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1. UVOD

1.1. Masno tkivo

Masno tkivo je vrsta vezivnog tkiva u kojem prevladavaju masne stanice, odnosno
adipociti. Najvece je spremiste energije u tijelu (u obliku triglicerida), sudjeluje u toplinskoj
izolaciji 1 pomaze u ucvrs¢ivanju organa u njihovim polozajima (1). Metaboli¢ki je dinamicni
organ €ija je primarna uloga pohrana viska energije, no ono je i endokrini organ koji je sposoban
sintetizirati mnoge bioloski aktivne tvari kao i regulirati metabolicku homeostazu (2).
Opcéenito, masno tkivo se i kod ljudi i kod glodavaca moze podijeliti u dvije velike regije,
supkutano i visceralno masno tkivo (3). Supkutano se nakuplja po cijelom tijelu i to ve¢inom
ispod koze, dok se visceralno nalazi u tjelesnim Supljinama (3). Visceralno masno tkivo,

okruzuje unutarnje organe i ve¢inom se nakuplja izmedu abdominalnih organa (4).

1.2. Perigonadalno masno tkivo

Perigonadalno se masno tkivo uz retroperitonealno i mezenteri¢no ubraja u visceralno
masno tkivo kod glodavaca. Ono je najbolje prouceno bijelo masno tkivo koje se u muzjaka
naziva jos$ i epididimalno, a kod zenki periovarijsko (4). Dominira srediSnjim dijelom tijela,
odnosno abdominalnom Supljinom. Retroperitonealno i mezenteri¢no masno tkivo se uglavnom
ne koriste za analize jer nisu dovoljno istraZzeni u glodavaca. Osim toga, ta tkiva su vrlo
vaskularizirana pa je tesko dobiti uzorak koji nije ispunjen krvnim Zilama (3, 4). Perigonadalno
masno tkivo je, suprotno tome, naj¢esce koriSteno u istrazivanjima i analizama zbog svoje lake
dostupnosti 1 veli¢ine (4). Nalazi se uz reproduktivne organe i ima ulogu zasStitnog jastucica te
skladista lipida (3). Osim toga, perigonadalno masno tkivo ima i bitnu endokrinu funkciju jer
lu¢i razne adipokine medu kojima su adiponektin, leptin, angiotenzin, interleukin-6 (IL-6) 1

¢imbenik nekroze tumora a (engl. tumor necrosis factor a, TNF-a) (2).

1.3. Histoloska bojenja

Vecina stanica i medustanine tvari prirodno je bezbojna, stoga je za mikroskopsko
proucavanje nuzno obojiti preparate (1). Svrha bojenja histoloSkih preparata je istaknuti i
razluciti pojedine strukturne komponente tkiva i organa i tako olaksati mikroskopsku analizu
(5). Bojenje histoloskih preparata, ovisno o odabranoj metodi, temelji se na razli¢itim fizikalno-
kemijskim interakcijama, a uglavnom se radi o interakcijama izmedu kiselina i baza, stoga boje
najcesce dijelimo na bazicne i kisele (6). Bazi¢ne boje imaju visoki afinitet za kisele sastojke

tkiva, odnosno bazofilne sastojke, dok kisele boje imaju visoki afinitet za bazi¢ne sastojke tkiva,
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odnosno acidofilne sastojke (1). Najces¢e koriStena metoda bojenja koja se temelji na ovim
interakcijama je bojenje hemalaun-eozin. Hemalaun je bazi¢na boja koja oboji kisele elemente
tkiva plavo-ljubicastom bojom, ukljucuju¢i nukleinske kiseline jezgre 1 ribosoma te
glikozaminoglikane. Za razliku od toga, eozin je kisela boja koja oboji acidofilne elemente u
crveno-ruzi¢aste nijanse, kao $to su mitohondriji, citoplazma vecine stanica i kolagena vlakna.
Postoje i specificne metode bojenja za to¢no odredene sastojke tkiva, npr. pikrosirijus crvenilo,
koja posebno dobro prikazuje kolagena vlakna (pogotovo ako se promatra polariziranim

mikroskopom), orcein, koji se koristi za prikaz elasticnih vlakana i druge metode (1, 5).

1.4. Ovarijektomijski model osteoporoze

Ovarijektomija (kirurSko uklanjanje jajnika) predstavlja ¢esto koristen eksperimentalni
zivotinjski model ljudske menopauze (7). Ulaskom Zena u menopauzu funkcija jajnika slabi, a
lucenje estrogena se smanjuje, Sto uzrokuje razli¢ite simptome, npr. noéno znojenje i valove
vru¢ine, suhocu i atrofiju rodnice, emocionalne poteskoce te negativne u¢inke na kostano tkivo
najprije u smislu osteopenije, a potom i osteoporoze (8). Osteoporoza je bolest kostiju koju
karakterizira smanjenje mase i mineralne gustoce kostiju, §to je povezano s promjenama
strukture 1 snage kostiju i ve¢im rizikom od prijeloma te je osteoporoza glavni uzrok prijeloma

kostiju kod Zena u postmenopauzi (9).

Estrogen ima vaznu ulogu 1 u reguliranju razvoja i pohrane masnog tkiva kod zena (7).
Nakon menopauze razine estrogena padaju, sto dovodi do povecéanja tjelesne mase i nakupljanja
masnog tkiva. Nakupljanje masnog tkiva moze uzrokovati ozbiljne zdravstvene posljedice kao
Sto su metabolicke bolesti, inzulinska rezistencija, dijabetes tip 2, hipertenzija,
kardiovaskularne bolesti 1 razne kroni¢ne bolesti (7, 10). Zbog toga se sve viSe provode
istraZivanja u¢inka ovarijektomije na organizam, vrlo €esto na Stakorima kao eksperimentalnom
modelu. Ovarijektomijski model osteoporoze kod Stakora je odli¢an model za proucavanje
razvoja osteoporoze u postmenopauzi. Ovaj model imitira gubitak gustoce kostiju izazvan
manjkom estrogena 1 oponasa klinicke manifestacije osteoporoze u postmenopauzi. Nadalje,
neki od nacina lijeCenja osteoporoze koji su trenutno dostupni (npr. estrogen 1 bisfosfonati),

ispitivani su na ovarijektomijskom modelu Stakora (11).

1.5. Utjecaj ovarijektomije na masno tkivo Stakorica

Nakupljanje masnog tkiva moZe se odvijati povecanjem broja adipocita, a samim time i
njihove ukupne mase (hiperplazija) te povecanjem postojecih adipocita (hipertrofija) (12).

Dosadasnja istrazivanja utjecaja ovarijektomije na naslage masnog tkiva i pretilost u Stakorica
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dovela su do razli¢itih zakljucaka. Neka istrazivanja ukazuju na to da ovarijektomija dovodi do
vecéeg rizika za pretilost u eksperimentalnih Zivotinja, dok druga navode da nema znacajnog
povecanja mase 1 masnog tkiva u ovarijektomiranih Zivotinja, ali da ovarijektomija
kombinirana sa prehranom koja sadrzi visoki udio masnih kiselina dovodi do znacajne
promjene u veli¢ini, sastavu i raspodjeli masnog tkiva (10, 13). Nadalje, kod ovarijektomiranih
miSeva na dijeti s visokim udjelom masti promijenjen je metabolizam ugljikohidrata, a
povecana je veli¢ina, promjer i volumen adipocita te koncentracija ukupnog kolesterola 1
koncentracija triglicerida u serumu (10). Spomenuta obiljezja dovode do visceralne pretilosti te
koreliraju s povecanim rizikom od razvoja bolesti povezanih s nakupljanjem visceralnog
masnog tkiva. Takoder, visceralna je pretilost povezana s povecanim rizikom od razvoja raznih
vrsta karcinoma (14, 15). Postoji mnogo faktora koji uz prehranu utjecu na pretilost, a oni
ukljuuju gensku predispoziciju, hormonalnu stabilnost, fizicku aktivnost i dob (16).
Istrazivanja pokazuju kako je poveéanje koli¢ine visceralnog masnog tkiva povezano sa
menopauzom i starenjem zena. Spol je znaCajan ¢imbenik u raspodjeli visceralnog masnog
tkiva pa Zene u postmenopauzi imaju i do 50 % manje visceralnog masnog tkiva od muskaraca
iste dobi (17). Istrazivanja pokazuju da i kod Zena srednje dobi koje jo§ nisu usle u
postmenopauzu dolazi do povecanja udjela visceralnog masnog tkiva u usporedbi s mladim
Zenama pa se smatra da je i dob povezana s povecanim masnim tkivom, a ne samo ulazak u

menopauzu (14). To se podrucje joS uvijek aktivno istrazuje.

1.6. Morfoloska istrazivanja masnog tkiva

MorfoloSka analiza podrazumijeva proucavanje oblika i strukture organizma, organa,
tkiva 1 njihovih sastojaka. To ukljucuje anatomska obiljeZja kao i mikroskopska obiljezja.
Morfoloska analiza masnog tkiva obuhvaca promatranje strukture, oblika i veli¢ine adipocita,
njihove prostorne raspodjele, medusobnih odnosa s drugim stanicama, koli¢ine medustanicne
tvari te intenziteta i vrste bojenja na preparatima (6, 18). Danas se u brojnim znanstvenim
istraZzivanjima masnog tkiva koriste raCunalni programi za mjerenje i analizu adipocita, a oni
mogu biti placeni ili besplatni, otvorenog ili zatvorenog koda (19). Besplatni programi
otvorenog koda za analizu slike sve se viSe koriste 1 imaju dobru podrsku u znanstvenoj
zajednici, kao npr. ImagelJ 1 njegova distribucija Fiji (Fiji is just ImageJ) (20, 21). Za analizu
morfologije adipocita razvijen je poseban prikljucak za ImagelJ/Fiji pod nazivom Adiposoft
(22). Iako je Adiposoft dizajniran prvenstveno za specifi¢nu metodu bojenja (hemalaun-eozin),
teoretski bi se mogao koristiti i uz druge metode bojenja koje jasno i na donekle slican pokazuju

strukturu tkiva, a koriste se zbog prikazivanja nekih specificnih detalja na tkivu (npr.



UvoD

pikrosirijus crvenilo za prikaz kolagena). Time bi se pojednostavnio postupak i smanjilo
koristenje kemikalija. U ovom zavrSnom radu testirali smo prikljuc¢ak Adiposoft uz standardno
bojenje (hemalaun-eozin) 1 ispitivanu metodu (pikrosirijus crvenilo) kako bismo istrazili hoc¢e
li spomenuti priklju¢ak s jednakom to¢no$¢u izmjeriti morfologiju masnih stanica na

preparatima obojenim i standardnim 1 ispitivanim na¢inom bojenja.
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2. CILJEVI

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1) MorfoloSka  analiza  perigonadalnog masnog tkiva ovarijektomiranih i
neovarijektomiranih Stakorica obojenog hemalaun-eozinom

2) Morfoloska analiza  perigonadalnog masnog tkiva  ovarijektomiranih 1
neovarijektomiranih Stakorica obojenog pikrosirijus crvenilom

3) Usporedba morfologije adipocita ovarijektomiranih i neovarijektomiranih Stakorica

4) Usporedba rezultata morfoloskih analiza perigonadalnog masnog tkiva obojanih

pikrosirijus crvenilom i hemalaun-eozinom
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Ustroj studije

Ovo je istrazivanje provedeno kao nerandomizirani kontrolirani pokus na zivotinjama.
Zivotinje su uzgojene i Zrtvovane na Zavodu za animalnu fiziologiju Bioloskog odsjeka
Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u Zagrebu u sklopu prethodnih istrazivanja provedenih
uz dozvolu Hrvatskog nacionalnog etickog povjerenstva za zasStitu Zivotinja koje se koriste u
znanstvene svrhe (EP 233/2020) i dozvolu Povjerenstva za bioetiku i1 dobrobit zivotinja
Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu (Klasa: 643-02/19-01/3,
URBROJ: 251-58-10617-19-704) te Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek
(KLASA: 602-04/22-08/02 URBROJ: 2158-61-46-22-16). Za ovo istrazivanje pribavljena je
dozvola Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek (KLASA: 641-01/24-01/04
URBROJ: 2158-61-46-24-96).

3.2. Materijali

U istrazivanju je koriSteno perigonadalno masno tkivo Zenki Stakora iz arhive Katedre
za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta Osijek (parafinski blokovi). Tkiva su
dobivena od Zenki Stakora visokosrodnog soja Wistar, starosti oko 6 mjeseci i tezine
150 —250 g, iz uzgoja Zavoda za animalnu fiziologiju BioloSkog odsjeka Prirodoslovno-
matemati¢kog fakulteta u Zagrebu. Stakorice su uzgajane su u standardnim uvjetima: ciklus od
12 sati svjetla i 12 sati mraka, temperatura 24 °C uz kontroliranu vlaznost zraka. Zivotinje su
hranjene komercijalnom hranom uz pristup hrani 1 vodi bez restrikcija. KoriSteno je 18

Zivotinja, a podijeljene su u dvije skupine:
1) Stakorice podvrgnute operativnom postupku ovarijektomije

2) Stakorice koje nisu bile podvrgnute operativnom postupku ovarijektomije, nego placebo

(engl. sham) operaciji

Nakon operativnog zahvata, Zivotinje su uzgajane narednih mjesec dana kako bi se razvio
model osteoporoze u ovarijektomiranih Stakorica. U ovarijektomiranoj skupini bilo je 8, a u
kontrolnoj skupini 10 Zivotinja.
3.3. Metode
Masno tkivo je nakon fiksacije u 4 %-nom paraformaldehidu uklopljeno u parafin. Iz

parafinskih blokova izrezani su uzorci debljine 5-6 um koristenjem rotacijskog mikrotoma Slee

6
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CUT 4060 (Slee, Mainz, Njemacka), a zatim su postavljeni na standardna predmetna stakalca 1
pripremljeni za bojanje metodama hemalaun-eozin i1 pikrosirijus crvenilo. Preparati obje

ispitivane skupine zZivotinja obojeni su koristenjem 1 jedne i1 druge metode.

Postupak bojenja hemalaun-eozinom:

—

. Deparafinirati preparat

Rehidrirati preparat silaznim nizom etanola

Uroniti preparat u otopinu Mayerovog hemalauna 5 min
Isprati preparat destiliranom vodom

Razvijati boju u vodovodnoj vodi 15 min

Isprati preparat destiliranom vodom

Uroniti preparat u otopinu eozina 10 min

Isprati preparat destiliranom vodom

o ® Ny kLD

Dehidrirati preparat uzlaznim nizom etanola
10. Drzati preparat u ksilolu 2 puta po 10 min

11. Zatvoriti preparat kanadskim balzamom te pokrovnicom
Postupak bojenja pikrosirijus crvenilom:

Deparafinirati preparat

Rehidrirati preparat silaznim nizom alkohola etanola
Isprati preparat destiliranom vodom

Uroniti preparat u otopinu pikrosirijus crvenila na 1 sat
Isprati preparat 2 puta u octenoj vodi

Dehidrirati preparat uzlaznim nizom etanola

DrZati preparat u ksilolu 2 puta po 10 min

® N kWD =

Zatvoriti preparat kanadskim balzamom i pokrovnicom
Priprema otopina:

1. Pikrosirijus crvenilo — 0,5 g sirijus crvenila F3B 1 500 mL zasi¢ene otopine pikrinske
kiseline (vodene otopine)

2. Octena voda — 5 mL ledene octene kiseline 1 1000 mL destilirane vode

Obojeni preparati su fotografirani tako da su za svaku zivotinju snimljena po 3 razlicita

vidna polja. Preparati su fotografirani digitalnom kamerom (Zeiss AxioCam 208c, Zeiss,
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Oberkochen, Njemacka) povezanom sa svjetlosnim mikroskopom (Olympus BX-50, Olympus,
Tokio, Japan). Mjerenja uzoraka su izvrSena pomocu besplatnog softverskog paketa Fiji
koristenjem prikljucka Adiposoft. Slike su se rucno uredivale isklju¢ivanjem opcije Automode
kako bi se omogucilo dodavanje, brisanje, razdvajanje ili spajanje detektiranih adipocita (slika
1. (A)). Navedeni alati za uredivanje nalaze se na alatnoj traci uz sliku koja se ureduje. Ova
opcija je dostupna samo kada se slike ureduju u pojedinacnom modu rada (One image), a ne
kada ih se ureduje vise istovremeno. Minimalni promjer za detekciju je bio 60, a maksimalni
250 piksela (slika 1. (B)). Program je automatski izbacio artefakte i adipocite koji su oSteceni,
a nakon toga je izvrSena ru¢na kontrola odabira adipocita. Dobivene vrijednosti (promjeri i
povrsine adipocita) izvezeni su u Excel tablicu. Spomenuta obiljeZja su iz piksela pretvorena u
mikrometre koji su se dalje koristili u statistici. Izraunata je aritmeti¢ka sredina vrijednosti
dobivenih mjerenjem 3 vidna polja za svaku Zivotinju te su te vrijednosti dalje koriStene u
statistiCkoj analizi. Volumen masne kapljice za svaki adipocit izraCunat je pomocu formule
V=(1/6) x &t x (d-eq)’, gdje je d-eq ekvivalentni promjer (promjer kruga iste povrsine kao
izmjereni adipocit, veli¢ina koju Adiposoft izbacuje prilikom mjerenja promjera). Slika 2.
prikazuje uredenu sliku presjeka masnog tkiva obojenu hemalaun-eozinom (A) i pikrosirijus

crvenilom (B) nakon obrade pomocu prikljucka Adiposoft.

A
B

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
B olc|o| /4| AlL|MmE| oo |uw| g 4] a|cF>
Choose parameters File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

8 05[]/ <[t \[A 0] a/et] e |sw]un] 0] | 8]l

& -Adiposoft_1.16- s
Choose parameters
Choose parameters @ Calibration- %
™ Auto mode (Manual edition off)
§ Minimum diameter: &S
¥ Exclude on edges
Maxmum diameter: |250
Outputunits  |TEIN ~
How many images do you want1o analyze? [One Image ~| OK | Cancel
OK | Cancel | Help

Slika 1. PodeSavanje postupka mjerenja u prikljucku Adiposoft. Iskljuen je nacin rada
Automode, mjerenje je postavljeno u pikselima i bira se samo jedna slika za uredivanje (One
image) (A). PodeSavanje minimalnog i maksimalnog promjera u pikselima prije automatizirane

analize fotografije (B). (slikala autorica).
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27 600 pm 600 pm

Slika 2. Prikazani su oznaceni adipociti perigonadalnog masnog tkiva nakon analize
prikljuckom ,,Adiposoft” u programu Fiji. Na slici je presjek kroz preparat perigonadalnog
masnog tkiva obojen hemalaun-eozinom (A) 1 pikrosirijus crvenilom (B). PovrSina
pojedina¢nih adipocita je omedena zutim linijama, a svakom adipocitu dodijeljen je broj.

Objektiv 10 %, mjerilo 600 um. (fotografirala autorica).

3.4. Statisticke metode

Normalnost raspodjele numerickih varijabli testirana je Kolmogorov-Smirnovljevim
testom. Numericki podatci opisani su medijanom 1 granicama interkvartilnog raspona.
Usporedba izmedu dvije nezavisne skupine (ovarijektomirane i kontrolne) izvrSena je
Mann-Whitney U testom. Razlike medu zavisnim skupinama (metode bojenja) testirane su
Wilcoxonovim testom. Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina znac¢ajnosti je postavljena na
a =0,05. Za statisticku analizu koriSten je program MedCalc Statistical Software, inacica 22

(MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2024).
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4. REZULTATI

Analizirano je 18 uzoraka perigonadalnog masnog tkiva Stakora obojenih hemalaun-
eozinom (standardno bojenje) i1 pikrosirijus crvenilom (ispitivano bojenje). Koristeno je 8
uzoraka ovarijektomiranih 1 10 kontrolnih (neovarijektomiranih) Zivotinja. U programu Fiji
ispitano je hoce li priklju¢ak Adiposoft s jednakom tocnoS¢u izmjeriti masne stanice na
preparatima obojenim i standardnim i ispitivanim nac¢inom bojenja te postoje li razlike u

morfoloSkim osobinama masnog tkiva ispitivanih skupina (ovarijektomirane i kontrolne).

Slika 3. prikazuje preparat obojen hemalaun-eozinom (A) gdje svaka stanica izgleda kao
tanki prsten citoplazme. Vide se plavo obojene jezgre adipocita koje su potisnute uz stani¢nu
membranu. Slika takoder prikazuje preparat obojen pikrosirijus crvenilom (B) gdje su crveno
obojena kolagena vlakna koja okruzuju adipocite. Tijekom pregleda masnog tkiva pod
svjetlosnim mikroskopom nije uoceno znacajnih razlika u intenzitetu bojenja. Masno tkivo bilo
je normalne morfologije na svim preparatima, adipociti, su izgledali uobicajeno u obje skupine

uz artefakte na pojedinim preparatima (pucanje adipocita i manje razderotine tkiva).

1 Y KN e ’ T 3 600 pm
A B
Slika 3. Prikazan je preparat perigonadalnog masnog tkiva obojen hemalaun-eozinom (A) i

pikrosirijus crvenilom (B). Objektiv 10 x, mjerilo 600 um. (fotografirala autorica).

U tablici 1. prikazane su vrijednosti medijana i interkvartilnog raspona za promjer, povrsinu
1 volumen adipocita ovarijektomiranih i neovarijektomiranih Stakorica na preparatima obojenim
hemalaun-eozinom. Nije uocena znacajna razlika ni u jednom od ispitivanih obiljezja masnog

tkiva izmedu Stakorica koje su podvrgnute procesu ovarijektomije i onih koje nisu.
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Tablica 1. Rezultati analize promjera, povrSine i volumena adipocita ovarijektomirane i

kontrolne skupine obojenih hemalaun-eozinom (Mann-Whitney U test).
Obiljezje Ovarijektomija Kontrola P*
Medijan (interkvartilni raspon) Medijan (interkvartilni raspon)

Promjer 120,59 (112,33 — 121,89) 115,22 (109,23 — 121,59) 0,41
(um)

PovrSina  12933,15 (11308,21 — 13275,16) = 11732,45 (10539,44 — 13121,40) 0,36

(nm?)
Volumen 1306023,23 1131652,48 0,36
(nm?) (1090341,33 — 1365231,48) (958223,29 — 1330775,27)

*Mann-Whitney U test

U tablici 2. prikazane su vrijednosti medijana i interkvartilnog raspona za promjer,
povrsinu i volumen adipocita ovarijektomiranih i neovarijektomiranih Stakorica na preparatima
obojenim pikrosirijus crvenilom. Ni pomocu ovog bojenja nije uocena znacajna razlika u
mjerenim obiljezjima masnog tkiva izmedu Stakorica koje su podvrgnute procesu

ovarijektomije i onih koje nisu.

Tablica 2. Rezultati analize promjera, povrSine i volumena adipocita ovarijektomirane i

kontrolne skupine bojenih pikrosirijus crvenilom (Mann-Whitney U test).
Obiljezje Ovarijektomija Kontrola P*
Medijan (interkvartilni raspon) Medijan (interkvartilni raspon)

Promjer 118,59 (112,07 — 123,40) 120,10 (113,41 — 124,84) 0,70
(um)

PovrSina  12657,08 (11324,18 — 13572,07) = 12839,13 (11546,99 — 13775,35) 0,76

(nm?)
Volumen 1285793,14 1299447,51 0,97
(nm®) (1108054,57 — 1404134,50) (1124787,72 — 1410270,52)

*Mann-Whitney U test
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U tablici 3. prikazane su vrijednosti medijana i interkvartilnog raspona za promjer,
povrsinu i volumen adipocita obje skupine Zivotinja ovisno o bojenju hemalaun-eozinom,
odnosno pikrosirijus crvenilom. Analizom mjerenja ovih obiljezja nije uoCena znacajna razlika

u obiljezjima masnih stanica izmedu dvije razlicite metode bojenja.

Tablica 3. Rezultati analize promjera, povrSine i volumena adipocita svih Zivotinja ovisno o

metodi bojenja (hemalaun-eozin ili pikrosirijus crvenilo) (Wilcoxon test).

Obiljezje Hemalaun-eozin Pikrosirijus-crvenilo P*
Medijan (interkvartilni raspon) Medijan (interkvartilni raspon)

Promjer 119,03 (111,44 — 121,59) 119,56 (113,41 — 124,69) 0,83
(nm)

Povr§ina  12366,45 (11020,30 — 13121,40) 12787,29 (11546,0 — 13762,07) 0,64

(um?)
Volumen 1190607,27 1285793,14 0,44
(nm?) (1009927,52 — 1330775,27) (1124787,72 — 1410270,52)

*Wilcoxon test

12



RASPRAVA

5. RASPRAVA

U ovom je radu istrazen utjecaj razli¢ittih metoda bojenja na racunalnu analizu
perigonadalnog masnog tkiva prikljuckom Adiposoft za programski paket Fiji te je ispitano
postoje li razlike u morfologiji adipocita izmedu ovarijektomirane i neovarijektomirane skupine
(podvrgnutoj placebo operaciji). Usporedeni su rezultati dobiveni metodom hemalaun-eozin (za
koju je razvijen priklju¢ak Adiposoft) te metodom pikrosirijus-crvenilo, koja je ispitivana

metoda u ovom istrazivanju.

Pregledom preparata obojenih hemalaun-eozinom pod svjetlosnim mikroskopom i
analizom njihovih fotografija prikljuckom Adiposoft nije uofena znacajna razlika izmedu
ovarijektomiranih i neovarijektomiranih Stakorica u morfologiji adipocita. Oblik adipocita bio
je pravilan, a promjer, povrSina i volumen bili su jednaki u obje skupine. Sli¢ni rezultati
dobiveni su i1 analizom preparata obojenih pikrosirijus crvenilom. Prema tome, u naSem
istrazivanju zabiljezeno je da ovarijektomija u Stakora nije imala znafajan utjecaj na
morfologiju adipocita. U jednom je istraZzivanju na miSevima zabiljezeno povecanje adipocita
supkutanog masnog tkiva nakon ovarijektomije u miseva, s tim da je povecanje bilo izraZenije
kod mladih miseva, a kod starijih neSto slabije, iako jo$ uvijek prisutno (23). U drugom
istrazivanju na Stakorima takoder je zabiljezeno povecanje adipocita u abdominalnog masnog
tkiva nakon ovarijektomije, premda u tom istraZivanju nije izvrSena placebo operacija kontrola
1 ne navodi se precizno iz kojeg je depoa u abdomenu uzet uzorak (24). S obzirom na
suprotstavljene rezultate 1 razli¢itu metodologiju u ovom 1 spomenutim istrazivanjima, bilo bi
korisno ponoviti istraZzivanje na ve¢em uzorku i pritom usporediti potkozno masno tkivo 1
razli¢ite depoe visceralnog masnog tkiva (perigonadalno, oko bubrega te u mezenteriju). Osim

toga, trebalo bi standardizirati kontrole.

OgraniCenje naSeg istraZivanja je Sto nije izvagana ukupna koli¢ina izoliranog
perigonadalnog masnog tkiva. Vaganje cijelih Zivotinja ne bi bilo prikladno, jer ovarijektomija
utjece i1 na tezinu drugih organa, npr. kost i maternicu, stoga bi doslo do pogreske u tumacenju
utjecaja ovarijektomije na pretilost (25). Glavne karakteristike menopauze su postupno
gubljenje funkcija jajnika a samim time 1 pad razine estrogena (26). Estrogen igra glavnu ulogu
u regulaciji, razvoju 1 skladiStenju masnog tkiva kod Zena (7), a menopauza Cesto bude
popracena visceralnom pretiloS¢u (27). Dosadasnja istrazivanja na zivotinjskim modelima,
ukazuju na to da sama ovarijektomija uzrokuje visceralnu pretilost, dok se u nekima navodi

kako uz ovarijektomiju trebaju postojati 1 drugi faktori, a jedan naj¢es¢ih je hrana sa visokim
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udjelom masti (10, 27). Daljnja istraZzivana u tom smjeru vazna su zbog boljeg razumijevanja
promjena u masnom tkivu tijekom menopauze te definiranja odgovaraju¢ih metoda promjene

stila zivota 1 lije¢enja kroni¢nih bolesti povezanih s njom.

Usporedbom bojenja standardnom i ispitivanom metodom, nisu pronadene znacajne
razlike u mjerenim obiljezjima adipocita, Sto znaci da je analiza preparata bojenih pikrosirijus
crvenilom dala rezultate usporedive s onima dobivenim analizom preparata obojenih metodom
hemalaun-eozin. Rezultati testiranja dviju skupina zivotinja (nezavisni uzorci) nisu bili
znacajno razli¢iti ni na jednom bojenju, niti su pronadene razlike kad se usporedilo dvije metode
bojenja za sve Zivotinje (zavisni uzorci). Stoga je potvrdeno da se za analize Adiposoftom moze
koristiti i metoda pikrosirijus crvenilo, iako nije prvenstveno dizajnirana za njega. Jedan od
razloga vjerojatno je S$to se objema metodama adipociti slicno prikazuju te su im konture
obojene crveno, pa softver procesuira fotografije testne metode slicno kao one obojene

hemalaun-eozinom.

U ovom je radu testirana samo jedna dodatna metoda bojenja, medutim, u histoloskim
analizama postoji mnogo razlic¢itih vrsta bojenja i nije poznato moze li se uz Adiposoft koristiti
ineka od njih. To bi pojednostavnilo istrazivanja kod kojih su istrazivac¢ima potrebna specifi¢na
bojenja jer tada ne bi morali dodatno koristiti hemalaun-eozin samo zbog analize u Adiposoftu.
Prikljucak Adiposoft adekvatan je i koristan alat u morfoloskoj analizi perigonadalnog masnog
tkiva (22). Medutim, sam softver ima i odredena ogranicenja. Automatski nacin rada moZe biti
prili¢no neprecizan, pogotovo u prisutnosti nejednolikog bojenja i nekih vrsta artefakata, koji
se pojavljuju na histoloskim preparatima. Ako se prebaci u precizniji, ru¢ni nacin rada, oznaceni
adipociti mogu se uklanjati ili dodavati samo pojedinacno 1 svaki puta je potrebno iznova
odabrati opcije za uredivanje. Za neke funkcije postoje precice na tipkovnici, §to moZe donekle
ubrzati postupak, ali ne znacajno. Vjerojatno ¢e se u buduénosti ova softverska rjeSenja

unaprjedivati, Sto je vazno za daljnji napredak u istrazivanju morfologije masnog tkiva.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata provedenog istrazivanja izvedeni su sljedeci zakljucci:

1) Promjer, povrsina i volumen adipocita perigonadalnog masnog tkiva ne razlikuju se
znacajno usporedbom ovarijektomirane i kontrolne skupine.

2) Promjer, povrSina i volumen adipocita perigonadalnog masnog tkiva ispitivanih
zivotinja ne razlikuju se znacajno usporedbom standardnog i ispitivanog bojenja.

3) Bojenje pikrosirijus crvenilom moze se koristiti uz priklju¢ak Adiposoft umjesto bojenja

hemalaun-eozin.
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SAZETAK

7. SAZETAK

CILJEVI ISTRAZIVANJA. Ciljevi ovog istrazivanja bili su izmjeriti morfoloske znadajke
adipocita perigonadalnog masnog tkiva ovarijektomiranih i neovarijektomiranih Stakorica
pomocu dodatka Adiposoft u programskom paketu Fiji te usporediti dobivene rezultate kako bi
se ispitalo jesu li rezultati analize preparata obojenih metodom pikrosirijus crvenilom
usporedivi s onima dobivenim bojenjem hemalaun-eozinom. Takoder je usporedena

morfologija adipocita ovarijektomiranih i neovarijektomiranih zivotinja.

USTROJ STUDIJE. Istrazivanje je provedeno kao nerandomizirani kontrolirani pokus na

Zivotinjama.

MATERIJAL I METODE. U istrazivanju je koriSteno perigonadalno masno tkivo Zenki
Stakora visokosrodnog soja Wistar. Ukupno 18 uzoraka perigonadalnog masnog tkiva je
obojeno hemalaun-eozinom i pikrosirijus crvenilom. Od ukupnog broja uzoraka, 8 uzoraka
unutar svake skupine bojenja pripadalo je ovarijektomiranim zivotinjama, dok je 10 uzoraka
bilo kontrolno. Za analizu su mjereni promjer i povrsina adipocita, a volumen je izraunat iz

promjera. Fotografije su obradene dodatkom Adiposoft u programskom paketu Fiji.

REZULTATI. Pregledom preparata pod svjetlosnim mikroskopom 1 statistiCkom analizom
racunalno izmjerenih obiljeZja nije primijeena znacajna razlika u promjeru, povrSini i
volumenu adipocita perigonadalnog masnog tkiva izmedu ovarijektomirane i1 kontrolne
skupine. Takoder, nisu pronadene razlike u navedenim obiljeZjima izmedu standardnog i

ispitivanog bojenja.

ZAKLJUCAK. Morfoloska obiljezja adipocita perigonadalnog masnog tkiva ne pokazuju
znacajne razlike izmedu ovarijektomirane i kontrolne skupine, niti izmedu standardnog 1
ispitivanog bojenja. Bojenje pikrosirijus crvenilom, uz primjenu dodatka Adiposoft, moze se

koristiti kao alternativa bojenju hemalaun-eozinom.

KLJUCNE RIJECI. Adiposoft, hemalaun-eozin, ovarijektomija, perigonadalno masno tkivo,

pikrosirijus-crvenilo.
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8. SUMMARY

The impact of perigonadal adipose tissue slide staining method on computer analysis of

adipocyte morphology

OBJECTIVES: The goals of this research were to measure the morphological features of
adipocytes in perigonadal adipose tissue in ovariectomized rats and those that were not
ovariectomized, using the Adiposoft plug-in in the Fiji software package, and to compare the
given results to check whether the analysis of samples stained using the picrosirius red method
would give results comparable to those stained using the hematoxylin-eosin method.
Additionally, the morphology of adipocytes of ovariectomized animals was compared with

those that were not ovariectomized.

STUDY DESIGN: The research was conducted as a non-randomized controlled experiment

on animals.

MATERIALS AND METHODS: In this research, perigonadal adipose tissue of female
Wistar rats was used. A total of 18 samples of perigonadal adipose tissue were used and stained
using hematoxylin-eosin and picrosirius red methods. Eight samples within each staining group
were classified as ovariectomized and ten as control. In the analysis, the diameter and area were
measured. Volume was calculated from the diameter. The photos of the samples were processed

with the Adiposoft plug-in for the Fiji software.

RESULTS: Upon examining the samples under a light microscope and conducting statistical
analysis of the computer-measured features, no significant difference was observed in the
diameter, surface area, and volume of adipocytes of the perigonadal adipose tissue of the
ovariectomized and control groups, as well as the differences in these features obtained using

standard or tested staining.

CONCLUSION: Morphological characteristics of adipocytes in the perigonadal adipose
tissue do not differ significantly when comparing ovariectomized and control groups, nor
when comparing standard and tested staining. Picrosirius red staining can be used with

Adiposoft plug-in instead of hematoxylin-eosin staining.

KEY WORDS: Adiposoft, hematoxylin-eosin, ovariectomy, perigonadal adipose tissue,

picrosirius red.
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