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POPIS KRATICA:

ADP — adenozin difosfat (engl. Adenosine diphosfate)

ALB — albumin (engl. Albumin)

ALP — alkalna fosfataza (engl. Alkaline phosphatase)

ALT — alanin aminotransferaza (engl. Alanine aminotransferase)

AMP — adenozin monofosfat (engl. Adenosine monophosphate)

AMY —amilaza (engl. Amylase)

AMPK — AMP-aktivirajuce proteinske kinaze (engl. AMP-activated protein kinase)

BAT — smede masno tkivo (engl. Brown adipose tissue)

BMI — indeks tjelesne mase (engl. Body mass index)

C/ERB - CCAAT/pojaciva¢ — povezujuci protein (engl. CCAAT/enhancer-binding protein)
CAT — katalaza (engl. Catalase)

CCR2 — C-C kemokinski receptor 2 (engl. C-C chemokine receptor type 2)

COA - koenzin A (engl. Coenzim A)

COPB — kroni¢na obstrukcijska bolest plu¢na (engl. Chronic obstructive pulmonary desease)
CRE — kreatinin (engl. Creatitine)

GLOB — globulin (engl. Globuline)

GLUT- glukozni transporter (engl. Glucose transporter)

GSH-Px — glutation peroksidaza (engl. Glutathione peroxidase)

GSH — glutation (engl. Glutathione)

GSSG - glutation disulfid (engl. Glutathion disulfide)

HDL — lipoproteini velike gustoce (engl. High-density lipoprotein)

HO? — hidroperoksilni radikal (engl. Hydroperoxyl radical)

IDL — lipoproteini srednje gustoée (engl. Intermidiate-density lipoprotein)

IL — interleukin (engl. Interleukine)

IkB — inhibitorni kB (engl. Inhibitory kB)

IKK - NF-kB aktivirajuc¢a kinaza (engl. IkB kinaza)

IKK- B — inhibirajuca podjedinica NF-«B kinaze (engl. inhibitor NF-«B kinase subunit )
INF-y — interferon y (engl. Interferon y)

IRS — supstrat inzulinskog receptora (engl. Insulin receptor substrate)

JAK — janus kinaza (engl. Janus kinase)

LDL - lipoproteini male gustoce (engl. Low-density lipoprotein)

MAPK — mitogen aktivirane proteinske kinaze (engl. Mitogen - activated protein kinases)



MCP-1 — protein atraktant monocita 1 (engl. Monocite chemoattractant protein 1)

MIF — inhibitorni ¢imbenik makrofagne migracije (engl. Macrophage migration inhibitory
factor)

MCP - (engl. Monocite atractant protein 1)

MDA — malondialdehid (engl. Malondialdehyde)

MMP — matriks metaloproteinaze (engl. Matrix metalloproteinase)

MPO — mijeloperoksidaza (engl. Myeloperoxidase)

Myf5 - miogeni faktor 5 (engl. Myogen factor 5)

NADH - nikotin adenin dinukleotid (engl. Nicotine adenine dinucleotide)

NADPH - nikotin adenin dinukleotid fosfat (engl. Nicotine adenine dinucleotide phosphate)
NEFA — dugolancane neesterificirane masne kiseline (engl. Longchain nonesterified acids)
NF-«kB — nuklearni ¢imbenik kB (engl. Nuclear factor kB)

O - superoksidni radikal (engl. Superoxide radical)

OGTT - test oralne podnosljivosti glukoze (engl. Oral glucose tolerance test)

OHe- — hidroksilni radikal (engl. Hidroxyl radical) PAX7+ - eng. Paired box protein 7)
ONOOQ  peroksinitritni radikal (engl. Peroxynitrite radical)

p38 — p38 kinaza (engl. p38 kinase)

PPARY — receptor za aktivaciju proliferacije peroksisoma y (engl. Peroxisome proliferator-
activated receptor y)

PTEN - fosfatazni homolog tenzina (engl. Phosphatase and tensin homolog)

ROQO’ — peroksidni radikali (engl. Peroxide radicals)

ROS - reaktivne kisikove vrste (engl. Reactive oxigen species)

RNS - reaktivne dusSikove vrste (engl. Reactive nitrogen species)

SOD - superoksid dismutaza (engl. Superoxide dismutase)

TLR - engl. Tool like receptor

TNF — a — ¢imbenik nekroze tumora (engl. Tumor necrosis factor)

XO — ksantin oksidaza (engl. Xantine oxidaze)

UPC — mitohondrijski proteini razdvajanja - termogenin (engl. Uncoupling protein )
VLDL - lipoproteini vrlo male gustoce (engl. Very low-density lipoprotein)

WAT - bijelo masno tkivo (engl. White adipose tissue)



1.Uvod

1.1. Bioenergetika

Svim je zivim organizmima potrebna energija za odrzavanje fizioloskih funkcija te
upravo tu energiju dobivaju iz hrane. Kao glavne izvore energije za bioloske sustave navode
se 3 skupine organskih molekula: ugljikohidrati, lipidi te proteini. Prema prvom zakonu
termodinamike, energija ne moze nastati niti nestati ve¢ samo mijenjati svoje oblike (npr.
kemijska, elektri¢na, toplinska, ..). U kemijskim vezama molekula koje sacinjavaju
prehrambene proizvode, energija je pohranjena upravo u obliku kemijske energije (Bureau i
sur., 2003).

Moguce je razlikovati dvije vrste kemijskih reakcija gledajuéi neto protok energije u
sustavu. Prvi tip reakcija nazivamo egzergonim reakcijama budu¢i da se kod njih energija
oslobada iz sustava. Takve reakcije u organizmu nazivamo katabolickim reakcijama. S druge
strane, reakcije kod kojih se energija veze su endergone reakcije; takve reakcije u organizmu
nazivamo anabolickim reakcijama. Skup svih anabolickih i katabolickih reakcija u organizmu
nazivaju se metabolizmom (Bureau i sur., 2003).

Energija se u bioloskim sustavima izrazava mjernom jedinicom kalorija (engl. calorie —
cal). Jedna kalorija definirana je kao energija potrebna da se pri 15 °C, temperatura jednog
grama vode povisi s 14,5 °C na 15,5 °C (Bureau i sur., 2003). Zbog prakti¢nih razloga, koristi
se jedinica kilokalorija (kcal) budu¢i da je kalorija katkada premala jedinica za izrazavanje
koli¢ine energije u tijelu. Standardni sustav mjernih jedinica za energiju koristi mjernu
jedinicu dzul (J) odnosno kilodzul (kJ) te jedna kalorija iznosi 4,1868 kJ energije.
Oksidacijom jednog grama ugljikohidrata oslobodi se 17,2 kJ energije, iz masti 38,9 kJ
energije te iz jednog grama proteina 18,2 kJ energije. Stoga hranu bogatu mastima nazivamo
visokokalori¢nom hranom (Hall, 2011).

Zajednicka je uloga svim reakcijama metabolizma da sudjeluju u pretvaranju kemijske
energije iz hranjivih tvari u oblik energije koji organizam moze iskoristiti. Ta se energija
naj¢es¢e pohranjuje u molekuli adenozin-trifosfata (engl. adenosine triphosphate — ATP).
ATP nastaje kao posljedica fosforilacije adenozin-difosfata uz pomo¢ energije nastale
oksidacijom ugljikohidrata, masti te proteina u katabolickim reakcijama. Taj se proces zbiva u
mitohondrijima (Hall, 2011). Nastanak ATP-a i sam proces vezanja energije detaljnije je

razjasSnjen u idu¢im poglavljima.



1.2. Metabolizam ugljikohidrata

Na$ organizam, hranom unesene slozene ugljikohidrate, preraduje do jednostavnijih
Secera od kojih su najcesci glukoza, fruktoza i galaktoza. Od jednostavnih ugljikohidrata u
organizmu je najceséa glukoza koja ¢ini 80%. Razlog tome je §to se u stanicama jetre nalaze
posebni enzimi zaduzeni za konverziju fruktoze i1 galaktoze u glukozu uz potro$nju energije.
Stoga nije neobi¢no da je glukoza zajednicki oblik u kojem se svi ugljikohidrati prenose po
tijelu (Hall, 2011).

Glukoza se iz krvi u stanice prenosi olakSanom difuzijom pomocu proteinskih
prijenosnika budu¢i da zbog svoje velike molekulske mase ne moze pro¢i membranu
difuzijom. U prijenosu glukoze u stanice, vaznu ulogu igra inzulin. Nakon njegovog lucenja,
ulazak glukoze u stanicu odvija i do deset puta brze. Olaksana difuzija odvija se u smjeru
koncentracijskog gradijenta. Kako ne bi doslo do ekvilibrijuma i prestanka samog procesa,
glukoza se u stanici momentalno pretvara u molekulu glukoza-6-fosfat. Taj se proces u vecini
tkiva postize djelovanjem enzima glukokinaze, odnosno enzimom heksokinaze u jetri. Taj
enzim katalizira reakciju glukoze i fosfatnog iona. U vecini stanica, taj je proces ireverzibilan.
U stanicama jetre postoji enzim nazvan glukoza-fosfataza, koji kada je potrebno otpustanje
glukoze u krvotok, uklanja fosfatnu skupinu s glukoza-6-fosfata te ponovno nastaje glukoza
koja moze biti otpustena u cirkulaciju (Hall, 2011).

Postoje i pojedina mjesta u organizmu gdje se glukoza prenosi aktivnim prijenosom
odnosno uz koncentracijski gradijent u kotransportu s natrijem uz utroSak energije.
Najznacajnija mjesta za apsorpciju $to veée koli¢ine glukoze iz hrane su epitel probavnog
sustava te se regeneracija glukoze iz ultrafiltrata vr$i u epitelu bubreznih kanali¢a (Hall,
2011).

1.2.1. Skladistenje glukoze

Glukoza se u organizmu skladisti u obliku glikogena — velikog polimera glukoze. Sve
stanice organizma mogu pohraniti male koli¢ine glikogena, dok neke mogu pohraniti
poprili¢no velike koli¢ine glikogena u sebi. To su stanice jetre i stanice misi¢nog tkiva kod
kojih glikogen redom moze zauzimati 5-8% mase stanice odnosno 1-3% mase. Stvaranje
glikogena u stanici takoder je bitno zbog odrzavanja osmotskog tlaka stanice.
Polimerizacijom glukoze se omogucuje skladistenje velike koli¢ine glukoze unutar stanice
bez znatnije promjene osmotskog tlaka same stanice budu¢i da je glikogen osmotski
poprili¢éno neaktivan. U suprotnom moglo bi do¢i do teskih poremecaja osmotske ravnoteze u

stanici ako bi porasla koncentracija otopljenih monosaharida u stanici (Hall, 2011).



Sam proces nastanka glikogena naziva se glikogenezom. U taj proces mogu uci brojni
monosaharidi, a i drugi spojevi kao Sto su mlije¢na kiselina, glicerol, pirogrozdana kiselina te
neke deaminirane aminokiseline iz kojih moze nastati glukoza (Hall, 2011).

Suprotan proces glikogenezi je glikogenoliza — proces u kojem iz glikogena ponovno
nastaje glukoza koja se moze iskoristiti za dobivanje energije. Bitno je napomenuti da
glikogenoliza nije suprotan proces glikogenezi i da je posredovan drugim enzimima te su
shodno tome prisutni i drugi intermedijeri. Ovaj je proces aktivan tek kada je ¢ovjek u pokretu
odnosno kada miruje, ovaj sustav nije aktivan. Za aktivaciju ovog procesa bitna su dva
hormona: adrenalin i glukagon. U njihovoj prisutnosti dolazi do brze aktivacije enzima
fosforilaze koja mice fosfate s glikogena i poti¢e brzu glikogenolizu. Adrenalin se luc¢i na
simpatic¢ki podrazaj te je njegov ucinak vidljiv posebice u jetri i miSi¢ima. Glukagon se luci
na snizenu koncentraciju glukoze u krvi te tako povecava koncentraciju iste u krvi (Hall,
2011).

1.2.2. Dobivanje energije iz glukoze

Dobivanje energije iz glukoze moze se podijeliti u nekoliko koraka. Oslobadanje
energije se odvija postupno. Pri naglom oslobadanju energije, velik bi se dio energije gubio u
obliku topline stoga se kaskadnim reakcijama postize ucinkovitost samog procesa. Ukupna
energija sadrzana u kemijskim vezama glukoze iznosi 2872 kJ, a za stvaranje jednog mola
ATP-a je potrebno 50 kJ. U metabolizmu od svakog mola glukoze nastane 38 mola ATP-a, a
ostatak se energije oslobada u obliku topline ili ostane vezana u intermedijerima (Hall, 2011).
Prvi proces u kaskadi je glikoliza. Glikoliza se odvija u citoplazmi stanice te od jedne
molekule glukoze kao krajnji produkt nastaju dvije molekule pirogrozdane kiseline — piruvata.
U tom se procesu oslobada neznatna koli¢ina ATP-a, svega dvije molekule. Uz ATP i piruvat,
nastaju 1 dva vodikova iona. Energetski u€inak ove reakcije je svega 43% dok se 57% energije
oslobada u obliku topline (Hall, 2011).

Idu¢i korak u procesu metabolizma glukoze je pretvorba dviju molekula piruvata s
koenzimom A (CoA) pri ¢emu nastaju dvije molekule acetil-CoA, 2 molekule ugljikova
dioksida te 4 vodikova iona. U ovom procesu ne nastaju molekule ATP-a.

Nastale molekule ulaze u Krebsov ciklus - ciklus limunske kiseline. Ove reakcije se
odvijaju u aerobnim uvjetima u matriksu mitohondrija. Ciklus limunske kiseline prikazan je
na Slici 1. Kao rezultat ovog ciklusa nastaje 2 molekule CoA, vodikovi ioni, 4 molekule

ugljikova dioksida te 2 molekule ATP-a za svaku molekulu glukoze (Hall, 2011).
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Slika 1. Krebsov ciklus ili ciklus limunske Kkiseline (preuzeto sa stranice

https://hr.wikipedia.org/wiki/Krebsov ciklus)

Velike koli¢ine ATP-a nastaju tek u mitohondriju u procesu oksidativne fosforilacije —

ukupno 90% ATP-a. Oksidacijom vodikovog iona nastalog hidrolizom NADH, oslobadaju se

elektroni bogati energijom. Ti elektroni prolaze kroz kaskadu proteinskih molekula na

unutarnjoj membrani mitohondrija te pomazu pri stvaranju koncentracijskog gradijenta vodika

u mitohondriju. Zbog nastalog gradijenta u vanjskom prostoru mitohondrija, vodikovi ioni

pasivno prolaze kroz ATP-sintazu te omogucuju regeneraciju ATP-a iz ADP-a. Vodikovi ioni

potom reagiraju s kisikom te nastaje voda. ATP pasivno potom izlazi iz mitohondrija


https://hr.wikipedia.org/wiki/Krebsov_ciklus

zahvaljuju¢i koncentracijskom gradijentu. Dva elektrona su potrebna za nastanak triju
molekula ATP-a. Ovaj je metaboli¢ki put aktivan samo dok je dostupan kisik (Hall, 2011).
Sustav je reguliran fosfofruktokinazom — enzimom koji sudjeluje u glikolizi. On je inhibiran
poviSenom koncentracijom ATP-a u stanici ili suviskom iona citrata u ciklusu limunske
kiseline (Hall, 2011).

U anaerobnim uvjetima ove se metabolicke reakcije ne mogu odvijati, osim prvog
koraka — glikolize, pri kojem ne nastaje mnogo energije. Kad se koncentracija produkata
glikolize povisi, metaboli¢ke se reakcije obustavljaju. Kako organizam ne bi izgubio i taj mali
dio dostupne energije dolazi do reakcije samih produkata glikolize — pirogrozdane kiseline,
NADH te vodikova iona pri ¢emu nastaje mlijecna kiselina. Ona potom izlazi iz stanice
sprjecavajudi inhibiciju glikolize kao posljedicu pretjeranog nakupljanja piruvata u stanici. Po
ponovnoj uspostavi aerobnih uvjeta mlijecna kiselina prelazi u piruvat. Ta se konverzija u
glavnini dogada u jetri, no moguca je i u nekim drugim organima. Srce je takoder miSi¢ koji
veliku koli¢inu mlije¢ne kiseline ponovno pretvara u piruvat pogotovo za vrijeme teskih
fizickih napora (Hall, 2011).

1.2.3. Pentoza fosfatni put

Jos je jedan metabolicki put iz kojeg se dobiva energija razgradnjom glukoze koji se naziva
put pentoza fosfat. Cesto se naziva i alternativnim metaboli¢kim putem jer se energija
uskladistena ovim putem koristi za brojne procese sinteze u stanicama. Put se zasniva na
nastanku pentoze D-ribuloze iz glukoze te oslobadanju ugljikova dioksida. Od 6 molekula
glukoze koje ulaze u reakciju iz nje izlazi njih pet $to govori o tome da je ciklus pentoza
fosfat kruzni proces. Energija se veze u molekule NADPH-a koji ¢e kasnije biti iskoristen kao
donor energijom bogatih elektrona drugim molekulama. Ta se molekula kasnije koristi za
pretvorbu masti iz ugljikohidrata kada su stanice u potpunosti zasi¢ene glikogenom (Hall,
2011).

1.2.4. Glukoneogeneza

Ugljikohidrati su od izuzetne vaznosti za ljudski organizma i nuzni su za njegovo
funkcioniranje. To pokazuju i ¢injenice da mozak i eritrociti, u fizioloskim uvjetima, energiju
proizvode jedino iz glukoze. Stoga organizam konstantno pokuSava osigurati barem tu
minimalnu koli¢inu glukoze za ziv€ani sustav. U nedostatku ugljikohidrata iz prehrane ili
uskladistenih ugljikohidrata, organizam je u mogucnosti iz drugih molekula sintetizirati

ugljikohidrate. To su prvenstveno masne kiseline i proteini. Sam metaboli¢ki proces nastanka



ugljikohidrata iz masnih kiselina i proteina naziva se glukoneogeneza. Glukoneogeneza ima
ulogu u regulaciji koncentracije glukoze u krvi te sprjeCava da ona padne ispod fizioloskog
minimuma. Proces glukoneogeneze ne odvija se u svim tkivima i organima ve¢ tu glavnu
ulogu ima jetra. Ona iz dostupnog glikogena sintetizira glukozu ranije opisanim procesom
glikogenolize, te u njegovom nedostatku iz laktata i aminokiselina u procesu glukoneogeneze.
Za vrijeme duzeg gladovanja tu funkciju mogu preuzeti i bubrezi (Hall, 2011).

Glukoneogeneza je regulirana koncentracijom glukoze u krvi te manjkom ugljikohidrata
u stanicama. Bitnu ulogu u regulaciji glukoneogeneze ima i razina kortizola u krvi (Hall,
2011).

1.3. Lipidi

Lipidi su skupina koja sadrzi velik broj spojeva, a medu najpoznatijima i u hrani
najprisutnijima su trigliceridi (masti i ulja), fosfolipidi te kolesterol. Prvim dvjema skupinama
je zajedni¢ko to Sto su gradene od masnih kiselina — dugolancanih organskih kiselina.
Kolesterol u svom sastavu ne sadrzi masne kiseline, no njegova je jezgra sintetizirana od
dijelova masnih kiselina. Trigliceridi su dobili ime po tome §to su to esteri glicerola i triju
masnih kiselina. Upravo oni, uz ugljikohidrate, imaju ulogu u dobivanju energije i sluze kao
glavni spremisni oblik energije u organizmu. Fosfolipidi i kolesterol, s druge strane, sudjeluju

u izgradnji stani¢énih membrana, ali i za druge funkcije u stanici (Hall, 2011).

1.3.1. Trigliceridi

Trigliceridi, kao $to je ranije spomenuto, su esteri viSih masnih kiselina i alkohola
glicrola. Grada triglicerida prikazana je na Slici 2. Masne kiseline vezane za glicerol kod ljudi

su najcesce — stearinska, palmitinska i oleinska kiselina (Hall, 2011).
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Slika 2. Trigliceridi (preuzeto sa stranice https://www.google.com/search?client=firefox-b-
d&0=Gra%C4%91a+triglicerida+)
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Trigliceridi se iz hrane u crijevima razgraduju na monogliceride 1 masne kiseline koje se
pri apsorpciji ponovno sintetiziraju. U organizam ulaze kao rasprSene kapljice nazvane
hilomikroni. Na njih se apsorbiraju molekule apoproteina B koje ¢e imati ulogu u njihovom
prijenosu. Samim vezanjem apoproteina za povr§inu hilomikrona, povecava se sposobnost
suspendiranja hilomikrona u tjelesnim teku¢inama. U hilomikrone ulazi i ve¢ina fosfolipida te
kolesterol. Takvi se hilomikroni prenose u krv. Prolaskom kroz tkiva, djelovanjem enzima
protein - lipaze, ti se hilomikroni ponovno razgraduju na trigliceride. Protein — lipaza je
najaktivnija u masnom tkivu, tkivu skeletnih misica te srcu. Pri toj se razgradnji oslobadaju
masne Kiseline i glicerol. Masne kiseline se po ulasku u stanicu difuzijom, mogu iskoristiti
kao izvor energije ili ponovno pretvoriti u trigliceride te pohraniti u specijalizirane masne
stanice - adipocite. Ostaci hilomikrona bogati kolesterolom se uklanjaju iz plazme vezuci se
za stjenke kapilara uz pomo¢ jetrenog proteina apolipopoliproteina E (Hall, 2011).

Masti se iz masnog tkiva, u potrebi organizma za energijom, hidroliziraju, te prenose do
drugih tkiva u obliku slobodnih masnih kiselina. U plazmi se ogranci masnih kiselina ubrzo
ioniziraju te vezu na albumin koji sluzi kao njihov prenositelj. Aktivacija hidrolize masnih
kiselina u stanicama potaknuta je premalom koncentracijom glukoze te djelovanjem hormona
(Hall, 2011).

1.3.2. Lipoproteini

Osim u obliku slobodnih masnih kiselina, lipidi se u tijelu prenose i u obliku
lipoproteina. Lipoproteini su ¢estice puno manje od hilomikrona. Medusobno se razlikuju po
svom sastavu te svojoj gusto¢i. Dijelimo ih na lipoproteine vrlo male gusto¢e (VLDL — engl.
very low density lipoproteins) koji sadrze velike koli¢ine triglicerida; lipoproteine srednje
gustoce (IDL — engl. intermidate-density lipoproteins) iz kojih su odstranjeni trigliceridi te su
stoga bogati fosfolipidima i kolesterolom; lipoproteine male gustoce (LDL — engl. low density
lipoproteins) koji sadrze visoke koncentracije kolesterola i nize koncentracije fosfolipida; te
lipoproteine velike gustoce (HDL — engl. high density lipoproteins) koji sadrze veliku
koncentraciju proteina te mnogo manju koncentraciju kolesterola i fosfolipida. Svi
lipoproteini nastaju pretezno u jetri. Njihova funkcija je da lipidne sastojke prenose krvlju do
mjesta gdje su potrebni u organizmu (Hall, 2011).

1.3.3. Metabolizam lipida

Kako je ve¢ ranije napomenuto trigliceridi su jedan od pricuvnih oblika energije u

organizmu te sluze za dobivanje energije pri nedostatnoj koli¢ini ugljikohidrata i kod



dugotrajnog gladovanja. Ovisno o prehrani i unesenom omijeru triglicerida i masti kod
pojedinaca, omjer dobivene energije iz masti moze varirati. To dokazuje da masti mogu biti
podjednako bitan izvor energije kao i ugljikohidrati (Hall, 2011).

Kako bi se iz triglicerida mogla osloboditi energija potrebna je prvo njihova hidroliza na
glicerol i slobodne masne kiseline. Masne kiseline prenose se do tkiva te ulaze u mitohondrij
gdje oksidiraju kako bi dale energiju. Kako bi masne kiseline usle u mitohondrij potreban je
prijenosnik odnosno molekula karnitina. Tek po odvajanju masnih kiselina od karnitina
nastupa oksidacija. Glicerol po ulasku u ciljanu stanicu odmah prelazi u glicerol-3-fosfat,
jedan od intermedijera u glikolitickom putu razgradnje glukoze te na taj nacin oslobada
energiju (Hall, 2011).

1.3.3.1. Beta oksidacija masnih kiselina

Proces razgradnje masnih kiselina u mitohondrijima naziva se beta oksidacijom masnih
kiselina. Proces se zasniva na odvajanju dvaju ugljikovih atoma s masne kiseline i nastanku
acetil-CoA koji potom moze u¢i u ciklus limunske kiseline stvarajuéi energiju. Pri nastanku
acetil-CoA nastaju i Cetiri vodikova iona koji sudjeluju u stvaranju kemiosmotskog gradijenta
u mitohondrijima. Pri tom procesu nastaju velike koli¢ine energije vezane u molekulama
ATP-a (Hall, 2011).

Najveci dio razgradnje masnih kiselina dogada se u jetri. Jetra s druge strane trosi vrlo
malo energije nastale oksidacijom masnih Kiselina. Nastali acetil-CoA u jetri Cesto
medusobno reagira, gdje dvije molekule daju acetoctenu kiselinu (aceto-acetat). Ta se
acetoctena kiselina krvlju prenosi u druge dijelove organizma gdje sluzi za oslobadanje
energije. Dio se razgradi u beta hidroksimaslacnu kiselinu te aceton. Sve tri navedene
molekule mogu slobodno difundirati u krv te u perifernom tkivu obrnutom reakcijom stvoriti
acetil-CoA te tako zadovoljiti potrebe za energijom. Kada nije mogué¢ metabolizam glukoze,
kao posljedica dijabetesa ili pri gladovanju te pri hranjenju isklju¢ivo mastima, njihova se
koncentracija u krvi poveca nekoliko puta. To stanje nazivamo ketozom zbog toga §to se radi
0 dvjema ketokiselinama te ketonu, a same molekule ketonskim tijelima. Prebacivanje
metabolizma s ugljikohidrata na masne Kkiseline potaknuto je samim nedostatkom
ugljikohidrata te hormonskim utjecajima glukokortikoida kore nadbubrezne zlijezde,
glukagona i smanjenim lu¢enjem inzulina (Hall, 2011).

Metabolizam ugljikohidrata ne moze u potpunosti nadomjestiti metabolizam masti jer su
ugljikohidrati potrebni za regeneraciju oksaloacetata s kojim reagira acetil-CoA pri ulasku u

ciklus limunske kiseline. U tom stanju moze nastupiti teSka acidoza u organizmu zbog
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pretjeranog nakupljanja acetoctene kiseline i B-hidroksimasla¢ne kiseline u krvi. To se stanje
moze izbjec¢i polaganim prelaskom na masnu prehranu pri ¢emu se organizam prilagodi na

visu stopu potrosnje acetoctene Kiseline te ne dolazi do ketoze (Hall, 2011).

1.3.3.2. Pretvorba triglicerida u ugljikohidrate

Ranije je opisana pretvorba masnih Kkiselina do ugljikohidrata. Jednako tako iz
ugljikohidrata mogu nastati i masne kiseline. Do toga dolazi kada se u organizam unose veca
koli¢ina ugljikohidrata nego §to je potrebno za opskrbu energijom i pohranu u obliku
glikogena. Taj visak ugljikohidrata pretvara se u trigliceride (Hall, 2011).

Taj se proces odvija u jetri odakle se lipoproteinima (VLDL) transportiraju do mjesta
pohrane. Ishodisna molekula za nastanak masnih kiselina iz glukoze je acetil-CoA. Molekule
acetil-CoA polimeriziraju te nastaju dugi lanci masnih kiselina. Pri ovom procesu trosi se
ATP te NADPH. Glicerolni dio triglicerida nastaje iz a-glicerolfosfata, jednog od
meduprodukata metabolizma glukoze. Ovaj proces je energetski vrlo uéinkovit jer se 85%
energije vezano u molekulama glukoze pohranjuje u trigliceridima, dok se 15% energije gubi
u obliku topline (Hall, 2011).

1.3.3.3. Regulacija koristenja triglicerida kao izvora energije

Ukoliko su organizmu dostupne dovoljne koli¢ine ugljikohidrata, oni se koriste za
produkciju energije. Povecanjem koncentracije a-glicerolfosfata u tkivu kao posljedica
koli¢ine ugljikohidrata u organizmu, sam a-glicerolfosfat veze slobodne masne kiseline te
nastaju trigliceridi. To pomice ravnotezu slobodnih masnih kiselina 1 triglicerida prema
trigliceridima. U suprotnom dolazi do hidrolize triglicerida u adipocitima 1 jetri te otpustanju
masnih kiselina u krv koje se potom mogu metabolizirati te osigurati energiju organizmu. Taj
proces takoder moze biti potaknut 1 smanjenim lucenjem inzulina kao posljedica smanjena
koncentracije glukoze u krvi. Osim inzulina, aktivaciju hidrolize mogu potaknuti i drugi
hormoni: a) adrenalin i noradrenalin na simpati¢ki podrazaj; b) kortikotropin adenohipofize
koji potice lucenje glukokortikoida iz nadbubrezne Zlijezde koji pomice metabolizam prema
iskoriStavanju masti aktivacijom lipaze ovisne o hormonima u tolikoj mjeri da moZe do¢i do
stanja ketoze te im se Cesto pripisuje i ketogeni u¢inak; C) hormon rasta aktivirajué¢i lipazu
osjetljivu na hormone, no u manjoj mjeri u odnosu na glukokortikoide; d) hormoni §titnjace

povecavajuci energetski metabolizam svih stanica u organizmu (Hall, 2011).



1.4. Proteini

Proteini ili bjelancevine su izrazito bitne za organizam te ¢ine oko ¢etvrtinu suhe mase
tijela Covjeka. Prema njihovoj funkciji dijele se na strukturne proteine koji sudjeluju u
izgradnji organizma, enzime, nukleoproteine, transportne proteine, kontraktilne proteine te
brojne druge vrste s raznim specijaliziranim ulogama. Svim proteinima je zajedni¢ko da su
izgradeni od aminokiselina (Hall, 2011).

Aminokiseline su molekule koje su specificne po posjedovanju karbonilne skupine na
jednom kraju molekule te amino skupine na drugom kraju. Medusobno se povezuju
peptidnom vezom te tako nastaju proteini. SloZeniji proteini se sastoje od po nekoliko tisuca
aminokiselina. Proteini se mogu sastojati i od nekoliko lanaca aminokiselina povezanih
vodikovim ili drugim vezama (Hall, 2011).

Kao krajnji produkt probave, proteini se apsorbiraju u tijelo u obliku aminokiselina,
rijetko kao polipeptidi ili u izvornom obliku. U krvi se u fizioloskim uvjetima, gotovo nikad
ne nalaze u visokim koncentracijama, no njihova koncentracija ovisi 0 samoj vrsti
aminokiselina. U stanice se, zbog svoje veliCine, prenose posebnim proteinskim nosa¢ima jer
zbog svoje veli¢ine ne mogu difundirati preko stanicne membrane. U stanicama se
aminokiseline skladiSte u obliku proteina tvoreci takozvane stani¢ne proteine. Sukladno tome,
koncentracija samih aminokiselina u stanicama je niska. U potrebni aminokiselina, ti se
stani¢ni proteini mogu brzo razgraditi proteolitickim enzimima u lizosomima te prenijeti
krvlju do ciljnog mjesta u organizmu. Tu su iznimka jezgrini kromosomski proteini, te
strukturne i1 kontraktilne bjelancevine. Jetra kao organ pohranjuje vecu koli¢inu proteina nego
druga tkiva i organi. Uz jetru, kao mjesta pohrane, organizam Koristi crijeva te bubrege (Hall,
2011).

Ukoliko se u krvi smanji koncentracija aminokiselina, dolazi do njihovog otpustanja iz
stanica. Na taj se nacin odrZzava relativno stalna koncentracija aminokiselina u plazmi. Ova
ravnoteza je pod utjecajem raznih hormona. Ukoliko je koncentracija aminokiselina visa od
gornje granice koju organizam moze skladistiti, one se upotrebljavaju za dobivanje energije ili
se pretvaraju u masti ili glikogen te tako skladiste (Hall, 2011).

Organizam je sam sposoban stvoriti neke aminokiseline, to¢nije njih 10 od ukupno
dvadeset najces¢ih. Aminokiseline koje organizam ne moZe sam stvoriti nazivamo
esencijalnim ili nenadoknadivim aminokiselinama. S druge strane, ostalih 10 se naziva
neesencijalnim aminokiselinama. Sam naziv esencijalne i neesencijalne ne govori o njihovoj

bitnosti za organizam jer su i jedne i druge potrebne za proizvodnju tkivnih proteina.
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Stvaranje aminokiselina u organizmu ovisi o ketokiselinama koje reakcijom transaminacije

dobivaju amino skupinu te tako postaju aminokiselinama (Hall, 2011).

1.4.1. Proteini plazme

U plazmi se razlikuju 3 osnovne skupine bjelanéevina: aloumini, globulini i fibrinogen.
Albumini su odgovorni za odrzavanje koloidno-osmotskog tlaka plazme ¢ime se sprjecava
izlazak plazme iz kapilara. Globulini su povezani s imuno$¢u. Uz to posjeduju brojne druge
enzimske funkcije. Fibrinogen ima ulogu u zgrusavanju krvi ukoliko dode do ozljede tkiva,
odnosno krvnih zila i kapilara. Sve navedene molekule nastaju ve¢inom u jetri osim globulina
¢ije je mjesto produkcije tkivo limfnih organa (gama-globulini). Ove bjelancevine takoder
mogu sudjelovati u nastanku energije no tek u stanjima teSkog i dugotrajnog gladovanja. U
tom procesu sudjeluju makrofazi u kojima se razgrade na aminokiseline te tako krvlju odasilju
do drugih tkiva. Proteini su sami po sebi izuzetno metaboli¢ki dinami¢ne molekule S$to

pokazuje njihova reverzibilna ravnoteza medu tkivima (Hall, 2011).

1.4.2. Metabolizam proteina

Razgradnja proteina do aminokiselina se uglavnom zbiva u jetri. Deaminacija je prvi
korak u procesu nastanka energije iz aminokiselina pri ¢emu nastaju ketokiseline. Pri tom se
procesu oslobada amino skupina koja se prenosi na neku drugu skupinu ili odstranjuje u
obliku amonijaka. Amonijak se iz krvi u potpunosti otklanja u obliku karbamida (ureje). Taj
se proces gotovo u potpunosti dogada u jetri. Amonijak je izuzetno toksi¢an za organizam te
je bitno da se sam amonijak u¢inkovito odstranjuje iz krvi. Karbamid difundira iz jetrenih
stanica te se iz tijela izbacuje bubrezima putem mokrace (Hall, 2011).

Nastale ketokiseline se najceS¢e oksidiraju ¢ime dolazi do oslobadanja energije.
Njihovom oksidacijom nastaju Spojevi koji mogu u¢i u ciklus limunske kiseline. Energija
oslobodena oksidacijom grama aminokiselina znatno je manja od energije dobivene
oksidacijom grama ugljikohidrata. Proces nastanka glukoze iz aminokiselina naziva se
glukoneogeneza dok se proces nastanka masnih kiselina iz aminokiselina naziva ketogenezom
(Hall, 2011).

Ovi procesi su regulirani hormonima, prvenstveno hormonom rasta, inzulinom,

glukokortikoidima, testosteronom, estrogenom te tiroksinom (Hall, 2011).

11



1.5. Masno tkivo

Masno tkivo spada u tip vezivnog tkiva u kojem prevladavaju masne stanice — adipociti.
One mogu biti nasumi¢no rasprSene u vezivnom tkivu, u malim skupinama ili tvoriti velike
nakupine koje ¢ine masno tkivo. U ljudi se koli¢ina masnog tkiva u organizmu razlikuje
ovisno o spolu te tako kod muskaraca zauzima 10-15% mase organizma dok kod zena 20 —
25% tjelesne mase. Masno tkivo je najvece skladiSte energije u organizmu gdje se energija
pohranjuje u obliku triglicerida. Energija u masnom tkivu je dostupna organizmu kada
energija pohranjena u obliku ugljikohidrata (glikogena) u jetri i skeletnim miSi¢ima nije
dostatna (Junqueira i Carneiro, 2007).

Uloge masnog tkiva su raznolike. Potkozno masno tkivo sudjeluje u oblikovanju
povrsine tijela, masno tkivo u jastu¢i¢ima (dlanovima i stopalima) sudjeluje u ublazavanju
udaraca. Masno tkivo je takoder slab toplinski vodi¢, te ga to ¢ini izuzetno dobrim toplinskim
izolatorom. Takoder sudjeluje U popunjavanju praznina izmedu pojedinih organa te pomaze
pozicioniranju organa (Junqueira i Carneiro, 2007).

Osim navedenog, otkriveno je kako masno tkivo ima i sekretornu ulogu. Molekule koje
se luce iz masnog tkiva nazivaju se adipokinima. Adipokini, djelujué¢i na hipotalamus,
moduliraju uzimanje hrane odnosno unoSenje energije u organizam te raspodjelu energije.
Pretjerano luenje adipokina kod pretilih osoba moze dovesti do sustavne inzulinske
rezistencije 1 drugih metaboli¢kih bolesti. Kao najpoznatiji adipokin, prvi otkriven, spominje
se leptin te je stoga 1 njegova uloga u organizmu najdetaljnije razjasnjena. Osim leptina CeSce
spominjani su i adiponektin, resistin te drugi. Produkti stanica imunoloS§kog sustava pokazuju
djelovanja sli¢na adipokinima te ih se ¢esto ubraja medu njih. Tu se isti¢u interleukin 6 (IL-6)
i ¢cimbenik nekroze tumora a (engl. Tumor necrosis factor, TNF a) (Tateya i sur., 2013).

U tkivu je moguce zamijetiti dvije vrste masnog tkiva: bijelo (unilokularno) masno
tkivo (engl. white adipose tissue, WAT) te smede (multilokularno) masno tkivo (engl. brown
adipose tissue, BAT). WAT je gradeno od takozvanih masnih stanica nazvanih adipocitima
koje u svojoj citoplazmi sadrze velike vakuole ispunjene tekuc¢im trigliceridima. BAT s druge
strane grade stanice s brojnim kapljicama masti rasprSenim po stanici te mnoStvom
mitohondrija (Junqueira i Carneiro, 2007). U posljednje vrijeme spominje se jo§ jedna vrsta
masnog tkiva nazvanog bez masno tkivo (engl. beige/brit adipose tissue) (Giralt i Villarroya,
2013).
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1.5.1. Bijelo masno tkivo

Bijelo masno tkivo (engl. white adipose tissue, WAT) naziva se joS§ i unilokularnim
masnim tkivom zbog specificne grade stanica od kojih je gradeno. Svoje ime dobilo je po
bijeloj boji na histoloskim preparatima iako njegova boja moze varirati od bijele do Zute,
ovisno o prehrani. Zuta boja potjede od karotenoida iz hrane rasprienih u masnim kapljicama.
Masno se tkivo nalazi gotovo po ¢itavom tijelu te ¢ini gotovo svo masno tkivo kod odraslih
osoba. Kod djece je jednoliko rasporedeno po cijelom tijelu te se tijekom razvoja djeteta
pocinje nakupljati u pojedinim predjelima, dok se u drugim predjelima gubi. Raspodjela
masnog tkiva regulirana je hormonima (Jungueira i Carneiro, 2007).

Masne stanice (adipociti) koje ga grade posjeduju veliku masnu kapljicu ispunjenu
trigliceridima te je zbog iste, jezgra potisnuta uz rub stanice. Na histoloskim preparatima one
izgledaju kao tanki prsten s jezgrom uz rub budué¢i da se masti otapaju u alkoholu i ksilolu
kojem su prerezi podvrgnuti pri izradi histoloskih preparata. Stoga se njihov oblik na
histoloskim preparatima cesto usporeduje s prstenom. Drugi stani¢ni organeli nalaze se uz rub
citoplazme jer su kao i jezgra potisnuti lokaliziranim mastima u stanici. Masne kapljice nisu
omedene stani¢cnom membranom, stoga nakupljena mast u stanici nije zaseban organel.
Izmedu masnih stanica nalazi se vezivno tkivo kroz koje protjeCu mnogobrojne krvne zile te

zivéani zavrSeci (Junqueira i Carneiro, 2007).

1.5.2. Smede masno tkivo

Smede masno tkivo naziva se jo§ i multilokularnim masnim tkivom zbog veéeg broja
masnih kapljica koje se nalaze u citoplazmi masnih stanica koje ga grade. Osim veceg broja
masnih kapljica rasprSenth po citoplazmi, stanice smedeg masnog tkiva obiluju
mitohondrijima §to im daje smedu boju po ¢emu su i dobili ime. Smedoj boji pridonosi 1 velik
broj krvnih 7zila kojima je smede masno tkivo okruzeno. Svojom gradom sli¢nije je
endokrinom tkivu nego masnom tkivu zbog gusto zbijenih stanica u nakupinama. Jezgra se u
stanicama, za razliku od bijelog masnog tkiva, nalazi u sredini te su ostali organeli
rasporedeni po citoplazmi (Junqueira i Carneiro, 2007). Stanice smedeg masnog tkiva su
veli¢inom manje od stanica bijelog masnog tkiva.

Za razliku od bijelog masnog tkiva, smede masno tkivo nije toliko rasprostranjeno po
cijelom tijelu, te je ogranic¢eno na pojedine dijelove organizma. U ljudi je prisutno za vrijeme
embrionalnog razvoja te kod novorodencadi. Kod odraslih osoba udio se smedeg tkiva

smanjuje (Junqueira i Carneiro, 2007).
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Smede masno tkivo, za razliku od bijelog masnog tkiva, ima katabolicku ulogu,
odnosno ulogu u stvaranju topline. To je poseban nacin zagrijavanja organizma koji se naziva
i nedrhtaju¢a termogeneza (engl. nonshivering thermogenesis). Zbog toga je obilno u
organizmima koji hiberniraju te ga se ¢esto naziva i ,.hibernacijskom zlijezdom* (Junqueira i
Carneiro, 2007).

Termogeneza u smedem masnom tkivu potaknuta je noradrenergi¢nom signalizacijom
kada je organizam izlozen hladno¢i (Giralt i Villarroya, 2013l). Vezanjem noradrenalina za 33
noradrenergicne receptore dolazi do aktivacije lipaze osjetljive na hormone S$to potice
hidrolizu triglicerida iz masnih kapljica. Metabolizmom masnih kiselina oslobada se energija
u obliku topline. U stanicama smedeg masnog tkiva eksprimiran je UPC1 protein (engl.
uncoupling protein 1) znan i kao termogenin. Taj se protein nalazi na unutarnjoj membrani
mitohondrija te omogucuje povrat protoka vodikovih iona u medumembranski prostor
mitohondrija bez protoka vodikovih iona kroz ATP-sintazu. Energija proizvedena
metabolizmom masnih kiselina se stoga ne Kkoristi za sintezu ATP-a ve¢ se oslobada u obliku
topline te tako zagrijava krv u mnostvu krvnih zila koje okruzuju samo tkivo. Zagrijana krv s
obiljem nemetaboliziranih masnih kiselina prenosi se zatim po tijelu te zagrijava organizam
(Junqueira i Carneiro, 2007).

Takoder je primijecena i aktivacija smedeg masnog tkiva pri prekomjernom uzimanju
kalorija — kao na primjer visokokalori¢ne hrane. Taj se proces jo§ naziva i hranom inducirana

termogeneza (engl. food-induced thermogensis) (Peirce i sur., 2016).

1.5.5.3. Histogeneza masnog tkiva

Nekad se smatralo da svo masno tkivo u organizmu potje¢e od mezenhimskih stanica,
no danas se zna da je masno tkivo u naSem organizmu (WAT i BAT) izuzetno heterogenog
podrijetla (Lee i sur., 2014). Razvoj masnog tkiva zapocinje jo§ za vrijeme embrionalnog
razvoja. Pocetak razvoja masnog tkiva zavisi od vrste do vrste te tako kod ljudi zapocinje u
drugom tromjesecjecu trudnoce, dok kod Stakora u perinatalnom periodu. Takoder se masno
tkivo u razli¢itim podru¢jima organizma razvija u drugim periodima. Tako se subkutano
(potkozno) masno tkivo razvija prije visceralnog masnog tkiva. Jednako tako BAT se razvija
ranije nego WAT (Giralt i Villarroya, 2013). Sam proces nastanka masnih stanica se naziva
adipogeneza. To je skup visoko uskladenih procesa koji zapoCinju za vrijeme embrionalnog
razvoja te se nastavlja tijekom zivota. Kao i svaka organogeneza, i adipogeneza moze Se
podijeliti u nekoliko faza koje se medusobno razlikuju po stupnju grupiranja progenitorskih

stanica te diferencijaciji istih (Lee i sur., 2014).
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Tkivo za koje se pretpostavlja da ¢e postati masno tkivo, nakuplja se u vidu rahlo
okupljenih stanica s oskudnim izvanstaniénim matriksom. lako je ve¢ navedeno njihovo
heterogeno podrijetlo, to tkivo se ve¢inom sastoji od mezenhimskih stanica. Ove ishodiSne
nakupine stvaraju okvir za razvoj daljnjih novacenja stanica te nastavak adipogeneze. Iduci
korak je vaskularizacija tkiva. Taj se proces kre¢e od sredista rahle nakupine stanica te se Siri
prema periferiji. To dovodi do nastanka definiranih reznjeva masnog tkiva koji su sada
spojeni vezivnim tkivom. Krajnja determinacija i hipertrofija pojedinih adipocita zbiva se
postnatalno. Razvoj BAT-a prili¢no je sli¢an razvoju WAT-a s razlikom $to se ishodiSne
nakupine stanica nakupljaju u gustim nakupinama te posjeduju kompaktnija retikulinska
vlakna (Baur i sur., 2006).

1.5.4. Prekursori adipocita

U posljednje se vrijeme viSe paznje posvetilo molekularnim karakteristikama i
diferencijacijskom potencijalu prekursorskih stanica masnog tkiva. lako u ljudi jo§ nisu
otkrivene, na mis§jim modelima su poprili€no jasno odredene karakteristike. Istrazivanja su
pokazala da i stanice WAT-a i BAT-a potjecu od progenitorskih stanica paraksijalnog
mezoderma koje eksprimiraju Myf5* (engl. myogenic factor 5) i PAX7" (engl. paired box
protein 7) te da stanice BAT-a mogu nastati iz satelitskih stanica nalik na mati¢ne stanice
kostanog tkiva kod odraslih. Takoder stanice BAT-a pokazuju transkripcijske ¢imbenike
specifi¢ne za misi¢e te miogene mikroRNA. Istrazivanja su pokazala da od Myf5"* populacije
dolazi do prenakupljanja i BAT-a i WAT-a u nedostatku tumor supresorskog proteina PTEN
(engl. phosphatase and tensin homolog). Temeljem toga, WAT nastaje i iz Myf5" i Myf5’
populacije progenitorskih stanica, no primarno je to i dalje Myf5 populacija meznhimskih
stanica. Nastanak i WAT-a i BAT-a dijeli transkripcijsku kaskadu koja uklju¢uje PPARy
(engl. peroxisome proliferator-activated receptor y) i C/IERB (engl. CCAAT/nechenter-
binding protein). PPAR je nedvojbeno uklju¢en u diferencijaciju svih adipocita (Peirce i sur.,
2016).

1.5.5. Posmedivanje (engl. browning)

Vec je ranije u poglavlju spomenuto bez masno tkivo (engl. baige adipose issue) znano
i kao ,,brite” masno tkivo (engl. brown in white = brite — smede u bijelom). Same stanice se
stoga Cesto nazivaju bez adipocitima. Stanice toga tkiva Su posebne jer histoloski pripadaju
stanicama WAT-a, ali metabolicki gradom te ekspresijom proteina nalik Su na stanice BAT-a.

U njima je takoder prisutan i aktivan termogenin (UPC1) (Peirce i sur., 2016).
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Sam proces nastanka bez masnih stanica u bijelom tkivu naziva se posmedivanjem. Sam
se proces pokrece noradrenergi¢nom aktivacijom (3 adrenergi¢nih receptora pri kroni¢noj
izlozenosti organizma hladno¢i. Bez stanice koje nastaju u WAT-u su takoder porijeklom od
Myf5" prekursorskih mezenhimskih stanica. Od njihova otkri¢a do danas otkriveno je preko
50 molekula koje sudjeluju u determinaciji bez adipocita, no jo§ nije u potpunosti razjasnjen
njihov nastanak. Neki navode kako je mogu¢ i prelazak stanica WAT-a u bez stanice.
Pronadene su stanice bijelog masnog tkiva koje su nazvane ,,poucilokularnim adipocitima“
(engl. poucilocular adipocytes) koje posjeduju aktivne UPCL1 proteine te imaju raspodjelu
masnih kapljica kao intermedijeri stanica WAT-a i BAT-a te se smatraju intermedijarnom
formom izmedu stanica WAT-a te bez adipocita. Takoder je otkriveno kako i Myf+ stani¢ne

linije mogu diferencirati u beZ masno tkivo (Giralt i Villarroya, 2013).

1.5.5.1. Razlika izmedu stanica BAT-a i bez adipocita

Razlike stanica BAT-a i bez adipocita prvenstveno se razlikuju u svome nastanku te po
svojoj funkciji (Giralt i Villarroya, 2013).

U prethodnim je poglavljima prikazana determinacija stanica BAT-a i bez adipocita.
Dugo se vremena smatralo da su stanice BAT-a plasti¢nije nego §to uistinu jesu te se kao
njihov biljeg koristila prisutnost UCP1 proteina u samim stanicama. Stoga se dugo vremena
smatralo kako stanice BAT adipocita mogu brzo reagirati na stimulacije hladno¢om te
potaknuti njihovu hipertrofiju 1 hiperplaziju. Smatra se da je zbog koristenja UCP1 proteina
kao biljega pretjerano opisana plasti¢nost BAT adipocita budu¢i da i bez adipociti imaju
eksprimirane UCP1 proteine (Giralt i Villarroya, 2013).

Razlike u funkciji tesko je detaljno opisati no, iako za sada nisu provedene detaljne
bioenergetske analize bez adipocita, zbog slicne morfologije i molekularnih karakteristika
stanice oba tkiva pokazuju multilokularno nakupljanje masnih kapljica, ekspresiju UCP1
proteina te povecanu aktivnost mitohondrija. Iako su razli¢itog postanka te razmjestaja po
organizmu, pretpostavlja se da obje skupine stanica imaju istu funkciju. lako imaju iste
morfoloske i metaboli¢ke aktivnosti, transkripcijski ¢imbenici koji pokrecu sli¢ne aktivnosti,
se razlikuju. Potrebna su dodatna istrazivanja da bi se sa sigurno$¢u znalo daju li ti proteini
relevantne razlike izmedu stanica (Giralt i Villarroya, 2013).

Neki autori navode kako je moguca razlika izmedu bez i BAT adipocita u koli¢ini
triglicerida koje pohranjuju u masnim kapljicama budu¢i da bez adipociti nastaju iz
prekursora WAT adipocita ili iz njih samih. Te se razlike smatraju ne toliko bitnima buduci da

i sami BAT adipociti tek kratak dio vremena provode metabolizirajuci trigliceride iz svoje
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citoplazme te da za vrijeme velike potrebe za termogenezom oksidiraju masne kiseline i
trigliceride iz krvi te glukozu. Smatra se kako su endogene koli¢ine pohranjenih lipida
uskladistene kako bi se mogla provoditi termogeneza i prije dotoka dostatne koncentracije
metabolita krvlju do BAT-a. Takoder je i u miSeva sklonih pretilosti, uo¢ena razlika u tome
Sto je smanjena stopa posmedivanja u odnosu na sojeve rezistentne na pretilost (engl. obesity
resistent strains) dok aktivnost, veli¢ina te proliferacija BAT-a ostaje ista (Giralt i Villarroya,
2013).

1.5.6. Pretilost

-----

stanovniStva. Tijekom nekoliko zadnjih desetaka godina, moze se re¢i da je broj oboljelih
poprimio pandemijske razmjere (Lecoutre i sur., 2018). Nastaje kao posljedica pretjeranog
unosa energije hranom, te nedostatnog trosenja iste kao posljedice sedentarnog nacina zivota.
Pretilost se moze definirati kao bolest prouzrokovana viskom masti u tijelu. Sama pretilost
cesto je popracena i drugim patoloskim stanjima organizma od kojih su najces¢i dijabetes tipa
2, inzulinska rezistencija, kardiovaskularne bolesti medu kojima se isticu hipertenzija 1
ateroskleroza, dislipidemija, kroni¢ne bubrezne bolesti, te tumori. Pored nabrojanih, brojne
bolesti se pojavljuju u manjem intenzitetu. Takoder, pretilost je popra¢ena kroni¢nom upalom
u organizmu (Tateya i sur., 2013). Pretilost takoder moZe negativno utjecati i na sposobnost
regeneracije $to je i istraZzeno na skeletnim mi$i¢ima na misevima (Werner i sur., 2018). U
slu¢aju suvisSne energije u obliku hranjivih tvari, one se skladiSte u obliku triglicerida kako je
opisano u ranijim poglavljima. Mast se pohranjuje u potkoznom 1 peritonealnom masnom
tkivu, no u stanjima unosa velike koli¢ine suvisne energije moze i u drugim tkivima kao $to je
jetra (Hall, 2011).

Indeks tjelesne mase (engl. body mass indeks, BMI) je jedan od nacina na koji se
pretilost moze dijagnosticirati, a izraCunava se kao omjer tjelesne mase (u kg) te kvadrata
visine u metrima. Za osobe ¢iji je BMI u rasponu od 25 — 29,9 kg/m? kazemo da imaju
prekomjernu tjelesnu masu dok kod osoba kod kojih je BMI ve¢i od 30 govorimo o pretilosti.
Mora se napomenuti da povisen BMI ne mora nuzno znaciti da se radi o prekomjernoj
tjelesnoj masi/ pretilosti, odnosno da ne mora nuzno biti uzrokovana pove¢anom koli¢inom
masti u organizmu ve¢ moze biti posljedica velike miSi¢ne mase. Bolji nafin dokazivanja
pretilosti je odredivanje ukupnog postotka masti u tijelu pri ¢emu se za muskarce ¢ijih 25%
ukupne mase otpada na masti, kazemo da su pretili, te za Zene ukoliko 35% njihove mase

otpada na masti (Hall, 2011).
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1.5.7. Lipotoksi¢nost

Lipotoksi¢noS¢u se naziva Stetno djelovanje nakupljenih masti u organizmu. Akutna

toksi¢nost proizlazi iz nakupljanja dugolancanih neesterificiranih masnih kiselina (engl.

longchain nonesterified fatty acids — NEFA) u neadipoznim tkivima. Na adipocitima oboljelih

od dijabetesa primije¢ena je zamjetno manja koli¢ina inzulinskih receptora te povecana

koncentracija f-adrenergi¢nih receptora. To potice lipolizu u masnim stanicama i oslobadanje

masnih Kkiselina. Kao posljedica toga dolazi do lucenja ROS-a, indukcije inzulinske

rezistencije, luCenja IL-6 i TNF-a te indukcije apoptoze P-stanica guStera¢e. Ove ucinke

zajedno nazivamo lipotoksicnos$¢éu te uzrokuju anatomske i funkcionalne ozlijede tkiva i

organa (Fernandez-Sanchez i sur., 2011). Lipotoksi¢nost je shematski prikazana na Slici 3

(Weinberg, 2006).

Unutarstanicni izvori

Hidroliza fosfolipida Izvanstanicniizvori
Povecanasinteza Povecan sistemski transport
Smanjenje oksidacije Poveéanintenzitet unosa

N/

NEFA i njezin CoA te
karnitinski esteri

v

Trigliceridi

Poremeceno vezanje energije u mitohondrijima
Produkcija reaktivnih kisikovih radikala
Otvaranje mitohondrijske permeabilizacijske pore (mPTP)
Povecéana permeabilnost membrane BAX —om
Smanjena sinteza kardiolipina

Povecana sintera ceramida

Aktivacija protein kinaze C

Aktivacija IkB kinaze i NF- kB

Smanjena fosforilacijalRS-1i AKT-a

Aktivacija Kalpain -10

Stres ER

Aktivacija PPAR

Acetilacija proteina

Poremecene funkcije ionskih kanala i anionskih
transportera

Disfunkcija
Proinflamatorni fenotip
Apoptoza

Nekroza

Slika 3. Shematski prikaz lipotoksi¢nosti (preuzeto i prilagodeno prema Weinberg, 2006)
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1.5.8. Hipertrofija i hiperplazija adipocita

Ve¢ je navedeno da je pretilost uzrokovana prekomjernim unosom energije te
skladiStenjem iste u obliku triglicerida. Kao glavno skladiste triglicerida sluze adipociti WAT-
a te se isti u njima pohranjuju. U suvisnom dotoku energije, stanice prolaze kroz promjene
kako bi se povecao prostor za skladistenje. Najistaknutija su dva nacina: hipertrofija, odnosno
povecanje veliine adipocita te hiperplazija tj. povecanje broja adipocita. Hipertrofija je ¢esce
prisutna u oboljelih od pretilosti te je povezana s brojnim poremecajima koji dovode do
metaboli¢kog sindroma. Za razliku od toga, hiperplazija nije toliko ¢esta. Ukoliko je prisutna,
nije povezana s drugim patoloskim promjenama te se Cesto govori o metabolicki zdravoj
pretilosti (engl. metabolically healthy obesity) budu¢i da kod pretilosti kao posljedice
hiperplazije ne dolazi do inzulinske rezistencije. Smatra se da je hiperplazija nakon rodenja

uvelike smanjena te jo$ nisu obja$njeni mehanizmi njezina nastanka (Sun i sur., 2011).

1.5.9. Interakcija WAT i drugih tkiva

Kako je ve¢ navedeno promjene u masnom tkivu imaju utjecaj na cijeli organizam. Sam
pretjeran unos kalorija ne mora nuzno dovesti do razvoja pretilosti. Budué¢i da organizam
funkcionira sinergistickim djelovanjem ostalih tkiva i organa, moze do¢i do kompenzacije
pretjeranog unosa. Jednako tako, kako je i ranije navedeno, moze do¢i do razvoja pretilosti.
To ovisi o sudbini triglicerida nastalih od suvisno unesene energije. Stoga ¢emo u ovom
poglavlju razmotriti nekoliko moguc¢ih sudbina adipocita te tkiva jetre, slezene i skeletnih
misica pri unosu prekomjerne koli¢ine energije (Lelliott i Vidal-Puig, 2004).

U fizioloskim uvjetima unesena energija se trosi za sintezu ATP-a te se viSak skladiSti u
masnom tkivu u obliku triglicerida, te u jetri i skeletnim miSi¢ima u obliku glikogena.
Promjene u toj ravnotezi dovode do patoloskih promjena jer tkiva kojima nije primarna
funkcija skladistenje masti poprimaju tu funkciju (Lelliott i Vidal-Puig, 2004). Patoloske
promjene su navedene kako slijedi:

(I.) Do prvog patoloskog stanja moZe do¢i ukoliko dolazi do poremecaja u skladiStenju
masti u WAT-u kao posljedice povecanog unosa energije. Tada dolazi do porasta razine
slobodnih masnih kiselina u krvi te se iste skladiSte u tkivima jetre, slezene i skeletnih misica.
Zbog nemogucnosti navedenih organa da metaboliziraju nakupljene masne kiseline dolazi do
kroni¢nog nakupljanja masnih kiselina §to moze dovesti do inzulinske rezistencije, masne
jetre i prestanka lucenja inzulina iz guSterae. Ovaj slucaj je povezan s lipodistrofickim
poremecajem kada masne stanice ne mogu skladistiti dovoljne koli¢ine triglicerida (Lelliott i

Vidal-Puig, 2004).
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(I) U drugom slucaju, kao posljedice prekomjernog unosa energije, moze doc¢i do
hiperplazije adipocita s ciljem povecanja skladisnog prostora WAT-a. Hipertrofi¢ni adipociti
pokazuju vecu razinu rezistencije na inzulin te luce velik broj adipokina koji i u drugim
tkivima poticu rezistenciju na inzulin. Adipociti u jednom trenutku prestaju biti u moguénosti
uskladistiti toliku koli¢inu masti te suprimiraju aktivnost lipaze ovisne o hormonima zbog
inzulinske rezistencije. To dovodi do povecane koncentracije masnih kiselina u cirkulaciji te
pri kroni¢noj izlozenosti perifernih tkiva velikoj koli¢ini masnih kiselina do lipotoksicnosti i
razvoju metabolickih sindroma (Lelliott i Vidal-Puig, 2004).

(1) U tre¢em slu¢aju organizam bi povecanu potrebu za skladiStenjem masnih kiselina
stvorio hiperplazijom adipocita. Hiperplasti¢ni adipociti pokazuju senzitivnost na inzulin te ne
dolazi do poremecaja signalizacije. lako manji, brojniji adipociti uspijevaju uskladistiti sve
trigliceride te ne dolazi do lipotoksi¢nosti u perifernim tkivima. Iako dolazi do povecanja
mase masnog tkiva (pretilosti) ona nije popracena metabolickim sindromom u perifernim
tkivima. Na mi§jim je modelima pokazano kako obrada tiazodilindionima pogoduje
hiperplasti¢noj promjeni WAT-a (Lelliott i Vidal-Puig, 2004).

Posljednja dva stanja povezana su s povecanim metabolizmom masnih kiselina u
skeletnim miSi¢ima.

(IV.) U ovom slucaju raspravlja se o rjesavanju viska energije unesene u organizam
oksidacijom masnih kiselina u miSi¢ima. To se moze posti¢i genskom terapijom ili
farmakoloskim intervencijama. Ovo je stanje primijeCeno na transgeninim miSevima s
prekomjernom ekspresijom UCP3 proteina u skeletnom misi¢nom tkivu. Tada ne dolazi do
razvoja pretilosti jer se viSak masnih kiselina ne skladisti u adipocitima ve¢ metabolizira u
misic¢ima (Lelliott i Vidal-Puig, 2004).

(V.) Peti i posljednji slucaj je povezan sa sprjeCavanjem nakupljanja masnih kiselina u
adipocitima te njihovom povecanom oksidacijom u skeletnim miSi¢ima. U ovom slucaju
takoder ne dolazi do lipotoksi¢nosti u perifernim tkivima niti do razvoja metabolickog

sindroma (Lelliott i Vidal-Puig, 2004).

1.5.10. Upala u masnom tkivu

Kroni¢na upala povezana je s pretilos¢u induciranim metabolickim sindromom. Upala
je uzrokovana prodorom stanica imunoloS§kog sustava u masno tkivo te lu¢enjem upalnih
medijatora. Makrofazi su jedni od glavnih medijatora remodeliranja masnog tkiva. U pretilih
je osoba primije¢ena povecana koli¢ina rezidentnih makrofaga u tkivu (Sun i sur., 2011). Oni

poti¢u nastanak upalnog procesa luCenjem c¢imbenika tumorske nekroze o (engl. tumor
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necrosis factor a — TNF-a). TNF-a prisutan, u masnom tkivu, ima brojna $tetna djelovanja
medu kojima se isti¢e nastanak inzulinske rezistencije. Neki smatraju da ovaj proces prethodi
nastanku sustavne inzulinske rezistencije (Tateya i sur., 2013).

Kao posljedica pretilosti dolazi do promjene fenotipa rezidentnih makrofaga. Pri
normalnom unosu energije makrofazi pokazuju protuupalni M2 fenotip. M2 fenotip potice
lu¢enje Cimbenika koji pogoduju angiogenezi te popravku tkiva $to pogoduje adipocitima.
Pretilost poti¢e transformaciju makrofaga u upalni M1 fenotip koji je povezan s lu¢enjem
upalnih medijatora te razvojem inzulinske rezistencije (Sun i sur., 2011).

Do inicijacije makrofaga u masnom tkivu dolazi kao posljedica promjena u masnom
tkivu. Kao uzroci inicijacije navode se stani¢na smrt, lu¢enje kemokina, tkivna hipoksija te
nereguliran dotok masnih kiselina. Ovi su uzroci medusobno povezani i mogu se medusobno
inicirati (Sun i sur., 2011).

Makrofazi kao fagocitne stanice dolaze do masnog tkiva da bi odstranili ostatke stanica
nakon nekroze ili masne kapljice u tkivu nastale kao posljedica nekroze i apoptoze.
Istrazivanja su pokazala kako velika stopa nekroze u masnom tkivu potiCe znacajnu
infiltraciju makrofaga. Makrofazi okruzuju ostatke nekroti¢nih stanica tvore¢i strukturu nalik
na krunu te fagocitiraju velike ostatke hipertrofi¢nih nekroti¢nih adipocita tvoreéi strukturu
nalik na sincicij koju potom otklanjaju iz tkiva. lako apoptoza ostavlja manje nezeljenih
ostataka u tkivu, za njom takoder ostaju masne kapljice ¢ija prisutnost potice aktivaciju
makrofaga i njihovo otklanjanje. Oba procesa su izuzetno spora te mogu trajati po nekoliko
dana do nekoliko tjedana (Sun i sur., 2011).

Kao posljedica upale u masnom tkivu adipociti poc¢inju luciti specifiéne molekule
nazvane kemokinima Kkoji imaju ulogu u novaéenju makrofaga. To se odvija preko MCP-
1/CCR2 signalnog puta te poti¢e prodor monocita iz koStane srzi i1 njihovo novacenje U
makrofage (Sun i sur., 2011).

Hipertrofija adipocita Cesto izaziva lokaliziranu tkivnu hipoksiju pri nagloj hipertrofiji.
Istrazivanja su pokazala kako je masno tkivo u osoba oboljelih od pretilosti slabo
oksigenirano. Kao posljedica hipoksije dolazi do poviSenog lucenja brojnih adipokina kao §to
su ¢imbenik inhibicije makrofagne migracije — MIF (engl. macrophage migration inhibitory
factor), matriks metaloproteinaze MMP2 i MMP9, IL-6 te drugih koji pogoduju razvoju
tkivne upale (Sun i sur., 2011).

Povecan promet masnih kiselina takoder moze sudjelovati u novacenju makrofaga.
Slobodne masne kiseline mogu biti ligandi za TLR4 (engl. tool like receptors 4). Vezanjem

liganda za TLR4 kompleks, potice se upalni odgovor zbog cega dolazi do nakupljanja
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rezidentnih makrofaga kao posljedice poviSene koncentracije slobodnih masnih kiselina (Sun
i sur., 2011).

Osim makrofaga, primije¢ena je prisutnost i utjecaj drugih imunoloskih stanica na
upalu. Sve subpopulacije stanica T su takoder primije¢ene u masnom tkivu. U fizioloskom
stanju dominantna je prisutnost Tn2 i Trg limfocita. Th2 stanice, lu¢enjem IL-4 i 1L-13
podrzavaju M2 subpopulaciju makrofaga. Tyl stanice pokazuju povecanje prije infiltracije
makrofaga te se istodobno smanjuje koncentracija Tyeg. Svojim lu¢enjem INF-y poti¢u snaznu
aktivaciju M1 makrofaga. T su pokazale kako imaju ulogu u snizavanju razine kroni¢ne
upale u masnom tkivu (Tateya i sur., 2013).

Primijeceno je i nakupljanje B stanica u miSeva hranjenih visokokaloricnom hranom
prije akumulacije stanica T i makrofaga. Bez nakupljenih B stanica, pretili misevi nisu
pokazali razvoj metabolickog sindroma iako se njihova masa povecala. B stanice,
produkcijom IgG, poticu aktivaciju proupalnih Tyl te M1 makrofaga i dovode do razvoja
upale (Sunisur., 2011).

1.6. Inzulin

Inzulin je peptidni hormon koji luce B-stanice gusSterata. Graden je od dva lanca
aminokiselina medusobno povezanih disulfidnim vezama. Poluvrijeme Zivota inzulina u
plazmi je oko 6 minuta te se u roku 10-15 minuta od izlu¢ivanja sav odstrani iz krvi.
Razgraduje se u jetri djelovanjem enzima inzulinaze. Inzulin djeluje na stanice vezanjem za
inzulinske receptore u stanicnoj membrani. Inzulinski se receptori nalaze na gotovo svim
stanicama u organizmu te je moguce razlikovati vise razliCitih vrsta receptora ovisno o
stanicama, odnosno tkivu u kojem se nalaze. Ti su receptori gradeni od viSe podjedinica te
povezani s tirozin kinazom u stanici koja poti¢e unutarstani¢nu kaskadu fosforilacije te tako
pokrec¢e u stanici dogadaje koji rezultiraju odgovaraju¢im metabolickim odgovorom (Hall,

2011).

1.6.1. Djelovanje inzulina na metabolizam ugljikohidrata

Inzulin se izluCuje u velikim koli¢inama nakon obroka koji obiluje ugljikohidratima.
Njegovo lucenje pospjesuje ulazak glukoze u miSi¢ne stanice. MiSi¢na su vlakna nepropusna
za glukozu tijekom vec¢ine dana, te za proizvodnju energije koriste uskladiStene masne
kiseline. Glukoza u misi¢e moze dospjeti u dva slucaja: pri teSkom fizickom naporu kada se
mijenja propusnost vlakana pri njihovoj kontrakciji te glukoza moZze u¢i u vlakna, te nakon

obroka bogatog ugljikohidratima kada stanice gusterace luce velike koli¢ine inzulina Sto
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mijenja propusnost membrane miSi¢nih vlakana. Iako miSi¢i nakon obroka nisu aktivni, pod
utjecajem inzulina, dolazi do ulaska glukoze u njih te se ne koristi za nadoknadivanje
energetskih potreba organizma, ve¢ za sintezu pricuvnog oblika ugljikohidrata — glikogena.
Glikogeneza je takoder aktivirana inzulinom (Hall, 2011).

Sli¢na je situacija zabiljeZena u jetri. Velike koli¢ine glukoze, pod utjecajem inzulina,
ulaze u jetrene stanice te se pohranjuju u obliku glikogena. Taj se glikogen koristi kao izvor
energije dok nema dostupne glukoze, a masne kiseline nisu uskladiStene u stanici. Taj se
proces dogada kao posljedica inaktivacije jetrene fosforilaze, koja ima ulogu u razgradnji
glikogena, te aktivacijom jetrene glukokinaze — enzima zaduzenog za fosforilaciju glukoze u
prisutnosti inzulina. Takoder, inzulinom je potaknuta aktivnost glukogen-sintaze, enzima
odgovornog za sintezu glikogena. Nakon obroka, kada su nize koncentracije glukoze u krvi,
prestaje lucenje inzulina te se proces odvija u drugom smjeru. Pocinje potroSnja glikogena s
ciljem dobivanja energije (Hall, 2011).

Kada razine glikogene u stanicama jetre i skeletnim misi¢ma dostignu svoj maksimum,
inzulin poti¢e pretvorbu suviska glukoze u masne kiseline. Masne kiseline se u obliku
triglicerida, lipoproteinima pohranjuju u masno tkivo. Takoder, inzulin inhibira
glukoneogenezu smanjenjem aktivnosti jetrenih enzima koji sudjeluju u tom procesu ili
smanjenjem mobilizacije aminokiselina i masnih kiselina iz stanica te u jetri nema prekursora
za proces glukoneogeneze (Hall, 2011).

Zanimljivo je istaknuti kako stanice mozga nemaju receptore za inzulin te on ne djeluje
na unos i iskoriStavanje glukoze u samom tkivu. Razlog je tome §to je vecina stanica
srediSnjeg zivéanog sustava sama po sebi propusna za glukozu. Mozdane se stanice po svom
metabolizmu razlikuju od ostalih stanica jer energiju mogu dobivati samo iz glukoze (te iz
ketonskih tijela pri dugotrajnom gladovanju). Stoga je potrebno koncentraciju glukoze uvijek

odrzavati iznad kriti¢ne razine (Hall, 2011).

1.6.2. Djelovanje inzulina na metabolizam masti

Ucinci inzulina na metabolizam masti nisu toliko znacajni kao njegov akutni utjecaj na
ugljikohidrate no regulacija metabolizma masti inzulinom je od izuzetne vaznosti. Zapravo na
metabolizam masti djeluje nedostatak inzulina budu¢i da poviSena koncentracija inzulina u
krvi uzrokuje skladistenje masti te smanjuje razinu njihova metabolizma (Hall, 2011).

Akutno inzulin snizava metabolizam S§to je pogotovo izrazeno pri vecem unosu
ugljikohidrata. Osim toga, inzulin pospjeSuje sintezu masnih kiselina iz suvis$nih

ugljikohidrata unesenih prehranom. Taj je proces gotovo u potpunosti ograni¢en na jetru iz
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koje se potom masne Kiseline lipoproteinima prenose do masnih stanica gdje se pohranjuju;
popunjenjem zaliha glikogena inhibira se njegova daljnja sinteza. Glukoza se oksidira do
piruvata te potom do acetil koenzima A (acetil-CoA). Inzulin aktivira enzim acetil-CoA-
karboksilazu te nastaje malonil-CoA — prvi intermedijer u sintezi masnih kiselina. Do sinteze
masnih kiselina u jetri moze do¢i i zbog pretjerane upotrebe glukoze za dobivanje energije.
Nakupljanjem citrata i izocitrata dolazi do aktivacije acetil-CoA-karboksilaze te ponovno
nastaje malonil-CoA. U jetri zatim dolazi do sinteze triglicerida koji se prenose
lipoproteinima do adipocita. Inzulin aktivira lipoprotein lipazu na stijenkama kapilara WAT-a
te iz triglicerida nastaju masne kiseline koje potom ulaze u adipocite gdje ponovno tvore
trigliceride (Hall, 2011).

Inzulin u masnim stanicama inhibira aktivnost lipaze osjetljive na hormone te tako ne
dopusta mobilizaciju masti pri poviSenoj koncentraciji glukoze u krvi i pridonosi njihovom
pohranjivanju. Jednako tako, inzulin pospjeSuje ulazak glukoze u adipocite gdje se ona
metabolizira do a-glicerolfosfata, molekule potrebne za sklapanje triglicerida. Ukoliko nema
inzulina, mast se ne pohranjuje u masnim stanicama, pa ¢ak ni lipoproteinima prenesene
masne kiseline iz jetre ne mogu uéi u masne stanice (Hall, 2011).

Inzulin, odnosno manjak inzulina, ima izuzetno bitan ucinak na oslobadanje masnih
kiselina. U nedostatku inzulina dolazi do aktivacije lipaze osjetljive na hormone te dolazi do
hidrolize triglicerida u adipocitima na glicerol i masne kiseline. Te masne kiseline postaju
glavni izvor energije za organizam u nedostatku ugljikohidrata. Visak se masnih kiselina, u
nedostatku inzulina u jetri pretvara u fosfolipide i kolesterol te se oni zajedno s trigliceridima
otpuStaju u krv vezani na lipoproteine. Visoka koncentracija kolesterola U krvi moze
uzrokovati nastanak ateroskleroze (Hall, 2011).

Kada se masne kiseline koriste kao glavni izvor energije moze do¢i do stanja ketoze i
acidoze u organizmu. Oba su stanja uzrokovana nastankom ketokiselina kao posljedice
oksidacije masnih kiselina. U jetri se, karnitinskim mehanizmom, masne kiseline prenose u
mitohondrije gdje zapoCinje proces beta-oksidacije masnih kiselina pri ¢emu nastaju velike
koli¢ine acetil-CoA-a. Kondenzacijom acetil-CoA nastaje acetoctena kiselina koja se otpusta
u krv. Acetoctena kiselina se zatim prenosi do perifernih stanica gdje dolazi do regeneracije
acetil-CoA-a koji se moze iskoristiti za oslobadanje energije. U nedostatku inzulina, smanjuje
se mogucnost organizma da koristi acetoctenu Kiselinu kao izvor energije te dolazi do
poviSenja njezine koncentracije u krvi $to dovodi do teSke adcidoze. Acetoctena Kiselina se

moze hidrolizirati na B-hidroksimasla¢nu kiselinu i aceton te se sva tri spoja zajedno nazivaju

24



ketonskim tijelima. Kada se povisi njihova koncnetracija u krvi govorimo o stanju ketoze
(Hall, 2011).

1.6.3. Djelovanje inzulina na metabolizam proteina

Povisene koli¢ine inzulina u krvi pogoduju skladiStenju proteina u stanicama. To se
postize poticanjem prijenosa aminokiselina iz krvi u stanice. Medu aminokiselinama se u
najve¢oj mjeri pohranjuju valin, leucin, izoleucin, tirozin i fenilalanin. lako i hormon rasta
ima sli¢an utjecaj na aminokiseline kao i inzulin, njihovo se djelovanje razlikuje po unosu
pojedinih aminokiselina. Inzulin u stanicama takoder potice transkripciju RNA te tako dolazi
do sinteze proteina na ribosomima. Kada nema inzulina, nema ni translacije proteina. Inzulin
takoder djeluje 1 kao transkripcijski ¢imbenik te potice transkripciju gena koji kodiraju enzime
potrebne za skladistenje ugljikohidrata, masti i bjelancevina. U prisutnosti inzulina ne dolazi
do katabolizma proteina te nema oslobadanja aminokiselina djelovanjem preko stani¢nih
lizosoma. Takoder, inzulin u jetri inhibira glukoneogenezu tako da ne dolazi do nastanka
energije oksidacijom masnih kiselina. Sve opisano pogoduje skladistenju bjelancevina te

sprjeCava njihovu razgradnju (Hall, 2011).

1.6.4. Mehanizmi lucenja inzulina

Dugo se vremena smatralo da se inzulin lu¢i jedino na poviSenu koncentraciju glukoze u
krvi no danas se zna da luCenje inzulina mogu potaknuti i drugi ¢imbenici. Ipak, koncentracija
glukoze je jedan od glavnih mehanizama (Hall, 2011).

Signal B-stanicama gusterace na povisenu koncentraciju glukoze dolazi kao posljedica
ulaska glukoze u stanice gusterace putem GLUT 2 nosaca glukoze. Glukoza se po ulasku u f3-
stanice, djelovanjem enzima heksokinaze, fosforilira u molekulu glukoza-6-fosfata. Povisena
koncentracija glukoza-6-fosfata u stanicama gusterace, koju stanice guStera¢e ne mogu lako
metabolizirati, je jedan od glavnih signala poviSene koncentracije glukoze te one pocinju
ispustati inzulin u krv. Metabolizmom glukoza-6-fosfata nastaje velika koli¢ina ATP-a te
dolazi do inhibicije kalijevih kanala Sto dovodi do depolarizacije stanicne membrane i
otvaranja kalcijevih kanala induciranih naponom. Kalcij potom ulazi u stanicu te omogucuje
nastanak mjehurica s inzulinom koji se potom ispusta u stjenke krvnih zila. Zapravo nastanak
ATP-a u stanici mozZe nastati i oksidacijom masnih kiselina i proteina te tako, istim putem
dolazi do lucenja inzulina u krv. Takoder i neki hormoni kao §to su glukagon, inzulinotropni
peptid ovisan o glukozi (zeluCani inhibicijski peptid) te acetilkolin mogu potaknuti lucenje

inzulina direktnim djelovanjem na kalcijeve kanale povecavaju¢i unutarstani¢nu razinu
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kalcija. Drugi pak hormoni kao §to su somatostatin i noradrenalin (vezanjem za o —
noradrenergicne receptore) suprimiraju lu¢enje inzulina. Lucenje inzulina poticu i brojni drugi

gastricki hormoni te aktivacija autonomnog Zivcanog sustava (Hall, 2011).

1.6.5. Inzulinska rezistencija

Inzulinska rezistencija je poremecaj koji uzrokuje dijabetes tipa II, a povezan je s
drugim patofizioloSkim procesima kao $to su hipertenzija, hiperlipidemija, ateroskleroza
(metaboli¢ki sindrom) te policisti¢ni jajnici (Kahn i sur., 2000). Kao posljedica inzulinske
rezistencije javlja se hiperglikemija kao posljedica nakupljanja glukoze u krvi zbog
nemogucnosti ulaska u stanicu. Jetra takoder sudjeluje u povisivanju koncentracije glukoze u
krvi svojom glukoneogenetskom aktivnos¢u; nedostatkom glukoze proizvodi velike koli¢ine
glukoze iz masnih kiselina i proteina. Pomicanjem metabolizma s ugljikohidrata na masti
dolazi do dislipidemije s§to vodi poremecéaju homeostaze metabolizma ugljikohidrata, masti i
proteina. U posljednjih desetak godina istrazuje se mehanizam nastanka inzulinske
rezistencije zbog pandemijske prisutnosti pretilosti u populaciji te sve veéeg broj oboljelih od
dijabetesa tipa Il. Brojni upalni i hormonski ¢imbenici te adipokini kao i nakupljanje
produkata metabolizma u jetri i skeletnim miSi¢ima utjeCu na razvoj inzulinske rezistencije
(Muoio i Newgard, 2008).

1.6.5.1. Mehanizmi inzulinske rezistencije

Danas se zna da inzulinska rezistencija nije iskljué¢ivo posljedica prenakupljanja
glukoze, Stetnih metabolita masti i proteina u tkivima nego i drugih brojnih ¢imbenika
ukljuéuju¢i hormone, adipokine i upalne ¢imbenike (Muoio i Newgard, 2008).

Adipokini su molekule koje lu¢i masno tkivo; pored leptina otkriven je velik broj
molekula koje utjeCe na metaboliCke funkcije. Primije¢eno je da neki citokini takoder
pokazuju djelovanje slicno adipokinima. Medu najpoznatijim adipokinima su leptin,
adiponektin, rezistin te brojni drugi proteinski ¢imbenici kao RBP-4 (engl. retinol-binding
peptide-4), IL-6 te TNF-a. Leptin i adiponektin se Cesto nazivaju ,,antidijabetogenim* (engl.
anti-diabetogenic) jer smanjuju sintezu triglicerida, stimuliraju B-oksidaciju masnih Kkiselina
te pojacavaju utjecaj inzulina u jetri i skeletnim miSi¢ima. Njihovo se djelovanje moze
objasniti njihovom moguénoséu aktivacije AMP-aktivirajue proteinske kinaze (AMPK —
engl. AMP-activated protein kinase) koja poti¢e metabolizam glukoze i masnih kiselina pri
snizenim koncentracijama ATP-a odnosno poviSenim koncentracijama AMP-a. Kod

inzulinske rezistencije, razina leptina je poviSena dok se razina adiponektina smanjuje Sto
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govori kako dolazi do nesenzitivnosti stanica na leptin. U lipodistrofi¢nih miseva, koji nemaju
dostatno WAT-a te pohranjuju masti u misSi¢ima i jetri, vidljiva je visoka stopa inzulinske
rezistencije. Ukoliko se u takve organizme transplantira ,,zdravo* masno tkivo dolazi do
ponovnog uspostavljanja senzitivnosti na inzulin te se pokazalo kako vaznu ulogu u tome ima
upravo leptin. Takoder dodatak leptina lipodistroficnim misevima ublazava inzulinsku
rezistenciju. Pokazano je takoder i da transplantacija masnog tkiva iz leptin-deficijentnih
miseva ne pridonosi povratnoj senzitivnosti stanica na inzulin. Taj je u¢inak primijeéen i kod
ljudi te se leptin Cesto koristi u terapiji lipodistroficnih osoba pri ¢emu dolazi do parcijalnog
povratka inzulinske senzitivnosti te se smanjuje stopa hiperlipidemije (Muoio i Newgard,
2008).

Upalni medijatori su takoder povezani s inzulinskom rezistencijom. Ve¢ je davno
otkriveno kako acetilsalicilna kiselina (aspirin) smanjuje inzulinsku rezistenciju u oboljelih od
dijabetesa tipa II djelujuéi zaStitno na [-stanice guSteraCe i na inhibiciju nastanka
prostaglandina. Pokazalo se kako 1 visokokaloricna prehrana poti¢e aktivaciju
transkripcijskog ¢imbenika NF-kB §to dovodi do upalnog odgovora. Aktivnost acetil salicilne
kiseline takoder moze suprimirati aktivnost NF-kB. Hiperekspresija NF-kB aktivirajuce
kinaze IkB, odnosno njezine [ kataliticke podjedinice (IKK-B) dovodi do inzulinske
rezistencije u tkivu jetre. Pokazalo se da i visokokalori¢na hrana i aktivacija IKK-fB dovodi do
pretjeranog lucenja citokina u jetri kao Sto su IL-6, IL-1p i TNF-a pri ¢emu neutralizacija IL-6
antitijelima potpomaze ponovnom uspostavljanju osjetljivosti stanica na inzulin. Pokazalo se
takoder na mi§jim modelima da utiSavanjem IKK-B dolazi do sprjecavanja nastanka
inzulinske rezistencije u jetri, no da ne utjee na inzulinsku rezistenciju u masnom tkivu te
skeletnim miSi¢ima. Pokazalo se i kako visokokalorijska prehrana poti¢e adipocite na lucenje
MCP1 koji poti¢e aktivaciju monocita iz krvi te razvoj upale te se smatra da je to glavni
mehanizam komunikacije s okolnim tkivima. Iz ovog je vidljivo da poviSena koncentracija
glukoze u krvi 1 skladiStenje masti nisu jedni mehanizmi indukcije inzulinske rezistencije

(Muoio i Newgard, 2008).

1.7. Oksidativni stres

Oksidativni stres je stanje organizma nastalo kao posljedica neravnoteze nastanka
slobodnih radikala u organizmu te smanjene antioksidativne sposobnosti organizma. To stanje
je povezano s brojnim bolestima i patoloskim stanjima kao $to su: tumori, neuroloski

poremecaji, ateroskleroza, hipertenzija, ishemija/reperfuzija, dijabetes, akutni pluéni distres
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sindrom, idiopatska pluéna fibroza, kroni¢ne opstruktivne bolesti pluca te astma (Birben i
sur., 2012).

1.7.1. Slobodni radikali

Slobodni radikali su atomi i molekule koje posjeduju nesparene elektrone Sto ih Cini
izrazito reaktivnim vrstama. Iz tog razloga, slobodni radikali reagiraju s drugim molekulama
te kao produkt nastaju neradikali i manje reaktivni radikali. Reakcijom dvaju slobodnih
radikala najceS¢e nastaju neradikali. Stabilnost samih atoma/molekula ovisi o energiji koju
pohranjuju. Najcesce se susreCemo s dvije skupine slobodnih radikala, a to su reaktivne
kisikove vrste - ROS (engl. reactive oxygen species) i reaktivne dusikove vrste — RNS (engl.
reactive nitrogen species) koji imaju brojne fizioloske uloge u organizmu, no kada njihove
koncentracije prijedu fizioloske granice pokazuju Stetne uéinke na organizam (Birben i sur.,
2012; Gasparovic i sur., 2016). Povisena koncentracija slobodnih radikala uzrokuje oStecenja
stani¢nih proteina, membranskih lipida te nukleinskih kiselina i moze dovesti do stani¢ne

smrti (Maritim i sur., 2003).

1.7.1.1. Reaktivne kisikove vrste — ROS

ROS u organizmu nastaju iz elementarnog Kisika (O2) u reakcijama metabolizma.
Mozemo ih podijeliti u dvije skupine: radikale i neradikale. Glavnina ROS-a otpada na 3
znacajna radikala, a to su superoksidni anion (O; "), hidroksilni radikal (-OH’) i vodikov
peroksid (H20,).

Superoksidni anion nastaje dodatkom jednog elektrona na elementarni kisik. Radikali
mogu nastati enzimskim djelovanjem enzima nikotin adenin dinukleotid fosfat (NAD(P)H)
oksidaze ili ksantin oksidaze (XO). Neenzimski nastaje u mitohondriju pri sustavu prijenosa
elektrona na unutarnjoj membrani mitohondrija u procesu redukcije kisika za nastanak vode.
Najveci postotak radikala nastaje u mitohondrijima jer dio elektrona izlazi iz sustava te tako
nastaju superoksidni radikali. NAD(P)H oksidaza je enzim prisutan u polimorfonuklearnim
leukocitima, monocitima i makrofagima gdje tijekom fagocitoze vode pojacanoj potro$nji
kisika i glukoze stvaranjem metabolickog, oksidativnog ili respiracijskog praska klju¢nog za
baktericidno djelovanje ovih stanica. Superoksidni anioni mogu biti pretvoreni u vodikov
peroksid djelovanjem enzima superoksid-dismutaze (SOD) (Birben i sur., 2012).

Vodikov peroksid, osim dismutacijom O, ", SOD-om moze nastati i djelovanjem XO,
oksidaze aminokiselina, i NAD(P)H oksidaze te u peroksisomima iz kisika. U nizu reakcija

koje se nazivaju Haber-Weissove reakcije i Fentonove reakcije iz superoksida moze nastati
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OH'". Za Haber-Weissovu i Fentonovu reakeiju potrebni su ioni zeljeza (Fe®*) ili bakra (Cu®")
(Birben i sur., 2012).

Hidroksilni ioni mogu nastati razgradnjom H,O; u prisutnosti dvovalentnih metalnih
iona bakra i Zeljeza kako je vidljivo iz prethodne reakcije. Jednako tako OH™ oni mogu nastati
reakcijom superoksidnih aniona i vodikova peroksida (Birben i sur., 2012).

Reaktivnost se vodikova peroksida moZze uvelike povecati djelovanjem granulocitnih
enzima mijeloperoksidaze (MPO) te eozinofilne peroksidaze. U aktiviranim neutrofilima u
prisutnosti kloridnih iona stvaraju hipokloritnu kiselinu koja djeluje na patogene. Hipokloritna
kiselina je izuzetno reaktivna te moze reagirati s DNA (Birben i sur., 2012). Medu kisikove
vrste spadaju peroksilni radikali (ROO') od kojih je najjednostavniji hidroperoksi radikal
(HOO) koji nastaje u reakciji superoksida s vodom. Hidroperoksi radikal ima ulogu u
peroksidaciji masnih kiselina. Peroksidacija masnih kiselina zapocinje uklanjanjem vodika s
metilenske kupine pri ¢emu lipid reagira s kisikom i tvori peroksi radikal. Peroksil radikal
zatim potice lan¢anu reakciju oksidacije pri ¢emu masne kiseline postaju hidroperoksidi. Te
su molekule nestabilne te se ubrzo raspadaju na aldehide (4-hidroksi-2,3-nonenal) te
malondialdehid (MDA) koji su stabilne molekule te ih se koristi kao biljege lipidne
peroksidacije u organizmu. Jo$ jedni produkti lipidne peroksidacije su izoprostani, nastali
lipidnom peroksidacijom arahidonske kiseline. Lipidna peroksidacije dovodi do promjena u

membrani te remeti njezinu cjelovitost (Birben i sur., 2012).

1.7.1.2. Reaktivne dusikove vrste

Uz reaktivne dusikove vrste veze se duSikov oksid (NO). To je molekula od iznimne
fizioloske vaznosti za organizam. Najc¢es$ce u organizmu djeluje kao glasnik, ima protuupalnu
ulogu kao antioksidans (Patel i sur., 1999). NO u reakciji sa superoksidnim radikalom daje
molekulu nazvanu peroksinitrit (ONOQO"), visoko reaktivnu dusikovu vrstu. Peroksinitriti lako
stupaju u reakciju s proteinima te dolazi do nitriranja ili nitrizacije. Budu¢i da je snazan
oksidans moze do¢i i do oksidacije i deaminacije DNA, sulfoksidacije metionina, te lipidne

oksidacije i peroksidacije (Gasparovic i sur., 2016).

1.7.1.3. Egzogeni izvori slobodnih radikala

Slobodni radikali osim djelovanjem metabolizma mogu dospjeti i iz egzogenih izvora.
To mogu biti prvenstveno neke lose navike kao $to su pusenje buduéi da dim cigareta sadrzi
brojne oksidanse i1 slobodne radikale kao S§to su superoksid i duSi¢na kiselina. Takoder

udisanje samog dima dovodi do nakupljanja stanica imunoloskog sustava koje tada takoder
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stvaraju slobodne radikale. Egzogeni izvor oksidacijskog stresa moze biti i izlozenost ozonu
koji u vrlo kratkom vremenu moze inicirati lipidnu peroksidaciju. Buduéi da oksidativni stres
nastaje u oksidativnom metabolizmu, sama hipoksija moze dovesti do poviSene razine
oksidativnog stresa. Produkciji oksidativnog stresa u organizmu pridonose i razne vrste
zraCenja te unoSenje teSkih metala (Haber-Weissova i Fentonova reakcija) (Birben i sur.,
2012).

1.7.2. Antioksidansi

Antioksidanse (reducensi) nazivamo molekulama koje imaju sposobnost vezati na sebe
elektrone te tako smanjiti negativne ucinke slobodnih radikala. Razlikujemo dvije vrste

antioksidansa u tkivu: enzimske i neenzimske (Birben i sur., 2012).

1.7.2.1. Enzimski antioksidansi

Enzimskim antioksidansima nazivamo enzime koji su prisutni u tkivima i stanicama i
koji sudjeluju u uklanjanju slobodnih radikala iz stanica. To su superoksid dismutaza (SOD),
katalaza (CAT — engl. catalase), glutation peroksidaza (GSH-Px). Osim tih glavnih enzima
postoje i hem oksidaza-1, te redoks proteini poput tioredoksina, peroksiredoksina,
glutaredoksini te brojnih drugi (Birben i sur., 2012).

SOD je enzim zaduZen za dismutaciju superoksidnih aniona kao primarnog ROS-a te je
SOD eksprimirana u svim stanicama, a pogotovo u metaboli¢ki aktivnim stanicama. Postoje 3
forme SOD-a, CuZnSOD ovisna o bakru i cinku, MnSOD ovisna 0 manganu te izvanstani¢na
SOD - EC-SOD. CuZnSOD i Mn su smjestene u stanici (MnSOD u mitohondrijima), dok je
EC-SOD smjestena u izvanstani¢nom prostoru. Kao posljedica dismutacije superoksidnih
aniona nastaje vodikov peroksid (Birben i sur., 2012).

Vodikov peroksid koji nastaje posredstvom SOD-a ili ksantin oksidaze (XO) se reducira
pomocu katalaze ili glutation peroksidaze. Posredstvom katalaze, vodikov se peroksid
reducira do vode (Birben i sur., 2012). Katalaza je enzim koji se nalazi poglavito u
peroksisomima. Pokazalo se da je aktivnost katalaze poviSena u jetri 1 bubrezima Stakora
oboljelih od dijabetesa (Maritim i sur., 2003).

Glutation peroksidaza i reduktaza su enzimi koji sudjeluju u eliminaciji vodikova
peroksida te produkata lipidne peroksidacije. UCinak se postize uzimanjem vodika s molekule
glutationa te koriste¢i NADPH kao donor elektrona. Glutation se oksidira te nastaje disulfid
glutation koji potom enzim glutation reduktazu ponovno reducira do glutationa. NADPH se

regenerira u pentoza fosfatnom ciklusu (Maritim i sur., 2003). Opisane su Cetiri skupine
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razli¢itih glutation peroksidaza. Glutation peroksidaza 1 je zaduzena za uklanjanje peroksida i
produkata lipidne peroksidacije (Birben i sur., 2012). Kod Stakora oboljelih od dijabetesa
primijecena je povecana aktivnost glutation peroksidaze u jetri, bubrezima, gusteraci, Krvi te

aorti dok je smanjena u retini i srcu (Maritim i sur., 2003).

1.7.2.2. Neenzimski antioksidansi

Postoje brojne skupine spojeva koje mogu djelovati kao antioksidansi, a to su najcesce
molekule male molekularne mase poput vitamina, karotenoida, flavonoida, mokraéne kiseline,
glutationa (GSH) te brojne druge molekule (Birben i sur., 2012).

Vitamini su poznati po svom antioksidativnom djelovanju te se Cesto preporucuju za
borbu protiv slobodnih radikala. Vitamin C (askorbinska kiselina) je topljiv u vodi te je
prisutan u citoplazmi i izvanstaniénom matriksu. Sudjeluje u redukciji ROS-a te potpomaze
regeneraciju radikala vitamina E. Vitamin E (a-tokoferol) je topljiv u lipidima te je uronjen u
stanicnu membranu te se smatra jednim od najaktivnijih antioksidanasa stanicne membrane.
On sluzi kao donor elektrona peroksidnim radikalima koji nastaju za vrijeme lipidne
peroksidacije te tako odrzava cjelovitost stani¢ne membrane. Takoder pokazuje antitumorsko
djelovanje poticuéi apoptozu u stanicama tumora (Birben i sur., 2012).

Glutation je jedan od glavnih, u vodi topljivih, antioksidanasa prisutnih u svim
stanicnim odjeljcima. Pokazuje antioksidativne ucinke na viSe nacina. PomaZe uklanjanju
vodikova peroksida te produkata lipidne peroksidacije preko glutation peroksidaze. GSH
donira elektron vodikovu peroksidu te ga reducira do vode i kisika. Oksidirani se oblik
glutationa (GSSH - disulfid glutation) potom enzimom GSH reduktaze regenerira do
glutationa pri ¢emu kao elektron donor sluzi molekula NADPH-a nastala u pentoza-fosfatnom
ciklusu. Na sli¢an nacin glutation donira elektrone produktima lipidne peroksidacije te se on
sam oksidira. Omjer GSH/GSSH je jedan od glavnih pokazatelja oksidativnog stresa u
organizmu (Birben i sur., 2012).

Karotenoidi su skupina biljnih pigmenata te je medu poznatijim karotenoidima [-
karoten. Pokazalo se da [-karoten reagira s peroksidnim radikalima te hidroksilnim i
superoksidnim anionima. Pokazuju svoju antioksidativnu sposobnost i pri niskim parcijalnim
tlakovima kisika u tkivu, no s druge strane pokazuju prooksidativna svojstva pri povisenim
parcijalnim tlakovima kisika. B-karoten, kao i njihov spremisni oblik retinoi¢na kiselina,
inhibiraju aktivaciju NF-xB potaknutu oksidansima te lucenje IL6 i TNF-a. Pokazalo se da

retinoi¢na kiselina ima i antiproliferativno djelovanje na tumore (Birben i sur., 2012).
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1.7.3. Oksidacijski stres i pretilost

ROS se pojavljuje kao posljedica brojnih bolesti i stanja te direktno ili indirektno utjeCe na
brojne organe. Smatra se da pretilost moze prouzrociti sustavni oksidativni stres te da je
povezana s nepravilnim lucenjem adipokina. Navedene znacajke pogoduju razvoju
metaboli¢kog sindroma. Dokazano je takoder kako su kod osoba oboljelih od pretilosti
poviSeni svi parametri oksidativnog stresa te da koreliraju s povecanjem BMI-a, kao i
postotkom masti u tijelu, oksidacijom masnih kiselina te koncentracijom triglicerida. Jednako

tako razina antioksidanasa se smanjuje (Kahn i sur., 2000).

1.7.4. Oksidacijski stres i inzulinska rezistencija

ROS je u organizmu prisutan u fizioloskim uvjetima te mogu imati ulogu kao drugi glasnici.
Njegova se razina znatno povecava pri drugim patoloskim stanjima $to moze dovesti do
patoloskih promjena u organizmu. Smatra se da ROS potic¢e inzulinsku rezistenciju tako §to
remeti signalni put sinteze inzulinskih receptora. Reaktivni radikali mogu potaknuti aktivnost
serin/treonin Kkinaza osjetljive na stres te signalnih putova kao s§to su JAK, NF-kB, p38,
MAPK te druge putove koji poti¢u daljnju fosforilaciju inzulinskih receptora fosforilacijom
IRS proteina. IRS nije u mogu¢nosti dalje prenijeti signale u stanicu te dolazi do njegove

degradacije (Fernandez-Sanchez i sur., 2011).

1.8. Cilj istrazivanja

Temeljni cilj rada jest procijeniti u¢inak visokokalori¢ne hrane na tjelesnu tezinu, inzulinsku
rezistenciju, hematoloske i biokemijske pokazatelje te pokazatelje oksidacijskog stresa u jetri

i bubregu.
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2. Materijali

2.1. Pokusne zivotinje

U istrazivanju su koriSteni muzjaci i zenke visokosrodnih Stakora soja LEWIS iz uzgoja
Zavoda za animalnu fiziologiju. Istrazivanje je provedeno na 24 jedinke Stakora soja LEWIS
podijeljenih u 4 skupine s obzirom na spol i nagin prehrane (STH ili VKH). Zivotinjama je
uvijek bila dostupna hrana te voda — ad libitum. Zivotinje su drzane pri standardnim uvjetima
s dnevnim ritmom od 12 sati (12 sati dana i 12 sati mraka) pri konstantnoj temperaturi od
24°C te kontroliranom vlaznos§¢u zraka.

Istrazivanje je provedeno prema etickim nacelima vaze¢ima u Republici Hrvatskoj
(Zakon o zastiti zivotinja, NN 102/2017) i prema Vodicu za drzanje i1 koriStenje
laboratorijskih zivotinja (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, DHHS (NIH)
Publ # 86-23).

2.1. Hrana za Zivotinje

Zivotinje su hranjene dvjema razli¢itim vrstama hrane za glodavce: standardnom
hranom 1 visokokaloricnom hranom. Kontrolna se skupina hranila standardnom hranom
(STH), odnosno kompletnom repeletiranom hranom za miSeve i Stakore 4RF21 (engl.
Complete food for MICE and RATS 4RF21 Repelletted). Druga se skupina hranila
visokokalori¢cnom hranom (VKH) odnosno kompletnom hranom za glodavce — 45% energije
iz masti (engl. Complete feed for RODENTS PURIFIED Diet 45% ENERGY FROM FATS).

Sastav standardne i visokokalorijske hrane prikazan je u Tablici 1.
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Tablica 1. Prikaz sastava standardne hrane (STH) i visokokalori¢ne hrane (VKH)

STANDARDNA HRANA
SASTAV PSenica, jeCam, sojino brasno ekstrahirano
tostirano, kukuruzni gluten, slama pSenice, riblje
meso, mineralni dikalcijev fosfat, kalcijev
karbonat, natrijev klorid, proteini iz sirutke,
sojino ulje, kvasci
ADITIVI (/kg)
Hranjivi aditivi: E672 — Vitamin E I.U. 14400
E671 — Vitamin D3 I.U. 1260
El-Fe mg 180
E5 - Mn mg 54
E6 —-Zn mg 67,5
E4 - Cu mg 11,7
E2 -1 mg 0,90
3d302 — Co mg 0,63
Tehnoloski aditivi E562 — Sepiolit mg 880
Analiticki konstituenti (u %)
Sirove bjelan¢evine % 18,50
Sirove masti i ulja % 3,0
Sirova vlakna % 6,0
Sirovi pepeo % 7,0
VISOKOKALORICNA HRANA
SASTAV Kazeinski prah, saharoza, svinjska mast,
maltodekstrin, kukuruzni $krob, sojino ulje,
kalcijev karbonat, natrijev monofosfat, dikalcijev
fosfat, natrijev klorid, natrijev sulfat, magnezijev
oksid
ADITIVI (/kg)
Hranjivi aditivi: E672 — Vitamin A I.U. 7600
E671 — Vitamin D3 1.U. 1900
El-Fe mg 495
E5 - Mn mg 13
E6 —Zn mg 41,2
E4 - Cu mg 7,4
E2 -1 mg 0,26
E8- Co mg 0,19
E7 — Mo mg 0,19
Konzervansi E332- Kalcijev citrat
Bojila E123 — koSenil crveno | mg 100
A
Analiti¢ki konstituenti (U %)
Sirovi proteini % 21
Sirove masti i ulja % 23
Sirova vlakna % 4,5
Sirovi ugljik % 3,5
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2.3. Laboratorijska oprema

Centrifuga: Centrifuga 5702 (proizvodac: Eppendorf, Njemacka)

UV-Vis spektrofotometar: UV-160 (proizvodaé¢: Shimadzu, Japan) i Libra S22 (proizvodac:
Biochrom, UK)

Mikrotitarski ¢ita¢: Microplate reader Model 550 Bio-Rad i iEMS Reader MF (proizvodac:
Labsystems, Finska)

Vaga: ABS 220 — 4 (proizvodac: Kern & Sohn, Njemacka)

Vortex: Vortex Genius 3 (proizvoda¢: IKA, SAD)

Homogenizator: Sonopuls mini (proizvoda¢: Bandelin, Njemacka)-

Glukometar: Accuchek Adventage II (proizvodac: Roche, Njemacka)
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3. Metode

3.1. Pradenje promjene tjelesne teZine

Prije pocetka samog pokusa zivotinje su izvagane te razvrstane u skupine prema
priblizno istoj tjelesnoj teZini. Zivotinje su hranjene standardnom ili visokokalori¢nom
hranom u periodu od mjesec dana te se njihova tezina mjerila u razmacima od 7 - 10 dana,

vaganjem digitalnom vagom.

3.2. Obrada Zivotinja

Zivotinje su podijeljene u 4 skupine — muZjake i Zenke koji su hranjeni standardnom ili
visokokaloricnom hranom. Prva se skupina sastojala od zenki koje su hranjene sa STH. Drugu
skupinu su ¢inile zenke Stakora koje su hranjene s VKH. Tre¢a skupina se sastojala od
muzjaka koji su hranjeni sa STH dok se ¢etvrta skupina sastojala od muZzjaka Stakora koji su
hranjeni s VKH. Sve su jedinke imale hranu ad libitum.

Nakon 30 dana obrade, Zivotinje su anestezirane i analgenizirane Ip injiciranjem
kombinacije Narketana® (Vetoquinol S.A. BP 189 Lure Cedex, Francuska) i Xylapana®
(Vetoquinol Biowet Sp., Gorzow, R. Poljska), te zrtvovane u svrhu prikupljanja tkiva i organa

za daljnju analizu.

3.3. Izolacija i priprema tkiva

Izolirana su i izvagana tkiva bubrega i jetre te pohranjena na temperaturi od -20°C do
daljnje analize. Za daljnju analizu odvagano je 75 - 100 mg tkiva pojedinog organa zasebno u
Eppendorf epruvete volumena 2 mL te je dodan fosfatni pufer (PBS) u omjeru 1:10. Uzorci su
homogenizirani ultrazvu¢nim homogenizatorom te centrifugirani 15 min pri 15000 okretaja i
temperaturi od 4°C. Odvojen je supernatant od taloga u novu epruvetu te su napravljena

razrjedenja 10x, 40x te 100x. Uzorci su zatim pohranjeni do analiza na -20°C.

3.4. Analiza hematoloSkih parametara krvi

Uzorci krvi za biokemijsku i hematolosku analizu uzeti su iz aksilarnog spleta krvnih
zila svih jedinki zasebno. Uzorci krvi za hematolosSku analizu stavljeni su u heparinizirane
staklene vacutainere s dodatkom EDTA (Becton Dickinson, Plymouth, UK) te pohranjeni na
temperaturi od 4°C do analize. Od hematoloskih parametara analiziran je broj leukocita,
diferencijalna krvna slika, postotak hemoglobina (Hgb), hematokrit (H), prosje¢an volumen

eritrocita (MCV), prosjecna koli¢ina hemoglobina u eritrocitima (MCH), prosjecna
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koncentracija hemoglobina u eritrocitima (MCHC) te raspodjela eritrocita prema velicini
(RDW).

Hematoloski parametri odredivani su na Veterinarskom fakultetu u Zagrebu
preporucenim analitickim metodama na elektronskom brojacu Horiba ABX169 (Micros,

Francuska).

3.5. Analiza biokemijskih parametara

Uzorci krvi za analizu biokemijskih parametara prikupljeni su u vacutainere bez
antikoagulansa. Za odredivanje biokemijskih parametara koriSten je serum. Analiza je
odredena pomoc¢u VetScan® kompleta (engl. Comprehensive Diagnostic Profile reagent
rotor) na uredaju VetScan® VS2 (Abaxis, UK). Analizirana je koncentracija aloumina (ALB
— g/L), alkalne fosfataze (ALP - U/L), alanin aminotransferaze (ALT — U/L), amilaze (AMY —
U/L), ukupnog bilirubina (TBIL - umol/L), dusika uree u krvi (BUN — mmol/L), kalcija (CA
— mmol/L), fosfati (PHOS — mmol/L), kreatinina (CRE — umol/L), glukoze (GLU — mmol/L),
natrija (Na* - mmol/L), kalija (K" - mmol/L), ukupnih proteina (TP — g/L) te globulina
(GLOB —g/L).

3.6. Osmotska fragilnost eritrocita

Stani¢éne membrane koje okruzuju svaku stanicu selektivno su propusne s ciljem
stvaranja osmotskog gradijenta izmedu stani¢ne 1 izvanstani¢ne tekucine. Razlika u
koncentraciji nedifuzibilnih iona je upravo ta koja odreduje jac¢inu osmotskog tlaka. Osmoza
je proces pri kojem voda prelazi s mjesta vise koncentracije na mjesto nize s ciljem
izjednaCavanja koncentracija. Otopine u kojima se stanica nade moZemo podijeliti na
hipoosmotske, izoosmotske te hiperosmotske. Hipoosmotske su otopine koje imaju manju
koncentraciju nedifuzibilnih iona nego u samoj stanici te stoga voda ulazi u stanicu u vecoj
mjeri nego Sto iz nje izlazi sve dok se ne izjednaci osmotski tlak s obje strane membrane. S
druge stane, kod hiperosmotskih otopina, koncentracija nedifuzibilnih iona je veca nego u
stanici te stoga voda osmozom izlazi iz stanice u vecoj mjeri nego Sto ulazi sve dok se ne
izjednaci osmotski tlak s obje strane membrane. [zoosmotskom otopinom nazivamo otopinu
kod koje su koncentracije nedifuzibilnih iona u stanici i u okolnoj otopini jednake te ¢e doci
do uspostavljanja osmotske ravnoteze i neto promet vode ¢e biti 0.

Osmotska se fragilnost analizira tako Sto se 100 uL uzorka krvi dodaje u epruvete s 900
puL otopine NaCl-a rastu¢ih koncentracija (0,9%; 0,8%; 0,7%; 0,6%; 0,5%; 0,4%; 0,3%;

0,2%; 0,1% 1 0,0%). Epruvete se pokrivaju parafilmom te se uzorak pomijeSa okretanjem
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epruvete nekoliko puta. Uzorci se ostave stajati kroz 30 minuta. Nakon 30 minuta okom je
vidljivo je li doslo do hemolize buduc¢i da se hemoglobin iz hemoliziranih eritrocita otopi u
otopini te daje karakteristi¢no crveno obojenje te se ve¢ na temelju toga moze zakljuciti je li
doslo do potpune ili djelomicne hemolize (ovisno o intenzitetu obojenja) te je li hemoliza
izostala. Uzorci se tada centrifugiraju 10 minuta pri 2200 okretaja/min. Nakon centrifugiranja,
spektrofotometrijski se mjeri aporbancija hemoglobina u supernatantu pri 540 nm. Kao
negativna kontrola uzima se otopina koncentracije 0,9% jer se radi o0 izoosmotskoj otopini pri

kojoj ne dolazi do hemolize te je apsorbancija O.

3.7. Test oralne podnosljivosti glukoze

Test oralne podnosljivosti glukoze (engl. oral glucose tolerance test — OGTT) je test
koji pokazuje sposobnost preuzimanja glukoze u organizmu te sluzi za otkrivanje poremecaja
metabolizma Secera. Koncentracija glukoze u krvi se mjerila glukometrom s odgovaraju¢im
test - trakicama.

Za provodenje OGTT-a Stakori su preko no¢i drZani bez hrane. NataSte je izvrSeno
mjerenje glikemijskom analizom krvi iz repne vene Stakora u intervalima od 0, 30, 60 i 120
minuta nakon intragastrickog unosa glukoze u dozi od 3 g/kg (30% otopine) po jedinci.
Koriste¢i lancete, formirana je kapljica krvi bez prejakog istiskivanja krvi te je na kapljicu

krvi uronjena test — trakica i izmjerena je koncentracija glukoze u Kkrvi.
3.8. Odredivanje parametara oksidacijskog stresa

3.8.1. Odredivanje proteina po Lowry-u

Proteini, u prethodno pripremljenim homogenatima tkiva jetre i bubrega, odredeni su
metodom po Lowrey i sur., (1951). Metoda se zasnhiva na biuretskoj reakciji — redukciji
bivalentnog bakrova iona u reakciji s peptidnom vezom u bazi¢nim uvjetima pri ¢emu nastaje
monovalentni bakrov ion. Dolazi 1 do oksidacije aromatskih bo¢nih ogranaka (triptofana,
tirozina i cisteina) koji reagiraju s Folinovim reagensom te nastaje nestabilan produkt koji se
polako reducira stvarajuci plavo obojenje reakcijske smjese.

U 100 pL uzoraka tkiva jetre 1 bubrega razrijedenih 10 puta dodano je 2 mL otopine D
(Tablica 2). Reakcijska smjesa inkubirana je na sobnoj temperaturi kroz 10 minuta te je
dodano 200 puL otopine E. Nakon dodatka otopine E reakcijska je smjesa vorteksirana te
stavljena na inkubaciju u zatamnjenu komoru na 30 minuta. Zatim je mjerena apsorbancija

uzoraka pri valnoj duljini od 600 nm. Kao standard uzimaju se poznate serijske koncentracije

38



(2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125; 0,015625 mg/mL) govedeg serumskog albumina
(engl. Bovine Serum Albumine — BSA) na temelju kojih se izradi bazdrani pravac. Vrijednosti
proteina dobivene su koriStenjem standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji
BSA iz koje je prvo izracunat nagib pravca. Na temelju bazdarnog pravca kasnije su

izraCunate koncentracije proteina u samim uzorcima (u mg/mL uzorka) koriStenjem sljedece

Auzorka_bst.krivulje

formule: ¢ = ( ) X razrjedenje.

nagib pravca st.krivulje

Tablica 2. Priprema otopina koristenih u odredivanju proteina metodom po Lowryu

Otopina Priprema otopina (za 100 uzoraka)

Otopina A: 2% (w/v) Na,CO, u 0,1M NaOH 9,6 g Na,CO; + 480 mL 0,1M NaOH

Otopina B: 1% (w/v) natrij-kalij tartarat u dH,0O 0,1 g Kalijev - natrijev tartatat + 10 mL dH,O

Otopina C: 0,5% (w/v) CuSO, x 5H,0 u dH,0 0,05 g CuSO, x 5H,0 + 10 mL dH,O

Otopina D Otopine A, B'i Cuomjeru A:B:C =48:1:1

Otopina E: Folin-Ciocalteu reagens pomijesati Folin & Ciocalteu's phenol reagens i
dH,0 u omjeru 2:1

(npr. 14 mL Folin & Ciocalteu's phenol reagens +
7 mL dH,0)

3.8.2. Mjerenje enzimske aktivnosti katalaze

Aktivnost katalaze u tkivima odredena je metodom po Aebi-ju (1984). U toj se metodi
aktivnost katalaze odreduje preko koli¢ine potroSenog vodikovog peroksida.
Za mjerenje su koristeni uzorci tkiva bubrega razrijedeni 40x te uzorci jetre razrijedeni 100x.
U kivetu je dodano 20 puL uzorka te 980 uL. 10 mM H,0, prethodno pripremljenog od 113 pL
30% H,0, te 99,887 mL PBS-a. Aktivnost katalaze mjerena je spektrofotometrijski,
prac¢enjem smanjenja koli¢ine vodikova peroksida tijekom jedne minute pri valnoj duljini od

240 nm. Kao standard koristio se 10 mM H,0,. Aktivnost katalaze izracunata je prema

formuli CAT = 500 x - . gdie je U (mM)= 42X

mg proteina/mL uzorka

, ekstinkcijski

koeficijent iznosi € = 39,4 po m/Mcm. Koncentracija katalaze izraZena je u U/mg proteina §to

je proporcionalno pmol razgradenog H,O, u 60 sekundi po mg proteina.

3.8.3. Mjerenje razine lipidne peroksidacije

Malondialdehid (MDA) jedan je od stabilnih produkata u kaskadi reakcija slobodnih
radikala s nezasi¢enim masnim kiselinama u procesu lipidne peroksidacije te je njegova

koncentracija u tkivu proporcionalna s razinom lipidne peroksidacije. Metoda mjerenja razine

39




lipidne peroksidacije u tkivu zasniva se na reakciji MDA s 2-tiobarbituratnom kiselinom
(TBA) stvaraju¢i kompleks MDA — (TBA), koji daje crveno obojenje te je njegova
koncentracija spektrofotometrijski mjerljiva pri valnoj duljini od 532 nm. Reakcija se odvija
pri pH nizem od 7 (kiseli uvjeti) te pri poviSenoj temperaturi.

Za mjerenje razine lipidne peroksidacije koriSteni su homogenati tkiva. U 100 uL
uzorka dodano je 1,6 mL otopine A (Tablica 3) te su Eppendorf epruvete stavljene u vodenu
kupelj na inkubaciju pri temperaturi od 95°C na 60 minuta. Nakon inkubacije epruvete s
uzorcima stavljene su na led 10 minuta kako bi se uzorci ohladili. Uzorci su zatim 15 minuta
centrifugirani na 5000 okretaja kako bi se nastale folikule odvojile od supernatanta. Potom se

supernatant stavlja u spektrofotometar te se mjeri apsorbancija pri 532 nm. Koncentracija

AuzorkaXVreakcijske smjese( (ML)

MDA u uzorku ra¢una se pomoc¢u formule ¢ = pri ¢emu je A

" X
EXVyzorka(mL) Cpmteinauuzorku(%)

dobivena apsorbancija, a & ekstinkcijski koeficijent MDA te iznosi €=0,156 mL/mol.
Koncentracija MDA u uzorku izrazena je u nmol MDA po mg proteina.

Tablica 3. Priprema otopine A

Otopine Nacin pripreme otopina
8,1% SDS 0,81 g SDS-au 10 mL dH,0
20% octena kiselina 20 mL 99,5% octene kiseline i 2,31 mL HCI,

nadopuni se do 50 mL dH,O i podesi pH=3,5 te
nadopuni dH,0 do 100 mL

0,8% TBA 0,8 g TBA u 40 mL dH,O uz lagano zagrijavanje.
Nakon otapanja dodaje se 500 pL 5M NaOH te se
nadopuni s dH,0 do 100 mL

Otopina A 100 puL 8,1% SDS + 750 uL 20% octene kiseline (pH
=3,5)+ 750 uL 0,81% TBA

3.8.4. Mjerenje razine ukupnog glutationa

Ukupna koli¢ina glutationa mjerena je pomoc¢u modificirane Tietzeove metode (1969).
Metoda se temelji na reakciji slobodnog glutationa (GSH) u tkivu s tiolnim reagensom 5,5-
ditiobis-2-nitrobenzoi¢ne kiseline (DTNB — Ellmanov reagens) ¢iji produkt je kromofor 5 —
tionitrobenzoicna kiselina (TNB) ¢ija se koncentracija moze spektrofotometrijski mjeriti pri
valnoj duljini od 412 nm. Reakcijom GSH i DTNB-a stvara se kompleks GS-TNB. Dodanim

enzimom GSH reduktaze i NADPH-a dolazi do regeneracije slobodnog GSH te se u
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reakcijsku smjesu otpusta TNB. Brzina nastanka TNB-a je proporcionalna koncentraciji GSH
u uzorku tkiva.

Za mjerenje GSH u tkivu koriStene su mikrotitarske plocice. Koncentracija GSH
mjerena je u uzorcima tkiva jetre i bubrega (razrjedenje 10x). U svaku jazicu dodano je 40 puL
35 mM HCI, 40 pL 10 mM DTNB te 20 puL uzorka. Kao standard, na temelju kojeg je
napravljen bazdarni pravac, koristene su sljedec¢e koncentracije reduciranog glutationa (GSH):
60; 30; 15; 7,5; 6; 3,25; 3; 1,875; 1,5; 0 pg/mL. Mikrotitarske ploCice su stavljene u
spektrofotometar te je mjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 412 nm. Nakon toga je
dodan enzim GSH reduktaza te je apsorbancija mjerena tijekom 5 minuta. Na temelju
rezultata, za sve standarde su nacrtani pravci te je na temelju koeficijenata nagiba pravaca
napravljen bazdarni graf kao ovisnost nagiba o koncentraciji GSH u uzorku. Iz tog su grafa

odredene koncentracije glutationa u tkivu prema formuli:

nagib pravca—nagib slijepe probe . . .. . v .
c= "4 ; g0 X razrjedenje. Koncentracija GSH izrazena je u uM
nagib pravca standarda

GSH po mL proteina u uzorku.

3.9. Statisticka obrada podataka

Podaci su statisti¢ki obradeni pomocu programa STATISTICA 13 (StatSoft, Tulsa, OK,
USA), a statisti¢ka tocnost je odredena s P < 0,05. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost
+ standardna devijacija (SV + SD). Podaci su analizirani Kruskal-Wallisovim ANOVA-a
testom. Razlike medu pojedinim skupinama napravljene su visestrukom usporedbom srednjih
vrijednosti svih skupina. Rezultati su prikazani graficki pomoc¢u box-plot prikaza te tablicno.

Za pripremu podataka koristen je ra¢unalni program Microsoft Excel 2016.
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4.Rezultati

Kako bi se istrazio ucinak visokokaloricne prehrane na promjenu tjelesne tezine,
hematoloske i biokemijske parametre, osmotsku otpornost eritrocita, inzulinsku rezistenciju te
na parametre oksidativnog stresa, po Sest je muZjaka i zenki Stakora hranjeno standardnom
hranom te po Sest visokokaloricnom hranom kroz 30 dana. Nakon obrade porvedene su

analize te su rezultati istih prikazani u ovom poglavlju.

4.1. Promjena teZine Zivotinja

Rezultati mjerenja promjene tezine Zivotinja tijekom obrade prikazani su na Slici 4.
Zivotinje su izvagane prije pocetka obrade te nakon obrade koja je trajala 30 dana. Na temelju
razlike tezine, promjena tezine je izrazena u %, te su rezultati prikazani graficki. Usporedbom
rezultata nije primijeceno statisticki znac¢ajna promjena tezine niti kod muzjaka niti kod zenki

hranjenih visokokaloriénom hranom u odnosu na jednike hranjene standardnom hranom.
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Slika 4. Promjena tezine Stakora hranjenih standardnom (STH) i visokokalori¢nom hranom.

Zenke (Z) i muzjaci (M) Stakora (N=6) su hranjeni standardnom hranom (STH) i
visokokalori¢cnom hranom bogatom mastima (VKH) u periodu od 30 dana. Dobiveni su
rezultati prikazani kao SV+ SD (SP).

Kratice: STH — standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muzjaci; SV —

srednja vrijednost; SV£SP — srednja vrijednost + standardna pogreska; SV£SD — srednja vrijednost +

standardna devijacija.
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4.2. Analiza hematoloskih pokazatelja krvi

Nakon 30 dana obrade Stakora standardnom i visokokalori¢nom hranom jedinkama je
analizirana krv. Ispitani su parametri: hemoglobin (Hgb), hematokrit (H), prosjecni volumen
eritrocita (MCV), prosjena koli¢ina hemoglobina u eritrocitima (MCH), prosjecna
koncentracija hemoglobina u eritrocitima (MCHC), raspodjela eritrocita prema veli¢ini

(RDW), ukupni leukociti te diferencijalna krvna slika.

4.2.1. Hematolo$ka analiza

Rezultati hematoloske analize prikazani su u Tablici 4. Promjena u svim hematoloskim
parametrima zapazena je jedino u skupini muzjaka hranjenih visokokalori¢nom hranom gdje
je razina hemoglobina znacajno smanjena u odnosu na skupinu muzjaka hranjenih
standardnom hranom. U rezultatima analize ukupnog broja eritrocita ne postoji statisticki

znacajna razlika izmedu skupina hranjenih razli¢itom hranom, stoga rezultati nisu prikazani.

Tablica 4. Analiza hematoloskih pokazatelja u krvi Stakora hranjenih standardnom i

visokokalori¢nom hranom

Hematoloski pokazatelji (SV + SD)
Skupinge® MCHC RDW (%)
Hgb (g/L) H (%) MCV (fL) | MCH (pg)
(9/L)
STH-Z 153 £3,90 41 £1,55 54,83 +£0,98 | 20+0,89 374 + 3,90 14 £0,89
VKH-Z 14433 +£12,72 | 39,67+2,88 | 52,5+ 1,05 19 +0,89 366,5 + 5,82 12,83 £0,75
STH-M 171,33 £4,93 47+£1,79 50,67 £ 0,81 18+ 0,89 366 + 8,53 13,83 +0,98
VKH-M 157,33 £4,59° 44,67+ 0,52 | 50,33 +1,37 18+ 0,89 352,67 + 6,28 14,33 £ 0,81

® Zenke (Z) i muzjaci (M) §takora (N=6) su hranjeni standardnom (STH) i visokokalori¢nom
hranom bogatom mastima (VKH) u periodu od 30 dana. Dobiveni su rezultati prikazani kao
SV+ SD (SP).

" Statisti¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na STH-M (* P<0,05).

Kratice: STH — standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muZjaci; Hgb —
hemoglobin; H — hematokrit; MCV — prosje¢ni volumen eritrocita;, MCH — prosje¢na koli¢ina
hemoglobina u eritrocitima; MCHC — prosje¢na koncentracija hemoglobina u eritrocitima; RDW —

raspodjela eritrocita po veli¢ini; SV£SP — srednja vrijednost + standardna pogreska.

44



4.2.2. Analiza leukocita i diferencijalne krvne slike

4.2.2.1. Analiza ukupnog broja leukocita
Iz dobivenih rezultata (Slika 5) vidljivo je da nema statisticki znacajne razlike u
ukupnom broju leukocita usporedbom zenki i muzjaka Stakora hranjenih standardnom hranom

s jedinkama hranjenih visokokalori¢nom hranom

9,5

9,0 +

8,5 -1

8,0 + ]

7.5 | =

7.0 +

Leukociti (x10%L)

6,5 | —]—

6,0 | = O

55 -

50 -

4,5

U sv
L svisp
Skupine 1 sv+sD

STH-Z VKH-Z STH-M VKH-M

Slika 5. Ukupan broj leukocita kod Stakora hranjenih standardnom i visokokaloricnom
hranom

Zenke (Z) i muzjaci (M) $takora (N=6) su hranjeni standardnom (STH) i visokokalori¢nom
hranom bogatom mastima (VKH) u periodu od 30 dana. Dobiveni su rezultati prikazani kao
SV+ SD (SP).

" Statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na STH-Z (* P<0,05).

Kratice: STH — standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muzjaci, SV£SP —

srednja vrijednost + standardna pogreska; SV+SD — srednja vrijednost + standardna devijacija.
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4.2.2.2. Analiza diferencijalne krvne slike
Rezultati diferencijalne krvne slike prikazani su u Tablici 5, gdje je vidljivo da postoji
statistiCki znacajnih razlika izmedu zenki hranjenih visokokaloricnom hranom i muZzjaka

hranjenih visokokalori¢nom hranom (P<0,01).

Tablica 5. Analiza diferencijalne krvne slike S$takora hranjenih standardnom i

visokokalori¢nom hranom

Diferencijalna krvna slika Stakora hranjenih standardnom i
Skupine® visokokalori¢cnom hranom (SV + SD
Limfociti (%) Neutrofili (%) Monociti (%)
STH-Z 67,33 +2,25 31,33+2,25 1
VKH-Z 77 +2,37 22,33+2,58 1
STH-M 72,33 £5,37 27 +£2,19 2
VKH-M 67,67 + 8,59 32,33+£3,517 -

* Zenke (Z) i muzjaci (M) $takora (N=6) su hranjeni standardnom (STH) i visokokalori¢nom
hranom bogatom mastima (VKH) u periodu od 30 dana. Dobiveni su rezultati prikazani kao
SV+ SD (SP).

* Statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na VKH-Z (" P<0,01).

Kratice: STH —standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muzjaci; SV£SP —

srednja vrijednost + standardna pogreska.
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4.3. Analiza biokemijskih pokazatelja krvi

Biokemijska analiza seruma iz krvi Stakora pokazala je znacCajne razlike u koncentraciji enzima i proteina izmedu razli¢ito hranjenih

skupina zivotinja (Tablica 6). U Tablici 6 vidljivo je povecanje koncentracije alkalne fosfataze kod skupine Zenki hranjenih visokokalori¢nom

hranom u odnosu na zenke hranjene standardnom hranom (P<0,001). Takoder, postoji statisticki znacajna razlika izmedu aktivnosti amilaze

(P<0,05) i razine albumina (P<0,05) izmedu muzjaka hranjenih visokokalori¢nom hranom i zenki hranjenih visokokalori¢cnom hranom.

Tablica 6. Vrijednosti analize enzima i proteina u serumu Stakora hranjenih standardnom i visokokalori¢nom hranom

Biokemijski parametri — enzimi i proteini u krvi (SV + SD)

Skupine * i . . . . .

P Alkalna fosfataza aminc')At\IngIsrlleraza Amilaza Albumini Globulini Ukupni proteini

(9/L) (U/L) (9/L) (9/L) (9/L)
(UIL)

STH-Z 103,67 + 7,81 25,67+ 1,12 607 + 34,04 46,67 2,43 18,67+ 1,17 65,33 + 3,14
VKH-Z 250,67 +26,97 23+0,37 485 +5,74 46,67 + 0,76 14,33 £ 1,52 61,33+ 3,61
STH-M 137,33 + 6,54 2433+ 1,12 757 + 31,41 4533 +0,55 23+1.3 67,67 + 1,87
VKH-M 184,67 + 27,78 20,67 = 1,12 673,67 42,65 " 42,33 +0,21" 18,33 +£ 0,92 60,33 + 0,92

* Zenke (Z) i muzjaci (M) $takora (N=6) su hranjeni standardnom (STH) i visokokalori¢nom hranom bogatom mastima (VKH) u periodu od 30

dana. Dobiveni su rezultati prikazani kao SV+ SD (SP).

" Statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na STH-Z ( P<0,001).

* Statisticki znacajna razlika u odnosu na VKH-Z (“P<0,05).

Kratice: STH —standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muZjaci; SV+SP — srednja vrijednost + standardna pogreska.
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Vrijednosti metabolita i supstrata prikazane su u Tablici 7. Statisti¢ki je znacajna razlika primije¢ena u koncentraciji kalcija u krvi izmedu
muzjaka hranjenih standardnom i visokokalori¢nom hranom (P<0,01). Vidljiva je i statisticki znacajna razlika u koncentraciji natrija izmedu
muzjaka i Zenki hranjenih visokokaloricnom hranom (P<0,05). Statisti¢ki je znaCajna razlika u koncentraciji kalija izmedu Zenki i muzjaka
hranjenih standardnom hranom (P<0,01) te Zenki i muzjaka hranjenih visokokaloriénom hranom (P<0,05). Postoji i znacajna razlika u

koncentraciji dusika uree u krvi izmedu muZzjaka hranjenih standardnom i visokokalori¢nom hranom (P<0,05).

Tablica 7. Vrijednosti analize metabolita i supstrata u serumu $takora hranjenih standardnom i visokokalori¢cnom hranom

Biokemijski parametri — ioni i metaboliti (SV + SD)
Skupine® — . — — —
Kalcij Fosfati Natrij Kalij TBIL BUN Kreatinin
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (umol/L) (mmol/L) (umol/L)
STH-Z 2,5+0,02 1,94 + 0,06 133+0 437+0,11 5+0 4,2 + 033 47,67 + 4,20
VKH-Z 2,41+0,01 2,04+0,11 130,33 +£0,21 4,5+0,07 4,67 £0,21 4,13+0,34 41 +0,63
STH-M 2,63+0,11 2,58 0,30 135,67+ 1,73 583+050 5+0 52+0,17 42+6,08
VKH-M 2,36+ 0,01 2,17+ 0,06 133,67+0,55" 537 +0,14" 5,33+0,21 3,63+0,22° 28,33 £5,61

“Zenke (Z) i muzjaci (M) $takora (N=6) su hranjeni standardnom (STH) i visokokalori¢nom hranom bogatom mastima (VKH) u periodu od 30
dana. Dobiveni su rezultati prikazani kao SV+ SD (SP).

" Statisti¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na STH-Z (* P<0,01)

* Statisticki znaGajna razlika u odnosu na VKH-Z (* P<0,05)

" Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na STH-M (" P<0,05; ~ P<0,01)

Kratice: STH — standardna hrana; VKH — visokokaloriéna hrana; Z — Zenke; M — muzjaci; SV+SP — srednja vrijednost + standardna pogreska; TBIL —

ukupni bilirubin; BUN — dusik uree u krvi.
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4.4. Osmotska fragilnost eritrocita
Analizom rezultata hemolize eritrocita (Slika 6) vidljivo je kako se kod svih skupina
100 %-tna hemoliza eritrocita dogodila pri koncentraciji 0,3 % NaCl-a. U svim skupinama,

50%-tna hemoliza dogodila se pri koncentraciji 0,4% NaCl-a.
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Slika 6. Analiza postotka hemolize eritrocita S$takora hranjenih standardnom i
visokokaloricnom hranom

Zenke (Z) i muzjaci (M) $takora (N=6) su hranjeni standardnom (STH) i visokokalori¢nom
hranom bogatom mastima (VKH) u periodu od 30 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao
SV+ SD (SP).

Kratice: STH — standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muzjaci, SV —

srednja vrijednost; SV£SP — srednja vrijednost + standardna pogreska; SV£SD — srednja vrijednost +

standardna devijacija.
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4.5. Test oralne podnoSljivosti glukoze

Rezultati mjerenja oralne podnosljivosti glukoze prije intragastrickog unosa glukoze
prikazuje Slika 7. Iz dobivenih rezultata vidljiva je poviSena vrijednost glukoze u skupini
muzjaka hranjenih visokokaloricnom hranom (P<0,05) u odnosu na skupinu muzjaka

hranjenih standardnom hranom.
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Slika 7. Razina glukoze prije intragastrickog unosa glukoze u $takora hranjenih standardnom i
visokokaloricnom hranom
Zenke (Z) i muZjaci (M) (N=6) su hranjeni standardnom hranom (STH) i visokokalori¢nom
hranom bogatom mastima (VKH) u periodu od 30 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao
SV+ SD (SP).
" Statisti¢ki znacajno u odnosu na STH — M ("P<0,05).
Kratice: STH — standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muzjaci; SV —

srednja vrijednost; SV£SP — srednja vrijednost + standardna pogreska; SV+SD — srednja vrijednost +

standardna devijacija.
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Rezultate nakon 30 minutnog intragastriénog unosa glukoze prikazuje Slika 8 iz koje je
vidljiva povisena vrijednost glukoze u skupini zenki (P<0,05) hranjenih visokokaloriénom
hranom u odnosu na skupinu zenki hranjenih standardnom hranom. Razlika u vrijednosti
glukoze postoji i izmedu skupine muzjaka hranjenih visokokaloricnom hranom i skupine

muzjaka hranjenih standardnom hranom (P<0,05).
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Slika 8. Razina glukoze nakon 30 minutnog intragastri¢cnog unosa glukoze u stakora hranjenih
standardnom 1 visokokalori¢nom hranom

Zenke (Z) i muzjaci (M) (N=6) su hranjeni standardnom hranom (STH) i visokokalori¢nom
hranom bogatom mastima (VKH) u periodu od 30 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao
SV+ SD (SP).

" Statisticki znaéajno u odnosu na STH-Z ('P<0,05).

" Statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na STH — M ('P<0.05).

Kratice: STH — standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muZjaci; SV —

srednja vrijednost; SV+SP — srednja vrijednost + standardna pogreska; SV+SD — srednja vrijednost +

standardna devijacija.
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Rezultati mjerenja oralne podnosljivosti glukoze nakon 60 minutnog intragastricnog
unosa glukoze prikazuje Slika 9. Nakon 60 minutnog intragastricnog unosa glukoze nije
uocena statistiCki znacajna razlika izmedu ispitivanih skupina.
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Slika 9. Razina glukoze nakon 60 minutnog intragastricnog unosa glukoze u Stakora
hranjenih standardnom 1 visokokaloricnom hranom
Zenke (Z) i muzjaci (M) (N=6) su hranjeni standardnom hranom (STH) i visokokalori¢nom
hranom bogatom mastima (VKH) u periodu od 30 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao
SV+ SD (SP).
Kratice: STH — standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muzjaci; SV —

srednja vrijednost; SV£SP — srednja vrijednost + standardna pogreska; SV£SD — srednja vrijednost +

standardna devijacija.
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Rezultate nakon 90 minutnog intragastricnog unosa glukoze prikazuje Slika 10. Iz
rezultata je vidljivo je kako niti nakon 90 minuta po unosu glukoze nema statisticki znacajnih
razlika usporedbom ispitivanih skupina.
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Slika 10. Razina glukoze nakon 90 minutnog intragastricnog unosa glukoze u S$takora

hranjenih standardnom i visokokalori¢nom hranom

Zenke (Z) i muzjaci (M) (N=6) su hranjeni standardnom hranom (STH) i visokokalori¢nom
hranom bogatom mastima (VKH) u periodu od 30 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao
SV+ SD (SP).

Kratice: STH — standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muZjaci; SV —

srednja vrijednost; SV£SP — srednja vrijednost + standardna pogreska; SV+SD — srednja vrijednost +

standardna devijacija.
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Slika 11 prikazuje rezultate mjerenja oralne podnosljivosti glukoze nakon 120 minutnog
intragastrickog unosa glukoze. Iz slike je vidljivo da postoji statisticki znaCajna razlika
muzjaka (P<0,01) hranjenih visokokalorinom hranom u odnosu na skupinu muzjaka

hranjenih standardnom hranom.
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Slika 11. Razina glukoze nakon 120 minutnog intragastricnog unosa glukoze u Stakora
hranjenih standardnom 1 visokokaloriénom hranom

Zenke (Z) i muZjaci (M) (N=6) su hranjeni standardnom hranom (STH) i visokokalori¢nom
hranom bogatom mastima (VKH) u periodu od 30 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao
SV+ SD (SP).

" Statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na STH-M ("P<0,01).

Kratice: STH — standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muZjaci; SV —

srednja vrijednost; SV£SP — srednja vrijednost + standardna pogreska; SV+SD — srednja vrijednost +
standardna devijacija.
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4.6. Parametri oksidacijskog stresa

Kod stakora hranjenih standardnom i visokokaloricnom hranom nakon 30 dana

provedene su analize parametara oksidacijskog stresa u tkivima jetre i bubrega.

4.6.1. Ukupni proteini u uzorcima tkiva bubrega i jetre Stakora

Rezultati mjerenja ukupnih proteina u tkivu bubrega Stakora (Slika 12) pokazuju
statistiCki znacajno vecu koli¢inu proteina u skupini muzjaka hranjenih visokokalori¢nom

hranom (P<0,05) u odnosu na skupinu muzjaka hranjenih standardnom hranom.
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Slika 12. Koncentracija ukupnih proteina u uzorcima tkiva bubrega Stakora hranjenih
standardnom i visokokaloriénom hranom

Zenke i muZjaci $takora (N=6) su hranjeni standardnom hranom i visokokalori¢nom hranom
bogatom mastimau periodu od 30 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

" Statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na STH-M ('P<0,05).

Kratice: STH — standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muzjaci, SV —
srednja vrijednost; SV£SP — srednja vrijednost + standardna pogreska; SV+SD — srednja vrijednost +

standardna devijacija.
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Rezultati mjerenja ukupnih proteina u tkivu jetre Stakora (Slika 13) ne pokazuju

statisticki znacajnu razliku izmedu skupina.
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Slika 13. Koncentracija ukupnih proteina u uzorcima tkiva jetre Stakora hranjenih
standardnom 1 visokokalori¢nom hranom.

Zenke (Z) i muZjaci (M) §takora (N=6) su hranjeni standardnom hranom (STH) i
visokokalori¢nom hranom bogatom mastima (VKH) u periodu od 30 dana. Dobiveni rezultati
prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: STH — standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muzjaci, SV —

srednja vrijednost; SV£SP — srednja vrijednost + standardna pogreska; SV£SD — srednja vrijednost +

standardna devijacija.
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4.6.2. Mjerenje enzimske aktivnosti katalaze u uzorcima tkiva bubrega i jetre Stakora

Rezultati odredivanja aktivnosti CAT (Slika 14) u uzorcima tkiva bubrega pokazali su
kako nema statistiki znaCajnih razlika izmedu skupina hranjenih standardnom i
visokokalori¢cnom hranom.

1 6 T T T T

15

14 |

13t o

12

11} . o

10 |

CAT (U/mg proteina bubrega)

T
9t = =
1

: : : : ° sV
STH-Z VKH-Z STH-M VKH-M 0 svisp

Skupine L svisD
Slika 14. Koncentracija CAT u uzorcima tkiva bubrega Stakora hranjenih standardnom i

visokokalori¢cnom hranom

Zenke i muZjaci §takora (N=6) su hranjeni standardnom hranom i visokokalori¢nom hranom
bogatom mastima u periodu od 30 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

" Statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na STH-M ("P<0,01).

Kratice: STH — standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muZjaci; SV —
srednja vrijednost; CAT — katalaza; SV+SP — srednja vrijednost + standardna pogreska; SV£SD —

srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Rezultati odredivanja aktivnosti CAT (Slika 15) u uzorcima tkiva jetre pokazali su nizu
aktivnost CAT u skupini muzjaka hranjenih visokokalori¢cnom hranom (P<0,05) u odnosu na

muzjake hranjenih standardnom hranom.
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Slika 15. Koncentracija CAT u uzorcima tkiva jetre stakora hranjenih standardnom i
visokokaloricnom hranom

Zenke i muzjaci (N=6) su hranjeni standardnom hranom i visokokaloriénom hranom bogatom
mastima u periodu od 30 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

" Statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na STH-M ('P<0,05).

Kratice: STH — standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muZjaci; SV —
srednja vrijednost; CAT — katalaza; SV+SP — srednja vrijednost + standardna pogreska; SV£SD —

srednja vrijednost + standardna devijacija.
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4.6.3. Mjerenje razine lipidne peroksidacije u uzorcima tkiva bubrega i jetre Stakora

Rezultati mjerenja MDA u tkivu bubrega Stakora (Slika 16) ne pokazuju statisti¢ku

znacajnu razliku izmedu skupina hranjenih standardnom i visokokalori¢nom hranom.
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Slika 16. Koncentracija MDA u uzorcima tkiva bubrega Stakora hranjenih standardnom i
visokokaloricnom hranom

Zenke i muzjaci (N=6) su hranjeni standardnom hranom i visokokalori¢nom hranom bogatom
mastima u periodu od 30 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: STH — standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muZjaci; SV —
srednja vrijednost; MDA — malondialdehid; SV+SP — srednja vrijednost + standardna pogreska;

SV+SD - srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Rezultati mjerenja MDA u tkivu jetre Stakora (Slika 17) pokazuju vecu vrijednost u
skupini Zenki (P<0,05) hranjenih visokokaloricnom hranom u odnosu skupinu Zenki
hranjenih standardnom hranom.
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Slika 17. Koncentracija MDA u uzorcima tkiva jetre Stakora hranjenih standardnom i
visokokaloricnom hranom

Zenke i muzjaci (N=6) su hranjeni standardnom hranom i visokokaloriénom hranom bogatom
mastima u periodu od 30 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

" Statisti¢ki znacajno u odnosu na STH-Z ('P<0,05).

Kratice: STH — standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muZjaci; SV —
srednja vrijednost; MDA — malondialdehid; SV+SP — srednja vrijednost + standardna pogreska;

SV+SD - srednja vrijednost + standardna devijacija.
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4.6.4. Mjerenje razine ukupnog glutationa (GSH) u uzorcima tkiva bubrega i jetre Stakora

Rezultati odredivanja koncentracije ukupnoga glutationa (Slika 18) u tkivu bubrega
Stakora ukazuju na pad koncentracije GSH u skupini muzjaka (P<0,01) hranjenih
visokokalori¢nom hranom u odnosu na skupinu muzjaka hranjenih standardnom hranom.

670 T T T T

55t -

50+t -

45| ]

GSH (nmol/mg proteina bubrega)

3,5} —_ . ]
n =5
2,5} — ]
2,0 — " : : o sv
STH-Z VKH-Z STH-M VKH-M 0 svisp
Skupine I svssD

Slika 18. Koncentracija GSH u uzorcima tkiva bubrega Stakora hranjenih standardnom i
visokokalori¢cnom hranom

Zenke i muZjaci i Zenke $takora (N=6) su hranjeni standardnom hranom i visokokalori¢nom
hranom bogatom mastima u periodu od 30 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD
(SP).

" Statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na STH-M ( “P<0,01).

Kratice: STH — standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muZjaci; SV —

srednja vrijednost; GSH — glutation; SV+SP — srednja vrijednost + standardna pogreska; SV£SD —

srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Rezultati odredivanja koncentracije ukupnoga glutationa (Slika 19) u tkivu jetre Stakora
ne pokazuju statisticki znaajnu razliku izmedu skupina hranjenih standardnom i
visokokalori¢cnom hranom.
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Slika 19. Koncentracija GSH u uzorcima tkiva jetre Stakora hranjenih standardnom i
visokokaloricnom hranom

Zenke i muzjaci (N=6) su hranjeni standardnom hranom i visokokalori¢nom hranom bogatom
mastima u periodu od 30 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: STH — standardna hrana; VKH — visokokalori¢na hrana; Z — Zenke; M — muZjaci; SV —
srednja vrijednost; GSH — glutation; SV+SP — srednja vrijednost + standardna pogreska; SV£SD —

srednja vrijednost + standardna devijacija.
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5. Rasprava

Cilj rada bio je istraziti u¢inak visokokalori¢ne prehrane bogate mastima na muzjake i
zenke Stakora te usporediti sa skupinama koje su hranjene standardnom prehranom. Praceni su
sljede¢i Cimbenici: promjena tjelesne tezine, hematoloske i biokemijske znacajke Krvi,
inzulinska rezistencija, parametri oksidacijskog stresa te osmotska fragilnost eritrocita.

Iz rezultata promjene tjelesne tezine prikazanih na Slici 4 vidljivo je kako je doslo do
povecanja promjene tjelesne tezine jedinki hranjenih visokokaloriénom hranom u odnosu na
jedinke hranjene standardnom hranom no nije primijecena statisticki znacajna razlika u
postotku promjene tjelesne mase. Kako je opisano u uvodu, porast tjelesne tezine moze biti
jedan od glavnih pokazatelja razvoja pretilosti; statisticki znacajan porast tezine izmedu
skupina hranjenim standardnom hranom i visokokaloriénom hranom navode brojni autori
(Akiyama i sur., 1996; Noeman i sur., 2011; Barbier i sur., 2015; Beutler i sur., 2018; Chung i
sur., 2018; Woods i sur., 2018). Nasi rezultati pokazuju veci postotak promjene tjelesne tezine
u muzjaka hranjenih visokokaloriénom hranom u odnosu na zenke. Ovaj neocekivani rezultat
mozemo pojasniti protektivnim uc¢inkom estrogena, ali i drugih hormona, primjerice hormona
rasta, glukokortikoida, prolaktina, hormona Stitnjaée i inzulina koji mogu djelovati na
adipocite koji prevladavaju unutar masnog tkiva. Rezultati drugih autora ukazuju da su dva
tjedna dostatna za vidljivu razliku u porastu tjelesne tezine izmedu skupina hranjenih
standardnom hranom i skupina hranjenih visokokalori¢cnom hranom te kako bi statisticki
znacajna razlika trebala biti uocljiva nakon svega cetiri tjedna (Buettner i sur., 2007), dok
drugi ukazuju da je potreban duZzi period unosa visokokalori¢ne hrane za vidljive razlike u
tjelesnoj tezini (Nagy i Einwallner, 2018; Woods i sur., 2018). Medutim moguce razlike u
prirastu tezine mogu se temeljiti i na genetskim razlikama razli¢itih sojeva zivotinja, na¢inu
unosa hrane, kalorijskoj vrijednosti hrane, dobi, hormonalnom i reproduktivnom ciklusu, ali i
razlikama u njihovu ponaSanju. Kod nekih istrazivanja na misevima nije doslo do statisticki
znacajnog porasta mase izmedu skupina hranjenih standardnom 1 visokokalori¢nom hranom
¢ak ni nakon obrade u trajanju od 12 tjedana (Toita i sur., 2017). Promjena tezine ne mora biti
nuzan pokazatelj pretilosti ve¢ to moZe biti porast postotka masti u tkivu koji nije popracen
znacajnim porastom tjelesne tezine (Woods i sur., 2018). Nasa istrazivanja su u skladu s
istrazivanjem (Dalderup, 1969) koje je takoder pokazao da je porast tjelesne tezine veéi kod
muzjaka nego kod zenki Stakora. Moguce je da bi duza primjena visokokalori¢ne hrane
ukazala na vecu statisticku razliku porasta tezine izmedu jedinki hranjenih standardnom i

visokokalori¢nom hranom.

63



Hrana bogata mastima se smatra jednim od glavnih uzro¢nika pretilosti 1 dijabetesa, a
njen se Stetan utjecaj moze ispoljiti i u vidu nakupljanja triglicerida u tkivima i organima.
Povecana razina nakupljanja triglicerida u tkivima moze dovesti do lipotoksi¢nosti. Njihovo
nakupljanje u ne- spremiS$nim tkivima i organima kao $to su skeletni mi$ic¢i, bubrezi, gusteraca
te mezenhimsko tkivo, moze dovesti do stanicne disfunkcije te oSte¢enja pojedinih tkiva.
Tako lipotoksi¢ni u¢inak nakupljanja triglicerida u B-stanicama gusterace moze dovesti do
disfunkcije B-stanica gusterace te inzulinske rezistencije. Lipotoksi¢ni ucinci triglicerida
prijmjeceni su i u tkivu jetre (Weinberg, 2006), a lipotoksi¢ost je klju¢na poveznica izmedu
visokokalori¢ne prehrane, razvoja pretilosti i kardiovaskularnih poremecaja (Lelliott i Vidal-
Puig, 2004).

Pretilost se povezuje i s brojnim drugim poremecajima kao $to su inzulinska rezistencija
(Akiyama i sur., 1996; Barbier i sur., 2015; Chung i sur., 2018; Indumathy i sur., 2018;
Woods i sur., 2018), dijabetes tipa 2 (Buettner i sur., 2007; Fernandez-Sanchez i sur., 2011;
Woods i sur., 2018), promjena crijevne mikroflore (de La Serre i sur., 2010; Barbier i sur.,
2015), metabolicki poremecaji (Fernandez-Sanchez i sur., 2011) te razvoj tumora (Fernandez-
Sanchez i sur., 2011). Pretilost prati i stanje tkivne hipoksije u bijelom masnom tkivu $to
uzrokuje produkciju slobodnih radikala i nastanak stanja oksidacijskog stresa (Milagro i sur.,
2006). Nadalje, primije¢ena je i poveznica izmedu pretilosti i brojnih psihickih poremecaja
ukljucujuéi depresiju (Luppino i sur., 2010), PTSP, ADHD te anksiozne poremecaje
(Fuemmeler i sur., 2011; Cortese i Tessari, 2017). Uz pretilost se ucestalo veze i upala u
cijelom organizmu (Mangge i sur., 2010; Tateya i sur., 2013) te brojni kardiovaskularni
poremecaji kao Sto je ateroskleroza (Mangge i sur., 2010; Fernandez-Sanchez i sur., 2011;
Indumathy i sur., 2018).

Analizom uéinka standardne i visokokaloricne hrane na hematoloske pokazatelje
Stakora vidljivo je kako je doSlo do gotovo neznatnog smanjenja broja ukupnih leukocita u
krvi jedinki obradenih visokokaloriénom hranom u odnosu na jedinke obradene standardnom
hranom; vidljiva je statisticki znacajna razlika izmedu muzjaka hranjenih standardnom
hranom i Zenki hranjenih standardnom hranom (P<0,05) (Slika 5). Rezultati drugih
istrazivanja pokazuju porast broja leukocita u stakora hranjenih s visokokalori¢nom hranom
bogatom mastima kao odgovor na upalu koja se javlja kao posljedica pretilosti (Mahmoud,
2013; Hussain, 2015; Chandra i sur., 2018). Broj leukocita mozZe biti znatno povecan u
prisutnosti lokalne/sustavne i akutne/kroni¢ne upale. Primije¢ena razlika izmedu skupina
vjerojatno je posljedica fizioloski povisenog broja leukocita u zenki Stakora Sto je vidljivo

usporedbom relativne koli¢ine leukocita kod zenki i muzjaka (Tablica 5). Nadalje,
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nedovoljno dugi unos visokokalori¢ne hrane nije prouzrocio razvoj upale koja bi rezultirala
znacCajnim povecanjem broja leukocita u krvi.

Diferencijalna krvna slika leukocita prikazana je u Tablici 5 te je iz nje vidljivo kako je
doslo do statisticki znacajnih promjena u postotku neutrofila izmedu muzjaka hranjenih
visokokalori¢nom hranom te Zenki hranjenih visokokalori¢nom hranom (P<0,01). Neutrofili
su jedne od prvih stanica koje reagiraju na postojecu upalu te poticu upalu nova¢enjem drugih
stanica imunoloSkog sustava kao $to su makrofagi te limfociti (Talukdar i sur., 2012).
Limfociti su takoder stanice imunoloskog sustava koje pokazuju specifi¢no djelovanje te se
njihov broj povecava pri brojnim patoloSkim stanjima. Neka istrazivanja navode kako
visokokalori¢na hrana dovodi do poremecaja funkcije limfocita (Sato-Mito i sur., 2009) sto
rezultati naseg istrazivanja nisu pokazali. To je moguce objasniti trajanjem obrade
visokokalori¢nom hranom gdje je kod Sato-Mito i sur. (2009.) obrada trajala 9 tjedana, dok je
nasa obrada trajala 30 dana.

U Tablici 4 prikazani su hematoloski pokazatelji te je vidljivo kako su vrijednosti
hemoglobina (Hgb), hematokrita (H), prosje¢nog volumena eritrocita (MCV), prosje¢ne
koli¢ine hemoglobina u eritrocitima (MCH) te prosje¢ne koncentracije hemoglobina u
eritrocitima (MCHC) sniZzeni u skupinama hranjenim visokokaloricnom hranom te je
statisticki znacajno smanjenje vidljivo usporedbom koncentracije hemoglobina u krvi
muzjaka hranjenih visokokaloriénom hranom u odnosu na muzjake hranjenih standardnom
hranom (P<0,05) (Tablica 4). Podaci dobiveni u nasem istraZivanju podudaraju se s
podacima drugih istrazivanja gdje je takoder primije¢eno smanjenje hematoloskih pokazatelja
kod jedinki hranjenih visokokalori¢cnom hranom (Edozien i Switzer, 1977).

Nadalje, istrazili smo kako visokokalori¢na prehrana utjeCe na biokemijske pokazatelje
u krvnom serumu $takora u odnosu na standardnu hranu. Tablica 6 prikazuje rezultate gdje je
vidljivo znacajno povecanje koncentracije enzima alkalne fosfataze kod Zenki hranjenih
visokokalori¢cnom hranom u odnosu na Zenke hranjene standardnom hranom (P<0,001).
Alkalna fosfataza (ALP) je enzim ¢ija je koncentracija 1 aktivnost najizraZenija u koStanom
tkivu, jetri te u probavilu. Postoji vise izoforoma ALP-a ovisno o tkivu u kojem su prisutne.
Povisena koncentracija ALP povezana je s poremecajima jetre te osteogenezom (Sharma i
sur., 2014), ali i s crijevnom mikroflorom, prehranom te probavilom. Intestinalna ALP ima
ulogu u defosforilaciji bakterijskih toksina posebice lipopoliproteina koji mogu imati toksicno
djelovanje na organizam. Endotoksemija u probavnom sustavu vodi razvoju metabolickog
sindroma (Kaliannan i sur., 2013). Pove¢ana koncentracija ALP-a prisutna je kod upalnih

stanja te infektivnih bolesti probavnog sustava (Estaki i sur., 2014). Takoder pokazano je
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kako je neaktivnost ALP-a u probavnom sustavu izravno povezana s razvojem pretilosti i
metabolickog poremecaja popra¢enog inzulinskom rezistencijom, upalom kardiovaskularnih
te ostalih bolesti pridruzenih poremecéajima kardiovaskularnog sustava (Bilski i sur., 2017).
Povecanje ALP u nasem istrazivanju moguce je objasniti oSteCenjem jetre, upalom te
promjenama crijevne mikroflore (de La Serre i sur., 2010), posljedi¢no nastale pretilos¢u.
Druga istrazivanja pokazuju kako visokokaloricna hrana smanjuje aktivnost ALP-a U
organizmu (de La Serre i sur., 2010).

Iz Tablice 6 takoder je vidljivo da nije doslo promjena koncentracije alanin
aminotransferaze (ALT) izmedu pokusnih skupina. ALT je jedan od ceSce KkoriStenih
biomarkera poremecaja funkcije i strukture jetre; visoka koncentracija u citoplazmi hepatocita
vodi pove¢anom oslobadanju ovog enzima pri oste¢enjima tkiva jetre (Liu i sur., 2014; Toita i
sur., 2017). ALT je povezan s povecanjem abdominalne mase te metabolickim poremecajima
kao $to su pretilost i dijabetes, miSi¢na distrofija te ostalim poremecéajima misica (Liu i sur.,
2014; Toita i sur., 2017). Takoder se pretpostavlja kako je smanjenje koncentracija ALT-a u
tkivu povezano sa starenjem (Liu i sur., 2014). U istrazivanju Toita i sur. (2017) koncentracija
ALT-a u plazmi nije pokazala zna¢ajnu promjenu izmedu skupina hranjenih standardnom i
visokokalori¢nom hranom te autori navode kako statisticki nezna¢ajna razlika ne znaci da nije
prisutna upala u tkivu jetre sto se podudara s nasim rezultatima.

Statisticki znacajne promjene u koncentraciji amilaze (Tablice 6) su primjecene
usporedbom  Zenki hranjenih visokokalorit(nom hranom te muzjaka hranjenih
visokokalori¢nom hranom (P<0,05). Amilaza je enzim koji sudjeluje u razgradnji Skroba na
jednostavnije Secere koji mogu uci u proces glikolize. Luce je gusteraca, zlijezde slinovnice te
djelomicno jetra, a ovaj enzim koristi se kao pokazatelj poremecaja rada gusterace (Afsartala i
sur., 2016; Eldin i Abdelsalam, 2015). Istrazivanja navode kako je primijeCeno smanjenje
koncentracije amilaze gusterace u krvnom serumu pretilin osoba (Kondo i sur., 1988;
Nakajima, 2016; Bonnefond i sur., 2017) i kod Stakora (Bruzzone i sur., 1984), dok druga pak
istrazivanja navode povecanu razinu amilaze kod osoba oboljelih od dijabetesa i pretilih
osoba (Eldin i Abdelsalam, 2015) te stakora (Saravanan i sur., 2014).

Iz Tablice 7 vidljivo je statisticki znac¢ajno smanjenje koncentracije aloumina u plazmi
kod Zenki hranjenih visokokaloricnom hranom u odnosu na muZzjake hranjene
krvnom serumu sisavaca i imaju bitnu ulogu u regulaciji koloidno-osmotskog tlaka te
prijenosu brojnih molekula kao $to su hormoni, slobodne masne kiseline, metaboliti te brojne

druge molekule. Albumini se sintetiziraju u jetri (Hall, 2011), a njihova povecana
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koncentracija u krvi moze sluziti kao biljeg upale jedne od znacajki pretilosti (Marques i sur.,
2015), sto potvrduje usku povezanost izmedu visokokaloricne hrane, pretilosti i nastanka
upale. Statisti¢ki znacajna razlika nije uoc¢ena ni kod koncentracije globulina u krvnoj plazmi
izmedu jedinki hranjenih standardnom i visokokalori¢cnom hranom (Tablica 7). Globulini su
takoder krvni proteini koji se sintetiziraju u jetri i imaju vaznu prijenosnu ulogu te ulogu u
imunolo$kom sustavu (Hall, 2011).

Primijeéeno je i statistiGki zna¢ajno smanjenje koncentracija kalcijevih iona (Ca*") u
plazmi muZjaka hranjenih visokokaloricnom hranom u odnosu na muzjake hranjene
standardnom hranom (P<0,01) (Tablica 7). Druga istrazivanja takoder navode smanjenje u
koncentraciji kalcija u plazmi pretilih Stakora (Paradis i Cabanac, 2005) te smanjenje porasta
tjelesne tezine kod stakora hranjenih hranom bogatom kalcijem (Papakonstantinou i sur.,
2003). Kalcij je bitan u organizmu, posebice jer sudjeluje u izgradnji kostanog tkiva, a
promjene koncentracije kalcija u izvanstani¢nim teku¢inama mogu dovesti do kardioloskih i
neuroloskih poremecaja (Hall, 2011).

Rezultati nisu pokazali statisticki znac¢ajnu razliku u koncentraciji fosfora usporedbom
svih skupina (Tablici 7), ali je vidljivo statisti¢ki zna¢ajno smanjenje natrija (Na*) kod Zenki
hranjenih visokokaloriénom hranom u odnosu na muzjake hranjene visokokaloricnom hranom
(P<0,05). ZapaZeno je i statisticki znaCajno povecanje koncentracije kalija kod muZzjaka
hranjenih standardnom hranom (P<0,01) u odnosu na zenke hranjene standardnom hranom, te
muzjaka hranjenih visokokaloricnom hranom u odnosu na zZenke hranjene visokokalori¢cnom
hranom (P<0,05). Natrijev je ion prisutan u velikoj koncentraciji u izvanstaniénom prostoru
dok je koncentracija kalijevih iona veéa u stanicama (Hall, 2011). Povisene koncentracije
natrija povezuju se s hipertenzijom, kardiovaskularnim bolestima, smanjenjem funkcije
bubrega koji mogu dovesti i do smrti (Oh i sur., 2017). Takoder se navodi kako pretjerani
unos natrija moze dovesti do povecanja mase bijelog masnog tkiva te povecanja koncentracije
adipokina leptina u krvnoj plazmi (Fonseca-Alaniz i sur., 2007). Stanja hiperkalijemije
povezana su pretjeranim unosom kalija u organizam te s neucinkovitim uklanjenjem viska
kalija u bubrezima, dok je hipokalijemija povezana s nedovoljnim unosom Kkalija ili
nepravilnim radom bubrega. Narusavanje homeostaze kalija u organizmu potencijalno je
opasno te dovodi do raznih patoloskih stanja (Palmer i sur., 2008; Zacchia i sur., 2016).

Razina ukupnog bilirubina (TBIL) i kreatina (CRE) u serumu nije pokazala statisticki
znaCajne razlike medu skupinama (Tabica 7). TBIL se Koristi kao jedan od biokemijskih
pokazatelja metabolizma bilirubina te pokazatelja oStecenja tkiva jetre (Jie i sur., 2018).

Tablica 7 pokazuje statisticki znac¢ajno smanjenje koncentracije dusik uree u krvi (BUN) kod
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muzjaka hranjenih visokokaloricnom hranom u odnosu na muzjake hranjene standardnom
hranom (P<0,05). BUN i CRE su pokazatelji promjena na bubrezima (Somsak i sur., 2013).

Takoder nisu uocene promjene niti u 0smotskoj fragilnosti eritrocita (Slika 6) buduci da
je kod svih skupina hemoliza zapocela pri koncentraciji od 0,5% NacCl-a te iznosila oko 20%,
a do potpune hemolize doslo je pri koncentraciji NaCl-a od 0,3%. Rezultati se podudaraju s
rezultatima drugih istrazivanja gdje nema statisticki znacajnih razlika u osmotskoj otpornosti
eritrocita nakon desetotjednog unosa visokokalori¢ne hrane bogate mastima, ali je hemoliza
zapocela pri koncentraciji NaCl-a od 0,5% te je potpuna hemoliza primije¢ena pri 0,3%-tnoj
otopini NaCl-a (Kempaiah i Srinivasan, 2006). Osmotska otpornost eritrocita pokazatelj je
promjena na eritrocitima, posebice oksidacijskih oSte¢enja te nazocnosti toksi¢nih metabolita
koji mogu naruSiti osmotsku cjelovitost eritrocita. Eritrociti su osobito osjetljivi na
oksidacijska oste¢enja, buduci da su nosioci kisika (izlozeni su visokoj zasi¢enosti kisikom),
nemaju sposobnost samoobnavljanja, eritrocitna membrana podlozna je peroksidaciji lipida, a
hemoglobin je sklon autooksidaciji. Osjetljivost eritrocita na peroksidaciju lipida povezana je
s nazo¢nos$cu visokog sadrzaja polinezasi¢enih masnih kiselina u membrani eritrocita (Foot i
sur., 1982) te stalnoj izloZenosti stanica kisiku uz nazo¢nost reaktivnog Zeljeza u hemoglobinu
Sto posljediéno vodi stvaranju slobodnih radikala i slabljenju antioksidacijske obrane
eritrocita.

Zbog toga Kusmic i sur. (2000) i Alicigiizel i sur., (2001) smatraju da su eritrociti
odgovaraju¢i model za istrazivanje oksidacijskog stresa. Odnos GSSG/GSH u eritrocitima
moze posluziti kao rani i osjetljivi pokazatelj oksidacijske neravnoteze i vazan cilj za pracenje
brojnih bolesti posljedi€no nastalih povecanom razinom oksidacijskog stresa (COPB,
dijabetes, preeklampsija, astma...) te pracenjem stanja nakon primjene antioksidanasa.
Povecana liza eritocita rezultat je oksidacijskog oStecenja eritrocitne membrane te sSmanjene
fluidnosti membrane i njene sposobnosti otpora osmotskim promjenama (osmotskoj
rezistenciji). Unutarstani¢ni glutation u eritrocitima oksidira se u vecoj mjeri, povecanje
GSSG i MDA u eritrocitima te nedostatak GSH aktivira proteoliticke mehanizme na
membrani vodeci otpustanju sijaloglikopeptida i nastanku promjena na povrsini eritrocita sto
omogucuje lakse odstranjivanje ostecenih eritrocita iz krvotoka u jetri i slezeni.

Neka istrazivanja pokazala su kako visokokalori¢na prehrana kod sisavaca moze
dovesti do promjene sastava stani¢ne membrane eritrocita te tako dovesti do smanjene
osmotske otpornosti eritrocita, promjene fluidnosti odnosno hemolize eritrocita (Abbott i sur.,
2012). Eritrociti su izuzetno osjetljivi na promjene zbog visokog postotka polinezasi¢enih

masnih kiselina u membrani te nazo¢nosti hema i zeljeza (Fe) $to ih ¢ini izuzetno osjetljivima
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na prisutnost slobodnih radikala (Abdelhalim, 2010). Istrazivanja na kuni¢ima pokazala su da
visokokalori¢na prehrana vodi povecanju osmotske osjetljivosti eritrocita te njihove hemolize
pri visSim koncentracijama u odnosu na kontrolu nakon osmotjednog unosa visokokalori¢ne
hrane (Abbott i sur., 2012). Ocito, iz navedenog mozemo zaklju€iti da kod razli¢itih vrsta,
unos visokokalori¢ne hrane nema jednak uc¢inak na eritrocite.

Rezultati testa oralne tolerancije glukoze (OGTT) prikazani su na Slikama 7-11 te je
temeljem rezultata vidljivo da visokokalori¢na hrana vodi poveéanoj koncentraciji glukoze u
krvi u odnosu na jedinke hranjene standardnom hranom; tocnije doSlo je do povecanja
inzulinske rezistencije. Prije intragastrickog unosa 30%-tne otopine glukoze (Slika 7),
vidljivo je statisticki znacajno povecanje u koncentraciji glukoze u krvi muzjaka (P<0,05)
hranjenih visokokaloricnom hranom u odnosu na muzjake hranjene standardnom hranom.
Nakon 30 minuta od intragastrickog unosa 30%-tne otopine glukoze (Slika 8) vidljivo je
statisticki znacajno povecanje koncentracije glukoze u krvi Zenki (P<0,05) hranjenih
visokokaloricnom hranom u odnosu na Zenke hranjene standardnom hranom te muzjaka
hranjenih visokokaloriénom hranom (P<0,05) u odnosu na muZzjake hranjene standardnom
hranom. Sli¢na opazanja u razini glukoze vidljiva su i nakon 120 minuta intragastrickog
unosa 30%-tne otopine glukoze; razina glukoze je statisticki znacajno povecana u Krvi
muzjaka (P<0,01) hranjenih visokokaloricnom hranom u odnosu na muzjake hranjene
standardnom hranom. Nakon 60 i 90 minuta od unosa 30%-tne otopine glukoze nisu
primjecene statisticki znacajne razlike razine glukoze u krvi usporedbom skupina hranjenih
standardnom i visokokaloricnom hranom. Rezultati su u sukladu s drugim istrazivanjima
(Nagy i Einwallner, 2018). Iz navedenog je moguce =zakljuciti da Stakori hranjeni
visokokalori¢nom hranom razvijaju inzulinsku rezistenciju (Huang i sur., 2004; Flanagan i
sur., 2008) smanjujuci broj inzulinskih receptora na stanicama (Huang i sur., 2004) te broj
glukoznih receptora - GLUT2 na f stanicama gusterace §to uvjetuje smanjen ulazak glukoze u
stanice te smanjeno luéenje inzulina (Kim i sur., 1995).

Inzulinska rezistencija je usko povezana s razvojem dijabetesa tipa 2 te pretilo$éu i
razvojem inzulinske rezistencije kao jednim od najrizi¢nijih ¢imbenika razvoja dijabetesa tipa
2 (Nagy i Einwallner, 2018). Dijabetes tipa 2 povezan je s brojnim drugim patoloskim
stanjima kao §to su retinopatija i gubitak vida, oSte¢enja bubrega ¢ime se povecava stopa
smrtnosti u oboljelih (Afkarian i sur., 2013).

Rezultati analize ukupnih proteina u tkivu bubrega (Slika 12) pokazuju povecanje
koncentracije proteina u tkivu bubrega kod muzjaka hranjenih visokokaloricnom hranom u

odnosu na muzjake hranjene standardnom hranom (P<0,05). Za razliku od tkiva bubrega,
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analiza koncentracije ukupnih proteina u tkivu jetre (Slika 13) nije pokazala statisticki
znacajne razlike izmedu pojedinih skupina.

Analizom pokazatelja oksidacijskog stresa u tkivu bubrega vidljivo je statisticki
znafajno smanjenje aktivnosti enzima katalaze u tkivu bubrega kod Zenki hranjenih
standardnom hranom u odnosu na muZzjake hranjene standardnom hranom (P<0,05) (Slika
14). U tkivu jetre vidljivo je smanjenje aktivnosti enzima katalaze kod muzjaka hranjenih
visokokaloricnom hranom (P<0,05) u odnosu na muzjake hranjene standardnom hranom
(Slika 15). Katalaza je enzim koji u stanicama katalizira razgradnju vodikova peroksida na
molekule vode i kisika koje nisu $tetne za biogene molekule kao $to su proteini, DNA i lipidi.
Aktivnost katalaze se sukladno tome povecava kako dolazi do pomaka ravnoteze u oksido-
redukcijskom sustavu u korist slobodnih radikala. Jednako tako, antioksidativni sustavi nisu u
mogucnosti dugotrajno vracati sustav u ravnotezu te zbog kroni¢ne izloZenosti slobodnim
radikalima aktivnost katalaze pada. Druga istrazivanja takoder pokazuju kako je aktivnost
katalaze smanjena u tkivima jetre i bubrega Stakora hranjenih visokokaloricnom hranom
(Vijayakumar i sur., 2004), dok neki tvrde kako dolazi do povecéanja aktivnosti katalaze u
tkivu jetre, a smanjenja u tkivu bubrega (Noeman i sur., 2011).

Iz rezultata je vidljivo i povecanje koncentracije malondialdehida (MDA) u tkivima
bubrega no nije uocena statisti¢ki znacajna razlika (Slika 16) dok je u tkivu jetre (Slika 17)
primijec¢ena statisticki znacajna razlika kod zenki hranjenih visokokaloricnom hranom
(P<0,05) u odnosu na Zenke hranjene standardnom hranom. MDA je stabilni produkt lipidne
peroksidacije, kaskadne reakcije slobodnih radikala s lipidima koja vodi destabilizaciji
staniéne membrane. Podaci iz literature takoder potvrduju da visokokalori¢na hrana bogata
mastima vodi povecanju koncentracije MDA u tkivima jetre i bubrega stakora (Vijayakumar i
sur., 2004; Milagro i sur., 2006; Noeman i sur., 2011).

Povecanje MDA prati smanjenje koncentracije stani¢nog glutationa (GSH) u tkivu
bubrega (Slika 18) i jetre (Slika 19). Statisticki je zna¢ajno smanjenje ukupnog glutationa u
tkivima bubrega muzjaka hranjenih visokokalori¢nom hranom (P<0,01) u odnosu na muzjake
hranjene standardnom hranom. Rezultati takoder pokazuju pad koncentracije ukupnog
glutationa skupina hranjenih visokokaloricnom hranom u tkivu jetre no nema statisticki
znacajnih razlika. Dobiveni podaci podudaraju se s podacima iz literature koji takoder tvrde
kako dolazi do smanjenja razine stani¢nog GSH u tkivu bubrega 1 jetre kod Stakora hranjenih
visokokalori¢cnom hranom (Vijayakumar i sur., 2004; Hsu i Yen, 2007; Noeman i sur., 2011).

Glutation je tripeptid koji ima ulogu u metabolizmu nutrijenata, antioksidativnoj zastiti te u
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unutarstani¢noj signalizaciji (Aquilano i sur., 2014). Iscrpljivanje stani¢nog GSH je jedan od
pokazatelja oksidacijskog stresa u organizmu.

Oksidativni stres je stanje koje prati brojne patoloske poremecaje te se Cesto povezuje
uz pretilost, inzulinsku rezistenciju te dijabetes tipa 2 (Fernandez- Sanchez i sur., 2011;
Chung i sur., 2018), ali i proces starenja (Droge, 2002) te neplodnosti u muskaraca i zena
(Adeoye i sur., 2018). Oksidativni stres osim patoloskih uloga ima i brojne fizioloske uloge te
je bitan za odrZzavanje homeostaze, u stani¢noj signalizaciji, ubijanju patogena i zacjeljivanju
rana (Bhattacharyya i sur., 2014).

Temeljem dobivenih podataka vidljivo je da pretilost dovodi do naru$avanja cjelokupne
homeostaze organizma i da bi uravnotezena i pravilna prehrana bogata antioksidansima te
tjelovjezba uvelike mogla pomo¢i u uspostavljanju narusene homeostaze organizma. Tako,
primjerice brojni podaci pokazuju na djelotvorne uc¢inke flavonoida na dijabetes i pretilost,
posebice njihove regulatorne u¢inke na prijenosnike secera u krvi kroz povecanje izlucivanja
inzulina 1 povecanje osjetljivosti inzulinskih receptora, smanjenje apoptoze te poticanje
proliferacije i regeneracije stanica gusterace, te smanjenje inzulinske rezistencije, upale i
oksidativnog stresa u misi¢ima i cjelokupnom organizmu. Ucestalost pretilosti i dijabetesa u
svijetu raste kao i potreba za sigurnim, uéinkovitim, funkcionalnim biotvarima koje
ucinkovito smanjuju posljedice dijabetesa i pretilosti. Istrazivanje molekularnin mehanizama
flavonoida ukljucenih u metabolizam glukoze i lipida u pretilosti i dijabetesu zasigurno ¢e dati
novi uvid u podruéju razvoja bioloski aktivnih djelotvornih lijekova te potaknuti razvoj
prehrane flavonoidima u cilju sprjecavanja nastanka bolesti kao i lijeCenja pretilosti,

dijabetesa i njihovih komplikacija.
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6. Zakljucci

Temeljem dobivenih rezultata moguce je zakljuciti da obrada Stakora visokokalori¢cnom

prehranom tijekom 30 dana:

e ne uzrokuje povecanje tjelesne tezine, N0 uz produljenje trajanja obrade moze dovesti
do razvoja pretilosti

e vodi narusavanju hematoloskih i biokemijskih pokazatelja

¢ kod muzjaka vodi razvoju upalne reakcije kroz povecanje postotka neutrofila

e nema utjecaja na hemolizu eritrocita

e vodi razvoju inzulinske rezistencije

e povecava razinu lipidne peroksidacije (MDA) u tkivu jetre zenki te smanjuje razinu
ukupnog glutationa (GSH) u tkivu bubrega muzjaka

e smanjuje aktivnost katalaze (CAT) u tkivu jetre te u tkivu bubrega muzjaka

e muzjaci pokazuju vecu osjetljivost na visokokalori¢nu prehranu u odnosu na zenke $to
mozemo pripisati zaStitnom ucinku estrogena

e obzirom na povecanu ucestalost pretilosti i dijabetesa u svijetu, nuzno je i potrebno
istraziti u¢inkovitost funkcionalno aktivnih bioloskih sastavnica na metabolizam lipida

i glukoze u cilju smanjenja posljedica dijabetesa i pretilosti.
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