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1. UvOD

1.1. Odgovor na stres

Homeostaza je pojam koji oznafava odrzavanje unutarnje ravnoteze organizma, a
naruSavanjem te ravnoteze vanjskim ili unutarnjim stresorima organizam se prilagodava
odgovorom na stres. lako ima negativhu konotaciju, stanje stresa povecava prezivljenje
pojedinca (1). Aktivira se zamrSeni repertoar fizioloSkih i bihevioralnih odgovora kojima je cilj
odrzavanje ravnoteze unato¢ fizioloSkim izazovima (2). Ti su odgovori obi¢no prolazni i
nazivamo ih akutnim stresom, a prepoznajemo ih kroz bihevioralne odgovore tzv. ,,borba ili
bijeg” u muskaraca i ,,briga za potomstvo i povezivanje* u zena (3). Medutim, kad se kroni¢no
potice, odgovor na stres moze postati neprikladan te se manifestirati kao Sirok spektar bolesti
(2). Stres se jo$ naziva opcim sindromom prilagodbe i dijeli se u tri faze: alarmirajuca faza, faza

otpora te faza iscrpljenja (4).

U prvoj fazi na poticaj hipotalamusa dolazi do oslobadanja glukokortikoida iz hipofize,
zatim adrenalina i kortizola iz nadbubrezne Zlijezde. Puls se povecava, raste krvni tlak i podize
se razina glukoze u krvi. Fizioloske promjene kojima upravlja simpatikus pripremaju
organizam na odgovor na stres. Akutni stres, prva je faza opceg sindroma prilagodbe i
prelaskom u drugu fazu, fazu otpora, stres poprima kroni¢ni karakter. Tijekom faze otpora
parasimpatikus nastoji vratiti fizioloSke funkcije na normalne razine, odnosno spustiti puls,
krvni tlak i koncentraciju glukoze u krvi na standardne vrijednosti. Medutim, ukoliko stresna
situacija potraje, hormoni stresa nastavljaju se izlucivati i tijelo ostaje u stanju pripravnosti.
Tada tijelo prelazi u zavr$nu fazu opéeg sindroma prilagodbe, fazu iscrpljenosti. Tada tijelo
postaje iscrpljeno od stalnih stresnih podrazaja i gubi moguénost ucinkovitog odupiranja

stresorima (3—5).

Stres, osim prema trajnosti, mozemo razlikovati prema izvoru, a za ovaj rad najvazniji su
fizicki 1 psiholoski stres. Fizickim stresom smatra Se izlozenost boli, buci, hladno¢i ili vruéini,
dok strah, frustraciju, brigu, preoptere¢enost informacijama i tjeskobu smatramo psiholoskim

stresom (6).

1.2. Os hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlijezda

Os hipotalamus-hipofiza-nadbubrezZna Zlijezda (engl. hypothalamic-pituitary-adrenal axis,
HPA) i simpaticki ziv¢ani sustav ¢ine glavne izvrsne krakove stresnog sustava. Glukokortikoidi

i kateholamini glavni su hormoni HPA osi (3). Hipotalamus, na poticaj stresora, luci

1
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kortikotropin-oslobadaju¢i hormon. Kortikotropin-oslobadaju¢i hormon vezanjem na svoj
receptor u hipofizi potice otpustanje adrenokortikotropnog hormona u krvotok. Ciljno mjesto
djelovanja adrenokortikotropina jest kora nadbubrezne Zlijezde, a njegova je funkcija pokrenuti
izlu¢ivanje mineralokortikoida i glukokortikoida. Predstavnik glukokortikoida je kortizol u

ljudi te kortikosteron u glodavaca (7, 8).

U normalnim uvjetima bez stresa, HPA os izvrSava svoju primarnu funkciju slijedeci
cirkadijani ritam. Kod ljudi se kortizol tijekom dana lu¢i pulsno, a njegova je najveca
koncentracija netom prije budenja, dok se naveéer o¢ekuje najmanja koncentracija (9). Ujutro
se postizu visoke razine hormona koje ,,bude* organizam i pripremaju ga na cjelokupnu dnevnu
aktivnost, dok se kasnije mehanizmom povratne sprege ta razina smanjuje (10). S obzirom da
su Stakori no¢ne zivotinje, njihov cirkadijani ritam izgleda drukc¢ije od ljudskog. Kortikosteron
u Stakora, kao analog ljudskom kortizolu, postize svoju vr$nu vrijednost u sumrak, a ne ujutro.
Poput reakcije na stres opcenito, kortizol (ili kortikosteron) je namijenjen trenutnom poticanju
katabolicke aktivnosti. Stimulira oslobadanje glukoze i glukoneogenezu, pojacava rad srca,
podize krvni tlak 1 ubrzava disanje. Istodobno potiskuje anabolicke procese poput imunoloskih

funkcija, reprodukcije, probave i rasta (8, 11).

Kortizol svoje djelovanje postize vezanjem za unutarstanicne glukokortikoidne receptore

(GR) koji se nalaze u veéini tkiva, pa tako i u masnom tkivu (12, 13).

1.3. Glukokortikoidni receptori

Svi steroidni receptori dijele jednaku strukturu. Sastoje se od N-terminalne regulacijske
domene, DNA vezuce domene, C-terminalne ligand vezu¢e domene te domene koja povezuje
prethodne dvije. Steroidni hormoni svoje djelovanje postizu vezanjem za glukokortikoidne i
mineralokortikoidne receptore (MR) lokalizirane u citosolu (14). Vezanjem hormona za C-
terminalnu domenu receptora stvara se aktivirani kompleks koji se iz citosola prenosi u jezgru
stanice, zatim potice ili inhibira izrazaj gena, ovisno 0 veznim mjestima receptora na ciljnim

genima ili interakciji s drugim jezgrenim ¢imbenicima (15).

MR ima vrlo visok afinitet za glukokortikoide te se njegova funkcija isti¢e u sluéaju niskih,
odnosno bazalnih razina cirkuliraju¢ih hormona. Za razliku od njega, GR stvara aktivirani
kompleks pri visokim razinama hormona §to je karakteristicno za stanje stresa. Ukoliko se
poveca koncentracija  glukokortikoida nefe do¢i do povecanja  signalizacije

mineralnokortikoidnim receptorom dok se signalizacija preko glukokortikoidnog receptora
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povecava s povecanjem koncentracije glukokortikoida, Sto bi znacilo da je signalizacija
mineralokortikoidnim receptorom regulirana koli¢inom receptora, a ona glukokortikoidnim

receptorom regulirana je koncentracijom hormona (16).

1.4. Dugoroc¢ne posljedice kroni¢nog stresa

Glukokortikoidi, s kortizolom kao predstavnikom, snazno utje¢u na ukupni metabolizam
tijela poticuci primarno katabolicke u¢inke u svrhu iskoriStavanja svih raspolozivih energetskih
resursa u stresnim situacijama. Kako bi se organizam uspjesno borio protiv stresa, potrebna mu
je lako 1 brzo dostupna energija. Glukokortikoidi, povecanjem jetrene glukoneogeneze i
indukcijom lipolize podizu razinu glukoze u krvi, uzrokuju razgradnju proteina na njihove
osnovne jedinice, aminokiseline, koje sluze kao dodatni supstrat za oksidativne puteve. Kortizol
pojacava rad srca, povecava krvni tlak i ubrzava disanje. Istodobno, potiskuje anabolicke
procese, poput imunoloskih funkcija, reprodukcije, probave i rasta (2). Glukokortikoidi takoder
reguliraju viSe koraka u procesu adipogeneze. U kombinaciji s inzulinom, glukokortikoidi
povecavaju izrazaj razli¢itih gena koji sudjeluju u nakupljanju masti, ali isto tako mogu
poboljsati ili oslabiti djelovanje inzulina i regulirati lipolizu. Stoga, glukokortikoidi ne djeluju
iskljucivo u korist pohranjivanja masti nego njihov ucinak ovisi o fiziolosSkom kontekstu (17,
18).

Unato¢ tome §to su pocetne faze reakcije na stres namijenjene prezivljavanju, kroni¢no
izlaganje stresu dovodi do pretjeranog izluc¢ivanja kortizola iz kore nadbubreZne zlijezde te
kompenzacijski mehanizmi poput negativne povratne sprege kojima se ta razina hormona treba
smanjiti postaju nedostatni, uzrokujuci daljnje abnormalnosti HPA osi (8). Hiperaktivnost HPA
osi moze dovesti do smanjenja miSiéne i koStane mase, povecanja visceralnog adipoziteta te
inzulinske rezistencije. Ljude koji boluju od Cushingovog sindroma, endogenog
hiperkortizolizma, obiljezava visceralna pretilost uz mrSave okrajine (19). Kortikotropin-
oslobadajuci hormon 1 kortizol utje¢u na oslobadanje inzulina i regulaciju glukoze. Kortizol
povecava razinu inzulina, a istodobno povecanje kortizola i inzulina potice visceralno taloZenje
masti. Visak masnog tkiva djeluje kao stimulans HPA osi pa se javlja stanje u kojemu kroni¢ni
stres uzrokuje nakupljanje masnog tkiva, zatim adipokini iz masnog tkiva iznova stimuliraju
odgovor na stres preko HPA osi i time dolazi do zacaranog kruga ¢ija je posljedica daljnje

nakupljanje masti (17).

Glukokortikoidi imaju snazne u¢inke na adipogenezu i endokrine funkcije masnog tkiva

stoga ne ¢udi da kroni¢ni viSak glukokortikoida potice akumulaciju masnog tkiva 1 doprinosi
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metabolickim poremecajima. Iako nije u potpunosti razjaSnjeno zasto glukokortikoidi tako
snazno djeluju na abdominalni dio tijela, pretpostavlja se da veliku ulogu igra visok izrazaj
glukokortikoidnog receptora u visceralnim adipocitima. Takoder, MR koji posreduje nekoliko
djelovanja glukokortikoida izrazen je u masnom tkivu (2, 7). 1z evolucijske perspektive,
prezivljavanju u uvjetima kroni¢nog stresa doprinosi aktivacija mehanizama koji pogoduju
nakupljanju visceralne masnoce. Stalna aktivacija stresnog odgovora moze Se protumaciti kao
zivot u stalnoj nesigurnosti zbog ¢ega je pozeljno skladistiti visceralnu masnocu koja je lako
dostupna kako bi osigurala potrebnu energiju za mozak i misi¢e. Kroni¢ni i akutni stresori
razlikuju se u ljudi i glodavaca stoga je teSko eksperimentalno dokazati tu ideju na pokusnim

zivotinjama (17).

Sve tjelesne funkcije koje nisu nuZne za trenutno prezivljavanje jedinke, poput rasta i
reprodukcije, bivaju inhibirane kako bi se sva energija ulozila u borbu protiv stresora.
Kortikotropin-oslobadaju¢i hormon i kortizol ko¢e oslobadanje hormona rasta, tireotropin-
oslobadajuc¢eg hormona, tireotropnog hormona i gonadotropin-oslobadaju¢eg hormona koji su
potrebni za proizvodnju anabolickih steroidnih hormona. Nedostatak gonadotropin-
oslobadajuceg hormona uzrokuje kasni pubertet, izostanak ovulacije i spontani pobacaj kod
Zena te smanjenu razinu testosterona i oslabljenu spermatogenezu kod muskaraca. Za rast i
reprodukciju neophodni su hormoni $titnjace trijodtironin i tiroksin ¢ije je izlu¢ivanje smanjeno

zbog nedostatka tireotropin-oslobadajuceg hormona i tireotropnog hormona (8, 20).

1.5. Masno tkivo i odgovor na stres

Masno tkivo je vrsta vezivnog tkiva te ¢ini najveéi endokrini organ u ljudi. Hormoni koje
izluéuje — adipokini — djeluju na homeostazu glukoze, imunoloski sustav, hematopoezu,
reproduktivnu funkciju te proizvodnju steroida. Razlikujemo bijelo, smede i bez masno tkivo,

a adipociti su njihova osnovna komponenta (20).

Bijelo masno tkivo sluzi kao dugoro¢no energetsko skladiste 1 od velike je vaznosti u doba
gladovanja. Sto je veéa koli¢ina masti, to je veca $ansa za preZivljavanje pojedinca tijekom
prehrambene insuficijencije. Osim §to pohranjuje energiju u obliku masti, bijelo masno tkivo
nudi toplinsku izolaciju i zastitu od mehanickih trauma (21). Neki od adipokina su leptin,
adiponektin i grelin, a njihova uloga se ocituje u regulaciji niza fizioloskih funkcija poput
metabolizma glukoze i lipida, koagulacije krvi, krvnog tlaka, modulacije steroidnih hormona te

reprodukcije (22).
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Adipociti ¢ine oko 50 % stanica masnog tkiva. U ostalih 50 % ubrajamo vaskularne
elemente, preadipocite, makrofage, mastocite, fibroblaste, ziv€ane stanice i mezenhimske
stanice nepoznatih funkcija. Adipociti bijelog masnog tkiva kuglaste su stanice promjera koji
moze varirati od 20 um do 160 um, ovisno o smjestaju u tijelu 1 koli¢ini pohranjene masti. Veci
dio citoplazme zauzima jedna velika vakuola ispunjena lipidima dok su ostali stani¢ni organeli
pogurani uz sam rub stanice S§to pod svjetlosnim mikroskopom daje karakteristican izgled

prstena pecatnjaka (23).

Smede masno tkivo zastupljenije je u dojenackoj dobi dok ga kod odraslih pronalazimo u
mnogo manjoj koli¢ini. Njegova osnovna uloga je odrzavanje tjelesne temperature Sto je od
iznimne vaznosti kod dojencadi jer su osjetljivija na hladno¢u. Velika koli¢ina mitohondrija
omogucuje sagorijevanje lipida i proizvodnju topline, istovremeno dajuci karakteristi¢nu
smedu boju smedeg masnog tkiva (24). Oblik smedih adipocita je poligonalni ili elipsoidni, a
njihova je veli¢ina od 15 um do 50 pum. Za razliku od bijelih adipocita koji su unilokularni,
smedi adipociti su multilokularni i sadrze brojne male vakuole ispunjene lipidima. Smede
masno tkivo takoder je endokrini organ koji proizvodi i izlucuje mnoge autokrine, parakrine i
endokrine ¢imbenike (23).

Bez adipociti imaju sli¢éna obiljezja kao smedi adipociti. Multilokularni su i bogati
mitohondrijima. Za razliku od bijelog i smedeg masnog tkiva koje je donekle pravilno
smjesteno, bez adipociti nalaze se unutar bijelog masnog tkiva, a nastaju pod utjecajem
kroni¢ne hladnoce ili vjeZbanja (25). Poput bijelih adipocita sluZze kao rezervoar energije, a

poput smedih adipocita zaduZeni su za termogenezu (24).

Raspodjela masnog tkiva kod ljudi i glodavaca vrsi se na dvije tjelesne razine: supkutanoj i
visceralnoj. Ljudi, kao i glodavci, imaju dva glavna supkutana skladista. Kod ljudi se oni nalaze
u trbuSnoj 1 gluteofemoralnoj regiji, dok kod glodavaca razlikujemo prednja i straZnja
supkutana skladista. Detaljnije podjele skladista prikazane su na slikama 1 i 2 (20, 26). U ovom
radu najveci je fokus na prednje supkutano interskapularno skladiste, a u njemu se nalazi smede
masno tkivo. Supkutano masno tkivo kod ljudi nastavlja se na dermalno masno tkivo, a glodavci
ta dva masna sloja odjeljuju tankim miSi¢énim slojem. Glavna visceralna skladista usko su
povezana s unutrasnjim organima. Za ovaj rad najvaznije visceralno skladiSte je mezenteri¢no,
pronalazimo ga kod ljudi i glodavaca, a sastoji se od bijelog masnog tkiva. Ostala visceralna
skladiSta prikazana su na slikama 1 1 2 (23). Glodavci poput Stakora i miSeva Cesti su animalni

modeli za istraZzivanja primjenjiva na ljudima zbog fiziologije sli¢ne ljudima. Unato¢ tome
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pojavljuju se znacajne razlike povezane sa talozenjem i funkcijom masti i stoga je nuzan oprez
pri izravnom usporedivanju ljudi i glodavaca u smislu masnog tkiva i pridruzenih bolesti (23,
26).

PREDNIE Cervikalno

- . A ’
ggﬁfsgo Alalemg N c= Mezentericno
Interskapularno

Retroperitonealno \~ VISCERALNO
SKLADISTE
Gonadalno

Perirenalno

—

STRAZNIE Dorzolumbalno
SUBKUTANO = nevinano
SKLADISTE Glutealno

Intramuskularno

Slika 1. Shematski prikaz masnih skladista kod glodavaca (slika je preuzeta i prilagodena prema

Chusyd, 2016) (26).

PREDNJA STRANA STRAZNJA STRANA

Slika 2. Shematski prikaz masnih skladista kod ljudi. Bijelo masno tkivo nalazi se u
supkutanom masnom tkivu abdominalno (a), gluteofemoralno (g) i intramuskularno (h). Bijelo
masno tkivo takoder se nalazi u visceralnom masnom tkivu omentalno (b), mezenteri¢no (c),
retroperitonealno (d), gonadalno (e) 1 perikardijalno (f). Smede masno tkivo nalazi se

supraklavikularno (i) 1 u subskapularnom podrucju (j). Slika je preuzeta i prilagodena prema
Chusyd, 2016 (26).
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Treba naglasiti da jasne anatomske granice izmedu bijelog i smedeg masnog tkiva ne
postoje, Cesto se jedna vrsta masnog tkiva moze pronaéi unutar drugoga. Relativna koli¢ina
dviju vrsta masnog tkiva ovisi o dobi, spolu, okoliSnim i metaboli¢kim uvjetima. Takoder,
raspodjela masnog tkiva je promjenjiva, a adipociti imaju sposobnost reverzibilne
transdiferencijacije, odnosno prelaska iz jedne u drugu vrstu masnih stanica (23, 24). Bijeli
adipociti nakupljanjem masti rastu velicinom (hipertrofija) dok ne dosegnu svoj maksimalni
volumen, tzv. ,kritiénu veli¢inu stanice®. Nakon toga se pokrecée diferencijacija preadipocita
¢ime nastaju novi adipociti (hiperplazija). Kriticna veli¢ina stanice genetski je odredena i
razli¢ita je za svako skladiSte. Volumen adipocita moZe se smanjivati i rasti, dok njihov broj

moze ostati isti do kraja zivota ili rasti, ali se ne moze smanjiti (14, 20).

1.6. Dobno specifi¢ni odgovor na stres

Visceralna pretilost, ali i nedostatak tjelesnog masnog tkiva imaju znacajan negativan
utjecaj na nekoliko aspekata reprodukcije, ukljuujuci plodnost i optimalno odrzavanje
trudnoce stoga je vazno odrzati koli¢inu masnog tkiva na normalnoj razini. Tijekom evolucije
veéina fizioloskih sustava prilagodila se da optimalno sluzi dva osnovna cilja, a to su
prezivljavanje jedinke i opstanak vrste. Moze se re¢i da je prezivljavanje jedinke moguce
zahvaljujuéi odgovoru na stres, ali iz istog razloga opstanak vrste moze biti kompromitiran. Za
opstanak vrste vaZzna je sposobnost Zenke za reprodukciju i brigu o potomstvu koja mora ostati

ocuvana i u stanju stresa (11, 27).

Pokazalo se da Zenke glodavaca razli¢ito reagiraju na stres ovisno o fazi spolnog ciklusa u
kojoj se nalaze. Potrebno je uzeti u obzir fluktuacije razine estrogena i progesterona
karakteristi¢ne za svaku menstrualnu fazu (1). Estrogen povecava reaktivnost HPA osi, dok

progesteron djeluje kao antagonist glukokortikoida vezu¢i se na GR (28).

Stres utjeCe na oba spola, ali njegove manifestacije se razlikuju kako kod glodavaca tako i
izazvane glukokortikoidima, poput visceralne pretilosti i metabolickog sindroma, ali su razvili
sustav prilagodbe koji ih Stiti od manifestacije depresije 1 tjeskobe koja bi ith mogla uciniti
podloZnima agresiji unutar vrste. Suprotno muskarcima, Zene su podloZnije poremecajima u
afektivnom ponasanju poput depresije i anksioznosti. S druge strane, one su razvile imunoloski
1 metaboli¢ki sustav otporan na promjene izazvane stresom kako bi mogle svladati energetske

troskove trudnoce i odgoja (11, 28).
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Odgovor na stres mijenja se ovisno o starosnoj dobi. Opazene su razlike izmedu mladih i
starih miSeva izlozenih kroni¢nom stresu. Reakcije mladih miseva bile su smanjena anksioznost
i poboljsane kognitivne funkcije, dok je odgovor starih miseva bio gubitak kilograma,
poremecaj kretanja 1 ostecenje kognitivne funkcije (29). Istrazivanje na Stakorima pokazalo je
da starije zenke odrzavaju viSu bazalnu razinu kortikosterona nakon izlaganja stresu nego mlade
zenke, te da postoji odredeno kasnjenje u prekidu izlu¢ivanja hormona (30). Odgovor na stres
je pojacan dok je mehanizam povratne sprege narusen. Kao i kod miSeva, stare jedinke dozivjele
su gubitak tjelesne mase (31). Koli¢ina i raspodjela masnog tkiva takoder dozivljava promjene
vezane za starosnu dob. Iako se ukupna tjelesna masnoca u starosti moze smanjiti, postotak
tjelesne masnoée moze ostati konstantan ili se ¢ak povecati. Razlog tome je §to starenjem
takoder dolazi do gubitka tjelesne tezine i mi§i¢nog tkiva, a masno tkivo iz masnih skladista
prelazi u kosStanu srz, misice, jetru i druga tkiva. Volumen adipocita mijenja se tijekom Zivota,
a broj adipocita moze ostati stalan ili rasti. Veli¢ina masnih skladiSta svoj vrhunac doseze u
srednjoj ili ranijoj starijoj dobi te opada u starijoj dobi. Gubitak masti posebno se ocituje u

supkutanom skladistu dok u visceralnom nije toliko naglasen (32).

1.7. Utjecaj Zenskih spolnih hormona na masno tkivo

Estrogen nastaje djelovanjem aromataze, poveéava proliferaciju preadipocita i uvjetuje
veli¢inu zrelih adipocita. Glukokortikoidi kao glavni stresni hormoni povecavaju aktivnost
aromataze u zenskim, a smanjuju u muskim supkutanim preadipocitima. Isto tako povecavaju
aktivnost aromataze u visceralnim preadipocitima, ponajvise kod Zena nakon ulaska u
menopauzu i muskaraca. To objasnjava zasto Zene nakupljaju supkutano, a muskarci visceralno
masno tkivo (33). Postoji jo§ jedan mehanizam koji objasnjava takvu raspodjelu masti u
muskaraca 1 Zena. MuSki spolni hormoni poti¢u visceralnu pretilost smanjenjem izrazaja
hormon-osjetljive lipaze koja se nalazi u adipocitima i metabolizira pohranjenu masnocu,
istovremeno pojacavajuci djelovanje lipoprotein lipaze koja se nalazi izvan adipocita i zaduZena
je za transport i preradu triglicerida u krvotoku (13). S druge strane, estrogen u nekoj mjeri
sprjeCava nakupljanje visceralne masti smanjenjem transkripcije gena lipoprotein lipaze ili

modulacijom posttranskripcije (20, 34).

Leptin je hormon koji primarno nastaje u masnom tkivu, osobito supkutanom, te su njegove
koncentracije proporcionalne koli¢ini masnog tkiva. Porast njegove koncentracije u krvi
signalizira hipotalamusu sitost i dostatne energetske zalihe. U pretilosti se javlja rezistencija na

leptin stoga centri za sitost u hipotalamusu unato¢ velikoj koli¢ini masnog tkiva i leptina ne
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reagiraju na informaciju o sitosti. Drugim rije¢ima, sredi$nji ziv¢éani sustav gladuje dok je
periferija tijela u stanju pretilosti. U slucaju kada i periferija tijela gladuje, odnosno kod
pothranjenosti, razine leptina u krvi su niske i hipotalamus prima informaciju o nedostatku
hrane i energije (20, 35). Tada organizam nije spreman za reprodukciju. Leptin stimulira
izluCivanje gonadotropina, a njegovim nedostatkom smanjuje se i izluc¢ivanje gonadotropina
koji su kod Zena zaduzeni za menstrualni ciklus. U uvjetima normalne tjelesne tezine i
reproduktivnog zdravlja, estrogen dodatno poti¢e proizvodnju leptina kod Zena i povecava
osjetljivost na leptin (20, 34). Ovariektomijom Stakora smanjuje se razina leptina i povecava
tjelesna masa, dok je dodatkom estrogena takav uc¢inak ponisten. Moze se primijetiti da se ista
stvar dogada i zenama u postmenopauzi. Nedostatkom estrogena mijenja se konstitucija tijela

zbog debljanja i preraspodjele masti iz supkutanog u visceralno skladiste (36).

1.8. Mitohondriji u masnom tkivu

Mitohondriji su dinami¢ni citoplazmatski organeli koji obavljaju mnogo razli¢itih
metaboli¢kih funkcija. Uz najvazniju ulogu, sintezu adenozin trifosfata, mitohondriji su
ukljuceni u [-oksidaciju, razgradnju razgranatih aminokiselina, Krebsov ciklus te
dekarboksilaciju piruvata (37). Gradeni su od dvije membrane, vanjske i unutrasnje,
intermembranskog prostora, kristi te matriksa. Osim $to su izvor stani¢ne energije, mitohondriji
su zaduZeni za termogenezu mehanizmom koji se naziva ,,curenje protona“. Protoni curenjem
iz intermembranskog prostora u matriks smanjuju membranski potencijal stoga se umjesto
energije stvara toplina. U tom procesu vaznu ulogu igra mitohondrijski razvezujuci protein 1
(engl. uncoupling protein 1, UCP1) koji poveéava vodljivost unutrasnje mitohondrijske
membrane i na taj nacin pospjesuje generiranje topline umjesto proizvodnje adenozin trifosfata
(38, 39).

Bijelo, smede 1 beZ masno tkivo razlikuju se po koli€ini 1 gradi mitohondrija te izraZaju
UCPI pa se tako razlikuju i1 njithove metabolicke funkcije. Bijelo masno tkivo kao primarno
energetsko skladiSte sadrzi mali broj mitohondrija poguranih uz sam rub stanice dok mast
zauzima vecinski dio, a izrazaj UCP1 je nezamjetan (39). Broj mitohondrija u smedem masnom
tkivu drasti¢no je veéi nego u bijelome, §to odgovara termogenetskoj ulozi smedeg masnog
tkiva (40). Ti mitohondriji, osim brojno$c¢u, dominiraju i veli¢inom te sadrze vise krista §to
zna¢i da su metabolicki aktivniji. U beZ masnom tkivu broj mitohondrija 1 izraZzaj UCP1
pozitivno koreliraju s izlaganjem hladno¢i u skladu s njithovom funkcijom, adaptivhom

termogenezom (38).
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Izlaganje hladno¢i jedan je od koristenih stresora u protokolu kroni¢nog stresa ovog rada.
Za adekvatnu adaptaciju na takve hladne uvjete potrebni su funkcionalni mitohondriji koji ¢e
obavljati termogenezu. Utvrdeno je da isklju¢ivo sinteza novih mitohondrija nije dostatna za
termogenu adaptaciju jer se kao posljedica termogeneze javljaju oSte¢enja i fragmentacije
mitohondrija. Mitofagija (autofagija mitohondrija) je proces samorazgradnje i recikliranja
vlastitih strukturnih dijelova gdje se degradiraju istroSeni i Cuvaju funkcionalni dijelovi
organela (41). S obzirom da je UCPI jedini protein koji posreduje termogenezu u smedem
masnom tkivu, smatra se da indukcija mitofagije izazvane hladno¢om ovisi upravo o njemu.
Aktivacija UCP1 dovodi do pojac¢anog zagrijavanja te iziskuje velike koli¢ine kisika $to dovodi
do hipoksije u smedim adipocitima. U duljim hipoksi¢nim uvjetima mitofagija sluzi kao
metabolicki odgovor za sprjeCavanje stani¢ne smrti. lako je naglasena vaznost mitofagije, za

optimalan rad mitohondrija potrebna je ravnoteza mitofagije i sinteze (42).

Glukokortikoidi kao glavni ¢initelji HPA osi inhibiraju izrazaj i aktivnost UCP1 u smedim
adipocitima. Primjena kortikosterona u Stakora smanjuje termogenetsku aktivnost uz

istovremeno povecanje lipida u smedem masnom tkivu te tako narusava njegovu funkciju (43).

Starenje je takoder vazan ¢imbenik koji utjee na mitohondrije. Aktivnost proteina koji su
izrazeni u mitohondrijima, UCP1, opada tijekom starenja $to dovodi do smanjene termogeneze.
Drugi razlog disfunkcije mitohondrija moze biti nakupljanje mutacija mitohondrijske DNA 1
smanjenje biogeneze (44). Paralelno sa smanjenjem sadrZaja 1 funkcije mitohondrija, javlja se
»izbjeljivanje” smedeg masnog tkiva gdje masne kapljice zauzimaju prostor umjesto

mitohondrija te boja adipocita prelazi iz karakteristi¢ne smede u bijelu (45).

1.9. Kolagen u masnom tkivu

Izvanstani¢ni matriks masnog tkiva sadrzi proteine koji reguliraju mehanicka svojstva,
adipogenezu i rast lipidnih kapljica. Najvazniji protein je kolagen, a razlikujemo vise tipova od
kojih je najvazniji kolagen tipa V1 koji kao gradivna komponenta medustani¢ne tvari masnog
tkiva utjece na fleksibilnost i krutost adipocita. U normalnim uvjetima masno tkivo smatra se
vezivom male gustocée i visoke plasti¢nosti (46). U stanju pretilosti te se karakteristike mogu
promijeniti povecanjem sadrZaja kolagena pa stanice postaju krute i nesposobne Siriti se kako
bi prihvatile trigliceride koje je potrebno uskladistiti. Cini se kao da je to mehanizam kojim se
adipociti suprotstavljaju prekomjernom sirenju, ali i taj mehanizam ima svoje nesavrsenosti. U
situaciji gdje adipocit pokusava zaprimiti vece koli¢ine triglicerida, a rigidnost adipocita to

onemogucava, stvara se pritisak na stani¢nu membranu $to moze uzrokovati nekrozu stanica

10
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¢ime se pokrece upalni proces (47). No, unato¢ opem misljenju da pretilost nuzno za posljedicu
ima upalu masnog tkiva i inzulinsku rezistenciju, istrazivanje na miSevima pokazalo je da pretili
miSevi kojima nedostaje gen za kolagen VI alfa 3, tzv. COL6A3, imaju bolji metabolicki fenotip
odcijepljena od COL6A3 proteina potice fibrozu masnog tkiva i upalu. Dakle, pretilost sama

po sebi nije rizican ¢imbenik za metaboli¢ke bolesti nego je to povecani izrazaj kolagena (48,
49).

Smatra se da postoje najmanje tri posljedice povec¢anog izrazaja kolagena VI u ljudskoj
pretilosti, a to su: 1. pohrana masti u visceralnom skladiStu zbog ograni¢enja skladiStenja u
supkutanom skladistu, 2. upala zbog hipoksije masnog tkiva, i 3. izravno povecanje upale
masnog tkiva. Zanimljivo je da zene imaju manji izrazaj COL6A3 nego muskarci neovisno o

indeksu tjelesne mase Sto dodatno objasnjava zasto su Zene metabolicki otpornije na bolest (49).

11
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2. HIPOTEZA

Mlade Zenke, za razliku od starih Zenki, nakon izlaganja kroni¢nom stresu odrzat ¢e stalni

volumen masnih stanica.
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3. CILJEVI
Ciljevi istrazivanja su:

1. Usporediti volumen masnih stanica u bijelom masnom tkivu kontrolne skupine i skupine
izloZene stresu 6 odnosno 14,5 mjeseci starih zenki.

2. Usporediti koli¢inu mitohondrija u smedem masnom tkivu kontrolne skupine i skupine
izlozene stresu 6 odnosno 14,5 mjeseci starih zenki.

3. Usporediti koli¢inu lipidnih kapljica u smedem masnom tkivu kontrolne skupine i
skupine izlozene stresu 6 odnosno 14,5 mjeseci starih Zenki.

4. Usporediti koli¢inu kolagena u bijelom i smedem masnom tkivu kontrolne skupine i

skupine izlozene stresu 6 odnosno 14,5 mjeseci starih zenki.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj studije

Studija je ustrojena kao studija parova. Zivotinje su podijeljene u dvije starosne skupine,
a u svakoj skupini dodatno razlikujemo zivotinje izlozene kroni¢nom stresu te kontrolnu

skupinu Zivotinja koja je izlozena laznom (sham) stresu.
4.2. Pokusne zivotinje

Istrazivanje je provedeno na arhivi tkiva iz projekta Hrvatske zaklade za znanost
(Patofizioloske posljedice promjena sastava lipidnih splavi, IP-2014-09-2324, voditeljice
Marije Heffer) koje je prikupljeno u suradnji s RECOOP HST organizacijom (Cedars-Sinai
Medical Center’s International Research and Innovation in Medicine Program and the
Association for Regional Cooperation in the Fields of Health, Science and Technology Young
Scientists Research Grants: RECOOP # 001 BMYS RG Balog, “Impact of acute and chronic
stress on cardiovascular diseases”). Dio studije je financiran institucijskim projektom (Lipidni
profil metaboli¢kog stresa, IP9-2019, voditeljice Marije Heffer). Provodenje studije na mladim
zivotinjama odobreno je od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek te
nadleznog Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske (klasa: 602-04/14-08/06, broj: 2158-
61-07-14-118). Studija na starim Zzivotinjama, odobrena je od strane etickog povjerenstva iz
Madarske (broj: CSI/01/3796-7/2015). Za ovaj dio istrazivanja zatrazeno je dodatno eticko
odobrenje od Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek koje je pozitivno rijeSeno
(klasa: 602-04/20-08/07, broj: 2158-61-07-20-42).

U izvornu studiju ukljuceno je ukupno 80 zivotinja: 20 mladih i 20 starih zenki, te 20
mladih 1 20 starih muzjaka. Tijekom eksperimenta uginula je jedna mlada Zenka izloZena
kroni¢nom stresu (48). Ovo istrazivanje obuhvaca masna tkiva 39 Zzenki Sprague Dawley
Stakora podijeljenih u 4 skupine: 1. kontrolna skupina mladih zenki (Mlade zenke K), 2. skupina
mladih Zenki izloZenih stresu (Mlade Zenke ST), 3. kontrolna skupina starih Zenki (Stare zenke
K), 4. skupina starih Zenki izlozenih stresu (Stare zenke ST). Mlade zenke u studiju su usle s
3,5 mjeseci starosti, a stare Zenke s 12 mjeseci. Eksperimentalni dio trajao je 10 tjedana.
Protokol je organiziran u 3 ciklusa po 10 dana sa stankom od 2 tjedna izmedu ciklusa kao Sto
je prikazano na slikama 3 i 4. Stresirane skupine bile su izlozene kroni¢nom stresu, a kontrolne

skupine laznom stresu.
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Slika 3. Shematski prikaz protokola za stresirane (iznad) i kontrolne (ispod) skupine Stakora.

Kontrolna skupina izlozena je laznom (sham) stresu koji podrazumijeva boravak u istom

okolisu u kojem boravi skupina zivotinja izlozena stresu, ali stresori su izostavljeni. Tom

metodom je stresni u¢inak okoliSa i rukovanja s zivotinjama jednak kod kontrolne skupine i

skupine zivotinja izloZenih stresu. Koristeni stresori nabrojani su u tablici 1 i djeluju na

organizam na fizickoj 1 psiholoskoj razini. Mlade zenke bile su izlagane kroni¢nom stresu do

navrSenih 5,5 mjeseci starosti, a stare zenke do 14 mjeseci starosti. Cilj studije je detekcija

dugotrajnih i nepovratnih posljedica na organizam pa je od zadnjeg izlaganja stresu do

Zrtvovanja bio predviden period oporavka od 14 dana.

Tablica 1. Popis koristenih stresora u protokolu kroni¢nog stresa. Pribavljeno iz (50) uz

dozvolu autora.

Br. Stresor

1 Izlaganje svjetlu tijekom no¢i (12 sati)

2 Boravak kaveza sa Stakorima na laboratorijskoj tresilici tijekom 40 minuta

3 Izlaganje zvukovima alarma mobilnog uredaja preko no¢i (12 sati)

4 Prisilno plivanje Stakora u hladnoj vodi (12 do 14 °C) u trajanju od 3 minute

5 Imobilizacija Stakora u metalnim tuljcima

6 Izlaganje hladno¢i (4 do 8 °C) tijekom jednog sata

7 Test tolerancije na glukozu (TTG)

8 Test tolerancije na inzulin (TTI)

9 Gladovanje prije testova tolerancije na inzulin (3 do 4 sata prije testa) i
glukozu (12 do 14 sati prije testa)
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4.3. Metode

4.3.1. Fiksacija, uklapanje i rezanje tkiva

Zivotinje su Zrtvovane u dobi od 6 mjeseci, odnosno 14,5 mjeseci kada su prikupljena tkiva.
Zrtvovanje je izvr§ilo osoblje verificirano za rad s Zivotinjama. Prikupljeno tkivo fiksirano je u
10 %-tnom puferiranom formalinu kroz 24 h na + 4 °C. Nakon toga uslijedila je priprema tkiva

za uklapanje u parafin te samo uklapanje.

1. dan: tkivo je preko noci inkubirano u 1 x PBS-u (engl. Phosphate-buffered saline).
2. dan: tkivo je inkubirano na tresilici pri sobnoj temperaturi u sljede¢im otopinama,
redom:

a) destilirana voda — 30 min;

b) 25 % - tni etanol — 1 h;

c) 50 % - tni etanol — 1 h;

d) 70 % - tni etanol — 1 h;

e) svjezi 70 % - tni etanol - preko no¢i.

3. dan: tkivo je inkubirano u sljede¢im otopinama, redom:

a) 96 % - tni etanol — 1 h, na tresilici pri sobnoj temperaturi;

b) 100 % - tni etanol — 30 min, na tresilici pri sobnoj temperaturi;

c) 100 % - tni etanol — 30 min, na tresilici pri sobnoj temperaturi;

d) ksilen I —30 min;

e) ksilen Il — 30 min;

f) parafin | -2 h, pri 58 °C;

g) parafin Il —2 h, pri 58 °C.
Zatim je uslijedilo uklapanje. Parafin je uliven u kalupe, tkivo je postavljeno na dno kalupa, a
na vrh je stavljena oznaka. Parafinski blokovi ostavljeni su na sobnoj temperaturi preko noci
kako bi se ohladili i o¢vrsnuli. Tkiva u parafinskim blokovima rezana su na Leica RM550

mikrotomu (Leica, Be€, Austrija) na debljinu od 5 pm. Uzorci su nakon rezanja navuceni na

predmetna stakalca.

4.3.2. Histoloska bojenja
Tri vrste masnog tkiva bojane su histoloskim bojama. Bijelo masno tkivo (mezenteri¢no
i supkutano) bojano je hemalaun/eozinom u svrhu analize volumena adipocita, smede masno
tkivo (interskapularno) bojano je hematoksilin fosfovolframskom kiselinom (engl.
phosphotungstic acid hematoxylin, PTAH) radi vizualizacije mitohondrija i nakupina masnih
kapljica, a pikrosirijus crveno bojenje primijenjeno je na sve tri vrste masnog tkiva zbog

odredivanje koli¢ine kolagenih vlakana.
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Trima koristenim bojama prethodi deparafiniranje i rehidriranje tkivnih preparata u

sljede¢im otopinama, redom:

1.
2.
3.

4.

ksilen | — 12 min;

ksilen Il — 12 min;

padajuci gradijent alkohola:

a) 100 % - tni etanol;
b) 100 % - tni etanol;
€) 96 % - tni etanol;
d) 70 % - tni etanol;

destilirana voda — 2 min.

Hemalaun/eozin

Deparafinirani i rehidrirani tkivni preparati inkubirani su u sljede¢im otopinama, redom:

7.
8.

o a k~ wnE

hemalaun — 7 min;
destilirana voda —5's;
vodovodna voda — 10 min;
eozin — 3 min;

destilirana voda —5's;
rastuci gradijent alkohola:
a) 70 % - tni etanol;

b) 96 % - tni etanol,

c) 100 % - tni etanol;

d) 100 % - tni etanol;
ksilen | =5 min;

ksilen Il =5 min.

Vlazni preparati pokriveni su medijem za uklapanje (Histomount, National Diagnostics,

Atlanta, GA, SAD; kataloski broj HS-103) i pokrovnicom te su$eni na zraku pri sobnoj

temperaturi.

Hematoksilin fosfovolframska kiselina

Deparafinirani i rehidrirani tkivni preparati inkubirani su u sljede¢im otopinama, redom:

1. Langerova jodna otopina — 10 minuta;
2.

destilirana voda — 5 s;
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ispiranje 1 %-tnim natrijevim tiosulfatom — 5 min;
vodovodna voda — 5 min;

destilirana voda — 1 min;

PTAH —2 hna 60 °C

N o g b~ ow

rastuci gradijent alkohola:
a) 95 % - tni etanol,

b) 95 % - tni etanol;

c) 100 % - tni etanol;

d) 100 % - tni etanol;

e) 100 % - tni etanol;

8. ksilen I -5 min;

9. ksilen Il =5 min;

Vlazni preparati pokriveni su medijem za uklapanje (Histomount) i pokrovnicom te suseni na

zraku pri sobnoj temperaturi.

Langerova jodna otopina pripremljena je otapanjem joda (1 g) i kalijevog jodida (2 g) u 200
mL destilirane vode.

Pikrosirijus crvena boja

Deparafinirani i rehidrirani tkivni preparati inkubirani su u sljede¢im otopinama, redom:

vodovodna voda — 10 min;
pikrosirijus crvena boja (30 min, pri sobnoj temperaturi);
dehidriranje 100 %-tnim etanolom;

ksilen | — 5 min;

A A o

ksilen Il =5 min.

Pikrosirijus crvena boja pripremljena je 48 sati prije upotrebe mijeSanjem pikrinske kiseline (90

mL) i 1 %-tne sirijus crvene F3BA boje (10 mL).

Histoloski preparati fotografirani su pod mikroskopom (Zeiss Axio MOT 2, Jena, Germany) na
ukupnom povecanju 400x s kamerom Olympus DP70 (Olympus, Tokio, Japan) i kvantificirani
u programu Fiji (NIH, Bethesda, MD, SAD). Popis svih koristenih kemikalija te njihovi

proizvodaci i kataloSki brojevi prikazani su u tablici 2.
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Tablica 2. Popis koristenih kemikalija.
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KEMIKALIJA

PROIZVODAC (katalogki broj)

Natrijev klorid (NaCl)

Gram Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska; kat. br. P148590

Kalijev klorid (KCI)

VWR International, Radnor, PA, SAD:; kat. br.
26764.260

Natrijev hidrogenfosfat (NazHPO.)

Gram Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska; kat. br. P143710

Kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO.)

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD; kat. br.
P3786-100G

Paraformaldehid

Acros Organics, Geel, Belgium; kat. br. 416800250

Etanol, 100 % (Histanol 100)

Biognost (H100-1L, H100-116/19), Zagreb, Hrvatska

Etanol, 96 % (Histanol 96)

Biognost (H96-1L, H96-93/19), Zagreb, Hrvatska

Etanol, 70 % (Histanol 70)

Biognost (H70-1L, H70-35/19), Zagreb, Hrvatska

Ksilen (Xylene)

Carlo Erba (492301), Chaussée du Vexin, Francuska

Parafin

Merck, kat. br. 107164

Hematoksilin

Fluka, Buchs, Svicarska; kat. br. 51260

Natrijev jodat (NalOg)

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD; kat. br. S-
1147

Limunska kiselina

Acros Organics, Geel, Belgium; kat. br. 227130010

Kloral hidrat

Acros Organics, Geel, Belgium; CAS 302-17-0

Eozin Y

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD; kat. br.
E4009-5G

Biomount DPX

Biognost (BM-500, BM-74/19), Zagreb, Hrvatska

Histomount National Diagnostics (HS-103), Charlotte, Sjeverna
Karolina, SAD
Jod Kemika, Zagreb, Hrvatska;

Kalijev jodid (KI)

Gram Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska; kat. br. P130020

Fosfovolframska kiselina

Merck, Kenilworth, New Jersey, SAD; kat. br.
1.00583.0100

Sirijus crvena F3BA

Magnacol Ltd.,

Pikrinska kiselina

Fluka, Buchs, Svicarska; kat. br.80452-250G
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4.3.3. Racunalna obrada

Kvantifikacija volumena masnih stanica bijelog masnog tkiva obojenog hemalaun eozinom

napravljena je u kompjuterskom programu Fiji prema sljede¢em protokolu:

1.
2.

10.

11.

12.
13.

Otvoriti sliku koriStenjem alatne trake izbornika File — Open — odabrati Zeljenu sliku.
Duplicirati sliku tako da se na odabranoj slici desnim klikom misSa odabere naredba
Duplicate nakon ¢ega je potrebno imenovati dupliciranu sliku.

Kalibrirati sliku tako da se preko cijele duzine mjerne skale koja se nalazi na slici povuce
ravna linija (Straight line) koja se odabire u alatnoj traci. U izborniku Analyze — Set
scale potrebno je unijeti udaljenost u pikselima (Distance in pixels, udaljenost u
pikselima koju predstavlja skala = 477), poznatu udaljenost (Known distance, udaljenost
u mikrometrima koju predstavlja skala = 100 um), omjer piksela (Pixel aspect ratio =
1), te mjernu jedinicu duzine (Unit of length = um). Kako bi program primijenio opisanu
kalibraciju na sve sljedece slike potrebno je odabrati naredbu Global (slika 5a).

Sliku prevesti u 8-bitni oblik putem alatne trake izbornika Image — Type — 8-bit.
Prema potrebi prilagoditi kontrast: Image — Adjust — Brightness/Contrast.

Oduzeti pozadinu putem izbornika Process — Subtract Background. Otvara se izbornik
u kojemu se odaberu naredbe kao $to je prikazano na slici (Slika 5b).

Ukloniti pozadinske Sumove preko izbornika Process — Noise — Despeckle.
Obiljeziti membrane stanica podesavanjem praga: Image — Adjust — Threshold. U
otvorenom izborniku prvu klize¢u traku postaviti tako da su plavom bojom obojane
samo stanicne membrane (Slika 5d). Drugu klize¢u traku postaviti na 255. Ostatak
naredbi postavlja se kao §to je prikazano na slici (slika 5¢), zatim se odabire Apply. Time
dobivamo negativ slike u kojemu membrane stanica postaju bijele, dok je ostatak slike
crne boje (slika 5e).

Konvertirati sliku u binarni oblik tako da se odabere izbornik Process — Binary —
Make Binary. Time dobivamo pozitiv slike iz prethodnog koraka, tako da su membrane
stanica obojane crne, a ostatak slike je bijele boje (slika 5f).

Kako bi se povecale granice, odabire se izbornik Process — Binary — Dilate. Tim
postupkom podebljavaju se stani¢ne membrane.

Sa  stranice  https://imagej.nih.gov/ij/macros/Measure_And_Label.txt  kopirati

makronaredbu.
Odabrati izbornik Plugins — New — Macro.

U prozor za unos teksta zalijepiti kopiranu makronaredbu i spremiti ju.
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14. Nakon spremanja, datoteci dodati ekstenziju .txt.

15. Instalirati makronaredbu (Plugins — Macros — Install). Makronaredba ¢e se pojaviti u
izborniku.

16. Za odredivanje povrsine stanice ,,Carobnim Stapi¢em® (Wand) oznaditi stanicu, zatim
odabrati Plugins — Macros — Measure And Label Macro (slika 5g).

17. Unutar stanice ¢e se pojaviti redni broj pod kojim se nalaze rezultati iste stanice, a

rezultati ¢e se pojaviti u prozoru s rezultatima.

a) [ Set Scale X b) [ii' Subtract Background... X C) [ Threshold X
[
Distance 1 477 Z 2
bl i Rolling ball radius: |50.0 pixels
Known distance: {100
below: 15.74 %. above: 0.00 %
Pixel aspectratio: [1.0 ¥ Light background a T
‘ » 215
Unit of length:  [um [T Create background (don't subtract) <
» I:‘!C
Click to Remove Scale W Sliding paraboloid
vl | -
¥ Global I™ Disable smoothing Default RaY Overiunder]
i [V Dark background I~ Stack histogram
Scale: 4.77 pixelsium
[~ Dontresetrange
oK | Cancel | Help oK | cancel | Help | auto | Apply | Reset| set

*a
»‘m!o‘o’!

i
prvoN

8 File Edt Image Process /ir_\atyzem Window Help

aojgol-4N Al EEEEEE -

Magnifyng glass (or use “+" and *." keys) Shortcuts * Run
Utiities * Edt
New *  Startup Macros
Comgpile and Run Record

I
instal . Ctri+Shift+) W And Labed

Slika 4. Koraci 1. — 16. postupka kvantifikacije volumena masnih stanica bijelog masnog tkiva.
a) kalibracija slike; b) oduzimanje pozadine; c) obiljezavanje membrana pomocu Thresholda;
d) stani¢ne membrane plave boje; €) negativ slike — membrane bijele boje; f) pozitiv slike —

membrane crne boje; g) KoriStenje makronaredbe.

Kvantifikacija mitohondrija smedeg masnog tkiva obojenog hematoksilin fosfovolframskom

kiselinom napravljena je u kompjuterskom programu Fiji prema sljede¢em protokolu:

1. Otvoriti sliku koristenjem alatne trake izbornika File — Open — odabrati Zeljenu sliku.
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Kalibrirati sliku tako da se preko cijele duzine mjerne skale koja se nalazi na slici povuce
ravna linija (Straight line) koja se odabire u alatnoj traci. U izborniku Analyze — Set
scale potrebno je unijeti udaljenost u pikselima (Distance in pixels, udaljenost u
pikselima koju predstavlja skala = 477), poznatu udaljenost (Known distance, udaljenost
u mikrometrima koju predstavlja skala = 100 um), omjer piksela (Pixel aspect ratio =
1), te mjernu jedinicu duzine (Unit of length = um). Kako bi program primijenio opisanu
kalibraciju na sve sljedece slike potrebno je odabrati naredbu Global.

Sliku razdvojiti na tri kanala: crveni (eng. red), zeleni (eng. green) i plavi (eng. blue)
(Image — Color — Split Channels) (slika 6a).

Zatvoriti sve kanale osim crvenog.

Duplicirati sliku crvenog kanala (desni klik mi$a na sliku — Duplicate), zatim odabrati
ime pod kojim ¢e se slika spremiti.

Slici oduzeti filter medijana (Process — Filters — Median s radijusom 10 piksela)
(slika 6b).

Od pocetne slike crvenog kanala oduzeti sliku crvenog kanala sa filterom medijana
(Process — Image Calculator) (slike 6¢ i 6d)

Obiljeziti mitohondrije podeSavanjem praga (Image — Adjust — Threshold). Parametre
prilagoditi kao na slikama 6e i 6f .

Postaviti parametre za kvantifikaciju (Analyze — Set Measurements — parametre
postaviti prema slici 6g).

Kvantificirati mitohondrije (Analyze — Analyze particles — odabrati parametre prema
slici 6h).
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LR 'vr. 3

a ool e 9t

X

c) [ Image Calculator X |

Imaget: [PTAH_40x_F_O_CHR_IS_3_1_18(red) ~|

Image2 [PTAH_40x_F_O_CHR IS_3_1_18 (redk1 ~|

W Create new window
[~ 32-bit (foat) result
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™
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g
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g
[
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i S
4] » [255

kgroundi— Stack histogram
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g) Auto | Apply | Reset| Set h)

¥ wea  Mean grayvatue

¥ Standaa dedaton [ Mods! oray value Size (unit*2)

¥ M & max grayvalue [~ Cantrois

I Cesterotmass [ Penmeter [™ Pixel units

™ Boundng rectangle [~ Fit elipse

I Shape cescripiees [~ Farars clametsr Crcularity: |0.00-1.00

¥ ntograted density [ Median

T~ Skewness I~ Kuosis Show: |Nothing v

¥ Aeatracton I Stacx pesiion

V¥ Displayresults [~ Exclude on edges

™ LUmittothreshold 7 Display ladel
I~ ivert ¥ coorginates [~ Scieese notaton
I~ A3310 overtay T NaN ompty colis

[~ Include holes
[ Record starts
I™ In situ Show

v Clear results
¥ Summarize
I~ Add to Manager

OK Cancel | Help

[IETETEIN < o sust of PTAH_405_F_O_CHi

R_15_3_1_1 ¢ trech) )

Deamai places 091 |2

_OK | cancei| new |

Slika 5. Koraci 3. — 10. postupka kvantifikacije mitohondrija masnog tkiva. a) razdvajanje slike
na plavi, zeleni i crveni kanal; b) oduzimanje filtera medijana; ¢) oduzimanje slike s filterom
medijana od pocetne slike crvenog kanala; d) slika nakon oduzimanja; e) obiljeZzavanje
mitohondrija pomoc¢u Thresholda; f) slika nakon postavljanja Thresholda; g) postavljanje
parametara kvantifikacije; h) kvantifikacija mitohondrija.

Kvantifikacija masnih kapljica smedeg masnog tkiva obojenog hematoksilin fosfovolframskom

kiselinom napravljena je u kompjuterskom programu Fiji prema sljede¢em protokolu:
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d)

[ Threshold X
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Otvoriti sliku koriStenjem alatne trake izbornika File — Open — odabrati Zeljenu sliku.
Duplicirati sliku tako da se na odabranoj slici desnim klikom misSa odabere naredba
Duplicate nakon ¢ega je potrebno imenovati dupliciranu sliku.

Kalibrirati sliku tako da se preko cijele duzine mjerne skale koja se nalazi na slici povuce
ravna linija (Straight line) koja se odabire u alatnoj traci. U izborniku Analyze — Set
scale potrebno je unijeti udaljenost u pikselima (Distance in pixels, udaljenost u
pikselima koju predstavlja skala = 477), poznatu udaljenost (Known distance, udaljenost
u mikrometrima koju predstavlja skala = 100 um), omjer piksela (Pixel aspect ratio =
1), te mjernu jedinicu duzine (Unit of length = um). Kako bi program primijenio opisanu
kalibraciju na sve sljedece slike potrebno je odabrati naredbu Global (slika 7a).

Sliku prevesti u 8-bitni oblik putem alatne trake izbornika Image — Type — 8-bit.
Obiljeziti lipidne kapljice podeSavanjem praga (Image — Adjust — Threshold —
parametre podesiti kako je prikazano na slikama 7a i 7b).

Postaviti parametre za kvantifikaciju (Analyze — Set Measurements — parametre
odabrati prema slici 7c).

Kvantificirati lipidne kapljice (Analyze — Analyze Particles — parametre prilagoditi

prema slici 7d).

c) Set Measurements X

¥ Area ™ Mean gray value

]

57.21%

Al | » a5
] ons

[IF Analyze Particles

F Standard dedation I~ Modal gray value
¥ Min & max grayvalue [~ Centrold

I~ Center of mass I~ Parmeter

™ Bounaing rectangle |~ Fitellipse

I~ Shape descriptors [ Feret's diamaeter
™ Integrated densky I Median

[™ Skewness I™ Kunosis

¥ Area fraction I~ Stack position

[V Dark background |~ Stack histogram

I™ Limitto threshold ¥ Disptay label

[~ invert Y coordnates [~ Scientfic notation

I™ Add to overiay I~ NaN empty cells

[~ Dontresetrange

M Apply | Reset ﬁ]

X

Size (unit2): |SRITTN

™ Pixel units

Circularity: |0.00-1.00

Show: |Nothing v

[V Display results [~ Exclude on edges
[V Clearresults I™ Include holes

IV Summarize [ Record starts

[~ Addto Manager [ In situ Show

OK Cancel | Help
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Slika 6. Koraci 5. — 7. postupka kvantifikacije lipidnih kapljica smedeg masnog tkiva. a)

obiljezavanje lipidnih kapljica pomoc¢u Thresholda; b) slika nakon postavljanja Thresholda,; c)

postavljanje parametara kvantifikacije; d) kvantifikacija lipidnih kapljica.

Kvantifikacija kolagenih vlakana bijelog i smedeg masnog tkiva obojenog pikrosirijus crvenom

bojom napravljena je u kompjuterskom programu Fiji prema sljede¢em protokolu:

1.
2.

Otvoriti sliku koriStenjem alatne trake izbornika File — Open — odabrati Zeljenu sliku.
Duplicirati sliku tako da se na odabranoj slici desnim klikom misSa odabere naredba
Duplicate nakon ¢ega je potrebno imenovati dupliciranu sliku.

Kalibrirati sliku tako da se preko cijele duzine mjerne skale koja se nalazi na slici povuce
ravna linija (Straight line) koja se odabire u alatnoj traci. U izborniku Analyze — Set
scale potrebno je unijeti udaljenost u pikselima (Distance in pixels, udaljenost u
pikselima koju predstavlja skala = 477), poznatu udaljenost (Known distance, udaljenost
u mikrometrima koju predstavlja skala = 100 pm), omjer piksela (Pixel aspect ratio =
1), te mjernu jedinicu duzine (Unit of length = um). Kako bi program primijenio opisanu
kalibraciju na sve sljedece slike potrebno je odabrati naredbu Global (slika 8a).
Obiljeziti kolagena vlakna podesavanjem praga (Image — Adjust — Color Threshold
— parametre prilagoditi prema slikama 8a i 8b).

Ukloniti pozadinske Sumove (Process — Noise — Despeckle).

Postaviti parametre za kvantifikaciju (Analyze — Set Measurements — parametre
postaviti prema slici 8c).

Kvantificirati kolagena vlakna (Analyze — Analyze particles — odabrati parametre

prema slici 8d).
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Slika 7. Koraci 4. — 7. postupka kvantifikacije kolagenih vlakana bijelog i smedeg masnog
tkiva. a) obiljezavanje kolagenih vlakana pomocu Thresholda; b) slika nakon postavljanja

Thresholda; c) postavljanje parametara kvantifikacije; d) kvantifikacija kolagenih vlakana.

4.3.4. Statisticke metode
Podaci dobiveni kvantifikacijom slika obradeni su u statistickom programu Past (inacica 4.03,
Sveuciliste u Oslu, Norveska) primjenom dvosmjerne analize varijance (ANOVA) kojom se
ispitao utjecaj dobi, izloZzenosti kroni¢nom stresu te interakcije ta dva ¢imbenika na promatrane
parametre (volumen masnih stanica, udio mitohondrija, lipidnih kapljica i kolagenih vlakana).
Daljnja znacajnost podataka ispitana je post hoc Tukeyjevim testom. Vrijednost p < 0,05 uzeta

je kao znacajna.
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5. REZULTATI

Kori$tenjem programa za obradu slika Fiji odredena je povrSina adipocita, udio

mitohondrija i lipidnih kapljica u adipocitima te udio kolagena u masnom tkivu.

Ovisnost volumena adipocita o dobi i utjecaju kroni¢nog stresa procijenjena je na
mezenteriénom 1 supkutanom masnom tkivu. Rezultat histoloSkog bojenja navedenih tkiva

prikazan je na slici 8. Prosje¢ni volumeni adipocita prikazani su na slici 9.

Usporedbom povrsine adipocita u ispitivanim skupinama Zivotinja, uocen je znacajan
utjecaj dobi na povecanje povrsine adipocita supkutanog masnog tkiva u starih Zenki (dob, p <
0,001). Utjecaj kroni¢nog stresa nije bio znacajan niti u jednoj skupini Zivotinja, kao niti u

jednoj vrsti masnog tkiva.

Mlade zenke K Mlade zenke ST Stare zenke K Stare zenke ST

Slika 8. Prikaz rezultata bojenja hemalaun/eozinom mezenteri¢nog i supkutanog masnog

0

Mezenteri
masno tkivo

Supkutano masno
tkivo

tkiva kod mladih i starih Zenki Sprague Dawley Stakora izloZenih kroni¢nom ili laznom
stresu. Ukupno poveéanje 400x, veli¢ina skale 100 um. Opis kratica: K — kontrolna skupina;

ST — kroni¢ni stres.
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Slika 9. Kvantitativna analiza povr§ine masnih stanica u mezenteri¢nom i supkutanom masnom
tkivu Zenskih Stakora izlozenih stresu i starenju. Za statisti¢ku analizu koriStena je dvosmjerna
analiza varijance (ANOVA), a vrijednost p < 0,05 smatra se zna¢ajnom. Razlika u utjecaju dobi
na povrsinu stanica supkutanog masnog tkiva pokazala se zna¢ajnom: F(1 149) = 80,88; p < 0,001.
Znacajni u€inci dobi ili stresa 1 njihova interakcija obiljeZeni su kao * (p < 0,05), ** (p <0,01)

te kao NZ (nije znacajno). Opis kratica: ST — kroni¢ni stres; K — kontrolna skupina.

Utjecaj dobi i kroni¢nog stresa na udio mitohondrija i masnih kapljica procijenjena je
na interskapularnom masnom tkivu. Rezultat histoloskog bojenja interskapularnog tkiva
hematoksilin fosfovolframskom kiselinom prikazan je na slici 10. Prosje¢ni udjeli mitohondrija

prikazani su na slici 11. Prosje¢ni udjeli masnih kapljica prikazani su na slici 12.

Kao i na volumen adipocita, znacajan utjecaj na udio mitohondrija imala je samo
starosna dob dok je utjecaj kroni¢nog stresa izosta0. U starih Zenki primije¢en je manji udio
mitohondrija u usporedbi sa mladim Zzenkama (dob, p < 0,001). Udio masnih kapljica se pod
utjecajem dobi znacajno povecao kod starih Zenki (dob, p = 0,035). Kroni¢ni stres kao zaseban
¢imbenik nema znacajan utjecaj na udio masnih kapljica. Medutim, udruzen sa starenjem stres
¢ini znacajnu razliku kod mladih Zenki izlozenih stresu u odnosu na svoju kontrolnu skupinu te
stare zenke izlozene stresu. U usporedbi sa mladim Zenkama pod utjecajem stresa, opaza se
povecanje udjela masnih kapljica u pripadajucoj kontrolnoj skupini (interakcija, p = 0,012) te

u skupini starih zenki pod utjecajem stresa (interakcija, p < 0,001).
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Slika 10. Prikaz rezultata PTAH bojenja interskapularnog masnog tkiva kod mladih i starih
zenki Sprague Dawley Stakora izlozenih kroni¢nom ili laznom stresu. UKupno povecanje

400x, veli¢ina skale 100 um. Opis kratica: K — kontrolna skupina; ST — kroni¢ni stres.

Dob: **

40
Stres: NZ

InterakcijaNZ

m Mlade Zenke K
! ! W Mlade Zenke ST
Stare Zenke K
| I W Stare 7enke ST
0

Mlade Zenke Stare Zenke

Udio mitohondrija (%)
[ [y ] ] W w
(=] (93] (=] (93] = (93]

%3]

Slika 11. Kvantitativna analiza udjela mitohondrija u interskapularnom masnom tkivu zenskih
Stakora izloZenih stresu i starenju. Za statisticku analizu koriStena je dvosmjerna analiza
varijance (ANOVA), a vrijednost p < 0,05 smatra se zna¢ajnom. Razlika u dobi pokazala se
znacajnom Fg 31y = 19,05 ; p < 0,001. Znacajni ucinci dobi ili stresa i njihova interakcija
obiljezeni su kao * (p < 0,05), ** (p < 0,01) te kao NZ (nije znacajno). Opis kratica: ST —

kroniéni stres; K — kontrolna skupina.
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Slika 12. Kvantitativna analiza udjela masnih kapljica u interskapularnom masnom tkivu
zenskih Stakora izloZenih stresu i starenju. Za statisti¢ku analizu koriStena je dvosmjerna analiza
varijance (ANOVA), a vrijednost p < 0,05 smatra se zna¢ajnom. U interskapularnom masnom
tkivu znacajan utjecaj imaju dob F1,31) = 4,869 ; p = 0,035, te interakcija dobi i izlozenosti
kroni¢nom stresu F(1,31= 14,15; p = 0,001. Znacajni ucinci dobi ili stresa i njihova interakcija
obiljezeni su kao * (p < 0,05), ** (p < 0,01) te kao NZ (nije znacajno). Opis kratica: ST —

kroni¢ni stres; K — kontrolna skupina.

Promjene udjela kolagena procijenjene se na sve tri vrste masnog tkiva. Rezultat
histoloskog bojenja pikrosirijus crvenom bojom prikazan je na slici 13. Prosje¢ni udjeli

kolagena prikazani su na slici 14.

Udio kolagena mjeren je u mezenteri¢nom, supkutanom i interskapularnom masnom
tkivu. Mezentericno masno tkivo pod utjecajem je starenja, stresa te njihove medusobne
interakcije. Naime, kada se usporedi sa mladim zenkama pod utjecajem stresa, udio kolagena u
masnom tkivu povecava se pod utjecajem dobi (p < 0,001) i stresa (p < 0,001) u skupini starih
zenki izlozenih stresu. Interaktivni u¢inak dva ispitivana ¢imbenika najvise povecava udio
kolagena kod starih Zenki izloZenih stresu u odnosu na svoju kontrolnu skupinu (interakcija, p

< 0,001) te u odnosu na mlade Zenke izlozene stresu (interakcija, p < 0,001).
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Usporedujuci udio kolagena u supkutanom masnom tkivu ispitivanih skupina zivotinja
zapazeno je povecanje sadrzaja kolagena u kontrolnoj skupini i skupini starih Zenki izloZenih
stresu u odnosu na pripadajuée skupine mladih zenki pod utjecajem dobi (p < 0,001) i stresa (p
=0,001).

U interskapularnom masnom tkivu udio kolagena takoder raste sa starosnom dobi, no
kroni€ni stres nema znacajan utjecaj. UoCeno je povecanje udjela kolagena u obje skupine starih
zenki u odnosu na mlade zivotinje (dob, p < 0,001). Medutim, stres i dob u interakciji ipak
postiZzu znaajan ucinak. Uocava se smanjenje udjela kolagena kod mladih Zenki izloZenih
stresu u odnosu na svoju kontrolnu skupinu (interakcija, p = 0,043) te stare zenke izlozene stresu
(interakcija, p < 0,001). Kod kontrolne skupine starih Zenki primjecuje se povecanje udjela

kolagena u odnosu na kontrolnu skupinu mladih Zenki (interakcija, p < 0,001).

Mlade zenke K Mlade zenke ST Stare zenke K Stare zenke ST

4]

Mezenteri:
masno tkivo

Supkutano masno
tkivo

Interskapularno
masno tkivo

Slika 13. Prikaz rezultata pikrosirijus crvenog bojenja mezenteri¢nog, supkutanog i
interskapularnog masnog tkiva kod mladih i starih Zenki Sprague Dawley Stakora izlozenih
kroni¢nom ili laznom stresu. Ukupno povecanje 400x, veli¢ina skale 100 um. Opis kratica: K

— kontrolna skupina; ST — kroni¢ni stres.
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Slika 14. Kvantitativna analiza udjela kolagena u mezenteri¢cnom, supkutanom i
interskapularnom masnom tkivu Zenskih Stakora izloZenih stresu i starenju. Za statisticku
analizu koriStena je dvosmjerna analiza varijance (ANOVA), a vrijednost p < 0,05 smatra se
znacajnom. U mezentericnom masnom tkivu znacajan utjecaj imaju dob F34) = 19,71; p <
0,001, izlozenost kroni¢nom stresu F(1,34) = 50,99; p < 0,001 te njihova interakcija F 34 = 57,97,
p < 0,001. U supkutanom masnom tkivu znacajan utjecaj imaju dob F(,34 = 155,5; p < 0,001 i
izlozenost kroni¢nom stresu Fg34) = 13,65; p = 0,001. U interskapularnom masnom tkivu
znacajan utjecaj imaju dob F(1,33) = 93,29; p < 0,001 te interakcija dobi i izloZenosti kroni€énom
stresu F,33) = 10,3; p = 0,003. Znacajni ucinci dobi ili stresa i njihova interakcija obiljezeni su
kao * (p < 0,05), ** (p <0,01) te kao NZ (nije znacajno). Opis kratica: ST — kroni¢ni stres; K

— kontrolna skupina.
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U ovom diplomskom radu ispitan je dobno specifican utjecaj kroni¢nog stresa i starenja
na smede i bijelo masno tkivo Zenki Sprague Dawley Stakora. Utvrdili smo kako razli¢ite vrste
masnog tkiva razli¢ito odgovaraju na starenje i stres $to je vazna spoznaja u kontekstu

translacijske medicine.

U vrijeme ubrzanog nacina zivota sve veci broj ljudi pati od kroni¢nog stresa, a
posljedi¢no i od bolesti koje su usko povezane uz stres. Hipertenzija, infarkt miokarda, Se¢erna
bolest, bolesti Stitnjace, gastritis, neurodermatitis i migrena samo su neke od njih. U stanju
kroni¢nog stresa razine glukokortikoida u krvi neprimjereno dugo ostaju poviSene te narusavaju
tjelesnu homeostazu (2). Glukokortikoidi svoje receptore imaju u masnom tkivu, posebno
visceralnom (2, 7). Poremecéen metabolizam visceralnog masnog tkiva vezemo uz ve¢i rizik za
metabolicke bolesti i neplodnost stoga je za ocuvanje vrste vazno oduprijeti se velikim

promjenama volumena i funkcije adipocita (11, 27).

Dobiveni rezultati su u skladu s o¢ekivanjima. Naime, volumen adipocita se kod mladih
zenki pod utjecajem stresa u odnosu na svoju kontrolnu skupinu nije znac¢ajno promijenio. lako
zenke na stres reagiraju razli¢ito ovisno prevladava li estrogen ili progesteron u fazi spolnog
ciklusa u kojem se nalaze, ukupni rezultat djelovanja Zenskih spolnih hormona je zastita od
metabolic¢kih bolesti kako bi mogle odrzati zdravu trudnocu (1, 11, 28). Pod utjecajem dobi
volumen adipocita u mezentericnom (visceralnom) masnom tkivu nije se promijenio. No,
supkutani adipociti podlijezu promjenama. Stare Zenke kontrolne i skupine izloZene stresu
imaju povecane adipocite za razliku od skupina mladih Zivotinja. Ranija istrazivanja pokazala
su da Zene pod utjecajem estrogena radije nakupljaju supkutano nego visceralno masno tkivo,
no prestankom zastitnog djelovanja spolnih hormona o¢ekuje se preraspodjela masnog tkiva iz
supkutanog u visceralno skladiste (36). Razlog zasto u starih Zivotinja nije doslo do
preraspodjele mogao bi biti nedovoljna dob te bi u budu¢im istraZivanjima pomoglo koristenje

jos starije skupine Zivotinja (iznad 14,5 mjeseci starosti).

Rezultati analize udjela mitohondrija u smedem masnom tkivu pokazuju kako se
starenjem udio mitohondrija smanjuje. Takav rezultat u skladu je s prijaSnjim istrazivanjima.
Vise je potencijalnih mehanizama za takvo smanjenje u staroj dobi. Primjerice, pad aktivnosti
UCP1 i porast mutacija mitohondrijske DNA (44). No, koriStenim metodama analize nije

moguce utvrditi toCan mehanizam stoga bi u budu¢im istrazivanjima valjalo ispitati izrazaj
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UCP1 u smedim adipocitima mladih i starih Stakora. Udio mitohondrija se pod utjecajem stresa
nije promijenio. lako su Stakori u stresnom protokolu bili izlozeni hladno¢i (4 °C) te bi se udio
mitohondrija trebao povecati u svrhu adaptivne termogeneze (41), vrijeme izloZenosti hladnoc¢i

mozda je bilo nedovoljno za poticaj stvaranja novih mitohondrija.

Udio masnih kapljica se, u skladu s ranijim istrazivanjima, povecao kod starih zenki u
odnosu na mlade. Starenjem smede masno tkivo gubi svoju funkciju te smedi adipociti
dozivljavaju tzv. ,izbjeljivanje”. Njihove vakuole pocinju ispunjavati lipidi, a koli¢ina
mitohondrija opada pa tako gube svoju karakteristicnu smedu boju (45). Primjeéeno je
povecanje udjela masnih kapljica zbog sinergistickog djelovanja starenja i kroni¢nog stresa u
skupinama starih zenki izloZenih stresu i kontrolne skupine mladih Zenki usporedujuci ih sa
mladim zenkama izlozenih stresu. Oslabljeni mehanizmi borbe protiv stresa te ,,izbjeljivanje®
smedeg masnog tkiva mogli bi biti razlog pove¢anog udjela masnih kapljica kod starih Zenki
izloZenih stresu. Iznenaduju¢ je rezultat da mlade Zenke izloZene stresu U 0dnosu na svoju
kontrolnu skupinu imaju manji udio masnih kapljica jer je o¢ekivano upravo suprotno. S
obzirom da kroni¢ni stres ili njegova interakcija sa starenjem nema utjecaj na udio mitohondrija
u ovim skupinama, ne mozemo tvrditi da glukokortikoidi u ovom slucaju utje€u na smede
adipocite uzevsi u obzir pretpostavku da kortikosteron u Stakora istovremenim smanjenjem
termogenetske aktivnosti povecava sadrzaj lipidnih kapljica. Kako bismo dobili to¢nije
podatke, potrebno je prilagoditi stresni protokol tako da se produlji vrijeme izloZzenosti hladnoc¢i

te tako pojaca adaptivni termogenetski odgovor koji ¢e dati jasniji nedvojben rezultat.

Analizom udjela kolagena u bijelom masnom tkivu primijecen je isti trend kao i kod
volumena adipocita. Naime, starenjem i posljedicnim povecanjem volumena adipocita udio
kolagena u masnom tkivu povecava se kako bi sprije¢io daljnje Sirenje stanica (47). Nakon
izlaganja stresu udio kolagena se pove¢ao. U mezentericnom masnom tkivu javlja se
sinergisti¢ki ucinak starenja i izlaganja kroni¢nom stresu. U€inak je sukladan prethodnom
rezultatu. Stare Zenke izlozene stresu dozivljavaju povecanje udjela kolagena u odnosu na svoju
kontrolnu skupinu i mlade Zenke izlozene stresu. Kolagen smedeg masnog tkiva pokazuje
ovisnost u starenju, pa tako starije Zenke imaju povecan udio kolagena u odnosu na mlade
zenke. Rezultat interakcije starenja i kroni¢nog stresa povecan je sadrzaj kolagena u skupinama
starih zenki, a takav ishod je ocekivan kada se u obzir uzme prethodni rezultat. U kontrolnoj
skupini mladih zenki biljezi se porast udjela kolagena u odnosu na skupinu izloZzenu stresu.
Mozemo re¢i da je takav rezultat iznimka 1 posljedica interferencije tijekom kvantifikacije.
Naime, na slikama histoloskih preparata pri velikom poveéanju jasno je vidljiva prisutnost
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bijelog masnog tkiva koje umanjuje udio smedeg masnog tkiva u kadru, a samim time i lazno
umanjuje udio kolagena smedeg masnog tkiva. Za precizniju kvantifikaciju potrebno je izolirati

smede masno tkivo na slici i ponoviti analizu.

Kronicni stres postaje jedan od glavnih uzroka bolesti modernog doba, a snazno utjece
na masno tkivo. Masno tkivo kao najve¢i endokrini organ ima utjecaj na razli¢ite organske
sustave i stoga mu je potrebno posvetiti posebnu paznju (20). Istrazivanje povezanosti masnog
tkiva i kroni¢nog stresa uz prirodni proces starenja vazno je za bolje razumijevanje, prevenciju
1 lijeCenje Cushingovog 1 metabolickog sindroma, poremecaja Stitnjace, plodnosti,

kardiovaskularnog i gastrointestinalnog sustava.

Opisano istrazivanje prvo je koje je ispitalo utjecaj kroni¢nog stresa na sadrzaj kolagena
u masnom tkivu zenki Stakora, kao i usporedbu dvije razli¢ite dobne skupine. Izmedu ostalog,
istrazivanje obuhvaca utjecaj kroni¢nog stresa i starenja na bijelo 1 smede masno tkivu,
konkretno na volumen adipocita, udio mitohondrija i masnih kapljica te udio kolagena.
Naglasak se stavlja na spol animalnih modela jer vecina istrazivanja ne uzima u obzir Zenke i

kompleksni utjecaj njihovih spolnih hormona na ¢itavu fiziologiju.
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7. ZAKLJUCCI

1. Mlade Zenke su nakon izlaganja kroni¢nom stresu odrzale stalni volumen bijelih masnih
stanica dok se kod starih zenki volumen povecao.

2. Starenjem se smanjuje udio mitohondrija u smedem masnom tkivu. Kroni¢ni stres ne
utjeCe na udio mitohondrija.

3. Starenjem se povecava udio masnih kapljica u smedem masnom tkivu.

4. Starenjem se povecava udio kolagena u bijelom i smedem masnom tkivu. Dodatno,

kroni¢ni stres povecava udio kolagena kod starih Zenki.
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SAZETAK

8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Usporediti povrSinu masnih stanica, koli¢inu mitohondrija, masnih
kapljica i kolagena u masnom tkivu Zenki Sprague Dawley Stakora u dobi od 6 odnosno

14,5 mjeseci koji su bili izloZeni kroni¢nom ili laznom (sham) stresu.

Nacrt studije: Studija je ustrojena kao studija parova. Usporedene su zenke Stakora
izloZzene kroni¢nom stresu sa zenkama koje su izlozene laznom (sham) stresu. Takoder,

usporedene su mlade i stare Zenke.

Materijali i metode: U studiji su koriStena tri masna tkiva (mezenteri¢no, supkutano i
interskapularno masno tkivo) koja su prikupljena od ukupno 39 zivotinja (19 mladih Zenki
Stakora — 9 mladih Zenki izlozenih kroni¢nom stresu i 10 mladih kontrolnih Zivotinja; 20
starih Zenki Stakora — 10 starih Zenki izlozenih kroni¢nom stresu i 10 starih kontrolnih
zivotinja). Tkiva su bojena trima histoloskim bojama (hemalaun/eozin, hematoksilin

fosfovolframska kiselina i pikrosirijus crvena boja) te je u¢injena kvantifikacija.

Rezultati: Izlozenost kroni¢nom stresu u starih zivotinja znacajno je utjecala na povecanje
povrsine masnih stanica, dok je kod mladih zivotinja volumen stanica ostao nepromijenjen.
Pod utjecajem starenja udio mitohondrija se smanjio, a udio lipidnih kapljica poveéao u
skupini starih zenki. Udio kolagena u smedem i bijelom masnom tkivu povecao se kod
starth Zenki pod utjecajem starenja. Takoder, povecao se u bijelom masnom tkivu pod

utjecajem stresa u obje dobne skupine.

Zakljudak: Kroni¢ni stres utjeCe na volumen masnih stanica starih zivotinja. Udio
mitohondrija i masnih kapljica ovisan je o dobi. Starenjem se udio mitohondrija smanjuje,
a udio masnih kapljica povecava. Poveéanje udjela kolagena ovisno je o kombinaciji

starenja 1 kroni¢nog stresa.

Kljuéne rijeci: kolagen; kroni¢ni stres; masne kapljice; mitohondriji; starenje; volumen

masnih stanica.
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9. SUMMARY

Influence of chronic stress on adipose tissue structure in young and old Sprague Dawley female
rats

Objectives: The aim of the study was to compare the surface area of adipocytes, the amount of
mitochondria, lipid droplets and collagen in the adipose tissues of two age groups (6 and 14.5

months) of female Sprague Dawley rats that were exposed to chronic or sham stress.

Study design: The study was organized as a study of couples. Female rats exposed to chronic
stress were statistically compared to females exposed to sham stress. Also, young and old

females were compared statistically.

Materials and methods: The study used three types of adipose tissues — mesenteric,
subcutaneous and interscapular adipose tissue — collected from a total of 39 animals (19 young
female rats - 9 young females exposed to chronic stress and 10 young control animals; 20 old
female rats - 10 old females exposed to chronic stress and 10 old control animals). Tissues were
stained with three histological stains (hemalaun / eosin, hematoxylin phosphotungstic acid, and
Picrosirius red) and quantified in ImageJ (FI1JI) software.

Results: Exposure to chronic stress in older animals significantly affected the increase in
adipocytes surface area, while in young animals the cell volume remained unchanged. Aging
caused the decrease of mitochondria content, and increase of lipid droplets content in the older
female animal group. The content of collagen in brown and white adipose tissues increased in
older females as an effect of aging. Moreover, collagen content increased in white adipose tissue

as an effect of stress in both age groups.

Conclusion: Chronic stress affects the volume of adipocytes of old animals. The amount of
mitochondria and lipid droplets is age dependent. With age, the content of mitochondria
decreases and the content of fat droplets increases. The increase in collagen content depends on

a combination of aging and chronic stress.

Keywords: collagen; chronic stress; lipid droplets; mitochondria; aging; adipocytes size.
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