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POVZETEK

Klju¢ne besede: debelost, misi, miSice, encimi

Debelost je kompleksno patolosko stanje, ki nastane zaradi prepleta genetskih in okoljskih
dejavnikov. V raziskavah debelosti pogosto uporabljamo zivalske modele, pri cemer so misi in
podgane klju¢ne zaradi genetske podobnosti s ¢lovekom. Kljub uporabnosti teh modelov je
treba upostevati, da je debelost pri ljudeh poligensko in vecfaktorsko stanje, kjer imajo
pomembno vlogo tudi okoljski dejavniki, predvsem prehrana.

V okviru raziskave smo analizirali vpliv genetske nagnjenosti k debelosti na miSico plantaris,
ki ima pomembno vlogo pri gibanju in propriocepciji spodnje okonc¢ine. Ugotovili smo, da se
biokemijske in strukturne lastnosti misi¢nih vlaken v misici plantaris razlikujejo med genetsko
debelimi in genetsko vitkimi miSmi.

Spremembe v oksidativni in glikoliti¢ni kapaciteti pri debelih misih nakazujejo na prilagoditve
v energijski presnovi, ki bi lahko vplivale na telesno zmogljivost in metabolizem. Raziskava
ponuja pomembne vpoglede v vpliv debelosti na skeletne miSice, kar lahko prispeva k razvoju
novih strategij za preprecevanje in zdravljenje te bolezni.
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1 UVOD:

V zadnjih nekaj letih smo prica naras¢anju Stevila primerov debelosti, ki ima pomemben vpliv
na delovanje telesa, vkljucno s skeletnimi miSicami. Debelost se lahko razvije zaradi genetske
nagnjenosti, prehranskih navad ali kombinacije obojega. Debelost vpliva na razli¢ne kapacitete,
saj lahko poveca delez hitrih vlakn, ki so odvisna od glikoliti¢nih procesov, hkrati pa zmanjSa
sposobnost za aerobno presnovo, kar pomeni manjSo vzdrZljivost. Zanimal nas je tocen vpliv

fvrw

fvrw

plantaris. S tem Zelimo pridobiti boljSe razumevanje, kako debelost vpliva na miSi¢no funkcijo
ter kako lahko razli¢ni dejavniki vplivajo na energetsko presnovo misic.

2 TEORETICNI DEL
2.1 Opredelitev in razsirjenost debelosti

Debelost je kroni¢na bolezen z ve€ vzroki, ki se hitro Siri tako v razvitih kot tudi v manj razvitih
drzavah. V zadnjih 50 letih je postala ena najvecjih globalnih zdravstvenih tezav, pri cemer se
po vplivu na smrtnost uvrs¢a takoj za kajenjem, visokim krvnim tla Debelost je kompleksna
bolezen, ki vpliva na Stevilne fizioloske procese v telesu, vklju¢no z delovanjem skeletnih
misic. Nasa raziskava je s pomocjo divergentno selekcioniranih misjih modelov omogocila
vpogled v vpliv debelosti na sestavo in presnovne lastnosti misicnih vlaken. Rezultati
potrjujejo, da genetska predispozicija in povecano kopiCenje mascob vplivata na deleze
posameznih tipov miSi¢nih vlaken ter njihovo presnovno aktivnost.

Z imunohistokemijskim oznacevanjem smo ugotovili, da je pri miSih obeh linij najpogoste;jsi
tip vlaken 2a (20-30 %), pri ¢emer so ta vlakna bolj prevladovala pri miSih debele linije.
Najmanj zastopana so bila vlakna tipa 1 (0-10 %), ki so prav tako bolj prevladovala pri misih
debele linije. Kljub tem razlikam ni bilo zaznanih drasti¢nih razlik v povpre¢nem deleZu tipov
vlaken med vitkimi in debelimi miSmi.

vt w

oksidativno in glikoliti¢no kapaciteto posameznih tipov vlaken. Rezultati so pokazali, da imajo
vlakna tipa 2b najnizjo oksidativno kapaciteto, medtem ko imajo vlakna tipa 1 nekoliko nizjo
oksidativno kapaciteto kot vlakna tipa 2a. Pri genetsko debelih miSih je bila oksidativna
kapaciteta v vlaknih tipa 1 in 2b nizja kot pri genetsko vitkih misih.
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Nasprotno pa je bila glikoliti¢na kapaciteta pri debelih misih na splosno visja, pri ¢emer je bilo
to povecanje najbolj izrazito v vlaknih tipa 2b. Edina izjema so bila vlakna tipa 1, kjer so imele
misi debele linije nekoliko nizjo kapaciteto.

Ti rezultati poudarjajo pomembno povezavo med debelostjo in misi¢no presnovo. Pri debelih
misSih opazena nizja oksidativna in visja glikolitina kapaciteta nakazujeta spremembe v
energijski presnovi, ki bi lahko prispevale k manjsi vzdrzljivosti in zmanjSani sposobnosti
porabe mascob kot vira energije. Razumevanje teh sprememb je klju¢no za razvoj strategij, ki
bi lahko omilile negativne ucinke debelosti na miSicno funkcijo. Nadaljnje raziskave bodo
potrebne za boljSe razumevanje teh prilagoditev ter za potencialno prenesljivost ugotovitev na
¢loveka.

kom in nezdravimi prehranskimi navadami (Obesity causes cancer, 2022). Po podatkih
Svetovne zdravstvene organizacije (SZO) se je med letoma 1975 in 2020 delez odraslih s
prekomerno telesno teZo skoraj potrojil in tako leta 2020 dosegel priblizno 39 % (Obesity and
overweight fact sheet, 2021). Leta 2000 je SZO debelost prepoznala kot globalno pandemijo,
ki vsako leto povzro¢i najmanj 2,8 milijona smrti (Obesity, 2021).

Debelost se opredeljuje kot prekomerno kopicenje telesne mascobe, ki negativno vpliva na
zdravje. Pri njeni dolocitvi se pogosto uporablja indeks telesne mase (ITM), ki ga izraCunamo
po formuli:

ITM = telesna masa (kg)/telesna visina® (m?)

O prekomerni telesni tezi govorimo pri ITM med 25 in 30, debelost pa nastopi, ko vrednost
preseze 30 (Obesity and overweight fact sheet, 2021).

Mascobne zaloge v telesu niso zgolj vir energije, temve¢ lahko v obliki visceralne mascobe
povecajo tveganje za razvoj Stevilnih presnovnih motenj, kot so sladkorna bolezen, visok krvni
tlak in motnje v ravni krvnih mascob. Te bolezni skupaj z debelostjo sestavljajo presnovni
sindrom, ki pomembno prispeva k razvoju sré¢no-Zilnih obolenj (Vol¢ansek in Pfeifer, 2014).
Poleg tega je debelost povezana s povecano verjetnostjo za prezgodnjo smrt in pojavom
nekaterih vrst raka, vkljuéno z rakom dojke, debelega ¢revesa in materni¢ne sluznice (Pati idr.,
2023).

2.2 Vecfaktorska narava debelosti

Natancen vpliv genetskih dejavnikov na razvoj debelosti Se ni povsem raziskan, a je znano, da
njena vloga ni zanemarljiva ter da gre v vecini primerov za poligenski nacin dedovanja, torej
da zanjo ni odgovoren le en gen. Identificiranih je bilo Ze ve¢ kot 50 genov, ki prispevajo k
veCji verjetnosti za nastanek bolezni, vendar je njihov ucinek pogosto razmeroma majhen.
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Obstajajo tudi redki primeri druzinske oblike debelosti, kjer je vzrok mutacija v enem samem
genu — najpogosteje v genu MC4R, ki nosi zapis za melanokortinski receptor 4 in sodeluje pri
uravnavanju apetita v osrednjem zivCevju (Genes and Obesity, 2013). Debelost je torej
kompleksno stanje, ki ga povzroca preplet razli¢nih dejavnikov. Raziskovanje njenega nastanka
je kljuéno za razvoj ucinkovitih strategij zdravljenja, prepreCevanja in zaustavljanja njenega
napredovanja, saj postaja vedno bolj razSirjena in negativno vpliva na zdravje celotnega
organizma (Obesity causes cancer, 2022).

2.3 Povezava med debelostjo in hormoni

Med debelostjo in hormonskim ravnovesjem obstaja mo¢na povezava, saj hormoni pomembno
vplivajo na regulacijo apetita, presnovo in shranjevanje mascobe. Mascobno tkivo pri debelosti
ne deluje zgolj kot skladisce energije, temvec¢ tudi kot endokrini organ, ki proizvaja dolocene
hormone in hkrati zavira nastajanje drugih. Zaradi tega hormonsko neravnovesje lahko prispeva
k razvoju debelosti, medtem ko sama debelost dodatno vpliva na hormonsko ravnovesje, kar
ustvarja zacaran krog.

Prekinitev tega cikla pogosto zahteva spremembo Zivljenjskega sloga in ustrezne terapevtske
pristope. Razumevanje interakcij med hormoni in debelostjo je zato bistvenega pomena za
prepoznavanje njenih sistemskih ucinkov. Med klju¢ne hormone, povezane s to boleznijo,
sodijo leptin, grelin, inzulin, kortizol ter spolni in §¢itniéni hormoni (Alvarez-Castro, 2011).

2.4 Skeletne miSice

Skeletne miSice predstavljajo od 40 % do 60 % celotne telesne mase in imajo osrednjo vlogo
pri gibanju, presnovnih procesih ter vzdrzevanju energijskega ravnovesja (Maltin, 2008).
Poleg tega lahko tudi delujejo kot endokrini organ, saj izlo¢ajo nekatere hormone in zavirajo
nastanek drugih (Graf in Ferrari, 2019).

2.4.1 Struktura skeletne miSice

Celoten miSi¢ni sistem obdaja ovojnica fascija, ki je iz gostega, nepravilnega vezivnega tkiva.
Na zunanji strani posami¢ne miSice je vezivno tkivo imenovano epimizij, ki omogoca kréenje
miSice, hkrati pa ohranja njeno strukturno celovitost. Prav tako tudi locuje in preprecuje
drgnjenje miSice ob druga tkiva in kosti v tem obmoc¢ju, kar omogo€a miSici samostojno
gibanje. Znotraj vsake skeletne miSice so miSi¢na vlakna organizirana v posamezne snope.
Vezivno tkivo ki obdaja in locuje posamezne snope imenujemo perimizij. Taka organizacija je
pogosta v miSicah okoncin; omogoca zivénemu sistemu, da sprozi dolo¢eno gibanje misice z
aktiviranjem podskupine miSi¢nih vlaken znotraj snopa miSice. Podenota vsakega snopa je
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misicno vlakno, ki je obdano s tanko plastjo vezivnega tkiva iz kolagena in retikularnih vlaken,

vt w

(Chruscik, 2019).
2.4.2 Tipi miSi¢nih vlaken

MiSi¢na vlakna se delijo glede na kontraktilnost, presnovne lastnosti in izrazanje razli¢nih
izooblik tezkih verig miozina v dve glavni skupini: vlakna tipa 1, ki so pocasi krcljiva,
oksidativna vlakna in vlakna tipa 2, ki so hitro kréljiva, glikoliti¢na vlakna, katera nadalje
delimo na podtipe 2a, 2x/d in 2b (Schiaffino in Reggiani, 2011). Vlakna tipa 1 tanka vlakna,
vsebujejo veliko mioglobina, ki jim daje znacilno rdeco barvo. Imajo nizek prag za aktivacijo
motoneurona, pocasno kréenje in prisotnost velikega stevila velikih mitohondrijev, ki vsebujejo
oksidativne fosforilacijske encime. Taks$na vlakna so zaradi poCasnega zmanjSevanja dobro
prilagojena dolgotrajni obremenitvi. Vlakna tipa 2a imajo visoko ATP-azno aktivnost miozina
ter dobro razvito oksidativno in glikoliticno sposobnost, zaradi Cesar so manj podvrzena
utrujenosti in predstavljajo nekakSen vmesni tip med vlakni tipa 1 in 2. Vlakna tipa 2b imajo
visoko ATP-azno aktivnost miozina in se hitro utrudijo, saj imajo nizko oksidativno kapaciteto
in visoko glikoliti¢no aktivnost (Chruscik, 2019).

Za razliko od miSic misi in podgan, ki se pogosto uporabljajo v raziskavah o vplivu debelosti
in sladkorne bolezni na skeletne miSice (misi smo uporabili tudi v nasi raziskavi), pri ljudeh
vlakna tipa 2b niso prisotna (Maxwell idr., 1982).

2.4.3 MiSica plantaris

V tej raziskavi smo analizirali miSico plantaris (lat. musculus plantaris). To je tanka in dolga
miSica, ki izvira iz zunanjega dela spodnjega konca stegnenice in se razteza po zadnji strani
goleni. Njena dolga in tanka tetiva poteka ob me¢ni miSici (m. gastrocnemius) in pod njo lezeci
miSici soleus ter se na koncu pripenja na petnico. Lahko se pritrdi samostojno ali pa se zlije z
Ahilovo tetivo. Deluje kot pomozna miSica pri plantarni fleksiji stopala in fleksiji v kolenskem

vt w

heterogeno misico. Sestavljajo jo vlakna tipov 1, 2a, 2b in 2x. Ker ima predvsem pomozno
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vlogo pri gibanju stopala in ni primarna nosilka obremenitve, je pogosto vecji delez hitrih
vlaken (tip 2), kar ji omogoca hitro, a kratkotrajno delovanje (Pirie, 2023).
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Slika 1: Narisani prikaz miSic zadnjega levega uda misi. Natancen polozaj misice plantaris.

2.5 Vpliv debelosti na skeletne miSice

Debelost, kot sistemska bolezen, negativno vpliva na razli¢ne organske sisteme, med katerimi
so sréno-zilni sistem, jetra, trebusna slinavka, endokrini sistem in mozgani (Uranga in Keller,
2019). Spremembe pa se odrazajo tudi v skeletnih miSicah, ki imajo pomembno vlogo v
energijski presnovi (Straight idr., 2021). Debelost lahko povzro¢i misi¢no-skeletne tezave, kot
so zmanjSana telesna dejavnost in posledi¢na oslabitev miSi¢ne funkcije in mo¢i, kar povecuje
tveganje za padce, slabsa kakovost zivljenja ter vodi v ve¢jo umrljivost (Sousa idr., 2021).

2.5.1 Strukturne spremembe skeletnih miSic pri debelosti

Ena izmed posledic debelosti je povecano znotrajcelicno kopi¢enje masc¢ob v misi¢nih vlaknih,
kar zmanjSuje obcutljivost na inzulin (Umek, 2021). Prav tako pride do sprememb v premeru
miSi¢nih vlaken, razmerju posameznih tipov vlaken ter sestavi zunajcelicnega matriksa v
skeletnih miSicah (Straight idr., 2021). Te spremembe lahko negativno vplivajo na miSi¢no
funkcijo, zmanjSajo mo¢ misic in omejijo telesno zmogljivost (Maltin, 2008).

2.5.1.1 Vpliv debelosti na delez posameznih tipov misicnih vlaken

Debelost povzroc¢a premik v razmerju misi¢nih vlaken proti hitrim tipom, kar pomeni povecanje
deleza glikoliti¢nih vlaken tipa 2b in 2x/d, medtem ko se zmanjSuje delez oksidativnih vlaken
tipov 1 in 2a (Tanner idr., 2002)).

2.5.1.2 Vpliv debelosti na premer misicnih viaken
Debelost lahko vpliva na premer misi¢nih vlaken, kar je bilo opazeno pri genetsko spremenjenih

db/db misih, kjer so vlakna tanjSa v primerjavi z zdravimi miSmi (Almond idr., 1988).
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Pri tem modelu je prisotna okvara leptinskega signaliziranja, ki vpliva na presnovne procese in
debelosti, kjer so presnovne motnje manj izrazite, do atrofije obiCajno ne pride; nasprotno,

misice, ki nosijo telesno tezo, se lahko zaradi vecje obremenitve celo hipertrofirajo (Tomlinson
idr., 2016).

2.5.1.3 Vpliv debelosti na znotrajcelicne zaloge glikogena v misicnih vlaknih

Skeletne miSice skupaj z jetri predstavljajo glavni rezervoar glikogena. Njegovo skladiS¢enje
je tesno povezano z obcutljivostjo na inzulin, ki pri debelosti upada. Posledicno poviSane
koncentracije inzulina spodbujajo shranjevanje glukoze v obliki glikogena, kar lahko privede
do hiperglikemije in zmanjSane sinteze glikogena v misi¢nih vlaknih (Boden, 2003).

2.5.1.5 Vpliv debelosti na vsebnost kolagena in vezivnega tkiva

Pri debelosti je prisotno neravnovesje med antioksidanti in prostimi radikali ter vnetnimi in
protivnetnimi citokini (Pérez-Torres idr., 2021; Esser idr., 2014). Kroni¢no vnetje in oksidativni
stres spodbujata pove€ano kopicenje kolagena in vezivnega tkiva v skeletnih miSicah, kar lahko
zmanj$a njihovo elasti¢nost in kontraktilnost ter posledi¢no oslabi misi¢no funkcijo (Martinez-
Huenchullan idr., 2017).

2.5.1.6 Vpliv debelosti na kapilarizacijo skeletnih misic

V zgodnjih fazah debelosti lahko pride do povecane kapilarizacije v miSicah, ki nosijo telesno
tezo, zaradi prilagoditve na vecje obremenitve (Umek, 2019). Dolgotrajna debelost pa lahko
zaradi poveCanega oksidativnega stresa povzro¢i zmanjSano kapilarizacijo, kar vpliva na
vlaken, kar dodatno zmanjSuje obcutljivost na inzulin (Umek 2019; Espino-Gonzalez idr.,
2021).

2.6 ZmanjSana obcutljivost na inzulin zaradi debelosti

Debelost negativno vpliva na presnovo glukoze v skeletnih miSicah, saj zmanjSa njihovo
sposobnost privzema in uporabe glukoze. To vodi v povisane ravni krvnega sladkorja in
povecano tveganje za razvoj sladkorne bolezni tipa 2 (Esser idr., 2014). K temu prispeva tudi
kroni¢no vnetje, ki vpliva na spros$€anje adipokinov in miokinov (Graf in Ferrari, 2019; Bullo,
2007).

Skeletne miSice igrajo klju¢no vlogo pri uravnavanju postprandialne presnove, saj posredujejo
vecino inzulinsko stimuliranega privzema in oksidacije glukoze (Bjornholm in Zierath, 2005).
V primeru zmanjSane obcutljivosti na inzulin, kot posledice debelosti, se zmanjsa delez
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2013; Gaster idr., 2001).

Razli¢éni tipi miSi¢nih vlaken imajo razlicno stopnjo obcutljivosti na inzulin — pocasna
oksidativna vlakna tipa 1 so nanj dobro odzivna (Adachi idr., 2007), medtem ko so hitra
glikoliti¢na vlakna tipa 2b odporna na inzulin (Schiaffino in Reggiani, 2011). Povecanje deleza
vlaken tipa 2b zaradi debelosti je zato povezano z razvojem zmanjSane obcutljivosti na inzulin
(Stuart idr., 2013). Raziskave na podganah Zucker so pokazale, da imajo zZivali z debelostjo in
sladkorno boleznijo manjsi delez vlaken tipa 2a ter nizjo ekspresijo genov, povezanih z
oksidativno presnovo (Lillioja idr., 1987; Bruce idr., 2003).

2.7 Druge presnovne spremembe v skeletnih miSicah zaradi
debelosti

Na razmerje med razlicnimi tipi miSicnih vlaken v skeletnih miSicah vplivajo genetski in
okoljski dejavniki. Med vlakni je genetsko najbolj dolo¢eno Stevilo vlaken tipa 1, medtem ko
okoljski dejavniki, kot so telesna aktivnost, presnovne motnje in staranje, vplivajo na njihovo
prilagodljivost (Maltin, 2008).

Skeletne miSice pri debelosti prehajajo v bolj glikoliti¢ne tipe vlaken (2b in 2x/d), kar zmanjSuje
oksidativno kapaciteto miSic in posledicno prispeva k razvoju debelosti ter zmanjSani
obcutljivosti na inzulin (Maltin, 2008; Oberbach idr., 2006). Raziskave so pokazale, da imajo
oksidativna vlakna za$¢itno vlogo pred negativnimi vplivi debelosti (Wang idr., 2004, Ryder
idr., 2003).

Poleg tega debelost povzro¢a mitohondrijsko disfunkcijo, kar zmanjSuje sintezo energije,
povecuje oksidativni stres in vpliva na presnovo mascob ter signalno pot inzulina (Heo idr.,
2017; Oguntibeju, 2019; Wahwah idr., 2020). Prav tako zmanjSuje sposobnost oksidacije
mascob, kar vodi v njihovo kopicenje, pridobivanje telesne mase in slabSo obcutljivost na
inzulin (Berggren idr., 2008; Boden, 2011).

Telesna aktivnost in nekateri dodatki, kot so kreatin, koencim Q10, antioksidanti ter

vt w

mascob, s ¢imer zmanjSujejo Skodljive u€inke debelosti (Berggren idr., 2008; Shepherd idr.,
2014; Dan Wang idr., 2023). Kljub temu Se vedno ni jasno, ali so te spremembe v miSicah
posledica debelosti ali pa tudi prispevajo k njenemu razvoju (Maltin, 2008).

2.8 Zivalski modeli za preucevanje debelosti

Za raziskovanje debelosti ter vpliva genetskih in okoljskih dejavnikov nanjo se pogosto
uporabljajo misi in podgane.
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Ti modeli so posebej uporabni v primerih, ko raziskave na ljudeh niso izvedljive zaradi eti¢nih,
prakti¢nih ali finanénih omejitev. Monogenski zivalski modeli omogocajo ciljno spreminjanje
genoma z uporabo genskega inzeniringa, bodisi prek specificnih genetskih modifikacij bodisi z
izklopom dolocenih genov. Ker imata misi in ljudje podobno fiziolosko zasnovo, razvoj ter
organizacijo genoma, lahko izsledki raziskav na teh zivalih deloma pomagajo pri razumevanju
dolocenih procesov v ¢loveskem telesu (Lutz in Woods, 2012).

Najpogosteje preucevani monogenski modeli debelosti vkljucujejo misi ob/ob (s spremembo v
genu za hormon leptin), db/db (s spremenjenim receptorjem za leptin) in s/s (z mutacijo v
signalni poti leptina). Poleg tega so pogosto uporabljene tudi podgane Zucker ali Wistar fa/fa,
ki imajo mutacijo v receptorju za leptin (Lutz in Woods, 2012). Ti modeli praviloma ze v
zgodnjih fazah razvijejo izrazito debelost, pri vecini — z izjemo miSi s/s — pa se pojavi tudi
hiperglikemija in sladkorna bolezen (Almond idr., 1988; Suriano idr., 2021).

Kljub uporabnosti monogenskih modelov je treba upoStevati njihovo omejenost, saj
predstavljajo poenostavljeno razlicico debelosti, ki jo pri ljudeh obicajno povzrocajo Stevilni
geni v kombinaciji z okoljskimi dejavniki, kot je prehrana. Ti modeli omogocajo preucevanje
posameznih genov, ki vplivajo na debelost, vendar niso najprimernejSe orodje za raziskovanje
poligenskih in vecfaktorskih patoloskih stanj, kamor spada tudi debelost (Lutz in Woods, 2012).

3 HIPOTEZE

v w

vlaken genetsko debelih misi in genetsko vitkih misi.

2. MiSi¢na vlakna genetsko debelih miSi imajo niZjo oksidativno kapaciteto kot miSi¢na vlakna
genetsko vitkih misi.

3. Misi¢na vlakna genetsko debelih misi imajo visjo glikoliti¢no kapaciteto kot miSi¢na vlakna
genetsko vitkih misi.

4 EMPIRICNI DEL

4.1 Zasnova raziskave

NaSo raziskavo smo izvedli na InStitutu za anatomijo Medicinske fakultete Univerze v
Ljubljani. Analizirali smo histoloske pre¢ne rezine miSice plantaris (lat. musculus plantaris), ki
smo jih pridobili v sodelovanju s Katedro za genetiko, animalno biotehnologijo in imunologijo
Oddelka za zootehniko Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani. Raziskavo je odobrila
Eti¢na komisija za poskuse na zivalih Uprave Republike Slovenije za varno hrano, veterinarstvo
in varnost rastlin (Stevilki dovoljenj: U34401-23/2020/6 in U34401-23/2020/13).

13



Srdarev Nika in Stani¢ Mencin Sasa AEROBNA IN GLIKOLITICNA Ljubljana, 2024/2025
KAPACITETA RAZLICNIH
TIPOV MISICNIH VLAKEN
MISIC VITKIH IN DEBELIH
MISI

V raziskavi smo uporabili 32 misjih samcev dveh genetsko razli¢nih linij: v vitki liniji (angl.
high lean group, FHI) je bilo 16 genetsko vitkih, v debeli liniji (angl. low lean group, FLI) pa
prav tako 16 misi, ki so bile Genetsko debele. MiSi smo evtanazirali z metodo dekapitacije.
Izvle¢ene miSi¢ne vzorce smo razrezali v zaporedne 10 um debele histoloske kriosekcije in jih
oznacili s histokemi¢nimi in imunohistokemi¢nimi tehnikami. Slike so bile zajete z
mikroskopom in digitalno obdelane. Na koncu smo analizirali zbrane podatke o tipih misi¢nih

vt w

4.2 Osnovni podatki o miSih

4.2.1 Uporaba mi§jega modela za analizo vpliva debelosti na lastnosti skeletnih
miSi¢nih vlaken

V raziskavi smo uporabili edinstven zivalski model — divergentno selekcionirane misi z
razli¢énim odstotkom telesnega mascevja. Gre za dve liniji misi, ki ju je prof. dr. Simon Horvat
z Biotehniske fakultete, v sodelovanju s strokovnjaki iz Velike Britanije, selekcioniral preko
ve€ kot 60 generacij. V debeli liniji se je odstotek telesne mascobe postopno povecal s priblizno
10 % na 22 %, medtem ko se je v vitki liniji zmanjSal na 4 %. Razlika med linijama je rezultat
postopnega kopicenja alelov, povezanih z debelostjo v debeli liniji, ter alelov, povezanih z
vitkostjo, v vitki liniji.

4.2.2 Reja misi

Misi smo redili v Centru za laboratorijske zivali Oddelka za zootehniko na Biotehniski fakulteti
Univerze v Ljubljani, pri standardnih pogojih (svetlobno/temni cikel 12 : 12) v posami¢no
ventiliranih kletkah (IVC), po 2 do 3 Zivali na kletko. Voda in krma so bile na voljo ad libitum
(imele so neomejen dostop do hrane). V poskus smo jih vkljucili ob odstavitvi pri povprecni
starosti 25 dni, zakljucili pa pri starosti 11 tednov, ko smo jih zrtvovali z dekapitacijo.

4.3 Odvzem vzorcev

Vzorce miSice plantaris smo odvzeli z levega zadnjega uda, jih takoj zamrznili v tekoCem
dusiku in hranili pri —80 °C. S kriostatom (Leica CM 1950) smo iz vsakega vzorca pripravili
zaporedne precne rezine debeline 10 um, ki smo jih prenesli na objektna stekelca. Zaporedno
rezanje omogoca analizo istih miSi¢nih vlaken na vseh preparatih.

4.4 Histokemijsko in imunohistokemijsko oznacevanje

Najprej smo §tiri zaporedne precne rezine inkubirali 20 minut z govejim serumskim albuminom
(BSA) in kun¢jim serumom, da bi preprecili nespecifi¢ne vezave. Ta predinkubacija preprecuje
nezazeleno vezavo protiteles. Nato smo izvedli inkubacijo 30 precnih rezin z misjimi
monoklonskimi primarnimi protitelesi tipa IgG, ki so specificna za razli¢ne izooblike tezkih
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verig miozina. MiSi¢na vlakna tipa 1 smo oznacili z protitelesom BA-DS, vlakna tipa 2a z
protitelesom SC-71, oboje razredceno v razmerju 1:100. MiSi¢na vlakna tipa 2b smo oznacili z
protitelesom BF-F3, razred¢enim v razmerju 1:30. Inkubacija je trajala 16 ur pri 4 °C.

Slika 2: Mikroskopska slika precne rezine misice plantaris z oznacenimi tipi viaken 2b s protitelesi BF-F3

Slika 3:Mikroskopska slika precne rezine misice plantaris z oznacenimi misicnimi vlakni tipa 1 s protitelesi BD-A5
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Slika 4:Mikroskopska slika precne rezine misice plantaris z oznacenimi misicnimi vilakni tipa 2a s protitelesi SC-71

Po inkubaciji s primarnimi protitelesi smo precne rezine oprali s PBS in jih eno uro inkubirali
s sekundarnim kuncjim protitelesom P260, razred¢enim v razmerju 1:100. Ta protitelesa
prepoznajo misja IgG protitelesa, oznacena s hrenovo peroksidazo. MiSi¢na vlakna tipa 2x smo
oznalili s primarnim protitelesom 6HI proti tezkim verigam miozina 2x, razredéenim v
razmerju 1:100, pri ¢emer smo inkubirali e eno uro in nato vzorce oprali s PBST (raztopina
fosfatnega puferja (PBS) z dodatkom Tween 20). Za detekcijo vezave teh protiteles smo
uporabili NovoLink Polymer Detection sistem, ki vkljucuje polimerni konjugat s hrenovo
peroksidazo, medtem ko smo za oznaCevanje miSi¢nih vlaken tipa 2b uporabili sistem za
detekcijo polimerov (Novolink). Vse stiri reakcije smo razvili z diaminbenzidinom, ki pri
reakciji s hrenovo peroksidazo obarva vezavna mesta v rjavo. Po tem smo pripravke dehidrirali
v alkoholu: pre¢ne rezine smo najprej namakali 5 minut v 70%, nato v 96%, in na koncu v
100% etanolu, sledilo pa je dvakratno 5-minutno namakanje v ksilolu za bistrenje. Preparate
smo nato pokrili z medijem za pokrivanje (Glas™ Mounting Medium, Tissue-Tek®) in nanje
polozili krovna stekelca.

S pomocjo histokemijskega barvanja pa smo prikazali aktivnost encimov sukcinatna
dehidrogenaza (SDH) in fosfofruktokinaza (FFK). Aktivnost encima SDH je bil marker
oksidativne kapacitete, aktivnost encima FFK pa glikoliti¢ne kapacitete. Za prikaz aktivnosti
encima SDH smo pripravili inkubirano raztopino, ki so jo sestavljale predhodno pripravljenih
raztopine: S mM EDTA (Merck Titriplex I1I; Merck KGaA, Darmstadt,Nemc¢ija), 10 mM NaCN
(Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Nemc¢ija), 2 mM fenazin metasulfat (Sigma-Aldrich
GmbH, Taufkirchen, Nemcija), 500 mM natrijev sukcinat (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,
Nemcija) in 15 mM Nitrotetrazolium Blue chloride (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,
Nemcija), ki smo jih zdruzili in dobro premesali. Raztopin se je hranila pri -18°C in smo jo
prede uporabo odtalili. Stekelca z rezinami smo pred nanosom inkubacijske raztopine pustili
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susiti pri sobni temperaturi za 3 minute. Nato smo stekelca vodoravno zlozili v komoro za
inkubacijo, na njih nakapali inkubacijsko rastopino; pazili smo da smo jih popolnoma prekrili,
in inkubirali v termostatu pri 37 °C12 minut. Po inkubaciji smo jih sprali pod tekoco vodo,
dehidrirali, zbistrili v ksilolu in pokrili s pokrivnim medijem. Glede na encimsko aktivnost so
bila vlakna obarvana v razlicnih modro-sivih odtenkih: vlakna z visoko oksidativno aktivnostjo
v najintenzivnejs$i modro-sivi barvi, vlakna z nizko oksidativno aktivnostjo v svetlem odtenku
modro-sive barve.

Slika 5:Mikroskopska slika precne rezine misice plantaris obarvanje z inkubacijsko raztopino za oznacevanje aktivnosti encima
SDH

Za prikaz aktivnosti encima FFK smo pripravili inkubacijsko raztopino iz predhodno
pripravljenih raztopin: 20 mM Na-arzenat, 10 mM fruktoza-6-fosfat, 10 mM NAD, 10 mM (-
Nicotinamide adenine dinucleotide hydrate, 1 mg/ml Nitrotetrazolium Blue chloride (vse
kemikalije Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Nemcija) in 40 mM Mg- sulfat (Kemika d.d.,
Zagreb, Croatia), ki smo jih zdruzili in dobro premesali. Zaporedne pre¢ne rezine smo v sveze
pripravljeni inkubacijski raztopini inkubirali v termostatu pri 37 °C 60 minut, sprali pod teko¢o
vodo in pokrili s pokrivnim medijem. Glede na encimsko aktivnost so bila vlakna obarvana v
razli¢nih modrih odtenkih: vlakna z visoko stopnjo aktivnosti glikolize v intenzivni modri barvi,
vlakna z nizko stopnjo glikolize v svetlem odtenku modre barve.
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Slika 6:Mikroskopska slika precne rezine misice plantaris obarvane z inkubacijsko raztopino za oznacevanje aktivnosti
encima FFK

4.5 Zajemanje in racunalniSka obdelava slik

4.5.1 Zajemanje slik

Slike prec¢nih rezin miSice plantaris smo posneli z mikroskopom Nikon Eclipse 801 (Nikon
Corporation, Tokio, Japonska), ki je imel 20-kratni objektiv (zaslonka 0,5). Mikroskop je bil
povezan z digitalno kamero Nikon DS-Fil (Nikon Corporation, Tokio, Japonska), slike pa smo
zajemali s programom Lucia GF (verzija 4.82, Laboratory Imaging, Praga, Ceska) v lo¢ljivosti
2560 x 1920 slikovnih tock. Da bi bili vsi vzorci primerljivi, smo vse slike posneli v enakih
pogojih — v zatemnjenem prostoru, z enakim virom svetlobe, ter z enakimi nastavitvami
svetlosti, zaslonke in kamere.

Najprej smo pri vsakem vzorcu slikali prvo pre¢no rezino, ki je bila obarvana za prikaz
aktivnosti encima SDH. Ta slika nam je sluZila kot osnovni zemljevid, da smo se laZje orientirali
na ostalih zaporednih rezinah. Na tej prvi rezini smo izbrali dve mesti — globoko, temnejSe
obmocje, kjer so vlakna z visjo oksidativno kapaciteto, ter povrhnje, svetlejSe obmocje, kjer so
vlakna z niZjo oksidativno kapaciteto.
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Na vseh naslednjih pre¢nih rezinah iste misice, ki so bile obarvane z drugimi metodami, smo
poiskali ista mesta in slikali ista miSi¢na vlakna. Tako smo za vsako vlakno pridobili podatke o
izrazanju razli¢nih izooblik tezkih verig miozina, vsebnosti mascob, vsebnosti glikogena ter
aktivnosti encimov SDH in FFK.

4.5.2 Racunalni$ka obdelava slik

Izrazanje izooblik tezkih verig miozina smo prikazali z imunohistokemijskimi metodami
oznacevanja s protitelesi 6H1, BF-F3, BADS in SC71. Najprej smo s programom Ellipse verzije
2.081 (ViDiTo, Kosice, Slovaska) rocno obrisali ista mi§i¢na vlakna na slikah pre¢nih rezin
miSice plantaris, histokemijsko obarvanih s Sudanom in PAS ter prikazano aktivnostjo encimov
SDH in FFK. Nato smo v programu MuscRegM (Karen in sodelavci, 2009) na slikah
zaporednih rezin iste miSice na enakih mestih razprSeno doloc¢ili oporne tocke, ki so sluzile kot
vodilo za poravnavo slik rezin, imunohistokemijsko oznacenih z razlicnimi protitelesi proti
posameznim izooblikam tezkih verig miozina. Slike smo poravnali s slikami pre¢nih rezin,
obarvanih z metodo PAS. Tip posameznega vlakna na sliki smo nato dolocili v programu
FibClasM (Karen in sodelavci, 2009).

Glede na relativno jakost obarvanosti posameznega vlakna smo semikvantitativno dolo¢ili
jakost oznacenosti s posameznim protitelesom (0 — ni oznaceno (svetla vlakna), 1 — Sibko
oznaceno, 2 — moc¢no oznaceno (temna vlakna)). Podatke o oznacenosti s posameznim
protitelesom smo skupaj s podatki o plos¢ini in premeru misi¢nega vlakna, ki smo ju izraunali
1z obrisov vlaken s programom Ellipse, vnesli v poseben makro v programu Excel (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, ZDA), izdelan za izracun Stevil¢nega in povrSinskega deleza, ki
ga posamezen tip vlakna predstavlja na sliki, ter povpre¢nega najmanjSega Feretovega premera
miSicnih vlaken posameznega tipa.
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Slika 8:Mikroskopska slika precne rezine misice plantaris obarvane FFK v programu Ellipse z oznacenimi posameznimi viakni.

4.5.3 Analiza slik

Za analizo aktivnosti encimov SDH in FFK ter jakosti obarvanja z metodo PAS smo uporabili
program ImageJ (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, ZDA).
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S pomocjo posebnega dodatka za loCevanje barv smo s slik precnih rezin miSice plantaris,
obarvanih za SDH in FFK, izlus¢ili modri barvni kanal. To sliko smo nato prenesli v program
Ellipse in jo pretvorili v sivinsko (8-bitno) sliko.

Na to sivinsko sliko smo nalozili ze prej narisane obrise miSi¢nih vlaken. Za vsako vlakno smo
nato izmerili povprecno sivino, ki kaze na encimsko aktivnost. Te podatke smo vnesli v Excelov
makro, kjer smo jih povezali s podatki o izraZzanju izooblik tezkih verig miozina. Za vsako vrsto
miSi¢nega vlakna smo izracunali povpre¢no sivino, ki pove, kako aktivna sta encima SDH in
FFK. Aktivnost smo izrazili kot razmerje povprecne sivine proti 255 (ker je 255 ¢rna barva, 0
pa bela).

Pri slikah precnih rezin miSice plantaris, ki so bile obarvane s PAS za prikaz glikogena, smo
uporabili podoben postopek. Edina razlika je bila, da smo iz slike izlus¢ili rde¢i barvni kanal,
saj PAS barva glikogen v rdece.

5 REZULTATI

Z imunohijstokemijskim oznacevanjem smo dolocili posami¢ne deleZe tipov vlaken v miSici
plantaris. Opazili smo, da je povprecno najpogostejsi tip vlaken 2a pri misih debele linije prav
tako pa tudi pri misih vitke linije (20 — 30%). Pri miSih debele linije so vlakna tipa 2a bolj
prevladovala kot pri vitki liniji. Prav tako pa je bilo pri obeh linija najmanj misi¢nih vlaken tipa
1 (0 —10%), tudi tukaj smo opazili, da je ta tip vlaken bolj prevladoval pri misih debele linije.
Pri povprecju deleZev tipov vlaken ni bilo drasti¢nih razlik med vitkimi in debelimi migjimi.
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graf povprecja delezev, oznacenih s procenti, tipov vlaken 1, 2a, 2x in 2b. S sivo je prikazan
delez posameznih tipov vlaken za 16 misi debele linije, s ¢rno pa 16 misi vitke linije.

Numeriéni delez posameznih tipov viaken

* %k I

%k %k

ns ns

ns ns
40+ |
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T T
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Tip vlaken

Slika 9: Stolpicni prikaz povprecja delezev, oznacenih s procenti, tipov viaken 1, 2a, 2x in 2b. s sivo je prikazan delez
posameznih tipov viaken za 16 misi debele linije, s ¢rno pa 16 misi vitke linije.

Z uporabo histokemijske metode za oznacevanje vlaken smo uspeli ugotoviti razlicno aktivnost
encimov SDH in FFK. Tako smo lahko razbrali kak$no imajo glikoliti¢éno in oksidativno
kapaciteto. Vecja kot je aktivnost doloenega encima v vlaknu vecjo kapaciteto ima. Pri analizi
oksidativne kapacitete, merjene z aktivnostjo encima SDH, je bilo ugotovljeno, da imajo vlakna
tipa 2b najnizjo oksidativno kapaciteto. Vlakna tipa 1 pa kazejo nekoliko niZjo oksidativno
kapaciteto v primerjavi z vlakni tipa 2a. Poleg tega je bilo opazeno, da je pri genetsko debelih
miSih oksidativna kapaciteta v vlaknih tipa 1 in 2b niZja kot pri genetsko vitkih misih. 1z grafa
lahko razberemo, da imajo vsa vlakna misi debele linije nizjo oksidativno kapaciteto.
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Aktivhost encima SDH v misSiénih vlaknih posameznega tipa
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Slika 10: Stolpicni prikaz relativne intenzitete obarvanih viaken tipa 1, 2a, 2x in 2b. S ¢rno so prikazane 16 misi vitke linije s
sivo pa 16 misi debele linije. Relativna intenziteta obarvanega vlakna prikazuje aktivnost encima.

Iz grafa lahko razberemo, da imajo vlakna tipa 2b najvisjo glikoliticno kapaciteto, sledijo jim
vlakna tipa 2x, medtem ko imajo vlakna tipa 2a in 1 najnizjo. Poleg tega je bilo opazeno, da se
pri genetsko debelih misih glikoliti¢na kapaciteta vlaken na splosno nekoliko poveca, pri cemer
je to povecanje Se posebej izrazito v vlaknih tipa 2b. Razen pri vlaknih tipa 1, kjer vidimo, da
misi debele linije nekoliko nizjo kapaciteto.
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Aktivhost encima FFK v misicnih vlaknih posameznega tipa
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Slika 11: Stolpicni prikaz relativne intenzitete obarvanih viaken tipa 1, 2a, 2x in 2b. S ¢rno je prikazanih 16 misi vitke linije, s
sivo pa debele linije. Stolpicni prikaz prikazuje aktivnost encima FFK.

Relativna intenziteta

6 RAZPRAVA

Na splos$no ni bilo pomembnih vplivov genetske nagnjenosti na aktivnost encima SDH v
miSicnih vlaknih (slika 10). Pri oksidativni kapaciteti SDH vidimo, da imajo vlakna tipa 2b
najniZjo oksidativno kapaciteto. Prav tako vidimo, da imajo vlakna tipa 1 nekoliko niZjo
oksidativno kapaciteto kot tipa 2a. Pri genetsko vitkih misih je bila aktivnost encima vi§ja kot
pri genetsko debelih misih. Opazili smo tudi znacilno niZjo aktivnost encima SDH v vlaknih
tipa 2b v primerjavi z vlakni tipa 2x. Pri genetsko debelih misih je bila oksidativna kapaciteta
v vlaknih tipa 1 in 2b niZja kot pri genetsko vitkih miSih, ne glede na tip krme.

Pri glikoliti¢ni kapaciteti FFK vidimo, da imajo najvijSo glikoliti¢no kapaciteto vlakna tipa 2b,
nato pa tipa 2x, medtem ko imajo najnizjo vlakna tipa 2a in 1 (slika 11). Vidimo tudi, da se na
sploSno pri debelih miskah glikoliticna kapaciteta vlaken nekoliko poveca, kar je najbolj
razvidno v vlaknih tipa 2b.

Tvtw

vt w

manj mitohondrijev, ki so lahko tudi oslabljeni (Heo idr., 2017). Prav tako sklepamo, da sta pri
genetsko debelih misih k razvoju debelosti verjetno prispevala tako zmanjsan nivo bazalne
presnove kot tudi motnje v uravnavanju apetita.
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Nasi rezultati podpirajo ugotovitve, da debelost vodi do preoblikovanja miSi¢nih vlaken v
hitrejSe, glikolitiCne tipe, ki imajo nizjo oksidativno kapaciteto. To je bilo dokazano leta 2002,
ko so potrdili prisotnost vecjega deleza vlaken tipov 2x in 2b v miSicah z debelostjo v primerjavi
z vitkimi kontrolami (Tanner idr., 2002). Skeletne miSice imajo sposobnost prilagajanja na
funkcijske zahteve in razpoloZljivost hranil s spreminjanjem tipov misi¢nih vlaken (Sullivan
idr., 2020). Eden izmed moznih razlogov za povecano prisotnost glikoliticnih vlaken pri
debelosti je lahko hiperglikemija (visok krvni sladkor, ki prizadene ljudi, ki trpijo za sladkorno
boleznijo), ki pogosto spremlja to stanje. PoviSane koncentracije glukoze v krvi naj bi sprozile
voljo v ve¢jih koli¢inah (Tanner idr., 2002). Pri genetsko debelih miSih se miSi¢na vlakna
pretvorijo v hitrejSe tipe. TakSna sprememba, povezana z vecjim delezem glikoliti¢nih vlaken
in zmanj$ano oksidativno sposobnostjo, vodi v zmanjSano inzulinsko obc¢utljivost ter zmanjSan
privzem glukoze iz krvi (Umek idr., 2021). Nasprotno pa smo pri genetsko vitkih misih zaznali
povecano prisotnost pocCasnejSih, bolj oksidativnih misi¢nih vlaken. Te misi niso razvile
debelosti, kar bi lahko predstavljalo prilagoditveni odziv na vecjo razpolozljivost mas¢ob in
hkrati manjSo dostopnost ogljikovih hidratov. Pri¢akovano je bilo, da se bodo nekatere miSice,
ki nosijo telesno tezo, odzvale s hipertrofijo (povecanjem misi¢ne mase zaradi rasti posameznih
miSicnih vlaken), vendar so raziskave pokazale, da tak§ne spremembe niso nujno prisotne pri
vseh misi¢nih skupinah. MozZno je, da se ucinki povecane telesne mase in zmanjSane fizicne
njihovo atrofijo. Poleg tega smo ugotovili, da je bila oksidativna kapaciteta miSi¢nih vlaken pri
genetsko debelih misih nizja kot pri vitkih, kar sovpada s predhodnimi raziskavami, da se pri
debelosti miSi¢na vlakna preobrazijo v hitrejsi, bolj glikolitiéni tip z nizjo oksidativno
kapaciteto ter da je aktivnost encima SDH pri vitkih posameznikih vecja kot pri debelih, kar
predstavlja presnovno neugodne posledice debelosti (Tanner idr., 2002; Shortreed idr., 2009).
Aktivnost encima SDH je bila pri misih najmanjsSa v vlaknih tipa 2b, najvecja pa v vlaknih tipa
2a, vmesne vrednosti je dosegla v vlaknih tipa 2x. Rezultat je bil pricakovan, saj je znano, da
so vlakna tipa 2b glikoliticna in imajo najmanjSo oksidativno kapaciteto, vlakna tipa 2x
oksidativno-glikoliti¢na, vlakna tipa 2a pa oksidativna in imajo najvecjo oksidativno kapaciteto
med preucevanimi tipi vlaken (Schiaffino in Reggiani, 2011). Znano je, da so v nasprotju z
ljudmi pri miSih vlakna tipa 2a najbolj oksidativna, celo bolj kot vlakna tipa 1 (Wessel idr.,
2010).

7 ZAKLJUCEK

Potrdili smo prvi dve hipotezi, tretjo pa v ve€ini. Glikoliti¢na in oksidativna kapaciteta tipov
miSicnih vlaken sta se razlikovali med tipi miSi¢nih vlaken genetsko debelih misi in genetsko
vitkih miSi. Dokazali smo tudi, da imajo miSi¢na vlakna genetsko debelih misi nizjo oksidativno
kapaciteto kot miSi¢na vlakna genetsko vitkih misi. Pri tretji hipotezi, da imajo miSi¢na vlakna
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genetsko debelih misi visjo glikoliti¢no kapaciteto kot misi¢na vlakna genetsko vitkih misi pa
je prislo do odstopanj pri vlaknih tipa 1, pri ostalih pa lahko potrdimo dano hipotezo.

Ceprav je bila raziskava skrbno naértovana in izvedena, ima doloene pomanjkljivosti. Ker so
bile miSi namescene v kletkah po dve ali tri skupaj, ni bilo mogoce natan¢no spremljati, koliko
hrane je zauzila posamezna miS. Poleg tega je bila hrana ves Cas prosto dostopna, kar pomeni,
da vse misi niso zauzile enake koli¢ine. Smiselno bi bilo raziskavo ponoviti tako, da bi vsaki
mi$ ponudili enako koli¢ino izokalori¢ne hrane z razlicno sestavo makrohranil. Rezultati,
pridobljeni na miSici plantaris, se ne morejo neposredno prenesti na druge skeletne misice, saj
se te med seboj razlikujejo glede funkcije in sestave miSi¢nih vlaken. Zato predlagamo, da se
analize strukturnih in biokemijskih lastnosti miSi¢nih vlaken razsirijo tudi na druge miSice.
Ceprav bi izvedba podobne raziskave na ljudeh zagotovo prinesla bolj relevantne rezultate, je
preucevanje vpliva debelosti na skeletne misice pri ¢loveku izjemno zahtevno, saj je potrebno
upostevati Stevilne okoljske dejavnike, ki jih ni mogoce popolnoma nadzorovati, poleg tega pa
eticni standardi onemogocajo odvzem vzorcev miSi¢nega tkiva zdravim posameznikom.
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Priloga 1. Kopija eticnega dovoljenja Eticne komisije za poskuse na zivalih Uprave Republike Slovenije za varno hrano,
veterinarstvo in varnost rastlin.

@1 REPUBLIKA SLOVENIJA
MINISTRSTVO ZA KMETIJSTVO,
GOZDARSTVO IN PREHRANO

UPRAVA REPUBLIKE SLOVENIJE ZA VARNO HRANO,
VETERINARSTVO IN VARSTVO RASTLIN

InSpekcija za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin
Obmoéni urad Ljubljana

Dunajeka 22. 1000 Lubijana T:012344550
F- 012344570
E: OU-Ljubljana.uvhver@gov. sl
g www. vhvwr gov sl

Stevilka: U34401-23/2020/6
Datum: 22.10.2020

Uprava Republike Slovenije za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin, izdaja v upravni
zadevi izdaje dovoljenja za izvajanje postopkov na Zivalih na podlagi 207. ¢lena Zakona o
splognem upravnem postopku (Uradni list RS, &t. 24/06 - uradno precid&enc besedilo, 105/06 -
ZUS-1, 126/07, 65/08, 8/10 In 82/13, v nadaljevanju ZUP), v povezavi s 21, ¢lenom Zakona o
zasciti 2ivall (ZZZiv-UPB3 In ZZZiv-D, Uradni list RS, &t 38/13, 92/20) in na viego stranke
Univerze v Ljubljani, Biotehnidke fakultete, Jamnikareva ulica 101, 1000 Ljubljana, &t 2-
00906/20-9-TP z dne 25.8.2020, naslednje

DOVOLJENJE
za projekt

1. Univerzs v Ljubljani, Biotehnidki fakulteti, Jamnikarjeva ulica 101, 1000 Ljubljana se na
Katedri za genetiko, animalno biotehnologijo in imunologijo Oddelka za zootehniko, Groblje
3, 1230 Domzale, dovoli izvajanje postopkov na Zivalih znotraj projekta z naslovom »Vpliv
RNA variant na fenotipsko raznolikost pri Zivalskih modelihe za namen translacijske ali
uporabne raziskave z namenom ocene, odkrivanja, uravnavanja ali spreminjanja fzioloskih
stanj.

2. Dovolieno je uporabiti 32 misi:

* 16 misi, samcav linije FHI (vitka), starosti 3 — 14 tednov

* 16 misi, samecev linije FLI (debela), starosti 3 — 14 tednov
lzvor: Center za laboratorijske 2ivali na Katedr za genetiko, animainc biotehnologijo in
imunologijo Oddelka za zootehniko, Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani, Groblje 3,
1230 Domzale

3. Mesto izvajanja: Center za laboratorijske 2ivali na Katedri za genetiko, animalno
biotehnclogijo in imunclogijo Cddelka za zootehniko, Biotehniske fakultete Univerze v
Ljubljani, Groblje 3, 1230 DomZale.

4. Udelezenc! v projektu:

Vodja: prof.dr. Simon Horvat, univ.dipl.inZ.zoot.
lzvajalci: prof.dr. Simon Horvat univ.dipl.inZ zoot. in Katja Skulj, dr.vet. med.
Oskrbniki: Ana Jakopi€, univ.dipl.inZ zoot., Katja Skulj, dr vet med. in Urika Hostnik, vetteh.

5. V organizaciji iz tretje tocke izreka te odlocbe je dolocena strokovnjakinja za dobrobit Zivali
doc.dr. Pirman Tatjana, univ.dipl.inZ.zeot. in njena namesinica znan.sod.dr. Martina Perse,
dr.vet. med. iz UL MF.

6. V postopkih se lahko uporabliajo laboratorijske Zivali, ki izvirajo iz odobrene wvzrejne
organizacije.

7. Zivalim mora biti zagotovljeno zdravstveno varstvo, ustrezno bivalisée, hrana, voda in
oskrba, prilagojena fziclo$kim In etolo$kim potrebam 2ivall, v skladu s predpisi. Pogoje
oskrbe in nastanitve mora vsak dan preverjati pristojna, v ta namen imenavana oseba.
Oskrbovalec 2ivall mora poskrbeti, da je tehniéna oprema vsaj enkrat dnevno pregledana in
da so morebitne okvare odpravijene v najkrajsem moZnem casu.

8. Kietke z Zivalmi v postopku morajo biti oznatene s podatki o identifikaciji in izvoru Zivall ter
namenu nastanitve.
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9. Postopki morajo biti lzvedenl po opisu, ki Je naveden na viogi, z najmanj§im moznim
Stevilom Zivali, z najmanjSo sposobnostjio obéutenja boledin, trplienja, stiske ali trajnin
poskodb.

10. Usmrtitev Zivali mora biti izvedena na strokoven in predpisan nacin,

11. Odstranjevanje trupel Zivali v postopku mora bitl izvedeno v skladu s predpisi. Pri iziemnem
odstranjevanju Zivalskin trupel morajo biti le ta shranjena v posebej za to namenjeni
zamrzovalni napravi, ki je na zunanji strani vrat oznatena z vodoravne rdeco &rto Sirine 10
cm in zaklenjena. Zivalska trupla morajo biti zapakirana in oznaéena.

12. Vediti je potrebno ostale predpisane evidence na obrazcih.

13. Vedja poskusa oz, projekta mora po zakljuCku projekta pripraviti porocilo o izvedenih
poskusih znolraj projekta na obrazcu G iz Priloge 1 Praviinlka, ki mora biti na vpogled
uradnemu veterinarju na njegovo zahtevo.

14. Strokovnjakinja za dobrobit Zivali mora pripraviti letno porodilo © usmirtitvah 2ivall na
obrazcu J iz Priloge 1 Pravilnika in ga do konca februarja za preteklo leto posredovati v
pisni all elektronski obliki na GU UVHVVR.

15, Letno porogilo o opravijenih peskusih, vkljuéno s podatki o teZavnostni stopnji poskusov
mora strokovnjakinja za dobrobit Zivali poslati na obrazcu za porofanje in v skladu z
navodili za poroéanje ter ga do konca februarja za pretexio leto posredovati v pisni ali
elektronski obliki na GU UVHVVR.

16. To dovoljenje velja 31.10,2022.

17. Stroske postopka, ki znasajo 170,00 EUR mora stranka placati v roku petnajst (15) dni po
pravnomotnosti te odiotbe v korist proratuna RS, Uprave RS za vamo hrano, veterinarstvo
in varstvo rastlin, z navedbo drugi strodki, na naslov UVHVVR, Dunajska cesta 22, 1000
Ljubljana, na TRR 01100-8450047751, sklic 11 23370-7141009-93010, potrdilo o pla&ilu
pa mora stranka takoj po opravljenem placilu poslati na UVHVVR, OU Ljubljana,
Dunajska cesta 22, 1000 Ljubljana, sicer jih po izteku tega roka prisilno izterja pristojni
organ Ministrstva za finance RS,

Obrazlozitew:

Univerza v Ljubljani, Bictehniska fakulteta, Katedra za genetiko, animalno biotehnologijo in
imunologljo Oddelka za zoctehniko, Groblje 3, 1230 Domazale, je dne 8.9.2020 naslovila na
pristojni upravni organ Vliogo za izdajo dovoljenja za poskus, & Z-00806/20-8-TP z dne
25.8.2020, z naslovom »Vpliv RNA variant na fenotipsko raznolikost pri Zivalskih modelih«, po
dologilih Praviinika o pegojih za Izvajanje poskusov na 2ivalih (Url RS, 8t 37/13, 89/14, v
nadaljevanju Pravilnika). Priloge k vicgi so bile netehnitni povzetek projekta na Obrazcu D,
obrazlozitev strokovnjakinje za dobrobit Zivali, koplle potrdila (certifikata) o usposobljenosti
oskrbovalke 2ivali v projektu ter pore&ilom menterja o strokovni uspesobljenosti Urske Hestnik
in potrdilo ¢ platilu upravne takse. Projekt je bil odobren s strani ARRS, 3ifra projekta J4-2548.
Doledeni postopki iz projekta ARRS bodo izpeljani tudi v okviru doktorske naloge milade
raziskovalke in tekotega raziskovalnega programa P4-0220 (Primerjaina genomlka in
genomska biodiverziteta 1.1.1999 — 21.12.2025).

Na podiagi doloéil drugega odstavka 21. &lena Zakona o zas€iti Zivali, je bila viega pod St
U34401-23/2020/1 dne 9.9.2020 posredovana Etiéni komisiji za poskuse na Zivalih, ki jo
obravnavala na 82. dopisni seji in na viogo za projekt z naslovom *Vpliv RNA variant na
fenotipsko raznolikost pri Zivalskih modelih«, kot skiep podala pozitivno oceno. lzdelano je bilo
strokovno mnenje poroCevalca, ki je podal sklepno mnenje, da je vloga za izdajo dovoljenja
ustrezno opisana in zanstveno utemeljena.

V raziskovalnem projektu bo viagatelj na medeiu misi za debelest in vitkost s pome&io novih
genomskih metod, WTSS-seq (ang. whole transcriptome start site sequencing) in WTTS-seq
(whole transcriptome termini site sequencing), iskali dodatne mehanizme in dejavnike, ki bl
lahko pojasnili problem man|kajotega deleza dednosti pri debelosti. Raziskava bo omogotila
nov vpogled v procese na ravni transkriptoma, ki so z debelostjo povezana alternativna mesta
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polladenilacije (APA) in/ali alternativna mesta zadetka transkripcije na Skoncu. Vsi postopki so
dabro in natanéne opisanl. 32 midi v razliénih skupinah bodo imele razliéne krmo in vodo na
voljo. Drugih aplikacij ali rokovanj z njimi ne bo, razen tehtanja enkrat na teden. Pri starosti 14,
tednov bodo midi usmrtene z uporabo cervikalne dislokacije, ki ji bo sledila izkrvavitev ter
odvzem tkiv (masdobno tkivo) za nadaljne raziskave. Poskus je uvrséen med blage poskuse.

Misi bodo med postopkom nastanjene v polikarbonatnih kletkah s posamiénim prezratevanjem
(IVC kletke), vsi postopki bodo potekali v Centru za laboratorijske Zivali na Katedri za genetiko,
animaino biotehnologijo in imunologijec Oddelka za zootehniko, Biotehniske fakultete Univerze v
Ljubfjani, Groblje 3, 1230 Domzale, ki je v skiopu Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani,
Jamnikarjeva ulica 101, 1000 Ljubljana, s strani pristojnega organa, odobrena vzrejna
organizacija (misi in podgane) in uporabnika organizacija (uporaba laboratorijskin glodalcev).
Za izvajanje postopkov na Zivalih je zagotovijena potrebna oprema in druga sredstva za oskrbo
zivali. Poskrblieno je za zdravstveno varstve Zivali in zagotovljeno usposoblienc osebje za
izvedbo ter nadzorovanje postopkov. Zivali bodo usmréene na predpisan natin, s strani
ustrezno zobrazenih ter usposoblienih oseb. Za shranjevanje in odstranjevanje 2SP je
poskrbljeno.

V poskusih se lahko uporabljajo 2ivall tistih vrst, ki so bile vzrejene ali gojene oz. skotene in
rejene kot laboratorijske Zivali, kar doloca 4. &len Pravilnika. Vsi udeleZenci v poskusu morajo
biti ustrezno izobrazeni in usposobljeni, kot dolo&ata 13. In 14. &len Pravilnika, Vsaka zival mora
imeti zagotovijeno nastanitev in okolje, hrano, vodo in oskrbo primerno vrsti Zivali, nienemu
zdravju In optimalnemu poéutju. Pogoje oskrbe in nastanitve mora nadzorovati v ta namen
imenovana oseba, kot dologa 10. &len Pravilnika. Oznatitev kletk je opisana v B. &enu
Pravilnika. Poskusi morajo biti izvedeni 2 najmanj§im mo2nim Stevilom Zivali z najmanjso
sposobnostjo ob&utenja bolecin, trplienja, stiske ali trajnih podkodb. Usmrtitev Zivali mora biti po
30. ¢lenu In Prilogi 5 Pravilnika, izvedena na predpisan, strokoven nadin, o &emer mora biti
vodena predpisana evidenca Varno skladistenje in neskodljivo odstranjevanje trupe! in
Zivalskih odpadkov doloca Pravilnik o zbiranju, prevozu, skiadistenju, ravnanju uporabi in
odstranjevanju Zivalskih trupel kot vrste Zivalskih stranskih proizvedov, ki niso namenjeni
prehrani fjudi (Uradni list RS, &t 122/07), v povezavi z dolodilom Uredbe Evropskega
Parlamenta in Sveta(ES) 1069/2009 (UL L 300). O shranjevanju trupel in o oddaji Zivalskih
trupel je potrebno voditi predpisano evidenco. Voditi je potrebno vse ostale predpisane
evidence na obrazcih iz Priloge 6, ki je sestavni del Pravilnika ter porogati pristojnim organom
kot to dolo&a 35. Elen Praviinika.

Dovalienje je izdano v skladu z 21. &lenom Zakona o za&citi Zivali. V primeru ugotovitve
neizpoinjevanja predpisanih pogojev, pristojni organ dovoljenje odvzame, kot doloéa Sesti
odstavek 21. Elena navedenega Zakona.

V skladu s prvim odstavkom 118. &ena Zakona o splognem upravnem postopku ter Prilogo 8
Pravilnika o spremembah in dopolnitvah Pravilnika o pogojih za izvajanje peskusov na Zivali
(Url. RS, 8t B9/14), je v izreku odioteno o stroskih postopka. Ker gredo po dologilih prvega
cdstavka 113. Slena ZUP strodki, ki nastanejo med postopkom ali zaradi postopka v breme
tistega, na katero zahtevo se je postopek zadel je 17. todka izreka te odloébe utemeljena.

Vioga Je bila plagana z upravno takso, kot to doloéa Zakon o upravnih taksah (ZUT-UPBS,
Uradnl list RS, 8t. 106/10, 14/15 — ZUUJFO, 84/15 — ZzelP-J in 32/16 — ZUT-1).

Pouk o pravnem sredstvu: Zoper to codioébo je dovoljena pritozba na Ministrstvo za
kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano, Dunajska cesta 22, Ljubljana, v roku 15 dni po prejemu
odlotbe. PritoZba se vioZi pisno, ustno na zapisnik, priporo&eno po podti ali po elektronski posti,
podpisana z varnim elektronskim podpisom, pri organu, ki je odloébo izdal na prvi stopnji
(UVHVVR, InSpekciga za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin, OU Ljubljana, Dunajska
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22, 1000 Ljubliana), s priloZenim potrdilom o placilu 18,10 EUR upravne takse, po tar.5t. 2 ZUT-
|, ki se nakaze na naslov UVHVVR, Dunajska c. 22, 1000 Ljubljana, radun st. SI56 0110 0100
0315 637, referenca 11 23370-7111002-9301

-

Barbara Tomse, dr.vet.med.
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Vrogiti:
- UL BF, Jamnikarjeva ulica 101, 1000 Ljubljana za Oddelek za zootehniko, Groblje 3,
1230 Domzale - po ZUP
- po e-poti na naslov: Tatjana.Pirman@bf.uni-|| si

VioZiti:
- v zadevo
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Priloga 2. Kopija odlocbe Eticne komisije za poskuse na zivalih Uprave Republike Slovenije za varno hrano, veterinarstvo in

o

REPUBLIKA SLOVENIJA
MINISTRSTVO ZA KMET1)STVO,
GOZDARSTVO IN PREHRANO

UPRAVA REPUBLIKE SLOVENIJE ZA VARNO HRANO,

VETERINARSTVO IN VARSTVO RASTLIN

InSpekcija za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin

Obmaéni urad Ljubljana

Dunajska 22, 1000 Ljubjana T: 01234 45 50
F 012344570
E: OU-Ljubkana uwhvwrigav.si
waw.uvhwer, gov. s

Stevilka: U34401-23/2020/13
Datum: 5.5.2021

Uprava Republike Siovenije za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin, izdaja v upravni
zadevi izdanega dovoljenja za lzvajanje poskusov na Zivalih, na podiagi 207. &lena Zakona o
splognem upravnem postopku (Uradni list RS, &t. 24/08, 105/06 — ZUS-1,126/07,65/08, 810 in
82/13, v nadaljevanju ZUP) v povezavi z 21. ¢lenom Zakona o zas&ti Zivali (ZZZiv-UuPB3,
ZZZiv-D, Uradni list RS, 8t 38/13, 92/20, v nadaljevanju Zakon o za&aiti Zivali) in na viogo
stranke Univerze v Ljubljanl, Biotehniske fakuitete, Jamnikarjeva ulica 101, 1000 Ljubljana, &t.2-
00429/21-9-TP z dne 26.3.2021, naslednjo

opLoé¢Bo

1. Viogi Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Jamnikarjeva ulica 101, 1000 Ljubljana,
Oddelka za zootehniko, Groblje 3, 1230 Domz2ale o spremembi Dovoljenja za projekt, &t
U34401-23/2020/6 z dne 22.10.2020, s trajanjem do 31.10.2022, znotra] projekta z
naslovem »Vpliv RNA variant na fenotipska raznolikost pri Zivalskih modelihe, Katedre za
genetiko, animalno biotehnologijc in Imunclogijo UL BF, vodje prof. dr. Simon Horvata,
univ.dipl.in2 zoot. se ugoedi in navedeno dovoljenje se dopolni in spremeni.

2. Dovolienje se spremeni tako, da se v 2. tofki izreka navedenega dovoljenja dovoli uporabiti
se;

* 24 misi, samcev linlje FHI (vitka) in FLI (debeta) iz lastne vzreje
e 32 misi, samic linjje FHI (vitka) in FLI (debela) iz lastne vzreje.

3. Med udeleZence v projektu se pod 4. totko izreka navedenega dovoljenja dodata:

Izvajalka: Spela Mikec, mag bioteh.
Oskrbovalka Zivali: Tadeja Snedec, mag.bioteh. in Spela Mikec, mag. bioteh.
Obe osebi sodelujeta v projektu pod nadzorom mentorja.

4. Vodja projekta mora o udelezencih, ki bodo delo pod mentorstvom v projektu izvajali
pred opravljenim praktiénim delom osnovnega usposabljanja oz. brez predpisanega
potrdila o usposobljenosti, obvestiti Glavni urad UVHVVR, na elektronski naslov:
tina.aric@gov.si

5. StroSke postopka, ki znasajo 170,00 EUR mora stranka platati v roku petnajst (15) dni po
pravnomocnosti te edlotbe v korist proraéuna RS, Uprave RS za vamo hrano, veterinarstvo
in varstvo rastlin, z navedbo drugi strodki, na naslov UYHVVR, Dunajska cesta 22, 1000
Ljubljana, na TRR 01100-8450047751, sklic 11 23370-7141009-93010, potrdilo o placilu
pa mora stranka takoj po opravijenem placilu poslati na UVHVVR, OU Ljubljana,
Dunajska cesta 22, 1000 Ljubljana, sicer jih po izteku tega roka prisiino izterja pristojni
organ Ministrstva za finance RS.

Obraziozitev:

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Katedra za genetiko, animaino biotehnologijo in
imunologijo Oddelka za zootehniko, Groblje 3, 1230 Domzale, je dne 6.4.2021 naslovia na
pristojni upravni organ Viogo za spremembo dovoljenja za cdobren projekt st U34401-
23202018, 3t Z-00429/21-9-TP z dne 26.3.2021, s prilogami; Obrazec E: Vioga za spremembo
oz. podalisanje odobrenega projekta, Obrazec C: Vioga za odobritev projekta (prvotna z
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oznadenimi spremembami), Obrazec F: Poroilo o izvedenih postopkih znotraj projekta,
Obrazec J: Obrazlozitev strokovnjaka za dobrobit Zivali in potrdilo o platilu upravne takse.

1z dopolnitve vioge je razvidno, da 2ell viagatel) v projektu z naslovom »Vpliv RNA variant na
fenotipsko raznolikest pri Zivaiskih modelihe, povegati Stevile samcev in razsiriti Studijo $e na
samice, saj bo s tem Studija pridobila e na raziikah med spoloma. Del Zivali je bilo Ze
uporabljenih in na osnovi prvih rezultatov ugotovijeno, da bi bili rezultati Studije Se bol] relevantni
z vkljuéitvijo drugega spola in dodatnih samcev zaradi zmanjSanja vpliva sezone. Na
razmno2evanje, $e posebaj pri FLI liniji ima sezona velik vpliv. Predlagani novi udelezenkl v
projekiu imata ustrezno izobrazbo in opraviieno osnovno usposablianje v letu 2020 oz
opravljen tetaj za delo z Zivalmi in uspesno opravijen preizkus znanja, vendar pa zaradi razmer
Covid-19, nista mogli opraviti prekticnega dela usposabljenja.

Na podlagi doloil petega odstavka 21. tlena Zakona o zas€iti Zivali (ZZZv-UPB3, Ur. list RS,
&t 38/13), je bila vioga pod &t. U34401-23/2020/10 dne 9.4.2021 posredovana Etiéni komisiji za
poskuse na Zivalih (v nadaljevanju EK), ki jo je obravnavala na 87. seji dne 20.4.2021 in podala
pozitivno oceno.

Zakon o zad&iti Zivali v sedmem odstavku 21. &ena, v povezavi z 29.. ¢lenom Pravilnika o
pogojih za izvajanje postopkov na Zivalih (Url RS, &t 32/21, v nadaljevanju Praviinika)
predvideva med drugim tudi spremembo dovoljenja, zate je OU Ljubljana, UVHVVR odledil kot
izhaja iz 1., 2. in 3. togke izreka te odlobe, Vsi udeleZenci v projektu morajo biti ustrezno
izobrazeni in usposobijeni, kot dolo&ata 15 in 16. ¢len Praviinika. Zaradi trenutne situacije v
zvezi z epidemijo Covid-19, udelezenci osnovnega usposabljanja, dela predpisanega
praktiénega izobraZevanja na MF UL v letu 2020, niso moglh opraviti. Zato se v skladu z
odlogitvijo Glavnega urada UVHVVR (dopis st. U34401-31/2020/7 z dne 19.2.2021), potrdilo iz
enajstega odstavka 18. ¢lena Pravilnika, izda naknadno ter se dovoli udelezbo v projektu
dvema udelezenkama, pod mentorstvom ker sta opravili teoretitni del predpisanega
usposabljanja za izvajalce, oskrbovaice, ki je bil organiziran na MF UL, decembra 2020,

V skladu s prvim odstavkom 118. &lena ZUP in &etrtim odstavkom 26. ¢lena ter Prilogo 4
Pravilnika, je v zreku odlo&zna o strodkih postopka. Ker gredo po dologilih prvega odstavka
113. &lena ZUP strodki, ki nastanejo med postopkom ali zaradi postopka v breme tistega, na
katero zahtevo se je postopek zatel, je 5. tocka izreka te odlotbe utemeljena.

Vioga je bila plaéana z upravno takso, kot to doloéa Zakon o upravnih taksah (ZUT-UPBS,
Uradni list RS, 8t. 106/10, 14/15 = ZUUJFO, 84/15 — ZzelP-J in 32/16 - ZUT-I).

Pouk o pravnem sredstvu: Zoper to odlobo je dovoljena pritoZba na Ministrstve za
kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano, Dunajska cesta 22, Ljubljana, v roku 15 dni po prejemu
odlodbe. Pritozba se viozi pisno, ustno na zapisnik, priporoéeno po posti ali po elextronski posti,
podpisana z varmim elektronskim podpisom, pri organu, ki je odlocbo izdal na prvi stopnji
(UVHVVR, Inpekcija za vamo hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin, OU Ljubljana, Dunajska
22, 1000 Ljubljana), s priloZenim potrdilom o placilu-18,] 10 EUR upravne takse, po tar.5t 22UT-
I, ki se nakaze na naslov UVHVVR, Dunajska < .322 looo\}ubuana ratun &t. S156 0110 0100
0315 637, referenca 11 23370-7111002- 35 o
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