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Hipoksija mascevja kot posledica debelosti vpliva na presnovo celic
mascevja; preko sprememb v izloCanju signalnih molekul (adipokinov) pa
vodi v nastanek lokalnega vnetja. Vpliv hipoksije na preadipocite je slabo
poznan. Preverjali smo vpliv umetno vzpostavljene hipoksije na izrazanje
glukoznega prenasalca GLUT1, monokarboksilatnega prenasalca MCT4 ter
adipokinov TNF-a in IL-6 v humanih preadipocitih. Celice smo 24 h gojili v
razmerah normoksije (18 % O;) in v razmerah hipoksije (1 % O;), nato pa
smo jih imunocitokemi¢no oznalili za omenjene proteine. Z uporabo
konfokalnega mikroskopa smo neposredno prikazali izraZzanje proteinov na
ravni posamezne celice. Raven GLUTI1 se je v hipoksiji povisala za faktor
2,1, MCT4 za 3, IL-6 za 1,8, raven TNF-a pa znizala za faktor 1,5. Tako smo
potrdili hipotezo o spremembi ravni izbranih proteinov pod vplivom
hipoksije. Za GLUT1, MCT4 in IL-6 smo potrdili tudi pri¢akovanja o
zvisanju ravni proteinov v odziv na hipoksijo, ovrgli pa smo pri¢akovanja 0
zvisanju ravni TNF-a. Rezultati kazejo na spremenjeno presnovo glukoze in
na mozen zmanj$an odziv preadipocitov na hipoksijo v primerjavi z adipociti.
Rezultat oznacevanja celic za TNF-a je lahko posledica in vitro razmer,
eksperimentalnih pogojev ali pa dejstva, da smo z imunocitokemijo zaznali le
znotrajcelicni deleZ proteina.
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Adipose tissue hypoxia is a consequence of obesity that affects both
metabolism and adipokine secretion of fat tissue cells, the latter resulting in
local inflammation. We tested the effect of in vitro hypoxia on the expression
of gluxose transporter GLUT1, monocarboxilate transporter MCT4 and
adipokines TNF-a and IL-6 in human preadipocytes. Cells were maintained
under normoxic (18 % 0O;) and hypoxic (1 % O;) conditions for 24 h,
followed by immunocytochemical labelling. Using confocal microscopy, we
were able to visualize the expression of proteins on the cellular level. There
was a 2.1-fold increase in GLUTL level, 3-fold in MCT4 level, 1.8-fold in IL-
6 level and a 1.5-fold decrease in TNF-a level. Our results confirm that levels
of chosen proteins change in hypoxic conditions and that levels of GLUTL,
MCT and IL-6 increase. The hypothesis that TNF-a level increases was
rejected. Results show that glucose metabolism is modified in hypoxia. The
response of preadipocytes compared with adipocytes may be smaller in scale.
The unexpected values for TNF-a may be a consequence of in vitro or
experimental conditions. They could also reflect the fact that by using
immunocytochemistry we were only able to detect the intracellular portion of
the protein.
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SLOVARCEK

Adipocit Mascobna celica, glavna celica v masc¢obnem tkivu, ki vrsi glavne
funkcije mascobnega tkiva, povezane s shranjevanjem in
mobilizacijo energije v obliki mascob.

Adipokin Molekula, ki jo izraza mascobno tkivo in preko katere komunicira

z drugimi organi, kot so moZzgani, skeletne miSice in jetra; med
adipokine spadajo hormoni, klasi¢ni citokini, vnetni dejavniki in

drugi dejavniki homeostaze organizma.

Aerobna presnova

Presnova celice, ki poteka ob prisotnosti Kisika.

Anaerobna presnova

Presnova celice, ki poteka ob odsotnosti Kisika.

Belo masc¢obno tkivo

Eno izmed najobseznejsih sesalskih tkiv. Njegova glavna vloga je
skladis¢enje velikih koli¢in energetskih zalog v obliki mascob,

opravlja pa tudi funkcijo endokrinega sekretornega organa.

Debelost Nenormalno ali prekomerno nalaganje mascob, ki predstavlja
zdravstveno tveganje. Med prekomerno debele uvrséamo osebe z
indeksom telesne mase (ITM; razmerje med maso in kvadratom
telesne visine), ve¢jim od 30.

Fibroblast Celica, ki proizvaja zunajceli¢ni matriks in kolagen.

Glikoliza Zacetni proces pri razgradnji glukoze v celicah, ki vodi v
nastanek piruvata in je del tako aerobne (od kisika odvisne) kot
anaerobne presnove glukoze v celicah.

Hiperplazija Rekrutacije novih mascobnih celic — diferenciacija novih

adipocitov preadipocitov v adipocite.

Hipertrofija

adipocitov

Povecanje volumna obstojecih adipocitov.

Hipoksija

mascobnega tkiva

ZmanjSana oz. nenormalna preskrbljenost mascobnega tkiva s
kisikom, ki nastane kot posledica debelosti in lahko vodi v

zdravstvene zaplete, povezane z debelostjo.

Imunocitokemija

Metoda fluorescentnega oznacevanja celic s pomocjo specifi¢nih

protiteles za tar¢ne proteine.
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Inzulinska rezistenca

ZmanjSana obcutljivost tkiv na stimulacijo z inzulinom.

Konfokalna

mikroskopija

Tip fluorescentne svetlobne mikroskopije, ki s pomoc¢jo dodatne
odprtine (angl. »pinhole«) v goris¢ni ravnini izlo¢i neizostren del
svetlobe in na ta naCin omogoCa visoko locljivost

mikroskopiranja.

Laktat Produkt anaerobne glikolitske presnove v celicah, ki nastane iz
piruvata.

Makrofag Tip bele krvnicke, ki zajame in prebavi razli¢ne delce (ostanke
celic, tujke, mikrobe, rakave celice itd.), ki na svoji povrSini ne
izrazajo proteinov, specifi¢nih za zdrave celice.

Membranski Membranski protein, ki sodeluje pri prenosu ionov ter manjsih in

prenasalec vecjih molekul preko bioloske membrane.

Membranski receptor

Membranski protein, ki skrbi za komunikacijo med celico in
njeno okolico.

Pimonidazol 2-nitroimidazol; eksogeni oznadevalec znotrajceli¢ne hipoksije,

hidroklorid ki se v hipoksi¢nih celicah reduktivno aktivira in veZe na tiolne
skupine. Zaznavamo ga imunohistokemicno.

Preadipocit Prekurzorska celica, po morfologiji podobna fibroblastu, iz katere

se razvije (diferencira) odrasel adipocit. Ta diferenciacija igra

klju¢no vlogo pri nastanku debelosti.

Presnovni sindrom

Skupek okvar energijske presnove, ki prispevajo k razvoju

kardiovaskularnih in sladkorne bolezni.

Protivnetni dejavnik

Molekula, ki zmanjsuje imunski odziv organizma.

Triglicerid

Ester glicerola in treh mascobnih kislin.

Vnetni dejavnik

Molekula, ki spodbuja imunski odziv organizma.
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1UVvOD

Belo mascevje je sesalsko tkivo, katerega glavna vloga je skladis¢enje velikih koli¢in
energetskih zalog v obliki trigliceridov, predstavlja pa tudi pomemben endokrini
sekrecijski organ (Symonds, 2012). V zadnjem desetletju je k razumevanju njegovega
delovanja prispevalo spoznanje, da se pri debelosti parcialni tlak kisika v mas¢obnem tkivu
zmanjSa (Ye in sod., 2007; Hosogai in sod., 2007; Pasarica in sod., 2008; Sun in sod.,
2013). Hipoksic¢no stanje po eni strani povzroc¢i spremembe v sami presnovi celic, po drugi
strani pa vodi v spremenjeno izrazanje citokinov in drugih molekul, ki so del endokrine
funkcije mascobnega tkiva. Slednje je povezano z nastankom kroni¢nega vnetja v
mascobnem tkivu in s¢asoma lahko vodi v razvoj bolezenskih stanj, kot sta sladkorna
bolezen tipa 2 in presnovni sindrom (skupek okvar energijske presnove, ki prispevajo k
razvoju kardiovaskularnih in sladkorne bolezni). Adipociti kot najbolj znacilne celice
mascobnega tkiva ve¢inoma igrajo osrednjo vlogo v raziskavah debelosti, ¢eprav nekatere
Studije kazejo, da so tudi njihovi prekurzorji - preadipociti sposobni precejSnjega vnetnega
odziva. Studija Chung in sod. (2006) poro¢a o ve¢jem vnetnem odzivu nemascobne
frakcije (sestavljene v glavnem iz preadipocitov) v primerjavi z mas¢obno frakcijo tkiva po
stimulaciji z lipopolisaharidom (endotoksin v celiénih membranah Gram-negativnih
bakterij, ki povzro¢i mocan vnetni odziv). V omenjeni Studiji navajajo tudi, da vnetni
citokini in kemokini iz preadipocitov pripomorejo k razvoju inzulinske odpornosti v
humanih adipocitih. Raziskava Mack in sod. (2009) pa kaze na ve€ji odziv humanih
preadipocitov v kulturi v primerjavi z adipociti po stimulaciji s hipoksijo in vnetnim

dejavnikom TNFa.

Posledice prekomerne telesne mase in zmanjSane oksigenacije mascobnega tkiva pri
preadipocitih so do danes slabo raziskane in odprtih je Se veliko vprasanj. V magistrskem
delu smo preverjali, kako se spremeni izrazanje izbranih proteinov v humanih
preadipocitih v kulturi v razmerah umetno vzpostavljene hipoksije. Pri raziskavah smo
uporabili hipoksi¢no komoro ter metode imunocitokemicnega oznacevanja in konfokalne
mikroskopije. Spremljali smo adipokina tumor nekrotizirajo¢i faktor a (TNF-o; angl.
»tumor necrosis factor-a«) in interlevkin 6 (IL-6), ki sta pomembna dejavnika vnetnega
stanja pri debelosti, poleg tega pa tudi sodelujeta pri nastanku in razvoju inzulinske

rezistence (zmanjsane obcutljivosti na stimulacijo z inzulinom) razli¢nih tkiv (Hotamisligil
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in Spiegelman, 1994; Kern in sod., 2001). Spremembe v ravni mMRNA in v sekreciji 1L-6 v
hranilni medij pod vplivom hipoksije so pri primarnih humanih preadipocitih v kulturi s
pomocjo kvantitativne verizne reakcije s polimerazo (QPCR, angl. »quantitative Polimerase
Chain Reaction«) in encimsko-imunskega testa (ELISA; angl. »Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay«) predhodno ze preverjali (Wang in sod., 2008b; Mack in sod.,
2009), medtem ko so spremembe v sekreciji in izrazanju TNF-o pri preadipocitih pod

vplivom hipoksije slabse raziskane.

Pod vplivom hipoksije pa se spremeni tudi celicna presnova. Da bi dobili boljso sliko o
dogajanju v humanih preadipocitih v razmerah hipoksije, smo s pomocjo
imunocitokemi¢nega oznacevanja celic preverili izrazanje dveh membranskih prenasalcev,
ki sodelujeta v presnovi glukoze v mascobnem tkivu: glukoznega prenasalca 1 (GLUTZ,
angl. »glucose transporter 1«) in monokarboksilatnega prenasalca 4 (MCT4, angl.
»monocarboxilate transporter 4«). Za GLUT1 in MCT4 obstajajo podatki o spremembah v
izraZzanju gena v humanih preadipocitih pod vplivom hipoksije na podlagi PCR (Wang in
sod., 2008b; Pérez de Heredia in Wood, 2010).
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2 PREGLED OBJAV
2.1 MASCOBNO TKIVO
2.1.1 Mascobno tkivo pri razli¢nih Zivalskih skupinah

Sposobnost shranjevanja virov energije je skupna znaéilnost vseh organizmov. Ze pri
nevretencarjih lahko najdemo specializirana tkiva, podobna jetrom, ki sodelujejo pri
regulaciji presnovnih procesov in shranjevanju energijskih zalog. Dobro preuceno je na
primer t.i. mas¢obno telesce pri zuzelkah, ki predstavlja analog vretencarskim jetrom in
mascobnemu tkivu. Njegove celice shranjujejo energijske zaloge v obliki glikogena in
gliceridov, ki se razgradijo v odziv na presnovne potrebe drugih tkiv. Mascobno telesce
sodeluje tudi pri regulaciji izgradnje in razvoja krvnih Zil in izloca razliéne molekule, ki
sodelujejo pri imunskem odzivu in strjevanju krvi. MasCobne celice vretencarjev
shranjujejo hranilne snovi v obliki trigliceridov. Pri ribah, dvozivkah in plazilcih se
mascobno tkivo nahaja pretezno v trebusnem predelu, pri ¢emer je njegova kolicina

majhna, saj pri njih jetra igrajo glavno vlogo pri shranjevanju mascob.

Kompleksnost maS€obnega tkiva pa je najvecja pri sesalcih. Delimo ga na rjavo in belo
mascobno tkivo. Prvo igra vlogo pri termogenezi in ohranjanju telesne temperature in ga
na splos$no najdemo v podkoZzju zgornjega dela telesa, intraperitonealno v okolici ledvic in
nadledvi¢nih Zlez ter intratorakalno v okolici srca, plju¢ in poZiralnika. Belo maScobno
tkivo pa predstavlja shrambo energije v obliki mascob in se nahaja po celotnem telesu
(Azeez in sod., 2014; Birsoy in sod., 2013; Symonds, 2012).

2.1.2 Belo mascobno tkivo
2.1.2.1 Delitev, vloga in celi¢na sestava

Belo mascobno tkivo je obsezen organ, ki se v telesih sesalcev nalaga na dveh razli¢nih
lokacijah - v predelu trebuha med organi (visceralno maséevje) in v podkozju (subkutano
mascevje). Glavna funkcija mascevja je shranjevanje in mobilizacija energijskih zalog v
obliki trigliceridov, opravlja pa tudi funkcijo endokrinega organa. Mascobno tkivo kot
endokrini organ preko izloCanja citokinov in drugih molekul pomembno vpliva na

energijsko ravnovesje celotnega organizma. Vrste molekul in stopnje njihovega izlo¢anja
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iz mascobnega tkiva, pa tudi razvoj z debelostjo povezanih bolezni, so odvisne tako od

lokacije kot tudi od koli¢ine maS¢obnega tkiva (Symonds, 2012).

Celi¢na sestava masc¢obnega tkiva je heterogena. Mascobne celice — adipociti so vrSilke
nalog, povezanih s shranjevanjem energijskih zalog v obliki lipidov. Adipociti opravljajo
naloge, povezane z vgrajevanjem (lipogenezo) in sproS¢anjem (lipolizo) mascob,
regulacijo obcutljivosti na inzulin in endokrino funkcijo. Velika mascobna kapljica
zavzema vecino prostornine adipocita, jedro in citoplazmo pa najdemo stisnjena na

periferiji celice.

Poleg adipocitov najdemo v mascevju tudi pester nabor drugih tipov celic: preadipocite,
fibroblaste, endotelne in imunske celice, pa tudi multipotentne zarodne celice, ki se lahko
diferencirajo v razli¢ne celi¢ne tipe. Odstotna sestava mascevja se na razli¢nih lokacijah v
telesu razlikuje, odvisna pa je tudi od njegove koli¢ine in drugih dejavnikov. Hauner
(2005) navaja, da adipociti pri ¢loveku v splosSnem zavzemajo med 50 in 70 % volumna
tkiva, pri ¢emer je sestava odvisna od dejavnikov, kot sta npr. anatomska lokacija in

telesna masa.
2.1.2.2 Preadipociti

Preadipociti sestavljajo 20 do 40 % volumna mascobnega tkiva (Hauner, 2005).
Predstavljajo vir novih adipocitov. Po morfologiji so podobni fibroblastom (celicam, ki
proizvajajo izvenceli¢ni matriks in kolagen), izvirajo pa iz mezenhimatskih mati¢nih celic
mezodermalnega izvora. Ker se adipociti in vivo niso sposobni deliti, sta regeneracija in
povecanje Stevila adipocitov odvisna od zaloge preadipocitov, ki jih organizem hrani celo
zivljenje. Iz obstojeCe populacije prekurzorskih celic se ves cas diferencirajo novi
adipociti; pri odraslem ¢loveku se v osmih letih zamenja priblizno 50 % adipocitov z

novimi.

Diferenciacija preadipocitov v adipocite igra klju¢no vlogo pri razvoju debelosti. Ta lahko
nastane na 2 nacina - bodisi s hipertrofijo, pri kateri gre za povecanje obstojecih adipocitov
ali pa s hiperplazijo, pri kateri pride do rekrutacije novih mascobnih celic. Preadipociti pa
skupaj z adipociti pripomorejo tudi k endokrini funkciji mascevja, ki je v debelosti

spremenjena. (Symonds, 2012).
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2.2 DEBELOST IN HIPOKSIJA MASCOBNEGA TKIVA
2.2.1 Debelost pri ¢loveku

Debelost pri ¢loveku je definirana kot nenormalno ali prekomerno nalaganje mascob, ki
predstavlja zdravstveno tveganje. Med debele uvr§¢amo ljudi z indeksom telesne mase
(ITM; razmerje med maso in kvadratom telesne viSine), ve¢jim od 30 (Svetovna
zdravstvena organizacija (WHO), 2000). Ob tem belo masc¢obno tkivo pri debelih ljudeh
predstavlja 40 ali ve¢ % telesne mase v primerjavi s 15-20 % pri normalno hranjenih
(Trayhurn, 2013).

Tradicionalno gledano je debelost neravnovesje med vnosom in porabo energije. K njej
lahko poleg prekomerne koli¢ine zauzite hrane in pomanjkanja telesne aktivnosti
prispevajo tudi genetske predispozicije. Debelost sama po sebi ne predstavlja problema.
Problem predstavljajo bolezni, ki lahko nastanejo kot njena posledica. To so med drugim
inzulinska rezistenca (zmanj$ana obcutljivost tkiv na stimulacijo z inzulinom), sladkorna

bolezen, sréno-zilne bolezni in rak (Symonds, 2012).
2.2.2 Hipoksija kot posledica debelosti

Studije kaZejo, da je pomembna posledica debelosti pri sesalcih hipoksija oz. zniZzan
parcialni tlak kisika (pO;) v mascobnem tkivu. Ta predpostavka je utemeljena z
naslednjimi argumenti: minutni volumen in prekrvavitev ma$¢obnega tkiva se ne povecata
Sorazmerno s povecanjem deleza masCobnega tkiva med debelostjo; prekrvavitev
mascobnega tkiva se po zauzitju obroka pri debelih osebah v nasprotju z normalno
prehranjenimi ne poveca; adipociti, ki v debelosti hipertrofirajo, lahko po velikosti

presezejo povprecno razdaljo difuzije, ki znaSa 100 pm (Trayhurn in sod., 2008).
2.2.3 Dokazi za hipoksijo masScevja kot posledico debelosti pri miSih in ljudeh

Razli¢ne Studije so z uporabo senzorjev za kisik in barvanja z eksogenim oznacevalcem za
hipoksijo, pimonidazol hidrokloridom (2-nitroimidazol, ki se reduktivno aktivira v
hipoksi¢nih celicah in se veZe na tiolne skupine v proteinih, peptidih in aminokislinah;
preko vezave sprecificnega protitelesa ga lahko nato imunohistokemicno zaznamo),

pokazale zmanj$an pO, v mascevju gensko spremenjenih misi brez gena za hormon leptin
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(ob/ob), ki tekom Zivljenja postanejo prekomerno debele. Ye in sod. (2007) so s pomocjo
senzorja izmerili 70 % nizji pO, v epididimalnih (obmodkovih) in retroperitonealnih
(hrbtna stran abdomna v okolici ledvic) mascobnih zalogah gensko debelih misi v
primerjavi z miSmi divjega tipa. Pri tem merjenje parcialnega tlaka kisika v venozni krvi ni
pokazalo sistemske hipoksije. Ista Studija poroca o poviSani koncentraciji oznacevalca za
hipoksijo HIF-1-a (angl. »hypoxia-inducible factor 1-o«) v mascobnem tkivu gensko
debelih misi, ki pa je niso zaznali v miSicnem tkivu, kar dodatno podpira moznost tkivno
specifi¢ne hipoksije. Z dolocitvijo ravni oznacevalcev na prehransko debelih misih divjega
tipa so dobili primerljive rezultate. Tudi barvanje tkiv prekomerno debelih misi s
pimonidazol hidrokloridom je dalo podobne rezultate (Ye in sod., 2007; Hosogai in sod.,
2007). Nedavna S$tudija (Sun in sod., 2013) na zmerno prehransko debelih misih pa je Se
enkrat potrdila znizanje pO, v mas¢obnem tkivu, Omenjene ugotovitve podpirajo

predpostavko, da je hipoksija mascevja posledica debelosti.

Podatki za ¢lovesko mascobno tkivo so manj obsezni. Pasarica in sod. (2008) so pokazali,
da je gostota kapilar v mas¢obnem tkivu debelih ljudi manjSa kot pri normalno
prehranjenih. Ista $tudija je z uporabo elektrod pokazala tudi, da je pO, v abdominalnem
subkutanem mas¢obnem tkivu pri debelih ljudeh niZji kot pri normalno prehranjenih in da

je povezava med debelostjo in pO, obratno sorazmerna.

Obstajajo pa tudi Studije, ki nasprotujejo do sedaj omenjenim dokazom. Goosens in sod.
(2011) opisujejo, da je pO, v mascevju pri ljudeh v debelosti pravzaprav visji, vendar
hipertrofirane celice slabse izkoris¢ajo kisik. Hodson in sod. (2013) pa v in vivo $tudiji, ki
je merila vnos in porabo kisika ter koli¢ino produktov od kisika odvisnih presnovnih
procesov v subkutanem abdominalnem mascobnem tkivu, povsem zavra¢ajo hipotezo, da
pri debelih ljudeh pride do hipoksije masScevja. Zadovoljive razlage za neujemanje v
rezultatih ni, mozno pa je, da so posledica razlik v uporabljenih raziskovalnih metodah

(Trayhurn, 2014).
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2.3 PRESNOVA GLUKOZE PRI DEBELOSTI/ HIPOKSWUI
2.3.1 Splo$no

Pomembna znacilnost debelosti so spremembe v presnovi glukoze, ki so posledica
zmanjSanega pO,. Presnova glukoze, Ki je v obicajnih razmerah aerobna (vezana na O,)
preide na anaerobno, pri kateri O, ne sodeluje. To v humanih adipocitih vodi v povisanje
ravni izrazanja genov, povezanih z glikolizo (prva stopnja v razgradnji glukoze, ki ni
odvisna od prisotnosti Oy) (Wang in sod., 2008a, Mazzatti in sod., 2012). Prehod z aerobne
na anaerobno presnovo je splosno znacilen odziv celice na nizek pO,, ki je zlasti o€iten pri
tumorjih (Hopfl in sod., 2004; Matsumoto in sod., 2008). Skladno s porastom glikolize se
potreba celice po glukozi poveca, saj ima anaerobna presnova mnogo manjsi energetski
izkoristek kot aerobna. Povisane ravni klju¢nih encimov glikolize so s proteomsko analizo
pokazali tudi v encimskih lizatih celic misje celi¢ne linije 3T3-L1, izpostavljenih hipoksiji
(Choi in sod., 2009). Wood in sod. (2007) pa so v funkcionalni $tudiji z uporabo 2-deoksi-
D-glukoze pokazali, da se raven privzema glukoze v humanih adipocitih v hipoksiji
poveca, je pa blokirana v prisotnosti citohalazina B (glivni presnovek, ki se veZze na
glukozne prenasalce in s tem blokira membranski glukozni transport), kar kaze na dejstvo,

da privzem poteka preko membranskih prenasalcev.
2.3.2 Glukozni prenasalec 1 — GLUT1

Potreba po glukozi se v hipoksiji v skladu s prenodom na anaeroben tip presnove poveca,
po ¢emer lahko sklepamo na povecan heksozni transport v celicah. GLUTI je protein, Ki je
zadolzen za konstitutivni transport glukoze v mnogih celicah v telesu. Je visoko obcutljiv
na hipoksijo (Semenza, 2003); spremembo v izrazanju gena za GLUT1 v hipoksiji so
pokazali v mnogih razli¢nih tipih celic, med drugim v podganjih jetrnih celicah in
fibroblastih, v ovarijskih celicah kitajskih hrékov in v ¢loveskih rakavih celicah (Wang in
sod., 2007). GLUT1 ni edini glukozni transporter v preadipocitih, vendar pa je kljucen pri
odgovoru na hipoksijo. Povisano raven MRNA za GLUT1 so po izpostavitvi razmeram
hipoksije zabelezili tako v humanih preadipocitih (Wang in sod., 2008b), kot tudi v
mascobnem tkivu genetsko (ob/ob) in prehransko debelih misi (Rausch in sod., 2008; Ye in
sod., 2007) ter v humanih in misjih 3T3-L1 adipocitih (Lolméde in sod., 2003; Hosogai in
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sod., 2007; Wang in sod., 2007; Wood in sod., 2007; Ye in sod., 2007). Wood in sod.

(2007) so pri humanih adipocitih pokazali tudi bistveno zvisano raven proteina.
2.3.3 Pomen laktata in monokarboksilatnega prenasalca 4 - MCT4

Laktat je produkt anaerobne glikolize v celicah, ki se vedno bolj uveljavlja kot pomemben
presnovni signal v telesu (Rooney in Trayhurn, 2011). Njegove funkcije vkljucujejo
stimulacijo vnetja v makrofagih (Samuvel in sod., 2009), vlogo v inzulinski rezistenci v
miSicah (Choi in sod., 2002) in inhibicijo lipolizne aktivnosti (pospeSitev vgrajevanja
mascob v adipocitih) (Liu in sod., 2009; Kashan in sod., 2010). Povecano izlo¢anje laktata
bi zato lahko vodilo v presnovne spremembe na ravni celotnega organizma. Pospeseno
izlocanje kot posledica prehoda celic na anaerobno presnovo je opisano pri tumorjih
(Gatenby in Gillies, 2004), pa tudi pri belem mas¢obnem tkivu (Di Girolamo in sod., 1992;
Hosogai in sod., 2007; Ye in sod., 2007). Pri debelih podganah in ljudeh naj bi se kar 50 do
70 % glukoze presnovilo do laktata (Di Girolamo in sod., 1992). Povisano raven laktata so
zabelezili tako v misjih 3T3-F442A kot v ¢loveskih mascobnih celicah (Lolméde in sod.,
2003; Pérez de Heredia in Wood, 2010), pa tudi v mas¢obnem tkivu debelih misi (Hosogai
in sod., 2007).

Celica mora presezek laktata izlociti, s ¢imer prepreci zakisanje citosola, ki lahko vodi v
poskodbe. Izlo¢anje laktata poteka preko razliénih monokarboksilatnih prenasalcev (MCT),
od katerih se v cloveskih adipocitih in preadipocitih izrazajo MCT1, MCT2 in MCT4
(Pérez de Heredia in Wood, 2010). MCT! in MCT4 sta najbolj razsirjena
monokarboksilatna prenasalca, ki ju najdemo tudi v drugih tkivih. MCT4 je Se posebej
znalilen za celice z visoko glikolitiéno aktivnostjo (Halestrap in Meredith, 2004).
Obcutljivost izrazanja gena za MCT4 in obcutljivost proteina MCT4 na hipoksijo je bila
veckrat prikazana v razli¢nih tipih celic in tkiv, kot so ¢loveske celice raka mehurja (Ord in
sod., 2005), podganje miSice (Py in sod., 2005), ¢loveske HeLa celice in ovarijske celice
kitajskih hrckov (Ullah in sod., 2006). Tudi v humanih preadipocitih in adipocitih 24 ali
48-urna izpostavitev hipoksicnim razmeram vodi Vv poviSanje izrazanja genov in
prenasalcev (Pérez de Heredia in Wood, 2010). Rezultati te Studije prikazujejo povisano
raven MRNA za MCT1 in MCT4 ter povisano raven proteina MCT1 v humanih adipocitih,

diferenciranih iz preadipocitov, ki so jih izolirali iz mas¢obnega tkiva oseb s Simpson-
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Golabi-Behmel-ovim sindromom (SGBS). Pri humanih SGBS preadipocitih pa je prislo do
povecCanega izrazanja gena za MCT4, medtem ko je izrazanje MCTI1 ostalo

nespremenjeno.

2.4 SEKRECIJSSKA FUNKCIJA MASCOBNEGA TKIVA JE SPREMENJENA PRI
DEBELOSTI

2.4.1 Adipokini

Mascéobno tkivo preko izloCanja razli¢nih tipov molekul komunicira z drugimi organi, Kot
so mozgani, skeletne miSice in jetra. Stevilne funkcije teh molekul oz. adipokinov
vkljucujejo ohranjanje energijskega ravnotezja, vpliv na obcutljivost na inzulin in presnovo
glukoze, vpliv na vnetni odziv organizma, odpornost, presnovo lipidov in krvni tlak, poleg
nastetega pa sodelujejo tudi pri hemostazi in angiogenezi. Prve adipokine so opisali v 80-ih
letih prejSnjega stoletja (npr. adipsin; Cook in sod., 1987), do preskoka v pogledu na
mascobno tkivo pa je prislo leta 1994 z odkritjem hormona leptina (Zhang in sod., 1994).
Do zdaj je bilo opisanih Ze vec¢ kot 100 razli¢nih adipokinov (Trayhurn, 2013).

Adipokini niso nujno molekule, specificne za masc¢obno tkivo, in pogosto druga tkiva v
veéji meri doprinesejo k izlo¢anju dolo¢enega sekrecijskega faktorja. Predstavniki
adipokinov imajo zelo raznoliko strukturo in funkcijo. Skupina vkljucuje klasi¢ne citokine
(npr. TNF-a, IL-6, IL-8), rastne faktorje (npr. TGF-B, angl. »transforming growth factor-
B«), proteine alternativnega komplementnega sistema (npr. adipsin), proteine, vkljuéene v
strjevanje krvi (npr. PAI-1, angl. »plasminogen activator inhibitor-1«), regulacijo krvnega
tlaka (npr. angiotenzinogen), presnovo lipidov (npr. RBP, angl. »retinol-binding protein«/
slov. retinol-vezavni protein), homeostazo glukoze (npr. adiponektin), angiogenezo (npr.
VEGF, angl. »vascular endothelial growth factor«/ slov. vaskularni endotelijski rastni
faktor), proteine, ki sodelujejo v akutnem in stresnem odzivu (npr. haptoglobin,
metalotioneini) (Trayhurn in Wood, 2004). Izmed vseh molekul, ki jih ma$cobno tkivo
izloCa, so vloge in vplivi na metabolizem organizma najbolje preuceni pri leptinu,
adiponektinu, RBP4, rezistinu, TNF-a in IL-6. Hormona leptin in adiponektin sta
najvidnejsa predstavnika adipokinov in sta edina, ki ju izlo¢ajo izklju¢no adipociti, medtem

ko ostale izlocajo tudi drugi tipi celic, ki jih najdemo v mascevju (Symonds, 2012).
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Funkcije prvega so povezane s kontrolo sitosti, angiogenezo in izlo¢anjem inzulina,
funkcije drugega pa z izboljSanjem obcutljivosti za inzulin, protivnetnim odzivom in

angiogenezo (Trayhurn, 2013).

Raziskave so pokazale, da so razlike v sekreciji maS¢obnega tkiva odvisne od regije v
telesu, kjer je mascobno tkivo. Visceralno mascevje ima tako ve¢jo zmogljivost izloCanja

kot subkutano maséevje (Symonds, 2012).
2.4.2 IzraZzanje adipokinov pri normalni hranjenosti in pri debelosti

Za zdravje organizma je kljunega pomena, da ohranja optimalno koli¢ino masc¢obnega
tkiva. Velika odstopanja od optimalnih zalog masc¢evja, na primer stanja kot so premalo
mascobe, preve¢ mascobe (debelost) ali nepravilno razporejena mascoba (lipodistrofija),
lahko vodijo v neravnovesje v sekrecijski funkciji mas¢obnega tkiva in posledi¢no v

razli¢na bolezenska stanja (Wood in sod., 2009).

Mascobno tkivo pri normalno hranjenih posameznikih izloa preteZzno protivnetne
adipokine (Makki in sod., 2009), ki zmanjSujejo imunski odziv organizma in ga varujejo
pred komplikacijami, ki so posledica debelosti. Eden takih je na primer adiponektin, ki ima
pomemben protivnetni vpliv na razlicne tipe celic — makrofage, endotelne celice,
fibroblaste in celo sréno-miSicne celice. V makrofagih, fibroblastih in sréno-miSi¢nih
celicah zmanjSuje izloCanje vnetnega dejavnika TNF-a, povzro¢i prehod makrofagov iz
vnetnega v protivnetni fenotip, sodeluje pri odstanitvi apoptoti¢nih celic, v endotelnih
celicah pa povzro¢i zmanj$ano izlo¢anje vnetnega IL-6 (Ohashi in sod., 2014). Pozitivno
vpliva tudi na produkcijo drugih protivnetnih dejavnikov (IL-1 receptorskega antagonista
in IL-10) v monocitih, makrofagih in dendriti¢nih celicah (Wolf in sod, 2004). Protivnetno
vlogo ima tudi na primer protein adipolin, za katerega so pokazali pozitiven vpliv na
obCutljivost na inzulin pri prehransko debelih misih. V isti Studiji so pokazali tudi
negativen vpliv tega proteina na kopicenje makrofagov in izlo€anje vnetnih dejavnikov,
tudi TNF-0, v mas¢obnem tkivu (Enomoto T., 2011). Vnetje zilnega endotelija pa preko
razli¢nih mehanizmov zmanjSuje tudi protein omentin-1, ki ima pozitiven vpliv tudi na

privzem glukoze v adipocitih (Ohashi, 2014).
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Po drugi strani se v mascobnem tkivu debelih posameznikov poveca izloCanje vnetnih
adipokinov, kot so TNF-a, IL-6, leptin, visfatin, rezistin, angiotenzin Il in PAI-1 (Makki in
sod., 2009). To vnetno stanje, pogojeno s hipoksijo kot posledico debelosti, naj bi imelo na
splosno dva ucinka: poveCanje krvnega pretoka skozi masScobno tkivo in pa rast novih
krvnih zil (angiogenezo), kar je podobno kot pri tumorjih (Trayhurn in Wood, 2004).
Paradoksalno pa povecana koncentracija oznacevalcev vnetja vodi v spremembo funkcije
zilnega endotelija, kar Se poslabsa pretok skozi tkivo (Ye in sod., 2007). Presnovni in
imunski odziv sta si evolucijsko zelo blizu, tako da si lahko predstavljamo, da se signalne
poti in regulatorne molekule lahko v veliki meri prekrivajo. To je s staliS¢a ohranjanja
energije ugodno, problem pa nastane, ker se tak sistem slabo odziva na konstanten

(pre)visok vnos nutrientov (Hotamisligil, 2006).

Posledica sprememb v mascobnem tkivu pri debelosti pa je tudi vdor makrofagov v tkivo
sorazmerno s koli¢ino mascobnega tkiva pri ljudeh in miSih (Weisberg in sod., 2003).
Imunsko barvanje tkiv kaze na kolokalizacijo makrofagov s hipoksi¢nimi predeli v
masScobnem tkivu (Rausch in sod., 2008). Makrofagi prav tako pomembno pripomorejo k
produkciji citokinov in drugih vnetnih dejavnikov (Ye in sod., 2007). Boulomie in sod.
(2005) pa so celo predlagali, da je ta rekrutacija kljuéna za nastop presnovnih motenj,

povezanih z debelostjo.

Kljub temu, da gre za podobne poti in mediatorje, se vnetni odziv kot posledica debelosti
po trajanju in intenziteti pomembno razlikuje od infektivnega. Infektivno vnetje vkljucuje
kratkotrajne odgovore z visoko amplitudo, medtem ko se presnovno vnetje - podobno kot
druga kroni¢na vnetna stanja - ohranja na nizki ravni leta ali desetletja (Odengaard in
Chawla, 2013).

2.4.3 Tumor nekrotizirajoc¢i dejavnik o — TNF-a
2.4.3.1 Splosno

TNF-o je pomemben vnetni endokrini dejavnik (citokin), ki po eni strani sodeluje pri
apoptozi nekaterih tumorskih celic, po drugi strani pa uravnava vnetni odziv in imunsko
funkcijo organizma. Je homotrimerni protein, Ki ga sestavlja 157 aminokislinskih podenot,

in ga izloCajo predvsem aktivirani makrofagi (Chen in Goeddel, 2002). Nepravilna
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produkcija TNF-a oz. stalna aktivacija njegovega signaliziranja pri ¢loveku lahko vodita v
Sirok spekter bolezni, vkljuéno s sladkorno boleznijo, sepso, cerebralno malarijo, rakom,
osteoporozo, zavrnitvijo presaditve, multiplo sklerozo, revmatoidnim artritisom in
vnetnimi boleznimi ¢revesja (Chen in Goeddel, 2002). Signaliziranje TNF-o poteka preko
dveh razliénih membranskih receptorjev, TNF-R1 in TNF-R2. TNF-R1 je udelezen pri
veCini bioloskih aktivnosti citokina. Vezava TNF-o na TNF-R1 vodi v serijo
znotrajceli¢nih dogodkov, ki v konéni fazi vodijo v aktivacijo dveh vecjih transkripcijskih
faktorjev, jedrnega faktorja kB (NF-«kB) in c-Jun. Omenjena faktorja imata vpliv na
izraZzanje genov, povezanih s procesi, Kot so rast, razvoj in smrt celice, onkogeneza ter
imunski, vnetni in stresni odgovor (Chen in Goeddel, 2002). TNF-a posredno vpliva tudi
na izrazanje drugih vnetnih citokinov, kot sta IL-6 in IL-1p (Makki in sod., 2013). Vezava
TNF-a na TNF-R2 pa vodi v aktivacijo in proliferacijo timocitov (Grell in sod., 1998), ima
pa tudi vlogo v regeneraciji in proliferaciji oligodendrocitov (Arnett in sod., 2001) ter vpliv
na aktivnost limfocitov T (Chen in sod., 2007).

V mascobnem tkivu le majhen delez TNF-a proizvedejo maS€obne celice, vecji delez pa
nastane v nemascobnih celicah (Fain in sod., 2004). Podkozno mascevje pri debelosti
izlo€a ve¢ TNF-a kot visceralno masc¢evje, pri normalno prehranjenih osebah pa naj bi bila

situacija obratna (Fain in sod., 2004).
2.4.3.2 Spremenjeno izrazanje TNF-a v debelosti

TNF-a je bil prvi adipokin, ki so mu pripisali vlogo pri nastanku in razvoju inzulinske
rezistence. V maScobnem tkivu naj bi TNF-a preko avtokrinih in parakrinih mehanizmov
inhibiral signaliziranje inzulina tako, da povzro¢i inhibitorno serinsko fosforilacijo
inzulinskega receptorskega substrata 1 (IRS-1) (Hotamisligil in Spiegelman, 1994). Pri
gensko debelih ob/ob misih z mutacijo v genu za TNF-a ali njegova receptorja so pokazali,
da jih to $¢iti pred razvojem inzulinske rezistence (Uysal in sod., 1997). Kasnej$i poskus
akutnega zdravljenja debelih pacientov s sladkorno boleznijo tipa 2 s pomocjo blokiranja
TNF-a sicer ni vodil v zmanj$anje inzulinske rezistence, ¢eprav Se je znizala raven drugih
vnetnih oznacdevalcev (Dominguez in sod., 2005). Hivert in sod. (2008) porocajo, da je
raven TNF-a v pozitivnem sorazmerju z drugimi oznaevalci inzulinske rezistence, v

nedavni $tudiji pa so Stanley in sod. (2011) tudi uspeli pokazati, da blokiranje TNF-a
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ljudem s presnovnim sindromom uredi raven glukoze v krvi in zvi$a raven adiponektina.
Ta dognanja potrjujejo vlogo TNF-a pri z debelostjo povezani inzulinski rezistenci pri
ljudeh. TNF-a pa preko znizanja ravni jedrnega receptorja PPARy (angl. »peroxisome
proliferator-activated receptor vy«) in transkripcijskega faktorja C/EBP (angl.
»CCAAT/enhancer-binding protein beta«) tudi inhibira diferenciacijo mas¢obnih celic, kar
vodi v rekrutacijo nedeterminiranih celic in Sirjenje mascobnega tkiva (Xu in sod., 1999),

zmanjsuje pa tudi raven adiponektina (Hector in sod., 2007).
2.4.4 Interlevkin 6 - IL-6
2.4.4.1 Splosno

IL-6 je pomemben citokin, ki sodeluje pri uravnavanju vnetja, hematopoeze, imunskega
odziva in mehanizmov gostiteljeve obrambe (Makki in sod., 2013). Podobno kot TNF-a
tudi IL-6 direktno vpliva na presnovo lipidov - stimulira lipolizo, zviSuje koncentracijo
prostih mascobnih kislin v krvi in pospeSuje oksidacijo mascob na ravni organizma (Van
Hall in sod., 2003), negativno pa vpliva na raven izraZanja in izloCanja adiponektina in
drugih oznacevalcev diferenciacije v ¢loveskih adipocitih (Rotter Sopasakis in sod., 2004).
Proizvajajo ga razli¢ni tipi celic v telesu, vklju¢no s fibroblasti, endotelnimi celicami,
monociti, makrofagi, miociti in adipociti (Feve in Bastard, 2009). Signaliziranje IL-6
poteka preko receptorskega kompleksa, pri ¢emer vezava IL-6 na IL-6-R-o podenoto
kompleksa povzro¢i aktivacijo signalnega transduktorskega proteina glikoproteina 130
(gp130). Signalna kaskada, ki sledi, vkljucuje aktivacijo vnetnih poti JAK-STAT (angl.
»Janus kinase-signal transducer and activator of transcription« in MAPK (angl. »mitogen-
activated protein kinase«/ slov. z mitogenom aktivirana proteinska kinaza) (Heinrich in
sod., 2003).

Med mirovanjem in v odsotnosti akutnega vnetja mascobno tkivo proizvede priblizno 15-
30 % IL-6 v telesu (Mohamed-Ali in sod., 1997), vendar ga le majhen delez izlocajo same
mascobne celice (Fain in sod., 2004), visceralno mascevje pa ga izlo¢a ve¢ kot podkozno

mascevje (Fried in sod., 1998; Fain in sod., 2004).
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2.4.4.2 Spremenjeno izrazanje IL-6 pri debelosti

Izrazanje IL-6 v belem mascobnem tkivu in v krvni plazmi je, podobno kot pri TNF-a, v
pozitivnem sorazmerju s povisanjem telesne mase in ravni prostih mas¢obnih kislin v krvi
ter poveCanjem obsega pasu (Vozarova in sod., 2001), njegova raven pa z izgubo mase

ponovno pade (Bastard in sod., 2000).

Izsledki $tudij obnasanja IL-6 pri debelosti so si nasprotujo¢i. Ceprav nekatere $tudije
kazejo, da je povisana raven IL-6 povezan s koli¢ino mascobe v organizmu, ne pa nujno
tudi z inzulinsko aktivnostjo in odgovorom telesa na inzulin (Vozarova in sod., 2001;
Hansen in sod., 2010), pa je ena Studija pokazala vi§jo raven IL-6 pri bolnikih z inzulinsko
rezistenco kot posledico debelosti (Kern in sod., 2001). Druge in vitro in in vivo Studije
potrjujejo, da izpostavljenost IL-6 vodi v okvare inzulinskega signaliziranja v jetrnih
celicah, tako da prepreci avtofosforilacijo in tirozinsko fosforilacijo IRS-1 in IRS-2 (Senn
in sod., 2002; Klover in sod., 2003). Stouthard in sod. (1996) so po drugi strani pokazali,
da v migjih 3T3-L1 adipocitih akutna izpostavljenost IL-6 glukozni transport stimulira,
medtem ko kroni¢na izpostavljenost vodi v inzulinsko rezistenco, ki je posledica znizanja
transkripcije genov za proteine, kot so IRS-1, od inzulina odvisni transporter glukoze
GLUT4 in PPARYy, znizanja ravni fosforilacije inzulinskega receptorja in negativnega
vpliva na inzulinsko pogojena glukozni transport in lipogenezo (Lagathu in sod., 2003;
Rotter in sod., 2003). TakSna dvojna vloga IL-6 se kaze tudi pri miSicah. IL-6 med fizicno
aktivnostjo skrbi za povec€an privzem glukoze v misjih skeletnih miSicah (Nieto-Vazquez
in sod., 2008), po drugi strani pa ima protivnetni u¢inek (Starkie in sod., 2003). Tudi v
miSicah pa lahko kroni¢no povisanje ravni IL-6 vodi v razvoj inzulinske rezistence (Nieto-
Vasquez, 2008; Féve in Bastard, 2009). Glede na vse opisane izsledke je zelo zanimivo, da
IL-6 pravzaprav pozitivno vpliva na izloCanje inzulina preko spodbujanja izlo¢anja GLP-1
(glukagonu podoben peptid-1, angl. »glucagon-like peptide-1«) v celicah trebusne slinavke
(Ellingsgaard in sod., 2011).

Pri adipocitih, izpostavljenih 24-urni hipoksiji, so Wang in sod. (2008b) s pomo¢jo PCR in
testa ELISA uspeli pokazati in vitro zviSanje ravni mRNA in proteina IL-6, niso pa
zabelezili razlik pri preadipocitih. Sklepali so, da se odziv na hipoksijo razvije Sele v

odraslih mascobnih celicah, za katere so tudi pokazali povisanje ravni IL-6 po izpostavitvi
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hipoksiji. Mack in sod. (2009) so po drugi strani pokazali zviSanje ravni proteina IL-6, pri
¢emer je bilo zvisanje vecje pri preadipocitih kot pri adipocitih. Tudi Fain in sod. (2008) so
pokazali, da pri debelosti najve¢ IL-6 izloca sveze izolirana nemaScobna frakcija
mascobnega tkiva. Pokazali so tudi, da preadipociti v kulturi izlo¢ajo ve¢ IL-6 kot in vitro

diferencirani adipociti.
2.5 NAMEN DELA

Cilj raziskave je bil s pomocjo imunocitokemicnega oznacevanja in konfokalne
mikroskopije v humanih preadipocitih v kulturi ovrednotiti in raz§iriti znanje o izrazanju
GLUT1, MCT4, IL-6 in TNF-o v razmerah hipoksije in normoksije. Spremembe v
izrazanju teh molekul pri debelosti/ hipoksiji potencialno vplivajo na razvoj bolezenskih
stanj. Dosedanje in vitro raziskave na tem podrocju so bile opravljene predvsem na
kolonijah diferenciranih sesalskih (humanih in misjih) adipocitov in so temeljile na
druga¢nih metodah (PCR, ELISA). Postavili smo hipotezo, da bo izrazanje izbranih
proteinov v preadipocitih, gojenih v razmerah hipoksije druga¢no kot v celicah, gojenih v
standardnih razmerah normoksije, kar se bo odrazalo v spremembi relativne povrSine
celice, oznacene s fluorescencnimi protitelesi. Glede na literaturo smo pri¢akovali poviSane

ravni GLUT1, MCT4, TNF-a in IL-6.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 VZDRZEVANJE, MNOZITEV IN PRESADITEV HUMANIH PREADIPOCITOV

3.1.1 Priprava in shranjevanje hranilnega medija za vzdrZevanje humanih

preadipocitov

Za vzdrzevanje in mnozitev primarne kulture humanih preadipocitov (Zen-Bio, ZDA) smo
uporabili hranilni medij za humane preadipocite. V sterilni ¢asi smo zmesali Dulbeccov
spremenjeni eaglov medij, DMEM (angl. »Dulbecco's Modified Eagle's Mediumc)
(Sigma-Aldrich, ZDA), 10 % fetalnega govejega seruma, FBS (angl. »Fetal Bovine
Serum«) (Sigma-Aldrich, ZDA), 1 % meSanice antibiotikov penicilina in streptomicina
(Sigma-Aldrich, ZDA) ter 1 % L-glutamina (Sigma-Aldrich, ZDA). Medij smo sterilno
prefiltrirali skozi membranski filter s premerom por 0.2 pm v sterilne posode. Medij smo

shranili na 4 °C.

Za zamrzovanje humanih preadipocitov smo uporabili hranilni medij za humane
preadipocite z dodatkom 5 % dimetil sulfoksida (DMSO) (Sigma-Aldrich, ZDA). Priprava

medijev je potekala v asepticnem okolju.
3.1.2 Nasaditev in mnoZitev celic

Zamrznjeno celi€no suspenzijo smo odtajali, prenesli v centrifugirko in dodali hranilni
medij. Celice smo centrifugirali 5 min pri 1300 obratih (270 = g) (centrifuga Centric 322A,
Tehtnica, Slovenija). Po kon¢anem centrifugiranju smo supernatant zavrgli, celice v peletu
pa smo resuspendirali v svezem, ogretem hranilnem mediju. Celi¢no suspenzijo smo
prenesli v sterilne posode za gojenje in dodali primerno koli¢ino hranilnega medija. Celice
smo hranili v inkubatorju na 37 °C, 95 % zra¢ni vlagi in 5 % CO,. Hranilni medij smo na 2
do 3 dni zamenjali s svezim hranilnim medijem. Mnozitev celic smo spremljali pod
svetlobnim mikroskopom. Ko so celice pokrile 70 % dna gojilne posode, smo jih odlepili
od podlage s pomocjo tripsina, sprali in razsadili v nove gojilne posode ali na krovnike za
izvajanje poskusov. Celice smo po potrebi tudi ponovno centrifugirali in resuspendirali v
mediju za zamrzovanje. Celice smo dolgotrajno shranjevali v kriovialah na -80 °C. Delo je

potekalo v asepti¢nem okolju.
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3.1.3 Presaditev celic

Pred presaditvijo smo odpipetirali medij in posodo za gojenje sprali z DMEM. V vsako
gojilno posodo smo dodali 5 ml meSanice tripsin/EDTA (Sigma-Aldrich, ZDA) in
inkubirali 5 min na 37 °C. Pod mikroskopom smo preverili, ¢e so se celice dobro odlepile,
nato pa smo celicno suspenzijo odpipetirali v 10 ml centrifugirko. Da bi ustavili delovanje
tripsina, smo v centrifugirko dodali 5 ml hranilnega medija za preadipocite, ki vsebuje
serum. Celice smo centrifugirali 5 min na 1300 obratih (270 * g). Supernatant smo zavrgli,
pelet s celicami pa smo resuspendirali v hranilnem mediju. Nato smo celice nasadili v nove
sterilne gojilne posode ali na krovnike za nadaljne poskuse. Za nasaditev na krovnike smo
celice po centrifugiranju resuspendirali v majhni koli¢ini medija. Zeleno koli¢ino
suspenzije smo prenesli na suhe, vnaprej pripravljene krovnike v petrijevkah in inkubirali
na 37 °C najprej 30-60 min, da so se celice pritrdile na podlago, nato pa v petrijevke dodali

po 1-2 ml medija. Delo je potekalo v asepti¢nem okolju.
3.2 PRIPRAVA KROVNIKOV ZA NASADITEV HUMANIH PREADIPOCITOV

Krovnike premera 22 mm smo pomocili v 70-odstotni etanol (Kefo d.o.0., Ljubljana) in
trikrat sprali z redestilirano vodo (pH = 5.0-7.0, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana,
Lekarna, Slovenija). Nato smo jih potopili v vnaprej pripravljeno 10-odstotno raztopino
poli-L-lizina (PLL) (Sigma-Aldrich, ZDA) in inkubirali 20 min na sobni temperaturi.
Sledilo je Se dvakratno spiranje z redestilirano vodo. Krovnike smo posusili na zraku v
laminariju, jih polozili v sterilne petrijevke, petrijevke zatesnili s parafilmom in hranili na 4

°C. Delo je potekalo v asepti¢nem okolju.
3.3 INKUBACIJA HUMANIH PREADIPOCITOV V HIPOKSICNI KOMORI

Celice smo inkubirali v razmerah hipoksije z uporabo inkubacijske komore (Billups-
Rothenberg, Inc., Del Mar, Kalifornija, ZDA). Komoro smo 4 min prepihovali z meSanico
plinov: 1% O3, 94% N, 5% CO, (Messer, Slovenija) in ¢ez 2 h postopek prepihavanja
ponovili. To smo storili zato, da smo se znebili $e tistega dela O, ki je bil raztopljen v
mediju. Celice v komori smo inkubirali 24 h na 37 °C in 95 % zra¢ni vlagi. Kontrolne
celice smo inkubirali 24 h, in sicer neposredno v inkubatorju, na 37 °C, 95 % zra¢ni vlagi

in 5 % CO,. Opisane razmere se Siroko uporabljajo za raziskave hipoksije v celi¢nih
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kulturah (Wood in sod., 2007, Wang in sod., 2008a, 2008b; Mack in sod., 2009). 1-odstotni
pO; je blizu tistemu, ki so ga izmerili v mas¢obnem tkivu debelih ob/ob misi (Ye in sod.,
2007).

3.4 IMUCITOKEMICNO OZNACEVANIJE PROTEINOV
3.4.1 Postopek

Celice, pritrjene na krovna stekla smo najprej na hitro sprali s fosfatnim pufrom (PBS,
angl. »phosphate-buffered saline«) (Sigma-Aldrich, ZDA). Sledila je 10-minutna fiksacija
v 4-odstotnem paraformaldehidu (Sigma-Aldrich, ZDA), nato pa ponovno spiranje s PBS
(4 x 3 min). Za blokado nespecifiénih vezav protiteles smo celice inkubirali s kozjim
serumom (GS, angl. »Goat Serum«) (Sigma-Aldrich, ZDA) 1 h na 37 °C. Nato smo celice
sprali s PBS (1 x 3 min). Primarna protitelesa smo redc¢ili v PBS s 3% govejega
serumskega albumina (BSA, angl. »bovine serum albumin«) (Sigma-Aldrich, ZDA). Na
krovnike smo nanesli po 200 pl raztopine protiteles in inkubirali 2 h na 37 °C ali ¢ez no¢
na 4 °C. Po spiranju s PBS (4 x 3 min) smo nanesli sekundarno protitelo, red¢eno v PBS z
BSA, inkubirali 45 min na 37 °C, nato pa spirali s PBS (4 x 3 min). Krovnike s celicami
smo polagali na objektna stekelca s kapljico SlowFade® antifade reagenta (Life
Technologies, ZDA). Zatesnili smo s prozornim lakom in shranili v temi na 4 °C. Za
kontrolo vezave sekundarnih protiteles smo poskus naredili samo s sekundarnimi
protitelesi. Uporabljene koncentracije primarnih in sekundarnih protiteles smo predhodno

eksperimentalno optimizirali.
3.4.2 Uporabljena protitelesa in redcitve

e prim.: anti-GLUT1 Rabbit Polyclonal, ab652 (Abcam, V.B.) — 1:500; sek.: Alexa
Fluor® 488 Goat anti-Rabbit 1gG (H+L), A11008 (Invitrogen, ZDA) — 1:600

e prim.: anti-TNF-a Rabbit Polyclonal, ab9739 (Abcam, V.B.) — 1:100; sek.: Alexa
Fluor® 488, Goat anti-Rabbit IgG (H+L), A11008 (Invitrogen, ZDA) — 1:1000

e prim.: anti-IL-6 Chicken Polyclonal, ab117341 (Abcam, V.B.) — 1:200; sek.: Alexa
Fluor® 488, Goat anti-Chicken 1gG H&L, ab150169 (Abcam, V.B.) — 1:500
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e prim.: anti-MCT4 Rabbit Polyclonal, SC-50329 (Santa Cruz, ZDA) — 1:500; sek.:
Alexa Fluor® 488, Goat anti-Rabbit 1gG (H+L), A11008 (Invitrogen, ZDA) —
1:600

3.5 KONFOKALNI MIKROSKOP IN ANALIZA
3.5.1 Mikroskopiranje

Po poskusih je sledilo mikroskopiranje celic s konfokalnim fluorescenénim mikroskopom
(Zeiss LSM510, Zeiss, Nemcija). Posamezne celice, oznaCene s fluorescen¢nimi
protitelesi, smo opazovali z oljnim imerzijskim objektivom pri 63-kratni povecavi. (Zeiss,
Nemcija). lIzbirali smo celice, ki se niso dotikale drugih celic na krovniku. Celice smo
izbirali nakljuéno, posneli pa smo nasvetlejSo ravnino. Za zajemanje slik smo uporabili
argonski laser z ekscitacijsko valovno dolzino 488 nm, zajeto sliko pa smo filtrirali z
emisijskimi filtri valovne dolzine med 505 in 530 nm. Za vsak protein posebej smo
nastavili tockovno zaslonko (angl. »pinhole«) in ojacitev zajetega fluorescen¢nega signala
(angl. »gain«). Celice smo poslikali s pomoc¢jo programa LSM510 (Zeiss, Nemcija). Pred
zajemanjem slik smo nastavili ustrezno povprecenje intenzitete pikslov, s ¢imer smo

zmanjSali Sum. Zajemanje slik je potekalo pri sobni temperaturi.

Pred analizo posnetkov smo dolocili prazno vrednost intenzitete fluorescence tako, da je
bila priblizno enaka povprecni vrednosti intenzitete ozadja. Prazno vrednost intenzitete
fluorescence smo nastavili na 20 % maksimalne intenzitete fluorescence. Tako smo pri
analizi upostevali le fluorescen¢no oznacena podro¢ja celic z nadprazno vrednostjo

intenzitet.
3.5.2 Analiza

Na mikroskopski sliki smo s pomocjo programskega orodja oznacili rob opti¢ne rezine
celice. Nato smo nastavili prag intenzitete fluorescence in odc¢itali povrSino opti¢ne rezine
celice, ki je svetila z nadprazno jakostjo. Iz podatkov smo izracunali relativno povrSino
celice, ki je svetila z nadprazno jakostjo. V analizo smo vkljucili vsaj 40 oznacenih celic v
normoksi¢nih in v hipoksi¢nih razmerah, vsak poskus pa smo ponovili najmanj 2-krat, da

smo zagotovili konsistentnost rezultatov. Na razlike v izrazanju oznaenih proteinov v
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razmerah normoksije in hipoksije smo sklepali na podlagi spremembe v povprecni relativni

povrsini celic, ki je nadprazno svetila.
3.5.3 Statisti¢na obdelava

Za statisti¢no obdelavo smo s pomocjo programa SigmaPlot v.11.0 izracunali aritmeti¢no

sredino, standardno deviacijo (SD) in standardno napako (SE = \S/—'%), naredili analizo

variance in Mann-Whitney-jev U test za vzorce z nenormalno porazdelitvijo. Rezultate
smo prikazali na slikah, na katere smo vkljucili mikroskopske slike celic in histograme, ki
smo jih uredili s pomoc¢jo programa Adobe PhotoShop CC 2014. Vzorce smo oznacili kot
znalilno razli¢ne takrat, ko je bil p < 0,05 (p - verjetnost, da vzorca nista statisti¢no

znacilno razli¢na).
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4 REZULTATI

4.1 IMUNOCITOKEMICNO OZNACEVANJE

Humane preadipocite smo gojili 24 h v razmerah hipoksije (1 % O;) in v kontrolnih
razmerah normoksije (18 % O3). Da bi primerjali izrazanje proteinov GLUT1, MCT4,
TNF-a in IL-6 v humanih preadipocitih v razmerah normoksije in hipoksije, smo proteine
v celicah najprej fluorescentno oznacili z imunocitokemijo. Celice smo nato pregledali pod
konfokalnim mikroskopom. Izracunali smo relativni del povrSine opti¢ne rezine celice,
fluorescentno oznacene s protitelesi, glede na celotno povr§ino opti¢ne rezine celice. Pri
tem smo upostevali samo s pomoc¢jo programa dolo¢ene nadprazne vrednosti intenzitete

fluorescence.

Na slikah 1-4 so prikazani posnetki posameznih fluorescen¢no oznacenih opti¢nih rezin
celic, zajetih s konfokalnim mikroskopom, v normoksiji in v hipoksiji. Podprazni del
intenzitet oz. ozadje (manj kot 20 % maksimalne vrednosti intenzitet) je na slikah
odstranjen s pomocjo racunalniSkega programa. Fluorescentna obarvanost celice je tako
razvidna samo na mestih, kjer je intenziteta fluorescence visja od prazne vrednosti. Celice
so oznacene s protitelesi proti GLUT1, MCT4, TNF-a in IL-6. Pod vsakim fluorescencnim
mikrografom je slika iste celice, posneta pod presevnim svetlobnim mikroskopom. Na
histogramih je prikazana primerjava med specificno ozna¢enimi relativnimi povrSinami
optiénih rezin celic, inkubiranih v razmerah hipoksije, v primerjavi s celicami,

inkubiranimi v normoksiji.

Izrazanje obeh membranskih proteinov je bilo v razmerah hipoksije povisano. Raven
GLUT1 se je v razmerah hipoksije v primerjavi z normoksijo v povprecju povisal za faktor
2,1, razlika je bila statistiéno znacilna (n = 84, Mann-Whitney: P < 0,001; Slika 1).
Povprecna relativna oznacena povrsina celice, je narasla z 0,109 (+/- 0,012) v normoksiji
na 0,229 (+/-0,019) v hipoksiji. Tudi izrazanje transporterja MCT4 (Slika 2) se je v
hipoksiji v povprecju povisalo, in sicer za faktor 3, razlika je bila statisticno znacilna (n =
80, Mann-Whitney: P < 0,001). Oznacena relativna povrsina celice se je povecala z 0,032
(+/- 0,003) na 0,096 (+/-0,007). Vsebnost TNF-a v celici se je v hipoksi¢nih razmerah
zmanjsala (Slika 3), in sicer za faktor 1,5 glede na normoksi¢ne razmere. Povprecna

oznac¢ena relativna povrSina celice je bila v normoksiji 0,053 (+/- 0,004), v hipoksiji pa
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0,036 (+/- 0,003), razlika je bila statisticno znacilna (n = 120, Mann-Whitney: P < 0,001).
IL-6 (Slika 4) se je v hipoksiji povisal za faktor 1,8. Relativna oznacena povrsina celice je
narasla z 0,054 (+/- 0,004) v normoksiji na 0,099 (+/- 0,008) v hipoksiji, razlika je bila
statisti¢no znacilna (n = 80, T test: P < 0,001).
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Slika 1: Izrazanje GLUT1 v normoksiji in v hipoksiji.(A) Zgornji sliki predstavljata fluorescenéno oznacen
GLUTI1 na opti¢ni rezini celice, izpostavljene normoksiji (levo) in hipoksiji (desno), spodnji sliki pa isti
celici pod svetlobnim mikroskopom. Slike so posnete pri 63-kratni povecavi, merili na slikah fluorescence
predstavljata 20 pm. Fluorescentna obarvanost celice je razvidna samo na mestih, kjer je intenziteta
fluorescence visja od prazne vrednosti. (B) Histogram povpreéja delezev s protitelesom proti GLUT1
oznacenih povrsin opti¢nih rezin celic, gojenih 24 h v razmerah normoksije in hipoksije (P GLUT). Rezultati
so prikazani kot povpre¢no izrazanje proteina + standardna napaka. Stevilke v stolpcih prikazujejo Stevilo
analiziranih celic. Zvezdice oznacujejo statisticno znacilno razliko med eksperimentalnima skupinama (*** P

<0,001).
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Slika 2: Izrazanje MCT4 v normoksiji in v hipoksiji.(A) Zgornji sliki predstavljata fluorescenéno oznaéen
MCT4 na opti¢ni rezini celice, izpostavljene normoksiji (levo) in hipoksiji (desno), spodnji sliki pa isti celici
pod svetlobnim mikroskopom. Slike so posnete pri 63-kratni povecavi, merili na slikah fluorescence pa
predstavljata 20 pm. Fluorescentna obarvanost celice je razvidna samo na mestih, kjer je intenziteta
fluorescence visja od prazne vrednosti. (B) Histogram povpredja delezev s protitelesom proti MCT4
oznacenih povrsin opti¢nih rezin celic, gojenih 24 h v razmerah normoksije in hipoksije (P MCT4). Rezultati
so prikazani kot povpreéno izrazanje proteina + standardna napaka. Stevilke v stolpcih prikazujejo Stevilo
analiziranih celic. Zvezdice oznacujejo statisticno znacilno razliko med eksperimentalnima skupinama (*** P

<0,001).
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Slika 3: Izrazanje TNF-o v normoksiji in v hipoksiji.(A) Zgornji sliki predstavljata fluorescenéno oznacen
TNF-a na opti¢ni rezini celice, izpostavljene normoksiji (levo) in hipoksiji (desno), spodnji sliki pa isti celici
pod svetlobnim mikroskopom. Slike so posnete pri 63-kratni povecavi, merili na slikah fluorescence pa
predstavljata 20 pm. Fluorescentna obarvanost celice je razvidna samo na mestih, kjer je intenziteta
fluorescence visja od prazne vrednosti. (B) Histogram povpre¢ja delezev s protitelesom proti TNF-a
oznacenih povr$in opti¢nih rezin celic, gojenih 24 h v razmerah normoksije in hipoksije (P TNF-a). Rezultati
so prikazani kot povpreéno izrazanje proteina + standardna napaka. Stevilke v stolpcih prikazujejo Stevilo
analiziranih celic. Zvezdice oznacujejo statisticno znacilno razliko med eksperimentalnima skupinama (*** P

<0,001).
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Slika 4: Tzrazanje IL-6 v normoksiji in v hipoksiji. (A) Zgornji sliki predstavljata fluorescenéno oznaéen IL-6
na opticni rezini celice, izpostavljene normoksiji (levo) in hipoksiji (desno), spodnji sliki pa isti celici pod
presevnim svetlobnim mikroskopom. Slike so posnete pri 63-kratni povecavi, merili na slikah fluorescence
pa predstavljata 20 um. Fluorescentna obarvanost celice je razvidna samo na mestih, kjer je intenziteta
fluorescence visja od prazne vrednosti. (B) Histogram povpredja delezev s protitelesom proti IL-6 oznadenih
povrsin opti¢nih rezin celic, gojenih 24 h v razmerah normoksije in hipoksije (P IL-6). Rezultati so prikazani
kot povpreéno izrazanje proteina + standardna napaka. Stevilke v stolpcih prikazujejo $tevilo analiziranih

celic. Zvezdice oznacujejo statistiéno znacilno razliko med eksperimentalnima skupinama (*** P < 0,001).
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5 RAZPRAVA

V magistrskem delu smo Zeleli poglobiti znanje o vlogi preadipocitov pri debelosti in s tem
povezanih vnetnih procesih ter spremembah v presnovi. Zanimalo nas je, kako se v
humanih preadipocitih po izpostavitvi razmeram hipoksije, ki je znacilna za debelost,
spremeni izrazanje nekaterih proteinov. Izbrani proteini so vkljuceni v procese vnetnih
reakcij ali pa spremenjene presnove mascevja. Dosedanje raziskave in vitro na tem
podrocju se osredotoCajo predvsem na mascobne celice kot osrednje celice mascobnega
tkiva. Po drugi strani pa so Ze porocali, da pri odgovoru na hipoksijo igrajo zelo
pomembno vlogo nemascobne celice v mascevju, predvsem preadipociti (Chung in sod.,

2006; Mack in sod, 2009), ki naj bi izlocale ve¢ kot 90 % adipokinov (Fain in sod., 2004).

Hipoksijo smo simulirali s pomoc¢jo inkubacijske komore, v katero smo uvedli meSanico
plinov z 1 % O, in v kateri smo celice inkubirali 24 h. Celice smo nato imunocitokemi¢no
oznacili s protitelesi za membranska proteina GLUT1 in MCT4 ter za vnetna oznacevalca
TNF-a in IL-6. V kontrolnih poskusih smo celice gojili v razmerah normoksije (18 % O,).
Celice smo pregledali pod mikroskopom in analizirali delez fluorescentno oznaenih
povrsin. Rezultate, ki smo jih dobili v hipoksi¢nih razmerah, smo primerjali z rezultati iz

normoksije.

V tej Studiji je bila imunocitokemija prvi¢ uporabljena za potrebe raziskav izrazanja
proteinov v kontekstu hipoksije mascobnega tkiva in njenih posledic. Ta metoda je

omogocila neposreden prikaz izrazanja izbranih proteinov na ravni posamezne celice.

GLUTL1 je membranski protein, ki skrbi za konstitutivni privzem glukoze v mnogih
celicah. Znano je, da se v hipoksiji njegovo izrazanje v celicah poveca, kar je posledica
prehoda na anaerobno glikolitsko presnovo in v skladu s tem vecje potrebe po glukozi.
(Semenza, 2003; Lolméde in sod., 2003; Hosogai in sod., 2007; Rausch in sod., 2008;
Wang in sod., 2007; Wang in sod., 2008b; Wood in sod., 2007; Ye in sod., 2007)

Pri oznacevanju humanih preadipocitov s protitelesi proti GLUT1 smo dobili pricakovano
veéje izrazanje proteina v celicah, inkubiranih v razmerah hipoksije. V hipoksiji smo
zaznali v povprecju priblizno 2-krat vecji signal proteina kot v normoksiji, kar je razvidno

na Sliki 1. Ceprav je sprememba §la v pri¢akovano smer, primerjava z literaturo pokaze, da
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so razlike manjSe od 6,5-kratnega poviSanja ravni mRNA za GLUTL1 v preadipocitih po
24-urni izpostavitvi hipoksiji, ki so jo pokazali Wang in sod. (2008b). Lahko bi sklepali, da
gre za neusklajeno izrazanje gena in proteina GLUT1 v humanih preadipocitih, vendar pa
so Wang in sod. (2008b) za izvajanje poskusov uporabili konfluentne preadipocite in
druga¢no metodologijo, ustrezna primerjava izrazanja gena in proteina v preadipocitih pa
bi bila mogoca le, ¢e bi bila izvedena v enakih razmerah. V primerjavi s humanimi
adipociti, kjer so pokazali, da se je po 24-urni izpostavljenosti hipoksiji raven mRNA za
GLUTI povecala kar za faktor 9, cemur je sledilo tudi izrazanje proteina v podobni meri
(za faktor 10) glede na normoksijo (Wood in sod., 2007) bi lahko sklepali, da je odziv
preadipocitov na hipoksijo manjsi kot odziv adipocitov, kar je v skladu z ugotovitvami
Wang in sod (2008b), vendar pa gre zopet za razlike v metodah pri nasi raziskavi in pri
raziskavi Wood in sod. (2007).

Laktat se transportira preko celicne membrane s pomocjo razli¢nih transporterjev, med
drugim tudi MCT4, ki je prisoten tudi v humanih preadipocitih (Pérez de Heredia in Wood,
2010). Pri¢akovali smo, da se bo raven MCT4, v skladu z ve¢jo porabo glukoze in vecjo

produkcijo laktata v razmerah hipoksije, povisal.

Analiza rezultatov pokaze, da je pri§lo v razmerah hipoksije v povprec¢ju do 3-kratnega
povisanja ravni prenasalca MCT4, kar je razvidno na Sliki 2. Na§ rezultat je v skladu s
Studijo Pérez de Heredia in Wood (2010), v kateri so po 24-urni hipoksiji dobili 2,4-kratno
povisanje ravni mRNA za gen MCT4 v ¢loveskih SGBS preadipocitih. V omenjeni $tudiji
niso zaznali razlik v izraZzanju MCT1 in MCT2 po izpostavitvi hipoksiji, po ¢emer lahko
sklepamo, da je laktatni transporter MCT4 v preadipocitih najbolj odziven na hipoksijo.
Ker nismo oznacevali celic za MCT1 in MCT2, ne moremo dokoncno oceniti vloge

posameznih monokarboksilatnih prenaSalcev pri izlo¢anju laktata.

Podobne razlike smo dobili tudi pri oznacevanju za GLUT1. Rezultata skupaj kazeta na to,
da so presnovni procesi pri preadipocitih v hipoksiji oz. debelosti spremenjeni, pri ¢emer

verjetno pride do pospeSenega izloCanja laktata.

Izrazanje TNF-a v belem maS¢obnem tkivu so prvotno odkrili pri glodalcih, pri cemer so

opazili njegovo povecano izrazanje pri debelih osebkih (Hotamisligil in sod., 1994).
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Mascobno tkivo debelih oseb izlo¢a ve¢ TNF-o kot tkivo normalno prehranjenih oseb,
Wang in sod. (2007) pa so pokazali nespremenjeno raven gena za TNF-o po 24-urnem

tretiranju humanih adipocitov s hipoksi¢nim mimetikom CoCl; in v hipoksi¢nih razmerah
(1% Oy).

Glede na porocanja o poveCanem izrazanju TNF-a v debelosti smo pri¢akovali, da bo
raven TNF-a v hipoksiji narasla, vendar je bil priblizno za faktor 1,5 nizji kot v celicah,
inkubiranih v razmerah normoksije (Slika 3). Nasi nepri¢akovani rezultati so morda lahko
posledica razmer in vitro, o ¢emer so ze porocali Fain in sod. (2008), lahko pa so tudi
posledica katerega izmed korakov v tretiranju celic pred in med poskusi. Poudariti je
potrebno tudi, da je TNF-o sekrecijski protein, mi pa smo zaznali le tisto frakcijo, ki je
ostala v notranjosti celice. Druge Studije za kvantifikacijo adipokinov, izlo¢enih v celi¢ni
medij, uporabljajo test ELISA (Wang in sod., 2007, Wang in sod., 2008b; Mack in sod.,
2009). Zanimiva je Studija Mack in sod. (2009), pri kateri so v preadipocitih celi¢ne linije
SGBS izrazanje TNF-a zaznali Sele po stimulaciji s samim TNF-a, katerega glavni vir so
po navajanju Weisberg (2003) v mascobnem tkivu makrofagi, proteina pa sploh niso uspeli

.....

preadipociti niso pomemben vir TNF-a v mas¢obnem tkivu.

Studije so pokazale, da je raven IL-6 v ¢loveskem organizmu v sorazmerju s povisanjem
telesne teze, povecanim obsegom pasu in ravnjo prostih mas¢obnih kislin v krvi (Vozarova
in sod., 2001).

V nasi raziskavi se je raven IL-6 poviSala za faktor 1,8 (Slika 4). PoviSana raven proteina v
preadipocitih v nasi raziskavi ter nespremenjena sekrecija proteina v raziskavi Wang in
sod. (2008b) lahko kaZeta na to, da sekrecijski odziv potrebuje ve¢ Casa, da se odzove na
hipoksijo kot mehanizem na ravni sinteze proteinov. Ker so v omenjeni $tudiji uporabili
konfluentne celice in drugacen nacin zaznavanja proteinov, pa so razlike v rezultatih lahko
tudi posledica razlicne metodologije. Nedavna §tudija (Mack in sod., 2009) kaze, da
preadipociti pomembno pripomorejo k skupnemu izlocanju adipokinov. Po izpostavitvi
hipoksiji se izlo¢anje IL-6 poveca za faktor 3,5, kar je v skladu z nasimi rezultati. Vsaka

zabeleZena sprememba bi lahko v debelosti delovala na lokalni, parakrini ravni, npr. na ze
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omenjeno zmanjs$ano izloCanje protivnetnega adiponektina in oznacevalcev diferenciacije v

cloveskih adipocitih (Rotter Sopasakis in sod., 2004).
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6 SKLEPI

Cilj magistrske naloge je bil preveriti spremembe v izrazanju nekaterih membranskih

proteinov in adipokinov v ¢loveskih preadipocitih v razmerah hipoksije, Ki je povezana z

debelostjo. Pri raziskavah smo uporabili imunocitokemi¢no metodo ozna¢evanja proteinov

in konfokalno mikroskopijo.

Prisli smo do naslednjih sklepov:

Potrdili smo hipotezo, da se bo izrazanje izbranih proteinov v hipoksiji spremenilo.

V razmerah hipoksije se je raven oznacenega proteina GLUT1 povecala za faktor
2,1, MCT4 za faktor 3 in IL-6 za faktor 1,8. Ti rezutati so potrdili naSa
pri¢akovanja, da bo hipoksija povzrocila povisanje ravni GLUT1, MCT4 in IL-6.

V razmerah hipoksije se je raven oznacenega proteina TNF-a zmanjsala za faktor
1,5. Ta rezultat je v nasprotju s pricakovanjem, da bo hipoksija povzrocila

povisanje ravni TNF-o.

Rezultata za GLUT1 in MCT4 kaZeta na to, da imajo preadipociti v hipoksiji/

debelosti spremenjeno presnovo.

Na podlagi rezultatov za MTC4 in literature sklepamo, da se izlocanje laktata iz

preadipocitov pri hipoksiji/ debelosti verjetno poveca.

Zabelezen doprinos preadipocitov k izlocanju IL-6 bi lahko deloval na lokalni ravni

in doprinesel k lokalnemu vnetju.
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7POVZETEK

Sesalsko mascobno tkivo je obsezen organ, katerega glavna funkcija je skladiS¢enje
energije v obliki mascob in njihova mobilizacija v odziv na potrebe organizma. Preko
izloCanja sekrecijskih molekul — adipokinov izvaja tudi endokrino funkcijo. Glavne celice
mascobnega tkiva so adipociti, sestavljajo pa ga tudi drugi tipi celic, kot so preadipociti,
imunske in endotelne celice. Odstopanja od optimalne koli¢ine mascevja lahko vodijo v
spremembe v njegovem delovanju. V debelosti so te spremembe povezane z znizanjem
parcialnega tlaka O, v mascobnem tkivu, ki je posledica povecanja adipocitov in
nezadostne prekrvavitve tkiva. Vplivi hipoksije na celice vkljucujejo porast anaerobne
presnove, kar vodi v povecan privzem glukoze in porast laktata, ki ga celica izloca preko
monokarboksilatnih prenasalcev. Spremembe v izlocanju adipokinov pa vodijo v nastanek
lokalnega vnetja, ki je lahko podlaga za vrsto presnovnih bolezni. Preadipociti
predstavljajo 20-40 % mas¢obnega tkiva. Studije kaZejo, da hipoksija vpliva tudi na
njihovo presnovo in izlocanje adipokinov, sposobni pa so tudi precej$njega vnetnega
odziva. Kljub temu so posledice hipoksije na preadipocite slabo poznane, saj se vecina
Studij na tem podro¢ju osredotoca na adipocite kot glavne celice maScobnega tkiva. V
magistrski nalogi smo Zeleli preveriti vpliv umetno vzpostavljene hipoksije na izraZanje
glukoznega prenasalca 1 (GLUT1) in monokarboksilatnega prenasalca 4 (MCT4), ki
sodelujeta v presnovi glukoze v celicah, ter adipokinov TNF-o in IL-6 v humanih
preadipocitih. Pricakovali smo, da se bodo ravni izbranih proteinov v odziv na hipoksijo
povisale. Da bi preverili naSe hipoteze, smo celice 24 h gojili v razmerah normoksije (18 %
0O,) in v razmerah hipoksije (1 % O>) in jih nato imunocitokemi¢no oznadili za izbrane
proteine. Fluorescentno oznafene celice smo opazovali in poslikali s pomocjo
konfokalnega mikroskopa. Podatke iz hipoksi¢nih in normoksi¢nih razmer smo nato
statisticno obdelali, predstavili na grafih in jih primerjali med sabo. V tej $tudiji smo za
potrebe raziskav na tem podro¢ju imunocitokemijo uporabili prvi¢. Omogocila nam je
neposreden prikaz izrazanja proteinov na ravni celice. Dobili smo naslednje rezultate:
raven GLUT1 se je povisala za faktor 2,1, raven MCT4 za faktor 3, raven IL-6 za faktor
1,8, raven TNF-a pa se je znizala, in sicer za faktor 1,7. Na podlagi teh izsledkov smo
uspeli potrditi hipotezo, da se ravni izbranih proteinov v razmerah hipoksije spremenijo. Za

GLUT1, MCT4 in IL-6 smo potrdili tudi hipotezo o zviSanju ravni proteinov v odziv na
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hipoksijo, ovrgli pa smo hipotezo, da hipoksija povzro¢i zvisanje ravni TNF-a. Na podlagi
rezultatov za GLUT1 in MCT4 lahko sklepamo, da je presnova glukoze v preadipocitih v
debelosti/ hipoksiji spremenjena in da pride do povecanega izlocanja laktata. Rezultati za
GLUTL1 v primerjavi z literaturo bi lahko kazali na zmanjSan odziv preadipocitov na
hipoksijo v primerjavi z adipociti. Nepric¢akovan rezultat ozna¢evanja celic za TNF-a je
lahko posledica in vitro razmer, razmer pred ali med poskusi ali pa dejstva, da gre za
sekrecijski protein, z naso metodo pa smo zaznali le znotrajceli¢ni delez. Pri IL-6 smo po
drugi strani pokazali porast njegove ravni po izpostavitvi hipoksiji, kar je v skladu z
literaturo.
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