove funkcije, a
glavni marker zrelosti peroksizoma je katalaza. DAB bojenje i imunogold obeleZavanje katalaze
u peroksizomima mrkih adipocita su nam omogucili da indirektno odredimo stepen zrelosti, a
time i stepen funkcije novonastalih peroksizoma (Slika 12).

Analiza elektron mikrografija iz kontrolne grupe pokazuje da je najve¢i broj
peroksizoma u ovoj grupi pravilnog, globularnog oblika, razlic¢itih dimenzija, razlicitog
intenziteta DAB obojenosti i sa visokom imunopozitivnos¢u na CAT i to uglavnom u centralnom
matriksnom delu (Slika 12, 1-4). Peroksizome koji su slabije DAB obojeni karakteriSe nizi
stepen imunopozitivnosti na CAT, dok peroksizome koji su intenzivnije DAB obojeni
karakterise viSi stepen imunopozitivnosti na CAT (Slika 12, 1-4). Oblasti peroksizomalnih
nosica, kao Sto je vec¢ receno, nisu DAB obojene, a ni imunopozitivne na CAT (Slika 12, 3). Isti
obrazac obojenosti i imunopozitivnosti primecujemo i u oblasti membranskih mostic¢a (Slika
12,214).

Analiza elektron mikrografija iz grupe M7 pokazuje da su peroksizomi u ovoj
hipotiroidnoj grupi slabije DAB obojeni, ali ih odlikuje visok stepen imunopozitivnosti na CAT
(Slika 12, 5-7). Uglavnom su globularnog oblika, mada se kod pojedinih peroksizoma
peroksizomalna membrana jasno ne uocava pa je tesko odrediti njihov oblik (Slika 12, 5).

Analizom elektron mikrografija iz grupe M15 uocili smo veliki broj izduZenih struktura
koje moZemo definisati kao peroksizomalne strukture nastale od cisterni glER (Slika 12, 8-12).
Pored ranije pomenutih kaSikastih i kobasicastih struktura (Videti 4.8.2), u grupi M15 uocene
su brojne, veoma izduZene, strukture koje su imunopozitivne na CAT, ali uglavnom slabije DAB
obojene (Slika 12; 9, 11, 12). Ove strukture su najcesSce lokalizovane oko lipidnih tela, a ¢esto
pozicionirane jedna uz drugu, dok se pojedine ¢ak i granaju. Neke od njih su imunopozitivne na
CAT samo u svom pocetnom, globularnom delu, dok je tubularni deo strukture CAT negativan
(Slika 12; 12). U ovoj hipotiroidnoj grupi najintenzivnije DAB obojeni jesu pravi, globularni
peroksizomi kod kojih je intenzitet imunopozitivnosti na CAT najvisi (Slika 12; 8).

Analizom elektron mikrografija iz grupe M21 zapazili smo strukture koje lice na nisku
bisera (Slika 12, 13-15). One zapravo predstavljaju peroksizome nastale od cisterni glER koji
jos uvek nisu potpuno odvojeni (ili bar vecina njih nije), pa se uocavaju kao pozicionirani svi u
jednoj liniji (Slika 12; 13 i 15). Ovakve strukture su lokalizovane u blizini lipidnih tela i u
bliskom kontaktu sa mitohondrijama mrkih adipocita. Intenzitet DAB obojenosti peroksizoma
u okviru ovih struktura je nizak, a stepen imunopozitivnosti na CAT je takode niZi.

Veoma zanimljiva Cinjenica je da intenzitet imunopozitivne reakcije na CAT raste sa
duZinom tretmana, u poredenju sa kontrolnom grupom. Stepen imunopozitivnosti na CAT
zavisi od eksperimentalne grupe, kao i od puta biogeneze peroksizoma. NajviSi stepen
imunopozitivnosti uocen je u pravim, globularnim, pojedinacnim peroksizomima. NeSto niZzi
stepen imunopozitivnosti uocen je u veoma izduZenim peroksizomalnim strukturama koje
nastaju od cisterni glER, a koje su negativne u svojim krajnjim, uzim delovima. Takode niZi
stepen imunopozitivnosti odlikuje i peroksizome koji se uo€avaju u grupi M21 kao niske bisera.
NajniZi stepen imunopozitivnosti uocava se u kontrolnoj grupi u pojedinim peroksizomima
nastalim pupljenjem sa membrane glER koji su veoma slabo DAB obojeni. Svakako veoma
zanimljiva pojava je odsustvo imunopozitivne reakcije na CAT kod peroksizoma koji su DAB
obojeni, a koji se uocavaju u kontroli i u grupi M15. Stepen imunopozitivnosti na CAT direktno
je proporcionalan stepenu kako strukturne, tako i funkcijske zrelosti peroksizoma.
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Slika 12. Indirektna procena stepena zrelosti peroksizoma DAB bojenjem i obelezavanjem CAT imunogoldom.
Kontrola (1-4), grupa M7 (5-7), grupa M15 (8-12), grupa M21 (13-15). Visok stepen imunopozitivnosti na CAT
odgovara visokom stepenu strukturne i funkcijske zrelosti peroksizoma. 1, lipidno telo; m, mitohondrija; zvezdica,
glER. Velicina partikula zlatal0 nm, uveli¢anje 17 000x za sve elektron mikrografije.
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4.12.4 Imunogold obeleZavanje CAT na izolovanim peroksizomima

[zolacija lake mitohondrijske frakcije obogac¢ene peroksizomima iz mrkog masnog tkiva
omogucila nam je da bliZe odredimo razliku u obliku, veli¢ini i broju peroksizoma u grupi M21
u odnosu na kontrolu, kao i uvid u odnos peroksizoma sa mitohondrijama i cisternama glER.

Analiza elektron mikrografija nam ukazuje na dominantno prisustvo globularnih
peroksizoma i u kontroli i u grupi M21 (Slika 13). Takode, u obe grupe zapaZeni su i ovalni
peroksizomi, ali i peroksizomi koji nemaju jasno definisan oblik jer se njihova membrana ne
vidi. Veoma je zanimljiva pojava peroksizomalnih struktura koje li¢e na niske bisera (Slika 134,
B1, B2 - uokvirene strukture) koje su takode zapaZene i u kontroli i u grupi M21. Veli¢ina
peroksizoma varira u obe grupe, od jako malih do veoma krupnih, a broj peroksizoma je
znacajno veci u grupi M21 u odnosu na kontrolu.

S obzirom na to da smo izolovali laku mitohondrijsku frakciju obogaéenu
peroksizomima, prisustvo mitohondrija u izolatu je neizostavno. Na fotografijama se uocavaju
brojne sitne mitohondrije koje imaju jasno definisane kriste i oblik specifican za mrke adipocite
(Slika 13, m). Medutim, pored njih, posebno u grupi M21 uocavaju se brojne krupne i
prosvetljene mitohondrije sa dezorganizovanim kristama (Slika 13, M). Posebna strukturna
veza peroksizoma sa mitohondrijama u izolovanim frakcijama nije zapazena.

Analizom elektron mikrografija uocene su i brojne cisterne glER razli¢itog oblika i
dimenzija, koje su Cesto pozicionirane oko peroksizoma ili u neposrednom kontaktu sa njima
(Slika 13, zvezdice). Pored njih, na mikrografijama su uoCene i brojne vezikule koje za sada
ostaju neidentifikovane.

Analizom imunogold obeleZavanja katalaze na presecima izolovanih frakcija, zapazili
smo izrazenu imunopozitivnu reakciju u pravim globularnim peroksizomima, ali i u ovalnim,
izduZenim, sitnim pa i u peroksizomalnim strukturama koje lice na nisku bisera. Veoma je vazno
zapaZanje da se CAT u izolovanim peroksizomima lokalizuje centralno, u matriksu peroksizoma
(Slika 13, strelice) i periferno, submembranski (Slika 13, glava strelice). Pored peroksizoma,
imunopozitivna reakcija na CAT uocena je i na spoljasnjoj membrani i kristama mitohondrija,
kao i na membrani pojedinih cisterni glER.
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Slika 13. Izolovana laka mitohondrijska frakcija obogacena peroksizomima i imunogold obelezavanje CAT.
Kontrola (A1-2), grupa M21 (B1-2). M, krupne, nabubrele, prosvetljene mitohondrije sa dezorganizovanim
kristama; m, mitohondrije lake mitohondrijske frakcije, karakteristi¢ne za mrke adipocite; zvezdice, cisterne glER;
strelice, peroksizomi sa centralnom, matriksnom, ekspresijom CAT; glava strelice, peroksizomi sa perifernom,
submembranskom, ekspresijom CAT. Uveli¢anje 17 000x za sve elektron mikrografije, bar 1 pm.
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4.12.5 Imunogold obeleZavanje ACOX1 i ACOX3 - kolokalizacija

Acil-CoA oksidaza (ACOX) je enzim peroksizomalnog matriksa koji u€estvuje u prvom
koraku B-oksidacije masnih kiselina u peroksizomima. Kolokalizacijom dve izoforme ovog
enzima, ACOX1 i ACOX3 na tankim presecima mrkog masnog tkiva pokazali smo njihovu
pojedinac¢nu lokalizaciju, ali i kolokalizaciju u peroksizomima mrkih adipocita. Analiza rezultata
ukazuje na peroksizome kao glavno i jedino mesto lokalizacije obe izoforme ovog enzima (Slika
14).

U kontrolnoj grupi u kojoj su najzastupljeniji pravi, globularni peroksizomi obe izoforme
ovog enzima su lokalizovane u njihovom matriksu, dok je periferna lokalizacija reda (Slika 144,
11 2). Iako su obe izoforme najceSce prisutne istovremeno, u pojedinim peroksizomima uocava
se lokalizacija samo ACOX1 ili samo ACOX3 (Slika 14, insert a i A2Z). Kada poredimo
zastupljenost pojedinacnih izoformi ovog enzima u peroksizomima, u kontrolnoj grupi
najzastupljenija je ACOX1.

U peroksizomima mrkih adipocita iz grupe M7 takode su prisutne obe izoforme ovog
enzima (Slika 14B, 1i 2). Njihova lokalizacija je centralna, u matriksu peroksizoma ali su veoma
Cesto i periferno pozicionirane, pogotovu ACOX3. Pored toga Sto je periferno pozicionirana u
peroksizomima, ACOX3 cesto i odsustvuje tako da je ACOX1 dominantna izoforma i u grupi M7.
Takode, u ovoj grupi zapaZeni su pojedini peroksizomi koji nisu imunopozitivni ni na jednu
izoformu ovog enzima (Slika 14, insert e, glava strelice).

U grupi M15, u kojoj se pojavljuju izduZene i nepravilne peroksizomalne strukture,
ACOX1 je takode dominantna izoforma ovog enzima (Slika 14C, 1 i 2). Sta vise, ACOX3 je retko
prisutna izoforma, javlja se iskljucivo u pravim, globularnim peroksizomima dok je u izduZenim
peroksizomalnim strukturama nema (Slika 14, inserti f, g, i). Medutim, uoceni su i peroksizomi
u kojima je lokalizovana samo ACOX3 izoforma (Slika 14, insert f - gornji desni ugao).

U grupi M21, ACOX1 izoforma je najzastupljenija (Slika 14D, 1) i ACOX3 se uoc¢ava samo
u pojedinim globularnim peroksizomima (Slika 14D, 2 i insert j). Svi ACOX1 imunopozitivni
peroksizomi u ovoj grupi pozicionirani su oko i izmedu lipidnih tela, a imunopozitivna reakcija
uocava se i u centralnom, matriksnom i u perifernom regionu peroksizoma.
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Slika 14. Kolokalizacija ACOX1 i ACOX3 izoformi u peroksizomima mrkih adipocita. Kontrola (A1-2), grupa M7
(B1-2), grupa M15 (C1-2), grupa M21 (D1-2). Strelice pokazuju imunopozitivne peroksizome, a glava strelice
peroksizom koji nije pozitivan ni na jednu izoformu ovog enzima. |, lipidna tela; m, mitohondrije; zvezdice, cisterne
glER. Veli¢ina partikula zlata: ACOX1 - 20 nm, ACOX3 - 10 nm. Uvelicanje 17 000x za osnovne elektron
mikrografije, 28 000x za sve inserte.
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4.12.5.1 Pozicioniranje peroksizoma imunopozitivnih na ACOX1/ACOX3

Rezultati analize pozicije peroksizoma imunopozitivnih na ACOX1 u mrkim adipocitima
pokazuju da su u kontroli najbrojniji imunopozitivni peroksizomi lokalizovani uz mitohondrije
(Grafik 12A). U grupi M7 su takode najbrojniji uz mitohondrije, ali raste i broj imunopozitivnih
peroksizoma lokalizovanih uz lipidna tela, koji u grupi M15 preuzimaju primat i postaju
dominantni. U grupi M21 peroksizomi lokalizovani uz lipidna tela su i dalje dominantni, njihov
broj znatno raste u ovoj grupi, ali raste i broj imunopozitivnih peroksizoma lokalizovanih uz
mitohondrije.

Kada je u pitanju imunopozitivnost peroksizoma mrkih adipocita na ACOX3 (Grafik
12B), ona je dosta niZa u odnosu na ACOX1. U kontrolnoj grupi najviSe ACOX3 imunopozitivnih
peroksizoma ima u citoplazmi, dok se u grupi M7 njihova pozicija u ¢elijama menja tako da je
najveci broj imunopozitivnih peroksizoma lokalizovan uz mitohondrije, a zatim uz lipidna tela.
U grupi M15, imunopozitivni peroksizomi lokalizovani uz lipidna tela postaju dominantni, ali je
broj peroksizoma lokalizovanih uz mitohondrije takode visok. U grupi M21 raste broj i jednih i
drugih, medutim, u ovoj grupi imunopozitivni peroksizomi lokalizovani uz mitohondrije
ponovo postaju dominantni.

Kada uporedimo imunopozitivnosti peroksizoma na ACOX1 i ACOX3 moZemo da vidimo
da su u kontroli najbrojniji peroksizomi imunopozitivni na ACOX1 lokalizovani uz mitohondrije,
dok su peroksizomi imunopozitivni na ACOX3 najbrojniji u citoplazmi. U grupi M7 najbrojniji
peroksizomi imunopozitivni na obe izoforme ove oksidaze lokalizovani su uz mitohondrije. U
grupi M15, ACOX1 i ACOX3 imunopozitivni peroksizomi pozicioniranirani su uz lipidna tela, s
tim da je visok i broj peroksizoma imunopozitivnih na ACOX3 pozicioniranih uz mitohondrije.
U grupi M21 dolazi do inverzije brojnosti imunopozitivnih peroksizoma loalizovanih uz lipidna
tela i mitohondrije. Najveci broj peroksizoma imunopozitivnih na ACOX1 lokalizovan je sada uz
lipidna tela uz visok broj peroksizoma koji su lokalizovani i uz mitohondrije, dok je najveci broj
peroksizoma imunopozitivnih na ACOX3 lokalizovan uz mitohondrije, ali je veliki broj i onih
koji su lokalizovani uz lipidna tela.

Sto se ti¢e peroksizioma u kojima dolazi do kolokalizacije ACOX1 i ACOX3, u kontroli ali
i u svim hipotiroidnim grupama najbrojniji su peroksizomi lokalizovani uz lipidna tela (Grafik
12C). Takode i u kontroli i u svim hipotiroidnim grupama visok je i broj imunopozitivnih
peroksizoma lokalizovanih uz mitohondrije. Ono $to je posebno zanimljivo kod kolokalizacije
ACOX izoformi je porast broja imunopozitivnih peroksizoma pozicioniranih uz mitohondrije i
lipidna tela istovremeno, kako u kontroli, tako i u svim hipotiroidnim grupama.
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Grafik 12. Pozicioniranje i broj peroksizoma imunopozitivnih na ACOX1 (A), ACOX3 (B) i na obe izoforme
istovremeno (C) u mrkim adipocitima. Date vrednosti predstavljaju apsolutan broj imunopozitivnih peroksizoma
u Celijama. M, imunopozitivni peroksizomi lokalizovani uz mitohondrije; L, imunopozitivni peroksizomi
lokalizovani uz lipidna tela; M/L imunopozitivni peroksizomi lokalizovani izmedu mitohondrija i lipidnih tela; C,
imunopozitivni peroksizomi lokalizovani u citoplazmi; ER, imunopozitivni peroksizomi lokalizovani uz cisterne
glER.
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4.13 Transkripciona regulacija biogeneze peroksizoma

4.13.1 Western blot analiza PPARy, PPARa i PGC-1a

Transkripcioni nivo biogeneze peroksizoma regulisan je PPARy, PPARa i PGC-1a
faktorima. Proteinska ekspresija PPARYy se u hipotiroidizmu ne menja, na nivou je kontrolne
(Slika 15A). Ekspresije PPARa u odnosu na kontrolu sniZena je petnaestog dana (M15) i ostaje
na tom nivou do kraja tretmana (M21) (Slika 15B). Nivo proteinske ekspresije PGC-1a, ko-
aktivatora PPAR transkripcionih faktora takode ostaje nepromenjen u hipotiroidizmu (Slika
15C).
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Slika 15. Promena ekspresije transkripcionih faktora koji reguli§u biogenezu peroksizoma. PPARy (A), PPARa (B),
PGC-1a (C), slike reprezentativnih traka iz tri nezavisna eksperimenta (D). Vrednosti ekspresije proteina su
izraZene u procentima. * poredenje sa kontrolnom grupom; **p < 0.01.

4.14 Western blot analiza izoformi tiroidnih receptora (TRal, TRa2, TR31), RXRa
i DIO2

Tiroidni hormoni igraju centralnu ulogu u odrzavanju metabolicke homeostaze mrkog
masnog tkiva, a svoju funkciju ostvaruju preko tiroidnih receptora.
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Nivo proteinske ekspresije TRal u hipotiroidizmu se ne menja u grupama M7 i M15, dok
je u grupi M21 visi u poredenju sa kontrolom (Slika 16A). Nivoi proteinske ekspresije tiroidnih
receptora TRa2 i TRB1 u poredenju sa kontrolom ostaju nepromenjeni do kraja tretmana (Slika
16D i E). Proteinska ekspresije RXRa, partnera tiroidnih receptora u regulaciji ekspresije ciljnih
gena takode ostaje na nivou kontrole u svim hipotiroidnim grupama (Slika 16B).

Koncentracija tiroidnih hormona u ¢elijama modulirana je aktivnoS¢u dejodinaza.
Radom DIO2 mrkih adipocita obezbeduje se lokalna konverzija T4 u aktivnu T3 formu tiroidnih
hormona. Na taj nacin, termogeni odgovor i metbolizam mrkih adipocita ne moraju da zavise
od njihove trenutne sistemske koncentracije. Proteinska ekspresije DIO2 ostaje na nivou
kontrole u svim hipotiroidnim grupama (Slika 16B).
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Slika 16. Promena ekpresije izoformi tiroidnih receptora, RXRa i DIO2 u mrkom masnom tkivu. TRal (A), RXRa
(B), DIO2 (C), TRa2 (D), TRB1 (E), slike reprezentativnih traka iz tri nezavisna eksperimenta (F). Vrednosti
ekspresije proteina su izraZene u procentima. * poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0.05.
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4.15 Imunofluorescentno obeleZavanje tiroidnih receptora

4.15.1 Imunofluorescentna lokalizacija TRal

Rezultati analize imunofluorescentnog obeleZavanja TRal na parafinskim presecima
mrkog masnog tkiva pokazuju da hipotiroidizam potencira Harlekin efekat pri ekspresiji ovog
tiroidnog receptora (Slika 17). Broj mrkih adipocita imunopozitivnih na TRa1 raste sa duZinom
tretmana, u poredenju sa kontrolom, a intenzitet imunofluorescencije je najjaci u grupi M15. Na
nivou Celije, imunopozitivna reakcija prisutna je prevashodno u mitohondrijama dok nukleusna
imunopozitivnost nije uocena.

TRal, 63x TRal zoom SYTOX PREKLOPLJENO

KONTROLA

Slika 17. Imunofluorescentna lokalizacija TRal na presecima mrkog masnog tkiva. Kontrola (A1-4), grupa M7
(B1-4), grupa M15 (C1-4), grupa M21 (D1-4); TRal - zeleni signal, kontrastno bojenje nukleusa Sytox orange -
plavo. Originalno uvelicanje 63x (A1-D1), bar 25 pm; zoom 5%, bar 5 um.
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4.15.2 Imunofluorescentna lokalizacija TRa2

Rezultati analize imunofluorescentnog obeleZzavanja TRa2 na presecima mrkog masnog
tkiva pokazuju da hipotiroidizam takode potencira Harlekin efekat pri ekspresiji i ove izoforme
TRa (Slika 18). Broj mrkih adipocita imunopozitivnih na TRa2 raste u grupi M15, u poredenju
sa kontrolom, a intenzitet imunofluorescencije je takode najjaci u ovoj hipotiroidnoj grupi. Na
nivou Celije, imunopozitivna reakcija prisutna je u mitohondrijama. Nukleusna
imunopozitivnost nije uocena, ve¢ samo perinukleusna loklizacija TRa2 u grupi M15 (Slika 18B,
2-4, strelica).

TRa2, 63x TRo2, zoom SYTOX PREKLOPLJENO

KONTROLA

M15

M21

Slika 18. Imunofluorescentna lokalizacija TRa2 na presecima mrkog masnog tkiva. Kontrola (A1-4), grupa M15
(B1-4), grupa M21 (C1-4); TRa2 - zeleni signal, kontrastno bojenje nukleusa Sytox orange - plavo. Strelice
pokazuju perinukleusnu lokalizaciju TRa2. Originalno uveli¢anje 63x (A1-C1), bar 25 pm; zoom 5x, bar 5 pm.
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4.15.3 Imunofluorescentna kolokalizacija TRal i COX IV

Rezultati analize dvojnog imunofluorescentnog obeleZavanja na presecima mrkog
masnog tkiva pokazuju da u pojedinim mrkim adipocitima TRal i COX IV kolokalizuju, kao
potvrda mitohondrijske lokalizacije TRal (Slika 19). I TRa1l i COX 1V takode pokazuju specifican
nacin ekspresije - Harlekin efekat, kako u kontroli tako i u hipotiroidnim grupama. Broj mrkih
adipocita u kojima su TRa1 i COX IV kolokalizovani raste sa duzZinom tretmana. Medutim, kada
se posmatraju odvojeni signali, broj ¢elija imunopozitivnih na TRal (Slika 19 A2-D2) je veci od
broja ¢elija imunopozitivnih na COX IV (Slika 19 A3-D3). Intenzitet imunopozitivnosti na oba
proteina je najjaci u grupi M15. Na nivou Celija, imunopozitivna reakcija na oba proteina
prisutna je u mitohondrijama, dok se imunopozitivna reakcija na TRal u grupi M15 uocavaiu
nukleusima (Slika 19 C5 - strelice).

MI15 M7 CONTROL

M21

TRal/COX TV TRal, zoom KOMPLEKS IV SYTOX PREKLOPLENO

Slika 19. Imunofluorescentna lokalizacija TRa1 i COX IV na presecima mrkog masnog tkiva. Kontrola (A1-5), grupa
M7 (B1-5), grupa M15 (C1-5), grupa M21 (D1-5); TRal - zeleni signal, COX IV - crveni signal, kontrastno bojenje
nukleusa Sytox orange - plavo. Bele strelice pokazuju ¢eliju izrazito imunopozitivnu na TRal, dok Zute strelice
ukazuju na njegovu nukleusnu lokalizaciju. Originalno uvelicanje 63x (A1-D1), bar 25 pm; zoom 5%, bar 5 um.
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4.16 Analiza efekta hipotiroidizma na sistem antioksidativne odbrane u BAT

4.16.1 Analiza proteinske ekspresije komponenti antioksidativne odbrane: CuZnSOD,
MnSOD, CAT, GSH-Px, GCL i Trx

Analiza razultata proteinske ekspresije enzima antioksidativne odbrane u mrkom
masnom tkivu pacova pokazuje da je proteinska ekspresija CuZnSOD, MnSOD i CAT u odnosu
na kontrolu poviSena od petnaestog dana (M15) i ostaje poviSena do kraja tretmana (M21)
(Slika 20A-C); proteinska ekspresija GSH-Px se u hipotiroidizmu ne menja, ostaje na nivou
kontrole (Slika 20D); ekspresija GCL i Trx, u odnosu na kontrolu, znacajno raste ve¢ od sedmog
dana (M7) i ostaje poviSena do kraja tretmana (M21) (Slika 20E i F).
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Slika 20. Rezultati western blot analize proteinske ekspresije komponenti antioksidativne odbrane u mrkom
masnom tkivu. CuZnSOD (A), MnSOD (B), CAT (C), GSH-Px (D), GCL (E), Trx (F), slike reprezentativnih traka iz tri
nezavisna eksperimenta (G). Vrednosti ekspresije proteina su izraZzene u procentima. * poredenje sa kontrolnom
grupom; * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001.
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4.16.2 Analiza enzimske aktivnosti enzima antioksidativhe odbrane u mrkom masnom

tkivu: CuZnSOD, MnSOD, CAT, TR, GR, GSH-Px i ukupnog sadrZaja GSH

Analiza rezultata enzimske aktivnosti pokazuje da se aktivnost CuZnSOD, MnSOD, GR i
GSH-Px u hipotiroidnim grupama ne menja u odnosu na kontrolnu (Grafik 134, B, D i F).

Aktivnost CAT u odnosu na kontrolu raste od petnaestog dana (M15) i ostaje visoka do
kraja tretmana (M21) (Grafik 13C).

Aktivnost TR u poredenju sa kontrolom pokazuje porast jedino nakon petnaest dana
tretmana (M15), dok je u grupama M7 i M21 nepromenjena (Grafik 13D).

U poredenju sa kontrolom ukupni GSH povecan je od petnaestog dana (M15) i ostaje
povecan do kraja tretmana (Grafik 13G).
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Grafik 13. Rezultati analize enzimske aktivnosti enzima antioksidativne odbrane i ukupnog sadrZaja GSH u
mrkom masnom tkivu. CuZnSOD (A), MnSOD (B), CAT (C), TR (D), GR (E), GSH-Px (F) i GSH (G). Enzimska
aktivnost/proteinski sadrzaj je izraZzen kao: apsolutna jedinica U mg! proteina (A, B), mM H202 min- mg! proteina
(C), nM NADPH min-'mg- proteina (D, E, F), nmol GSH g! tkiva (G). Vrednosti na grafikonima su predstavljene
kao srednja vrednost + standardna greska. * poredenje sa kontrolnom grupom, *p < 0.05, **p < 0.01.
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4.17 Imunofluorescentna i imunogold lokalizacija enzima antioksidativne
odbrane

4.17.1 Imunofluorescentna i imunogold lokalizacija CuZnSOD

Analiza rezultata imunofluorescentnog obelezavanja CuZnSOD (Slika 21A) pokazala je
da u kontrolnoj grupi imunopozitivna reakcija na ovaj enzim odsustvuje osim sporadi¢no
citoplazmatske u cCeliji (Slika 21, A1). U grupi M7 intenzitet imunopozitivnosti raste u odnosu
na kontrolu (Slika 21, A2). ZapaZen je veli broj cCelija koje odlikuje srednji stepen
imunopozitivnosti na CuZnSOD. Na nivou pojedinacnih celija, imunopozitivna reakcija se
uocava u citoplazmi i u mitohondrijama. U ovoj grupi nije zapaZena nukleusna lokalizacija
CuZnSOD. Grupu M15 karakteriSe nizak stepen imunopozitivnosti na CuZnSOD, ali je broj
imunopozitivnih ¢elija ve¢i nego u grupi M7 (Slika 21, A3). Na nivou celije, imunopozitivna
reakcija se uocava u citoplazmi i u mitohondrijama, dok u nukleusu odsustvuje. U grupi M21 se
kao i u kontroli ne uo¢ava imunopozitivna reakcija na CuZnSOD (Slika 21, A4).

Metodom imunogold obelezavanja CuZnSOD Zeleli smo da detaljnije istrazimo
lokalizaciju ovog enzima na nivou mrkih adipocita (Slika 21B). Analiza rezultata pokazuje da
kontrolnu grupu odlikuje veoma nizak stepen imunopozitivnosti (Slika 21, B1). Imunopozitivha
reakcija se javlja u citoplazmi; u nukleusima, kako mrkih adipocita, tako i endotelskih celija, i to
u regionu heterohromatina (kao oreol oko euhromatina); na kristama mitohondrija; na
membranama pojedinih peroksizoma. U grupi M7 stepen imunopozitivnosti je viSi nego u
kontroli, ali je i dalje nizak (Slika 21, B2). Imunopozitivna reakcija se javlja: u citoplazmi, u kojoj
su partikule zlata organizovane u grupice; zatim, u nukleusima mrkih adipocita i endotelskih
Celija, takode periferno, u regionu heterohromatina; na kristama mitohondrija i u
mitohondrijskom matriksu. Grupu M15 odlikuje visi stepen imunopozitivnosti nego u grupi M7,
koji se moze okarakterisati kao srednji (Slika 21, B3). Imunopozitivnha reakcija se javlja u
citoplazmi i vrlo je intenzivna u ovom Celijskom kompartmentu; u nukleusima, kako mrkih
adipocita, tako i endotelskih ¢elija, u regionu heterohromatina ali i u regionu euhromatina; na
kristama mitohondrija; na membranama pojedinih peroksizoma. Stepen imunopozitivnosti u
grupi M21 je veoma nizak, pribliZno je jednak stepenu imunopozitivnosti u kontrolnoj grupi
(Slika 21, B4). Veoma slaba imunopozitivna reakcija uocena je u citoplazmi; nesto intenzivnija
u nukleusima, u regionu heterohromatina (u ovom kompartmentu Ccelije je zapravo i
najintenzivnija, insert); na kristama mitohondrija; na membrani pojedinih peroksizoma; u
eritrocitima u kojima se partikule zlata organizuju u male grupe.

Stepen imunopozitivnosti na CuZnSOD u odnosu na kontrolu raste od sedmog (M7) do
petnaestog dana (M15) gde je i najvisi, a potom opada, vra¢a se na kontrolni nivo u M21.
Imunopozitivna reakcija je najintenzivnija u nukleusima a onda u citoplazmi, na kristama
mitohondrija i membrani peroksizoma.
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Slika 21. Imunofluorescentno (A) i imunogold (B) obeleZavanje CuZnSOD na presecima mrkog masnog tkiva.
Kontrola (A1, B1), grupa M7 (A2, B2), grupa M15 (A3, B3), grupa M21 (A4, B4). ], lipidna tela; m, mitohondrije; n,
nukleus; k, krvni kapilar; glava strelice, peroksizomi imunopozitivni na SOD1. Konfokalna mikroskopija:
lokalizacija SOD1 - zeleno, kontrastno bojenje nukleusa Sytox orange - plavo; bar 5 pm. Transmisiona elektronska
mikroskopija: veli¢ina partikula zlata 10 nm; bar 1 pm.

4.17.2 Imunofluorescentna i imunogold lokalizacija MnSOD

Analiza rezultata imunofluorescentnog obelezZavanja MnSOD pokazuje da je u kontroli
intenzitet imunofluorescentene reakcije izuzetno slab osim sporadicne celije koju odlikuje
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visok stepen imunopozitivnosti na MnSOD (Slika 22, A1). Na ¢€elijskom nivou, imunopozitivna
reakcija je lokalizovana u mitohondrijama. U grupi M7 intenzitet imunopozitivnosti raste u
odnosu na kontrolu (Slika 22, A2). ZapaZen je veci broj Celija koje su imunopozitivne na MnSOD,
kao i vec¢i broj celija koje odlikuje visok stepen imunopozitivnosti. Na nivou Ccelije,
imunopozitivna reakcija je lokalizovana u mitohondrijama. U grupi M15 zapaZen je jako veliki
broj ¢elija visoko imunopozitivnih na MnSOD, kao i veliki broj celija koje odlikuje veoma visok
stepen imunopozitivnosti (Slika 22, A3). Na nivou Ccelije, imunopozitivna reakcija je
lokalizovana u mitohondrijama, pogotovu u mitohondrijama lokalizovanim oko lipidnih tela. U
grupi M21 intenzitet imunopozitivnosti na MnSOD slabi u odnosu na prethodne dve
hipotiroidne grupe, a opada i broj imunopozitivnih ¢elija (Slika 22, A4). ZapaZen je mali broj
¢elija koje odlikuje visok stepen imunopozitivnosti na MnSOD. Na nivou ¢elije, imunopozitivna
reakcija lokalizovana je u mitohondrijama, narocito onim koje su pozicionirane oko lipidnih
tela.

Posmatrano sve zajedno, intenzitet immunofluorescence u odnosu na kontrolu raste do
petnaestog dana, kada je najjaci, a potom slabi dvadeset prvog dana. Izrazito imunopozitivne
mitohondrije lokalizovane oko lipidnih tela javljaju se u M15 i M21 grupama. Metodom
imunofluorescentnog obeleZzavanja MnSOD nismo zapazili njegovu nukleusnu lokalizaciju.

Da bismo detaljnije istraZili lokalizaciju MnSOD na ¢elijskom nivou obeleZili smo ovaj
enzim imunogoldom i nasi rezultati su pokazali slede¢e - u kontrolnoj grupi, imunopozitivna
reakcija uoCena je na spoljasnjoj, unutrasnjoj membrani i u matriksu mitohondrija (Slika 22,
B1). Posebno je zanimljiva kruZna organizacija imunogold partikula u pojedinim
mitohondrijama. Pored mitohondrija, imunopozitivna reakcija na MnSOD uocCena je u
nukleusima mrkih adipocita i malom broju peroksizoma. U grupi M7 imunopozitivna reakcija
takode je uoCena na spoljasnjoj, unutrasnjoj membrani i u matriksu mitohondrija (Slika 22, B2).
[ u ovoj grupi uocava se kruzna organizacija imunogold partikula u pojedinim mitohondrijama
(Slika 22, B2 - mali insert). Imunopozitivna reakcija na MnSOD ovde je uocena u nukleusima
mrkih adipocita, kao i veoma intenzivna imunopozitivha reakcija lokalizovana u
peroksizomima. U grupi M15 intenzitet imunopozitivnosti je ja¢i u odnosu na kontrolu (Slika
22, B3). Imunopozitivna reakcija je uoc¢ena na spoljasnjoj membrani mitohondrija, na njihovoj
unutrasnjoj membrani, u matriksu, ali i u citoplazmi oko mitohondrija. Specifi¢cna kruzna
organizacija imunogold partikula lokalizovana u pojedinim mitohondrijama prisutna je i u ovoj
grupi (Slika 22, B3 - mali insert). Pored toga, imunopozitivna reakcija je zapaZena i u nukleusu,
kao i na membraniiu matriksu peroksizoma. U grupi M21 intenzitet imunopozitivnosti je slabiji
u poredenju sa grupom M15 (Slika 22, B3). Imunopozitivna reakcija se javlja na spoljasnjoj,
unutrasnjoj membrani i u matriksu mitohondrija, nukleusu i nukleusnim porama, kao i u
peroksizomima koje odlikuje veoma visok stepen imunopozitivnosti na MnSOD. KruZna
organizacija imunogold partikula u mitohondrijama prisutna je i u ovoj hipotiroidnoj grupi
(Slika 22, B4 - srednji insert).

Intenzitet imunopozitivnosti na MnSOD u odnosu na kontrolu, raste do petnaestog dana a
potom opada dvadeset prvog dana, Sto je u korelaciji sa rezultatima koje smo dobili metodom
imunofluorescentnog obeleZavanja ovog enzima. Metodom imunogold obeleZzavanja MnSOD
smo pokazali postojanje nukleusne lokalizacije ovog enzima. Pored toga, pokazali smo da u
mrkim adipocitima hipotiroidizam dovodi do translokacije MnSOD u peroksizome, Sto do sada
nije uoceno. Specifi¢na, kruzna organizacija imunogold partikula u mitohondrijama zapaZena
je u kontroli i svim hipotiroidnim grupama.
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Slika 22. Imunofluorescentno (A) i imunogold (B) obeleZavanje MnSOD na presecima mrkog masnog tkiva.
Kontrola (A1, B1), grupa M7 (A2, B2), grupa M15 (A3, B3), grupa M21 (A4, B4). ], lipidna tela; m, mitohondrije; n,
nukleus; glava strelice, peroksizomi imunopozitivni na SOD2. Konfokalna mikroskopija: lokalizacija MnSOD -
zeleno, kontrastno bojenje nukleusa Sytox orange - plavo; bar 5 pm. Transmisiona elektronska mikroskopija:
veli¢ina partikula zlata 10 nm; bar 1 pm.
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4.17.3 Imunofluorescentna i imunogold lokalizacija CAT

Analiza rezultata imunofluorescentnog obelezavanja CAT pokazuje da je u kontroli
intenzitet imunopozitivnosti veoma slab i da je jako mali broj ¢elija imunopozitivan na CAT
(Slika 23, Al). Na nivou celije, imunopozitivna reakcija na CAT se uocava u citoplazmi, oko
lipidnih tela, u mitohondrijama, peroksizomima i u ponekom nukleusu. U grupi M7 broj ¢elija
koje su imunopozitivne na CAT raste, uporedo sa porastom intenziteta imunofluorescence
(Slika 23, A2). Na nivou celije, imunopozitivna reakcija na CAT uocava se u citoplazmi, oko
lipidnih tela, u mitohondrijama, peroksizomima, oko nukleusa i u malom broju njih.
Imunopozitivhost u nukleusima mrkih adipocita u ovoj grupi zapaZa se u dva domena:
perifernom, uz nukleusni ovoj i centralni, u samom njegovom srediStu. U grupi M15 zapaZen je
jako veliki broj ¢elija koje su imunopozitivne na CAT (Slika 23, A3). Imunopozitivna reakcija se
javlja u svim celijskim kompartmentima: citoplazmi, oko lipidnih tela, u mitohondrijama,
peroksizomima, oko nukleusa i u njima u vidu jasnih, tackastih signala. Broj nukleusa koji su
imunopozitivni na CAT je takode veliki, a dominiraju nukleusi koji su imunopozitivni u svom
centralnom delu (Slika 23, A3 - bele strelice). U grupi M21 skoro sve ¢elije na preseku tkiva su
imunopozitivne na CAT a intenzitet imunopozitivnosti je izuzetno jak (Slika 23, A4). Na nivou
Celije, imunopozitivna reakcija na CAT se uocava u citoplazmi, oko lipidnih tela, u
mitohondrijama, peroksizomima i nukleusima. Imunopozitvna reakcija u nukleusima takode je
lokalizovana u dva domena, perifernom i centralnom, pri ¢emu je periferna imunopozitivnost
dominantna (Slika 23, A4 - bela strelica).

Da bismo utvrdili lokalizaciju CAT na celijskom nivou, obeleZili smo je imunogoldom.
Nasi rezultati su pokazali da je u kontrolnoj grupi, u matriksu peroksizoma uocen visok stepen
imunopozitivnosti na CAT, dok se vrlo slaba imunopozitivna reakcija uo¢ava u pojedinim
mitohondrijama (na spoljasnjoj membrani i u matriksu) i u nukleusima mrkih adipocita (Slika
23, B1). Peroksizomi imunopozitivni na CAT, se razlikuju po intenzitetu imunopozitivnosti (od
izuzetno pozitivnih, tamnih peroksizoma do negativnih). Grupu M7 odlikuje jaka
imunopozitivna reakcija na katalazu uocena u peroksizomima, dok se vrlo slaba reakcija uocava
u pojedinim mitohondrijama i u nukleusima mrkih adipocita (Slika 23, B2). U grupi M15
intenzitet imunopozitivnosti na CAT jaci je nego u grupi M7 (Slika 23, B3). Uocena
imunopozitivnha reakcija lokalizovana je u peroksizomima, mitohondrijama, nukleusu i
sporadi¢no u citoplazmi. Neobi¢ne izduZene strukture koje najviSe karakteriSu ovu grupu su
takode imunipozitivne na CAT i pozicionirane su uglavnom oko lipidnih tela ili u njihovoj
neposrednoj blizini. U grupi M21 intenzitet imunopozitivnosti na CAT jaci je nego kod ostalih
eksperimentalnih grupa (Slika 23, B4). Imunopozitivna reakcija na CAT se javlja u
peroksizomima, mitohondrijama, nukleusu i citoplazmi. [ u ovoj grupi se uocavaju izduzene
strukture nalik na tubule koje su CAT pozitivne iako su pojedinacno prisutne i one koje su CAT
negativne.

Intenzitet CAT imunopozitivnosti raste sa duZinom tretmana, prevashodno u
peroksizomima i raznim izduZenim strukturama. Jako je zanimljiva reakcija na CAT u pojedinim
peroksizomima gde se imunopozitivnost primecuje u submembranskom regionu peroksizoma
Cine¢i oreol oko peroksizomalnog matriksa. Imunopozitivha reakcija lokalizovana u
mitohondrijama i nukleusu je vrlo slaba kako u kontroli, tako i u eksperimentalnim grupama,
dok se reakcija u citoplazmi pojavljuje tek od petnaestog dana i njen intenzitet raste do kraja
tretmana.
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Slika 23. Imunofluorescentno (A) i imunogold (B) obeleZavanje CAT na presecima mrkog masnog tkiva. Kontrola
(A1, B1), grupa M7 (A2, B2), grupa M15 (A3, B3), grupa M21 (A4, B4).], lipidna tela; m, mitohondrije; n, nukleusi;
crna zvezdica, glER; bela zvezdica, izduZene peroksizomalne strukture; glava strelice, peroksizomi imunopozitivni
na CAT; bela strelica, nukleusi imunopozitivni na CAT. Konfokalna mikroskopija: lokalizacija CAT - zeleno,
kontrastno bojenje nukleusa Sytox orange - plavo; bar 5 um. Transmisiona elektronska mikroskopija: veli¢ina
partikula zlata 10 nm; bar 1 um.
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4.17.4 Imunofluorescentna i imunogold lokalizacija GSH-Px

Analiza rezultata imunofluorescentnog obeleZavanja GSH-Px pokazuje da je intenzitet
imunofluorescence u kontrolnoj grupi veoma slab (Slika 24, A1). Broj imunopozitivnih ¢ellija je
mali a stepen imunopozitivnosti je veoma nizak. Samo jednu ¢eliju na preseku odlikuje srednji
stepen imunopozitivnosti na ovaj enzim. Na nivou celije, imunopozitivna reakcija je zapaZena u
citoplazmi. U grupi M7 intenzitet imunofluorescence je slab kao i u kontrolnoj grupi (Slika 24,
A2). Broj imunopozitivnih celija je ve¢i u poredenju sa kontrolnom grupom, ali je stepen
imunopozitivnosti nizak. Na nivou cCelije, imunopozitivna reakcija je uocena u citoplazmi,
mitohondrijama, oko lipidnih tela i pojedinih nukleusa. U grupi M15 intenzitet
imunofluorescence je i dalje slab, ali je ja¢i nego u kontroli i u grupi M7 (Slika 24, A3). Broj
imunopozitivnih Celija raste, kao i broj Celija koje odlikuje srednji stepen imunopozitivnosti na
ovaj enzim. Na nivou Celije, imunopozitivna reakcija je uo¢ena u citoplazmi, mitohondrijama i
oko lipidnih tela, dok se perinukleusna imunopozitivnost primecena u grupi M7 u ovoj grupi
relokalizuje u nukleus. U grupi M21 intenzitet imunofluorescence je slab, ali je u poredenju sa
kontrolom i ostalim hipotiroidnim grupama u ovoj grupi najjaci (Slika 24, A4). Stepen
imunopozitivnosti je nizak iako je broj imunopozitivnih ¢elija veliki, kao i broj ¢elija koje
odlikuje srednji stepen imunopozitivnosti. Imunopozitivna reakcija je lokalizovana u
citoplazmi, mitohondrijama, oko lipidnih tela, oko nukleusa i u njima.

Imunogold obelezavanjem GSH-Px pokusali smo da ispitamo njegovu (re)lokalizaciju u
mrkim adipocitima u uslovima hipotiroidizma. NaSi rezultati su pokazali da je intenzitet
imunopozitivnosti u kontroli veoma nizak (Slika 24, B1). Imunopozitivna reakcija se javlja u
citoplazmi, mitohondrijama (spoljasnja, unutrasnja membrana i matriks), pojedinim
peroksizomima, na lipidnim telima i u nukleusima u regionu euhromatina. Grupu M7
karakteriSe nizak intenzitet imunopozitivnosti (Slika 24, B2). Imunopozitivna reakcija javlja se
u citoplazmi, mitohondrijama (spoljasnja, unutrasnja membrana i matriks), pojedinim
peroksizomima, nukleusima i na lipidnim telima. U grupi M15 intenzitet imunopozitivnosti na
GSH-Px je visi, kako u odnosu na kontrolu tako i u odnosu na grupu M7 (Slika 24, B3).
Imunopozitivha reakcija se javlja u citoplazmi, mitohondrijama (spoljaSnja i unutrasnja
membrana), pojedinim peroksizomima, nukleusima i na lipidnim telima. U grupi M21 intenzitet
imunopozitivnosti na GSH-Px je nizak kao u kontroli (Slika 24, B4). Imunopozitivna reakcija
lokalizovana je u citoplazmi, mitohondrijama (spoljaSnja, unutraSnja membrana i matriks),
pojedinim peroksizomima, nukleusima, na lipidnim telima i oko njih.

Intenzitet imunopozitivnosti na GSH-Px se u poredenju sa kontrolom ne menja u
grupama M7 i M21, dok u grupi M15 blago raste. Veoma je zanimljiva lokalizacija ovog enzima
oko lipidnih tela koja se javlja od petnaestog dana i zahteva dodatna istrazivanja.
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Slika 24. Imunofluorescentno (A) i imunogold (B) obelezavanje GSH-Px na presecima mrkog masnog tkiva.
Kontrola (A1, B1), grupa M7 (A2, B2), grupa M15 (A3, B3), grupa M21 (A4, B4). ], lipidna tela; m, mitohondrije; n,
nukleusi; glava strelice, peroksizomi imunopozitivni na GSH-Px. Konfokalna mikroskopija: lokalizacija GSH-Px -
zeleno, kontrastno bojenje nukleusa Sytox orange - plavo; bar 5 pm. Transmisiona elektronska mikroskopija:
veli¢ina partikula zlata 10 nm; bar 1 um.
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4.18 Analiza strukturne asocijacije peroksizoma sa mitohondrijama i lipidnim
telima - uspostavljanje MPLB jedinica

Pazljivom analizom lokalizacije peroksizoma u mrkim adipocitima uocili smo njihovu
blisku strukturnu asocijaciju sa mitohondrijama i lipidnim telima istovremeno. Ovaj tip
udruzivanja mitohondrija, peroksizoma i lipidnih tela nazvali smo MPLB (eng. mitochondria-
peroxisome-lipid body) jedinice (Slika 25). MPLB jedinice su prisutne u kontrolnoj i u svim

hipotiroidnim grupama, ali hipotiroidizam povecava njihov broj za 1.55, 2.44, i 3.22 puta nakon
7, 15,1 21 dana tretmana metimazolom.

Kontrola MI15 M21

Broj MPLB jedinica|

g

-
=}
?

Broj MPLB
jedinica na 100 pm?
g

Kontrola M7 M5 M21

Slika 25. Bliska strukturna asocijacija mitohondrija, peroksizoma i lipidnih tela - MPLB jedinice u mrkim
adipocitima kontrolne i u hipotiroidnim grupama M7, M15 i M21. MPLB jedinice su na elektron mikrografijama
oznacene crnim krugovima (A), a njihov broj predstavljen je kao relativan u odnosu na 100 um2povrsine ¢elija (B).

Imunogold obelezavanje CAT. |, lipidna tela; m, mitohondrije; n, nukleus; glava strelice, peroksizomi. Veli¢ina
partikula zlata 10 nm; bar 1 pm.
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4.19 Analiza transkripcione regulacije enzima antioksidativne odbrane

4.18.1 Western blot analiza Nrf2

Analiza proteinske ekspresije Nrf2, glavnog transkripcionog faktora koji regulise
ekspresiju gena za enzime antioksidativne odbrane, pokazuje da je ekspresija Nrf2 u odnosu na
kontrolu znacajno poviSena ve¢ sedmog dana (M7) i da ostaje poviSena do kraja tretmana
(M21) (Slika 26).
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Slika 26. Promena proteinske ekspresije Nrf2 (A), slike reprezentativnih traka iz tri nezavisna eksperimenta (B).
Vrednosti ekspresije proteina su izraZene u procentima. * poredenje sa kontrolnom grupom; *** p < 0.001.

4.18.2 Imunohistohemijska, imunofluorescentna i imunogold lokalizacija Nrf2

Analiza rezultata imunohistohemijskog obelezavanja Nrf2 pokazuje da je u kontroli
intenzitet imunopozitivnosti slab (Slika 27, A1) i da je relativno mali broj ¢elija imunopozitivan
na Nrf2. Takode se uocCavaju i mrki adipociti koji nisu Nrf2 imunopozitivni. Imunopozitivna
reakcija se uocava u citoplazmi i u mitohondrijama, dok u nukleusima odsustvuje (Slika 27, A1
- insert). U grupi M7 (Slika 27, B1) intenzitet imunopozitivnosti je ja¢i nego u kontroli i broj
imunopozitivnih c¢elija je ve¢i. Imunopozitivna reakcija se uocava u citoplazmi i u
mitohondrijama, kao i u pojedinim nukleusima (Slika 27, B1 - insert). U grupi M15 (Slika 27,
C1) intenzitet imunopozitivnosti je izuzetno jak. Skoro svi mrki adipociti na preseku su
imunopozitivni na Nrf2. Jaka imunopozitivna reakcija u vidu smedih granula je primecena u
mitohondrijama, citoplazmi i ve¢em broju nukleusa (Slika 27, C1 - insert). U grupi M21 (Slika
27, D1) intenzitet imunopozitivnosti je nesto slabiji u poredenju sa grupom M15, ali su i u ovoj
grupi svi mrki adipociti na preseku imunopozitivni na Nrf2. Imunopozitivna reakcija se uocava
u citoplazmi, mitohondrijama i ponekom nukleusu (Slika 27, D1 - insert).

Analiza rezultata imunofluorescentnog obeleZavanja Nrf2 pokazuje da je intenzitet
imunofluorescence u kontroli veoma slab. Stepen imunopozitivnosti je nizak a veoma slaba
imunopozitivna reakcija javlja se u citoplazmi i sporadi¢no u ponekom nukleusu (Slika 27, A2).
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Medutim, kod malog broja nukleusa zapaZena je izrazita perinukleusna lokalizacija Nrf2 (Slika
27, A2 - zvezdice). U grupi M7 intenzitet imunofluorescence je slab i stepen imunopozitivnosti
je nizak kao u kontrolnoj grupi (Slika 27, B2). Primecen je veci broj imunopozitivnih ¢elija u
poredenju sa kontrolnom grupom. Imunopozitivna reakcija uocena je u citoplazmi i pojedinim
nukleusima, ali i u perinukleusnom regionu. Intenzitet imunofluorescence u grupi M15 blago
raste u poredenju sa kontrolom i sa grupom M7 ali je i dalje slab (Slika 27, C2). Stepen
imunopozitivnosti je nizak iako broj imunopozitivnih celija raste. Imunopozitivna reakcija
uocena je u citoplazmi, oko lipidnih tela i u ponekom nukleusu. U grupi M21 intenzitet
imunofluorescence blago raste u poredenju sa kontrolom, ali blago opada u poredenju sa
grupom M15 (Slika 27, D2). Stepen imunopozitivnosti je nizak dok je broj celija
imunopozitivnih na Nrf2 u ovoj grupi najveci. Imunopozitivna reakcija uocena je u citoplazmi,
oko lipidnih tela i u ve¢em broju nukleusa.

ObeleZavanje Nrf2 imunogoldom omogucilo nam je da na nivou ultrastrukture utvrdimo
ta¢nu lokalizaciju ovog transkripcionog faktora. Nasi rezultati pokazali su da je intenzitet
imunopozitivnosti u kontrolnoj grupi veoma slab (Slika 27, A3 i 4). Imunopozitivna reakcija
uocCena je u nukleusima (Slika 27, A4) kako u domenu euhromatina, tako i u domenu
heterohromatina, kao i na kristama pojedinih mitohondrija (Slika 27, A3). U grupi M7 intenzitet
imunopozitivnosti je ja¢i u odnosu na kontrolu (Slika 27, B3 i 4). Imunopozitivha reakcija
uoCena je u nukleusima (Slika 27, B4), preteZzno u domenu heterohromatina ali i u oblasti
kompleksa nukleusne pore (Slika 27, B4 - strelice) i regionu nukleusnog ovoja. Pored toga,
imunopozitivna reakcija zapaZena je u mitohondrijama (na spoljaSnjoj membrani i na
kristama), i to u ve¢em broju mitohondrija nego Sto je u kontroli (Slika 27, B3). U grupi M15
intenzitet imunopozitivnosti je jaci i u odnosu na kontrolu, ali i u odnosu na grupu M7 (Slika 27,
C3 i 4). Imunopozitivna reakcija uocena je prevashodno u nukleusima (Slika 27, C4) gde je
dominantna u domenu heterohromatina, a zapaza se i u oblasti kompleksa nukleusne pore
(Slika 27, C4 - strelica). Takode, imunopozitivha reakcija zapaZena je u pojedinim
mitohondrijama (Slika 27, C3). U grupi M21 intenzitet imunopozitivnosti raste i u odnosu na
kontrolu ali je malo slabiji u odnosu na grupu M15 (Slika 27, D3 i 4). Jaka imunopozitivna
reakcija uocCena je u nukleusima mrkih adipocita (Slika 27, D4) gde je, kao i u ostalim
hipotiroidnim grupama dominantna u domenu heterohromatina. [ u ovoj grupi, imunopozitivna
reakcija je uocena u oblasti komleksa nukleusne pore (Slika 27, D4 - strelica) i u pojedinim
mitohondrijama (Slika 27, D3).
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Intenzitet imunopozitivnosti na Nrf2 poredeci tri metoda obeleZavanja najjaci je u grupi
M15. Na nivou tkiva broj imunopozitivnih Celija raste sa duZinom tretmana. Na nivou celija
dominantne su citoplazmatska i mitohondrijska lokalizacija Nrf2, a na ultrastrukturnom nivou
dominira nukleusna lokalizacija ovog transkripcionog faktora.

Imunohistohemija Imunofluorescenca Imunogold

Citoplazma Nukleus

AT

Kontrola

:3
4

BIFE

]

" CEH 5

c3 Ica7

SR B0
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Slika 27. Imunohistohemijsko (A1-D1), imunofluorescentno (A2-D2) i imunogold (A3-D3, A4-D4) obelezavanje
Nrf2 na presecima mrkog masnog tkiva. Kontrola (A1-4), grupa M7 (B1-4), grupa M15 (C1-4), grupa M21 (D1-4).
], lipidna tela; m, mitohondrije; N, nukleus; No, nukleolus; EH, euhromatin; HH, heterohromatin; bela zvezdica,
imunopozitivni nukleusi (konfokalna mikroskopija); strelice, kompleks nukleusne pore (TEM). Imunohistohemija:
bar 200 um. Konfokalna mikroskopija: lokalizacija Nrf2 - zeleno, kontrastno bojenje nukleusa Sytox orange -
plavo; bar 5 pm. Transmisiona elektronska mikroskopija: veli¢ina partikula zlata 10 nm; bar 1 pm.
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4.18.2 Imunofluorescentna i imunogold lokalizacija 4-HNE

Analiza rezultata imunofluorescentnog obeleZavanja 4-HNE modifikovanih proteina
pokazuje da je intenzitet imunofluorescence u kontroli veoma slab (Slika 28, A1). Uocava se
jako mali broj ¢elija sa srednjim stepenom imunopozitivnosti. Imunopozitivna reakcija javlja se
u citoplazmi, u mitohondrijama, oko lipidnih tela (glava strelice), u pojedinim nukleusima
(zvezdice) ili perinukleusno. U grupi M7 intenzitet imunopozitivnosti je izuzetno jak (Slika 28,
B1). Uocava se veliki broj ¢elija koje odlikuje visok stepen imunopozitivnosti. Imunopozitivna
reakcija javlja se u citoplazmi, mitohondrijama, u mnogobrojnim nukleusima i oko lipidnih tela.
U grupi M15 intenzitet imunopozitivnosti je slabiji u odnosu na grupu M7, ali ja¢i u poredenju
sa kontrolnom grupom (Slika 28, C1). Ukupan broj imunopozitivnih ¢elija na preseku tkiva je
manji a samo mali broj ¢elija odlikuje visok stepen imunopozitivnosti. Imunopozitivna reakcija
javlja se u citoplazmi, mitohondrijama, nukleusima i oko lipidnih tela. U grupi M21 intenzitet
imunopozitivnosti je veoma slab, slican kao u kontrolnoj grupi (Slika 28, D1). Uocava se mali
broj celija sa srednjim stepenom imunopozitivnosti. Imunopozitivna reakcija javlja se u
citoplazmi, oko lipidnih tela, u pojedinim nukleusima ili perinukleusno.

Metodom imunogold obeleZavanja 4-HNE Zeleli smo da preciznije istraZimo njegovu
lokalizaciju na ultrastrukturnom nivou. NaSi rezultati pokazali su da je intenzitet
imunopozitivnosti u kontroli visok (Slika 28, A2-4). Imunopozitivha reakcija javlja se
prevashodno u mitohondrijama (na kristama), u pojedinim peroksizomima (na membrani)
(Slika 28, A4), ponegde u citoplazmi i u nukleusima, pretezno u regionu euhromatina (Slika 28,
A3). Euhromatin je u nukleusima mrkih adipocita u kontrolnoj grupi pozicioniran periferno dok
heterohromatin zauzima centralno mesto. U grupi M7 intenzitet imunopozitivnosti je takode
visok (Slika 28, B2-4). Imunopozitivna reakcija javlja se u mitohondrijama (na kristama), u
peroksizomima (preteZno u matriksu) (Slika 28, B4), ponegde u citoplazmi, i u nukleusima,
kako u regionu euhromatina, tako i u reginonu heterohromatina (Slika 28, B3). Takode,
imunopozitivna reakcija se uofava u nukleusima i u citoplazmi endotelskih celija, kao i u
eritrocitima. U ovoj grupi, u pojedinim ¢elijama, mitohondrije su jako gusto pakovane tako da
izgleda kao da je intenzitet reakcije ja¢i nego u kontroli. U grupi M15 intenzitet
imunopozitivnosti je takode visok kao u kontrolnoj i grupi M7 (Slika 28, C2-4). Imunopozitivna
reakcija javlja se u mitohondrijama sa vrlo specifi¢nim i pravilnim rasporedom partikula zlata
na kristama. U ovoj grupi je uocena i veoma jaka reakcija na spoljaSnjoj membrani mitohondrija
(Slika 28, C2 i 4). Imunopozitivna reakcija se jos javlja i u peroksizomima (pretezno u matriksu)
(Slika 28, C2), oko pojedinih lipidnih tela, ponegde u citoplazmi i u nukleusima (kako u regionu
euhromatina, tako i u reginonu heterohromatina) (Slika 28, C3). U grupi M21 intenzitet
imunopozitivnosti je visok kao u kontroli i u ostalim hipotiroidnim grupama (Slika 28, D2-4).
Imunopozitivna reakcija javlja se u mitohondrijama, na kristama i na spolja$njoj membrani
(Slika 28, D2 i 4). Veoma jaka reakcija je uoCena u matriksu peroksizoma, koji su u ovoj grupi
izuzetno brojni (Slika 28, D2 i 4). Imunopozitivna reakcija se javlja ponegde u citoplazmi i u
nukleusima (uglavnom u regionu heterohromatina koji je u ovoj grupi periferno pozicioniran)
(Slika 28, D3).

Intenzitet imunopozitivnosti na 4-HNE se ne menja u hipotiroidnim grupama u
poredenju sa kontrolom, ali je izuzetno visok u svim grupama. U kontroli imunopozitivna
reakcija se lokalizuje na kristama mitohondrija, na membrani peroksizoma kao i u periferno
pozicioniranom euhromatinu nukleusa. Takav obrazac ekspresije uocava se i sedmog dana sa
razlikom u peroksizomalnoj lokalizaciji - matriks je pozitivniji od membrane. Od petnaestog
dana do kraja tretmana, veoma jaka reakcija uocava se i na spoljasnjoj membrani mitohondrija,
kao i u heterohromatinu koji je sada dominantno na periferiji nukleusa mrkih adipocita.
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Slika 28. Imunofluorescentno (A1-D1) i imunogold (A2-D2, A4-D4) obelezavanje 4-HNE na presecima mrkog
masnog tkiva. Kontrola (A1-4), grupa M7 (B1-4), grupa M15 (C1-4), grupa M21 (D1-4). |, lipidna tela; m,
mitohondrije; n, nukleusi; crna glava strelice, peroksizomi; crna zvezdica, cisterne glER; bela glava strelice,
perilipidna lokalizacija imunopozitivne reakcije; bela zvezdica, imunopozitivni nukleusi. Konfokalna
mikroskopija: lokalizacija 4-HNE modifikovanih proteina - zeleno, kontrastno bojenje nukleusa Sytox orange -
plavo; bar 5 um. Transmisiona elektronska mikroskopija: veli¢ina partikula zlata 10 nm, bar 1 pm.
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5. DISKUSIJA

5.1 Hipotiroidizmom indukovane promene na nivou organizma

Tiroidni hormoni imaju veoma vaznu ulogu u svim glavnim aspektima funkcije BAT
ukljucujuc¢i regulaciju genske ekspresije, dostupnost nutrijenata, lipogenezu, lipolizu,
termogenezu, biogenezu mitohondrija i peroksizoma, kao i antioksidativhu odbranu (Mory i
sar., 1981; Rubio i sar., 1995; Silva 1995; Bianco i McAninch 2013). Zato je analiza nivoa
tiroidnih hormona u uslovima hipotiroidizma od izuzetnog znacaja za dalje istraZivanje
promena u BAT. NaSi rezultati potvrduju da metimazol, u dozi od 0,04%, indukuje
hipotiroidizam kod pacova u periodu od dvadeset jednog dana. Zapravo, promene nivoa
tiroidnih hormona i TSH javljaju se ve¢ nakon sedam dana, Sto znaci da se blokiranje biosinteze
tiroidnih hormona (jodiranje tiroglobulina) metimazolom deSava ubrzo nakon pocetka
tretmana. Nivoi T3 i T4 u plazmi zadrZani su na niskom nivou do kraja tretmana. To sistemsko
sniZenje koncentracije tiroidnih hormona se najverovatnije ne odrazava na BAT obzirom na
nepromenjenu ekspresiju lokalne dejodinaze DIO2 koja tkivu obezbeduje minimalan nivo T3
kao bioloski aktivne forme hormona. Izuzetno je vazna cinjenica da je nivo TSH u izrazitom
porastu sa duZinom tretmana, $to nam pokazuje da je funkcija Stitaste Zlezde zaista suprimirana
tretmanom a da hipofiza pokusava da stimuliSe njen rad i na taj na¢in kompenzuje smanjenu
koncentraciju tiroidnih hormona.

Kod ljudi, hipotiroidizam se vezuje za usporavanje stope metabolizma, povecano
deponovanja energije unete hranom, povecan indeks telesne mase i razvoj gojaznosti (Wagh i
sar., 2020). Medutim, pokazano je da hipotiroidizam ostvaruje suprotne efekte po telesnu masu
kod ljudi i eksperimentalnih Zivotinja, pa ¢ak i izmedu razli¢itih modela u zavisnosti od pola,
nacina indukcije hipotiroidizma, doze i duZine tretmana. Kod ljudi hipotiroidizam uglavnom
dovodi do porasta telesne mase i gojaznosti (Mullur i sar., 2014; Aiceles i Da Fonte Ramos,
2016) dok kod pacova, kako je ponazano u nekim studijama, nema uticaja ili ¢cak dovodi do pada
telesne mase (Abelenda i Puerta 1990; Curcio i sar., 1999; Caki¢-Milo$evié i sar., 2004).
Pretpostavlja se da je razlog pada telesne mase kod hipotiroidnih pacova termogena aktivacija
mrkog masnog tkiva usled koje dolazi do povecane potrosnje energije uskladiStene u obliku
lipida i njenog oslobadanja u vidu toplote. Nasi rezultati govore u prilog ovoj pretpostavci,
pokazuju¢i pad relativnog prinosa telesne mase kod hipotiroidnih Zivotinja sa duZinom
tretmana. Na osnovu toga moZemo da zaklju¢imo da hipotiroidizam deluje stimulativno na
porast termogene aktivnosti BAT kod pacova.

Poznato je da tiroidni hormoni regulisSu procese esencijalne za normalan rast i razvoj
(Mullur i sar., 2014), ali takode ucestvuju u regulaciji metabolizma lipida, ugljenih hidrata,
proteina, elektrolita i minerala (Yao i sar., 2014). S tim u vezi, njihov nedostatak ili sniZzena
koncentracija dovode do poremecaja homeostaze i promena, pre svega, u metabolizmu lipida, i
to najc¢esce na nivou jetre kao centralnog mesta njihove sinteze i razgradnje. NaSi rezultati
analize biohemijskih parametara pokazuju da hipotiroidiziam dovodi do promene u
metabolizmu lipida, ugljenih hidrata, proteina i minerala u plazmi pacova. Nivoi ukupnog i LDL
holesterola u plazmi pacova rastu u hipotiroidizmu uz nepromenjeni nivo HDL holesterola, dok
nivo triglicerida opada u M15 i M21 grupi. Literaturno je pokazano da su nivoi ukupnog i LDL
holesterola i apolipoproteina B visi u serumu pacijenata sa hipotiroidizmom, kao i u plazmi
hipotiroidnih pacova (Miller i Seitz 1984; Scarabottolo i sar., 1986; Pearce 2012). Takode je
pokazano ida je ekspresija receptora za LDL na membrani hepatocita sniZzena kod hipotiroidnih
pacova (Scarabottolo i sar., 1986) Sto za rezultat ima pad stope katabolizma LDL i porast
ukupnog i LDL holesterola u cirkulaciji (Duntas, 2002). Hiperlipidemija, u prvom redu
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hiperholesterolemija pokazana je u hipotiroidizmu pre viSe od devedeset godina (Mason i sar.,
1930) i od tada je veza izmedu tiroidne disfunkcije i poremecaja lipidnog statusa dobro
utvrdena, ¢emu doprinos daju i nasi rezultati. Pad nivoa triglicerida u serumu moze biti i
rezultat njegovog povecanog usvajanja iz cirkulacije. NeSto slicno pokazano je na skeletnim

.....

samim tim i lipoliza, kao i povecano usvajanje triglicerida (Kaciuba-Uscilko i sar., 1980).

Kada je u pitanju metabolizam ugljenih hidrata, pokazano je da hipotiroidizam najvece
promene takode ispoljava u jetri, uzrokuju¢i smanjenje stope glukoneogeneze,
deponovanja/oslobadanja glukoze Sto dovodi do hipoglikemije, ali i povecéane sinteze glikogena
u razli¢itim animalnim modelima (Yao i sar., 2014; Martinez i Ortiz 2017). Dodatno je pokazano
da su kod hipotiroidnih pacova smanjeni ukupan promet glukoze i stopa iskori§¢avanja glukoze
nivoa glukoze u plazmi pacova u grupi M15 i M21, $to ukazuje na povecano usvajanje i
deponovanje glukoze u hipotiroidizmu.

Nasi rezultati takode pokazuju da hipotiroidizam ne uti¢e na nivo laktata i kreatinina u
plazmi pacova, ali dovodi do poviSenja nivoa uree u plazmi u M15 i M21 hipotiroidnoj grupi.
Time su naSi rezultati u saglasnosti sa literaturnim podacima koji pokazuju da hipotiroidizam
dovodi do povecanja nivoa uree u serumu pacova, ali i u serumu pacijenata sa hipotiroidizmom
(Marti i sar., 1988; Sidhu i sar., 2016). To ukazuje na povecéan katabolizam proteina i izmenjen
matabolizam azota uzrokovan sniZenom koncentracijom tiroidinih hormona. Pored toga, nasi
rezultati pokazuju da hipotiroidizam dovodi do smanjenja nivoa kalcijuma u plazmi pacova u
M15 i M21 hipotiroidnoj grupi, Sto je takode u saglasnosti sa literaturnim podacima dobijenim
u razli¢itim humanim i animalnim studijama da je hipokalcemija verni pratilac hipotiroidizma
(Baltaci i sar., 2013; Sridevi i sar., 2016). Razlog tome je Sto u fizioloSkim uslovima tiroidni
hormoni, pre svega T4, reguliSu ekspresiju gena koji kodiraju Ca2* ATPazu i Na+/Ca2*
izmenjivaCe sarkoplazminog retikuluma (Hudecova i sar., 2004), ¢ime indirektno reguliSu i
oslobadanje kalcijuma iz Celija u cirkulaciju (Murgod i Soans, 2012; Sridevi i sar., 2016). Stoga
je sasvim razumljivo da sniZena koncentracija T4 u serumu rezultira padom nivoa kalcijuma.
Ne treba zaboraviti ni meduodnos Stitaste i parastitaste Zlezde u odrZavanju koncentracije jona
kalcijuma u Kkrvi koji takode moZe da doprinosi opisanim promenama u hipotiroidizmu.

5.2 Promene na nivou tkiva, ¢elija i organela indukovane hipotiroidizmom

NaSi rezultati su pokazali da hipotiroidizam, iako dovodi do smanjenja relativnog
prinosa telesne mase, ne utiCe na promenu relativne mase mrkog masnog tkiva pacova.
Literaturni podaci pokazuju da hipotiroidizam, indukovan na razliCite nacine, ostvaruje
razliCite efekte po masu mrkog masnog tkiva u razli¢itim eksperimentalnim modelima (Mory i
sar., 1981; Cakié-Milo$evié¢i sar., 2004; Weiner i sar., 2016). Medutim, Abelenda i Puerta (1990)
su pokazali da hipotiroidizam indukovan metimazolom u dozi od 0,04% nema efekat na masu
mrkog masnog tkiva pacova, Sto govore i nasi rezultati.

Analiza mrkog masnog tkiva na nivou ultrastrukture pokazuje da se na presecima tkiva
mogu razlikovati tri tipa mrkih adipocita klasifikovanih prema vrsti, broju, veli¢ini i organizaciji
organela u citoplazmi. Ta heterogenost mrkih adipocita raste sa duZinom tretmana $to moze
ukazati na izrazitu metabolicku heterogenost celija u okviru mrkog masnog tkiva. Zatim, na
elektron mikrografijama, jasno se uocava i smanjenje veliCine mrkih adipocita sa duZinom
tretmana S$to je potvrdeno rezultatima morfometrijske analize koji pokazuju pad povrSine
mrkih adipocita. Pad veliCine celija verovatno je kompenzovan porastom njihovog broja po
jedinici povrsSine tkiva, Sto se takode vidi na elektron mikrografijama (Slika 1), a koji je dodatno
podrZan odsustvom promena u relativnoj masi mrkog masnog tkiva u hipotiroidizmu.
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Smanjenje povrsSine mrkih adipocita odvija se na racun smanjenja srednjeg dijametra i
volumenske gustine lipidnih tela a povecanja njihovog relativnog broja i posledi¢nog povecanja
volimenske gustine citoplazme sa duZinom tretmana. Ovakvo usitnjavanje lipidnih tela, kao
organela koje zauzumaju najve¢i volumen u celijama, ukazuje na intenzivnu lipolizu
indukovanu hipotiroidizmom. Intenzivnom lipolizom obezbeduju se masne kiseline kao glavni
supstrat oksidativnih procesa sadrzanih u osnovi produkcije toplote, a u odgovoru mrkog
masnog tkiva na izlaganje hladnoci ili pove¢an unos hrane (Souza i sar., 2007).

Intenzivna lipoliza je, pored smanjenog prinosa telesne mase, jo$ jedan pokazatelj
termogene aktivacije mrkog masnog tkiva hipotiroidizmom. U prilog ovome idu i rezultati
morfometrijske i stereoloske analize mitohondrija koji pokazuju porast i broja i volumenske
gustine mitohondrija u hipotiroidizmu S$to posledi¢no dovodi do pada vrednosti srednjeg
dijametra mitohondrija nakon sedmog dana tretmana. Broj mitohondrija nastavlja da raste do
kraja tretmana. Takode, relativna povrsSina mitohondrija se menja u skladu sa srednjim
vrednostima dijametra mitohondrija. Porast broja, uz pad vrednosti srednjeg dijametra
mitohondrija, ukazuje na biogenezu mitohondrija koja prati program termogene aktivacije
mrkog masnog tkiva i poveéanje B-oksidacije masnih kiselina nastalih intenzivnom lipolizom.
Nasi rezultati su u skladu sa litertaturnim podacima koji pokazuju da je dinamika mitohondrija
posebno vazna u mrkom masnom tkivu gde produkcija toplote kao esencijalna fizioloska
funkcija koja odrzava telesnu tempertaturu i rasipanje viska energije kao kontrola gojaznosti,
zavisi od mitohondrijske aktivnosti (Cannon i Nedergaard 2004). Pored toga, Wikstrom i sar.
(2014) su pokazali da mitohondrije mrkog masnog tkiva od izduZenih i tubularnih, kakve su
kod miSeva gajenih u termoneutralnim uslovima, nakon samo 4 sata izlaganja hladno¢i postaju
okrugle i krupne, $to je u skladu sa njihovom deobom i prosvetljivanjem. Medutim, literaturni
podaci vezani za broj mitohondrija i termogenu aktivaciju mrkog masnog tkiva u uslovima
hipotiroidizma su u suprotnosti sa rezultatima koje smo mi dobili. Naime, Lombardi i sar.
(2015) su pokazali da su u mrkom masnom tkivu hipotiroidnih pacova maksimalni oksidativni
kapacitet i stopa mitohondrijske termogeneze redukovani usled pada broja mitohondrija i
stope respiracije izrazene kroz redukovan proteinski sadrZaj mitohondrija, aktivnost citrat
sintaze, sadrzaj VDAC1, imunohistohemijske detekcije COX IV, imunopozitivnosti i proteinskog
sadrzaja UCP1 (Lombardi i sar., 2015). Razlog za ostvarivanje ovako kontradiktornih razultata
moZe biti odabir nacina indukcije hipotiroidizma, jer su Lombardi i sar. (2015) imali agresivniji
pristup u tretmanu indukujudi i sistemski i lokalni hipotiroidizam, dok smo mi primenili manje
invazivan metod za indukciju sistemskog hipotiroidizma.

Porast broja mitohondrija je pra¢en porastom broja lizozoma, koji su najbrojniji
petnaestog dana tretmana. S obzirom na to da je jedna od uloga lizozoma uklanjanje ostarelih i
oStecenih organela i njihovo recikliranje (Ballabio, 2016; Killackey i sar., 2020), naSi rezultati
ukazuju na uceSce lizozoma u selektivnom uklanjanju oste¢enih mitohondrija primecenih u
Celijama sedmog i petnaestog dana tretmana. Porast broja mitohondrija je verovatno spregnut
sa njihovom degradacijom u ¢eliji u cilju odrZanja ravnoteZe izmedu mitohondriogeneze i
mitofagije, Cime se obezbeduje konstantnost mitohondrijske mase u c¢elijama (Carelli i sar.,
2015). Konstantnost mitohondrijske mase u mrkim adipocitima je od izuzetnog znacaja jer su
mitohondrije nosioci procesa termogeneze, a samim tim je i odrZanje stalne telesne
temperature kod malih endotermnih organizama njihova glavna uloga. Pored toga, lokalizacija
lizozoma uz mitohondrije takode moZe ukazati na metabolicki crosstalk izmedu ove dve
organele, Sto se pre svega odnosi na razmenu metabolita poput aminokiselina, lipida i jona
kalcijuma (Todkar i sar., 2017). Takode je pokazano da se vezikulama koje nastaju od
mitohondrija (MDV) mogu transportovati stari i oSteCeni mitohondrijski proteini do
endolizozomskog sistema, gde bivaju razgradeni ili sekretovani van celije u vidu egzozoma
(Soto-Herederoisar., 2017). Na taj nacin, vezikularni transport izmedu mitohondrija i lizozoma
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preko MDV predstavlja mehanizam kontrole kvaliteta mitohondrija u celijama sisara
(Soubannier i sar., 2012; McLelland i sar., 2014; Sugiura i sar., 2014).

5.3 Hipotiroidizam indukuje proliferaciju peroksizoma u mrkim adipocitima

Iako su peroksizomi prepoznati kao vazni partneri mitohondrija u procesu oksidacije
masnih kiselina u mrkim adipocitima, joS uvek nema podataka o njihovom nastanku i putevima
biogeneze u ovim Celijama. NaSi rezultati su pokazali da, uz biogenezu mitohondrija, a kao
podrsku intenzivnoj 3-oksidaciji masnih kiselina, hipotiroidizam u mrkim adipocitima indukuje
i biogenezu peroksizoma. Porast relativnog broja peroksizoma, koji se ogleda i u porastu
njihove volumenske gustine ve¢ od sedmog dana tretmana do njegovog kraja, nesumnjivo
ukazuju na indukovanu proliferaciju ovih organela. Peroksizomi su najbrojniji uz lipidna tela, a
zatim uz mitohondrije Sto ukazuje na njihovu blisku saradnju u cilju povec¢anja termogenog
kapaciteta mrkog masnog tkiva kao odgovora na sniZenu koncentraciju tiroidnih hormona.

Peroksizomi su organele karakteristi¢ne po svojoj visokoj plasti¢nosti koja se reflektuje
sposobno$¢u da brzo prilagode svoj broj, oblik, veli¢inu i enzimski sastav metaboli¢kim
zahtevima Celije. Do danas, u mrkim adipocitima peroksizomi su istraZivani na
ultrastrukturnom nivou u samo dve studije (Ahlabo i Barnard, 1971; Pavelka i sar., 1976), i
njihov nastanak i dalje nepoznanica. Nasi rezultati su pokazali da hipotiroidizam indukuje
detaljna ultrastrukturna studija otkriva po prvi put razlicite puteve biogeneze peroksizoma u
mrkim adipocitima: 1) biogeneza od postojecih organela, rastom i deobom, 2) biogeneza od
glER, pupljenjem, 3) biogeneza od glER i mitohondrija - hibridna priroda novonastalih
peroksizoma, 4) biogeneza od mitohondrija, pupljenjem sa spoljaSnje mitohondrijske
membrane. Svaki put postoji i funkcioniSe u eutiroidnoj kontroli i tokom hipotiroidizma (ali na
vremenski zavisan nacin), odlikuje se specificnim profilima organela i setom peroksina -
proteina esencijalnih za biogenezu i funkciju peroksizoma.

5.3.1 Biogeneza peroksizoma kanonskim putem

Biogeneza peroksizoma od postojeCih organela po modelu rasta i deobe je dobro
istraZena i prihvacena (Lazarow i Fujiki, 1985). NaSi rezultati pokazuju prisustvo ovog puta
biogeneze peroksizoma u mrkim adipocitima eutiroidne kontrole koji sa duzinom tretmana
postaje glavni put biogeneze sedmog, a u manjoj meri i petnaestog dana. Kanonski put
biogeneze je postepen proces koji zahteva ucesce specificnih peroksizomalnih membranskih
proteina. Peroksin 11 familija (Pex11) sadrzi nekoliko membranskih proteina konzerviranih
kod gljiva, biljaka i sisara koji kontroliSu peroksizomalnu proliferaciju i reguliSu
peroksizomalnu morfologiju, veli¢inu i broj (Li i Gould, 2002; 2003; Koch i sar., 2005; Thoms i
Erdmann, 2005; Delille i sar., 2010; Koch i sar.,, 2010). U okviru njih Pex11(, konsitutivno
eksprimirana izoforma Pex11 je uklju¢en u proliferaciju peroksizoma u ¢elijama sisara. Pex11f3
promoviSe izduZivanje, suzavanje i deobu, Sto ga cini glavnim i peroksinom posebno
odgovornim za ovaj put biogeneze peroksizoma (Schrader i sar., 1998). Mi smo pokazali da je
Pex11f vodeci molekulski igra¢ u biogenezi peroksizoma, $to se ogleda u njegovoj povisenoj
proteinskoj ekspresiji ve¢ od sedmog dana tretmana. Istovremeno, sve zapaZene strukture
karakteristi¢cne za kanonski put biogeneze peroksizoma (peroksizomalni nosici, strukture u
obliku masni i strukture u vidu niske bisera) su bile najbrojnije i preovladujuce pre-
peroksizomalne strukture sedmog dana tretmana, u poredenju sa petnaestim i dvadeset prvim
danom. Medutim, visoka ekspresija Pex11f3 do kraja tretmana ukazuje na njegovu ulogu i u
nekim drugim procesima, poput peroksizomalnog sazrevanja, kako su postulirali Delille i sar.
(2011).
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Kako bismo potvrdili navedeno, analizirali smo jos jednog vaznog igraca koji je ukljucen
u procese deobe peroksizoma - Drpl. Naime, pokazano je da je Drpl protein neophodan za
finalnu podelu membrane peroksizoma, ali ne i za korake izduZivanja i suZavanja koji joj
prethode (Koch, 2004). Nasi rezultati su pokazali da je proteinski nivo, ali i lokalizacija Drp1 na
peroksizomima najvisa sedmog dana u poredenju sa eutiroidnom kontrolom ¢ime se deoba
peroksizoma validira kao prvi korak u proliferaciji peroksizoma. Pad proteinske ekspresije
Drp1 i vracanje na kontrolni nivo je u saglasnosti sa smanjenom stopom deobe peroksizoma
petnaestog, a posebno dvadeset prvog dana. Ovo dalje podrzava pretpostavljenu ulogu Pex11(3
u sazrevanju peroksizoma. Druge potencijalne uloge Pex11{3 ne mogu biti iskljucene i svakako
zasluzuju dalja istrazivanja.

Nadalje, detaljnom analizom zapazili smo da je deoba peroksizoma asimetrican proces
u kome neki proksizomi sadrZe stare proteine i lipide, dok drugi sadrZe novosintetisane
membranske i matriksne proteine i lipide, kako su pokazali (Schrader i sar., 2016). U prilog
ovom zapazanju stoji izuzetna heterogenost peroksizoma u pogledu stepena DAB obojenosti,
CAT imunopozitivnosti i veli¢ine peroksizoma u ukviru niske bisera. NaSi rezultati jasno
potvrduju da je kanonski put biogeneze rani/prvi korak u proliferaciji peroksizoma u
hipotiroidizmu. To se moglo i oCekivati jer su u ranim fazama hipotiroidizma mrki adipociti
primorani da proizvedu veliki broj novih peroksizoma u kratkom vremenskom periodu, a
deoba postojecih organela je najbrZi i energetski najmanje zahtevan put biogeneze.

5.3.2 De novo biogeneza peroksizoma

Za razliku od biogeneze peroksizoma kanonskim putem, de novo biogeneza je otvoreno
pitanje ve¢ duZe vreme, posebno u pogledu nastanka peroksizoma od ER. Nasa studija je
pokazala veoma cCeste strukturne asocijacije peroksizoma sa tubulama glER i u eutiroidnoj
kontroli i u hipotiroidnim grupama, s tim da je njihov broj najveéi dvadeset prvog dana
tretmana. Prisustvo membranskih mosti¢a izmedu peroksizomalne membrane i membrane
glER ukazuje na hipotiroidizmom indukovanu de novo biogenezu peroksizoma od glER. Ranije
objavljeni podaci ukazuju na moguce poreklo peroksizoma sisara od ER, pokazujuci klastere
peroksizoma okruZene glER, koji su mestimi¢no medusobno povezani u morfoloski definisan
peroksizomalni retukulum (Novikoff i Novikoff 1972). Kasnije studije su potom pokazale
postojanje pre-peroksizomalnih ER domena od kojih se formiraju pre-peroksizomalne vezikule
Cijom fuzijom nastaju peroksizomi kompetentni za unos enzima matriksa (Titorenko i
Rachubinski, 2000; Lam i sar., 2010; Agrawal i sar., 2011; Van Der Zand i sar., 2012).

Geuzeisar. (2003) su pokazali prisustvo Pex13 i PMP70 u peroksizomalnom retikulumu
koji je povezan sa glER, potvrdujudi time njegovu aktivnu ulogu u proliferaciji peroksizoma.
Dalje studije genetike i proteomike kod kvasaca omogucile su identifikaciju viSe od 32
peroksina koji su ukljuceni u biogenezu peroksizoma (Kim i sar., 2006), od kojih je samo 17
nadeno i kod sisara. Dok su neki od ovih peroksina u ¢elijama sisara ukljuc¢eni u unos proteina
peroksizomalne membrane (Kimisar. 2006) i de novo biogenezu peroksizoma (Pex16 i Pex19),
drugi su ukljuceni u strukturno/funkcijsko sazrevanje peroksizoma (Pex16, Pex19, PMP70,
Pex5, Pex13, Pex26, Pex6). Odsustvo ili mutacija bilo kog od ovih peroksina dovodi do
poremecaja biogeneze peroksizoma i njihovog nestanka.

Proces strukturno/funkcijskog sazrevanja peroksizoma ukljucuje usmeravanje i
inseriranje novosintetisanih proteina peroksizomalne membrane i unos matriksnih proteina.
Literaturni podaci pokazuju postojanje razli¢itih molekulskih osnova unosa PMP i solubilnih
enzima peroksizomalnog matriksa (Fujiki i Lazarow, 1985; Gould i Valle, 2000). Pex19 je
predominantno citoplazmatski solubilni Saperon i receptor za proteine matriksa, ali je u manjoj
meri lokalizovan i na membrani peroksizoma (Sacksteder i sar., 2000; Jones i sar., 2004). To je
multifunkcijski protein koji prepoznaje peroksizomalne membranske lokalizuju¢e sekvence
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PMP; spreCava pogresno savijanje, agregaciju i destrukciju PMP u citoplazmi; usmerava
novosintetisane PMP ka membrani peroksizoma i stoga igra sustinsku ulogu u unosu PMP
(Jones i sar., 2004). NaSi rezultati pokazuju da hipotiroidizam indukuje povisenje proteinske
ekspresije Pex19 od petnaestog dana do kraja tretmana, Cime se istice znacaj ovog peroksina u
biogenezi peroksizoma mrkih adipocita. To nam dodatno govori da ekspresija Pex19 prati
sintezu novih PMP i ukazuje na povecanu potrebu za njihovom stabilizacijom i inseriranjem u
novoformirane pre-peroksizome.

Peroksizomalni membranski protein koji tesno saraduje sa Pex19 i omogucava
inseriranje novosintetisanih PMP u membranu peroksizoma je Pex16. Kao integralni protein
membrana ER i peroksizoma, Pex16 se smatra master regulatorom de novo biogeneze
peroksizoma od glER (Kim i sar, 2006; Sugiura i sar., 2017). Na naSe iznenadenje,
hipotiroidizam sniZava proteinsku ekspresiju Pex16 sedmog dana tretmana za viSe od 50% u
odnosu na kontrolu i zadrZava je na tako niskom nivou do kraja tretmana. Jedno od mogucih
objasnjenja je da de novo biogenezu u mrkim adipocitima prati veoma brzo sazrevanje
peroksizoma koje se odvija paralelno sa njihovim formiranjem, tako da novonastali
peroksizomi postaju odmah potpuno funkcioni. S obzirom na to da iscrpljivanje endogenog
nivoa samog Pex16 povecava direktnu ugradnju PMP (Agrawal i Subramani, 2016) naSi
rezultati ukazuju na to da hipotiroidizam verovatno favorizuje direktnu ugradnju PMP u
membranu peroksizoma, preko Pex19, ometaju¢i tako ekspresiju Pex16. Ovo je dodatno
podrzano Cinjenicom da hipotiroidizam indukuje poviSenu proteinsku ekspresiju PMP70
paralelno sa Pex19 od petnaestog dana do kraja tretmana. PMP70 (ABCD3) je peroksizomalni
membranski protein ¢ija je uloga transport masnih kiselina za oksidaciju iz citoplazme u
matriks peroksizoma (Van Roermund i sar., 2014). Tako poviSena ekspresija PMP70 implicira
postojanje velikog broja funkcijski zrelih peroksizoma u mrkim adipocitima.

Peroksizomalni matriksni proteini se upucuju u peroksizome preko jednog od dva
peroksizomalna lokalizujuca signala (PTS1 i PTS2) (Fujiki i sar., 2008). Kod sisara i biljaka,
PTS1 i PTS2 proteini su vezani za cikli¢ne citosolne receptore Pex5 i Pex7 (Pieuchot i Jedd,
2012). Pex5 je solubilni receptor koji prepoznaje proteine u citoplazmi, vezuje ih, stabilizuje i
transportuje do dokirajuceg/translociraju¢eg kompleksa u membrani peroksizoma,
promoviSuéi njihovu translokaciju kroz membranu (Freitas i sar., 2011). Ovaj peroksin egzistira
u dve dominantne izoforme nastale kao rezultat alternativnog splajsovanja: duga forma -
Pex5(L) i kratka forma - Pex5(S). Duga forma Pex5 sadrZi Pex7 vezujudi epitop (Dodt i sar.,
2001) i zbog toga ima ulogu koreceptora Pex7 za PTS2 proteine. Na taj nacin kod sisara, dva
puta unosa peroksizomalnih matriksnih proteina konvergiraju ka Pex5(L). NaSi rezultati
pokazuju redukciju proteinske ekspresije Pex5(L) za viSe od 50% sedmog dana, a potom
vracanje na kontrolni nivo petnaestog dana tretmana. Nasuprot tome, proteinska ekspresija
Pex5(S) je bila stabilna sedmog dana tretmana, a zatim je poviSena petnaestog dana i zadrzala
se na visokom nivou do kraja tretmana. Na osnovu toga mozZemo zakljuciti da rani
hipotiroidizam favorizuje unos PTS1 proteina, ali s obzirom na to da su oni mnogo brojniji od
PTS2 proteina ovaj trend se nastavlja do kraja tretmana preko aktivnosti PEX5(S).

Translokacija novosintetisanih peroksizomalnih proteina u matriks organele je
omogucéena postojanjem dokiraju¢e/translociraju¢e masinerije (DTM) u membrani
peroksizoma koju ¢ine Pex13 i Pex14 (Fujiki i sar, 2008). NaSi rezultati pokazuju da se
proteinska ekspresija Pex13 ne menja uprkos povecanju broja peroksizoma i proteinske
ekspresije drugih peroksina. S obzirom na to da je prethodna studija pokazala da je Pex14
stehiometrijski mnogo brojnija od drugih subjedinca DTM (Galiani i sar., 2016; Dias i sar.,,
2017), moguce je da u mrkim adipocitima hipotiroidizam za translociraju¢i kompleks
favorizuje pre Pex14 nego Pex13.
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Pri ulasku u peroksizome PTS sekvence matriksnih proteina se isecaju nakon ¢ega oni
postaju aktivni enzimi, a solubilni PTS receptori se eksportuju iz organele. Medutim, pokazano
je da Pex5 ipak ostaje usidren u translociraju¢em kompleksu (Carvalho i sar., 2007) a njegova
ekstrakcija iz membrane je omoguéena aktivnoséu Pex1/Pex6 kompleksa koji je takode usidren
u membranu peroksizoma direktnim vezivanjem Pex6 za Pex26 (Matsumoto i sar., 2003;
Tamura i sar., 2006; Fujiki i sar., 2012). Weller i sar. (2005) su pokazali da nedostatak Pex26
dovodi do smanjenog unosa PTS1 i PTS2 proteina u peroksizome ¢elijske linije fibroblasta koZe.
Zanimljivo je i da unos Pex26 zavisi od Pex19 (Halbach, 2006), kao i da Pex26 prati direktan
put unosa proteina matriksa voden peroksinima Pex19 i Pex13 (Yagita i sar., 2013). Mi smo
pokazali da proteinska ekspresija Pex26 pocinje da raste od petnaestog dana i dostiZe veoma
visok nivo dvadeset prvog dana hipotiroidizma u poredenju sa eutiroidnom kontrolom. Ovakav
obrazac ekspresije Pex26 je veoma slican obrascu prime¢enom za Pex19. Suprotno tome,
hipotiroidizam indukuje snazan pad proteinske ekspresije Pex6 koji ne afektuje unos CAT, Sto
je pokazano obelezavanjem CAT imunogoldom. To ukazuje na neometan unos matriksnih
proteina u peroksizome u hipotiroidizmu, bez obzira na pad proteinske ekspresije Pex®6.

Nastanak peroksizoma od ER i kanonskim putem u istoj Celiji unutar fizioloskih uslova,
je ve¢ duze vreme predmet rasprave. Dve nedavne studije su doSle do kontradiktornih
zakljucaka iako su obe pratile rast kvasaca gajenih u sli¢nim uslovima. Zakljucak jedne studije
je da peroksizomi mogu nastati samo de novo, a druge da mogu nastati iskljucivo od ve¢
postojecih organela u Celijama kvasaca (Motley i Hettema, 2007; van der Zand i sar., 2012).
Slicne kontradiktornosi se javljaju i kada je u pitanju biogeneza peroksizoma kod sisara, kod
kojih je pokazano da peroksizomi mogu nastati de novo u ¢elijama u kojima ove organele vec
postoje (Smith i Aitchison, 2013). Kim i sar. (2006) su pokazali da peroksizomi mogu nastati od
ER u ¢elijama sisara i da je ovo dominantan put njihove biogeneze i u normalnim i u mutiranim
¢elijama kojima nedostaju peroksizomi. Nasi rezultati su u korelaciji sa rezultatima koje su
dobili Kim i sar. (2006), jer smo pokazali da se biogeneza peroksizoma od glER odvija i u
eutiroidnoj kontroli. Na osnovu toga smo zakljucili da ER igra klju¢nu ulogu u de novo biogenezi
peroksizoma, ali i u odrzavanju peroksizomalnog pula u ¢elijama unutar fizioloskih uslova.
Dodatno, u hipotiroidnom stanju nastanak peroksizoma de novo je dominantan put njihove
biogeneze dvadeset prvog dana tretmana. U skladu sa tim, moZemo da zaklju¢imo da
hipotiroidizam indukuje dvostepeno povecanje broja peroksizoma. U prvom koraku, sedmog
dana, Pex11f i Drpl stimuliSu brzu proliferaciju peroksizoma rastom i deobom, koja se
nastavlja ali i postepeno smanjuje do petnaestog dana tretmana. Time se u drugom koraku,
dvadeset prvog dana tretmana, intenzivira de novo biogeneza peroksizoma.

Nedavno je pokazano da postoji jo$ jedan intrigantan put nastanka peroksizoma. Naime,
sve je veci broj studija koje pokazuju da su mitohondrije takode uklju¢ene u njihovu biogenezu.
U skladu sa tim, mi smo primetili da su brojni peroksizomi ¢esto u kontaktu sa membranama
mitohondrija i glER u formi trijade organela. Broj trijada raste sa duZinom trajanja
hipotiroidizma i najbrojnije su dvadeset prvog dana. Zbog jasnog prisustva membranskih
mostic¢a izmedu peroksizoma i mitohondrija sa jedne i ER sa druge strane, nasi rezultati pruzaju
dokaze o hibridnoj prirodi novonastalih peroksizoma - od mitohondrija i glER. Pre viSe od
Cetrdeset godina, Goldfisher i sar. (1973) su otkrili postojanje veze izmedu odsustva
peroksizoma i izmenjene morfologije mitohondrija kod obolelih od cerebro-hepato-renalnog
sindroma. Mnogo godina kasnije, Neuspieli sar. (2008) su prvi put pokazali postojanje
vezikularnog transporta i komunikacije izmedu mitohondrija i peroksizoma preko vezikula
poreklom od mitohondrija (MDV). Na osnovu ovih, ali i drugih dokaza, Mohanty i McBride
(2013) su pretpostavili da i ER i vezikule poreklom od mitohondrija mogu doprineti nastanku
peroksizoma. Konacno, Sugiura i sar. (2017) su pruzili dokaze o postojaju hibridne prirode
novonastalih peroksizoma u okviru ¢elijske linije humanih fibroblasta, izolovanih iz pacijenata
sa Zellweger sindromom, a kojima nedostaju peroksizomi. Ova hibridna priroda biogeneze
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peroksizoma ukljucuje formiranje pre-peroksizomalnih vezikula sa mitohondrijske spoljasnje
membrane koje nose Pex13 i Pex14 i Cije sazrevanje zahteva fuziju sa vezikulama nastalim od
ER koje nose Pex16, kako bi se formirali pre-peroksizomi potpuno kompetentni za unos
matriksnih proteina. Mi nismo primetili postojanje vezikula izmedu mitohondrija i glER, ali
jesmo otkrili zrele peroksizome pozitivne na CAT povezane membranskim mosti¢ima sa
spoljaSnjom membranom mitohondrija i membranom glER. Pretpostavljamo da ovi
peroksizomi nastaju fuzijom pre-peroksizomalnih vezikula poreklom od spoljasnje
mitohondrijske membrane i vezikula poreklom od glER, ali da ovakvi peroksizomi ostaju u
kontaktu sa roditeljskim organelama tokom procesa sazrevanja. Takode, mi pretpostavljamo
da ova subpopulacija peroksizoma u mrkim adipocitima ostaje u morfolosko/funkcijskoj vezi
sa organelama od kojih je nastala zbog lakSe metabolicke komunikacije u okviru trijada, kao i
kontrole lipidnog metabolizma u hipotiroidizmu.

Nadalje, otkrili smo peroksizome kao vezikule poreklom od mitohondrija cija je
membrana u kontinuitetu sa spoljaSnjom membranom mitohondrija. Ove vezikule su
primecene i u eutiroidnoj kontroli i u hipotiroidnim grupama, mada se ne pojavljuju cesto.
Uspostavljene su jednom membranom, lice na zrele peroksizome, pozitivne su na CAT i, po prvi
put, ukazuju na pojavu peroksizoma nastalih samo od mitohondrija. Dakle, ovaj fenomen
ukazuje da i u eutiroidnim i u hipotiroidnim uslovima peroksizomi mogu nastati pupljenjem sa
spoljaSnje membrane mitohondrja. Jo§ jedan dokaz, koji podrzava ovaj put biogeneze je
prisustvo VDAC1 na membrani peroksizoma mrkih adipocita. Do danas, VDAC1 je identifikovan
u peroksizomima kvasaca i u glioksizomima semena koja skladiste lipide (Messina i sar., 2012)
ali ne i na peroksizomima €elija sisara (Antonenkov i Hiltunen, 2006). Nasi rezultati po prvi put
pokazuju peroksizomalnu lokalizaciju VDAC1. Stoga, zajedni¢ka ekspresija VDAC1 za
mitohondrije i peroksizome pruza dodatni dokaz da neki peroksizomi nastaju od mitohondrija.
Pored toga, prisustvo VDAC1 na mestu kontakta izmedu mitohondrija i peroksizoma ukazuje
najos jedan nacin meduorganelarne komunikacije i mozda transport metabolita. Dodatni dokaz
o nastanku peroksizoma od mitohondrija pruZa i imunogold obeleZavanje peroksina Pex16 i
PMP70, koje je pokazalo da ovi peroksini lokalizuju i u mitohondrijama, kao i na mestu kontakta
izmedu ove dve organele. Na osnovu prethodno refenog, mi pretpostavljamo da u mrkim
adipocitima postoji viSe populacija peroksizoma koje se razlikuju po nacinu nastanka i po
funkciji koju obavljaju. Ovo nije iznenadujuce, jer je prisustvo heterogene populacije
peroksizoma u €elijama jetre pacova ve¢ pokazano (Yamamoto i Fahimi, 1987). Ta heterogenost
se ogleda u zauzimanju razli¢itih lokacija u citoplazmi i kompoziciji koju peroksizomi ostvaruju
sa drugim organelama, u razli¢itom enzimskom sastavu i samim tim u razli¢itoj funkciji koju
obavljaju (Luers i sar., 1993; Wilcke i sar., 1995).

Hipotiroidizam jasno intenzivira sve puteve biogeneze peroksizoma (u okviru
kanonskog i de novo puta) u mrkim adipocitima, ali nastanak peroksizoma od postojecih
organela rastom i deobom, i pupljenjem sa glER preovladuju. Medutim, nisu svi pomenuti
putevi biogeneze peroksizoma operativni istovremeno u jednoj celiji. Trijade organela,
peroksizomi-glER-mitohondrije su prisutne u svim eksperimentalnim grupama, ali su
najbrojnije dvadeset prvog dana hipotiroidizma. Po prvi put opisan nastanak peroksizoma
pupljenjem sa spoljasnje mitohondrijske membrane, kao MDV, u eutiroidnoj i svim
hipotiroidnim grupama ukazuje da mitohondrije igraju veoma vaznu ulogu u de novo biogenezi
i odrzavanju peroksizomalne populacije, posebno u mrkim adipocitima. To takode istiCe znacaj
peroksizoma u mrkim adipocitima i njihovog uces¢a u hipotiroidizmu kao potencijalno
ravnopravan partner mitohondrijama. Specificna komunikacija na liniji peroksizomi-
mitohondrije moZe se posti¢i direktno preko fizickih kontaktnih mesta ili indirektno preko
vezikularnog transporta ili signalnih molekula poput lipida, metabolita i reaktivnih vrsta
kiseonika (Schraderisar., 2015; Aleksicisar., 2021). Nas$i rezultati su pokazali da MDV u mrkim
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adipocitima igraju ulogu samo u biogenezi peroksizoma iako vezikularni transport ne moZze biti
iskljucen.

5.4 Stepen zrelosti peroksizoma mrkih adipocita

Formiranje peroksizoma prati njihovo sazrevanje selektivnim i postepenim unosom
peroksizomalnih membranskih proteina i lipida, kao i proteina matriksa (Delille i sar., 2009).
Stepen zrelosti peroksizoma direktno je proporcionalan stepenu njihove funkcije i CAT se
smatra glavnim markerom zrelosti peroksizoma CAT. Koriste¢i imunogold obeleZavanje CAT
mi smo potvrdili da se peroksizomi koji nastaju razli¢itim putevima biogeneze odlikuju
razli¢itim stepenom zrelosti. Naime, pokazali smo da su peroksizomi sa nosi¢ima pozitivni na
CAT samo u njihovom glavnom, globularnom delu. Dodatno, brojne tubularne strukture koje se
javljaju petnaestog dana tretmana su CAT pozitivne samo u svom pocetnom, Sirem delu. Potom,
peroksizomi c¢ija je membrana u kontinuitetu sa membranom glER pokazuju homogenu
imunopozitivnost na CAT u svom matriksu. Peroksizomi u okviru trijada su pozitivni na CAT
samo u svom globularnom delu, kao i peroksizomi koji nastaju pupljenjem spoljasnje
mitohondrijske membrane. Odsustvo imunopozitivnosti na CAT u peroksizomalnim nosi¢ima,
finalnom uZem delu tubularnih struktura, u oblasti mosti¢a koji povezuju peroksizome sa ER,
mitohondrijama ili sa obe organele u okviru trijada, potvrduje hipotezu da CAT moZe biti uneta
samo u potpuno strukturno zrele peroksizome (Sugiura i sar., 2017). Interesantno je da su
peroksizomi sa CAT negativnim repovima prvo bili opisani kao gastruloidne cisterne ili kao CAT
negativne membranske petlje (Baumgart i sar., 1989; Roels i Cornelis, 1989). Takode, pad
aktivnosti CAT povezivan je sa redukcijom elektronske gustine peroksizomalnog matriksa na
elektron mikrografijama (povremeno primecenom kod hepatitisa), kao i sa heterogenom
distribucijom proizvoda katalazne reakcije CAT, koja je dovela do pojave malih transparentnih
zona u matriksu peroksizoma (de Craemer i sar, 1991). Nasuprot tome, CAT pozitivni
peroksizomi cija je membrana u kontinuitetu sa spoljaSnjom membranom mitohondrija,
membranom gIER ili sa obe istovremeno u okviru trijada obezbeduju ¢vrste dokaze o de novo
biogenezi peroksizoma u mrkim adipocitima.

Stepen imunopozitivnosti peroksizoma na CAT (obeleZenu imunogoldom) raste sa
duZinom tretmana i u velikoj meri zavisi od puta njihovog nastanka. U skladu sa tim, prepoznali
smo tri populacije peroksizoma u mrkim adipocitima: 1) jako CAT pozitivne, zrele peroksizome
(pojedinacni, globularni), 2) slabo CAT pozitivne, nezrele peroksizome (niske bisera) i 3) retke,
CAT negativne peroksizomalne profile (grupa M15). Na osnovu toga moZemo da zaklju¢imo da
je obilje peroksizoma u mrkim adipocitima u hipotiroidizmu heterogeno u pogledu stepena
zrelosti. Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima prethodnih studija u pogledu vremena i nac¢ina
sazrevanja peroksizoma (Delille i sar., 2011) ali nismo pronasli razlike izmedu nezrelih
populacija peroksizoma. Naime, kod kvasca Yarrowia lipolytica identifikovano je Cak pet
razliitih populacija nezrelih peroksizoma koji sazrevaju na ta¢no utvrden nacin (Titorenko i
sar., 2000; Veenhuis i sar., 2000), dok za Celije sisara jo$ uvek ne postoje podaci o tome.

Brojni literaturni podaci otkrivaju da se mnogo viSe govori i zna o strukturnoj nego o
funkcijskoj zrelosti peroksizoma. Neki autori smatraju da su peroksizomi potpuno zreli tek
kada unesu sve neophodne matriksne enzime (Mohanty i McBride, 2013). Drugi pak smatraju
da su peroksizomi potpuno funkcijski zreli kada pored CAT u svom matriksu sadrze bar jednu
oksidazu (De Duve i Baudhuin, 1966; Pascual-Ahuir i sar., 2017). Mi smo pored CAT analizirali
imunopozitivnost peroksizoma mrkih adipocita na dve izoforme acil-CoA oksidaze, ACOX1 i
ACOX3, kao dodatnu potvrdu njihove funkcijske zrelosti. NaSi rezultati su pokazali da
imunopozitivnost peroksizoma na obe izoforme raste sa duZinom tretmna, kao i stepen njihove
kolokalizacije u okviru iste organele iako je ekpresija ACOX1 izoforme dominantna u
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eutiroidnoj i svim hipotiroidnim grupama. Ovim potvrdujemo postojanje potpuno funkcijski
zrelih peroksizoma u mrkim adipocitima, kao i rast njihovog broja sa duZinom tretmana.
Zanimljivo je i da se lokalizacija peroksizoma imunopozitivnih na obe izoforme oksidaze menja
sa duZinom tretmana. NaSi rezultati takode pokazuju da je u nekim peroksizomima prisutna
samo ACOX1, a u nekim samo ACOX3 izoforma ovog enzima, $to dodatno ukazuje na znacajnu
funkcijsku heterogenost peroksizoma u samim mrkim adipocitima. UzevSi u obzir ranije
pomenutu intenzivnu lipolizu, poviSena imunoekspresija peroksizomalnih B-oksidativnih
enzima jasno ukazuje na hipotiroidizmom indukovanu povecanu stopu B-oksidacije masnih
kiselina u peroksizomima i isti¢e vaznu ulogu peroksizoma u povecanju termogenog kapaciteta
BAT. Nasi rezultati su u skladu sa literaturnim podacima koji su pokazali da hipotiroidizam
indukuje porast aktivnosti CAT i ukupne aktivnosti ACOX enzima u BAT kod pacova (Giacobino
isar., 1989). Pored toga, poviSena aktivnost, genska i imuno ekspresija ACOX1 enzima u BAT je
pokazana i prilikom aklimacije na hladno¢u (Nedergaard i sar., 1980; Guardiola-Diaz i sar.,
1999).

Konacno, nasi rezultati su pokazali da sposobnost deobe imaju samo potpuno zreli
peroksizomi, kako u eutiroidnoj, tako i u hipotiroidnim grupama. Medutim, u literaturi ne
postoji konsenzus oko deobe zrelih i nezrelih peroksizoma ni kada su u pitanju ¢elije kvasaca
ni sisara. Kod vrsta Yarrowia lipolytica i Hansenula polymorpha, peroksizomalne vezikule se
dele tek nakon sticanja potpune zrelosti, dok su kod vrste Candida boidinii nezreli peroksizomi
sa delimi¢no unetim matriksnim proteinima skloni deobi (Veenhuis i sar., 2000). Sli¢no tome,
kod humanih ¢elija i zreli i nezreli peroksizomi mogu da se dele (Gould i Valle, 2000).

5.5 Transkripciona regulacija biogeneze peroksizoma

PPARa je prvi transkripcioni faktor koji je povezan sa proliferacijom peroksizoma i
njegova aktivacija povecava ne samo ekspresiju gena za oksidaciju masnih kiselina vec¢ i za
povecan broj peroksizoma u jetri (Schrader i sar.,, 2012). Medutim, pokazano je da fibrati,
visoko efektivni u indukciji peroksizomalnih gena preko aktivacije PPARa u jetri (Weng i sar.,
2015), ne uti¢u na regulaciju peroksizomalnih gena u BAT (Bagattin i sar., 2010). Takode,
postoje dokazi da proliferacija peroksizoma u BAT korelira sa ekspresijom oba receptora -
PPARa i PPARy (Guardiola-Diaz i sar., 1999). Dodatno, skorija istraZivanja su pokazala da su
zajednicki ciljni geni PPARa/y odgovorni za regulaciju termogene funkcije mrkih adipocita
(Shen i sar., 2020). Na osnovu ovakvih literaturnih podataka, nasi rezultati ukazuju na to da je
regulacija biogeneze peroksizoma u mrkim adipocitima u hipotiroidizmu mogudi rezultat
zajednicke aktivnosti PPARa i PPARy. Ekspresija PPARy kao master regulatora strukture i
funkcije mrkih adipocita nije afektovana, dok je ekspresija Pex16, peroksina cija je ekspresija
pod direktnom PPARy transkripcionom kontrolom (Hofer i sar., 2017) snazno afektovana
hipotiroidizmom. Pad ekspresije PPARa petnaestog i dvadeset prvog dana, zajedno sa snaznom
negativnom regulacijom Pex16 mogao bi imati za cilj inhibiciju prekomerne produkcije
peroksizoma.

Paralelno sa biogenezom peroksizoma hipotiroidizam indukuje i biogenzu mitohondrija
koja je najintenzivnija petnaestog dana tretmana. Klju¢ni regulator biogeneze mitohondrija i
ko-aktivator PPARy u BAT je PGC-1a (Ventura-Clapier i sar., 2008). Medutim, pored toga Sto
reguliSe biogenezu mitohondrija, kao i gena uklju¢enih u oksidativnu fosforilaciju i
mitohondrijsku B-oksidaciju, pokazano je da PGC-1a reguliSe i biogenezu peroksizoma u mrkim
adipocitima nezavisno od PPARa (Bagattin i sar., 2010). NaSi rezultati su pokazali da
hipotiroidizam ne afektuje ekspresiju PGC-1a u BAT. Iz svega navedenog moZemo zakljuciti da
orkestrirana, zajednicka aktivnost PPARa i PPARY uz PGC-1a, verovatno nije jedini/neophodni
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mehanizam modulacije ekspresije glavnih molekulskih igrac¢a koji leze u osnovi biogeneze
peroksizoma.

5.6 Hipotiroidizam, tiroidni receptori, RXR i DIO2

Tiroidni hormoni igraju viSestruku ulogu u BAT koju ostvaruju preko svojih receptora.
Tiroidni receptori (TR) su transkripcioni faktori koji pripadaju grupi nukleusnih receptora, a
modulaciju ekpresije ciljnih gena vrse vezivanjem za TRE u njihovom promotorskom regionu
(Goglia i sar.,, 1999). U vecini slucajeva tiroidni receptori formiraju heterodimere sa
receptorima retinoicne kiseline (RXR) (Villarroya i sar., 1999) i na taj nacin aktiviraju
transkripciju gena zavisnih od tiroidnih hormona. Aktivnhost BAT zavisi od lokalne
koncentracije T3 koju obezbeduje dejodinaza 2 (DIO2), enzim koji konvertuje T4 u bioloski
aktivan T3 i koji je u BAT visoko eksprimiran (Carvalhoisar., 1991; Bianco i Larsen, 2005). NaSi
rezultati su pokazali da se ekspresija TRa2 i TRB1 u hipotiroidizmu ne menja, dok je ekspresija
TRal povisena tek dvadeset prvog dana tretmana, Sto je pra¢eno nepromenjenom ekspresijom
RXRa u BAT. Stoga moZemo reci da hipotiroidizam favorizuje TRal izoformu tiroidnih
receptora u BAT, Sto nije iznenadujuce jer je ve¢ pokazano da je ovo dominantna izoforma
tiroidnih receptora u BAT miSeva (Wikstrom i sar., 1998). Nasi rezultati takode idu u prilog ve¢
pomenutoj Cinjenici da hipotiroidizam pokrece termogenu aktivaciju BAT, Sto pokazuju i
rezultati studija koje isticu TRa kao regulatora termogene funkcije BAT (Wikstrom i sar., 1998;
Marrif i sar., 2005), a TRB kao kljutnog regulatora metabolizma holesterola (Gullberg i sar,
2002). Nadalje, nasi rezultati su pokazali da hipotiroidizam ne afektuje ekspresiju DIO2, Sto
zna¢i da je lokalna produkcija T3 u BAT stabilna u hipotiroidizmu i nivou kao kao u
eutiroidizmu. NaSim rezultatima idu u prilog i literaturni podaci koji pokazuju da se u uslovima
hipotiroidizma period poluzivota DIO2 produzava na pet sati, Sto je takode razlog njegove
stabilne ekspresije (Bianco i Larsen, 2005). Pored toga, ranija studija je pokazala da je
untarcelijska koncentracija T3 u BAT, zahvaljuju¢i upravo postojanju i aktivnosti DIO2,
relativno nezavisna od nivoa cirkuliSucih tiroidnih hormona (Silva i Larsen, 1983). Dodatno,
studije na tiroidektomisanim i hipotiroidnim pacovima su demonstrirale znacaj BAT specifi¢cne
DIO2 u lokalnoj produkciji T3 usled izlaganja hladno¢i ¢ime je tada po prvi put, istaknut znacaj
T3 u pojacanju termogenog odgovora na intenziviranu simpaticku stimulaciju (Silva i Larsen,
1983; 1985).

Potom, nasi rezultati imunofluorescentnog obelezavanja tiroidnih receptora pokazuju
da je najvisi stepen imunoekspresije TRal i TRa2 zapaZen petnaestog dana tretmana. Takode,
pokazuju da je unutarcelijska lokalizacija obe izoforme preteZzno citoplazmatska, dok je
nukleusna lokalizacija veoma slaba i pokazana samo za TRal izoformu. U okviru
citoplazmatske lokalizacije tiroidnih receptora dominira njihovo prisustvo u mitohondrijama,
Sto je potvrdila i kolokalizacija sa COX IV. Tiroidni hormoni ucestvuju u proliferaciji,
diferencijaciji i maturaciji mitohondrija, Sto ih ubraja u glavne regulatore njihove biogeneze
(Almeida i sar., 1995). Usled ve¢ pokazane akumulacije tiroidnih hormona u mitohondrijama
jetre (Morel i sar., 1996), prisustvo tiroidnih receptora u ovom ¢elijskom kompartmentu nije
iznenadujuce, pogotovu kada se radi o mitohondrijama mrkih adipocita. [zolovanjem skra¢enih
formi TRal iz matriksa (p43) i unutra$nje membrane mitohondrija (p28) (Wrutniak i sar.,
1995) koje imaju sposobnost da vezuju T3 sli¢nim afinitetom kao i TRa1, pokazano je direktno
uceSce tiroidnih hormona u transkripciji genoma mitohondrija na razli¢itim eksperimentalnim
modelima (Casas i sar., 1999; Enriquez i sar., 1999; Casas i sar., 2009; Carazo i sar., 2012;
Pessemesse i sar., 2014). Sobzirom na to da TRa1l ima sposobnost vezivanja tiroidnih hormona
i da je dominantna izoforma receptora u BAT, a da TRa2 nema sposobnost vezivanja tiroidnih
hormona Sto ga Cini supresorom, paralelni porast imunoekspresije obe izoforme TRa do
petnaestog dana tretmana, kao i pojacavanje Harlekin efekta sa duzinom tretmana ukazuju na
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visoko regulisanu aktivnost tiroidnih hormona u mrkom masnom tkivu u uslovima
hipotiroidizma. Pored toga, nasi rezultati po prvi put pokazuju lokalizaciju obe izoforme
tiroidnih receptora u mitohondrijama mrkih adipocita.

5.7 Hipotiroidizam indukuje promene u sistemu antioksidativne odbrane u BAT

Efekti hipotiroidizma, kao jednog od cestih oboljenja Sirom sveta koje povecava faktor
rizika za razvoj mnogih drugih metabolickih poremecaja na redoks i metabolicku homeostazu
u BAT su veoma malo izucavani. Brojne ranije studije sistema antioksidativne odbrane u
razlic¢itim tkivima i na razli¢itim modelima hipotiroidizma dale su kontradiktorne rezultate.
Mnoga istraZivanja su pokazala opSti trend regulacije antioksidativne odbrane koji se ogleda u
porastu aktivnosti enzima antioksidativne odbrane u BAT (Petrovic i sar., 2001), mozgu (Mano
i sar., 1995) i eritrocitima hipotiroidnih pacova (Yilmaz i sar., 2003). U serumu i eritrocitima
pacijenata sa hipotiroidizmom pojedini autori su pokazali porast aktivnosti enzima
antioksidativne odbrane (Santiisar., 2010, 2012; Reddy i sar., 2013), a drugi da nema promene
(Baskol i sar., 2007; Dave i Paradkar 2009; Santi i sar., 2012). Takode je pokazan ¢ak pad
aktivnosti enzima antioksidativne odbrane u izolovanim makrofagima (Pereira i sar., 1995),

.....

serumu hipotiroidnih pacova (de Souza Cardoso i sar., 2021).

Pored toga, neke prethodne studije su pokazale da hipotiroidizam moZe aktivirati
funkciju BAT (Mory i sar., 1981; Dicker i sar., 1992) sli¢no kao i hladnoca (Nedergaard i sar.,
1980; Barja de Quiroga i sar., 1991; Laurberg i sar., 2005; Petrovi¢ i sar., 2006). Takode je
pokazano da termogena aktivacija BAT indukovana hladno¢om korelira sa pozitivnom
regulacijom antioksidativne odbrane u ovom tkivu (Petrovi¢ i sar., 2010). NaSi rezultati
pokazuju da hipotiroidizam na sli¢an nacin kao i hladnoéa dovodi do Sirokih promena na nivou
antioksidativne odbrane u BAT. Naime, pokazali smo da hipotiroidizam povecava proteinsku
ekspresiju komponenti antioksidativne odbrane (CuZnSOD, MnSOD, CAT, GCL, Trx i ukupan
sadrzaj GSH), kao i aktivnost TR i CAT u BAT. Izrazit porast proteinske ekspresije i aktivnosti
CAT moze reflektovati aktivaciju mitohondrijskog i peroksizomalnog oksidativnog
metabolizma karakteristicnog za termogenu aktivaciju BAT. Ovo je takode podrzano
istovremenim porastom sadrzaja GSH i proteinske ekspresije GCL, glavnog i limitirajuc¢eg
enzima u sintezi GSH. Sa druge strane, proteinska ekspresija i aktivnost GSH-Px, kao i aktivnost
GR koji se ne menjaju u hipotiroidizmu, pokazuju da nisu svi enzimi antioksidativne odbrane
afektovani tretmanom ili bar nisu svi afektovani u isto vreme. Ovo narocito korelise sa
vremenski zavisni obrascem biogeneze peroksizoma i mitohondrija u kojima se njavisSe
produkuje ROS i RNS. Takode, nismo zapazili ni promene u aktivnosti CuZnSOD i MnSOD, bez
obzira na porast njihove proteinske ekspresije u M15 i M21, Sto moZe biti rezultat razlicitih
posttranslacionih modifikacija koje ukljucuju alosteri¢nu regulaciju i reverzibilne kovalentne
modifikacije poput oksidacije, fosforilacije, acetilacije, metilacije i drugih. Na osnovu svega
navedenog mozemo zakljuciti da, kao i prilikom adaptacije na hladno¢u (Laurberg i sar., 2005)
peroksidativni i GSH zavisni delovi antioksidativne odbrane mogu biti pokazatelji termogene
aktivacije BAT u hipotiroidizmu.

5.7.1 Kreiranje specificnih strukturnih jedinica u mrkim adipocitima

Poznato je da su velike promene u redoks-metabolickoj homeostazi Cesto praéene
funkcijskom reorganizacijom razliCitih Ccelijskih kompartmenata koja ukljucuje njihovo
strukturno remodeliranje u odgovoru na izmenjene zahteve tkiva. U ovom Kkontekstu,
strukturno remodeliranje implicira kreiranje bliskih strukturnih asocijacija ¢elijskih organela
Cija je primarna uloga pruzanje podrske specificnim funkcijskim adaptacijama. Nasi rezultati su
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pokazali da hipotiroidizam indukuje svaranje bliske strukturne asocijacije mitohondrija,
kozavisne, meduorganelarne komunikacije u literaturi je opisan kroz funkcijsku interakciju
izmedu peroksizoma i mitohondrija u procesima (3-oksidacije masnih kiselina i uklanjanja ROS
(Fransen i sar.,, 2012; Wanders, 2014; Lismont i sar., 2015). Takode je pokazano da lipidi
sintetisani od strane peroksizoma ucestvuju u regulaciji termogeneze tako Sto posreduju u
deobi mitohondrija indukovanom hladno¢om (Park i sar., 2018). Mi smo pokazali da su
peroksizomi najbrojniji oko lipidnih tela, Sto predstavlja morfoloSku indikaciju za njihovu
vaZznu ulogu u lipidnom metabolizmu. U prilog tome idu i rezultati prethodnih studija koji su
takode pokazali peroksizome asocirane sa lipidnim telima u 3T3-L1 adipocitima i
epididimalnom depou belog masnog tkiva miseva (Schrader, 2001), kod kvasaca (Binns i sar.,
2006) i kod biljnih semena bogatih lipidima (Kunze i sar., 2006). Dodatno, skorije studije su
pokazale da transport lipida izmedu peroksizoma i lipidnih tela nije jednosmeran ve¢
dvosmeran. Taj dvosmerni transport lipida imedu peroksizoma i lipidnih tela kontrolise
metabolicki fluks lipida i balans izmedu produkcije energije i njenog iskori§¢avanja u zavisnosti
od metabolickog konteksta (Bartz i sar., 2007), dok bliska strukturna asocijacija izmedu ove
dve organele ukazuje na koordinisanu regulaciju metabolizma i transporta lipida kroz njihove
membrane (Lodhi i Semenkovich, 2014). Medutim, unutarcelijska regulacija lipidnog
transporta, pored peroksizoma i lipidnih tela, ukljuCuje i mitohondrije. Pokazano je da u
razli¢itim tipovima ¢elija i unutar razli¢itih metabolickih uslova kontakt izmedu lipidnih tela i
mitohondrija moze sluZiti kao mesto odvijanja i lipogeneze i lipolize (Olzmann i Carvalho,
2019). NaSi rezultati su u saglasnosti sa prethodnom studijom koja je pokazala da mitohondrije
asocirane sa lipidnim telima predstavljaju posebnu populaciju mitohondrija (Benador i sar.,
2018) koje zajedno sa peroksizomima formiraju MPLB - strukturno/funkcijske jedinice mrkih
adipocita. Pretpostavljamo da ove novouspostavljene strukturne jedinice glavnih funkcijskih
aktera, pracene specificnim obrascima lokalizacije enzima antioksidativne odbrane ukazuju na
jedinstven funkcijski sincicijum koji podrzava redoks =zavisne promene indukovane
hipotiroidizmom. Dakle, hipotiroidizam indukuje strukturno remodeliranje BAT istovremeno
sa promenama redoks homeostaze. Otuda moZemo zakljuciti da nasi rezultati ukazuju na strogu
i visoko regulisanu kooperaciju izmedu razlicitih Celijskih kompartmenata tokom adaptivnog
odgovora tkiva na novo homeostatsko stanje uspostavljeno petnaestog i dvadeset prvog dana
hipotiroidizma.

5.7.2 Uspostavljanje nove lokalizacije enzima antioksidtivne odbrane

Uzimaju¢i u obzir gore pomenute promene proteinske ekspresije enzima
antioksidativne odbrane, mi smo dalje analizirali obrasce njihove distrubicije kako bismo
otkrili moguée promene indukovane hipotiroidizmom. Imunofluorescentnim obelezavanjem
pokazali smo Harlekin efekat na nivou BAT za svaki od ispitivanih enzima, a upotrebom
imunogold obeleZavanja enzima antioksidativne odbrane pronasli smo njihovo prisustvo u ve¢
pokazanim, ali i na potpuno novim lokacijama na subcelijskom nivou. Jedna od novih lokacija
jesu nukleusi mrkih adipocita, sa izrazenom poveanom akumulacijom analiziranih enzima
antioksidativne odbrane u ovom kompartmentu sa duZinom tretmana. Medutim, pitanje
njihove funkcije u ovom kompartmentu za sada ostaje bez odgovora. Da li i u nukleusu enzimi
antioksidativne odbrane obavljaju istu fukciju kao i na ve¢ ranije pokazanim lokacijama
(antioksidativnu i zaStitnu ulogu), ili vrSe neku drugu funkciju, kao moonlighting proteini
(regulatorna uloga) ostaje tema nekih buducih istraZivanja. Uocene razlike u lokalizaciji
antioksidativnih enzima u ¢elijskim subkompartmentima, vremenu pojavljivanja i korelacija sa
njihovom proteinskom ekspresijom i aktivnoSc¢u favorizuju dodatne antioksidativne, zaStitne
uloge ispitivanih enzima. Poznato je i Siroko prihvaceno stanoviSte po kome je mesto
lokalizacije nekog proteina blisko povezano sa funkcijom koju obavlja u datom kompartmentu
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u celiji. Tako otkrivanje njegove nove pozicije sugeriSe povecanu potrebu za aktivnosc¢u tog
proteina u specificnom c¢elijskom kompartmentu. U naSoj studiji, lokalizacija enzima
antioksidativne odbrane u peroksizomima, posebno MnSOD i kontinuiran porast proteinske
ekspresije CAT sa duZinom tretmana, mogu ukazivati na sinergizam redoks remodeliranja i
remodeliranja oksidativnih procesa kao odgovor na hipotiroidizam. Nasi rezultati su u skladu
sa rezultatima studije Giacobina i sar. (1989), koji su pokazali porast aktivnosti CAT u BAT u
uslovima metimazolom indukovanog hipotiroidizma. Sinergizam redoks remodeliranja i
remodeliranja oksidativnih procesa u mrkim adipocitima moZe biti glavni razlog strukturne
asocijacije mitohondrija, peroksizoma i lipidnih tela (MPLB) i njihovog organizovanja u
funkcijske jedinice. Pored navedenog, pokazali smo i specificne obrasce redistribucije enzima
antioksidativne odbrane, CuZnSOD na kristama mitohondrija i membrani peroksizoma; MnSOD
u matriksu peroksizoma; CAT u mitohondrijama i GSH-Px na lipidnim telima i oko njih (na
njihovoj  polumembrani). Ovakva redistribucija enzima ukazuje na njihovu
subkompartmentalizaciju nastalu kao rezultat finog podeSavanja antioksidativne odbrane u
mrkim adipocitima tokom hipotiroidizma.

5.7.3 Transkripciona kontrola redoks remodeliranja mrkog masnog tkiva

Transkripcioni faktor Nrf2 je master regulator redoks homeostaze koji reguliSe
ekspresiju gena ukljuCenih u fazu II detoksifikacije i antioksidativne odbrane. Medu ovim
genima jesu i geni koji kodiraju komponente AD, ukljucuju¢i CuZnSOD, MnSOD, CAT, GSH-Px,
GCLiTrx (Girnuni sar., 2002; Milaniisar.,, 2011; Raniisar., 2016; Kim i sar., 2017; Tonelli, Chio
i Tuveson 2018). Pored toga, Nrf2 integrise redoks i metabolicku homeostazu tako Sto reguliSe
ekspresiju velikog broja gena ukljucenih u intermedijerni metabolizam, proces transkripcije,
mitohondrijsku funkciju, imunski odgovor, ¢elijsku proliferaciju, signalizaciju, prezivljavanje i
¢elijski ciklus (Lee i sar., 2003; Suh i sar., 2004; Ryoo i Kwak, 2018; Schmidlin i sar., 2019). Nasi
rezultati pokazuju da hipotiroidizam indukuje proteinsku ekspresiju i nukleusnu translokaciju
Nrf2 u BAT. Posledi¢no, Nrf2 u BAT verovatno pokrece signalnu kaskadu koja pozitivno regulise
ekspresiju gena za komponente AD, Sto se ogleda u porastu proteinske ekspresije CuZnSOD,
MnSOD, CAT, GCL i Trx.

Sto se ti¢e subéelijske lokalizacije Nrf2, prisustvo ovog transkripcionog faktora u
nukleusima mrkih adipocita u eutiroidnoj kontroli ukazuje na njegovu regulatornu ulogu i u
fizioloSkim uslovima. Medutim, porast imunolokalizacije Nrf2 u nukleusima mrkih adipocita
tokom hipotiroidizma, posebno petnaestog dana, ukazuje na to da Nrf2 modulira redoks
homeostazu u BAT. Pored toga, aktivacija Nrf2 puta u BAT obezbeduje molekulsku osnovu ne
samo za opseZzne promene u antioksidativnoj odbrani tkiva ve¢ i za promene na nivou
ultrastrukture. Nedavne studije su pokazale da je Nrf2 direktno ukljucen u regulaciju fukcije i
dinamike mitohondrija (Piantadosi i sar., 2008; W. Shen i sar., 2008; Holmstrém i sar., 2013;
Ichimura i sar., 2013; Kovac i sar., 2014; Ludtmann i sar., 2014; Holmstrém i sar., 2016). Prva
fizicka asocijacija Nrf2 i spoljaSnje membrane mitohondrija opisana je 2008. godine (Lo i
Hannink, 2008), a kasnije je pretpostavljeno da direktna interakcija Nrf2 sa mitohondrijama
ima za svrhu ocuvanje integriteta i funkcije mitohondrija (Strom i sar., 2016; Tsushima i sar.,
2019). Mi smo pokazali prisustvo Nrf2 i na spoljasnjoj i na unutrasnjoj membrani mitohondrija.
Da li lokalizacija Nrf2 na unutra$njoj membrani mitohondrija ukazuje na neku drugu, novu
ulogu ovog transkripcionog faktora ostaje da se istrazi.

5.7.4 Mehanizam redoks-strukturnog remodeliranja mrkog masnog tkiva

Nasi rezultati pokazuju povecanu proteinsku ekspresiju Nrf2, ve¢ nakon sedmog dana
hipotiroidizma, pracenu poviSenjem proteinske ekspresije enzima antioksidativne odbrane
sedmog, petnaestog i dvadeset prvog dana hipotiroidizma. Zanimljivo je da je najjaca
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imunolokalizacija 4-HNE takode zapaZena sedmog dana hipotiroidizma. 4-HNE kao krajnji
produkt lipidne peroksidacije regulise i Celijsko preZivljavanje i ¢elijsku smrt, u zavisnosti od
njegove koncentracije, tipa Celije i metabolickog statusa Celije (Ayala i sar., 2014). Novije in vitro
i in vivo studije su pokazale da 4-HNE indukuje translokaciju Nrf2 u nukleus, deluju¢i kao
sekundarni glasnik u redoks zavisnim signalinim putevima u Celiji (Zhang i sar., 2010; Huang i
sar., 2012; Chapple i sar., 2013; Lopez-Bernardo i sar., 2015). Dalje je pokazano da 4-HNE lako
prolazi kroz membrane, pa se tako proteinski adukti 4-HNE mogu lokalizovati u svim
kompartmentima Celije (Castro i sar., 2017). U skladu sa tim, poviSena imunopozitivnost na 4-
HNE i njegova specificna lokalizacija u nukleusima, mitohondrijama, peroksizomima,
citoplazmi i posebno oko lipidnih tela, ukazuju na viSestruke uloge 4-HNE, ukljucujudi i
aktivaciju Nrf2 u BAT tokom hipotiroidizma. Privremen porast imunopozitivnosti na 4-HNE na
pocetku tretmana ukazuje na njegovu potencijalnu ulogu sekundarnog glasnika u u redoks
zavisnim signalinim putevima u Celiji. Porast 4-HNE ukazuje na promene u redoks homeostazi
uzrokovane porastom prooksidativnog pritiska, Sto posledicno dovodi do pokretanja
antioksidativnog ogovora koji se reflektuje porastom proteinske ekspresije Nrf2 i enzima
antioksidativne odbrane. Ova antioksidativha kaskada dovodi do uspostavljanja novog
homeostatskog stanja u BAT, Sto je praceno vra¢anjem 4-HNE na kontrolni nivo.
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6. ZAKLJUCCI

Ova doktorska disertacije je pokazala da hipotiroidizam indukuje proliferaciju
peroksizoma u mrkim adipocitima intenziviraju¢i razli¢ite puteve njihove biogeneze na
vremenski zavisan nacin. Pokazano je da peroksizomi nastaju od postojecih organela po modelu
rasta i deobe, pupljenjem od glER, od glER i mitohondrija istovremeno - hibridna priroda
biogeneze peroksizoma, i po prvi put pokazano, pupljenjem sa spoljaSnje membrane
mitohondrija. Svaki od opisanih puteva biogeneze peroksizoma je prisutan u eutiroidnoj
kontroli i tokom hipotiroidizma i karakteriSe se specificnim profilima organela i setom
peroksina. Prisustvo peroksizoma, njihova distribucija, stepen zrelosti, ali i funkcija koju
obavljaju su izuzetno heterogeni u mrkim adipocitima. Ta heterogenost, harlekinizam, je
zapravo refleksija razlika u njthovom nastanku.

U kontekstu regulacije biogeneze peroksizoma pokazano je da orkestrirana i zajednicka
aktivnost PPARa i PPARy, uz uceS¢e PGC-1la verovatno nije jedini/neophodni mehanizam
modulacije ekspresije glavnih molekulskih igraca koji leZe u osnovi biogeneze peroksizoma.
Pokazan je paralelni porast imunoekspresije obe izoforme tiroidnog receptora TRa do
petnaestog dana tretmana, kao i pojacavanje Harlekin efekta sa duZinom tretmana $to ukazuje
na visoko regulisanu aktivnost tiroidnih hormona u mrkom masnom tkivu u uslovima
hipotiroidizma. U prilog ovoj tvrdnji ide i stabilna ekspresija DIO2 u hipotiroidizmu. Pored toga,
po prvi put je pokazana lokalizacija obe izoforme tiroidnih receptora u mitohondrijama mrkih
adipocita, ¢ime se istiCe direktan uticaj tiroidnih hormona na proliferaciju, diferencijaciju,
maturaciju i funkciju mitohondrija. Dakle, proliferacija peroksizoma i mitohondrija kao i
intenzivna lipoliza u mrkim adipocitima ukazuju na termogenu aktivaciju mrkog masnog tkiva
indukovanu hipotiroidizmom.

S obzirom da su peroksizomi uz mitohondrije mesta najvece produkcije ROS i RNS,
pokazano je da hipotiroidizam indukuje obimno redoks i strukturno remodeliranje mrkog
masnog tkiva. Indukcija antioksidativne odbrane pracena subcelijskom relokalizacijom enzima
antioksidativne odbrane usko je vezana za strukturnu reorganizaciju i remodeliranje organela.
To remodeliranje podrazumeva uspostavljanje bliske strukturne asocijacije mitohondrija,
peroksizoma i lipidnih tela - MPLB jedinice i reflektuje potrebu za funkcijskom
meduorganelarnom kooperacijom i odrzanjem redoks homeostaze u mrkim adipocitima.
Dodatno je pokazano da hipotiroidizam indukuje porast proteinske ekspresije i aktivnosti Nrf2,
Sto ukazuje na njegovu potencijalnu ulogu redoks-senzitivnog transkripcionog faktora u
redoks-strukturnom remodeliranju mrkog masnog tkiva, Sto verovatno ukljucuje i sekundarne
glasnike redoks zavisnog signalnog puta, poput 4-HNE.
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Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTnucaHu-a Mapwuja Anekcuh

6poj nHaekca _53004/2014

MUsjaBrbyjem
Aa je JOKTOpCcKa gucepTauuja nog Hacnosom

BuoreHesa NEepPOKCM3oMa MPKOr MacHOr TKMBa nauoea y Xmnotuponansmy

MHOYKOBAHOM MEeTUMa3ornom

® pe3ynTtaTt CONCTBEHOr NCTpa*KuBadKor paga,

* [a npeanoxeHa guceprauuja y LENUHW HX Y AenoBuMa Huje Buna npeanoxeHa
3a pgobujake Guno koje gunnome npemMa CTYAWCKUM MporpamumMa [apyrux
BMCOKOLLIKONTICKUX YCTaHORBa,

e [a Cy pe3yntaT KOPeKTHO HaBeaeHU U

* [a HUCaM Kplmo/na ayTopcka npaBa W KOPWUCTMO WHTENEKTyanHy CBOjUHY
ApYyrux nuua.

MoTnuc pokTopaHga

Y Beorpany, Jo.03. Jor/). pruse
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Mpwunor 2.

U3jaBa 0 uCTOBETHOCTM WITaMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Wme n npesume aytopa Mapwja Anekcuh

Bpoj nHpekca B53004/2014

Cryawnjckv nporpam Buonoruvja, mogyn Buonoruja henuja n Tkmea

Hacnos paga BuoreHesa nepokcuM3oma MpKOr MacHor _TKMBa _nauosa Y

XMnoTrnponansmMy MayKkosaHomMm METUMa30oJ1oM

MeHTopu _[ip Anekcanapa Kopah, penosHu npocdecop

YHuBep3uTeT v beorpagy—Guonolwku chakynteT

Op Anekcangpa JaHkoBuh, Hay4YHW CaBETHUK

YHuBep3uteT y beorpagy—MNHcTUTYT 33 BUonowka UcTpaXkneara
.CuHuwa CtaHkoBUh"—UHCTUTYT 0 HaUMOoHanHor 3Havaja 3a Peny6nuky Cp6ujy

MoTnucaHw/a //“';(f?fﬁ;c‘_?‘?’L, A 4 16t (L &

W3jaBreyjem Aa je wramnaHa Bepauja MOr SOKTOPCKOr paja UCTOBETHa ENEeKTPOHCKO]
BEP3UjU Kojy cam npepao/na 3a objaBrbvBake Ha noptany  JAurutanHor
penosutopujyma YHuBepauTeTa y Beorpany.

Hdossorbasam aa ce objaBe Moju NUYHWM Mopaun BesaHu 3a Aobujarse akagemckor
3Barba [OKTOpa Hayka, Kao LWTo Cy UMe W npesnme, rogunHa U MecTo pohera v gatym
oabpaHe paaa.

OBM nuYHWM nopgaun Mory ce OGjaBUTW Ha MPEXHUM CTpaHWLuama auriTanHe
Bubnuoteke, y eneKTPOHCKOM kaTanory 1 y nyGnvkauvjama YHusepauteTa y Beorpaay.

MoTnuc aokTopaHaa

Y Beorpaay, _20.08. 290/ roupe.

(#




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhekwy

Osnawhyjem YHusepsuteTcky 6ubnuoteky ,CeeTosap Mapkosuh ga y JurutanHu
penosuTopujym YHuepauTeTa y Beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacnoBoM:

buoreHesa NEPOKCH3IOMA MPKOT MACHOT TKMBA MALLOBA Y XMMOTHMPOMAMIMY

MHAYKOBOHOM METHMMUAIOAOM

KOja je Moje ayTopcko aeno.

HAucepTtauujy ca cBum npunosuma npegao/na cam y enekTpoHCKoM hopMaTy norogHom
3a TpajHO apxuBupame.

Mojy AokTopcKy AucepTauujy noxparseHy y [urutanHu penosvtopujyMm YHvuBepsuteTa
y Beorpaay mory aa kopucTe cBw koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogny4yuo/na.

1. AyTopcTBOo
2. AyTopcTBO - HeKoMepLmnjanHo
@Ayropcrao — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — AennTu Nog UCTUM yCroBUMa
5. Aytopcteo — 6es npepage
6. AyTopCcTBO — AEnWTV NoA UCTUM YCNoBUMA

(Monumo fga 3aoKpyxuTe camo jefHy Of LUECT MOHYReHWX NUUEHUM, KpaTak onuc
nuueHun aat je Ha nonefuHu nucra).

MoTtnuc gokTopaHga

Y Beorpagy, _Jo. 03. 201/, zvaute
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1. AytopcTBo - [Jo3BorbaBate yMHOXaBate, AUCTPUOYUM)y W jaBHO caoniuTaBaH-e
Aena, n npepage, ako ce HaBeAe WMe ayTopa Ha HauwH ogpefeH o cTpaHe ayTopa
unu gaesaoua nuueHue, Yak n y komepumjande cepxe. OBo je HajcnofogHuja o4 cBuX
niueHyu.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUBYLI)Y 1 jaBHO
caonwTaBarwe [Aena, v npepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauduH oapefeH og
CTpaHe ayTopa unu Aasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOrbaBa KoMepuwjanHy
yrnoTtpedby nena.

3. AyTopcTBO - HekoMmepuuwjanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe YMHOMXABaH-E,
AncTpubyunjy v jaBHO caonwTaBake pnena, 6e3 npomeHa, npeobnukosBamwa WNu
ynotpebe pena y cBOM feny, ako Ce HaBeae MMme ayTopa Ha HaduH oapeheH of
CTpaHe ayTopa unu aasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOrbaBa KoMepuwujanHy
ynotpeby aena. ¥ ogHocy Ha cBe ocTane NuUeHLe, OBOM NULIEHLIOM Ce orpaHnyaBa
Hajsehun 0bum npaea kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HeKOMepuujanHO — AenWTW Moj WCTUM ycnosuma. [lo3sorbasaTe
yMHOXaBawe, gucTpubyuwjy 1 jaBHO caoniiTaBake Aena, W npepaje, ako ce Haseae
MMme aytopa Ha HaudwH ogpefieH of cTpaHe ayTopa WUnu fgasaoua NULEHLE U ako ce
npepaga auctpubympa nof WCTOM WKW CAMMHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
Ao3BorbaBa komepuunjanHy ynotpedy gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepapge. [JosBorbaBate ymMHOXasawe, AUCTPUBYUWM)Y W jaBHO
caonwrTasawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosamwa nnu ynotpebe aena y cBom Aeny,
aKo ce HaBefe WMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH o cTpaHe ayTopa wnv aasaoua
nuueHue. Osa nuueHua fo3Borbasa komepuwjanHy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO - penuTn nod UCTUM ycnosBuma. [lo3BorbaeBate yMHOXaBare,
AncTpubyuujy 1 jaBHO caonwiTaBake gena, v Npepage, ako ce HaBeae ume aytopa Ha
HauvH oapeheH o cTpaHe aytopa WnM faBaoua nvUeHUe M ako ce npepaga
avctpubyvpa noa WCTOM wMnWM CNMYHOM nwvueHuom. OBa nuueHUa [03BoSbaBa
KomepuujanHy ynoTtpeby gena u npepaga. CnuyHa je cohTBEPCKUM nuLEHLama,
OHOCHO N1LeHLaMa OTBOPEHOT Ko4a.



