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MOLEKULSKI MEHANIZMI METABOLICKE REGULACIJE U
HIBERNACIJI I TOKOM AKLIMACIJE NA HLADNOCU KOD TEKUNICE
(Spermopahilus citellus)

REZIME

Fenomen hibernacije predstavlja fascinantan primer plasticnosti kod sisara.
Hibernirajuéi sisari podlijezu slozenom nizu biohemijskih, fizioloskih i bihevioralnih
promjena u odgovoru na senzonske energetski-zahtijevne periode kuplovane sa
redukovanom dopstupnoséu hrane. Cilj disertacije je da se ispitaju promjene Celijskog
metabolizma u tkivima 1 organima tekunica, kljuénim za odrzanje ukupne energetske
homeostaze - mrko i bijelo masno tkivo (ezgl brown adipose tissue, BAT i white adipose
tissue, WAT), misici i jetra, tokom perioda aklimacije na nisku temperaturu, kao i u fazi
hibernacije.

Efekat aklimacije/hibernacije na metabolicko remodeliranje u tkivima i organima
tekunica pracen je odredivanjem: mitohondtijalnog kapaciteta (genska i/ili proteinska
ekspresije  komponenti respiratornog lanca i ATP sintaze); termogenog kapaciteta
(ckspresija dekuplujuceg proteina 1); ckspresionih profila enzima klju¢nih metabolickih
puteva: glikolize, 3-oksidacije, Krebsovog ciklusa, metabolizama triacilglicerola i glikogena.
Ispitivani su i transkripcioni faktori uklju¢eni u metabolicku regulaciju, kao 1 enzimi
antioksidativne odbrane. Takode, ispitivane su promjene u BAT i depoima WAT na
strukturnom 1 ultrastrukturnom nivou.

Muzjaci evropske tekunice Spermophilus citellus su pocetkom septembra podijeljeni u
dvije grupe: kontrolnu, koja je boravila na sobnoj temeraturi (22 = 1 °C) i grupu aklimiranu
na nisku temperaturu (4 £ 1 °C). Aktivne, eutermicne tekunice, koje nisu usle u duboku
hibernaciju tokom aklimacije, zrtvovane su nakon 1, 3, 7, 12, odnosno 21 dan. Tekunice
koje su usle u hibernaciju zrtvovane su nakon 2-5 dana trajanja hibernacije (kontinuirana
rektalna temperatura 4 °C). BAT, subkutano, retroperitonealno i epididimalno WAT
(sWAT, tWAT i eWAT), skeletni misi¢ (musculus quadriceps) 1 jetra su uzorkovani odmah po
zrtvovanju. Kako bi se ispitali mehanizmi metabolicke regulacije u BAT, specificni za
hibernatore, paralelno je radena komparativna studija aklimacije pacova na nisku

temperaturu.



Rezultati pokazuju da je, prilikom izlaganja hiberniraju¢ih Zzivotinja niskoj
temperaturi, ¢elijski metabolizam u svim ispitivanim tkivima/organima inicijalno podreden
odrzanju eutermije, tj. termogenom procesu koji se odvija u skeletnim misi¢ima 1 BAT. U
ranom periodu izlaganja hladnoéi, u skeletnim misi¢cima i BAT, dolazi do indukcije
termogeneze (drhteée 1 nedrhteée), koja je metabolicki podrzana razlaganjem Secera.
Medutim, produkcija toplote u oba termogena organa asocirana je sa energetskim
disbalansom, koji je tokom produzene aklimacije najvjerovatnije odgovoran za supresiju
puteva potrosnje energije (primarno termogeneze) i pripremu tekunica za ulazak u stanje
hipotermije/hipometabolizma. Najveci dio goriva za termogenezu, u ranoj fazi aklimacije,
obezbijeduje se iz visceralnih depoa WAT (posebno eWAT), u kojima je detektovano
smanjenje povisine adipocitnog profila, usled intenzivne lipolize. Kasnije tokom izlaganja
hladnodi, kada se termogeni kapacitet BAT suprimira, u sva tri ispitivana depoa WAT
indukovana je aktivnost AMP-aktivirane protein kinase (AMPK), ,blokirana” lipoliza i
putevi potrosnje energije, a stimulisan oksidativni metabolizam. Jetra tokom aklimacije ima
centralno mjesto koordinacije lipidnog i ugljenohidratnog metabolizma.

Rezultati disertacije pokazuju da je u fazi duboke hibernacije termogeni kapacitet
BAT i skeletnih misi¢a znacajno suprimiran. Takode, hipoksija-inducibilni factor-1 (HIF-1)
ima centralnu ulogu u metabolickom remodeliranju termogenih organa u fazi hibernacije.
Osim suprimiranja energetski-zahtijevnih termogenih procesa, HIF-1 u uslovima
hipometabolizma ima ulogu i u regulaciji, tj. indukciji glikolitickog puta, vazne komponente
energetske homeostaze tokom hibernacije. Sli¢no reprogramiranje metabolizma desava se i
u visceralnim depoima WAT. Jetra u hibernaciji ostvaruje veoma slicnu metabolicku
strategiju kao pri uslovima gladovanja: indukcija katabolizma lipida i supresija razlaganja
glukoze, uz istovremenu indukciju glukoneogeneze.

Rezultati disertacije ukazuju da je u hibernaciji kapacitet za oksidaciju lipida
povecan u svim ispitivanim tkivima/organima, osim u visceralnim depoima WAT. U BAT,
intenziviranje puteva oksidacije masnih kiselina primarno sluzi odrzanju neophodnog nivoa
termogeneze, dok je u skeletnim misi¢ima 1 jetri povezano sa adaptacijom na
hipotermi¢ne/hipometabolicke uslove hibernacije. Uocljuv manji stepen interorganske
komunikacije kada je lipidni metabolizam u pitanju, sugeriSe da se tokom hibernacije
uspostavlja odredeni stepen tkivne autonomnosti.

Generalno se moze zakljuciti da karakteristicno tkivno-zavisno remodelovanje

energetskog metabolizma predstavlja centralnu osovinu i uslov fizioloske plasticnosti



hibernatora koja im omogucava brojne prednosti u odnosu na nehiberniraju¢e srodnike i
prezivljavanje u nepovoljnim uslovima sredine, bilo da su aktivni i eutermiéni ili letargic¢ni i

hipotemicni.
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MOLECULAR MECHANISMS OF METABOLIC REGULATION IN
HIBERNATION AND DURING COLD-ACCLIMATION IN EUROPEAN
GROUND SQUIRREL (Spermophilus citellus)

ABSTRACT

The phenomenon of hibernation is a fascinating example of plasticity in mammals.
Hibernating mammals are subjected to a complex series of biochemical, physiological and
behavioral changes in response to seasonal energy-demanding periods coupled with
reduced food availability. The aim of the thesis was to investigate metabolic changes in the
key tissues and organs of the ground squirrel, responsible for maintaining overall energy
homeostasis - brown and white adipose tissue (BAT and WAT), skeletal muscle and liver,
during the acclimation to low temperature, as well as in the hibernation.

Effects of acclimation/hibernation on metabolic remodeling in the tissues and
organs of the ground squitrel were determined by: mitochondrial capacity (gene and/or
protein expression of the components of the respiratory chain and ATP synthase);
thermogenic capacity (uncoupling protein 1 content), the expression profile of the key
metabolic enzymes involved in: glycolysis, B-oxidation, Krebs cycle, glycogen and
triglycerides metabolism. Furthermore, transcription factors involved in the metabolic
regulation, as well as antioxidant enzymes, were examined. In parallel, we examined the
changes in BAT and WAT depots on the structural and ultrastructural level.

Males of the European ground squirrel Spermophilus citellus were divided into two
groups in early September: the control group, kept at room temperature (22 £ 1 ° C) and a
group acclimated to low temperature (4 £ 1 °C). Active, euthermic ground squitrels, which
did not enter into deep hibernation during acclimation, were sacrificed after 1, 3, 7, 12, or
21 days. Ground squirrels that entered hibernation were sacrificed after 2-5 days of
hibernation (continuous rectal temperature of 4 °C). BAT, subcutancous, retroperitoneal
and epididimal WAT (sWAT, rWAT and eWAT), skeletal muscle (musculus quadriceps) and
liver were sampled. Parallel, in order to examine the mechanisms of metabolic regulation in
the BAT specific for hibernation, comparative study with rats acclimated to low
temperatures, was made.

Results show that, when hibernating animals are exposed to low temperature, the

cellular metabolism in all examined tissues/organs is initially subordinated to maintaining



euthermia, i.e. thermogenic process. In the eatly period of the cold-exposure, shivering and
nonshivering thermogenesis is induced in the muscle and BAT, respectively. Although
these processes are metabolically supported by the breakdown of glucose, the production
of heat in both thermogenic organs is associated with energy imbalance. This is likely
responsible for suppression of energy consumption pathways (primarly thermogenesis)
during the extended acclimation period, and for preparation of ground squitrel to a state of
hypothermia/hypometabolism. In the early period of acclimation, the fuel for
thermogenesis is preferentially provided from visceral WAT depots (particulatly eWAT),
wherein decreased adipocyte surface profile, a result of intensive lipolysis, is observed.
Later, during exposure to cold, when the thermogenic capacity in BAT is suppressed,
activity of AMP-activated protein kinase is induced in all three WAT depots, lipolysis and
energy-consuming pathways are "blocked" and oxidative metabolism is stimulated. Liver is
central coordinator of the lipid and carbohydrate metabolism during cold acclimation.

In the deep hibernation, thermogenic capacity of BAT and skeletal muscle is
significantly suppressed. It seems that hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) plays a central
role in the metabolic remodeling of the thermogenic organs in hibernation, by both
suppressing the energy-demanding, thermogenic processes, and also, by inducing glycolytic
pathway, an important component of energy homeostasis in hypometabolic conditions.
Similar metabolic reprogramming occurs in the visceral WAT depots. In hibernation, liver
shows analogous metabolic strategy as in fasting conditions: induction of lipid catabolism
and suppression of glucose degradation, with the simultancous induction of
gluconeogenesis.

Results indicate that capacity for lipid oxidation is increased in all tested
tissues/organs, except in visceral WAT depots, during hibernation. In BAT, the
intensification of fatty acid oxidation pathways primarily serves to maintain the necessary
level of thermogenesis, whereas in skeletal muscle and liver this is associated with
adaptation to hypothermic/hypometabolic conditions of hibernation. Noticeable lower
level of interorgan communication, when it comes to lipid metabolism, suggests that tissues
establish a certain degree of autonomy during hibernation.

In general, it can be concluded that characteristic tissue-dependent remodeling of
the energy metabolism is the central axis and the precause of physiological plasticity of

hibernators that provides them many advantages over the nonhibernating counterparts, and



the survival under adverse environmental conditions, whether they are active and

cuthermic or lethargic and hypothermic.

KEY WORDS: ground squitrel, hibernation, energy metabolism, cold acclimation,
transcription regulation, antioxidant defense
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1. Uvod



Sisari su homeotermni organizmi koji odrzavaju tjelesnu temperaturu relativno
konstantnom u opsegu od priblizno 30-39 °C, a najces¢e 37 = 2 °C, nezavisno od
ambijentalne temperature (Ladd Prosser, 1991). Temperaturna homeostaza se odrzava
zahvaljujudi brojnim fizioloskim i bihevioralnim adaptacijama. Jedinstven izuzetak vidljiv je
kod sisara koji podlijezu hibernaciji, tokom koje dolazi do znacajne supresije tjelesne
temperature i bazalnog metabolizma. Tako se postize usteda energije od oko 90% u
nepovoljnim uslovima spoljasnje sredine. Superioran fenotip hibernatora, koji im
obezbijeduje toleranciju na prateu hipotermiju, ishemiju/reperfuziju, dugotrajnu
imobilnost i afagiju, ostvaruje se metabolickim, strukturnim i endokrinim remodeliranje
tokom torpora. Zato je istrazivanje strategija hibernacije znacajno za biomedicinu, posebno
transplantacionu, lijecenje gojaznosti, prevenciju misi¢ne atrofije, ispitivanje procesa
insulinske rezistencije, patogeneze kardiovaskularnih oboljenja itd. Mehanizmi koji leze u
osnovi pomenute metabolicke supresije (remodeliranja) tokom hibernacije jo$ uvek nisu

potpuno razjasnjeni.

1.1. Mehanizmi endotermije

U bazalnim uslovima, kljucni izvor toplote kod endotermnih Zivotinja jeste toplota
koja nastaje kao produkt metabolickih reakcija. Smatra se da je svega 25% entalpije
sadrzane u hrani konzervirano u procesu oksidativne fosforilacije (OXPHOS) u formi
potencijalne hemijske energije (ATP), dok se ostatak oslobada kao toplota neophodna za
odrzanje normotermije (Hochachka i Somero, 1984).

U uslovima kompromitovane tjelesne temperature, sisari i ptice koriste brojne
bihevioralne adaptacije (poput lokomotornih aktivnosti) kako bi ocuvali temperaturnu
homeostazu u uskom opsegu od neckoliko stepeni. Takode, ovi organizmi imaju dobru
izolaciju tijela (poput depoa potkoznog masnog tkiva, krzna, petja...), koja im omogucava
smanjeno rasipanje toplote u okolnu sredinu. Sisari imaju i dobro razvijene fizioloske
mehanizme cuvanja i rasipanja toplote (vazomotorni odgovor perifernih krvnih sudova i
sudomotorni odgovor), kao i mehanizme povecanog generisanja toplote: drhteca i

nedrhteéa termogeneza.



1.1.1. Drhteéa termogeneza

Misi¢na aktivnost ve¢ dugo vremena je prepoznata kao glavni izvor toplote kod
sisara (Needham, 1971). U bazalnim uslovima, tonus misic¢a i kontinuirana sréana aktivnost
doprinose odrzanju bazalnog metabolickog nivoa (engl. basal metabolic rate, BMR), dok
vjezbanje 1 drhtanje mogu doprinijeti intenziviranju metabolizma i do nekoliko puta iznad
BMR.

Drhteéa termogeneza je proces nevoljnog tremora skeletnith misica u cilju
poveéanja produkcije metabolicke toplote. Mchanizmi ovog tipa Celijske termogeneze
ukljucuju stimulaciju misiéa preko motornih nerava i posledi¢no oslobadanje Ca** iz
unutarcelijskih depoa (Slika 1). Rezultat je aktivacija misi¢ne kontrakcije, uz hidrolizu ATP
(Needham, 1971). Nastali ADP dodatno stimuliSe mitohondrijalnu OXPHOS i
sagorijevanje metabolickih goriva.

Drugi proces koji doprinosi (mada u manjoj mjeri) produkciji toplote tokom
misicne aktivnosti ukljucuje jonske pumpe (Himms-Hagen, 1976). Nakon aktivacije
misi¢nih vlakana, vracanje sarkoleme u normalno polatizovano stanje zahtijeva rad Na K-

ATPaze, kao i Ca*"-ATPaze, koja uklanja Ca**

iz citoplazme u sarkoplazmin retikulum. ADP

Misiéna éelija

Ci itaplazmA\

generisan u oba ova procesa dodatno

stimulise respiraciju.

Sarkoplazmin
retikulum

Kapacitet misica za  produkciju

toplote nije konstantan, ve¢ zavisi od

funkcionalnog stanja. Tako utrenirani misici,

koji pokazuju veéi respiratorni kapacitet i

A

Toplota

“w

S

Katabolizam
supstrata

Mitohondrija

b g

crvenih i bijelih misiénih vlakana, imaju vedi

kapacitet za produkciju toplote drhtanjem

i

Slika 1. Ca®*-zavisni mehanizam produkcije toplote u
misicima (adaptirano sa h#ip:/ [ www.bio.miansi.edn/ tom/ conrses/ bil265 ] bil265g00ds) 04_thermal2.hinl).

(Stromme 1 Hammel, 1967).

Drhteca termogeneza je najintenzivnija u ranom periodu aklimacije na toplotu (1-7.
dana) (Jansky i Hart, 1968), dok kasnije dolazi do smanjenja misi¢ne aktivnosti, ali ne i
potrosnje kiseonika u skeletnim misi¢ima (Sellers i sar., 1954; Depocas i sar., 1956a; 1956b;

Griggio, 1982). Takode, pokazano je i da sama drhtea termogeneza nije efikasna u
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odrzanju konstantne rektalne temperature (Griggio, 1982), vierovatno usled toga sto vodi

paralelnom povecanju konvektivnog gubitka toplote (Hensel, 1973).

1.1.2. Nedrbteéa termogeneza

Nedrhteéa termogeneza je izvorno definisana kao hladno¢om indukovano
povecanje produkcije toplote koje nije povezano sa misiénom aktivho$éu (drhtanjem)
(Sellers i sar., 1954; Cottle 1 Carlson, 1956; Depocas i sar., 1956a; 1956b; Hsieh i sar., 1957).
Brzo potom se doslo do rezultata koji su ukazali da je nedrhteéa termogeneza posledica
povecanja BMR u odgovoru na noradrenalin (Depocas, 1960), ali je mjesto (tkivo) njenog
odigravanja duze vreme ostalo nepoznato (Himms-Hagen, 1972; 1976; Jansky, 1973).

Mrko masno tkivo (engl brown adipose tissue, BAT) je prvi put opisao §vajcarski
prirodnjak Konrad Gesner (1551) i to upravo kod hibernirajuce vrste - mrmota, zbog cega
je ovo tkivo dugo vremena (netacno) nazivano “hibernirajuéom zlijezdom”. Nakon otkri¢a
njegove funkcije (Johansson, 1959; Smith i Hock, 1963; Silverman i sar., 1964; Smalley i
Smalley, 1967), zapoceta je ,,termogena era” BAT.

I pored toga $to je prvobitno opisano kod hibernirajuce vrste i $to je dugo
smatrano zlijezdom koja je odgovorna za fenomen hibernacije, BAT i njegovo molekulsko
remodeliranje upravo kod ovih vrsta je, u poredenju sa nehiberniraju¢im zivotinjama, manje
izucavano.

Brojni su radovi koji su pokazali da izlaganje nehibernirajucih zivotinja (pacova u
prvom redu) hladnod¢i indukuje simpaticku inervaciju i posledi¢nu aktivaciju BAT, koja
obuhvata kompleksan niz precizno definisanih dogadaja na molekulskom, morfoloskom i
funkcionom planu (Himms-Hagen, 1986; Jansky i sar., 2008; Petrovi¢ i sar., 2010). Ove
promjene obuhvataju: diferencijaciju i proliferaciju mrkih adipocita, pove¢anu angiogenezu,
mitohondriogenezu, biogenezu peroksizoma, povecanu sintezu proteina i DNK, kao i
smanjenu stopu apoptoze (Suter, 1969a; 1969b; 1969¢; Bukowiecki i sar., 1986; Himms-
Hagen, 1986; 1990; Lindquist i Rehnmark, 1998; Klingespor, 2003; Petrovi¢ i sar., 2005;
2008; 2010; Kora¢ 1 sar., 2008). Klju¢ni molekulski marker termogeneze u BAT je
dekuplujuéi protein 1 (engl uncoupling protein 1, UCP1), integralni protein unutrasnje
mitohondrijalne membrane (Nicholls i Locke, 1984; Cannon i Nedergaard, 1985; Nicholls i
sar., 1986). UCP1, kao pora za protone, obezbjeduje alternativni put za njihovo vracanje iz

medumembranskog prostora u matriks mitohondrija, omogucéavajuéi da se dio energije
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elektrohemijskog potencijala koristi za produkciju toplote. Drugim rijecima, ovaj protein
omogucava razdvajanje (dekuplovanje) procesa respiracije od fosforilacije, tj. sinteze ATP

(Slika 2).

H* medumembranski prostor
FrAat

ATP sintaza

N mitohondrijalni
ADP +Pi ATP matriks

Slika 2. Shematski prikaz koriscenja proton pokretacke sile za sintezu ATP i/ili generisanje toplote
(adaptirano iz Ricquier, 2011).
1.2. Energetski metabolizam

Odrzanje energetske homeostaze je conditio sine qua non za sve zive sisteme
(organizme). I ako se produkcija toplote u bazalnim uslovima moze posmatrati kao
termodinamicka nesavr$enost metabolickih procesa (reakcija) 1 u Celiji ne moze biti
iskori$¢ena kao izvor energije, za homeoterme je ona uslov odrzanja zivota. Energija koju
¢elije koriste za sve funkcije, rast i diobu je hemijska energija u formi ATP, koju autotrofi
produkuju u procesu fotosinteze, a heterotrofi primarno u procesu OXPHOS
,,sagorijevanjem® hrane. Za vecinu zivih organizama kljucni izvori energije su lipidi i ugljeni
hidrati, dok se proteini u ovu svrhu koriste u mnogo manjoj mjeri i to prvenstveno tokom
perioda gladovanja.

Slozena  mreza  procesa  ukljucenih u  energetski ~ metabolizam  je
kompartmentalizovana i koordinisana (regulisana) kako unutar pojedinacnih éelija, tako i
pojedinih tkiva i organa u organizmu. Kljucni putevi energetskog metabolizma shematski su
prikazani na Slici 3.

Razlaganje glukoze do dva molekula piruvata u éelijama (citoplazmi) se odvija u
seriji reakcija glikolize, univerzalnom katabolickom putu anaerobnih i aerobnih organizama.
Glikoliza je centralno mjesto katabolizma i drugih Secera: fruktoze, galaktoze, manoze.
Pored piruvata, u glikolitickom putu nastaju i po dva molekula ATP i NADH. Podjednako

znacajno kao i produkcija energije jeste 1 to $to se intermedijeri glikolitickog puta (kao i
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Krebsovog ciklusa) koriste za sintezu brojnih biomolekula. Nastali piruvat ima dvije
sudbine. Moze biti redukovan, uglavnom do laktata (sve zivotinje, bakterije) ili etanola
(bakterije) i tada su oni finalni produkti glikolize. Redukcija piruvata obezbeduje NAD™ za
kontinuiranu razgradnju glukoze glikolizom i produkciju ATP, kako kod anaerobnih tako i
acrobnih organizama, u ¢elijama (eritrociti) 1 tkivima (misi¢i) kada je dostupnost kiseonika
limitirana. Ugljenici glukoze, preko piruvata mogu biti i potpuno oksidovani do CO, i H,O.
Piruvat se u prvom koraku, u mitohondrijama, oksiduje i dekarboksiluje piruvat
dehidrogenaznim (PDH) kompleksom do acetil-CoA. Glikoliza je regulisana na tri mjesta
gde se odigravaju ireverzibilne reakcije: heksokinazna, piruvat kinazna, a posebno
fosfofruktokinazna. Posfofruktokinaza (PFK) alostericno aktiviraju ADP i AMP, a
inhibiraju ATP i citrat. Takode, fruktozo-2,6-bisfosfat, ¢ija koncentracija je regulisana
nivoom glukagona, adrenalina i noradrenalina, aktivira PFK (Voet i Voet, 2004). Klju¢no
regulatorno mjesto potpune oksidacije glukoze je PDH kompleks. Naime, PDH je
alosterno  inhibiran ~ produktima, @ NADH i  acetil-CoA 1  kovalentno,
fosforilacijom/defosforilacijom. Specifi¢na kinaza piruvat dehidrogenaze (PDK) koja je dio
PDH kompleksa fosforilise i inaktivira kompleks, na taj nac¢in sprecavajuéi ulazak ugljenika
piruvata nastalog iz glukoze u Krebsov ciklus. PDH kompleks je uz acetil-CoA alosterno
inhibiran 1 masnim kiselinama, omogucavajuci celijama da njih koriste kao gorivo, uz
suprimiranje glikolize (Brooks 1 Storey, 1992; Andrews i sar., 1998; Berger i Moller, 2002).
Sinteza glukoze de novo, glukoneogeneza, primarno se odvija u jetri i bubrezima.
Sisari mogu da sintetiSu glukozu iz raznih neheksoznih prekursora: piruvata, laktata,
glicerola i glukogenih amino kiselina (ali ne i1 iz masnih kiselina). Veéina prekursora se
inicijalno u mitohondrijama konvertuje u oksalacetat, pa u fosfoenolpiruvat (PEP), a zatim
kroz seriju reakcija u citoplazmi, koje su u velikoj mjeri reverzibilni put glikolize, u glukozu.
Ireverzibilne glikoliticke reakcije koje katalizuju heksokinaza 1 PFK, u procesu
glukoneogeneze su zaobidene hidrolitickim reakcijama katalizovanim  glukozo-6-
fosfatazom, odnosno fruktozo-1,6-bistfosfatazom (FBPaza). PFK i I'BPaza su inverzno
regulisani  fruktozo-2,6-bisfosfatom 1 mjesta su reciprocne regulacije glikolize i
glukoneogeneze. Fosfoenolpiruvat karboksikinazna (PCK) reakcija je treci ireverzibilni
korak glikolize, koji je zaobiden u procesu glukoneogeneze reakcijom koju katalizuje
piruvat kinaza. Ovaj enzim katalizuje reakciju sinteze oksalacetata iz piruvata i predstavlja

centralno mjesto regulacije glukoneogeneze. Piruvat karboksilaza je aktivnha samo u
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prisustvu acetil-CoA kao produkta B-oksidacije masnih kiselina. Oksidacija masnih kiselina
direktno ne doprinosi glukoneogenezi, jer se produkuje samo acetil-CoA, ali doprinosi
indirektno, obezbijeduju¢i ATP (Nelson 1 Cox, 2005).

Razgradnja i sinteza glikogena se najvise odvijaju u jetri i misi¢ima. U misi¢ima,
rezerve glikogena se koriste za misi¢nu kontrakciju, a u jetri kao izvor glukoze za sva
ckstrahepati¢na tkiva. U procesu razgradnje glikogena, glukozne rezidue se oslobadaju u
formi glukozo-1-fosfata, u reakciji katalizovanoj enzimom glikogen fosforilazom (PYG).
Sinteza glikogena je katalizovana enzimom glikogen sintazom (GS). Ova dva enzima su
reciprocno regulisana fosforilacijom, specificnim djelovanjem kinaze glikogen fosforilaze,
odnosno kinaze glikogen sintaze (GSK) 1 defosforilacijom koja je posredovana
(zajednickom) fosfoprotein fosfatazom. Na ovaj nacin, u éelijama (hepatociti, miociti) uvek
¢e biti aktivan samo jedan put glikogena, katabolicki ili anabolicki (kada je PYG
fosforilisana 1 aktivna, GS ¢e biti fosforilisana 1 neaktivna). Enzimi razgradnje 1 sinteze
glikogena su subjekti tkivno-specificne alosterne kontrole, dok je kovalentna modifikacija
fosforilacijom-defosforilaciijom pod strogom hormonskom kontrolom, prevashodno
insulina i glukagona (npr. insulin posredstvom inhibicije GSK indukuje sintezu glikogena,
favorizujudi nefosforilisanu, aktivau formu GS) (Voet 1 Voet, 2004).

Razgradnja i sinteza masnih kiselina se u razlicitom stepenu odvijaju u svim tkivima
1 metabolizam lipida zahtijeva aktivau interorgansku kooperaciju, posebno jetre koja je
centralno mjesto sinteze lipida i bijelog masnog tkiva, depoa masnih kiselina. Razlaganje
masnih kiselina se odvija u mitohondrijama targetnih celija u procesu nazvanom (-
oksidacija. Kroz cetiri reakcije jednog ciklusa B-oksidacije masnih kiselina oslobadaju se
dvougljenicne jedinice u formi acetil-CoA. Samom B-oksidacijom i daljim razlaganjem
acetil-CoA u Krebsovom ciklusu, masne kiseline snazno doprinose sintezi ATP.
Mobilizacija masnih kiselina iz bijelog masnog tkiva je pod hormonalnom kontrolom,
inicirana glukagonom i adrenalinom i zavisi od aktuelnih potreba za energijom. Sinteza
masnih kiselina koja se dominantno odigrava u jetri (citoplazma hepatocita), katalizovana je
ezimskim kompleksom sintaza masnih kiselina (engl fatty acid synthase, FAS). Sinteza
principijelno predstavlja reverzni mod Cetiri reakcije B-oksidacije, ali sustinski se potpuno
razlikuje. Izmedu ostalog, dvougljenic¢ne jedinice kojima se produzava rastuci acil-lanac u
svakom ciklusu poticu od malonil-CoA, a ne od acetil-CoA. Malonil-CoA nastaje u reakciji

katalizovanoj acetil-CoA karboksilazom (ACC), karboksilacijom acetil-CoA. Izvor ugljenika
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za sintezu masnih kiselina nije acetil-CoA nastao $-oksidacijom masnih kiselina, ve¢ citrat
nastao od Seera i amino kiselina. Sta vise, malonil-CoA inhibira B-oksidaciju masnih
kiselina sprecavajuéi da se u istoj Celiji oba procesa odigravaju istovremeno. ACC je
alosterno aktivirana citratom, a kovalentno insulin-zavisnom defosforilacijom. Palmitoil-
CoA i cAMP- i AMP-zavisna fosforilacija vode ka inhibiciji ACC. Takode, karnitin
palmitoil-transferaza I (CPT-I), komponenta sistema za transport masnih kislina u
mitohondrije radi oksidacije, inhibirana je malonil-CoA, klju¢nim intermedijerom
biosinteze masnih kiselina u vecini tkiva (Voet i Voet, 2004).

Krebsov ciklus (ciklus limunske kiseline) se odvija u mitohondrijalnom matriksu.
Predstavlja centralno mjesto gdje se ukrstaju katabolicki 1 anabolicki putevi. U njemu se, do
COs 1 HyO, oksiduje acetil-CoA nastao od glukoze, masnih kiselina, amino kiselina, kao i
ketonskih tijela. Energija oksidacije je konzervirana u redukovanim koenzimima, NADH i
FADHo, koji nose potencijalnu energiju oksidovanih goriva. Ovaj univerzalni metabolicki
put je alosterno regulisan dostupnoscu supstrata (posebno oksalacetata) i povratnom
inhibicijom intermedijerima ciklusa, NADH i ATP (Voet i Voet, 2004). Krebsov ciklus je
regulatorno sinhronizovan 1 sa glavnim katabolickim putevima u Celiji, posebno
glikolitickim putem i 3-oksidacijom masnih kiselina.

Mitohondrijalna OXPHOS je centralno mjesto produkcije ATP. Svi katabolicki,
oksidativni putevi Secera, masnih kiselina i amino kiselina, konvergiraju ka OXPHOS.
Naime, oksidacijom NADH i FADH, do NAD" i FAD, energija konzervirana iz
oksidativnih reakcija se preko elektrohemijskog potencijala konvertuje u hemijsku formu
energije, ATP. Dva procesa se tada istovremeno desavaju, egzerogeni protok elektrona duz
respiratornog lanca unutrasnje mitohondrijalne membrane do kiseonika i na racun njega
enderogeno ,,pumpanje protona iz mitohondrijalnog matriksa u medumembranski
prostor. Cetiri kompleksa respiratornog lanca ukljucena su u oksidaciju redukovanih
koenzima 1 transport elektrona preko nosaca uz finalnu redukciju kiseonika do vode
(NADH dehidrogenaza - kompleks I, sukcinat dehidrogenaza - kompleks II, ubihinon
citohrom ¢ oksidoreduktaza - kompleks III i citohrom ¢ oksidaza (COX) - kompleks IV).
Elektroni duz respiratornog lanca putuju preko svojih nosaca, u redosledu: NADH,
koenzim Q, citohrom &, citohrom ¢, citohrom ¢, citohrom a+a;, kiseonik. Kompleksi I, II i
IV su i protonske pumpe, koje izmijestaju 10 protona (4+4+2) po paru elektrona u

medumembranski prostor. Konzervirana energija elektrohemijskog potencijala (proton
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pokretacka snaga), pretace se u ATP kada se protoni preko Fo porcije ATP sintaze vracaju
u matriks (Fo porcija ATP sintaze je integralni protein unutra$nje mitohondrijalne
membrane, a F; subjedinica odgovorna za sintezu ATP se proteze ka matriksu). Tako je
proces respiracije (protok elektrona) ¢vrsto kuplovan sa fosforilacijom (sinteza ATP).
Dekuplovanjem ovog procesa u celijama (UCP1 u mrkim adipocitima), energija
elektrohemijskog potencijala se konvertuje (rasipa) u toplotu. Smatra se da pored ostalih
regulatornih mehanizama (koncentracija ATP, ADP i Pi, kao i O,) umjereno dekuplovanje
ima ulogu u regulaciji produkcije ATP. Takode, OXPHOS je snazno kuplovana sa fluksom
kroz glikolizu, B-oksidaciju i Krebsov ciklus, objedinjujuci ove procese na regulatornom

nivou (Nelson i Cox, 2005).
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1.3. Ukljucenost pojedinacnih organa u energetski metabolizam

Sva tkiva i organi naseg organizma imaju specijalizovane funkcije. Njihov
metabolicki kapacitet je uskladen sa sopstvenim 1 potrebama cijelog organizma.
Meduorganska kooperacija je neophodna za odrzanje ukupne homeostaze organizma, pa i
energetske. Metabolicka aktivnost, struktura i anatomija pojedinih tkiva imaju visok
adaptivni kapacitet na promjene unutrasnjih i spoljasnjih uslova. U osnovi fascinantnih
promjena metabolickog profila tkiva, organa i samog organizma, nalaze se brojne promjene
na molekulskom nivou. Hibernacija je jedno od tih stanja. Shematski prikaz metabolickog

profila pojedina¢nih organa u bazalnom stanju prikazan je na Slici 4.

1.3.1. JETRA
Klju¢na uloga jetre je u odrzanju ukupne enrgetske homeostaze organizma. Jetra

funkcionise kao distributivni centar sa ciljem da se odrzi bazalni nivo nutrijenata u kevi koji
oscilacije u metabolizmu uzrokovane ishranom.
Jetra ima klju¢nu ulogu u odrzavanju konstantne koncentracije glukoze u krvi (4 do
5 mM). Naime, jetra preuzima ili oslobada glukozu prvenstveno u odgovoru na glukagon i
insulin. Ovaj odgovor diktiran je koncentracijom glukoze u krvi. Nakon jela, kada se nivo
glukoze poveca, jetra preuzima glukozu i konvertuje je u glukozo-6-fosfat. Ovaj korak je
katalizovan heksokinazom IV, izoenzimom koji se razlikuje od heksokinaza u drugim
tkivima po regulatornim principima (ne inhibira je glukozo-6-fosfat) i visokom Km za
glukozu (10 mM), sto omogucava njenu direktnu regulaciju visokim nivoom glukoze u krvi.
Efikasni glukozni transporter (GLUT2) u hepatocitima veoma brzo ekvilibrise
koncentraciju glukoze u citoplazmi i krvi.
Produkovani glukozo-6-fosfat ima vaznu ulogu u metabolizmu $ecera. Pored toga
§to je intermedijer glikolitickog puta, ima jos nekoliko vaznih metabolickih sudbina:
V' u glukoneogenezi, dejstvom enzima glukozo-6-fosfataze moze biti konvertovan u
glukozu, koja potom krvotokom biva dopremljena do ekstrahepati¢nih organa;
v" moze biti konvertovan u glikogen ako su potrebe organizma za glukozom male;
v moze biti konvertovan u acetil-CoA, koji se veéinom koristi za sintezu masnih

kiselina, fosfolipida i holesterola, ali i soli Zuc¢ne kiseline;



v" moze biti kanalisan ka pentozofosfatnom putu, koji generise NADPH (potreban za
sintezu masnih kisleina i drugih biomolekula) i ribozo-5-fosfat (potreban za sintezu
nukleotida).

Masne kiseline takode imaju razlic¢ite metabolicke sudbine u jetri. Najcesée, masne
kiseline su primarno metabolicko gorivo u jetri. Tako, kada su potrebe za energijom
poveéane, masne kiseline se potpuno oksiduju za potrebe sinteze ATP u samim
hepatocitima, ili preko acetil-CoA koriste za sintezu ketonskih tijela, koja se eksportuju
krvlju do mozga i ostalih ekstrahepati¢nih tkiva kada je nedostupna glukoza (gladovanje,
dijabetes 1 sl.). Ketonska tijela su tada jedini (glavni) izvor energije, posebno za mozak.
Kada su energetske potrebe organizma zadovoljene, masne kiseline se koriste za sintezu
triacilglicerola, koji se zajedno sa ostalim lipidima sintetisanim u jetri ,,pakuju® u
lipoproteine veoma male gustine (engl very low density lipoproteins, VLDL) i krvlju
dopremaju do masnog tkiva i ostalih organa. Takode, tada se ceo ,,metabolicki visak* Secera
1 amino kiselina konvertuje do masnih kiselina 1 skladisti u formi triacilglicerola.
Kvantitativno, jetra je centralno mjesto biosinteze lipida u organizmu sa oko 95% udela.

Generalno, ,futile cyclé tj. paralelna oksidacija 1 sinteza masnih kiselina u jetri je
sprije¢ena Celijskom kompartmentalizacijom i inverznom regulacijom ova dva procesa.
Medutim, pokazano je da neka tkiva u specificnim uslovima odstupaju od ovog generalnog
metabolickog principa (BAT). I u jetri pacova je pokazana paralelna indukcija sinteze i
razgradnje masnih kiselina tokom perioda aklimacije na hladnoc¢u (Bedu i sar., 2001;
Hauton i sar., 2000) ili pak nakon tretmana PPARa« (engl peroxisome proliferator-activated
receptor «) agonistima (Knight i sar., 2005).

Osim navedenog, jetra ima centralnu ulogu i u katabolizmu amino kiselina,
produkciji uree, sintezi proteina krvne plazme, degradaciji porfirina i baza nukleinskih
kiselina, skladistenju gvozda i detoksikaciji ksenobiotika. Otuda nije iznenadujuce $to se

Cesto naziva 1 ,,Jaboratorijom zivota®.

1.3.2. SKELETNI MISTCI
Misi¢i koriste glukozu, masne kiseline i ketonska tijela kao energetsko gorivo. U

bazalnim uslovima u misi¢ima se glukoza skladisti u formi glikogena, koji moze ¢initi 1-2%

.....

.....
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ne mogu da eksportuju glukozu usled nedostatka enzima glukozo-6-fosfataze. Zato se u
misi¢ima ne odvija glukoneogeneza. Adrenalin i insulin u miocitima primarno su odgovorni
za regulaciju razgradnje 1 sinteze glikogena. Miociti posjeduju adrenergi¢ne receptore (B-
AR), kojima posredstvom cAMP-zavisnog signalnog puta regulisu razgradnju glikogena. Na
slican nacin se u jetri, preko glukagona, kontroliSe metabolicki protok kroz glikolizu 1
glukoneogenezu. Tako, povecanje cAMP u jetri stimuliSe razgradnju glikogena i
glukoneogenezu, rezultujuci u oslobadanju glukoze u krv, dok u misi¢ima povecanje nivoa
cAMP aktivira razgradnju glikogena i glikolizu, sto rezultira potrosnjom glukoze.

Misi¢ne kontrakcije zavise od energije koja se oslobodi hidrolizom ATP. U
mirovanju skeletni misici koriste oko 30% od ukupne potrosnje O, (Voet i Voet, 2004). Pri
intenzivnom misi¢nom radu, respiracija u miocitima moze da se poveca i 25 puta i biva
podrzana jos vecom hidrolizom ATP. U misi¢ima koji se odmaraju primarno gorivo su
masne kiseline iz masnog tkiva i ketonska tela iz jetre, a umereno aktivni misic¢i koriste 1
glukozu iz krvi. Pri pojacanoj misi¢noj aktivnosti prvo se mobilisu rezerve fosfokreatina za
produkciju ATP. U uslovima maksimalnog napora (npr. tokom sprinta), rezerve
fosfokreatina su dovoljne za svega 4 s rada. Tada misici prelaze na glikoliticku produkciju
ATP, jer su pri maksimalnoj aktivnosti potrebe za ATP toliko velike da prevazilaze
cirkulatorni kapacitet da dopremi dovoljno brzo adekvatne kolicine kiseonika i goriva.
Nastali laktat se kevlju transportuje do jetre (Kori ciklus), gdje se iz njega sintetise glukoza u
procesu glukoneogeneze. To se desava u fazi oporavka od intenzivnog misi¢nog rada, kada
masne kiseline obezbjeduju potrebni ATP za glukoneogenezu, oksidativnom fosforilacijom.
To je razlog detektovane ,,odlozene® povecane potrosnje kiseonika.

Tokom drhtee termogeneze pokazano je da misiéi koriste 1 glukozu i lipide kao
izvor energije, $to se moze postici regrutacijom razlicitih populacija misi¢nih vlakana koja
su specijalizovana za koriséenje razlicitih metabolickih goriva ili mobilizacijom razli¢itih
metabolickih puteva u okviru istith vlakana (Meigal, 2002; Haman i sar., 2005). Stavise
pokazano je da je metabolizam ugljenih hidrata snazno stimulisan na samom pocetku
procesa termogeneze, ali da ubrzo potom lipidi preuzimaju centralnu ulogu u energetskom

metabolizmu misi¢a (Vaillancourt i sar., 2009; Stancié i sar., 2013).
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Slifa 4. Metabolicka i funkciona specijalizacija glavnih organa odgovornih za odrzanje energetske homeostaze
(crvene strelice ukazuju na dominantne metabolicke puteve u bazalnim uslovima). BAT - engl. brown adipose
tissue; WAT - engl. white adipose tissue (adaptirano iz Voet i Voet, 2004).

1.3.3. MRKO MASNO TKI1"O

BAT ima visok kapacitet za preuzimanje glukoze, koja sluzi primarno kao lipogeni
supstrat u ovom tkivu, a ne kao direktni supstrat za termogenezu (Cawthorne, 1989).
Preuzimanje glukoze od strane BAT je stimulisano insulinom i noradrenalinom
(Cawthorne, 1989), a odvija se prvenstveno preko insulin-osjetljivog GLUT4 (James i sar.,
1989). Medutim, studije su pokazale da preuzimanje glukoze moze biti i insulin nezavisno
(Cooney i sar., 1985; Ma 1 Foster, 19806; Ferre i sar., 1980).

BAT ima veliki kapacitet za de novo sintezu masnih kiselina, koji moze varirati u
zavisnosti od aklimacione temperature tj. §to je temperatura spoljasnje sredine niza to je
veca brzina lipogeneze (Trayhurn, 1981). Kod miseva aklimiranih na nisku temperaturu,
BAT moze biti odgovoran za cak trecinu ukupne lipogeneze, sto je veliki doprinos u
odnosu i na jetru (Trayhurn, 1981). Visoka stopa lipogeneze odslikava potrebe BAT za
masnim kiselinama kao osnovnim gorivom termogeneze. Takode, mrki adipociti mogu

obezbijediti masne kiseline i iz cirkulacije, bilo direktno ili u formi triacilglicerola. Prisutnost
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lipoprotein lipaze u BAT omogucéava koris¢enje masnih kiselina iz triacilglicerola
(Carneheim i sar., 1984).

FABP (engl. fatty acid-binding protein) iz BAT je izolovan i okarakterisan (Dutta-
Roy i sar., 1993). FABP spada u familiju proteina koji su odgovorni za unutarcelijski
transport 1 metabolizam masnih kiselina (Kaikaus i sar., 1990). S obzirom da su masne
kiseline glavno metabolicko gorivo BAT, a uz to sluze i kao unutarcelijski signal za
aktivaciju translokacije protona, lipidni metabolizam u ovom tkivu je jako intenzivan. Ovo
ukazuje da FABP igra vaznu ulogu u procesu termogeneze BAT.

Intenziviranje B-oksidacije masnih kiselina, uz istovremeno dekuplovanje procesa
respiracije i fosforilacije u BAT tokom nedrhtece termogeneze, spregnuto je sa povecanjem
respiratornog kapaciteta ovog tkiva, §to se ogleda u vec¢em broju aktivnih mitohondrija sa
paralelnim, pravilno postavljenim kristama i povecanju proteinske ekspresije komponenti

OXPHOS (Suter, 1969a; 1969b; 1969¢; Petrovic i sar., 2010; Vuceti¢ i sar., 2011).

1.3.4. BIJEILO MASNO TKIIVO

Klju¢na funkcija bijelog masnog tkiva (engl white adipose tissue, WAT) je da
skladisti i oslobada masne kiseline u zavisnosti od energetskih potreba organizma.

Masno tkivo normalno-uhranjenog covjeka od 70 kg sadrzi priblizno 15 kg masti
(590 000 kJ energija), sto je dovoljno za odrzanje zivota oko 3 mjeseca (Voet 1 Voet, 2004).
Najveci dio masnih kiselina WAT obezbijeduje iz cirkulisucih lipoproteina, formiranih u
intestinumu (hilomikroni) ili jetri (VLDL partikule). Preuzete masne kiseline se konvertuju
(aktiviraju) u odgovarajuce tioestre masnih kiselina (u reakciji sa acetil-CoA), a potom se
esterifikuju glicerol-3-fosfatom do triacilglicerola. Glicerol-3-fosfat u WAT nastaje u
procesu  gliceroneogeneze, skraéenoj verziji glukoneogeneze od piruvata do
dihidroksiaceton fosfata.

Ukoliko je to organizmu potrebno, triacilgliceroli u adipocitima se hidrolizuju do
slobodnih masnih kiselina i glicerola sinhronizovanom akcijom tri enzima: triacilglicerol
lipaze, hormon senzitivne lipaze (HSL) i monoacilglicerol lipaze. Najveci dio slobodnih
masnih kiselina (75%) se reesterifikuje u samim adipocitima do triacilglicerola, dok se
ostatak oslobada u cirkulaciju. Kod zdravih, odraslih ljudi nakon noénog gladovanja
pokazano je da se 20-30% oslobodenih masnih kiselina re-esterifikuje i ponovo vraca u

lipidne rezerve (Reshef i sar., 2003).
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1.3.4.1. Depoi WAT

WAT je distribuirano sirom tijela, ali se pretezno nalazi ispod koze, subkutano
WAT (sWAT) i u abdominalnoj duplji, visceralno WAT. Ova dva tipa masnog tkiva se
znacajno razlikuju po tipu adipocita, endokrinoj funkciji, lipolitickoj aktivnosti, odgovoru
na insulin i druge hormone (Wajchenberg, 2000). Venska krv iz visceralnog WAT, zbog
njegove anatomske lokalizacije, drenira se direktno u jetru preko portne vene. Portna
drenaza visceralnog WAT obezbijeduje direktan pristup slobodnih masnih kiselina jetri i
adipokinima sekretovanim u visceralnim adipocitima.

WAT se sastoji od adipocita, drugih neadipocitnih celija, vezivnog matriksa, krvnih
sudova i nervnih vlakana. Adipociti, koji ¢ine najveci dio WAT, imaju primarnu ulogu u
skladi$tenju energije u formi triacilglicerola. Novi, sitni adipociti sluze kao moéni pufer koji
vtlo efikasno apsorbuje slobodne masne kiseline i triacilglicerole u postprandijalnoj fazi,
onemogucavajuéi njthovu depoziciju u neadipoznim tkivima, a takode su i jako insulin-
osjetljivi. Medutim, sa porastom, adipociti postepeno postaju disfunkcionalni. Tako je
pokazano da su krupni adipociti hiperlipoliticni i insulin-rezistentni, posebno na anti-
lipoliticko dejstvo insulina. Pokazano je da visceralno WAT sadrzi veci broj izrazito
krupnih adipocita u odnosu na subkutani depo, koji se karakterise ve¢im prisustvom znatno
sitnijih éelija (Marin i sar., 1992; Misra i Vikram, 2003).

Osim toga, visceralni i subkutani depoi WAT znacajno se razlikuju i po
vaskularizaciji 1 inervaciji. Naime, visceralni depoi WAT se karakterisu vecom
vaskularizacijom, inervacijom i gustinom glukokortikoidnih (Rebuffe-Scrive i sar., 1985),
adrenergicnih (Krief i sar., 1993; Imbeault 1 sar., 2000) i androgenih (Freedland, 2004)
receptora od sWAT, koji posjeduje veci kapacitet jedino za vezivanje estrogena (Pedersen i
sar., 1990).

Visceralni adipociti su metabolicki aktivniji i pokazuju vedi lipoliticki potencijal
(Lemicux 1 Despres, 1994; Arner, 1995), a takode 1 veéi stepen insulin-zavisnog
preuzimanja glukoze od adipocita sSWAT, $to je u vezi sa intenzivnijim metabolickim
obrtom masnih kiselina (lipoliza/reesterifikacij).

Osim toga, pokazano je da razlike postoje 1 izmedu pojedinacnih depoa visceralnog
WAT. Naime, pokazano je da se ,,pravi“ visceralni depoi WAT smjesteni intraperitonealno
— omentalno (0WAT), mezentericno (mWAT) i gonadalno (gWAT) tj. epididimalno

(eWAT), razlikuju od depoa koji su smjesteni izvan trbusne maramice — retroperitonealno
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WAT (rWAT). Tako je kod ljudi pokazano da rWAT ima drugaciji noradrenalinom-
stimulisan lipoliticki odgovor u poredenju sa intraperitonealnim depoima, koji je slican
odgovoru sWAT (Rebuffe-Scrive i sar., 1989). Takode, skorasnje studije su potvrdile i da je
tWAT podlozniji ,,browning efektu, tj. pojavi ,,brite/ beidge* adipocita prilikom aklimacije na
nisku temperaturu od drugih visceralnih depoa poput eWAT (Walden i sar., 2012). Time je
rWAT po mnogim metabolickim karakteristikama negdje ,,izmedu* visceralnih i potkoznih
depoa.

Ocigledno je da metabolicke i endokrine karakteristike razlicitth depoa WAT

odreduju njihovu specificnu ulogu u odrzanju ukupne energetske homeostaze.

2H,0+0,

Peroksizomalna
|okalizacija

20, + 2H* > H,0,+0,

Cu,Zn-superoksid dismutaza

. Mn-superoksid dismutaza
Citoplazmatska
Iokalizacija

Mitohondrijalna
|okalizacija

Siroka
rasprostranjenost

2H,0 + GSSG

Slifa 5. Shematski prikaz prve linije antioksidativne odbrane i njena unutaréelijska kompartmentalizacija.

1.4. Antioksidativna odbrana u odgovoru na metabolicko remodeliranje

Oksidativni metabolizam je kuplovan sa produkcijom reaktivnih vrsta kiseonika
(engl. reactive oxygen species, ROS). Odrzanje celijske redoks homeostaze u uslovima
povecane produkcije ROS postize se proporcionalnom aktivacijom endogene
antioksidativne odbrane (engl antioxidant defense, AD) (Halliwell i Gutteridge, 1990;
Halliwell i sar., 1992; Johnson, 2002). Celijska AD obuhvata $irok spektar enzimskih i ne-
enzimskih komponenti (Aruoma, 1996). Prvu linijju AD ¢ine CuZn i Mn superoksid
dusmutaza (engl. superoxide simutases, SODs, EC 1.15.1.1), glutation peroksidaza (GSH-
Px, EC 1.11.1.19) i katalaza (EC 1.11.1.6).

Kompartmentalizacija metabolickih procesa unutar celije uslovila je i subcelijski-
specifican odgovor komponenti AD (Halliwell i Gutteridge, 1990; Mates, 2000) (Slika 5).
Tako se u mitohondrijama nalazi MnSOD izoforma, koja uklanja superokid anjon radikal
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(O2") nastao primarno tokom respiracije ili 3-oksidacije u ovom kompartmentu (Guan i
sar., 1998; Majima i sar., 1998). Istu funkciju u citoplazmi obavlja druga SOD izoforma -
CuZnSOD (Majima 1 sar., 1998). Obje izoforme SOD katalizuju istu reakciju, dismutaciju
O, uz sukcesivau oksidaciju i redukciju jona prelaznog metala u aktivhom mjestu prema
ping-pong mehanizmu (Hsieh 1 sar., 1998). U ovoj reakciji nastaje vodonik peroksid (H.O5),
koji nije radikal, ali je jako reaktivan, te se brzo uklanja uglavnom GSH-Px i katalazom.
GSH-Px je Siroko rasprostranjena. Nalazi se u mitohondrijama, citoplazmi, jedru,
membranskoj frakciji 1 ekstracelijskom prostoru (Freeman i Meredith, 1988). GSH-Px
redukuje perokside masnih kiselina i H,O, do vode, koriste¢i GSH kao donor elektrona.
Peroksizomi su mjesto najvece produkcije HO, (Reddy i Hashimoto, 2001). Naime, u
peroksizomima se takode odigrava [-oksidacija masnih kiselina. Ona se razlikuje od
mitohondrijalne B-oksidacije po tome $to se u prvoj reakciji elektroni predaju direktno
kiseoniku uz produkciju H>O,. Glavni enzim koji uklanja H>O» u peroksizomima je katalaza

(Chance i sar., 1979).

1.4.1. NFE21.2

Transkripcioni faktor NFE2L2 (engl nuclear factor (erythroid-derived-2)-related
factor 2) ima vitalnu ulogu u citoprotektivnom odgovoru na endogeni ili egzogeni stres
izazvan ROS ili elektrofilima (Kansanen i sar., 2012). NFE2L2 se zajedno sa malim Maf
proteinima vezuje za ARE (engl antioxidant response elements) sekvence u regulatornim
regionima targetnih gena, reguliuci njihovu ekspresiju (Kansanen i sar., 2013). Medu
genima koji posjeduju ARE sekvencu u regulatornom regionu su geni ¢iji produkti imaju
protektovnu ulogu (hem oksigenaza 1), uklanjanju ROS (CuZnSOD i katalaza), ucestvuju u
detoksifikaciji ksenobiotika (glutation S-transferaza, NAD(P)H:hinon oksidoreduktaza 1) i
sintezi GSH (y-glutamilcistein sintetaza) (Kensler i sar., 2007; Kensler i Wakabayashi, 2010).

U bazalnim uslovima NFE2L2 se nalazi u citoplazmi vezan za represorni protein
Keapl (engl. Kelch ECH associating protein 1), koji stimulise njegovu degradaciju kroz
proteazomalni put (Kansanen i sar., 2013), tako da je polu-zivot NRF2L2 u bazalnim
uslovima oko 20 minuta (Kobayashi i sar., 2004). Keap1 je veoma bogat cisteinima, koji se
u n vitro uslovima lako modifikuju oksidantima i elektrofilima (Kansanen i sar., 2009).
Pokazano je da oksidacija tri cisteina - C151, C273 i C288 ima presudnu ulogu u promjeni

konformacije Keapl, $to za posledicu ima disocijaciju i translokaciju NFE2L2 u nukleus
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(Taguchi i sar., 2011). Prema “Sarka-reza” (engl ,hinge and latch”, Slika 6) modelu, jedan
molekul NFE2L2 se vezuje za dva molekula Keapl razlicitim afinitetom. Modifikacija Cys
ostataka u Keapl vodi raskidanju slabije interakcije (,,reza”), dok jaca interakcija ostaje
netaknuta (,,Sarka”) (Tong i sar., 2006). Tako je, u pisustvu ARE-inducera, NFE2L.2 vezan
za Keapl na nacin koji sprecava njegovu ubikvitinaciju i degradaciju. Kada akumulacija
NFE2L2 u citoplazmi prevazide kapacitete vezivanja Keapl, visak NFE2L2 se translocira u
nucleus, gdje zajedno sa Maf proteinima stimuliSe transkripciju specificnih gena

( Kobayashi i Yamamoto, 2006; Kensler i Wakabayashi, 2010).

151 151SH 151 151
HS 3 Ak—S"_ _S—Ak
9 22
273 BTB BTB o7 ROS Ak—§ BTB BTB o3
Keap1 | zn#" s - P <= 20 k;:-::?r:‘l?l Ik T o S — Ak
dimer “HS— —sH 7 — 8 —AK
HS—IVR VR | —gH VR IVR | —S-
zn2>
UbUbUb UbUbUB
DLG ETGE DLG ETGE
NFE2L2
(Latch) NFE22  (Hinge)

CITOPLAZMA

l

268 proteazom

NUKLEUS

NFE2LZ
(e NFE2Lz Maf 1 ngkipcija gena

ARE
GTGACnnnGC

Slika 6. Aktivacioni mehanizam NFE2L.2-ARE puta - ,,Sarka i reza“ (,,hinge and latch®) model (adaptirano iz
Hur i Gray, 2011).

1.5. Regulacija energetskog metabolizma

Regulacija energetske homeostaze je fundamentalan proces za svaki organizam. U
¢elijama se koncentracija ATP odrzava na relativno visokom nivou (obi¢no 10 puta iznad
koncentracije ADP).

Danas je prihvaceno glediste da se regulacija metabolizma u slozenim sistemima
zasniva na tri glavna tipa kontrole: 1) alosterna kontrola kljucnih enzima metabolickih
puteva; 2) kovalentne modifikacije enzima; 3) transkripciona regulacija. Prva dva

mehanizma regulacije podrazumijevaju promjenu konformacije ciljnog enzima, $to cesto
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rezultuje promjenom protein-protein interakcija. Na osnovu dosadasnjeg znanja, jasno je da

se kontrola metabolizma najcesce ostvaruje koordinisanom aktivnoséu vise mehanizama.

1.5.1. AMP-aktivirana protein kinaza

Neophodnost odrzanja energetske homeostaze tokom evolucije uslovila je razvoj
brojnih mehanizma koji ,,0sje¢aju” i veoma brzo reaguju na najmanje promjene u
energetskom statusu. Sistem koji se pojavljuje kao kljucni faktor regulacije ukupne
energetske homeostaze je AMP-aktivirana protein kinazna (AMPK) kaskada.

AMPK se aktivira veoma brzo u odgovoru na depleciju ATP (Hardie i sar., 1998;
2003), koja vodi posledicnom povecanju odnosa AMP:ATP (Corton i sar., 1994). Kada se
jednom aktivira, ova kinaza fosforilise brojne enzime, a posledica ovog je ,,gasenje puteva
potrosnje ATP, poput sinteze masnih kiselina i aktiviranje puteva produkcije ATP, kao sto
je oksidacija masnih kiselina (Hardie 1 sar., 1998; Kemp 1 sar., 1999). Pored akutnog uticaja
na energetski metabolizam, AMPK pokazuje i dugorocne efekte, koje ostvaruje uticajem na
proces genske i proteinske ekspresije (Foretz i sar., 1998; Winder i sar., 2000). Kljucni efekti
sr¢anom misicu prikazani su shematski na Slici 7.

Jedan od proteina koji je pod kontrolom AMPK jeste bifunkcionalni enzim PFK-
2/FBPaza-2 (inducibilna i izoforma prisutna u stcu). Fosforilacijom ovog enzima aktivira se
njena PFK-2 aktivnost i time koncentracija fruktozo-2,6-bisfosfata, aktivatora PFK-1 i
glikolize. U slucajevima limitirane dostupnosti O, za OXPHOS i pada koncentracije ATP,
aktivacija AMPK vodi intenziviranju glikoliticke produkcije ATP.

U jetri, aktivacija AMPK vodi fosforilaciji i inhibiciji nekih enzima kao sto je ACC,
koja katalizuje prvi korak sinteze masnih kiselina i hidroksimetilglutaril-CoA reduktaze,,
koja katalizuje kljucni korak sinteze holesterola. Sa druge strane AMPK inhibira
glukoneogenezu. Naime, ona fosforiliSe i time inhibira transkripcioni faktor TORC2 (eng/.
transducer of regulated CREB protein 2), koji u saradnji sa transkripcionim aktivatorom
CREB (engl. cAMP response element-binding protein) vodi indukciji genske ekspresije Pek.
Drugim rijecima, deplecija ATP i posledi¢na inaktivacija AMPK vodi inhibiciji svih
biosintetskih puteva u jetri (Voet i Voet, 2004).

Posledica aktivacije AMPK u skeletnim misi¢ima jeste intenzivirana {$-oksidacija i

poveéano preuzimanje glukoze od strane miocita. Naime, kao 1 u jetri, u skeletnim misi¢ima
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AMPK fosforilise i inaktivira ACC, $to za posledicu ima oslobadanje CPT I od inhibicije
malonil-CoA 1 posledi¢nu translokaciju masnih kiselina u mitohondrije radi oksidacije.
Takode, AMPK indukuje ekspresiju i translokaciju GLUT4 receptora u membranu miocita,
¢ime olaksava ulazak glukoze u ove Celije, a vodi i supresiji sinteze glikogena preko
inhibicije GS.
U WAT, AMPK inhibira sintezu masnih kiselina fosforilacijom ACC. Medutim,
ovaj energetski senzor u adipocitima vodi inhibiciji i lipolize, fosforilacijom i inhibicijom
HSL, sto, imaju¢i u vidu da slobodne masne kiseline znacajno doprinose odrzanju

energetskog balansa u ¢Celiji, moze delovati paradoksalno.
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’ > Leptin, : ‘a¥bani
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\ 1 4
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Mitogondrijalne biogeneza

R Pankreas
s
WS

1
1

!

I "~ Sekrecija insulina

Oksidacija masnih kiselina ” \‘
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Slika 7. Kljucni efekt aktivacije AMPK na glukozni i lipidni metabolizam u jetri, skeletnim misi¢ima, WAT i
sr¢anom misicu (adaptirano iz Nelson i Cox, 2005).

1.5.2. Hipoksija inducibilni faktor-1

Oksidativni metabolizam predstavlja centralno mjesto energetskog metabolizma.
Sredinom XIX vijeka, Luj Paster je pokazao da se ukoliko se kvasac gaji u anaerobnim
uslovima, potrosnja glukoze i produkcija etanola povecava (Pasterov efekat). Slicno se
desava 1 u misi¢ima sisara. Koncentracija laktata dramati¢no opada kada ¢elije predu na

aerobni metabolizam.
Hipoksija se definiSe kao redukcija kolicine kiseonika ili njegove dostupnosti

¢elijama, tkivima ili organizmu. Moze biti kontinuirana (visoka nadmorska visina), akutna
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(prolazni odgovor posredovan post-translacionim modifikacijama postojecih proteina),
hronic¢na (posredovan genskom transkripcijom i sintezom proteina). Hipoksija moze biti i
sistemska (boravak na planini) ili lokalna (infarkt miokarda).

Normoksija i hipoksija su relativni pojmovi. Normalna koncentracija kiseonika
kojem su izlozene pojedine celije u nasem tijelu varira od 21% (gornji disajni putevi) do 1%
(granica izmedu korteksa i medule u bubrezima). To odgovara parcijalnom pritisku
kiseonika od 150 mmHg do 7 mmHg. Biolozi normoksi¢cnom smatraju koncentraciju
kiseonika od 20%, kako i gaje celijske kulture, bez obzira $to je aktuelna koncentracija
kiseonika u celijama mnogo manja. Hipoksicno stanje je jos relativnije u odnosu na
smanjenje koncentracije kiseonika, sa najve¢im odgovorom pri koncentracijama od 1%.

U normoksi¢nim uslovima, ATP se najvecim dijelom obezbijeduje OXPHOS, dok
u uslovima limitirane dostupnosti O, glikoliza obezbijeduje neophodni ATP. Kljucni
regulator energetskog metabolizma u hipoksicnim uslovima je hipoksija inducibilni faktor-1
(engl. hypoxia-inducible factor 1, HIF-1). Otkriven je 1991. godine kao protein potreban za
indukciju transkripcije humanog gena za eritripoetin u hipoksi¢nim stanjima (Semenza i
sar., 1991).

HIF-1 je transkripcioni faktor odgovoran za indukciju gena koji omogucavaju
adaptaciju i prezivljavanje ¢elija i ¢itavog organizma u uslovima smanjene koncentracije O,
a posebno hipoksi¢nim (Wang i sar., 1995; Semenza, 1998). HIF-1 je heterodimerni protein
izgraden od konstitutivno eksprimirane § subjedinice i Os-regulisane HIF-1a subjedinice
(Wang i sar., 1995). Nivo HIF-1a subjednice je odreden relativnim odnosom njene sinteze i
razgradnje. Pod normoksi¢nim uslovima, HIF-1 se promptno razgraduje (polu-zivot ~5
min) (Wang i sar., 1995; Salceda i Caro, 1997). Sa druge strane, u uslovima smanjene
dostupnosti kiseonika, HIF-1a postaje stabilizovan, nakon ¢ega se translocira iz citoplazme
u nukleus, gdje se dimerizuje sa HIF-18. Ovakav HIF-1 kompleks je transkripciono aktivan
(Huang i sar., 1996; Kallio i sar., 1997) (Slika 8). Eksperimenti na Hela ¢elijama izlaganih
precizno definisanim koncentracijama O, pokazali su da smanjenje koncentracije sa 20% na
0% rezultira povecanjem ekspresije HIF-la proteina od dva puta. Pri koncentraciji
kiseonika od 0.5% indukcija je deset puta veca, sa srednjim vrednostima pri koncentraciji
od 1,5-2%. Precizna regulacija stabilizacije i transkripcione funkcije HIF-la, nalazi se
prvenstveno pod kontrolom je posttranslacionih modifikacija poput hidroksilacije,

ubikvitinacije, acetilacije i fosforilacije (Brahimi-Horn i sar., 2005).
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Slika 8. HIF-1a u normoksi¢nim
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HIF-1 aktivira transkripciju gena vezujudi se za 50 baznih parova dugu HRE (engl
hypoxia response element) sekvencu, koja se nalazi u enhenseru i promotorskim regionima
targetnih gena (Semenza i sar., 1991). Do danas je poznato vise od 100 gena koji se nalaze
pod regulacijom HIF-1 (Ke i Costa, 2000):

e Eritropoeza/metabolizam gvozda - U odgovoru na hipoksiju, kapacitet eritrocita da
transportuju Oz je stimulisan ekspresijom gena eritropoeze i metabolizma gvozda.
Na ovaj nacin se povecava dopremanje Oz do tkiva i njihova oksigenacija (Semenza
i sar., 1991; Rolfs i sar., 1997; Bianchi i sat., 1999; Lok i Ponka, 1999; Tacchini i
sar., 1999).

e Angiogeneza - Pokazano je da se ckspresija velikog broja gena, ¢iji su proteinski
produkti ukljuceni u razli¢ite stupnjeve angiogeneze, povecava u odgovoru na
hipoksiju (Levy i sar., 1995; Bunn i Poyton, 1996; Berra i sar., 2000; Giordano i
Johnson, 2001; Semenza, 2002). Medu njima vaskularni endotelijalni faktor rasta
(VEGF) je najpotentniji mitogen specifican za endotel, koji direktno ucestvuje u
angiogenezi tako $to mobilizuje endotelske ¢elije u hipoksi¢noj 1 avaskularnoj
oblasti, stimuliSu¢i njihovu proliferaciju (Neufeld i sar., 1999; Josko i sar., 2000;
Conway 1 sar., 2001). Na ovaj nac¢in HIF-1 vodi povecanju vaskularizacije i
smanjuje difuzionu distancu za kiseonik. Takode, HIF-1 reguliSe i gene Cciji
proteinski produkti kontrolisu vaskularni tonus, poput inducibilne azot oksid
sintaze (INOS) (Melillo i sar., 1995), hem oksigenaze 1 (Lee i sar., 1997), endotelina

1 (Hu i sar., 1998) i ais-AR, kao i1 gene uklju¢ene u remodeliranje matriksa i
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sazrijevanje krvnih sudova (Kietzmann i sar., 1999; Takahashi i sar., 2000; Ben-
Yosef i sar., 2002).
e Metabolizam glukoze - U uslovima limitirane kolicine O,, ¢elije prelaze na O,-
nezavisni put produkcije ATP - glikolizu (Dang i Semenza, 1999; Seagroves i sar.,
2001). Klju¢nu ulogu u ovom metabolickom reprogramiranju ima HIF-1, koji
stimuliSe ekspresiju enzima glikolitickog puta, kao i transportere za ulazak glukoze
(GLUT 1 i 3) (Chen i sar., 2001). Cak je pokazano da glikoliticki metaboli¢ki
produkti - laktat i piruvat indukuju akumulaciju HIF-1a u normoksi¢nim uslovima,
na taj nacin ostvarujudi pozitivau feedback petlju (Lu 1 sar., 2002).
Osim pomenutog, HIF-1 utice 1 na povecano prezivljavanje Celija (Feldser i sar.,
1999; Krishnamachary i sar., 2003), adipogenezu (Yun i sar., 2002), formiranje karotidnih
tjelasca (Kline i sar., 2002) i razvoj B limfocita (Kojima i sar., 2002).

1.5.3. PPAR

Prvi genski senzor lipida identifikovan je 1990. godine 1 oznacen je kao PPAR, zbog
sposobnosti da vezuje ligande koje indukuju proliferaciju peroksizoma (Issemann i Green,
1990). Kasnije studije su identifikovale dva srodna receptora poznata kao PPARB/S i
PPARy (Dreyer i sar., 1992). Clanovi ove superfamilije nukleusnih receptora (PPARs)
kontrolisu slozenu mrezu gena i time c¢ine transkripcione temelje metabolizma (Chawla i
sar., 2001). S obzirom da mogu biti aktivirani dijetarnim masnim kiselinama ili njihovim
metabolickim derivatima, PPARs sluze kao lipidni senzori. Tri ¢lana PPAR familije imaju
razli¢itu tkivnu distribuciju, a nekada i suprotne funkcije (Slika 9). Tako su PPAR« 1 PPARy
primarno prisutni u jetri i masnom tkivu, dok je PPARS Siroko rasprostranjen u organizmu.

PPARYy je glavni regulator adipogeneze i lipogeneze (Rosen i Spiegelman, 2000). Do
danas je detektovano svega nekoliko gena u WAT cija ekspresija nije pod kontrolom
PPARy. To su izmedu ostalih geni za: FABP, acetil-CoA sintetaza 1 Pck (Kersten i sar.,
2000; Yoon i sar., 2000). Osim toga, PPARy vodi i sistemskoj insulinskoj senzitizaciji
(Forman i sar., 1995; Lehmann i sar., 1995). Mehanizam koji vodi ka povecanju insulinske
osjetljivosti jos uvijek je nepoznat, ali vjerovatno ukljucuje stimulaciju adipogenog

.....

sar., 2001; Guan i sar., 2002) i/ili modulaciju endokrine funkcije masnog tkiva, tj. lucenja
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faktora poput rezistina i adiponektina (Combs i sar., 2001; Steppan i sar., 2001; Yamauchi i
sar., 2001; Rajala i sar., 2003).

PPARu« je prvenstveno eksprimiran u jetri i u manjoj mjeri u srcu i misicima, i ima
klju¢nu ulogu u kontroli oksidacije masnih kiselina (Reddy i Hashimoto, 2001). Tokom
noénog ili dugotrajnog gladovanja, masne kiseline se oslobadaju iz WAT i transportuju u
jetru, gdje je ekspresija PPARa stimulisana (Kersten i sar., 1999). Aktivacija PPAR«, dalje,
stimuliSe oksidaciju masnih kiselina u jetri, ¢cime se generisu ketonska tijela kao energetski
izvor za periferna tkiva. Ova indukcija katabolizma lipida ostvaruje se preko indukcije
genske ekspresije niza enzima ukljucenih u mitohondrijalnu i peroksizomalnu 3-oksidaciju,
preuzimanje 1 transport masnih kiselina, formiranje i transport lipoproteina (Aoyama i sar.,
1998; Motojima i sar., 1998).

PPARS je bio dugo vremena bio zanemaren u poredenju sa preostala dva clana
PPAR superfamilije kako zbog svoje Siroke rasprostranjenosti, tako i zbog ne postojanja
selektivnog liganda. Medutim, genomske studije i novo-sintetisani agonisti PPARS ukazali
su na znacaj PPARS u regulaciji katabolizma masnih kiselina i odrzanju energetske
homeostaze (Peters 1 sar., 2000; Barak i sar., 2002). Tako je pokazano da se pod
transkripcionom kontrolom PPARS nalaze geni ukljuceni u oksidaciju masnih kiselina i
adaptivau termogenezu (Wang 1 sar., 2003), sto ukazuje na kljuénu ulogu PPARS u
sagorijevanju masti, slicno PPARa, a suprotno od lipogene funkcije PPARy (Wang i sar.,
2003).
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Slika 9. Metabolicka integracija PPARs. Tri izoforme PPAR koordinovanom aktivnoséu regulisu homeostazu
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1.5.4. Nukleusni respiratorni faktor:

Mitohondrije su centralno mjesto oksidativhog metabolizma (oksidacija piruvata, 3-
oksidacija masnih kiselina, oksidacija amino kiselina i OXPHOS), te i mjesto najvece
produkcije hemijske energije, ATP, u celiji. Mitohondrije posjeduju sopstveni genom,
cirkularni dvolanc¢ani DNK (mtDNK) molekul. Svaka od stotina, hiljada mitohondrija (ili
oko 200 000 mitohondrija u jajnim celijama) ima 2 do 5 kopija ovog genoma. Humani
mitohondrijalni hromozom ima 37 gena koji kodiraju 13 subjedinica proteina respiratornog
lanca (kompleksa I, I1I, IV 1 ATP sintaze), 22 tRNK 1 2 rfRNK (Wallace, 2005; Bonawitz i
sar., 2006). Ostale komponente sistema OXPHOS, kao i geni za vise od hiljadu drugih
mitohondrijalnih proteina (enzima) kodirani su nukleusnim genomom.

U sisarskim celijama dvije klase regulatornih proteina su odgovorne za koordinaciju
transkripcije gena izmedu mitohondrija i nukleusa. Prvu klasu ¢ine transkripcioni faktori
koji se vezuju za promotorske sckvence nukleusnih i mitohondrijalnih gena i koji
funkcionisu u saradnji sa mitohondrijalnom RNK polimerazom (Gaspari i sar., 2004;
Bonawitz i sar., 2006). Drugu grupu cine transkripcioni faktori koji regulisu ekspresiju
nukleusnih gena ¢iji su proteinski produkti esencijalni za ekspresiju komponenti
respiratornog lanca i biolosku funkciju mitohondrija vezanu za OXPHOS (Scarpulla, 2000).
Nukleusni respiratorni faktori (engl nuclear respiratory factors, Nrfs) spadaju u ovu drugu
grupu koordinatora ekspresije mitohondrijalnih proteina.

Nrfl posjeduje jedinstven DNK-vezujuéi domen za koji se vezuje u formi
homodimera i djeluje kao pozitivni regulator transkripcije nukleus-kodiranih subjedinica
svih pet kompleksa OXPHOS (Virbasius i sar., 1993, Scarpulla, 2002a; 2002b; Kelly i
Scarpulla, 2004). Stavise, Nrfl djeluje na brojne nukleusne gene koji su indirektno
odgovorni za respiratornu funkciju mitohondrija. Tu spadaju geni koji kodiraju enzime
biosintetskog puta hema (Braidotti i sar., 1993; Aizencang i sar., 2000) i faktore odgovorne
za konformaciju kompleksa COX (Takahashi i sar., 2002). Takode, studije su pokazale da
Nrfl ima veoma vaznu ulogu u mitohondrijalnoj biogenezi iz vivo (Kelly i Scarpulla, 2004;
Scarpulla, 20006).

Transkripcioni faktor Nrf2 se sastoji od 5 subjedinica: a, 31, B2, y1 1 y2, od koji se «
subjedinica vezuje za mjesto na DNK koje sadrzi karakteristicni ponavljajuci GGAA motiv.
Ostale subjedinice asociraju sa Nrf2a formirajué¢i heterodimerne i heterotetramerne

komplekse (Virbasius 1 sar., 1993). Nrf2 je inicijalno detektovan kao faktor koji stimuliSe
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ekspresiju COXIV i COXVb (Virbasius i Scarpulla, 1991; Carter i sar., 1992; Virbasius i
sar., 1993; Sucharov i sar., 1995), medutim danas se zna da je njegova uloga esencijalna za
ekspresiju svih 10 nukleusno-kodiranih subjedinica COX (Ongwijitwat 1 Wong-Riley, 2005),
tri od cetri subjedinice kompleksa II (Au i Scheffler, 1998; Elbehti-Green i sar., 1998;
Hirawake i sar., 1999), kao 1 mitohondrijalnih transkripcionih faktora (Virbasius i Scarpulla,

1994).

1.6. PCG-1«

PPARy koaktivator-1 (PGC-1) predstavlja centralno mjesto integracije aktivnosti
brojnih transkripcionih faktora. Naime, PGC-1 se direktno ne vezuje za DNK, ali
interaguje sa velikim brojem transkripcionih faktora, medu kojima su Nrf, PPAR 1 Tfam,
aktivirajuéi ih. o izoforma PGC-1 je u velikoj mjeri eksprimirana u tkivima koja se
karakteri$u intenzivnim oksidativhim metabolizmom, poput BAT, srca, skeletnih misi¢a i
bubrega. Takode, u uslovima povecanih energetskih zahtijeva (izlaganje hladnodi, vjezbanje
i gladovanje) ekspresija PGC-1a biva znacajno stimulisana.

Mitohondrijalna biogeneza zahtijeva ucesée nekoliko transkripcionih faktora, kao
sto su Nrf, PPAR 1 EER (engl estrogen-related receptors), koji aktiviraju ekspresiju gena ciji
su proteinski produkti ukljuceni u oksidaciju masnih kiselina, OXPHOS i AD. PGC-1a,
ko-aktivirajuéi i kontrolisuc¢i ekspresiju ove mreze transkripcionih faktora, predstavlja
centralno mjesto uskladivanja spoljnih fizioloskih stimulusa i regulacije mitohondriogeneze
(Ventura-Clapier 1 sar., 2008).

PGC-1a-zavisna koordinacija transkripcione aktivnosti se najbolje vidi na primeru
PPARy. Naime, PPARy per se igra vaznu ulogu u razvoju adipogenog fenotipa kako u
WAT, tako i u BAT (Barak i sar., 1999). Medutim, tokom aklimacije na hladno¢u, PPARy u
saradnji sa PGC-la indukuje BAT-specificni program, povecanjem ekspresije UCP1 i
biogeneze/aktivnosti mitohondrija (Puigserver i sar., 1998; Seale i sar., 2007; Kajimura i
sar., 2009; Petrovi¢ i sar., 2010). PGC-1a interaguje 1 sa drugim nukleusnim hormonskim
receptorima poput PPARa, receptorom retinoi¢ne kiseline i tireoidnim receptorom,
indukujuéi ekspresiju UCP1 (Liu 1 Lin, 2011). U saradnji sa PPARa, PGC-1a regulise
ekspresiju enzima kljucnih za transport 1 oksidaciju masnih kiselina, koordinisuci aktivnost

puta B-oksidacije masnih kiselina i biogeneze mitohondrija (Vega i sar., 2000).
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U skeletnim misi¢cima PGC-la je visoko eksprimiran i indukovan, npr. tokom
viezbanja (Goto i sar., 2000; Baar i sar., 2002). Signalizacija preko kalcineurina i Ca*-
zavisnih protein kinaza ima vaznu ulogu u indukciji PGC-1a (Wu 1 sar., 2002; Akimoto i
sar., 2005). Interesantno je da povecana ekspresija PGC-1a u brzo-gréecim (glikolitickim)
misi¢ima indukuje njihovu konverziju u sporo-greceée (oksidativne) misice, koji se
karakterisu pove¢anom mitohondrijalnom biogenezom i aktivno$cu (Lin i sar., 2002).

PGC-1a ima veoma vaznu ulogu u metabolickom remodeliranju jetre tokom
perioda gladovanja. Naime, tokom perioda smanjenog unosa hrane PGC-la koordinise
aktivnost niza transkripcionih faktora, na taj nacin indukujuéi izmedu ostalog
glukoneogenezu, 3-oksidaciju masnih kiselina i ketogenezu (Yoon i sat., 2002; Lin i sar.,

2005).

1.7. Hibernacija kod sisara

Kao $to je veé naznaceno sisari spadaju u grupu homeotermnih organizama, koji
odrzavaju svoju tjelesnu temperaturu konstantnom na ~37 “C. Medutim, gotovo svi sisari
pokazuju bar manje fluktuacije tjelesne temperature npr. tokom budenja ili sna. Takode,
mnogi podlijezu znacajnom smanjenju tjelesne temperature tokom dnevnog torpora, ¢cime
se postize usteda energije tokom nekoliko sati neaktivnosti. Posebno interesantan vid
heterotermije kod homeotermnih sisara jeste sezonska hibernacija.

Do danas je fenomen hibernacije opisan kod osam razlicitih grupa sisara:
monotremata, torbara, glodara, slijepih miseva, rovcica, insektivora, primata (neki lemuri) i
mesozdera (medvijed) (Geiser, 2004). Ipak najveca rasprostranjenost ovog fenomena je
medu glodarima i slijepim misevima, koji su zbog toga i najvise ispitivani.

Tokom dugih zimskih mjeseci koji se karakteriSu niskom ambijentalnom
temperaturom i nedostatkom hrane, neki sisari ulaze u fazu hibernacije, koja se sastoji od
niza torpidnih (hipotermi¢no-hipometabolickih) perioda koji traju nekoliko dana, a
medusobno su ispresjecani periodima budnosti i eutermije koji traju obi¢no do 24h (Slika
10, revija Carey i sar., 2003). Tokom torpora tjelesna temperatura zivotinja se snizava na
svega nekoliko stepeni od ambijentalne, dok je brzina metabolizma obi¢no suprimirana na
svega 5% od vrijednosti koja je zabiljezena pri bazalnim, eutermic¢nim uslovima (Carey i
sar., 2003). Takode, brojne fizioloske funkcije su obustavljene, dok druge nastavljaju da se

desavaju ali znatno manjom brzinom. Tako je pokazano da se brzina rada srca u fazi
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duboke hibernacije suprimira sa 200-300 na 3-5 otkucaja/min (Zatzman, 1984), respiracija
sa 100-200 na 4-6 udaha/min, Cesto uz duge periode apnee (McArthur i Milsom, 1991),
dok je renalna funkcija smanjena ili potpuno ugasena (Zatzman, 1984). Na ovaj nacin,
hibernirajuca Zivotinja uspijeva da ,,ustedi* i do 90% energije, koja bi joj inace bila potrebna
da odrzi eutermiju u datim uslovima (Wang i sar., 1988).

Priprema za hibernaciju pocinje krajem ljeta, kada Zzivotinja prolazi kroz period
hiperfagije 1 posledi¢cnog povecanja lipidnih rezervi (uglavnom uskladistenih u vidu
triacilglicerola u WAT) i mase tijela (Dark, 2005). Sam ulazak u fazu duboke hibernacije
vodi aktivnoj supresiji brzine metabolizma, kuplovanoj sa snizenjem hipotalamicke ,,sez
point*, koja suprimira termogenezu i vodi postepenom snizenju tjelesne temperature
(Heldmaier 1 Ruf, 1992). Iako se poredenjem brzine metabolizma tokom ecutermije i
hibernacije, cesto dobija Q1o vrijednost od 2-3, ideja o primarnom uticaju niske temperature
na brzinu metabolizma je gotovo potpuno napustena (Geiser, 1988). Stavise, ¢injenice
pokazuju da se upravo desava suprotno, tj. da primarno dolazi do smanjenja brzine
metabolizma, koje je potom praceno snizenjem tjelesne temperature usled smanjene
produkcije toplote (Heldmaier i Ruf, 1992).
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Slika 10. Vremenski-zavisne promjene tjelesne temperature i BMR hibernatora tokom ulaska u hibernaciju,
faze duboke hibernacije, budenja iz hibernacije i eutermic¢nih perioda (adaptirano iz Heldmaier i sar., 2004).
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1.7.1. Supresija metabolizma tokom hibernacije i izmjene n koristenju energetskib goriva

Pored znacajnog smanjenja tjelesne temperature, najupadljivija karakteristika
hibernacije jeste globalna supresija metabolizma, koja zahtijeva regulisanu i koordinisanu
redukciju brzine svih metabolickih procesa. Studije radene na razlicitim animalnim
modelima hipometabolizma pokazale su da je reverzibilna fosforilacija proteina (engl
reversible protein phosphorylation, RPP) klju¢ni mehanizam odgovoran za globalnu
supresiju metabolizma (Storey 1 Storey, 2004; 2007). Na ovaj nacin se postize
koordinisanost (jedna kinaza/fosfataza regulise aktivnost vise enzima i drugih proteina),
brzina (faza ulaska u hibernaciju traje svega nekoliko casova) i reverzibilnost procesa
aktivne supresije metabolizma (Sto je od znacaja zbog povremenih budenja iz hibernacije).
Posebno vazni targeti globalne kontrole su katabolicki putevi koji regulisu dostupnost ATP,
a time 1 glavne ATP-potrosacke funkcije u ¢eliji.

Takode, RPP ima presudni uticaj i na prelaz sa glukoznog na lipidni metabolizam.
Naime, respiratorni koeficijent (engl. respiratory quotient, RQ) od 0,7, ukazuje da su lipidi
glavni supstrat energetskog metabolizma tokom hibernacije (Brooks 1 Storey, 1992;
Andrews 1 sar., 1998; Buck 1 sar., 2002; Macdonald i Storey, 2005). Mehanicisticka kontrola
metabolickog reprogramiranja nije u potpunosti jasna, medutim jako lici na remodeliranje
metabolizma tokom kalorijske restrikcije (Lee 1 sar., 2002), gladovanja (Pilegaard i sar.,
2003) i dijabetesa (Wu 1 sar., 1999; Kim 1 sar., 20006). Zajednicka karkteristika ovih stanja
jeste indukcija mitohondrijalnog enzima PDK4. PDK4 fostorilise 1 inaktivira PDH i na taj
nacin blokira konverziju piruvata u acetil-CoA. Inhibiciia PDH kompleksa vodi

nagomilavanju glikolitickih intermedijera i posledi¢noj supresiji glikolitickog fluksa.

1.7.2. Supresija transkripcije i translacije

Snazna supresija procesa transkripcije i translacije je druga vazna karakteristika
hibernacije (Osborne i sar., 2004; Christian i sar., 2008). Do danas je otkriveno nekoliko
mehanizama koji kontrolisu ove izuzetno energetski ,,skupe” Celijske funkcije u toku
hibernacije. Tako je pokazano da u toku hibernacije u mozgu, jetri i bubrezima tekunica
dolazi do konjugacije transkripcionih faktora sa SUMO (eng/ small ubiquitin-related
modifier) proteinima, §to vodi inhibiciji njihove aktivnoti (Lee i sar., 2007). Ova inhibicija je
reverzibilan proces, koji se veoma brzo otklanja prilikom budenja zivotinje iz hibernacije.

Ovaj vid regulacije transkripcije je viden i u Celijskom odgovoru na hipoksiju/ishemiju,
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oksidativni, osmotski i genotoksi¢ni stres (Tempe i sar., 2008). Kontrola transkipcione
aktivnosti se desava i na nivou hromatina, gdje se brojnim post-translacionim
modifikacijama histonskih proteina mijenja hromatinska sturktura i onemogucava pristup
transkipcione masinerije DNK molekulu (Morin i Storey, 2000).

Ukoliko se transkripcija 1 privede kraju, nastali genski transkripti prolaze niz
kontrola koje odreduju da li ¢e i kada oni biti translatirani. Tokom hibernacije je pokazano
da se transkripcioni i faktori obrade genskih transkripata nalaze u nukleusnim tjelascima
zajedno sa pre-iRNK molekulima. Na ovaj nacin se postize stabilizacija 1 skladiStenje
transkripata tokom torpora, ali i njihova dostupnost za brzo koriscenje, tj. sintezu proteina
prilikom budenja Zivotinje iz hibernacije (Malatesta i sar., 2008).

Pokazano je da se ukupni nivo iRNK tokom hibernacije/eutermija ciklusa ne
mijenja (Osborne i sar., 2004; Brauch i sar., 2005), ali da njihov translacioni status znacajno
varira. Ovome takode doprinosi nekoliko mehanizama. Jedan od mehanizama koji
predstavlja trenutni ,,hot-spof* metabolicke regulacije jeste kontrola mRNK ekspresije malim
nekodirajué¢im transkiptima - mikroRNK (miRNK). Savrseno prepoznavanje sekvenci
miRNK i ciljne mRNK vodi usmjeravanju te iRNK u degradacioni put. Medutim,
nesavrseno prepoznavanje ovih sekvenci za posledicu ima inhibiciju translacije iRNK i
njeno skladistenje u tzv. citoplazmatska P-tjelasca (Gammell, 2007). Drugi mehanizam
kontrole se nalazi na nivou ribozoma. Studije su pokazale da u toku hibernacije dolazi do
disocijacije polizoma i posledicnog povecanja iRNK transkripata u monozomalnoj i frakciji
ribonukleoproteina (Storey i Storey, 2004). Sinteza proteina je takode direktno inhibirana
RPP (Storey i Sorey, 2004).

Izuzetak od ove generalne supresije transkripcije i translacije su geni 1 transkripti
koji se aktivho prevode u iRNK, odnosno proteine, ¢ak i tokom torpora. Veliki broj
relativno skorasnjih genomskih i proteomskih studija (Storey i Storey, 2004; Brauch i sar.,
2005; Williams 1 sar., 2005, Crawford i sar., 2007; Yan i sar., 2008) umnogome je doprinio
rasvijetljavanju brojnih puteva esencijalnih za hibernaciju. Tako je pokazano da dolazi do
indukcije ekspresije gena/proteina ukljucenih u lipidni energetski metabolizam,

antioksidativou odbranu, obradu proteina, inhibiciju koagulacije krvi itd.
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1.8. Primjena strategija hibernacije u biomedicinske svrhe - perspektive

Identifikacija efektorskih molekula, poput AMP, vodonik sulfid, 3-jodotironamina i
grelina, koji mogu da uvedu organizam u stanje slicno hibernaciji (Scanlan i sar., 2004;
Blackstone i sar., 2005; Gluck i sar., 2006; Zhang i sar., 2006; Pietsch i sar., 2007),
podstaknula je spekulacije o indukovanju ovakvog stanja nalik hibernaciji i/ili hipotermije
kod ljudi (Roth i Nystul, 2005). Dugo vremena je upravo ovo predlagano kao nacin
konzerviranja energije tokom putovanja u svemir. Medutim, za sada je ipak mnogo
izglednija primjena strategija hibernacije u cilju poboljsanja fizioloskih i/ili patofizioloskih
stanja kod ljudi.

Razvoj hipotermickih prezervacionih tehnika napravio je revoluciju na polju
transplantacije organa i znacajno povecao kvalitet graftova, ukljucujudi i jetru (Southard i
Belzer, 1995). Medutim i pored ovih prednosti, prezervaciono vrijeme jetre je i dalje
limitirano 1 u velikom broju slucajeva odreduje stepen prihvatanja kalema od strane
domacina (Glanemann i sar., 2003). Tako je pokazano i da je kvalitet graftova obrnuto
proporcionalan vremenu kojem je organ bio izlozen ishemiji na hladno¢i (Furukawa i sar.,
1991; Ploeg i sar., 1993; Porte 1 sar., 1998). Nasuprot ovome, studije su pokazale da
,»hibernirajuéi fenotip® obezbijeduje superiornu rezistenciju jetre na povrede uzrokovane
promjenama u perfuziji tokom prelaza iz eutermije u hibernaciju i zice versa, iz hibernacije u
cutermiju (Churchill i sar., 1994; Green, 2000; Lindell i sar., 2005). Kao kljucni faktor koji
odreduje ovu nevjerovatnu prednost jetre hibernatora navodi se ,switch” sa manje
rezistentnog (ljetnjeg) fenotipa na super-rezistentni (zimski) fenotip (Lindell i sar., 2005),
medutim; karakteristike ovog ,,rezistentnog fenotipa“ jetre do danas su ostale nerazjasnjene
1 pune kontraverzi.
kontraktilnih proteina i miofibrilarnog integriteta tokom produzene neaktivnosti (Fitts i
sar., 2001; Choi i sar., 2005). Kod ljudi je zabiljezeno znacajno smanjenje performansi
skeletnih misi¢a nakon perioda neaktivnosti (Tavassoli, 1986), $to je posledica misi¢ne
atrofije i smanjenja metabolickog kapaciteta (Rifenberick i sar., 1973; 1974). Suprotno,
vecina hibernatora pokazuje samo blagi gubitak misi¢ne mase i kontraktilnosti tokom 4-7
mjeseci hibernacije (Yacoe and Dawson, 1983; Lohuis i sar., 2007; Hershey i sar., 2008).
Iako molekulski mehanizmi ove retencije misi¢ne mase i aktivnosti kod hibernatora nakon

produzene neaktivnosti do danas nisu potpuno razjasnjeni, izgleda da vaznu ulogu u ovome
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ima odrzanje ili ¢ak povecanje oksidativhog kapaciteta u skeletnim misi¢ima tokom faze
hibernacije (Wickler i sar., 1991).

U periodu pripreme za hibernaciju, hibernatori podlijezu obligatornoj hiperfagiji
kako bi povecali svoje lipidne rezerve, koje ¢e se kasnije koristiti kao metabolicko gorivo u
fazi torpora. Tokom ovog perioda, indukcija insulinske rezistencije ima vaznu ulogu u
razvoju stanja nalik gojaznosti (Buck i sar., 2002), dok je primarni faktor koji omogucava
hiperfagiju smanjenje nivoa leptina (Ormseth i sar., 1996). S obzirom da WAT sintetise
leptin kako bi ,informisao® vise centre o koli¢ini energetskih rezervi, strateska supresija
nivoa leptina ukazuje na to da je metabolicko remodeliranje u WAT koordinisan proces.
Iako leptinska rezistencija moze imati ulogu u uspostavljanju insulinske neosjetljivosti,
razvoj gojaznosti u dijabetesu je najcéesée rezultat defekta u metabolizmu WAT, koji
rezultuje nekontrolisanim oslobadanjem masnih kiselina, hormona i citokina iz WAT
(Shoelson 1 sar., 2006). Moguce je da gojaznost 1 u hibernaciji 1 u dijabetesu predstavlja
posledicu hiperinsulinemije ili 2zce versa, ali u svakom slucaju mehanizmi koje hibernatori
koriste za regulaciju metabolizma u WAT mogu rasvijetliti osnovu reverzibilnosti insulinske
rezistencije.

Poznavanje molekulskih mehanizama fenomena hibernacije je visestruko znacajno.
Tako, razumijevanje nacina na koji srce funkcionise pod fizioloski ekstremnim uslovima
tokom hibernacije moze ukazati na strategije prevencije 1 lijecenja kardiovaskularnih
oboljenja. Sli¢nost metabolicke supresije/remodeliranja u hibernaciji sa ,,anti-aging
mehanizmima asociranim sa kalorijskom restrikcijom, ukazuje da ispitivanje molekulskog
reprogramiranja u hibernaciji moze pojasniti mehanizme uklju¢ene u proces starenja sa

ciliem poboljsanja kvaliteta zivota (Lyman i sar., 1981).
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2. Cilj



Jedinstvena prilagodljivost metabolickog fenotipa hiberniraju¢ih organizama
obezbijeduje im prednost prezivljavanja ekstremno nepovoljnih uslova sredine. Ispitivanje
biohemijskih i molekularno-bioloskih aspekata fenomena hibernacije i mehanizama koji
koordinisu torpor i krioprotekciju tokom duboke hibernacije, znacajni su i zbog primjene u
biomedicini.

Centralna tacka biohemijske, strukturne i funkcione plasticnosti tokom fizioloskih
promjena i patofizioloskih stanja je energetski metabolizam. Upravo iz tog razloga su
ispitivani molekulski mehanizmi regulacije energetskog metabolizma u tkivima i organima
(BAT, WAT, misici i jetra) tekunice (Spermophilus citellus), odgovornim za energetski balans
¢itavog organizma. Nihovo poznavanje je od vitalnog znacaja za razumijevanje
prilagodljivosti organizma hibernatora na dramati¢ne promjene kako u spoljasnjoj sredini,
tako 1 u samom organizmu.

Zbog svega toga, ciljevi ove disertacije su:

[1] Da se ispitaju promjene koje se desavaju na nivou genske i proteinske ekspresije
klju¢nih enzima metabolizma (biosinteze i razgradnje) glukoze i lipida tokom
perioda izlaganja hladnodi (kada raste potreba za produkcijom energije kod svih
eutermnih Zivotinja pa i hibernatora) i tokom faze duboke hibernacije (kada je
produkcija ali i potrosnja ATP znacajno suprimirana).

[2] Da se, pored ovog direktnog ispitivanja molekulskih osnova metabolickog
remodeliranja, ispitaju i mehanizmi regulacije, kako na transkripcionom, tako i na
translacionom i post-translacionom nivou.

[3] Da se ispita strukturno remodeliranje depoa masnog tkiva (BAT, sWAT, rWAT i
eWAT) koje predstavlja posledicu i/ili uzrok promjena na nivou metabolizma.

[4] Da se u komparativnoj studiji na nchibernirajuéim zivotinjama (pacovi) ispitaju
mehanizmi metabolicke regulacije i reprogramiranja metabolizma u BAT i uporede
sa regulatornim principima specifi¢cnim za hibernatore (tekunica).

[5] Da se ispitaju promjene na nivou genske/proteinske eckspresije kljuénih
komponenti antioksidativne odbrane i pokusa rasvjetliti njihova veza sa
promjenama na nivou metabolizma.

Za ispitivanje metabolickog reprogramiranja i njegove transkripcione, translacione i
post-translacione regulacije odabrana su tkiva klju¢na za odrzanje ukupne energetske

homeostaze organizma:
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Mrko masno tkivo — endokrini organ sa primarno termogenom funkcijom tj.
produkcijom toplote tokom izlaganja eutermnih Zivotinja hladnodi;

Skeletni misici (mzusculus quadriceps) - koji, pored BAT imaju vaznu ulogu u odrzanju
eutermije, konvertujuéi hemijsku energiju ATP u misiéni rad, pri cemu se dio
energije oslobada u vidu toplote u procesu drhteée termogeneze;

Specifi¢ni depoi bijelog masnog tkiva: subkutano, retroperitonealno i epididimalno -
imajudi u vidu ne samo njihovu ulogu u odrzanju ukupne metabolicke homeostaze
organizma, ve¢ depo-specificnu metabolicku organizaciju i energetsku funkciju;
Jetra - koja ima centralnu ulogu u odrzanju ukupne metabolicke i energetske
homeostaze organizma.

Svi ovi aspekti strukturnog i metabolickog remodeliranja kod tekunica su praceni:
Tokom vremenski-zavisnog izlaganja niskoj temperaturi, kada dolazi do indukcije
termogenih procesa kod eutermnih Zivotinja;

U periodu duboke hibernacije, koja se karakteriSe supresijom svih fizioloskih

funkcija i procesa.

33



3. Materijal i Metode



3.1. Plan eksperimenta sa tekunicama i uzorkovanje tkiva

Muzjaci evropske tekunice (Spermophilus citellus) su ulovljeni sredinom jula u
Deliblatskoj pescari (jugoisto¢na Vojvodina, Srbija), a potom preneseni u vivarijum
Instituta za bioloska istrazivanja ,,Sinisa Stankovic®, Beograd, Srbija. Zivotinje su ¢uvane
individualno u plasticnim kavezima na sobnoj temperaturi i hranjene standardnom
briketiranom hranom za glodare, svijezim $argarepama i jabukama ad /bitum do pocetka
septembra, kada su zivotinje podijeljene u dvije grupe: prva, kontrolna, koja je boravila na
sobnoj temperaturi (22 = 1 °C) tokom trajanja eksperimenta; i druga, koja je prenesena u
hladnu sobu na 4 £ 1 °C. Obijema grupama zivotinja hrana i voda su bile dostupne ad
libitum tokom trajanja eksperimenta. Aktivne, eutermi¢ne tekunice, koje nisu usle u duboku
hibernaciju u uslovima niske temperature, zrtvovane su nakon 1, 3, 7, 12, odnosno 21 dan.
Sa druge strane, tekunice koje su usle u torpor zrtvovane su nakon 2-5 dana trajanja
hibernacije (kontinuirana rektalna temperatura ~4 °C). Kontrolne Zivotinje su zrtvovane
istog dana kada i hibernirajuce. Sve Zivotinje su Zrtvovane dekapitacijom izmedu 8 i 10
casova, kako bi se izbjegao uticaj cirkadijalnih varijacija na rezultate studije. Prosjecne
dnevne promjene tjelesne mase tekunica kako tokom perioda adaptacije na laboratorijske
uslove, tako i tokom eksperimentalnog perioda prikazane su u Tabeli 1.

Tkiva (interskapularno BAT, jetra, skeletni miSi¢  (musculus — guadriceps),
retroperitonealno, epididimalno 1 subkutano WAT) su uzorkovana tokom ~3 minuta. S
obzirom na znacajnu prokrvljenost, kako bi se izbjegao uticaj krvne komponente, jetra je
perfundovana ohladenim fizioloskim rastvorom. Sva tkiva su usitnjena i temeljno isprana

fizioloskim rastvorom kako bi se uklonili svi tragovi krvi.

3.2. Plan eksperimenta sa pacovima i uzorkovanje tkiva

U eksperimentu su koriséeni pacovi Mill Hill soja, starosti 60 dana, sa tjelesnom
masom na pocetku eksperimenta 200 £ 10 g. U toku eksperimenta zivotinje su hranjene
briketitanom hranom i vodom ad libidum uz pravilan dnevno noéni ritam. Zivotinje su
podijeljene u dve eksperimentalne grupe, pri cemu je jedna tokom trajanja eksperimenta
boravila na sobnoj (22 £ 1 °C), a druga na niskoj (4 + 1 °C) temperaturi. Zivotinje su
zrtvovane dekapitacijom u isto vrijeme (izmedu 8-10 casova), nakon 1, 3, 7, 12, 21,
odnosno 45 dana aklimacije na nisku temperaturu. Grupa zivotinja koja je boravila na

sobnoj temperaturi 45 dana oznacena je kao kontrolna. Interskapularno BAT je uzeto od
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svih Zivotinja, macerirano i temeljno isprano u fizioloskom rastvoru, kako bi se uklonili svi

tragovi kevi.

Tabela 1. Progiecne dnevne promjene tielesne mase tekunica kako tokom perioda adaptacije na
laboratorijske uslove, tako i tokom eksperimentalnog perioda.

Jivotinje Prosje¢na promjena tjelesne mase
(g/dan)
Prije pocetka eksperimenta +(1,6 £ 2,2)
1 dan na hladnoéi -(17,7£0,7)
3 dana na hladnodi -(8,2£1,0)
7 dana na hladno¢i -(5,2%23)
12 dana na hladnodi -(29£10)
21 dana na hladnod¢i -(2,2£0,8)
Hibernacija -(3,5£ 1,8

Sve procedure na zivotinjama (tekunicama i pacovima) su uradene u skladu sa EEC
Direktivom (86/609/EEC) o zastiti zivotinja koje se koriste u eksperimentalne i druge
naucne svrhe, a odobreni su od strane Etickog komiteta za upotrebu laboratorijskih

zivotinja Instituta za bioloska istrazivanja ,,Sinisa Stankovi¢®, Univerziteta u Beogradu.

3.3. Priprema tkiva za analize
3.3.1. Priprema tkiva za Western blot analizu

Tkiva (sva ispitivana tkiva tekunica i BAT pacova) su macerirana, a zatim
homogenizovana u RIPA puferu (radio-imuno precipitation pufer) (2 M NaCl, 10% Triton
X-100, 0,5 M TRIS, 10% SDS, pH 7.,5) sa proteaznim inhibitorima (Roche), tri puta po
deset sekundi sa deset sekundi pauze. Sonifikacija uzoraka je vrsena na jacini od 10 kHz, tri
puta po petnaest sekundi sa po petnaest sekundi pauze. Potom je sonifikat cenrifugiran u
Beckman ultracentrifugi, 90 min na 38000 g. Dobijeni supernatanti su koris¢eni za Western

blot analizu.
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3.3.2. Priprema BAT pacova za odredivanje aktivnosti laktat dehidrogenaze (LDH)
Uzorci tkiva BAT pacova su homogenizovani na 0-4 °C (Janke i Kunkel Ka/Werke
Ultra/Tutrax homogenizeru) u saharoznom puferu (0,25 M saharoza, 0,1 mM EDTA i 50

mM Tris, pH 7,4), potom sonifikovani i koris¢eni za odredivanje aktivnosti LDH.

3.3.3. Priprema BAT tekunica za RT-PCR analizu

Priprema tkiva za RT-PCR podrazumijeva izolovanje RNK, DNKazni tretman i
sintezu cDNK. Izolovanje RNK je zapoceto homogenizovanjem mrkog masnog tkiva u
TRIzol reagensu (Invitrogen), monofaznom rastvoru fenola i guanidin-izotiocijanata, koji
razara Celije ne remetedi integritet RNK. Zatim je homogenat inkubiran sa hloroformom na
sobnoj temperaturi 2-3 min, pa centrifugiran na 10000 g, 15 min, na 4 °C, pri cemu se
postize razdvajanje homogenata u tri faze. Gornjem vodenom sloju supernatanta je dodat
izopropil alkohol u cilju precipitacije RNK (preko noci na —80 °C). Talog dobijen nakon
centrifugiranja na 12000 g, 10 min, 4 °C, ispran je 75% etanolom za odstranjivanje tragova
fenola. Po centrifugiranju na 7500 g, 5 min, na 4 °C, u talogu je dobijena RNK koja je
rastvarana u DEPC (dietilpirokarbonat, ICN) vodi.

Nakon izolacije ukupne RNK, vrSeno je njeno preciscavanje DNKaznim

tretmanom komercijalnim DNA-free™

kitom (Fermentas), po uputstvu proizvodaca.
Jednolanc¢ana ¢cDNK je sintetisana iz 1 pg RNK 1 0,5 ug oligo(dT) prajmera (Fermentas)

koris¢enjem 1U M-MLV reverzne transkriptaze (Fermentas).

3.3.4. Kalupljenje tkiva u parafinu

~1/4 BAT (tekunica i pacova), retroperitonealnog, epididimalnog, odnosno
subkutanog WAT (tekunica), odmah po izolovanju je prenesena u neutralni, puferisani 10%
rastvor formaldehida u cilju fiksacije. Nakon 72 casa, tkivo je preko nodi isprano u
cesmenskoj vodi, a potom dehidratisano kroz seriju etanola rastu¢ih koncentracija,
prosvijetljeno u ksilolu 1 ukalupljeno u parafin. Parafinski kalupi tkiva su potom sjeceni na
rotacionom mikrotomu (Reichert) na presjeke debljine 5 um i prenijeti na superfrost

mikroskopske plocice.

36



3.3.5. Kalupljenje tkiva u smoli

Tkivni isjecci BAT (tekunica 1 pacova) 1 tri depoa WAT (tekunica), velicine oko 1
mm’ fiksirani su u 2,5% rastvoru glutaraldehida, rastvorenog u fosfatnom puferu (0,1 M,
pH 7,2) u trajanju od 4 casa. Nakon ispiranja u fosfatnom puferu, izvrsena je
cetvorocasovna post-fiksacija u 2% rastvoru osmijum tetroksida (OsOs) koiji je rastvoren u
istom puferu. Potom su uzorci dehidratisani serijom etanola rastuc¢ih koncentracija,
prosvijetljeni u propilen oksidu i ukalupljeni u epoksidnoj Araldit smoli (Fluka) na

temperaturi od 50 °C, u trajanju od 72 casa.

3.4. Odredivanje koliCine proteina

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

koncentracije na 500 nm. Koncentracija proteina se izrazava u mg/ml.

3.5. SDS-PAGE i Western blot

Proteini su razdvajani po molekulskim masama Na'-dodecil sulfat-
poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE) u BioRad Mini-PROTEAN III sistemu. Koriséeni
gelovi za razdvajanje bili su razlicite procentnosti (pH 8,8), zavisno od molekulske mase
trazenog proteina, a gelovi za koncentrovanje 5% (5% akrilamid/bisakrilamid; 0,1% SDS;
0,125 M Tris; pH 6,8). Polimerizacija gelova je omogucena dodavanjem 0,05% amonijum
persulfata (APS) 1 0,033% N,N,N',N'-tetrametil-etilendiamina (TEMED). Pufer za
rezervoare se sastojao od 0,192 M glicina; 0,1% SDS 1 0,025 M Tris; pH 8,3. U odredenu
zapreminu proteinskog rastvora (kolicina proteina - 10 pg) dodata je jednaka zapremina
pufera za uzorke (4% SDS; 20% glicerol; 10% B-merkaptoetanol; 0,125 M Tris; pH 6,8;
0,025% brom fenol plavo), a zatim su uzorci kuvani 5 min. Na gelove je nanosen i
proteinski marker u cilju odredivanja molekulskih masa (Fermentas). Elekroforeza je trajala

90 min pri konstantnom naponu od 120 V.
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Nakon elektroforeze je vrsen transfer proteina sa gelova na PVDF (poliviniliden
fluorid) membrane (Hybond-P, Amersham Pharmacia Biotech). Membrane su aktivirane u
100% metanolu (10 sekundi). Membrane i gelovi su pakovani i premjesteni u rezervoare sa
transfer puferom (0,192 M glicin, 20% metanol i 0,025 M Tris, pH 8,3). Prenos proteina sa
gelova na membrane odvijao se pri konstantnom naponu od 100 V, 60 min. Uspijesnost
transfera je provjeravana 5% Ponceau S bojom rastvorenom u siréetnoj kiselini. Zatim su
membrane inkubirane 1 h na sobnoj temperaturi u serumu za blokiranje slobodnih mesta
na membrani - 5% BSA (engl. bovine serum albumine) u TBS-T (0,05% Tween20 u 1,5 M
NaCl, 0,2 M Tris, pH 7,4).

3.6. Detekcija proteina nakon Western blot

Western blot je raden na kvantitativan. Po blokiranju, membrane su inkubirane sa
odgovarajuéim primarnim antitijelima rastvorenim u 5% BSA, preko nodi, na 4 °C.
Primarna antitijela koriséena u studiji navedena su u Tabeli 2. Nakon inkubacije i ispiranja
viska primarnog antitijela, membrane su inkubirane sa odgovaraju¢im sekundarnim
antitijelima kuplovanim sa peroksidazom iz rena (engl horseradish peroxidase, HRP);
dobijenim imunizacijom koze na IgG zeca (Abcam, ab6721, koris¢eno razblazenje 1:3000
= Ab:5% BSA), odnosno misa (Abcam, ab6789, koris¢eno razblazenje 1:2000 = Ab:5%
BSA), 2 sata, na sobnoj temperaturi. Po inkubaciji, membrane su ispirane TBS-T
rastvorom, 60 minuta na sobnoj temperaturi. Za vizuelizaciju proteina, membrane su
inkubirane u hemiluminiscentnom supstratu, luminolu, uz dodatak H,O, (3 min). Nakon
toga, rentgen filmovi (Hyperfilm, Amershcam Pharmacia Biotech) su izlagani ekscitovanom
luminolu sa membrana (0,5-2 min). Filmovi su razvijani, pa skenirani 1 koris¢eni za
kvantifikaciju proteinskih traka.

Alternativno, membrane su inkubirane u rastvoru 4-hloro-a-naftola uz dodatak
H,O: do pojave traka (2-10 min), reakcija je prekidana ispiranjem membrane u destilovanoj
H,O, a membrane su potom skenirane za kompjutersku kvantifikaciju.

Kvantifikacija je radena pomocu softverskog paketa ImageQuant. Rezultati izrazeni
putem integracije volumena predstavljaju sumu vrijednosti svih piksela pobudenih signalom
(1 piksel=0.007744 mm? unutar oznacenog objekta, u nasem slucaju trake, vizuelizovane
na prethodno objasnjen nacin. Ova vrijednost, umanjena za background tj. fon pozadine,

predstavlja volume (tj. intenzitet zatamnjenja na cijeloj povrsini trake).
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Tabela 2. Primarna antitijela koriséena za Western blot

Antitijelo Proizvodat, kat. broj Porijeklo (fga/z:lahiievn/i:)
Kompleks I OXPHOS Abcam, ab55521 mije, mAb 2,5
Kompleks II OXPHOS Abcam, ab14715 misje, mAb 0,1
Kompleks III OXPHOS Abcam, ab14745 mije, mAb 0,5
Kompleks IV OXPHOS Abcam, ab14744 misje, mAb 0,1

Citohrom ¢ Abcam, ab18738 zedje, pAb 1,0

ATP sintaza Abcam, ab14730 mije, mAb 0,8
UCP1 Abcam, ab10983 zedje, pAb 1/1000
UCP3 Abcam, ab10985 zedje, pAb 1/1000
GLUT2 Abcam, ab54460 ze¢je, pAb 5,0
heksokinaza Abcam, ab78259 zedje, pAb 1/5000
GAPDH Abcam, ab8245 misje, mAb 1/2000
PDH Abcam, ab84588 zedje, pAb 1,0
PDK4 Abcam, ab89295 zedje, pAb 1/500
LDH A (M subjedinica) Abcam, ab47010 zegje, pAb 1,0
LDH B (H subjedinica) Abcam, ab85319 misje, mAb 1/5000
GSK3 (x+8) Abcam, ab90366 misje, mAb 1/1000
PYG B/L/M santa Gruz Blotech, etje, pAb 1/200
ACADM Abcam, ab92461 zedje, mAb 1/10000
SCAS Abcam, ab96172 zedje, pAb 1/1000
FAS Cell Signaling Tech, C20G5 zedje, mAb 1/1000
ACC Abcam, ab45174 zedje, pAb 1/2000
fosfo-AMPKa Millipore, 07-681 zedje, pAb 2,0
HIF-1a Abcam, ab51608 zedje, mAb 1/5000
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Nastavak Tabele 2.!

Antitijelo Proizvodag, kat. broj Porijeklo (Eg/zrzll?‘iie‘?/i:)
VEGF Abcam, ab68334 misje, mAb 5,0
eNOS Abcam, ab66127 zedje, pAb 1,0

SERCA1 Abcam, ab109899 mije, mAb 1,0

CuZnSOD Abcam, ab13498 zecje, pAb 0,2

MnSOD Abcam, ab13533 zedje, pAb 1/5000

katalaza Abcam, ab1877 zedje, pAb 1/1000

GSH-Px Abcam, ab16798 zedje, pAb 1/2000
Nrfl Abcam, ab86516 zecje, pAb 1,0

NFE21.2 Abcam, ab31163 zedje, pAb 1/1000
PPAR«x Abcam, ab8934 zedje, pAb 1/1000
PPARS Abcam, ab23673 zeje, pAb 2,0
PPARy Abcam, ab19481 zedje, pAb 1/400

PGC-1x Abacam, ab54481 zedje, pAb 1/1000
mitofuzin 1 Abcam, ab57602 misje, mAb 2,5

B-aktin Abcam, ab8226 misje, mAb 1/1000

ERK1 + ERK2 Abcam, ab79853 ze¢je, pAb 1/5000

I Skracenice koriscene u tabeli 21 OXPHOS — oksidatina Sosforilacija; UCP1/3 — dekuplujuéi protein 1/ 3;
GLUT2 — glukozni transporter 2; GAPDH — gliceraldebid-3-fosfat debidrogenaza; PDH — piruvat debidrogenaza; PDK4
— kinaza pirnvat debidrogenaze 4; LDH A — M subjedinica laktat debidrogenaze; 1L.DH B — H subjedinica laktat
debidrogenaze; GSK3 — kinaza glikogen sintaze 3; PYG B/ L/ M — glikogen fosforilaza (izoforma u mozgn, jetri, misicima);
ACADM — acil-CoA debidrogenaza masnibh kiselina srednjeg lanca; SCAS — sukcinil-CoA sintetaza; FAS — sintaza
masnib kiselina; ACC — acetil-CoA karboksilaza; fosfo-AMPKa — AMP-aktivirana protein kinaza sa fosforilacijon na
T172iT183; HIF-1a — a subjedinica hipoksija inducibilnog faktora-1; eNOS — endoteljjalna azot oksid sintaza; SERCA
1 — sarkoplazmina Ca**-ATPaza 1; CuZn/Mn SOD — CuZn/Mn superoksid dismntaza; GSH-Px — glutation
peroksidaza; Nrf — nukleusni respiratorni factor 1; NFE21.2 — engl. nuclear factor (erythroid 2-related)-like 2; PPAR
a/6/y — peroksizomalnim proliferatorom aktivirani receptor a/ 6/ y; PGC-1alpha — PPARy koaktivator 1a; ERK 1/2 —
vanielijskim signalima regulisana kinaza 1/ 2; VEGE - vaskularni endotelijalni faktor rasta.
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3.7. Odredivanje aktivnosti LDH

LDH aktivnost je odredivana u uzorcima BAT pacova prema metodi Borgmann i
saradnika (1974) i izrazena u U/mg proteina. Brzina reakcije je odredena na osnovu
smanjenja apsorbancije na 340 nm, koje je rezultat oksidacije NADH. Za jednu jedinicu
aktivnosti enzima uzima se ona koli¢ina enzima koja uzrokuje oksidaciju 1 pmol NADH po

minuti na 25 °C i pH 7,4.

3.8. RT-PCR (engl. reverse-transcriptase polymerase chain reaction)

Za odredivanje promjena na nivou iRNK u BAT tekunica koriséen je metod RT-
PCR u realnom vremenu. Relativna ekspresija je odredena direktnim poredenjem dobijenih
Ct vrijednosti, koje su normalizovane prema endogenoj kontroli. Ct se definise kao tacka u
kojoj amplifikaciona kriva sijeCe ,,treshold™ (treshold cycle) viijednost 1 predstavlja broj ciklusa u
kom amplifikacija ulazi u eksponencijalnu fazu. Pri odredivanju nivoa ckspresije ciljnog
gena uradeni su validacioni eksperimenti koji su pokazali priblizno jednako variranje
promjene Ct vrijednosti odgovarajuceg ciljnog gena 1 endogene kontrole za niz serijskih
dilucija ¢cDNK. U nasim uzorcima se kao adekvatna endogena kontrola pokazala 18S
tRNK' (komponenta male eukariotske ribozomalne subjedinice - 40S; F: 5- CAT TCG
AAC GTC TGC CCT ATC -3°, R: 5- CCT GCT GCC TTC CTT GGA -3°). Nakon toga
uradena je RT-PCR detekcija.

U RT-PCR je koris¢en FastStart Essential DNA Green Master (Roche), koji sadrzi:
ready-to-nse PCR smjesu (FastStart Taq DNK polimeraza, reakcioni pufer, smjesu dNTP,
SYBER Green I i MgCly) i HoO PCR-¢istoce. Sekvence prajmera su preuzete iz rada Yan i
saradnika (2008), a za 18S iz rada Savdovici i saradnici (2004) i prikazane su, zajedno sa
uslovima RT-PCR reakcije, u Tabeli 3. RT-PCR reakcija je izvedena u 20 pl reakcione
zapremine. Svaka reakciona smjesa sastojala se od: 10 pl Master Mix, 2x, po 0,4 ul svakog
od prajmera finalne koncentracije 200 nM, 0,4 pl ROX (Invitrogen, USA) i H>O do 18 pl
ukupne zapremine. Po 18 ul reakcione smjese i 2 ul cDNK (5 ng iRNK prevedeno u
c¢DNK) sipano je u odgovarajue mjesto na opticku plo¢u za RT-PCR. Za svaki set
prajmera ukljucena je i negativna kontrola (umjesto cDNK stavljena je ista zapremina
nuclease-free vode), da bi verifikovali odsustvo nespecificne amplifikacije (dimere prajmera ili
kontaminaciju). Sve reakcije su izvedene na aparatu ABI Prism 7000 Sequence Detection

System, pod uslovima koji su dati u Tabeli 3.
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Tabla 3. Sekvence prajmera koriséenih u RT-PCR 7 uslovi reakcije.

Sekvenca prajmera i

Gen uslovi RT-PCR reakcije

Broj ciklusa

5- GGT ACA CGC CGG ATG AAA AA -3
Ndufat 5- GCC TCA GCT CTC GCA ACT G -3’ 40
157 na 95" 30" na 53, 30" na 72°

5- AGT CCC ATC CAT CAC CAA CAA -3
Cox5b 5-TCC TCT TCA CAA ATG CAA CCC - 40
15”7 na 95°, 30" na 53°, 30” na 72°

5-TGG ACA GAT CTT CTT GGA AAC AGA -3
ATP5al 5- GCA GGG CGG ATA CCTTTATAG A -3 40
157 na 95°, 30" na 55°, 30" na 72°

5- GCA AAATCT CAG CCG GACTC -3
Uepl 5- GCC CAA TGA ACA CTG CCA CT -3’ 40
15" na 95°, 30” na 55, 30" na 72°

5- GGG ACT GTG GAA AGG GAC CT -3’
Ugp2 5-TTG ACA ATG GCA TTA CGA GCA -3’ 40
15" na 95°, 30" na 51°, 30" na 72°

5-GGA GATTTC ATC GCC CTG G -3
He/éso/éz'ﬂaza 5- CCG CAG AATTCG AAA GGA AG -3 40
107 na 95°, 45 na 52°, 30” na 72°

5- GAC CAC AGT CCA TGC CAT CA -3’
Gapdh 5- CAC GCC ACA GTT TCC CAG A -3’ 40
10" na 95°,45” na 52°, 30" na 72°

5- TAC CAC TGA CTT CAT CTT CAA CCT G -3’
Pk m 5- AAG ATG CCC TTC CCCTCCT -3’ 40
157 na 957 30" na 54°, 30” na 72°

5- GAG ATG GGC TTT GCT GGA ATT -3
Pdh B 5-TCG CAA ACC AGC CAT AGCT -3 40
107 na 95°, 45" na 52°, 30” na 72°

5- GAG CTT TTC TCC CGC TAC AG -3
Pdk4 5- CGA TCA GGG AGG ACA TCA AT -3 40
107 na 95°, 30" na 52°, 30” na 72°

5- AGG GGG AGA GTC GTC TCA AT -3’
Ldh B 5- CTG GGA TGA ATG CCA AGT TT -3 40
107 na 95°, 30” na 52°, 30" na 72°

5-TGC TCA TCA GTT GCC ACT TC -3
Hlf— 1A 5- GCA GTT CAT CTG TGC CTT CA -3 40
107 na 95, 45” na 52°, 30” na 72°

5- GGA GGA TGA CTG AGG AGC CA -3’
Acadm 5-CTG GTT CTG TTA CAC AGT AAG CAC AC -3 40
107 na 95°, 30" na 56, 30” na 72°
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Nastavak Tabele 3.2

Sekvenca prajmera i

Gen uslovi RT-PCR reakcije

Broj ciklusa

5- GCATGA GAG GCA TGA AGG GA -3
Cs 5- CGG GAT CAA GAA CTG ACG TTT C -3’ 40
157" na 95°, 30” na 55, 30" na 72°

5-TGA CCA GCT GCC AGA CTG TC -3
Mdp2 5- GCT GGA ATC ACC ACC ACGTC -3 40
15" na 95°, 30" na 55°, 30" na 72°

5-TGC TGG AGG AAA AGG TGG AG -3
Scas 5- GCA CTC TGA AGG GCA GCA AT -3’ 40
15" na 95", 30" na 56 °, 30" na 72°

5- CCT TTG GGA GTG GGT ACG G -3
Pkt 5- CAA AGC ACT TCT TCC CCA GC -3’ 40
157" na 95°, 30” na 54, 30" na 72°

5- CTC TGT GAT TTT GGC AGT GCA -3’
Gsk3 5- AAC ATT GGG CTC CCC CC -3’ 40
157 na 95 30” na 56, 30” na 72°

5- TGT CAA ATA CCT GCC AGG GC -3’
Gpd1 5- GGT ACA GCC ACC ACG TTT GG -3 40
15" na 95, 30" na 56, 30" na 72°

5-AAC TGG GCC AGG AATTTG AT -3
Fabp4 5- GTG GAA GTG ACG CCT TTC AT -3’ 40
157 na 95°, 45 na 51°, 30” na 72°

5-TTG CGC GAG TAT GTC ACA CTG -3
Hs/ 5- CAA GCA GCG GCC ATA GAA AC -3’ 40
157 na 95°, 30" na 56, 30” na 72°

5- AGG GCA TCA AAA ACC TTC CT -3
Katalaza 5- CCA ACA GGG ATG AGA GGG TA -3’ 40
15" na 95, 30" na 51°, 30” na 72°

5- GCT TCT CTT TGA GGC ACC A -3’
GSH-Px 5~ GGA ATG CGA AGA GTG GAT GT -3’ 40
157 na 95 30” na 51°, 30" na 72°

2 Skracenice koriéene u tabeli 3: Ndufa 6 — subjedinica kompleksa 1 oksidativne fosforilacije; Cox5b — subjedinica
komplekesa IV oksidativne fosforilacije; ATP5al — subjedinica ATP sintaze; Ucp 1/2 — dekuplujuci protein 1/ 2; Gapdh —
gliceraldehid-3-fosfat debidrogenaza; Pfk m — fosfofruktokinaza (izoforma u misicima); Pdb — piruvat debidrogenaza; Pdk4 —
kinaza pirnvat debidrogenaze 4; Ldh B — H subjedinica laktat debidrogenaze; HIF-1.4 — hipoksija inducibilni factor-1a;
Acadm — acil-CoA debidrogenaza masnih kiselina srednjeg lanca; Cs — citrate sintaza; Mdh2 — malat debidrogenaza 2; Scas
— sukcinil-CoA sintetaza; Pek1 — fosfoenolpiruvat karboksikinaza 1; Gsk3 — kinaza glikogen sintaze 3; Gpdl — ghycerol-
3-fosfat debidrogenaza 1; Fabpd — engl. fatty-acid binding protein 4; Hsl —hormon-osjetljiva lipaza; GSH-Px — glutation
peroksidaza.
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Svaki uzorak je raden u triplikatu, a srednja vrijednost je uzeta za dalja izracunavanja. U
svaku analizu je bila ukljucena endogena kontrola, zbog korekcije internih razlika u
efikasnosti amplifikacije, a svaki uzorak je normalizovan na nivo ekspresije svoje endogene
kontrole.

Kvantifikacija je uradena komparativnom Ct metodom. Kolic¢ina ciljnog gena,
normalizovanog na nivo ekspresije svoje endogene kontrole i izrazena relativho u odnosu

na kalibrator, data je formulom:

ZA Ct

Formula 1. Kolicina ciljnog gena, normalizovanog na nivo ekspresije svoje endogene kontrole i irazena
relativno u odnosu na kaltbrator pri cemu je

A CZL - CZL (ciljnog gena) ~ Ct (endogene kontrole)

Rezultati su izrazeni kao procenat u odnosu na adekvatnu kontrolu (grupa
cutermnih Zivotinja koja je tokom trajanja eksperimenta boravila na sobnoj temperaturi),

kojoj je dodjeljena vrijednost od 100%.

3.9. Morfometrijska i stereoloSka analiza tkiva
3.9.1. Odredivanje volumenske gustine krvnih sudova

U svrhu odredivanja volumenske gustine (Vv, zapreminskog udjela) krvnih sudova
u BAT i depoima WAT tekunica, koris¢eni su polu-tanki presjeci tkiva (debljine 1 pm)
ukalupljenog u smoli, prethodno obojenih 1% rastvorom toluidin plavog u 1%
tetraboraksu (natrijum tetraborat). Isti presjeci su korisceni za ispitivanje opste slike tkiva.
Bojenje je vrseno nakapavanjem jednakih kolicina toluidin plavog i tetraboraksa na
presjeke, uz zagrijavanje na grejnoj plo¢i 2-3 minuta, nakon cega su presjeci isprani u
cesmenskoj vodi. Vv krvnih sudova u tkivima odredena je Vajblovom metodom (Weibel,
1962), na po 10 nasumicno odabranih polja od svake Zivotinje iz svih grupa. Analiza je
visena pri uvelicanju od 100x, na svijetlosnom mikroskopu DMLB (Leica Microsystems),
snimanjem digitalnih mikrografija i njihovom morfometrijskom analizom u programu
Image ] (National Institute of Health) brojanjem tacaka projektovane mjerne mrezice koje
padaju na krvne sudove (80 tacaka po mrezici). Odnosom zbira svih tacaka koje padaju na
krvne sudove i ukupnog broja tacaka koje padaju na tkivo odredena je Vv krvnih sudova za

svaku mikrografiju (Formula 1), a potom 1 srednja vrijednost za svaku grupu ponaosob.
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Ts

Vv= —
v Tu

Formula 2. Volumenska gustina (Vv) strukture u tkivu jednaka je odnosu broja talaka
Vajblove mreice koje padajn na datu strukturn (15s) i uknpnog broja tacaka koje padaju na tkivo (1n)

3.9.2. Odredivanje volumenske gustine adipocita

Vv adipocita odredena je na identican nacin kao 1 Vv krvnih sudova, brojanjem
tacaka merne mrezice koje padaju na adipocite i ukupnog broja tacaka koje padaju na tkivo
na mikrografijama polu-tankih presjeka. Odnosom ovih vrijednosti dobijene su Vv

adipocita za svaku mikrografiju, a potom i srednja vrijednost za svaku grupu.

3.9.3. Odredivanje volumenske gustine intersticijuma

Vv interesticijuma je odreden na slican nacin kao i Vv krvnih sudova i adipocita, s
tom razlikom §$to je broj tacaka koje padaju na intersticijum dobijen oduzimanjem zbira
tacaka koje padaju na krvne sudove i adipocite od ukupnog broja tacaka koje padaju na
tkivo. Po dobijanju vrijednosti za svaku mikrografiju, odredene su srednje vrijednosti Vv

intersticijuma za svaku grupu.

3.10. Ultrastrukturna analiza tkiva

Za transmisionu elektron-mikroskopsku analizu (TEM), aralditski kalupi BAT
tekunica i pacova su istrimovani 1 isjeceni dijamantskim nozem (Diatome) na tanke presjeke
debljine 70 nm, na UC6 ultramikrotomu (Leica Microsystems). Presjeci su montirani na
bakarne ili bakar-paladijumske mrezice, kontrastirani uranil-aceatom i olovo citratom u EM
Stain aparatu (Leica Microsystems), a potom posmatrani na CMI12 transmisionom

elektronskom mikroskopu (Philips/FEI).

3.11. Bodijanov metod za bojenje nervnih vlakana

Intenzitet inervacije je pracen vizuelizacijom bojenjem nerava Bodijan metodom.
Parafinski presjeci (BAT i tri depoa WAT tekunica) su nakon deparafinizacije i
rehidratacije, inkubirani u rastvoru protargola, kojem je dodata bakarna zica (5-6 g bakarne
zice na 100 ml rastvora, 48 h na 37 °C). Nakon tog vremena, presjeci su ispirani u

destilovanoj vodi, pa redukovani u redukcionom rastvoru (10 min). Po inkubaciji 1 ispiranju
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presjeci su stavljeni u 1% zlato hlorid (10 min), ispirani u destilovanoj vodi, pa inkubirani u
2% oksalnoj kiselini, dok ne posive, a nervna vlakna postanu vidljiva (3-5 min). Nakon
toga, presjeci su jo§ jednom ispirani u destilovanoj vodi pa inkubirani u 5% rastvoru
natrijum tiosulfata, 5 min. Po isteku tog vremena, presjeci su ispirani u destilovanoj vodi.
Ovim je procedura bojenja zavrsena, a presjeci dehidratisani kroz seriju etanola rastuéih
koncentracija (95%, 100%), ksilol i montirani u DPX. Digitalne slike su dobijene na

DMLB svijetlosnom mikroskopu (Leica Microsystems).

3.12. Bojenje rezervi glikogena PAS metodom

Parafinski presjeci debljine 4-6 um (BAT tekunica i pacova i tri depoa WAT
tekunica) su deparafinisani, rehidratisani i obojeni Sifovim reagensom sa perjodnom
kiselinom (engl. Period-Acid-Shiff, PAS) uz kontrabojenje hematoksilinom. Duplicirani
presjeci, pretretirani diastazom (Sigma Chemical Co) prije PAS bojenja, kako bi se
digestovale glikogenske rezerve do glukoze, sluzili su kao negativne kontrole. Digitalne slike

su dobijene na DMLB svijetlosnom mikroskopu (Leica Microsystems).

3.13. Statisticka analiza

Statisticka znacajnost svih kvantitativnih rezultata testirana je GraphPad Prism 5
programom. Normalnost raspodijele testirana je Kolmogorov-Smirnov testom (sa Dallal-
Wilkinson-Lilliefors p vrijednoséu). Ukoliko je test pokazao normalnu raspodijelu, za
provjeru statisticki znacajne razlike medu grupama koriséena je jednosmjerna (engl one-
way) ANOVA, a zatim Tuckey post-hoc test kako bi se utvrdilo izmedu kojih parova grupa
se nalazi detektovana znacajnost. U slucaju neparametrijske raspodijele, prvo je uraden
Kruskal-Wallis test, a potom Dunn’s post-hoc test. Za najnizi stepen znacajnosti uzeta je

vrijednost vjerovatnoce od p < 0,05.
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4. Rezultati



4.1. MRKO MASNO TKIVO TEKUNICA

4.1.1. Western blot analiza

4.1.1.1. Proteinska ekspresija komponenti elektron-transportnog lanca

Na Figuri 1 prikazane su promjene proteinske ekspresije komponenti elektron-
transportnog lanca tokom izlaganja zivotinja hladno¢i i u toku faze hibernacije. U
poredenju sa kontrolom, jedno-, odnosno tro-dnevna aklimacija na nisku temperaturu
indukovala je supresiju (~20%) proteinske ekspresije kompleksa I i kompleksa II,
respektivno (p < 0,05). Nasuprot ovome, u poredenju sa kontrolnom grupom proteinski
nivo kompleksa III je bio povecan 3. dana izlaganja hladno¢i (p < 0,05), nakon cega je do
kraja ispitivanog perioda (21 dan) zabiljezen statisticki znacajan pad u ckspresiji ovog
proteina od ~60-70% (p < 0,001). Izlaganje zivotinja niskoj temperaturi imalo je suprotan
efekat na ekspresiju preostale dvije komponente elektron-transportnog lanca. Naime,
proteinska kolicina kompleksa IV bila je povecana u periodu od 1-12. dana aklimacije na
hladnocu, nakon cega je vracena na kontrolni nivo; dok se nivo citohroma ¢ nije mijenjao
do 12. dana aklimacije, nakon cega je zabiljezeno njegovo povecanje (1,8 puta 12. dana,
odnosno 1,2 puta 21. dana).

Suprotno aklimaciji na hladnoc¢u, hibernacija je, u poredenju sa kontrolnom grupom
zivotinja, indukovala supresiju proteinske ekspresije kompleksa 11 (p < 0,05), kompleksa 111
i citohroma ¢ (p < 0,001), od 18%, 64%, odnosno 39%, respektivno; dok je proteinska

koli¢ina kompleksa 11 IV bila na kontrolnom nivou.

4.1.1.2. Proteinska ekspresija ATP sintaze i UCP1

Promjene proteinske ekspresije ATP sintaze i UCP1 tokom vremenski-zavisnog
izlaganja niskoj temperaturi, odnosno u fazi duboke hibernacije prikazane su graficki na
Figuri 2. Aklimacija na hladno¢u gotovo da nije imala efekta na proteinsku ekspresiju ATP
sintaze, osim 12. dana kada je zabiljezen pad od ~30% u odnosu na kontrolu (p < 0,01). Sa
druge strane, izlaganje zivotinja hladnod¢i snazno je indukovalo poveéanje kolicine UCP1
proteina u periodu od 3-12. dana aklimacije na nisku temperaturu. Ovo povecanje je bilo
najznacajnije 3. dana kada je zabiljezena dva puta veca kolicina UCP1 (p < 0,001) u odnosu
na kontrolu; dok je nakon toga primjecena tendencija vracanja koli¢ine ovog proteina na
kontrolni nivo, koiji je i zabiljezen 21. dana aklimacije na hladnocu.

Nasuprot razlicitim efektima hladnoce na proteinsku ekspresiju ATP sintaze i

UCP1, hibernacija je indukovala snaznu supresiju ekspresije oba proteina (p < 0,001).
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Figura 1. Promjene proteinske ekspresije komponenti OXPHOS' (kompleks 1, 11, 111, 1V i citohroma
¢) u BAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na bladnoin i u bibernaciji. *poredenje sa

kontrolnom grupomy; * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001.

4.1.1.3. Proteinska ekspresija glikolitickog enzima GAPDH

Kao $to se vidi na Figuri 3, izuzev statisticki znacajnog pada od ~55% 12. dana
aklimacije na hladno¢u (p < 0,01), proteinska kolicina GAPDH nije bila bitno promjenjena
ni kod eutermnih Zivotinja u uslovima niske temperature, niti kod hibernirajucih Zivotinja, u

poredenju sa koli¢cinom ovog enzima detektovanom kod kontrolnih zivotinja.
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Figura 2. Promjene proteinske ekspresije ATP sintaze i dekupluyjuieg proteina 1 (UCPT) u BAT
tekunica tokom vremenski-avisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom
grupom; ** p < 0,01; F* p < 0,001.
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Figura 3. Promjene proteinske ekspresije gliceraldebid-3-fosfat debidrogenaze (GAPDH) n BAT
tekunica tokom vremenski-avisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom
grupomy; ** p < 0,01.
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4.1.1.4. Proteinska ekspresija PDH, PDK4 i M/H subjedinica LDH

U odnosu na kontrolu, aklimacija na nisku temperaturu indukovala je statisticki
znacajno povecanje proteinske ekspresije PDH tokom citavog ispitivanog perioda (Figura
4). Slicno tome, povecanje je detektovano i u slucaju njegovog regulatornog enzima PDK4
3, 7.1 21. dana aklimacije (p < 0,001). Ipak, u slucaju PDK4 jednodnevno izlaganje
hladno¢i nije imalo uticaja na njegovu proteinsku ekspresiju, dok je 12. dana aklimacije na
nisku temperaturu zabiljezen pad od ¢ak ~60% u koli¢ini PDK4 u poredenju sa kontrolom
(p < 0,001). Kod eutermnih zivotinja, niska temperatura je indukovala povecanje
proteinske ekspresije M subjedinice LDH u periodu od 1-12. dana aklimacije, nakon cega je

kolicina ovog proteina cak bila 30% niza nego kod kontrolnih zivotinja (p < 0,05). Isti
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stimulus gotovo da nije imao efekta na ekspresiju druge subjedinice LDH, osim 7. dana
kada je zabiljezen blagi pad od ~28% u poredenju sa kontrolom (p < 0,05).

Kod hibernirajué¢ih zivotinja proteinska ekspresija PDH 1 M subjedinice LDH je
bila identi¢na kao kod kontrolnih Zivotinja. Suprotno tome, kod hibernirajucih Zivotinja
zabiljezen je rast kolicine PDK4 (p < 0,05) i H subjedinice LDH (p < 0,001) proteina u

poredenju sa kontrolom (Figuri 4).
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Figura 4. Promjene proteinske ekspresije piruvat debidrogenaze (PDH), kinaze piruvat debidrogenaze 4
(PDK4), M i H subjedinice laktat debidrogenaze (LDH) u BAT tekunica tokom vremenski-zavisne
aklimacije na bladnoin i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupomy; * p < 0,05; ** p < 0,01; ***

$<0,001.

4.1.1.5. Proteinska ekspresija enzima [-oksidacije - ACADM i enzima Krebsovog

ciklusa - SCAS
Kao s§to Figura X5 prikazuje, aklimacija na hladnocu nije statisticki znacajno

afektovala proteinsku ekspresiju ACADM i SCAS, osim smanjenja detektovanog 12.
odnosno 21. dana izlaganja hladno¢i u poredenju sa kontrolom.
Kod Zivotinja u hibernaciji zabiljezeno je smanjenje nivoa ACADM od ~45% (p <

0,01) 1 SCAS od ~70% (p < 0,001), u poredenju sa kontrolnom grupom.
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4.1.1.6. Proteinska ekspresija enzima ukljucenih u sintezu/razgradnju glikogenskih
ilipidnih rezervi
U poredenju sa kontrolom, aklimacija na nisku temperaturu indukovala je

povecanje proteinske ekspresije GSK, PYG 1 FAS skoro tokom ¢itavog ispitivanog perioda
(Figura 6). Izuzetak za GSK i PYG je bio 12. dan izlaganja niskoj temperaturi, kada je
zabiljezeno vracanje do (GSK) ili ispod (PYG; p < 0,05) kontrolnog nivoa ovih proteina.
Sto se tice FAS, njegova proteinska ekspresija je pratila tendenciju porasta od 1,3 do 3,5
puta tokom prvih 12 dana aklimacije na hladnoc¢u; nakon cega je detektovano smanjenje
njegove kolicine na 70% kontrolne vrijednosti (p < 0,05).

Za razliku od proteinske ekspresije GSK i PYG koje se nisu mijenjale, proteinska
ckspresija FAS kod Zivotinja u hibernaciji je bila 3 puta ve¢a u odnosu na kontrolu (p <

0,001).

4.1.1.7. Proteinska ekspresija VEGF i eNOS

Promjene proteinske ekspresije VEGF 1 eNOS tokom aklimacije na nisku
temperaturu i hebernacije su prikazane na Figuri 7. Tokom prvih nedelju dana izlaganja
hladno¢i nivo eNOS je bio nepromjenjen, dok je nivo VEGF proteina u poredenju sa
kontrolom bio povecan treéeg, a smanjen 7. dana izlaganja hladnoéi. Nasuprot tome,
tokom duzeg izlaganja niskoj temperaturi (od 12. dana), kao i u hibernaciji zabiljezeno je

znacajno smanjenje proteinske kolicine oba enzima u poredenju sa kontrolom (p < 0,001).
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Figura 5. Promjene proteinske ekspresije acil-CoA  debidrogenaze (ACADM) i sukeinil-CoA
sinteteaze (SCAS) u BAT tfekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i u hibernacii.
*poredenje sa kontrolnom grupons; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 6. Promjene proteinske ekspresije glikogen fosforilaze (PYG), kinaze glikogen sintaze 3 (GSK3)
7 sintaze masnih kiselina (FAS) n BAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i n
hibernaciji. *poredenye sa kontrolnom grupons; * p < 0,05; *** p < 0,001.

4.1.1.8. Proteinska ekspresija HIF-1« i fosfo-AMPKx

Kao $to se vidi na Figuri 8 proteinski nivoi HIF-la i fosfo-AMPKa pokazuju
suprotne promjene kako tokom izlaganja hladnodi, tako i u fazi hibernacije. Naime, tokom
aklimacije na nisku temperaturu zabiljezena je povecana kolicina fosfo-AMPKa u periodu
od 1-12. dana (p < 0,001), dok je nakon toga, 21. dana, detektovano smanjenje kolicine
ovog energetskog-senzora na 40% od kontrolne vrijednosti (p < 0,001), koje se zadrzava u
fazi hibernacije (p < 0,01).

Nasuprot opisanim promjenama za fosfo-AMPKa, nivo HIF-1a proteina je bio na
kontrolnom 1, 3. 1 12. dana izlaganja hladnod¢i; dok je 21. dana aklimacije i u fazi hibernacije

zabiljezena povecana koli¢ina HIF-1a u poredenju sa kontrolom (p < 0,001).
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Figura 7. Promjene proteinske ekspresije vaskularnog endotelijalnog faktora rasta (VEGF) i
endotelijalne azot oksid sintaze (eNOS) u BAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na
bladnoln i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0,05; *** p < 0,001.
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Figura 8. Promjene proteinske kolicine fosfo-AMP-aktivirane protein kinaze a (fosfo-AMPKa) i
hipoksija-inducibilnog faktora-1a (HIF-1a) u BAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na
hladnoln i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupons; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

4.1.1.9. Proteinska ekspresija mitofuzina 1i PGC-1«

Aklimacija na nisku temperaturu, indukovala je povecanje proteinske ekspresije
mitofuzina od ~3 puta u poredenju sa kontrolnim uzorcima (p < 0,001). Potpuno suprotne
promjene su detektovane u fazi hibernacije, gdje je proteinski nivo mitofuzina suprimiran
na svega 10% od kontrolne vrijednosti (p < 0,001).

U poredenju sa kontrolom, proteinska ekspresija PGC-1a je bila poveéana ~1,4
puta nakon 3 dana aklimacije na nisku temperaturu, dok je 12. 1 21. dana zabiljezen pad u
koli¢ini ovog proteina na ~50% kontrolne vrijednosti (p < 0,01). U fazi hibernacije,

zabiljezeno je jo$ drastiCnije smanjenje proteinske ckspresije PGC-lae u poredenju sa
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kontrolom (11% kontrolne vrijednosti; p < 0,001). Ovde opisane promjene su prikazane

graficki na Figuri 9.

4.1.1.10. Proteinska ekspresija Ntfl i NFE2L2
Tokom c¢itavog perioda aklimacije na nisku temperaturu zabiljezen je poveéan nivo
Nrfl i NFE2L2 proteina; dok u fazi hibernacije dolazi do restitucije kolicine ovih proteina

na kontrolni nivo (Figura 10).

4.1.1.11. Proteinska ekspresija izoformi PPAR

Promjene proteinske ekspresije PPAR izoformi tokom aklimacije na nisku
temperaturu i u fazi hibernacije prikazane su graficki na Figuri 11. Tokom aklimacije na
hladnoc¢u nivo PPAR« se ne mijenja tokom prvih 7 dana, nakon cega dolazi do supresije
njegove transkripcije u poredenju sa kontrolom (12-21. dan; p < 0,001). Isti uslovi gotovo
da nemaju efekta na proteinsku ekspresiju PPARy; osim 12. dana kada je zabiljezen pad
njegove kolicine na svega 10% od kontrolne vrijednosti (p < 0,001). Proteinski nivo
PPARS je nakon 3. dana aklimacije bio statisticki visi (p < 0,05) u odnosu na kontrolu.
Medutim, 12. 1 21. dana izlaganja hladno¢i nivo PPARS je bio smanjen na 72%, odnosno
12% od kontrolne vrijednosti.

U poredenju sa kontrolom, proteinska ekspresija PPARa i PPARS u fazi hibernacije

je bila statisticki znacajno manja (p < 0,001); dok je proteinski nivo PPARy bio na nivou

kontrole.
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Figura 9. Promjene proteinske ekspresije mitofuzina 1 i PGC-1a transkripcionog ko-aktivatora n BAT
tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom
grupomy; * p < 0,05; %% p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 10. Promjene proteinske ekspresije Nifl i NFE2L.2 transkripcionib faktora n BAT tekunica
tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnon: grupony; * p <

0}05’. >/<>kp

<0,01; ***p < 0,001.
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Figura 11. Promjene proteinske ekspresije PPARa, PPARS i PPARy izoformi n BAT tekunica
tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnon: grupony; * p <
0,05; *** p < 0,001.
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4.1.1.12. Proteinska ekspresija antioksidativnih enzima

Figura 12 pokazuje proteinsku ekspresiju kljucnih AD enzima tokom aklimacije na
hladnocu i u fazi hibernacije. Jedine promjene proteinskog nivoa katalaze 1 GSH-Px
detektovane su 1. dana aklimacije kada je nivo katalaze bio povecan za ~25% u poredenju
sa kontrolom (p < 0,05); kao 1 12. dana kada je zabiljezeno smanjenje nivoa GSH-Px
proteina na 70% kontrolne vrijednosti (p < 0,01). U poredenju sa kontrolom, proteinska
ekspresija CuZnSOD je bila manja (p < 0,001) prvog dana, odnosno veéa 12. 1 21. dana
izlaganja hladnodi. Suprotno ostalim AD enzimima, nivo MnSOD proteina je bio vedi u
poredenju sa kontrolnom grupom, tokom citavog perioda aklimacije na hladnocu (p <
0,001).

U fazi hibernacije detektovano je povecanje (p < 0,001) proteinskog nivoa katalaze
(1,5 puta), CuZnSOD (2,1 puta) i MnSOD (1,9 puta) u poredenju sa kontrolnim,
eutermicnim zivotinjama koje su boravile na sobnoj temperaturi. Suprotno, proteinska
ekspresija GSH-Px je bila statisticki znacajno niza (p < 0,001) kod hibernirajucih zivotinja u
poredenju sa kontrolnim.
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Figura 12. Promjene proteinske ekspresije Cu,Zn i Mn superoksid dismutaze (CuZnSOD i MnSOD),
katalaze i glntation peroksidaze (GSH-Px) n BAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na
hladnoin i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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4.1.2. RT-PCR analiza
4.1.2.1. Genska ekspresija komponenti OXPHOS

Figura 13 pokazuje da je u poredenju sa kontrolom genska ekspresija kompleksa 1
bila povecana od 1-12. dana aklimacije na nisku temperaturu (p < 0,001), a 21. dana
restituisana na kontrolni nivo. Slicno tome, iRNK nivo za kompleks 117 je bio povecan u
poredenju sa kontrolom u periodu od 3-12. dana; nakon cega (21. dan) je i u ovom slucaju
zabiljezena normalizacija koli¢ine iRNK. Sto se ti¢e ATP sintaze, njena ekspresija je bila
veca u odnosu na kontrolu 1, 3. 1 12. dana izlaganja hladnodi, dok je 21. dana zabiljezen
statisticki znacajan pad kolic¢ine iRNK za ovaj enzim na ~15% od kontrolne vrijednosti (p
< 0,001).

U fazi hibernacije, a u poredenju sa kontrolom, genska ckspresija kozpleksa I je bila
veca (p < 0,001), kompleksa I1” na nivou kontrole, dok je iRNK za ATP sintazu bila manja

od one videne u kontrolnim uzorcima (p < 0,01).

4.1.2.2. Genska ekspresija Ucpli Ucp2

U poredenju sa kontrolom, genska ckspresija Uep? je bila poveéana od 1-12. dana
aklimacije na nisku temperaturu, dok je 21. dana restituisana na kontrolni nivo (Figura 14).
Suprotno tome, nivo iRNK za Ugp?2 je bio nepromjenjen 3, 7. 1 21. dana aklimacije na
hladnoc¢u; dok je 1. dana primjeéen pad od oko 65%; a 12. dana rast od ~1,3 puta u
poredenju sa kontrolom.

U fazi hibernacije detektovano je povecanje kolicine iRNK i za Uegp? (~5 puta; p <

0,001) 1 za Ugp2 (1,3 puta; p < 0,05) u poredenju sa kontrolom.

4.1.2.3. Genska ekspresija glikolitickih enzima

Kao $to se vidi na Figuri 15, aklimacija na hladnocu nije imala efekta na gensku
ekspresiju heksokinaze; dok je u fazi hibernacije kolicina iRNK za ovaj enzim bila veca 2,1
puta u odnosu na kontrolu (p < 0,001). Sa druge strane, u oba fizioloska stanja nivo iRNK
za Gapd je bila statisticki znacajno niza u poredenju sa kontrolom. U odnosu na kontrolnu
grupu, genska ckspresija treceg ispitivanog glikolitickog enzima - Pfg, je bila veéa u
grupama zivotinja koje su bile izlozene 3 (p < 0,001), odnosno 12 dana (p < 0,01) hladnodi,

kao 1 u grupi hibernirajucih zivotinja (p < 0,05).
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Kompleks IV
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Figura 13. Promjena kolicine IRNK za kompleks I, kompleks 1V i ATP sintazu OXPHOS n BAT
tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom

grpom; * p < 0,05; ¥ p < 0,01; ¥** p < 0,001.
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Figura 14. Promjena kolicine IRNK za dekuplujui protein 1 (Ugp) i dekuplugnéi protein 2 (Ugp2) u
BAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na bladnoén i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom
grupom; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 15. Promjena kolicine iIRNK za heksokinazu, gliceraldehid-3-fosfat debidrogenazn (Gapdh) i
Josfofruktokinazn (Pfk) n BAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i u
hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

4.1.2.4. Genska ekspresija Pdh, Pdk4i Ldh H

Prvih 12 dana aklimacije na hladnocu, genska ekspresija Pdh i njegovog
regulatornog enzima Pdk4 bila je povecana u odnosu na kontrolu (p < 0,001), medutim 21.
dana izlaganja niskoj temperaturi genska ekspresija Pdb se odrzala na viSem nivou u odnosu
na kontrolu (p < 0,001); dok se nivo Pdk4 smanjio na svega ~8% od kontrolne vrijednosti
(p < 0,001). U toku hibernacije zabiljezeno je znacajno smanjenje iRNK koli¢ine za oba
proteina (za 66% u slucaju Pdh (p < 0,01), odnosno 88% u slucaju Pdk4 (p < 0,001).

Sto se tice I.dh H, njena genska ekspresija, u poredenju sa kontrolom, je bila
znacajno smanjena tokom gotovo Citavog perioda aklimacije na hladnocu, kao i u fazi
hibernacije. Izuzetak je bio 12. dan izlaganja niskoj temperaturi, kada je detektovana 9,6
puta veca kolic¢ina iRNK za Ldh H u odnosu na kontrolu (p < 0,001).

Sve opisane promjene u genskoj ekspresiji Pdh, Pdk4 1 Ldh H su prikazane graficki

na Figuri 16.
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Figura 16. Promjena kolicine iRNK za pirnvat debidrogenazu (Pdh), kinazu piruvat debidrogenaze 4
(Pdk4) i H subjedinicu laktat debidrogenaze (Ldh) u BAT tekunica tokom vremenski-avisne aklimacije
na hladnoén i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupoms; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

4.1.2.5. Genska ekspresija o subjedinice Hif-1
U poredenju sa kontrolom, genska ekspresija Hizf-7a je bila povecéana 3, 12. 1 21.

dana aklimacije na hladno¢u (p < 0,001); a smanjena 1. dana izlaganja Zzivotinje niskoj

temperaturi i u fazi duboke hibernacije (p < 0,001) (Figura 17).
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Figura 17. Promjena kolicine iRINK hipoksija-inducibilnog faktora-1a (Hif-1a) u BAT tekunica

tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupom; *** p
<0,001.

60



4.1.2.6. Genska ekspresija enzima B-oksidacije

Kao $to je predstavljeno na Figuri 18, genska ekspresija Acadm je, u poredenju sa
kontrolom, bila znac¢ajno niza tokom skoro ¢itavog perioda izlaganja hladnodi, kao i u fazi
hibernacije. Izuzetak je bio samo 7. dan aklimacije na uslove niske temperature, kada je

koli¢ina iRNK za Acadmz bila na kontrolnom nivou.
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Figura 18. Promjena kolicine iRINK acil-CoA  dehidrogenage (Acadm) u BAT tekunica tokom
vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupons; * p < 0,05;
**p < 0,01; % p < 0,001.

4.1.2.7. Genska ekspresija enzima Krebsovog ciklusa

Promjene genske ekspresije Cs, Mdh2 i Scas, tokom izlaganja Zivotinja hladnodi i u
fazi hibernacije, prikazane su na Figuri 19. U poredenju sa kontrolnim uzorcima, genska
ckspresija Cs je bila znacajno niza tokom citavog perioda izlaganja hladnodi, dok je nivo
iRNK za Scs bio manji od kontrolnog samo tokom prvih nedelju dana aklimacije.
Nasuprot ovim promjenama, genska ekspresija mitohondrijalne izoforme Mdb je bila od 4-
10 puta veca od kontrole, 1, 3. i 12. dana aklimacije 1 u fazi hibernacije (p < 0,001), dok je 7.
121. dana bila ispod kontrolnog nivoa.

U fazi hibernacije, kolicina iRNK za Seas je bila na kontrolnom nivou; dok su nivoi
iRNK za Cs i Mdh2 bili veéi 1,4 (p < 0,05); odnosno ~4 puta (p < 0,001), u odnosu na

kontrolu.
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Citrat sintaza Malat dehidrogenaza (mitohondijalna)
c 12007 mm 22:1°C *
[ 4+1°C

* o 900

600
500
) r“ﬁﬂ |F"7 - ‘
0 0
1

200

H N
_\|+

[
=}

L33

21

% od kontrole
g
% od kontrole

‘F_W
3 7

kontrola hibernacija kontrola 12 hibernacija
vrijeme (dani) vrijeme (dani)
Sukcinil-CoA sintetaza
150 mm 22+ 1
|
2
2 100
{=
g
~
B s
0
kontrola hibernacija

vrijeme (dani)

Figura 19. Promjena kolicine iIRNK za ctrat sintazn (Cs), malat debidrobenazu (Mdh) i sukcinil-
CoA sintetazn (Scas) n BAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i n hibernaciji.
*poredenje sa kontrolnom grupoms; * p < 0,05; ** p < 0,01; ¥** p < 0,001.

4.1.2.8. Genska ekspresija enzima glukoneogeneze

Tokom citavog perioda aklimacije na nisku temperaturu genska ekspresija Pek? je
bila ve¢a od kontrole (1. dan p < 0,05; odnosno 3-21. dan p < 0,001), kao i u fazi torpora
(p < 0,001) (Figuri 20).

4.1.2.9. Genska ekspresija enzima ukljuenih u sintezu/razgradnju lipidnih i
glukoznih rezervi

Genska ckspresija Gsk3 1 Hs/ je bila nepromjenjena tokom citavog perioda
aklimacije na hladnocu; osim 1. dana kada je, u poredenju sa kontrolom, zabiljezen pad od
~50% u kolic¢ini iRNK za Gsk3 (Figura 21). Nasuprot tome, genska ekspresija za Gpd1 je
bila manja od kontrole 1, 3, 7. 1 21. dana aklimacije na nisku temperaturu; slicno kao i
genska ekspresija Fabp4 (1, 3, 12. 1 21. dan izlaganja hladnodi).

U fazi hibernacije detektovana je povecana kolicina iRNK za Gpd7 i Hs/ u odnosu
na kontrolu (p < 0,001); dok je u istim uslovima genska ckspresija Gsk3 bila

nepromjenjena, a Fabp4 smanjena na ~70% kontrolne vrijednosti (p < 0,05).
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Figura 20. Promjena kolicine iIRNK za fosfoenolpirnvat karboksikinazu (Pek) n BAT tekunica tokom
vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0,05;

¥ p < 0,001.

4.1.2.10. Genska ekspresija antioksidativnih enzima
U poredenju sa kontrolom, genska ekspresija katalaze i GSH-Px je bila smanjena
gotovo tokom citavog perioda aklimacije na nisku temperaturu (Figura 22). Izuzetak je bio

7. dan; odnosno 7. i 12. dan, kada je kolicina iRNK za GSH-Px i katalazn bila na

kontrolnom nivou.

U fazi hibernacije nivo genske ekspresije za katalazn 1 GSH-Px je bio smanjen za

~40; odnosno 50% od kontrolne vrijednosti.
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Figura 21. Promjena kolicine iRINK za fkinazn glikogen sintaze 3 (Gsk3), glicerol-3-fosfat
debidrogenazn (Gpd), fatty-acid binding protein 4 (Fabpd) i hormon-osjetfjivn lipazn (Hsl) n BAT
tekunica tokom vremenski-avisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom
grupomy * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 22. Promjena kolicine iIRNK za katalazu i glutation peroksidazu (GSH-Px) n BAT tekunica
tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnocu i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupomy; ** p

<0,01; ** p < 0,001.
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4.1.3. Morfometrijska i stereoloska analiza

4.1.3.1. Volumenska gustina adipocita, krvnih sudova i intersticijuma u BAT
tekunica

Grupni histogram prikazan na Figuri 23 pokazuje da je volumenska gustina
adipocita bila povecana u odnosu na kontrolu 12. 1 21. dana aklimacije na hladnoc¢u (p <
0,001). Nasuprot tome, udio kapilara u BAT je tokom prvih dana izlaganja niskoj
temperaturi (1. 1 7. dan) bio statisticki znacajno veci nego u kontrolnim uzorcima; dok je u
istom periodu kada je zabiljezena povecana volumenska gustina adipocita (12. 1 21. dan),
detektovano smanjenje zapreminskog udjela ove tkivne komponente. Sto se tice
volumenske zastupljenosti intersticijuma, ona je bila smanjena tokom prvih 12 dana
izlaganja hladnod¢i (p < 0,001), nakon cega se restituise na kontrolni nivo.

U poredenju sa kontrolom, u hibernaciji nema promjena volumenske gustine

adipocita, krvnih sudova i intersticijuma.

4.1.3.2. Povrsina adipocitnog profila
U poredenju sa kontrolnom grupom, povrsina profila mrkih adipocita je bio
statisticki znacajno veci u svim grupama zivotinja izlaganih niskoj temperaturi, kao i u grupi

hiberniraju¢ih zivotinja (Figura 24).
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Volumenske gustine tkivnih komponenti
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Figura 23. Grupni histogram volumenske gustine adipocita (bijeli stubici), intersticijuma (sivi stubic) i
krvnih sudova (crni stubici) u BAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na bladnocu i n
hibernaciji. *poredenye sa kontrolnom grupons; * p < 0,05; *** p < 0,001.
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Figura 24. Promjene povrsine adipocitnog profila u BAT tekunica tokom vremenski-gavisne aklimacije
na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupomy; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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4.1.4. Svijetlosna i elektronska mikroskopija

4.1.4.1. BAT - opsta slika, prokrvljenost

Svijetlosna mikroskopija (Slika 11) je pokazala da mrki adipociti prilikom izlaganja
zivotinja hladnoéi podlijezu hipertrofiji (posebno od 12. dana). Ovi rezultati su u
saglasnosti sa rezultatima morfometrijske 1 stereoloske analize; koji govore u prilog
povecanom zapreminskom udjelu adipocita u tkivu, kao i povecanju povrsine njihovog
profila. Takode, osim sto dolazi do povecanja velicine adipocita, zapaza se 1 (prividni)
gubitak granica medu susjednim celijama, pri ¢emu se nukleusi adipocita (inace centralno
pozicionirani) pomjeraju ka periferiji, te se stvara neka vrsta sincicijuma, koja moze
ukazivati na metabolicku i/ili funkcionalnu bliskost i koodinaciju ovih celija (formiranje
»metabolickih jedinica®). U hibernaciji se zadrzava povecana veli¢ina adipocita, kao i
periferno postavljeni nukleusi; ali se granice medu ¢elijama jasno uocavaju.

Takode, rezultati svijetlosne i elektronske mikroskopije pokazuju da treceg i
sedmog dana izlaganja hladno¢i, kao i u fazi hibernacije u citoplazmi mrkih adipocita dolazi
do usitnjavanja lipidnih kapi. Medutim, na elektronskim mikrografijama (Slika 12) se vidi da
21-dnevno izlaganje hladnodi ne afektuje znacajno velicinu lipidnih kapi, ali vodi poveéanju
velicine mitohondrija; te se u ovom periodu uocava prisustvo uvecanih mitohondrija u
poredenju sa kontrolnom grupom.

I rezultati volumenske gustine kapilara jasno se mogu vidjeti na svjetlosnim
mikrografijama BAT (Slika 13). Naime, tokom prvih nedelju dana aklimacije na hladnoc¢u
uocava se povecanje kontaktne povriine izmedu pojedinacnih adipocita i kapilara, koja
dostize maksimum 7. dana. Treéeg i sedmog dana izlaganja hladno¢i u tkivu se uocava
izrazita dilatiranost krvnih sudova, koja vjerovatno doprinosi povecanju volumenske
gustine ove komponente u tkivu (rezultati stereoloske analize). Nakon, ovog inicijalnog
poveéanja prokrvljenosti, 12. 1 21. dana aklimacije na hladnocu, kao i u fazi hibernacije
jasno se uocava smanjenje kontaktne povrsine kapilara i adipocita; koja je ¢ini se manja

nego u kontrolnim presjecima.

4.1.4.2. Inervacija BAT

Promjene u inervaciji BAT prikazane su na Slici 14. Interesantno je da je u
kontrolnim uzorcima primjecen visok stepen inervacije BAT, tj. veliki broj nervnih vlakana
oko kapilara. Tokom prvih nekoliko dana (do 7 dana) jasno se uocava povecanje inervacije

BAT oko krvnih sudova, kao i povecanje brojnosti tzv. ,en passant* sinapsi koje nervna
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vlakna uspostavljaju direktno sa mrkim adipocitima. Medutim, sa mikrografija se jasno vidi

da ve¢ od 12. dana izlaganja niskoj temperaturi dolazi do smanjenog nervnog ,,napajanja“

BAT, sto se odrzava do kraja ispitivanog perioda. Takode i u hibernaciji je primjecen maniji

broj nervnih vlakana, kako oko mrkih adipocita tako i oko kapilara.

Kontrola

Izlaganje hladno¢i Hibernacija

Slika 11. Opsta shika BAT tekunica kontrolne grupe, tokom vremenski-zavisnog izlaganja niskoj
temperaturi (1, 3, 7, 12, odnosno 21 dan) i u hibernaciji. Orig. nvelicanje - 100x.
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Slika 12. Mrki adipociti tekunica kontrolne grupe (slike gore) i grupe iglagane bladnod 21 dan (slike
dolje). Scale bar 10 um.
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Kontrola Izlaganje hladnoci
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Slika 13. Prokrvljenost BAT tekunica kontrolne grupe, tokom vremenski-zavisnog iglaganja niskoj
temperaturi (1, 3, 7, 12, odnosno 21 dan) i u hibernaciji. Orig. nvelicanje - 100x.

70



4.1.4.3. PAS bojenje rezervi glikogena

Rezerve glikogena u citoplazmi se jako boje Sifovim reagensom, §to je primjetno
ve¢ u kontrolnim uzorcima (Slika 15). Medutim, odmah po izlaganju hladnod¢i (1. dan)
primjeceno je smanjenje rezervi glikogena; koje se nakon nedelju dana izlaganja hladnoci
restituisu. Takode histoloski nije primjecena promjena u kolic¢ini glikogena tokom faze

hibernacije u poredenju sa kontrolom.

4.1.4.4. Nukleusi mrkih adipocita

Nukleusi mrkih adipocita kontrolne grupe Zivotinja su heterogeni, zastupljena su
dva tipa podjednake brojnosti: heterohromatski, poligonalni i euhromatski, okrugli.
Heterogenost se zadrzava i 1. dana, ali se broj euhromatskih nukleusa povecava, dok su u
ostalim grupama prisutni krupni, okrugli, euhromatski nukleusi sa jednim ili dva nukleolusa
— transkripciono aktivna forma (Slika 106). Takode, na semi-fine presjecima se jasno uocava
da nukleusi mrkih adipocita 7. 1 12. dana izlaganja hladno¢i 1 u hibernaciji sadrze lipidna

tela; a primjeceni su 1 binukleusni adipociti 7. dana izlaganja niskoj temperaturi (Slika 17).

4.1.4.5. Apoptoza u BAT

Na parafinskim presjecima je primjeéeno apoptotsko odstranjivanje mrkih adipocita
21. dana izlaganja hladno¢i (Slika 18). Takode na semi-fine presjecima se jasno vidi
formiranje apoptotskih tijela i njihovo uklanjanje makrofagima. Interesantno je medutim da
su u kod iste grupe zivotinja detektovane nestin-imunopozitivne Celije (parafinski presjeci),
§to vijerovatno ukazuje na paralelnu, balansiranu indukciju odstranjivanja mrkih adipocita i

njihove proliferacije.
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Kontrola

Slika 14. Inarvacija BAT ftekunica kontrolne grupe, tokom wvremenski-zavisnog iglaganja niskoj
temperaturi (1, 3, 7, 12, odnosno 21 dan) i u hibernaciji. Orig. nvelicanje - 63x.
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Kontrola Izlaganje hladnodi Hibernacija

o I o = = =3 g

Slika 15. Rezerve glikogena u BAT tekunica kontrolne grupe, tokom vremenski-zavisnog izlaganja
niskoj temperaturi (1, 3, 7, 12, odnosno 21 dan) i u hibernacji. Orig. nvelicanje - 40x.
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I ) n.
Slika 16. Nunkleusi mrkih adipocita kontrolne grupe, tokom vremenski-zavisnog iglaganja niskoj
temperaturi (1, 3, 7, 12, odnosno 21 dan) i u hibernaciji. Kontrola, orig. nvelitanje - 100x. (lijevo). Sve

grupe, orig. nvelicanje - 100x (desno).
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P L . S
,t”z' -

Slika 17. Binukleusni mrki adipociti u BAT tekunica iglaganih 7 dana niskoj temperaturi. Orig.
uvelicanje - 100x (lijevo). Prisustvo lipidnib kapi n nuklensima mrkib adipocita n BAT tekunica
2zlaganih hladnodi 12 dana i u bibernaciji. Orig. uvelicanje - 100x (desno).
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Slika 18. Apoptotsko odstranjivanje mrkih adipocita i prisustvo nestin-imunopozitivnih celija u BAT
tekunica iglaganih bladnoéi 21 dan. A) semi-fine presjek, orig. nvelicanje - 100x . B) parafinski presjek,
orig. wvelicanje - 5x;, insert, orig. nvelicanje - 10x; C) parafinski presjek, orig. uvelicanje 20x. Mf -
makrofagi; bijela strelica - apoptoza; crna strelica - nestin-imunopozitivna éelija.
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4.2. MRKO MASNO TKIVO PACOVA

4.2.1. Western blot analiza

4.2.1.1. Proteinska ekspresija enzima ukljucenih u katabolizam glukoze

Figura 25 pokazuje da se tokom rane faze aklimacije na hladnoéu (1-7 dana)
proteinski nivo heksokinaze, GAPDH i PDH znacajno smanjuje u poredenju sa kontrolom
(p < 0,001). Ovo smanjenje je nastavljeno tokom citavog ispitivanog perioda za PDH (p <

0,001), za heksokinazu do 21. dana, a za GAPDH do 12. dana (p < 0,01) izlaganja hladnodi.

4.2.1.2. Proteinska ekspresija « subjedinice HIF-1

Tokom prvih nedelju dana izlaganja niskoj temperaturi detektovana je povecana
akumulacija « subjedinice HIF-1 u poredenju sa kontrolom (p < 0,001), dok je nakon toga
do kraja ispitivanog perioda (21 dan) zabiljezen pad od 75-90% u nivou HIF-1a proteina (p
< 0,001) (Figura 26).

4.2.1.3. Proteinska ekspresija enzima ukljucenih u lipidni metabolizam

Kao $to je pokazano na Figuri 27, hladnoca je indukovala znacajno smanjenje
proteinskog nivoa ACADM tokom ranog perioda aklimacije (p < 0,001). Nasuprot tome,
proteinska koli¢ina SCAS 1 FAS je bila povecana u odnosu na kontrolu, tokom citavog
perioda izlaganja hladnodi, osim 1. dana kada je zabiljezen pad proteinske kolicine i SCAS i

FAS od 15%, odnosno 80% u odnosu na kontrolu.

4.2.2. Enzimska aktivnost
4.2.2.1. Enzimska aktivnost laktat dehidrogenaze
U poredenju sa kontrolom, aktivhost LDH je bila znacajno povecana od 3. dana

aklimacije na hladnocu, pa sve do kraja ispitivanog perioda (p < 0,001) (Figura 28).

4.2.3. Svijetlosna i elektronska mikroskopija

4.2.3.1. PAS bojenje rezervi glikogena
Jednodnevno izlaganje zZivotinja hladnoéi indukovalo je brzo smanjenje
glikogenskih rezervi. Medutim, ve¢ od 3. dana aklimacije na nisku temeraturu primjeceno je

deponovanje glikogena (Slika 19, lijevi panel).
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Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza
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vrijeme (dani)

Figura 25. Promjene proteinske ekspresije heksokinaze, pirnvat debidrogenaze (PDH) 7 gliceraldebid-3-
Josfat debidrogenaze (GAPDH) n BAT pacova tokom vremenski-zavisne aklimacije na bladnoén.

*poredenje sa kontrolnom grupons; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

% od kontrole

kontrola 1 3 7 12 21 45

vrijeme (dani)

Figura 26. Promjene proteinske ekspresije hipoksija-inducibilnog faktora-1a (HIF-1a) n BAT pacova

tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoln. *poredenje sa kontrolnom grupom; *** p < 0,001.
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Figura 27. Promjene proteinske ekspresije sukcinil-CoA sintetaze (SCAS), acil-CoA debidrogenaze
(ACADM) i sintaze masnih kiselina (FAS) n BAT pacova tokom vremenski-zavisne aklimacije na
hladnoéu. *poredenje sa kontrolnom grupoms; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 28. Promjene aktivnosti laktat debidrogenaze (LDH) n BAT pacova tokom vremenski-zavisne
aklimacije na hladnocu. *poredenye sa kontrolnom gruponz; *** p < 0,001.
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PAS TEM
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Slika 19. Rezerve glikogena (ljjevi panel) i lipidne kapi (desni panel) u BAT pacova kontrolne grupe i
tokom vremenski-zavisnog izlaganja niskoj temperaturi (1, 3, 7, 12, 21, odnosno 45 dana). SM - Orig.
uvelicanje - 40x, TEM - scale bar 10 pm.
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4.2.3.2. Lipidne rezerve

Elektronske mikrografije pokazuju promjene u koli¢ini lipidnih rezervi tokom
izlaganja pacova hladno¢i (Slika 19, desni panel). Ove promjene velicine lipidnih rezervi bile
su vtlo slicne promjenama rezervi Secera. Naime i ovde je primjeceno smanjenje lipidnih
depozicija u mrkim adipocitima veé prvog dana izlaganja hladnoéi; dok je sinteza i ponovno
popunjavanje ovih energetskih rezervi primje¢eno u periodu od 3 - 45. dana aklimacije na

nisku tempraturu.
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4.3. SKELETNI MISICI

4.3.1. Western blot analiza

4.3.1.1. Proteinska ekspresija komponenti elektron-transportnog lanca

Aklimacija na nisku temperaturu nije imala efekta na proteinsku ekspresiju
kompleksa I. U poredenju sa kontrolom proteinska kolicina kompleksa III 3. 1 12. dana,
kompleksa IV 1.1 12. dana i citohroma ¢ 3, 7. 1 21. dana je bila statisticki znacajno manja.
Nasuprot tome, nivo kompleksa II 1. i 7. dana; kao 1 kompleksa IV 3.1 7. dana je bio vedi
nego u kontrolnim uzorcima.

Suprotno navedenim promjenama, tokom hibernacije proteinska ekspresija
kompleksa I 1 IV nije bila promjenjena, dok je nivo kompleksa II, III i citohroma ¢ bio
znacajno manji od kontrole (p < 0,001).

Opisane promjene u nivou proteina elektron-transportnog lanca prikazane su na

Figuri 29.

4.3.1.2. Proteinska ekspresija ATP sintaze i UCP3

Kao s$to se vidi na Figuri 30, nivo UCP3 proteina nije se mijenjao tokom izlaganja
zivotinja niskoj temperaturi niti u hibernaciji.

U potedenju sa kontrolom, proteinska kolicina ATP sintaze je bila manja od 45-
82% u periodu od 3-21. dana izlaganja niskoj temperaturi; dok u fazi hibernacije nije

zabiljezena promjena u proteinskoj ekspresiji ovog proteina.

4.3.1.3. Proteinska ekspresija enzima ukljucenih u katabolizam glukoze

Na Figuri 31 su prikazane promjene proteinske ekspresije GAPDH, PDH, PDK4 i
dvije subjedinice LDH. U toku prve nedelje aklimacije na nisku temperaturu zabiljezena je
1,5-2 puta veca koli¢cina PDK4 proteina u poredenju sa kontrolom (p < 0,001). Takode, 1.
dana je detektovana veéa koli¢ina obje LDH subjedinice u poredenju sa kontrolom; pri
¢emu je veca koli¢ina H subjedinice detekovana 1. 1 7. dana aklimacije na hladnoc¢u. Nakon
ovog inicijalnog izlaganja niskoj temperaturi, od 12-21. dana nivoi GAPDH i H subjedinice
LDH su bili smanjeni u poredenju sa kontrolom; a kolicine PDK4 i M subjedinice LDH na
nivou kontrole. 21-dnevna aklimacija na hladnocu indukovala je povecanje od ~40%

proteinske ekspresije PDH (p < 0,001).
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U hibernaciji, proteinska ekspresija GAPDH (p < 0,001), PDH (p < 0,001) i PDK4

(p < 0,01) je bila statisticki znacajno niza u poredenju sa kontrolom. Suprotno, kolicina H

subjedinice LDH je bila ~2 puta veca nego u kontroli (p < 0,001).
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Figura 29. Promjene proteinske ekspresije komponenti OXPHOS (kompleks 1, 11, 111, 1V 7 citohroma
¢) u skeletnim misicima tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnolu i n bibernaci.
*poredenje sa kontrolnom grupons; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 30. Promjene proteinske ekspresije ATP sintaze i dekuplujuieg proteina 3 (UCP3) u skeletnin
misicima  tfekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa
kontrolnom grupons; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

4.3.1.4. Proteinska ekspresija ACADM (enzim B-oksidacije) i SCAS (enzim
Krebsovog ciklusa)
Aklimacija na nisku temperaturu u periodu od 3-21. dana indukovala je smanjenje

proteinske ekspresije ACADM u poredenju sa kontrolom, dok je u tom istom periodu nivo
SCAS bio znacajno veci od kontrole (Figura 32). U hibernaciji nivo SCAS proteina je bio

vedi za ~50% od kontrolne vrijednosti (p < 0,01), dok je kolicina ACADM bila na

kontrolnom nivou.

4.3.1.5. Proteinska ekspresija enzima klju¢nih za sintezu/razgradnju glikogena

Kao sto se vidi na Figuri 33, izlaganje niskoj temperaturi nije imalo bitnog uticaja na
ekspresiju GSK3 proteina, osim 7. dana kada je zabiljezen pad od ~40% od kontrolne
vrijednosti (p < 0,01). Sa druge strane, jednodnevno izlaganje hladno¢i indukovalo je 1,9
puta vecu ekspresiju PYG od one u kontrolnoj grupi (p < 0,001); dok je u periodu od 7-21.
dana zabiljezen smanjen nivo koli¢ine ovog proteina u poredenju sa kontrolom.

U uslovima hibernacije, nivo oba enzima kljucna za sintezu/razgradnju glikogena

bila se manja za ¢ak 90-95% od kontrolne vrijednosti (p < 0,001).

4.3.1.6. Proteinska ekspresija klju¢nog faktora neovaskularizacije
Tokom jedno- i tro-dnevnog boravka zivotinja na hladnodi, proteinska ekspresija
VEGF (Figura 34) je bila povec¢ana u odnosu na kontrolu (~1,4 puta; p < 0,05). Medutim,

u periodu od 12-21. dana aklimacije na hladnocu koli¢ina ovog proteina je bila smanjena na
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~35% kontrolne vrijednosti (p < 0,01). Ovaj trend smanjenja je zadrzan i u fazi hibernacije

(~12% kontrolne vrijednosti, p < 0,001).
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Figura 31. Promjene proteinske ekspresije gliceraldehid-3-fosfat debidrogenaze (GAPDH), pirnvat
debidrogenaze (PDH), kinaze pirnvat debidrogenaze 4 (PDK4), M i H subjedinice laktat debidrogenaze
(LDH) u skeletnim misicima tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na bladnoin i u hibernaciji.
*poredenje sa kontrolnom grupony; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 32. Promjene proteinske ekspresije acil-CoA  debidrogenaze (ACADM) i sukcinil-CoA
sintetaze (SCAS) u skeletnim misicima tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoéu i n
hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 33. Promjene proteinske ekspresije glikogen fosforilaze (PYG) i kinage glikogen sinataze 3
(GSK3) u skeletnim misiGima tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoéu i u hibernaciji.
*poredenje sa kontrolnom grupomy; ** p < 0,01; ¥** p < 0,001.
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Figura 34. Promjene proteinske ekspresije vaskularnog endoteljjalnog faktora rasta (VVEGE) n
skeletnim misicima tekunica tokom vremenski-gavisne aklimacije na bladnocu i n hibernaciji. *poredenje
sa kontrolnom grupomy; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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4.3.1.7. Proteinska ekspresija fosfo-AMPKx«, HIF-1« i ERK1/2
Promjene proteinske kolicine ovih proteina prikazane su graficki na Figuri 35. Prvi

dan aklimacije na hladno¢u indukovao je rast HIF-1a (~1,2 puta; p < 0,05), a pad fosfo-
AMPKa (~50%; p < 0,01) proteinske ekspresije. Nasuprot ovom, u poredenju sa
kontrolom proteinska koli¢ina fosfo-AMPKu je bila indukovana 7. 1 12. dana aklimacije na
hladnocu. Takode, od 7. dana izlaganja hladnodi, pa do kraja ispitivanog perioda, ekspresija
HIF-1o i ERK1/2 je bila povecana u odnosu na kontrolu. Medutim, poveéan nivo HIF-1a
je u ovom periodu pokazivao tendenciju restitucije na kontrolni nivo (povecanje od 2,3
puta do 1,3 puta); dok je povecanje ERK1/2 imalo suprotan smjer (povecanje od 1,3-1,8
puta).

U toku faze hibernacije, proteinske kolicine sva tri proteina su bile poveéane u
odnosu na kontrolu, i to: fosfo-AMPKa 1,3 puta (p < 0,05); HIF-1a 1,7 puta (p < 0,001), a
ERK1/2 1,5 puta (p < 0,01).
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Figura 35. Promjene proteinske ekspresije fosfo-AMP-aktivirane protein kinaze a (fosfo-AMPKa),
hipoksija-inducibilnog faktora-1a (HIF-1a) i vanieljskim signalima-regulisanih kinaza 112 (ERK 1 +
ERK 2) un skeletnim misicima tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na bladnoln i n hibernacij.
*poredenje sa kontrolnom gruponsy; * p < 0,05; ** p < 0,01; ¥** p < 0,001.
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4.3.1.8. Proteinska ekspresija SERCA1
Kao $to se vidi sa Figure 36, proteinska ekspresija ovog Ca** kanala je bila snazno
indukovana u poredenju sa kontrolom tokom citavog perioda aklimacije na hladnocu (p <

0,001); dok je u fazi hibernacije smanjena na svega 14% od kontrolne vrijednosti (p <

0,001).

4.3.1.9. Proteinska ekspresija Nrfl, NFE2L2 i PGC-1a

U poredenju sa kontrolom, proteinska ekspresija Ntfl 1 PGC-1a je bila statisticki
znacajno veca tokom citavog perioda izlaganja hladnoci; sa izuzetkom 45. dana kada je
proteinski nivo Nrfl vra¢en na kontrolu (Figura 37). Nasuprot ovome, proteinska koli¢ina
NFE2L2 je bila povecana samo tokom prva tri dana aklimacije na hladnoc¢u (p < 0,05); dok
je nakon toga zabiljezeno smanjenje ekspresije ovog transkripcionog faktora.

Suprotno promjenama tokom aklimacije na hladnocu, u fazi hibernacije proteinska
kolicina sva tri transkripciona (ko)aktivatora je bila smanjena: Nrfl na ~75% (p < 0,05);

NFE2L2 na ~50% (p < 0,01) i PGC-1a na ~35% kontrolne vrijednosti (p < 0,001).

4.3.1.10. Proteinska ekspresija PPAR transkripcionih faktora

Proteinska koli¢ina klju¢ne PPAR izoforme (8) u misi¢ima gotovo da se nije
mijenjala ni u uslovima niske temperature ni u uslovima hibernacije. Jedini izuzetak je bio
12. dana izlaganja hladnodi, kada je detektovan pad njegove proteinske kolicine od ~25% u
odnosu na kontrolu (p < 0,05). Suprotno ovome, proteinska koli¢ina ostale dvije PPAR
izoforme je bila statisticki znacajno veca od kontrole u periodu od 3-21. dana. Medutim, u
fazi hibernacije detektovana je redukovana kolicina PPAR« 1 PPARy na ~72% (p < 0,05),
odnosno ~32% (p < 0,01) kontrolne vrijednosti. Opisane promjene u proteinskoj ekspresiji
PPAR izoformi tokom izlaganja niskoj temperaturi i u fazi hibernacije prikazane su graficki

na Figuri 38.

4.3.1.11. Proteinska ekspresija enzima antioksidativne odbrane

Rezultati Western blot analize, prikazani na Figuri 39, su pokazali da, u poredenju sa
kontrolom, jednodnevno izlaganje zivotinja hladnoéi indukuje povecanje proteinske
ekspresije MnSOD (p < 0,01), a smanjenje proteinskog nivoa katalaze (p < 0,05) i
CuZnSOD (p < 0,01). Tokom produzene aklimacije na nisku temperaturu (od 7-21. dana),

detektovan je povecan nivo katalaze i CuZnSOD proteina u odnosu na kontrolu; dok je
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nivo GSH-Px bio smanjen na ~50% od kontrolne vrijednosti (p < 0,01) 12. 1 21. dana

aklimacije. U fazi hibernacije nivo katalaze, GSH-Px i CuZnSOD su bili ~2 puta veéi nego

u kontrolnim uzorcima (p < 0,001), dok je proteinska kolicina druge SOD izoforme bila

smanjena na svega 30% kontrolne vrijednosti (p < 0,001).
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Figura 36. Promjene proteinske ekspresije sarkoplazmine Ca™*-ATPage 1 (SERCAT) u skeletnim
misicima  tfekunica tokom vremenski-Zavisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa
kontrolnom grupom; *¥* p < 0,001.
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Figura 38. Promjene proteinske ekspresije PPARa, PPARGS i PPARy izoformi u skeletnim nisicima
tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom
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Figura 39. Promjene proteinske ekspresije Cu,Zn i Mn superoksid dismutaza (CuZn i Mn SOD),
katalaze i glntation peroksidaze (GSH-Px) u skeletnim misicima tekunica tokom vremenski-zavisne
aklimacije na hladnon i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0,05; ** p < 0,01; ***

P < 0,001.
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4.4. RETROPERITONEALNO BIJELO MASNO TKIVO

4.4.1. Western blot analiza

4.4.1.1. Proteinska ekspresija komponenti OXPHOS

U poredenju sa kontrolom, tokom aklimacije na hladnoc¢u proteinska ekspresija
kompleksa I, II, III i ATP sintaze je bila smanjena (Figura 40), 1 to: u periodu od 7-21. dana
za kompleks 1, 7. dana za kompleks II (p < 0,01), 1. i 3. dana za kompleks III i u periodu
od 3-21. dana za ATP sintazu (p < 0,05). Nasuprot ovim rezultatima, proteinska kolicina
kompleksa IV je bila povecana od 2,5-4,1 puta tokom ¢itavog perioda izlaganja hladnodi (p
< 0,001); kao i proteinska koli¢ina citohroma ¢ u periodu od 7-21. dana aklimacije (p <
0,001). Takode, 7. 1 12. dana zabiljezeno je povecanje proteinske ckspresije kompleksa I11
(p < 0,001) od 1,7 1 3,3 puta u poredenju sa kontrolom.

U fazi hibernacije ekspresija gotovo svih komponeni OXPHOS je bila suprimirana
u odnosu na kontrolu (kompleks I, 11, III i citohrom ¢). Izuzetak je bio kompleks IV ¢ija

kolicina je bila ve¢a ~2,5 puta u odnosu na kontrolu i u fazi hibernacije (p < 0,001).

4.4.1.2. Proteinska ekspresija enzima ukljucenih u katabolizam glukoze

Kao sto je pokazano i graficki na Figuri 41, proteinska kolicina GAPDH, PDH 1
obje subjedinice LDH je bila poveéana tokom gotovo citavog perioda aklimacije na
hladnoc¢u. Naime, kolicina GAPDH je bila veéa 1,5-1,8 puta u odnosu na kontrolu u svim
ispitivanim tackama aklimacije na hladnoc¢u (p < 0,001). Takode, nivo PDH i H subjedinice
LDH je bio povetan u periodu od 3-21. dana aklimacije na nisku temperaturu; dok je
proteinski nivo druge LDH subjedinice bio pove¢an u odnosu na kontrolnu grupu 1. (p <
0,05), 7, 12. (p < 0,001) i 21. (p < 0,05) dana izlaganja hladnodi.

Suprotno povecanju detektovanom u fazi aklimacije na nisku temperaturu, koli¢ina
PDH enzima je bila smanjena na 72% od kontrolne vrijednosti u fazi hibernacije (p <
0,05); dok je proteinska ekspresija preostalih enzima bila povecana, kao i tokom aklimacije

na hladnodu, i to ~1,2 puta u odnosu na kontrolu (p < 0,05).
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Figura 40. Promjene proteinske ekspresije komponenti OXPHOS' (kompleks 1, 11, 111, 117, citohroma
¢ 1 ATP sintaze) u rWAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na bladnoin i u hibernacy.
*poredenje sa kontrolnom grupony; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

4.4.1.3. Proteinska ekspresija enzima ukljucenih u katabolizam lipida

Ni izlaganje hladnodi, ni hibernacija nisu imali uticaja na proteinsku ekspresiju
enzima B-oksidacije — ACADM. Nasuprot tome, nivo SCAS proteina u periodu od 1-12.
dana aklimacije je bio vedi 1,5-2 puta u odnosu na kontrolu (p < 0,001); dok je u fazi
hibernacije detektovano smanjenje nivoa ovog proteina na svega 20% od kontrolne

viijednosti (p < 0,001). Ove promjene su prikazane graficki na Figuri 42.
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Figura 41. Promyjene proteinske ekspresije gliceraldehid-3-fosfat debidrogenaze (GAPDH), pirnvat
debidrogenaze (PDH), M i H subjedinice laktat dehidrogenaze (LDH) n rWAT tekunica tokom
vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupomsy; * p < 0,05;

< 0,01; %% p < 0,001,
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Figura 42. Promjene proteinske ekspresije acil-CoA  debidrogenaze (ACADM) i sukeinil-CoA
sintetaze (SCAS) u rWAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i n bibernaciji.

*poredenje sa kontrolnom grupom; *** p < 0,001.
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4.4.1.4. Proteinska ekspresija enzima ukljucenih u anabolizam lipida

Kao $to se vidi na Figuri 43, gdje su rezultati prikazani graficki, proteinska
ckspresija 1 FAS 1 ACC je bila veéa u svim ispitivanim tackama aklimacije na nisku
temperaturu.

Iako se pokazalo da hladnoca kod eutermnih Zivotinja ima isti efekat na ekspresiju
bio ~3,5 puta veci nego u kontroli (p < 0,001); dok je kolicina ACC gotovo prepolovljena u

ovim uslovima (p < 0,01).

4.4.1.5. Proteinska ekspresija VEGF

Tokom prvih 12 dana aklimacije proteinska koli¢cina VEGF je bila ~2,5 puta veca
nego u kontroli (p < 0,001); dok je 21. dana takode detektovano povecanje ali od svega
~30% (p < 0,01). Trend smanjenja je nastavljen i u fazi hibernacije, gdje je koli¢ina ovog

proteina smanjena 55% u odnosu na kontrolu (p < 0,001) (Figuri 44).

4.4.1.6. Proteinska ekspresija fosfo-AMPKo i HIF-1a

Prvog dana aklimacije na hladno¢u detektovana je smanjena koli¢ina i HIF-1a i
fosto-AMPKa u odnosu na kontrolu (p < 0,001; Figura 45). Nasuprot tome, tokom
produzenog boravka zivotinja na hladnodi (od 7-21. dana) zabiljezena je povecana koli¢ina
fostfo-AMPKa. Ovo povecanje je, medutim, pokazivalo tendenciju vracanja na kontrolni
nivo, jer je 7. dana nivo fosfo-AMPKa bio veci 3,1 puta od kontrole (p < 0,001); 12. dana
2,3 puta (p < 0,001); a 21. svega 1,3 puta (p < 0,05). Nivo HIF-1a bio je veéi od kontrole
samo 12. dana izlaganja hladnod¢i (p < 0,001).

U fazi hibernacije, proteinski nivoi oba faktora su bili statisticki manji od kontrole i
to za 44% u slucaju fosfo-AMPKa (p < 0,01), odnosno za 58% u slucaju HIF-1a (p <
0,001).

4.4.1.7. Proteinska ekspresija mitofuzina 1i PGC-1x

Kao $to je graficki prikazano na Figuri 40, u odnosu na kontrolu, proteinski nivo
PGC-1u je bio statisticki znacajno veéi tokom citavog perioda izlaganja hladno¢i, dok je to
bio slucaj 1 kod mitofuzina 1 u periodu od 3-21. dana aklimacije (p < 0,001). Medutim, u
fazi hibernacije kolicina PGC-la je smanjena na svega 2% kontrolne vrijednosti (p <

0,001); a mitofuzina 1 na 20% od kontrole (p < 0,001).
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Figura 43. Promjene proteinske ekspresije sintaze masnib kiselina (FAS) i acetil-CoA karboksilaze
(ACC) n rWAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoéu i n hibernaciji. *poredenje sa

kontrolnom grupomy; * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001.
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Figura 44. Promjene proteinske ekspresije vaskularnog endotelijalnog faktora rasta (VEGE) n rlWAT
tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom

grupon; ¥ p < 0,01; ¥%% p < 0,001.
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Figura 45. Promjene proteinske ekspresije fosfo-ANMP-aktivirane protein kinaze a (fosfo-AMPKa) i
hipoksija-inducibilnog faktora-1a (HIF-1a) u rWAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na
hladnoln i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 46. Promjene proteinske ekspresije mitofuzina 1 i transkripcionog ko-aktivatora PGC-Ta u
rWAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoéu i n hibernaciji. *poredenje sa
kontrolnom gruponsy; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

4.4.1.8. Proteinska ekspresija Nrfl i NFE21.2

Proteinska ckspresija Nrfl nije bila afektovana ni niskom temperaturom kod
eutermnih Zivotinja, niti u uslovima hibernacije (Figura 47). Sa druge strane, kolicina
NFE2L2 proteina je bila 2,3 puta, odnosno 1,3 puta veca od kontrole 7. i 12. dana
aklimacije na hladno¢u, dok je 21. dana zabiljezen pad njegove koli¢ine od oko 27% u

odnosu na kontrolu (p < 0,05). Takode, u toku torpora detektovano je svega 3% kontrolne

koli¢cine NFE2L2 (p < 0,001).
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Figura 47. Promjene proteinske ekspresije transkripcionih faktora Nifl i NFE2L2 u rWAT tekunica
tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupom; * p <
0,05; ¥ p < 0,001.
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4.4.1.9. Proteinska ekspresija izoformi PPAR

U periodu od 3-21. dana izlaganja zivotinja hladnoéi detektovano je smanjenje
proteinske ekspresije PPARa u poredenju sa kontrolom. Nivo PPARy proteina je bio

smanjen u odnosu na kontrolu 1. (p < 0,01) 1 21. dana (p < 0,05) aklimacije na nisku

temperaturu. Sto se tice PPARS izoforme, njena ckspresija je bila ~2 puta veéa nego u

kontroli 3. 1 7. dana izlaganja hladno¢i (p < 0,001).

U fazi hibernacije, proteinska ekspresija sve tri izoforme je bila suprimirana, ali u

razlicitoj mjeri. Tako je nivo PPARS bio smanjen na 75% kontrolne vrijednosti (p < 0,05);

PPARy na 50% (p < 0,01); a najveca supresija je videna kod PPARa izoforme - na svega

13% kontrolne vrijednosti (p < 0,001).

Opisane promjene su graficki prikazane na Figuri 48.
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Figura 48. Promjene proteinske ekspresije PPARa, PPARS i PPARy izoformi u vWAT tekunica
tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnon grupony; * p <
0,05; ¥* p < 0,01; *** p < 0,001.
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4.4.1.10. Proteinska ekspresija enzima antioksidativnhe odbrane

Kao sto je graficki prikazano na Figuri 49, aklimacija na nisku temperaturu nije

uticala na proteinski nivo katalaze, dok je snazno indukovala poveéanje kolicine GSH-Px

proteina. Nasuprot tome, proteinska ekspresija SODs je u ovim uslovima pokazala faznu-

zavisnost odgovora; pa je kolicina MnSOD bila ve¢a nego u kontroli 3.1 7. dana (p <

0,001) aklimacije na hladno¢u, a CuZnSOD 12.1 21. dana (p < 0,01).

Proteinska ekspresija citoplazmatske izoforme SOD, koja je ,,odgovorila“

povecanjem kasnije tokom aklimacije na hladnocu, zadrzala je povecanje od 1,4 puta i u

tazi hibernacije (p < 0,01). Suprotno, nivo MnSOD i1 GSH-Px proteina je bio u ovim

uslovima znac¢ajno manji nego u kontroli (p < 0,01). Kao i u slucaju izlaganja hladnodi, ni

hibernacija nije afektovala proteinsku kolicinu katalaze.
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Figura 49. Promjene proteinske cekspresije Cu,Zn i Mn superoksida  dismutaze (CuZnSOD i
MnSOD), katalaze i glutation peroksidaze (GSH-Px) u rWAT tekunica tokom vremenski-zavisne
aklimacije na hladnocu i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupom; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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4.4.2. Morfometrijska i stereoloska analiza

4.4.2.1. Volumenska gustina adipocita, krvnih sudova i intersticijuma u rfWAT
Stereoloska analiza rWAT je pokazala da se volumenski udio pojedinacnih
komponenti tkiva ne mijenja niti tokom izlaganja zivotinja hladnod¢i, niti u fazi hibernacije,
sa izuzetkom 7. dana aklimacije na hladnoéu kada je primjeéen blagi porast
intersticijumskog udjela. Medutim, ukoliko se pogleda graficki prikaz rezultata (Figura 50),
jasno se moze primjetiti da volumenski udio kapilara ima tendenciju porasta ve¢ od 7. dana

izlaganja hladnodi, kao i da se ovaj trend odrzava i u hibernaciji.

4.4.2.2. Povrsina adipocitnog profila

Ono $to je svakako najupadljivija promjena prilikom razmatranja povrsine profila
adipocita jeste njihova veli¢ina koja se (u sva tri depoa) kre¢e u opsegu od 5000-12500 pm?;
sto ih svakako svrstava u grupu jako krupnih adipocita (Figura 51). Nasi rezultati su,
takode, pokazali da se tokom produzenog boravka na hladnod¢i (12-21. dan), kao i u fazi

hibernacije, povrsina profila adipocita ovog depoa znacajno smanjuje (p < 0,001).

4.4.3. Svijetlosna mikroskopija
4.4.3.1. Opsta slika (,,browning* efekat)

Rezultati svijetlosne mikroskopije (Slika 20, lijevi panel) su u saglasnosti sa
rezultatima morfometrijske analize. Naime, na ovim mikrografijama se jasno vidi da se
veli¢ina adipocita u tWAT depou smanjuje upravo od 12. dana aklimacije kada je prvi put 1
zabiljezen statisticki pad u povisini adipocitnog profila; kao i da su ovi ,,sitniji* adipociti
prisutni kako do kraja ispitivanog perioda aklimacije na hladnoéu, tako i u fazi hibernacije.

Osim toga, detaljnim pregledanjem presjeka, primjeceno je da se u rWAT depou
ve¢ od 3. dana izlaganja hladnodi pojavljuju éelije mnogo vise nalik mrkim nego klasi¢nim
bijelim adipocitima (Slika 21). Naime, ove éelije su ,,umetnute® izmedu bijelih adipocita i
imaju multilokulusnu strukturu tipi¢nu za mrke adipocite. Pojava ovih ,,brite/ beige “ adipocita

je primjecena i 7. dana aklimacije na hladnocu.
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Figura 50. Grupni histogram volumenske gustine adipocita (bijeli stubic), intersticijuma (sivi stubici) i
krvnih sudova (crni stubis) n rWAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i n
hibernaciji. *poredenge sa kontrolnom grupom; * p < 0,05.
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Figura 51 Promjene povrsine adipocitnog profila u rWAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije
na hladnoin i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupom; *** p < 0,001.
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Slika 20. Opsta slika rWAT (ljevi panel), eWAT (srednji panel) i sSWAT (desni panel) tekunica
kontrolne grupe, tokom vremenski-zavisnog izlaganja niskoj temperaturi (1, 3, 7, 12, odnosno 21 dan) i u
hibernacifi. Orig. uvelicanje - 40x.
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Slika 21. ,Browning* efekat - pojava multilokulusnib adipocita u yWAT (gore), eWAT (u sredini) i
SWAT (dolje) tekunica nakon 3, odnosno 7 dana aklimacije na niskn temperaturn. Orig. uvelicanje -
60x.
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4.4.3.2. Inervacija rtWAT
Blago poveéana inervacija tWAT, prvenstveno oko nevelikog broja krvnih sudova,
je primjeéena tokom Ccitavog perioda izlaganja zivotinja hladnoéi (Slika 22, lijevi panel).

Nasuprot tome, u fazi hibernacije se jasno vidi smanjen broj nervnih sinapsi i/ili vlakana.

4.4.3.3. PAS bojenje glikogena

Jako slaba reakcija glikogena u adipocitima na Sifov reagens je oéekivana shodno
maloj kolicini glikogenskih zaliha, koje postoje u ovim Celijama; ali takode i zbog jako uskog
citoplazmatskog kompartmenta adipocita koji je, krupnom lipidom kapi, potisnut na
periferiju, zajedno sa ostalim oganelama. Upravo iz pomenutih razloga ne uocavaju se

promjene u kolicini glikogena medu eksperimentalnim grupama (Slika 23, lijevi panel).
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Slika 22. Inervacija vWAT (ljevi panel), eWAT (srednji panel) i sWAT (desni panel) tekunica
kontrolne grupe, tokom vremenski-zavisnog izlaganja niskoj temperaturi (1, 3, 7, 12, odnosno 21 dan) i n
hibernaciji. Orig. nvelicanje - 100x.
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Slika 23. Rezerve glikogena n rWAT (ljevi panel), eWAT (srednji panel) i sWAT (desni panel)
tekunica kontrolne grupe, tokom vremenski-avisnog iglaganja niskoj temperaturi (1, 3, 7, 12, odnosno
21 dan) i u hibernaciji. Orig. nvelitanje - 100x.
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4.5. EPIDIDIMALNO BIJELO MASNO TKIVO

4.5.1. Western blot analiza

4.5.1.1. Proteinska ekspresija komponenti OXPHOS

Tokom ¢itavog perioda aklimacije na nisku temperaturu (21 dan) proteinska
koli¢ina kompleksa 111 i ATP sintaze je bila veéa od one zabiljezene u kontrolnoj grupi.
Sli¢no je detektovano i za proteinsku ekspresiju kompleksa IV, s tim §to je u poredenju sa
kontrolom znacajno povecanje zabiljezeno od 3. dana izlaganja hladnodi. Takode 3, 7.1 21.
dana izlaganja hladnod¢i detektovan je i blagi rast od ~30% iznad kontrolne vrijednosti
proteinskog nivoa kompleksa II (p < 0,05); dok je ekspresija citohroma ¢ 12. i 21. dana
aklimacije na hladnocu bila ¢ak 1,8 puta veca od kontrolne vrijednosti (p < 0,001).
Nasuprot ostalim komponentama, proteinska koli¢ina kompleksa 1 je bila statisticki
znac¢ajno manja od kontrole 1 (p < 0,01), 12. i 21. dana (p < 0,001) izlaganja niskoj
temperaturi.

U fazi hibernacije, detektovano je znacajno povecanje proteinske kolicine
kompleksa II1 i to 1,7 puta (p < 0,001), kompleksa IV - 1,5 puta (p < 0,01) i ATP sintaze -
1,9 puta (p < 0,001) u odnosu na kontrolu. Suprotno, nivoi kompleksa I, I i citohroma ¢

bili su manji za 28-44% u odnosu na kontrolu u uslovima hibernacije (Figura 52).

4.5.1.2. Proteinska ekspresija enzima ukljucenih u katabolizam glukoze

Kao $to se vidi sa grafickog prikaza rezultata na Figuri 53, koli¢ina svih ispitivanih
enzima ukljucenih u katabolizam glukoze (GAPDH, PDH i obje subjedinice LDH) je bio
statisticki znacajno veéi od kontrole u periodu od 3-21. dana aklimacije na nisku
temperaturu. Slicno tome, proteinska kolicina GAPDH i dvije LDH subjedinice je bila
povecéana i u fazi duboke hibernacije (p < 0,001), dok je nivo PDH u ovim uslovima bio

smanjen na ~74% od kontrolne vrijednosti (p < 0,05).

4.5.1.3. Proteinska ekspresija enzima ukljucenih u katabolizam lipida

Niti jedan od ispitivanih fizioloskih uslova nije imao statisticki znacajnog efekta na
ekspresiju ACADM proteina u eWAT (Figura 54). Suprotno ovom, nivo SCAS proteina je
bio statisticki znacajno veéi od kontrole (~1,4 puta; p < 0,01) u periodu od 3-12. dana
aklimacije na hladno¢u. Medutim, 21-dnevno izlaganje niskoj temperaturi, kao 1 hibernacija

indukovali su smanjenje proteinske ekspresije SCAS u poredenju sa kontrolom.
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Figura 52. Promjene proteinske ekspresije komponenti OXPHOS' (kompleks 1, 11, 111, 117, citohroma
¢ 1 ATP sintaze) u eWAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na bladnoén i u hibernacij.
*poredenje sa kontrolnom grupons; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 53. Promjene proteinske ekspresije gliceraldebid-3-fosfat debidrogenaze (GAPDH), pirnvat
debidrogenaze (PDH), M i H subjedinice laktat debidrogenaze (LDH) n eWAT tekunica tokom

vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupomy; * p < 0,05;

< 0,01; %% p < 0,001,
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Figura 54. Promjene proteinske ekspresije acil-CoA  debidrogenaze (ACADM) i sukcinil-CoA
sintetaze (SCAS) u eWAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i n hibernacii.
*poredenje sa kontrolnom grupomy; * p < 0,05; ** p < 0,01.
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4.5.1.4. Proteinska ekspresija enzima ukljucenih u anabolizam lipida

Tokom faze aklimacije na hladno¢u, proteinska kolicina FAS je bila, nakon
inicijalnog pada od ~60% (p < 0,01) 1. dana aklimacije; statisticki znacajno veca od
kontrole. Takode, nivo ACC proteina je bio veci od kontrolne vrijednosti u periodu od 1-7.
dana izlaganja hladnoéi (p < 0,001), nakon cega (12. dan) je usledio pad (od ~25% u
odnosu na kontrolu; p < 0,05); a potom 1 restitucija na kontrolni nivo koli¢ine ovog
proteina (21. dan).

U hibernaciji proteinski nivo ACC nije afektovan, ali je detektovano znacajno
povecanje ekspresije FAS proteina od 40% iznad kontrolne vrijednosti (p < 0,01). Sve

opisane promjene FAS 1 ACADM proteina prikazane su na Figuri 55.
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Figura 55. Promjene proteinske ekspresije acetil-CoA karboksilaze (ACC) i sintaze masnib kiselina
(FAS) n eWAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa
kontrolnom grupomy; * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001.

4.5.1.5. Proteinska ekspresija VEGF
Promjena proteinske ekspresije VEGE primjecena je samo 1.1 3. dana aklimacije
na nisku temperaturu, kada je zabiljezen pad u koli¢ini ovog proteina na ~50, odnosno

60% vrijednosti detektovane u kontrolnoj grupi (p < 0,01; Figura 56).

4.5.1.6. Proteinska ekspresija fosfo-AMPKo i HIF-1x

Western blot analiza je pokazala (Figura 57) da dolazi do povecane akumulacije o
subjedinice HIF-1, i to kako u toku aklimacije na hladno¢u (p < 0,001); tako i u fazi
hibernacije (p < 0,01). Sli¢no je detektovano i u slucaju fosfo-AMPKo u periodu od 7-21.

dana aklimacije na hladnocu kao i u fazi hibernacije. Medutim, povecanje kolicine fosfo-
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AMPKa u sledu 7-12-21. dan aklimacije, pokazuje trend vracanja na kontrolni nivo

(povecanje od 2,9-2,3-1,4 puta u odnosu na kontrolu, respektivno).
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Figura 56. Promjene proteinske ekspresije vaskularnog endotelijalnog faktora rasta (VEGE) n eW AT
tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom

grupomy; ** p < 0,01.
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Figura 57. Promjene proteinske ekspresije fosfo-AMDP-aktivirane protein kinaze a (fosfo-AMPKa) i
hipoksija-inducibilnog faktora-1a (HIF-1a) u eWAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na
bladnoin i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupons; * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001.

4.5.1.7. Proteinska ekspresija Nrfl i NFE2L2

Nasuprot proteinskoj ekspresiji Nrfl, koja je bila blago povecana u odnosu na
kontrolu samo 12. dana aklimacije na hladnocu i u fazi hibernacije (p < 0,05); u slucaju
NFE2L2 detektovano je statisticki znacajno povecanje koli¢ine ovog faktora u periodu od

7-21. dana izlaganja hladno¢i, kao 1 u fazi hibernacije (p < 0,001) (Figura 58).
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Figura 58. Promjene proteinske ekspresije transkripcionib faktora Nrfl i NFE2L.2 u eWAT tekunica
tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupom; * p <

0,05; *** p < 0,001.

4.5.1.8. Proteinska ekspresija PPAR izoformi
U periodu od 3-21. dana aklimacije na nisku temperaturu detektovana je znacajno
niza ekspresija PPARa i PPARy (Figura 59). Slicno tome i u fazi hibernacije zabiljezen je
pad u kolicini ovih transkripcionih faktora, od ~90-95% kontrolne vrijednosti (p < 0,001).
Suprotno rezultatima dobijenim za dvije pomenute PPAR izoforme, u slucaju
PPARS detektovano je poveéanje njegove proteinske kolicine u periodu od 7-21. dana
izlaganja hladnodi, kao 1 u fazi hibernacije (p < 0,001; osim 7. dana aklimacije, gdje je p <

0,05).

4.5.1.9. Proteinska ekspresija enzima antioksidativne odbrane

Kao sto Figura 60 pokazuje da se proteinska ekspresija MnSOD 1 katalaze nije bila
znacajno mjenjala tokom aklimacije na hladnocu, kao ni u hibernaciji. Sa druge strane
kolicina CuZnSOD proteina je tokom citavog perioda izlaganja hladno¢i bila smanjena, dok
je 1, 3.1 21. dana aklimacije zabiljezeno povecanje proteinske ekspresije GSH-Px. U

hibernacije je detektovana promjena kolic¢ine samo GSH-Px, koja je bila statisticki znacajno

veca od kontrole (p < 0,001).

110



% od kontrole

PPARa PPARO

Tk

150 mm 2:1°C 2001 mm 22+1°C _— =
] 4x1°C 1 4+1°C
*hx
2
100 -E- -
. & 100
o £
=
e T i
04
kontrola 1 3 7 12 21 hibernacija kontrola 1 3 7 12 21 hibernacija
vrijeme (dani) vrijeme (dani)
PPARy
150 mm 22-1°C
J 4£1°C
=
£ 100
E 5o
E.Q Fkk
’l| ek
0- ’ L [ 1
- ] [
kontrola 1 3 7 12 21 hibernacija

vrijeme (dani)

Figura 59. Promjene proteinske ekspresije PPARa, PPARS i PPARy izoformi n eWAT tekunica
tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupom; * p <
0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 60. Promjene proteinske ekspresije Cu,Zn i Mn superoksid dismutaze (CnZnSOD i MnSOD),
katalaze i glutation peroksidaze (GSH-Px) n eW.AT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na
hladnoln i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupons; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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4.5.2. Morfometrijska i stereoloska analiza

4.5.2.1. Volumenska gustina adipocita, krvnih sudova i intersticijuma u eWAT

Kao i u slucaju rWAT, ni ovde stereoloska analiza nije pokazala statisticki znacajne
promjene u volumenskoj zastupljenost pojedinacnih tkivnih komponenti (Figura 61); ali se 1
ovde primjecuje tendencija rasta udjela kapilara u ukupnoj tkivnoj zapremini, pri ¢emu je u
slucaju eWAT, ovo vidljivo tek od 21. dana aklimacije na nisku temperaturu, kao 1 u fazi

hibernacije.

4.5.2.2. Povrsina adipocitnog profila

Morfometrijska ispitivanja eWAT (Figura 62), jasno su pokazala da hladnoca
indukuje momentalno (ve¢ od 1. dana) smanjenje povrsine profila adipocita u ovom depou
(p < 0,001). Takode, ovo smanjenje je bilo vidljivo gotovo tokom ¢itavog perioda izlaganja

hladnodi, kao i u fazi hibernacije (p < 0,001).

4.5.3. Svijetlosna mikroskopija
4.5.3.1. Opsta slika (,,browning* efekat)

Rezultati svijetlosne mikroskopije eWAT potvrdili su rezultate morfometrijske
analize, s obzirom da je i ovde vidljivo smanjenje veli¢ine adipocita, koje je najizrazenije od
3. dana aklimacije na nisku temperaturu (Slika 20, srednji panel). Takode, jasno se vidi i da
su u fazi hibernacije zastupljeni najsitniji adipociti; a primje¢ena je 1 pojava Celija nalik

mrkim adipocitima 7. dana aklimacije na hladno¢u (Slika 21).

4.5.3.2. Inervacija eWAT

Kao i u slucaju rWAT i ovde je primjeéen blagi porast inervacije adipocita tokom
izlaganja zivotinja hladnodi 1 to prvenstveno oko krvnih sudova. U uslovima hibernacije,
vidno je smanjenje broja nervnih vlakana/sinapsi, medutim, ¢ini se da ovaj depo ostaje ipak

najinervisaniji u poredenju sa ostala dva depoa WAT (Slika 22, srednji panel).
4.5.3.3. PAS bojenje glikogena

Bojenje glikogena u adipocitima Sifovim reagensom nije pokazalo znacajne razlike

izmedu eksperimentalnih grupa (Slika 23, sredni panel).
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Figura 61. Grupni bistogram volumenske gustine adipocita (bijeli stubics), intersticijuma (sivi stubici) i
krvnih sudova (crni stubie) n eW.AT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na bhladnoéu i n
hibernaciji.
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Figura 62. Promjene povrsine adipocitnog profila u eW.AT tekunica tokom vremenski-zavisne
aklimacije na hladnocu i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupomy; *** p < 0,001.
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4.6. SUBKUTANO (POTKOZNO) BIJELO MASNO TKIVO

4.6.1. Western blot analiza

4.6.1.1. Proteinska ekspresija komponenti OXPHOS

Prvog dana aklimacije na nisku temperaturu zabiljezen je pad proteinske kolicine
svih ispitivanih komponenti OXPHOS u poredenju sa kontrolom (Figura 63). Dalje u toku
aklimacije, ovakav trend je zadrzan u slucaju kompleksa III, citohroma ¢ i1 ATP sintaze.
Suprotno tome, proteinska ekspresija kompleksa I 1 kompleksa IV je bila povecana u
odnosu na kontrolu 3. 1 7. dana, odnosno u periodu 3-21. dana izlaganja hladnoci.

U fazi hibernacije proteinska koli¢ina kompleksa I, citohroma ¢ i ATP sintaze je bila
na kontrolnom nivou. Sa druge strane, nivo kompleksa 11 i IV, u ovim uslovima, bio je 1,5-
2 puta vedi nego u kontrolnim uzorcima (p < 0,001), dok je nivo kompleksa III bio

smanjen na svega ~20% kontrolne vrijednosti (p < 0,001).

4.6.1.2. Proteinska ekspresija enzima ukljucenih u katabolizam glukoze

Kao i u slucaju komponenti OXPHOS i ovde je primjeceno smanjenje kolicine
enzima kljucnih za katabolizam glukoze 1. dana aklimacije na nisku temperaturu, u
poredenju sa kontrolom (p < 0,001; Figura 64). Medutim u ovom slucaju, ovakav trend se
odrzao samo kod M subjedinice LDH tokom gotovo ¢citavog perioda aklimacije na
hladnocu (7. dana je zabiljezen kontrolni nivo ovog proteina; a ostalih dana p < 0,001).
Nasuprot tome, nivo GAPDH proteina je bio ¢ak veéi nego u kontroli 3. (p < 0,01)1 7. (p
< 0,05) dana aklimacije, LDH H 7.1 12. dana (p < 0,01); a PDH u periodu od 7-21. dana
izlaganja hladnod¢i (p < 0,001).

Hibernacija je, sa druge strane, indukovala promjenu samo proteinskog nivoa
GAPDH i PDH. Naime, u ovim uslovima detektovana je ~2,5 puta veéa koli¢ina

pomenutih proteina u odnosu na kontrolu (p < 0,001).

4.6.1.3. Proteinska ekspresija enzima ukljucenih u katabolizam lipida

1, 3.1 21. dana izlaganja niskoj temperaturi zabiljezena je manja kolicina ACADM
proteina nego u kontrolnim uzorcima (p < 0,05). Takode, 3. dana aklimacije na hladnocu i
koli¢ina SCAS je bila manja od kontrolne (p < 0,05); ali ve¢ nakon toga (7.1 12. dana) doslo

je do povecanja ekspresije ovog proteina iznad kontrolnog nivoa (p < 0,01).
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U fazi hibernacije kolicina ACADM proteina je bila na kontrolnom nivou, dok je

proteinska ekspresija SCAS bila suprimirana na ~10% od kontrolne vrijednosti (p < 0,001).

Opisane promjene su prikazane na Figuri 65.
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Figura 63. Promjene proteinske ekspresije komponenti OXPHOS' (kompleks 1, 11, 111, 1V, citohroma
¢ 1 ATP sintaze) u sWAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na bladnoin i u hibernaci.
*poredenje sa kontrolnom grupons; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 64. Promjene proteinske ekspresije gliceraldebid-3-fosfat debidrogenaze (GAPDH), pirnvat
debidrogenaze (PDH), M i H subjedinice laktat debidrogenaze (LDH) n sWAT tekunica tokom
vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupoms; * p < 0,05;

< 0,01; %% p < 0,001,
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Figura 65. Promjene proteinske ekspresije acil-CoA  debidrogenaze (ACADM) i sukeinil-CoA
sintetaze (SCAS) u sWAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i n hibernaciji.
*poredenje sa kontrolnom gruponsy; * p < 0,05; ** p < 0,01; ¥** p < 0,001.
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4.6.1.4. Proteinska ekspresija enzima ukljucenih u anabolizam lipida

Kao sto se vidi na Figuri 66, u poredenju sa kontrolom proteinska ckspresija FAS je
bila povecana, i to kako u periodu od 7-21. dana izlaganja hladnodi, tako i u fazi hibernacije
(p < 0,001). Suprotno tome, nivo ACC je bio u odnosu na kontrolu smanjen 1, 3. (p <

0,001) 1 21. dana (p < 0,01) aklimacije na nisku temperaturu, kao i u fazi duboke hibernacije

(p < 0,05).
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Figura 66. Promjene proteinske ekspresije acetil-CoA karboksilaze (ACC) i sintaze masnib kiselina
EAS) u sSWAT tekunica tokom vremenski-avisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa

kontrolnom grupomy; * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001.
4.6.1.5. Proteinska ekspresija VEGF

Nakon inicijalnog pada (1. dan) proteinske kolicine VEGF (p < 0,001); hladno¢a je
u periodu od 7-21. dana indukovala znacajno povecanje proteinske ekspresije ovog
proteina (Figura 67). Sli¢no, u hibernaciji doslo je do povecanja kolicine VEGF proteina 3,7

puta u odnosu na kontrolu (p < 0,001).
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Figura 67. Promjene proteinske ekspresije vaskularnog endotelijalnog faktora rasta (VEGE) n sWAT

tekunica tokom vremenski-avisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom
grupomy ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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4.6.1.6. Proteinska ekspresija fosfo-AMPKo i HIF-1x

Proteinska ekspresija HIF-1o bila je statisticki znacajno niza nego u kontroli 1, 12. 1
21. dana izlaganja niskoj temperaturi, kao i u fazi hibernacije (p < 0,001), dok je 3. dana
aklimacije zabiljezen blagi rast od oko 30% iznad kontrolne vrijednosti (p < 0,05).

Sto se ti¢e fosfo-AMPKe, njegova proteinska ekspresija je bila manja u odnosu na
kontrolu 1. dana izlaganja hladnodi (p < 0,001). Slicno kao 1 kod ostalih WAT depoa
primjecen je porast kolicine ove kinaze 7. i 12. dana aklimacije, samo $to je u ovom slucaju
21. dana izlaganja hladnodi njegova proteinska kolicina na kontrolnom nivou. Ipak, u fazi
hibernacije, detektovano je povecanje proteinskog nivoa fosfo-AMPKa od 3,2 puta u
odnosu na kontrolu (p < 0,001).

Opisane promjene proteinske ekspresije HIF-1a 1 fosfo-AMPKa u toku izlaganja

hladnoc¢i i u fazi hibernacije prikazane su graficki na Figuri 68.

4.6.1.7. Proteinska ekspresija mitofuzina 1i PGC-1x

Jedno- i tro-dnevno izlaganje zivotinja hladnoci indukovalo je supresiju proteinske
ekspresije mitofuzina 1 u poredenju sa kontrolom; nakon cega je 7. dana doslo do
prolaznog povecanja kolicine ovog proteina (p < 0,001). Sa druge strane, proteinska
koli¢ina PGC-1a bila je poveéana u odnosu na kontrolu u periodu od 3-21. dana aklimacije
na nisku temperaturu (p < 0,001). Hibernacija nije afektovala proteinsku koli¢inu PGC-1o;

dok je u slucaju mitofuzina 1 zabiljezen blagi rast od 27% u odnosu na kontrolu u datim

uslovima (p < 0,05) (Figura 69).
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Figura 68. Promjene proteinske ekspresije fosfo-ANMDP-aktivirane protein kinaze a (fosfo-AMPKa) i
hipoksija-inducibilnog faktora-1a (HIF-1a) u sWAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na
hladnoln i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 69. Promjene proteinske ekspresije mitofuzina 1 i transkripcionog ko-aktivatora PGC-1a u
SWAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i un hibernaciji. *poredenje sa
kontrolnom grupoms; * p < 0,05; *** p < 0,001.

4.6.1.8. Proteinska ekspresija Nrfl i NFE2L2

Tokom produzenog boravka tekunica na hladnodi (12. 1 21. dana) detektovana je
smanjena kolicina i Nrfl i NFE2L2 (Figura 70). Ovakav trend je zabiljezen i u fazi
hibernacije u slucaju Nrfl (p < 0,001), dok je kolicina NFE2I.2 u ovim uslovima bila na

kontrolnom nivou.

4.6.1.9. Proteinska ekspresija PPAR izoformi

Proteinska ekspresija y i & izoforme PPAR pokazuju suprotne promjene u dva
ispitivana fizioloska stanja (Figura 71). Naime, proteinska ekspresija PPARYy je bila gotovo
nepromjenjena tokom aklimacije na hladnocu (osim 7. dana kad je primjecen blagi rast
koli¢ine ovog proteina; p < 0,05); dok je u ovim uslovima tokom Ccitavog ispitivanog
perioda proteinska kolicina PPARS bila smanjena u poredenju sa kontrolom (p < 0,001).
Suprotno, u fazi hibernacije proteinska kolicina PPARS je bila na nivou kontrole, dok je
ckspresija. PPARy proteina bila suprimirana na svega 21% kontrolne vrijednosti (p <
0,001).

Suprotno navedenim promjenama, proteinska koli¢ina treée izoforme PPAR
transkripcionog faktora - PPARa, bila je statisticki veca od kontrole u periodu od 3-21.

dana izlaganja hladnodi, kao 1 u fazi hibernacije (p < 0,001).
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Figura 70. Promjene proteinske ekspresije transkripcionih faktora Nrfl i NFE2L2 u sWAT tekunica
tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i n bhibernaciji. *poredenje sa kontrolnon grupony; * p <
0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 71. Promjene proteinske ekspresije PPARa, PPARS i PPARy izoformi u sWAT tekunica
tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnon grupon; * p <
0,05; ¥ p < 0,001.
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4.6.1.10. Proteinska ekspresija enzima antioksidativne odbrane

Kao sto Figura 72 pokazuje, proteinska ekspresija GSH-Px (p < 0,001), CuZaSOD

(p < 0,001, osim 3. dana gdje je p < 0,05) 1 MnSOD (gdje je p < 0,001 1.121. dana; a p <

0,01 3, 7.1 12. dana) bila je statisticki znacajno manja od kontrole tokom ¢itavog perioda

aklimacije na hladno¢u. Suprotno tome, proteinska koli¢ina katalaze bila je znacajno veca

od kontrole u periodu od 3-21. dana izlaganja hladno¢i.

Tokom faze hibernacije zabiljezen je pad od 82% (p < 0,001), odnosno 20% (p <

0,05) od kontrolne vrijednosti u slucaju GSH-Px i MnSOD. Kao i u fazi aklimacije na

hladnocu, proteinska koli¢ina katalaze je 1 ovde bila veca od kontrole (~1,4 puta; p < 0,01).
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Figura 72. Promjene proteinske ekspresije Cu,Zn i Mn superoksid dismutaze (CuZnSOD i MnSOD),
katalaze i glutation peroksidaze (GSH-Px) n sWAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na
hladnoén i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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4.6.2. Morfometrijska i stereoloska analiza

4.6.2.1. Volumenska gustina adipocita, krvnih sudova i intersticijuma u sWAT

Kao sto se vidi na Figuri 73, u potkoznom depou WAT je zabiljezena tendencija
porasta udjela kapilara ve¢ od 1. dana aklimacije na nisku temperaturu. Ovo povecanje je
cak 1 dostiglo statisticku znacajnost 21. dana izlaganja hladnoéi (p < 0,001). U ovoj

vremenskoj tacki zabiljezen je i pad volumenskog udjela adipocita (p < 0,01).

4.6.2.2. Povrsina adipocitnog profila

Suprotno de$avanjima u preostala dva WAT depoa, u sWAT je detektovano
povecanje povrsine profila adipocita 1. (p < 0,001) 1 3. (p < 0,05) dana izlaganja hladnodi
(Figura 74), dok je smanjenje detektovano samo 12. dana aklimacije na nisku temperaturu

(p < 0,05) i u fazi hibernacije (p < 0,001).

4.6.3. Svijetlosna mikroskopija
4.6.3.1. Opsta slika (,,browning* efekat)

Kao i do sad, rezultati svijetlosne mikroskopije slikovito su potvrdili rezultate
morfometrijske analize (Slika 20, desni panel). Naime, sa mikrografija se jasno vidi da
tokom prvih nedelju dana izlaganja hladno¢i dolazi do povecanja velic¢ine adipocita u
sWAT, sto je posebno vidljivo 3. i 7. dana; dok je ve¢ od 12. dana primjetno vracanje
velicine adipocita na kontrolni nivo, te i da su u fazi hibernacije prisutne najsitnije Celije
ovog depoa. Sedmi dan aklimacije na hladnocu i u slucaju ovog WAT depoa indukovao je

pojavu multilokulusnih éelija koje podsjeéaju na mrke adipocite (Slika 21).

4.6.3.2. Inervacija sWAT
Svijetlosna mikroskopija je jasno pokazala da je potkozni depo WAT jedan od
najmanje inervisanih depoa, kao i da tokom aklimacije na hladnocu gotovo da ne dolazi do

povecanja broja nervnih vlakana (Slika 22, desni panel).

4.6.3.3. PAS bojenje glikogena
Bojenje glikogena Sifovim reagensom nije pokazalo vidljivije razlike u koli¢ini ove
energetske rezerve u adipocitima, kako tokom aklimacije na hladnocu, tako i u hibernaciji

(Slika 23, desni panel).
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Figura 73. Grupni histogram volumenske gustine adipocita (bijeli stubici), intersticijuma (sivi stubici) i
krvnih sudova (crni stubide) n sSWAT tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoéu i un
hibernaciji. *poredenge sa kontrolnom grupom; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 74. Promjene povrsine adipocitnog profila u sWAT tekunica tokom vremenski-zavisne
aklimacije na hladnoéu i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupomsy; * p < 0,05; *** p < 0,001.
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4.7. JETRA
4.7.1. Western blot analiza

4.7.1.1. Proteinska ekspresija komponenti OXPHOS

Ni izlaganje niskoj temperaturi, ni hibernacija nisu afektovale proteinsku ekspresiju
kompleksa I, II i III (Figura 75). Sa druge strane, proteinska ekspresija ostalih OXPHOS
komponenti u fazi aklimacije na hladnoc¢u bila je suprimirana, i to: kompleksa IV tokom
citavog ispitivanog perioda (21 dan), citohroma ¢ u periodu od 7-21. dana (p < 0,001), a
ATP sintaze u periodu od 3-12. dana (p < 0,05).

U fazi hibernacije detektovana je promjena proteinske koli¢ine kompleksa IV i
citohroma ¢. Naime, proteinska koli¢ina kompleksa IV je bila veéa 1,3 puta u odnosu na
kontrolu (p < 0,01); dok je koli¢ina citohroma ¢ smanjena na svega 27% od kontrolne

vrijednosti (p < 0,001).

4.7.1.2. Proteinska ekspresija proteina ukljuCenih u unos i katabolizam Secera

Proteinska ekspresija GLUT2 1 PDH bila je manja nego u kontroli tokom skoro
c¢itavog perioda aklimacije na hladnocu i u fazi hibernacije (Figura 76). Jedni izuzetak je bio
1. dan aklimacije na nisku temperaturu, kada je koli¢cina GLUT2 bila na kontrolnom nivou.
Suprotno, tokom ¢itavog perioda izlaganja hladnodi i u fazi hibernacije detektovana je veca
koli¢cina GAPDH proteina nego u kontroli (p < 0,001, osim 1. dana gdje je p < 0,01).

Sto se ti¢e subjedinica LDH (Figura 76), u odnosu na kontrolu zabiljezena je
povecéana kolicina M subjedinice 1. dana (p < 0,01), a H subjedinice 7. dana aklimacije na
hladno¢u (p < 0,001). Sa druge strane, proteinska ekspresija LDH M i LDH H je bila
suprimirana 12. 1 21. dana (p < 0,01); odnosno 3. izlaganja hladnoéi (p < 0,001) i u
hibernaciji (p < 0,05).

4.7.1.3. Proteinska ekspresija enzima uklju¢enih u anabolizam Secera

U petiodu od 3-21. dana izlaganja hladnodi proteinska ekspresija GSK3 bila je
manja nego u kontroli (p < 0,01), dok je u periodu od 1-12. dana zabiljezena poveéana
kolicina PYG enzima (Figura 77). U hibernaciji, detektovan je blagi pad u kolicini GSK3

proteina u poredenju sa kontrolom (p < 0,05).
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Figura 75. Promjene proteinske ekspresije komponenti OXPHOS' (kompleks 1, 11, 111, 117, citohroma
¢ 1 ATP sintaze) u jetri tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na bladnoin i u hibernacii.
*poredenje sa kontrolnom grupomy; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 76. Promjene proteinske ekspresije glukoznog transportera 2 (GLUTZ2), gliceraldebid-3-fosfat
debidrogenaze (GAPDH), piruvat debidrogenaze (PDH), M i H subjedinice laktat debidrogenaze
(LLDH) u jetri tekunica tokom vremenski-gavisne aklimacije na hladnoén i n hibernaciji. *poredenje sa

kontrolnom grupom; * p < 0,05; ** p < 0,01; ¥ p < 0,001.
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Figura 77. Promjene proteinske ekspresije glikogen fosforitaze (PYG) i kinage glikogen sintaze 3
(GSK3) u _jetri tekunica tokom vremenski-gavisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa
kontrolnom grupomy; * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001.

4.7.1.4. Proteinska ekspresija enzima ukljucenih u katabolizam lipida

Kao sto se vidi sa grafickog prikaza rezultata (Figura 78), proteinska ckspresija
ACADM je bila manja u odnosu na kontrolu u periodu od 3-12. dana izlaganja hladno¢i (p
< 0,01).

Suprotno tome, 12. 1 21. dana aklimacije na nisku temperaturu (p < 0,001), kao i u

fazi hibernacije (p < 0,01) zabiljeZena je veca kolicina SCAS proteina.

4.7.1.5. Proteinska ekspresija enzima ukljucenih u anabolizam lipida

Prvog dana izlaganja hladnodi zabiljezena je ~3 puta veca proteinska ekspresija
ACC u odnosu na kontrolu (p < 0,001), dok je ve¢ od 3. dana doslo do restitucije njegovog
proteinskog nivoa (§to se odrzalo do kraja ispitivanog perioda). Sa druge strane, koli¢ina
FAS proteina bila je manja u odnosu na kontrolu 3. i 7. dana aklimacije na nisku
temperaturu; ali i ovde je nadalje tokom ispitivanog perioda proteinska kolicina restituisana
na kontrolu.

U fazi hibernacije proteinska ekspresija oba pomenuta proteina bila je znacajno
suprimirana, te je detektovano svega ~5% kontrolne koli¢ine ovih proteina (p < 0,001), sto

je prikazano na Figuri 79.
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Figura 78. Promjene proteinske ekspresije acil-CoA  debidrogenaze (ACADM) i sukcinil-CoA
sintetaze (SCAS) u jetri tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na bladnoéu i un bibernaciji.
*poredenje sa kontrolnom grupomy; ** p < 0,01; ¥ p < 0,001.
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Figura 79. Promjene proteinske ekspresije acetil-CoA karboksilaze (ACC) i sintaze masnib kiselina
(EAS) u jetri tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnocu i u hibernaciji. *poredenje sa
kontrolnom grupons; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

4.7.1.6. Proteinska ekspresija VEGF
U odnosu na kontrolu, nivo proteina za VEGF nije pokazao znacajne promjene

tokom aklimacije na hladnocu kao ni u hibernaciji (Figura 80).

4.7.1.7. Proteinska ekspresija fosfo-AMPKo i HIF-1x

Prilikom izlaganja niskoj temperaturi detektovano je povecanje proteinske koli¢ine
fosto-AMPKa 1. dana (p < 0,05), odnosno HIF-la 1. i 3. dana aklimacije (p < 0,05).
Suprotno tome, u periodu od 3. do 21. dana zabiljezena je statisticki znacajno manja
proteinska ekspresija fosfo-AMPKa u odnosu na kontrolu. Takode, smanjenje proteinske
koli¢ine ispod kontrolnog nivoa zabiljezeno je i u slucaju HIF-1a 21. dana aklimacije na

hladnocu (p < 0,001).
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Hibernacija je indukovala smanjenje nivoa fosfo-AMPKa na 13% od kontrolne

viijednosti (p < 0,001), dok ovi uslovi nisu afektovali proteinsku ekspresiju HIF-1o (Figura

81).
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Figura 80. Promjene proteinske ekspresije vaskularnog endoteljalnog faktora rasta (VEGE) u jetr:
tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i u hibernacij.
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Figura 81. Promjene proteinske ekspresije fosfo-AMP-aktivirane protein kinage a (fosfo-AMPKa) i
hipoksija-inducibilnog faktora-1a (HIF-Ta) n jetri tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na
hladnoln i n hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupom; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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4.7.1.8. Proteinska ekspresija mitofuzina 1i PGC-1x
Izlaganje zivotinja hladnoc¢i 21 dan nije imalo uticaja na proteinsku ekspresiju
mitofuzina 1 1 PGC-1a (Figura 82). Sa druge strane, u fazi hibernacije proteinska koli¢ina

ovih proteina je bila smanjena na ~30% kontrolne vrijednosti (p < 0,001).

4.7.1.9. Proteinska ekspresija Nrfl i NFE21.2

Tokom citavog perioda izlaganja niskoj temperaturi, kao 1 u fazi hibernacije
proteinska kolicina NFE2L2 je bila statisticki znac¢ajno niza nego u kontroli (p < 0,001). Sa
druge strane, u periodu od 7-21. dana aklimacije na hladnocu zabiljezeno je povecanje

koli¢ine Ntfl proteina (p < 0,001). Sve opisano je prikazano graficki na Figuri 83.

4.7.1.10. Proteinska ekspresija PPAR izoformi

U toku aklimacije na nisku temperaturu proteinski nivo PPAR« je bio statisticki
znacajno veci nego u kontroli 3. 1 7. dana (p < 0,001); dok je 21. dana zabiljezen pad u
ekspresiji ovog proteina (p < 0,05). U istim uslovima ali u periodu od 3-21. dana,
proteinska koli¢ina PPARy je bila povecana iznad kontrolnog nivoa. Sto se tice PPARS,
njegova proteinska koli¢ina je bila manja nego u kontroli 7. 1 12. dana izlaganja hladnodi (p
< 0,05).

U fazi hibernacije proteinska koli¢ina PPAR« je bila manja (p < 0,001), PPARS -
veca (p < 0,05), a u slucaju PPARy - na nivou kontrole (Figura 84).

4.7.1.11. Proteinska ekspresija enzima antioksidativne odbrane

Od svih ispitivanih komponenti antioksidativne odbrane, tokom aklimacije na
hladnocu detektovano je samo blago smanjenje kolicine CuZnSOD tokom citavog
ispitivanog perioda (p < 0,05, osim 21. dana gdje je p < 0,01). Takode, hibernacija je
indukovala smanjenje cekspresije CuZnSOD (p < 0,001) i katalaze (p < 0,05) ispod
kontrolnog nivoa, te je u ovim uzorcima detektovano 15%, odnosno 74% kontrolne

kolicine ovih proteina. Promjene su prikazane na Figuri 85.
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Figura 82. Promjene proteinske ekspresije mitofuzina 1 i transkripcionog ko-aktivatora PGC-1a u jetri
tekunica tokom vremenski-zavisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom

grupomy; ¥ p < 0,001.
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Figura 83. Promjene proteinske ekspresije transkripcionih faktora Nrfl i NFE2L2 u jetri tekunica

tokom viemenski-zavisne aklimacije na hladnoén i u hibernaciji. *poredenje sa kontrolnom grupons; *** p

< 0,001.
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132



5. Diskusija



Izlaganje sisara niskim temperaturama aktivira brojne bihevioralne i fizioloske
termoregulatorne mehanizme. U izuzetno nepovoljnim uslovima sredine (niska
temperatura, smanjena dostupnost hrane...) necke vrste sisara, ukljucujudi i tekunice,
odstupaju od homeotermnog stanja, ulaze¢i u fazu duboke hibernacije koja se karakterise
znacajnom supresijom tjelesne temperature i bazalnog metabolizma.

U disertaciji je istipivana molekulska osnova fizioloskih (adaptacionih) promjena
tokom aklimacije tekunica na nisku temperaturu i u fazi hibernacije u tkivima klju¢nim za
odrzanje ukupne energetske homeostaze. Rezultati pokazuju da aklimacija na hladnocu
vodi karakteristicnoj indukciji termogenog programa u BAT 1 skeletnim misi¢ima, koji je
energetski podrzan primarno lipolitickim dejstvom noradrenalina na visceralne depoe
WAT, ali i intenziviranom sintezom lipida u jetrd. Hibernacija se karakteriSe tkivhom
autonomnos$céu metabolizma, ¢ime je omoguceno normalno funkcionisanje tkiva/organa, a
time 1 organizma u cjelosti, u uslovima smanjene interorganske komunikacije (usled
suprimiranja sréanog rada, disanja i perfuzije organa...).

Detektovane molekulske promjene u BAT, skeletnim misi¢ima, depoima WAT i
jetri, kao 1 ukljucenost klju¢nih transkripcionih faktora u metabolicko remodeliranje tokom
aklimacije na nisku temperaturu i u fazi hibernacije, bice diskutovani detaljnije u daljem

tekstu.

5.1. Molekulsko remodeliranje BAT tokom aklimacije na nisku temperaturu i u fazi
hibernacije
Poznato je da izlaganje eutermnih zivotinja hladnodi (kao i budenje iz hibernacije)

indukuje povecanu produkciju toplote, prvenstveno aktiviranjem nedrhtece termogeneze u
BAT (Himms-Hagen, 1976). Medutim, kod hiberniraju¢ih vrsta ostaje otvoreno pitanje da
li niska temperatura vodi identicnom regrutovanju i aktiviranju termogene masinerije u
mrkim adipocitima, kao kod nehibernatora, ili pak aktiviranju ve¢ postojeée masinerije koja
je regrutovana cirkaanualnim promjenama, s obzirom da mnogi radovi govore u prilog
hipotezi da je BAT hibernatora konstantno pripremljen za termogenezu (Turner i sar.,
1989; Dicker 1 sar., 1995; Cannon 1 sar., 1996). U ovoj disertaciji ispitivani su termogeni i
metabolicki odgovor BAT kod hibernirajuce vrste Spermmophilus citellus tokom perioda
intenzivne produkcije toplote (aklimacija na hladnocu), kao i u uslovima suprimiranog
termogenog programa (hibernacija). Dalje u tekstu bice detaljnije diskutovani funkcioni

aspekti odgovora BAT na pomenute uslove.
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5.1.1. Termogeni program BAT tekunica tokom izlaganja niskoj temperaturi i u fazi
duboke hibernacije
Dobijeni rezultati pokazuju da tokom izlaganja Zivotinja hladno¢i dolazi do

povecanja de novo sinteze klju¢nog medijatora termogenog odgovora — UCP1, 1 to kako na
nivou ckspresije gena (1-12. dana izlaganja hladnodi) tako i na nivou ekspresije proteina (3-
12. dana). Ovo je u saglasnosti sa rezultatima Liu i saradnika (2001) dobijenim na vrsti
Spermophilus dauricus. Naime, u oba slucaja nije detektovana promjena proteinske ekspresije
UCP1 nakon 24h izlaganja hladnodi, dok je u tom periodu njegova genska ekspresija bila
znacajno povecana. Interesantno je, medutim, da su pomenuti autori pronasli povecanje
koncentracije UCP1 (mjereno indirektno, titracijom njegovim specifi¢nim ligandom [*H]-
GTP) kao i odrzanje povecane genske ekspresije ovog proteina nakon 4 nedelje aklimacije
na nisku temperaturu, dok su nasi rezultati pokazali da se i proteinska i genska ekspresija
UCP1 restituiSe na kontrolni nivo 21. dana aklimacije. Ovo moze biti posledica promjena
koje se desavaju u BAT tokom perioda pripreme za hibernaciju, a koje se razlikuju od vrste
do vrste. Naime, moguce je da restitucija kolicine UCP1 proteina na kontrolni nivo 21.
dana izlaganja hladnoéi predstavlja uvod u hipotermiju, tj. hibernaciju. Potvrda tome je
detektovano, dodatno smanjenje (ispod kontrolnog nivoa) kolicine UCP1 proteina u samoj
hibernaciji. Medutim, nasuprot proteinskom nivou, interesantno je da se nivo genske
ekspresije UCP1 u hibernaciji povecava, $to je u saglasnosti sa genomskom studijom Yan i
saradnika (2006). Moguce je da se BAT na ovaj nacin u fazi hibernacije odrzava u “stand-by’
modu, kako bi bio spreman da za najkraée moguce vrijeme pokrene termoregulatorne
mehanizme i obezbijedi organizmu toplotu neophodnu za budenje iz hibernacije.
Morfoloske promjene, koje se nalaze u osnovi aktiviranja BAT nehibernatora
prilikom izlaganja hladno¢i ukljucuju snaznu proliferaciju mrkih adipocita, povecanu
vaskularizaciju tkiva i povecanje broja mitohondrija sa pravilno-organizovanim 1 gusto-
pakovanim kristama (Suter, 1969a; 1969b; 1969¢; Korac i sar., 2008; Petrovic i sar., 2010).
Rezultati morfometrijske analize, dobijeni u ovoj studiji, ukazuju da mrki adipociti
hibernirajuce vrste Spermophilus citellus podlijezu specificnim promjenama, prije hipertrofiji
nego hiperplaziji, s obzirom da se tokom aklimacije volumenski udio intersticijuma, u kome
se nalaze i1 preadipociti, smanjuje. U prilog tome ide i c¢injenica da je detektovano
apoptotsko odstranjivanje mrkih adipocita 21. dana izlaganja hladnodi, uz istovremenu
detekciju nestin-imunopozitivnih ¢elija. Ovo jasno sugeriSe da je kod BAT tekunica
uspostavljen balans izmedu apoptoze i proliferacije mrkih adipocita, u cilju odrzanja

funkcionog kapaciteta bez promjene broja celija. Nasuprot ovim promjenama kod
134



hibernatora, u BAT nchiberniraju¢ih pacova situacija je drugacija. Literaturni podaci
pokazuju da tokom izlaganja niskoj temperaturi BAT pacova podlijeze intenzivnoj
proliferaciji, koja uz suprimirano odstranjivanje Celija apoptozom, rezultuje znacajnim
poveéanjem broja mrkih adipocita (Suter, 1969a; a969b; 1969¢; Bukowiecki i sar., 1986;
Himms-Hagen, 1990; Lindquist i Rehnmark, 1998; Petrovi¢ i sar., 2005; 2010). Dakle,
izgleda da povecanje mase BAT detektovano kod hibernatora (Liu i sar., 2001) i
nehibernatora (Petrovi¢ i sar., 2010) predstavlja rezultat razlic¢itih morfoloskih promjena
mrkih adipocita: hipertrofije kod tekunica, odnosno hiperplazije kod pacova. Rezultati u
disertaciji ukazuju na jo$ jedan karakteristican odgovor BAT hibenatora (tekunica), a to je
priblizavanje nukleusa periferiji celije uz (prividni) gubitak granica medu celijama, sto
morfoloski izgleda kao ,,sincicijum®. Moguce je da na taj nacin mrki adipociti tekunice
ostvaruju visoko-koordinisanu metabolicku aktivnost, tj. uspostavljaju neku vrstu
,metabolickih jedinica®. Iako povrsina profila diferenciranih mrkih adipocita znacajno raste
ve¢ od prvog dana aklimacije na hladnocu, ipak se hipertrofija mrkih adipocita sa aspekta
volumenskog udijela u tkivu uocava tek od 12. dana aklimacije na nisku temperaturu. U
prilog ovome ide i ¢injenica da Liu i saradnici (2001) nisu detektovali povecanje mase BAT
kod tekunica nakon akutnog izlaganja hladnoéi (24h), ve¢ tek nakon 4 nedelje aklimacije na
nisku temperaturu.

Rezultati ove studije pokazuju da hipertrofija mrkih adipocita tokom produzenog
izlaganja zivotinja niskoj temperaturi nije pra¢ena adekvatnom angiogenezom. Ovo moze
biti specifican odgovor tekunice prilikom pripreme za fazu hipotermije. Naime,
morfometrijska analiza je pokazala da volumenska gustina kapilara raste u ranom periodu
(1.17. dana) izlaganja hladnodi (povecanje kontaktne povrsine izmedu Celija 1 kapilara, kao 1
znacajna vazodilatacija krvnih sudova sa velikim brojem eritrocita). Medutim, nakon ovog
(prolaznog) povecanja prokrvljenosti BAT, dolazi do znacajnog smanjenja volumenskog
udjela kapilara od 12. dana izlaganja hladnodi, sto sa sobom povlac¢i smanjen protok krvi. U
saglasnosti sa morfometrijskom studijom su i rezultati proteinske ekspresije VEGFE i eNOS,
koji pokazuju znacajno smanjenje nivoa ovih proteina u periodu kada je volumenska
gustina kapilara smanjena (7-21. dan). Nasuprot ovome, u BAT pacova VEGF ekspresija je
povecana tokom prve dvije nedelje aklimacije na nisku temperaturu (Petrovic 1 sar., 2010).
Sve ovo ukazuje da je vaskularizacija, a time i oksigenacija BAT kod nehibernatora, ve¢

nakon nedelju dana po izlaganju niskoj temperaturi, kompromitovana.
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Nadalje, ispitivanjem ultrastrukture mitohondrija tokom ciklusa hibernacije jasno je
pokazano da su ove organele neobi¢no velike u BAT Zivotinja tokom hibernacije u odnosu
na mitohondrije zivotinja u toku aktivne (ljetnje) sezone (Grodums, 1977; Malatesta i sar.,
2001). Snazna indukcija proteinske ekspresije mitofuzina 1 tokom citavog perioda izlaganja
zivotinja hladnodi, zabiljezena u nasoj studiji, ukazuje da zapravo u periodu pripreme za
hibernaciju dolazi do indukcije ovakvog mitohondrijalnog profila i da je jedan od osnovnih
(mada ne i jedini) stimulusa upravo niska temperatura. Suprotno aklimaciji, u hibernaciji
dolazi do potpunog gasenja proteinske ckspresije mitofuzina 1, $to potvrduje odavno
poznat fenomen (Grodums, 1977) da je nemoguce detektovati proces fuzije mitohondrija u
BAT u hibernaciji. Dakle, na osnovu svega izgleda da do fuzije mitohondrija dolazi ranije, u
fazi pre-hibernacije. Prisustvo megamitohondrija tokom aklimacije na nisku temperaturu
potvrdeno je u ovom radu transmisionom elektronskom mikroskopijom.

Na osnovu navedenog, moze se zakljuciti da hladnoca indukuje specificne
molekulske i morfoloske promjene u BAT tekunica (ekspresija UCP1, hipertrofija mrkih
adipocita, fuzija mitohondrija). Ove promjene se umnogome razlikuju od pokazanih kod
nehibernirajucih vrsta. Moguce je da ovakav sled dogadaja ne predstavlja put ka potpunom
uspostavljanju novog homeostatskog stanja u kom je tkivo adaptirano na nisku
temperaturu (Sto je slucaj kod pacova), ve¢ ima za cilj da obezbjedi odrzanje eutermije do
momenta sticanja uslova za ulazak u hibernaciju. U prilog ovoj pretpostavci idu i rezultati
ispitivanja inervacije u BAT tokom izlaganja tekunica hladnodi. Naime, poznato je da
hladnoca aktivira simpaticku inervaciju BAT, ¢ime se pokreée njegov termogeni odgovor
(Suter, 1969a; a969b; 1969c; Bukowiecki 1 sar., 1986; Himms-Hagen, 1990; Lindquist 1
Rehnmark, 1998; Petrovi¢ i sar., 2010). Nasi rezultati su, medutim, pokazali da znacajan
nivo inervacije mrkih adipocita veé¢ postoji u kontrolnoj grupi tekunica, da se blago
povecava u ranom periodu aklimacije, a potom vra¢a na kontrolni nivo. Vizuelno
povecanje inervacije se ogleda prvenstveno u detekceiji veceg broja direktnih ,,en passant’
konekcija nervnih vlakana sa mrkim adipocitima 1-3. dana aklimacije, dok je indirektna
inervacija ovih Celija preko krvnih sudova vidljiva kod svih grupa, ukljucujuéi 1 kontrolnu.
Nasi rezultati su u saglasnosti sa studijama koje govore o konstantnoj (Turner i sar., 1989;
Dicker 1 sar., 1995; Cannon i sar., 1996) ili bar cirkaanualno-vodenoj aktivaciji BAT.
Ocigledno je da se molekulske 1 morfoloske promjene pokazane u BAT tekunica, mogu
posmatrati i kao evolutivno konzerviran odgovor termoregulatornog organa na nisku

temperaturu.
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5.1.2. Metabolicko remodeliranje BAT pacova tokom aklimacije na nisku
temperaturu
Inicijacija nedrhtece termogeneze kod nehibernirajuc¢ih Zivotinja koincidira sa

nepotpunom regrutacijom komponenti elektron-transportnog lanca, uz istovremeni pad
proteinskog sadrzaja ATP sintaze, $to za posledicu ima kompromitovan energetski balans u
¢eliji rezultujudi u adaptivnoj aktivaciji AMPK. Ovaj disbalans ne traje dugo i ve¢ posle 1.
dana izlaganja hladnoéi nivo aktivne forme AMPK se vraca na kontrolni nivo (Vuceti¢ i
sar., 2011), sto ukazuje da je ovaj klju¢ni senzor energetskog balansa u Celiji aktivirao puteve
produkcije energije koji nadomjeséuju trenutni energetski deficit (Fogarty i Hardie, 2010). I
zaista, nasi rezultati su pokazali smanjenje lipidnih rezervi u BAT ve¢ prvog dana izlaganja
hladno¢i. U saglasnosti sa tim su i rezultati Cameron i Smith (1964) koji su takode
detektovali brzo praznjenje lipidnih rezervi BAT (za manje od 24h od momenta izlaganja
hladno¢i). Nasuprot tome, pretpostavka o koriséenju Secera kao izvora energije ¢ini se da je
u neslaganju sa na$im rezultatima ekspresije enzima glikolitickog puta (heksokinaza i
GAPDH), koji su znacajno smanjeni 1. dana izlaganja hladno¢i. Medutim, ovo svakako ne
mora da znaci i smanjenje fluksa kroz glikoliticki put. Naime, smanjenje nivoa heksokinaze
se moze pripisati koris¢enju glukoze porijeklom iz rezervi glikogena (u formi glukozo-1-
fosfata), ¢ime se ostvaruje fypass heksokinazne reakcije. U prilog tome idu i rezultati
smanjenja glikogenskih rezervi u BAT tokom ovog ranog perioda aklimacije na hladnocu.
Takode, detektovano smanjenje nivoa GAPDH, klju¢nog enzima za produkciju lipogenih
supstrata tokom glikolize (Cameron 1 Smith, 1964; Spiegelman i Green, 1980; Rolland i sar.,
1995), zapravo moze ukazivati na smanjenu stopu konverzije glukoze u lipide. Ovo je u
saglasnosti sa funkcijom AMPK u inhibiciji svih puteva potrosnje ATP, ukljucujuci
lipogenezu (Fogarty i Hardie, 2010).

Prvog dana izlaganja pacova niskoj temperaturi, pored aktivacije AMPK (Vuceti€ 1
sar., 2011), dolazi i do povecanja kolicine HIF-1a proteina, koja ostaje povisena tokom rane
taze aklimacije (7 dana). Ovo moze djelovati iznenadujuce s obzirom na ranije pokazanu
indukciju ekspresije VEGE u BAT pacova (Petrovic i sar., 2010). Medutim, raniji radovi su
pokazali da u BAT noradrenalin indukuje povecanu gensku ekspresiju HIF-1o (Nikami i
sar., 2005), sto moze voditi prividno povecanoj akumulaciji HIF-1a i u normoksicnim
uslovima. Ovaj transkripcioni faktor, kao i AMPK prvenstveno indukuje puteve produkcije
energije, u prvom redu glikolizu (Brahimi-Horn 1 sar., 2011), medutim, indukuje i sintezu
glikogena 1 lipida, ali samo u uslovima znacajne dostupnosti glukoze, tj. uslovima koji ne

aktiviraju AMPK (Krishnan i sar., 2009; Pescador i sar., 2010). Na osnovu toga se moze
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zakljuciti da u periodu restituisanog nivoa AMPK i povecanog nivoa HIF-1a dolazi do
uskladivanja metabolicke funkcije BAT i restitucije njegovih energetskih rezervi. Ovo je
potrvrdeno poveéanjem proteinskog nivoa FAS, kao 1 restitucijom nivoa lipida i glikogena
pocevsi od 3. dana izlaganja hladnodi. Sa druge strane, u prilog HIF-vodenoj ,,glikolitickoj
strategiji”’ ide snazna indukcija aktivnosti LDH tokom citavog perioda aklimacije na nisku
temperaturu.

Nakon ranog perioda aklimacije (od 12. dana), dolazi do restitucije HIF-1a nivoa u
BAT pacova, sto koincidira sa uspostavljanjem homeostatskog nivoa metabolickih enzima,
koji se ne mijenja znacajno do kraja ispitivanog perioda. Ovde je vazno naglasiti da nasi
rezultati sugerisu simultanu aktivnost $-oksidacije i lipogeneze tokom produzenog perioda
na hladnodi, $to je u saglasnosti sa ranijim studijama koje su ukazale na moguénost
paralelnog odvijanja ova dva fizioloski suprotna procesa u BAT pacova (Buckley i Rath,
1987; Yu i sar., 2002). Glukoza se smatra glavnim prekursorom za sintezu masnih kiselina u
WAT (Hems 1 sar., 1975; McCormack, 1982), a to moze biti slucaj i u BAT. U prilog ovom
stanovistu govore i prethodne studije koje su pokazale insulin-zavisno i/ili insulin-
nezavisno povecanje preuzimanja glukoze od strane BAT (Cooney i sar., 1985; Ferre i sar.,
1986; Ma i Foster, 1986). Povecanje GAPDH zabiljezeno u ovoj studiji, kao i povecana
koli¢ina lipidnih rezervi detektovana elektronskom mikroskopijom, ukazuju da se lipidne
rezerve zaista obnavljaju u kasnoj fazi aklimacije na hladnocu.

Moze se zakljuciti da energetski metabolizam BAT, kod nchibernirajucih vrsta, u
ranom periodu izlaganja hladnodi (prva nedelja) prolazi kroz turbulentnu fazu, koja je
strogo regulisana i pazljivo vodena vremenski-zavisnim promjenama u aktivnosti AMPK i
HIF-1. Ove promjene obezbijeduju postepenu indukciju termogene masinerije i odrzanje

novo-uspostavljene strukture 1 funkcije BAT tokom produzenog izlaganja pacova hladnodi.

5.1.3. Metabolicko remodeliranje BAT tekunica tokom aklimacije na nisku
temperaturu
Malo je studija koje su ispitivale energetski ili metabolizam uopste u BAT kod

hiberniraju¢ih vrsta tokom izlaganja niskoj temperaturi. Problem je utoliko kompleksniji jer
metabolicki odgovor nije isti kod razlicitih vrsta hibernatora.

Nasi rezultati ispitivanja proteinske ekspresije kljucnih metabolickih enzima BAT
tekunica Spermophilus citellus, vopsteno, pokazuju iznenadujuéu indiferentnost na promjene
temperaturnih uslova sredine. Naime 1 pored znacajnog povecanja ekspresije UCP1 (3, 7. 1

12. dana) — glavnog faktora rasipanja energije u BAT; ekspresija enzima klju¢nih puteva
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produkcije energije: [-oksidacije, Krebsovog ciklusa i OXPHOS; generalno je
nepromjenjena. Ovi rezultati koincidiraju sa znacajnim povecanjem aktivnosti AMPK
zakljuéno sa 12. danom izlaganja hladnoéi. Sve ovo ukazuje da mrki adipociti kod
hibernirajucih vrsta i pored povecane potrebe za energijom tokom izlaganja hladnodi, ne
aktiviraju kompenzatorne mehanizme kako bi se izborili sa energetskim deficitom; kao sto
to, nasuprot njima, ¢ine mrki adipociti nehiberniraju¢ih Zivotinja (Vuceti¢ i sar., 2011).
Slicno ovome, ranije studije su pokazale da izlaganje hiberniraju¢ih zivotinja hladnodi i
pored znacajnog poveéanja UCP1 sadrzaja (Sundin i sar., 1987; Dicker i sar., 1995; Liu i
sar., 2001), gotovo da nema efekta na promjene u bazalnom metabolizmu zivotinje (Pohl,
1965; Hissa i Hirsimaki, 1971; Tomasi i Horwitz, 1987; Dicker i sar., 1995). Cak i u
slucajevima kada je zabiljezeno intenziviranje metabolizma, naglaseno je da se radi o
povecéanju male magnitude (Dicker i sar., 1995). I pored svega ovoga, svakako se ne smije
potpuno izostaviti mogucénost povecanja fluksa kroz respiratorni lanac, bez obzira §to se
njegov kapacitet, sudeéi prema nasim rezultatima, ne mijenja.

Ranije studije su pokazale da u BAT tokom izlaganja hladno¢i dolazi do snazne
(~85%) supresije aktivnosti enzima oksidacije masnih kiselina i to kako one u
mitohondrijama (ACADM), tako i u peroksizomima (acil-CoA oksidaza, AOX) (Kabine i
sar., 2003). U prilog ovome govore i nasi rezultati nepromjenjene proteinske i suprimirane
genske ekspresije ACADM tokom citavog ispitivanog perioda aklimacije na nisku
temperaturu. Takode, nepromjenjena genska ekspresija Hs/i suprimirana genska ekspresija
Fabp4, odgovornog za transport masnih kiselina izmedu unutarcelijskih kompartmenata
(Hotamisligil i sar., 1996; Coe 1 sar., 1999), sugeriSu ocuvanje lipidnih rezervi u mrkim
adipocitima. Ovakvi rezultati bi mogli izgledati kontradiktorno, ukoliko se uzme u obzir da
su masne kiseline glavni izvor elektrona za elektron-transportni lanac, a time i elektro-
hemijski gradijent koji UCP1 koristi za produkciju toplote. Jedno od objasnjenja koje se
logi¢no namece 1 koje je ranije predlozeno (Kabine i sat., 2003) jeste da se na ovakav nacin
obezbijeduje cuvanje lipidnih rezervi za kasnije koris¢enje u hibernaciji ili pak za podrsku
termogenog odgovora tokom budenja zivotinje iz hibernacije. Ovdje se ogleda mozda
jedna od klju¢nih razlika izmedu termogenog odgovora mrkih adipocita tokom aklimacije
na hladnocu, kod hiberniraju¢ih i nehibernirajuc¢ih vrsta. Naime, prethodne studije
(Nedergaard i sar., 1980) su pokazale znacajno intenziviranje oksidacije masnih kiselina kod
pacova, koja im, pored ostalog, omogucava i odrzanje energetskog balansa, sto se vidi iz
rezultata normalizacije nivoa fosfo-AMPK u BAT pacova na kontrolni ili ¢ak smanjenja
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ispod kontrolnog nivoa ve¢ posle jednog dana izlaganja hladnodi (Vuceti¢ i sar., 2011).
Nasuprot tome, nasi rezultati su pokazali da kod tekunica nivo fosfo-AMPK ostaje povisen
tokom prve dvije nedelje izlaganja hladnodi, jasno sugerisu¢i da mrki adipociti u tom
periodu egzistiraju u uslovima energetskog deficita, vjerovatno usled ,,ustupanja‘ najveceg
dijela proton-pokretacke sile UCP1, odnosno produkciji toplote.

Interesantno je, medutim, da su neke studije, radene prvenstveno na hrcécima
pokazale povecanje mitohondrijalnog udjela u ukupnom metabolizmu BAT tokom
izlaganja hladnod¢i (Pospisilova i Jansky, 1976; Ricquier i sar., 1985; Trayhurn i sar., 1983;
Klingenspor i sar., 1996). Medutim, one su se prvenstveno bazirale na aktivnosti i ekspresiji
citohrom ¢ oksidazne komponente elektron-transportnog lanca, ¢ija se ekspresija prema
nasim rezultatima zaista statisticki znacajno povecava tokom prve dvije nedelje aklimacije
na nisku temperaturu. Medutim, ovakav profil promjena nije primjec¢en ni kod jedne druge
komponente OXPHOS, ukljucujuéi i ATP sintazu. Stoga se tesko moze govoriti o
povecanju kapaciteta mitohondrija BAT za produkciju energije tokom izlaganja tekunica
niskoj temperaturi. U prilog tome govori i nepromjenjen nivo SCAS — enzima Krebsovog
ciklusa, ali i snazno indukovana proteinska i genska ckspresija PDK4, enzima koji
fosforilise i inaktivira PDH kompleks, zaustavljajuci dalju oksidaciju piruvata nastalog iz
glukoze, tj. onemogucavajudi njenu kompletnu oksidaciju u mitohondrijama do CO, 1 H>O.

Nasuprot tome, rezultati su pokazali da niska temperatura kod eutermnih tekunica
indukuje proteinsku ckspresiju M subjedinice LDH, kao 1 enzima koji promovisu
razgradnju glikogena: PYG i GSK, dok proteinska ekspresija GAPDH i LDH H i genska
ckspersija beksokinaze, Pfk i Ldh B ostaju nepromjenjene ili pak blago smanjene. Povecanje
koli¢ine M subjedinice LDH bi se moglo posmatrati sa aspekta kompenzatornog odgovora
na energetski izazov u mrkim adipocitima tokom aklimacije na hladnocu. Sa druge strane,
Buck i saradnici (2002) su pokazali da u toku perioda pre-hibernacije (septembar-oktobar)
nivo insulina u serumu tekunica raste i do ~4 puta. Poznato je da je povecanje bazalnog
nivoa insulina od ~2 puta cesto asocirano sa insulinskom rezistencijom, $to implicira da
dramati¢no povecanje serumskog insulina kod tekunica jeste asocirano sa smanjenom
insulinskom senzitivnos$éu adipocita u preparativnoj fazi za hibernaciju, $to opet u krajnjoj
instanci moze biti faktor koji omogucava hiperfagiju zivotinje u ovoj fazi pripreme za
hibernaciju (Wu 1 sar., 2013). U prilog ovoj hipotezi govore i rezultati studije na
hibernirajuéim jezevima, c¢iji adipociti pokazuju rezistentnost na insulin pri niskim
temperaturama (Hoo-Paris i sar., 1978). U skladu sa tim povecanje proteinske ekspresije
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GSK i PYG, zabiljezeno u ovom radu, ide u prilog stanovistu da se zivotinja u ovoj fazi
ciklusa hibernacije nalazi u stanju insulinske neosjetljivosti, te da i pored kontinuiranog
unosa hrane i normalne raspolozivosti glukoze, u insulin-zavisnom BAT dolazi do
povlacenja glikogenskih rezervi. I ne samo to, u ovoj studiji je zabiljezeno da je tokom
c¢itavog perioda izlaganja hladnodi nivo mRNA za Pck snazno povecan, $to ukazuje da se
glukoza neprestano regeneriSe i ponovo koristi kao glavni izvor energije, vierovatno kao
fizioloski nacin dan se masne kiseline u BAT sacuvaju za kasnije koriS¢enje tokom
hibernacije i prilikom budenja iz hibernacije.

Ve¢ je diskutovano o rezultatima koji ukazuju da mrki adipociti podlijezu
hipertrofiji, koja nije pracena adekvatnom angiognezom u periodu od 12-21. dana
aklimacije, $to gotovo savrSeno koincidira sa smanjnjem proteinske ekspresije kljucnih
faktora vaskularizacije — VEGF i eNOS. Ukazano je i da ove promjene mogu voditi ka
kompromitovanoj vaskularizaciji, a time 1 oksigenaciji tkiva. Nasi rezultati su potvrdili da
upravo u ovom periodu (21. dan) dolazi do indukcije HIF-la, klju¢nog senzora
oksigenacije tkiva. Stavise, u ovom petiodu dolazi i do suprimiranja genske eckspresije
komponenti OXPHOS koje su ranije tokom aklimacije bile povecane: kompleks 1, kompleks
V1 ATP sintazgay ali 1 proteinske ekspresije kompleksa IV 1 enzima Krebsovog ciklusa —
SCAS. Sve ovo je u saglasnosti sa smanjenim oksidativnim kapacitetom BAT tokom
produzenog boravka tekunica na niskoj temperaturi. Posebno je interesantno da 21. dana
izlaganja hladnodi dolazi do ponovnog uspostavljanja energetske homeostaze (AMPK nivo
je ispod kontrolnog), paralelno sa vradenjem nivoa UCP1 proteina na kontrolni nivo.
Logi¢no se namece pitanje — da li ovakav metabolicki obrazac ukazuje na molekulske

pripreme BAT za hipotermiju/hipometabolizam, tj. fazu hibernacije?

5.1.4. Metabolicko remodeliranje BAT tekunica u fazi hibernacije

Rezultati nase studije su pokazali da u toku faze hibernacije dolazi do smanjenja
kapaciteta mitohondrija kako za produkciju toplote, tako i za sintezu ATP. Naime, pored
smanjenja proteinske ekspresije UCP1, detektovano je i smanjenje proteinske ekspresije
gotovo svih komponenti OXPHOS (kompleks IT, T11, citohrom ¢i ATP sintaze). Cak i nivo
citohrom ¢ oksidaze, koji je tokom gotovo citavog perioda aklimacije bio povecan, u fazi
hibernacije je na kontrolnom nivou. Rezultati su u saglasnosti sa ranije detektovanim
smanjenjem potrosnje kiseonika u BAT tekunica tokom faze hibernacije (Liu i sar., 1969).

Takode, ispitivanjem mitohondrija na ultrastrukturnom nivou, Grodums (1977) je

141



detektovao krupne mitohondrije kod hibernirajuce vrste Spermophilus lateralis, isticuéi da je
njihova unutrasnja struktura kompleksna, sa tubularnim kristama koje formiraju spirale,
petlie i brojne interkonekcije, dajuéi privid kontinualne mreze. Ovakva ultrastruktura
mitohondrija se razlikuje od strukture aktivnih mitohondrija BAT kod nehiberniraju¢ih
pacova, koje imaju gusto pakovane i pravilno, paralelno postavljene kriste (Suter, 1969a;
1969b; 1969¢; Petrovic 1 sar., 2010).

Osim komponenti OXPHOS, u toku hibernacije znacajna supresija je detektovana i
na nivou protinske ekspresije enzima Krebsovog ciklusa — SCAS, enzima -oksidacije —
ACADM, dok je proteinska ekspresija PDK4 znacajno povecana. Zajedno, ovi rezultati
ukazuju da u mrkim adipocitima vrste Spermophilus citellus tokom faze duboke hibernacije
dolazi do supresije ukupnog oksidativhog metabolizma. Jedan od mogucih razloga za to
moze biti (jo§ uvijek) nedovoljna oksigenacija tkiva. Naime i pored toga §to rezultati
pokazuju da se volumenska gustina mrkih adipocita i kapilara u ovoj fazi vraca na kontrolni
nivo, odrzanje povecanog nivoa o subjedinice HIF-1 ukazuje na kompromitovanu
oksigenaciju ¢elija BAT. Identican rezultat je dobijen 1 na vrsti Spermophilus tridecemlineatus
(Morin i Storey, 2005). Takode, s obzirom da u oba slucaja nije detektovana povecana
genska ekspresija Hzf-7a, ocigledno je da se ne moze govoriti o prividnom povecanju
koli¢ine ovog proteina usled stimulacije njegove genske ekspresije, kao $to je to slucaj kod
pacova pri aklimaciji na hladno¢u (Nikami i sar., 2005). Dakle, moze se re¢i da se mrki
adipociti u toku hibernacije nalaze u stanju hipoksije. Sude¢i prema adipocitnom profilu
vidi se da su mrki adipociti znatno krupniji od onih u BAT kontrolne grupe. I pored toga
§to se volumenska zastupljenost mrkih adipocita i kapilara vraca na kontrolni nivo, ipak
ovim znatno krupnijeim celijama izgleda da je smanjena dostupnost kiseoniku; kako zbog
veli¢ine, tako i karakteristicne supresije vitalnih funkcija u hibernaciji: perfuzije organa, rada
srca 1 disanja uz duge periode apnee (Storey, 2010). Ovo korelira i sa rezultatima smanjene
ekspresije VEGE 1 eNOS, klju¢nih regulatora povecanja dotoka krvi do tkiva putem
angiogeneze i/ili vazodilatacije.

Kao transkripcioni faktor, HIF-1 odgovara na smanjenu dostupnost kiseonika
prvenstveno stimulacijom ekspresije gena ¢iji su proteinski produkti ukljuceni u produkciju
ATP glikolizom (LaManna i sar., 2004). U saglasnosti sa tim je i u ovoj studiji detektovano
poveéanje proteinske eckspresije H subjedinice LDH i PDK4, kao i genske ckspresije
heksokinaze 1 Pfk. Takode, treba napomenuti da se u ovim uslovima proteinska ekspresija
GSK3 1 PYG vraca na kontrolni nivo, §to moze ukazivati na koriscenje cirkuliSuce glukoze,
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a ne uskladiStenih glikogenskih rezervi. U skladu sa tim je i nepromjenjena kolicina
glikogena u BAT tokom faze torpora (Galster i Morison, 1970). Iako do danas gotovo da
ne postoje studije o glukoznom transportnom sistemu kod hibernirajuéih tekunica, Buck i
saradnici (2002) su pokazali da u toku faze duboke hibernacije dolazi do reverzibilnih
promjena koje vode ponovnom uspostavljanju insulinske senzitivnosti, $to je praceno
normalizacijom nivoa insulina u serumu. Ovo jasno ukazuje da detektovano povecanje
GSK i PYG tokom aklimacije na hladno¢u moze predstavljati kompenzatorni mehanizam
mrkih adipocita na smanjenu dostupnost cirkulisuce glukoze, kako bi opstali u uslovima
insulinske rezistencije. Sa druge strane, u fazi duboke hibernacije kada se nivo insulina vraca
na kontrolni, tj. kada se ponovo uspostavlja insulinska senzitivnost, potrebe za poveéanim
kapacitetom koris¢enja glikogenih rezervi se smanjuju, time vodedi restituciji nivoa GSK i
PYBG.

Ovakve promjene ukazuju na glikoliticku strategiju u BAT hibernirajucih Zivotinja,
§to moze biti iznenadujuce imajuci u vidu da literaturni podaci govore o principijelnom
koris¢enju masnih kiselina kao goriva u veéini tkiva hibernirajuéih zivotinja tokom faze
duboke hibernacije (revija Carey i sar., 2003). Medutim i pored velikog broja opseznih
genomskih studija (IFahlman i sar., 2000; Hittel i Storey, 2002; Williams i sar., 2005; 2011;
Eddy i sar., 2006; Yan i sar., 2006; 2008; Morin i Storey, 2009) na BAT tekunica i drugih
hibernirajucih vrsta, rezultati su u velikoj mjeri nekonzistentni. Takode, ¢ak 1 autori koji su
dobili slaganje mRINA nivoa metabolickih enzima sa hipotezom o prelazu sa glukoznog na
lipidni metabolizam, jasno su se ogradili od stava da ti rezultati ukazuju da je energetski
metabolizam BAT tokom hibernacije primarno (i jedino) zasnovan na lipidima (Williams 1
sar., 2011), s obzirom da nivo mRNA objasnjava svega ~40% varijacija u nivou proteinske
ekspresije (Shao 1 sar., 2010). U prilog toj cinjenici govore i nasi rezultati genske i
proteinske ekspresije brojnih enzima (npr. H subjedinica LDH i PDK4), koji u najve¢em
broju slucajeva pokazuju neslaganje tokom faze hibernacije. Imajuéi u vidu vaznost
ocuvanja energetskog balansa u uslovima globalne metabolicke supresije, kao i ¢injenicu da
je translacija izuzetno energetski ,,skup® proces (trosi ¢ak 3 puta vise celijskog ATP od
transkripcije; Rolfe i Brown, 1997); moze se re¢i da proteinski nivo pojedinacnih
metabolickih enzima vjerodostojnije odrazava potrebe Celije u fazi duboke hibernacije od
njihove genske ckspresije. Takode, rezultati disertacije su pokazali da se indukcija

glikoliticke strategije u fazi hibernacije moze posmatrati i sa aspekta obezbjedivanja
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lipogenih supstrata, s obzirom na detektovano povecanje proteinske ckspresije FAS u
uslovima hibernacije.

Glukozni metabolizam mrkih adipocita u fazi hibernacije ima opsti i metabolicki
znacaj, a njegova regulacija je spregnuta sa ekspresijom HIF-la. HIF-1 jeste kljucni
regulator Celijske adaptacije i prezivljavanja u uslovima u kojima se nivo O, krece od
normoksicnih (~21%) do hipoksi¢nih (~1%) vrijednosti (Wang i sar., 1995; Semenza,
1998). Medutim, njegova indukcija ne mora da znaci dramati¢no smanjenje Celijskog nivoa
O, ve¢ ga 1 manje promjene koncentracije O, mogu aktivirati. Tako su Chavez i LaManna
(2002) detektovali poveéanje akumulacije HIF-1a veé pri koncentracijama O, od ~15%.
Njegova aktivacija svakako vodi supresiji Celijske potrosnje kiseonika, tj. oksidativhog
metabolizma, $to je u skladu sa nas$im rezultatima smanjenjog kapaciteta OXPHOS u BAT
u fazi hibernacije. Sa druge strane, literaturni podaci ukazuju da se aktivnost kljucnih
enzima oksidacije masnih kiselina u mitohondrijama 1 peroksizomima (ACADM i AOX)
BAT kod vrste Jaculus orientalis povecava u hibernaciji (Kabine 1 sar., 2003; 2004). Rezultati
nase studije, medutim, nisu pokazali slaganje sa ovim nalazima s obzirom da je detektovano
smanjenje proteinske ekspresie  ACADM 1 OXPHOS komponenti. Medutim, to
neophodno ne mora da znadi i da je fluks oksidacije masnih kiselina suprimiran (koji je
glavni ,,snadbijevac® elektron-transportnog lanca). U prilog hipotezi da kod hibernirajucih
tekunica u BAT dolazi do koriséenja lipidnih rezervi svijedoc¢i rezultat poveéane genske
ekspresije Hs/ Do istog rezultata su dosli i Yan i saradnici (2006). Takode, kod tekunica u
hibernaciji dolazi do snazne indukcije ekspresije transportnog proteina - Fabp4, koji je
odgovoran za unutarcelijski transport masnih kiselina, prvenstveno od mijesta njihovog
skladistenja do mjesta njihove oksidacije (Hittel i Storey, 2001). Osim toga, povecana je 1
proteinska ekspresija karnitin acil-transferaze-13, enzima od koga zavisi brzina 3-oksidacije
(Eddy i sar., 2006). U prilog povec¢anoj, ali nekompletnoj, oksidaciji masnih kiselina tokom
hibernacije govori i studija Bernson i Nicholls (1974) koji su na izolovanim mrkim
adipocitima hrcka dosli do rezultata da je acetat dominantan produkt oksidacije masnih
kiselina pri niskim temperaturama (koje odgovaraju temperaturi tijela hibernatora u toku
faze letargije). Ovi autori isticu visoku temperaturnu osjetljivost enzima Krebsovog ciklusa
(protok se smanjuje 10 puta sa snizenjem temperature sa 37 na 10 °C). Moguce fiziolosko
objasnjenje za ovaj fenomen jo$ uvijek nije jasno, ali moze ukazivati na vaznost produkcije
acetata uz smanjeno (ali kontinuirano) snabdijevanje elektron-transportnog lanca gorivom

(jer je smanjena i potreba za produkcijom toplote). Iako bi, na prvi pogled, moglo da djeluje
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kontradiktorno simultano odvijanje razgradnje 1 sinteze lipida, ovakva metabolicka strategija
je karakteristicna za mrke adipocite prilikom izlaganja zivotinja hladno¢i (Buckley i Rath,

1987; Yu i sar., 2002; Vuceti¢ i sar., 2010).

5.1.5. Antioksidativna odbrana u BAT hibernatora tokom izlaganja hladno¢i i u fazi
hibernacije
Povecanje proteinske ekspresije mitohondrijalne izoforme SOD (MnSOD) tokom

c¢itavog perioda izlaganja hladno¢i ukazuje na mogucénost povecanja fluksa kroz respiratorni
lanac i pored nepromjenjene ekspresije njegovih komponenti (Williamson, 1970). Ipak,
drasticno povecanje proteinske ekspresije MnSOD u BAT tekunica tokom energetski-
zahtijevnog perioda, moze ukazivati i na potrebu mrkih adipocita da zastite svoje
biomolekule od eventualnih ostecenja prije ulaska Zivotinje u fazu duboke hibernacije. Sa
druge strane, indukcija proteinske ekspresije CuZnSOD od 12. dana aklimacije na hladnocu
interesantna je sa aspekta ve¢ pokazanog dvofaznog termogenog i metabolickog odgovora
BAT tokom izlaganja Zivotinje hladnodi. Tako i ovo povecanje citoplazmatske izoforme
SOD moze biti jedan od molekulskih markera pripreme Zzivotinja za ulazak u hibernaciju.
Takode, jedan od moguc¢ih razloga indukcije SODs lezi i u cinjenici da je u ovom periodu u
BAT snazno indukovana ekspresija NFE2L2. Naime ovaj transkripcioni faktor ima vaznu
ulogu 1 u regulaciji antioksidativne odbrane. Dobro poznati geni koji odgovaraju na
NFE2L2-indukciju izmedu ostalih su upravo 1 SODs (Park i Rho, 2002).

Nasi rezultati su pokazali da u hibernaciji mrki adipociti povecavaju proteinsku
ekspresiju obje izoforme SOD, ali i katalaze, dok se proteinski nivo i mRNA sardzaj GSH-
Px blago smanjuje. Ovo je u saglasnosti sa nasim ranijim rezultatima koji se odnose na
aktivnost ovih enzima (Buzadzi¢ i sar., 1990). Odrzanje ekspresije/aktivnosti obje izoforme
SOD, kao $to je to slucaj i pri (produzenom) izlaganju niskoj temperaturi potvrduje
hipotezu o pripremi Zivotinja za uslove hipotermije na molekulskom nivou. Takode,
poveéana ckspresija/aktivnost SOD2 i katalaze u saglasnosti je i sa ranije istaknutim
poveéanjem mitohondrijalne, odnosno peroksizomalne oksidacije masnih kiselina (Kabine i
sar., 2003; Eddy i sar., 2000), kao i nasim rezultatima mobilizacije lipidnih rezervi (povecana
genska ekspresija Hs/1 transportnog proteina — Fabp4). Ono sto iznenaduje jeste suprimiran
odgovor GSH-Px, koja ima prvenstveno ulogu u uklanjanju H,O,. Medutim, skorasnja
studija Morin i saradnika (2008) je pokazala da u mrkim adipocitima hibernirajucih tekunica
dolazi do snazne indukcije genske 1 proteinske ekspresije peroksiredoksina, grupe

antioksidanata koji uklanjaju sirok spektar hidroperoksida, koriste¢i tioredoksin kao donor
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elektrona (Hofmann i sar., 2002; Rhee 1 sar., 2005). Stoga, moguce je da peroksiredoksini
preuzimaju ulogu GSH-Px.

Aklimacija na nisku temperaturu, vjerovatno preko NFE2L2 transkripcionog
regulatora, vodi indukciji ekspresije enzima antioksidativne odbrane, prvenstveno radi
zastite svojih biomolekula od osteéenja pred nastupajucu fazu hibernacije, ali isto tako i kao
vid molekulske pripreme za ovu hipotermi¢no-hipometabolicku fazu. U prilog tome ide i
odrzavanje veceg proteinskog sadrzaja/aktivnosti ovih enzima i tokom hibernacije. Njihova
poveéana ckspresija je spregnuta kako sa metabolickim remodeliranjem tkiva, tako i sa
neophodnosc¢u prevencije oksidativnih ostecenja, ¢iji energetski-zahtijevni mehanizmi

reparacije nisu pozeljni u uslovima globalne metabolicke supresije.

5.1.6. Transkripciona kontrola termogenog i metabolickog odgovora BAT
hibernatora tokom izlaganja hladno¢i i u fazi hibernacije
Do sada je jasno pokazano da PPARy ima znacajnu ulogu u transkripcionoj

regulaciji termogenog odgovora nehibernatora (Puigserver i sar., 1998; Seale i sar., 2007,
Kajimura i sar., 2009; Petrovi¢ i sar., 2010). Ovaj transkripcioni faktor, per se, ima ulogu u
generisanju adipogenog fenotipa koji je karakteristican i za BAT i1 za WAT (Barak i sar.,
1999). Medutim u saradnji sa transkripcionim ko-regulatorima, poput PGC-1a, PPARy
indukuje BAT-specifi¢ni program, povecanjem ekspresije UCP1 i biogeneze mitohondrija
(Puigserver 1 sar., 1998; Seale 1 sar., 2007; Kajimura i sar., 2009; Petrovi¢ i sar., 2010). S
obzirom da smo u studiji detektovali znacajno povecanje genske i proteinske ekspresije
UCP1 u periodu do 12. dana aklimacije, logicno je ocekivati slican ekspresioni profil i ovih
transkripcionih faktora. Medutim, proteinska kolicina PPARy i PGC-la je bila gotovo
nepromjenjena tokom ovog ranog perioda izlaganja niskoj temperaturi. Ovakvi rezultati su
ponovo nametnuli pitanje sa pocetka — da li su hibernirajuce Zivotinje konstantno (ili
cirkaanualno) pripremljene za hibernaciju, te niska temperatura samo aktivira ve¢ postojece
mehanizme? Rezultati do kojih smo dosli podrska su takvom stanovistu, s obzirom da vec
od 12. dana izlaganja niskoj temperaturi kada se nivo PGC-1a smanjuje ispod kontrolnog,
genska 1 proteinska ekspresija UCP1 opada, pratei ovaj trend.

Osim znacajne kontrolne uloge PPARs u termogenom odgovoru BAT, pokazano je
da ovi transkripcioni aktivatori imaju uticaj i na metabolicko remodeliranje BAT, koje prati
njegove energetske zahtijeve (Puigserver i sar., 1998; Scarpulla, 2008). Medutim, pored
PPARs, znacajnu ulogu u kontroli metabolizma imaju i Nrf transkripcioni regulatori.

Klju¢nu funkciju u orkestriranju aktivnosti pomenutih transkripcionih regulatora ima PGC
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tamilija transkripcionih koaktivatora (revija Ventura-Clapier i sar., 2008). U prilog tome
govore 1 nasi rezultati, koji su pokazali potpuno poklapanje proteinske ekspresije PGC-1a
sa PPARa, PPARS, ali i Nrfl. Izuzetak je bio PPARy, ¢iji se proteinski sadrzaj nije
umnogome mijenjao, §to moze biti posledica kontinuirane pripremljenostt BAT
hibernatora na temperaturni izazov. Nasuprot tome, izgleda da ostali faktori koji su
ukljuceni u transkripcionu regulaciju metabolickog odgovora tkiva, prate onaj isti $ablon
promjena, pokazan kod metabolickih enzima. Tako je u prve dvije nedelje aklimacije na
nisku temperaturu, proteinska ekspresija PPAR«, PPARS i PGC-1a nepromjenjena, nakon
cega dolazi do njihove sinhronizovane supresije, §to se odrzava i u hibernaciji. Kod Nrfl je
situacija malo drugacija, te je njihov proteinski nivo poveéan tokom ¢citavog perioda
aklimacije na hladnocu, a suprimira se tek po ulasku Zivotinje u fazu duboke hibernacije.
Imajué¢i u vidu da PPARs aktivno stimuliSu proces oksidacije masnih kiselina,
aktivirajuéi ekspresiju proteina koji ih transportuju i enzima B-oksidacije (Finck i Kelly,
2007), razumljivo je $to genska/proteinska ekspresija ACADM i Fabp4, detektovana u ovoj
studiji prati slican obrazac promjena, kao i PPARs. Na ovaj nacin se vjerovatno mrki
adipociti ,,stite” od prekomjerne oksidacije masnih kiselina u periodu izlaganja hladnodi. Sa
druge strane, efekat Nrf na metabolicki program se ogleda prvenstveno u stimulaciji
mitohondrijalne respiracije 1 biogeneze. Interesantno je da povecana ckspresija ovih
transkripcionih regulatora u toku citavog perioda izlaganja hladnodi, korelira sa poveéanom
ekspresijom mitofuzina 1 i genskom ekspresijom nukleusno kodiranih komponenti
OXPHOS, ali ne 1 sa njihovom proteinskom ekspresijom. Kako je veé¢ naznaceno, BAT u
periodu izlaganja niskoj temeraturi tezi da sacuva svoje lipidne rezerve odrzavajuéi nivo
respiracije na kontrolnom ili blago povisenom nivou, ali tom prilikom postajuci podlozan
energetskom disbalansu usled kontinuiranog rasipanja energije od strane UCP1. Dakle,
povecanje ckspresije Nrfl bi se u svakom sluc¢aju moglo posmatrati kao kompenzatorni
odgovor BAT na energetsku depleciju. U prilog tome idu i radovi koji su pokazali da
dugotrajna aktivacija AMPK vodi indukciji mitohondrijalne biogeneze upravo preko PGC-
1o 1 Nrf (Bergeron i sar., 2001). Medutim, ostaje nejasno koji mehanizmi ovaj stimulatorni
efekat Ntf na mitohondrijalnu respiraciju 1 biogenezu blokiraju, onemogucavajudi time
diobu mitohondrija. Sa druge strane, povecanje ekspresije mitofuzina 1 u toku aklimacije na
hladnocu ukazuje da se intenzivira drugi proces — fuzija mitohondrija. To potvrduju i
megamitohondrije detektovane u BAT u fazi hibernacije (Grodums, 1977). Sve ovo moze
sugerisati da energetska deplecija BAT, sa jedne strane; i teznja organizma da sacuva lipidne
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rezerve u toku aklimacije na nisku temperaturu, sa druge strane; vode opre¢nim
promjenama na nivou mitohondrija BAT koje rezultiraju prije fuziji nego biogenezi (fisiji)
mitohondrija.

Nasuprot ovim desavanjima, koja prate izlaganje zivotinja niskoj temperaturi, u
toku faze duboke hibernacije, situacija je jasnija. Supresija proteinske ckspresije Nrfl,
PPARa, PPARS, kao i njihovog koaktivatora — PGC-1a, u saglasnosti je sa smanjenom
ekspresijom komponenti respiratornog lanca, kao i proteina (i odgovarajuéih gena) kljucnih
za transport 1 oksidaciju masnih kiselina — ACADM i Fabp4.

Moze se zakljuciti da rezultati ukazuju na ukljucenost transkripcionih faktora
(PPARy/PGC-1a) u termogenom odgovoru BAT hibernatora prilikom izlaganja niskoj
temperaturi. Medutim, nasuprot termogenom, metabolicki odgovor tkiva nije tako jasno
regulisan. Naime, ¢ini se da pored ispitivanih transkripcionih aktivatora, postoje i neki drugi
(supresoti vijerovatno) koji regulisu (mitohondrijalni) metabolizam u BAT tekunica tokom
izlaganja hladnodi. Na taj nacin se mrki adipociti nalaze na nekoj vrsti ,,klackalice* izmedu
potrebe za povecanom produkcijom energije i cuvanja energetskih rezervi, koje su im
neophodne kasnije prvenstveno za brzo postizanje eutermije nakon visednevnog boravka u
hibernaciji. Na osnovu prikazanog, izgleda da transkripciona kontrola u toku hibernacije
igra sporednu ulogu u metabolickom funkcionisanju mrkih adipocita, dok je glavna uloga

ipak na translacionoj i post-translacionoj regulaciji metabolickih puteva.

5.2. Molekulsko remodeliranje skeletnih misica tokom aklimacije na nisku
temperaturu i u fazi hibernacije
Pored BAT, veoma vaznu ulogu u odrzanju eutermije ima i drhte¢a termogeneza u

skeletnim misi¢éima (Foster i Frydman, 1979). Termogena funkcija i metabolicko
reprogramiranje skeletnih misi¢a tokom izlaganja niskoj temperaturi, daleko je vise
ispitivana kod nechiberniraju¢ih vrsta. Tako je pokazano da drhteca termogeneza ima
primarnu ulogu u odrzanju konstantne tjelesne temperature tokom prvih nekoliko dana
izlaganja zivotinja hladno¢i (do nedelju dana) i da tu ulogu zatim preuzima BAT (nedrhteca
termogenza) (Jansky i Hart, 1968; Foster i Frydman, 1979; Griggio, 1982). Ovakav sled
dogadaja kod nechiberniraju¢ih zivotinja tokom aklimacije na hladnocu ima reperkusije,
kako na metabolicko remodeliranje BAT (Vuceti¢ 1 sar., 2011), tako i na metabolicke

promjene u skeletnim misi¢ima. Pokazano je da se rani period aklimacije karakterise
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indukcijom glikolize, a kasnije (kada se termogena funkcija BAT kompletno razvije) skeletni

misici prelaze na intenzivnu oksidaciju masnih kiselina (Stancic 1 sar., 2013).

5.2.1. Metabolicko remodeliranje skeletnih misica hibernatora u toku aklimacije na
nisku temperaturu
Metaboli¢cko reprogramiranje skeletnih misic¢a hibernirajuce vrste Spermophilus citellus,

donekle pokazuje slaganje sa promjenama kod (nchibernirajuéih) pacova. Naime, do 7.
dana izlaganja hladno¢i detektovano je znacajno povecanje proteinske ekspresije PDK4 i
obje subjedinice LDH, kao i enzima odgovornog za mobilizaciju rezervi glikogena - PYG
(1. dana), sto ukazuje da se misi¢i oslanjaju na glikolizu. Da je metabolizam glukoze
povecana koncentracija cirkuliuceg laktata u plazmi tokom budenja Zivotinje iz hibernacije,
kada se takode snazno aktivira termogeni program (Galster i Morrison, 1975). Nasuprot
tome, supresija komponenti elektron-transportnog lanca (kompleksa II i citohroma ¢), kao i
same ATP sintaze ukazuje na smanjen oksidativni kapacitet skeletnih misi¢a tokom perioda
ranog izlaganja niskoj temperaturi. Iako su ove promjene slicne onim zabiljezenim kod
tkiva u toku hipoksije (LaManna i sar., 2004), pogresno bi bilo zakljuciti da se i ovde radi o
uslovima smanjene dostupnosti kiseonika. Naime, ranije je kod vrste Mesocricetus anratus
pokazano da hladnoca indukuje angiogenezu i to upravo kod brzo-gréeéih misic¢a, onih koji
se oslanjaju na glikoliticku produkciju ATP (Deveci 1 Egginton, 2003). U saglasnosti sa tim
je i, u ovoj studiji, detektovano povecanje ckspresije VEGE, proteina koji stimulise
vaskularizaciju i angiogenezu (Ferrara i Henzel, 1989; Gospodarowicz i Lau, 1989), u
petiodu 1-3. dana izlaganja hladno¢i. Ovakvo povecanje prokrvljenosti skeletnih misi¢a
tokom prve nedelje aklimacije na nisku temperaturu obezbjeduje intenzivirani ,,transport®
toplote (generisane misi¢nim kontrakcijama) kroz organizam.

Nasuprot ovome, nakon nedelju dana hladnoce, nasi rezultati (smanjena ekspresija
GAPDH i LDH H) su pokazali da dolazi do supresije glikolitickog kapaciteta za produkciju
energije, kao i njegovog ponovnog ,kuplovanja®“ sa Krebsovim ciklusom (vracanje
proteinskog nivoa PDK4 na kontrolni i povecana ckspresija SCAS). Jedan od moguéih
razloga ove supresije moze biti i smanjena dostupnost glukoze u ovom periodu. Naime, veé
je pomenuto da hibernatori razvijaju insulin rezistetan odgovor tokom petrioda pre-
hibernacije (Buck i sar., 2002). Pored toga, tokom kontinuiranog misi¢nog rada u periodu
intenzivne drhtece termogeneze, trose se rezerve glikogena u misi¢ima. Potvrda tome je i

poveéana proteinska ekspresija PYG 1. dana izlaganja hladnodi, dok se njen nivo skoro
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potpuno gasi od 7. dana boravka na niskoj temperaturi. Sveukupno rezultati ukazuju da je
smanjena dostupnost glukoze tokom produzenog izlaganja hladnodi.

Osim toga, tokom produzenog izlaganja hladnodi, smanjena proteinska ekspresija
gotovo svih komponenti elektron-transportnog lanca i ATP sintaze ukazuje da je u ovom
petiodu 1 kapacitet OXPHOS znacajno suprimiran. Ovakve promjene u skeletnim misi¢ima
hibernatora se znacajno razlikuju od onih detektovanih kod nehiberniraju¢ih pacova, koje

.....

duzeg boravka zivotinje na hladnodi (Vaillancourt i sar., 2009; Stanci¢ i sar., 2013). Takode,

19

kod pacova se jasno vidi da ovaj ,,swizch* u koriséenju goriva vodi uspostavljanju ,,nove*
energetske homeostaze (Stanci¢ i sar., 2013), dok kod tekunica upravo u ovom periodu
dolazi do odredenog energetskog disbalansa, koji se manifestuje detektovanim povecanjem
aktivnostt AMPK u periodu od 7-12. dana izlaganja hladno¢i. Odgovor na pitanje zasto
misi¢i tekunica u ovom periodu ne aktiviraju energetski-efikasnu B-oksidaciju masnih
kiselina (kada/ako ve¢ ne mogu glikolizu), moze biti u ¢injenici da dugotrajno izlaganje
zivotinja hladnoéi postepeno vodi regresiji krvnih sudova, a time i smanjenju oksigenacije.
U prilog tom stanovistu govori detektovano smanjenje ckspresije VEGFE, znatno ispod
kontrolnog nivoa, paralelno sa poveéanjem nivoa HIF-la. Iako nema mnogo podataka o
angiogenezi u skeletnim misi¢ima tokom izlaganja hladnodéi, Deveci i Egginton (2003) su u
svojoj studiji pokazali da postepeno izlaganje hr¢aka niskoj temperaturi vodi poveéanju
produzene aklimacije uspostavlja kontrolni nivo.

Interesantno je naglasiti da nivo aktivne AMPK forme nije ostao povecan do kraja
ispitivanog perioda, ve¢ je doslo do njegove restitucije 21. dana aklimacije na hladnocu.
Moguce je da aktivirani kompenzatorni mehanizami u samim miocitima koji 1 pored
nepovoljnih uslova (akumulacija HIF-1a, smanjen proteinski nivo OXPHOS komponenti i
GAPDH), ipak vode uspostavljanju energetskog balansa. Ti mehanizmi ne moraju
uklju¢ivati povecanu produkciju, ve¢ smanjenu potrosnju ATP, poput supresije
transkripcije 1 translacije na koje odlazi ~40% ukupnih energetskih rezervi (Rolfe i Brown,
1997). U prilog ovoj pretpostavci ide i €injenica da su ovi procesi znacajno suprimirani u
dovodenje skeletnih misi¢a u nepovoljne uslove smanjene dostupnosti glukoze i O,
odgovorno za karakteristicnu metabolicku supresiju ovog tkiva tokom faze duboke

hibernacije.
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Na osnovu svega iznesenog moze se zakljuciti da se metabolicki profil skeletnih
misic¢a hibernirajuée vrste Spermophilus citellus, umnogome ne razlikuje od onog videnog kod
nehibernatora, tokom faze aktivne termogeneze. Ono $to znacajno razlikuje skeletne misice
hibernatora jeste njihovo (ne)prilagodavanje dugotrajnom izlaganju niskoj temeraturi.
Naime, ¢ini se da produzena aklimacija na hladnocu vodi energetskom disbalansu u
skeletnim misi¢ima tekunica, sa kojim (Celije vjerovatno mogu da se izbore jedino
suprimiranjem potreba za sintezom ATP. Ono $to ostaje kao otvoreno pitanje, jeste da li je

ova supresija puteva produkcije energije zaista vezana za ulazak Zzivotinje u fazu hibernacije.

5.2.2. Metabolicko remodeliranje skeletnih miSi¢a hibernatora tokom faze duboke
hibernacije
Nasuprot aklimaciji na nisku temperaturu (i budenju iz hibernacije), gdje misi¢ne

kontrakcije imaju vaznu termoregulatornu ulogu (Foster i Frydman, 1979), u toku faze
duboke hibernacije skeleni misi¢i su potpuno kontraktilno mirni, ne pokazujuéi nikakvu
EMG aktivnost (Daan 1 sar., 1991). U saglasnosti sa ovim su 1 nasi rezultati promjene
ekspresije SERCA1 - Ca**-ATPazne jonske pumpe. Ovaj transportni protein omogucava
vracanje citoplazmatskog Ca’" u sarkoplazmin retukulum, gdje biva uskladisten tokom
neaktivnog perioda misi¢a. Ova jonska pumpa sama doprinosi ~5% bazalnog metabolizma
(Simonides i sar., 2001). Povecanje njegove ekspresije tokom citavog perioda aklimacije na
hladnocu, jasno ukazuje na znacajnu aktivnost skeletnih misica. Sa druge strane, tokom
duboke hibernacije nepromjenjen EMG zapis oc¢ekivano je pracen smanjenjem ckspresije
SERCAL. Do istog rezultata su dosli 1 Hindle 1 saradnici (2011). Ovakav scenario promjene
aktivnosti skeletnih misi¢a tokom eutermija-torpor ciklusa privlacio je oduvjek paznju,
posebno sa aspekta ispitivanja mehanizama moguce atrofije misica usled njihovog
nekori$éenja tokom faze duboke hibernacije. Period neaktivnosti u trajanju od ~2 nedelje
kod nehibernatora, koliko u prosjeku traje jedna epizoda torpora, lako moze da dovede do
atrofije misi¢a (Musacchia i sar., 1989; Musacchia i sar., 1990). Medutim, brojne studije su
potvrdile da kod hiberniraju¢ih vrsta neaktivhost misi¢a ne indukuje ili sasvim malo
indukuje njihovu atrofiju, bez negativnih efekata na kontraktilnost ¢ak i nakon 4 - 7 mjeseci
hibernacije (Wickler i sar., 1987; 1991; Lohuis i sar., 2007; Hershey i sar., 2008).

Iako molekulski mehanizmi ocuvanja misicne mase i aktivnosti kod hibernatora
nakon produzene neaktivnosti do danas nisu potpuno razjasnjeni i otkriveni, izgleda da
vaznu ulogu u ovome ima odrzanje ili ¢ak povecéanje oksidativnog kapaciteta u skeletnim

misi¢ima tokom faze hibernacije (Wickler i sar., 1991). Nedavno je ¢ak pokazano da sama
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hibernacija aktivira konverziju misi¢nih vlakana Tipa IIB u vlakna Tipa I, koja karakterise
oksidativni fenotip (Xu i sar., 2013). U saglasnosti sa tim su i nasi rezultati povecane
ekspresije klju¢nog enzima Krebsovog ciklusa - SCAS, kao 1 restitucija (nakon pada u toku
aklimacije na hladnoc¢u) proteinskog nivoa ATP sintaze i enzima B-oksidacije - ACADM.
Slicno tome, Wickler i saradnici (1987; 1991) su pokazali da se u hibernaciji aktivnost
enzima Krebsovog ciklusa - citrat sintaze, znacajno povecava kod vrsta Spermophilus lateralis
1 Melanochromis anratus, dok su Hindle 1 saradnici (2011) u opseznoj proteomskoj studiji
detektovali indukciju ekspresije nekoliko enzima -oksidacije i Krebsovog ciklusa. Nasi
rezultati su pokazali da se glikoliticki kapacitet miocita tokom hibernacije suprimira
(smanjenje proteinskog nivoa GAPDH, PDH, PYG i GSK), sto je u saglasnosti sa
prelazom sa glukoznog na lipidni metabolizam u skeletnim misi¢ima hibernatora tokom
torpora (Andrews 1 sar., 1998; Buck 1 sar., 2002).

Takode, rezultati pokazuju da u toku faze duboke hibernacije (kao i kod BAT) u
misi¢ima dolazi do znacajnog smanjenja proteinskog nivoa VEGF, sto moze ukazivati na
kompromitovanu perfuziju, a time 1 oksigenaciju skeletnih misica u toku torpora. U
saglasnosti sa ovom tvrdnjom je i povecana kolicina HIF-1o u fazi hibernacije. Sli¢no tome,
identi¢no povecanje proteinskog (ali ne i mRNA) nivoa, kao i aktivnosti HIF-1a pokazano
je 1 kod vrste Spermophilus tridecemlineatns tokom hibernacije (Morin 1 Storey, 2005). Isticudi
da detektovani stepen povecanja proteinske ekspresije (~2 puta) ne korelira sa stepenom
poveéanja aktivnosti (~6 puta) HIF-1o, autori navode da fosforilacija ERK1/2 protein
kinazama moze znacajno uticati na njegovu transkripcionu aktivnost. Zaista, nasi rezultati
pokazuju paralelizam proteinske ekspresije ERK1/2 sa povecanom ekspresijom HIF-1a, i
to ne samo tokom hibernacije, ve¢ i tokom produzenog izlaganja hladnoé¢i (7 - 21. dan
aklimacije).

S obzirom da do indukcije HIF-1 dolazi u uslovima limitiranosti O, logicno se
namece pitanje kako je mogude ranije pomenuto povecanje oksidativhog kapaciteta tokom
uslova koji omogucavaju akumulaciju HIF-la, ili zice versa® Vrlo sli¢na situacija je
detektovana 1 u drugom termogenom organu - BAT, §to moze ukazivati na neku funkciju
HIF-1 tokom hibernacije, koja se ne odnosi primarno na regulaciju metabolizma ve¢ na
kontrolu termogeneze. Naime, odavno je predlozen djelimicno izmjenjen model
autonarkoticke teorije (Dubois, 1892), po kojoj male promjene pH mogu, pored
suprimiranja hipotalamicke ,,#hreshold vrijednosti za termogenezu (Schaefer i Wunnenberg,

.....
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(Harken, 1976). Imajuéi u vidu da su klju¢ni regulatori pH u tkivima laktat i CO», supresija
VEGF 1 indukcija HIF-1, a time 1 LDH aktivnosti, moze se posmatrati sa aspekta
indukcije/odrzanja mehanizama, koji suptimiraju termogenezu i time uvode/odrzavaju

hipotermiju kod hibernirajuc¢ih Zivotinja.

5.2.3. PPARs i Nrfl u transkripcionoj kontroli metabolickog remodeliranja skeletnih
misica hibernatora
Od tri do sad opisane izoforme PPAR (Mukherjee i sar., 1997), u skletnim misi¢ima

najzastupljenija varijanta ovog transkripcionog faktora je PPARS, koji regulise preuzimanje
i oksidaciju glukoze i lipida (Holst i sar., 2003). Sa druge strane, pri bazalnim uslovima
PPAR« i PPARy su manje zastupljene izoforme, koje, medutim, mogu biti indukovane pri
odredenim fizioloskim uslovima, poput vjezbanja, gladovanja itd. (Tunstall i sar., 2002).
Studije na nehibernatorima pokazuju da sve tri izoforme imaju udjela u metabolickom
remodeliranju skeletnih misi¢a tokom izlaganja niskoj temperaturi (Stancic i sar., 2013).

Ova studija potvrduje da je u misi¢ima najzastupljenija forma PPARS, ali isto tako 1
da se njena ekspresija skoro ne mijenja (konstantno je visoko eksprimirana) kako tokom
aklimacije na hladnocu tako i u dubokoj hibernaciji. Sa druge strane, tokom izlaganja niskoj
temperaturi snazno se indukuje proteinska ekspresija PPARa i PPARy (3 - 21. dana). Ovu
indukciju prati povecana ekspresija PGC-1a tokom citavog ispitivanog perioda. Vilo slican
profil ckspresionih promjena je detektovan kod pacova: poveéana ckspresija PPARa,
PPARy 1 PGC-la, tokom citavog perioda aklimacije od 45 dana, dok do indukcije
ekspresije PPARS proteina dolazi tek nakon nedelju dana izlaganja hladno¢i (Stanci€ 1 sar.,
2013). S obzirom da ove tri izoforme pokazuju preklapajuce dejstvo na lipidni i glukozni
metabolizam (Wang, 2010), oc¢ekivalo bi se da indukcija PPARa i PPARy/PGC-1la u
skeletnim misi¢ima aktivira lipidni metabolizam. Medutim, pokazano je da ipak ova
aktivacija ,,miruje’ do momenta indukcije PPARS (Stanci¢ i sar., 2013). To je vjerovatno
posledica vece bazalne zastupljenosti 8 izoforme u misi¢ima, koja odrzava bazalni nivo
metabolickog fluksa. To moze biti objasnjenje zasto oksidativni metabolizam masnih
PGC-1a ekspresije. Takode, moguce je da o 1y izoforma PPAR i PGC-1a u misi¢ima imaju
neke druge regulatorne uloge, kako tokom aklimacije, tako i u hibernaciji.

U fazi duboke hibernacije dolazi do snaznog suprimiranja ckspresije PGC-1a,
PPARa i PPARy, c¢ija je ckspresija bila indukovana tokom aklimacije na hladnocu.

Medutim, kao i pri izlaganju niskoj temeraturi, ni u fazi hibernacije promjene ekspresije ne
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mogu se dovesti u direktnu vezu sa reprogramiranjem metabolizma. Suprimirana ekspresija
ovih transkripcionih regulatora je mozda posledica generalne supresije transkripciono-
translacione masinerije, zabiljezene u skeletnim misi¢ima tokom hibernacije (Morin i Storey,
2006).

Transkripciona regulacija metabolizma skeletnih misi¢a u toku faze duboke
hibernacije zasluzuje posebnu paznju. Xu i saradnici (2013) su pokazali da se znacajno
povecava ekspresija PGC-la kao 1 njegovih targeta: fosfo-AMPK, Nrfl i GLUT4. Na
osnovu ovih rezultata, postavljena je hipoteza o aktiviranju istth puteva povecanja
oksidativnog kapaciteta skeletnih misi¢a kao i pri vjezbanju. Nasuprot ovome, nasi rezultati
ukazuju da u istom tipu misi¢a (. quadriceps), kod vrste Spermophilus citellus, dolazi do
suprotnih promjena na nivou transkripcionih regulatora; tj. dolazi do smanjenja
proteinskog nivoa PGC-la i Nrfl, dok je i ovdje zabiljezen veéi nivo aktivne forme
AMPK. Nekonzistentnost rezultata ove dvije studije, moguée je lezi u cinjenici da su
kontrolnu grupu u studiji Xu i saradnika ¢inile ljetnje-aktivne Zivotinje (jul/avgust), dok su
u nasoj kontrolnoj grupi bile aktivne Zivotinje koje se nalaze u fazi pripreme za hibernaciju
(septembar/oktobar). Ovo bi moglo ukazivati da zapravo promijene zabiljezene u studiji Xu
1 saradnika ne moraju neophodno biti posledica hibernacije, ve¢ cirkaanualnih promjena
koje se desavaju kod sezonskih hibernatora (Epperson i satr., 2011). Sa druge strane, u
kontrolnu grupu cinile aktivne zivotinje u fazi pre-hibernacije (kao i u ovom radu),
detektovano je slicno poveéanje PGC-1a kao 1 u studiji Xu i saradnika (Eddy 1 sar., 2005),
dok nije zabiljeZen rast aktivnosti AMPK (Horman i sar., 2005) i eksresije Nrf (Morin i sar.,
2008). Uz to suprimirana je aktivnost RNK polimeraze i ukupna transkripciona aktivnost,
tokom torpora (Morin i Storey, 2000). Ocigledno da transkripciona regulacija u skeletnim
misi¢ima hibernatora jos uvijek predstavlja enigmaticno podrucje, koje zasluzuje dalje i

detaljnije ispitivanje.

5.2.4. Antioksidativha odbrana u skeletnim misSi¢ima hibernatora tokom izlaganja
hladno¢i i tokom faze duboke hibernacije
Gotovo nepromjenjena ekspresija enzima AD, zabiljezena u ovoj studiji, u ranoj

fazi aklimacije na nisku temeraturu (do nedelju dana) idu u prilog tezi da se u ovom periodu
aktivne glikoliticke strategije bitno ne narusava redoks ravnoteza u misicima. Nasuprot
tome, nakon 7. dana izlaganja niskoj temperaturi, dolazi do indukcije ekspresije CuZnSOD

1 katalaze, dok se u istom periodu proteinski nivo GSH-Px smanjuje. S obzirom da u ovom
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periodu rezultati pokazuju da nema indukcije (ili ¢ak mozemo govoriti 1 o supresiji)
oksidativhog metabolizma, ove promjene na nivou AD, mogu se posmatrati kao priprema
ovog vaznog termogenog organa za uslove neaktivnosti, tj. mogu se tumaciti kao
prekondicioniranje misica.

U prilog pretpostavci o prekondicioniranju skeletnih misi¢a za uslove hipotermije i
neaktivnosti svijedoci 1 ¢injenica da ekspresija CuZnSOD, katalaze i GSH-Px ostaje
povecana i u fazi duboke hibernacije. Posebno je interesantno da je proteinska ekspresija
mitohondrijalne izoforme SOD suprimirana. Naime, nasi i rezultati drugih autora (Andrews
isar., 1998; Buck i sar., 2002; Muleme i sar., 2006) ukazuju na pretezno lipidni metabolizam
ovog termogenog organa u toku hibernacije, te bi se na osnovu toga mogla ocekivati i
poveéana produkcija ROS, a sledstveno i aktivacija AD, u Celijskom kompartmentu u kom
se odvija najveci stepen oksidacije masnih kiselina - mitohondrijama. Medutim, Eddy i
povecanje ekspresije CPT-1B, enzima od kog zavisi brzina $-oksidacije u mitohondrijalnom
kompartmentu. Iako bi ovo moglo na prvi pogled da djeluje zbunjujuce, znacajno
povecanje ckspresije katalaze ukazuje da bi oksidacija masnih kiselina mogla u najveéem
stepenu da se obavlja u peroksizomalnom celijskom kompartmentu. Slicno povecanje
peroksizomalnog oksidativhog metabolizma je videno i u BAT tokom hibernacije (Kabine i
sar., 2003; 2004). U ovom slucaju, medutim, mitohondrijalni metabolizam ne zaostaje po
svojoj aktivnosti, §to pokazuju rezultati povecanja ekspresije CuZnSOD 1 katalaze. U
saglasnosti sa tim su i rezultati nase ranije studije o promjeni aktivnosti MnSOD 1 katalaze

kod tekunica (Buzadzi¢ i sar., 1990).

5.3. Molekulsko remodeliranje depoa WAT tokom aklimacije na nisku temperaturu
i u fazi hibernacije
Uloga WAT tokom izlaganja (ne)hibernirajucih zivotinja hladnodi, dugo vremena je

bila zanemarivana iz razloga $to je ovo tkivo posmatrano prvenstveno sa aspekta pasivnog
rezervoara goriva, tj. lipida. Medutim, danas se zna da je WAT endokrini organ koji ima
aktivou ulogu u ukupnom energetskom balansu organizma (Ahima i Flier, 2000). Novije
studije ukazuju da razlic¢iti fizioloski stimulusi, poput hladnoée, mogu povecati oksidativni
metabolizam u samom WAT pacova (Mulligan i sar., 2007; Jankovic i sar., 2009; Jankovi¢ i
sar., 2013). Jos uvijek su neispitane molekulske i metabolicke osnove WAT remodeliranja

(posebno pojedinacnih depoa) kod hibernatora u uslovima koji zahtijevaju koriséenje lipida
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za produkciju toplote (aklimacija na hladnocu), ali 1 kao osnovnog energetskog goriva

organizma (hibernacija).

5.3.1. Uloga pojedina¢nih depoa WAT u ukupnoj energetskoj homeostazi tokom
aklimacije na nisku temperaturu
Ova studija je radena na tekunicama koje su bile u fazi pripreme za hibernaciju, za

koju je karakteristicna hiperfagija 1 povecanje tjelesne mase zivotinja (weight-gain phase)
(Frank i Storey, 1995). Tokom perioda provedenog u laboratorijskim uslovima na sobnoj
temeraturi tekunice su, prije pocetka eksperimenta, napredovale, tj. dobijale na tezini.
Medutim, odmah po izlaganju hladnoéi detektovano je smanjenje tjelesne mase, kao
rezultat intenziviranja produkcije toplote. Rezultati su u skladu sa pokazanom noradrenalin-
stimulisanom lipolizom u WAT pacova (revija Bartness 1 Bamshad, 1998), $to je potvrdeno
i kod hibernatora (Youngstrom 1 Bartness, 1995; Bamshad i sar., 1998; Song i Bartness,
2001). Nasi rezultati ukazuju da i pored toga §to se volumenski udio adipocita u svim WAT
depoima ne mjenja tokom izlaganja hladnodi, povrsina adipocitnog profila znacajno je
smanjena pocevsi ve¢ od prvog dana izlaganja hladnodi u slucaju eWAT, odnosno od 12.
dana u slucaju rWAT. Sa druge strane, povrsina profila adipocita u subkutanom depou
WAT u ranom periodu izlaganja hladnoé¢i (do 3 dana) raste, a nakon toga se vraca na
kontrolni nivo i ostaje gotovo nepromjenjen do kraja ispitivanog perioda. Ovi rezultati su u
saglasnosti sa rezultatima Bartness i saradnika (1989), koji su pokazali da se unutrasnji
depoi (eWAT i rWAT) mobili$u znatno prije potkoznih depoa. Kao moguce objasnjenje
ove razlike u odgovoru izmedu razlicitih WAT depoa, autori isti¢u razlicit stepen inervacije.
Naime, iako nasa studija nije detektovala veée promjene u inervaciji razlic¢itih depoa;
pokazano je da je obrt noradrenalina znatno veéi u eWAT u odnosu na subkutano
ingvinalno WAT, §to koincidira sa znatno brzim smanjenjem mase eWAT (Youngstrom i
Bartness, 1995). Slicno tome, nadeno je i da je nivo mRNA za 3;-AR povecéan upravo u
eWAT tokom izlaganja hréaka uslovima kratkih ,,winterlike dana (Demas i sar., 2002). Sve
ovo jasno ide u prilog tezi da u toku aklimacije na hladnoc¢u najvedi stepen lipolize, a time
vierovatno i najveci doprinos produkciji toplote, imaju visceralni depoi WAT, eWAT u
prvom redu (mada se ne moze iskljuciti mogucnost ucesca i drugih unutrasnjih depoa koji
nisu razmatrani u ovoj studiji).

Nasi rezultati pokazuju da je, pocevsi od 7. dana izlaganja hladnodi pa sve do kraja
ispitivanog perioda 1 to u sva tri depoa WAT, snazno aktivirana AMPK. Slican rezultat je

dobijen i u rWAT kod nechiberniraju¢ih Zivotinja (Jankovi¢ i sar., 2013). S obzirom na
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pokazani anti-lipoliticki efekat AMPK (Daval i sar., 2005; Gauthier 1 sar., 2008), koiji je
vierovatno posledica fosforilacije 1 inaktivacije HSL 1 adipozne triacilglicerol lipaze
(Narbonne i Roy; 2009); sinhronizovana aktivacija AMPK u sva tri depoa WAT ukazuje da
je u ovom periodu lipoliza suprimirana. Sli¢an scenario je pokazan i u rWAT pacova, gdje je
inicijalno ¢itav metabolicki program podreden snabdijevanju drugih tkiva masnim
kiselinama, dok kasnije u toku aklimacije dolazi do promjena koje primarno za cilj imaju
obezbjedivanje energetske homeostaze u samim adipocitima (Jankovi¢ i sar., 2013).
Ocigledno da WAT ima vaznu ulogu u odrzanju ukupnog energetskog balansa

tokom ranog perioda izlaganja hladnodi, kada dolazi do intenzivne produkcije toplote kako

.....

5.3.2. Energetski metabolizam depoa WAT tokom aklimacije na hladnoc¢u

Rana faza aklimacije na nisku temperaturu karakterise se intenzivnom lipolizom u
visceralnim depoima WAT, kako kod nehibernatora (Jankovi¢ i sar., 2013), tako i kod
hibernatora, §to se primarno moze posmatrati sa aspekta obezbjedivanja goriva za
termogene organe. Nije iznenadujuce $to upravo u ovom periodu dolazi do povecanja
kapaciteta glikolize za produkciju energije u svim depoima (poveéanje ekspresije GAPDH,
PDH, kao i obje subjedinice LDH). Ovi rezultati su u saglasnosti sa metabolickim
reprogramiranjem rWAT pacova tokom ranog perioda izlaganja hladnodi (Jankovié i sar.,
2013). Vazno je istaci da je kod pacova ova indukcija glikoliticke strategije vodena HIF-1,
dok su kod tekunica ukljuceni drugaciji mehanizmi. Naime, do povecane ekspresije HIF-Ta
dolazi u eWAT, ali ne i u rWAT. Moguce objasnjenje za ovo lezi u smanjenju
vaskularizacije eWAT depoa, s obzirom da je proteinska ekspresija VEGF u ranom periodu
aklimacije znacajno suprimirana. Rezultati morfometrijske analize pokazali su da su
adipociti tekunica iznenadujuce krupni. Naime, u poredenju sa adipocitima pacova, koji su
veli¢ine od 20-70 um (Le Lay 1 sar., 2001); adipocitima gojaznih Zucker pacova veli¢ine od
40-240 pm (Margues i sar., 1998); pa i adipocitima mrmota koji su u fazi pripreme za
hibernaciju (septembar) velicine 250-300 pm; éelije WAT tekunica su dramati¢no veée
(5000-12500 pm). S obzirom na velicinu éelije, male promjene u prokrvljenosti mogu
znacajno afektovati dostupnost O, adipocitima. Ovo je u saglasnosti sa poveéanom
kolicinom HIF-1a i smanjenom ekspresijom VEGEF u eWAT. Sa druge strane, u rWAT
dolazi do indukcije proteinske ekspresije VEGF, te se nivo HIF-la ne mijenja ili cak
smanjuje.
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Nasuprot visceralnim depoima, sWAT izgleda indiferentan na lipoliticko dejstvo
hladnoce, vierovatno usled manje inervacije (Youngstrom i Bartness, 1995; Demas i sar.,
2002), manjeg broja B-adrenergickih receptora ili ¢ak boljeg antilipolitickog efekta insulin
(Arner, 1995; Wajchenberg, 2000). U skladu sa tim, povrsina adipocitnog profila u sWAT
se ¢ak povecava tokom ranog perioda aklimacije na hladnocu, $to moze ukazivati na
akumulaciju lipida u sWAT tokom ranog perioda aklimacije na nisku temperaturu. S
obzirom da se u ovom periodu nivo ACC, enzima klju¢nog za inicijalni korak de novo
sinteze masnih kiselina, znacajno smanjuje, moguée je spekulisati o eventualnom
poveéanom unosu masnih kiselina u sWAT. sWAT se razlikuje od visceralnih depoa i po
supresiji kapaciteta svih puteva produkcije energije 1. dana aklimacije na hladnoc¢u (supresija
proteinskog nivoa komponenti OXPHOS, GAPDH, PDH, LDH i ACADM). Uz to nivo
aktivne forme AMPK ostaje nepromjenjen. Ovo jasno ukazuje da kratkotrajno izlaganje
hladnod¢i (do 24h) u sWAT indukuje na prvom mjestu povecano skladistenje lipida. Po
tome se ovaj depo bitno razlikuje od oba ispitivana visceralna depoa.

Nasi rezultati pokazuju da se visceralni depoi razlikuju od subkutanog i na nivou
anabolizma lipida, u toku rane faze aklimacije. Naime, nasuprot sWAT u depoima
visceralnog WAT dolazi do snazne indukcije proteinske ekspresije ACC i FAS, $to jasno
sugeriSe povecanu de novo sintezu masnih kiselina u njima. Moze se zakljuciti da je indukcija
sinteze masnih kiselina kompenzatorni odgovor u eWAT i rWAT na praznjenje lipidnih
rezervi, tj. pojacanu lipolizu.

Nagla aktivacija. AMPK od 7. dana izlaganja hladnodi i pored nepromejnjenog
kapaciteta za produkciju energije, moguce je da zapravo predstavlja posledicu lipolize. Sam
proces hidrolize triacilglicerola ne zahtijeva utrosak ATP, medutim, lipoliza je nuzno
spregnuta sa procesom reesterifikacije, $to jeste energetski-zahtijevan proces (~30-70%
oslobodenih masnih kiselina pri lipolizi biva reesterifikovano u triacilglicerole) (Vaughan,
1962; Reshef i sar., 2003); koji trosi celijski ATP (Nelson i Cox; 2005). Drugi faktor koji
moze uticati na aktivaciju AMPK jeste indukcija termogene aktivnosti samog WAT. Naime,
pokazano je da noradrenergi¢na stimulacija WAT indukuje regrutaciju ,,brite/ beige” adipocita
(Walden 1 sar., 2012). Kod hibernirajuée vrste Phodopus sungorns, v tWAT depou, usled
noradrenergicne stimulacije prilikom izlaganja zivotinje hladnodi, dolazi do indukcije genske
ekspresije UCP1, klju¢nog markera termogeneze mrkih adipocita. U skladu sa tim je i
pojava ,brite/ beige”  adipocita 3. dana izlaganja hladnoéi u rWAT; odnosno 7. dana

aklimacije u svim depoima. To je momenat kada dolazi do naglog poveéanja aktivne forme
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AMPK. Saglasno tome, jedan od mogucih faktora koji utice na povecanje aktivnosti AMPK
u svim WAT depoima, moze biti i aktivacija dekuplovanja u ovim ¢éelijama. Nadalje, iako se
poveéani nivo aktivne forme AMPK odrzava do kraja aklimacije, vidljiva je tendencija
njegovog vracanja na kontrolni nivo, koji se u slucaju sSWAT cak i postize 21. dana izlaganja
hladno¢i. Ovo moze ukazivati na aktivaciju kompenzatornih mehanizama u WAT, koji
postepeno vracaju naruseni energetski balans. Generalno, postoje dva moguca scenarija za
ponovno uspostavljanje energetskog balansa: aktivacija puteva produkcije energije i/ili
supresije puteva potros$nje energije. U slucaju visceralnih depoa, u prilog prvom scenariju
ide indukcija ekspresije OXPHOS komponenti i SCAS (prvenstveno od 7. dana), uz
odrzanje povecanog proteinskog nivoa GAPDH, PDH i LDH. Sa druge strane, u prilog
drugom scenariju ide ¢injenica da prisustvo ,,brite/ beige” adipocita nakon 7. dana izlaganja
hladno¢i nije zapazeno u ovoj studiji. Nije isklju¢eno ni da obje strategije (indukcija
oksidativnog uz suprimiranje termogenog kapaciteta, tj. UCP1 eckspresije) doprinose
normalizaciji energetskog statusa. U prilog indukciji oksidativnog metabolizma visceralnih
depoa WAT govori i ¢injenica da dolazi do smanjenja povrsina profila adipocita i u
uslovima suprimirane lipolize, $to ukazuje da se lipidne rezerve u stvari kotiste u samim
adipocitima.

Nasuprot eWAT i rWAT, u subkutanom depou drugacije se remodelira
metabolizam tokom produzenog boravka tekunice na niskoj temperaturi. Naime, u ovom
depou je zabiljezen pad proteinskog nivoa OXPHOS komponenti, GAPDH, LDH i
ACADM. Zato nije iznenadujuce $to se povtsina profila adipocita sSWAT u ovom periodu
gotovo ne mijenja. To je vijerovatno i razlog zbog ¢ega se upravo ovaj depo kasnije mobilise
u odnosu na unutrasnje depoe (Bartness 1 sar., 1989). S obzirom da se jedino u sSWAT nivo
fosfo-AMPK restituise na kontrolni nakon 21. dana aklimacije, razlog moze biti supresija
potrosnje energije. Kao 1 kod visceralnih depoa, ove promjene se mogu posmatrati sa
aspekta pripreme zivotinje za ulazak u fazu hipotermije, tj. hibernacije. Povecanje
oksidativnog kapaciteta u visceralnim depoima, a ne i u sSWAT moze izgledati iznenadujuce
s obzirom da je bazalni respiratorni fluks u subkutanom veci u poredenju sa visceralnim
depoima (Kraunsoe 1 sat., 2010). Medutim, u saglasnosti sa nasim rezultatima; primjeceno
je i to da bez obzira na nizi bazalni fluks kroz respiratorni lanac, unutrasnji depoi WAT su
energetski mnogo aktivniji i brze odgovaraju na supstrate elektron-transportnog lanca

(Kraunsoe 1 sar., 2010).
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Moze se zakljuciti da se u visceralnim depoima WAT, rani period aklimacije na
hladnocu karakterise intenzivnom lipolizom, indukcijom glikolitickog puta uz paralelno
povecanje de novo sinteze masnih kiselina. Nasuprot tome, u sWAT se prvenstveno skladiste
lipidi i suprimira oksidativni metabolizam, vjerovatno u cilju cuvanja lipidnih rezervi koje su
od vitalnog znacaja za hibernaciju i budenje iz nje. Nakon ovog petrioda, od 7. dana
aklimacije na hladnocu, indukcija AMPK inhibira lipolizu u visceralnim depoima WAT, a
sami adipociti se ,,bor¢** protiv ovog energetskog disbalansa, prvenstveno supresijom puteva
potrosnje energije (sSWAT, rtWAT, eWAT), ali i indukcijom puteva produkcije ATP (eWAT
1 tWAT). Sve to jasno ukazuje da depoi WAT hibernatora pokazuju depo-specifican
odgovor tokom izlaganja tekunica hladnodi. Regulatorni mehanizami koji vode ovakvom
aktiviranju oksidativnog metabolizma u visceralnim depoima WAT mogli bi imati primjenu
u biomedicinske svrhe, s obzirom da je upravo visceralna ili “androgena” gojaznost

spregnuta sa nizom metabolickih poremecaja (Bosello 1 Zamboni, 2000).

5.3.3. Transkripciona regulacija metabolickog remodeliranja WAT depoa tokom
aklimacije na hladnoc¢u
Brojni literaturni podaci pokazuju da je za indukciju gena vaznih za preuzimanje,

skladistenje lipida 1 diferencijaciju adipocita, najodgovornija PPARy izoforma (revije
Farmer, 2006; Rosen i MacDougald, 2006). Ovaj transkripcioni faktor, per se, ima klju¢nu
ulogu u generisanju karakteristicnog adipogenog fenotipa WAT (Barak i sar., 1999). Nasi
rezultati su pokazali da se ckspresija ovog transkripcionog faktora u visceralnim depoima
WAT, tokom izlaganja Zivotinja hladnoc¢i, ne mijenja. Moguce da je u osnovi ovakvih
promjena cinjenica da se tekunice nalaze u fazi pripreme za hibernaciju, pa je njihov
adipogeni potencijal ve¢ znacajno povecan. Slicno ovome, PPARy i PGC-1a u BAT i
razloga. Drugim rije¢ima, izgleda da je transkripciona kontrola kljuénih i karakteristicnih
desavanja u tkivima hibernatora cirkaanualno vodena, tj. odredena.

U saglasnosti sa ovim je indukcija PGC-1o u sva tri WAT depoa tokom aklimacije
na hladnoc¢u. Imajudi u vidu transkripcionu metabolicku regulaciju u BAT, gdje PPARy u
kooperaciji sa PGC-1e, indukuje BAT-specificni termogeni program, poput ekspresije
UCP1 i biogeneze mitohondrija (Puigserver i sar., 1998; Seale i sar., 2007; Kajimura i sar.,
2009; Petrovi¢ 1 sar., 2010), indukcija PGC-la vjerovatno je odgovorna za indukciju
w»browning'* efekta, koji je detektovan u WAT depoima 3 - 7. dana aklimacije. Shodno tome,

¢ini se da je PGC-1a odgovoran i za indukciju oksidativnog metabolizma u mitohondrijama
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u visceralnim depoima WAT tokom produZenog perioda aklimacije. Medutim, PGC-1a
izgleda nema isti efekat na metabolizam u sWAT. Razlog moze lezati u ¢injenici da su
klju¢ni regulatori mitohondrijalne respiracije i AMPK-vodene biogeneze mitohondrija —
Nrf (Bergeron i sar., 2001), znacajno suprimirani u sWAT. Sa druge strane, u eWAT 1
rWAT njihova ekspresija se povecava, zajedno sa ekspresijom mitofuzina 1 (u rtWAT), $to
je sve prac¢eno povecanim stepenom ekspresije enzima oksidativnog metabolizma.
Promjene PPARa 1 PPARS, ¢ija je osnovna funkcija u stimulaciji oksidativhog
metabolizma (Wang, 2010), takode su specifi¢ne za visceralne i subkutani WAT depo. Tako
je u oba visceralna depoa WAT detektovana izrazita supresija PPAR«, dok je nivo PPARS
bio povecéan, posebno tokom produzenog izlaganja tekunica hladno¢i. U sWAT zabiljezene
su suprotne promjene: povecana proteinska ekspresija PPARa i smanjen proteinski nivo
PPARS. Iako uzrok ovakvih promjena nije najjasniji, nesumnjivo je da one uti¢u na razlicit

obrazac oksidativnog metabolizma visceralnog i subkutanog WAT (Kraunsoe i sar., 2010).

5.3.4. Uloga pojedina¢nih WAT depoa u ukupnoj energetskoj homeostazi tokom
faze duboke hibernacije
Nadi i rezultati drugih autora sugeriSu da tokom izlaganja zivotinja hladnodi,

noradrenergicka stimulacija ima pozitivan efekat na lipolizu, primarno u visceralnim
depoima WAT (revija Bartness i Bamshad, 1998). Medutim, rezultati 7z witro studija
pokazuju da je noradrenalinom-stimulisana lipoliza u adipocitima znacajno suprimirana na
niskim temperaturama, karakteristicnim za torpor i da ne postoje specificne adaptacije
WAT hibernatora koje bi eventualno povecale osjetljivost tkiva na noradrenalin (Dark i
sar., 2003). U prilog ovome idu i nasi rezultati povecanja aktivne forme (anti-lipolitickog)
AMPK u eWAT i sWAT tokom faze duboke hibernacije. Ovaj odgovor je suprotan u
rWAT, gdje je nivo fosfo-AMPK nizi od kontrolnog, sto moze ukazivati da se lipoliza u
ovom depou desava i tokom torpora. U studiji u kojoj su ispitivane moguce adaptacije
WAT depoa na uslove hibernacije, ispitivane su samo promjene u eWAT i sWAT. Sa druge
strane Bauer i saradnici (2001) su detektovali mozda jednu od klju¢nih adaptacija WAT.
Naime, ovi autori su pokazali da u WAT vrste Spermophilus tridecemlineatus, u toku faze
duboke hibernacije dolazi do povecanja ekspresije pankreasne triacilglicerol lipaze, koja
pokazuje visoku stopu aktivnosti i na niskim temperaturama (Squire i sar., 2003). Na zalost,
autori u radu nisu specificirali na kom depou WAT je radeno.

Cinjenica da je respiratorni koeficijent Zivotinja tokom hibernacije priblizno 0,7,

ukazuje da se kao glavno energetsko gorivo u ovoj fazi koriste lipidi (Lyman, 1982). Iz tog
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razloga, konstatacija da je lipoliza u eWAT 1 sWAT suprimirana, moze djelovati zbunjujuce.
Medutim, nasi rezultati ukazuju na potencijalnu depo-specificnu mobilizaciju lipida,
pretezno iz rWAT. Ovaj segment hibernacijom indukovanog depo-specificnog

remodeliranja tkiva je malo poznat, a izuzetno je znacajan te zahtijeva dalja ispitivanja.

5.3.5. Energetski metabolizam i njegova transkripciona regulacija u WAT depoima
tokom torpora
Ukoliko se pogleda ekspresija anabolickih enzima u sva tri depoa WAT tokom

hibernacije, generalno se moze zakljuciti da se visceralni depoi WAT i u toku ove faze
ponasaju slicno. Naime, u oba depoa je doslo do indukcije ekspresije GAPDH i obje
subjedinice LDH, sto ukazuje na povecani kapacitet ovih depoa za produkciju ATP iz
glukoze. U eWAT je zabiljezen i rast proteinske ekspresije nekih komponenti elektron-
transportnog lanca (komplex III i IV), kao 1 ATP sintaze. Medutim, u istom depou
detektovana je i povecana proteinska ekspresija HIF-1a, sto moze ukazivati na smanjen
oksidativni metabolizam. Na to dodatno ukazuje smanjenje proteinske ekspresije svih
PPAR izoformi, PGC-1a, NFE2L2, kao i mitofuzina 1. U eWAT situacija je nesto dugacija,
te pored slicnog suprimiranja proteinske ekspresije PPARa 1 PPARY, ovaj depo pokazuje
povecan proteinski nivo PPARS, Nrfl i NFE2L2. Ukoliko se pogledaju ovi rezultati moglo
bi se pomisliti da je u eWAT mitohondrijalni metabolizam indukovan tokom hibernacije.
Medutim, imajuéi u vidu da je u ovoj studiji detektovana indukcija HIF-1 transkripcionog
faktora, koji suprimira respiratorni fluks (Zhang i sar., 2007), jasno je da to nije slucaj.
Rezultati nase studije ukazuju da nasuprot visceralnom, sWAT u znatno vecoj mjeri
zavisi od oksidativnog metabolizma. Naime, indukcija GAPDH u sWAT je pracena
povecanom ekspresijom PDH kompleksa, ali ne i LDH; sto jasno ukazuje da je glikoliza
“kuplovana” sa Krebsovim ciklusom (Nelson i Cox, 2005), tj. da se glukoza oksiduje do
CO; 1 HO. U visceralnim depoima izgleda da se oksidacija glukoze u velikoj mijeri
zaustavlja na nivou piruvata, koji se dalje u citoplazmi konvertuje u laktat. Takode,
detektovano je i povecanje proteinske ekspresije kompleksa 11 i IV i restitucija proteinske
ekspresije kompleksa I, citohroma ¢ i1 ATP sintaze. U sladu sa ovom tezom je i povecanje
PPAR«, odnosno odnosno restitucija PPARS 1 NFE2L2 proteinske ekspresije. Ovakve
promjene  predstavljaju  transkripcionu  podrsku  oksidativnom — metabolizmu i

respriratornom fluksu u eWAT (Wang, 2010).
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5.3.6. Antioksidativna odbrana depoa WAT tokom izlaganja hladno¢i i torpora

Ispitivanjem proteinskog nivoa enzima antioksidativnhe odbrane u visceralnim
depoima WAT, zabiljezeno je daiu eWAT iu rWAT dolazi do znacajne indukcije GSH-Px
gotovo tokom citavog perioda izlaganja hladnodi. Slicno tome, pokazano je da u rWAT
nehibernatora (pacova) dolazi do indukcije GSH-Px tokom 45 dana izlaganja niskoj
temperaturi (Jankovi¢ i sar., 2009). Osim toga, u rWAT je detektovana i povecana
proteinska ekspresija citoplazmatske SOD izoforme u periodu od 12 - 21. dana, kao i
mitohondrijalne SOD od 3 - 7. dana izlaganja hladnodi. Imajuéi u vidu da je tWAT
posebno podlozan transdiferencijaciji i/ili regrutaciji ,,brite/ bejge” adipocita (Demas i sar.,
2002), ovo povecanje mitohondrijalne SOD bi moglo ukazivati na indukciju upravo ovih
¢elija u kojima je mitohondrijalni metabolizam znacajno indukovan u cilju produkcije
toplote. Povecan nivo MnSOD u periodu od 3 - 7. dana aklimacije koincidira sa detekcijom
,brite/ beige” adipocita. Sa druge strane, indukcija ekspresije CuZnSOD tokom produzenog
boravka tekunica na hladno¢i (12. i 21. dan), u saglasnosti je sa ranije diskutovanom
indukcijom ATP-produkujucih puteva u rWAT.

Nasuprot visceralnim depoima WAT, ekspresija svih ispitivanih komponenti AD u
sWAT je znacajno suprimirana tokom citavog perioda izlaganja zivotinja hladno¢i. Izuzetak
je jedino katalaza, ¢ija se proteinska ekspresija povecava pocevsi od 3. dana pa sve do kraja
ispitivanog perioda. U odnosu na GSH-Px, aktivnost ovog enzima je prvenstveno vezana
za vece koncentracije H,O, (Halliwell and Gutteridge, 2007), kao i za peroksizomalni
celijski kompartment (Chance i sar., 1979). lako promjene ekspresije metabolickih enzima,
detektovane u ovoj studiji, pokazuju suprimiranje kapaciteta za glikolizu u citoplazmi i -
oksidaciju u mitohondrijama (§to korelira sa suprimiranim proteinskim nivoima CuZnSOD,
MnSOD i GSH-Px); povecanje katalaze ukazuje da bi peroksizomalni metabolizam u

sWAT mogao imati presudnu ulogu u odrzanju energetske homeostaze.

5.4. Molekulsko remodeliranje jetre tokom aklimacije na nisku temperaturu i u fazi
hibernacije

Jetra ima centralnu ulogu u odrzanju ukupne metabolicke i energetske homeostaze,
te samim tim i u adaptivhim procesima koji prate termogenezu (Jansky i Hart, 1968).
Primjeceno je, ¢ak, da kod vrste torbara Monodelphis domestica, koji ne posjeduje BAT dolazi
do hipertrofije hepatocita (Villarin i sar., 2003), dok kod pacova i hréaka nije primjeceno

poveéanje mase jetre prilikom aklimacije na hladnoéu (Deveci 1 Egginton, 2002). Jetra je
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klju¢no mjesto oksidativnog metabolizma, na koji odlazi ¢ak ~20% ukupne BMR (engl.
basal metabolic rate), koji je kuplovan sa sintezom lipida, glukoze, lipoproteina veoma male
gustine (engl. very-low density lipoprotein, VLDL) i ketonskih tijela (Couture i Hulbert,
1995). Zato jetra i jeste centralno mjesto regulacije energetskog metabolizma. Ipak, jako
malo toga se zna o ulozi jetre u metabolickim promjenama tokom aklimacije na hladnocu 1

hibernacije.

5.4.1. Energetski metabolizam u jetri i njeno uceS¢e u ukupnoj energetskoj
homeostazi tokom perioda izlaganja niskoj temperaturi

Pored noradrenalina, pokazano je da tokom aklimacije na hladnoc¢u, vaznu ulogu u
energetskom remodeliranju ima i pankreasni hormon - glukagon (Helman i sar., 1984;
Edwards i Howland, 1986; Heppner i sar., 2010). Njegovo klju¢no dejstvo u uslovima
poveéanih energetskih potreba organizma ogleda se kroz mobilizaciju masnih kiselina iz
WAT 1 glukoze iz jetre (Lefebvre, 1975). Tako je kod nehibernatora primje¢eno smanjenje
rezervi glikogena u hepatocitima tokom izlaganja hladnoéi (Hauton 1 sar., 2006). U
saglasnosti sa ovim je detektovano povecanje proteinske ckspresije PYG u hepatocitima
tekunica u periodu od 1 - 12. dana aklimacije, koje jasno ukazuje na povecano razlaganje
glikogena. Takode, tokom Ccitavog perioda izlaganja niskoj temperaturi zabiljezeno je
povecanje kolicine GAPDH proteina, kljucnog i za glikolizu i za glukoneogenezu. Prvog
dana aklimacije ovo povecanje GAPDH koincidira sa poveéanjem proteinske ekspresije M
subjedinice LDH, kao i povecanjem koli¢ne koli¢ine HIF-1a 1 fosfo-AMPKo proteina, $to
ukazuje da je prvog dana aklimacije, GAPDH ukljucen u glikoliticku produkciju energije u
hepatocitima, kako bi se obezbijedio energetski balans u ovim ¢elijama. Nakon ovog
inicijalnog perioda, od treceg, odnosno sedmog dana aklimacije, detektovano je smanjenje
proteinskog nivoa fosfo-AMPKa 1 HIF-1a, respektivno, §to ukazuje da se u hepatocitima
vtlo brzo po izlaganju hladnodi uspostavlja energetski balans, te odrzanje povecane koli¢ine
GAPDH, uz smanjenje kolicine GLUT2 i M subjedinice LDH na ili ispod kontrolnog
nivoa, ukazuje na intenziviranu glukoneogenezu.

Sto se ti¢e metabolizma lipida, smanjena proteinska ekspresija. ACADM u periodu
od 3 - 12. dana aklimacije ukazuje na suprimiranu B-oksidaciju u mitohondrijama
hepatocita. U istom periodu je zabiljezen pad i u kolicini ATP sintaze, $to je takode u
saglasnosti sa pretpostavkom o suprimiranom mitohondrijalnom metabolizmu. Medutim,

pored ovih rezultata u studiji je zabiljezena indukcija proteinske ekspresije PPARa 3.1 7.
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dana izlaganja tekunica hladnodi. Klju¢na uloga ovog transkripcionog faktora, koji se
cksprimira u mnogim metabolicki aktivnim tkivima, ali najvise u jetri (Braissant i sar., 1996),
je u stimulaciji oksidacije masnih kiselina (Aoyama i sar., 1998; Kersten i sar., 1999; Leone i
sar., 1999; Akiyama i sar.,, 2001; Sugden i sar., 2002). Morfoloska analiza kljucnih
kompartmenata oksidacije masnih kiselina - mitohondrija i peroksizoma, u jetti vrste Jaculus
orientalis tokom izlaganja niskoj temperaturi, pokazala je da dolazi do povecéanja velicine oba
kompartmenta, ali da se povecava broj samo peroksizoma, ne i mitohondrija (Kabine i sar.,
2003). U istoj studiji je pokazano i da u ovim uslovima dolazi do indukcije peroksizomalne
(AOX aktivnost), a suprimiranja mitohondrijalne (aktivnost ACADM i CPT-I) B-oksidacije.
Dakle, na osnovu svega iznesenog, jasno je da aklimacija na hladnocu specifi¢cno indukuje
peroksizomalnu oksidaciju masnih kiselina. Ovo je u saglasnosti sa nepromjenjenom
ekspresijom faktora mitohondrijalne dinamike (mitofuzina 1 1 PGC-1a), zabiljezenoj u
disertaciji tokom perioda izlaganja hladnodi. Sa druge strane, pored PPAR«, u ovoj studiji je
detektovano povecéanje i druge PPAR izoforme - PPARy, u periodu od 3 - 21. dana
aklimacije na nisku temperaturu. PPARY, iako eksprimiran u malim koli¢inama, u jetri ima
istu funkciju u depoziciji lipida kao i u masnom tkivu (revija Wang, 2010). U saglasnosti sa
ovim je i pokazana intracelularna akumulacija lipidnih kapi u jetri hibernatora Muscardinus
avellanarins prilikom izlaganja niskoj temperaturi (Horwitz, 1970).

U fizioloskim uslovima paralelna indukcija oksidacije 1 sinteze masnih kiselina je
sprijecena tako S§to mitohondrijalni transportni protein - CPT-I biva inhibiran prvim
intermedijerom u sintezi masnih kiselina - malonil-CoA. Medutim, ovaj ,futil cycle
fenomen, tj. paralelna indukcija oksidacije masnih kiselina i lipogeneze tokom aklimacije na
nisku temperaturu veé je nekoliko puta zabiljezen u literaturi (Buckley 1 Rath, 1987; Yu i
sar., 2002; Vuceti¢ 1 sar., 2011). Takode, interesantno je to da se i u jetri nehibernatora
prilikom izlaganja hladnoéi desava paralelna oksidacija i sinteza masnih kiselina (Bedu 1 sar.,
2001; Hauton i sar., 2000). Nasi rezultati ukazuju da indukcija peroksizomalne oksidacije
masnih kiselina u hepatocitima tekunica tokom aklimacije vjerovatno predstavlja nacin na
koji hepatociti ostvaruju dualnu ulogu tokom izlaganja hladnodéi: oksidacija masnih kiselina
radi obezbjedivanja goriva za sopstvene potrebe, a sa druge strane indukcija lipogeneze u
cilju odrzanja lipidnih, s obzirom da je ovo energetsko gorivo klju¢no za nastupajuci period

hibernacije.
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5.4.2. Molekulsko remodeliranje hepatocita tokom faze duboke hibernacije

Nasi rezultati su pokazali da tokom produzenog izlaganja hladnodéi (vise od dvije
nedelje) u jetri tekunica dolazi do restitucije nivoa ACADM na kontrolni nivo, paralelno sa
poveéanjem proteinske ekspresije SCAS. Ovakav obrazac promjena zadrzan je i tokom
hibernacije, sto ukazuje na restituciju ili ¢ak intenziviranje oksidativnog metabolizma u
mitohondrijama hepatocita tokom produzenog boravka zivotinje na hladnodi, kao i u fazi
duboke hibernacije. Ovo je u saglasnosti sa studijama koje su pokazale intenziviran lipidni
metabilizam jetre tokom hibernacije (Serkova i sar., 2007; Williams i sar., 2011). Takode,
detektovano je povecéanje aktivnosti mitohondrijalnog enzima -oksidacije - ACADM, u
jetri viste Jaculus orientalis tokom faze duboke hibernacije (Kabine i sar., 2003); kao i
povecanje broja 1 veli¢ine mitohondrija hepatocita kod vrste Muscardinus avellanarius tokom
istog perioda (Malatesta 1 sar., 2001); $to se ¢esto dovodi u vezu sa intenziviranjem lipidnog
metabolizma (Halestrap i Dunlop, 1986; Halestrap, 1987; Loncar i sar., 1988; Morroni i
sar., 1995). Za ovakav fenotip jetre je najcesée odgovoran PPARw transkripcioni faktor
(Aoyama 1 sar., 1998; Kersten i sar., 1999; Leone 1 sar., 1999; Akiyama i sar., 2001; Sugden i
sar., 2002), medutim, u nasoj studiji zabiljezeno je znacajno povecanje proteinske ekspresije
druge PPAR izoforme - PPARS, koji posreduje u metabolickoj adaptaciji u skeletnim
misi¢ima tokom vjezbanja (Luquet i sar., 2003; Fritz i sar., 2006). Koincidencija indukcije &
izoforme PPAR (a ne PPAR«) i indukcije oksidacije masnih kiselina u jetri tekunica,
kandiduje ovaj (a ne PPAR«) transkipcioni faktor za klju¢nu ulogu regulatora oksidativnog
metabolizma hepatocita tokom faze duboke hibernacije.

Sa druge strane, iako je oksidacija lipida neraskidivo vezana sa mitohondrijalnom
respiracijom; rezultati dosadasnjih studija ispitivanja OXPHOS u jetri tokom hibernacije su
se pokazali nekonzistentnim. Tako, neke studije ukazuju da se brzina oksidativne
fosforilacije u hepatocitima tokom hibernacije ne mijenja (Mokrasch i sar., 1960; Chaffee 1
sar., 19601; Chaffee i sar., 1962; Frehn 1 Anthony, 1962), povec¢ava (Staples i Hochachka,
1997), ili ¢ak smanjuje (Liu i sar., 1969; Brustovetsky 1 sar., 1990; Chung i sar., 2011).
Medutim, nasi rezultati su pokazali da se kapacitet OXPHOS u jetri zivotinja u hibernaciji
odrzava na nivou kontrolnog i pored generalne supresije transkripcije/translacije u ovom
organu (Knight i sar., 2000). Ovo nedvosmisleno ukazuje na vaznost odrzanja
respiratornog kapaciteta u hepatocitima u uslovima hipotermije; $sto u krajnjoj instanci
moze biti vazan parametar ,,rezistentnog fenotipa® jetre hibernatora, posebno ako se imaju

u vidu radovi koji pokazuju da je odrzanje mitohondrijalne elektron-transportne funkcije
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miocita jedan od klju¢nih ,,prekondicionih® efekata koje ostvaruju anestetici (na taj nacin
stitedi Celije od ishemija/reperfuzija povreda) (Yabe i sar., 1997; Crestanello i sar., 2002;
Jovié i sar., 2012). Jedina komponenta OXPHOS ¢iji je proteinski nivo smanjen u uslovima
hibernacije je citohrom ¢ Imajuéi na umu vaznost ovog molekula u procesu programirane
celijske smrti (Liu 1 sar., 1996; Green i Reed; 1998; Zou 1 sar., 1999; Petronilli 1 sar., 2001),
ovo smanjenje ekspresije citohoroma ¢ moze biti posledica suprimiranog kapaciteta jetre za
regeneraciju tokom faze torpora (Michalopoulos, 2007).

Nasuprot rezultatima vezanim za lipidni metabolizam, u hibernaciji je detektovano
smanjenje proteinske ekspresije enzima kljucnih za unos i razgradnju Secera: GLUT2, PDH
i H subjedinica LDH. Takode, u studiji je zabiljezeno i smanjenje kolicine fosfo-AMPKoa
ispod kontrolnog nivoa, §to je u saglasnosti sa smanjenjem njene aktivnosti u jetri vrste
Spermophilus tridecemlineatus tokom hibernacije (Horman 1 sar., 2005). Zajedno ovi rezultati
jasno ukazuju na suprimiran glikoliticki fluks u hepatocitima. U prilog tome govore i studije
drugih autora koje su zabiljezile smanjenje aktivnosti glikolitickih enzima u jetri tokom
hibernacije: PFK, piruvat kinaze i PDH (Storey, 1987; Brooks 1 Storey, 1991).

Indukcija lipidnog 1 supresija glukoznog katabolizma u jetri, predstavlja uobicajenu
metabolicku strategiju ovog organa tokom perioda gladovanja (Lyman, 1982; Hochachka i
Somero, 1984). Takode, fosforilacija (inaktivacija) piruvat kinaze i PFIK, koja ima ulogu u
indukciji glukoneogeneze karakteristicna je kako za period hibernacije tako i1 za uslove
gladovanja (Engstrom, 1978; Hers i Hue, 1983; Storey, 1987; Brooks i Storey, 1991).
Stavise, saglasno tome je u ovoj studiji detektovano povecanje proteinske ekspresije
GAPDH, koje ukazuje prije na intenziviran glukoneogeni nego glikoliticki mod, kao 1
zabiljezeno suprimiranje ekspresije GSK3, enzima odgovornog za inhibiciju sinteze
glikogena. Sve ove metabolicke promjene jasno ukazuju da u toku faze hibernacije jetra
funkcioniSe (oc¢ekivano) kao i1 u tipi¢nim uslovima afagije. Medutim, ono $to znacajno
razlikuje ova dva stanja je korisCenje glukoznih rezervi u hepatocitima. Naime, poznato je
da tokom gladovanja dolazi do aktivacije PYG i sledstvene, brze potros$nje rezervi
glikogena (Ruderman i sar., 1977; Van de Werve i Jeanrenaud, 1984). Nasuprot tome, u
ovoj studiji je detektovano i smanjenje ekspresije PYG u hibernaciji, $to je u saglasnosti sa
ranije detektovanim smanjenjem njegove aktivnosti (Storey, 1987), kao 1 odrzanjem rezervi
glikogena u jetri (Zimmerman, 1982) tokom hibernacije. Interesantno je upravo to $to kod
vecine sisara tokom perioda gladovanja dolazi prvo do potrosnje rezervi glikogena iz jetre i

misi¢a (Ruderman i sar., 1977; Van de Werve i Jeanrenaud, 1984), a tek potom se pokreée
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oksidacija masnih kiselina. Dakle, izgleda da se jetra hibernatora u toku faze afagije (torpor)
ponasa na neki nacin autonomno, odrzavajuéi svoje rezerve glikogena konstantnim
(Zimmerman, 1982). Sa druge strane, kod tekunica i mrmota nivo glukoze u plazmi tokom
ovog perioda ostaje iznenadujuce stabilan (Tashima i sar., 1970; Krilowicz, 1985; Florant i
sar., 1986; Nizielski i sar., 1989), $to je vjerovatno posledica pomenutog povecanja
glukoneogeneze u jetri (Engstrom, 1978; Hers 1 Hue, 1983; Storey, 1987; Brooks i Storey,
1991).

Nasuprot indukovanoj glukoneogenezi, nasi rezultati ukazuju da se tokom faze
hibernacije u jetri znacajno suprimira ekspresija dva kljucna enzima sinteze masnih kiselina
- FAS 1 ACC. Naime, ranije je pokazano da se najvedi dio sinteze masnih kiselina tokom
ljetnje aktivne sezone desava u jetri 1 BAT kod vrste Spermophilus richardsonii (Bintz, 1988),
kao 1 da je doprinos jetre u ovom kontekstu najveéi kod vrste Mesocricetus auriatus u toku
izlaganja hladnodi (Turner i sar., 1989). Medutim, u prilog nasim rezultatima, koji ukazuju
na suprimiran kapacitet hepatocita za sintezu masnih kiselina u hibernaciji, idu i studije koje
su pokazale znacajno smanjenje genske ekspresije svih enzima ukljucenih u sintezu masnih
kiselina u jetri hiberniraju¢ih vrsta u poredenju sa ljetnje-aktivnim Zzivotinjama (Williams 1
sar., 2005; 2010), kao 1 studije koje su pokazale smanjenje aktivnosti FAS u jetri tokom
zimskog perioda u poredenju sa njenom aktivnoséu tokom ljetnjih mjeseci (Bintz, 1988;
Turner 1 sar., 1989; Mostafa i sar., 1993). Ovi rezultati jos jednom ukazuju na znacajnu
autonomnost jetre tokom faze duboke hibernacije. Stavise, nasi rezultati su pokazali da se
ekspresija FAS znacajno povecava u svim ispitivanim depoima bijelog masnog tkiva, kaoiu
BAT. Ovakva indukcija kljuc¢nog enzima sinteze masnih kiselina tokom hibernacije (kada je
biosinteza lipida u jetri suprimirana), u tkivima u kojima FAS pokazuje ~10 puta manju
specificnu aktivnost tokom ljeta (Wang 1 sar., 1997), nedvosmisleno ukazuje na vecu
autonomnost ne samo jetre ve¢ 1 BAT 1 WAT. Sa fizioloske tacke gledista ovo se moze
objasniti smanjenim stepenom interorganske komunikacije tokom hibernacije usled: 1)
smanjenja krvnog pritiska (sa 130/80 mmHg na 90/30 mmHg), 2) suprimiranja srcanog
rada (na 1/60 eutermicne vrijednosti) i 3) smanjenje perfuzije organa (na 10% ecutermicne

vtijednosti) (Wang i sar., 1988).

5.4.3. Antioksidativna odbrana u jetri tokom izlaganja hladno¢i i tokom faze duboke
hibernacije
Nasuprot BAT i skeletnim misi¢ima, pa cak i1 depoima WAT, jetra pokazuje

iznenadujucu stabilnost ekspresije svojih antioksidativnih komponenti. Naime, osim blagog
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smanjenja citoplazmatske izoforme SOD tokom citavog perioda aklimacije na hladnocu,
proteinski nivo ostalih ispitivanih komponenti AD odrzava se konstantnim. Ovi rezultati su
u saglasnosti sa prethodno detektovanim promjenama aktivnosti GSH-Px i SOD u jetti
tekunica tokom izlaganja hladnoé¢i (Buzadzi¢ i sar., 1990). Medutim, ranije studije u nasoj
laboratoriji su pokazale da je bazalna SOD aktivnost u jetri i pacova i tekunica znatno veca
od one detektovane u drugim tkivima (bubrezi, BAT, pluca, srce, slezina) (Petrovié i sar.,
1983), te je moguée da ovakav nivo antioksidativnih enzima u jetri zadovoljava njene
potrebe za zastitom od reaktivnih vrsta tokom izlaganja niskoj temperaturi.

Kljucni regulator ekspresije vecine antioksidativnih enzima ispitivanih u ovoj studiji
(CuZnSOD 1 katalaza) jeste NFE2L2 (Kensler i sar., 2007; Kensler i Wakabayashi, 2010).
Nasi rezultati su pokazali da je njegova proteinska ekspresija znacajno suprimirana tokom
c¢itavog perioda aklimacije na hladnoc¢u. Ovo je u saglasnosti sa identicnim smanjenjem
CuZnSOD, ali ne i katalaze. Naime, kao $to je ve¢ receno ckspresija katalaze tokom
perioda aklimacije na hladno¢u odrzava se na kontrolnom nivou. Ovakav odgovor katalaze
je u saglasnosti sa ranije diskutovanim metabolickim remodeliranjem jetre tokom aklimacije
na nisku temperaturu, gdje je pokazano da peroksizomalni metabolizam masnih kiselina
ima dominantnu ulogu.

Tokom hibernacije, nivo GSH-Px i MnSOD se ne mijenja, dok se proteinska
ekspresija CuZnSOD, katalaze i regulatora njihove ekspresije - NFE2L2, smanjuje. Ovi
rezultati su u saglasnosti sa ranije detektovanom promjenom aktivnosti CuZnSOD,
MnSOD, katalaze i GSH-Px u jetti hiberniraju¢ih tekunica (Buzadzi¢ i sar., 1990). Takode,
znacajno smanjenje aktivnosti katalaze tokom hibernacije u jetri detektovano je i kod vrsta
S. tridecemiineatus (Page 1 sar., 2009) 1 |. orientalis (Kabine i sar., 2003), $to ide u prilog
pretpostvci o prelasku sa peroksizomalnog, na mitohondrijalni metabolizam masnih

kiselina u jetri tokom hibernacije, koji je diskutovan ranije u tekstu.
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6. Zakljucci



Hibernator, tekunica Spemmophilus citellus, ima izuzetnu tkivno-specificnu plasti¢nost

energetskog  metabolizma, sa fascinantnim kapacitetom za remodeliranje koji im

obezbijeduje prezivljavanje u nepovoljnim uslovima sredine, bilo da su aktivni i eutermicni

ili letargicni 1 hipotemicni. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti sledece:

I) Izlaganje tekunica hladnodi indukuje koordinisanu 1 strogo regulisanu aktivaciju

tkiva/organa, klju¢nih za odrzanje energetskog balansa organizma, u cilju odrzanja

cutermije do momenta ulaska u hibernaciju.

Mrko masno tkivo

v

Hladno¢a indukuje specificne molekulske 1 morfoloske promjene u BAT. Uocljiva je
pojacana termogena aktivnost tkiva na Sta ukazuje indukcija proteinske i genske
ekspresije UCP1, fuzija mitohondrija i hipertrofija mrkih adipocita. Ove promjene su
razlicite u poredenju sa nehiberniraju¢im Zivotinjama.

U toku prve dvije nedelje aklimacije na hladno¢u dolazi do indukcije klju¢nog
markera termogeneze, UCP1. Mrki adipociti se nalaze u stanju energetskog
disbalansa, koji nije kompenzovan metabolickim remodeliranjem  tkiva
(nepromjenjena proteinska ekspresija metabolickih enzima). Mrki adipociti u ovom
periodu ,,svjesno® podlijezu energetskom deficitu, kako bi obavili svoju termogenu
funkciju 1 tako sacuvali §to vise svojih energetskih rezervi, koje ¢e im biti potrebne u
toku hibernacije i/ili prilikom budenja iz nje.

Nakon inicijalnog prilagodavanja, mrki adipociti tekunica podlijezu reverzibilnim
promjenama koje se prije mogu posmatrati kao priprema za fazu hibernacije, nego
kao faza novo-uspostavljene homeostaze. Naime, dolazi do supresije genske i
proteinske ekspresije UCP1, smanjenja volumenskog udjela kapilara i proteinske
ekspresije VEGF 1 eNOS, kao i indukcije genske i proteinske ekspreije HIF-1a.
Komparativna studija na nehibernirajuéim zivotinjama (pacovi) pokazala je da BAT
ovih vrsta u ranom periodu izlaganja hladno¢i (prva nedelja) prolazi kroz fazu
najvec¢ih promjena, koja je strogo regulisana i pazljivo koordinisana vremenski-
zavisnim promjenama u aktivnosti AMPK i HIF-1. Ove promjene obezbjeduju
postepenu indukciju termogene masinerije 1 odrzanje novo-uspostavljene strukture i
tunkcije BAT u kasnoj fazi.

Rezultati nedvosmisleno ukazuju na ukljucenost transkripcionih  faktora

(PPARy/PGC-1a) u termogeni odgovor BAT hibernatora prilikom izlaganja niskoj
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temperaturi. Medutim, nasuprot termogenom, metabolicki odgovor tkiva nije tako
jednoznacno regulisan. Pored ispitivanih transkripcionih aktivatora, postoje i neki
drugi (vjerovatno supresori) koji regulisu (mitohondrijalni) metabolizam u BAT
tekunica tokom izlaganja hladno¢i.

Aklimacija na nisku temperaturu, preko transkripcionog regulatora NFE2L2, vodi
indukciji proteinske eckspresije antioksidativnih enzima (CuZaSOD i MnSOD),
prvenstveno radi zastite biomolekula od ostecenja pred nastupajucu fazu hibernacije,
ali isto tako 1 kao vid molekulske pripreme za ovu hipotermicno-hipometabolicku

fazu.

Skeletni misici

v

Metabolicki profil skeletnih misi¢a tekunica ne razlikuje se mnogo od onog kod
nchibernatora (pacov) u ranom periodu aklimacije na hladno¢u. Naime, povecanje
proteinske ekspresije PDK4 i obje subjedinice LDH, kao i PYG, jasno ukazuje da
Secera.

Ono $to znacajno razlikuje skeletne misice hiberniraju¢ih vrsta jeste njihovo
(ne)prilagodavanje dugotrajnom izlaganju niskoj temperaturi. Naime, produzena
aklimacija na hladnocu vodi energetskom disbalansu u skeletnim misi¢ima tekunica,
sa kojim celije mogu da se izbore jedino suprimiranjem puteva potrosnje ATP.
Aklimacija na nisku temperaturu nema efekta na proteinsku ekspresiju kljucnog
regulatora oksidativhog metabolizma u misi¢ima - PPARS, $to objasnjava zasto
oksidativni metabolizam u skeletnim misi¢ima nije stimulisan tokom aklimacije i

pored indukcije ostalih PPAR izoformi i PGC-1a.

Bijelo masno tkivo

v

U ranom periodu aklimacije na hladnoc¢u visceralni depoi WAT se karakterisu
intenzivnom lipolizom (smanjenje tjelesne mase zivotinja i volumenskog udjela
adipocita u tWAT 1 eWAT) uz paralelno povecanje de novo sinteze masnih kiselina,
¢ime se obezbjeduje gorivo za termogene procese, a sami adipociti energiju
obezbjeduju glikolitickom produkcijom ATP.

Za razliku od visceralnih depoa, sSWAT se u ovom petiodu karakterise prvenstveno
skladistenjem lipida (povecéanje volumenskog udjela i povrsine adipocitnog profila) 1
suprimiranjem oksidativhog metabolizma, a u cilju ¢uvanja lipidnih rezervi koje su

od vitalnog znacaja za hibernaciju 1 budenje iz nje.
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Jetra

U osnovi razlicitog obrasca oksidativhog metabolizma u visceralnim i potkoznom
depou WAT nalazi se suprotan ekspresioni profil PPARx i PPARS u visceralnim
depoima WAT u poredenju sa sWAT.

Od 7. dana aklimacije na hladnoéu, indukcija AMPK inhibira lipolizu u visceralnim
depoima WAT, a sami adipociti se ,bore protiv ovog energetskog disbalansa
prvenstveno supresijom puteva potrosnje energije (SWAT, rWAT, eWAT), ali i
indukcijom puteva produkcije ATP (eWAT 1 rWAT).

Metabolicki aktivniji visceralni depoi WAT se ocekivano karakteriSu znacajnom
indukcijom AD: GSH-Px u rWAT i eWAT, SODs u rWAT tokom aklimacije na

hladnocu.

Hladnoc¢a indukuje glukoneogeni mod jetre, ¢emu svijedoci indukcija GAPDH
tokom citavog aklimacionog perioda i pored smanjenja proteinskog nivoa fosfo-
AMPKa, HIF-1a, LDH M i GLUT2. Takode, u ovim uslovima stimulisana je i
sinteza masnih kiselina dejstvom lipogenog transkripcionog faktora - PPARY.

Suprotno anabolickim procesima, tokom izlaganja tekunica niskoj temperaturi
oksidativni metabolizam u mitohondrijama je znacajno suprimiran (smanjena
ekspresija ACADM i ATP sintaze), $to omogucava ,,cuvanje® lipidnih rezervi za fazu
hibernacije. U prilog ovome ide i1 znacajno smanjenje proteinske ekspresije

transkripcionog faktora NFE2L2, kao i enzima AD - CuZnSOD.

IT) Rezultati disertacije pokazuju da supresija vitalnih funkcija tokom faze duboke

hibernacije jeste povezana sa uspostavljanjem tkivne metabolicke autonomnosti, koja

omogucava prezivljavanje organizma tokom hipotermi¢nih/hipometaboli¢kih uslova.

Mrko masno tkivo

v

U hibernaciji, mrki adipociti tekunica aktiviraju puteve oksidacije masnih kiselina, ali
ne u cilju odrzanja energetskog balansa, ve¢ da bi obezbijedili odredeni nivo
kontinuiranog dotoka elektrona elektron-transportnom lancu, radi odrzanja
neophodnog nivoa termogeneze.

Sa druge strane 1 pored toga $to se radi o uslovima ,gladovanja®, glikoliticki put
predstavlja glavni izvor energije. Za razliku od aklimacije na nisku temperaturu gdje

povecanje aktivnosti AMPK ukazuje na energetski disbalanas, u toku hibernacije ¢ini
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se da je ovaj disbalanas prevaziden i to prvenstveno koordinisanom aktivhoséu
transkripcionog faktora HIF-1 i indukovane ,,glikoliticke strategije®.

Rezultati studije ukazuju da transkripciona kontrola u toku hibernacije igra sporednu
ulogu u metabolickoj adaptaciji mrkih adipocita, dok je glavna uloga ipak na
translacionoj i post-translacionoj regulaciji metabolickih puteva.

Povecanje proteinske ekspresije enzima AD u BAT tokom hibernacije je spregnuto
kako sa metabolickim remodeliranjem tkiva, tako i sa neophodnoséu prevencije
oksidativnih oStecenja, ciji izuzetno energetski-skupi mehanizmi reparacije nisu

pozeljni u uslovima globalne metabolicke supresije.

Skeletni misici

v

Skeletni misiéi u toku faze hibernacije povecavaju svoj oksidativni kapacitet, $to je
vjerovatno povezano sa odsustvom atrofije i pored dugotrajne imobilnosti tokom
hibernacije.

Indukcija oksidativhog kapaciteta misica, pra¢ena akumulacijom HIF-1a i supresijom
VEGF (faktora vaskularizacije), na prvi pogled moze izgledati kontradiktorno, ali
izgleda da se upravo ovaj mehanizam nalazi u osnovi suprimiranje metabolicke
aktivnosti uz, istovremeno ocuvanje funkcionalnosti misi¢a tokom hibernacije.
Nakon nedelju dana izlaganja niskoj temperaturi u skeletnim misi¢ima dolazi do
indukcije ekspresije CuZnSOD 1 katalaze, $to se moze posmatrati sa aspekta
pripreme ovog vaznog termogenog organa za stanje neaktivnosti, tj. sa aspekta

njihovog prekondicioniranja.

Bijelo masno tkivo

v

Rezultati vezani za metabolicko reprogramiranje depoa WAT sugerisu da
metabolizam Secera ima vaznu ulogu u odrZzanju energetske ravnoteze u samim
adipocitima.

Za razliku od visceralnih depoa, sWAT u mnogo vecoj mijeri zavisi od
mitohondrijalnog metabolizma, te se za njega moze re¢i da se u fazi hibernacije
ponasa ,,sebicno”, koristedi lipidne rezerve prvenstveno za svoje potrebe.

Indukcija oksidativnhog metabolizma u sWAT je posledica povecanja (PPARw),
odnosno restitucije proteinske ekspresije transkripcionih faktora (PPARS i NRF2)

koji su odgovorni za indukciju oksidativhog metabolizma i respiratornog fluksa.
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Jetra

v Rezultati su pokazali da u hibernaciji jetra ostvaruje veoma sli¢nu metabolicku
strategiju kao pri uslovima gladovanja: indukcija katabolizma lipida i supresija
razlaganja glukoze, uz istovremenu indukciju glukoneogeneze. Tome svijedoci:

e restitucija nivoa ACADM proteina i povecana proteinska ekspresija SCAS;

e smanjenje proteinske ckspresije kljuénih (faktora) enzima za preuzimanje i
razgradnju Sec¢era: GLUT2, PDH 1 LDH H;

e smanjenje kolic¢ine proteina fosfo-AMPKao ispod kontrolnog nivoa.

v' Znacéajnu razliku izmedu hibernacije i tipiénih promena pri gladovanju predstavlja
nekoriséenje rezervi glikogena tokom torpora, o ¢emu govori smanjenje kolicine
PYG proteina, klju¢nog za razgradnju glikogena.

v Tokom hibernacije u jetri je takode suprimiran kapacitet za sintezu masnih kiselina
(suprimirana proteinska ckspresija ACC i FAS), a ovu funkciju jetra ,,predaje® WAT
i BAT. Moze se re¢i da u hibernaciji jetra ,,gubi® centralnu ulogu u koordinaciji

lipidnog metabolizma.

Generalno se moze zakljuciti da energetski metabolizam hibernatora predstavlja
centralnu osovinu fizioloske plasti¢cnosti koja im omogucéava brojne prednosti u odnosu na
nehibernirajuce srodnike.

Lipidni metabolizam je kljucan i za period intenzivne termogeneze, ali posebno za
fazu hibernacije, medutim, rezultati disertacije jasno pokazuju da glukozni metabolizam,
¢ak i u uslovima afagije, predstavlja vaznu komponentu energetske homeostaze.

Na osnovu rezultata disertacije, moze se zakljuciti da se regulatorni mehanizmi koji
omogucavaju tkivno metabolicko remodeliranje hibernatorima u uslovima aklimacije na
nisku temperaturu i u hibernaciji umnogome razlikuju, pri ¢emu je transkripciona kontrola

klju¢na za aklimaciju, a translaciona i post-translaciona za uslove duboke hibernacije.
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LISTA SKRACENICA:

Skracenica Pun naziv na srpskom (ispod) i/ili engleskom (iznad)
ACADM engl. acyl-CoA dehydrogenase medinm-chain
acil-CoA dehidrogenaza masnih kiselina srednjeg lanca;
ACC engl. acetyl-CoA carboxylase
acetil-CoA karboksilaza;
AD engl. antioxidant defense
antioksidativna odbrana;
engl. acyl-CoA oxidase
AOX acil-CoA oksidaza;
ARE engl. antioxidant response elements;
ATP5al subjedinica ATP sintaze;
8-AR engl. B-adrenergic receptor
B-adrenergicki-receptor;
BAT engl. brown adipose tissue
mrko masno tkivo;
BMR engl. basal metabolic rate
bazalni nivo metabolizma;
BSA engl. bovine serum albumine
govedi serum albumin;
COX engl. cytochrome ¢ oxidase
citohrom ¢ oksidaza, kompleks IV oksidativne fosforilacije;
CPTI engl. carnitine palpitoyltransferase I
karnitin palmitoiltransferaza I;
Cs engl. citrate synthase
citrat sintaza;
engl. CuZn/ Mn superoxcide dismutase
CuZn/Mn SOD CiZn/ Mn superf)ksid dismutaza;
DEPC engl. diethylpyrocarbonate
dietilpirokarbonat;
EER engl. estrogen-related receptors;
¢/i NOS engl. endothelial/ inducible nitric oxide synthase
endotelijalna/inducibilna azot oksid sintaza;
ERK 1/2 engl. extracellular signal-regulated kinase 1/2
vancelijskim signalima regulisana kinaza 1/2;
Fabpé engl. fatty-acid binding protein 4
protein koji vezuje masne kiseline 4;
FAS engl. fatty acid synthase
sintaza masnih kiselina;
FBPaza engl. fructosobisphosphatase

fruktozobisfosfataza;

fosfo-AMPK

engl. AMP-activeted protein kinase phosphorylated at T172 and T183
AMP-aktivirana protein kinaza sa fosforilacijom na T1721T183;

engl. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

GAPDH gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza;
engl. glucose transporter 2/4
GLUT 2/4 glukozni transporter 2/4;
Gpdl engl. glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1

glycerol-3-fosfat dehidrogenaza 1;




engl. glutathione peroxidase

GSH-Px . .
glutation peroksidaza;
engl. glycogen synthase
GS ; .
glikogen sintaza,
GSIC3 e/?g/. g/ym(gm g/m‘/m.&e kinase 3
kinaza glikogen sintaze 3;
H202 vodonik peroksid;
HIF-1 engl. alpha subunit of hypoxia-inducible factor-1
* o subjedinica hipoksija inducibilnog faktora-1;
HRE engl. bypoxia response element;
engl. hormon-sensitive lipase
Hsl S
hormon-osijetljiva lipaza;
Keapl engl. Keleh ECH associating protein 1;
engl. M/ H subunit of lactate debydrogenase
LDH A/B M/H subjedinica laktat dehidrogenaze;
engl. malate debydrogenase 2
Mdh2 malat dehidrogenaza 2;
miRNK mikroRNK;
Ndufa6 subjedinica kompleksa I oksidativne fosforilacije;
NFE2L2 engl. nuclear factor (erythroid 2-related)-like 2;
engl. - nuclear respiratory factor 1
Nrfl . : .
nukleusni respiratorni factor 1;
Nifs ~eﬂg/. - nuclear respiratory factors
izoforme Nrf;
Oy superoksid anjon radikal;
OXPHOS eng/.. oxzdaz‘we phag)/.ﬂag/./fztzon
oksidativna fosforilacija;
engl.  Period-Acid-Shiff reagent
PAS & . .
Sifov reagens sa perjodnom kiselinom;
Pek engl. phosphoenolpyruvate carboxykinase
c fosfoenolpiruvat karboksikinaza;
PDH e;?g/. pyrmvate dehydrogenase
piruvat dehidrogenaza;
engl. pyruvate debydrogenase kinase 4
PDI4 kinaza piruvat dehidrogenaze 4;
PEP engl. pbosp/yo.eﬂoébjmmz‘e
fosfoenolpiruvat;
Pfk m engl. phosphofiuctokinase (nuscle)
fosfofruktokinaza (izoforma u misi¢ima);
engl. peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1a
PGC-1a . . . . -
koaktivator peroksizomalnim proliferatorom-aktiviranog receptora la;
PPAR «/5/y engl. peroxisome proliferator-activated receptor a/ 6/ y

peroksizomalnim proliferatorom-aktivirani receptor o/8/7y;

engl. peroxisome proliferator-activated receptors
PPARs izoforme PPAR;




engl. polyvinylidene flnoride

PVDE poliviniliden fluorid;
engl. glycogen phosphorylase (brain/ liver/ nmuscle)
PYG (B/L/M) glikogen fosforilaza (izoforma u mozgu, jetri, misi¢ima);
RIPA pufer engl. radio-imuno precipitation pufer
P radio-imuno precipitacioni pufer;
engl. reactive oxygen species
ROS reaktivne vrste kiseonika;
RPP engl. reversible protein phosphorylation
reverzibilna fosforilacije proteina;
RQ engl. respiratory quotient
respiratorni koeficijent;
RT-PCR engl. reverse-transcriptase polymerase chain reaction;
engl. succinyl-CoA synthetase
SCAS sukcinil-CoA sintetaza;
SDS-PAGE engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Na*-dodecil sulfat-poliakrilamidna gel elektroforeza;
engl. sarcoplasmic reticulum Ca?*-ATPase 1
SERCAI sarkoplazmina Ca?*-ATPaza 1;
engl. small ubiquitin-related modifier
SUMO mali modifikatori srodni ubikvitinu;
engl. superoxide dismutases
SODs izoforme SOD;
TEM engl. Iransmission electron microscopy
transmisiona elektronska mikroskopija;
eng. IN,IN,N',N'-tetramethylethylenediamine
TEMED N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin;
engl. unconpling protein 1/2/3
uer1/2/3 dekuplujuéi protein 1/2/3;
VEGE engl. - vascular endothelial growth factor
vaskularni endotelijalni faktor rasta;
VIDI engl. very low density lipoproteins
o lipoproteini veoma male gustine;
Vv zapreminska gustina;
engl. white adipose tissue
WAT bijelo masno tkivo;
engl. subcutaneons/ omental/ mesenteric/ gonadal/ epididinmal/ retroperitoneal WAT
o/m/g/e/t WAT  subkutano/omentalno/mezenteri¢no/gonadalno/epididimalno/retropetitonealno

WAT.
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