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Uticaj ishrane obogacene ugljenim hidratima
na morfoloSke i ultrastrukturne odlike pankreasa pacova
u uslovima eksperimentalno indukovanog hipotireoidizma
Rezime

Pankreas je Zlezda sa egzokrinom i endokrinom funkcijom. Proizvodi njegove
egzokrine komponente od vitalnog su znacaja za proces varenja hrane. Endokrine ¢elije
pankreasa grupisane u Langerhansova ostrvca proizvode insulin i glukagon, hormone
koji reguliSu metabolizam pre svega ugljenih hidrata i neophodni su za odrzavanje
optimalne koncentracije glukoze u krvi. Sekretna aktivnost pankreasa, narocito njegove
endokrine komponente, pod kontrolom je kompleksnih endokrinih, parakrinih i
neuralnih mehanizama.

Hormoni tireoidne zlezde klju¢ni su regulatori bazalnog metabolizma, rasta i
razvica. Potrebni su za normalno funkcionisanje gotovo svih organa i organskih sistema,
a njihov znacaj u metabolizmu ugljenih hidrata poznat je ve¢ decenijama. Funkcije
endokrinog pankreasa i tireoidne zlezde, kao i efekti koje ostvaruju njihovi hormoni,
uzajamno su povezani 1 medusobno zavisni. U klini¢koj praksi relativno je Cesta
koegzistencija disfunkcije tireoidne zlezde i razvoj insulinske rezistencije, koja je
predvorje nastanka dijabetesa tipa 2.

Ishrana bogata prostim Secerima, uz smanjen nivo fizicke aktivnosti
karakteristika je savremenog nacina zivota, naroCito u industrijski razvijenijim
zemljama sveta. Pri kontinuiranom unosu ugljenih hidrata pankreas radi pod pove¢anim
opterecenjem, intenzivno proizvodeci insulin, §to dugoro¢no gledano moze dovesti do
patofizioloSkih procesa na nivou unutarcelijskih organela i eventualno do gubitka B-
¢elija, odnosno do dijabetesa tipa 2.

Osnovni cilj ove teze bio je da se detaljnom analizom stekne uvid u morfo-
funkcionalne karakteristike pankreasa pacova pod uticajem ishrane obogacene
saharozom, u uslovima sistemskog hipotireoidizma indukovanog metimazolom.

U tronedeljnom eksperimentu koriS¢eni su muzjaci albino pacova Wistar soja,
drzani pod standardnim laboratorijskim uslovima. Zivotinje su u odnosu na ponudeni
rastvor u vodi za pi¢e podeljene u Cetiri grupe. Kontrolna grupa zivotinja pila je Cistu

¢esmensku vodu, hipotireoidizam je indukovan 0.02% rastvorom metimazola, dok je



pankreas funkcionalno optere¢en unosom 10% rastvora saharoze. Pacovi poslednje
grupe pili su kombinovani rastvor metimazola i saharoze, ve¢ pomenutih koncentracija.

Pankreas je na uobicajen nacin pripremljen za morfolosku i stereolosku analizu
na nivou svetlosne 1 elektronske mikroskopije. Pored rutinskih metoda bojenja
hematoksilinom 1 eozinom, toluidin plavim i AZAN-om, koris¢ene su metode
imunohistohemije za detekciju insulina, glukagona, somatostatina, pankreasnog
polipeptida, PDX1, a-SMA 1 Ki67 proteina, kao i specificno bojenje propidijum
jodidom.

Dobijeni rezultati pokazali su sledece:

- Tronedeljni tretman metimazolom doveo je do uspostavljanja umerenog
sistemskog hipotireoidizma, nezavisno od rezima ishrane. Nivoi tireoidnih hormona u
cirkulaciji bili su smanjeni, a Zivotinje su zaostajale u rastu.

- Kod hipotireoidnih Zivotinja, bez obzira na nacin ishrane, ukupan energetski
unos bio je smanjen usled sniZenja stope bazalnog metabolizma i smanjenja energetskih
potreba organizma. Energetski unos eutireoidnih zivotinja kojima je ponuden rastvor
saharoze bio je znatno iznad kontrolnih vrednosti i to prevashodno na racun ugljenih
hidrata, ali se to nije negativno odrazilo na homeostazu glukoze.

- Manja apsolutna masa pankreasa zivotinja svih eksperimentalnih grupa
posledica je proporcionalnog smanjivanja egzokrine i endokrine komponente pankreasa,
koje se kod obe grupe hipotireoidnih zivotinja deSavalo paralelno sa manjim prirastom
zivotinja. Smanjenje relativne mase pankreasa eutireoidnih Zivotinja prehranjivanih
saharozom delom je bilo posledica blagog povecanja telesne mase, a moguce delom i
promena na nivou ¢elijske degranulacije/egzocitoze.

- Rezultati morfoloske analize pokazali su da je sintetska i1 sekretna aktivnost
egzokrinog pankreasa eutireoidnih zivotinja koje su unosile rastvor saharoze bila
poviSena u odnosu na Zivotinje iz kontrolne grupe. Mehanicki efekat zapremine
zeludacnog i crevnog sadrzaja imao je kljuénu regulatornu ulogu u ovim procesima.

- Egzokrini pankreas hipotireoidnih normalno hranjenih zZivotinja bio je u stanju
nize aktivnosti, zbog opSteg sniZzenja metabolickih procesa i manjeg unosa hrane. U
acinusnim ¢elijama aktivirani su mehanizmi zimofagije kao zaStite od unutracelijske

aktivacije digestivnih enzima i autodigestije.



- Acinusne Celije egzokrinog pankreasa hipotireoidnih Zivotinja koje su unosile
rastvor saharoze bile su izlozene vefem izazovu nego Celije normalno hranjenih
zivotinja, kojem su uglavnom uspesSno izlaze u susret, uz blage morfo-funkcionalne
adaptacije. Pojedinacne Celije trpele su stres endoplazminog retikuluma i, moguce,
podlegle ireverzibilnim oStecenjima.

- Primenjeni tretman nije doveo do promene zastupljenosti i distribucije
pojedinih tipova endokrinih ¢elija u Langerhansovim ostrvcima.

- Kod normalno hranjenih hipotireoidnih Zivotinja postojao je zastoj u
sintezi/sekreciji insulina, manifestovan akumulacijom sitnijih granula u B-¢elijama, koji
je donekle kompenzovan sintetskom aktivnos$¢u celija koje ko-eksprimiraju insulin i
glukagon.

- B-Celije Zivotinja koje su unosile rastvor saharoze, bez obzira na tireoidni
status, vecinom su bile funkcionalne insulin-produkujuce celije. Kod eutireoidnih
zivotinja nalazile su se u stanju pune sintetske i sekretne aktivnosti, ali bez hipertrofije i
hiperplazije.

- U grupi eutireoidnih saharozom prehranjivanih pacova detektovane su i
ekstrainsularne B-¢elije u acinusima, koje trenutno nisu bile funkcionalne u sintezi i
sekreciji insulina, i koje predstavljaju rezervne insulinske celije. Najverovatniji put
nastanka ovih ¢elija je transdiferencijacijom acinusnih ¢elija.

- Unos rastvora saharoze finu strukturu B-¢elija hipotireoidnih pacova udaljava
od grupe tretirane samo metimazolom i priblizava je kontroli, Sto se narocito
manifestuje ultrastrukturno-stereoloSkim odlikama granula.

- Negativan efekat metimazola na sintezu i sekreciju insulina, uz istovremeno
povecanje zahteva za ovim hormonom usled unosa saharoze, aktivirao je mehanizme
koji produzavaju poluzivot insulina. To je dovelo do blagog rasta nivoa ovog hormona u

krvi i stvaranja uslova za razvoj insulinske rezistencije.

Kljucne reci: pankreas, hipotireoidizam, saharoza, acinusne celije, B-Celije, svetlosna
mikroskopija, imunohistohemija, elektronska mikroskopija, stereologija
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The effect of carbohydrate rich diet on rat pancreas morphological and

ultrastructural characteristics in experimentally induced hypothyroidism
Summary

The pancreas is a gland with both exocrine and endocrine function. The products
of its exocrine component are vital to the food digestion. Its endocrine function is based
on secretory action of several types of endocrine cells that cluster together to form islets
of Langerhans. Some of them produce insulin and glucagon, hormones that regulate
primarily carbohydrate metabolism and are essential for maintaining optimal blood
glucose concentrations. Secretory action of the pancreas, especially its endocrine
component, is controlled by a complex endocrine, paracrine and neural mechanisms.

Thyroid hormones are key regulators of the basal metabolism, growth and
development. They are necessary for normal function of almost all organs and organ
systems; their importance in the metabolism of carbohydrates has been known for
decades. The functions of the endocrine pancreas and thyroid gland, and effects of their
hormones are mutually connected and interdependent. In clinical practice the
coexistence of thyroid dysfunction and the development of insulin resistance, which is a
good prognostic factor for type 2 diabetes occurrence, is relatively frequent.

A diet rich in simple sugars, along with reduced physical activity is a feature of
modern lifestyle in developed countries of the world. Continuous intake of
carbohydrates represents a form of stress in which pancreas intensively produces
insulin, which in the long term can lead to pathophysiological processes at the level of
intracellular organelles, and eventually to loss of B-cells, i.e. to type 2 diabetes.

The aim of this work was to gain an insight into the detailed morpho-functional
characteristics of the rat pancreas under the influence of sucrose rich diet, in terms of
systemic hypothyroidism induced by methimazole.

The obtained results show that:

- Moderate systemic hypothyroidism was established after three-week
methimazole treatment, regardless of the diet. Levels of thyroid hormones in the
circulation were reduced, and the animals fell behind in growth.

- In hypothyroid animals, regardless of the diet, total energy intake was reduced

due to lower basal metabolism rate and reduced energy requirements. In sucrose fed



euthyroid animals energy input was significantly above control values, primarily at the
expense of carbohydrates, but negative impact on glucose homeostasis was not evident.

- Reduced absolute mass of the pancreas in all experimental animals resulted
from the proportional reduction of exocrine and endocrine components of the organ, and
in both groups of hypothyroid animals occurred in parallel with a smaller body mass
gain. Pancreas relative mass reduction in the sucrose fed euthyroid animals was in part
the consequence of a slight increase in body mass, and partially as we assume the result
of the increased cell degranulation/exocytosis.

- The results of morphological analysis showed that exocrine pancreas of the
euthyroid animals with sucrose diet was more active in synthesis and secretion than of
control animals. The mechanic effect of the gastric and intestinal contents had a key
regulatory role in these processes.

- Exocrine pancreas of normally fed hypothyroid animals was less active, due to
a general reduction of metabolic processes and lower food intake. In acinar cells the
zymophagy is initiated as a protection mechanism from digestive enzyme's activation
and autodigestion.

- Acinar cells in sucrose fed hypothyroid animals were exposed to a greater load
than the cells of normally fed animals. This challenge has been successfully overcome,
with slight morpho-functional adaptations. In individual cells rER stress could lead to
possibly irreversible damage.

- The applied treatment did not induce changes in the number and distribution of
any cell type in the islets of Langerhans.

- In normally fed hypothyroid animals there is a delay in the insulin
synthesis/secretion, manifested by accumulation of smaller granules in B-cells, which
was somewhat compensated by synthetic activity of insulin and glucagon co-expressing
cells.

- Most of the B-cells in sucrose consuming animals regardless of thyroid status
were functional insulin-producing cells. In euthyroid animals they were active regarding
synthesis and secretion, and no hypertrophy or hyperplasia was detected.

- In the sucrose fed euthyroid group of animals extra-insular acinar -cells were

detected. At that moment they were not functional in the synthesis and secretion of



insulin and could be considered the back-up cells. Most likely these cells originated by
acinar cell transdifferentiation.

- Sucrose intake in hypothyroid rats distinguishes B-cells fine structure away
from those treated only with methimazole and approaches them to the control, which is
especially manifested by granule's ultrastructural and stereological features.

- The methimazole negative effect on the synthesis and secretion of insulin, with
increased requirements for this hormone due to the intake of sucrose, activate the
mechanisms that prolong the half-life of insulin. This led to a slightly increased insulin

circulation level and created conditions for the development of insulin resistance.

Keywords: pancreas, hypothyroidism, sucrose, acinar cells, B-cells, light microscopy,
immunohistochemistry, electron microscopy, stereology

Academic Expertise: Biology

Major in: Cell and Tissue Biology
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1. UVOD

Pankreas (gré. mdykpeoc, pan- sve + kréas- meso) je zlezda pridruzena
digestivnom traktu, sa izdvojenom egzokrinom i endokrinom komponentom. Tokom
embrionalnog razvi¢a pankreas nastaje fuzijom dorzalne 1 ventralne evaginacije
prednjeg creva. Ovaj organ nema dobro definisane anatomske delove, ali se na osnovu
vaskulature moze podeliti na glavu, telo i rep (Slika 1.1.). Pri tome ve¢i deo pankreasa
poreklom je od dorzalnog, dok samo donji deo glavenog regiona nastaje od ventralnog

pupoljka embrionalnog creva (Kumar et al. 2005a).

duodenum

Slika 1.1. Delovi pankreasa: glava, telo 1 rep (preuzeto i modifikovano iz Apte et al.

1997)

Egzokrini deo Zlezde proizvodi 1 u duodenum sekretuje digestivne enzime i €ini
ve¢i deo pankreasa. Endokrini deo pankreasa predstavljen je klasterima celija,
Langerhansovim ostrvcima, koja su rasporedena po egzokrinom pankreasu. Celije
ostrvaca direktno u krv sekretuju hormone, koji prevashodno reguliSu metabolizam

ugljenih hidrata.



Egzokrini pankreas

Egzokrini pankreas je serozna Zlezda organizovana u pankreasne lobuluse, u
okviru kojih se nalaze acinusi — funkcionalne sekretne jedinice. Duz vezivno-tkivnih
septi, koje povezuju lobuluse, pruzaju se interlobularni izvodni kanali, krvni sudovi 1
nervni elementi. U vezivnom tkivu osim fibroblasta prisutni su 1 drugi tipovi celija,
poput stelatnih ¢elija. Ove celije nalaze se uz bazalni region acinusa i u miruju¢em
stanju odlikuje ih prisustvo lipidnih tela u citoplazmi. Po aktivaciji, stelatne éelije gube

lipide 1 preuzimaju ulogu u kolagenizaciji vezivnog tkiva.

Slika 1.2. Pankreas i tipi¢na acinusna c¢elija snimljeni na nivou svetlosne (a), odnosno
elektronske mikroskopije (b). N-nukleus, gER-granulisani endoplazmin retikulum, ZG-
zimogene granule, L-lumen acinusa, C-centroacinusna celija. (originalni snimci: a-

hematoksilin i eozin, x63; b- x4400)

Acinusi su izgradeni od piramidalnih acinusnih ¢elija koje okruzuju centralno
pozicioniran lumen acinusa. Nukleus 1 granulisani endoplazmin retikulum (gER)
najupecatljivije su organele u bazalnom delu celije, Sto doprinosi bazofiliji ovog

regiona. Iznad nukleusa smesten je Goldzi kompleks. U apikalnom delu ¢elije nalaze se

2



brojne zimogene granule ispunjene sekretnim proizvodima ovih ¢elija, i od njih potice
eozinofilija vrSnog regiona acinusne Celije (Slika 1.2.). Sadrzaj zimogenih granula
egzocitozom se izbacuje u lumen acinusa, odakle sistemom kanala dospeva do tankog

creva (Kumar et al. 2005a).

Sistem izvodnih kanala pankreasa jedinstven je po tome $to kanal najmanjeg
dijametra, interkalarni kanal, polazi iz unutra$njosti acinusa. Plocaste/kockaste Celije
ovog kanala Cesto se na tkivnim presecima uocavaju kao svetlije obojene u samoj
sredini acinusa, pa su i dobile ime centroacinusne ¢elije. Interkalarni kanali nisu samo
prosti prenosnici sekretovanog sadrzaja. Epitelne celije ovih kanala ucestvuju u
transportu vode 1 bikarbonata u lumen, ¢ime doprinose ukupnom volumenu
pankreasnog soka. Interkalarni kanali nastavljaju se na intralobularne, koji imaju
uglavnom kockaste epitelne Celije, i takode produkuju te¢nost bogatu bikarbonatima
(Case 1978). Vise ovih kanala obrazuje interlobularni kanal koji se nalazi u okviru
vezivno-tkivnih septi izmedu lobulusa. Visina epitelnih ¢elija koje oblazu lumen ovog
kanala postepeno se duz kanala povecava. Interlobularni kanali prazne se u glavni
pankreasni kanal, Virsungov kanal, koji se proteze ¢itavom duzom osom organa i
postepeno povecava dijametar kako se u njega ulivaju dodatni interlobularni kanali.
Cesto je u glavenom regionu pankreasa prisutan i pomoéni Santorinijev kanal. I glavni i

pomo¢ni kanal prazne se u duodenum.

Vecéi krvni sudovi koji se prostiru duz vezivno-tkivnih septi granaju se do

kapilara koji se nalaze u blizini acinusa. Endotel ovih kapilara je kontinuiran.

Pankreas je inervisan ograncima autonomnog nervnog sistema. Simpaticka
nervna vlakna kontroliSu protok krvi kroz pankreas, dok parasimpaticka vlakna
stimuli$u aktivnost acinusnih i centroacinusnih éelija. Celijska tela ganglijskih neurona
koja se ponekad vide na presecima pankreasa pripadaju parasimpatickim

postganglijskim neuronima (Ross et al. 2003).



Histofiziologija egzokrinog pankreasa

U acinusnim ¢elijama na poliribozomima gER-a sintetiSu se brojni sekretorni
proteini. Dalja obrada proteina odvija se u nivou Goldzi kompleksa, da bi se sekretni
proizvodi privremeno uskladistili u zimogenim granulama. Acinusne celije sintetiSu i
sekretuju brojne enzime za varenje proteina, lipida, ugljenih hidrata 1 drugih
komponenti hrane. Medu njima su proenzimi i enzimi tripsinogen, himotripsinogen,
prokarboksipolipeptidaza, amilaza, pankreasna lipaza, holesterol esteraza i fosfolipaza
(Fawcett 1994, Guyton and Hall 2006a). Kako bi se zastitio inegritet samog pankreasa
enzimi se stvaraju u formi neaktivnih proenzima. Tako se najzastupljeniji enzim tripsin
sintetiSe u formi tripsinogena, koji se aktivira tek pod dejstvom enterokinaze u
duodenumu. Kao dodatni mehanizam zaStite u granulama acinusnih ¢elija nalazi se i
inhibitor tripsina, protein koji se sintetiSe istovremeno sa digestivnim enzimima (Arias

et al. 1993, Fawcett 1994).

Niska stopa kontinuirane sekrecije pankreasa periodicno se pojacava nakon
hormonske stimulacije, a kao posledica unosa hrane. Prisustvo hrane u Zelucu i prolazak
kiselog himusa u duodenum stimuliSe oslobadanje dva gastrointestinalna hormona,
sekretina 1 holecistokinina (CCK). Sekretin stimuliSe celije interkalarnih kanala da
sekretuju tecnost sa velikim udelom bikarbonatnih jona. Ova alkalna te¢nost neutraliSe
kiselost himusa koji iz Zeluca ulazi u duodenum, kako bi se uspostavila pH vrednost
optimalna za aktivnost pankreasnih enzima (Ross et al. 2003). Holecistokinin se vezuje
za receptore na bazolateralnim regionima acinusnih ¢elija i stimuliSe ih na oslobadanje
digestivnih enzima (Fawcett 1994). S obzirom na to da je strukturno slican CCK-u i1 da
je dokazano da interaguje sa jednom kategorijom njegovih receptora, moguce je da je u

ovu stimulaciju ukljucen i gastrin (Scemama et al. 1987, Le Drean et al. 1999).

Poput sekretina 1 CCK, acetilholin koji se oslobada iz nervnih zavrSetaka
parasimpati¢kog nerva vagusa i drugih holinergickih nerava enteri€¢kog nervnog sistema
spada u osnovne stimulatore sekrecije pankreasa. Medutim smatra se da je neuralna

regulacija sekrecije pankreasa od manjeg znacaja od humoralne (Fawcett 1994).



EndoKkrini pankreas

Endokrino tkivo pankreasa podeljeno je u diskretne Ccelijske grupacije,
Langerhansova ostrvca. Zbog svojih malih dimenzija, Langerhansova ostrvca zauzimaju
svega 1-2 % zapremine Zlezde. lako ih ima po ¢itavom organu, najbrojnija su u repnom

regionu pankreasa.

Langerhansova ostrvca mogu biti saCinjena od svega nekoliko, pa do vise stotina
¢elija. Poligonalne endokrine Celije organizovane su u vidu kratkih nepravilnih traka
izmedu kojih se nalazi gusta mreza fenestrovanih kapilara (Ross et al. 2003). Ostrvca su

tankim slojem retikularnih vlakana odvojena od okolnog egzokrinog pankreasa.

Do sada je u ostrvcima identifikovano nekoliko tipova ¢elija. Najzastupljenije su
B-, a-, D- 1 PP-¢elije, dok su DI1-, EC- i g-¢elije prisutne u manjem broju (Kumar et al.

2005b).

Slika 1.3. Distribucija a-, B- 1 D-¢elija u Langerhansovom ostrvcu (preuzeto i

modifikovano iz Bloom and Fawcett 1968)

Od cetiri glavna tipa celija B-Celije su najbrojnije i nalaze se u centralnom

regionu ostrvca, dok ostali tipovi ¢elija zauzimaju uglavnom perifernu poziciju (Slika
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1.3.). Sve ove celije imaju ultrastrukturnu organizaciju koja odgovara protein-
sekretuju¢im cCelijama, ali gER ipak nije tako dobro razvijen kao kod acinusnih ¢elija.
Uz Goldzi kompleks koji je smesten uz nukleus, najupadljivije unutarcelijske organele
su svakako sekretne granule. Na nivou elektronske mikroskopije razliciti tipovi Celija
mogu se identifikovati upravo po razli€itoj veli€ini, elektron-gustini i unutra$njoj

organizaciji sekretnih granula (Fawcett 1994).

U unutra$njosti granula -¢elija nalazi se viSeugaono kristaloidno jezgro, koje je
okruzeno svetlim haloom. Granule a-celija su okrugle, a membrana blisko naleze na
tamnu unutrasnjost. D-c¢elije imaju velike, svetlije granule na koje blisko naleze

membrana. PP-¢elije imaju male, tamne granule.

Histofiziologija endokrinog pankreasa

Varenjem ugljenih hidrata u digestivnom traktu ve¢inom nastaje glukoza, koja
se koristi kao izvor energije u metabolickim procesima u celom telu. Hormoni svih
glavnih tipova ¢elija Langerhansovih ostrvaca ukljuceni su u regulaciju nivoa glukoze u

krvi.

Insulin je polipeptidni hormon koji direktno ili indirektno utice na
funkcionisanje ¢elija gotovo svih organa. SintetiSe se u formi prekursora, preproinsulina
na poliribozomima gER-a. Posle odvajanja kratke signalne sekvence u cisterni gER-a
nastaje proinsulin, koji se u okviru malih vezikula transportuje ka Goldzi kompleksu.
Finalna konverzija u insulin odvija se u vezikulama koje pupe sa trans strane Goldzi
kompleksa. Nakon koncentrovanja sadrzaja nastaju sekretne granule koje se prazne

procesom egzocitoze (Dodson and Steiner 1998).

Stimulus za sekreciju insulina je povecan nivo glukoze, nakon unosa hrane
bogate ugljenim hidratima, kao i prisustvo nekih aminokiselina u obroku (posebno
arginina i lizina). Insulin putem krvi dospeva do ciljnih ¢elija gde se vezuje za receptore
na ¢elijskoj membrani, ¢ija aktivacija pokre¢e dogadaje koji, izmedu ostalog, dovode do

ulaska glukoze u ¢eliju.



Insulinski receptor je heterodimerni protein, tirozin kinaza, sastavljen od po dve
a 1 B subjedinice. o subjedinice se nalaze izvan cCelije, ali su povezane disulfidnim
mostovima sa [ subjedinicama koje prolaze¢i kroz celijsku membranu prodiru u
citoplazmu celije. Vezivanjem insulina za receptor aktivira se tirozin-kinazna aktivnost
ovog receptora (Yip and Ottensmeyer 2003). Rezultat ove aktivacije je najpre
autofosforilacija unutaréelijskih domena receptora, nakon cega sledi fosforilacija i
drugih supstrata insulinskog receptora (IRS), ¢ime se ostvaruje dejstvo insulina na

razli¢ite bioloske procese.

Nakon vezivanja liganda, kao 1 ve¢ina drugih receptora za hormone, 1 insulinski
receptor se internalizuje endocitozom, formiranjem vezikula ogrnutih klatrinom ili na
drugi nacin (Fan et al. 1982, McClain and Olefsky 1988, Fagerholm et al. 2009), ¢ime
se smanjuje koli¢ina insulina u krvi (Di Guglielmo et al. 1998). U kiseloj sredini
endozoma dolazi do disocijacije insulina sa kompleksa insulin-receptor; insulin se
upucuje ka lizozomima na degradaciju a receptori se vracaju celijskoj membrani
(Carpentier 1994). Endocitoza hormonskih receptora povezana je sa endozomskom
degradacijom liganda ili liganda i receptora, §to uzrokuje nishodnu regulaciju receptora
koja vodi ka smanjenoj osetljivosti ¢elija 1 tkiva na hormon (Olefsky et al. 1982,
Marshall 1985, Smith and Jarett 1988, Geiger et al. 1989). Medutim, moguce je da je
endocitoza insulinskih receptora i deo signalnog puta, posto je maksimalna aktivnost
insulin receptorske kinaze uofena upravo u endozomskom kompartmentu (Di

Guglielmo et al. 1998, Sorkin and von Zastrow 2002).

Glavna metabolicka funkcija insulina je da ubrza i1 poveca transport glukoze u
odredene ¢elije, povecavanjem broja raspolozivih GLUT 4 glukoznih transportera. Do
toga dolazi nakon fuzije recikliraju¢ih endozoma, koji u svojoj membrani imaju
glukozne transportere, sa ¢elijskom membranom. Time se i do 10 puta povecava broj
mesta za unos glukoze u celiju. Kada insulin viSe nije dostupan, deo membrane sa
receptorima u vidu vezikula odvaja se od celijske membrane i vra¢a u unutrasnjost

¢elije, odakle se opet moze koristiti (Fawcett 1994, Guyton and Hall 2006b).

Glukagon je hormon koji se sintetiSe u o-Celijama, 1 takode je ukljuen u
regulaciju nivoa glukoze u krvi. Sekretuje se kada je smanjena koncentracija glukoze u

krvi. Glukagon preko svog glikogenolitickog efekta na hepatocite povecava
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koncentraciju glukoze u krvi. Kada se istroSe rezerve glikogena, glukagon moze

povecati glukoneogenezu (Fawcett 1994).

D-¢elije sadrze somatostatin koji suprimira oslobadanje insulina i glukagona.
Pankreasni polipeptid sintetiSe se u PP-¢elijama i1 ima brojne efekte na gastrointestinalni
trakt, poput stimulacije sekrecije zeludacnih 1 crevnih enzima 1 inhibicije crevne

peristaltike (Ross et al. 2003, Guyton and Hall 2006b).

DI1-¢elije stvaraju vazoaktivni intestinalni polipeptid (VIP) koji je poput
glukagona hiperglikemijski i glikogenoliticki hormon; takode stimuliSe sekretornu
aktivnost 1 peristaltiku creva. Enterohromafine (EC) ¢elije sintetiSu serotonin, koji
stimuliSe motilitet creva i1 sekreciju mukusa 1 digestivnih enzima, dok po podacima iz
novije literature e-Celije stvaraju grelin, oreksigenicki hormon (povecava apetit)

(Ackermann and Gannon 2007).

Varenje ugljenih hidrata

Skoro svi ugljeni hidrati koji se koriste u ishrani nalaze se u formi polisaharida
ili disaharida. Enzimski sastav pankreasnog soka moze varirati u zavisnosti od
kompozicije unete hrane (Snook 1971, Brannon 1990, Guyton and Hall 2006a). Tako na
primer ishrana bogata ugljenim hidratima indukuje selektivnu proizvodnju amilaza, a
smanjuje sintezu proteaza (Chowdhury et al. 2000, Pavelka and Roth 2005a).
Pankreasna amilaza je enzim koji hidrolizuje komleksne ugljene hidrata, pa od skroba i
glikogena nastaju uglavnom disaharidi. U membrani mikroresica enterocita, koje oblazu
povrsinu crevnih resica tankog creva, nalaze se enzimi koji su sposobni za konverziju
disaharida na konstituentne monosaharide (Gray 1971). Jedan od tih enzima je saharaza,
koja hidrolizuje saharozu do glukoze i fruktoze. Po apsorpciji i prolasku kroz enterocite,
monosaharidi se krvotokom transportuju do jetre, gde se uz pomo¢ odgovarajucih
enzima konvertuju do glukoze. Kada jetra oslobada monosaharide natrag u krv, u
pitanju je uglavnom glukoza, pa je zato preko 95% monosaharida u cirkulaciji u formi

glukoze (Guyton and Hall 2006 c, d).



Kao §to je ve¢ napomenuto, insulin znatno ubrzava olakSanu difuziju glukoze u
vecéinu Celija posredstvom membranskog proteina - glukoznog nosaca. Ciljne celije za
dejstvo insulina u prvom redu su popre¢no-prugaste misi¢ne celije, 1 u manjoj meri
adipociti, dok se unos glukoze u ¢elije jetre 1 mozga odvija nezavisno od insulina. U
jetri, glukoza se transformise u glikogen, iz koga se kasnije otpusta kako bi se odrzala
normoglikemija izmedu obroka. U miSi¢nim ¢elijama glukoza se ¢uva u vidu glikogena
ili se metaboliSe do ATP-a, a u masnom tkivu deponuje se u formi lipida. Kada nema
insulina, koli¢ina glukoze koja ulazi u ve¢inu ¢elija je nedovoljna za normalno odvijanje

metabolickih procesa (Guyton and Hall 2006d).

Ishrana bogata ugljenim hidratima i endokrini pankreas

Ishrana bogata mastima i1 prostim Secerima, uz smanjen nivo fizicke aktivnosti,
karakteristika je savremenog nacina zivota, naro€ito u industrijski razvijenim zemljama.
Rezultat ovoga je Cesta pojava razliCitih oboljenja, od gojaznosti i poviSenog krvnog

pritiska, do insulinske rezistencije i dijabetesa tipa 2.

Pri kontinuiranom dugotrajnom unosu ugljenih hidrata pankreas radi pod
povecanim opterecenjem, intenzivno proizvodeci insulin. Nakon stimulacije glukozom,
dolazi do praznjenja insulinskih granula egzocitozom. Kako bi se spreCila potpuna
degranulacija B-¢elija, koja bi dovela u pitanje mogucnost sekrecije insulina nakon
hroni¢ne stimulacije, biogeneza insulinskih granula treba da se odvija u skladu sa
brzinom egzocitoze (Hinke et al. 2004). Dakle, da bi se nadomestila rezerva insulina i
da bi se odrzala ravnoteza izmedu oslobadanja 1 unutarc¢elijskih zaliha, B-Celije treba da
ubrzaju sintezu svih konstituenata granula, i proteinskog sadrzaja i membrana (Schuit et
al. 1991). Brojne studije upuéuju na to da je veliki broj gena, koji su povezani sa
formiranjem sekretnih granula, pozitivno regulisan upravo glukozom (Guest et al. 1989,
Knoch et al. 2004), kao uostalom 1 translacija u p-Celijama (Schuit et al. 1988).
Stimulacija biosinteze insulina i drugih komponenti sekretnih granula ubrzava punjenje
gER-a proteinima koji treba da se nabiraju, savijaju. Da bi se sprecilo akumuliranje
nesavijenih proteina, integrisani ¢elijski odgovor, ,,odgovor na nesavijene proteine*

(Kaufman 2002), indukuje koordinisane promene u genskoj ekspresiji, Sto rezultira



veéim kapacitetom za nabiranje. Bez ovog kompenzatornog odgovora, koji se odvija na
nivou transkripcije i translacije, pove¢ano opterecenje sintetskog aparata u p-¢elijama
rezultovalo bi ozbiljnim stresom gER-a i nemoguénos¢u sekrecije insulina (Harding et
al. 2001, Scheuner et al. 2001). Produzena stimulacija insulin-produkujuc¢ih B-Celija
moze da uzrokuje da se fizioloski proces biosinteze insulina pretvori u patofizioloski
proces na nivou unutaréelijskih organela, pre svega gER-a, §to za krajnju posledicu

moze imati 1 gubitak B-celija.

Jedna od odlika populacije B-Celija je razlicita osetljivost na glukozu, odnosno
funkcionalna heterogenost. Prihvaceno je da funkcionalna heterogenost B-Celija postoji 1
kod pacova i kod ljudi (Pipeleers 1992, Pipeleers et al. 1994, Ling and Pipeleers 1996).
Kod ljudi, pove¢an nivo glukoze prvo povlaci za sobom smanjenje rezervi insulina, a
zatim se povecava proporcija B-Celija koje ostaju aktivirane nezavisno od akutnih
varijacija u koncentraciji glukoze, ¢ime se gubi funkcionalna heterogenost (Ling and
Pipeleers 1996). Dakle, hroni¢no povisen nivo glukoze indukuje stanje produzene
aktivacije B-Celija 1 njihovu povecanu osetljivost na glukozu. Time se zbog brzog
praznjenja rezervi insulina, smanjuje potencijal za sekreciju insulina nakon nove
stimulacije glukozom, odnosno slabi sekretni odgovor insulina (Robertson 1989, Leahy
1990, DeFronzo et al. 1992, Yki-Jarvinen 1992, Robertson et al. 1994, Weir and Leahy
1994, Ling and Pipeleers 1996, Ling et al. 1996).

Nakon dijabetogenog optere¢enja pankreasa, poput duzih perioda
hiperglikemije, formiranje novih pB-¢elija (neogeneza) doprinosi povecanju mase B-Celija
a time se povecava 1 kapacitet za sintezu/sekreciju insulina (Finegood et al. 1995,
Finegood et al. 1997, Lipsett and Finegood 2002). Ove celije ne moraju se nuzno
nalaziti u okviru Langerhansovih ostrvaca, ve¢ mogu biti pojedinacno asocirane uz
acinuse (Lipsett and Finegood 2002). Nove B-Celije formiraju se od prekursorskih ¢elija
acinusne celije (Lipsett and Finegood 2002). Takode nisu nepoznati slucajevi, narocito
tokom razvi¢a pankreasa da se javljaju populacije ¢elija koje koeksprimiraju insulin
pored josS nekog hormona endokrinog pankreasa (Movassat et al. 1997, Chung and

Levine 2010). Osim neogenezom, masa [-Celija moZze se aktivno prilagoditi povecanim
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potrebama za insulinom povecanjem veli¢ine Celija i/ili poveéanjem proliferacije i

smanjenjem smrti B-¢elija (Bonner-Weir et al. 1989, Bonner-Weir 2000).

Pankreasne B-¢elije imaju impozantnu sposobnost da odrzavaju nivo glukoze u
okviru uskih fizioloSkih granica tokom citavog zivota jedinke. Medutim hroni¢no
poviSena koncentracija glukoze u krvi moze da dovede do insulinske rezistencije,
odnosno stanja u kome insulin ne moze da obezbedi adekvatan unos glukoze u periferna
tkiva (Kahn and Flier 2000). Izgleda da je vecina slucajeva insulinske rezistencije
povezana sa smanjenim vezivanjem insulina za insulinske receptore i poremec¢ajima u
signalnom putu koji povezuje aktivaciju receptora sa mnogobrojnim unutaréelijskim
efektima. Ovo podrazumeva smanjenu aktivnost insulinskih receptora, manju koli¢inu
aktivnih intermedijara u signalnom putu insulina, ali 1 poremecaje u translokaciji GLUT

4 recikliraju¢ih endozoma (Saltiel and Kahn 2001, Kumar et al. 2005b).

Insulinska rezistencija je deo Ccitave kaskade poremecéaja koji se Cesto
oznacavaju kao ,,metabolicki sindrom*. Pored insulinske rezistencije, odlike ovog
sindroma su gojaznost i povecan nivo glukoze 1 triglicerida u krvi. Svi simptomi
metaboli¢kog sindroma blisko su povezani sa prekomernom telesnom masom, koja
nastaje kao posledica akumuliranja masnog tkiva narocito u abdomenu, oko visceralnih
organa (visceralna gojaznost). Ovaj sindrom dovodi se u vezu sa nastankom bolesti
kardiovaskularnog sistema, ali u isto vreme je 1 predispozicija za razvoj dijabetesa tipa 2
(Kahn and Flier 2000, Guyton and Hall 2006b). Insulinska rezistencija kod ljudi moze
postojati i po 10-20 godina pre ispoljavanja dijabetesa i smatra se dobrim prognostickim
faktorom za nastanak ovog oboljenja (Shulman 2000). Medutim, kod nekih ljudi i pored
dugogodisnje insulinske rezistencije, gojaznosti i vec¢ih koncentracija glukoze posle
obroka u odnosu na normalne vrednosti, ne dolazi do pojave dijabetesa tipa 2. Pankreas
ovih ljudi ocigledno je u moguénosti da sintetiSe dovoljno insulina da spreci ozbiljne
poremecaje metabolizma glukoze; postoje misljenja da je ovakva sposobnost pankreasa

geneticki uslovljena (Guyton and Hall 2006b).

Smanjena osetljivost ciljnih tkiva na metabolicke efekte insulina, karakteristicna
za dijabetes tipa 2, remeti unos ugljenih hidrata i njihovo deponovanje u ¢elije. Time se
povecava nivo glukoze u krvi, §to stimuliSe kompenzatorno povecanje sekrecije insulina

(Saltiel 2000, Guyton and Hall 2006b). U kasnijim fazama dijabetesa p-Celije se
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iscrpljuju i ne mogu da proizvedu dovoljno insulina kako bi se odrzala normoglikemija,
narocito posle unosa hrane bogate ugljenim hidratima (Kumar et al. 2005b). U literaturi
ima podataka da se u dijabetesu menja 1 morfologija B-¢elija. Promene idu u pravcu
povecanja zastupljenosti gER-a, nezrelih granula i lizozoma, dok se volumenska gustina

B-¢elija smanjuje (Gomez Dumm et al. 1989).

Posledice ishrane bogate ugljenim hidratima na egzokrini pankreas

U studijama sa infuzijom hiperosmotskim koncentracijama glukoze zabelezeno
je da dolazi do smanjenja koli¢ine te¢nosti u pankreasu (Raeder and Mathisen 1982).
Kao posledica ovog smanjenja, mogu se javiti proteinski precipitati u izvodnim

kanalima (Lipsett and Finegood 2002).

Insulin ima dugorocne efekte na regulaciju sinteze pankreasnih digestivnih
enzima, 1 kratkoro¢ne efekte kojima utiCe na stimulaciju pankreasne sekrecije, 1 u
fizioloSkim 1 patoloskim uslovima (Pap 2004). Tako, hipoinsulinemija dovodi do
pankreasne atrofije i masne infiltracije egzokrinog pankreasa (Balk et al. 1975).
Nasuprot tome, bilo endogeni ili egzogeno dodat insulin indukuju rast pankreasa i

povecanje sinteze enzima (Adler and Kern 1975, Saito et al. 1980).

Bioloski znacaj tireoidnih hormona i dejodinacija

Dejstvo tireoidnih hormona kod sisara od presudnog je znacaja u razvicu,
diferencijaciji tkiva 1 odrzanju metabolicke homeostaze (Dentice and Salvatore 2011).
Tireoidni hormoni (TH) su jodinirana jedinjenja koja utiCu na gensku ekspresiju u
bukvalno svim celijama vertebrata (Dentice and Salvatore 2011). Svoju funkciju
ostvaruju posredstvom nukleusnih receptora (TR) za koje se vezuje bioloski aktivan
hormon Stitne Zzlezde, trijodtironin (T3). Smatra se da tireoidni hormoni svoje
metabolicke efekte ostvaruju posredstvom jedne od Ccetiri izoforme receptora za
tireoidne hormone, TRal (Boelen 2009). Posto su TR zapravo transkripcioni faktori,

time se direktno utice na ekspresiju gena (Ledda-Columbano et al. 2005).
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Transport tireoidnih hormona kroz ¢elijsku membranu bitan je korak u njihovom
dejstvu. Nedavno su identifikovani TH-transportni proteini koji olakSavaju unos

tireoidnih hormona u ¢elije (Visser et al. 2008).

Minimalno aktivan tiroksin (tetrajodtironin, T4) dejodinacijom se konvertuje u
T3, preferencijalni ligand za receptore tireoidnih hormona. Uklanjanje jednog atoma
joda sa fenolnog prstena katalizuju jodotironin dejodinaze, D1 i D2. Savremena
koncepcija delovanja TH sugeriSe da i pored nepromenjene koncentracije TH u krvi,
dejstvo tireoidnih hormona na lokalnom nivou moze biti izmenjeno zbog postojanja

dejodinacije (Dentice and Salvatore 2011).

Tireoidni hormoni i pankreas

Izmenjen tireoidni status utice na mnoga tkiva i organe, ukljucujuci i pankreas
(Lu et al. 1988, Lee et al. 1989). Poznato je da tireoidni hormoni imaju znacajan uticaj
na glukoznu homeostazu. Oni stimuliSu prakti¢no sve segmente metabolizma ugljenih
hidrata, ukljuc¢uju¢i unos glukoze u ¢celije, glikolizu, glukoneogenezu, apsorpciju u
nivou gastrointestinalnog trakta, pa cak 1 sekreciju insulina sa svim posledi¢nim
efektima na metabolizam ugljenih hidrata. Svi ovi efekti verovatno su rezultat opsteg
porasta koli¢ine enzima ukljucenih u ove metabolicke puteve pod uticajem tireoidnih

hormona (Guyton and Hall 2006¢).

Primarni stimulus za sekreciju insulina, ali i za transkripciju gena za insulin 1
translaciju tako nastale iRNK, je povecanje nivoa glukoze u krvi (Permutt and Kipnis
1972, Goodison et al. 1992). Ekspresiju gena za insulin na molekularnom nivou
stimuliSu odredeni transkripcioni faktori, medu kojima su i PDX1 (pancreatic and
duodenal homeobox-1) i NeuroD1 (neurogenic differentiation 1). Oba faktora
neophodna su za odrzanje funkcije zrele B-¢elije (Andrali et al. 2008, Kaneto et al.
2009). Mnogi hormoni, ukljuc¢ujuci i T3 pozitivno reguliSu ove transkripcione faktore

(Campbell and Macftarlane 2002, Lin and Sun 2011).
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Do sada publikovani podaci koji se ti¢u koncentracije insulina u krvi u
hipotireoidizmu, naj¢eS¢em poremecaju funkcije Stitne zlezde, prilicno su

nekonzistentni 1 ¢esto kontradiktorni.

U literaturi, smanjen nivo insulina u krvi pri sistemskom hipotireoidizmu tumaci
se postojanjem negativne regulacije sekrecije insulina iz B-¢elija (Katsilambros et al.
1972, Lenzen and Bailey 1984, Cortizo et al. 1985, Gomez Dumm et al. 1985, Ramos et
al. 1998, 2001). Sa druge strane postoje indicije da se u hipotireoidizmu poboljsava
dejodinacija tiroksina, kako bi se odrzao nivo bioloski aktivnog T3 hormona, koji
ubrzava metabolizam glukoze 1 povecava insulinom posredovan unos i skladistenje

glukoze u skeletne misSi¢e 1 masno tkivo (Kohrle 2000).

Medutim, postoje 1 podaci da smanjena funkcija Stitne zlezde moze povecati
koncentraciju insulina, putem direktnog dejstva TH na povecanje osetljivosti celija
ostrvaca na glukozu i/ili smanjenom stopom degradacije insulina (Elgee and Williams
1955). Kod ljudi smanjena stopa degradacije insulina u hipotireoidizmu smanjuje
potrebu za insulinom. Tako, iako je sekrecija insulina smanjena, odrzava se

normoglikemija zbog duzeg poluzivota insulina (Handisurya et al. 2008).

Moguée je da je ova nekonzistentnost podataka posledica razlicitih
eksperimentalnih uslova, starosti zivotinja, ali ne sme se potpuno iskljuciti ni uticaj
iznenadujuce varijabilnosti u osetljivosti tkiva na glukozu/insulin i tireoidne hormone

medu pojedinim jedinkama (Heath et al. 1977).

Hipotireoidizam je praden i brojnim poremecajima u metabolizmu lipida,

ukljucujuéi povisen nivo triglicerida i LDL holesterola (Wu 2000).

U literaturi postoje podaci koji hipotireoidizam dovode u vezu sa pojavom
insulinske rezistencije (Brenta et al. 2009, Brenta 2011), ¢ime se stvara pogodan teren
za nastanak dijabetesa. Koegzistencija poremecaja funkcije Stitne Zlezde i dijabetesa

pokazana je 1 u klini¢koj praksi (Wu 2000).

Metimazol je antitireoidni lek koji inhibira sintezu hormona titne zlezde. Cesto
se koristi u humanoj medicini za leCenje hipertircoidizma, ali i za indukovanje

hipotireoidizma u eksperimentalnim uslovima. U literaturi postoje podaci koji govore o
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zaStitnom dejstvu hipotireoidizma u akutnom pankreatitisu (Zhang et al. 1992a), ali i o

tome da metimazol moze pogorsati pankreatitis (Taguchi et al. 1999).

Pankreatitis je zapaljensko oboljenje pankreasa, Cija etiologija nije sasvim
razjasnjena. Na nivou acinusnih ¢elija pankreatitis ima odlike bolesti lizozomskog
sistema, odnosno prisutne su velike autofagne vakuole sa delimi¢no razlozenim
sadrzajem (Mareninova et al. 2009). Dve glavne patoloske promene acinusnih celija u
pankreatitisu su formiranje vakuola i aktivacija tripsinogena (Mareninova et al. 2009).
Acinusne celije koje stvaraju proteoliticke enzime simultano sekretuju i inhibitor
tripsina, koji sprecava aktivaciju tripsina unutar ¢elija i u kanalima pankreasa. U slu¢aju
aktivacije digestivnih enzima pre dospec¢a u lumen creva, dolazi do digestije tkiva
pankreasa, odnosno do pankreatitisa (Guyton and Hall 2006a). Smatra se da se
aktivacija pankreasnih enzima, njihovo oslobadanje u intersticijum, formiranje
slobodnih radikala i oslobadanje hemoatraktanata koji privlace heterofilne granulocite u
oblast inflamacije nalaze u osnovi patofiziologije ovog potencijalno letalnog oboljenja
(Banks 1997). Tireoidni hormoni mogu imati ulogu u svakom od ovih patoloskih
dogadaja (Yonetci et al. 2002). Interesantno je da ukoliko patoloske promene
karakteristicne za pankreatitis otpo¢nu, tada ga i fizioloske doze tireoidnih hormona

mogu pogorsati (Zhang et al. 1992a, b).

Do pojave pankreatitisa moze do¢i i1 nakon opstrukcije izvodnih kanala

proteinskim precipitatima, a kao posledica hiperosmotske ishrane (Friess et al. 1998).
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2.CILJ

Osnovni cilj ove teze bio je da se detaljnom analizom stekne uvid u morfo-
funkcionalne karakteristike pankreasa pacova pod uticajem ishrane obogacene

saharozom, u uslovima sistemskog hipotireoidizma indukovanog metimazolom.

Analizirani su prevashodno morfoloski aspekti adaptacije pankreasa na
izmenjenu homeostazu, ali pracene su i tumacene promene relevantnih biohemijskih

parametara krvi, kao $to su nivoi insulina i tireoidnih hormona, glukoze i triglicerida.

Na nivou svetlosne mikroskopije proucavani su preparati koji pruzaju uvid u
opstu histolosku gradu pankreasa pod precizno definisanim eksperimentalnim uslovima.
StereoloSkom analizom utvrdena je zastupljenost pojedinih histoloskih konstituenata u
gradi pankreasa, broj 1 masa Langerhansovih ostrvaca i pojedina¢nih endokrinih ¢elija u

okviru njih.

Primenom imunohistohemijskih metoda dobijene su informacije o sintetskoj
aktivnosti 1 funkcionalnom statusu pojedinih endokrinih ¢elija, prisustvu aktiviranih
stelatnih ¢elija, a u kombinaciji sa primenom propidijum jodida pracena je dinamika

populacije ¢elija egzokrinog i endokrinog pankreasa.

Ultrastrukturne promene celija pankreasa izazvane specificnim uslovima
eksperimenta izuavane su na nivou transmisione elektronske mikroskopije. Analizirano
je u kojim pravcima se odvija remodeliranje, prevashodno acinusnih i B-¢elija, 1
utvrdivano je koji su Celijski procesi favorizovani, a koji usporeni. Stereoloskom
analizom brojnosti i veli¢ine sekretnih granula B-¢elija dobijen je uvid ne samo u
sintetsku, ve¢ 1 u sekretnu aktivnost ovih c¢elija, u eksperimentalnim uslovima koji

antagonisticki deluju na regulaciju funkcije pankreasa.

Sveobuhvatnom morfoloSkom analizom pankreasa i1 njegovih celija sa
egzokrinom 1 endokrinom funkcijom, dobijen je uvid o pravcima i modalitetima
strukturnog prilagodavanja pankreasa na povecano funkcionalno opterecenje u uslovima

narusenog tireoidnog statusa.
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3. MATERIJAL I METODE

Eksperimentalne Zivotinje i primenjeni tretmani

Muzjaci pacova Wistar soja stari 8 nedelja, prosecne telesne mase 210+35 g
koriséeni su u eksperimentu koji je trajao tri nedelje. Zivotinje su bile prilagodene na
dvanaesto¢asovnu dnevno-no¢nu ritmiku i drZzane su na temperaturi od 21+1 °C. Pet
dana pre pocetka tretmana pacovi su pojedinacno rasporedeni u plasti¢ne kaveze kako bi
se privikli na solitarnost. Zivotinje su hranjene standardnom hranom za laboratorijske

pacove, u peletiranom obliku (Veterinarski zavod Subotica, Srbija).

U zavisnosti od tecnosti koju su pile ad lib, zivotinje su podeljene u Cetiri grupe.
Kontrolna (K, n=6) grupa zivotinja pila je cesmensku vodu, Zivotinje tretirane
metimazolom (M grupa, n=6) unosile su 0.02% rastvor metimazola (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) u ¢esmenskoj vodi, dok je saharoznoj (S, n=8) grupi davano da piju 10%
rastvor saharoze (BioChemika Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) u ¢esmenskoj
vodi. Pacovi poslednje (MS, n=8) grupe pili su kombinovani rastvor metimazola i
saharoze u Cesmenskoj vodi, istith koncentracija kao i M, odnosno S grupa. Tokom
tretmana pracen je 1 meren unos te¢nosti i hrane na osnovu koga je preracunat ukupni
dnevni energetski unos. Standardna hrana imala je energetsku vrednost od 11 kl/g, a

saharoza ima 16.7 kJ/g.

Zivotinje su gajene u skladu sa preporukama za negu laboratorijskih Zivotinja, a
eksperimentalni tretman odobrio je Eticki komitet Bioloskog fakulteta, Univerziteta u

Beogradu.

Dvadeset drugog dana eksperimenta, u prepodnevnim Casovima zivotinjama je

izmerena telesna masa, a zatim su zrtvovane dekapitacijom.

Odredivanje biohemijskih parametara

Prilikom Zrtvovanja sakupljena je krv iz trupa Zivotinja, koja je ostavljena 30-45
minuta na sobnoj temperaturi da koaguliSe. Zatim je centrifugirana 10 minuta na 3000

obrtaja po minuti, kako bi se izdvojio serum u vidu supernatanta.
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Koncentracije glukoze i triglicerida u serumu odredivane su spektrofotometrijski
(GOD-PAP, odnosno PAP metodom), dok je RIA metod sluzio za merenje
koncentracija insulina, ukupnog trijodtironina (T3) i tiroksina (T4) u serumu (INEP,

Zemun, Srbija).

Priprema materijala za analizu na nivou svetlosne mikroskopije

Pankreas je izolovan, na ledu ocis¢en od okolnog vezivnog i masnog tkiva i
fiksiran u 10% (v/v) rastvoru formalina u 0.1 M fosfatnom puferu, pH 7.4. Izmerena je
masa pankreasa, a zatim je svaki organ podeljen na 8 priblizno jednakih delova. Prema
sistemati¢no nasumi¢nom uzorkovanju (Gundersen and Jensen 1987) svaki drugi komad
tj. blok tkiva ukalupljen je u parafin. Iz preostalih delova organa uzimani su isecci za

kalupljenje za elektronsku mikroskopiju.

Sprovodenje tkiva do parafina podrazumevalo je ispiranje od formalina tokom
no¢i u tekucoj vodi. Materijal je zatim dehidratisan kroz seriju rastvora etanola rastu¢ih

koncentracija (od 30% do 100%), prosvetljen u ksilolu i ukalupljen u Bioplast.

Parafinski kalupi tkiva seceni su rotacionim mikrotomom Spencer (No. 820,
American Optical Company, Buffalo, NY, USA). Preseci debeli 5 pm nanoSeni su na
zelatinizirane ili SuperFrost predmetne plocice 1 zatim bojeni na odgovaraju¢i nacin,

radi analiziranja na svetlosnom mikroskopu.

Bojenje tkiva hematoksilinom i eozinom

Preseci tkiva bojeni hematoksilinom 1 eozinom sluzili su za proucavanje opsteg
plana grade organa. Pre bojenja sa preseka tkiva morao je da se ukloni parafin, koji je
olakSavao njegovo se€enje, i preseci ,,dovedu do vode™ kako bi se omogucéilo njihovo
bojenje bojama rastvorljivim u vodi. Ovo je podrazumevalo deparafinisanje tkiva u
ksilolu (dve promene po 5 min), i rehidrataciju preseka kroz nekoliko rastvora etanola
opadajucih koncentracija (od 100% do 70%, po 5 min), do destilovane vode. Zatim su

preseci bojeni sveze profiltriranim hematoksilinom, pa potom i eozinom. U cilju

18



dobijanja trajnih preparata uzorci su dehidratisani sprovodenjem kroz 95% i 100%

etanol, nakon Cega je sledilo prosvetljavanje u ksilolu i montiranje u DPX-u.

Preseci obojeni hematoksilinom 1 eozinom posmatrani su na Zeiss
Axiolmager.M1 mikroskopu, 1 snimani kamerom AxioCam MRc5, uz koris€enje

AxioVision 4.8 softvera.

Bojenje AZAN-om

Za stereolosku analizu egzokrinog pankreasa kori$¢eni su preseci bojeni AZAN
(skracenica od AZokarmin-ANilin plavo) metodom. To je zapravo modifikovano
trihromno bojenje po Malori-ju, pogodno za jasno uocavanje vezivnog tkiva. Preseci
tkiva su posle deparafinizacije i1 rehidratacije bojeni u vodenom rastvoru azokarmina B,
kratko diferencirani u anilin alkoholu, izlagani dejstvu S$tavila (vodeni rastvor
fosfovolframske kiseline) 1 na kraju bojeni u anilin plavo — oranz G vodenom rastvoru.
Ovim postupkom kolagena vlakna vezivnog tkiva boje se izrazito plavo, acinusi

egzokrinog pankreasa karmin crveno, dok su Langerhansova ostrvca narandzasta.

Imunohistohemija

Sva imunohistohemijska bojenja izvedena su primenom LSAB (labeled
streptavidin biotin) metode. Ova visokosenzitivna metoda podrazumeva upotrebu
biotinizovanog sekundarnog antitela koje povezuje kompleks antigen/primarno antitelo
sa streptavidin-peroksidaza konjugatom, koji postaje vidljiv nanoSenjem odgovarajuceg

hromogenog supstrata.

U ovoj metodi, posle standardne deparafinizacije 1 rehidratacije, pozadinsko i
nespecifi¢no bojenje tkiva smanjuje se na minimum blokiranjem aktivnosti endogene
peroksidaze (primenom vodonik peroksida) i inkubacijom sa blokirajuéim serumom.
Zatim sledi inkubacija sa primarnim antitelima, adekvatnih razblaZzenja 1 u odredenom

trajanju.
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Za demonstriranje B-, a-, D- i PP-Celija inkubacija sa primarnim antitelima
trajala je 60 minuta i odvijala se na sobnoj temperaturi. Prisustvo insulina u p-¢elijama
detektovano je primenom monoklonskog antitela miSa (mouse monoclonal NCL-
insulin, Novocastra, razblazenja 1:100). Primarna poliklonska antitela zeca koris¢ena su
za obelezavanje glukagona u citoplazmi a-¢elija (rabbit polyclonal A0565, Dako, 1:75),
somatostatina u D-Celijama (rabbit polyclonal A0566, Dako, 1:500) i pankreasnog
polipeptida u PP-¢elijama (rabbit polyclonal A0619, Dako, 1:500).

Kako bi se uocile celije u nekoj od faza deobe koris¢eno je monoklonsko
antitelo misa Ki67 (M7248, DakoCytomation, 1:30). Inkubaciji sa primarnim antitelom
(30 min na sobnoj temperaturi) prethodilo je otkrivanje epitopa primenom toplote (20

min u 10 mM citratnom puferu, pH 6 na 100 °C).

Primarno poliklonsko antitelo zeca PDX1 (rabbit polyclonal ab47267, Abcam,
1:750) upotrebljeno je za demonstriranje celija koje eksprimiraju ovaj transkripcioni

aktivator gena za insulin (inkubacija preko no¢i, na 4 °C).

Kako bi se identifikovale eventualno aktivirane stelatne ¢elije u pankreasu, na
preseke je naneto primarno poliklonsko antitelo zeca za a-SMA (smooth muscle actin)
(ab5694, Abcam, 1:400). Inkubaciji sa ovim antitelom (60 min, na sobnoj temperaturi)
prethodilo je otkrivanje epitopa toplotom (15 min u 10 mM citratnom puferu, pH 6 na

100 °C).

Nakon zavrSene inkubacije primarnim antitelima, na preseke je nanoSeno
biotinilizovano sekundarno antitelo (anti-misije 1 anti-zecije, Mouse and Rabbit Specific
HRP/DAB detection IHC kit, ab64264, Abcam), pa zatim i streptavidin peroksidaza.
Bojenje je zavrSeno nakon inkubacije u rastvoru koji sadrzi DAB i1 njegov supstrat.
Nukleusi su kontra-obojeni Majerovim hematoksilinom, nakon c¢ega je usledila
dehidratacija, prosvetljavanje 1 montiranje preparata u DPX-u. Pod svetlosnim

mikroskopom jasno se uocava braon obojeni proizvod reakcije.

Svi imunohistohemijski obojeni preparati posmatrani su na Leica DMRB
svetlosnom mikroskopu i fotografisani koris¢enjem JVC TK 1280E Video Camera

(Leica) i QWin programa (Leica).
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Specifi¢no prikazivanje apoptotskih promena propidijum jodidom

Za demonstriranje prisustva mrtvih ¢elija u tkivu, preseci su nakon
deparafinizacije 1 rehidratacije inkubirani u vodenom rastvoru propidijum jodida
(Img/ml) 10 minuta, isprani u ¢esmenskoj vodi 1 montirani u glicerolu. Propidijum
jodid vezuje se za nukleuse svih ¢elija, posto je u pitanju tkivo fiksirano u formalinu.
Medutim, apoptotske ¢elije poseduju kondenzovane nukleuse koji se ovim postupkom

boje intenzivnije crveno.

Preseci obojeni propidijum jodidom posmatrani su na fluorescentnom
mikroskopu Zeiss Observer.Z1 i1 fotografisani AxioCam MR3 kamerom uz upotrebu

AxioVision Rel4.7 softvera.

Priprema materijala za pravljenje polutankih i ultratankih preseka

Posle fiksacije pankreasa u formalinu, isecci tkiva velic¢ine oko 1 mm’ uzimani
su iz delova organa koji su preostali nakon odabira tkiva za sprovodenje do parafinskih
kalupa za svetlosnu mikroskopiju. Uzorci tkiva ispirani su tokom tri dana u tri promene
fosfatnog pufera, a zatim fiksirani u 2.5% rastvoru glutaraldehida u 0.1 M fosfatnom
puferu (pH 7.4), 60 min na 4 °C. Potom je usledila jednoCasovna postfiksacija tkiva u
1% rastvoru osmijum tetroksida u 0.1 M fosfatnom puferu. Tkivo je dehidratisano
sprovodenjem kroz rastvore etanola rastucih koncentracija (50%, 70%, 96%, 100%), da
bi se kasnije u tkivo postupno uvodio propilen oksid, najpre u 1:1 (v/v) rastvoru sa
etanolom, a zatim Cist. Propilen oksid istiskuje alkohol iz tkiva i omoguéava prodiranje
smola (Araldit). Prozimanje tkiva smolama takode se obavljalo postepeno, izlaganjem
tkiva najpre manje viskoznim, pa viskoznijim rastvorima smola (u rastvoru sa propilen
oksidom, postupno je povecavan udeo smola), da bi se tkivo zatim prepustilo dejstvu
Cistog Araldita, u tri promene na 45 °C. Finalno kalupljenje tkiva u ¢istoj smoli trajalo

je 72 sata, na 50 °C.

Ultramikrotomom Leica EM UC6 opremljenim staklenim noZem seceni su
preseci debljine 1 um (polutanki, semi-fine preseci), koji su nanoSeni na predmetne

plocice 1 zatim bojeni.
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Na istom mikrotomu, ali dijamantskim (Diatome, Switzerland) noZzem pravljeni
su ultratanki preseci debljine oko 100 nm, koji su nanoSeni na bakar-paladijumske

mrezice.

Bojenje polutankih preseka

Polutanki preseci bojeni su 1% rastvorom toluidin plavog u destilovanoj vodi,
uz dodavanje rastvora Na-tetraborata. Ovi preseci sluzili su za analizu opste histoloske
organizacije pankreasa na nivou svetlosne mikroskopije, kao 1 za odabiranje

najpogodnijeg mesta za ultrastrukturnu analizu.

Polutanki preseci posmatrani su na Leica DMRB svetlosnom mikroskopu 1
fotografisani koris¢enjem JVC TK 1280E Video Camera (Leica) i QWin programa
(Leica).

Kontrastiranje ultratankih preseka

Ultratanki preseci kontrastirani su uranil acetatom i olovo citratom u Leica EM
STAIN (Leica Microsystems, Germany) aparatu za automatsko kontrastiranje. Ovako
pripremljen materijal posmatran je na Philips CM 12 transmisionom elektronskom
mikroskopu (FEI, The Netherlands) i fotografisan SIS MegaView III CCD digitalnom

kamerom (Olympus Soft Imaging Solutions).

StereoloSka ispitivanja

Stereoloska ispitivanja na nivou svetlosne mikroskopije
StereoloSka ispitivanja egzokrinog pankreasa

Stereoloska analiza egzokrinog pankreasa imala je za cilj da se utvrdi
procentualno ucesc¢e pojedinih komponenti, tj. faza (acinusa, vezivnog tkiva, izvodnih

kanala, krvnih sudova i eventualno nerava) u okviru organa i proceni da li se
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zastupljenost pojedinih faza razlikuje u zavisnosti od primenjenog eksperimentalnog
tretmana. Iz Cetiri bloka pankreasa po Zivotinji, nasumicno izabrana, napravljeni su
preseci tkiva 1 obojeni AZAN-om. Iz srediSnjeg regiona svakog bloka izabran je po
jedan reprezentativni presek na kome je koriS¢enjem mreznog sistema prebrojavan broj
pogodaka koji su padali na svaku od faza od interesa. Za acinuse, kao najzastupljeniju
fazu, bile su dovoljne dve testne tacke (mrezni sistem A 2), dok je za sve ostale faze
primenjivana mrezica sa 20 testnih tacaka po vidnom polju (mrezni sistem A 20), pri
uveli¢anju objektiva x40 (Slika 3.1.). Na osnovu prethodno sprovedenog pilot testiranja
utvrdeno je da nema statisticki znacajne razlike kada se obradi 30% ili 100% svakog
preseka, tako da je stereoloSka analiza egzokrinog pankreasa podrazumevala obradu

30% nasumicno, ali sistemati¢no odabranih vidnih polja.

R ETE

Slika 3.1. Izgled reprezentativnog vidnog polja pankreasa kontrolne Zivotinje sa testnim
sistemom od dve taCke za procenu zastupljenosti acinusa, odnosno 20 tacaka za sve

druge faze od interesa. Orig. uveli¢anje x40.
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Stereolosko ispitivanje egzokrinog pankreasa izvedeno je posmatranjem preseka
tkiva na Olympus BX51 mikroskopu, opremljenom Olympus U-TV0.5XC-3 kamerom i

koris¢enjem Visiopharm Integrator System softvera.

StereoloSka ispitivanja endokrinog pankreasa

StereoloSka analiza Langerhansovih ostrvaca i njegovih insulin-, glukagon-,
somatostatin- 1 pankreasni polipeptid-produkujucih ¢elija izvedena je ,,point counting*
tehnikom, uz koriS¢enje Weibel-ove mnogonamenske testne mrezice M 42 (Weibel
1979). Weibel-ova testna mrezica postavljena u okular Nikon mikroskopa sluzila je za
odredivanje broja testnih tacaka koje padaju na strukture od interesa, na presecima tkiva
obojenim odgovaraju¢om imunohistohemijskom metodom. Za odredivanje dijametra
ostrvaca koriS¢ena je mikrometarska okularna skala. Sva merenja vrSena su na po tri
preseka po pankreasu, pri uvelicanju objektiva x10 za Langerhansova ostrvca i x40 za

pojedinacne ¢elije unutar ostrvaca.

Stereoloska ispitivanja Langerhansovih ostrvaca

Na osnovu stereoloskih i morfometrijskih ispitivanja odredene su zapreminska

gustina, numericka gustina, apsolutni broj ostrvaca, njihova masa i dijametar.

Zapreminska (volumenska) gustina (V,f) faze od interesa dobija se po formuli
Vs = P¢/Py, tj. tako Sto se broj pogodaka na ispitivanu fazu (Pg) podeli s brojem
pogodaka koji su padali na citav presek pankreasa (P;). Ova stereoloSka varijabla
pokazuje koliki deo sveukupnog tkiva zauzima proucavana faza, odnosno koliki je

procenat ispitivane faze u jedinici volumena.

Numericka gustina (Ny) daje podatak o tome koliko ima odredenih Cestica u
jedinici prostora i izracunata je po metodi DeHoff i Rhines-a, kako je opisano kod
Aherne i Dunnill-a (1982a): N, =k/B x YNA*/V,, gde je k/B konstantna vrednost i iznosi
1.485 za sferu, Sto je oblik ve¢ine Langerhansovih ostrvaca. Za ovu formulu, osim

volumenske gustine (V,) potreban je i podatak o broju profila Cestica u ravni preseka
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(Na), Sto se izraCunava tako Sto se broj Cestica od interesa, tj. ostrvaca (N), podeli sa
testnom povrSinom, odnosno povrSinom preseka pankreasa (A;), Nao = N/A. Testnu
povr§inu odredujemo po formuli A, = P, x ¥3/2 x d*, gde je P, broj pogodaka na preseku,

a d je duzina testne linije i zavisi od uvelicanja objektiva mikroskopa.

Apsolutni broj ostrvaca (N) dobija se kada se numericka gustina ostrvaca (Ny)
pomnozi s apsolutnom zapreminom pankreasa (V), N = N, x V. Apsolutna zapremina
pankreasa izracunata je na osnovu mase pankreasa (W) po formuli: V (ml) = 0.95 x W

(2) (Aherne and Dunnill 1982b).

Masa ostrvaca (m) izracunava se mnozenjem volumenske gustine ostrvaca (Vy)

sa masom pankreasa (W), m =V, x W.

Volumen ostrvaca (V,) dobija se kori§éenjem formule V, = n/6 x d&°, gde je d
srednji precnik ostrvaca. Srednji precnik ostrvaca predstavljen je aritmetickom sredinom
najmanjeg i najveceg precnika, koji su jedan u odnosu na drugi postavljeni pod pravim

uglom.

Stereoloska ispitivanja pojedinih endokrinih celija Langerhansovih ostrvaca

StereoloSka ispitivanja endokrinih ¢elija pankreasa sprovedena su na
imunohistohemijski obojenim presecima tkiva. Odredivan je broj pojedinih endokrinih
¢elija po ostrvcu, volumenska gustina odredenog tipa ¢elija u okviru ostrvca, povrSina
preseka pojedinacne endokrine Celije 1 masa ¢elija. Svaka grupacija endokrinih ¢elija u

kojoj se moglo jasno uociti Cetiri ili vise ¢elija tretirana je kao ostrvce.

Broj pojedinih endokrinih ¢elija po ostrvcu dobijen je deljenjem broja odredenih
¢elija (njihovih jedara) s brojem ostrvaca. Volumenska gustina odgovarajucih
endokrinih ¢elija odredivana je po istoj formuli kao 1 zapreminska gustina
Langerhansovih ostrvaca, tako §to se broj pogodaka na konkretne endokrine Celije delio
s brojem pogodaka na ostrvce. PovrSina profila individualne endokrine ¢elije odredenog
tipa izracunata je tako Sto je ukupna povrSina odredenih endokrinih ¢elija u ostrvcu

deljena sa brojem nukleusa tog tipa celija. Masa pojedinih tipova endokrinih celija
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dobijena je mnozenjem volumenske gustine tog tipa Celija sa masom Langerhansovih

ostrvaca.

Stereoloska ispitivanja na nivou elektronske mikroskopije

Sa elektronskih mikrografija pB-¢elija odredivan je broj granula po jedinici povrSine,
koriS¢enjem Image J 1.45 softvera. Ovi snimci posluzili su i za procenu odnosa zrelih
naspram nezrelih granula u zavisnosti od primenjenog tretmana. Takode, odredivana je 1
prosecna povrSina profila elektron-gustog dela granule, na oko 300 granula po grupi.

Obradeno je minimum 15 fotografija po grupi, snimanih pod uveli¢anjem x8800.

Statisticka obrada rezultata

Za sve brojCane vrednosti rezultata merenja odredene su srednje vrednosti i

standardne greske.

Dvofaktorskom analizom varijanse (faktori su tretman metimazolom 1 ishrana
saharozom), i to dvofaktorskim MANOVA i dvofaktorskim ANOVA testovima utvrden
je nivo razlika osobina izmedu Cetiri eksperimentalne grupe. MANOVA test koriS¢en je
kao preliminarni test da bi se za odredenu grupu varijabli utvrdilo da 1i razlike medu
grupama postoje. U slucaju da je MANOVA testom utvrdeno da razlike na osnovu dva
faktora ne postoje, dalje statistiCke analize nisu radene. U suprotnom, ako je na osnovu
MANOVA testa utvrdeno postojanje razlika za grupu varijabli, detaljnija slika za svaku
varijablu ponaosob dobija se dvofaktorskim ANOVA testovima. S obzirom na to da
dvofaktorska analiza varijanse daje informaciju samo o tome da li se Cetiri analizirane
grupe razlikuju uzimajuéi u obzir tretman i ishranu, a bez detalja o odnosima svake
grupe sa svakom, uradena je i post-hoc Bonferroni korigovana analiza varijanse za

multipla poredenja.

StatistiCka analiza podataka uradena je pomocu softverskog paketa Statistica 7.
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4. REZULTATI

Eksperimentalne Zivotinje i primenjeni tretman

Efekat eksperimentalnih uslova na ishranu Zivotinja i energetski unos

Tokom tronedeljnog eksperimenta sve zivotinje bile su dobrog zdravlja i vitalne.
Nadgledanjem unosa tecnosti (kako bi se pratio unos metimazola i saharoze) i hrane
mogao se precizno izracunati ukupan dnevni unos energije zZivotinja (Tabela 1). Na
prosecni dnevni unos hrane i tecnosti, kao i1 na ukupan energetski unos uticali su i
tretman metimazolom i ishrana obogacena saharozom (Tabela 2). Zivotinje svih
eksperimentalnih grupa unosile su statisticki znacajno manje hrane u poredenju sa
kontrolnom grupom (Tabele 1 i 3). Iz Tabele 1 vidi se da su Zzivotinje tretirane
metimazolom (M 1 MS grupa) unosile manje te¢nosti od kontrolne grupe, premda je
statisticka znacajnost registrovana samo za MS grupu, dok je S grupa pila znac¢ajno vise
od zivotinja svih drugih grupa (Tabele 1 i 4). Tokom eksperimenta primeceno je da su

zivotinje S grupe viSe i urinirale.

Tabela 1. Unos hrane, te¢nosti i ukupan energetski unos

K M S MS
Prosek dnevnog unosa hrane (g) 28.4+0.6 22.6+0.6 21.4+1.0 20.6+0.9
Prosek dnevnog unosa tecnosti (ml) 42.4+1.2 33.6£1.6 79.5+£3.3  32.8+1.0
Ukupan energetski unos (kJ) 312.0+6.8 248.9+6.2 370.7+12.9 282.3+10.2

Tabela 2. Univarijantna dvofaktorska analiza varijanse (faktori su metimazol i
saharoza) unosa hrane, tecnosti i ukupnog energetskog unosa. F — vrednost F testa; p —

statisticka znacajnost. Vrednosti p < 0.05 bold.

Metimazol Saharoza M*S
F p F p F p

Prosek dnevnog
unosa hrane (g)
Prosek dnevnog
unosa tecnosti (ml)
Ukupan energetski
unos (kJ)

13.930 0.0010 26.223 0.0000 7.912 0.0096

165.029  0.0000 70.171 0.0000 76.558  0.0000

53.37 0.0000 19.76 0.0002 1.48 0.2351
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Tretman metimazolom uticao je na statisticki znacajno smanjenje energetskog
unosa, dok je ishrana obogacena saharozom povecavala proseni dnevni energetski
unos. Udruzeno dejstvo metimazola 1 saharoze priblizilo je energetski unos nivou

kontrolne grupe (Tabele 11 5).

Tabela 3. Bonferoni korigovana statisticka znacajnost analize varijanse unosa hrane za

cetiri grupe

Prosek dnevnog unosa hrane (g)

K M S MS
K
M 0.0014
S 0.0000 1.0000
MS 0.0000 0.6945 1.0000

Tabela 4. Bonferoni korigovana statisticka znacajnost analize varijanse unosa te¢nosti

za Cetiri grupe

Prosek dnevnog unosa tecnosti (ml)

K M S MS
K
M 0.0734
S 0.0000 0.0000
MS 0.0253 1.0000 0.0000

Tabela 5. Bonferoni korigovana statisticka znacajnost analize varijanse ukupno unete

energije za Cetiri grupe

Ukupan energetski unos (kJ)

K M S MS
K
M 0.0030
S 0.0031 0.0000
MS 0.3265 0.1899 0.0000
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Dejstvo eksperimentalnih uslova na rast Zivotinja, masu i volumen pankreasa

U Tabeli 6 prikazane su srednje vrednosti i standardne greske pracenih osobina u

okviru Cetiri grupe Zivotinja.

Tabela 6. Masa zivotinja, masa i volumen pankreasa

K M S MS
Pocetna telesna masa (g) 217.54£9.6 218.0+£7.4 213.6+6.4 214.8+6.7
Zavrsna telesna masa (g) 352.74£9.5 293.0+£5.9  363.1+13.8  297.348.6
Prirast mase (g) 135.2+1.8 75.0+£6.8 149.5+8.0 82.5+4.8
Masa pankreasa (g) 1.11+0.05 0.82+0.02 0.83+0.06 0.86+0.07
Relativna masa pankreasa (g) 0.314+0.015 0.279+£0.006 0.230+0.014 0.288+0.021
Volumen pankreasa (ml) 1.05+0.05 0.78+0.02 0.79+0.06 0.82+0.06

Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je da na promenu telesne mase uticaj
ima tretman metimazolom (Tabela 7). Naime, u grupama tretiranim metimazolom (M 1
MS grupe) primecéeno je statisticki znacajno zaostajanje u rastu u odnosu na K i S grupe

(Tabele 61 8).

Tabela 7. Univarijantna dvofaktorska analiza varijanse (faktori su metimazol i
saharoza) prirasta mase zivotinja, mase i volumena pankreasa. F — vrednost F testa; p —

statistiCka znacajnost. Vrednosti p < 0.05 bold.

Metimazol Saharoza M*S
F p F p F p

Prirast 10473 0.0000 3.09 0.0917 030  0.5875
mase (g)

Masa 5.16 0.0324 4.02 0.0564 730  0.0125
pankreasa (g)

Relativna masa 0.55 0.4673 5.52 0.0273 846  0.0077
pankreasa (g)

Volumen

5.1446 0.0326 4.0078 0.0567 7.2917  0.0125
pankreasa (ml)

29



Tabela 8. Bonferoni korigovana statisticka znacajnost analize varijanse prirasta mase

Zivotinja za Cetiri grupe

Prirast mase (g)

K M S MS
K
M 0.0000
S 0.6953 0.0000
MS 0.0000 1.0000 0.0000

Tabela 9. Bonferoni korigovana statisticka znacajnost analize varijanse mase pankreasa

za Cetiri grupe

Masa pankreasa (g)
K M S MS
K
M 0.0186
S 0.0169 1.0000
MS 0.0352 1.0000 1.0000

Tabela 10. Bonferoni korigovana statisticka znacajnost analize varijanse relativne mase

pankreasa za Cetiri grupe

Relativna masa pankreasa (g/100 g TM)

K M S MS
K
M 0.9844
S 0.0064 0.2338
MS 1.0000 1.0000 0.0616

Tabela 11. Bonferoni korigovana statisticka znaCajnost analize varijanse volumena

pankreasa za Cetiri grupe

Volumen pankreasa (ml)

K M S MS
K
M 0.0187
S 0.0170 1.0000
MS 0.0355 1.0000 1.0000
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Na razlike medu grupama u masi pankreasa tretman metimazolom prevashodno
je uticao na apsolutnu masu organa, dok je pre svega ishrana obogacena saharozom
uticala na relativnu masu pankreasa (Tabela 7). Masa pankreasa je pod svim
eksperimentalnim uslovima znacajno manja u odnosu na masu pankreasa kontrolnih
zivotinja (Tabele 6 i1 9). Medutim, relativna masa pankreasa statisti¢ki je znac¢ajno niza

samo kod S grupe Zivotinja u poredenju sa svim drugim grupama (Tabele 6 i1 10).

Volumen pankreasa smanjio se kod svih eksperimentalnih grupa u odnosu na

kontrolu (Tabele 61 11).

Uticaj uslova eksperimenta na koncentraciju odabranih biohemijskih parametara

u serumu

U Tabeli 12 prikazane su vrednosti pra¢enih biohemijskih parametara u serumu

eksperimentalnih Zivotinja.

Tabela 12. Koncentracije glukoze, insulina, triglicerida i tireoidnih hormona u serumu

K M S MS
Glukoza (mmol/l) 7.12£0.13  6.67£0.12 7.65+0.17  6.96+0.11
Insulin (mIU/) 90.72+11.42 68.30+£5.17 91.91+£6.99 105.314+22.06
Trigliceridi (mmol/1) 1.42+0.12  0.82+0.10 1.46+0.08  0.89+0.13
T3 (nmol/1) 1.23+0.10  0.97+£0.06 1.40+0.12  0.96+0.08
T4 (nmol/l) 88.50+£3.07 3.42+0.56 94.50+£8.63 3.55+1.16

lako se iz Tabele 12 vidi da postoji tendencija ka povecanju koncentracije
insulina u krvi MS grupe Zivotinja, dvofaktorska analiza varijanse nije pokazala
postojanje razlika medu grupama (Tabela 13). Na koncentraciju glukoze u serumu uticaj
imaju 1 tretman metimazolom i ishrana obogacena saharozom, dok su svi ostali

biohemijski parametri samo pod uticajem tretmana metimazolom (Tabela 13).

Iako su koncentracije oba hormona Stitne zlezde pod uticajem metimazola,
njihov odgovor na tretman donekle je razliCit. Za koncentraciju T3 postoji trend

smanjenja kod metimazolom tretiranih Zivotinja (M i MS grupe) u odnosu na K grupu
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Tabela 13. Univarijantna dvofaktorska analiza varijanse (faktori su metimazol i

saharoza) koncentracije glukoze, insulina, triglicerida i tireoidnih hormona u serumu. F

— vrednost F testa; p — statistiCka znacajnost. Vrednosti p < 0.05 bold.

Metimazol Saharoza M*S
F p F p F p

Glukoza (mmol/l) ~ 16.74  0.0004 889  0.0065 0.73  0.4014
Insulin (mIU/1) 0.10 07589  1.73 02007 152  0.2294
Trigliceridi 28.06  0.0000 028  0.6037 001 09112
(mmol/l)

T3 (nmol/l) 1295  0.0014  0.63 04365  0.80  0.3787
T4 (nmol/l) 280.69 0.0000 034 05648 031  0.5818

(Tabela 12), ali nema statisticki znacajne razlike (Tabela 16), dok koncentracija T4

pokazuje veoma veliko i statistiCki znacajno snizenje kod obe grupe metimazolom

tretiranih zivotinja u odnosu na eutireoidne zivotinje (Tabele 121 17).

Tabela 14. Bonferoni korigovana statisticka znacajnost analize varijanse koncentracije

glukoze u serumu za Cetiri grupe

MS

Glukoza (mmol/l)
K M
K
M 0.2558
S 0.0729 0.0002
MS 1.0000 0.8726

0.0055

Tabela 15. Bonferoni korigovana statisticka znac¢ajnost analize varijanse koncentracije

triglicerida u serumu za Cetiri grupe

MS

Trigliceridi (mmol/I)
K M
K
M 0.0091
S 1.0000 0.0023
MS 0.0151 1.0000

0.0035
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Tabela 16. Bonferoni korigovana statisticka znacajnost analize varijanse koncentracije

T3 u serumu za Cetiri grupe

T3 (nmol/1)

K M S MS
K
M 0.5197
S 1.0000 0.0291
MS 0.3524 1.0000 0.0130

Tabela 17. Bonferoni korigovana statisticka znac¢ajnost analize varijanse koncentracije

T4 u serumu za Cetiri grupe

T4 (nmol/1)
K M S MS
K
M 0.0000
S 1.0000 0.0000
MS 0.0000 1.0000 0.0000

Koncentracija glukoze u serumu veca je kod zivotinja koje su pile rastvor
saharoze, a niza kod metimazolom tretiranih Zivotinja (M i MS grupe) u odnosu na
kontrolnu grupu (Tabela 12). Dvofaktorska analiza varijanse pokazuje da su na
koncentraciju glukoze u krvi uticaj imali i1 tretman metimazolom i ishrana obogacena
ugljenim hidratima (Tabela 13). Medutim, statisticki znacajna razlika ustanovljena je

samo izmedu S i obe grupe metimazolom tretiranih Zivotinja (Tabela 14).

Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je da na koncentraciju triglicerida u
krvi uticaj ima tretman metimazolom (Tabela 13), i to tako §to je u grupama tretiranim
metimazolom (M 1 MS grupe) statisticki zna¢ajno manje triglicerida u odnosu na K 1 S

grupe zivotinja (Tabela 12 1 15).

Koeficijent insulina

Posto su dosadasnje analize pokazale da postoje razlike u ukupnom unosu
energije izmedu Zivotinja razli€itih grupa, a razlike u koncentraciji insulina uslovljene

eksperimentalnim uslovima nisu zabelezene, Zeleli smo da ispitamo medusobni odnos
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koncentracije insulina u zavisnosti od jedini¢no unete energije. ,,Insulinski koeficijent*
predstavlja koli¢inu insulina u cirkulaciji koja je sekretovana kao odgovor na 1kJ unete
energije (Tabela 18). Dvofaktorska analiza varijanse nije pokazala postojanje razlika u
insulinskom koeficijentu razli¢itih grupa, odnosno koncentracija insulina uvek je bila

proporcionalna ukupnom energetskom unosu.

Tabela 18. Koncentracija insulina po jedinici unete energije

K M S MS
Koncentracija insulina (mIU/I)/kJ 0.29+0.03 0.27+0.02 0.25+0.02 0.37+0.07

Opsti plan grade organa

Preseci pankreasa debljine 5 um obojeni klasi¢cnom hematoksilin i eozin (H&E)
metodom pruzili su uvid u opsti plan grade organa Zivotinja kontrolne grupe. Pankreas
se najvecim delom sastoji od acinusa egzokrinog pankreasa 1 njegovih izvodnih kanala.
Ve¢i krvni sudovi pruzaju se duz vezivno-tkivnih septi koje se nalaze izmedu
pankreasnih lobulusa (Slika 4.1.a). Manji, svetlije obojeni, okruglasti profil je
Langerhansovo ostrvce, endokrina komponenta pankreasa. Pod veéim uvecanjima
objektiva uocavamo detaljniju gradu pojedinih delova pankreasa. Lumen izvodnih
kanala egzokrinog pankreasa (Slika 4.1.b) oivi¢ava jednoslojni kockasti epitel. Ovi
intralobularni kanali u kontinuitetu su sa interkalarnim kanalima koji se pruzaju od
srediSnjeg regiona acinusa. Plocaste epitelske celije pocetnog dela interkalarnog kanala
identifikujemo na tkivnim presecima kao centroacinusne celije (Slika 4.1.c). Na istom
snimku u okviru Langerhansovog ostrvca uocava se mnostvo eritrocita, Sto svedoci o
jako dobro razvijenoj mrezi kapilara. Ponekad se na presecima pankreasa vide ganglije,
odnosno klasteri Celijskih tela neurona van centralnog nervnog sistema (Slika 4.1.d).
Celijska tela ovih postsinaptickih neurona izuzetno su krupna, poseduju okrugao i
svetao, euhromatski nukleus, a okruzena su sitnim, spljoStenim, tamnije obojenim
satelitskim celijama. Na osnovu posmatranja hematoksilinom i1 eozinom obojenih
preparata nisu uocene bitne razlike u histoloskoj gradi organa izmedu kontrolne i

eksperimentalnih grupa.
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Slika 4.1. Opsti izgled pankreasa pacova. Bojenje hematoksilinom i eozinom. AC-
acinusi, IK-izvodni kanali, KS-krvni sudovi, LO-Langerhansova ostrvca, KE-kockasti
epitel, C-centroacinusna celija, E-eritrociti u lumenu kapilara, G-ganglija. (a x10; b x20;

¢ x40; d x63)

Dodatni podaci o opStem planu grade pankreasa dobijeni su i na osnovu
posmatranja tkivnih preseka obojenih AZAN metodom, koji su sluzili za stereoloska
ispitivanja. Detaljnom analizom veceg broja preseka pankreasa eksperimentalnih
zivotinja uoceni su odredeni detalji u histoloskoj gradi koji nisu mogli biti zapazeni na
rutinski obojenim presecima pankreasa. Diskretne promene primecene su kod Zivotinja
koje su unosile saharozu. U S 1 MS grupi izmedu acinusa bilo je prisutno nesto vise
vezivnog, pa ¢ak 1 masnog tkiva koje se po pravilu nalazilo u blizini izvodnih kanala i
krvnih sudova. Takode su i profili vaskularne mreze ispunjeni eritrocitima bili
ocigledniji u ovim grupama. Pored toga, acinusi su Cesto bili disocirani, naro¢ito u MS

grupi, §to je davalo ,,rastresit” izgled ¢itavom organu.
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Slika 4.2. HistoloSka grada pankreasa pacova. Polutanki preseci, obojeni toluidin
plavim. LO-Langerhansovo ostrvce, N-nukleusi acinusnih ¢elija, ZG-zimogene granule,
V-vakuole, C-centroacinusna ¢elija, M-mastocit. (a-K grupa; b-M grupa; c-S grupa; d-

MS grupa, x63)

Polutanki preseci (debljine 1 um) obojeni toluidin plavim daju jasniju sliku
histoloske organizacije pankreasa (zbog tanjih preseka u odnosu na H&E obojene
preseke) 1 pruzaju bolji uvid u unutaréelijski aranzman organela. Jasno je uocljivo da
eozinofilija unutraS$njosti acinusa na H&E obojenim preparatima poti¢e od brojnih
granula koje se nalaze u apikalnim regionima acinusnih ¢elija (Slika 4.2.). Zimogene
granule mogu zauzimati ve¢i (M grupa, Slika 4.2.b) ili manji deo (S grupa, Slika 4.2.c)
apikalne citoplazme, u zavisnosti od konkretnih eksperimentalnih uslova. Acinusne
¢elije u svom bazalnom regionu po pravilu imaju jedan nukleus, medutim brojne
dvojedarne celije prisutne su u S grupi (Slika 4.2.c). Izmedu zimogenih granula
acinusnih ¢elija primeéena je vakuolizacija u manjoj ili vecoj meri kod svih
eksperimentalnih grupa. Najvise vakuola srednje veliCine prisutno je u M grupi zivotinja
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(Slika 4.2.b), a izrazito krupne registrovane su u K i MS grupi (Slike 4.2.a i d). Na
presecima pankreasa obojenim toluidin plavim mnogo se lakSe wuocavaju i
centroacinusne Celije (Slika 4.2.c), kao 1 mastociti. Mastociti su celije promenljivog,
nepravilnog oblika, ispunjene brojnim granulama koje se toluidin plavim boje
metahromatski. Ove ¢elije nalaze se u vezivno-tkivnim septama izmedu acinusa S i MS

grupe (Slika 4.2.d) ili rede u vezivu oko krvnih sudova.

Na rutinski (hematoksilin & eozin i toluidin plavo) i AZAN-om obojenim
presecima pankreasa nije primeéena razlika u izgledu i gradi Langerhansovih ostrvaca
izmedu grupa. Stoga su za identifikaciju efekta eksperimentalnih uslova na histoloski
plan grade naroc¢ito endokrinog, ali i egzokrinog pankreasa koriS¢ene specificne i
imunohistohemijske metode bojenja za proucavanje pod svetlosnim mikroskopom,

klasi¢na elektronska mikroskopija, kao i odredene stereoloske metode.
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Egzokrini pankreas

HistoloSka analiza egzokrinog pankreasa na nivou svetlosne mikroskopije
Specifiéno pokazivanje apoptotskih promena

Bojenje propidijum jodidom nije ukazalo na postojanje bitnih razlika u
zastupljenosti apoptotskih celija u egzokrinom pankreasu. Pojedina¢ni, homogeno
crveno obojeni nukleusi sporadi¢no su prisutni u acinusnim ¢elijama svih grupa (Slika

43.).

Slika 4.3. Bojenje propidijum jodidom otkriva retke apoptotske celije (strelice) u
pankreasu svih grupa zivotinja. (a-K grupa; b-M grupa; c-S grupa; d-MS grupa; x20)
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Imunohistohemijska lokalizacija Ki67

U egzokrinom delu pankreasa kontrolnih Zivotinja ¢elije u aktivnim fazama
¢elijskog ciklusa prisutne su u relativno malom broju. Nukleusi pozitivni na Ki67
demonstrirani su u acinusnim ¢elijama i rede u epitelnim ¢Eelijama izvodnih kanala
(Slika 4.4.a). Prilikom tretmana metimazolom (M i MS grupe) pozitivnost gotovo u
potpunosti odsustvuje (Slika 4.4.b i d), dok ishrana obogaéena saharozom povecava broj

Ki67-pozitivnih nukleusa acinusnih ¢éelija (Slika 4.4.c).

Slika 4.4. Nukleusi imunopozitivni na Ki67 odlika su ¢elija u deobi. (a-K grupa; b-M
grupa; c-S grupa; d-MS grupa; x20)
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Imunohistohemijska lokalizacija PDX1

Nukleusni protein PDX1 neophodan je za ispoljavanje potpunog, funkcionalnog
fenotipa B-celija, ali sluzi i kao marker za identifikaciju ¢éelija koje imaju potencijal da
se diferenciraju u p-éelije. Celije egzokrinog pankreasa koje u nukleusima eksprimiraju
PDX1 lokalizovne su imunohistohemijski, i to su centroacinusne ¢elije (Slika 4.5.d,
insert) i epitelne celije izvodnih kanala (Slika 4.5.b, insert). Kod kontrolnih Zivotinja
reakcija je umereno jakog intenziteta (Slika 4.5.a). Slabija reakcija i manji broj
pozitivnih ¢elija prisutno je u M grupi, pozitivni su nukleusi epitelnih ¢elija izvodnih
kanala, uglavnom veceg dijametra (Slika 4.5.b). U obe grupe koje su ishranom unosile
saharozu (S 1 MS grupe) prisutno je viSe, snaznije imunopozitivnih nukleusa (Slika 4.5.c

id).

Slika 4.5. Nukleusi ¢elija egzokrinog pankreasa pozitivni na transkripcioni faktor PDX1
ukazuju na potencijal tih ¢elija da se transformisu u B-celije. (a-K grupa; b-M grupa; c-S

grupa; d-MS grupa; x20, inserti x40)
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Imunohistohemijska lokalizacija a-SMA

Stelatne celije pankreasa jedan su od nekoliko rezidentnih tipova Celija
egzokrinog pankreasa. Nalaze se u neposrednoj blizini acinusa i svojim dugackim
procesusima okruzuju njihove bazolateralne domene. Takode se mogu naéi u
perivaskularnom i periduktalnom regionu pankreasa. Posle transformacije iz mirujuceg
u aktivirano stanje ove miofibroblastima-slicne ¢elije sintezom komponenti
vancelijskog matriksa doprinose nastanku fibroze u oboljenjima poput hroni¢nog
pankreatitisa i kancera pankreasa. Aktivirane stelatne celije eksprimiraju a-SMA (a-

smooth muscle actin), aktin koji se uobic¢ajeno srece u glatkim misiénim ¢elijama.

Slika 4.6. Aktivirane stelatne ¢elije nisu detektovane u parenhimu pankreasa. a-SMA
pozitivnost zapaza se uglavnom samo u zidu vecih krvnih sudova kod svih grupa. (a-K

grupa; b-M grupa; c-S grupa; d-MS grupa; x20, inserti x63)

Imunohistohemijska lokalizacija a-SMA ukazuje na njegovu zastupljenost u
citoplazmi glatkih misi¢nih ¢elija u okviru zida krvnih sudova (tunica media), kod svih

grupa zivotinja (Slika 4.6.). Samo je u pojedina¢nim slucajevima uoceno prisustvo
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fibroblastima-sli¢nih ¢elija u vezivnom tkivu uz krvne sudove i izvodne kanaleitou S i

MS grupama (inserti na Slici 4.6.c 1 d).

Analiza egzokrinog pankreasa na nivou elektronske mikroskopije

Ultrastrukturna analiza egzokrinog pankreasa upotpunila je i1 razjasnila sliku

dobijenu na osnovu posmatranja svetlosno-mikroskopskih preparata.

Acinusne cCelije egzokrinog pankreasa piramidalnog su oblika. U bazalnom,
Sirem delu ¢elije smesten je nukleus i1 granulisani endoplazmin retikulum (gER), dok je
uzi, vr$ni deo citoplazme ispunjen tamnim zimogenim granulama (Slika 4.7.a). Pored
ovih naj¢es¢e uocljivih organela, na presecima pankreasa sporadi¢no se mogu videti i
sakule Goldzi kompleksa, mitohondrije i komponente endozomsko-lizozomskog

sistema.

Nukleusi acinusnih Celija

Acinusne ¢elije zivotinja iz kontrolne grupe po pravilu su jednojedarne, nukleus
je okruglog do blago talasastog oblika, sa heterohromatinom smestenim uz unutrasnju

membranu nukleusnog ovoja i sa uocljivim nukleolusom (Slika 4.7.a).

Nukleusi acinusnih ¢elija M grupe uglavnom su naglaseno talasasto-okruglog
oblika, vec¢a koli¢ina heterohromatina naleze na unutrasnju nukleusnu membranu, zbog
cega se lakSe uocavaju nukleusne pore. Kada je uocljiv, nukleolus je prilicno krupan.
Primeceno je prisustvo i dvojedarnih acinusnih ¢elija, i tada se nukleusi obicno

»uklapaju® po obliku kao delovi slagalice (Slika 4.7.b).

Najvise dvojedarnih acinusnih ¢elija registrovano je u grupi zivotinja koje su
imale saharozom obogacenu ishranu. Njihovi nukleusi najceS¢e su pravilno sferi¢ni,
euhromatski, a retikularan nukleolus mahom je postavljen uz nukleusni ovoj.

Perinukleusna cisterna uglavnom je dobro uocljiva i ujednacene Sirine (Slika 4.7.c).
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Nukleusi acinusnih ¢elija zivotinja koje su bile pod istovremenim uticajem
metimazola i saharoze po obliku su okruglasti do blago talasasti. I u ovoj grupi prisutne
su u znatnom broju dvojedarne celije kod kojih se naroCito lepo isticu retikularan

nukleolus 1 neSto prosirenija perinukleusna cisterna (Slika 4.7.d).

Slika 4.7. Izgled i broj nukleusa acinusnih ¢elija egzokrinog pankreasa. N-nukleus, n-
nukleolus, ZG-zimogene granule, gER-granulisani endoplazmin retikulum, PNC-
perinukleusna cisterna, V-vakuolizacija gER-a. (a-K grupa, x5600; b-M grupa, x5600;
c-S grupa, x2650; d-MS grupa, x2650)

Sintetski aparat u acinusnim Celijama

Od organela uklju¢enih u sintetske procese u acinusnim c¢elijama pankreasa
najuocljiviji je granulisani endoplazmin retikulum. U kontrolnim Zivotinjama ova
organela ima uobicajen izgled, sastoji se od niza paralelno postavljenih membranskih
cisterni za koje su prikaceni ribozomi. Kod obe grupe koje su tretirane metimazolom (M

1 MS grupe) ponegde su vidljive koncentri¢no uredene cisterne gER-a (Slika 4.8.). Iako
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se dilatirane cisterne gER-a pojedinacno srecu u citoplazmi svih grupa zivotinja, ¢esce
prisutna dilatirana cisterna gER-a zajednicka je odlika obe grupe koje su imale ishranu
obogac¢enu saharozom (S 1 MS grupe). Dilatirane cisterne mogu imati normalan,
fizioloSko-funkcionalan izgled (Slika 4.9.), ali naglasenija dilatiranost moze ukazivati i

na patoloske procese u ¢eliji (Slika 4.10.a 1 b).

Slika 4.8. Koncentri¢no uredene cisterne gER-a. M-mitohondrije. (a-M grupa; b-MS
grupa; x2650)

Slika 4.9. Dilatirane cisterne gER-a. M-mitohondrije. (a-S grupa; b-MS grupa; x5600)
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Slika 4.10. Patoloske promene gER-a. V-vakuola. (a i b-MS grupa; x2650)

Mitohondrije su najlakSe uocljive u bazalnom delu ¢elija (Slike 4.8.a 1 4.9.b),
gde se umecu izmedu cisterni gER-a. Uglavnom su izduzenog oblika, matriks je tamniji

od citoplazme dok su kriste teSko uocljive.

Sakule Goldzi kompleksa (GK) retko su vidljive na snimcima sa EM. GK sa
dobro razvijenom trans-mrezom uocen je samo na presecima pankreasa iz metimazolom

tretiranih Zivotinja (Slika 4.11.).

Slika 4.11. Perinukleusno postavljen Goldzi kompleks. (M grupa; x8800)
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Zimogene granule

Granule u kojima su smesteni proenzimi, tj. jo§ neaktivni digestivni enzimi
oznacavaju se kao zimogene granule. Kod svih grupa Zivotinja zauzimaju apikalnu
polovinu acinusnih ¢elija. U citoplazmi kontrolnih Zivotinja granule su manje-vise
ujednacene po veli¢ini, 1 obi¢no ih nema samo u donjoj tre¢ini ¢elija, gde je smeSten
gER (Slika 4.7.a). Kod metimazolom tretiranih zivotinja (M 1 MS grupe) granule su po
veli¢ini heterogenije (Slika 4.12.a i b). U S grupi deluje da ima manje zimogenih
granula koje su takode heterogene po veli¢ini, ali preovladuju sitnije granule (Slika

4.12.0).

Egzocitoza zimogenih granula uocena je kod kontrolne 1 MS grupe (Slika 4.13.),
premda je u lumenu acinusa svih eksperimentalnih grupa vidljiv sekretovan sadrzaj

(Slika 4.12.).

Slika 4.12. Izgled i brojnost zimogenih granula acinusnih ¢elija egzokrinog pankreasa.
Na slikama se uocava i sekretovan sadrzaj zimogenih granula u lumenu acinusa. ZG-
zimogene granule, L-lumen acinusa, C-centroacinusna ¢elija. (a-M grupa; b-MS grupa;

c-S grupa; x2650)
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Slika 4.13. Egzocitoza zimogenih granula na apikalnom polu acinusnih ¢elija. (MS

grupa; x5600)

Vakuolizacija u acinusnim Celijama

Kod kontrolnih Zivotinja vakuole se u acinusnim c¢elijama sre¢u veoma retko, i
uglavnom su velikih dimenzija i svetle, sa ili bez uocljivog sadrzaja (Slika 4.14.a1b). U
metimazolom tretiranoj grupi zivotinja ¢eS¢e se zapazaju prilicno velike autofagne
vakuole ispunjene amorfnim sadrzajem (Slika 4.14.c i d), dok u saharoznoj grupi
dominiraju sitnije vakuole, bilo sa vidljivim materijalom u unutra$njosti ili ne (Slika
4.14.e 1 f). Vakuole najheterogenije po veliCini zastupljene su u acinusnim c¢elijama
hipotireoidne grupe koja je unosila rastvor saharoze. Naime, u ovoj grupi sitnije vakuole
obi¢no su pozicionirane u donjem delu celije, uz gER (Slika 4.7.d), dok su vakuole

srednjih 1 vecih dijametara smeStene u apikalnom regionu celije (Slika 4.10.a).
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Slika 4.14. Vakuole (V) u acinusnim ¢elijama. (a-K grupa, x2650; b-K grupa, x3400; c i
d-M grupa, x2650; e-S grupa, x5600; {-S grupa, x8800)
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Druge Celije egzokrinog pankreasa

Pored acinusnih ¢elija, ¢elija izvodnih kanala i krvnih sudova, uz fibroblaste
vezivnog tkiva egzokrinog pankreasa srecu se 1 drugi tipovi ¢elija. U K 1 S grupi uoceni
su mastociti, ispunjeni krupnim tamnim granulama (Slika 4.15.a), a u MS grupi
eozinofilni granulocit, prepoznatljiv po svojim specificnim granulama sa tamnim,
svakako detekcija stelatnih ¢elija pankreasa u kontrolnoj grupi. Ove ¢elije nalaze se u
neposrednoj blizini acinusa, i u miruju¢em stanju odlikuje ih zvezdast oblik i prisustvo

lipidnih tela u citoplazmi (Slika 4.15.c).

Slika 4.15. Celije prisutne u egzokrinom pankreasu: fibroblast (F), mastocit (M),
eozinofilni granulocit (EG) i stelatna celija (S) sa lipidnim telima (LT). (a-S grupa,
x2650; b-MS grupa, x8800; c-K grupa, x2650)

Stereoloska analiza egzokrinog pankreasa na nivou svetlosne mikroskopije

Rezultati stereoloSke analize prikazani su u Tabeli 19. Najvec¢i deo jedini¢ne
zapremine pankreasa zauzimaju acinusi, mnogo je manja volumenska gustina vezivnog
tkiva, dok se krvni sudovi, izvodni kanali i komponente nervnog sistema srecu u veoma
malom procentu. Preliminarni MANOVA test nije pokazao postojanje razlika izmedu
grupa pod uticajem ishrane saharozom i tretmana metimazolom za analizirane faze

(Tabela 20), pa dalje analize nisu radene.
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Tabela 19. Volumenske gustine (mm") acinusa, veziva, izvodnih kanala, krvnih sudova

i nerava

K M S MS
Acinusi 0.822440.0337 0.8913+0.0302 0.8770+0.0129 0.8400+0.0152
Vezivo 0.0534+0.0050 0.0565+0.0078 0.0565+0.0048 0.0555+0.0045

Izvodni kanali 0.0081+£0.0019 0.0107+0.0037 0.0088+0.0012 0.0120+0.0015
Krvni sudovi  0.0343+0.0032 0.0306+0.0032 0.0387+0.0028 0.0336+0.0022
Nervi 0.0006+0.0002 0.0006+0.0003 0.0003+0.0002 0.0005+0.0002

Tabela 20. Multivarijantna dvofaktorska analiza varijanse (faktori metimazol 1

saharoza) pet ispitivanih faza. F — vrednost F testa; p — statisticka znacajnost.

Wilks F
Lambda p
Metimazol 0.7793 0.897 0.5172
Saharoza 0.7180 1.244  0.3285
M*S 0.7670 0.962 0.4762
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Endokrini pankreas

HistoloSka analiza endokrinog pankreasa na nivou svetlosne mikroskopije
Specifiéno pokazivanje apoptotskih promena

Apoptotski nukleusi u Langerhansovim ostrvcima markirani propidijum jodidom
po svom jacem 1 uniformnom obojenju jasno se razlikuju od nukleusa zivih ¢elija.
Prisutni su u ostrvcima svih grupa u veoma malom broju, i to u njihovim srediSnjim
regionima, na pozicijama koje korespondiraju B-Celijama (Slika 4.16.). Na osnovu
dobijenih rezultata ne moze se govoriti o razlikama u nivou celijskog umiranja u

zavisnosti od specifi¢nih eksperimentalnih uslova.

Slika 4.16. Bojenje propidijum jodidom demonstrira retke apoptotske Celije (strelice) u
centralnim regionima Langerhansovih ostrvaca svih grupa zivotinja. (a-K grupa; b-M

grupa; c-S grupa; d-MS grupa; x40)
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Imunohistohemijska lokalizacija Ki67

Protein Ki67 lokalizovan je u regionu nukleusa, odnosno naslednog materijala.
U kontrolnoj grupi imunopozitivnost na Ki67 pokazivale su samo p-Celije
Langerhansovih ostrvaca (Slika 4.17.a). Kod metimazolom tretiranih Zivotinja smanjuje
se broj B-¢elija u aktivnim fazama celijskog ciklusa, ali se u malom broju pojavljuju
imunopozitivne a-Celije (Slika 4.17.b). U neSto veéem broju imunopozitivne B- i o-
¢elije prisutne su u ostrvcima saharozne grupe, dok pri istovremenom dejstvu
metimazola i saharoze pozitivnost potpuno izostaje (Slika 4.17.c i d). Hromozomski
aranzman koji odgovara nekoj od faza mitoze primecen je samo u B-¢elijama K i S
grupe (Slika 4.18.), dok je imunopozitivnost u drugim grupama otkrivala isklju¢ivo
intaktne nukleuse koji se nalaze u nekoj od pripremnih, ne-mitotskih faza ¢éelijskog

ciklusa.

Slika 4.17. Nukleusi imunopozitivni na Ki67 odlika su ¢elija u deobi. (a-K grupa; b-M
grupa; c-S grupa; d-MS grupa; x20)
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Slika 4.18. Mitoza B-celija Langerhansovih ostrvaca: profaza (a), metafaza (b), anafaza
(c) i telofaza (d) vidljive su nakon Ki67 imunohistohemijskog bojenja. (a-K grupa; b-S
grupa; c-K grupa; d-S grupa; x63)
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Imunohistohemijska lokalizacija PDX1

U endokrinom pankreasu u kontrolnoj grupi zivotinja uocena je umereno jaka
imunopozitivna reakcija u nukleusima funkcionalnih B-¢elija (Slika 4.19.a). Slabija
reakcija i manji broj pozitivnih nukleusa u Langerhansovim ostrvcima prisutan je kod
grupe tretirane metimazolom (Slika 4.19.b), dok obe grupe koje su unosile saharozu

imaju upadljivo ja¢u imunopozitivnu reakciju u nukleusima B-¢elija (Slika 4.19.c i d).

Slika 4.19. Nukleusi ¢elija Langerhansovih ostrvaca pozitivni na transkripcioni faktor
PDX1 pripadaju funkcionalnim B-¢elijama. (a-K grupa; b-M grupa; c-S grupa; d-MS
grupa; x40)
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Imunohistohemijska lokalizacija insulina

Najzastupljenije B-Celije Langerhansovih ostrvaca produkuju insulin koji se do
momenta sekrecije u vancelijsku sredinu nalazi u granulama, zahvaljujuci cemu se ove
¢elije imunohistohemijski jasno razlikuju od drugih tipova endokrinih Ccelija

Langerhansovih ostrvaca.

Karakteristicno braon obojenje uocava se u ¢elijama srediSnjeg regiona ostrvaca,
koje su prstenom od neSto guSce postavljenih ne-B-Celija odvojene od egzokrinog
pankreasa (Slika 4.20.). Pojedinacne [-¢elije nalaze se i na samoj periferiji
Langerhansovih ostrvaca u svim grupama. Malo jaca imunopozitivna reakcija

detektovana je u grupi koja je tretirana metimazolom.

Slika 4.20. Imunohistohemijska lokalizacija insulina u citoplazmi centralno
postavljenih B-¢elija Langerhansovih ostrvaca malo je jaeg intenziteta kod zivotinja M

grupe. (a-K grupa; b-M grupa; c-S grupa; d-MS grupa; x40)
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Detaljna analiza histoloskih preseka pankreasa pokazala je da su
imunohistohemijski obelezene pojedinacne B-Celije prisutne i van Langerhansovih
ostrvaca. Insulin-pozitivne ¢elije nalaze se kod svih grupa Zivotinja u okviru epitela
izvodnih kanala ili u njegovoj neposrednoj blizini (inserti na slici 4.21.c 1 d). Na
preparatima metimazolom tretiranih zivotinja primecene su u malom broju pojedinacne
B-Celije ,,uronjene* u egzokrine acinuse (Slika 4.21.b), dok se na presecima pankreasa

saharozom tretiranih zivotinja ovakve ¢elije sre¢u u znatno vec¢em broju (Slika 4.21.c).

Slika 4.21. Pojedinacne insulin-pozitivne celije prisutne su i van Langerhansovih

ostrvaca. (a-K grupa; b-M grupa; c-S grupa; d-MS grupa; x20, inserti x40)
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Imunohistohemijska lokalizacija glukagona

Glukagon produkuju¢e a-¢elije druge su po brojnosti endokrine Ccelije
Langerhansovih ostrvaca. U citoplazmi ovih ¢elija glukagon se nalazi u sekretnim

granulama, analogno insulinu u B-¢elijama.

Imunolokalizovane a-¢elije rasporedene su u vidu prstena na obodu
Langerhansovih ostrvaca, razdvajajuci centralno pozicionirane B-c¢elije od egzokrinog
pankreasa. Kod svih grupa na presecima pankreasa javlja se diskontinuiran prsten a-

¢elija (Slika 4.22.). Reakcija je u svim grupama bila umerenog do jakog intenziteta.

Slika 4.22. Imunohistohemijska lokalizacija glukagona u citoplazmi periferno
postavljenih a-¢elija Langerhansovih ostrvaca. (a-K grupa; b-M grupa; c-S grupa; d-MS
grupa; x40)
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Pojedinacne a-¢elije u malom broju nalaze se i van Langerhansovih ostrvaca,

medu acinusnim ¢elijama (Slika 4.23.).

Slika 4.23. Pojedina¢ne glukagon-pozitivne celije prisutne su i van Langerhansovih

ostrvaca. (a-K grupa; b-M grupa; c-S grupa; d-MS grupa; x40)
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Imunohistohemijska lokalizacija somatostatina i pankreasnog polipeptida

Najmalobrojnije ¢elije endokrinog pankreasa su D-¢elije 1 PP-Celije, u ¢ijoj se
citoplazmi, upakovani u unutraSnjosti sekretnih granula, nalaze njihovi sintetski

proizvodi somatostatin odnosno pankreasni polipeptid.

Oba tipa celija nalaze se u perifernom regionu Langerhansovih ostrvaca.
Zastupljene su u malom broju kod svih grupa zivotinja (Slika 4.24. 1 4.25.). Specifi¢nost
somatostatinskih celija je njihov nepravilan oblik, odnosno odlikuje ih prisustvo

citoplazmatskih procesusa.

Slika 4.24. Imunohistohemijska lokalizacija somatostatina u citoplazmi periferno
postavljenih D-Celija Langerhansovih ostrvaca. (a-K grupa; b-M grupa; c-S grupa; d-
MS grupa; x20)
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Slika 4.25. Imunohistohemijska lokalizacija pankreasnog polipeptida u citoplazmi
periferno postavljenih PP-Celija Langerhansovih ostrvaca. (a-K grupa; b-M grupa; c-S

grupa; d-MS grupa; x20)

U izuzetno malom broju, kod svega dve zivotinje primeéene su pojedina¢ne PP-
¢elije u acinusima (S grupa), a samo kod jedne jedinke uocene su pozitivne D-¢elije van

Langerhansovih ostrvaca (MS grupa).
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Analiza endokrinog pankreasa na nivou elektronske mikroskopije

Endokrine ¢elije Langerhansovih ostrvaca najlakse se medusobno razlikuju po
izgledu sekretnih granula (Slika 4.26.). B-¢elije imaju vrlo karakteristicne granule: u
samom srediStu smesSten je elektron-tamni proteinski sadrzaj koji je od membrane
granule odvojen svetlim haloom (Slika 4.27.). Granule a-¢elija izrazito su tamne i
ujednacene su po veli¢ini (Slika 4.27.). Somatostatinske granule D-¢elija neSto su vece
od granula o-c¢elija, ali heterogene elektron-gustine — mogu biti svetlije i tamnije. PP-
¢elije odlikuju se najsitnijim granulama, nejednake velic¢ine. Ponekad se u ostrvcima

mogu uociti 1 EC ¢elije sa granulama nepravilno-ovalnog oblika.

Slika 4.26. Razlic¢iti tipovi endokrinih ¢elija Langerhansovih ostrvaca najlakse se

razlikuju po izgledu sekretnih granula. (a, b 1 c-K grupa; x2650)

Slika 4.27. Granule o- i B-Celija jasno se razlikuju po svom izgledu. (a-S grupa, x8800;

b-S grupa, x8800)
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Snimci sa elektronskog mikroskopa potvrdili su i upotpunili sliku dobijenu
pomocu svetlosnog mikroskopa. Najbrojnije ¢elije u ostrvecima su B- i a-Celije, dok se u

mnogo manjem broju srecu D- 1 PP-¢elije, a sasvim sporadi¢no EC ¢elije.

p-éelije

Iako je vecina B-Celija smeStena u centralnom regionu ostrvaca, u kontrolnoj i S
grupi zivotinja primecene su, kao 1 pod svetlosnim mikroskopom, B-¢elije na samom
obodu ostrvaca, u neposrednom kontaktu sa egzokrinim pankreasom (Slika 4.28.).
Nukleusi P-c¢elija svih grupa po pravilu su euhromatski. B-Celija u mitozi, bez
uobli¢enog nukleusa uocena je u S grupi zivotinja (Slika 4.29.). Veoma sintetski aktivni
nukleusi sa izrazenim perinukleolusnim Kahalovim telom prisutni su kod M grupe
zivotinja (insert na slici 4.30.). Tada je 1 gER malo proSirenijeg lumena i ispunjen
srednje elektron-gustim materijalom (Slika 4.30.). Goldzi kompleks najbolje je uocljiv

kod M grupe zivotinja, pogotovo kod B-¢elija sa granulama veéeg haloa (Slika 4.31.)

Slika 4.28. PB-Celije u neposrednom kontaktu sa acinusnim Celijama egzokrinog

pankreasa. N-nukleusi B-¢elija, AC-acinusne ¢elije. (a-K grupa; b-S grupa; x2650)
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Slika 4.30. Dilatirane cisterne gER-a jaCe se kontrastiraju. Insert: perinukleolusno
pozicionirano Kahalovo telo (K) u nukleusu (N) B-¢elija. (M grupa; x15000; insert
x2650)
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Slika 4.31. Prosirene sakule Goldzi kompleksa (GK). (a, b-M grupa; x15000)

Na tkivnim presecima oblik proteinskog kristaloida u granulama f-¢elija varira
od okruglastog do poligonalnog, u zavisnosti od zrelosti sekretnih granula. Veli¢ina
halooa takode moze varirati. Sekretne granule u kontrolnoj grupi uobicajenog su
izgleda, centralni tamni kristaloid okruzen je svetlim prostorom umerene Sirine (Slika
4.32.a). Kod svih grupa pored ovakvog tipa, srecu se i Celije ispunjene granulama sa
mnogo veéim haloom, §to doprinosi sveukupno ,Supljikavom® izgledu tih B-Celija
(Slika 4.33.). Ove ¢elije narocito su brojne u S grupi. Sekretne granule malo su gusce
rasporedene u citoplazmi B-Celija M grupe (Slika 4.32.b). U toj grupi primecene su i
¢elije sa klasterima gusto zbijenih nezrelih sekretnih granula, dok su u ostalom delu
citoplazme prisutne uobicajene granule (Slika 4.34.). Zrele granule, sa poligonalnim
kristaloidom najbrojnije su u S grupi Zivotinja. U ovoj grupi Zivotinja granule su
delovale nesto krupnije, pa je verovatno zato primeceno da se ponekad susedne granule
»slivaju“ (Slika 4.32.c). Egzocitoza sadrzaja granula -¢elija nije uo¢ena kod M grupe, a
jeste u S grupi (Slika 4.35.). Sekretne granule B-Celija MS grupe najsli¢nije su po

izgledu, veli€ini i zastupljenosti granulama kontrolnih Zivotinja.
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Slika 4.32. Izgled, veli¢ina i1 zastupljenost granula B-¢elija Langerhansovih ostrvaca
varira u zavisnosti od eksperimentalnih uslova. Granule su gus¢e pozicionirane u M
grupi (strelica), a ,,slivanje® granula uo€ava se u S grupi (zvezdice). (a-K grupa; b-M

grupa; c-S grupa; d-MS grupa; x8800)

Slika 4.33. Granule B-¢elija mogu posedovati veliki halo. (a-M grupa; b-S grupa;
x8800)
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Slika 4.34. Gusto postavljene granule u jednom regionu B-Celije (zvezdice). (M grupa;

x15000)

Slika 4.35. Praznjenje sekretnih granula B-Celija nije primeceno u M grupi, a jeste kod

zivotinja S grupe (zvezdica). (a-M grupa; b-S grupa; x8800)
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Proces autofagije primecen je u manjoj meri kod endokrinih ¢éelija zivotinja K 1
M grupe, a nesto ceS¢e u S grupi, premda je uvek bilo tesko sa sigurnoscéu utvrditi o

kom tipu ¢elija se radi (Slika 4.36.).

Slika 4.36. Autofagne vakuole (AV) u endokrinim ¢elijama Langerhansovih ostrvaca.

(a-M grupa; b-S grupa; x2650)

Ostale endokrine Celije

Vecina endokrinih ¢elija nalazi se u okviru Langerhansovih ostrvaca, premda su
registrovane i pojedinacne Celije smeStene uz acinusne celije egzokrinog pankreasa
(Slika 4.37.). U izgledu i ultrastrukturnoj organizaciji a-, D- i PP-¢elija Langerhansovih
ostrvaca nisu uocene razlike izmedu grupa. U K i S grupi veoma retko registrovane su
EC ¢elije u ¢ijoj citoplazmi se nalaze granule nepravilno-elipsastog oblika (Slika 4.38.).
Medutim u M grupi zivotinja primecen je jedan intermedijaran tip ¢elije. U citoplazmi
ove c¢elije prisutna su dva tipa granula: tamne, bez haloa i drugi tip granula - sa haloom.
Tamne granule bez haloa koje po svom izgledu odgovaraju granulama a-¢elija smeStene
su u neposrednoj blizini nukleusa i ima ih nesto viSe od granula sa haloom, koje li¢e na

granule B-Celija (Slika 4.39.).
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Slika 4.37. Pojedinacna endokrina celija (E) smeStena uz acinusne celije (AC)

egzokrinog pankreasa. (K grupa; x2650)

Slika 4.38. Sekretne granule EC celije nepravilno su elipsastog oblika. (K grupa;
x7100)
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Slika 4.39. Celija sa dva tipa sekretnih granula: iznad nukleusa smestene su granule
koje po izgledu podsecaju na granule a-Celija (aG), 1 ispod nukleusa u manjem broju

prisutne su granule koje lice na granule B-celija (BG). (M grupa; x2650)

Stereoloska analiza endokrinog pankreasa na nivou svetlosne mikroskopije
StereoloSko ispitivanje Langerhansovih ostrvaca

Preseci pankreasa na kojima je imunohistohemijski lokalizovan insulin posluzili
su za stereoloSku analizu Langerhansovih ostrvaca. U Tabeli 21 prikazane su srednje
vrednosti 1 standardne greSke za volumensku gustinu ostrvaca, njihovu numericku
gustinu, apsolutni broj i masu ostrvaca. Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je da
ne postoji uticaj unosa saharoze na ispitivane stereoloSke osobine, dok je tretman
metimazolom uticao samo na numeri¢ku gustinu i apsolutni broj ostrvaca (Tabela 22).
Medutim nakon Bonferoni komparacije nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu
eksperimentalnih grupa (Tabele 23 i1 24), iako pod dejstvom metimazola (M i MS grupe)
postoji tendencija povecanja i numericke gustine i apsolutnog broja ostrvaca u odnosu
na eutireoidne grupe zivotinja.
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Tabela 21. Stereomorfometrijska ispitivanja Langerhansovih ostrvaca

K M S MS
Vy (mmo) 0.0121+0.0027  0.0165+0.0022  0.0142+0.0022 0.0137+0.0021
Ny (N/cm3) 8918.6£1685.8 16214.0+2068.9 8892.3+1472.6 17858.5£4201.0
Apsolutni broj
ostrvaca 9188.3+£1654.6 12489.4+1422.8 7188.9+1353.1 13914.5+£3319.3
Masa ostrvaca
(mg) 12.9+2.6 13.4+1.9 11.6£1.6 11.2+1.5

Tabela 22. Univarijantna dvofaktorska analiza varijanse (faktori su metimazol i
saharoza) stereomorfometrijskih ispitivanja Langerhansovih ostrvaca. F — vrednost F

testa; p — statisticka znacajnost. Vrednosti p < 0.05 bold.

Metimazol Saharoza M*S
F p F p F p
Vo o 0.7060  0.4090  0.0218  0.8838  1.1689  0.2904
(mm”)
Ny 82210  0.0085 00814 07778  0.0868  0.7708
(N/ecm?)
Apsolutni broj 47962  0.0385  0.0157 09012  0.5595  0.4617
ostrvaca
Masa

0.0050  0.9440 0.8986  0.3526 0.0630  0.8039
ostrvaca (mg)

Tabela 23. Bonferoni korigovana statisticka znaCajnost analize varijanse numericke

gustine za Cetiri grupe

N, (N/cm?)
K M S MS
K
M 0.6105
S 1.0000 0.4822
MS 0.2125 1.0000 0.1423
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Tabela 24. Bonferoni korigovana statisticka znaCajnost analize varijanse apsolutnog

broja ostrvaca za Cetiri grupe

Apsolutni broj ostrvaca

K M S MS

K
M 1.0000
S 1.0000 0.6877
MS 0.9437 1.0000 0.2060
40 . .

—o— kontrola
35 L | 78 metimazol

—A— saharoza
301 —®— metimazol/saharoza

[\
(9]

Volumen ostrvaca (%)
T

—
=)

<50 |
51-100
101-150
151-200
201-250
251-300

301-350 |
351-400
401-450
451-500
501-550

>550 |

Dijametar ostrvaca (um)

Grafikon 1. Procentualna zastupljenost volumena ostrvaca razlicitih dijametara u

ukupnom volumenu endokrinog pankreasa

Veli¢ina ostrvaca bila je veoma varijabilna u sve cetiri grupe, tj. srednji
dijametar ostrvaca kretao se od manje od 50 um pa do preko 550 um u pojedinim

grupama (Grafikon 1). Distribucija ukupnog ostrvskog volumena medu ostrvcima
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razli¢itih dijametarskih klasa nije se razlikovala izmedu cetiri grupe zivotinja kad su u
pitanju ostrvca manjih i srednjih dijametara (do 300 pm). Medutim, razlike su postojale
u uceScu ostrvaca velikih dijametara u ukupnom ostrvskom volumenu. Ostvca najveceg
dijametra najviSe su doprinosila ukupnom ostrvskom volumenu kontrolnih Zivotinja,
dok se u preostale tri grupe sa smanjenjem dijametra ostrvaca smanjivalo i njihovo
ucesce u ukupnom volumenu endokrinog pankreasa. Udruzeno dejstvo metimazola i
saharoze najviSe je uticalo na odsustvo ostrvaca vecih dijametara (ve¢ih od 450 um) u

ukupnom endokrinom volumenu.

StereoloSka ispitivanja Celija Langerhansovih ostrvaca

Na tkivnim presecima pankreasa na kojima su imunohistohemijski obelezeni
insulin, glukagon, somatostatin 1 pankreasni polipeptid analizirani su odredeni
stereoloski parametri -, a-, D- i PP-¢elija unutar Langerhansovih ostrvaca. Rezultati

ovih analiza prikazani su u Tabelama 25, 26, 27 1 28.

Tabela 25. Rezultati stereomorfometrijskih ispitivanja -celija

K M S MS
V, B-¢elija (mm®) 0.76+0.05  0.72+0.05  0.70£0.03  0.63+0.03
Povrsina B-celije (um?) 251.40£16.80 187.10+7.76 297.74+17.40 201.95+12.14
Masa p-éelija (mg) 10.08£1.38  9.30£1.02  8.01+0.81 7.5240.59

Broj B-¢elija po ostrveu  26.90£3.48  31.68+327 22724346  33.18+5.65

Tabela 26. Rezultati stereomorfometrijskih ispitivanja a-¢elija

K M S MS
V, a-éelija (mm®) 0.44+0.05  0.43+0.03  0.48+0.04  0.53+0.08
Povrina a-celije (um?) 194.21423.55 170.08+11.58 164.22+11.89 171.14+17.19
Masa a-éelija (mg) 5.99+0.76  4.81+0.44  6.50+0.85 5.24+1.11

Broj a-celija po ostrveu  24.36£3.98 26933378 23404324  24.57+4.12
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Tabela 27. Rezultati stereomorfometrijskih ispitivanja D-¢elija

K M S MS

V, D éelija (mm®) 0.14£0.02  0.19£0.01  0.21%£0.03 0.22+0.03
Povrina D ¢elije (um?) 266.52+27.79 263.70£16.50 258.74+13.12 301.32+43.74
Masa D ¢éelija (mg) 2.01+0.34  2.47+0.21 1.97+0.20 2.69+0.69

Broj D elija po ostrveu  6.9540.97  7.71£0.68  7.08+0.58  6.46+0.70

Tabela 28. Rezultati stereomorfometrijskih ispitivanja PP-¢elija

K M S MS
V, PP éelija (mm°) 0.17+0.04 0.15+0.02 0.22+0.03 0.26+0.04
f:rf%ma PP Celije 243.8242324 271.42+47.07 230.23+31.53 285.03+28.00

Masa PP ¢elija (mg) ~ 2.18+0.68 1.84+0.31 2.78+0.46 2.754+0.49
Broj PP Celija po 11.59+0.86  9.7742.94  13.59£1.79  7.86+0.99
ostrvcu

Preliminarni MANOVA test nije pokazao postojanje uticaja ishrane saharozom 1

tretmana metimazolom na analizirane osobine a- i D-¢elija (Tabele 29 i 30), pa dalje

analize za ova dva tipa ¢elija nisu radene.

Tabela 29. Multivarijantna dvofaktorska analiza varijanse (faktori su metimazol 1

saharoza) Cetiri osobine a-Celija. F — vrednost F testa; p — statisticka znacajnost.

Wilks F
Lambda p
Metimazol 0.8660 1.0057 0.4225
Saharoza 0.8963 0.7523  0.5656
M*S 0.9595 0.2744  0.8918

Tabela 30. Multivarijantna dvofaktorska analiza varijanse (faktori su metimazol 1

saharoza) Cetiri osobine D-Celija. F — vrednost F testa; p — statisticka znaCajnost.

Wilks F
Lambda p
Metimazol 0.8694 0.7509  0.5690
Saharoza 0.8509 0.8761  0.4957
M*S 0.8662 0.7723  0.5559
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Od svih ispitivanih parametara PP-¢elija dvofaktorska analiza varijansi pokazala
je postojanje uticaja ishrane obogacene saharozom na volumensku gustinu ovih ¢elija 1
uticaj tretmana metimazolom na prosecan broj ¢elija po ostrvcu (Tabela 31), ali nakon
Bonferoni komparacije statisticki znacajne razlike izmedu grupa nisu utvrdene (Tabele

32 33).

Tabela 31. Univarijantna dvofaktorska analiza varijanse (faktori su metimazol i
saharoza) Cetiri osobine PP-Celija. F — vrednost F testa; p — statistiCka znacajnost.

Vrednosti p < 0.05 bold.

Metimazol Saharoza M*S

F p F p F p
Vy PP celija 00435 08361 45200  0.0421  0.6488  0.4271
(mm”)
PovrSina 14535 02377 0.0000  1.0000 0.1584  0.6936
PP ¢elije (um”)
Masa 0.1249 07263 20170  0.1662  0.0825  0.7759
PP ¢elija (mg)
Broj PP celija 46438 0.0396 00007 09796 12447 02737
po ostrvcu

Tabela 32. Bonferoni korigovana statisticka znacajnost analize varijanse volumenske

gustine PP-Celija za Cetiri grupe

V, PP ¢elija (mm”)
K M S MS
K
M 1.0000
S 1.0000 1.0000
MS 0.6397 0.2723 1.0000

Tabela 33. Bonferoni korigovana statisticka znacajnost analize varijanse broja PP-Celija

za Cetirl grupe

Broj PP ¢elija po ostrvcu

K M S MS
K
M 1.0000
S 1.0000 0.8228
MS 0.8379 1.0000 0.0671
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Za analizirane osobine B-Celija dvofaktorska analiza varijansi pokazala je uticaj
ishrane saharozom i tretmana metimazolom na povrSinu profila pojedinacne celije
(Tabela 34). Bonferoni analiza varijanse ukazuje da tretman samo metimazolom i
tretman metimazolom uz ishranu obogacenu saharozom smanjuju povrSinu B-Celije u
odnosu na kontrolnu grupu, ali statisticki znacajna razlika postoji samo izmedu
kontrolne i M grupe (Tabele 25 i 35). Eutireoidna grupa zivotinja koja je hranjena
saharozom nije imala statisticki vecu povrsinu ¢elije u odnosu na kontrolu ve¢ samo u

odnosu na hipotireoidne zivotinje (M 1 MS grupe).

Tabela 34. Univarijantna dvofaktorska analiza varijanse (faktori su metimazol i
saharoza) Cetiri osobine B-Celija. F — vrednost F testa; p — statisticka znacajnost.

Vrednosti p < 0.05 bold.

Metimazol Saharoza M*S

F p F p F p
Zﬁﬁa‘;ehja 1551 02174 3236 00766  0.167  0.6845
gocve rlsi;‘eliumz) 32,630 0.0000 4770 0.0325 1263 02652
Masa

1 0.4092 0.5246 3.7576 0.0568 0.0208 0.8858
B-¢elija (mg)
Broj B-¢elija

po ostrveu 3.2697 0.0751 0.1007 0.7520 0.4547 0.5025

Tabela 35. Bonferoni korigovana statisticka znac¢ajnost analize varijanse povrsine jedne

B-celije za Cetiri grupe

Povrsina B-éelije (um?)

K M S MS
K
M 0.0109
S 0.1456 0.0000
MS 0.0747 1.0000 0.0000
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Stereoloska analiza p-Celija endokrinog pankreasa na nivou elektronske

mikroskopije

Sa elektron-mikrografija p-Celija analizirane su brojnost granula po zadatoj
jedini¢noj povrsini, zastupljenost pojedinih granula, odnosno procenjivan je odnos
zrelth naspram nezrelih granula i merena je proseCna povrSina preseka tamnog

proteinskog sadrzaja granula. Rezultati ovih ispitivanja dati su u Tabeli 36.

Tabela 36. Analiza granula B-¢elija

K M S MS
150.21+11.49 312.01+41.37 100.14+£7.23  141.90+9.15

Nezrele granule
(na 100 pm?)
Zrele granule 443144.67 19354519  76.23+5.58  30.31£2.66
(na 100 pm”®)

Zrele/nezrele 0.08+0.15 0.04+0.02 0.53+0.30 0.09+0.12
Ukupno granula 194.52414.90 331.36244.55 176.3748.28 172.20+9.95
(na 100 pm”~)
Prose¢na povrsina

2 0.029+0.001  0.028+0.001  0.045+0.002 0.035+0.002
granule (um®)

Dvofaktorskom analizom varijanse utvrdeno je da na razlike izmedu grupa u
pogledu svih analiziranih parametra uticu i ishrana obogacena saharozom i tretman
metimazolom (Tabela 37). Nezrele, kao 1 sve prisutne granule po jedini¢noj povrSini
citoplazme P-Celije statistiCki su znatno brojnije u grupi tretiranoj metimazolom u
odnosu na sve druge grupe zivotinja (Tabele 36, 38 1 41). Ishrana obogacena saharozom
znacajno povecava, u odnosu na sve druge grupe zivotinja, broj zrelih granula po
jedinici povrSine, dok tretman metimazolom (M 1 MS grupe) utiCe na smanjenje broja
zrelih granula u odnosu na kontrolnu grupu, sa statisticlkom znacajno$¢u samo za M
grupu (Tabele 36 i1 39). Na odnos zrelih naspram nezrelih granula najveéi uticaj ima
ishrana obogacena saharozom, i to tako §to se pod ovim eksperimentalnim uslovima
povecava indeks zrele/nezrele granule u poredenju sa svim drugim grupama Zzivotinja
(Tabela 36 1 40). PovrSina preseka insulinskog tamnog jezgra pod vecim je uticajem
ishrane obogacene saharozom. Naime, obe grupe koje su unosile saharozu (S i MS)
imale su veéu povrSinu tamnog proteinskog jezgra, premda je znacajno povecanje
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utvrdeno za S grupu u odnosu na sve druge grupe zivotinja i za MS grupu u odnosu na

grupu koja je tretirana samo metimazolom (Tabela 36 1 42).

Tabela 37. Univarijantna dvofaktorska analiza varijanse (faktori su metimazol i
saharoza) analiziranih parametara granula B-Celija. F — vrednost F testa; p — statisticka

znacajnost. Vrednosti p < 0.05 bold.

Metimazol Saharoza M*S
F p F p F p

Nezrele granule
(na 100 pm?)
Zrele granule 53.3495  0.0000 19.5139  0.0000 4.6676  0.0354
(na 100 pm~)

Zrele/nezrele 273490  0.0000 18.8765  0.0000 55921  0.0219
Ukupno granula o 60> 0.0022  18.5742  0.0000 11.7478  0.0012
(na 100 pm~)

Prosecna povrsina
granule (um?)

29.7466  0.0000 34.8006  0.0000 10.3441  0.0022

9.183 0.0040 48.025 0.0000 6.872 0.0118

Tabela 38. Bonferoni korigovana statisticka znacajnost analize varijanse nezrelih

granula (na 100 um?) za &etiri grupe

Nezrele granule (na 100 pm?)

K M S MS
K
M 0.0000
S 0.3132 0.0000
MS 1.0000 0.0000 0.5797

Tabela 39. Bonferoni korigovana statisticka znacajnost analize varijanse zrelih granula

(na 100 umz) za Cetiri grupe

Zrele granule (na 100 pm?)

K M S MS
K
M 0.0073
S 0.0001 0.0000
MS 0.2756 0.7944 0.0000
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Tabela 40. Bonferoni korigovana statisticka zna€ajnost analize varijanse odnosa zrelih

prema nezrelim granulama za Cetiri grupe

Indeks zrele/nezrele granule

K M S MS
K
M 0.3714
S 0.0000 0.0000
MS 1.0000 1.0000 0.0000

Tabela 41. Bonferoni korigovana statisticka znacajnost analize varijanse ukupnog broja

granula (na 100 umz) za Cetiri grupe

Ukupno granula (na 100 umz)

K M S MS
K
M 0.0003
S 1.0000 0.0000
MS 1.0000 0.0000 1.0000

Tabela 42. Bonferoni korigovana statisticka znaCajnost analize varijanse prosecne
povriine profila elektron-gustog dela granule (um?) za &etiri grupe

Prose¢na povrina granule (um?)

K M S MS
K
M 1.0000
S 0.0000 0.0000
MS 0.0928 0.0052 0.0005
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5. DISKUSIJA

Analiza uslova eksperimenta

U cilju ispitivanja uticaja ishrane obogacene ugljenim hidratima na morfo-
funkcionalne karakteristike egzokrinog i endokrinog pankreasa pacova u uslovima
sistemskog hipotireoidizma koriS¢en je eksperimentalni model u kome je
hipotireoidizam izazvan upotrebom 0.02 % rastvora metimazola u vodi za pice, tokom
tri nedelje. Tretman ovim antitireoidnim agensom c¢esto se primenjuje u humanoj i
veterinarskoj medicini za leCenje hipertireoidizma, a u razliitim koncentracijama u
trajanju od dve do cetiri nedelje konvencionalno se koristi za eksperimentalno
uspostavljanje hipotireoidnog stanja (Cooper et al. 1984, Burmeister et al. 1997,

Chehade et al. 1999, Petrovic et al. 2001).

Iz literature su poznati razli€iti eksperimentalni modeli u kojima se
laboratorijske Zivotinje izlazu povecanom unosu ugljenih hidrata ponudenih u vidu
ishrane sa velikim udelom saharoze, rastvora saharoze u vodi za pice ili infuzije rastvora
glukoze visoke koncentracije (Koko et al. 1988, Del Zotto et al. 1999, Camihort et al.
2000, Del Zotto et al. 2002, Lipsett and Finegood 2002). Dijeta koja uz standardnu
laboratorijsku hranu podrazumeva i unos 10% rastvora saharoze u vodi za pice,
koriS¢ena u ovoj tezi, najbolje odrazava nacin ishrane ljudi u najrazvijenim zemljama

zapadnog sveta (Del Zotto et al. 1999).

Na osnovu iskustava iz laboratorijske prakse zna se da metimazol daje vodi
neprijatan ukus, pa je zivotinje nerado piju. Da bi se precizno utvrdila koli¢ina unetog
antitireoidnog agensa, pracen je dnevni unos tecnosti. Kod obe grupe tretirane
metimazolom (M i MS) unos te¢nosti bio je smanjen (u proseku nesto preko 30 ml/24h,
u poredenju sa 42 ml/24h u kontrolnoj grupi). Pri primenjenoj koncentraciji od 0.02%,

zivotinje su dnevno u proseku unosile oko 6 mg metimazola.

Da li je ova koli¢ina metimazola bila dovoljna za uspostavljanje hipotireoidnog
stanja procenjivano je merenjem koncentracija T3 1 T4 u serumu tretiranih pacova i
uporedivanjem sa vrednostima u kontrolnoj grupi. U praksi, ovakav pristup otezan je
¢injenicom da postoje velike individualne varijacije nivoa tireoidnih hormona, S$to
potvrduju i rezultati ove studije. Vrednosti T3 hormona u kontrolnoj grupi Zivotinja
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kre¢u se u rasponu od 0.8-1.5 nmol/l, a T4 od 79-99 nmol/l. U metimazolom tretiranim
zivotinjama M 1 MS grupe dolazi do sniZenja nivoa oba hormona u serumu, i to preko
20% za T3 1 ak preko 95% za T4. Primenom Bonferoni testa za utvrdivanje znacajnosti
dobijenih razlika, statisticki znacajno snizenje potvrdeno je za nivo T4 hormona u obe
metimazolom tretirane grupe Zivotinja, ali ne 1 za T3 hormon. Medutim ukoliko bi se
dobijene vrednosti analizirale manje strogim statistickim testovima poput Studentovog
t-testa, potvrduje se statisticko znacajno snizenje i za T3 hormon. Takode treba
pomenuti da postoje literaturni podaci o izrazenijem spusStanju nivoa hormona Stitne
zlezde u krvotoku (Blennemann et al. 1992, Chehade et al. 1999), pa bi se

hipotireoidizam uspostavljen u ovom eksperimentu mogao okarakterisati kao umeren.

Zivotinje koje su pile rastvor saharoze unosile su skoro duplo vise te¢nosti od

kontrolne grupe (80 ml/24h), zbog njenog prijatnog ukusa.

Eksperimentalne  Zivotinje = hranjene su  standardnom  briketiranom
laboratorijskom hranom za pacove. Pra¢enjem njene potro$nje utvrdeno je da su sve
eksperimentalne grupe Zivotinja imale manji prosecni dnevni unos hrane od kontrolnih.
Podaci iz literature ukazuju na 25% manji unos hrane zivotinja u slicnom modelu
hipotireoidizma (Venditti et al. 2003), Sto je u skladu sa smanjenjem od 20% i 28% u

naSim M 1 MS grupama.

Sagledavsi zajedno koli¢inu unete teCnosti i hrane, mogao se preracunati
prosecan ukupan dnevni energetski unos. Tako je pokazano da je u uslovima umerenog
hipotireoidizma indukovanog metimazolom, ukupni energetski unos smanjen Sto se
moze tumaciti snizenjem stope bazalnog metabolizma. U S grupi, manji energetski unos
u vidu ¢vrste hrane ne samo da je nadoknaden nego je i prevaziden unosom velike
koli¢ine rastvora saharoze. U grupi hipotireoidnih Zivotinja koje su unosile rastvor
saharoze, ukupan energetski unos je neSto veci nego u M grupi, ali joS uvek ispod
kontrolnih vrednosti. Prema tome, moze se zakljuciti da su smanjeni energetski zahtevi
u sklopu opsteg snizenja stope metabolizma prevagnuli nad povecanim voljnim unosom

rastvora saharoze.
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Uticaj eksperimentalnih uslova na masu zZivotinja i masu pankreasa

Literaturni podaci koji razmatraju promenu telesne mase laboratorijskih pacova
u eksperimentalnom hipotireoidizmu prilicno su neusaglaSeni $to je najverovatnije
rezultat razliCite starosti eksperimentalnih zivotinja, jaCine postignutog hipotireoidizma,
ali 1 variranja ostalih uslova eksperimenta. Ipak najbrojniji su podaci koji govore u
prilog smanjenog prirasta hipotireoidnih Zivotinja u odnosu na kontrolne (Burmeister et
sistemskog hipotireoidizma na nivou organizma jeste znafajno smanjenje prinosa
telesne mase zivotinja tretiranih metimazolom u odnosu na kontrolu, koje u obe grupe

iznosi oko 40%.

Poznato je da nedostatak tireoidnih hormona negativno utice na sve metabolicke
procese u telu, pokazujuci veoma jak uticaj na sintezu proteina (Tata et al. 1963, Tapley
1964). Tireoidni hormoni takode stimuliSu sekreciju hormona rasta iz hipofize (Barrett
2003), pa se usporeni rast bar delimi¢no moze objasniti i deficijencijom hormona rasta.
U isto vreme zbog smanjene potrosnje energije opali su i zahtevi za unosom hrane, $to
je sve zajedno dovelo do smanjenog prirasta telesne mase uocenom u ovoj studiji.
Slabije napredovanje Zivotinja M 1 MS grupe jo$ je jedna potvrda uspostavljenog
sistemskog hipotireoidizma u ovim grupama.

Izostanak znacajne promene telesne mase zivotinja prehranjivanih saharozom, u
odnosu na kontrolu, §to je inace i ranije objavljivano u radovima drugih autora (Koko et
al. 1988, Del Zotto et al. 1999), moze se tumaciti stanjem relativne gojaznosti (Laube et
al. 1976). Naime, zbog preferencijalne konverzije saharoze u masne depoe, uvecavaju
se depoi belog masnog tkiva u abdominalnoj duplji ali i u celom telu, pri ¢emu izostaje
upecatljivo povecanje telesne mase (Macdonald and Roberts 1965, Marshall et al. 1968,
Brook and Noel 1969). U naSem eksperimentu, na vefem broju svetlosno-
mikroskopskih preparata zivotinja koje su unosile saharozu, nezavisno od tireoidnog
statusa, uoCeno je povecano prisustvo belih adipocita u vezivnom tkivu unutar
pankreasa, ali i u samom parenhimu, §to se moze povezati sa pomenutim promenama u
metabolizmu saharoze. lako u ovoj tezi nisu specificno ispitivani abdominalni i
retroperitonealni depoi masnog tkiva, prisustvo belih adipocita u samom pankreasu u

skladu je sa navedenim literaturnim podacima.
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Apsolutna masa i1 volumen pankreasa u obe grupe zivotinja tretiranih
metimazolom bili su znacajno manji nego u kontrolnoj grupi. Posto nije ustanovljena
promena relativne mase pankreasa u ovim grupama, moze se zakljuciti da je manja
apsolutna masa pankreasa odraz manjeg prirasta telesne mase, tj. usporenog rasta
hipotireoidnih Zivotinja. Izostanak promena volumenskih gustina pojedinih strukturnih
konstituenata egzokrinog pankreasa, kao 1 volumenske gustine, broja i mase
Langerhansovih ostrvaca ukazuju na srazmerno usporavanje rasta endokrine i egzokrine
komponente pankreasa. Eutireoidne Zivotinje koje su unosile rastvor saharoze imale su
smanjenu apsolutnu i relativhu masu pankreasa. Ni u ovoj grupi nisu zabelezene
promene stereoloskih parametara egzokrine i endokrine komponente, pa zakljucujemo
da su se promene odvijale sinhronizovano unutar egzokrine i endokrine komponente. Na
nivou elektronske mikroskopije, na povrsini acinusnih i B-endokrinih ¢elija Cesto je bilo
moguce uociti "omega" figure koje ukazuju na odvijanje procesa egzocitoze. Stoga se
smanjenje mase pankreasa moze objasniti s jedne strane povecanjem koli¢ine belog
masnog tkiva koje ima manju specificnu tezinu i1 degranulacijom sekretnih ¢elija, a sa
druge blagim, mada ne statisticki znacajno povecanim prinosom telesne mase zivotinja

iz ove grupe.

Uticaj eksperimentalnih uslova na vrednosti biohemijskih parametara u serumu

U ovom radu, ni u jednoj grupi nije registrovana promena u koncentraciji
glukoze u krvi, premda se zapaza blagi trend smanjenja u obe grupe hipotireoidnih
pacova, §to se moze povezati sa manjim unosom hrane Zivotinja ovih grupa. Izostanak
povecanja nivoa glukoze u S grupi ukazuje na to da je pod datim eksperimentalnim
uslovima endokrini pankreas uspesno odrzao homeostazu glukoze. Ovaj rezultat u
skladu je sa ranije publikovanim podatkom da se nivo glukoze u cirkulaciji pacova
hranjenih saharozom odrzava u fizioloskim granicama (Laube et al. 1976), a da do
disbalansa u glukoregulaciji dolazi tek pri dugotrajnijem unosu saharoze (Lombardo et

al. 1996).

U ovoj studiji, ni u jednoj od eksperimentalnih grupa nije doSlo do znacajne

promene nivoa insulina u cirkulaciji, uprkos tome §to se zna da ishrana obogacena
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ugljenim hidratima deluje stimulativnho na njegovu biosintezu i sekreciju (Lin et al.
1972, Karam et al. 1974, Del Zotto et al. 2002). U obe grupe Zivotinja koje su unosile
rastvor saharoze uocene su velike individualne varijacije u nivou ovog hormona,
narocCito kod hipotireoidnih zivotinja (u MS grupi vrednosti su se kretale od 28 do 200
mlU/l). Ova velika varijabilnost moze se objasniti postojanjem funkcionalne
heterogenosti B-Celija koje se razlikuju po svom pragu osetljivosti na glukozu (Pipeleers
1992, Pipeleers et al. 1994, Karaca 2010). Individualna varijabilnost najverovatnije je
odgovorna za izostanak statisticki znacajnih promena koncentracije insulina u serumu

zivotinja koje su unosile saharozu.

Na osnovu gore navedenog, zakljuCujemo da je nivo insulina u cirkulaciji i
eutireoidnih 1 hipotireoidnih Zivotinja koje su unosile rastvor saharoze, iako se ne
razlikuje od onog u kontrolnoj grupi Zivotinja, dovoljan da odrzi normoglikemiju u
uslovima povecanog opterecenja ugljenim hidratima, tokom najmanje tri nedelje, koliko

je trajao ovaj eksperiment.

U nasem eksperimentu ustanovljeno je znaCajno snizenje koncentracije
triglicerida u serumu, u obe grupe hipotireoidnih Zzivotinja, S$to je u skladu sa ranije
publikovanim rezultatima (Rosenqvist et al. 1981) i1 posledica je izmenjenog
metabolizma lipida u hipotireoidizmu (Dory et al. 1981), uz moguéi uticaj smanjenog

unosa hrane.

Biohemijska analiza pokazala je da je nivo triglicerida u serumu eutireoidnih
zivotinja koje su unosile rastvor saharoze ostao nepromenjen. Literaturni podaci o nivou
triglicerida u krvi u uslovima prehranjivanja saharozom, razli¢iti su, u zavisnosti od
zastupljenosti saharoze u ishrani i duZine tretmana. Pored toga, zapazeno je da se pri
dugotrajnim tretmanima ugljenim hidratima (preko 6 meseci) paralelno povecavaju
nivoi triglicerida 1 glukoze (Lombardo et al. 1996, Del Zotto et al. 2002). U uslovima
koji viSe odgovaraju nasem eksperimentalnom modelu, nije zabelezena znacajna

promena koncentracije triglicerida i glukoze (Del Zotto et al. 1999).
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Egzokrini pankreas

Oblik i broj nukleusa u acinusnim celijama

Vecina eukariotskih celija poseduje jedan nukleus kod koga je nukleusnim
ovojem (NO) nasledni materijal odvojen od citoplazme (Webster et al. 2009). Nukleusni
ovoj sainjen je od dve membrane (spoljaSnja i unutra$nja) koje su perforirane
nukleusnim porama. U nivou kompleksa nukleusne pore spoljasnja membrana NO u
kontinuitetu je sa unutraSnjom membranom formiraju¢i tako membranski deo pore.
Prostor koji se nalazi izmedu ove dve membrane oznaCava se kao perinukleusna
cisterna. Mreza proteina, nukleusna lamina, naleze na nukleoplazmatsku povrSinu
unutrasnje membrane NO 1 interaguje sa hromatinom. Nukleusna lamina sainjena je
pretezno od intermedijarnih filamenata, lamina tipa A i tipa B (Dechat et al. 2008).
Nukleusna lamina sadrzi i proteine pridruZzene laminu kao i druge proteine koji su
uronjeni u unutrasnju membranu NO (Wilhelmsen et al. 2006). Moguce je da nukleusna
lamina ima ulogu u unutrasnjoj organizaciji nukleusa. Naime, hromozomi su u nukleusu
organizovani u diskretne hromozomske teritorije (Cremer et al. 2006), a takode je 1
heterohromatin, transkripciono neaktivni region hromatina, periferno pozicioniran u

nukleusu (Akhtar and Gasser 2007), najverovatnije zahvaljujué¢i nukleusnoj lamini.

Nukleusi ve¢ine ¢elija su okrugli ili ovalni. Medutim oblik nukleusa moze se
menjati sa starosc¢u ili sa razvojem razlicitih bolesti (Webster et al. 2009). Promenjen
oblik nukleusa cesto se odrazava i na funkciju odredenih specijalizovanih tipova c¢elija.
Promena oblika nukleusa moze biti posledica promena u nukleusnoj lamini, ili rezultat
dogadaja u citoplazmi. Ni u jednom slucaju nije jo§ sasvim razjasnjeno kako se oblik
nukleusa odrazava na funkciju, ali postoje dve glavne hipoteze, koje se medusobno ne
iskljuCuju. Prva hipoteza pretpostavlja da se promenom oblika nukleusa menja rigidnost
nukleusa, ¢ime se olakSava provlacenje pokretnih ¢elija, na primer prilikom napustanja
krvnih sudova. Po drugoj hipotezi, promene u obliku nukleusa rezultuju

reorganizacijom hromatina i time uti¢u na ekspresiju gena.

Izgled nukleusa acinusnih ¢elija koji bi odrazavao poviSenu sintetsku aktivnost,
zapazen je u najvecem broju ¢elija u S grupi zivotinja. Nukleusi su bili pravilno okrugli,

u njima je preovladavao euhromatin, a retikularan nukleolus nalazio se uglavnom uz
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nukleusni ovoj. Svetao, euhromatski nukleus i veliki dobro definisani nukleolus odlika
su metabolicki aktivnih ¢elija. U ¢elijama koje se odlikuju brzim metabolizmom
nukleolus je smesten na periferiji jedra, da bi se olakSala i ubrzala razmena izmedu

nukleusa i citoplazme (Cheville 2009).

Na nivou elektronske mikroskopije pokazano je da su nukleusi acinusnih ¢elija u
K, M i MS grupi ¢esto u manjoj ili vecoj meri bili nazubljeni. Nesto veca koli¢ina
heterohromatina bila je pozicionirana uz ovoj nukleusa M grupe, §to bi govorilo o
rearanzmanu hromatina u pravcu inaktiviranja transkripcije. U isto vreme uocene su
brojne dvojedarne acinusne cellije, naroCito u eksperimentalnim grupama. U obe
hipotireoidne grupe nukleusi binukleusnih ¢elija su priblizeni 1 “uklopljeni” jedan uz
drugi, ¢ime se smanjuje povrSina nukleusnog ovoja slobodna za nukleocitoplazmatske
razmene, $to bi upucivalo na manju aktivnost ovih nukleusa. Isti oblik i medusobna
pozicija nukleusa acinusnih c¢elija uoCena je 1 kod pankreasa pacova tretiranih
simvastatinom za koji je dokazano da negativno deluje na morfo-funkcionalne odlike
pankreasa i potencijalno izaziva pankreatitis (El-Bakary and Mousa 2008). Nukleusi
binukleusnih ¢elija eutireoidnih Zivotinja koje su unosile rastvor saharoze po pravilu su
udaljeni jedan od drugog, Sto sugeriSe da se nukleocitoplazmatske razmene odvijaju
slobodno i1 intenzivno. Prema tome, na osnovu morfoloske analize na ultrastrukturnom
nivou moze se zakljuciti da je egzokrini pankreas pacova iz S grupe bio u stanju vece

funkcionalne aktivnosti u odnosu na ostale grupe u eksperimentu.

Prema podacima iz literature od ranije je poznato da se kod normalnog
pankreasa pacova javlja dvojedarnost acinusnih celija. Procentualna zastupljenost
dvojedarnih celija varira od oko 30-80%, ponekad u zavisnosti 1 od sastava ishrane
pacova (Dolley 1925, Bourdel et al. 1971, Morgan et al. 1986). Znacaj ovakvog otkrica
nije u potpunosti rasvetljen, premda postoje videnja po kojima se dvojedarne acinusne
¢elije Cesto uocavaju posto su otpornije na autolizu i oSte¢enja od jednojedarnih Celija,
pa im je zivotni vek duzi (Ogata et al. 2011). Morgan i saradnici (1986) ne iskljucuju ni
moguénost da su jednojedarne acinusne celije u normalnom pankreasu zapravo
rezervoar, pul Celija koje zadrZzavaju sposobnost deobe, dok su dvojedarne acinusne

¢elije terminalno diferencirane, potpuno posvecene svojoj fizioloskoj funkciji.
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Kod drugih tipova ¢elija, npr. hepatocita i sr€anih miSi¢nih ¢elija, dvojedarnost
se razmatra kao prolazna faza koja vodi ka poliploidiji (Alfert and Geschwind 1958,
Carriere 1967, Epstein and Gatens 1967, Fischman 1979, Guidotti et al. 2003).
Poliploidizacija, kao univerzalan fizioloSki proces (Ravid et al. 2002) ukazuje na
terminalnu diferencijaciju ¢elija sisara (Sigal et al. 1999), pa stoga predstavlja generalnu
strategiju Celijskog rasta koja omoguéava povecanje metabolicke produktivnosti i moze
biti alternativa celijskoj deobi (Ravid et al. 2002). Na osnovu rada koji su publikovali
Nagata i Ma (2004) poznato je da su dvojedarne ¢elije pokazatelji hipertrofije i pojacane
sintetske aktivnosti, poSto je viSe nasintetisanih proteina prisutno u citoplazmi
dvojedarnih u odnosu na jednojedarne celije. Prisustvo veceg broja dvojedarnih
acinusnih ¢elija u pankreasu eutireoidnih Zivotinja koje su unosile rastvor saharoze,

dalje podrzava pretpostavku o njihovoj povecanoj aktivnosti.

Granulisani endoplazmin retikulum (gER) u acinusnim ¢elijama

Acinusne ¢elije egzokrinog pankreasa posvecene su sintezi 1 sekreciji
digestivnih enzima, koja se odvija na gER-u i pod kontrolom je hormona,
neurotransmitera i faktora rasta (Williams 2006). Pored toga, brzina sinteze i enzimski
sastav pankreasnog soka prilagodavaju se relativnoj zastupljenosti pojedinih hranljivih
materija u dijeti (Ben Abelilil et al. 1963, Howard and Yudkin 1963, Johnson et al.
1977, Bourdel 1983, Schick et al. 1984, Sabb et al. 1986, Wicker and Puigserver 1987,
Walkowiak et al. 2007).

Granulisani ER je organela koja se odlikuje velikom povrSinom 1 distribucijom
po ¢itavoj acinusnoj ¢eliji. Velika koli¢ina membrana koje zatvaraju cisternu, organizuje
se u lamelarne strukture ¢ime nastaje kompleksna arhitektura koja varira u zavisnosti od
funkcionalnih potreba. Varijacije u organizaciji gER-a ne postoje samo medu razli¢itim
tipovima c¢elija, ve¢ 1 u razli¢itim domenima iste ¢elije. Naime iako je gER jedinstvena
kontinuirana organela (Baumann and Walz 2001, Snapp 2004), sastavljen je od
strukturno 1 funkcionalno specificnih podregiona. Izgleda da su mnogi od njih u

konstantnom stanju fluksa (Snapp 2004), sto sugeriSe da gER ima izuzetnu fleksibilnost
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u menjanju strukturne organizacije koja se moze prilagodavati neprekidnim promenama

zahteva Celije (Borgese et al. 2000).

U pojedinim acinusnim Celijama hipotireoidnih pacova primetili smo
akumulacije koncentri¢no postavljenih paralelnih membrana grER-a. Ovakve formacije
gER-a primecene su 1 ranije u razli¢itim ¢elijama, u fizioloSkim i patoloskim stanjima.
Znacaj koncentricno namotanih membrana gER-a jo§ nije u potpunosti razjasnjen.
Njihova pojava povezuje se sa procesima formiranja i/ili regeneracije endoplazminog
retikuluma (Jordan 1964), ili sa odgovorom acinusnih ¢elija na unos hrane (Fawcett
1961). Sa druge strane, prisustvo namotanih membrana gER-a primeceno je u sklopu
degenerativnih procesa u ¢elijama (Emmelot and Benedetti 1960) 1, posebno, atrofije

egzokrinog pankreasa (Hashimoto et al. 1979, Pfister et al. 1980).

S obzirom na to da je prisustvo opisanih formacija sacinjenih od gER-a bilo
naglaSeno u acinusnim ¢elijama hipotireoidnih Zivotinja koje su unosile manje hrane i

zaostajale u rastu, verujemo da se ono pre moze pripisati atroficnim promenama.

Granulisani endoplazmin retikulum predstavlja prvu stepenicu na sekretnom
putu proteina (Ron and Walter 2007). Vecina novosintetisanih sekretnih 1
transmembranskih proteina u vidu nesavijenih polipeptidnih lanaca translocira se u
lumen gER-a, gde se nalaze Saperoni i enzimi za nabiranje, ¢ijom aktivnoS$¢u proteini
zadobijaju trodimenzionalnu strukturu, u sredini koja je bogata Ca®" jonima (nabiranje
proteina je zavisno od Ca”" jona). Nascentni proteini mogu biti glikozilovani i savijeni u
tercijarnu  strukturu koja se stabiliSe uspostavljanjem disulfidnih veza uz pomo¢
disulfidnih izomeraza. Zreli proteini koji produ kontrolu kvaliteta eksportuju se u
Goldzi kompleks, dok se pogreSno savijeni proteini obelezavaju za ,,degradaciju
povezanu sa gER-om®, §to podrazumeva translociranje u citoplazmu i1 degradaciju
proteazomima. Medutim pod uslovima pri kojima reparatorni mehanizmi ne mogu da
odgovore na povecane zahteve, ovi proteini agregiraju u lumenu gER-a i ne mogu se

translocirati u citoplazmu, pa cisterne postaju prosirene (Pavelka and Roth 2005b).

U ovoj tezi, cisterne gER-a dilatirane u razli¢itoj meri, zapaZene su u
pojedinac¢nim ¢elijama obe grupe koje su unosile ishranu obogacenu saharozom. U S

grupi blago dilatirani gER je vidljiv uglavnom u bazalnom regionu celija. Ovakva
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morfologija najverovatnije odgovara fizioloskoj adaptaciji ¢elije, a ne postojanju nekog
patoloSkog procesa, tim pre Sto ni druge subcelijske komponente ne pokazuju znake
oStecenja. Povecani energetski unos u S grupi, kao posledica povecanog unosa saharoze
ne moze se direktno povezati sa povecanim zahtevom za pankreasnim digestivnim
enzimima, koji bi mogao dovesti do umerene dilatacije gER-a, s obzirom na to da se
saharoza, kao preovladujuca hranljiva komponenta, razlaze u tankom crevu zahvaljujuci
saharazi koja se nalazi u nivou mikroresica enterocita, a ne uz pomoc¢ pankreasnih

enzima (Gray 1971).

Nasuprot tome, u MS grupi proSirene cisterne su izrazenije 1 ponekad je
citoplazma citave acinusne Celije ,,zaposednuta“ dilatiranim gER-om, §to je slika koja
odgovara promenama zapazenim u odmakloj subklinickoj fazi insuficijencije
egzokrinog pankreasa (Wiberg et al. 1999). ProSirene cisterne gER-a uocavaju se kada
je narusen balans izmedu zahteva celije za funkcijom gER-a i njegovog kapaciteta 1
obelezje je stresa gER-a (Schroder and Kaufman 2005). Narusena homeostaza gER-a
aktivira odgovor na stres, takode poznat kao ,,odgovor na nesavijene proteine* (Ron and
Walter 2007). Ovaj odgovor je mehanizam adaptacije, narocito bitan kod sekretnih
¢elija, 1 sluzi da se dinamicki proSiri 1 veli¢ina 1 kapacitet gER-a u skladu sa
funkcionalnim zahtevima postavljenim pred sekretni put. Celija se na stres gER-a
adaptira tako Sto teziSte svoje funkcije sa sinteze sekretnih proteina prebacuje na
transkripciju komponenti gER maSinerije koja je ukljucena u savijanje, glikozilaciju,
,degradaciju povezanu sa gER-om*, proverom kvaliteta i sl. Osnovni cilj ,,odgovora na
nesavijene proteine“ je da se gER rastereti nesavijenih proteina, adaptira na
funkcionalne zahteve i da se povrati homeostaza organele (Rutkowski and Hegde 2010).
Medutim ako se ne uspostavi homeostaza gER-a, produzeni ,,odgovor na nesavijene
proteine* moze indukovati apoptozu (Zhao and Ackerman 2006, Cnop et al. 2012).
Stres gER-a mogu uzrokovati i1 patoloska stanja, ali 1 nedovoljna koli¢ina Saperona ili

neadekvatna koncentracija Ca®" jona (Cnop et al. 2012).

U MS grupi u bazalnom regionu pojedinih acinusnih ¢elija, uz gER, uocene su
vezikule u ¢ijoj unutrasnjosti je uglavnom bio prisutan tamni materijal. Radi se zapravo
o lokalnim dilatacijama cisterne gER-a, koje morfoloski odgovaraju mikrovezikulama

gER-a uocCenim npr. kod alkoholizmom indukovane pankreasne fibroze kod Iljudi
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(Kuroda et al. 2007). Vezikulacija gER-a, zajedno sa gore opisanom dilatacijom
cisterni, smatra se manifestacijom njegove uznapredovale degeneracije (Kuroda et al.
2007). Abnormalnosti u gER-u, Goldzi kompleksu, lizozomima i zimogenim granulama
doprinose poremecaju u unutarcelijskom transportu niza sekretnih proteina i imaju

vaznu ulogu u periacinusnoj kolagenizaciji (Kuroda et al. 2007).

Na osnovu navedenog, mislimo da celije egzokrinog pankreasa hipotireoidnih
zivotinja pokuSavaju i u najve¢em broju uspevaju da se morfo-funkcionalno prilagode
izmenjenom rezimu ishrane. Ipak, ultrastruktura pojedinih ¢elija podleZe ozbiljnijim
patoloSkim promenama koje ih mogu odvesti ka ¢elijskoj smrti. Ukoliko bi se delovanje
eksperimentalnih faktora produzilo mogla bi se ocekivati dalja i sve izrazenija oStec¢enja

egzokrine komponente organa.

Zimogene granule

Posle sinteze na gER-u, obrade 1 koncentrisanja u Goldzi kompleksu, digestivni
enzimi prvo se pakuju u kondenzacione vakuole, formu nezrelih granula koje zatim
sazrevaju u zimogene granule. Kondenzacione vakuole odvajaju se od trans-Goldzi
cisterne 1 nalaze se na trans strani Goldzi kompleksa. Kako su na elektronskim
mikrografijama pankreasa samo jedne Zivotinje (M grupe) uoceni profili trans-Goldzi

mreze, moguce da je to razlog zasto se nisu uocavale nezrele granule.

U zimogenim granulama nalaze se proenzimi, neaktivne forme meSevine
dvadesetak digestivnih enzima (Rinderknecht 1993, Scheele 1993), koji ¢e se adekvatno
obraditi 1 aktivirati po dospecu u duodenum. Koli¢ina 1 sastav digestivnih enzima u
digestivnom traktu reguliSu se na nivou biosinteze i1 sekrecije. Ranija istrazivanja
utvrdila su da kompozicija unete hrane reguliSe meSavinu digestivnih enzima
prvenstveno na transkripcionom nivou (Williams 2006). Noviji radovi pokazuju da
supstance koje stimuliSu sekreciju pankreasa, sekretagoge, mogu da reguliSu sintezu
pankreasnih proteina i na translacionom nivou (Sans and Williams 2002), pa i da

dovedu do hipertrofije pankreasa (Williams 2006).
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Sekretne granule funkcioniSu kao kompartmenti za skladiStenje sekretnih
produkata i glavne su organele ukljuCene u regulisanu sekreciju. Egzocitotsko
praznjenje granula odvija se pod precizno definisanim lokalnim uslovima, posle
neuralne stimulacije ili stimulacije gastrointestinalnim hormonima (Pavelka and Roth
2005¢). Oslobadanje proenzima deSava se posle unosa hrane i indukovano je
vezivanjem holecistokinina za receptore na bazolateralnim stranama ¢elijske membrane
acinusnih cCelija (Pavelka and Roth 2005a). Direktan okida¢ za egzocitozu zimogenih
granula sa apikalnog dela ¢elijske membrane u lumen acinusa je porast koncentracije

Ca’" jona (Williams 2006).

U pankreasu pacova postoje dve populacije zimogenih granula: oko 5% svih
granula su granule vec¢ih dimenzija, dok vecu populaciju ¢ine granule manjih veli¢ina
(de Dios et al. 1995). Medutim veli¢ina i brojnost zimogenih granula mogu se povecati
u odredenim uslovima, kao Sto je primeceno u pankreatitisu kod ljudi (Helin et al.
1980), Sto ovi autori tumace kao povecanu aktivnost enzima zimogenih granula. Takode
tokom mitoze acinusnih ¢elija uoceno je poveéanje broja manjih granula, Sto bi mozda
bio odraz menjanja teziSta sa funkcije transporta digestivnih enzima na funkciju
rezervoara membrana za obnovu sakula Goldzi kompleksa tokom telofaze ili ¢ak za

formiranje ¢elijske membrane izmedu Cerki celija (Melmed et al. 1973).

Iako nismo detaljno analizirali veli¢inu i brojnost zimogenih granula, stekli smo
utisak da su se ovi parametri menjali u zavisnosti od eksperimentalnih tretmana.
Eutireoidne zivotinje koje su unosile saharozu, imale su naizgled manji broj zimogenih
granula, koje su delovale sitnije. Nasuprot tome, u obe hipotireoidne grupe citoplazma

acinusnih ¢elija bila je ispunjena preovladujuce krupnim zimogenim granulama.

U fizioloskim uslovima brojnost zimogenih granula varira u zavisnosti od faze
sekrecije: brojne su kod zivotinja koje gladuju, a malo ih ima neposredno posle obroka
(Bloom and Fawcett 1968). Nesto noviji podaci pokazuju da se nakon infuzije
holecistokininom, veli¢ina granula u acinusnim ¢elijama pacova smanjuje, odnosno da
holecistokinin indukuje praznjenje vecih granula (de Dios et al. 1999). Posto je
energetski unos u hipotireoidnim grupama manji nego kod kontrolnih zivotinja, manje
je 1 izbacivanje sadrzaja granula ve¢ih dimenzija pa one ¢ine dominantne granule u

citoplazmi acinusnih ¢elija. Na osnovu arbitrarne procene zastupljnosti granula razli¢itih
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dimenzija u acinusnim c¢elijama pankreasa eutireoidnih 1 hipotireoidnih pacova
hranjenih normalno ili prehranjivanih saharozom zaklju¢ujemo da je oslobadanje
pankreasnih enzima kod hipotireoidnih zivotinja smanjeno. Ovi rezultati u skladu su sa
rezultatima ranije publikovanih studija koje su se bavile morfoloskim aspektima
regulacije sekrecije acinusnih ¢elija (Ermak and Rothman 1981, Beaudoin et al. 1984,

Aughsteen and Cope 1987, de Dios et al. 1999).

U kontekstu ranije pomenute Cinjenice da se saharoza, kao glavni hranljivi
sastojak koji unose eutireoidni pacovi prehranjivani saharozom, razlaze saharazom
lokalizovanom u nivou apikalne membrane crevnih epitelnih Celija, dakle prakticno
nezavisno od pankreasnih digestivnih enzima, a da je unos standardne hrane manji nego
kod kontrolnih Zivotinja, postavlja se pitanje zaSto morfologija acinusnih ¢elija u ovoj
grupi odgovara sintetski i sekretno aktivnim ¢elijama. Moguée je da je mehanicko
prisustvo sadrzaja, ¢vrste hrane i/ili te¢nosti, u gornjim delovima digestivnog trakta, pre
svega u Zelucu, dovoljno da posredstvom gastrina stimuliSe sekreciju digestivnih

enzima egzokrinog pankreasa (Scemama et al. 1987, Le Drean et al. 1999).

U bazolateralnom regionu velikog broja acinusnih ¢elija zivotinja S grupe,
zapazili smo klastere vakuolama-sli¢énih organela, ¢ije dimenzije odgovaraju
dimenzijama zimogenih granula. Obicno su kompletno prosvetljene, naizgled prazne,
premda se ponekad u njima uocava (eks)centrican taman sadrzaj. Kod pacova tretiranih
simvastatinom ovakve strukture identifikovane su kao bazalno locirane zimogene
granule u kojima je doSlo do gubitka elektron-gustine i/ili delimi¢nog razlaganja
sadrzaja na periferiji granula (El-Bakary and Mousa 2008). Egzocitoza zimogenih
granula uobiCajeno se obavlja preko apikalne membrane, dok se rezidualna tela i
nefunkcionalne zimogene granule izbacuju preko bazolateralnih delova membrane
(Kuroda et al. 1998). Verujemo da u nasem eksperimentu organele sli¢ne vakuolama
uocene u bazalnom regionu nekih ¢elija predstavljaju izmenjene zimogene granule ¢iji
enzimski sastav ne odgovara specificnom naCinu ishrane Zivotinja iz ove grupe.
[zu¢avanjem patologije pankreasa na razli¢itim eksperimentalnim modelima pokazano
je da, kao rezultat preusmeravanja egzocitoze zimogenih granula ka intersticijumu,
dolazi do ektopicne aktivacije pankreasnih enzima i pankreatitisa (Gaisano et al. 2001,

Cosen-Binker et al. 2008), pri cemu se favorizuju fibroza 1 masna infiltracija pankreasa
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(Kloppel et al. 1986, Kakinuma et al. 2007) uz smanjenje parenhimske komponente. S
obzirom na to da rezultati naSe stereoloske, a ni morfoloske analize ne ukazuju na
postojanje fibroze ili bilo kakvih destruktivnih promena egzokrinog parenhima,
zakljuCujemo da bazolateralna egzocitoza nema znaCajnijeg negativnog efekta na
histoloSku strukturu pankreasa, verovatno zbog izmenjene aktivnosti digestivnih enzima

koji tim putem napustaju ¢eliju.

Vakuolizacija u acinusnim ¢elijama

U acinusnim ¢elijama pankreasa zapazeno je prisustvo vakuola, ¢iji su se izgled,
veli¢ina i pozicija razlikovali u zavisnosti od eksperimentalnih uslova. Pod svetlosnim
mikroskopom vakuole u vidu belih, neobojenih “balonc¢i¢a” narocito su se isticale po
brojnosti u acinusnim c¢elijama metimazolom tretiranih Zivotinja. Uzorci tkiva
posmatrani pod elektronskim mikroskopom pojasnili su sliku dobijenu pod svetlosnim
mikroskopom. Brojne vakuole u M grupi ispunjene su tamnim amorfnim sadrzajem, $to

upucuje da se radi o kompartmentima endozomsko-lizozomskog sistema.

Autofagija je proces koji se u bazalnim okvirima deSava u svim c¢elijama
(Iovanna and Vaccaro 2010). To je niz uzastopnih dogadaja tokom kojih ¢elije razlazu
proteine 1 celijske organele Cije konstituente ponovo mogu da koriste u sintetskim
procesima (Xie and Klionsky 2007, Levine and Kroemer 2008, Mizushima et al. 2008).
U istrazivanjima koja se bave proucavanjem autofagije morfoloski se razlikuju dva tipa
vakuola. Rane, inicijalne autofagne vakuole sadrze intaktan deo citoplazme sekvestriran
za autofagiju, dok kasne, degradativne autofagne vakuole sadrze delimi¢no razlozen 1

neprepoznatljiv sadrzaj (Eskelinen et al. 2003, Mizushima et al. 2008).

Autofagija do koje dolazi tokom gladovanja, koje je njen najjaci fizioloski
pokretac, moze se smatrati adaptivnim odgovorom u okviru koga ¢elija razlaze svoje
neesencijalne komponente obezbedujuc¢i vitalno vazne gradivne blokove kao Sto su
aminokiseline (Levine and Kroemer 2008, Mizushima et al. 2008). Organele Cija je
sudbina da budu degradovane prvo se izoluju u autofagozome uspostavljene dvema
membranama, koji se zatim fuzioniSu sa kasnim endozomima i lizozomima formirajuci
autolizozome uspostavljene jednom membranom. Materijal u autolizozomima razlazu
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hidrolaze. Najvaznijom klasom hidrolaza moze se smatrati katepsinska familija proteaza

(Bohley and Seglen 1992, Ishidoh and Kominami 2002).

Akumulacija autofagnih vakuola u acinusnim ¢elijama istaknuto je obelezje
pankreatitisa (Helin et al. 1980, Adler et al. 1982, Aho et al. 1982, Koike et al. 1982,
Brackett et al. 1983, Niederau and Grendell 1988, Mareninova et al. 2009) i do nje
dolazi usled usporavanja autofagne degradacije proteina, Sto je, po sebi, posledica
smanjene aktivnosti lizozomskih hidrolaza (Mareninova et al. 2009). U acinusnim
¢elijama normalno hranjenih hipotireoidnih pacova uocili smo krupne autofagne
vakuole sa delimi¢no svarenim sadrzajem. Na osnovu izgleda, najverovatnije se radi o
autofagnom uklanjanju zimogenih granula iz ¢elije. Po zavrSenom razlaganju, autofagne
vakuole izbacuju se iz Celije preko bazolateralne membrane, §to je u skladu sa
uobicajenim na¢inom eliminisanja ovih organela iz ¢elije (Takano et al. 1994, Kuroda et

al. 1998).

Prihvaéeno je da autofagno uklanjanje zimogenih granula, zimofagija,
predstavlja mehanizam kojim se celija Stiti od potencijalne i1 fatalne unutarcelijske
aktivacije digestivnih enzima, ¢iji ta¢ni uzroci i nacin nastanka jo§ uvek nisu poznati
(Gorelick and Thrower 2009, Vaccaro 2012). Znatan broj opisanih autofagnih vakuola
odraz je neSto sporijeg odvijanja digestije Sto je, dalje, u skladu sa usporenjem

metabolickih procesa u hipotireoidizmu.

Pored pojave vakuola u pankreasnim cCelijama, karakteristike pankreatitisa su i
infiltracija parenhima leukocitima i fibroza, ali njih nismo primetili u egzokrinom
pankreasu hipotireoidnih normalno hranjenih Zivotinja, niti detektovali kvantitativnim,
stereoloskim metodima. Imunohistohemijski nismo detektovali ni prisustvo aktiviranih
stelatnih ¢elija pankreasa ili miofibroblasta, koje bi doprinele intenzivnijem razvoju

vezivnog tkiva (Kuroda et al. 2007).

Iz svega napred navedenog mozemo zakljuCiti da je hipotireoidizam kod
normalno hranjenih pacova doveo do pokretanja mehanizama zastite acinusnih ¢elija od
potencijalne autodigestije koji su se manifestovali pojavom autofagnih vakuola, a $to je
ujedno i inicijalni dogadaj uocljiv kod pankreatitisa. Pri datim uslovima eksperimenta,

mehanizmi zaStite su dovoljni da saCuvaju integritet acinusnih Celija i spreCe razvoj
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pankreatitisa. S obzirom na to da se pankreatitis u hipotireoidizmu pre svega vezuje za
pojavu hiperlipidemije (Christopher 1997, Gan et al. 2006), moguce je da

hipolipidemija ustanovljena u ovom eksperimentu ima protektivnu ulogu.

Strukture koje odgovaraju autofagnim vakuolama videne su 1 u drugim
eksperimentalnim grupama, ali u meri koja odgovara normalnim fiziolo§kim procesima

uocenim u kontrolnoj grupi, §to je josS jedna potvrda univerzalnosti autofagnog procesa.

Endokrini pankreas

Endokrine ¢elije pankreasa formiraju mikroorgane, Langerhansova ostrvca, u
veéem organu - egzokrinom pankreasu. Celije sa endokrinom funkcijom sintetisu,
cuvaju i u cirkulaciju sekretuju polipeptidne signalne molekule koji se dalje krvlju
transportuju do udaljenih ciljnih tkiva. Zato su endokrine zlezde dobro prokrvljene:
endokrini pankreas 2-3 puta je prokrvljeniji od okolnog egzokrinog tkiva (Schaeffer et

al. 2011).

Analizom preparata na kojima su imunohistohemijski obelezene -, a-, D- 1 PP-
¢elije potvrdili smo iz literature poznatu pravilnost u njihovoj distribuciji (Bonner-Weir
et al. 1993). Istovremeno pokazali smo da ni u jednoj od eksperimentalnih grupa ta

pravilnost nije narusena.

Stereoloska ispitivanja Langerhansovih ostrvaca pokazala su da nema znacajnih
razlika izmedu eksperimentalnih grupa zivotinja, kada se radi o volumenskoj i
numeri¢koj gustini, broju 1 masi ostrvaca. Jedino ostrvca MS grupe pokazuju blagu
tendenciju ka povecanju broja, uz istovremeno smanjenje procentualnog ucesca ostrvaca
velikih dijametara u ukupnom volumenu ostrvaca ove grupe. To ukazuje na moguce
povecanje broja ostrvaca deobom prethodno postojecih, kod hipotireoidnih pacova koji
su unosili rastvor saharoze. Kako u literaturi postoje podaci koji pokazuju da se
zna€ajno povecanje brojnosti Langerhansovih ostrvaca pacova moze ocekivati nakon
znatno duzih tretmana, na primer posle 30-nedeljne ishrane bogate ugljenim hidratima
(Lombardo et al. 1996), verovatno da tronedeljni tretman u ovom eksperimentu nije bio

dovoljan da bi se ispoljila statisticka znacajnost ovih dogadaja.
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Analizom svetlosno-mikroskopskih preparata na kojima su imunohistohemijski
markirane endokrine céelije ostrvaca, stekao se utisak da eksperimentalni uslovi nisu
uticali na njihovu distribuciju i1 zastupljenost unutar ostrvaca. StereoloSka analiza ovo je
1 potvrdila pokazavsi da je velina stereoloskih parametara pojedinacnih tipova
endokrinih ¢elija u okviru Langerhansovih ostrvaca ostala ista. Jedina promena bila je
smanjenje povrSine profila B-¢elija metimazolom tretiranih Zivotinja, medutim i pored
toga, njithova masa nije promenjena. Rezultati ove studije u skladu su sa ranije
publikovanim nalazima da antitireoidni tretman ne utiCe na morfologiju ostrvaca i

¢elijsku masu (Leduque et al. 1985).

Ispitivanje prisustva i zastupljenosti u ostrvcima B-celija koje se nalaze u fazi
¢elijskog umiranja ili u fazi proliferacije, primenom metoda bojenja propidijum
jodidom, odnosno detekcijom proteina Ki67 kao proliferativnog markera, nije pokazalo
postojanje bitnih razlika izmedu grupa u naSem eksperimentu. Jedino su u MS grupi
odsustvovale proliferiSuce Celije, Sto se medutim nije odrazilo na masu p-¢elija. U isto
vreme Celije pozitivne na transkripcioni faktor PDX1 koji markira fenotipski
funkcionalne B-Celije, bile su veoma zastupljene u ovoj grupi i intenzivno su se bojile,
kao 1 ¢elije u S grupi zivotinja. Ovakvi rezultati ukazuju da je 1 pored primenjenih
tretmana, populacija B-Celija, ostajala stabilna kao S$to je u normalnom adultnom
pankreasu (Ackermann and Gannon 2007). B-Celije adulta, naime, spadaju u tzv.
sporoobnavljaju¢e celije i odlikuju se konstantnom niskom stopom proliferacije i
apoptoze. Povecanje mase B-Celija koje prati rast Citavog organizma, pre je rezultat
povecanja veli¢ine ¢elija nego njihove proliferacije (Montanya et al. 2000). Sagledavsi
zajedno rezultate stereoloskih ispitivanja i rezultate histoloskih bojenja kojima je
procenjena dinamika populacije B-Celija, moze se zakljuciti da se pod specificnim
eksperimentalnim uslovima u ovoj studiji endokrini pankreas ponaSa kao mirujuci
organ, S$to je primeceno 1 pri drugim promenama metaboli¢kih uslova (Bonner-Weir et

al. 1993).
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Da li su bas sve insulin-pozitivne p-Celije funkcionalne?

Imunohistohemijska lokalizacija insulin-pozitivnih ¢elija pokazala je prisustvo
ovih ¢elija ne samo u centralnom regionu Langerhansovih ostrvaca, ve¢ i u okviru
epitela izvodnih kanala ili njihovoj neposrednoj blizini, u svim grupama Zzivotinja.
Pojedinacne celije pozitivne na insulin srecu se 1 u sklopu acinusa, S$to je narocito
izrazeno u S grupi. Moguce je da pojedinacne B-Celije prisutne u acinusima nastaju od
¢elija kanala i tada replikacija obicno prethodi diferencijaciji (Beresford 1990,
Rosenberg 1995). Medutim kako u ovoj tezi pozitivnost Celija kanala na Ki67 nije
promenjena u S grupi u odnosu na kontrolnu, moze se zakljuciti da replikacija za kojom
sledi diferencijacija prekursorskih ¢elija kanala nije put nastanka pojedinacnih -¢elija u
S grupi. Drugi put koji vodi ka pojavi pojedinacnih B-¢elija u acinusnom tkivu pacova
jeste transdiferencijacija acinusnih ¢elija u B-Celije, kako je pokazano u eksperimentima
sa kratkotrajnom infuzijom glukoze (Lipsett and Finegood 2002). Verujemo da su kod
eutireoidnih zivotinja koje su unosile rastvor saharoze u nasem eksperimentu acinusne,
ekstrainsularne P-Celije nastale prema ovom drugom scenariju. Kako stereoloskom
analizom egzokrinog pankreasa nismo uo€ili promene volumenske gustine acinusa,
povecana proliferacija acinusnih ¢elija u S grupi mogla bi predstavljati nacin nadoknade

acinusnih ¢elija ,,izgubljenih* transdiferencijacijom u B-¢elije.

Imunodetekcijom PDX1 proteina, koji je kljucni transkripcioni faktor za razvice
B-¢elija 1 odrzavanje njihovog funkcionalnog fenotipa i ¢ije je prisustvo neophodno da
bi otpocela sinteza insulina (Melloul 2004, Zhou et al. 2008), uocili smo prisustvo
funkcionalnih insulin-produkujuc¢ih ¢elija samo u kanalima i1 u Langerhansovim
ostrvcima svih grupa. U grupi hipotireoidnih normalno hranjenih pacova
imunopozitivnih nukleusa ima manje, a reakcija je slabija, dok je u obe grupe Zivotinja
koje su unosile rastvor saharoze situacija obrnuta. Kako PDXI1 pozitivnost nije
detektovana u okviru acinusa, zakljuCujemo da novonastale pojedinane acinusne [3-
¢elije u S grupi nisu funkcionalne sa aspekta sinteze insulina. One mogu predstavljati
pul rezervnih PB-Celija koje su spremne da u slucaju potrebe oslobode svoj veé
nasintetisani insulin (i da uporedo pokrenu njegovu dalju sintezu), ali su trenutno
mirujuce jer je insulin koji se stvara u sintetski aktivnijim p-¢elijama Langerhansovih

ostrvaca dovoljan za odrzanje normoglikemije.
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Iz literature je poznato da do neogeneze B-¢elija dolazi ubrzo po otpoc€injanju
stimulusa, npr. izlaganja organizma pove¢anom unosu glukoze (Lipsett and Finegood
2002), a kako su u nasem eksperimentu ove Celije prisutne i posle tronedeljnog tretmana
saharozom odrzZavanje pula pojedinacnih insulin-pozitivnih ¢elija moglo bi se pripisati
njihovoj dodatnoj ulozi u povecanju potencijala za ekspanziju mase B-Celija (Lipsett and

Finegood 2002), naroc¢ito tokom duzih perioda hiperglikemije (Finegood et al. 1997).

Efekat eksperimentalnih uslova na morfo-funkcionalne odlike p-Celija

Langerhansovih ostrvaca

Osnovna uloga B-¢elija je regulacija sinteze insulina, njegovo ¢uvanje i sekrecija
(Alarcon et al. 2002, Melkman-Zehavi et al. 2011). Ekspresiju insulina precizno
reguliSu brojni transkripcioni aktivatori 1 represori koji odreduju sudbinu p-Celije
aktivirajuéi gene kao odgovor na stimulus glukozom (Andrali et al. 2008).
Transkripcioni aktivatori ukljuuju na primer PDX1, MafA, NeuroD, Pax6, Nkx2.2 i
Nkx6.1, a transkripcioni represori gena za insulin su Hes1, Insm1/IA1, Sox6, Bhlhe22 i
Crem (za pregled literature videti: Melkman-Zehavi et al. 2011). Fini balans izmedu
svih ovih faktora neophodan je kako bi doslo do efikasne sinteze insulina (Melkman-

Zehavi et al. 2011).

Insulin se sintetiSe u P-Celijama kao veliki jednolan¢ani preproprotein —
preproinsulin. Sa njega se odmah po ubacivanju u gER uklanja signalna sekvenca (lider
sekvenca) ¢ime nastaje proinsulin, koji se brzo nabira u trodimenzionalnu strukturu.
Vezikularnim transportom proinsulin iz gER-a dospeva do odeljaka Goldzi kompleksa,
koji sadrZe jone cinka i kalcijuma, pa sredinski uslovi favorizuju formiranje heksamera
proinsulina koji sadrze cink. Proinsulin se konvertuje u insulin kombinovanim dejstvom
dve endopeptidaze 1 karboksipeptidazom H u klatrinskim nezrelim sekretnim
vezikulama trans-Goldzi regiona (Pavelka and Roth 2005d). Konverzija podrazumeva
da se sa svakog proinsulina u sklopu heksamera odvaja povezujuéi (C) peptid, koji je
spajao A 1 B lanac proinsulina, i oslobada u region haloa sekretne granule. Heksameri
insulina u sekretnim granulama imaju tendenciju da formiraju mikrokristale koji su

veoma stabilni (za pregled literature videti: Dodson and Steiner 1998).
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Glukoza, kao fizioloSki najrelevantnija insulinska sekretagoga, stimuliSe
sekreciju insulina (Campbell et al. 1982, Alarcon et al. 2002) ali i biosintezu proinsulina
(uglavnom na translacionom nivou). Ukratko, glukoza mora ué¢i u B-celiju (preko
glukoznog transportera GLUT 2), gde kao rezultat odredenih metabolickih procesa
nastaje ATP. Pove¢an odnos ATP-a u odnosu na ADP uti¢e na zatvaranje kalijumovih i
otvaranje kalcijumovih kanala na ¢elijskoj membrani. Ulazak kalcijuma i poveéanje
njegovog nivoa u citoplazmi glavni je okidac¢ za egzocitozu insulina (Prentki et al. 1997,
Alarcon et al. 2002). Po dospecu u cirkulaciju, promena pH vrednosti utice na
dezintegraciju heksamera i kristala, pa insulin cirkuliSe i vezuje se za receptore u formi

monomera (za pregled literature videti: Dodson and Steiner 1998).

U pankreasu zdravih, kontrolnih pacova sre¢u se dve populacije B-celija:
funkcionalno zrele koje Cine vecéinu i funkcionalno nezrele koje imaju slabu mo¢é
odgovora na glukozu (Karaca 2010). Proporcija ovih ¢elija je dinami¢na kategorija 1
reflektuje sposobnost pankreasa da sekretuje insulin (Karaca et al. 2009). Sadrzaj
insulina u obe grupe ¢elija je slican, ali se u njima nalaze razli¢iti nivoi iRNK za insulin
Sto potvrduju i nalazi da se PDX1 manje eksprimira u funkcionalno nezrelim ¢elijama
(Karaca 2010). Funkcionalno zrele B-¢elije imaju aktivniji metabolizam u odnosu na
nezrele Celije, 1 tokom "prvog poziva" glukozom, samo one sekretuju insulin (Karaca
2010). Heterogenost populacije [-Celija koja pociva na razliitim sekretnim
aktivnostima pojedinih celija, za posledicu ima 1 preferencijalno oslobadanje
novosintetisanog insulina. Naime, cCelije koje su aktivne u oslobadanju insulina bice
aktivne 1 u njegovoj sintezi, posto je prag nivoa glukoze za biosintezu proinsulina nizi
nego za sekreciju insulina (Rhodes 2000), ¢ime ¢e se uz pre-formirani hormon

oslobadati i novosintetisani (Van Schravendijk et al. 1992).

U citoplazmi B-Celija svih ispitivanih grupa Zivotinja najuocljivije organele su
euhromatski nukleus 1 brojne sekretne granule koje su najmarkantnija morfoloSka odlika

ovih ¢elija. Ponekad se na snimcima p-Celija uocavaju gER 1 Goldzi kompleks.

Iako je prisutna relativna stabilnost populacije B-celija, rezultati stereoloskih
ispitivanja u M grupi ukazuju na usporavanje procesa sinteze i oslobadanja insulina. U
ovoj grupi detektovan je najveéi broj granula po jedini¢noj povrsini, §to uz istovremeno
odsustvo egzocitotskih profila sugeriSe smanjenje sekrecije insulina. Takode u M grupi
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preovladuju nezrele granule sa okruglastim tamnim jezgrom, $to je dokaz ometenih
kasnijih faza biosinteze insulina. Uzrok ovih procesa najverovatnije je deficijencija T3
hormona kao posledica tretmana metimazolom. Naime, poznato je da T3 pozitivno
reguliSe ekspresiju transkripcionog faktora PDX1, a on direktno pozitivno kontrolise
ekspresiju gena za insulin (Campbell and Macfarlane 2002, Andrali et al. 2008). Izrazito
smanjenje broja PDX1-pozitivnih ¢elija koje je uo¢eno na nivou svetlosne mikroskopije

u M grupi, takode je u skladu sa ovakvim na¢inom regulacije.

U kontekstu manjeg prisustva zrelih insulinskih ¢elija u grupi normalno
hranjenih hipotireoidnih pacova, treba pomenuti da je u ovoj grupi zapazeno prisustvo
¢elija koje po vecini parametara odgovaraju glukagon-produkujué¢im a-celijama, ali u
svojoj citoplazmi, pored glukagonskih imaju i granule koje morfoloSki odgovaraju
granulama B-Celija. Iz literature je poznato da u pankreasu postoje ¢elije koje imaju
sposobnost da ko-eksprimiraju insulin i glukagon (Movassat et al. 1997, Chung and
Levine 2010, Chung et al. 2010). Pored toga zna se da tireoidni hormoni pozitivno
reguliSu nivo insulina u cirkulaciji (Dimitriadis et al. 1985), dok najveci broj do sada
publikovanih podataka svedo€i o smanjenoj koncentraciji insulina u krvi u
hipotireoidizmu, zbog negativne regulacije sekrecije insulina (Katsilambros et al. 1972,
Lenzen and Bailey 1984, Cortizo et al. 1985, Gomez Dumm et al. 1985, Ramos et al.
1998, 2001). Moguée je da celije koje ko-eksprimiraju insulin i glukagon u
hipotireoidnim Zivotinjama donekle kompenzuju deficit sintetsko-sekretne aktivnosti -
¢elija. Izostanak znaCajnog sniZzenja koncentracije insulina u serumu hipotireoidnih

pacova moze se objasniti dodatnom koli¢inom insulina koji potice iz ovih ¢elija.

U endokrinom pankreasu hipotireoidnih Zivotinja primeéena je manja populacija
B-¢elija "Supljikavog" izgleda koje su i ranije opisane (Gomez Dumm et al. 1985).
Izgled ovih ¢elija, poti¢e od znatno Sireg haloa oko srzi granule nego §to je to obicno
slu¢aj. Uz granule, ponekad se uoCavalo prisustvo gusto napakovanih blede
kontrastiranih, nezrelih granula, Sto potvrduje da su te ¢elije aktivne u sintezi insulina
(Camihort et al. 2000). U ovim sintetski aktivnim c¢elijama obi¢no su bile vidljive
dilatirane cisterne gER-a, ispunjene svetlim elektron-gustim materijalom, i proSirene
sakule Goldzi kompleksa. Ovakva morfologija sintetskih organela upucuje na zakljucak

da je doslo do zastoja u sintezi/obradi proteina na nivou gER-a i Goldzi kompleksa.
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Moze se pretpostaviti da zbog usporenog metabolizma sa jedne strane i malog broja
sintetski aktivnih ¢éelija sa druge, dolazi do funkcionalnog optere¢enja gER-a i nesto
sporije obrade insulina unutar njegove cisterne. Prisustvo nezrelih granula pri
deficijenciji tireoidnih hormona, osim zastoja u stvaranju insulina, ukazuje i na narusen

proces sekrecije, Sto je u skladu sa podacima iz literature (Pipeleers et al. 1994).

Iako u ovom eksperimentu nisu utvrdene promene vecine stereoloSkih
parametara vezanih za Langerhansova ostrvca, u grupi hipotireoidnih normalno
hranjenih pacova zapazeno je smanjenje povrsine B-Celija. Ovo smanjenje moglo bi se
pripisati ve¢em prisustvu funkcionalno nezrelih c¢elija, koje se odlikuju manjom

povr§inom upravo zbog neaktivnog sintetskog aparata.

Pod dejstvom saharoze povecava se broj funkcionalno zrelih B-¢elija koje se
odlikuju granulama sa izraZzenim haloom. U isto vreme povecava se broj granula sa
uglastim elektron-gustim jezgrom karakteristicnim za zrele granule. Dimenzije jezgra
zrelih insulinskih granula najveée su upravo u ovoj grupi, Sto je direktan dokaz o
povecanoj sintezi insulina u odgovoru na ishranu obogac¢enu saharozom. Pored toga,
morfoloski dokazi o odigravanju egzocitoze na povrsini -Celija zivotinja iz ove grupe

pokazuju da endokrini pankreas na taj zahtev i odgovara.

Da nakon tretmana ugljenim hidratima dominiraju funkcionalno zrele B-Celije
potvrdili smo i imunohistohemijski detektovanim poveéanim prisustvom PDX1 proteina
u ovoj grupi, §to je u skladu i sa podacima iz literature (Karaca et al. 2009). Prema tome
B-celije S grupe funkcionalne su i sposobne da sintetiSu 1 sekretuju insulin. Pove¢anim
unosom ugljenih hidrata povecavaju se zahtevi za insulinom, koji se obezbezbeduje na
racun povecanog kapaciteta biosinteze (Laube et al. 1976) i sekrecije (Del Zotto et al.
1999). Drugi nivo odgovora na povecan unos ugljenih hidrata bio bi
hipertrofija/proliferacija B-celija, Sto bi dovelo do povecanja mase B-¢elija (Del Zotto et
al. 1999). S obzirom na to da nismo uocili pove¢anje mase B-Celija, a §to je u skladu sa
¢injenicom da je adultni pankreas relativno mirujuéi organ ogranicenog rasta, ovaj drugi
nacin da se odgovori na povecane zahteve za insulinom ocigledno izostaje. Dakle,
pankreas eutireoidnih pacova prehranjivanih saharozom uspeva da odgovori na

povecane zahteve za insulinom samo povecanom sintetskom/sekretnom aktivnoscéu.

100



U MS grupi Zivotinja nisu uocene razlike u izgledu, broju granula, odnosu zrelih
1 nezrelih granula po jedini¢noj povrsini, kao ni u veli€ini tamnog jezgra u odnosu na
kontrolnu grupu. Dakle, simultano dejstvo metimazola i saharoze priblizava B-Celije ove
grupe po morfoloSkim i stereoloskim odlikama granula ¢elijama kontrolnog pankreasa.
Medutim viSe pozitivnih PDX1 ¢elija i nesto ve¢i nivo insulina u serumu MS grupe, uz
odrzanje normoglikemije, moze ukazati na pocetnu blagu insulinsku rezistenciju
(Reaven 1988). Ukoliko se prihvati moguénost da je doslo do povecanja abdominalnih
depoa belog masnog tkiva, a na Sta upucuju morfoloski rezultati ove teze, izostanak
statistiCki znacajnog povecanja nivoa insulina u MS grupi mogao bi se objasniti
pojavom belih adipocita u pankrasu ovih pacova. Naime, zna se da beli adipociti
sekretuju leptin, koji preko receptora na [-Celijama direktno utice na smanjenje
sekrecije insulina (Kieffer et al. 1996, Poitout et al. 1998), glavnog adipogenog
hormona (Kieffer and Habener 2000). Tako, sa pove¢anjem masnih depoa, visi nivo
leptina ispoljava negativno regulatorno delovanje na koncentraciju insulina, da bi se

limitiralo dalje akumuliranje lipida u adipocitima (Kieffer and Habener 2000).

Rezultati ove teze koji se ticu funkcije endokrinog pankreasa u produkciji
insulina 1 odrzavanju homeostaze glukoze potvrduju da je kontrola nivoa glukoze u
cirkulaciji pomocu insulina kompleksan proces koji obuhvata ne samo jednostavno
ukljucivanje i isklju¢ivanje produkcije i sekrecije insulina zavisno od koli¢ine glukoze u
cirkulaciji, nego i uceS¢e niza dodatnih, pre svega humoralnih faktora. Pri tome
regulacija aktivnosti insulinskih ¢elija ne mora biti primarna funkcija tih faktora, ve¢ se
njihovi sekundarni efekti ukrStaju sa putevima regulacije funkcije endokrinih B-celija,
kako je to moguce videti na primeru leptina. Postojanje sistemskog hipotireoidizma veé
samo po sebi suprimira funkciju B-¢elija, ali u uslovima normalne ishrane, uz moguce
ukljucivanje insulina iz glukagonskih/insulinskih ¢elija, ne dovodi do sistemskih
poremecaja metabolizma ugljenih hidrata. Situacija se unekoliko menja ukoliko se
endokrini pankreas hipotireoidnih Zivotinja optereti povecanim unosom ugljenih
hidrata. U tom sluaju potrebno je srazmerno vise insulina da bi se odrzala
normoglikemija, Sto je znak pocetne faze insulinske rezistencije. Na osnovu toga moze
se zakljuciti da su tireoidni hormoni vazni za pravilan tok kaskadnih procesa u

odgovoru ciljnih ¢elija na insulin. Mesto kriti¢no za ispoljavanje nedostatka tireoidnih

101



hormona je, moguce, momenat internalizacije kompleksa insulin/insulinski receptor u

ciljne Celije.
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6. ZAKLJUCCI

» Tronedeljni tretman metimazolom doveo je do uspostavljanja umerenog sistemskog
hipotireoidizma, nezavisno od rezima ishrane. Nivoi tireoidnih hormona u cirkulaciji

bili su smanjeni, a Zivotinje su zaostajale u rastu.

» Kod hipotireoidnih Zivotinja, bez obzira na nacin ishrane, ukupan energetski unos
bio je smanjen usled sniZenja stope bazalnog metabolizma i smanjenja energetskih
potreba organizma. Energetski unos eutireoidnih zivotinja kojima je ponuden rastvor
saharoze bio je znatno iznad kontrolnih vrednosti i to prevashodno na racun ugljenih

hidrata, ali se to nije negativno odrazilo na homeostazu glukoze.

» Manja apsolutna masa pankreasa zivotinja svih eksperimentalnih grupa posledica je
proporcionalnog smanjivanja egzokrine i endokrine komponente pankreasa, koje se kod
obe grupe hipotireoidnih Zivotinja deSavalo paralelno sa manjim prirastom Zivotinja.
Smanjenje relativne mase pankreasa eutireoidnih Zivotinja prehranjivanih saharozom
delom je bilo posledica blagog povecanja telesne mase, a mogucée delom i promena na

nivou Celijske degranulacije/egzocitoze.

Egzokrini pankreas

» Rezultati morfoloSke analize pokazali su da je sintetska i sekretna aktivnost
egzokrinog pankreasa eutireoidnih Zivotinja koje su unosile rastvor saharoze bila
poviSena u odnosu na zivotinje iz kontrolne grupe. Mehanicki efekat zapremine

zeludacnog i1 crevnog sadrzaja imao je kljucnu regulatornu ulogu u ovim procesima.

» Egzokrini pankreas hipotireoidnih normalno hranjenih Zivotinja bio je u stanju nize
aktivnosti, zbog opSteg snizenja metaboli¢kih procesa i manjeg unosa hrane. U
acinusnim ¢elijama aktivirani su mehanizmi zimofagije kao zaStite od unutracelijske

aktivacije digestivnih enzima 1 autodigestije.

» Acinusne ¢elije egzokrinog pankreasa hipotireoidnih Zivotinja koje su unosile rastvor
saharoze bile su izlozene veéem izazovu nego Celije normalno hranjenih Zzivotinja,
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kojem su uglavnom uspes$no izlaze u susret, uz blage morfo-funkcionalne adaptacije.
Pojedinacne celije trpele su stres endoplazminog retikuluma i, moguce, podlegle

ireverzibilnim oSte¢enjima.

Endokrini pankreas

» Primenjeni tretman nije doveo do promene zastupljenosti i distribucije pojedinih

tipova endokrinih ¢elija u Langerhansovim ostrvcima.

» Kod normalno hranjenih hipotireoidnih zivotinja postojao je zastoj u sintezi/sekreciji
insulina, manifestovan akumulacijom sitnijih granula u B-¢elijama, koji je donekle

kompenzovan sintetskom aktivnoscu ¢elija koje ko-eksprimiraju insulin i1 glukagon.

» [-c¢elije Zivotinja koje su unosile rastvor saharoze, bez obzira na tireoidni status,
veé¢inom su bile funkcionalne insulin-produkujuce ¢elije. Kod eutireoidnih Zivotinja
nalazile su se u stanju pune sintetske i sekretne aktivnosti, ali bez naznaka hipertrofije i

hiperplazije.

» U grupi eutireoidnih saharozom prehranjivanih pacova detektovane su 1
ekstrainsularne B-¢elije u acinusima, koje trenutno nisu bile funkcionalne u sintezi 1
sekreciji insulina, i koje predstavljaju rezervne insulinske celije. Najverovatniji put

nastanka ovih ¢elija je transdiferencijacijom acinusnih ¢elija.

» Unos rastvora saharoze finu strukturu B-¢elija hipotireoidnih pacova udaljava od
grupe tretirane samo metimazolom 1 priblizava je kontroli, §to se naro¢ito manifestuje

ultrastrukturno-stereoloskim odlikama granula.

» Negativan efekat metimazola na sintezu i1 sekreciju insulina, uz istovremeno
povecanje zahteva za ovim hormonom usled unosa saharoze, aktivirao je mehanizme
koji produzavaju poluzivot insulina. To je dovelo do blagog rasta nivoa ovog hormona u

krvi i stvaranja uslova za razvoj insulinske rezistencije.
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Na date eksperimentalne uslove pankreas reaguje kao jedinstven organ Cije obe
komponente, egzokrina i endokrina, sinhronizovano stupaju u adaptivni odgovor. Pri

tome, ponasa se i kao stabilan organ u kome se dinamika populacije ¢elija ne menja.

U slucaju pojedinacnog delovanja, unos saharoze posredno ili direktno, utice
stimulativno na aktivnost 1 egzokrinog i endokrinog pankreasa, dok unos metimazola

uspostavljanjem hipotireoidnog stanja tu aktivnost suprimira.

Odrzanje normoglikemije u hipotireoidizmu i1 pod povecanim opterecenjem
pankreasa saharozom stvara uslove za razvoj insulinske rezistencije, $to je simptom koji

Cesto prethodi pojavi dijabetesa tipa 2.
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Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTnucaxu-a mMp Munpena YkponuHa
Opoj nHaekca /
UsjaBrbyjem

[a je AoKTopCKa gucepTauuja nog HACMOBOM

»YTUUaj wucxpaHe o6GoraheHe yrrbeHUM XxugpatumMa Ha Mopdonowke ¢
YNTpacTpyKTypHe oAfiMKe naHkpeaca nauoBa y yCnoBMMa eKCNepuMEeHTanHo
MHAYKOBaHoOr Xxunotupeonansma‘

e pe3ynTaTt CONCTBEHOT NCTpaXuBa4kor paaa,

e [la NpeanoXeHa avcepTtauuja y UenuHU HU y genoBsuma Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujae OMNO Koje AMNMOME Mpema CTYAMCKMM nporpaMuma npyrux
BUCOKOLLIKOMCKUX YCTaHOBA,

* [1a Cy pe3ynTaTh KOPeKTHO HaBeaeHU u

e Ja HWCam Kplumo/ma ayTopcka mnpaBa U KOPUCTMO WHTENEeKTyarHy CBOjUHY
ApYyrux nuua.

MoTtnuc pokTopaHaa

Y Beorpagy, 25. 05. 2012.
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 UCTOBETHOCTYU LUTaMMNaHe U efleKTPOHCKe
Bep3uje JOKTOPCKOr paga

Wwme n npesume aytopa Mp Mupena YkponuHa

Bpoj nHaekca /

Cryamnjckn nporpam /

Hacnos paga ,YTUUA] ucxpaHe obGoraheHe yrrbeHUM Xugparuma Ha

Mopdornowlke W  YNTPacTpyKTypHe OANMKe nNaHKpeaca
nauoBa Yy YCNOBMMa €eKCNEepPUMEeHTanHo uWHAyKoBaHOr
Xxunorupeongusma‘“

MeHTop ap Maja HYakuh Munowesuh

MoTnucanw/a c/& YM/MW

MsjaBrbyjem aa je wramnaHa Bep3nja MOr AOKTOPCKOr pafa UCTOBETHA eNEeKTPOHCKO)
BEP3UjU KOjy cam npegao/na 3a objaBrbuBake Ha noprany QAurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uteTa y beorpaay.

JlosBorbaBam na ce objase MOjM MWMYHU nojauy Be3aHu 3a gobvjawe akagemckor
3Bakba [OKTOpa Hayka, Kao LWTO Cy UMe W npesumMe, rogrHa u mecto pohera u gatym
oabpaHe paga.

OBM nNUYHW nogaun Mory ce O00jaBUTU Ha MPEeXHUM CcTpaHuuama AurutanHe
OubnnoTeKe, y eNeKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukaumjama YHueepauteta y beorpany.

MoTtnuc nookTopaHAaa

Y beorpagy, 25.05. 2012.

M Ukopaua




MNpwunor 3.

MsjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHueepsauteTcky 6ubnuoteky ,CeeTosap Mapkosuh' aa y OurutanHu
penosuTopujym YHusepauTeTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOpcKy AucepTauujy nog
HacrnoBoMm:

»YTUUA] wucxpaHe ob6oraheHe yribeHUM xugpaTuMa Ha MoponolKe W
YNTpPacTPyKTypHe OANUKe MaHKpeaca nauoBa Y YC/IOBMMAa €KCMepPUMEHTASTHO
MHAyKOBaHOr Xunotupeonamsma“

Koja je moje ayTopcko aeno.

AucepTaumjy ca cBUM Npunosuma npenao/na cam y enekTpoHCKoM hopmMaTy NorofHOM
3a TpajHO apXUBUPaH-E.

Mojy [oKTOpcKy aucepTaumnjy noxpaneHy y [durutanHu penosntopujyMm YHMBep3auTeTa
y Beorpany mory ga kopucTe CBW Koju MOLLTYjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatunsHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyuo/na.

1. AyTOpCTRO
2. AYTOpPCTBO - HEKOMEpLMjanHo

3. AyTopcTBO — HEKOMepuUjanHo — 6e3 npepaae

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHO — AENUTU Nog UCTUM YCNOBUMA
5. AytopcTBo — 6e3 npepage
6. AYTOpCTBO — AENUTK NOA UCTUM YCITOBMMA

(Monumo fAa 3a0KpyxuTe camo jedHy oA LIecT MOoHYREeHUX NUUEHLM, KpaTak onuc
nUUEHUM aat je Ha nonefuHn nucTa).

MoTnuc gokTopaHaa

Y Beorpagy, 25.05. 2012.




1. AyTtopctBo - [Jo3BorbaBate yMHOXaBawe, AUCTpUOYLM)y U jaBHO caoniiTaBare
Aena, v npepage, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HadvH oapefeH of cTpaHe ayTtopa
nUnu gaesaoua nuueHue, Yak n 'y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcrnobogHuja og CBUX
nueHUMN.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBakwe, OUCTPUbyLMjy 1 jaBHO
caonwiTaBawe fena, v npepage, ako ce HaBefe Mme aytopa Ha HayuH ofpeheH of
CTpaHe ayTopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 003BOSfbaBa KomepuwujanHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekomepumjanHo — 6e3 npepage. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBaHe,
anctpubyumnjy n jaBHo caonwTaBakwe fena, 6e3 npomeHa, npeobrnvkoBakwa wunu
ynoTpebe gena y cCBOM ferny, ako Ce HaBede UMe ayTtopa Ha HavvH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOSfbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby Aena. Y ogHoOCy Ha CBe ocTane nuvueHue, OBOM IMUEHLIOM Ce orpaHuyaBsa
Hajsehun obmm npaBa Kopuwwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HeEKOMepuujanHo — JenuTu nog uctmum ycrnosuma. [do3BosrbaBaTe
YMHOXaBake, AMCTpMOyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBeae
nMe aytopa Ha HadvH ofdpefheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua NUUEeHLEe M ako ce
npepaga Auctpubympa nog MCTOM wAM cnuyHoM nuueHuom. OBa nuvueHua He
[03BOrbaBa koMepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [o3BorbaBaTte yMHOXaBahe, OUCTpUBYLMjy M jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara unu ynotpebe gena y csom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ogpefeH of CcTpaHe ayTopa wunu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BoSbaBa kKoMepuuvjanHy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO - denuTtM nog MCTMM ycrioBuma. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBake,
ANCTpubyuujy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBege ume ayTopa Ha
HauuH oapefeH of cTpaHe ayTopa WM [aBaoua NuueHue M ako ce rnpepaja
anctpubyupa nog WCTOM unM crivdHOM  nuueHuoMm. OBa nuueHua [A03BoSbaBsa
KomepuujanHy ynotpeby gena m npepaga. CnnyHa je copTBEPCKMM nMuUEHLama,
O[JHOCHO INuueHuamMa oTBOPEeHOr Koaa.





